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LiPAZ ENZIMLERI iLE YAGLARIN MODIFiKASYON BiYOTEKNOLOJiSI
MODIFICATION BIOTECHNOLOGY OF FATS BY LIPASE ENZYMES

Rami AL-TAWEEL, Sibel SUNGUR'
Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya B&liimii Biyokimya AbD

OZET: Son yillarda lipazlar ile kati ve sw1 yaglarin enzimatik modifikasyonu giderek Snem kazanmaktadir. Lipaziar ile
yaglanin modifikasyon teknolojisi geleneksel kimyasal yontemlerle elde edilebilmesi mimkiin olmayan, segilmig ve zel
iiriinlerin iiretilebilmesine olanak saplamaktadir. Bu yeni teknoloji ile gelecekte ucuz ve kolay elde edilebilen yaglan istenilen
Ozellikte fonksiyone! yaglara doniigtiirmek miimkiin olacaktur, '

Bu makalede, enzimatik olarak modifiye yaglann elde edilmesinde kullamlan lipaz enzimlerinin, kaynaklan ve
karekteristikleri ile reaksiyonlanna Srmekler verilmigtir.

SUMMARY: In last decades, enzymatic modification of oils and fats have become more important due to the increased
demand for more specific products. Special and preferred products that can not be obtained by traditional chemical
methods can be manufactured by applying modification technologies with lipase enzymes. With this new technology it will
be possible to produce tailored functional fats from inexpensive sources in the near future.

In this article, sources, functional properties and reactions of lipase enzymes used in modification of fats and
oils are presented.

GIRIS

Lipitlerin 6nemli bir botimiini teskil eden gliseritler, gliserinin yag asitleriyle verdigi esterlerdir,
bunlar mono-, di- veya tri ester seklinde olabilir, en onemlisi trigliseritlerdir. Trigliseritler, besin maddesi
olarak kullanilan bitkisel ve hayvansal yaglarin temel bilegenleridir. Gliseritlerin temel bilesenleri olan yag
asitleri genellikle ¢ift karbon sayih diz zincirli doymug veya doymanug karboksilik asitlerdir.

Yaglarmn gliserit baglarim hidrolizleyen enzimler lipaz enzimleri olarak adlandinimakiadir.
Hidrolizlenme reaksiyonu sonucunda mono-, digliserit, gliserol ve ¢esitli yag asitleri olugmaktadir,

Trigliseritlerin degisik kangimlarindan olusan dogal sivi ve kati yaglar, teknolojinin Snemli
hammaddelerinden biridir. Diinyada iiretilen yaglann % 2,5'u baliklardan, % 230 hayvanlardan kalan
béliimiiniin bilyilkk kism: da soya fasulyesinden olmak izere bitkilerden elde edilmektedir. Yaglarm
teknolojideki en fazla kullamm pazarim detarjanlar ve kozmatikler olugturur; daha sonra da siras: ile;
yaglamak amaciyla kullamlan yaglar, boyalar, kaplamalar, plastikler, lastik ve tekstil gelir. Diinya iiretiminin
sadece % 11'i yiveceklerde katki maddesi olarak kullanulmaktadir JEFFCOAT (1988).

Trigliseritlerin fiziksel ve kimyasal dzellikleri; zincir uzunlugu, doymug ve doymamug yag asitlerinin
degisik kombinasyonlary, gliserole yag asitlerinin baglanma pozisyonlar gibi molekiiler yapilari ile iligkilidir.
Yag asitlerinin molekiler zincirlerinin uzamas: yagin erime noktasim yikseltmekte, kisalmasi ve doymamug
yag asit miktarinin artmasi ise erime noktasim diigiirmektedir. Kats ve sivi yaglarm trigliseritlerinin bilegimi
ve/veya molekitler yapisiun degistirilmesi ile erime noktas: ve oksidasyona kars1 kararhiligs degigen yeni
yaglar elde edilebilmektedir. Bu amagla, karigtirma, damitma, hidrojenasyon ve esterifikasyon gibi degisik
teknikler kullanilabilmektedir. Kati, siv1 yaglars gliserol ve yag asitlerine ¢evirebilmesi ve tersinir dzelligi ile
bilinen lipazlarin yag teknolojisinde kullamlmas1 sonucunda oOnceden belirlenen ozellikte yaglar
iiretilebilmektedir LARZANI ve ark. (1975), FULLBROK (1983), CINTRA ve ark. (1986), BUENROSTO
ve LOPEZ (1986).

Lipaz enzimleri diger enzimler de oldugu gibi substrat spesifiktir, dolayisiyla 6zel reaksiyonlar:
katalizlemek ve arzu cdilen fonksiyonlara sahip trigiliseritleri iretmekte kullanilabilmektedir. Kat1 ve siv1
yaglarin modifikasyon teknolojilerinin trigliserit yapisinda meydana getirdigi degigiklikler Sekil 1'de
verilmektedir.
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T.G YAPISAL DEGISIKLIGE

Sekil 1. Kati ve siv1 yaglann modifikasyon teknolojisi
(T.Gs trigliserit)

LiPAZ ENZIMLERININ KAYNAKLARI VE
OZELLIKLERI

Gliserol ester hidrolaz (EC 3.1.1.3) veya
lipazlar bir yag su fazinda mono-, di- ve trigliseritieri
hidrolizleyen enzimlerdir. Lipaz enzimleri, bitkiler,
hayvanlar ve mikroorganizmalar tarafindan
irctilmektedir. Ozcllikle bazi fasulye tiirleri,
hububatlar ve mikroorganizmalar bu enzimin
kaynaklaridir. Hayvanlarda degigik lipaz enzimleri
bulunmakiadir. Bitkisel lipazlarin  ticari  bir
uygulamast yoktur, fakat mikrobiyal ve hayvansal
lipazlar yeni katki maddelerinin iiretiminde bagan ile
kullamimaktadir. Mikrobiyal lipazlar, bir¢ok mantar,
kiif ve bakteriden elde edilebilmektedir SHAHANI
(1975).

Hayvansal ve mikrobiyal kaynakl: lipazlarin
bilyilk gogunlugu optimum aktivitelerini pH 5-7
arasinda gdstermektedir, fakat kullanilan substrata ve
tuzlarin varbgina bagh olarak optimum pH

degisebilmektedir. Lipazlar gencllikle optimum aktivitelerini 30-40°C arasinda gostermektedir. Lipazlarin

" elde edildigi kaynak, optimum aktivite gosterdikleri pH ve sicakhik arahgm: etkilemektedir KURASHIGE
ve ark. (1989), NELSON ve ark. (1977), GROSSKOPF (1965). Cizelge 1'de degisik kaynaklardan elde
edilen lipazlarin optimum pH ve sicaklik arabiklan goriilmektedir.

Cizelge 1. Mikrobiyal lipazlann optimum aktivite gosterdikleri sicaklik. pH ve substrat segicitikieri (K.O.U: kisa-. otla-, uzun zincirli

yagasit; MG,DG,TG: mono-, di-, trigliserit)

Lipaz Kaynapi Optimum
Subsitrat Segicilii

Sicaklik (°C) pH
Lipaz A Aspergillus niger 3040 5,0-70 1-3->>2-, K, O, U yag asit
Lipaz M Mucor javanicus 3045 5,5-8,5 1-,3->2-, O, U yag asit
Lipaz P Pseudomonas sp. 40-65 5,0-9,0 1-,3->2-, K, U yaf asit
Lipaz F Rhizopus javanicus 3045 5,075 1-3-> > »2-. 0, U yaf asit
Lipaz D Rhizopus delemar 3045 5,0-76 1-3->2>>2-, 0O, U yap asit
Lipaz AY Candida cylindracea 30-50 5,0-80 1-,2-3~, K, U yag asit
Lipaz L Candida fipolvtica 25-35 5,0-8,0 1-3->>2-, O, K. U yag asit
Lipaz G Penisitlium cylopium 30-50 4,5-75 1-3,»2-, DG, MG>>>>>TG
Lipaz R Penicillium roquieforti 25-35 6,0-8.0 1-3->>2-, K, O> >U yaf asit
Lipaz CE Humticola lanuginosa 40-60 5585 1-,3->2-, K, U ya§ asit
Lipaz CES Pseudomonas sp- 50-65 5,0-10,0 1-.2-,3-, K, U yag asit
Lipaz GC Geotrichum candidum 40-50 5,0-80 1-,2-3-. Oleik, kinoleik asit
Lipaz N Rhizopus nivens 30-45 5,0-7.0 1-3->»>>2-, O, U yag asit
Lipaz AK Pseudomonas sp. 45-55 9,0-11,0 1-,2-3- K, U yag asit

Lipaz enzimlerinin substratlan genelde bitkisel ve hayvansal yaglardir. Zeytinya@i, tereyagl ve
sentetik gliseritler literatiirde belirtilen substratlar arasinda yer almaktadirlar. Bir kati veya svi yagin
hidrolizlenme hizi kullanian lipaz ile dogrudan iliskilidir. Lipazin enzim aktivitesini gostercbilmesi igin
substrat olan yagmn su iginde dagilmig olmasi gerekmektedir. Incelenen trigliseritlerin igerdikleri yag
asitlerinin doymug veya doymamtg olmalari enzimatik hidrolizde dnem tagimaktadir,

Mikrobiyal lipazlar pozisyona bagh spesifiklerine gore iki grup altinda incelenmektedir, birinci grup
segici olmayan gruptur ve trigliseritin her ¢ pozisyonundan da yag asidi sahimmini saglarlar. Bu segici
olmayan lipazlar trigliseritlerin tamamimn serbest yag asitlerine ve gliserole hidrolizini gergeklestirehilirler,
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Ikinci grup lipazlar ise sadece belirli pozisyonlardaki yag asitierini hidrolizlemektedir. Lipazlar bazen de yag
asitlerine spesifiktir SAVARY ve DENSNUELLE (1956), IWALI (1988).

Gida endistrisinde reaksiyon arzu edilen seviyeye ulagtiginda enzimler inaktive edilmektedir. Bunun
icin pH ve/veya sicaklik kullanilir, Protein yapisimda olan enzimler bilindigi gibi sicaklik etkisi ile denatiire
olmaktadir. Baz lipazlarin 1s1 ile inaktivasyon siireleri Cizelge 2'de gorilmektedir KILARA (1985).

Cizelge 2. Ban mikrobiyal lipazlann inaktivasyon Lipazlarin endiistriyel lgekte retimi genellikle
sieakbklan ve sireleri sec¢ilmis mikroorganizmalarim  kaltiirleri ile
yaptimaktadir. Bunun baglica gerekgesi mikrobiyal

Inaktivasyon ﬁrc‘tim. c'iiger kaypaklar .ile mukayese edildiginde ¢ok

Lipazin Kaynafit verimlidir ve yeni tiirlerin daha kararh yapilarin elde
Zaman | Sicakbk edilebilmesine olanak saglamaktadir. Yiksek olgide

(Dak) | (°O) spesifik lipazlarin elde edilebilmesi 6zel gahgmalar ve

Pseudomonas fragi 15 72 teknikler gerektirmektedir. Uzun ve maliyeti oldukga
Rhizopus delemar 15 50 yiksek olan bu c¢aligmalar su sekilde

Aspergillus riger 15 45 simflandirilabilmektedir; 1- Dogal kaynaklardan elde

Penicillium roqueforti 10 30 edilen mikroorganizmatarin se¢imli olarak tekrar
Staptvlococcus aureus 30 70 e - — 3P .

Geotrichum candidum 15 60 ur?tlmx, ‘:?.-'S?glen organizmalarin mutasyonu, 3- 1 {otem

Achromobacter lipolyticum 40 90 mithendistigi, 4- Kiltir ortammm  degigtirilerek

mikroorganizma optimizasyonu, 5- Genetik mithendisligi.
LIPAZLARIN REAKSIYONLARI

Lipaz enzimlerinin reaksiyonlarim endiistriyel uygulamalara gore asagidaki sekilde simflandirmak
miimkiindiir YAMANE (1988), KURASHIGE ve ark. (1989);

1. Esterlerin hidrolizi
2. Esterlerin sentezi
3. Trans esterifikasyon
a. Asidolisis
b. Alkohsis
c. I¢ esterifikasyon

Esterlerin Hidrolizi

Lipazlar ile kati ve sivt yaglarin hidrolizi sonucunda gelencksel kimyasal metodlarin kullamldig
hidrolize gore daha sccilmis, spesifik yag asitleri elde edilebilmektedir ISHIDA (1984), MUKATAKA ve
ark, (1987). Trigliseritlerin gelencksel kimyasal yontemler ile hidrolizinde reaksiyon yiitksek basing ve yitksek
sicakliktaki sistemler ile gerccklesmekie ve elde edilen koyu renkli iiriin kangimi ise saflastirma
gerektirmektedir. Enzim katalizli lipolisis reaksiyonlart ise gok daha ihiman sartlar altinda yiiriimekte ve
istenilen ozellikte spesifik driinler elde edilebilmektedir MACRAE (1989). Hidrolizleme iglemi sonunda
bir trigliserit olan yaglardan yag asit zincirleri teker teker kopartilarak once di-, sonra monogliserit ve
sonugta gliserol ve yag asidi kangimlan elde edilebilmektedir.

Lipazlarin ozellikleri elde edildikleri kaynaklara gore degismektedir. Baz: lipazlar reaksiyonlar:
spesifik olarak hidrolizlemekte bazilar: ise belirli yag asitlerine spesifik olarak aktivite gdstermekredir.
Candida cylindracea, Pseudomonas sp. gibi organizmalardan elde edilen lipazlar spesifik olmayan grubu
olugturmaktadir. Bu enzimler trigliseritlerin baglarmi, gliserolun pozisyonunun ig farkh durumunda da
hidrolizlemektedir. Pankreas, Rhizopus delemer, Aspergilius niger, Candida lypolitica gibi
mikroorganizmalardan elde edilen lipazlar ise diger bir grup olan spesifik grubu teskil eder, bu lipazlar
gliserol baglarimin sadece 1. ve 3. pozisyondaki yag asitlerini hidrolizlemektedir. Lipaz enzimleri ile dzellikie
sadece 2. pozisyondan ozel yag asitlerinin kopartilmasi oldukga zordur. Son yillarda Candida cylindracea
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dan izole edilen bir lipaztn sadece 2 pozisyondaki yag asitlerine spesifik oldugu rapor edilmigtir
FUKUMOTO ve ark. (1963), KOETTING ve ark. (1988).

Genel olarak lipazlann bir ¢ogu orta uzunluktaki vag asitlerinin  hidrolizini kolaylikla
gerceklestirmektedir. Penicillium roguefort den elde edilen lipaz kisa zincirli yag asitlerini koparttig: halde
uzun zincirli yag asitleri i¢cin hemen hemen hig aktivite gostermez. Ayrica lipaz enziminin elde edildigi
kaynak lipazlarin yag asidine gore segicilik gostermesine neden olmaktadir. Geotricum candidum lipazi
sadece tek bir durum igin spesifiktir. Bu enzim sadece omega-9 pozisyonunda ¢ift bag igeren uzun zincirli
yap asitleri (oleik asit, linoleik asit, linolenik asit) i¢in aktivite gostermektedir, Bazi lipaz enzimleri
substratlan olan gliseritlere spesifik olarak reaksiyon vermektedir. Penicillium cylopium lipazi substrat
olarak sadece mono- ve digliseritlere aktiftir, trigliseritleri ise hidrolizlemez. Cizelge 1'de degisik
mikroorganizmalardan elde edilen lipazlarin substrat spesifikleri dzetlenmistir. Substrat spesifik lipazlarin
yaminda daha geligmis Ozellikte lipazlarin elde edilebilmesi de mimkindiir. Yine enzimin kaynagina bagh
olan bu &zellikler, yitkksek sicakhik ve ug pH’larda, organik ¢oziicillerde bile enzimin optimum aktivitesini
gosterebilmesidir. Son zamanlarda Pseudomonas tiiri mikroorganizmalardan ve bazi mantarlardan elde
edilen lipazlar bu ekstrem koguilarda optimum aktivite gosteren gruba ornek olarak verilebilmektedir
KLIBANOQV (1987), GRAILLE ve ark. (1988), HALLING (1989).

Esterlerin Sentezi

Lipazlarin katalizledigi reaksiyonlar tersinir reaksiyonlardir. Reaksiyon ortamimin nem oram
reaksiyonun yoniinii tayin ctmektedir. Sistemin nem seviyesi degistirilerek hidroliz ve sentez dengesi
degistirilebilir. Sistemde yiiksek nem seviyesi hidrolizin senteze gore daha gok olmasina neden olur, diigik
pem seviyeleri ise sentez reaksiyonunun ichinedir HENSEN ve EIGTVED (1985), LAZAR ve SEIFEN
{19853).

Lipaz enzimleri ile ekstrem mikrosulu kosullarda digliseritler ve yag asitlerinden trigliseritler
sentezlenebilir. Ester sentez reaksiyonlan yag asitleri ve gliserolden mono-, di-, trigliseritlerin elde
edilmesinde, serbest yag asidi ve digliseritler igeren substrat kangimlarinda serbest yag asit miktarm
azaltmak icin kullamlmaktadir. Balmumu esterleri de lipaz enzimleri ile sentezlenebilmektedir. Bu
reaksiyona drnek olarak laurik asit ile lavril alkol arasinda lipaz katalizli reaksiyon verilebilir. Reaksiyon
somunda balmumu esteri lauril laurat elde edilmektedir BUHLER ve WANDREY (1992). Scker
esterlerinin sentezi de yine lipaz katalizli reaksiyonlar ile, substrat olarak yag asitleri ve glukoz kullamlarak
gergeklegtirilebilmektedir LATTMANN ve ark, (1990).

Trans Esterifikasyon
Asidolisis

Asidolisis reaksiyonlarinda trigliserit ve serbest yag asit karigimlan: lipaz enzimleri i¢in substrat
olarak kullamlmaktadir. Bu reaksiyonlarda trigliseritlerin agil gruplan serbest yag asitleri ile yer degigtirerek
yag asitleri zenginlestirilmis yeni trigliseritler meydana gelmektedir POSORSKEve ark. (1988).

Spesifik olmayan lipazlar, trigliseritlere her @ig pozisyonda da rastgele yeni yag asitlerinin ilave
edilmesine neden olmaktadir. Spesifik lipazlar ise, sadece 1. ve 3. pozisyonda trigliseritlere yeni yag
asitlerinin katilmasim gerceklegtirebilmektedir. Trigliseritlerin asidolisis reaksiyonlari ile spesifik dzelliklere
sahip yeni, degerli iiriinler iiretilebilmektedir. Hurma yagimn temel gliseriti, 1,3 dipalmitoil-2-oleoil gliserol
ile stearik asit veya tristearin arasindaki asidolisis reaksiyonuyla, kakao yaginin temel gliseritleri olan 1(3)-
palmitoil-3(1)-stearoil-2-oleoil gliserol ve 1,3-distearoil-2-oleoil gliserol elde edilebilmektedir. Sonug olarak
ucuz trigliseritlerin asidolisis reaksiyonu, oldukga pahah olan ve kakao yag olarak isimlendirilen degerli
trigliseritin elde edilebilmesini saglayabilmektedir. Kakao yag: dzellikle gida ve kozmatik endiistrisinde ¢ok
fazla kullamma sahip bir maddedir CHOO ve ONG (1987), KILARA (1985).
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Alkolisis

Lipaz katalizli alkolisis reaksiyonlar ile bir trigliserit ve yag alkoliinden, balmumu esterleri elde
edilebilmektedir. Substrat olarak gliserol ile trigliseritlerin kullamldi alkolisis reakstyonlar (gliserolisis),
monogliseritlerin olugumuyla sonuglanmaktadir HOLMBERG ve OSTERBERG (1988), YAMANE ve ark.
(1987). Fosfolipaz D ile katalizienen 6zel bir alkolisis reaksiyonu fosfotidil kolinin, gliserol ile verdigi
reaksiyondur. Mikrobiyal fosfolipaz D enziminin katalizledigi reaksiyon sonunda bir biosurfactant (Fosfatidil
gliserol) elde edilmektedir JUNEJA ve ark. (1989).

i¢ esterifikasyon

I¢ esterifikasyon bir trigliserit kangmumn fiziksel ozelliklerinin degistirilerek, yeni modifiye yag
kompozisyonlarimn elde edilmesi iglemidir. Yaglarin geleneksel kimyasal i¢ esterifikasyon reaksiyonlarinda
sodyum metoksit veya sodyum metali kullamlmaktadir. Bu maddeler gliserit molekiilleri arasmda agil
gruplarimin transferine neden olmaktadir. Reaksiyonda gliserit molekiilleri arasmda gliseroliin her {ic
pozisyonundan da yag asitlerinin rastgele transferi s6z konusudur. Bu reaksiyon genellikle yitksek sicakhkta
olugmaktadir. Metalik sodyum yerine reaksiyonda katalizor olarak bir lipaz enziminin kullamldigx
sistemlerde, i¢ esterifikasyon reaksiyonunun olmas: igin lipaz enzimleri ile yaglarin inkitbe edilmesi
yeterlidir. fg esterifikasyon reaksiyonlarinda kullanilan lipaz enzimleri spesifik ve spesifik olmayan lipazlar
olarak gruplandinlmaktadir. Spesifik olmayan lipazlar, kimyasal i¢ esterifikasyonda oldugu gibi rastgele yeni
gliseritler iiretmektedir. Spesifik lipazlar ise sadece belirli pozisyonlarda gliserole bagh yag asitlerinin ig
esterifikasyon reaksiyonlarmm katalizlemektedir. 1,3 Pozisyonuna spesifik lipaz sadece 1. ve 3. pozisyonlarda
i¢ esterifikasyon reaksiyonlanm kazalizlemektedir. Bu tir reaksiyonlar ile eide edilen driinler kimyasal
katalizorlerle elde edilemez. Son yillarda bazi tropikal bitkilerin yaglari ile yapilan cahigmalarda, hurma yagi
veya fraksiyonlan: ile makine yaglari, hindistan cevizi, soya fasulyesi yagum arasindaki 1,3 spesifik ig
esterifikasyon reaksiyonlart ilgi gekmektedir MACRAE (1983, 1984, 1985).

SONUC

Endiistriyel lcekte kullanilabilecek dzel reaksiyonlarin katalizi igin gerekli lipazlarin maliyetinin
cok yitksek olmast, bu maddelerin tekrar kullanimina olanak saglayacak teknolojilerin aragtiriimasina neden
olmaktadir, Mihendislik tasarmm da gerektiren bu iglemler, oncelikle bu enzimlerin cesitli destek
maddelerine immobilizasyonunu ve daha sonra elde edilen immobilize lipazin kesikli veya sirekli
reaktorlerde kullamlabilmesini icermektedir. Bu amagla giiniimiizde teknoloji agsmdan oldukea yent ve
maliyeti oldukga pahali olan lipaz enzimlerinin immobilizasyonu ve reaktor tasarmmlarn ile ilgili caligmalar
dikkat cekmektedir. Lipazlarm maliyeti ok yiiksek oldugundan giiniimiizde bu maddeler ancak ¢ok pahal
ozel maddelerin iretiminde kullamlabilmektedir. Lipaz enzimlerinin immobilizasyonu ile ilgili yapilan
caligmalarda, diatome topragy, seramik, kalsiyum alginat, iyon degistirici resin, hidrofilik zarlar ve polietilen
glikol gibi organik ve inorganik desteklere immobilizasyon en fazla rastlanan yontemi olusturmaktadir.
Yapilan ¢alismalar immobilizasyon ile enzimin yarlanma dmrinin 72 saaten 1200 saatin fzerine
grkarilabilecegini gdstermekiedir FUKUI ve TANAKA (1982), TANAKA ve SONOMOTO (1990).

Lipazlarin endiistriye! dlgekte yenilebilir katt ve s yaglarin modifikasyonunda kullammi seksenli
yillarin sonlarmda baglamigtir. Giiniimiizde geleneksel kimyasal yontemlerle yapilan iglemlerin maliyeti,
enzimatik islemlere gore oldukea diigiiktiir. Cok daha nitelikli ve secilmis triinlerin elde edilebilmesine
ragmen enzimin maliyetinin yiiksekligi enzimatik uygulamalarin yayginlagmasin engellemektedir. Ancak
biyoteknolojideki geligmeler ile yakin bir gelecekte; daha spesifik lipazlarin elde edilebilmesi, daha ucuz
immobilizasyon yontemlerinin geligtirilebilmesi, tekrar kullanim olanaklarinin arturilabilmesi ve immobilize
enzimin yarilanma omriiniin uzatilmas ile, enzimatik ve geleneksel yontemlerin maliyetlerinin egitlenecegi
beklenmektedir.
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