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Ozet

Hucresel yapilar icin 6nemli metabolik gorevleri olan enzimler gesitli amaglarla kullanilmak (izere
gindelik ve ekonomik hayata girmistir. Endlstrinin hemen her alaninda kullanilan lipazlar genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Clinkli mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel ve

Anahtar kelimeler hayvansal enzimlere gore katalitik aktivitelerinin cok yiksek olmasi, istenmeyen yan drin
Endstri; Enzim; olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari ve fazla miktarda elde edilebilmeleri gibi avantajlari
Mantar; Lipaz. vardir. Fungus tirleri pH, sicaklik gibi faktérlere karsi dayanikh olduklari ve fungal biyokitleden enzim

ekstraksiyonu diger mikrobiyal lipazlara gére daha ucuz oldugu igin lipaz Gretiminde tercih edilmektedir.
Fungal lipazlar gida, deterjan ve ila¢ endustrisinde genis bir kullanim alanina sahiptir. Bu makalede
endustriyel alanda yaygin kullanim alanina sahip olan lipaz enzimleriyle ilgili literattr irdelenmistir.

Fungal Lipases and Use in Industrial Areas

Abstract

Enzymes, which have important roles in cellular metabolism, were used as variety of purposes in daily
and economical life. Lipases that are extensively used in industry are usually obtained from
microorganisms. Hence, enzymes are produced by microorganisms have some advantages when
compared with enzymes produced by plants or animals such as having higher catalytic activity, not
forming undesirable by-products, being more stable and relatively cheap, and obtaining much quantity.
Fungal species have more resistance to environmental conditions such as pH and temperature than
other microbial species and the extraction of fungal enzymes are cheaper than other microbial enzyme
extraction. Because of these advantages fungal biomasses are prepared for lipase production. Fungal
lipases are extensively used in food, detergent and pharmaceutic industries. In this article relevant
publications about fungal lipase that have mostly convenient enzymes in industrial areas were
reviewed.
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1. Giris

Lipazlar fizyolojik ve endstriyel anlamda 6nemli g flandirma  sisteminde lipazlara E.C.3.1.1.3
enzimlerdir. Lipitler dinyadaki biyokltlenin ¢ok  umarasi verilmistir (Sekil 1).

blylik bir kismini olustururlar ve lipolitik enzimler
suda ¢oziinmeyen bu bilesiklerin ¢cevriminde 6nemli
rol oynarlar. Okaryot ve prokaryotlarda lipazlar lipit
metabolizmasinda hidroliz ve sentez
reaksiyonlarinda gorev yaparlar. Lipazlar transesterifikasyon ve interesterifikasyon
(triagilgliserol ~agilhidrolazlar; EC 3.1.1.3) uzun  reaksiyonlari seklindedir (Davranov, 1994; Savitha
zincirli yag asitlerinin gliserol esterlerini pargalayan ve ark., 2007).

enzimlerdir (Prazeres ve ark., 2006; Babu ve Rao,

2007). GunUimzde enzimler igin yapilan

Lipazlarin katalizledigi reaksiyonlar (Sekil 2);
hidroliz, alkoliz, asidoliz, aminoliz, esterifikasyon,
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Sekil 1. Lipaz enziminin siniflandiriimasi
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Sekil 2. Lipazlarin katalizledigi reaksiyonlar; (a) hidroliz,
(b) esterifikasyon, (c) asidolizle transesterifikasyon, (d)
alkolizle transesterifikasyon, (e) interesterifikasyon, (f)
aminoliz

Lipazlarin gorev aldigi biyokimyasal yolda enzim
substrat etkilesimi iki basamakta olmaktadir (Sekil
3). Birinci basamakta tetrahedral etkilesim ile agil-
meydana gelir. Bu esnada
oksijen atomlari negatif
yuklenerek peptit zincirindeki iki NH grubunun

enzim kompleksi
etkilesim bolgesindeki

kararli hale gelmesini saglar. Olusan bu yapiya
oksianyon deligi denir. ikinci basamak ise agil-enzim
kompleksinin hidrolizidir. His kalintisi niikleofilik su
moleklnl aktiflestirir ve reaksiyon ikinci etkilesim
ile devam eder. Olusan asidik Grin ayrilir ve enzim
serbest kalir (Monecke ve ark., 1998).
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Sekil 3. Lipazlarin gorev aldigi biyokimyasal yolda enzim
substrat etkilesimi

Lipazlar tarafindan katalizlenen reaksiyonlar gift
yonlidir ve bu enzimler gliseroliin mono, di ve
trigliserit  esterifikasyonunu  katalizlemektedir
(Nwuche ve Ogbonna 2011). Lipazlarin en énemli
ozelliklerini asagidaki gibi siralayabiliriz:

a. Bilyuk oranda kemoselektivite,
regioselektivite ve steroselektivite
gosterirler (Snellman ve ark., 2002).

b. Mantar, maya ve bakteri gibi
mikroorganizmalarca  biylk  miktarda

uretilirler.
c. Birgok lipazin kristal yapilari ¢ozilmustir ve
istenen dogrultusunda

amag protein

miihendisligi  yoluyla olasi  dizaynlari
yapilmaktadir.
d. Kofaktor

reaksiyonlari katalizleyebilirler.

gerektirmezler ve yan

e. Organik ¢oziicllerde kararlidirlar.
f.  Cok genis substrat spesifikligi gosterirler.

Bu oOzelliklerinden dolayi lipazlar biyoteknolojide
yaygin olarak kullanilan enzimler arasinda dnemli
bir grubu olustururlar. Ozellikle mikrobiyal lipazlar
Uretiminin  kolayligindan dolayi Oneme
sahiptirler (Jaeger ve Eggert, 2002). Cesitli bakteri
tirleri mikrobiyal
Uretmektedirler. Fungus tirleri pH, sicakhk gibi
karsi dayanikli olduklari ve
diger mikrobiyal
daha ucuz oldugu icgin lipaz Uretiminde tercih
edilmektedirler (Kishore ve ark., 2011). Fungal

ticari

tirleri ve fungus lipazlan

faktorlere

ekstraksiyonlari lipazlara gore
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lipazlar gida, deterjan ve farmosétik endistrisinde
genis bir kullanim alanina sahiptirler (Houde ve
ark., 2004). Bu c¢alismada fungal lipazlarin Gretimi
alanda potansiyel

ile endistriyel glincel ve

uygulama alanlarindan s6z edilecektir.

2. Fungal Lipaz Uretimi

Lipaz Ureten mikroorganizmalar, endustriyel atiklar
(Sztajer ve ark., 1988, Gombert ve ark., 1999),
bitkisel yag isleme fabrikalari, stt Grtnleri (Abdou
2003, Kim ve ark., 2004), yaglarla kontamine olmus
topraklar basta olmak lizere degisik topraklar (Haba
ve ark., 2000, Jinwall ve ark., 2003), yag iceren
(Kose ark., 2002),
(Sztajer ve ark., 1988) ve kompost yiginlari (Tsai ve
ark., 2007) gibi habitatlardan
edilmektedirler. St yagl ve zeytinyagi gibi yaglar,

tohumlar ¢lrimiis gidalar

cesitli izole
lipaz Uretimini uyarmalar nedeniyle (Stead 1986,
Aires-Barros ve ark., 1994) lipaz aktivitesi gosteren
mikroorganizmalarin izolasyonu i¢in  uygun bir
vasat niteligi tasir. Genel olarak lipaz tretimi icin bir
organik azot kaynaginin ve vyaglar, yag asitleri,
gliserol gibi lipidik karbon kaynaginin bulunmasi
yeterlidir (Gupta ve ark., 2004). Bunlarin yani sira
mutasyonlara neden olan gesitli kimyasaller ve bazi
metal iyonlari fungal lipaz Gretimini arttirmaktadir.
Fungal lipazlar mantar tirleri tarafindan lipitleri
parcalamak icin Uretilen enzimlerdir. Lipitler suda
hiicre alinamazlar.

¢oziinmedikleri igin icine

Dolayisiyla onlari  hiicre disinda parcalamak
gerekmektedir. Bu nedenle birgok lipaz hiicre disina
salgilanmaktadir. Lipaz enzimi Greten mantar tiirleri
Tablo 1'de

gosteriyor ki sicakhk, pH, karbon, azot ve lipit

verilmistir.  Yapilan arastirmalar
kaynaklari ve ¢6ziinmils oksijen konsantrasyonu
gibi  bircok cevresel faktér lipaz

etkilemektedir (Sharma ve ark., 2001).

Uretimini

2.1. Lipaz iiretimine karbon kaynaklarinin etkisi

Lipaz Uretimini etkleyen faktorlerden biride karbon
kaynagidir (Immanuel ve ark., 2008). Lipaz lireten
bir fungus olan C. rugosa tirinin besiyerine
karbon kaynagi olarak oleik asit eklendiginde lipaz
indiklenmektedir. R.

Uretimi oryzae tirinin

gelistirildigi besiyeri bilesimine karbon kaynagi

olarak misir yagi eklendiginde hem lipaz lretimi
hem de hiicre biliylimesi artmaktadir (Sharma ve
ark., 2001). Son vyillarda yapilan bir c¢alismada
fungal lipaz Uretimine besiyeri iceriginde bulunan
glikoz, nisasta, maltoz ve fruktoz gibi karbon
kaynaklarinin etkisi arastiriimis ve fungal kilturler
tarafindan en iyi lipaz Uretiminin fruktoz bulunan
ortamda gerceklestigi tespit edilmistir (Thota ve

ark., 2012).

Tablo 1. Lipaz enzimi Gireten mantar tarleri

Cins Tiir Referanslar
R. delemar (Klein ve ark., 1997)
R. oryzae (Resina ve ark., 2004)
R. arrhius (Elibol and Ozer 2001)
Rhizopus  R. nigricans (Ghosh ve ark.,1996)

R. homothallicus(Diaz ve ark., 2006)

R. niveus (Thota ve ark., 2012)
Mucor M. miehei (Handayani ve ark., 2012)
Humicola |H. lanuginosa |Venkateshwarlu ve Reddy, 1993)

A. flavus
Aspergillus A. niger

(Long ve ark., 1998)

(Mhetras ve ark., 2008)
(Jayaprakash ve Ebenezer, 2010)
(Pernas ve ark., 2001)

(Suen ve ark., 2004)

(Brunel ve ark., 2004)

A. japonicus
C. rugosa

C. cylindracea
C. deformans

Candida

2.2. Lipaz iiretimine azot kaynaklarinin etkisi

Termofilik bir mantar olan R. oryzae tirlinin lipaz
Uretim besiyerine azot kaynag olarak pepton
eklendiginde maksimum dilizeyde lipaz Urettigi
saptanmistir. Termofilik mantar olan Aspergillus
rugulosus, Humicala sp. ve Thermomyces
lanuginosus tiirlinlin termostabil lipaz Gretimi igin
besiyerine azot kaynagl olarak maya ekstrakti
eklendiginde en yliksek diizeyde enzim Uretimi

gerceklesmistir (Sharma ve ark., 2001).

2.3. Lipaz iiretimine pH’in etkisi

Lipaz Ureten bir mantar tlrQ olan R. nigrigans pH
(4.0- 7.0) arasi asidik ortamlarda iyi gelistigi, ancak
besiyerindeki asitligin artmasinin lipaz aktivitesini
azalttigl goézlenmistir. Baska bir mantar tirl olan
pH 3.0-12.0 arasinda
ylksek

Aspergillus terreus ise
miktarda  lipaz
2004).
izole edilmis olan Sporobolomyces

gelismekte  olup,

Uretmektedir (Bourne ve ark., Yagh

atiklardan

AKU FEMUBID 13 (2013) 011001



Fungal Lipazlar ve Endiistride Kullanim Alanlari, Giil

salmonicolor tiiri en ylksek lipaz Gretimini pH 6 da
gerceklestirmistir (Thabet ve ark., 2012).

2.4. Lipaz iiretimine sicakhdgin etkisi

R. nigrigans ve M. heimalis gibi mantarlarin
optimum 22- 35 C ‘de maksimum diizeyde besiyeri
ortaminda gelistigi ve lipaz Urettigi gozlenmistir

(Sharma ve ark., 2001).

2.5. Lipaz iiretimine mutajenik maddelerin etkisi

Son vyillarda yapilan c¢alismalarda lipaz (reten
mikroorganizmalarda meydana gelen
mutasyonlarin  Gretim  kapasitesini  arttirdig

gosterilmistir (Farshad ve ark., 2011, Thabet ve
ark., 2012).
kullaniminda gorilen hizli artis nedeniyle lipazlarin

Biyoteknoloji alaninda lipazlarin

asiri  Gretimini  saglamak amaciyla  yonli
mutasyonlar yardimiyla sus gelistirme g¢alismalarina
Mutant
mikroorganizmalarin ultra viyole 1sinlari (UV), etil
(EMS) ve N-metil-NO-nitro-N-
nitrosoguanidin (NTG) gibi
birakilmasi suretiyle elde edilmektedir (Winston,
2008). EMS ve UV’ye maruz kalan Y. lipolytica susu

24 saat sonunda 356 U/ml lipaz enzimi Gretmistir ki

agirhk verilmistir. suslar

metan sulfonat
kimyasallara maruz

bu miktar mutant olmayan tiriin drettiginin 10.5
kati daha fazladir (Farshad ve ark., 2011). Etidyum
UV kullanilarak elde edilen S.
salmonicolor mutant susu ise mutant olmayana

bromir ve

gore 3.2 kat daha fazla lipaz Gretmektedir (Thabet
ve ark., 2012).

2.6. Lipaz iiretimine metal iyonlarinin etkisi

Candida sp. tarafindan lipaz Gretiminin magnezyum
(Mg*?), sodyum (Na*) ve potasyum (K*) iyonlarinin
bulundugu ortamda arttigi saptanmistir (Tan ve
ark., 2003). Lipaz aktivitesi poatsyum (K*), kalsiyum
(Ca*®) ve magnezyum (Mg*) iyonlarinin bulundugu
ortamda artmis ancak Civa (Hg"*) bulunan ortamda
azalmistir (Sharma ve ark., 2009).

3. Fungal Lipazlarin Analizi ve Saflastiriimasi

Lipazlar trigliseridleri hidroliz ederek yag asiti ve
olarak;
radyoaktif

gliserol olustururlar. Analiz metodu

spektrofotometrik yontemler,

isaretleme  yontemi, yiksek  basingh  sivi
kromatografisi (HPLC), Tribiitirin plak yontemi ve
titrimetri gibi yontemler kullanilmaktadir. Trib{tirin
plak yontemi yontemi lipaz Ureticisi olan mantarlarn
ve lipaz aktivitesini belirlemede en ¢ok kullanilan
yontemdir (Sharma ve ark., 2001).

Fungal lipazlarin saflastiriimasinda; amonyum sulfat
iyon degisim

presipitasyonu, jel filtrasyonu,

kromatografisi, affinite kromatografisi, immuno
saflastirma gibi cesitli yontemler kullaniimaktadir.
Bu yontemlerden affinite kromatografisi basamak
sayisini azaltigi icin tercih edilmektedir (Saxena ve

ark., 2003).
4. Fungal Lipazlarin Genel Ozellikleri ve Substrat
Spesifikligi

Mikrobiyal
saflastirildiklar

hicrelerden saflastirilan lipazlarin

orijine bagh olarak molekdl

agirhiklar, optimum pH ve sicaklhk degerleri,
substrat spesifitesi gibi fiziksel ve biyokimyasal
ozellikleri agisindan farklilik géstermektedir (Saeed
ve ark., 2005; Kyu ve ark., 2005).

hicrelerden saflastirilan

Fungal
lipazlarin  biyokimyasal
ozellikleri Tablo 2’de verilmistir.

substrat kontrol eden

Lipazlarin spesifikligini

mekanizmalar enzimin molekiler ozelligi,
substratin yapisi ve enzimin substrata baglanmasini
etkileyen faktorlerdir. Agilgliserol substratlarindaki
regiospesifite temel alindiginda lipazlar iki gruba
ayrihr.

Grup | lipazlar triagilgliserolun yag asiti ve gliserole
kadar parcalanmasi reaksiyonlarini katalizlerler. Ara
Grin olarak diagilgliserol ve monoagilgliserol
olusur. C. cylindricae tarafindan Uretilen lipazlar bu

grupta bulunur.

Grup Il lipazlar vyag asitlerindeki 1 ve 3
pozisyonlarindaki agil gliserolleri regiospesifik
olarak  tanir. Bu lipazlar triagilgliserolleri

hidrolizleyerek yag asitleri, 1,2-diagilgliserol ve 2-
monoagilgliserol olusumunu saglar. A. niger, R.
arrhius, R. japonicus tarafindan Uretilen lipazlar bu
gruba ornek olarak verilebilir (Cajal ve ark., 2000).

AKU FEMUBID 13 (2013) 011001
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Tablo 2. Fungal lipazlarin biyokimyasal profili

Tablo 3. Lipazlarin endistriyel uygulamalarda kullanimi

Fungal Kaynak pH Sicakh MA* Referanslar Endistri Alani Reaksiyon Uriin Uygulama
k(°c) | (kDa) Alami
Aspergillus 9.0 | 37 27 (Saxena ve ark., Sit Siit, yag ve peynir Peynir ve tereyagi
carneus 2003) hidrolizi aromasi
A.  niger 5.2 47.5 - (Namboodiri ve icecekler Aroma arttirici Alkollu igkiler
Chattopadhayaya, Saghkh Transesterifikasyon Saghkh yiyecekler
2000) Yiyecekler
A.  niger 8.5 50 - (Mhetras ve ark., Et ve balik Aroma arttirici Yagi uzaklastiriimig
NCIM 2008) et ve balik trunleri
1207 Kati ve sivi Transesterifikasyon Kakao yagi,
Aureobasidium 7.8 | 35 - (Kudanga ve ark., yaglar Hidroliz margarin
pullulans 2007) Gliserol, mono ve
digliseritler
Candida rugosa | 7.0 | 30 117 (Pernas  ve ark., Kozmetik Esterifikasyon Deri ve gines
2001) kremleri, glines
Fusarium solani | 7.2 | 25 - (Poulsen ve ark., yaglari
2005) Temizlik Biyopargalayici suglari Giyeceklerin
azaltmada temizligi
Rhizopus . ) >0 295 (Diaz ve ark., 2006) Zirai Kimyasallar Esterifikasyon Herbisitler
homothallicus Farmasétikler Alkollerin hidrolizi ilag yapiminda
R. oryzae 75 | 35 32 (Sharma ve ark., kullanilan ara
2001) Uranlerin Gretimi
(MA*: Molekul Agirligi) Petrol Endustrisi Transesterifikasyon Biyodizel Gretimi
Kirlilik kontrolu Hidroliz ve yaglarin Zararl suslarin
5. Fungal Lipazlarin Endiistride Kullanim Alanlari transesterifikasyonu | uzaklastinimasi ve
atik yaglarin
hidrolizi

Lipazlarin endistride kullanim alanlari  oldukga
genistir (Tablo 3). Gida ve deterjan endiistrisi gibi
endistriyel alanlarda ve ilaglar, zirai kimyasallar ve
yeni biyopolimerik materyaller gibi 6nemli
kimyasallarin sentezinde lipazlar kullaniimaktadir
(Houde ve ark., 2004).

5.1. Deterjan endiistrisinde lipazlarin kullanimi

Yaglarin ¢ok degisik kompozisyonlarini hidroliz
edebilmeleri, pH 10- 11 ve 30- 60 °C gibi sert
yikama dayanikli
deterjanlarin bilesiminde bulunan proteazlar gibi

kosullarina olmalari  ve
enzimlere ve lineer akil benzen silfonat gibi ylizey
aktif maddelere karsi dayanikli olmalari lipazlarin
deterjan endustrisinde kullanilmalarini mimkiin
kilmistir.

1988 yilinda NOVO/Nordisk firmasinin Lipolase TM

Grininl piyasaya slrmesi lipazlarin deterjan
endistrisinde kullaniminda ¢igir agmistir. Bu {riin
fungal bir lipaz olan Humicola lanuginosa lipaz
geninin Aspergillus niger tiriine aktarilmasiyla elde

edilmistir.

5.2. Onemli kimyasallarin sentezinde lipazlarin
kullanimi

ilaglar, zirai kimyasallar ve tatlandiricilar énemli

kimyasal maddeler arasinda vyer almaktadir.
Bunlarin sentezindeki anahtar ara urinler genellikle
sentezlenmesi zor olan

kimyasal metotlarla

karmasik ve kiral bilesiklerdir.
Fungal bir lipaz olan Candida rugosa lipazi
antimikrobiyal bilesikler olan (S) ve (R) elvirol ve
bunlarin tiirevi olan (S)+ ve (R)- curcufenollerin
enzimatik resoliisyonunu katalizler.

Celtik tarlalarinda yabani otlara karsi kullanilan yeni
bir  herbisit olan (S)-
enantiyomerinin Uretiminde lipazlar etkin olarak

indanofanin saf

kullaniimaktadir.

Yeni biyopolimerik materyaller biyolojik olarak
parcalanabildigi ve yenilenebilir dogal kaynaklardan
elde edildigi icin dikkat ¢ekmektedir. Yiksek
secicilik avantajina sahip olan lipazlar polifenol ve
poliester gibi polimerlerin sentezini katalizlemek

AKU FEMUBID 13 (2013) 011001
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icin kullanilirlar. Coklu reaktif gruplara sahip yapisal
olarak karmasik monomerler, farkh kaynaklardan
elde edilen ticari

lipazlar kullanilarak yliksek

verimle polimerlestirilirler.

6. Sonug

GUnUmuizde biyoteknolojik yontemlerin gelismesi
ile Uretilen ticari 6neme sahip Urlnlerin basinda
enzimler gelmektedir. Endistriyel enzimlerle ilgili
yapilan arastirmalar Grlinlerin kullanim alanlarinin
cesitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yiksek olmasi
nedeniyle 6nem kazanmistir. Lipazlar endiistride
genis uygulama alani bulan biyokatalizorlerdir. Bu
enzimler mantar, maya, bakteri, hayvan ve bitki
kaynakl olabilir. Mantar tiirlerinden elde edilen
lipazlar pH ve sicaklik toleranslarindan dolayi diger
canh tlrlerinden elde edilenlere goére daha
avantajlidir. Lipaz Uretimine yonelik c¢alismalar
gecmisten glinimize devam etmekle birlikte yeni
gelistirilecek tekniklerle Gretimin arttirilmasina
yonelik yeni arastirmalara ihtiya¢ vardir. Her bir
endistriyel uygulama spesifik 6zellikte enzimlere
ihtiyag duydugu icin spesifik 6zellikte lipaz lreten
mikroorganizmalarin belirlenmesi gerekmektedir.
Ozellikle

kapasitelerinin gelistiriimesi icin optimal ortam

mikroorganizmalarin  lipaz  Uretim
kosullarinin ve Uretimi arttirici etki eden cesitli
faktorlerin belirlenmesine yonelik ¢alismalar 6nem
kazanmistir. Ticari 6neme sahip olan fungal
lipazlarin genis ¢apli Gretimi igin yeni teknolojilerin
gelistirilmesi hem gliniimiizde hem de gelecekte
bilim insanlarinin arastirma konulari arasinda yer

almaya devam edecektir.
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