Biyoteknoloji

6 MIKROBIYAL ENZIMLERIN BIYOTEKNOLOJIK UYGULAMALARI

Siit, maya, unlu gida ve diger ana besin endiistrileri hayvansal, bitkisel ve mikroorganizmalar
tarafindan {tretilen enzimlere bagimlidir. Bu enzimler peynir, ekmek, malt igecekleri
tiretiminde; meyve ve sebze sularinin berraklastirilmasinda kullanilmaktadir. Bugiin kismen
veya tamamen saflastirilmis mikrobiyal enzimler glukoz ve fruktoz suruplarinin tiretiminde,
deterjanlarda ve tekstil {iretim asamalarinda kullanilmaktadir. Bu enzimlerin mali boyutlari

sOyledir (1994 rakamlari):

Enzim Satis degeri (Milyon Dolar)
Proteolitik enzimler

Alkalin proteazlar 150

Notral proteazlar 70

Reninler 60
Karbohidrazlar

Amilazlar 100

[zomerazlar 45

Pektinazlar 40
Lipazlar 20

Besin endiistrisinde, enzim iiretimi amaciyla kullanilan 50 civarinda bakteri ve mantar vardir.
Bunlardan en onemlileri Bacillus turleri (B. subtilis, B. licheniformis), Saccharomyces
cerevisiae mayasl, filamentli mantarlardan Aspergillus niger ve A. oryzae'dir. Bu
organizmalar;
1. Patojenik degildir,
2. Bilinen herhangi bir toksin {iretmezler ve
3. Mutlak giivenli olduklar1 kabul edilir.

Bu sartlarin tamamini karsilamamalarma ragmen, Lactobacillus tiirleri ve bazi
Streptococcus tirlerinin, fermente besinler ve igkilerin iiretiminde giivenilir oldugu kabul

edilir.

6.1 Enzim igeren Deterjanlar

Her yil birkag milyon dolarlik mikrobiyal proteolitik enzim deterjan katkisi olarak
kullanilmak tizere tiretilir. Giyeceklerin yikanmasi sirasinda proteolotik enzimler, besin, kan
ve benzeri lekelerde bulunan proteinleri pargalarlar. Lekelenmis liflere giiclii bir sekilde
tutunan bir kir kiitlesinin  protein kismi parcalandiktan sonra leke kolayca
uzaklastirilabilmektedir. Piyasaya siiriilen deterjanlarin % 80'1 agirliklarimin % 0.015' ile

% 0.025'1 kadar peoteolitik enzim igermektedir.
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Bir ¢ok farkli tip proteinin, kiiclik polipeptitlere par¢alanmasini gergeklestirmek igin
yikama deterjaninda kullanilan enzimin, temel gereklilik olarak yiiksek proteolitik
aktiviteye ve diisiik substrat spesifitesine sahip olmasi gerekir. Yikama isleminin sert
sartlar1 altinda, uzun siire aktif kalabilmek i¢in bu enzimlerin, asagidaki ilave 6zelliklere de
sahip olmasi gerekir:

1. Yiiksek sicakliklarda (70°C'ye kadar) stabil kalabilmelidirler,

2. Alkalin pH degerlerinde (pH 8-11) yiiksek aktiviteye sahip olmalidirlar,

3. Noniyonik deterjanlarin neden oldugu denaturasyona direngli olmalidirlar,

4. Katalitik aktivite i¢cin metal iyonlarina ihtiya¢ duymamalidirlar (Bunun nedeni, biitiin
deterjanlar kelatlayici ajanlar icerirler. Bu ajanlar metal iyonlarin1 baglarlar), ve

5. Beyazlatic1 olarak kullanilan oksitleyici ajanlara (hipoklorit ve perborat) direngli
olmalidirlar.

Bu siki gereklilikler en iyi subtilizinler tarafindan saglanir. Subtilizinler Bacillus
tirlerinin ~ sporlanmalar1  sirasinda  salgilanan  bir  proteolitik  enzim  grubudur.
B. licheniformis'in subtilizinleri oldukga tercih edilen 6zelliklere sahiptirler ve deterjan katkisi
olarak yaygin bir sekilde kullanilirlar. Subtilizin enzim grubu, genis bir substrat araligina
sahiptir, pH optimumu 9'dur, proteinleri hizla suda ¢oziiniir oligopeptitlere doniistiirtirler.
Ayni zamanda uygun sicaklik stabilitesine sahip olup 65°C'ye kadar yiiksek sicakliklarda
noniyonik deterjanlar i¢inde aktiftir.

Subtilizinler proteolitik enzimlerin serin proteaz sinifinin bir tiyesidir. Uclii bir amino
asit grubu kataliz islevinde rol alir. Ser-221 katalitik merkez olarak, His-64 bir genel baz ve
Asp-32'de His-64'lin dogru formda stabilizasyonunu saglamak iizere is goriirler. Kataliz i¢in
bir metal iyonuna ihtiya¢ duyulmaz, dolayisiyla enzimin aktivitesi kelatlayici ajanlarin

varligindan etkilenmez.

6.1.1 Subtilizin'in genetik miihendisligi teknikleriyle iyilestiriimesi

Subtilizin'in enzimatik aktivitesi perborat varliginda yavasca azalmaktadir. Ayrica enzim
hidrojen peroksit ile oksidasyona olduk¢a duyarlidir. Sicaklik 60°C'nin tizerine ¢iktiginda
perborattan hidrojen peroksit agiga ¢ikmaktadir. Enzimin aktif merkezini olusturan Ser-221'e
bitisik Met-222'nin oksidasyonu enzimatik aktivitenin % 90 azalmasina neden olmaktadir
(% 10 aktif). H,O, ile subtilizinin inaktivasyonu bu enzimi igeren deterjanlarin {ist sicaklik
sinirini diistik tutmakta ve bir ¢esit sinirlayict rol oynamaktadir. Bununla beraber genetik
miithendisligi (rekombinant DNA teknolojisi) oksidantlara (H,O,!) daha direncli

subtilizinlerin iretimine izin vermistir.
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Oksidatif inaktivasyon probleminin ¢6ziimii subtilizin proteininin yapisinin, “bolgeye
6zel modifikasyonu”nda yatmaktadir (Sekil 6.1). Met-222 dogrudan katalitik aktivite ile ilgili
olmadig1 i¢in, enzimin katalitik aktivitesi degismeden Met-222, diger bir amino asite
degistirilebilir. Protein mithendisligi olarak da isimlendirilen bir rekombinant DNA teknigi
olan oligoniikleotit-yonlendirilmis mutasyon teknigi kullanilarak Met-222'nin Ala-222'ye
degistirilmesiyle elde edilen subtilizinler 1 M H,0O,'te maruz birakildigr durumlarda, yabani
tip enzimin katalitik aktivitesinden % 53'line sahiptir. Boylece yiiksek sicakliklarda perborat
varliginda (H,O, kaynagi!) bu rekombinant enzim %53 verimlilikle kullanilabilmektedir.

Dogal enzim ayni sartlar altinda %10°luk bir verimlilikle ¢alismaktadir.
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Sekil 6.1: Oligoniikleotit-yonlendirilmis mutasyon teknigi uygulanarak subtilizinlerin

oksidantlara direncini artirmak tizere bir amino asitin degistirilmesi.
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