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Gidalarin islenmesinde Kullanilan Enzimlerin
Rekombinant DNA Teknolojisi ile Uretimi

Burcu Cerci', Ali Kogyigit?, ismail Karaboz®

Ozet

Gidalarin islenmesi icin birgok farkli yéntem bulunmaktadir. Enzimler de gidalarin
islenmesinde ve gida katki maddelerinin Uretiminde olduk¢a yaygin bir bicimde
kullaniimaktadirlar. Enzimler mikroorganizmalardan oldugu kadar bitkilerden ve
hayvan dokularindan da elde edilmektedirler. Fakat genellikle klasik yontemlerle elde
edilen bu enzimler ginimuizde kullanilan modern gida Uretim yéntemlerine uyum
saglayamamaktadirlar. Rekombinant DNA teknolojilerinin gelismesi ile gidalarda
rekombinant mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin kullaniimasi fikri dnem
kazanmistir. Rekombinant mikroorganizmalarin kullaniimasi disik maliyet ve ylksek
verimlilikle enzim eldesini saglamaktadir. Fakat elde edilen enzimler gidalarda
kullanilacagi i¢in, konak mikroorganizmalarin patojenik ve toksijenik potansiyelleri
6nemlidir. Bu sorun da konak organizmalarin mutasyonla givenilir hale getiriimesiyle
veya fermantasyon kosullari dizenlenerek toksin Uretilmesine engel olunmasiyla
aslimaktadir.

ISLENMiS GIDALAR

Enzimler gida endistrisinde oldukga 6nemli rol oynamaktadirlar. YUzyillardir
stregelen ekmek ve peynir Uretimi enzimlerin aktivitelerine dayanmaktadir. Yine
yogurt ve fermente UrlUnler de enzimatik reaksiyonlar sonucunda Uretilmektedirler
fakat bu Urlnlerde, saflastinimis enzimlerden ¢ok organizmalar bu reaksiyonlari
gerceklestirirler (1). Enzimler, gida proseslerinde, biyoddnisim ve sentez,
ekstraksiyonlarin gelistiriimesi, viskozitenin azaltiimasi ve tattaki degisimler gibi pek
cok islem igin kullaniimaktadir. Gida uygulamalarinda kullanilacak olan enzimler
GRAS (Generally Recognized as Safe) olarak degerlendiriimis kaynaklardan elde
edilmelidir. Clnkl elde edilecek rekombinant enzimin Uretiminde kullanilan konak
organizmalarin patojenik ve toksijenik potansiyelleri oldukga 6nemlidir (2).

Gidalarin iglenmesinde kullanilan enzimlerin endUstriyel olarak Uretimi 1874’lere
uzanmaktadir. Danimarkall arastirmaci Christian Hansen peynir islemi igin
buzagilarin karinlarindan rennin (kimosin) ekstrakte etmistir (3).
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Kimosin giinimizde rekombinant DNA teknikleri ile bovine prokimosin genine sahip
mikroorganizmalarca Uretilmektedir. Bovine kimosin E. coli K-12de ifade edilmistir ve
US Food and Drug Administration (FDA) tarafindan onaylanan ilk rekombinant
enzimdir (3).

Enzimlerin ekspresyonu igin temel olarak G¢ bileseni gerektirir: bir gen, geni iceren
vektdr ve ekspresyonu gerceklestirecek konak hicre (4). Enzim eldesinde Urintn
miktari da olduk¢a 6nemlidir. Dolayisiyla konak hicrelerin rekombinant enzim
dretiminde énemli rolleri bulunmaktadir.

Konak mikroorganizmalar

B. subtilis, B. licheniformis, A. niger, A. oryzae gibi bircok bakteriyel ve fungal strain
gida proseslerinde kullanilan enzimlerin  Gretimi  icin  konak hlcre olarak
kullaniimaktadirlar. Bu organizmalar uzun yillardir enzim Gretiminde kullaniimakta olup,
endUstriyel Uretim kosullari altinda oldukga iyi Uretilebilmektedirler. Bunlar ayni
zamanda genetik manipllasyonlara uygundurlar ve fermantasyon ortaminda bol
miktarda enzim Uretebilirler. Bu organizmalarin diginda, E. coli K-12, F. venenatum, P.
fluorescens gibi dogal enzimlerin Uretiminde kullaniimayan pek ¢ok mikroorganizma,
gida proseslerinde kullanilan enzimlerin Uretiminde kullaniimaktadirlar (3).

Bacillus subtilis

B. subtilis uzun yillardir 6zelikle alfa amilaz ve proteazlar gibi gida islemlerinde
kullanilan enzimlerin Gretiminde konak organizma olarak kullaniimaktadir. B. subtilis
tarafindan UGretilen rekombinant enzimlerin glvenligi FDA'ya (Food and Drug
Administration) sunulan GRAS (Generally recognized as safe) tebliginde ve cesitli
calismalarda belirtilmigtir (5-28-29-30). B. licheniformis, B. amyloliquefaciens ve B.
stearothermophilus’'un (6zellikle alfa amilaz enziminin Gretiminde) gida islemlerinde
acisindan konak hicre olarak kullaniimalarinin givenli oldugu belirtiimistir. Son on
yilda, B. licheniformis ve B. amyloliquefaciens rekombinant enzimlerin
ekspresyonunda kolaylikla kullanilmiglardir. iki endiistriyel B. licheniformis straininin
tim genomunun sekansi ¢ikartiimis ve B. subtilis'in sekansina blyUk oranda benzer
oldugu, fakat insanlarda patojen olan B. cereus ve B. anthracis’ten farklilik gbsterdigi
belirlenmistir (6, 7). B. licheniformis, B. amyloliquefaciens ve B. stearothermophilus
‘un gavenilirligi birgok ¢alismada belirtilmigtir (8-10).

Bacillus turlerinin yabani tip strainleri besin kisitlanmasi durumunda sporulasyona
girerler. B. thuringiensis pestisidal proteinleri gibi bazi 6nemli ticari bilegikleri
sporulasyon esnasinda olustururken, gida proseslerinde kullanilan enzimlerin Gretimi
sporulasyon ile engellenirler (11). Bu sebeple sporulasyon olusturmayan mutantlar
gelistirilip rekombinant enzimler igin konak hicre olarak kullaniimaktadirlar.

Bacillus tarlerinin heterolog enzimlerin ve diger proteinlerin Gretiminde kullanilmasinin
avantajlarindan biri proteinlerin dogrudan fermantasyon ortamina verilmesidir (12).
Bacillus turleri tarafindan Uretilen ekstraselller proteazlarin heterolog proteinleri
parcalamasi ise rekombinant enzim Uretiminde 6nemli bir probleme yol agmaktadir.
Ekstraselller proteazlarla enzim yikimini engellemek ve enzim verimliligini arttirmak
icin enzim Ureticileri proteaz Gretmeyen mutant strainler gelistirmislerdir.



E. coli K12

1990 yilinda FDA E. coli K-12 tarafindan Uretilen kimosin enzimini GRAS olarak
onaylamistir. E. coli K-12, uzun vyillardir laboratuarda kullaniimaktadir. Bu
mikroorganizma sindirildiginde toksin Uretmemektedir. E. coli K12 galismasi olduk¢a
maliyetli bir bakteridir. 1997°’de genom sekansi belirlenmistir. E. coli K-12
kimyasallarin ve insanlarda kullanilan ilaglarin Uretiminde guvenilir bir sekilde
kullaniimaktadir (21 CFR 184. 1685; 13; 14).

Pseudomonas fluorescens

Gram negatif toprak bakterisidir ve insanlarda hastalik yapmamaktadir. Yabani tip
strain MB101, Kaliforniya’da marullardan izole edilmistir ve a-amilaz Uretiminde
konak organizma olarak kullaniimaktadir. Bu strain 1989°dan beri tarimsal
uygulamalarda kullanilan B. thuringiensis insektisidal proteininin Gretimi igin
kullaniimaktadir (15).

Aspergillus oryzae ve A. niger

Her iki organizma da ekmek Uretim, mayalama ve diger gida uygulamalari igin
kullanilan enzimlerin kaynagidir. Her iki tlr de patojenik veya toksijenik degildir. Bazi
strainleri, mikotoksinler gibi toksik sekonder metobolitleri diisik miktarda da olsa
Uretmektedirler. Fermantasyon kosullari degistirilerek bu ttrlerin mikotoksin Gretimi
engellenebilecegdi bildirilmistir (14).

Diger fungal turler

Fusarium venetatum, Kluyveromyces marxianus var. lactis, Trichoderma reesei de
rekombinant enzim Uretiminde kullanilan gtvenilir konak mikroorganizmalaridir (16,
17, 18)

Rekombinant strainlerin gelistiriimesi ve klonlarin se¢imi

Rekombinant enzimleri kodlayan genler, ekspresyon vektérleri kullanilarak konak
strainlere aktarlirlar. Ekspresyon vektdrl ekspresyon kaseti iceren DNA plazmitidir.
Ekspresyon kasetinde temel olarak bulunan bilesenler promotor, enzimi kodlayan
gen bolgesi ve terminatdrdar.
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Sekil 1: Ekspresyon kaseti

Promotor Gen Terminator

Promotor ve terminatér enzim-kodlayan genlerin transkripsiyonunu kontrol eden
regulatér sekanslardir.

En yaygin olarak kullanilan plazmitler pUB110, pUC18 ve pUC19'dur. pUB110
plazmiti S. aureus’tan izole edilmistir (19) ve sekansi belirlenmistir (20-21). pUC18 ve
pUC19 plazmitleri E. coli ‘de klonlama iglemleri igin gelistiriimislerdir (22). pUB110
plazmiti, neo ve nptll geni olarak da bilinen kan" (kanamisin veya neomisin direng)
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geni ve ph1 (phleomisin direng) geni tasir (23). Bu plazmitin kullanimi sonucunda
elde edilen rekombinant mikroorganizmanin secimi de bu direnglilik genleri
kullanilarak yapilir. pUC18 ve pUC19 plazmitleri E. colide aktif olan bir replikasyon
orjini ve ampisilin direnglilik (amp") geni icerirler. pUC18 ve pUC19 plazmitleri belirli
bakteriyel ve fungal ekspresyon vektorlerinin E. colide olusturulmasi icin kullanilirlar
ve segcici markerlari amp” genidir.

Rekombinant enzim Uretiminde ekspresyon vektérlerinin olusturulmasinda kullanilan
bircok bakteriyel plazmit bulunmaktadir. Bazi durumlarda, iki veya daha fazla
plazmitten tirevlenen fragmentler birlestiriimistir. Ekspresyon vektorlerinin gogu kendi
secilebilir markerlarini icerirler. Yine de bazi durumlarda, iki ayri vektdr olusturulur;
biri ekspresyon kasetini tasirken, digeri segilebilir markeri tagir. Béyle bir durumda
konak strain her iki vektorle birlikte transforme edilir (3).

Bakteriyel ekspresyon vektérleri ya konak kromozomuna entegre olurlar ya da
ekstrakromozomal replikasyonla (otonom) cogalirlar. Otonom olarak replike olan
bakteriyel ekspresyon vektorleri konak bakteri ile uygun replikasyon orijini icerirler ve
hedef enzimi yUksek oranda Uretebilirler. Mayalarda ve filamentéz funguslarda enzim
dretimi i¢gin kullanilan ekspresyon vektorleri genellikle konak genomuna entegre
olacak sekilde dizayn edilirler (3).

ENziM URETIiMI

Enzim 0retimi biyoteknolojinin bilylyen bir alanidir. Dinyada yapilan patent
basvurulari ve bu konunun arastiriimasi ile ilgili yayinlar yildan yila artmaktadir.
Enzim dreticilerinin - ¢odu farkli  fermantasyon teknikleri ile Gretimlerini
gerceklestirmektedirler (24).

Mikrobiyel enzimler, dodal ya da rekombinant olsalar da kontrol altinda tutulan
kosullardaki fermantasyon iglemi ile Gretilirler. Enzim CUretimini en Ust seviyeye
cikarmak igin, sicaklik, pH, havalandirma gibi parametreler kontrol altinda tutulurken,
fermantasyon ortaminin igerigindeki bilesenler de ¢ok iyi secilmis olmalidir. Dekstroz,
nisasta, yeast ekstrakt, amonyum, Ure ve mineraller bir fermantasyon ortaminda en
sik kullanilan bilesenlerdir. KoépUk kirici ajanlar, pH ddzenleyiciler de bir
fermantasyon ortaminda bulunurlar. Tim bu bilegenler enzim Uretimini olumlu ya da
olumsuz yénde etkilemektedir (3).

Natarajan ve Rajendran’in 2009’da yaptiklari calismada fermantasyon kosullarinin
Lactobacillus plantarum’dan tannaz Gretimi Gzerine etkisini arastirmigtirlar ve kaltGrin
kompozisyonu, substrat konsantrasyonu ve kuiltir kosullarinin (pH, sicaklik,
havalandirma vs.) enzim Uretimini etkiledigini belirtmislerdir (25). Yine Sanchez ve
ark. 1999’da Candida rugosa’'dan lipaz Uretimi Uzerine fermantasyon kosullarinin
etkisini arastirmiglar ve farkh kosullar altinda enzimin farkh aktivitelere sahip
oldugunu belirtmislerdir (26).

GUnOmuzde Uretilen rekombinant enzimlerin cogu ekstraselllerdir ve fermantasyon
ortamina birakilirlar. Enzim, hicresel kitleden ayrilir, ¢cézdarilir ve konsantre hale
getirilir. Son 0Urln, organizmanin Urettigi metabolitleri veya fermantasyon veya



proseste kullanilan bilesenleri de igerebilir (3). Bu sebeple dretimin ardindan
enzimlerin igerigi test edilmektedir (27).

SONUC

Dogada bulunan enzimler gidalarin islenmesinde yuzyillardir kullaniimaktadir. Gida
endustrisinin gelisimi ile birlikte kisa sUrede, yUksek verimlilikte, maliyeti distk ve
stabilitesi yiksek enzim eldesi 6nem kazanmistir. Rekombinant DNA teknolojisindeki
gelismelerle birlikte rekombinant organizmalardan enzim elde etme Uzerine yapilan
calismalar artmisg ve hala artmaktadir. Enzimleri kodlayan genlerin klonlanmasi ve
yiksek hacimde endustriyel fermantasyon ortamlarina kolaylikla uyum saglayan
konak mikroorganizmalarda bu enzimlerin ifade edilmesi sonucunda yuksek miktarda
enzim elde edilebilmektedir. Ayni zamanda gidalarin iglem gérdigi sicakhk ve pH
kosullarina da uygun enzim eldesi saglanmistir.

Rekombinant enzim Uretiminin kilit noktasi kullanilan konak htcrenin toksijenik ve
patojenik potansiyelidir. CUnkd bu enzimler gidalarin islenmesinde kullanilacagi icin,
insan sagligina olumsuz ybnde etki etmemesi gerekmektedir. Bu tlr bir
olumsuzlugun énline gecmek icin ya cesitli mutasyon yéntemleri ile organizmanin
patojeniteden sorumlu genleri tahrip edilmis, ya da fermantasyon kosullari optimize
edilerek mikroorganizmanin toksinler gibi sekonder metabolitleri Uretmesi
engellenmisgtir.

Bunun disinda mikrobiyel konak strainleri enzim Gretimini arttirabilmek igin genetik
olarak modifiye edilebilmektedir. Ornegin bakteriyel ve fungal tirlerin bircogu hedef
enzime zarar verebilen ekstraselller proteaz Uretmektedir. Klasik mutagenezle bu
organizmalardan proteaz tGretmeyen mutantlar elde edilebilmektedir.

Gida teknolojisindeki gelismeler daha etkili ve glvenilir enzim Uretimine olan ilgiliyi
arttirmakta, istenen 6zellikleri tasiyan ifade strainlerinin Uretilmesiyle ilgili galismalari
da tetiklemektedir. Molekdler biyoloji, rekombinant DNA teknolojisi ve klonlama ile
ilgili elde edilen bilgilerin artmasiyla da hizl, ylksek verimde ve endustriyel dlgekte
enzim Uretimi saglanabilmektedir.
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