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ISIYA DAYANIKLI MiKROORGANIZMALAR VE ENZIMLERI

THERMOPHILIC MICROORGANISMS AND THEIR ENZYMES

Sibel SUNGUR
Ankara Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya B5liimii, Biyokimya Anabilim Dal, ANKARA.

OZET: Birgok hiicresel bilegigin denatiire olduju sicakhiklarda bazi organizmalanin varlifins stirdtizebilmesi onlarmn farkh
mekanizmalara sahip oldufunu diigiindiirmektedir. Isiya dayanikl mikroorganizmalar ve onlanin enzimleri diferlerine gore
dnemli derecede farkhdir. Son willarda isiya dayanikli enzimlerin yapi ve fonksiyon ozelliklerini bulmak, onlann bu
zelliklerini kullanabilecek yeni teknolojileri geligtirebilmek igin birgok galigma yiirlitilmektedir.

Bu makalede, 1siya dayanikli mikroorganizmalar ve onlarin enzimlerinin yapi ve fonksiyon Szeliikleri ile
endiistrivel uygulamalardaki kullammlarmna iligkin yaptlan gabgmalara Smekler verilmistir.

SUMMARY: The idea of ditserent mechanisms of some organisms is supported by their survival under high temperatures
at which most of the cellular compounds are denaturated, Thermophilic microorganisms and their enzymes are comparably
different from others. In last years many investigations have been performed to discover the structural and functional
characteristics of thermophilic enzymes and to develop new technologies to use their features.

In this article, some samples about the structral and functional specifications and industrial applications of
thermophilic microorganisms and their enzymes are given.

GIRIS

Mikroorganizmalar optimum biiyiime yaptiklan sicakhiklara gore 4 grup altinda incelenmektedir;
diigiik sicaklik optimasina sahip olan psychrophiller, orta sicaklik optimasina sahip olan mesophiller, yitksek
sicaklik optimasina sahip olan thermophiller ve ¢ok yiiksek sicakhk optimasina sahip olan ekstra
thermophiller (BROCK ve MADIGAN, 1988).

Mikroorganizmalar, degigik gevre kogullarina uyum saglayabilme yetenegine sahiptir. Bu ekstrem
kosullarin biri de sicakhiktir. Yagam igin gerekli birgok protein, nitkleik asit ve diigiik molekiil agrhkh
bilesigin denatiire oldugu sicakhiklarda organizmalarin varhgim siirdiirebilmesi oldukga ilgi cekmekte ve bu
organizmalarin normalin diginda mekanizmalara sahip olduklar: diigiiniilmektedir (TANAKA ve Ark, 1971;
SINGLETON ve AMELUNXEN, 1973; BROCK, 1985).

Yiiksek sicakliklarda mikroorganizmalarin yasayabilmesini saglayan nedenler konusunda baghca
ii¢ temel goriig bulunmaktadir;

1.) Lipit etkilegimi ile saglanan kararlihk

2.) Is1 ile denatiire olmug hiicresel bilegiklerin hizh bir gekilde tekrar sentezlenebilmesi .

3.) Bu organizmalarin 1s1ya kars: karark makromolekiler kompleksler icermesi

LIPITLER

Aragtirmalar sonucunda 1stya dayamkli mikroorganizmalarin yilksek erime noktasina sahip lipitler
icerdipi tesbit edilmistir. Bu hiicresel lipitlerin erime noktasim hiicre bilyiimesi i¢in sicaklik sinarim
belirledigi one siiriilmektedir. Bazi aragtirmacilar da bityiime sicakhigimin artmast ile beraber doymug ve
dallanmig yap asit zincirlerinin yiizdelerinin arttifum dne siirmekte ve bu degisikliklerin daha kararh bir
hiicre zan olugumuna yol acacagum belirtmektedirler. Yapilan galigmalar 55°C ta bityiiyen termofillerden
hazirlanan hitcre zarmin 37°C ta biiyilyen mezofilik mikroorganizmalardan elde edilene gore 1siya daha
dayanikli oldugunu ortaya gikartmishr (RAY ve Ark,, 1971; RAY ve Ark,, 1971; CHAN ve Ark,, 1972;
NOVITSKY ve Ark., 1972).

HIZLI TEKRAR SENTEZ

incelemeler organizmalarin, bityiik organizmalara gire yitksek sicakbiklara daha direngli olduklarint
gostermektedir. Kiigiik organizmalarin yiizey alanlarimin hacimlerine oram daha yiksek oldugu igin,



138 ' GIDA YIL: 19 SAYI:2 MART-NISAN 1994

substratin ve atiklarin hiicre zarindan hareketi birim hacim igin daha huzh bir sckilde gerceklegmekte ve
bunun sonucu olarak kiigiik organizmalarn metabolizmalar: bilyitk olanlara gore daha hizh bir sckilde
cereyan etmektedir. Bu bilgilere dayanilarak yiiksek sicakhiklarda bityiimenin 151 ile denatiire olmusg hiicresel
bilegiklerin hizli bir gekilde tekrar sentezlenmesinden kaynaklandign one siirilmektedic. Bu gorisi
B.starothermofilus bakterisinin protein ve niikleik asit sentezinin E.coli’ye gore oldukga izl oldugunu
belirleyen aragtirmalar da desteklemektedir (BUBELA ve HOLDSWORTH, 1966).

ISIYA DAYANIKLI MAKROMOLEKULLER

Bu ¢ goOris araswnda arastirmacilar tarafindan en ok desteklenen 1siya  dayanikh
makromolekiillerin varhgma i¢ farkh sekilde yaklasilmaktadir;

1.) Termofiller makromolekillerin isiya dayamikliklarim arttiracak bir faktor igeriyor olabilir

2.) Mezofiller makromolekiillerin 1siya dayamksiz olmalarint saglayan bir faktér iceriyor olabilir

3.) Termofillerin hiicre bilegenleri isiya dayanikh olabilir

Bu hipotezlerle ilgili yapllan aragtirmalarda termofillerin hiicre disi bilegenleri ekstrakte edilmig
ve aym gey mezofilik organizmalar igin de yapilarak iki ekstrakt karigtirtlarak sitilmig ve denatiirasyonlar
incelenmigtir. Inceleme sonucunda termofilik ckstraktlarda belirgin bir sckilde 1siya dayanikhlik oldugu,
fakat bu ozelligin mezofilik ekstraktlann isiya dayamkhiligim arttirmadign tespit edilmistir. Bu sonug
termofillik organizmalarda kararlilig: saglayan bir faktor varsa bile bunun bagka bir yere aktarilamayacak
sekilde hitcresel bilesenlere bagh oldugunu gostermektedir (AMELUNXEN ve LINS, 1968). Bugiine kadar
kararhlig1 arttiricr bir faktér olarak bulunabilen tek drnek katalaz enzimindeki (EC 1.11.1.6) °S’ faktoriidir.
Termofilik kaynaklardan elde edilen bu enzim 65°C ta optimum aktivite gistermekte iken ’S’ faktori
tamamen izole edilip uzaklagtirildigt takdirde optimum sicaklik 60°C ta diygmektedir (NAKAMURA, 1960).

Termofilik mikroorganizmalardan elde edilen enzimler endiistrivel olarak olduk¢a énemlidir
(PARVARESH ve Ark., 1990; ZEIKUS, 1979). Bugiine kadar bir¢ok termofilik bakteri incelenmis ve alfa-
amilaz, proteaz, seliilaz, hemiselitlaz, pektinaz, glukoz izomeraz, beta-glukosidaz, alkol dehidrogenaz ve lipaz
gibi bir¢ok enzimin bu mikroorganizmalar tarafindan iiretildigi tesbit edilmistir (COWAN ve Ark., 1987:
HAGERMAN ve Ark., 1985; SCHOFIELD vc Ark., 1988; BRAGGER ve Ark., 1989).

Isiya dayamkli mikroorganizmalar mikrobiyal teknoloji igin baz avantajlar sunmaxtadi
(SONNLEITNER ve FICCHTER, 1983). Mikrobiyolojik fermentasyonda daha yitksek sicakhiklar birgok
bilesigin ¢oziniirliliging, difizyon kapasitesini arttirir, ortamin viskozitesini digiiriir. Eger sicaklik yeteri
kadar yitksekse hiicre bityiimesini engelleyen bazi ugucu iiriinlerde ouharlastirilarak ortamdan vzaklagtirilmig
olur. Termofillerin iirettigi enzimlerin raf dmiirlerinin digerlerine gore oldukea uzun olmasi ve daha yiiksek
sicakhklarda biyokimyasal reaksiyonlar: katalizleyebilmesi bu organizmalar: oldukea cazip hale getirmistir.

Mikroorganizmalarin metabolik aktivitesi dzellikle biiyiik dlgekteki fermentasyonlarda dnemli bir
problem olan sicaklifin yitkselmesi ile durmaktadir. Gelencksel mezofilik organizmalarin kullanildig
fermentasyon proseslerinde, sicakhps digiirmek igin biiyiik gaba harcamr ve sistemin toplam enerji
harcamasinin % 10 gibi bir miktar 1s1 transferi igin kullanilmaktadir. Termofilik fermentasyonlarda ise
sogutmaya gerek olmadig igin % 10 enerji tasarrufu saglannug olur,

Termofilik mikroorganizmalar endiistride birgok iiriiniin iretiminde kuHamlmaktadir. Bunlara
ornek olarak; laktik asit, asetik asit, etanol, karotanoitier, amino asitler, antlblyotlkler vs sayilabilmektedir.
Ozellikle asitler ve alkoller gibi kimyasallarin biiyiik miktarlarinm tiretimi igin termofilik organizmalarin
kullantmina gok fazla ilgi gosterilmektedir (ROSSL, 1987; DANIEL ve Ark., 1986; UYAMA ve Ark., 1981;
LYUBLINSKAYA ve Ark., 1986).

Biiyilk potansiyele sahip mikrobiyal proses; motorlu tasitlarda ilave bir yakit olarak kullamm
amaciyla etanol tiretimidir. Etanol aym zamanda Amerika’da en fazla firetilen organik kimyasal olan etilen
iretimi i¢in kaynak olarak biiyiik bir endiistriyel kullanima sahipiir. Giiniimiizde Amerika’da mikrobiyal
olarak iiretilen etanollerin biiyitk kism1 gekerin, maya ile fermentasyonuyla yapilmaktadir. Bazi termofilik
anaerobik bakteriler son yillarda etanol iiretiminde gok sik bir sekilde kullamimaktadir. Etanol iiretimi icin
termofilik mikroorganizmallarn en cezbedici yonit bitkisel kaynaklardan elde edilen organik materyalin
kaynak olarak degerlendirilebilmesidir. Tarim ve orman endiistrisinden elde edilen seliilozik materyal ok
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bityilk miktarlardadir ve karbonhidrat fermentasyonu igin tiketilemeyecek bir kaynaktir. Yaygin bir sekilde
kullamlan diger bir karbonhidrat kaynagy, esas olarak misirdan elde edilen nigastadr,

Termofilik mikroorganizmalarin etanol #retiminde kullarulmasinn ii¢ avantaji vardir;

1.) Yikseltilmig inkitbasyon sicakhi iiriin olarak elde edilen etanoliin distilasyonunu daha verimhi
bir gekilde yapmaktadir.

2.) Sistemi sogutmak gerekmez, halbuki maya fermentasyonunda gercklidir.

3.) Maya polisakkarit polimerlerinin hidrolizini yapamaz. Bazi termofilik bakteriler ise direk olarak
polisakkaritlerden etanol elde edilmesi fermentasyonunu gergeklestirebilir. Bu konu ile ilgili Clostridium
thermocellum bakterist drnek olarak verilebilir. Bu organizma selillozdan direkt olarak etanol iretiminde
kollamimakiadur,

Termofilik organizmalar atiklarin iglenmesinde ve degerlendirilmesinde de 6nemlidir. Bu
mikroorganizmalar bir¢ok endiistriyel ve kanalizasyon atiklarindan metan gaz retiminde kullamlmaktadir,
Bu proseslerin amac: kompleks ve suda ¢dzinmeyen organik materyalleri yitksek enerjili bir yakit olan
metan gazma doniigtiivmektir. Termofilik metan gazi bakterileri iki ana reaksiyonun olugmasin:
saglayabilmektedir; S

1) 44, + HCO;, + H —— CH, + 3H,0

2.) CH,COO" + H,0 —— CH, + HCO,

Bu reaksiyonlarda metan bakterilerinin substratlan olan hidrojen gazi ve asetat sisteme ilave edilen
diger termofilik bakteriler tarafindan yine kompleks organik atiklardan tretilmektedir (WOLIN, 1963).
Giiniimiizde birgok bityiik dlgekte termofilik atik isleme prosesi 50-60°C taki sicakliklarda diinyanm cesitli
schirlerinde kullamlmaktadzr, '

Mezofilik proseslere gore termofilik atik igleme proseslerinin avantajlarr;

1.) Reaksiyon izl ve siiresi kisadir

2.) Kanalizasyonda bulunabilecek baz1 istenmeyen mikroorganizmalar yitksck sicakhklarda tahrip
olmaktadir

3.) Kanigtirma i¢in daha az enerji gereksinimine neden olacak dilgitk viskozite

4.) Islem sonunda olugacak ¢amurun daha kolay bir sekilde su kaybederek kurumast

Enzimlerin besin maddelerinin katkilarinda ve 6zelliklerini degistirmede kullanimi uzun yillardan
bu yana bilinmektedir. kinci Diinya Savagindan beri yeni enzim ve enzim kaynaklarim bulma konusunda
bityiik gabalar harcanmaktadir. Yeni enzim geligtirmelerinin dniindeki en bityitk engel yitksek maliyetleridir.
Enzimlerin tiretim ve kullanim maliyetlerini diigiirebilmek igin 1i¢ Onemli konuda aragtirmalar
sirdiirilmektedir (WASSERMAN, 1984; AUNSTRUP, 1983); mikrobiyal strain geligtirme, enzim ve hiicre
immobilizasyonu, enzim kararliigini arttinc: cahgmalar. Bu makalede bahsedilen 1stya dayamklihik 60°C ve
fizerindeki bir sicaklikta enzimin uzun siire aktivitesini korumas: anlamindadir. Bu iki ydnden onemlidir;
Oncelikle her 10°C sicaklik artisinda reaksiyon hazlari yaklagik iki katina ¢ikmaktadir, bdylece reaksiyon
ortaminin sicakhpinin 10°C artmass ile teorik olarak ihtiya¢ duyulan enzim miktan yanya diismekte veya
reaksiyon siireleri kisaltitabilmektedir. Ikinci olarak 60°C ve iizerindeki sicakliklar mikrobiyolojik bilyiime
igin inhibitordiir. Birkag giin siiren serbest enzim reaksiyonlari ve immobilize enzim reaktérleri, bu
konuda kirliligin Onlenmest agsimdan Onem verilmesi gereken yerlerdir. Proseslerde 1siya dayanikls
mikroorganizma veya enzim kullamlmas: ile bu problem kendiliginden bir olgiide ¢oziilmig olmaktadir
(GODFREY, 1983). _

Isiya dayanikli mikroorganizmalar ve onlarin enzimleri digerlerine gore onemli derecede farklidir.
Termofilik organizmalardan elde edilen enzimler mezofiliklerden elde edilen benzer katalizorlere gore;
1s1ya, protein denatiirantlarina (organik ¢oziiciiler, asitler, bazlar, gesitli anyonlar vs) kars: daha dayamkhdir
(ZAKS ve KLIBANOV, 1984; GUAGLIARDI ve Ark., 1989).

Giinitmiizde, 1s1ya dayamkh enzimlerin yap1 ve fonksiyon dzelliklerini bulmak, 1siya dayamkhlignn
genetik temellerini aragirmak ve mezofilik mikroorganizmalarin 1s1 nedeniyle inaktivasyonunu
engelleyebilmek icin yapilmas: gereken genetik degisiklikleri tesbit edebilmek amaci ile bir ¢ok ¢alisma
yiriititmektedir (FONTANA, 1988; PATCHETT ve Ark,, 1989; GREENBERG ve MAHONEY, 1982;
KINDLE, 1983). .

Is1 ile temas sonucunda biyolojik akfivitelerinin azalmasi, biltiin bilinen enzimlerin temel
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karakteristigidir. Enzim kararliligim belirleyen temel kavram proteinlere onlarin dogal ikincil ve igtinciil
yapilarini veren kovalent olmayan giigtiir. Bunlar elektrostatik iyon iftlemesi, hidrojen baglar1 ve hidrofobik
etkilegimlerdir. Bir enzimdeki kovalent olmayan bu etkilegimlerin say1s1 tamamiyle onun birincil yapisindan
kaynaklanmaktadir. Artan 151 dayaniklligmn nedenlerini agiklayabilmek konusunda iki dégisik yaklagim
vardir. Bunlardan birincisi sicakhig kullamilabilir yiizey alam ve hidrofobisiti gibi istatistiki parametrelere
dayandirir, bu yaklagm amino asit bilegimini, igerdigi molekiillerin dagdimmi dikkate almadan
degerlendirdigi igin birgok uyumsuz oldugu durum vardir ve yararllig: kisithdir, Bundan daha bagarili olan
diger yaklagim isc 1stya dayamkl ve dayaniksiz enzimleri, onlarin dzel amino asit baglantlarina bakarak
kargilagtirma yontemidir. Bu ¢aligma amino asit sira analizlerini ve bazan x-ray kristallografi ¢alismalarim
i¢ermektedir. Calgmalar ¢ok ufak yapisal degisikliklerin bile enzimlerde dnemli blgtide 1s1ya dayaniklihg
ctkiledigini gostermektedir (GRUTTER ve Ark., 1979; IKAI, 1980; RUEGG ve Ark., 1982).

SONUC

Istya dayamkli mikroorganizmalarin bulunmas: ile endiistride daha gelismis uygulamalarda
kullanilabilecek yeni bir simif biyokatalist devreye girmeye baglamistir. Yiiksek sicakliklarda, yitksek tuz
konsantrasyonlarinda, ug pH’larda, organik ¢oziiciilerde kararh olabilen biyokatalistlerin varltg, onlarin bu
ozelliklerini kullanabilecek yeni teknolojilerin geligtirilmesine yol agacag agiktsr (PULVIN ve Ark,, 1988;
PULVIN ve Ark., 1986; MOZHAEYV ve Ark., 1991; ROY ve Ark., 1989; PISANI ve Ark., 1990).
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