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1. GiRlg

Biyokatalistlerin yiiksek fiyat1 bircok du-
rumda buntarin yeniden veya siirekli kullanim-
larin gerektirmektedir, Buna radmen’ dogal
enzimlerin veya diger biyokatalistlerin (orga-
neller veya hiicreler) yeniden kullanims, uygu-
lamada genellikle pek miimkiin olmaz. Clnki
bunlarn reaksiyon karisrmndan geri alinmalan
zordur veya ekonomik degildir.

. Biyokatalistler uygulanan islemle istenilen
dbniisimii sagladiktan sonra fiziksel veya kim-
yasal ybdntemlerle inaktif hale getirilir ve bir
daha kuflanilemaz. Ancak, ilgifi ddniigimi ger-
ceklegtiren biyokatalist inaktive edilmeden or-
tamdan uzaklastirilabilirse defalarca kullan!-
mast mimk{n olur. Bu amacla, son 15- 20 yii
icerisinde  biyokatalistierin immobilizasyonu
teknikleri gelistirilmigtir ve zellikle immobili-

_ ze enzimler endilstride yaygin olarak kullanil-

maktadir (8, 14).

immobilizasyon: biyokatalistieri suda ¢o- .

zinmeyen bir tasiyiciya baglayarak veya yine
suda ¢éziinmeyen bir matriks igerisinde tutuk-
lamak suretiyle hareketlerini engellemek, ‘buna
kargin substrat ve Grlntn hareketine olanak
veren bir sistem olusturmaktir {8, 12, 13).
immobilizasyon bilingli bir bigimde uygu-
lanmazdan Once, sirke iretiminde ve atik su
arttilmasinda, tagtyicitara badlanmig canli hilc-
reler olarak, endiistriyel boyutlarda zaten kul-
lanutmmstir, 19, yiizythn  baglarindan bu yana
odun yongasi lizerine adsorbe edilmis asetik
asit bakterileriyle sirke Uretiimektedir. Attk su
aritiimasinda  kullantlan * damlatmaly filtrede
(trickling filter) gesitli protophyta ve protozoa'-
larin kanigik kiiltiirleri gamur partikiillerine ya-
msir ve atik icerisindeki organik bilegiklerin
parcalanmasint katalize ederler (4). '

Enzim immobilizasyoenu Nelson ve Griffin
tarafindan 19. yiizythn baslarinda rapor edil
mistir. Buna karsin ancak son 15-20 yd ice-
risinde ciddi arastirma ve gelismelerle, immo-

bllizasyon teknifinde endiistriyel proseslere
uygulanabilecek snemli ilerlemeler elde edile.
bilmistir. Bu konudaki -aragtrrmalarin ¢odu, en-
zim {reten girketler tarafindan gerceklestiril-

" mis olup, temel amag enzimin kullanimim ve

verimliligini artirarak Griintin maliyetini dogiir-
mek ve yeni iiriinler elde etmek yoniinde ol-
mustur (2, 14).

1971 yibnda yapian 3. Biyoteknoloji ve
Biyomiihendislik Simpozyumu {Henniker, USA)

" ve 1. Enzim Mihendistigi Konferansi'nda «Im-

mohbilize enzim» teriminin kullaniimas tavsiye

editmigtir (12}. o
. immobilize enzimin serbest (dogal) enzi-

me Ustiiniokleri soylece dzetlenebilir (4, 12,

13); ‘ .

— enzimin tekrar kazanilmasi ve tekrar
kulkamimi, :

— cevre kosullanina (sicakiik, pH v.s.)
kargi dayamkiilik, _ '

— enzimin kinetik ozelliklerinin Tyilestiril.
mesi,

— siirekil iglemlere uygulanabilirlik,

—_ son {irlinitn enzim icermemesi,

— Griin olugumunun kontrol altinda tutu-
labilmesi, S

— birbirini izleyen ¢ok kademeli reaksi-
yonlar igin uygun olusu,

— enzimin kendi  kendini pargalamasi
(autolysis, self - digestion) olasihidmin
azalmast.

Hicre ic¢i enzimlerin immobilizasyonu Igin

enzimin hiicreden ayrilmasi gereklidir. Bu igle-

mi ortadan kaldirmak amaciyla hiicrelerin dog-

rudan -i-mmdbilxiza$yonu teknikleri iizerinde ca-

hsilmistir. immobilize hiicreler; enzimin izolas-
yonu, saflagtiriimas) ve geri alinmasina gerek

duyulmayacadii igin immobilize -enzim sistemle-

rine kiyasla dstiinlik gbsterirler. Ayrica en-
#im hiicre icerisindeyken, kendi dogal gevre-
sinde oldugu i¢in daha kararhdir (2, 10).
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Baslangigtz, hiicre!er tek asamali enzim

reaksiyonlar igin iImmobilize edilmiglerdir, Bu .

sistemde enzimler aktif ve stabil olmasina
karsitik - hiicreler. 6ludiir, Buna kargin ozeflikie
fermentasyon yoluyla elde olunan birgok ya-
rarlr bilegik, canl hiicreler iginde bir grup en-

zim tarafindan katalize edilen gok asamal reak.

siyonlar sayesinde olugur. Aym zamanda bu
reaksiyonlar ¢ofunlukla ATP, NAD, NADP ve
ko - enzimin: ortamda bulunmasmna gereksinim
gdsterirler. immobilize hiicreler canli oldukla-
rinda, byle ¢ok asamall reaksiyonlar igin kul-
lantlabilirler. Bu sekildeki immobilize hiicreler

«immobilize canlt hiicrelers- olarak tammlanir

(2: g] - ' ' %

Bu immobilize canli hiicreler sistemi, fer-

mentasyon ve geleneksel immobilize hiicre sis-

temlerinin kombinasyonu olarak gériilen yeni

bir sistem olup, su Ustiinliiklere sahiptir (2, 4, -

. — Immobilizasyon igin' kullanilan hiicre \
sayisi azdir,

« Matriks igindeki hiicre konsantrasyonu
stvi ortamdakinden fazladir,

— Verimiilik yiiksektir, ¢iinkii yogun hic-
re tabakasi geligme ile jel tanecidinin
yi.'lzeyine -yakm yerde olusur,

-~ Verimlilik stabilitesi uzun siire korunur,
¢linkll proses sirasinda matriks iginde-
ki hiicreler yeniden firerler, -

— ko - faktorleri ah-koya; ve rejeners ede
bilirler,

— Dilitsyon hizi () hiicrenin ozgiil ge-
lisme hizindan bagimsiz bir bigimde ar-
tinlabilir.

. im-mobi]=ize -biyokatalistlerin endiistriyel bo- .
yutlardakj uygulamelarindan hirkag Cizelge 1"

9; de gbsterilmektedir.

Cizelge 1. immobilize biyokatalistlere iligkin baz1 endiistriye! uygutamalar *
Biyokatalist immobilizasyon yontemi Uygulama Baslama Yili
Aminoakilaz Tasiyiciya baglama L. amino asit ,

o ' iiretimi 1969 .
Glikoz izomeraz, ' Capraz baglama veya Glikozdan fritktoz
hiicre _ hiicrenin tagiyiciya igeren surup

bagjlanmas: -liretimi 1973

Penisilin akilaz,
hiicre , tutuklama

L - aspartaz iceren

Tutuklama
E. (_:oli hilereferi :

Ta$1y|c1ya baglama,

6- amino penisilanik -
asit Gretimi - 1973
Fumarik asitten

L. aspartik asit

uretimi — 1974
Laktaz [\}eya 8- 'Tasiy:cwa baglama Siitte: laktoz
galaktozidaz) hidrolizi 1977
S. cerevisiae Ca -_alginat'ta tutuklama Etanol iiretimi 1981
hiicreleri

* 4 ve 7 nolu kaypaklardan derlenmistir,
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Serbest enzimlerin ucuz olduju ve prose-
sin zaten gelistirilmis oldugu durumlarda im-
mobilize sistem igin yapilacak deﬁ-ifs;i-klik fay-
dali olmaysbifir. Bu nedenle, nigasta hidrolizi
aibi geleneksel bazi enzim uygulamalarinda

‘immobilize sistem hala <kul!am~l:m_ama-ktadir (4).
2. immobilizasyon Yéntemleri

Biyokatatistler immobilize  edilirlerken,
hiicre veya enzim aktivitesinin bu islemden ke-
sinlikie etkilenmemesi gerekir. Immobilizas-
yon iglemi yumusak kosuilarda gerq:elgl'eﬂi,rih
melidir. Yiksek sicakll, kuvvethi asidik veya
bazik ortam, organik cbziicliler veya yiiksek
tuz konsantrasyonu aktivite  kaybina -nedeﬁ

olur (3, 6).

immobilizasyon yéntemleri; tagiyiciya bag-
lama, Qap'haz'bag:la:ma ve tutuklama yontemleri
olarak iig -ana grupta siniflandiniabiliv (2, 4,
12, 13). | '

immobilizasyon yonteminin segimi, immo-
bilize ‘edilecek biyokatalistin tipine son derece
baglidir. Polimerik matriksler iginde fiziksel ali_
Koyma tiim hiicre veya hiicre organelleri igin
en uygun tekniktir, Halbuki enzimler daha gok

- taswyiclya baglamrlar veya gapraz baglaniriar

{3, 4}.

. 5. Uygun Immobilizasyon Yéntemi ve
Tasiyicinin Set,'ir_ni

Kullamtacak irrimobil‘izaéyon yontemi pro-

_sesin bilimsel, mihendislik ve ekonomik duru-

muna baglidir. Yontem; kolay, ucuz, farkli ko-
sullarda -uygulanabilir olmall ve en onemlisi
aktivite kaybina neden olmamairdir (7}.

Laboratuvarda gergeklestirilen bircok im-
mobilizasyon teknidi bilyitk dlcekte dretim igin
uygun degildir. Aragtirilmig yéntemlerden biri-
nin segimi gereksinimler ve mevcut bilgiler. gbz
ontine alinarak yapimalidsr. :

immobilizasyon yontemi tagiyici ve reak-
tor segimini etkileyen faktorler Cizelge 3'de
verilmigtir. '

1 [ "
IMMOBILIZASYON YONTEMLER! .
9

|
TASIYICIYA BAGLAMA
1

TUTLKLAMA

gl | .
TBaR , i ICin
Van derWaadls | Kovalent - {q"'fa_ael_ - - ‘ﬁ;’rukfb
Kuvveti Baglonwa - |Ginde. I ama
lvoriik | tutulloamwa Mikirokapsil
aglawa Iginde. tutuklame:

Sekil 1. kmmobilizasyon ¥ontemleri (4, 18).
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Cizelge 3_. immobilizasyon ydnteml, tagiyici ve reaktdr secimini ‘etklleyen faktbrler (12).

immobilizasyon ydntemi Tasiyie

- Reaktbr -

Giivenirlilik Immobilizasyon yontemi
Maliyet Substratin tabiat:
Aktivitenin korunmasi Reaktdr tipl

Kararlilik Mekanik Szellikler .

fslem gereksinimleﬁ .
Reaktor masrafi _
Katalizatdr rejenerasyonu
Reaksiyon kinetigi

Gizelge 4'de Immobilizasyon yontemleri dedgisik oOzellikleri yénﬁnden kiyaslanmigtir.

Cizelge 4. Immobilizasyon ySntemlerinin kiyasianmas: (12).

- Tagiyterya baglama y&n‘bemi

Karakteristik

Kovalent _Adsorbsiyon  lyonik Capraz Tutuklama
bafilama baglama baglama yintemi
yontemi .
Preparasyon ‘zor kolay kolay - ozor zor
Aktivite yiiksek - -diigiik yitksek . orta yitksek
Bag giicii r.vvetli . zayif orta kuvvetli kuvvetli
Substrat ' ‘ ,
spesifikligi degisebilir dedismez dedismez defigebilir  dedismez
Rejenerasyon - midmkiin miimkiin miirrkiin mimkiin miimk@in
o degil degil dedgil

Gene!l uygulana- -
bilirkk . orta disik _ orta diisiik yitksek
immobilizasyon _ ) :
masrafi ylksek diistik diisitk orta _disitk

3. Alginat i¢erisinde Immobilizasyon

Ca-alginate jeli 1975'den bu wvana biyo-
katalistlerin; zellikle canli hilcre immobilizas.
yonunda yaygin olarak kullamimaktadir (2).

Yoéntem kalsiyum Xloriir ¢ozeltisi icerisine
'biyokétalist igeren Na - alginat ¢bzeltisinin ba-
singla verilmesi seklinde gergeklestirilir. Sod-
yum iyonlan kalsiyum iyonlan ile degisir, su.
da erimeyen ve biyokatalistierj yakalayan Ca-
alginat je! formu olusur. Bu isiem kolaylikia,
yeterince kuvvetli ve yikksek aktivite ile uygun

formda (taneckkll) immobilize biyokatalist ha-
zirlanmasina olanak verir. Buna’ kargin subst-

ratta kalsiyumla kompleks “olusturan -iyonlar
_varsa, jelde ¢dziinme meydana gelebilir (1, 5,

13).

Ca - alginat igerisinde irﬁmobiiizasyon Se-
kit 3'de goriildagn gibi yapilir, Alginat- biyoka-
talist karigim bir igneden, damlalar ine ucun,

dan digecek fakat figkirmayacak bir hizla zor-

* lanarak akitihr, Basinei ayarlamak suretiyle jel

taneciklerinin boyutlan dizenlenebilir.
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immobﬂlmyonu (5, €, 13).

Bu 1§Iem basit ve 'kolay uygulanabllir ol-

masina kﬂr$lﬂ.  bayik ok;akte uygun deglldir. :
- immobilizasyon |§Iemlnde olgek buyutme do.‘

, Bal olarak, daha gok genel bir sorundur

. 31. Rezonans. Baghk. Kullamlnrdt
. immobilizasyon

cnk titregim flgklrmayl esit boyutta damlalar
$'eklinde parg:alayabmr Bu -prenslbi uygulamak
bize Ignenln uretim nkapasltesinl artlrma olana~
~fint verir. Aiginat - biyokatalist ikan:;:ml tezo:

nans ba$l|ktan flgklracak bir hizla grkacak “ge-
kilde" zorfanir.. Dalga - Jeneratbrﬁnun sinyalleri
bagliktaki ‘siviya taginir ve bu f|${<|rman|n dt-

zeiti ‘olmamasins sajlar. Belli ire-kqns genlglﬂc .
‘lerinde bu ' tittegim: figkirmay:. e.ﬂt boyutlarda“

CCIC,
®8%®®

MIKROOQGIANIZMA

Tla ('veya mnecl )

~Kapilar bigimde hskiran_siviya uygulana-"' deleri dein, uygundur “3)

damlalara pérgalar, Boylece daha kisa surede

ve fazla miktarda jel” eT&e edilebilir’ (5, 13)"

Rezonans ba’allk Yalnizca alglnat tariecik-
lerinin olugmasr qin deﬁﬂ ‘ayni’ zamatida ‘déin-
R oTu$maS| esnaém& dayanan
rihde tﬁm 'destek mad-

syon Igife

4, Fald: Biyokatal!stlerln Ko Immoh:!i-
m

‘Son zamanlard\a b:r]e:;tlrllmis biyokatalist-
lerin ko= Immoblhzatlarl gelmlﬂlmmtlr_ ‘Bun_lar

;mlkrOOrganizma hucrelieri veya farkly- hucrelér-
. den’ enzlm!er olabilir. Oncpden Jmmobihze edll.
-G enmmlerm mlkroorganlzma
‘ blrilkte yaygm blr matrlks aglnde tutuklanmésn

hiicreleri ' ile

BN

HUCRELBQI Lo
. KAE'\C»'TIEMA VE Caaz
TGINDE- ; JEL OUJ&UMU
e £ ‘Ko - i-m':%d:bi'ii‘Zat
" §ekil 3. Mikroorganiuma hilereleri ve eizimlerln bir matriks leinde fatuldanmasyla ol

san ko immobiliwat (4).
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Enzimin doﬁrudan mikroorganizmalara bag-
tandity bir dier yontem Sekil 5'de $emat|ze
edilmigtir, Bu iglem maya hiicrelerinin- veya

KURU MIKROOBGANIZMA

misellerin bir enzim zarfr sayesinde yakalan-
malarina olanak verir ve canlilik % 95 oranin-
da korunabilir {4).

“ENZIM 9635@11@

NENIDEN ‘SULANDIRMA

seldl4 Mﬂmoorzanﬂuna hiicreleriniy - dogmm -

-enzimle kaplanmasiyla gergellestiriten
mnobdlimyon ). N

.. Heniiz aragtirma asamasmda olan hucre -

enzim: Ko - mmobulmasyonuna bir ornek _ver-,
mek gerekirse;. Saochamnycas oere\nsnae e,
@3- galéktozidaz ko -nlmmobrlupatl sayesinde: Iakn-

toz fermentasyonunu soyieyebilirlz

' Tanaka ve ankada$lar1 [1986] Ko - lmmobl-
lize karigik kiltar sistemiyle nigastaden etanol

" NiGABTA

uretnml uzermde qahgmwlard:r Amilohtik bir:
kiif. olan Aspargillus awamori 'ale etanol - ire-
ticisi olan Zymomonas mobilis. karigik Kiltlri
aigmat ieli lqensmde tutuklanmig, aerqb dzel-
likteki kif mantarl .jel taneciginin yuzeylnde ge.
Itserek JBI taneciginin merkezinde . geligen
Z. mobilis icin anaerch -kogujlan kolaylagtirmig-

tr {$ekll 5) (11).

 ETANOL

0O Ag;zosuc oM
WW IISIM

Selil 5. Ca-alginat, merisi.nde Aspergilius awa-
mori ve Zymonomas mobiﬁs kansik kil
tiirdinin ko immnbﬂmyonn (11).
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