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KALSIYUM ALJINATTA HUCRE iIMMOBILIZASYONU VE
BiYOTEKNOLOJIDEKI UYGULAMALARI

CELL IMMOBILIZATION IN CALCIUM ALGINATE AND
BIOTECHNOLOGICAL APPLICATIONS

Yekia GOKSUNGUR, Ulgar GOVENG
Ege Universitesi Mihendislik Faklltesi, Gida Miihendisligi Batiimii, 35100 Bomnova lzmir

OZET: immobilize hiicrelerin serbest haldeki hiicrelere gére iriinden kolayca ayritabiimeler], tekrar tekrar kullanilabilmeler, ylksek hacimsal
verimlilik dederleri elde edilebilmesi, proses konirolin daha kolay olmasi ve kontaminasyona daha az duyarh olmalan gibi bazi Gstiinltikleri
vardir. Bu avantajlanndan dolayt baz: biyolojik drinlerin immebilize hicre sistemleri ile Uretitmesi ile ilgili gok sayida aragtirma yapimigtir.
Hiicre immabilizasyon teknikleri arasinda kalsiyum aljinat jeli, immobilizasyon yonteminin kolayhg ve jelin toksik olmayan karaktsri nedeniyle
en fazla kullandan tekniklerden birisidir. Bu derlemede aljinik asit ve kalsiyum aljinat jelinin yapisi, #zellikleri, kalsiyum aljinat jelinde
immobilizasyon metedu ve kenu ile ilgili yapilan gahgmalar anlatilmigtir.

ABSTRACT: Asimmobilized cells offers some advantages over free cells such as relative ease of product seperation, reuse of biocatalysts,
high volumetric productivity, impraved process control and reduced susceptibility of cells to contamination research has been directod to the
production of biclogical products by immobilized cell systems. Among the cell immoebiiization techniques calcium alginate gel has been one of the
most used matrices for whole cell entrapment due to its simplicity and non-toxic character. This review examines the properties of alginic acid and
calcium alginate gel, the method of calcium alginate immobilization and recent literature in the area of cell immobilization by Ca-alginate entarpment.

GiRi$

Biyokatalizérler kimyasal tepkimelerin daha yumugak, dimh ve kolay kogullarda gergeklesmesini
saglayan enzimler, hicreler ve hiicre pargalandr. Yiksek fiyata sahip olan biyokatalizorlerin degisik
yéntemlerle immobilize edilmeleri ve defalarca kullaniiabilmeleri tizerine ézellikle 1970l yillann bagindan beri
say1siz galismalar yapiimigtir. Yapilan genig ¢aph ¢alismalar aragtirmalar sonucunda glilkoz izomeraz gibi baz
immebiiize enzimler endustriyel boyutlarda bagan ile kullanimaktadir. Ancak daha kararli ve ucuz olmalarinm
yamisira enzim ayirma ve saflagtirma iglemlerine gerek kalmadig: igin birgok durumda immobilize hiicreter,
immobilize enzimlere tercih ediimektedir. '

immobilize hticrelerin itk kulanimi birok kaynada gére 19. yiizylin baglarinda damlatmali filtre
SIstemlnde odun yongasi Uzerine adsorbe edilmig asetik asit bakterileri ile sirke {retimidir. Daha sonralan
benzer sistemler ve yaklagimlar atik su artiimasinda da kullamilmighr (SCOTT 1987). Son yillarda hiicre
immabilizagyonu igin gok degigik yontemler kuilaniimakla beraber bunlar arasinda en gok kullanilan polimer
matrikste tutuklama yéntemidir. Bu yéntemde jelatin, agar, aljinat, karagenan, kollagen, poliakrilamit, sellloz
tirevieri gibi polimerler kultanilmaktadir. Ozellikle son yillarda Gizerinde birgok ¢aligma yapitan sodyum aljinat,
birgok kaynada gare mikrobiyal hilcrelerin immobilizasyonunda en gok kullanilan polimer matrikstir (JAMUNA
ve ark. 1992, KIERSTAN ve COUGHLAN 1985, ROSEVEAR ve ark. 1887). Bu derlemede aljinik asitin yapis),
dzellikleri, kalsiyum aljinatta immobilizasyon yéntemi ve konu ile ilgili yapilan gahigmalar ele alinmigtir.

HUCRE iMMOBILiZASYONU

immobilizasyon aktif olan enzim veya hiicrelerin hareketli sivi fazdan fizikse! olarak substrat ve urdin
molekiillerinin fazfar arasinda yer dedistirebilecedi gekilde aynimasidir (ROSEVEAR 1984). immobilize
hiicrelerin serbest hiicrelere gire baghca avantajlan sunlardir: immobilize hilcreler istenilen biyoddniisim
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"sonucunda ortamdan kolayca ayrilabilirler ve tekrar tekrar kulianiiabilirler, immobilize hiicreler ortamdan
ayrildiklar igin fermentasyon ortamini kirletmezler ve alt akim islemleri kolaylagir, immobilize hiicreler slirekli
sistemde galismaya ¢ok uygundurlar ve bunfarla daha yiksek hacimsel verimlilik degerleri elde edilebilir,
substrat biyomas olugumu igin harcanmayacagindan ayni mikroorganizma kullanilarak serbest hiicrelere gére
daha fazla Urin elde edilebilmektedir, immobilizasyon birgok durumda hiicre aktivitesini stabilize eder ve
immaobilize hiicreler kontaminasyona daha az duyarhdir (KIERSTAN ve COUGHLAN 1985),

Hicre immobilizasyonu icin &zellikle son 20 yildan beri yapilan galigmalarda degigik teknikler
geligtirimekle beraber, bu teknikler temel olarak tagiyiciya baglama ve tutuklama olmak iizere 2 ana grupta
incelenebilir (SCOTT 1987). Bu yéntemlerden polimer igerisinde tutuklama ile immobilizasyon, hiicre
immobilizasyonunda kullanilan en basit ve yumugak kosullar kullanildig igin en giivenli yéntemdir. Enzimlerin
immobilizasyonunda ise dayanak maddesinin gézenek ¢apinin genisligi nedeni ile daha az tercih edilmektedir.
Bu amagla en gok kullanilan polimerler aljinat, karagenen, agar ve poliakrilamittir (WOODWARD 1988).

ALJINATIN YAPIS! VE OZELLIKLERI

Aljinat ilk olarak 1881 yilinda Ingiliz kimyager E.E.C. Stanford tarafindan tanimlanmigtir. Dogada genel
olarak kahverengi deniz alginde bulunmakia beraber, Azotobacter vinefandii gibi toprak bakterilerinde ve bazi
Pseudomonas tiirlerinde de aljinata benzeyen hiicre digi polimerik maddeler belirlenmistir. Aljinat, kahverengi
deniz alginin kuru maddesinin %40'in1 olugturur ve hiicre igi matrikste sodyum, kalsiyum, magnezyum,
stronsiyum ve baryum iyonlan igeren bir jel halinde bulunur. Alg dokularindaki temel iglevinin dokulara
dayaniklilk ve elastikiyet vermek oldugu digunilmektedir. Aljinik asitin sodyum tuzlarimin biyoteknolojik
uygulamalarda immobilizasyon materyali olarak kullamiimasinin yanistra su tutucy, jel olugturucu, viskoziteyi
arttirici ve stabilize edici §zelliklerinden dolay! sanayide de yaygin olarak kullaniimaktadir (SKJAK-BRAEK
1992).

Molekil olarak aljinat diiz zincir yapida (1—4) bagh B-D mannuronik asit ve o-L-guluronik asit
unitilerinden olugan bir kopolimerdir. Aljinik asitin yapisinda 3 degisik polimerik yapi vardir. Bunlar temel olarak
D-mannuronik asit Uniteleri, guluronik asit Gniteleri ve mannuronik asit ve guluronik asit initelerini karisik olarak
igeren yapilardir Bu monomerler glikozidik bag ile baglanarak polimerik yapty! olusturmaktadir (COTTRELL ve
KOVACS 1977).

Aljinik asitin en &nemli Ozelligi sodyum gibi +1 degerlikii katyonlann varhginda diisiik
konsantrasyonlarda bile viskoz bir gdzelti olugturmasi; bagta kalsiyum olmak (zere baryum, aluminyum ve
stronsiyum gibi +2 degerlikli katyonlarin variginda ise suda g¢ézlinmeyen bir jel olugturmasidir (ROSEVEAR
1984). Jel olugumunun, polimer zincirindeki karboksil gruplarinin kalgiyum iyonlar ile iyonik képri olusurmasi
ile veya kalsiyum iyonlarinin her polimer giftindeki hidroksil ve karboksil gruptari ile gelat olugturmas: ile oldugu
diglnilmektedir (COTTREEL ve KOVACS 1977).

Jel olusumunu etkileyen temel faktor aljinat jelinin yapisindaki gluronik asit Gnitelerinin oram ve
uzunlugudur. Glurenik asit miktan arttikga je! mekanik olarak daha dayanikli olur ve jel olusumunu bozan
asitlere ve gelat yapici bilegiklere karg: stabilitesi daha fazla olur. Ayrica yilksek guluronik asit igeren jellerin
gbzeneklili§i daha yiksektir. Mannuronik asit igerigi arthikga ise jel daha yumusak ve elastik olur, jel olugumu
sirasinda daha gok bilzligme meydana gelir ve jelin gbzeneklili§i azalir. EDTA ve fosfat iyonlan gibi je! yapisini
bozan bilesikler tarafinda jelin géziinmesi daha kolay olur {SKJAK-BRAEK 1992).

Biyoteknolojik uygulamalarda immobilizasyon materyali olarak kullammimin disinda aljinatin gida ve
tekstil sektdrlerinde de yaygin bir kullarim alani vardir. Gida sanayinde, dondurma Gretiminde yillardan ber
kullanilan aljinat bazli stabilizatorler kristal olusumunu diizenlemekte ve plriizsiz bir yap saglamaktadir. Gogu
aljinat bazll dondurma stabilizatorl polifosfatiarla igleme tabi tutuimus aljinat veya propilen glikol aljinattir,
Dondurma diginda eritme peyniri, eksi krema, gikolatali sit gibi sit Granlerinde de aljinat bazh stabilizatérier
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kivam arttinci olarak kullamlmaktadir. Pastacilikta, pasta ve keklerin (zerine striilen krema veya soslarin
stabilizasyonu igin de aljinat kullaniimaktadir. Aljinatin film olugturma ve su tutma dzelikierinden faydalanilarak
krema ve soslarin ambalaja yapigmasi, gatlamasi ve depolama strasinda kurumas: engellenebilmektedir.
Aynica gazsiz igeceklerde (propilen glikol aljinat), tatllarda, salata soslarinda ve konserve tiriinlerinde de aljinat
yaygin olarak kullaniimaktadir.

KALSIiYUM ALJINATTA MIKROBIYAL HUCRELERIN iMMOBILIZASYONU

Kalsiyum aljinat jelinin olusumu yumusak kogullarda gergeklestidi icin bu jef canli hiicrelerin
immobilizasyonu igin ¢ok uygundur. immobilizasyon yénteminde temel olarak sodyum aljinat gozeltisi ile
kangtinlan hiicreler CaCl, ¢dzeltisine damiatilir ve olugan Ca-aljinat jel boncuklar igerisinde hiicrelerin
hapsedilmeleri saglanir. Jel olugumu sirasinda sodyum iyonlan, kalsiyum iyonlan ile yer degistirir ve suda
erimeyen ve hiicreleri yakalayan Ca-aljinat damlalan olugur.

immobilizasyon igin hazirlanan sodyum aljinat gozeltisi higroskobik yapida, toz halindedir ve gbzelti
hazirlanmas) sirasinda topak olugabilmektedir. Bu nedenle Na-aljinat ¢Gzeltisi hazirlanirken siirekli kanigtiriian
suya aljinat agir agir ilave edilmelidir. Elde edilen gézeltinin isitiimasi ile Na-aljinatin ¢dziiniiddga de
artmaktadir. Gézelti hazirlandiktan sonra olugan hava kabarciklanmin ¢bzeltiyi terketmesi igin yanm saat
bekletiimelidir. Hava kabarciklarimn uzaklagtirdmamasi, bu kabarciklarin boncuklarda tutuklanmasina ve daha
sonraki kullamimlarda boncuklarin sivi ylizeyinde ylizmesine sebep olabilmektedir.

Kalsiyum aljinat jelinin dayaniklihgini etkileyen temel faktérler aljinatin tipi (guluronik asit ve mannuronik
asit igerigl), Na-ajlinat konsantrasyonu ve CaCl, g¢ozeltisinin konsantrasyonudur. OGBONNA ve ark. (1989)
maya hiicrelerini Ca-aljinat boncuklarinda immobilize ettikleri ¢aligmalarinda, immobilizasyondaki baglangig
hiicre konsantrasyonunun, CaCl, g¢bzeltisi igerisinde boncuklan bekletme slresinin ve sodyum aljinat
konsantrasyonunun fermentasyon sirasinda Ca aljinat boncuklarinin stabilitesini etkileyen en énemii fakiérier
oldugunu belirlerken, CaCl, konsantrasyonunun boncuklarin difiizyon Gzelliklerine etkisinin az oldugunu
belirtmiglerdir.

Aljinat g¢bzeitisindeki Na-aljinat konsantrasyonunun artiriimasiyia boncuklann yapisi daha
gliglendirilebilir ancak yiksek aljinat konsantrasyonlarinda (6zellikle %5'in tizerinde} galismak viskozite
problemi nedeniyle gliclesmekte ve hiicreleri homojen olarak kanstirmak miimkiin olamamaktadir (OGBONNA
ve ark. 1989).

Ca-aljinat jelinin immobilizasyon materyali olarak kullaniimasindaki az sayidaki problemlerden birisi
polifosfatlar, EDTA gibi gelat yapici bitegiklerin, laktik asit ve sitrik asit gibi organik asitlerin ve Mg*2, K+ gibi
baz: katyonlarin kalsiyum aljinatta bulunan kalsiyum lyonlar ile yer de§igtirmesi ve alfinata baglanarak jelin
pargalanip dagjiimasina neden olmasidir (CHETTHAM ve ark. 1979). EIKMEIER ve REHM (1987) Ca-aljinatta
tutuklanmis A. niger hiicreleri ile sitrk asit dretiminde aljinat boncuklarnin asit oluéumuna bagh olarak
biiziigmeye ve mekanik dayanikliliklanni kaybetmeye bagladiklanni belirlemiglerdir. BUYUKGUNGOR (1992)
immobilize edilmis L. bulgaricus ile lakiik asit (retiminde, 48 saatlik fermentasyon sonunda Ca-aljinat
boncuklannin sertliklerini kaybettiklerini ve deforme olduklarim beliriemigtir.

Ca-aljinat jelinin yukanda belirtilen kimyasai maddelerin etkisiyle pargalanip ¢éziinmesi ortamda Ca*2
bulundurulmasi ile engellenebilir. GUOQIANG ve ark. (1991), Ca-aljinatta immobiiize edilmig L. casef hitcreleri
ile gliikozdan laktik asit Gretiminde olugan laktik asitin kalsiyumu baglayarak boncuklan pargaladigin belilemisg
ancak fermentasyon sirasinda ortamda CaCQj; bulundurarak bu sorunu gdzimiemiglerdir. GILSON ve
THOMAS (1995), Ca-aljinatta immobilize edilmig S. cerevisiae ile etil alkol Uretiminde, fermentasyon sivisina
%56 CaCl, ilave ederek aljinat boncuklarinin pargalanmasini engellemiglerdir. LI (1996} ise maya hiicrelerini
Ca-aljinat boncukiarinda immobilize etmig ve boncuklar bir polielektrolit kompleksi ile kaplayarak etil alkol
Uretiminde boncuklarin dayanintklihdini artirmusgtir.
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Ca-aljinatta immobilize edilmis hiicrelerle gergeklegtirilen Gretimlerde bir kistm hiicre fermentasyon
ortamina sizmaktadir. Baglangigta hiicreler boncukiann iginde ve yiizeyinde homojen olarak dagilirken,
fermentasyonunun ilerleyen agamalarinda, besin elementlerince zengin olan yiizeye yakin kisimiardaki
hticrelerin gogalmasi nedeniyle hiicre sayisi artmaktadir. Boncuklarin izerinde ve yiizeye yakin kisimiarda
gogalan hicreler, boncuklardan kolayca fermentasyon ortamina gegmekte ve bu yolla olugan hiicre sizintisi;
jet matriksinin mekanik dayaniklilg, gézenek blyuklugi gibi fiziksel dzelliklerine, mikroorganizma tiiriine,
baglangig hilcre konsantrasyonuna, ortam kogullarina bagl olarak degismektedir (TANAKA ve ark. 1989),
G(")KSUNGUR ve GUVENG (1999) Ca-aljinatta immobilize edilmis L. defbrueckii ile melastan laktik asit
Uretiminde ortamdaki toplam hlicre popllasyonunun %4-5 kadarnnin boncuklardan sizarak ortamda serbest
halde blunan hicreler oldugunu belirlemis ve sistemdeki hiicrelerin biyik bir kismini (%94-95) aljinatta
hapsedilen hilcreler meydana getirdigi igin laktik asit {iretiminin sizan hilcrelerden gok immobilize haldeki
hiicreler tarafindan yapildigi sonucuna varmiglardir. CHEETHAM ve ark. (1979)'da Saccharomyces uvarum
mayasin Ga-aljinatta immobilize ettikleri galigmalarinda, tutuklanan hiicrelerin %5 kadarinin jelden disarya
s1izdigini belirlemiglerdir.

‘Ca-aljinat boncuklanindan hilere sizmasini engellemek igin dedisik galigmalar yapilmig ve defisik
immob:ilizasyon teknikleri geligtiriimigti. CHEETHAM ve ark. (1979), Ca-aljinat boncuklannin %0.01 (w/v)
kloramfenikol ¢dzeltisi igerisinde galkalanmas) sonucu %85 oraninda; %0.01 .glutaraldehit ile muamelesi
sonucunda ise hiicre sizintisinin %50-65 oraninda azaltilabilecegini, ancak her iki durumda da hicre
canllllg‘jlnda dnemli azalmalar oldugunu belirlemiglerdir. Benzer bir galismada BOYAVAL ve GOULET (1988),
elde ettikleri Ca-aljinat boncuklarins polietilenimine ile muamele ettiklerinde, hiicre kaybinin azalmadigim ve
boncuklarda bizitgme meydana geldigini belitmiglerdir. Boncuklarin glutaraldehit ¢dzeltisinde tutularak hiicre
312|nt|S|ntn engellenmesinin ise hiicrelerin hemen hemen tamamini éldirdigini beliemiglerdir.

Yukarida anlatilan ve bir takim kimyasal maddelerle hiicre sizintistnin énlenmeye galigildign
y&ntemlerde, hiicrelerin canlliginin daha zarar gdrmesi nedeniyle baganli sonuglar elde edilememistir. Diger
bazi aragtirmacilar ise Ca—al}ihat boncuklarinin digini kaplayarak hilcre sizintisinin engellenmesi Gzerine
gahgmalar yapmighr. VARLOP ve ark. (1987), Ca-aljinat boncuklar olustuktan sonra, dis yiizeylerini hiicre
icermeyen bir aljinat tabakas ile kaplayarak boncuklardan hiirce kaybini engellemeye galigmigtardir. TANAKA
ve ark. (1989), Saccharomyces cerevisiae hucrelerini iki tabakali aljinat lifi icerisinde tutuklayarak hiicre
sizintisim engellemiglerdir. Bu sistemde igte bulunan tabaka hiicreleri hapsederken, dis aljinat tabakas! ise
hiicre sizmasint engellemigtir, Dig tabakanin glitkoz ve etil alko! gibi diigiik molekiil agirhki bilesiklerin gegisini
engellemedi§ini belirlemigler ve strekli fermentasyon yéntemi ile 300 saat siiresince hiicre sizintisi olmadan
etil akol Uretmiglerdir. CHAMPAGNE ve ark.'da (1992), Ca-aljinatta immobilize olmus Lactecoccus lactis
hiicrelerinin fermentasyon sirasinda ortama sizmasini engellemek igin degisik yéntemler uygulamiglardir.

Aljinat-hiicre kangimi degisik boyutlardaki sirnga ignelerden veya pipet uglarindan CaCl, ¢ézeltisine
damlatarak farkli ¢aplarda boncuk efde etmek miimkiindiir GOKSUNGUR ve GUVENG (1999) L. delbrueckii
bakterisinin Ca-aljinatta tutuklanmasinda 3 degigik boyutta plastik mikropipet ucu kullanarak 1.3-1,7 mm, 2.0-
2.4 mm ve 2.8-3.2 mm araliklarinda ¢apa sahip boncuklar Gretmiglerdir. Daha kigik gapta jel boncudu
hazirlamak, aljinat damlalalann atomize etmekle veya jel lzerine kontrollii hava akimi vermekle miimkiin
olmaktadir (ROSEVEAR 1984).

KALSIYUM ALJINATTA IMMOBILIZE EDILMiS HUCRELERIN BIYOTEKNOLOJIK
PROSESLERDE UYGULAMA ALANLARI

Ca-aljinatta tutuklama yontemi basitligi, yumugak kogullarda gergeklesmesi ve hiicrelere zarar
vermemesi nedeniyle bakteri, maya, kif hiicrelerinin, enzim komplekslerinin ve bitki hiicrelerinin
immobilizasyonunda yaygin olarak kullaniimakta ve etil alkolden antibiyotik Gretimine kadar genis bir yelpazede
{rGn Oretimi gergeklestiriimektedir.
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Organik Asit Uretimi

Ca-aljinatta immobilize edilmig hicrelerle laktik asit, sitrik asit, propiyonik asit ve asetik asit gibi organik
asitlerin dretimi #e ilgili yapilmig ¢ok sayida calisma vardir. Ozellikle laktik asit bakterilerinin
immobilizasyonunda Ca-aljinat en gok kullanilan polimerdir (BOYAVAL ve GOULET 1988). BOYAVAL ve
GOULET (1988) peynir suyu ultrafiltratindnan laktik asit tiretiminde L. helveticusu, GOKSUNGUR ve GUVENG
(1999) melastan laktik asit dretimindne L. delbrueckilyi, ABDEL-NABY ve ark. {1992) enzimatik nigasta
hidrolizatindan laktik asit Gretiminde L. factis’i, GUOQIANG ve ark. {1991) glikoz igeren sentetik ortamdan
laktik asit Gretimindne L. caselyi Caljinat boncuklannda tutukiamigiardir. Laktik asit bakterileri ile yapilan
galigmalardan farkl olarak HANG ve ark. (1989) glilkoz igeren sentetiz ortamdan Ca-aljinatta tutukladiklar
Rhizopus oryzae kiifii ile laktik asit Gretmigierdir.

Mikroorganizmalar belirli bir substrati direk olarak kullanamadiginda, diger bir mikroorganizma ile
beraber immobilize edilmekte ve buna koimmobilizasyon ismi verilmektedir. Koimmobilizasyonda
mikroorganizmalardan birisi substrati pargalarken, diger pargalanan substratta istenilen biyoddénlgimi
saflamaktadir. KUROSAWA ve ark. (1988) Aspergillus awamori ve L. lactisi Ca-agljinat jelinde beraber
immobilize ederek nigastadan laktik asit Uretmiglerdir. Bu galigmada nigastay: pargatayan A. awamori kiifli Ca-
aljinat boncuklarimn oksijence zengin olan yizey kisimlarinda geligme gdsterirken, anaerobik L. lactic bakterisi
ise jel boncuklannin yizey bélgelerinin yanisira, oksijence fakir olan merkez bélgelerinde de aktivite
gbstermistir. Diger bir galismada ise ROUKAS ve KOTZEKIDOU (1991} Ca,aljinatta koimmobilize ettikleri L.
caesi ve L.lactis hiicreleri ile peynir suyundan laktik asit dretmiglerdir.

Gida, icecek ve eczacilik endistrilerinde genis kullarmim alani olan sitrik asitin de Ca-aljinatta immobilize
edilmis hilcrelerden Gretimi fle ligili degisik ¢aligmalar yapilmigtir .EIKMEIER ve REHM (1984) Ca-aljinatta
tutukladiklar1 Aspergilius niger hicreleri ile hava kaldirmali biyoreaktérde, ROUKAS (1991} ise aym
mikroorganizma ile p'ancar melasindan kesikli sistemde sitrik asit iiretmiglerdir. RYMOWICZ ve ark (1993)
Yarowia lipolytica mayasini Ca-aljinatta immobilize ederek glikoz igeren ortamdan galkalamall karistiricida
tekrarlanan kesikli tipte ferentasyon ydntemi ile ve hava kaldirmali biyoreaktdrde sirekli yontem ile sitrik asit
dretmiglerdir.

Ca-aljinatta tutuklanmig hicrelerle propiyonik asit ve asetik asit Uretimi ile ilgili degisik caligmalar da
yapinmugtir (RICKERT ve ark. 1998, SAEKI 1990). SAEKI (1990), sakkarifikasyona tabi tutulmug piring igeren
ortamdan Ca-aljinatta tutuklanmig S. ludwigii hiicreleri ile 6nce etit alkol liretmisler, daha sonra bu ortamdan
yine Ca-aljinatta tutullanmig Acetobacter aceti hiicrelerini kullanarak sirekli sistemde %4.7-5.3 oraninda
asetik asit igeren sirke Uretmiglerdir.

Etil Aiko! Uretimi

Ca-ajiinatta immobilize edilmig hicrelerte etii alkol Gretimi iie ilgili yapilan ¢aligmalarda en gok kullanilan
organizma Saccharomyces cerevisiae {(BRAVO ve GONZALES, 1991, ROUKAS 1994) olmakla beraber,
Kluyveromyces marxianus (GOUGH ve McHALE 1998), Saccharomyces diastaticus (DEBNATH ve ark. 1990},
Zmomonas mobilis (KIM ve RHEE, 1993) gibi mikroorganizmalar da kullanilmigtir. Yapilan ¢aligmalarda daha
ok dolgulu yatak ve akigkan yatak tipi biyoreaktérler iizerinde durulmug ve 15-150 g/i/h'a kadar hacimsel
verimlilik degerleri eide edilmigtir. Dolgulu yatak biyoreaktor digik {iretim ve igletme maliyetleri, basit yapilar
ve kolonda yiiksek biyokatalizér yogunlugu elde edilebildigi igin son yillarda yapilan ¢aligmalarda ok sik
kullaniimigtir. Ancak bu biyoreaktérierin dezavantaji olan yiksek basing diiglsleri olmasi ve dzeliikie etil alkol
iiretiminde ortaya gikan CO, gazinin biyoreaktérin galigmasini olumsuz etkilemesi nedeniyle galigmalarda
yatay kolonlar ve konik kolonlar gibi birtakim zei tasanmiar tizerinde durulmugtur (COLAK ve HAMAMCI 1991,
SCOTT 1987).

Koimmobilize sistemlerle etil alkol Uretimi ile yapilan galigmalarda KIM ve RHEE (1993) Zymomonas
mobilis bakterisini ve amiloglilkosidaz enzimini kitin ve Ca-aljinattan olugan bir sistemde beraber immobilize
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ederek nigastadan laboratuvar ve pilot dlgeklerinde etil alkol Uretmiglerdir. Nisasta lle yapilan diger bir
calismada Aspergillus awamori ve Z.mobilis beraber immobilize edierek etil alkol dretilmigtir {TANAKA ve ark.
1986).. KIERSTAN ve ark. (1982) ise Zmobilis sellobiyozu pargalayamadidr igin, B-glitkosidaz enzimi ve
Z.mobilis'] Ca-aljinatta koimmobilize ederek sellobiyozdan etil alkol Uretmiglerdir.

:Immobilize hiicrelerte etil alkol dretimi sanayide uygulama alani bulan konulardan birisidir. Ca-aljinatta
immobilize hiicrelerle endistriyel etil alkol Gretiminde bilinen tesislerden bir tanesi Japonya'daki Kyowa Hakko
Kogyo: Sirketi tarafindan kurulan pilot tesistir, Ca-aljinatta tutuklanmis S.cerevisiag'nin kullaniidig tesis 4 ton
toplam reakidr hacmine sahip 5 akigkan yatak biyoreaktdrden olugmaktadir. Tesiste 20 g/lh hacimsel
verlmllllkie, ginde 24 ton etil alkol Uretilebilmekte ve yaklasik 6 ay slre ile tesis sirekli sistemde
gahisabiimektedir (NAGASHIMA ve ark. 1984).

‘Gida ve igecek Sanayindeki Uygulamalar

‘Ca-aljinaita immobilize edilmig hucrelerin gida ve igecek sanayinde de gesitli uygulama alanlar vardir.
Siit sanayinde, peynir Uretiminde sitiin 6nfermehtasyonunda ve sirekli yogurt Uretiminde Ca-aljinatta
immobilize ediimig hiicrelerle ¢alismalar yapiimaktadir PREVOST ve ark.| (1985) Lactobacilius bulgaricus ve
Streptococcus thermophilus'u Ca-aljinat boncuklarinda beraber ve ayn ayn tutuklayarak siirekli karnigtirmah
tank t|p| biyoreaktdrde sirekli sistem yogurt Uretmiglerdir. PREVOST ve DIVIES {1987) peynir retiminde
kullanilari mezofilik Lactococeus cinsi bakterileri Ca- -aljinatta tutuklamig ve siti dnfermentasyona tabi tutarak
peynir lretmiglerdir. Ayni aragtrmacilar bu yéntemin, taze fermente peynir liretim prosesindeki inkiibasyon
sliresini %50 oraninda azalttigini belirtmiglerdir.

‘Ca-aljinatta immobilize edilmig hiicrelerin bira, sarap, gampanya ve sirke Uretiminde kullanimi Gzerine
de galigmalar yapilmigtir (SAEKI 1990, SCOTT 1987, SHIEH ve TSAY, 1980}. SHIEH ve TSAY (1890) malik
asiti metabolize edebilen Leuconostoc sp. M-1 hiicrelerini Ca-aljinat jelinde tutuklamiglar ve saraptaki
malolaktik fermentasyonu immobilize hiicrelerle gergeklestirmigferdir,

Enzim Oretimi

;C")zelfikle son yillarda Ca-aljinatta immobilize edilmis bakteri ve kUf hiicrelerinden cesitli enzimlerin tretimi
ile ilgili cok sayida aragtirma yapilmistir. Yapilan aragtirmalarda aktivitede dnemii kayiplar olmadan tekrar tekrar
enzim dretebilme, enzim veriminin yiksekligi ve stirekli sistemiere uygunlugu gibi kimi avantajiari immobilize
hiicrelerin serbest hiicrelere Ustiinligi olarak gézikmektedir (DOBREVA ve ark. 1996, GHOSH ve NANDA
1991).. RAMAKRISHNA ve ark. (1992) Ca-aljinatta tutuklanmig Baciflus cereus hicreleri ile akigkan yatak

i s ve = ] y -
biyoreaktdrde sirekli istemde a Cizelge 1. Kalsiyum Aljinatta Tutuklanmig Hiicrelerden Elde edilen Bazy Enzimler

amilaz  enzimi  (retmigler ve
hacimsel  verimliligin  serbest Mikroorganizma Enzim Referans
hiicrelerle kesikli yontemde yapian  Baciilus licheniformis a-amilaz DOBREVA ve ark. 1996
; P R = Aspergillus sydowii ksilinaz GHOSH ve NANDA 1991
enzim lretimlerine gbre 20 kat
B ¢ . i Bacillus cereus a-amilaz RAMAKRISHNA ve ark. 1992
daha fazla oldugunu belirlemis- Halobacterium salinarium a-amilaz RAJVIT ve DATTA 1997

lerdir. Ca-aljinatta tutuklanmig  Swepromyces gliikoz izomeraz MUKHOPADHYAY ve ark. 1995
hiicrelerle enzim Gretimi ile ilgili *anamyceticus
lan b | lar Tablo 1'd Aspergillus flavipes ksilinaz MUKHOPADHYAYA ve

yapilan bazi galigmalar Tablo 1'de CHATTERJEE 1997
verilmigtir. Bacillus amyloliquefaciens a-maliaz ARGIRAKOS ve ark. 1992

Yukanida anlatilan uygula-  Aureobasidium pullulans amilogliikosidaz FEDERICI ve ark. 1990
malar disinda Ca—aljinatta tutuklan- Humicola lutea as::. prot‘ea.z SLOKOSKA ve ark. 1999

" i ) Aspergillus niger polimetil ANGELOVA ve ark. 1998
mig hiicrelerle bakteriyosinler,

galzkturanaz

penisilin G, glikonik asit, izopro-
panol, n-bitanol, L-alanin, ksilitol,

kojik asit gibi dedigik biyolojik {rinferin

Uretimine ait aragtrmalar da
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yapiimigtir (SCOTT 1987; CHIBATA ve ark. 1986). Caljinatta immobilize edilmig hiicrelerin dider bir uygulama
alani olan atiklarin antilmasinda ise 6zellikle fenolik maddelerin ve mineral maddelerin Ca-aljinatta tutuklanmig
hucrelerle giderilmesi ite ilgili galigmalar vardir (AKSU VE BOLBUL 1999, NURBAS ve ark. 1997).

Sonug olarak serbest hilcrelere gdre birgok avantaji, kolay ve hiicre aktivitesine en az zarar veren
immobilizasyon yéntemlerinden olmasi nedeni ile Ca-aljinatta immobilizasyon yéntemi ile éniimizdeki yillarda
da birgok aragtirma yapilacagi agiktir. Her ne kadar immobi!izasyon maliyetinin fazla olmasi ve difizyon
kisitlamaiart gibi klasik problemler tiim immobilizasyon ydntemlerinde oldugu gibi Ca-aljinatta immobilizasyon
yontemininde endustriyel boyutlarda kullammini sinirlasa da, 6zeilikle etil alkol iretimi ile baglayan pilot ve
endiistriyel gaptaki uygulamalanin éniimizdeki yillarda artacagi &ngérilmektedir.
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