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BIYOTEKNOLOJIK PROSESLER

» Mikrobiyal Biyokitle(Biyomas) Uretimi

CHO + O, + NH; — CHNO + CO, + H,O + AH
C-Kaynagi Biyokutle

Biyokitle Bilegenleri
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Proteinler Lipidler Nukleik Asitler Mineraller Karbonhidratlar
*Enzimler Gliseridler *DNA *Hucrenin normal *Sakkaridler
*Beslenme proteinleri *Yaglar *‘RNA mineralleri *Emdulgatorler
*Fonksiyonel proteinler *Bazi vitaminler  Nukleotidler *Pb, Hg vb. toksik

*Fosfolipidler metaller
THP *Au, U, Cu

akumulasyonu



TEK HUCRE PROTEINI (SCP) URETIMI

> Insanlarda minimum protein ihtiyaci: 0,35 g/kg vicut agirhgi(FAO)
(normalde 0,84 g/kg)

Yetigkin bir insan (70 kg) igin gunliuk minimum esansiyel amino asit gereksinimi(g)
(normalde x >2)

T R T

L-Fenilalanin + Tirozin 0,98 L-Metiyonin 0,91
L-izoldsin 0,70 L-Treonin 0,49
L-Losin 0,98 L-Triptofan 0,25

L-Lizin 0,84 L-Valin 0,70



Mikrobiyal Kaynaklardan Protein Uretimi

THP uretiminin klasik protein kaynaklari uretimine avantajlari:

* Yuksek oranda protein icerirler.
» Mikroorganizmalarin agirliklari daha kisa surede iki katina gikar.

» Uretim kosullari iklime bagimli olmadan ve hassas bir sekilde
kontrol edilebilir.

» Mikrobiyal proteinler dengeli proteinler olup, biyolojik degerleri
yuksektir.

» Uretimleri icin oldukga kiiciik alanlar yeterlidir.
« Substrat olarak cesitli maddeler kullanilabilir.



THP Uretiminde kullanilacak mikroorganizmalarda aranan bazi 6zellikler:

« Degisik substratlardan kolayca yararlanabilme,
« Ureme hizinin yliksek olmasi,

« Temel azot kaynagi olarak anorganik tuzlari kullanabilme ve organik
azota hizl donusturebilme,

* Yuksek karbon-biyomas dontusumu saglayabilme
» Genis pH araliginda Ureyebilme,
« Fermentasyon ortamindan kolayca ayrilabilme,

« Besin degeri ve protein icerigi yuksek, guzel koku ve tatta biyomas
verebilme,

 Toksik olmama.



Degisik THP ve diger bazi proteinlerin bilesimleri (%)

Protein Ham Nukleik Lizin Metiyonin | Yag
Kaynagi | Protein | Asit* Nukleik asit oranindaki yukseklik,

Balik eti 60-65 proteinin ortamdan ayrilmasini
guclendirir.

Soya unu 45-50 - 6,5 1,4 2

Bakteri 78 16 6,4 25 6

Maya 53 9 6,6 1,4 7

Tek hicre proteini Uretimi icin _ Substrat Kaynag:

C- iceren substratlar CO, Solunum ve oksidasyon sonucu
olusan CO,, fermentodr gazi

Diger C,- bilesikleri ( CH,, CH;OH) Dogal gaz, curime prosesleri, komur
ve odunun gazlagtiriimasi

C,- bilesikleri (C,H;0H, CH;COOH) Etilen, CO+H,, mayalanma

Karbonhidratlar Nisasta, glukoz surubu, pancar
sekeri, kamig sekeri, seluloz ve lignin
Kitin Kabuklu bocek atiklar

C0.23 — bilesikleri Gaz yag!



B., Vitamini Uretimi

O R

Uretime uygun tirler:
Propionibacterium, Pseudomonas sp.

R=(CN, OH, CH,,
HO Deoxyadenosyl)

Atik su aritiminda ve antibiyotik fermentasyonunda yan urian olarak ¢okelir.



Niikleotid Uretimi

Enzimatik reaksiyonlar yaninda fermentatif, yontemlerle de nukleotidler Uretilebilir.
Az miktarda guanin igceren glukoz ¢ozeltisi Bacillus, Micrococcus veya Brevibacter
tarleri ile fermente edildiginde (¢ glin sonra kdltir ortaminda 5-7 g/l ksantin-5’

monofosfat olusur. Bu urinun aroma 6zelligi dusuk oldugundan
B.ammoniagenes’ in

6zel bir mutanti yardimi ile guanozin-5" -monofosfata dontstiralir.
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Vitamin Uretimi

Vitaminler esansiyel besin bilesenleri olup sentezi yapamayan organizma
bunlari disaridan yeterli miktarda saglayamazsa bazi rahatsizliklar ortaya
cikar. Bu durumun cok uzun sturmesi olumle sonuclanabilir,

Insanda s6z konusu olabilecek avitaminozlar:
» Kretomalasia, kseroftalmi (A-Vitamini noksanligi)
= Beriberi (B-vitamini noksanligi)
= Skorbut (C-Vitamini noksanligr)
» Rasitis (D-Vitamini noksanligr)
= Pernisiyoz Anemi (B, -Vitamini noksanlgi)

Revitaminasyon: Gidalarin islenmesi sirasinda kaybedilen vitaminlerin yerine
konmasi.

Standardizasyon ve Zenginlestirme: Ozellikle meyve suyu enddistrisi ve
margarin uretiminde.

Meyve Suyu: C-Vitamini, Sut: A-Vitamini, Margarin: D-Vitamini



L-Askorbik Asit Uretimi

O\\
(lZ -0 CIHZOH
HO—('Z H—C—OH
HO—(lZ 0. _0
HC— L
HOCIH HO H L-Askorbik Asit (C-Vitamini)
l
CH,OH

Askorbik asit yari fermentatif bir runddr. Acetobacter turleri sorbitolu L-
sorboza donusturur ve bundan ¢ikilarak da askorbik asit sentezi
mumkundur.



Amino Asitlerin Uretimi

1950’ li yillardan itibaren 6zellikle L-glutamik asidin fermentatif Gretimi
icin uygun mikroorganizma tur ve susu tesbiti, ayrica mutasyon ve
genetik tur iyilestirmesi ile verim arttirici yonde calismalar buytuk onem
kazanmistir.

Fermentasyon tum amino asitler igin ayni prensibe gore yurdur.

Uretim teknigi : Derin kultar teknigi
Substrat(C-kaynagi) ; Karbonhidratlar (%10)
Katki maddeleri : Vitaminler ve mineraller
Fermentasyon sicakligi ; 35 °C

Azot kaynagi : Genellikle tre



Fermentasyon ile Uretilebilen aminoasitler

L(-)-Alanin
L(+)-Arginin
L(+)-Aspartlk Asit
L(-)-Fenilalanin

L(+)-Glutamik Asit

L(-)-Histidin

L(+)-izoldsin

L(-)-L6sin

L(+)-Lizin

L(-)-Prolin
L- Serin
L(-)-Treonin
L- Triptofan

L(-)-Tirozin

Corynebacter, Bacillus

Bacillus subtilis, Brevibacter flavum
Escherichia, Pseudomonas
Corynebacter, flavum ve glutamicum
Corynebacter, Gl utamicum,

Brevibacter flavum
Nocardia erythropolis

Corynebacter glutamicum

Brevibacter flavum

Brevibacter flavum, Corynobacter flavum

Nocardia

Corynebacter glutamicum
Norcardia

E.coli

C.utilis, B.subtilis

Corynebacter glutamicum

Karbonhidratlar
Glukoz

Fumarik asit
Karbonhidrat, melas
Karbohidratlar,

Asetik asit
n-parafinler

Glukoz, Sakkaroz, melas

Karbonhidratlar

Karbohldratlar

Melas, Asetik asit,
Karbonhidratlar

Melas

Glukoz

Fruktoz, melas, asetik asit
Karbonhidratlar

Karbonhidratlar



Sitrat Cevriminin Diger Asitlerinin Uretimi

Sitrat ve fumarik asitler yaninda diger bircok organik asidin de mikrobiyal
uretimi mumkunddr. Ancak bazilari icin kimyasal sentez yolu daha ekonomiktir.

Biyoteknolojik Gretimi mumkun bazi organik asitler

Organik Asit Uretim Mikroorganizmasi

Piruvik asit
Okzalik asit
Akonitik asit (cis)
iso-sitrik asit
a-Ketoglutarik asit
Suksinik asit
Fumarik asit
Malik asit

Glukonik asit

Acetobacter suboxydans, Xanthomonas turleri
Aspergillus niger

Aspergillus niger

Penicillum purpurogenum

Aerobacter aerogenes, Achromobacter oriantalis
Rhizopus turleri

Rhizopus turleri

Rhizopus turleri, A.oryzae, Lactobacillus brevis

Acetobacter turleri, Aspergillus niger



PRIMER METABOLITLERIN URETIMI

(Metabolizmanin ara veya son urunleri)

> Sitrik Asit Uretimi

Fermentasyonun ilk uygulamalarindan (ickiler ve sirkeden sonra):
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» Glikolizin toplam reaksiyonu:
Glukoz + NAD* — 2 Piravat + 2(NADH + H*)

« Oksidatif dekarboksilasyon reaksiyonu:
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NAD NADH + H asetil Coa

-Sitrat Cevriminin Ana Yakiti . Asetil-CoA

-Sitrat Cevriminin Motoru . Okzaloasetat



Okzalasetat Olusturan Yollardan: Glioksilat Cevrimi
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Piriivat + CO, + NADPH + H+ Malatenzimi _ n5at + NADP*

Malat + NAD* _MalatbH _ Okzaloasetat + NADH + H*

Piriivat + CO, + ATp _Pirivat Karboksilaz _  okzaloasetat +ADP + P,




THP’ nin Onemli Uygulama Alanlari

a) Hayvan beslenmesi (dana, kimes hayvanlari, ev hayvanlari ve
domuz)

b) Insan gidasi olarak kullanimi
. Aroma kaynagi
. Vitamin kaynagi
. Emulgator destekleyicisi
. Corba katki maddesi
. Hazir yemekler
. Diyet yiyecekler

c)  Teknikteki uygulama alanlari
. Kagit Uretimi
. Dericilik
. Kopuk stabilizasyonu



Mikroorganizmalar protein ve nukleik asit sentezi icin azotlu bilesiklere
ihtiyag duyarlar.
Azot kaynagi olarak asagidaki bilegiklerden yararlanilir:

* N, : Azot baglayan mikroorganizmalarca havadan
saglanir.

* NO; : Cogu mikroorganizmalarca NH," a
indirgenedbilir.

 NH;ve NH," tuzlari : En ucuz ve en gok kullanilan N- kaynagidir.
* Proteinler, amino asitler,
pepton ve Ure : Pahali N- kaynaklaridir.



Uretim Teknigi:

Ensutriyel boyutta biyomas uretim prosesileri

Substratin hazirlanmasi,
Fermentasyon,

Deristirme,

Kurutma,

Urlintin islenmesi islemlerini kapsar.

Biyomas uretiminde fermentor ozellikleri:

TUm reaksiyon bilesenleri fermentorde homojen dagilmalidir,
Substrat konsantrasyonu yuksek olmalidir,

Oksijen transferi yuksek olmalidir,

Sicaklik ve pH sabit olmalidir,

Proses kesintisiz olmalidir,

Isletme enerji gereksinim az olmaldir,

Kapasite yuksek olmalidir.



MAYALANMALAR

Mayalanmalar, karbonhidrat pargalanma urtnlerinden ¢ikan indirgeme
ekivalentlerinin(elektronlar veya ind. koenzimler) bir baska organik molekule
transfer oldugu anaerobik ve enerji veren proseslerdir. Anaerobik kosullarda
solunum zinciri devre digi oldugundan ATP sentezi substrat zinciri

fosforilasyonu sayesinde gerceklesir.
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Mayalanma r unleri

Mayalanma olaylari i¢in ortak sema

Etanol Formik asit (007
Butanol Asetik asit Hp
Aseton Laktik asit CHy
Isopropanol Propionik asit

Asetoin Botirik asit

Stksinik asit



Mayalanma olayinda uc¢ ayri faz bulunur:
Hazirlik fazi (12-24 saat): Hizli bir maya Uremesi olur.
Ana mayalanma faz (12-48 saat): Alkol olusur, oligosakkaritler pargalanir,

maya uremesi cok dusuktuar.

Mayalanma sonrasi faz (48-72 saat): Alkol olusumu hizla diger, maya Uremesi

cok onemsizdir.

Ana mayalanma fazinda is1 agiga ¢iktigindan fermentorin sogutulmasi gerekir.
Ayrica mayalanma sirasinda agida gikan CO,’ in sUrlkledigi alkol 6zel bir

yikama islemi ile yakalanir.
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Klasik proses ile alkol mayalanmasinin akim semasi

1: Melas karistirma

2: Karigtirma pompasi

3: Ufleg

4: On mayalandirma tanki
5: Melas kaynatma tanki
6: Besi tuzlari karigimi hazirlanmasi
7: Ana mayalandirma tanki
8: Ara depolama tanki

9: CO, yikayici

10: Pompa

a: Melas

b: H,SO,

c: Buhar

d: Proses suyu

e: Besi tuzlari

f: Hava

g: CO,

h: mayalanmis mayse



Biyoteknolojik uretimde verimi artirabilmek igin;

a) Besi ortami bilesimi, sicaklik, pH, pO,, asi yogunlugu, besleme
sistemi ve karigtirma hizi parametrelerlne bagimli olarak
fermentasyonun optimize edilmesi,

b) Biyogenez ve metabolit biyosentezinin arastiriimasi,

c) Mikroorganizma susunun;

Yuksek urun verimi elde edilecek sekilde mutasyona ugratiimasi,

Urln yapi taslarini yiiksek verimle sentezleyen mutantlarin
turetiimesi.

Yuksek metabolit konsantrasyonuna direncli mutantlarin turetilmesi.

Fermentasyon prosesi igin uygun diger ozellikleri tagiyan
mutantlarin turetilmesi,

Hucre gecirgenligi artan mutantlarin elde edilmesi

onlemlerine basvurulur.



Antibiyotik Uretimi

Antibiyotiklerin bilimsel tarihgesi Pasteur ve
Joubert'in 1867'de Bacillus anthracis'in
havadan izole edilen bakterileri zehirledigini
bulmalari ile bagladigi varsayilsa da gergek
tarihge 1929 da A. Fleming'in penisilini bulusu
ile baglar.

1940’ I yillardan sonra streptomisin ve

diger bircok yeni antibiyotik Gretimi
basariimistir.

Teknik boyutta antibiyotik Uretimine 1941
yilinda

gecilmis ve biyoteknolojik yontemlerdeki
gelisme sayesinde A.Fleming Penicilium ile
fermentasyon sonucu bir litre kultar

ortaminda ancak 1,2-6 mg penisilin Uretebilirken
bugun bir litre kaltar ortaminda yaklagik

5000 kat daha derisik (20 g/l) Gretim
mumkunddr.

Antibiyotikler metabolizmayi degisik noktalarda
etkilemektedir.

PR
(Amino-agil -AMP) Eaz.

etrasiklinler

D)

| ANTP

! (Akhinomisin D) CMlansm) C}'lcﬂmsln)

Kromomisin
Mitramisin
Davnomisin
Mogalamisin
Rimafisin

Bazi antibiyotiklerin nikleik asit ve protein biyosentezindeki
etki noktalari




B-Laktam Antibiyotikler

p-Laktam antibiyotiklerin hepsi de yapilarinda bir g-laktam halkasi tasirlar ve
bakteri hucre membrani sentezinin son adiminda etki gosterirler. Fakat farkli
etki gosteren B-laktam antibiyotikleri de vardir(ornegin; klavulanik asit
p-laktamaz inhibitoradur).

Penisilinler: Penicillum ve Aspergillus turleri penisilin sentezyelebllirse de
uretimde P. chrysozenum ve P. notatum kullanilir.

Penicillium chrysogenum’ un fermentasyon ortaminda olusturdugu dogal penisilinler

Adh Ana Yapi Yapsi(R)
et R—CO“I‘/S
Nj
0 COOH
Penisilin G @‘C“z_‘
Penisilin F CHyCH=CHCHCH, ~
Dihidropenisilin F CH3(CH,), —
Penisilin K CHyCHy )~
Penisilin N u~O)-cHy-
HOOC-CH (CHol—
1zopenisilin N(Penisilin M) ;u?
~CH=(CHy, —
Penisilin X i toou "5




Sefalosporinler

Cephalosporium acremonium’un
modifiye halka sistemli bir p-laktam
antibiyotik(Sefalosporin C) sentezlediqi
1956 yilinda bulunmustur.

Bu antibiyotik (3 -laktamaz enzimlerine
karsi penisiline kiyasla 5000 kat daha
direnclidir. Penisilindeki kukurt iceren
bes uyeli halka sefalosporin C de alti
uyelidir.

Sefalosporinlerin genel formulu




« 1970’ li yillarda birgok mantar tlriininin de sefalosporin C antibiyotigini
sentezledigi hatta bazi Streptomyces turlerinin 7-metoksisefalosporin C
sentezledikleri bulundu. 7-Pozisyonuna metoksi grubunun baglanmasi
sefalosporinin p-laktamazlara karsi direncinin daha da artmasini saglar.

0 NS .
77— N A Sefalosporin

« Sefalosporin ana vyapisi biyoteknolojik olarak kazanilir:

— Sefalosporin C fermentasyonu
— Penisilin fermentasyonu ve ardindan kimyasal yontemler ile
penisilindeki 5’ li halkanin 6’ I1 halkaya dondstlrilmesi



Aminoglikozid Antibiyotikler

« Bu grup antibiyotiklerin ilk temsilcisi olan Streptomisin’in 1944 yilinda
Waksman ve arkadasglari tarafindan bulunmasi ve bu antibiyotigin etkinligi
aminoglikozidler uzerinde yogun ¢alisiimasi sonucunu dogurmustur.

* 1949 yilinda Neomisin, 1957 yilinda Kanamisin ve 1963 yilinda ise
Gentamisin kegfedilmigtir. Bugln birka¢ yuz dogal aminoglikan
bilinmektedir. Ayrica mutasentez yolu ile ¢ok sayida yeni aminoglikozid
sentezlenebilmistir.

1. Streptomisin Grubu

2. Neomisin Grubu
3. Paramomisinler

4. Gentamisin ve Sisomisin
5. Kanamisin Grubu
6. Lividomisin
7.Ribostamisin



Tetrasiklinler(l)

« Tetrasiklinler ilk kesfedilen antibiyotiklerden olup en yaygin taninanlari
Streptomyces aureofaciens tarafindan sentezlenen Klortetrasiklin(eski
adi Aureomisin) ve Streptomyces rimosus tarafindan sentezlenen
Oksitetrasiklindir (eski adi Terramisin). Kimyasal sentezleri mumkun
olmakla birlikte tetrasiklinler ginUmuzde fermentasyon ile Uretilirler.

« Tetrasiklinlerin etki mekanizmasi ¢ok iyi arastiriimigtir (Prokaryotlarda
protein biyosentezini inhibe ederler). Mikroorganizmalar tetrasiklinlere

karsi zor direng olustururlar. Bu sebeple diger preparatlara tetrasiklinler
karistirilir.



Gibberellinlerin Uretimi

Gibberella fitfikuroinin kultir ortamindan izole edilen ve gibberellin
adi verilen bir grup maddenin guclu bir bitki buyutucu etkiye sahip
olduklari bulunmustur. Bu sebeple bahgecilikte ve arpadan malt
uretiminde kullanim alani bulmusglardir.

Gibberellinler terpen sinifi maddelerdir ve Asetil-CoA den cikilarak
biyosentezlenirler.

Gibberellik asit




Gibberellinler sekonder metabolit olup mantar bunlari ancak belirli
kosullar altinda sentezler. Besi ortamindaki C/N oranina bagli olarak
buyume fazi sona erdikten sonra salgilanirlar. Kultur ortamindaki
konsantrasyonlari 1.0-1.5 g/l arasinda deqgisir.

Fermentasyon dort adimda tamamlanir:
— Birinci adimda, yogun bir buyime gerceklesir.

— lkinci adimda, ortamda bir kisim mindr faktorlerin bitmesine ragmen
hala bol miktarda bulunan karbonhidratlarin tuketimi sonucu

misellerin yag ve karbonhidrat igerikleri yukselir.

— U_géincu adimda, hucrelerin digsaridan madde alimlari sona erer ve
gibberellinler sentezlenir.

— Son adimda ise miseller depoladiklari karbonhidrat ve yaglari
parcgalarlar ve neticede olurler. Boylece hucre icindeki gibberellinler
kultur ortamina salinirlar.

Fermentasyon 25-30°C de pH 3,5-4,0 arasinda 4-7 gun devam eder.



Kloramfenikol (Kloromisetin)

Streptomyces venezuelae tarafindan uretilen bu antibiyotik 6zellikle
salmonellalara karsi ¢ok etkilidir. Yapisi oldukga basit olup
fenilalanin tlrevidir. Bu antibiyotik hem sentez yolu ile hem de
fermentasyon ile buyuk Olgekte Uretilir. Ucuzdur ve genis bir etki

spektrumu vardir.

NO,

HO

CHCI :
HN 2 Kloroamfenikolun yapisi

0



Puromisin

Puromisin yapi olarak tRNA ya
benzediginden protein biyosentezinin
inhibisyonunda gorev alir. Streptomyces
alboniger tarafindan Uretilir ve genis bir
etki alani vardir. Protein biyosentez
mekanizmasinin arastiriimasinda onemli
rol oynamistir.

HOCH
H
NH 0

|
0=C-CH-CH, OCH,
{
NH,

puromisin



Sikonin Uretimi

« Sikonin Ozellikle Asya'da yaygin olarak kullanilan bir halk ilaci
(kocakan_ilam) olup kimyasal yap! bakimindan bir naftakinon
turevidir. lltihap giderici ve antibiyotik etkisi vardir.

« Bugun Japonya'da Lithospermum erythrothizon hucre kulturleri
yardimi ile yuksek verimli biyoteknolojik uretimi gergeklestirilmigtir.

OH O OH

OH O Sikonin



Biyotransformasyon



BIYOTRANSFORMASYONLAR (I)

Mikroorganizmalar veya enzimleri tarafindan katalizlenen kimyasal
donusumlere biyotransformasyonlar adi verilir. Enzim katalizli reaksiyonlarin
kimyasal katalize asagida belirtilien 6nemli Gstunlukleri vardir

Spesifiklik : Enzimatik reaksiyonlarda prensip olarak yan urun olusmaz (Etki
spesifikligi) ve cogu enzimler yalniz belirli bir substrat ile olusan reaksiyonu
katalizlerler (Substrat spesifikligi). Ayrica enzim katalizli reaksiyonlarda
regiospesiflklik ve stereospesifiklik de s6z konusudur.

Reaksiyon Kosullarinin lmhligi : Enzimatik reaksiyonlar sulu ortamda notral
pH dolayinda ve genellikle 40° C den daha dusuk sicakliklarda gerceklesir.

Aktivasyon Enerjisinin DUsurulmesi : Enzimatik reaksiyonlarda ara madde
katalizi mekanizmasi sonucu aktivasyon enerjisi cok dusmekte ve reaksiyon
yuksek hizla gerceklesmektedir.



BIYOTRANSFORMASYONLAR (Il

Belirtilen bu Ustunlukler kimyasal olarak cok kompleks yollardan
gerceklestirilebilen veya hi¢ gerceklestirilemeyen birgok
reaksiyonun enzimler yardimi ile kolayca yurumesine olanak

saglar.

Bu reaksiyonlar:

o Benzeri fonksiyonel gruplardan yalniz birinin reaksiyona
sokulmasi,

o Enantiomerlerden birinin secimli donusume ugratiimasi ile
rasemik karisimlarin ayrilmasi,

o Asimetrik merkeze bir grup sokulmasi,

o Aktive edilmemis C- atomunun secimli olarak fonksiyonel
grup haline donusturulmesidir.



a

Biyotransformasyon Teknikleri ()

Buyuyen/Cogalan Hucreler ile Biyotransformasyon:

Hucreler ideal besi ortaminda Uretilir ve yapilan on-testlerle belirlenen
fazda ortama biyotransformasyona ugratilacak substrat katilir. Bu
teknigin en onemli Gstunlugu induksiyona olanak saglamasi boylece
verimin artmasidir.

Stasyoner Hiicreler ile Biyotransformasyon:

Mikroorganizma ideal besi ortaminda uretilir, filtrasyon veya
santrifijleme ile ayrildiktan sonra biyotransformasyon ortaminda
dagitilir ve substrat ilave edilir. Hlucrelerin canhiligini koruyabilmesi icin
az miktarda glikoz katilir. Bu yontemin ustunligu buyume ve
biyotransformasyonun farkli ortamlarda gergeklesmesi ve dondsim
suresince ortamdaki hucre sayisinin onemli bir degisim
gostermemesidir. Ayrica substratin bayumeyi inhibisyon olasiligi
ortadan kalktigi gibi Granin izolasyonu da kolaydir.




Biyotransformasyon Teknikleri (ll)

o Sporlar ile Biyotransformasyon
Mikroorganizmalar spor olugsumu igin ideal kosullarda Uretilir ve sporlar
misellerden ayrilip sogukta saklanir. Biyotransformasyon yapilacagi

zaman bu sporlardan yararlanilir. Bu teknigin Gsttnluga sporlarin
depolanmasinin kolayligi ve tekrar kullanilabilmesidir.

o Immobilize Hiicreler ile Biyotransformasyon

Mikroorganizmalar urin ve substratin gecisine izin veren bir polimer
matrikste (poliakrilamid, kappa-karragenan, alginat, seluloz, nisasta vb.)
tutuklanir. Immobilize hucreler istenildigi anda ortamdan
uzaklastirilabilir, yeniden kullanilabilir ve kesiksiz proseslere uygundur.

a Serbest ve immobilize Enzimler ile Biyotransformasyon

Immobilize hlucrelerin biyotransformasyonlarda kullaniimasi daha
ekonomik olmasina ragmen c¢ok basit yapil bir hucre bile binlerce enzim
icerdiginden istenmeyen yan reaksiyonlarin olusmasi ve ortamin bu
reaksiyonlarin urunleri ile kirletilmesi s6z konusudur.




Amino Asitlerin Donusumileri

Amino asitlere uygulanan biyotransformasyonlar ya rasemik karigimlarin
resolusyonuna veya amino asitlerin sentezlenmesine ya da amino asitlerin
parcalanmasina dayanir.

Amino Asit Rasemik Karisimlarindan L-Amino Asit Uretimi

Fizyolojik aktif form olmalari sebebiyle amino asitlerin L-formlarinin Gretimi
buyuk bir ekonomik dneme sahiptir.
Amino asit uretimi mikrobiyal veya kimyasal yontemler ile gergeklestirilebilir.

Mikrobiyal proseslerde yalniz L- amino asitler kazanilirken kimyasal Uretim
sonunda rasemik karisim (DL-) elde edilir ve bu karisimdan L-formunun

ayrilmasi cok onemlidir.




Tirozin Sentezi

B-Tirozinaz enzimi triptofanaz enzimine benzer 6zellikler gosterir ve fenal,
piruvat ve amonyaktan ¢ikilarak L-tirozin sentezi reaksiyonunu katalizler.

(o)

B-Tirozinaz 0
HO CH,CHCOOH = >~ HO + CH,CCOOH + NH,
i
NH,

(HO) (HO)

Bu reaksiyonda fenol yerine substrat olarak pirokatekol kullanilirsa
L-DOPA (Dihidroksifenilalanin) elde edilir.



Amino Asitlerin Parcalanmasi

Bazi amino asitlerin degisik mikroorganizmalar veya enzimler ile
biyotransformasyonu ile ekonomik degeri olan trinler elde edilir

Amino asitlerin yikimina dayali biyotransformasyonlar

Biyotransformasyon reaksiyonu Mikroorganizma (Enzim) _

L-Aspartik Asit—>L-AlanIn + CO, Pseudomonas dacunhea
(Aspartat-B-dekartboksilaz)

meso-a-a’ -Diaminopimelik asidin Bacillus sphaericus
dekarboksilasyonu (Dekarboksilaz)
L-Arginin Schiff bazinin hidrolizi Pseudomonas putida

(Arginin Deiminaz)

L-Histidin—>Urokanik Asit + NH, Achromobacter liquidum
(L-Histidlin - Amonyak liyaz)

L-Alanin

L-Lizin

L-Sitrulin

Urokanik
Asit



Antibiyotik Donusumleri

3-Laktamaz orneginde oldugu gibi antibiyotiklerin enzimatik
donusumlerinin yalniz inaktivasyona yonelik olabilecegdi sanilirken bu
donusumlerden asagidaki amaclara yonelik olarak faydalanilabilecegi
belirlenmistir:

a

Mikrobiyolojik degisim sonucu mevcut antibiyotikten daha iyi
ozellikleri ve genig bir etki spektrumu olan yeni antibiyotikler elde
edilebilir.

Mikrobiyal parﬁalama uranleri yan sentetik antibiyotikler icin ¢ikis
maddesi olarak kullanilabilir.

Inaktivasyon mekanizmasi 6grenildikten sonra aktif gruplarin etki
surelerini artirici onlemler alinabilir.

Antibiyotigin dogal biyosentez mekanizmasi inhibitorler, promotorler
ve yapay prekursorler ile etkilenip yonlendirilebilir.

Mutantlar yardimi ile de antibiyotigin dogal biyosentez mekanizmasi
etkilenebilir.



6-Aminopenisilanik Asit (6-APA) Uretimi

Penisilin molekulun aktivite veya toksikligi Cs-pozisyonundaki yan zincir
substitlenti tarafindan dogrudan etkilenmek? dir.

Penisilinin gekirdegi olan 6-Aminopenisilanik asitin (6-APA) Cq
pozisyonundaki substitisyon, reaktif asit klortr veya anhidritleri ile
gerceklestirilir.

6-APA'in dogrudan fermentasyonla Uretimi mumkunse de verim ¢ok
dusuk oldugundan, 6-APA, fermentasyonla Uretimleri oldukc¢a yuksek
verimlerle gergeklestlrllebllen Penisilin G ve Penisilin V'nin kimyasal
veya enzimatik hidrolizi ile Uretilmektedir.

H.N CH,

N CH, 6-Aminopenisilanik Asit (6-APA)

COOH



Kesikli Proses

Sodyum dihidrojen fosfatla tamponlanmis sulu ¢ozeltinin sicakligi 35°C
ye, pH'l 7,8" e ayarlanir ve suda suspanse edilmis immobilize agilaz
ortama eklenir.

Sicaklik ve pH ayarlanan degerlerde sabit kaldiktan sonra potasyum
benzilpenisilin katl halde ortama ilave edilir. Ortam kuvvetli bir sekilde
karistirilir ve bir pH-stat sistemiyle sodyum hidroksit ¢cozeltisi eklenerek
pH 7,8'de sabit tutulur.

Istenen donlUsium saglandiktan sonra iriin ¢ozeltisi plakalar yikanabilen
tipteki bir baskili filtreden (filtre pres) gegirilerek suzulur ve diger bir
tanka aktarilir.

Filtrede tutulan immobilize acilaz enzimi ise alt bolmede toplanarak
tekrar bir pompa ile reaktore geri gonderilir, islem dikkatli
yurutuldigunde immobilize acilazin taze enzim eklenmeksizin yuz
defadan fazla kullanimi mumkuin olmaktadir.



Yari Sentetik Penisilin Uretimi

Penisilin acilaz enzimlerinin veya bunlari iceren mikroorganizmalarin
immobilize turevleri 6-APA'in acilasyonunda yani penisilin sentezinde
kullanilabilmektedir.

Ekonomik onemi fazla olmadigindan yari sentetik penisilinlerin hazirlanmasi
icin 6-APA'in enzimatik acgilasyonu yerine kimyasal agilasyonu tercih
edilmektedir. Bununla beraber immobilize enzim ve mikroorganizma
teknolojisinden bu alanda da yararlanmak icin bazi calismalar

yapiimaktadir.

S

rlmz /CHS HoN 0
CH=-C + Penigilin 1l =
Q _-_-.Aqilcz CH-C -NH - -+ CI-|30H
0 e = A NH
2

0 OOH

0 - Fenilglisin metil
esgter] 6. APA Ampisilin



Immobilize penisilin acilaz ve mikroorganizmalar yardimiyla

vari sentetik penisilin uretimi

Enzim Kaynagi immobillzasyon Yéntemi W

Bacillus megaterium veya Hucre DEAE-Sellulozda Toyo Joza

Achramobacter adsorplanmistir.

Bacillus circullans Enzim Izole edilmis ve DEAE Otsuka
Sephadex'e baglanmistir. Pharmaceutical

E. Coli Selllloz triasetatda SNAM Progetti
tutuklama

*E. Coli Selllloz triasetatda SNAM Progetti
tutuklama

*D-fenliglisinmetilester yerine p-hidrokslfenilglisinmetilester kullaniimigtir.



Geri Dongulu Proses

Immobilize acilaz gbzenekli iki filtre plakasi arasina yerlestirilerek bir dolgulu
Labaléa”oluslturulur. Ayrica bu islemde ceketli ve etkin olarak karistirilabilen bir
ap kullanilir.

Kaptaki monosodyum fosfatla tamponlanmis ¢ozeltinin pH'I 7,8'e, sicakligi
37°C'a ayarlanir ve surekli kontrol edilir. Potasyum benzilpenisilinin eklenmesiyle
cOzelti dolgulu tabakaya pompalanir.

Bu ¢ozelti istenen donusum saglanana kadar sistemde sirkule edilir. Elde edilen
urdn ¢ozeltisi ekstraksiyon tankina aktarilir.

pH 2,5'a ayarlandiktan sonra olusan yan urun fenilasetik asidi ayirmak icin
ortama c¢ozelti hacminin yaklasik yarisi kadar metil izobutil keton eklenir.

Sulu faz alinir, pH 7,8'e ayarlanir ve vakum altinda buharlastirilir. Daha sonra
hidroklorik asit ile pH 4,5'a ayarlanarak 6-APA cokturalir.

CoOkelti filtre edilir, soguk suyla yikanir ve vakum altinda kurutulur. Bu proseste
elde edilen 6-APA % 98 safliktadir ve islemin toplam verimi yaklasik % 90 dir.



Yari Sentetik Sefalosporin Uretimi

Sefaleksin sentezinde seluloz triasetat fiberlerde tutuklanmis E.Coli
acilaz kullaniimigtir. Ayni immobilize enzim sistemi penisilin
cekirdeginin asitilasyonunda da kullaniimigtir.

Japon firmasi Toyo Jozo sefaleksin sentezi i¢in bazi immobilize
mikroorganizma sistemleri geligtirmistir.



Sutteki Laktozun Hidrolizi

Siyah ve sari irktan olanlarda yaygin bir laktoz intolerentlik sz konusudur.
Ozellikle yetiskin kisiler sut ictiklerinde karin agrisi ve asiri gazlanmadan hatta
diyareden sikayet etmektedir. Yapilan arastirmalar bunun nedeninin sutteki
laktozu pargalayan B-galaktosidaz enziminin organizmada ya yetersiz veya hi¢
sentezlenmemesi oldugunu gostermistir.

Bu sorunun ¢6zumd, ya sut icilmeden once igerisine (-galaktosidaz enzimi
katmak veya Uretim sirasinda sutl ambalajlamadan once immobilize B-
galaktosidaz kolonlarindan gecgirmektir.

CHZG'i CHZOH

T lptg

Laktoz B -D-Galaktoz a-D-Glukoz



Enzim Teknolojisi



ENZIM TEKNOLOJISI

Enzimler canli organizmalarda substratlarin kimyasal degisimini
katalizleyen kompleks yapidaki protein molekulleridir.

In vitro kosullarda da katalitik aktivite gosterirler. Bu nedenle
mikroorganizmalar tarafindan bol miktarda Uretilebilen enzimler
izole edilerek cesitli endustriyel alanlarda kullaniimaktadir.

Enzimlerin endustriyel sureglerde kullaniimalari iglemlerine
enzim teknolojisi denir.



Enzim teknolojisi,

» Mikrobiyal islemler (Uretici suslarin secimi ve gelistiriimesi vb.)

» Enzimlerin fermentasyon yoluyla uretimleri (btyuk oOlgekteki
uretimler icin yapilan besiyeri, ortam kosullari vb. duzeylerdeki
optimizasyonlar),

» Katalitik etkinligin arttiriimasi igin enzimlerin ug¢ boyutlu
yapilarinin degistiriimesi (protein muhendisligi),

> |zolasyonlari ve

> Immobilizasyonlari (enzimlerin ¢dziinmeyen destek materyaller
yardimiyla suda ¢oziUnmeyen hale getirilmesi)

calismalarini kapsar.



» Enzimler binlerce yildir bilingsizce de olsa insanlar tarafindan peynir,
bira ve ekmek yapiminda kullaniimiglardir.

» Gunumuzde enzimlerin kullanildigi endustriyel alanlar oldukga
cesitlenmis ve mikroorganizmalar kullanilarak her yil Gretilen saf
enzimlerin miktarlari 500 ton gibi degerlere ulasmigtir.

» Mikrobiyal enzimler,
— sut urunlerinin eldesinde,
— biracilikta,
— etlerin islenmesinde,
— meyve sularinin berraklastiriimasinda,
— Fruktoz surubu uretiminde
— deterjan endustrisinde,
— tekstilde,
— teshis ve tedavi amaciyla tipta kullaniimaktadirlar.



ENDUSTRI ENZIM KULLANIM ALANLARI

SUT URUNLERI

BiRA END.

EKMEK ve PASTA
ENDUSTRISI

DETERJAN

SEKERLEME

TARIM VE ORMAN

TEKSTIL

DERI

TIP

Hayvan tiirevli renin

Mikrobiyal renin
Lipaz

Arpadaki amilaz ve proteaz, endiistride
iiretilen amilaz proteaz, glukanaz

B-glukanaz
Proteaz

Proteaz

Maya a-amilazi

Bakteriyel
Ekstraselliiler proteazlar

B.subtilis a-amilaz1

Ligninaz

Bakteriyel amilaz

Mikrobiyal tripsin
Tripsin

Cesitli enzimler

Peynir imalati (Renin iiretimi sadece geng hayvanlardan elde
edilebilir. Yaslaninca iiretim azalir.)

Hayvan tiirevli reninin yerini hizli bir sekilde almaktadir.

Penicillum roquoferti'den izole edilen hiicre dis1 lipaz 6zel bir
peynir lretiminde

Nisasta ve protein, seker ve aa’ lerin yikimi (malt olusumu
sirasinda), malttaki proteinlerin ve polisakkaritlerin yikimi

Maya hiicre duvarinin yikimi ve biranin berraklagtirilmasi
Mayanin parcalanmasi ve biranin berraklagtirilmasi

Biskiivi tiretimi i¢in diisiik proteinli un tiretimi

Undaki nisastanin sekerlere yikilmasi ve mayanin kullanima
hazir olmasi

Organik lekelerin uzaklastiriimasi

Tatlandirici olarak glukoz surubu eldesi

Odunsu atiklardaki lignoseliilozik yapidaki seliillozun
hayvanlarin kullanmasini saglamak ve endiistriyel organik
substrat olarak kullanmak

Dokumadan 6nce nisasta banyosuna batirilan ipliklerden
nisastanin uzaklastirilmasi.

Deriden tiiy veya killarin uzaklastiriimasi.

Kan pihtilarinin eritilmesinde ve yaralarin temizlenmesi

Laboratuvar tanilarinda



» Endustriyel enzim pazarinin yaklasik 2/3 nu kapsayan deterjan katkisi
olan enzimlerin pazardaki payi 2002 yili icin 980 milyon dolardir.

> Nigasta isleme endustrisi ikinci buylk pazari olusturmaktadir. Gida
katkilari ve gida igslenmesinde kullanilan endustriyel enzimlerin

pazardaki degeri 700 milyon dolardir (2002).

» Endustriyel enzimler igin bir diger onemli alan hayvan yemlerine katilan
enzimlerdir. Yaklasik 200 milyon dolarlik (2002) bir degere sahip olan
enzimler yemlerde parcalama yaparak sindirimi kolaylastirmaktadir.



ENDUSTRIYEL ENZIMLER
BEn  [meesmasy  |domedEmn

a-amilaz Maltoz ve dekstrinin yikilmasi Bacillus subtilis
Leke ¢ikarici Aspergillus oryzae
Unun zenginlestirilmesi ve Glukoz surubu B. licheniformis
B-glukanaz B-glukanin parcalanmasi yoluyla biranin berraklastirilmasi A. Oryzae, B.subtilis
Katalaz Iceceklerin bozulmasini 6nleme A. Niger
Seliilaz Deterjan katki maddesi , Atiklarin degerlendirilmesi Penicillum spp.
Glukoz izomeraz Glukoz —» Fruktoz Aspergillus spp.
Streptomycetes spp
Glukoz oksidaz Biyosensor A .niger
Laktaz Laktoz —» Glukoz+Galaktoz Kluyveromyces laktis
(Peynir alt1 suyu) laktozsus gida tiretimi
Lipaz Deterjan katki maddesi Gida Miihendisligi ile
Peynir Endiistrisi olusturulan A. oryzae
Pektinaz Meyve suyu ekstraksiyonu Erwinia spp

Sarap ve meyve suyu berraklastirilmasi

Proteaz Deterjan katki maddesi B. Subtilis
Deri Endiistrisi, et ekstraksiyonu

Renin Peynir Endiistrisi Kluyveromyces lactis, Mucor spp.

Sukraz (invertaz) Sekerleme Endiistrisi Saccharomyces spp.



Mikrobiyal Enzim Uretimi

Ik asama uygun katalitik 6zgillUk ve istenilen fiziksel dzellikleri tasiyan
mikroorganizmanin secimidir.

Mikroorganizma duzeyindeki modifikasyonlar genellikle hucre bagina
uretilen enzim miktarinin artiriimasina yoneliktir. Ayrica kultur ortami ve
fermentasyon kosullari da enzim Uretim maliyetini distirmeye yonelik
olan onemli parametrelerdendir.

Sus seciminde uygun fiziksel ozellikler tasiyan enzimlerin se¢imi
genellikle bir organizmanin optimum ureme kosullari ile enzim ozellikleri
arasinda pozitif korrelasyonun varligi esasina dayanir.

Farkli mikroorganizmalar tarafindan Uretilen ve ayni reaksiyonu
katalizleyen enzimlere izofonksiyonel enzimler denir. Mikroorganizma
seciminde izofonksiyonel enzimlerin farkli pH optimumlari gibi degisik
ozelliklerinden de yararlanilir.



Mikroorganizma seciminden sonra susun endustriyel kullanimi igin
dikkate alinmasi gerekenler;

» Endustriyel irk enzimi yuksek konsantrasyonda uretmelidir.

» Kural olarak yabani tiplerin enzim uretimi ticari kullanim igin
yeterli degildir. Bu durum katabolit represyon nedeniyledir.

» Glukoz gibi karbon kaynaklarinin varliginda birgok
parcalayici enzimin sentezi baskilanir

(KATABOLIT REPRESYON).



Katabolit represyon besiyeri bilesimini degistirerek ya da genetik olarak
azaltilabilir.

2-deoksiglukoza direngli Trichoderma
MUTASYON trlerinin seliilazi fazla miktarda
sentezledikleri saptanmistir.

Karbon kaynagi azar azar

Besiyeri bilesenleri degistirilir verilir ve katobolit represyon
Kirtlr.




Kural olarak parcalayici enzimlerin uretilmesi icin induktorlere gerek
duyulur. indUktorler genellikle represér proteinlerin etkisiz hale
gelmesi icin gereklidir (Negatif Kontrol).

Buyuk olgekte Uretim icin induktor gereksinimi maliyeti artirir.

Sorunun Konstitiitif Mutant Eldesi lle Giderilmesi

Represorun baglanacagi regulator bolgedeki ya da regulator protein
genindeki bir mutasyon sonucu elde edilen konstitutif mutantlarda
induktor gereksinimi ortadan kalkar.



Endustriyel Enzim Uretim Metodlari

» Koji prosesi (Solid-state fermentasyon): Klasik yontemdir.

o Mikroorganizmalar kati ya da yari kati tavalardaki
besiyerlerinde uretilirler. Bu kati substratlar bugday kepedi,
bugday sapi, piring kabugu, arpa, suyu cikariimis seker
kamisi vb. dir.

0 Cogunlukla bu kati substratlar proteazlar, lipazlar, selulazlar
ve oksidazlar gibi enzimlerin Uretiminde funguslar icin
kullanilir.

0 Bu tip fermentasyonda kontaminasyondan korunmak, sabit
sicaklik, havalandirma ve nemlendirme saglamak zordur.



NN X X

Endiistriyel Enzim Uretim Metodlari

Fermentor Kullanimi: Modern yontemdir. Bu fermentorlerin
kullanimi kontaminasyondan korunma,sabit sicaklik,
havalandirma ve nemlendirme gibi gerekliliklerin
saglanmasindaki olumsuzluklari ortadan kaldirir.

Mikrobiyal enzim Uretiminde baslica 4 ¢esit fermentor kullanilir.
Karistirmali tank tipi fermentor,
Kabarcik kolon(bubble column),
Alir lift,
Dolgulu yatak(packed bed)



Bir enzim fermentasyonun %50-80'i substratin harcanmasini
icerir. Bu nedenle de mikro-organizmanin ucuz besiyerlerinde
hizli bir bicimde uremesi onemlidir.

Ucuz besiyerindeki baslica karbohidratlar: Melas, arpa, misir,
bugday, hidrolize nisasta ve laktoz,

Azot kaynaklari: soya fasulyesi, pamuk tohumu, misir
maserasyon sivisl, hidrolize maya, gluten, jelatin, kesilmis suttur.

Ayrica besiyerine inorganik tuzlar, iz elementler ilave edilmelidir.



Gida Endustrisinde Enzimler

Tatlandirici Yapimi (nisasta islenmesi):

*Fruktozun tatlandirici 6zelligi glukozun iki katidir. Bu nedenle dusuk kalorili gidalarda
sukrozun yari agirligindaki ancak iki kati tatlandirici 6zellikteki fruktoz tercih edilir.

*Glukozun fruktoza cevrilmesi alkali kosullarda ve yuksek sicaklikta kimyasal olarak
mumkundur. Bu kosullarda istenmeyen yan Urunler olustugundan; enzim kullanilarak
nisastadan yuksek fruktoz surubu edilmektedir.

: Asit (HCI) > Verim: %20. Nétralizasyon icin NaCO,
Nigasta hidrolizi Glukoz surubu kullanimi nedeniyle tuz birikimi s6z konusu.
Asite dayanikli ekipman kullanimini
gerektirir.

(Amiloz + Amilpektin)

*Nisasta endustrisinde ticari olarak kullanilan en dnemli enzimlerden; a -amilazlar
molekulin a-1,4 glikozit baglarini, glukoamilazlar a-1,4 ve (-1,4 glikozit baglarini,
pullulanazlar ve diger dallanma kirici enzimler a-1,6 glikozit baglarini hidrolizlerler.



Tatlandirict Yapimi(ll)

» Nisastadan glukoz ve fruktoz surubu eldesinde ilk asama liquefaction
(sivilastirma) dir. a -amilazlarla (Bacillus licheniformis) nisastadan maltoz, az
miktarda glukoz ve esas olarak da dekstrinler olusturulur. Bu islem nisastanin
vizkozitesini dusurdr ve ¢gozunurlagunu artirir.

» Glukoamilazlar ise sekerlerin olusumuna yol acar. Bu olaya ise sakkarifikasyon
(sekerlendirme) denir.
» Aspergillus niger glukoamilazi nisasta ve dekstrinlerde a,1-4 glikozit baglarina etki

ederek zincir ucundan glukoz monomerlerinin birer birer ayirirlar. a,1-6 glikozit
baglarina da yavasca etki ederek dallanmalari kirarlar.

» Bacillus pullulonazi ise a,1-6 glikozit baglarini hizl bir bicimde kirarlar.

» Bakteriyal glukoz izomeraz ile D-glukoz ¢ok tatli olan D-fruktoza ceuvrilir.
Normalde reaksiyon denge durumundadir ve glukoz ile fruktozun esit karigimi
elde edilir.



Tatlandirict Yapimi(lil)

Ozetle;
Sivilastirma Sekerlendirme
Nisasta > LlidrAl: : R
a-amilaz Hidrolize nisasta Glukoamilaz Glukoz surubu
Glukoz
lzomeraz
FRUKTOZ SURUBU

Fruktoz surubu sivi tatlandirici olarak sukrozun yerini almakta; marmelat,
recel, cikolata, kola gibi alkolsuz i¢ki yapiminda kullaniimaktadir.



Deterjan Endiistrisi’ nde Enzimler

Deterjan endustrisinde enzimler onemli yer tutarlar.

Camasir deterjanlarinin % 80’i agirliklarinin % 0.015- 0.025'i kadar
proteolitik enzim igerirler.

Yine bulasik deterjanlarinda kullanilan a-amilazlar nisastali artiklarin
uzaklastiriimasi icin kullaniimaktadirlar.

Proteazlar ve amilazlarin yani sira lipazlar ve selulazlar da deterjan
katkisi olarak kullaniimaktadir.



IMMOBILIZE ENZIMLER

Enzimlerin cozinmeyen destek materyalleri (matriksler) yardimiyla
suda ¢cozunmeyen hale getirilmeleri islemine immobilizasyon denir.

Mikrobiyal hucreler de enzimler gibi immobilize edilir.

Tum hucrelerin immobilize edilmesi saf enzimin gerekli olmadigi
proseslerde kullanilan ucuz ve hizli bir yontemdir.

Immobilize hiicreler atiklarin kullaniminda, azot fiksasyonunda,
steroid sentezinde, yari sentetik antibiyotikler ve diger tibbi Grunlerin
eldesinde kullantlir.



Enzim immobilizasyon Yontemleri

» Kovalent baglama: Enzimler kimyasal olarak kovalent
baglarla seluloz, sefadeks, agaroz, poliakrilamid, porlu
seramik gibi suda ¢ozunmeyen tasiyicilara baglanirlar.

» Capraz baglama: Enzimler glutaraldehit, alifatik
diaminler gibi bifonksiyonel reaktiflerle ¢capraz
baglanirlar. Bu reaktifler enzim molekulleri arasinda bag
olustururlar. Glutaraldehit enzim molekullerinin amino
gruplarindan, diaminler ise karboksil gruplarindan
capraz baglarlar.



» Adsorbsiyon: Enzim molekullerinin tagiyicilarin ylzeyine
adsorblanmalari esasina dayanir. Kolay bir yontemdir. Agaroz, sefadeks

turevleri, seluloz turevleri, metal tuzlari ve mineraller adsorban olarak
kullanilirlar.

» Tutuklama: Enzimler yapay ya da dogal polimer kafesleri igcinde
tutuklanirlar. Polimer kafesler igine substrat girer ve urtn digari ¢ikar.

Capraz bagli poliakrilamid jeller, Ca alginat, kappa karragenan bu
polimerlerin orneklerindendir.

» Kapsulleme: Enzimler cesitli tipteki membranlar igine alinirlar. Bu
membranlar yari gecgirgendir. Diguk molekdl agirlikli substrati ve
molekulleri gecirirler. Hegza metilen diamin mikrokapsullemede kullanilir.

Ayrica bu yontemlerin kombinasyonlari da, tutuklama-gapraz baglama,
kapsulleme-gapraz baglama gibi, enzim immobilizasyonunda kullanilir.



Immobilize Enzimlerin Avantajlari

immobilize enzimller tekrar tek_r_ar kuI_Ia_nllabiIirIer. Ozellikle Uiretimi
zor ve pahall enzimler i¢cin bu onemlidir.

Uriin enzimle kontamine olmaz, ¢clinkli enzim matrikste tutulur.

Matriks enzimi fiziksel bir bariyer olarak korudugundan, enzim agiri
pH ve sicaklik gibi etkenlere dayanikli hale gelir.

Surekli prosesler icin daha elveriglidir.
Immobilize enzimler cok daha dogru bir sekilde kontrol edilirler.

Immobilize hiicrelerle bir ok enzim de immobilize olacagindan ayni
anda birden fazla reaksiyon gergeklesenbilir.



