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Ticari olarak alinan Lewatit VP OC 1600 partikiillerine iireaz enzimi immobilizasyon teknigi uygulanilarak
partikiile immobilize edildi. Enzim immobilizasyonlarinda arastirma parametrelerinden biri olan enzimin tekrar
kullanilabilirligi immobilze olan partikiiliin kullanilmasi ve sonuglarin alinmasi enzimin ticari almnan lewatit
partikiiller tizerine immobilize oldugunu gosterdi. Lewatit VP OC 1600, metakrilik esterlere dayanilarak kiiresel
boncuk bigiminde macropor iceren ve divinilbenzen (DVB) ile ¢apraz baglanmis polimerdir. Lewatit VP OC
1600’iin maksimum iireaz immobilize etme kapasitesi 480 mg.g "‘dir. Serbest ve immobilize olan enzimler, 7.5 ve
6.5 gibi farkli optimum pH'lar sergiledi. Immobilize olan enzimin optimum sicakligi 60 °C'e kayarken, serbest
enzim 50 °C olarak belirlendi. immobilize olan enzim ile serbest enzim yiiksek sicakliklara maruz birakildiginda
tutuklanan enzim serbest enzime gore sicakliga daha fazla direng gosterdigi tespit edildi. Tutuklanan ve serbest
enzimin kinetik parametreleri belirlendi. Buna gore, serbest enzimin substrata ilgisinin tutuklanan enzimin
substrata olan ilgisinden diisiik oldugu gozlemlendi. Tutuklanan enzimin, termostabilitesi, tekrar kullamlabilirligi
ve depolama parametrelerinin serbest enzime kiyasla daha yiiksek bir etkinlik gosterdigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Enzim, Ureaz, Immobilizasyon.

Immobilization of Urease Enzyme in Lewatite Particle

ABSTRACT

Urease enzyme was intended to comercially obtained Lewatit VP OC 1600 particles by available immobilization
technique. Resusability is the one of research parameters in enzym immobilization. Reusability of out enzyme and
results showed that enzyme succesfully immobilized to lewatit particles. Lewatit VP OC 1600 is a macroporous,
DVB(divinylbenzene) -crosslinked polymer in spherical bead form, based on methacrylic esters. The maximum
urease arrest capacity of Lewatit VP OC 1600 was 480 mg.g*. Free and arrested enzymes exhibited different
optimum pH’s such as 7.5 and 6.5. Optimum temperature of the arrested enzyme shifted to 60 °C, while free
enzyme was detected as the its 50 °C. When the arrested enzyme and the free enzyme were exposed to high
temperatures, it was found that the arrested enzyme showed more resistance to temperature than the free enzyme.
In determining the kinetic parameters of free and arrested enzymes, we observed that the interest of free enzyme to
substrat is lower than interest of arrested enzyme to substrat. The arrested enzyme was defined to have a higher
activity according to thermostability, reusability and storage parameters than free enzyme.

Keywords: Enzymes, Urease, immobilization

1. GIRIS

Enzimler, canli organizmalarda kimyasal reaksiyonlari hizlandiran ve yan {riin olusmaksizin
%100’lik verim saglayan biyolojik katalizorlere enzim denir. Enzimler proteinlerin en biiyiik ve

Ozellesmis seklidirler. Enzimler ¢ogu kez sentetik ve inorganik Kkatalizorlerden ¢ok daha Onemli
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olaganiistii katalitik giice sahiptir. Enzimlerin ilgili reaksiyonlart 1liml1 kosullarda ¢ok hizli ve spesifik bir
bicimde katalizliyor olmalari, enzimlerden dogal ortamlarinin disindaki pek cok alanda yararlanabilme
imkani1 saglar (Nelson ve vd., 2005).. Yeterli kosullarin saglanmasi kosuluyla etkilerini dogal ortamlarinin
disinda da gosterebiliyor olmalari, enzimlerden pek c¢ok alanda yararlanabilme imkani vermektedir.
Enzimler endiistriyel amagli, analitiksel amagli, tipta teshis, tedavi ve ilag tasarim amagl genis uygulama
alan1 bulmaktadirlar(Wiseman, 1986). Enzimler gida, deterjan, deri ve tekstil endiistrilerinde onemli
kullanim alanina sahiptirler. Gida endiistrisinde pastérizasyon ve sterilizasyonun uygun sekilde yapilip
yapilmadigini tespit i¢in enzim tayinlerinden faydalanilir(Kalaycioglu ve vd., 2000). Enzimler, suda
¢Oziinmeyen bir tastyiciya fiziksel veya kimyasal olarak baglanarak, suda ¢oziinmeyen bir iiriin veren bir
kopolimerizasyona enzim molekiiliiniin monomer olarak katilmasiyla ve suda ¢oziinmeyen bir matriks
veya mikrokapsiillerde tutuklamakla immobilize edilirler. immobilize enzimin serbest enzimlere gore
iistiinliikleri ise; Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (stizme, santrifiijleme v.b.) ve

riinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz.
» Cevre kosullarina (pH, sicaklik v.s.) kars1 daha dayaniklidir.
Bir¢ok kez ve uzun siire kullanilabilirler.
Siirekli islemlere uygulanabilirler.
Dogal enzime kiyasla daha kararlidir.
Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.
Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur.

Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilir.

vV VYV VY Vv V¥V VYV V

Enzimin kendi kendini pargalamasi olasilig1 azalir.

Karigtirma, ¢alkalama gibi ¢alismalar (mekanistik) i¢in uygundur(Coskun, 2007). Enzim immobilze
edilmesi i¢in uygulanan yontemlerden biri olan tutuklama yontemdir. Bu ydntemde, enzim molekiilii
belirli bir ortamda durdurulmaya zorlanmaktadir. Bu islem polimer matriks icindeki kafeslerde
gerceklestigi  gibi  yar1 gecirgen membranlar i¢inde mikrokapsiilleme ve miseller ile de
gergeklestirilebilmektedir. Bu immobilizasyon yontemini diger ii¢ yontemden ayiran en 6nemli 6zelligi bu
teknikte enzim molekiiliiniin diger tekniklerde oldugu gibi herhangi bir tasiyiciya kovalent veya non-

kovalent olarak baglanmamis olmasidir(Telefoncu, 1997).

Sekil 1.1. Ureaz enziminin ii¢ boyutlu yapisi
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Tibbi amagli uygulamalar i¢in immobilizasyon sistemlerinin gelistirilmesinde en ¢ok kullanilan
enzimlerin basinda tireaz gelir (Sekil 1.1.). Bu enzimin bagil olarak ucuzlugu, dayanmikliligi ve kolay
izlenebilmesinin yani sira kanda ve idrarda lirenin kantitatif tayininde yaygin olarak kullanilmasi bu
secimde goz Oniinde bulundurulmaktadir. Klinik uygulamalarda {ire Olgiimii renal ve metabolik
hastaliklarm teshisinde kullanilmaktadir(Baysal, 2000). Ureazin farkli alanlardaki kullanimlarini su
sekilde siralayabiliriz; atik sulardaki iirenin temizlenmesinde, gida endiistrisinde iireyi meyve suyu ve
yiyeceklerden uzaklagtirmakta kullanilir. Bunun yami sira, giibre ve atik sularinda bulunan {irenin

doniistiirilmesinde kullanilmaktadir(George ve vd., 1997; Di Martino ve vd., 2003; Fahmy ve vd., 1998).

Ik dncelikli amag bu deginilen kapsamda enzim ucuz ve ¢abuk olasilan ve de suda ¢dziinmeyen bir
materyale immobilize etmek.Burdanda cevre kirlligi, geri donlisiim sanayilerinde ve ozellikle saglik

alaninda kullanilabilir diizeye getrip optimum kosullarini belirlemektir
flgili Calismalar

Ureaz enzimi yeni bir akrilik (Amino butil akrilat-etilen metakrilat kopolimeri) enzim tasiyicisi
iizerine kovalent olarak immobilize edilmis ve serbest ve immobilize iireaz enzimlerinin 6zellikleri
belirlenerek birbirleri ile karsilastirmus. Sonu¢ olarak immobilize enzimlerin orijinal aktivitelerinin
%356’sm1 korudugunu bulunmus. Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hizin (Vmax) serbest
enzim igin daha diisiik iken, immobilize iireaz i¢in daha yiiksek oldugunu bildirilmis. immobilize enzimin
pH degisikliklerine kars1 aktivitesini 6nemli 6l¢ide korudugunu, immobilize iireazin ¢ok iyi depolama
kararliligina ve tekrar kullanimina sahip oldugunu, 70°C’de immobilize enzimin aktivitesini kaybettigini

deginimig(Krajewska ve Leszko, 1990).

Ureaz poli (akrilik asit) (PAA) ile poli (1-vinil imidazol) (PVI) komplekslesmesi ile elde edilen bir
polimer ag1 iginde immobilize edilmis, polimer ag hazirlanmasin1 FT-IR spektroskopisi ile izlenmis.
Immobilize iireaz icin Michaelis-Menten sabiti (Km), Vmax ve temel dzelliklerini (pHopt, pHstability,
Topt, Tstability, tekrar kullanilabilirlik ve depolama kararliligi) belirlenmis. Serbest iireazin Vmax
degerinin (0.01807 uM min! .mg™') immobilize iireazdan (0.07491 uM min' .mg™!) daha kiigiik oldugu
bulunmus. Serbest ve immobilize {ireaz icin Km degerlerini sirasiyla, 4.1 mM ve 27.8 mM olarak
hesaplanmis. Serbest ve immobilize iireaz i¢in optimum sicaklik degisimlerini 30°C ile 90°C arasindaki
sicakliklarda incelenmis ve serbest enzimin optimum sicakligini 55°C immobilize enzimin optimum
sicakligini ise 60°C olarak belirlenmis(Senel ve vd., 2010).

Ureaz enzimi polietilenimin (PEI) ve kitosan (CHI) ile modifiye edilmis poliakrilonitril (PAN)
membranlari tizerine immobilizasyonunu gergeklestirilmis. PEI ve CHI ile modifikasyon PAN membrani
iizerine adsorbe olan iireaz miktarin1 etkilemezken, aktiviteler sirayla 2 ve 1.5 kat artig gosterilmis.
Membranlarin  iireye karsi  gosterdikleri  kinetik performans asagidaki sekilde bulunmus:
PAN+PEI+CHI>PAN+PEI>PAN+CHI>PAN. Modifiye edilmis ve edilmemis PAN membranlari iizerine
tireaz adsorpsiyonu sonucu membranlarin hidrolik gegirgenliklerinin 6nemli oranda degismedigini, lireaz
immobilizasyonu igin en iyi destek malzemesinin PAN+PEI+CHI membrani oldugunu belirlenmis(Alsoy

ve vd., 2008).

Agar tabletler tizerine giivercin bezelyesi (Cajanus cajan) iireaz1 immobilize edilmis. %5 agar (w/v)
destek iizerine yapilan immobilizasyonda 0.019 mg protein/agar tablet baglanmis ve %51.7 arasinda bir
optimum immobilizasyon saptanmis. Coziiniir ve immobilize {ireaz optimum pH’1n1 7.3 ve 7.5, optimum
sicakligint 30°C ve 60°C olarak belirlenmis ve immobilizasyon sonucu termal stabilitenin iyilestigini
bildirilmis. immobilizasyon sonrast Km degerinin 3.23 mM’ dan 5.07 mM’ a yiikseldigini, ¢oziiniir ve
immobilize {ireazin yarilanma O6mriiniin (4°C, pH 7°de) sirasiyla 21 ve 53 giin oldugunu bulunmus

(Mulagalapalli ve vd., 2007).
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Ureaz (iireaminohidrolaz E.C. 3.5.1.5) enzimini aljinatkitosan polielektrolit kompleksine ve
poli(akrilamit-ko-akrilikasit)/k-karragenan interpolimer komplekslerine hapsederek immobilize edilmis ve
immobilizasyon ile Michaelis-Menten (Km) sabitinde bir azalma oldugunu belirlemis. 70 giin sonunda
immobilize enzimlerin aktivitelerinin %48 ve %70 ini korudugunu, ayrica 5 giin i¢inde 20 kullanim
sonunda aljinat-kitosan polielektrolit kompleksine ve poli(akrilamit-ko-akrilikasit)/k-karragenan
interpolimer komplekslerine immobilize edilen iireazlarin aktivitelerinin sirastyla %55 ve %89 unu
korudugunu bildirmis. Enzimin optimum sicaklik, optimum pH ve termal kararliligimin immobilizasyon

sonucunda arttig1 rapor edilmis( Kara, 2006).
2. YONTEM

2.1. Lewatit partikiillerin Ureaz Immobilizasyonu I¢in Hazirlanmasi

Ureaz enziminin  immobilizasyonunda  kullanilacak  olan  magnetik  nanopartikiillerin

immobilizasyonundan 6nce yiizeylerinin aktiflestirilmesi(Alptekin ve ark., 2009).
2.2. Ureaz enziminin Lewatit partikiillerin iizerine Immobilizasyonu

Ureaz enziminin lewatit partikiillerin iizerine immobilizasyonu Sahoo ve vd., (2011) tarafindan

Onerilen yonteme gore yapilmistir.
2.3. Total Protein Tayini

Protein tayini ig¢in Lowry ve vd., (1951) tarafindan 6nerilen yontem kullanilmistir. Alkali ¢ozeltide
bakir-protein kompleksi olusur. Bu kompleks fosfomolibdat-fosfotungstat reaktifini rediikler ve koyu
mavi bir renk olusur. Burada rengin koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Folin reaktifinin ilavesinde su 6nemli kaideye dikkat etmek gerekir ki bu reaktif yalmz asidik ortamda
dayaniklidir. Tarif edilen bu rediiklenme ise pH 10’da gerceklesmektedir. Bundan dolay1 folin reaktifi
alkali bakir-protein ¢ozeltisine hemen ilave edilmeli ve derhal siddetle karistirilmalidir. Bu suretle
fosfomolibdat fosfotungstat reaktifi parcalanmadan 6nce indirgenme olay1 gergeklesir. Standart ¢ozelti
olarak albiimin c¢ozeltisi kullanilmigtir. Total protein tayininde kullanmilacak ¢o6zeltiler: Bunun igin

igerikleri bildirilen

A, B ve C ¢ozeltileri hazirlanmisgtir.

1) Cozelti A: 20 g Na,COs3 4.0 g NaOH saf suda birlikte ¢oziiliip son hacim 1L’ye tamamlanarak
hazirlanmustir.

2) Cozelti B: 0.5 g CuS04.5H,0, %]1°lik sodyum sitrat ¢6zeltisinde ¢oziiliip son hacim ayni ¢ozelti
ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlanmastir.

3) Cozelti C: 50 mL Cozelti A ve 1 mL Cozelti B karigtirilarak hazirlanmustir.

4) Folin Ciocalteu reaktifi: Folin Ciocalteu reaktifi saf su ile 1:2 oraninda seyreltilerek hazirlanmustir.

5) Standart protein ¢6zeltisi: 100 mL’de 14 mg sigir albiimini olacak sekilde saf su igerisinde
hazirlanmstir.

6) Standart protein egrisinin ¢izimi: 8 adet deney tiipii alinarak tiiplere sirastyla 0, 50, 100, 125, 250,
500, 750 ve 1000 pL olacak sekilde standart protein ¢dzeltisinden konulmustur. Her tiip i¢eriginin hacmi
su ile 1 mL’ye tamamlanmig ve her tiipe 5 mL C ¢ozeltisi ilave edilmistir. 10 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra her tiipe 1:2 oraninda seyreltilmis Folin- Ciocalteu ¢ozeltisinden 0.5 mL eklenmistir.
30 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra tiip igeriklerinin absorbanslari kére karst 750 nm’de
okunmus ve bu degerler derisime karsi grafige gecirilmistir. Orneklerin protein igerikleri ayn1 yontemle
standart protein grafigi kullanilarak degerlendirilmistir. Bu grafigin yardimiyla enzimin protein igerigi ile

immobilize kisminin hesaplamasinda kullanilmustir.
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2.4, Ureaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Serbest ve immobilize iireaz enzim aktivitesi Nessler’s metoduna gore Ol¢iilmiistiir (Rao ve vd.,
1995). Ureaz etkisi ile aciga ¢ikan amonyak Nessler ayiraci ile tepkimeye sokulmus ve olusan renkli

bilesigin renk siddeti 505 nm de spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir.
2.5. Serbest ve Immobilize Enzimlerin Karakterizasyonu
2.5.1. Serbest ve immobilize enzim aktivitesi iizerine pH’min etKisi

Serbest ve immobilize iireazin aktivitesi farkli pH'larda (4.5 asetat, 5.5 sitrat, 6.5, 7.5, 8.5 ve 9.5
fosfat) 50 mM tampon i¢inde hazirlanmis 10 mM iire ¢ozeltisi kullanilarak belirlenmistir. 10 dakika
sonunda olusan azot miktar1 dlgiilerek aktiviteler hesaplanmis ve sonuglar % bagil aktivite olarak pH'ya

kars1 grafige gegirilmistir.
2.5.2. Serbest ve immobilize enzim aktivitesi iizerine sicakhgin etkisi

Serbest ve immobilize {ireazlarin aktiviteleri daha once belirlenmis olan optimum pH ve tampon

derisimi igin farkli sicakliklarda (30, 40, 50, 60, 70 ve 80°C) belirlenmistir.
2.5.3. Serbest ve immobilize enzimlerin Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesi

Serbest ve immobilize iireazin aktiviteleri optimum sartlarda farkli substrat derisimlerinde Sl¢iilmiis
ve Lineweaver-Burk grafigi yardimiyla Km ve Vmax degerleri belirlenmistir. Ayrica serbest ve

immobilize {ireaz i¢in geri doniisiim sayis1 ve katalitik etkinlik parametreleri hesaplanmistir.
2.5.4. Serbest ve immobilize enzimlerin termal kararhhiklarinn belirlenmesi

Serbest ve immobilize iireaz 3 farkli sicaklikta (60, 70 ve 80°C) 15 saat siireyle inkiibe edilmis ve

belirli araliklarla (baslangig, 1, 3, 5, 7 ve 15 saat) kalan aktiviteleri belirlenmistir.
2.5.5. Serbest ve immobilize iireazin depolama kararhhklarmmn belirlenmesi

Serbest ve immobilize {lireazin baslangi¢ aktiviteleri belirlendikten sonra 4°C ve oda sicakliginda
(25°C) agz1 kapali siselerde bekletilmis ve bu enzimlerin kalan aktiviteleri 1 ay boyunca belirli araliklarla

Olglilmiistiir.
2.5.6. immobilize Ureazlarintekrar kullanim kararhliklarinin belirlenmesi

Immobilize iireazlarin tekrar kullanimu ile ilgili ¢alismalar kesikli reaktorde (1.1x5 cm) ve belirlenen
optimum kosullarda yapilmistir. 300 mg immobilize iireaz enzimi {izerine 3 mL fosfat tamponunda (50
MM pH 5.5) hazirlanmig substrat ¢6zeltisi ilave edilmistir. Reaksiyon igin 10 dakika bekledikten sonra
kolon muslugu agilarak alman siiziintiiye 1 mL Nessler ayiraci ilave edilmis ve reaksiyon absorbansi 505
nm’de okunmustur. Immobilize enzim 5 mL tampon ile yikandiktan sonra iizerine yeniden tampon Ve

substrat ¢ozeltisi yiiklenmistir. Bu islemler 6 kez tekrarlanmustir.
3. BULGULAR

Bu c¢alismada iireaz enziminin aktiflestirilmis lewatit partikiillerin {izerine immobilizasyonu
aragtirtlmistir. Serbest ve immobilize lireaz 6rneklerinin karakterizasyonu (optimum pH, tampon derisimi,
sicaklik, kinetik parametreler, termal ve depolama kararliliklar) belirlenen optimum kosullardaki

aktiviteleri dlciilerek yapilmustir.
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3.1. Serbest Ureazin Karakterizasyonu {le ilgili Bulgular
3.1.1. Serbest ve immobilize enzim aktivitesi iizerine pH’nin etkisi ile ilgili bulgular

Serbest iireaz ve immobilize lireaz aktivitesi farkli pH'larda (4.5 asetat, 5.5 sitrat, 6.5, 7.5, 8.5 ve 9.5
fosfat) 50 mM tampon i¢inde hazirlanmig 10 mM fire ¢ozeltisi kullanilarak belirlenmigtir. 10 dakika

sonunda olusan azot miktar1 dlgiilerek aktiviteler hesaplanmis ve sonuglar % bagil aktivite olarak pH'ya

kars1 grafige gecirilmistir.

I s 1 L 1 L 1
100 - —— Serbest Enzim
—®— Immobilize Enzim
80 5
L
= i
e
= 604
3]
<
m -
X
40
20 5
v T T T v T y T y T v
4 5 6 7 8 9 10

pH
Sekil 3.1. Serbest iireaz ve immobilize iireaz aktivitesi farkli pH'lardaki grafigi

Sekil 3.1°de goriilecegi gibi serbest {ireaz i¢in optimum pH 7.5 , immobilize iireaz pH 6.5 olarak

belirlenmigtir.

3.1.2. Serbest ve immobilize enzim aktivitesi iizerine sicakhgin etkisi ile ilgili bulgular

Serbest lireaz ve immobilize edilmis {ireazin daha once belirlenmis olan optimum pH’lar1 6.5 ve 7.5

10 mM fiire ¢ozeltisi kullanilarak farkli sicakliklardaki (30, 40, 50, 60, 70 ve 80°C) aktiviteleri 6l¢iilmiistiir

(Sekil 3.2.).
T T T v T v T T T T T
100 —— Serbest Enzim -
—8— immobilize
2 80 - a
z
=
<
0 6 i
m
°
40 - .
20 - =
T T T T T T T T T T T
30 40 50 60 70 80
Sicaklik

Sekil 3.2. Serbest iireaz ve immobilize tireaz aktivitesi farkli sicakliklardaki grafigi
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Serbest iireaz ve immobilize edilmis tireazin optimum ¢alisma sicakliklar1 50°Cve 60°C olarak

belirlenmistir. Serbest iireaz i¢in aktivasyon enerjisi ise 54.9 kJ/mol olarak belirlenmistir.

3.1.3. Serbest ve immobilize enzim aktivitesi iizerine kinetik parametreleri ile ilgili
bulgular

Serbest iireaz ve immobilize edilmis tireazin aktiviteleri belirlenen optimum sartlarda Sigma Plot
Enzim Kinetik Modiil programi kullanilarak Lineweaver-Burk grafigi c¢izilerek ve Kkinetik
parametrelerisirasiyla Serbest enzim i¢in Km, Vmax degerleri sirasiyla 2.4 mM, 14.1 U/mg protein

hesaplanmustir (Sekil 3.3.).

Lineweaver-Burk

1,0 4

0,8 -

0,6 1

0,4

1V (umol/min/mg)

0,2

-2 0 2 4 6 8 10 12
1/[S] (mM)

Sekil 3.3. Serbest iireaz i¢in Lineweaver-Burk grafigi

Immobilize edilmis enzim igin ise Km, Vmax degerleri 1.8 mM, 12.3 U/mg protein olarak

hesaplanmustir (Sekil 3.4.).

Lineweaver-Burk

1,0 q

0,8 -

(umol/min/mg)
o
()]

o
I
1

1N

0,2 A

-2 0 2 4 6 8 10 12
1/[S] (mM)

Sekil 3.4. Iimmobilize edilmis iireaz i¢in Lineweaver-Burk grafigi
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3.1.4. Serbest ve immobilize enzim aktivitesi iizerine termal kararhhiklar: ile ilgili

bulgular

Serbest iireaz ve immobilize edilmis tireazin 3 farkli sicakliklarda (60, 70 ve 80°C) 15 saat siireyle
inkiibe edilmis ve belirli araliklarla (baslangig, 1, 3, 5, 7 ve 15 saat) kalan aktiviteleri belirlenmistir. 15
saat inkiibasyon siiresi sonunda serbest iireazin 60, 70 ve 80 °C’de baslangic aktivitesinin sirastyla %70,
%38 ve %23 nu korudugu belirlenmistir (Sekil 3.5.). Immobilize edilmis iireaz icin ise 67, 65 ve 55 °C’de

baslangig aktivitesinin sirastyla %70, %38 ve %23 nu korudugu belirlenmistir.

1 L 1 & 1
—4— Serbest 60 °C
100 —@— immobilize 60 °C
—a— Serbest 70 °C
—— immobilize 70 °C
—&— Serbest 80 °C
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Sekil 3.5. Serbest iireaz ve immobilize edilmis iireazin 60, 70 ve 80°C’deki aktivitelerinin inkiibasyon siiresine
bagli olarak degigimi

3.1.5. Serbest ve immobilize enzim aktivitesi iizerine depolama kararhhklari ile ilgili
bulgular

Serbest lireaz ve immobilize edilmis iireazin 4°C ve oda sicakliginda bekletilmis ve bu enzimlerin
kalan aktiviteleri 30 giin boyunca belirli zaman araliklarinda iireaz aktivitesi 6l¢lilmiis sirasiyla serbest
iireazin 4°C ve oda sicakligindaki baslangi¢ aktivitesinin sirasiyla %30.4’unu koruduklar1 belirlenmistir.

Immobilize edilmis iireazin ise 4°C ve oda sicakligindaki baslangig aktivitesinin sirastyla %36.01’ini

koruduklari belirlenmistir (Sekil 3.6.).
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Sekil 3.6. Serbest tireaz ve immobilize edilmis tireazin 4°C’deki aktivitesinin depolama siiresine bagli olarak
degisimi
3.1.6. Serbest ve immobilize enzim aktivitesi iizerine tekrar kullanim kararhhklari ile
ilgili bulgular

Lewatit partikiillerine immobilize edilen iireazin tekrar kullanim kararlilign 300 mg 6rnekler alinarak
6 kez kesikli reaktorde kullanimi sonunda immobilize edilen iireazin baslangic¢ aktivitesine oranla yaklagik

olarak sirasiyla %37.64’iini korudugu belirlenmistir (Sekil 3.7.).
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Sekil 3.7. Serbest iireaz ve immobilize edilmis tireazin 4°C’deki aktivitesinin depolama siiresine bagli olarak

degisimi

4. TARTISMA VE SONUC

Tibbi amagli uygulamalar i¢in immobilizasyon sistemlerinin gelistirilmesinde en ¢ok kullanilan
enzimler arasinda agirlikli olarak iireaz enzimi yerini korumaktadir. Bu enzimin bagil olarak ucuzlugu,
dayanikliligi, kanda ve idrarda iirenin kantitatif tayininde yaygin olarak kullanilmasi bu se¢imde goz
oniinde bulundurulmaktadir. Klinik uygulamalarda tire 6l¢limii renal ve metabolik hastaliklarin teshisinde
kullanilmaktadir (Baysal, 2000). Simdiye kadar {iireaz, bircok analitik ve biyomedikal amag igin
immobilize edilmistir. Immobilize {ireazin detoksifikasyon i¢in kandan iirenin uzaklastirilmasi, diagnostik
amach biyosensorlerde (Chang, 1976; Petersson, 1988; Yang ve Lin, 2001) ya da yapay karaciger
makinelerinin diyaliz yenileme sistemlerinde kullanildig: bildirilmistir (Krajewska ve ark., 1989). Ayrica
immobilize {ireazin bioreaktdr sistemi igerisinde atik sularda iirenin amonyak ve karbondioksite
dondstiiriilmesinde (George ve ark., 1997), ya da gida endiistrisinde mesrubat ve yiyeceklerden iirenin
uzaklastirilmas1 gibi islemlerde kullanildig1 bildirilmistir (El¢in, 1995; Amine ve ark., 2006). Ureazin
immobilizasyonu i¢in en ¢ok kullanilan destekler karboksimetil seliiloz, poliiiretan, polivinil piridin, iyon
degistirici regineler, polipropilen, stirendivinil benzen sayilabilir. Ayrica yapilan bazi ¢alismalarda iireazin

akrilonitril kopolimeri, poli(vinil alkol), Ca-aljinat, polianilin, PNIPAAm, kitosan-poli(glisidilmetakrilat)
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kopolimeri kullanilarak immobilize edildigi bildirilmistir (Chellapandian ve Krishnan, 1998; Rejikumar ve
Devi, 1998; Laska ve ark., 1999; Chen ve Chiu, 2000; DeGroot ve Neufeld, 2001; Godjevargova ve
Gabrovska, 2003). Bu calismada ilireaz enzimi lewatit partikiillerine immobilize edilmistir. Destekte
yapilan modifikasyonlardan sonra destekteki fonksiyonel gruplarin sayisi destege baglanan enzim
molekiillerinin miktarini etkileyen en énemli parametrelerden biridir. Lin ve Yang, (2003), {ireaz enzimini
poliakrilonitril bog liflerin ylizeyine hidroliz ve kovalent baglama yontemini kullanarak glutaraldehit ara
kolu tizerinde immobilize etmislerdir. Gabrovska ve vd., (2007), poli(akrilonitril)kitosan kompozit
membranlara iireaz enzimini glutaraldehit ara kolu lizerinden kovalent olarak immobilize etmigler ve
amino gruplariin miktarinin kitosan konsantrasyonuna bagli oldugunu bildirmiglerdir.. Sonuglar tireazin
lewatit iizerine immobilizasyonu ile maksimum aktivitenin asidik pH’ya (6.5) dogru kaydigini
gostermektedir. Literatiirde poli(hidroksietil metakrilat-ko-glisidil metakrilat) filmde yapilan iireaz
immobilizasyon calismalarinda serbest iireazin optimum pH’sinin 7.0 oldugu ve immobilize iireazin
optimum pH’siin asidik bolgeye dogru (pH 6.0) kaydigi veya optimum pH’in degismedigi bildirilmistir
(Chellapandian ve Krishnan, 1998; Bayramoglu vd., 2003). Serbest enzim ve immobilize edilen tireazlarin
aktivitelerinin sicakliga bagli degisimleri goriildiigii gibi optimum sicakliklar sirasiyla 50 ve 60 °C olarak
belirlenmistir. Bayramoglu vd., (2005), poli(2-hidroksietilmetakrilat-ko-N-metakrilol-Lhistidinmetilester)
mikrokiirelere immobilize ettikleri iireaz icin optimum sicaklifn 50 °C olarak bildirmislerdir.
Godjevargova ve Dimov, (1997), 2- metilaminoetilmetakrilat ile modifiye edilmis akrilonitril
kopolimerden hazirlanmig membran {izerine immobilize ettikleri tireazin optimum sicakliginin 45 °C,
Fahmy vd., (1998) ise dietilaminoetil-selliiloza immobilize edilen Citrullus vulgaris iireaz1 i¢in optimum
sicakligin 65 °C oldugunu bildirilmiglerdir. Serbest enzim ve lewatit partikiillerine immobilize edilen
tireazlarin aktivitesi belirlenen optimum sartlarda farkli substrat derisimlerinde 6l¢iilmiis ve Km, Vmax
degerleri sirastyla 2.4 mM, 14.1 U/mg protein, ve 2, 1.8 mM, 12.3 U/mg protein olarak belirlenmistir.
Baran, (2008), serbest enzimle karsilastirildiginda aljinata immobilize olan iireazin Km degerinde bir artig
oldugunu rapor etmistir. Serbest enzimin Km, Vmax, degerlerini sirasiyla 0,18 mM ve 121,9 U/mg,
aljinata immobilize edilen iireazin Km, Vmax, degerlerini sirasiyla 2,18 M ve 33,3 U/mg, PLL kaph
aljinata immobilize edilen iireazin Km, Vmax, degerlerini ise sirasiyla 1,85 mM ve 25,77 U/mg olarak
bildirmistir.

Serbest ve lewatit lizerine immobilize edilen iireazin farkli sicakliklardaki (60, 70 ve 80 °C) ve
inkiibasyon siiresinde kalan aktivite miktarlar1 15 saat sonunda baslangi¢ aktivitesinin sirasiyla serbest
tireazin aktivitesinin %70, %38 ve %23’inii korudugu, lewatit {izerine immobilize edilen {ireazin ise
sirastyla %67, %65 ve %55 oraninda aktivitelerini korumaktadir. poli-L-lizin (PLL) kapli immobilize
enzimin optimum deney kosullarinda bir saat sonunda 70 °C’de aktivitesinin %60’ korudugunu, ayni
kosullarda serbest iireazin aktivitesine bakildiginda %90 oraninda aktivite kayb1 oldugunu rapor etmistir.
Enzimin konformasyonel yapisi immobilizasyondan etkilenir. Bu konformasyonel sinirlamalardan dolayz,
immobilize enzim serbest enzimden daha yiiksek termal kararliliga sahiptir. Immobilizasyon sonrasinda
enzimin termal kararlilig1 artabilir, azalabilir yada hi¢ degismez. Genellikle kovalent bagli, suda ¢dziinmez
enzimlerin 1siya ve denatiire edici ajanlara karsi serbest forma gore daha dayanikli oldugu bilinmektedir.
Literatiirde immobilize iireazin termal kararlilik ¢alismalarinda, 40 °C’ye kadar % bagil aktivitesini
korudugu, 65°C gibi yiiksek sicakliklarda ise serbest enzim %87 aktivite kaybederken, immobilize
enzimlerin %48 aktivitesini korudugu belirtilmistir (Bayramoglu vd., 2003).

Serbest ve lewatit lizerine immobilize edilen {ireazin {ireazin depolama kararliliklar1 sirastyla %30.4,
%36.01 oldugu belirlenmistir ve immobilize enzimlerin serbest enzimle karsilastirildiginda daha iyi
depolama kararlilig1 gosterdigi, lewaatit tizerine immobilize olan tireazin serbest enzime kiyasla daha iyi
depolama karliligma sahip oldugu belirlenmistir. Literatiirde immobilize iireazin ¢ok iyi depolama

kararliligia sahip oldugunu bildirilmistir (Krajewska ve Leszko, 1990). (Chellapandian ve Krishnan,
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1998; Laska vd., 1999), iireaz enzimini kitosan-poli(glisidil metakrilat) (GMA) destegine epoksi gruplar
iizerinden kovalent olarak baglayarak immobilizasyonunu gerceklestirmisler ve immobilize enzimin 60
giin sonunda 4°C’de %73, 25 °C’de %58.05 oraninda aktivitesini korudugunu bildirmislerdir. Lewatit
tizerine immobilize edilen iireazlarin tekrar kullanim kararliliklar1 300 mg i¢in 6 kullanimdan sonra kalan
aktivitesi baslangi¢ aktivitesinin yaklasik %37.64 olarak belirlenmistir. Yapilan ¢alismada immobilize
iireazin serbest iireaza kiyasla tekrar kullamim karaliligimin daha iyi oldugu, her iki ara kolun tekrar
kullanim kararlili§min birbirine yakin oldugu saptanmustir. Immobilize enzimlerin tekrar tekrar
kullanilabilmesi enzimin endiistride kullanilmasi agisindan Onemli bir faktordiir. Artan kararlilik
immobilize enzimi serbest enzimden daha avantajli hale getirmektedir (Lei vd., 2007). immobilize iireazin
cok iyi tekrar kullanimina sahip oldugunu bildirmistir (Krajewska ve Leszko, 1990). Baran Teke, (2008),
aljinat boncukta ve Poli-L-lizin (PLL) kapli aljinat boncukta immobilize edilen iireazin tekrar
kullanilabilirligini aragtirmis ve PLL kapli aljinat boncukta immobilize edilen iireazin aktivitesinin ilk ii¢
Olciimde degismedigini, liglincli Olciimden sonra azalma gosterdigini, 12. Ol¢lim sonrasi baslangic
aktivitesinin %88nini, 20. Olgiimde %68’ini korudugunu, aljinatta ise 12. dlgiim sonrast enzimin
baslangic aktivitesinin %53 iinii korudugunu bildirmistir. Lin ve Yang, (2003), poliakrilonitril bos liflerin
yiizeyine hidroliz ve kovalent baglama yontemini kullanarak glutaraldehit ara kolu {izerinde immobilize

edilen tireazin 15. yeniden kullanim sonrasinda aktivitesinin %86’si1 korudugunu bildirmislerdir.

Lewatit tizerine enzim immobilizasyonu diger desteklerle kiyaslandiginda basit hazirlama prosediirii,
diisiik maliyet ve magnetik nanopartikiile bagli enzimin kimyasal kararliliginin yiiksek olmasi nedeniyle
cesitli avantajlar sunmaktadir. Diisiilk maliyet, geri kazanim ve tekrar tekrar kullanilabilmesi endiistriyel
o6nemi olan enzimlerin immobilizasyonu i¢in énemlidir.

Kaynakc¢a

ALPTEKIN, O., TUKEL, S.S., YILDIRIM, D., ALAGOZ, D., 2009. Characterization and properties of
catalase immobilized onto controlled pore glass and its application in batch and plug-flow
type reactors. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 58:124-131.

ALSOY ALTINKAYA, S., YEMENICIOGLU, A., YUREKLI, Y., 2008. Enzim immobilize edilmis
membranlarin hazirlanmasi ve karakterizasyonu: Membran performanslarinin belirlenmesi.

101s

AMINE, A.,, MOHAMMADI, H., BOURAIS, I, PALLESCHI, G., 2006. Enzyme inhibitionbased
biosensors for food safely and environmental monitoring. Biosens. Bioelectron, 21:1406-
1423.

BARAN TEKE, A., 2008. Farkli yontemlerle iireaz/alanindehidrogenaz enzim ¢iftinin immobilizasyonu
ve sistemin kan iire diizeyini diisiirebilme olanaklarmin arastirilmasi. Ege Universitesi Fen

Bilimleri Enstitiisii Doktora Tezi, Izmir, 162s.

BAYRAMOGLU, G., ALTINOK, H., BULUT, A., 2003. Preparation and application of spacer-arm-
attached poly(hydroxyethyl methacrylate-co-glycidyl methacrylate) films for urease

immobilization. Reactive & Functional Polymers, 56:111-121

BAYRAMOGLU, G., YALCIN, E., ARICA, M.Y., 2005. Immobilization of urease via adsorption onto L-
histidine-Ni  (II) complexed poly (HEMA-MAH) microspheres: Preparation and

characterization. Process Biochemistry, 40:3505-3513

BAYSAL, H., 2000. Ureaz iceren enzim komplekslerinin hazirlanmasi ve kullanim olanaklarinin

arastirtlmasi. Doktora Tezi , Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti, Izmir, 42-47

CHANG, T.M.S., 1976. Microencapsulation of enzymes and biologicals. Methods in Enzymology,
Academic Pres, New York, 201-218.

Year/Yil 2017, Volume/Cilt 7, Issue/Sayi 2/2 134



Ercan CINAR, Selami ERCAN, Nuri GULESCI

CHELLAPANDIAN, M., KRISHNAN, M.R.V., 1998. Chitosan-poly (glycidyl methacrylate) copolymer

for immobilization of urease. Process Biochemistry, 33:595-600

CHEN, J., CHIU, S., 2000. Apoly(N-isopropylacrylamide-co-Nacryloxysuccinimide-co- 2-hydroxyethyl
methacrylate) composite hydrogel membrane for urease immobilization to enhance urea

hydrolysis rate by temperature swing. Enzyme and Microbial Technology, 26:359-367

COSKUN, G., 2007. Glutatiyon-S-Transferaz enziminin farkli tastyicilarda immobilizasyonu ve bazi

ozelliklerinin incelenmesi. Ege Universitesi Doktora Tezi, Lzmir, 118s

DEGROOQOT, R.A., NEUFELD, J.R., 2001. Encapsulation of urease in alginate beads and protection from-
chymotrypsin with chitosan membranes. Enzyme and Microbial Technology, 29:321-322

DI MARTINO, S., EL-SHERIFF, H., DIANO, N., MAIO, A. D., GRANO, V. ROSSI, S,
BENCIVENGA, U., MATTEI, A., MITA, D.G., 2003. Urea removal from agricultural waste
waters by means of urease immobilized on nylon membranes grafted with cyclohexyl-

methacrylate. Applied Catalysis B: Environmental, 46:613-629

ELCIN, Y.M., 1995. Encapsulation of urease enzyme in xanthan-alginate spheres. Biomaterials, 16:1157-
1161.

FAHMY, A.S., BAGOS, V.B., MOHAMMED, T.M., 1998. Immobilization of Citrullus vulgaris urease
on cyanuric chloride DEAE-cellulose ether: preparation and properties. Biores. Technology,
64:121-129

GABROVSKA, K., GEORGIEVA, A., GODJEVARGOVA, T., STOILOVA, 0., MANOLOVA, N.,
2007. Poly(acrylonitrile)chitosan composite membranes for urease immobilization. Journal of
Biotechnology, 129:674-680.

GEORGE, S., CHELLAPANDIAN, M., SIVASANKAR, B., JAYARAMAN, K., 1997. A new process
for the treatment of fertilizer effluent using immobilized urease. Bioprocess Eng., 16:83-85.

GODJEVARGOVA, T.S., DIMOV, A., 1997. Immobilization of urease onto membranes of modified
acrylonitrile copolymer. Journal of Membrane Science, 135:93-98.

GODJEVARGOVA, T., GABROVSKA, K., 2003. Immobilization of urease onto chemically modified
acrylonitrile copolymer membranes. Journal of Biotechnology, 103:107-111.

KARA, F., 2006. Ureazin aljinat-kitosan polielektrolit ve poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/x-karragenan

interpolimer komplekslerine immobilizasyonu. Gazi Universitesi, Doktora Tezi, 59s.

KALAYCIOGLU, L., SERPEK, B., NiZAMLIOGLU, M., 2000. Biyokimya Kitabi. Nobel Yaymn
Dagitim, Ankara, 213-247s

KRAJEWSKA, B., LESZKO, M., ZABORSKA, W., 1989. Membrane-immobilized urease for possible

use in dialysate regeneration system of artificial kidney. Environ Protec Eng., 15:173-180.

KRAJEWSKA, B., LESZKO, M., 1990. Urease immobilization on aminated butyl acrylate

ethylenedimethacrylate copolymer. Die Angewandte Makromolekularen Chemie, 179:21-33.

LASKA, J.,, WLODARCZYK, J., ZABORSKA, W. 1999. Polyaniline as a support for urease

immobilization. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 6: 549-553

LEI, Z., BI, S., HU, B., YANG, H., 2007. Combined Magnetic and Chemical Covalent Immobilization of
Pectinase on Composites Membranes Improves Stability and Activity. Food Chemistry, 889-
896

Year/Yil 2017, Volume/Cilt 7, Issue/Sayi 2/2 135



Ercan CINAR, Selami ERCAN, Nuri GULESCI

LIN, C., YANG, M., 2003. Urea permeation and hydrolysis through hollow fiber dialyzer immobilized

with urease: storage and operation properties. Biomaterials, 24:1989-1994.

LOWRY, OH., ROSENBRAUGH, N., FARR, L., RANDALL, R., 1951. Protein measurement with
theophilin-phenol reagent. J., Biol., Chem., 183:265-275.

MULAGALAPALLI, S., KUMAR, S., KALATHUR, R.C.R., KAYASTHA, M.A., 2007. Immobilization
of Urease from Pigeonpea (Cajanus cajan) on Agar Tablets and Its Application in Urea
Assay. Appl Biochem Biotechnol, 142:291-297.

NELSON, D.L., COX, M.M., 2005. Lehninger Principles of Biochemistry. 3rd ed. (NEDRET, K. editér).
Lehninger Biyokimyann Ilkeleri, Palme Yayincilik, Ankara, 1152s.

PETERSSON, B. A., 1988. Enzymatic determination of urea in undiluted whole blood by flow injection

analysis using an ammonium ion-selective electrode. Analytica Chimica Acta, 209:239-248

RAO, M.S., CHELLAPANDIAN, M., KRISHNAN, M.R.V., 1995. Immobilization of urease on gelatin-
poly(HEMA) copolymer preparation and characterization. Bioprocess Engineering, 13:211—
214.

REJIKUMAR, S., DEVI, S., 1998. Preparation and characterization of urease bound on crosslinked
poly(vinyl alcohol). Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 4:61-66

SAHOO, B., KUMAR SAHU, S., PRAMANIK, P., 2011. A Novel Method For The Immobilization Of
Urease On Phosphonate Grafted Iron Oxide Nanoparticle. Journal of Molecular Catalysis B:
Enzymatic, 69:95-102

MEHMET SENEL, EMRE CEVIK, M. FATIH ABASIYANIK, AYHAN BOZKURT, 2010. Ureaz
Enziminin Poli(Vinil Imidazol)/Poli(2-Akrilamido-2-Metil-1Propansiilfonik Asit) Sistemi
Icerisine Immobilizasyonu. 3. Ulusal Polimer Bilim ve Teknolojisi Kongresi ve Sergisi, ,

Kocaeli Universitesi — Kocaeli 12 — 14 Mayis.

TELEFONCU, A., 1997. Enzimoloji. Yiiksek Lisans Yazokulu. 21-27 Eylil 1997. Kusadasi, Aydin,
Tiirkiye, 446 s

WISEMAN, A., 1986. Handbook of Enzyme Biotechnology. 2nd Edit., John Wiley & Sons, Chichester,
England

YANG M. C., LIN C. C., 2001. Urea permeation and hydrolysis through hollow fiber dialyzer
immobilized with urease. Biomaterials, 22(8):91-896.

Year/Yil 2017, Volume/Cilt 7, Issue/Sayi 2/2 136



