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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

UREAZ ENZIiMIiNiN Ca-ALGINAT UZERINE iIMMOBILIiZASYON
KOSULLARININ INCELENMESI
Dila ORNEK ACAR

Adnan Menderes Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. A. Alev KARAGOZLER

Immobilizasyon terimi bir reaktdr veya analitik sistem i¢inde biyolojik olarak aktit
katalizoriin tutuklanmasimni ifade eden bir terimdir. Immobilize kompleks kati
destegin fiziksel karakteristiklerini gosterirken serbest katalizoriin  temel
biyokimyasal aktivitesine de sahiptir. Immobilizasyon 6zel bir modiil iizerinde
¢Oziinlir olmayan bir kompleks olusturarak akigkanin kolayca geg¢mesini saglar.
Boylece kontrollii bir enzimatik reaksiyon araciligi ile substratin {liriine doniismesini
gerceklestirir. Bir bagka deyisle, immobilizasyon, heterojen kataliz prensiplerinin
biyolojik sistemlere uygulanmasidir.

Bu calismada soya fasiilyesi ve Jack Bean iireaz enzimlerinin kalsiyum alginat dogal
polimeri {izerine immobilizasyonu incelenmistir. Bunun i¢in once ideal alginat ve
kalsiyum kloriir oranlar tespit edildikten sonra serbest ve immobilize enzimlerin
kinetik parametrelerindeki farkliliklar arastirilmistir. Soya iireazt V. ve K
degerleri immobilizasyon sonucu diisme gostermistir. Jack Bean iireazinin ise
immobilizasyon sonucu V. degeri diiserken K, degeri artmistir. Serbest ve
immobilize soya iireazinin optimum pH degerleri 6zdes (pH 7,0) bulunmustur. Jack
Bean iireazinin optimum pH’1 ise immobilizasyon sonucu 1,0 pH birimi alkali
bolgeye kaymistir. Hem soya iireazi hem de Jack Bean iireaz1 immobilizasyon sonra
optimum sicaklikta degisiklik gostermemistir. Otuz gilin sonunda immobilize Jack
Bean iireazin baslangi¢c aktivitesinin % 56,7’sini korudugu; soya iireazinin ise %
59,0’ korudugu gozlenmistir. Bu sonuglar immobilizasyon isleminin enzimin
kararliligimi biiylik olclide artirdigini gostermektedir. Hazirlanan iireaz immobilize
edilmis alginat mikrokiireleri kullanilarak idrarda ve dermatolojik iire preperatinda
iire tayini yapilmis ve sonuglarin serbest enzimlerinkinden farkli olmadigi tespit
edilmistir.

2009, 52 sayfa
Anahtar sozciikler:
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INVESTIGATION OF IMMOBILIZATION CONDITIONS OF UREASE ON
Ca-ALGINATE
Dila ORNEK ACAR
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Immobilization is a term used fort the entrapment of an biologically active catalysts
in a reactor or in an analytical system. Immobilized complex exhibits the physical
characteristics of the solid support along with essential biochemical activity of the
catalyst. Immobilization allows the fluid flow easily by building a nonsoluble
complex on a special module. Thus, it converts the substrate into product by the help
of a controlled enzyme reaction. In other words, immobilization is the application of
heterogen catalyst principles to biological systems.

In this work, the immobilization of soy bean and Jack Bean urease onto natural
alginate polymer was investigated. After the ideal alginate and calcium chloride
concentrations were determined, the differentiation of kinetic parameters of the free
and immobilized enzymes were investigated. Soy bean urease had lower Vy,.x and
K., values after immobilization. On the other hand, Jack Bean urease had lower V.
but higher K,, after immobilization. Optimum pHs of free and immobilized soy bean
urease were identical (pH 7,0), whereas optimum pH of the immobilized Jack Bean
urease demonstrated 1,0 pH unit shift to the alkaline region compared to the free
enzyme.

Both soy bean and Jack Bean urease’s optimum temperature did not show any
differentiation after immobilization. As for storage stability, it was determined that,
after 30 days, immobilized Jack Bean and soy bean ureases retained 56,7 % and 59,0
% of their initial activity, respectively. These results varified that immobilization
enhances enzyme stability to a great extent. Urease immobilized alginate microbeads
were used to measure the amount of urea in urine and dermatological preparate and
the results varified that there are no significant differences between the free and
immobilized enzyme activities.

2009, 52 pages
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Urease, alginate, immobilization, soy bean, Jack Bean
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M D-Mannurik asit

G L-Guluronik asit

KAU Klebsiella aerogenes iireazi
BPU Bacillus pasteuril ireazi
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1. GIRIS
1.1. Enzimler

Enzimler, canh dokularin bilesiminde az miktarda bulunan, fakat ¢cok 6nemli rolleri
olan organik katalizorlerdir. Yapilarim esas olarak proteinler olusturdugu icin,
enzimlere metabolik proteinler de denmektedir. Canh hiicrenin biitiin fonksiyonlar:
enzimlerle saglandigindan; yasam, bir anlamda birbirini izleyen enzimatik tepkimeler

biitiinii olarak da adlandirilabilir.

Biyolojik sistemlerde tepkimelerin kolay ve hizhi olusmasina destek veren ya da bu
islevleri yiiriiten enzimler, reaksiyonlar1 hizlandiran ve reaksiyon sonunda degismeden
cikan katalizor maddelerdir. Katalizorlerin cok az1 dahi cok is goriir ve bu molekiiller
tekrar tekrar kullanilabilir. Katalizorler reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini diisiirerek

viicut sicakhi@inda meydana gelmesini saglar.

Enzimlerin insanlar tarafindan endiistriyel alanda kullanilmalar1 c¢ok eski devirlere
kadar uzanmaktadir. Ilk caglardan beri iiretildigi bilinen ekmek, yogurt, sarap, peynir
gibi gida maddelerinin iiretiminde kullamlmislardir. Ornegin; incir bitkisinden elde
edilen siv1 ile siitten peynir elde etme uygulamasi ¢ok eskilerden beri bilinmektedir.

Daha sonra bu sivida “fisin’ ad1 verilen bir enzim oldugu bulunmustur.

Enzimler hakkinda elde edilen 6nemli bilgilerin kronolojik siralamasi asagidaki gibidir
(Goziikara, 1994).

* Enzimler hakkindaki ilk bilgiler 1570’li yillarda elde edilmistir. Pasteur ve Liebing gibi
bircok iinlii arastirmacinin katkilar1 ile enzimler hakkinda pek cok temel bilgi
saglanmistir.

* 1838 yilinda alman kimyaci Berzellius, reaksiyon hizi iizerine etki yapan maddelere
‘katalizor veya katalizator’ adini vermistir.

» 1838’de Gagnrard ve Schav adh iki bilgin, birbirinden habersiz olarak fermantasyon
olaymm incelemis ve bu olayin maya adi verilen bazi makro organizmalar aracihigiyla
meydana geldigini aciklamistir.

* 1879°da Kiihne, biyolojik reaksiyon hizlarina etki eden maddeleri ayirt etmek icin

Yunanca mayada bulunan anlamina gelen ‘enzim’ kelimesini 6nermistir.
y



* 1883°de Poyen ve Person nisastanin ¢oziiniirlestirilmesinde malt 6ziitii icinde bulunan
“diastaz enziminin” etkin oldugunu belirlemistir.

* 1885°de Blumenthal, peynir yapiminda kullanilmak iizere, ilk kez rennin enziminin
oziitiinii, teknolojik boyutlarda iiretmeyi basarmistir.

* 1897°de Biichner, maya hiicrelerinden baz1 enzimleri ayirmay1 basararak, yeni bir
arastirma alanm acmistir.

* 1915’te Rahm, lipaz ve proteaz enzimlerinin camasir yitkama sularimma katilarak, ¢ok
etken bir temizleyici olarak kullamilabilecegini gostermistir.

* 1926’da James B. Summer, ilk Kkez iireaz enziminin Kristallerini elde ederek,
molekiiliin biiyiik bir kisminin protein oldugunu gostermistir.

* 1930°da ise Northrop, Kuintz, Herriott ve Amson gibi bilginlerden olusan bilim adami
grubu sirasi ile pepsin, tripsin, kimotripsin ve karboksipeptinaz enzimlerini Kkristalize
etmeyi basarmistir.

* 1930’larda 80 adet enzim taminirken, 1968’lerde bu rakam 1300’e¢ 1982°de 2000’e
yiikselmistir. Giiniimiizde ise 2500 enzimin var oldugu bilinmektedir ve yine enzimlerle

ilgili calismalar siiratle devam etmektedir (http://www.odevsel.com/).

Giiniimiizde enzimler endiistri, klinik, tip ve eczacihk gibi alanlarda sikhikla
kullamlmaktadir. Bu enzimler bitkisel veya hayvansal kaynaklardan ya da
makroorganizmalardan elde edilmektedir. Ornegin: proteini parcalayan enzimlerden
olan papain papaya bitkisinden, fisin incir bitkisinden, nisastay1 parcalayan 0-amilaz
cimlenmekte olan arpadan, tripsin biiyiik bas hayvanlarin pankreaslarindan, lizozim
yumurta akindan, rennin veya proteaz enzimi siit emmekte olan buzagilarin midesinden
endiistriyel olcekte iiretiimektedir. Enzim kayna@ olarak makroorganizmalar; kolay
cogalabilmeleri, enzim olusumunun kolay kontrol edilebilmesi gibi nedenlerden dolay:
potansiyel kaynak olarak diisiiniiliirler. Bitkilerden elde edilen proteazlarin yaninda,
bakterilerden de proteaz, amilazlar ve glukoz-izomeraz gibi endiistriyel oneme sahip
enzimler elde edilmektedir. Ayrica glukoz oksidaz, katalaz, lipaz, laktaz vb. daha bircok

enzim kiif mantarlarindan elde edilmektedir.

Son yillarda biyoteknoloji alanindaki gelismelerle elde edilen enzimlerin kullaniminin en
fazla oldugu alan gida endiistrisidir. Proteazlar ve amilazlar bu alanda en ¢ok kullanilan
enzimlerdir. Eczacilikta da enzimler kullanilmaktadir. Bu alandaki en iyi 6rnegi, hazim

kolaylastirici bazi ilaglarin bilesimindeki besinlerimizin temel bilesenlerinden olan
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proteini parcalayan proteaz, nisastayr parcalayan amilaz, yaglar1 parcalayan lipaz ve
laktozu parcalayan laktaz enzimleridir. Yapilan pek c¢ok arastirma sonucunda,
enzimlerin kullanim alanlar giderek artmaktadir. Ozellikle son yillarda rekombinant-
DNA teknolojisine paralel olarak yeni ve istenilen ozellikteki enzim elde edilmesi

miimkiin olmaktadir, buna bagh olarak da enzim kullanim giderek yayginlasacaktir.
1.2. immobilizasyon

Immobilizasyon terimi bir reaktér veya analitik sistem icinde biyolojik olarak aktif
katalizoriin tutuklanmasim ifade eden bir terimdir. Biyokatalizor ister tek bir enzim
olsun isterse enzim karisimi veya bir canh hiicre icindeki enzimler olsun, destek
(tastyic1) materyali iizerinde veya icinde tutuklanmustir. immobilize kompleks kati
destegin fiziksel karakteristiklerini gosterirken serbest katalizoriin temel biyokimyasal
aktivitesine de sahiptir. Immobilizasyon 6zel bir modiil iizerinde c¢éziiniir olmayan bir
kompleks olusturarak akiskanin kolayca gecmesini saglar. Boylece kontrollii bir
enzimatik reaksiyon aracihigi ile substratin iiriine doniismesini gerceklestirir. Bir baska
deyisle, immobilizasyon, heterojen Kkataliz prensiplerinin biyolojik sistemlere
uygulanmasidir. Son otuz yildan beri enzimlerin immobilizasyonu, daha yakin yillardan
beri de hiicrelerin immobilizasyonu teorik ve pratik 6nem kazanmistir. Iimmobilizasyon
teknolojisi kimya, biyokimya ve hiicre biyolojisi disiplinleri ile biyokimyasal ve proses

miihendisliklerini birlestirir (Aktas, 2004).
1.3. Enzim immobilizasyonu

Enzimler kimya, ila¢ ve gida endiistrilerinde biyokatalizor olarak, klinik ve kimyasal
analizlerde ise spesifik ligandlar olarak kullanilir. Yiiksek maliyetli enzimlerin
kararhbklarim1 korumak ve yeniden kullanabilmek olanaklarim sagladigi icin

immobilize enzimler ¢ok ilgi gormektedir (Aktas, 2004).

Enzimler, suda ¢oziinmeyen bir tasiyiciya fiziksel veya kimyasal olarak baglanarak veya
suda c¢oziinmeyen iiriin veren bir kopolimerizasyona enzim molekiiliiniin monomer
olarak katilmasiyla, ya da suda ¢oziinmeyen bir matriks veya suda coziinmeyen
makrokapsiillerde tutuklamakla immobilize edilirler. Enzim adlandirilmasinda oldugu

gibi immobilize enzimler icin kullanilan terimlerde de bir kargasa olusmus ve ‘suda



coziinmeyen enzim’, ‘baglanmis enzim’, ‘matrikse bagh enzim’, ‘tutuklanmis enzim’
gibi terimler kullanilmistir. 1971 yilinda yapilan 3. Biyoteknoloji Biyomiihendislik
Sempozyumu ve 1. Enzim Miihendisligi Konferansinda “immobilize enzim” terimi
onerilmis, boylece modifiye enzimlerin isimlendirilmelerine acgikhk getirilmistir

(Telefoncu, 1997).

Immobilize enzimin dogal (serbest) enzime gore bir takim iistiinliikleri vardir. Bunlar;
1. Siizme, santrifiijjleme vb. yontemlerle reaksiyon sonunda ortamdan kolayca
uzaklastirilabilir.

. pH, sicaklik gibi ¢evre kosullarina karsi daha dayanikhdir.

. Bircok kez ve uzun siire kullanilabilir.

. Siirekli islemlere uygulanabilir.

. Dogal enzime kiyasla daha kararhdir.

. Uriin olusumu Kkontrol altinda tutulabilir.

. Birbirini izleyen ¢ok adiml reaksiyonlar icin uygundur.

. Bazi1 durumlarda serbest enzimden daha yiiksek aktivite gosterebilir.

o 0 I SN N A W N

. Enzimin kendi kendini parcalamasi (autolysis, self-digestion) olasihig1 azalir.

10. Mekanistik calismalar i¢cin uygundur.

Ancak, enzimi kati bir destek iizerine baglamanin getirdigi dezavantajlar da vardir.
Bunlar:

1. Immobilizasyon sirasinda katalitik aktivitenin kaybi.

. Kiitle transferi problemleri.

2
3. Katalizor ve akiskanin fiziksel ve kimyasal olarak birbirinden ayrilmis olmasi.
4. Islem siiresinin uzamasu.

5

Immobilizasyon teknolojisinin ampirik yapisi.

Enzim immobilizasyonunda destek maddesi olarak dogal veya sentetik bir¢cok organik
ve inorganik materyal kullanmilmaktadir. Enzim immobilizasyonunda kullanilacak
tasiyicida aranan ozellikler; hidrofilik karakter, suda coziinmeme, gozenekli (poroz)
yapi, mekanik stabilite ve uygun partikil formu, kimyasal ve termal stabilite,
makroorganizmalara kars1 diren¢, ucuzluk, zehirsizlik, rejenere olabilme gibi
ozelliklerdir. Ayrica, kovalent baglamada kullanilacak tasiyicilar yumusak kosullarda
reaksiyon verebilen fonksiyonel gruplar tasimahdir. Immobilizasyonda kullanilabilecek

tasiyicilarin bir listesi Cizelge 1.1°de goriilmektedir.



Cizelge 1.1 Enzim immobilizasyonunda kullanilan tasiyicilar (Telefoncu, 1997)

Inorganik maddeler Dogal polimerler Sentetik polimerler

Kil, cam Selluloz Polistiren

Silika jel Nisasta Poliakrilamid

Bentonit Dextran Naylon

Hidroksiapatit Agar ve agaroz Vinil ve allil polimerler
Titan dioksit Karraagenan Oxiranlar

Zirkonyum dioksit Kollagen Metakrilat

Nikel oksit Kitin ve kitosan Iyon degistirici recineler
Pomza tasi Jelatin Maleik anhidrid
Aktif karbon Albiimin polimerleri

Metaller Ipek

Metal oksitler Alginat

1.3.1. Enzim Immobilizasyonu Teknikleri

Etkin enzim immobilizasyonu asagida siralanan cesitli teknikleri kullanmak suretiyle
elde edilebilir. Sekil 1.1°de enzim immobilizasyonu icin uygulanabilecek tekniklere

iliskin bir sema verilmektedir (Telefoncu, 1997).

1.3.1.1. Kovalent Baglama

Biitiin enzim molekiillerinin dis kisminda reaktif fonksiyonel gruplar bulunur. Bu
fonksiyonel gruplar aracihi@ ile enzimlerin reaktif tasiyicillara kovalent baglanmasi
gerceklestirilir. Enzimin tasiyiciya kovalent baglanmasinda dikkat edilecek en onemli
nokta baglanmanin enzim aktivitesi icin zorunlu gruplar iizerinden olmamasi ve
baglanma sirasindaki sterik engellemeler nedeni ile bu gruplarin rahatsiz
edilmemesidir. Bir kimyasal reaksiyon normal olarak bir aktiflesmis tiir ile daha az
reaktif bilesik arasinda gerceklesir. Enzim immobilizasyonunda genellikle aktive edilen
destek maddesidir. Ciinkii destek maddesi kuvvetli kimyasallara ve geleneksel organik

reaktiflere karsi yeterince dayamkhdir. Bu aktiflesmis destek daha sonra i1limh



kosullarda serbest enzimin sulu c¢ozeltisi ile reaksiyona sokularak baglanma

gerceklestirilir.

1.3.1.2. Adsorpsiyon

Yontem, yiizey aktif, suda ¢oziinmeyen bir adsorbanin enzim c¢ozeltisi ile karistirilmasi
ve enzimin asirisinin iyice yilkanarak uzaklastirlmasi temeline dayanir. Enzimin
tasiyiciya baglanmasinda etkin olan van der Waals kuvvetleridir. Adsorbanlar ¢ok
degisik tiirde olmakla birlikte iyi bir adsorpsiyon saglayabilmek icin genellikle
adsorbanin bir on islemden gecirilmesi gerekmektedir. Enzim immobilizasyonunda en
cok kullanilan adsorbanlar; aktif karbon, gozenekli cam, diatome topragi, CaCOs;, silika
jel, bentonit, hidroksiapatit, nisasta, gluten ve kalsiyum fosfattir.

Bir enzimin suda c¢oziinmeyen tasiyicida adsorpsiyonu pH, cozgen, iyon siddeti,
enzim/adsorban orami ve sicaklik gibi faktorlere c¢ok bagimhdir. Bu etmenlerin
arastirillmasi, adsorpsiyon ve aktivitenin onemli o6l¢iide geri kazanilmasi icin optimum
kosullarin saptanmasi ¢ok 6nemlidir. Adsorpsiyon isleminin mekanizmasi genellikle ¢ok
karisik olup bir¢cok olasihktan hangisinin gercekleseceginin onceden saptanmasi ¢ok

giictiir.

1.3.1.3. Capraz Baglama (Enzimlerin Birbirine Baglanmasi)

Bu yontemde Kkiiciik molekiillii bi veya multi- fonksiyonel reaktifler enzim molekiilleri
arasinda baglar yaparak suda coziinmeyen komplekslerin olusmasini saglarlar.
Immobilizasyon ve ¢apraz baglanma derecesi, protein ve reaktif derisimine, pH’a ve

immobilize edilecek enzime ¢ok bagimhdir.

En c¢ok kullamlan c¢apraz baglama reaktifleri; gluteraldehit, klorformat ve
karbonildiimidazol, heterosiklik halojeniirler, bioksiranlar, divinilsulfonlar, p-

benzokinon, gecis metal iyonlar1 ve epiklorhidrinlerdir.
Capraz baglama yontemi ile enzim immobilizasyonu dort farkh sekilde gerceklestirilir.

1. Enzimin yalmz bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu,

2. Enzimin ikinci bir protein varhginda bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu,



3. Enzimin suda c¢oziinen bir tasiyicida adsorpsiyonundan sonra bifonksiyonel reaktif
ile reaksiyonu,
4. Enzimin bifonksiyonel reaktif tarafindan aktivite edilmis polimer tasiyici ile

reaksiyonu.

Capraz baglama reaksiyonlar1 ¢cok yumusak kosullarda gerceklesmediginden bazi

durumlarda onemli dl¢iide aktivite kaybi s6z konusudur.
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1.3.1.4. Polimer Matrikste Tutuklama (Entrapment)



Bu yontemde enzim, polimerizasyon ve capraz baglanmanin olustugu ortamda capraz
baglama sonucu olusan odaciklarda (kafes) tutuklanmaktadir. Burada o6nemli olan
optimal capraz bag yiizdesinin dogru saptanmasidir. Capraz bag yiizdesi oyle
ayarlanmahdir ki enzim molekiilleri tutuklanabilsin ama substrat molekiillerinin enzim
molekiillerine ulagsmasina engel olunmasin. Capraz bag yiizdesinin asir1 olmasi
substratin enzim aktif merkezlerine ulasmasimi engellemekle kalmayip, enzimin zincir
yapisini da zorlayip aktivite kaybina veya tamamen inaktif olmasina neden olabilir.

Bu yontemin yararlari; ¢cok kolay uygulanmasi, gercek bir fiziksel yontem olusu ve ¢ok
az miktarda enzimle gerceklestirilmesidir. Notral, suda c¢oziinmeyen tasiyicilarla
immobilizasyon gerceklestirilmekte ve kimyasal bir baglanma olmadigindan yiiklii
tasiyiciya gerek duyulmamaktadar.

Yontemin sakincalar1 ise; immobilizasyon islemi sirasinda inaktivasyonun deney
kosullarina ¢ok siki bagimli olusu ve immobilize enzimin ancak kiiciik molekiillii
substratlara karsi iyi bir aktivite gostermesidir. Enzimin tutuklandig1 kafes ¢capindan

daha biiyiik bir substrat molekiiliiniin enzim aktif merkezine ulasmasi olanak disidir.

1.3.1.5. Mikrokapsiilleme (Enkapsiilasyon)

Bu yontem enzim molekiillerinin yar1 gecirgen bir membran i¢inde tutuklanmasi ile
gerceklestirilir. Makrokapsiillerin biiyiikliigii 1-100 pm arasinda degismektedir. Bu
yontem ile enzim immobilizasyonu, siirekli ve siirekli olmayan yar1 gecirgen membran
makrokapsiillerde tutuklama olmak iizere iki grupta incelenebilir.

Siirekli makrokapsiillerde cerceve membran kati, siireksiz makrokapsiillerde ise bir sivi
tabakadir. Immobilizasyonda kullanilan cerceve maddesinin (membran) yar1 gecirgen
olmasi1 zorunludur. Ayrica bu yar1 gecirgen membranin gozenek caplari, substrat
molekiillerinin kapsiil icine girisine ve iiriin molekiillerinin disar1 cikisina olanak
verecek biiyiikliikte olmalidir. Substrat molekiilleri ne kadar kiiciikse bu yontem ile

immobilize edilmis enzimin verimliligi o olciide yiiksek olacaktir.



1.4. immobilize Enzimin Ozellikleri

1.4.1. immobilizasyonun Enzim Aktivitesine Etkisi

Teorik olarak immobilizasyondan sonra enzimin spesifik aktivitesinde diisme beklenir.
Fakat hi¢ degismedigi veya arttig1 orneklere de rastlanmaktadir (Kennedy ve Cabral,
1983). Enzim aktivitesindeki diismenin bashca sebepleri sunlardir:

1. Enzimin immobilizasyon sirasinda denatiire olmasi

2. Aktif merkez iizerinden baglanma sebebiyle denatiire olmasi

3. Birc¢ok noktadan baglanma sebebiyle inaktivasyon
4

Tasiyicrya bagh enzim molekiiliiniin yanhs yonlenmesi

Enzim immobilizasyonun verimi aktivite hakkinda bilgi vermez (Buchholz, 1979). Bagh
enzimin ne oranda aktif enzim molekiilii icerdigi ancak ‘aktif merkez titrasyonu’ ile

belirlenebilir.
1.4.2. immobilize Enzim Aktivitesine Sicakhk EtKisi

Dogal ve immobilize enzim aktivitesine sicaklik etkisi genellikle ‘optimum egrileri’
cizilerek izlenir. Bu grafik bagil aktivitenin sicaklik ile degisimini gosterir. Bagil aktivite
ise deney kosullarinda elde edilen gercek aktivitenin yine ayni kosullarda ulasilan en

yiiksek aktiviteye oramdir.
1.4.3. Iimmobilize Enzim Aktivitesine pH Etkisi

Enzim, yiiklii tasiyicilarda immobilize edilirse enzim makrogevresi ile 6l¢iim yapilan
cozelti bolgesi arasinda H' ve OH" gruplarinin dagihimi bakimindan 6nemli farkhhklar
olusur. Dolayisiyla immobilizasyondan sonra enzimin optimum pH degerinde kayma
gozlenir. Polianyonik yapih tasiyicilarda immobilize enzimin optimum pH’s1 bazik

bolgeye, polikatyonik tasiyicilarda ise asidik bolgeye kaymaktadir.



1.4.4. Aktiviteye Substrat Derisimi Etkisi

Iimmobilize enzimlerin kinetik davramslar1 serbest enziminkinden olduk¢a farkh
olabilir. Bu farklihk enzim konformasyonundaki degismeden, sterik etkilerden,

makrocevre etkilerinden, i¢ ve dis difiizyon etkilerinden kaynaklanmaktadir.

1.5. Enzim Kararhhgi

Immobilize enzim preparatimn Kkararhhg, endiistriyel iiretim icin en 6nemli
kriterlerden biridir. Immobilize enzimin kararhh@indan anlasilan belirli caliyma
kosullarinda enzim aktivitesinin zamana bagh olarak korunmasidir. Bu sirada
makrobiyal yikim ve termik, pH, veya kimyasal inaktivasyon nedenleriyle enzim
aktivitesinde kayiplar olmaktadir. Bunlarin disinda tasiyicinin parcalanmasi veya baska
sebepler ile matriksten enzim kacis1 da aktivite kaybina sebep olur. Ayrica substrat
cozeltisindeki Kirlilikler tarafindan matriks gozeneklerinin tikanmasi1 da immobilize

enzimi etkisiz hale getirir.

1.6. Alginat

Alginat, alginik asidin sodyum tuzu olan sodyum alginat seklinde yaygin olarak
bulunur. Deniz yosunlar1 ve alglerin bircok tiiriinden izole edilen lineer bir
polisakkarittir. D-mannurik asit (M) ve L-guluronik asit (G) olmak iizere iki uronik
asidin kopolimerini icerir. Alglerin iskelet sisteminin bir bileseni olmasi nedeniyle giiclii
bir yapidir ve kivrilabilme o6zelligine sahiptir. Sekil 1.2°de alginat polisakkaritindeki
guluronik ve mannurik asit birimleri ve bunlarin polimerleri goriilmektedir

(http://www.Isbu.ac.uk/water/).

Alginik asit, olusturdugu tuzun yapisina bagh olarak suda c¢oziinebilir veya
coziinmeyebilir. Bilindigi iizere alginik asidin sodyum, diger alkali metaller ve amonyum
tuzlarn suda c¢oziiniir, fakat magnezyum disindaki kalsiyum gibi c¢ok degerlikli
katyonlarin tuzlari suda ¢6ziinmez.

iki komsu guluronik asit birimleri bulundugunda cok degerlikli katyonlar polimere

baglanir. Boylece cok degerlikli katyonlar, hem farkh polimer molekiillerinin hem de



aynt polimer zincirinin farkhh kisimlarimn c¢apraz baglanmasindan sorumludur.
Jellesme islemi, ilmh kosullar altinda sodyum iyonlarimin kalsiyum iyonlariyla basitce
yer degistirmesiyle gerceklesir. Yontem, bir tip alginat verildiginde degismeyecek olan
guluronik asit birimlerinin bulunabilirliine baghdir, molekiiliin gecirgenligi ise
immobilizasyon kosullarina bagh degildir. Daha dogrusu, gozenek biiyiikliigii baslangi¢

maddesinin secimiyle kontrol edilir.
2 Na (alginat) +Ca™ - Ca (alginat), + 2Na*

Iyonik olarak baglanmus jel yapisi, 0-100 °C arasinda termostabildir, bu nedenle 1sitma
jeli sivilastirmayacaktir. Bununla birlikte alginat jeli, yiiksek derisimde sodyum,
potasyum ya da magnezyum iceren bir cozeltiye daldirilarak kolayhkla geri ¢oziilebilir.
25:1 oramindaki sodyum kalsiyum miktari, jel destabilizasyonunu onlemeye yardim
edecektir. Gergcekte, alginat saticilarinca substrat ortaminda 3 mM Kalsiyum iyonu

bulunmasi tavsiye edilir.

Alginat yaygin olarak gidada, farmakolojide, tekstilde ve kagit endiistrisinde kullanilir.
Bu iiriinlerde kullanilan alginatin ozellikleri; kalinlagsma, stabilize olma, jel olusumu ve
film olusumudur. Farkh alginat kaynaklarindan izole edilen alginat polimerlerinin
ozellikleri degismektedir. Farkh algler veya aym algin farkh kisimlarindaki madde,
farkhh komposizyon ve diizende alginat monomeri verir. Yalmzca tek bir tip
monomerden homopolimerik bloklar olusabilecegi [(-M-M-M-)(-G-G-G-)] gibi, farkh
monomerlerden de olusabilir (-M-G-M-G-M-). Farkh tipteki alginatlar, molekiil
kiitlesine ilave olarak mannurik ve guluronik asidin bagil bilesimine gore her uygulama
icin spesifik olarak secilmelidir. Ornegin, kalinlasma ozelligi (viskozite o6zelligi) temel
olarak polimerin molekiil kiitlesine baghdir, oysa jellesme guluronik asit icerigi ile
yakindan ilgilidir. Boylece yiiksek guluronik asit icerigi daha giiclii bir jellesme ile

sonuclanir.
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Sekil 1.2 Alginat polisakkaritindeki guluronik ve mannurik asit birimleri ve bunlarin

polimerleri

Biyouyumlulugu, diisiik toksisitesi, diisiik maliyeti ve Ca?, Mg®*", Ba*" gibi divalent
katyonlar varhginda jellesmesi bu polimerin uygulamalarda kullanmilmasina olanak
saglamistir. Alginat jel bilyeleri hazirlamada en cok kullanilan iki degerlikli metal

kalsiyumdur. Alginatin ucuz ve toksik etki gostermemesi, boncuklarin kolay bir sekilde



hazirlanabilmeleri gibi avantajlar1 vardir. Alginat cozeltisinin ve CaCl, cozeltisinin
konsantrasyonlarimi artirmak daha siki capraz bagh jellerin olusmasina neden olur.
Fakat dikkat edilmesi gereken nokta yiiksek konsantrasyonlu alginat c¢ozeltisiyle

calismanin zorlugudur.

Alginat toksik degildir ve biyokimyasal olarak inerttir. Biyolojik olarak aktif
maddelerin enkapsiilasyonuna uygundur ve ila¢ salinim sistemleri gibi pek cok
biyomedikal uygulamada kullamlir. Na® gibi monovalent katyonlarm varhginda
¢oziiniir. Ba> ve AI’* gibi divalent katyonlarla ¢oziinmeyen jel kiireciklerini olusturur.
Ba®™ ve AI’ iyonlariyla giiglii ¢coziinemeyen matriksler olusturur. Ca* iyonlariyla jel,

film, kiire, makrokapsiiller olusturur.

Kalsiyum iyonlar1 alginatin mannurik asit ve guluronik asit birimleri icin afiniteye
sahiptirler. Bu birimlerle reaksiyona girerek kalsiyum-alginat kompleksi olustururlar.
Olusturulan kiireler gozenekli yapidadir, substratlarin ve iiriinlerin jelden difiizyonuna
izin verir. Sekil 1.3’de alginat polimerinin Ca** iyonlar1 ile ‘yumurta Kutusu’ olarak

adlandirilan formu olusturmasi goriilmektedir (Sunucu, 2007).
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Ca++

GG-G-GGGCG-G
Sekil 1.3 Ca*" iyonuyla selatlasma



1.7. Ureaz

Ureaz hidrolaz smifi bir enzimdir. 1926 yihnda Sumner tarafindan soya fasulyesinden
kristal halde elde edilmistir. Bu olay enzimoloji tarihinin 6nemli olaylarindandir. ilk
defa bir enzim saf olarak elde edilmis ve enzimlerin protein yapisinda olduklar: kesin
olarak anlasilmistir. Enzimin ii¢ boyutlu yapisinin analizi X 1sinlan kristallografisi ile
1930’lu yillarda bulunmasina ragmen, yapmin aydinlatilmasi ancak bilgisayar

teknolojisinin gelismesiyle 1967 yilinda miimkiin olmustur (Kara, 2006).

Uluslararasi Biyokimya Birligi (U.B. International Union Biochemistry ) 1961 yilinda
aldig1 karar ve 1972 yilinda yaptigi revizyonla enzimi E.C. 3.5.1.5. olarak kodlamistir.
Bu siralamaya gore;

3: Tip no: Enzimin bir hidrolaz oldugunu

5: Grup no: Enzimin C-N baglarina etkili olan amidaz grubuna dahil oldugunu

1: Alt grup no: Enzimin bir acilamidaz oldugunu

5: Sistematik ad: Enzimin sistematik adinin “iire aminohidrolaz” oldugunu gosterir.

Ureaz, iirenin amonyak ve karbondioksite parcalanmasim katalizler (Sekil 1.4). Bu
tepkimeyi katalizor olmadan gerceklesen reaksiyon hizim1 yaklasik bin kat artirmak
suretiyle yapar. Normalde iire hidrolizi yavas gerceklesen bir islemdir. Katalizor

olmadan gerceklesen reaksiyonda olusan iiriinler amonyak ve siyaniirik asittir.

Katalizor varh@inda gerceklesen reaksiyonda ise iiriinler amonyak ve karbonik asittir.
Son olarak karbonik asit kendiliginden parcalanarak karbondioksit ve amonyaga

doniisiir.
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Sekil 1.4 Ureazin kataliz reaksiyonu
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Ureaz enzimi en cok bitki, mantar ve bakterilerde bulunur. I"Jreyi azot ve
karbondioksite parcalayarak azot sirkiilasyonunda 6nemli bir rol oynar. Ayrica zirai
giibrelemede iirenin hidrolizini hizlandirmada, insan ve hayvanlarda cesitli

hastaliklarin olusmasinda da onemli rol oynar.

En yaygin iireaz iceren kaynaklar sunlardir;

1- Klebsiella aerogenes: Gevis getiren hayvanlarin sindirim sisteminde yasayan ve
icerdigi iireaz (KAU) sayesinde azot metabolizmasinda onemli rol oynayan bir
bakteridir.

2- Bacillues pasteuril: Toprakta, sularda, pis sularda yasar. Ozellikle ziraat icin ¢ok
onemlidir. icerdigi iireaz (BPU) sayesinde bitkiler icin toprag azotca zenginlestirir.

3- Canavalia ensiformis (jack bean): Bir tiir fasulyedir. Bulundugu bitkide topraktan
azot emiliminin yeterli olmadig1 durumlarda azot deposu olarak kullanilan argininin
aciga cikardig iireyi icerdigi iireaz (JBU) sayesinde amonyaga cevirerek azot kaynag:
olarak kullanilmasina yardim eder.

4- Helicobacter pylori: insanlarda mide rahatsizhgina sebep veren bir bakteridir.

Midenin asidik yapisini etkileyerek iilser vb rahatsizliklara sebep verir.

1.7.1. Ureaz Enziminin Molekiiler Ozellikleri

Ureaz (Canavalia ensiformis) 1926 yihinda Sumner tarafindan saf Kristal enzim olarak
elde edildikten ve bu kristallerin protein yapisinda oldugu anlasildiktan 50 yil sonra
Dixon tarafindan ilk nikel metaloenzim olarak kimlik kazanmistir. Enzim a, B, y olarak
adlandirilan ii¢ alt birimin olusturdugu bir heteropolimerdir ve aktif merkezler a alt
biriminde bulunur. Aktif merkezde iki nikel iyonu vardir ve bunlar enzimin

aktivasyonunda ¢cok dnemli rol oynamaktadir.

BPU enziminin ii¢ boyutlu yapis1 Sekil 1.5°de gosterilmektedir. Sekildeki yesil, mavi,
kirmizi kisimlar sirasiyla o, B, y alt birimlerini gostermektedir. Aktif merkezde Ni

iyonlari ise pembe ile gosterilmistir.



Sekil 1.5 BPU ii¢ boyutlu yapisi a) iistten goriiniim, b) yandan goriiniim

Bilinen kaynaklardan elde edilen iireaz apoenzim degildir ve dolayisiyla aktiflesmek i¢cin
Ni iyonlarma ihtiya¢c duymaz. Aktif merkezde iki Ni iyonu ve bunlara bagh gruplar
bulunur. Arastirmalar sonucunda elde edilen BPU aktif merkez yapis1 Sekil 1.6°da

gosterilmistir.



Arg339
Sekil 1.6 BPU aktif merkezi

Sekil 1.6°’da karbon, azot, oksijen, kiikiirt ve nikel atomlar sirasiyla sari, mavi, kirmizi,

yesil ve gri renkte gosterilmislerdir.
1.7.2. Enzimatik Tepkime Mekanizmas:1 Ve Nikel Iyonunun Rolii

Arastirmalar sonucu elde edilen bilgilere gore enzimin katalizledigi reaksiyonlarda aktif
merkezdeki nikel iyonunun ¢cok onemli rol oynadigi, reaksiyonun bu iyonlar iizerinden
gerceklestigi ve bu reaksiyon mekanizmasinda iki Ni iyonunun farkh gorevleri oldugu
diisiiniilmektedir. Bunlardan biri iireyi baglar ve aktiflestirir digeri ise niikleofilik su
molekiiliinii baglar ve aktiflestirir. Kataliz mekanizmas1 sematik olarak Sekil 1.7°de

gosterilmistir.



Sekil 1.7 BPU kataliz reaksiyon mekanizmasi

1.7.3. Ureaz Enzimi Inhibitorleri



Ure zirai uygulamalarda en yaygin kullamlan giibredir. Bunda ucuz, kolay
uygulanabilir ve yiiksek miktarda azot icermesi onemli rol oynar. Toprakta fazla
miktarda iireaz bulunmasi bitkilerin amonyak zehirlenmesi ve pH yiikselmesiyle zarar
gormesine sebep oldugu icin problem olusturur. Bazik topraklarda ise amonyak
atmosfere verilir ve bu da cevre icin tehdit olusturan ve coziilmesi gereken bir sorundur.
insanlarda ve hayvanlarda iireaz iceren patojenlerin sebep oldugu hastaliklarin
tedavisinde kullanmilacak ilaglarin gelistirilebilmesi ve cevreye verilen bu olumsuz

etkilerin onarilabilmesi i¢in iireaz inhibitor calismalari olduk¢a 6nemlidir.

Ureaz aktivitesini etkiledigi bilinen inhibitorler hidroksiamik asit, L-askorbik asit, 2,2-
dipiridil disiilfit, ninhidrin, fosforamidaz, tioller, fosfatlar, borik ve boranik asit, agir

metal iyonlar1 olarak sayilabilir.

1.7.4. Ureaz Enziminin Kullanim Alanlar

Ureazin kullanim alanlan su sekilde siralanabilir:

 Biyolojik sivilarda iirenin miktarmin hesaplanmasinda: Ure insan viicudunda
iretilen amonyagin atilma metabolizmasinin bir iiriinii olup, idrarla atilir.
Urenin yapimi ve atihminda karaciger ve bobrekler rol oynar. Fonksiyon
bozukluklarinda kanda iire birikir. Kanda veya diger biyolojik orneklerde iire
analizinin gerceklestirilmesinde iireaz enzimi kullanilir.

* Yapay bobrekte iirenin kandan uzaklastirilmasinda: Bobrek fonksiyonlarinin
yeterli olmadig1 durumlarda diyaliz islemi icin yapay bobrek makinesi kullanilir.
Bu makineden hastanin kam gecirilirken iirenin hizla uzaklastirilmasi icin iireaz
enzimi kullanilir.

e Atk sulardaki iirenin temizlenmesinde: Atik sulardan iirenin uzaklastirilmasi
icin uygulanan biyolojik aritma sistemlerinde iireaz iceren makroorganizmalar
kullanilir.

* Yiyecek endiistrisinde iireyi meyve suyu ve yiyeceklerden uzaklastirmakta
kullanilir: Gida iiretimlerinde herhangi bir nedenle olusan iireyi uzaklastirmak

icin iireaz kullanilir.

1.7.5. Ureaz Aktivite Tayin Yontemleri



1.7.5.1. Nessler Yontemi

Nessler reaktifi cozeltilerdeki diisiik miktarda amonyagin tayini icin kullamlan bir
reaktiftir. Ik kez 1856’da Julis Nessler tarafindan 6nerilmis ve giiniimiize kadar bazi
modifikasyonlara ugramistir (Nichols ve Willits, 1934). Cozeltide sar1 renk olusumu
amonyak varh@m gosterir. Yiiksek amonyak doniisiimlerinde kahverengi cokelek
olusur. Reaktif, sulu potasyum iyodiir ve potasyum hidroksit icinde Civa(Il) iyodiiriin
yaklasik % 1,4’liik ¢ozeltisinden olusur (K;Hgl,) Ureazin iire ile enzimatik reaksiyonu
sonucunda olusan NH; Nessler belirteci ile ac¢ik sar1 koyu turuncu arasinda renk

olusturmakta, olusan bu renk de spektrofotometrik olarak tayin edilmektedir.

ureaz

Ure———» (NH,),CO:
2Hgl, + 4KI + NH, *+ NaOH———p NH,Hg.I; + H;0" + 4KI + Nal

1.7.5.2. Berthelot Yontemi

Berthelot reaktifi fenol ve hipokloritin alkali cozeltisidir. Ilk kez 6neren Marcellin
Berthelot oldugu icin bu isimle anilir. Amonyak tayini icin kullanihr ve amonyak ile
kolorimetrik tayine izin verecek sekilde mavi renk olusturur. Fenol yerine salisilat da
kullanilabilir. Kanda iire tayinlerinde (BUN) bu cozelti kullamihr. Ureazin iire ile
enzimatik reaksiyonu sonucunda olusan NH; sodyum hipokloritli ortamda ve sodyum
nitroprosit katalizorii esliginde fenol ile tepkimeye girerek mavi renkli indofenolu
olusturur ve rengin siddeti iire miktariyla dogru orantihidir (Sekil 1.8). Olusan renk

spektrofotometrik olarak olciiliir.



INH3 + 6HOC] — NH;Cl

OH 0
R [Fe(CN),NOJ* R
NH,Cl + O’ ikt + HCL + Hy0
NCI

(o) OH =]
R O,H OH™, -HCl
+ - 0 N—{ .}—m' + Hy0
[Fa(CH)NOP- -Q- z
NI R

[ R =H or CO¥)

Sekil 1.8 indofenol olusum mekanizmasi

1.7.5.3. Cift Enzim Yontemi

Hastalik teshisi icin yapilan tetkiklerde en ¢ok kullanilan spektrofotometrik yontem cift
enzim yontemidir. Bir enzimatik tayinde substrat veya iiriin ol¢iilebilir bir 6zellige sahip
degilse ikinci bir enzim kullanilarak olciilebilir bir biiyiikliik edilmeye c¢ahsilir.
Asagidaki tepkimelerde birinci enzim olan iireazin iiriinii amonyak ve karbondioksit
olup spektrofotometrik olarak olcillemez. Takip eden ikinci enzimatik reaksiyonda
glutamat dehidrogenaz enzimi NADH’1 koenzim olarak kullanir. Reaksiyon 340 nm’de

takip edilerek tayin yapilir.

ureaz

Ure——» (NH,).CO;

Glutamat dehidrogenaz
NH," + o-Ketoglutarik asit + NADH PAD" + Glutamik asit




2. KAYNAK OZETLERI

Ureaz (EC 3.5.1.5; iire amidohidrolaz) iirenin amonyak ve karbondioksite hidrolizini
katalizleyen yaklasik 480 000 Da molekiil agirhginda bir metaloenzimdir (Dixon et al.,
1975). Ureaz bitki, mantar ve bakterileri kapsayan genis bir organizma cesitliliginde
bulunur (Mobley ve Hausinger, 1989; Polacco ve Havir, 1979; Hirayama et al., 2000;
Cox et al., 2000). Ureazin esas substrat: iire olmasina ragmen, enzim daha zayif olarak
asetamid, formamid, N-metiliire, semikarbazit ve hidroksiiire gibi substratlarin
hidrolizini de katalizler (Dixon et al., 1980a). Ure hidrolizinde bitki ve makrobiyal
kaynakh iireazlar 0,1 den > 100 mM iireye kadar K,, degerleri gosterirler. Ornegin, jack
bean iireaz1 (JBU) 2,9 mM degerinde K,’e sahiptir (Mobley ve Hausinger, 1989). Ure
bitkilere giibre olarak verildiginde iireaz aktivitesi sayesinde bitkiler tarafindan
kullanilabilir hale gelir. Ure diinyada en ¢ok kullamilan azot giibresi oldugundan bu

maddenin enzimatik hidrolizi tarimsal acidan biiyiik 6neme sahiptir. ilaveten, iireaz



Helicobacter pylori tarafindan indiiklenen patolojilerin temel nedeni olarak
bilinmektedir. Ureaz bakterinin diisik mide pH’inda yasayabilmesini saglar ve bu
nedenle gastrik ve peptik iilserlerin patogenezinde bazen kansere kadar gidebilen bir rol
oynar (Mobley et al., 1995). Tarimda iirenin giibre olarak kullanilmasi sirasinda yiiksek
iireaz aktivitesi sonucu atmosfere biiyiik miktarlarda amonyagin salinmasi 6nemli ¢evre
sorunlarina ve ekonomik problemlere neden olur (Follmer, 2008). Bitkilere azot
saglamasi acisindan onemlidir. Tarim ve tipta makrobiyal iireazlarin kullaniminin fazla
olmasinin yaninda bu enzimin yapis1 ve katalitik mekanizmasi da daima arastirma
konusu olmustur. Ciinkii iireaz iire hidrolizi reaksiyonu hizzm 10" kat artirir ve
hidrolitik enzimler icinde aktif merkezinde nikel bulunduran tek enzimdir (Estiu et al.,

2006).

Biyokimyasal olarak en iyi karakterize edilmis iireaz jack bean (Canavalia ensiformis)
iireazidir (JBU). JBU kristalize edilebilen ilk enzimdir ve enzimlerin protein yapisinda
oldugunun kamtlanmasinda tarihsel bir rolii vardir. Sumner 1926’daki “Ureaz enzimin
izolasyonu ve karakterizasyonu” bashkh calismasi ile 1946’da Kimya dalinda Nobel
odiiliine layik goriilmiistiir. Bu calisma modern enzimolojinin temel yapitaslarindan
birisidir. JBU aym zamanda nikel icerdigi tespit edilen ilk enzim olup (Dixon et al.,
1975) bitkilerde tespit edilmis tek nikel iceren metaloenzimdir (Polacco ve Holland,
1993). Buna karsihk ne JBU’In ne de diger bitki iireazlarin ii¢ boyutlu yapisi
aydinlatilamamistir. Yiiksek oranda heterojenitesi, coziiniirligiiniin diisiik olmas1 ve
yiiksek polidispersitesi X-is1m1 Kkristalografisi ile yapisinin aydinlatilmasi oniindeki
engelleri olusturur. Ayrica JBU’in Canavalia ensiformis’te birden fazla izoformda
bulunmasi da homojen Kristallerin elde edilmesi oniinde engeldir. Bu nedenlerle bitki
iireazlarmin ireolitik katalizinin molekiiler mekanizmasina ait bilgiler bakteriyel

iireazlarin ii¢ boyutlu yapisi iizerine kurulmaktadir (Follmer, 2008)

JBU ~ 90 kDa’luk identik altiinitelerden olusan hekzamerleri olusturmak iizere bir
araya gelen homotrimerlerden olusur. Subiinite basina iki nikel iyonu bulunur
(Takishima et al., 1988). Bakteriyel iireazlarda JBU’a benzer sekilde kompleks
altiinitelerin ya trimerler yada hekzamerler halinde birlesmesi ile olusurlar. Ancak
fungal ve bitki (jack bean ve soya fasulyesi gibi) iireazlar1 90 kDa’luk homo-oligomerik
proteinler iken, bakteriyel iireazlar iki- veya iic-altiiniteli komplekslerin

multidimerleridir (Mobley et al., 1995).



Bitkiler ve bakteriler arasindaki uzak filogenetik iliskiye ragmen bakteri iireazlan ile
JBU arasinda % 50’nin iizerinde amino asit dizilimi benzerligi vardir. Bu durum ortak
evrimsel orijinden geldiklerini diisiindiirmektedir. Bu durum ve reaksiyon
kinetiklerindeki benzerlikler bilinen tiim iireazlarin ortak yapr ve Kkatalitik
mekanizmaya sahip olduklarim diisiindiirdiigiinden bitki iireazlarim anlamak icin

bakteriyel iireazlardan elde edilen sonuclar degerlendirilmektedir (Follmer, 2008).

JBU 90 kDa’luk monomer basina 2 esdeger nikel icerir. Ancak jack bean’den elde edilen
bir iireaz izoenzimi olan kanatoksinin metal icerigi X-is1m1 emisyon teknigi ile
incelendig@inde monomer basina bir ¢inko ve bir nikel atomu icerdigi gosterilmistir.
Diisiik nikel icerigi diisiik iireaz aktivitesini aciklamaktadir (Follmer et al., 2002, 2004b).
Ote yandan diisiik Ni iceren veya Ni icermeyen ortamlarda cogaltilan jack bean veya
soya fasulyesi bitkilerinin iireaz aktivitesi biiyiime ortamindaki Ni derisimi azalmasina
bagh olarak diismiistiir. Buna karsilik apoprotein sentezinin nikelden bagimsiz oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuclar Ni kofaktoriiniin aktivite icin gerekli fakat protein biyosentezi

icin gerekli olmadigini gostermektedir.

Ureazlarin temel gorevi organizmalarin disaridan aldig1 veya icinde iirettigi iireyi azot
kaynag1 olarak kullanmasini saglamaktir. Leguminosae ailesinin pek cok c¢esidi
tohumlarinda yiiksek iireaz aktivitesine sahiptir. Cimlenme sirasinda iireaz enzimi
arjinaz enzimi ile birlikte tohum protein stoklarmin kullanilmasim saglar. Ancak,
iireazlarin fizyolojik gorevi bazi bitkilerde hala bilinmemektedir. Ornegin; Helicobacter
pylor’nin iireaz genini tasiyan transgenik tiitiin bitkisinde iireolitik aktivite iki kat,
amonyak diizeyi sekiz kat artarken bitkinin biiyiimesinde anlamh bir artis

gozlenmemistir (Follmer, 2008).

Soya fasulyesinde iireazlarin gerekliligi hala tartisiimaktadir (Goldraij et al., 2003).
Soya fasulyesi Eu4 geni tarafindan kodlanan ve tiim dokularinda sentezlenen bir essiz
iireaz icermektedir. Bunun yaninda soya fasulyesi gelismekte olan embriyoda embriyo-
spesifik iireaz icerir. Bu iireazin aktivitesi tiim dokularda gozlenen iireazin 1000 kati
olup olgun tohumlarda bulunmaz (Goldraij et al., 2003). Ureaz-negatif soya fasulyesi
mutantlarinda veya iireaz inhibitorii varh@inda biiyiiyen soya fasulyesi bitkisinde iire

birikmesi tespit edilmistir.



1981 yilinda Carlini ve Guimaraes jack beanden kanatoksini izole etmislerdir.
Kanatoksin fare veya sicanlara enjekte edildiginde convulsiyona ve éliime neden olan
bir toksin proteindir. Sonraki yillarda kanatoksinin iireazin bir izoformu oldugu
gosterilmistir (Follmer et al.,, 2001). JBU’dan farkh olarak kanatoksin 95 kDa
altiinitelerin bir homodimeridir (Carlini ve Guimaraes, 1981). Daha sonra C.
ensiformis’te bir iireaz izoformu daha tespit edilmistir. Bu farkh iireazlarin bitkilerde
fonksiyonunun ne oldugu ve bu enzimlerin iireolitik aktiviteden farkh fizyolojik

ozellikler tasiyip tasimadiklar: arastirma konusu olmustur (Follmer, 2008).

Ureazlarin sergiledigi farkll aktiviteler arasindaki iliskileri ortaya koymak icin
iireazlarin bocek oldiiriicii (insektisit) aktiviteleri incelenmistir (Follmer et al., 2004b,c).
Arastirmada hem bitki hem de bakteri kaynakh enzimler incelenmis ve sadece bitki
iireazlarmin insektisit 6zelligi oldugu tespit edilmistir. JBU kanatoksinden biraz daha az
toksik buna karsiik soya fasulyesi iireazindan daha toksik bulunmustur. Ureazlarin
oldiiriicii olmalar1 yaminda sag kalan boceklerde de zayiflamaya ve gelisme geriligine
neden olduklar gozlenmistir. Bitki iireazlarinin insektisit 6zelligi iireaz inhibitorleri ile
muamele edildiklerinde kaybolmadigindan insektisit ve iireolitik aktivitelerin birbiriyle
baglantih olmadig1 sonucuna varilmistir. Bu sonuc insektisit aktivitesinin sadece bitki
iireazlarmna o6zgii bir ozellik oldugunu ve bu ozelligin proteinlerin savunma

mekanizmasindaki rollerinin bir gostergesi oldugunu bildirmektedir.

Kanatoksin fare ve sicanlara intraperitonal olarak verildiginde toksik etki
gostermektedir. Buna karsilik oral olarak verildiginde inaktiftir. Insektisit aktivitesinde
gozlendigi gibi iireaz inhibitorleri ile muamele edildiginde toksik aktivitesi devam
etmektedir. Ote yandan, JBU ve SBU intraperitonal olarak fare ve sicanlarda toksik etki
gostermektedir. Bu durumda iireaz aktivitesi ile diger aktiviteler arasida bir
korelasyon olmadig: gibi intraperitonal uygulamalarda memelilere toksik etki gosteren
izoformu kanatoksindir. Kanatoksin aym1 zamanda diisiik dozlarda verildiginde

gonadotropin ve insulin seviyelerini yiikseltmektedir.

Ureazlarin bir diger fark edilen dzelligi de bitki iireazlar1 (JBU, kanatoksin ve SBU) ve
bakteriyel iireazlarin memeli kani plateletlerini aktive etmeleridir (Follmer et al.,
2004c). insektisidal aktivite ve memelilerde toksisite 6zellikleri gibi platelet aktivasyonu

ozellikleri de iireolitik aktiviteden bagimsizdir. Bu 6zelligin bakteriyel enfeksiyonlarin



patojenezi acisindan anlami heniiz aydinlatilamamistir. Buna ragmen bitki iireazlarinin
ozelliklerinin arastirlmas1 kaynak makroorganizmada bu proteinlerin fizyolojik
rollerinin aydinlatilmasi1 ozellikle fitopatojenlere kars1 tamamen farkhh oldugu
diisiiniilen bir mekanizmayla bitkiyi korumasi amonyak iiretiminden c¢ok farkh ve

iizerinde durulmasi gereken bir 6zelliktir (Follmer, 2008).

Tibbi amach uygulamalar icin immobilizasyon sistemlerinin gelistirilmesinde en cok
kullanillan enzimlerin basinda iireaz gelir. Bu enzimin bagil olarak ucuzlugu,
dayamiklihi@1 ve kolay izlenebilmesinin yam sira, kan ve idrarda iirenin kantitatif
tayininde yaygin olarak kullanilmasi bu secimde goz oOniinde bulundurulmaktadir.
Literatiirde karboksimetilseliiloz, poliiiretan kopiik, akrilik tasiyicilar gibi bircok farkh
tasiyict kullanilarak iireazin immobilize edildigi caliymalara rastlanmaktadir. Bu

calismalar asagidaki sekilde 6zetlenebilir:

Biyoreaktor uygulamalar i¢in poliiiretan kopiik iizerine BSA ve gluteraldehit ile iireaz
immobilizasyonu % 50 aktivite verimi ile sonuclanmistir (Onyelizi, 1988). Aminlenmis
biitil asilatetilen dimetakrilat kopolimerine kovalent olarak immobilize edilen iireaz %
56 aktivite verimi ile calismis ve 3 hafta sonra aktivitesini % 70 korumustur (Krajewski
ve Zaborska, 1990). Polivinil alkol membrana UV 151k ile baglanmasi sonucu iireazin %
15,7 gibi diisiik aktivite gosterdigi (Krystema, 1991); buna karsihik kitosan membran
iireazinin gluteraldehit ile muamele edildikten sonra baglanmasi % 94 aktivite ile
sonuclanmis (Krajewski ve Zaborska, 1990) ve bu son uygulamanin kandan ve
diyalizattan iire uzaklastirilmasi1 icin kullamilabilecegi belirtilmistir. Disiklohekzil
karbodiimid ile aktive edilmis karboksi metil seliiloz iizerine iireaz immobilize edilmis
ve 3 ay sonunda aktivitesini % 85 korudugu saptanmistir (Dumitriu, 1989). Dimetil
aminlenmis naylon iizerine ve gozenekli boncuk ve silika jel iizerine de iireaz basarih bir
sekilde immobilize edilmistir (Wojcik, 1991). Adsorpsiyon ve iyonik baglama ile
Amberit IRA-938 iizerine iireaz immobilizasyonu da gerceklestirilmistir (Hamarat,

2000).

Ureaz enziminin tarimda, sanayide ve tiptaki genis uygulamalar1 bu enzimin daha etkin
ve daha ekonomik kullanilmasi icin tekniklerin arastirlmasina neden olmustur. Bu
tekniklerin basinda enzimin bir destek iizerine immobilizasyonu gelmektedir. Ureazin

immobilizasyonu iizerine pek c¢ok calisma yapilmistir. Polimer membranlar



immobilizasyon i¢in sikhikla kullanilmaktadir, Godjevargova ve Dimov (1997) iireaz: 2-
metilaminoetil metakrilat ile modifiye edilmis akrilonitril kopolimerden hazirlanmis
membran iizerine immobilize etmislerdir. Immobilize enzimin pH’1 serbest enzime gore
0,5 birim alkali bolgeye kaymistir. Optimum sicaklik 30 °C’den 45 °C’ye kayms, termal
kararhlik ise serbest ve immobilize enzimler icin 6zdes bulunmustur. Sentezlenen
membranin klinikte iire aktivitesini dlgmek iizere test-strip seklinde kullanilabilecegi

denenmis ve onerilmistir.

Ureaz, kitosan-poli(glisidil metakrilat) kopolimerine immobilize edilmistir. Immobilize
iireaz aktivitesinin yaklasik % 82’sini korumustur. Serbest ve immobilize iireazin
optimum pH’1 degismezken, immobilize enzimin optimum sicakh@ daha yiiksek
bulunmustur. immobilizasyonun enzimin termal, pH ve depo kararhligm iyilestirdigi

sonucuna varilmistir (Chellapandian ve Krishnan, 1998).

Toprakta bitkilerden ve makroorganizmalardan kaynaklanan iireaz enzimi bolca
bulunur. Topraktaki iireolitik aktivitenin biiyiik boliimii topraktaki organik ve mineral
kolloidleri iizerinde iireazin immobilizasyonu yolu ile stabilize olmasi1 sonucu ortaya
ciktign diisiiniilmektedir. Ureazin toprak iizerindeki immobilizasyonunun adsorpsiyon,
kinetik ve kararhilik o6zellikleri incelenmistir. Bu calismalarda en ¢ok kullanilan iireaz
JBU’dur. Alkali topraklarda iireaz immobilizasyonunu incelemek icin hidroksiapatit
iizerine immobilizasyonu cahsilmis ve optimum pH’mm 7’den 8’e¢ kaydigi, Kinetik
parametrelerden V...’ ve K,’in azaldig1 tespit edilmistir (Marzadori et al., 1998).
Immobilizasyon islemi enzim kararhhgim 2 kat, proteolitik hidrolize karsi kararliig ise

7 kat artirmistir.

Polianilinin de iireaz immobilizasyonu icin bir destek maddesi olabilecegi arastirilmistir
(Laska et al., 1999). immobilize iireazin kinetik parametrelerinden K.’in yiikseldigi
Vma'1n ise pratik olarak degismedigi saptanmistir, bunun yaminda depo kararhhgimin

serbest enzime gore iyilestigi gozlenmistir.

Polielektrolit komplekslesmesi yoluyla poli(metilen ko-guanidin) membranlan ile
kaplanms alginat Kiirelere iireaz immobilizasyonu cahsilmistir (Hearn ve Neufeld,
2000). Bu calismada, immobilizasyon sonras1 % 70 kiitle, % 31 aktivite verimi elde

edilmis ve kaplama icin kullanilan ko-guanidin derisimi arttikca aktivitenin diistiigii



gozlenmistir. Kaplama islemi glukoz varhginda gerceklestirildiginde ise aktivite
kaybmnin gozlenmedigi rapor edilmistir.

Poliester = nonwoven destek maddesi olan  poli(N-izopropilakrilamid-co-N-
akriloksisuksinimid-co-2-hidroksietii  metakrilat)  hidrojelinin  iizerine c¢apraz
baglanmasiyla elde edilen kompozit membrana iireaz immobilizasyonu incelenmistir
(Chen ve Chiu, 2000). immobilizasyon sonrasinda iireazin termal stabilitesinin arttig1 ve

sicakhik degisimlerine kars1 dayanmikhihk kazandigi bildirilmistir.

Ticari poliakrilonitril oyuk fiberlerin yiizeyi hidrolize edilip gluteraldehit kullanilarak
kovalent olarak iireaz baglanmasi sonucu immobilizasyon gerceklestirilmistir.
Immobilizasyon sonucu iireaz aktivitesinde hafifce yiikselme tespit edilmis ve klasik
diyaliz makinesinden daha hizh iire uzaklastirilabilecegi bildirilmistir (Yang ve Lin,

2001).

Bu caliymada iireaz enziminin alginat dogal polimeri iizerine immobilizasyonunun

karakterizasyonu ve dogal érneklere uygulanabilirligi arastirilmistir.

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Deneylerde, Velp (Multistirrer 15) coklu magnetik karistirici, Hettich (Universal 32R)
santrifiij, Hanna (pH 211) pH metre, Hereaus (Function Line) etiiv, Shimadzu
(UV-1601) spektrofotometre, IKA (MS2) vorteks, Memmert (WB14) calkalamali su
banyosu, Bandelin Sonorex (RK255H) ultrasonik banyo, Ohaus (PA 214-C) 0,1 mg
duyarhkta terazi, Indesit Nofrost Buzdolabi ve Brand (Transferpette) otomatik pipetler

kullanildi.

Alginic asit sodyum tuzu medium viscosity, kalsiyum kloriir dihidrat, sodyum nitro
prussid, iire, amonyum kloriir, Commassie Brilant Blue G-250, Sigir serum albumin
(BSA), fenol, sodyum hidroksit, EDTA disodyum tuzu, Sigma (Steinheim,
Almanya)’dan; Jack Bean iireaz (EC 3.5.1.5) Fluka (Buchs, isvi¢re)’den temin edildi.

3.2. Yontem



3.2.1. Deneylerde Kullamilan Enzimler

Bu calismada soya fasulyesi iireaz1 ile Jack Bean (Canavalia ensiformis) iireazi
kullanildi. Soya fasulyesi iireaz1 piyasada satilan yagsiz soya unundan 2 g alinarak 50
mL saf su ile sogukta 2 saat siire ile karistirildi. 4000 x g’de 15 dakika santrifiijlendikten
sonra siipernatan ayrildi. Siipernatanda protein ve enzim aktivitesi tayinleri yapildi ve

bu enzim c¢ozeltisi stok olarak kullamlda.

Jack bean iireazi ise piyasadan satin alindig: sekilde kullanildi.

3.2.2. Bradford Yéntemi ile Protein Tayini

Calisma boyunca tiim protein tayinleri Bradford’a (1976) gore yapildi. Bu yontemde bir
organik boyar madde olan Commassie Brillant Blue G-250’nin proteini renklendirme
ozelliginden yararlamilir. Commassie Brillant Blue G-250, negatif yiiklii olan ve
proteindeki (+) yiiklii gruplara baglanan bir boyadir. Boya, kirmiz1 (A.,=465 nm) ve
mavi (Amax=595 nm) formlarda bulunur. Kirmiz1 form cozeltideki haldir. Boya proteine
baglaninca mavi renk olusur. Reaksiyon oldukc¢a tekrarlanabilir ve hizhdir. ki dakika
icinde renk olusur ve bir saat kadar stabil kalir. Bradford yontemi ile protein tayini
yapilirken asagidaki islemler uygulandi.

Commassie Brilant Blue G-250 cozeltisinin hazirlanmas: :

100 mg Commassie Brilant Blue G-250, 50 mL % 95’lik etanolde ¢oziildii. Uzerine 100
mL % 85’lik fosforik asit ilave edildi. Filtre kagidi ile siiziilerek saf su ile 1L’ye

tamamlandi.

Stok ve standart protein ¢ozeltilerinin hazirlanmas: :
100 pg BSA, 0,15 M’hik NaCl cozeltisi ile 1000 pL’ye tamamlandi. Bu stok ¢ozeltiden

Cizelge 3.1’e gore standart ¢ozeltiler hazirland.

Cizelge 3.1. Bradford yontemi ile protein tayini icin kullanilan ¢ozeltiler

Standart derisimi Stok BSA ¢ozeltisi hacmi 0,15 M NaCl hacmi

(pg/ 1,5 mL) (pL) (pL)
10 100 1400
20 200 1300
30 300 1200
40 400 1100

50 500 1000



60 600 900

70 700 800
80 800 700
90 900 600

Yukarida hazirlanan standart cozeltilerinden 1,5 mL alinarak iizerlerine 1,5 mL
Commassie Brillant Blue G-250 c¢ozeltisi ilave edilerek kore karsi 595 nm’de absorbans
degerleri 3 mL’lik plastik kiivetlerde okundu. Kor olarak 1,5 mL 0,15 M NaCl ve 1,5
mL Commassie Brilant Blue G-250 karisimi kullanildi. Her deney 3 kez tekrarlandi ve
ortalama alindi. BSA derisimine karsi dl¢iilen absorbans degerleri kullanilarak ¢alisma

grafigi cizildi.
3.2.3. Ureaz Aktivitesi Tayini

Serbest ve immobilize iireaz aktiviteleri Berthelot yontemine (Berthelot, 1859) gore

olciildii. Bu yontem icin asagidaki ¢ozeltiler hazirlandi.

Fenol reaktifi: A-1 g fenol/10 mL saf su
B- 25 mg sodyumnitroprussid / 50 mL saf su

A ve B cozeltileri esit hacimde karistirilarak “fenol reaktifi” olusturuldu.

Alkali hipoklorid: A- % 5 NaOH
B- litrede 26 g NaOCI bulunan ticari hipoklorid
A ve B esit hacimde karnistirilarak “alkali hipoklorid” reaktifi olusturuldu.

Fosfat Tamponu : 0,05 M, pH 7,0 olacak sekilde ayarlanda.
Ure ¢ozeltisi : Fosfat tamponunda 6,6 mg / 10 mL derisiminde (0,11M) hazirlandi.
Ureaz ¢ozeltisi : Fosfat tamponunda 1 mg/mL derisiminde hazirlandi.

Amonyum Kloriir Standartlar: : Fosfat tamponunda 0,20 mmol/mL NH,CI stok cozeltisi

kullanilarak 0,001-0,020 pmol/mL konsantrasyon arahi@inda hazirlandi.

Yontem:



1,95 mL iire cozeltisine, 50 WL iireaz cozeltisi eklenerek 5 dakika 37°C’lik su
banyosunda karnistirilarak bekletildi. 500 pL fenol reaktifi ve 500 pL alkali hipoklorid
reaktifi eklenerek vortekslendi ve 55°C lik su banyosunda 5 dakika bekletildi. Olusan
rengin 630 nm’deki absorbansi iireaz icermeyen kore kars: ol¢iildii. Olusan amonyak
miktar1 iire yerine NH,Cl kullanilarak cizilen standart cahsma grafigi yardimiyla

bulunarak asagida verilen formiilden spesifik aktivite hesaplandi.

Spesifik Aktivite (U/mg) = (umol Amonyak)/t (dak) x mg protein

Immobilize enzimlerin aktivite olciimlerinde iireaz cozeltisi yerine 5 adet immobilize

enzim makrokiiresi kullanild1 ve spesifik aktivite hesaplandi.

3.2.4. Kalsiyum Alginat Makro Kiirelerinin Hazirlanmasi

Farkh yiizde (w/v) bilesimlerinde (% 1,0; % 2,0; % 3,0) hazirlanan sodyum alginatin
sudaki cozeltisi, 1 mg/mL iireaz iceren stok cozeltinin 500 pL’si ile karistirildiktan
sonra, farkh yiizde (w/v) bilesimlerinde (% 1,0; % 2,0; % 3,0) hazirlanan CaCl,’iin
sudaki cozeltisine 2,5 mL hacimli bir medikal enjektor yardim ile damlatilarak enzim
iceren makro Kkiireler elde edildi. Makro kiireler 15-20 dakika magnetik karistirici ile
karistirithp yaklasik 24 saat buzdolabinda bekletilerek olgunlastirildiktan sonra siiziiliip
saf su ile yikandi ve kurutma kagidi ile kurutuldu.

Makrokiirelerden 5’ser adet tiip icine yerlestirilerek Berthelot yontemine gore enzim
aktivitesi olciildii. Siiziintilde Bradford yontemi ile protein tayini yapilarak makro

kiirelerdeki protein miktar1 hesaplandi.

Soya iireazi da yukarida anlatildig: gibi alginat jelde immobilize edildi.

3.2.5. Kinetik Parametrelerin Tespiti

Serbest ve alginata immobilize olmus iireaz enzimi aktivitesinin tespiti icin substrat
olarak iire (5-150 mM) kullamld1. Ure cozeltileri pH’1 7,0 fosfat tamponunda hazirland.
Enzim aktivite tayinleri Boliim 3.2.3’de anlatildig: gibi yapildi.

3.2.6. Optimum pH’1n Belirlenmesi



Serbest ve immobilize iireaz enzimlerinin aktivitesine pH’n etkisinin incelenmesi icin
farkh pH degerlerinde (pH 5,0 asetat tamponu; 6,0-8,0 fosfat tamponu; 9,0 karbonat
tamponu) 50 mM’lik derisimlerde tampon ¢ozeltiler hazirlandi. Serbest ve immobilize
iireazin spesifik aktivite degerleri hesaplandi. En yiiksek spesifik aktivite 100 kabul
edilerek % aktivite degerleri bulundu. pH degerlerine karsihk % aktivite grafikleri
cizilerek serbest ve immobilize iireaz enzimleri icin optimum pH degerleri belirlendi.

Kullanilan ¢ozelti bilesimleri Cizelge 3.2°de goriilmektedir.

Cizelge 3.2 Farkh pH degerlerinde serbest ve immobilize iireaz ile optimum pH’in tespiti icin
hazirlanan cozelti bilesimleri

Serbest Immobilize
pH Enzim Makro kiire Ure hacmi | Ure final derisimi
hacmi(pL) sayis1 (UL) (mmol/mL)
5 50 5 1950 7,15x107
6 50 5 1950 7,15x10°
7 50 5 1950 7,15x1073
8 50 5 1950 7,15x1073
9 50 5 1950 7,15x10°

3.2.7. Optimum Sicakhigin Belirlenmesi

Farkh sicakhiklarda (4, 15, 25, 35, 45, 55, 65, °C) pH 7,0 fosfat tamponu kullanilarak 0,11
M’lik iire substrat ile iireaz aktiviteleri 6l¢iildii. Ureaz aktivite él¢iimleri icin kullamlan
cozelti hacimleri ve makrokiire sayilar1 ile substrat derisimleri Cizelge 3.3’de

gosterilmektedir.

Cizelge 3.3 Farkh sicakliklarda serbest ve immobilize iireaz ile optimum sicakligin tespiti icin
hazirlanan cozelti bilesimleri

Serbest Immobilize




Sicakhik, Enzim hacmi | Makro kiire Ure hacmi | Ure final derisimi
°C (UL) sayisl (UL) (mmol/mL)

4 50 5 1950 7,15x10°

15 50 5 1950 7,15x107

25 50 5 1950 7,15x10°

35 50 5 1950 7,15x10°

45 50 5 1950 7,15x10°

55 50 5 1950 7,15x10°

65 50 S 1950 7,15x107

3.2.8. Serbest ve Immobilize Enzimin Depo Kararhihginin Olgiilmesi

Serbest ve immobilize soya ve Jack Bean iireazinin depo kararhhgi, +4 °C’de 3 giin
araliklarla toplam 30 giin Berthelot yontemine gore aktivite olcmek suretiyle test edildi.
Serbest ve immobilize enzimlerin baslangic aktiviteleri 100 kabul edilerek belli siireler

sonunda odl¢iilen enzim aktiviteleri % aktivite olarak hesaplandi.

3.2.9. Uygulama

3.2.9.1. idrarda Ure Tayini

Ure, amino asitlerin deaminasyonu sonucu olusan amonyaktan karacigerde sentezlenir.
Bu metabolik yol viicuttaki fazla azotun atilmasi icin en temel yoldur. Urenin viicut
sivilarindaki miktar iire azotu olarak tayin edilir. Urenin molekiil kiitlesi 60 Daltondur
ve molekiil yapisinda 2 azot atomu bulundurur. Bu nedenle olciilen iire azotu degeri
60/28 veya 2,14 degeri ile carpildiginda 6rnekteki miktar: hesaplanmis olur.

Bobrek fonksiyonlarinin degerlendirilmesi icin giiniimiizde serumda olciilen en 6nemli
parametre serum iire azotudur. Ayrica her zaman olmasa da idrarda da iire analizi
yapilmaktadir. Idrar 6rneginde iire tayini yapilacak ise iirenin bakteriler tarafindan
bozunmasim1 6nlemek icin ya taze idrar kullanilmah ya da idrar érnegi buzdolabinda

saklanmalidir.

Idrarda iire tayininin temel prensibi iireazin amonyum karbonat ile hidrolizlenmesi
sonucu olusan amonyagin alkali ortamda fenol ve sodyum hipoklorid ile mavi indofenol

bilesigin olusturmasi esasina dayanir. Bu reaksiyonda sodyum nitropurissid katalizor



olarak kullamihir (Tietz, 1976). Mavi rengin siddeti ornekteki iire miktar: ile dogru
orantihdir. Analizlenecek ornegin idrar olmasi durumunda iireaz ile muameleden once
idrarda bulunan iire kaynakh olmayan amonyagin uzaklastirilmasi i¢cin ornek permutit

ile onceden muamele edilir. Reaksiyonun denklemleri asagidaki gibidir:
. ureaz
Ure + 2H,0 + H ——— (NH4),CO; + HY ——> 2NH," + HCO5

NH,"+ OH —» NH; + H,0

NaOH

NH; + NaOCl + 2Fenokg rerony;No P indofenol

Reaktifler:

1. Deneylerde kullanilacak su amonyaksiz olmahdir.

2. Fenol-nitropurissid ¢ozeltisi 10 g fenol ile 0,050 g sodyum nitropurissid 1 litrelik balon
jojede amonyaksiz su icinde ¢oziilerek hazirlandi. Cozelti 5 °C’de saklanmak kosulu ile
2 ay boyunca dayamikhdir.

3. Alkali hipoklorid cozeltisi 5 gram sodyum hidroksit 500 mL suda ¢oziildii, sogutuldu
ve 0,42 g sodyum hipoklorid ilave edilerek c¢ozelti hacmi 1 L’ye tamamlandi. Renkli
sisede buzdolabinda saklanan ¢ozelti iki ay dayamkhdir.

4. Sodyum etilendiamintetraasetat (EDTA) cozeltisi: 10 g EDTA disodyum tuzu 800 mL
suda coziildii ve 1 M Sodyum hidroksit kullanmilarak pH’1 6,5’e ayarland1 ve ¢ozelti 1
L’ye tamamlandi. EDTA’nin gorevi iireaz aktivitesi ile girisim yapabilecek katyonlar:
baglamaktir.

5. Ureaz stok cozeltisi: 0,2 g iireaz 10 mL suda ¢oziildii ve 10 mL gliserin eklendi.
Buzdolabinda saklandiginda cozelti 4 ay dayamkhdir.

6. Ureaz cahsma cozeltisi: 1 mL stok iireaz cozeltisi 100 mL EDTA c¢ozeltisi ile
seyreltilerek hazirlandi. Buzdolabinda ii¢ hafta dayamikhdir.

7. Ure stok cozeltisi: 1,717 g kuru iire 50 mL suda c¢éziildii ve 0,1 g sodyum azid ilave
edilerek 100 mL’ye tamamlandi. Sodyum azid koruyucu olarak katilmaktadir.
Buzdolabinda 6 ay dayaniklidir. Bunun yerine amonyum siilfat ¢ozeltisi de kararh olma

avantaj1 nedeniyle standart olarak kullanilabilir.

idrarda iire tayini icin islem sirasi:



1. 0,5 g kadar permutit 25 mL’lik meziire konarak 2 kere su ile yikand1 ve su
uzaklastirildi.

2. 1 mL idrar ornegine 5 mL su ilave edildi ve 5 dakika karistirildi. Hacim 25 mL’ye
tamamlanarak karistirildi ve permutitin ¢cokmesi beklendi.

3. Test tiiplerine Cizelge 3.4’deki karisimlar ilave edildi.

Cizelge 3.4 idrarda iire analizi icin kullanilan ¢6zelti hacimleri

Cozelti Kor Standart Bilinmeyen
Ureaz ¢ozeltisi 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL
Seyrelmis idrar 0 0 10 nLL
ornegi

Ure standart cozeltisi 0 10 nLL 0

4. Tiipler 37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi.

5. Tiiplere hizlica ve birbiri ardi sira S mL fenol nitro purissid ve 5 mL alkali hipoklorid
cozeltileri karistirillarak ilave edildi.

6. Tiipler 37 °C’de 20 dakika inkiibe edildi.

7. Kor referans olarak kullanilarak 560 nm’de absorbans olciildii.

Idrardaki iire azotu miktar1 asagidaki formiile gore hesaplandi:

(Abpilinmeyen/ Astandart) X 25 X 50 = mg iire azotu/100 mL

3.2.9.2. Dermatolojik Ure Preparatinda Ure Tayini

Ure iceren preparatlar dermatolojide kalmlasmis derinin uzaklastirilmasinda
kullanilmaktadir. Bu preparatlarin icerdigi iire miktarimin tayini icin bu ¢aliymada
hazirlanan iireaz enzimlerinin kullamlabilirligi arastirildi. Bunun i¢in 2 g eczaneden
temin edilmis preparat tartilarak 25 mL saf su ile 1,5-2 saat karistirldiktan sonra
cokmeye birakildi ve iistteki sivi, iire ornegi olarak kabul edilerek idrar orneginde
yapilan iire analizine benzer sekilde analizlendi. Bu deneyde permutit ile muamele

basamagi uygulanmadi.

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Protein Tayinleri



Tiim caliyma boyunca protein tayini icin kullanilan Bradford yontemi ile elde edilen
standart BSA cozeltilerinin absorbanslar1 Cizelge 4.1’de; bu degerler kullanilarak elde

edilen ¢calisma grafigi Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1 Bradford yontemi ile protein tayini icin elde edilen absorbans degerleri

Standart BSA cozeltisi

(pg/1,5mL) Absorbans (Ae«) n =3
0 0,000
10 0,131
20 0,254
30 0,379
40 0,485
50 0,592
60 0,679
70 0,788
0,9 -
0,8 - *
0,7 -
0,6 -
g 0,5 - .
£ 04~ .
é 0,3 -
0,2 -
y = 0,0116x
0.1 - R? = 0,9941
0 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
BSA (pg/mL)

Sekil 4.1. Bradford yontemi ile protein tayini icin hazirlanan standart cahsma grafigi

4.2. Ureaz Aktivitesi Tayini

Berthelot yontemine gore olciillen iireaz aktivitesi deneylerinde kullanilan standart

calisma grafigi Sekil 4.2°de gosterilmistir.



2 _
1,8 A
1,6
14 Sekil 4.2
’ Berthelot
@ 1.2 1 yontemi ile iire
g 14 * tayini . icin
o amonya
§ 0.8 1 < standart
0,6 - calisma grafigi
0,4 y = 100,33x - 0,0235
2 —
02 R? = 0,9944
0 | | | | | | 4.3. Uygun
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012
NH,CI Derigimi (mmol/mL) Alginat
Derisiminin
Tespiti

Farkh derisimlerdeki alginat ve CaCl, ¢ozeltileri ile immobilizasyon ve aktivite verimleri
hesaplandi.

Immobilizasyon verimlerinin hesaplanmasi icin bilinen enzim derisimi ile alginat makro
kiireleri hazirlandiktan sonra siiziintiide protein tayini yapildi. Makro Kkiirelerdeki
immobilize protein miktar:

Immobilize protein miktar1 = Toplam protein miktari-Siiziintiideki protein miktar

% Immobilizasyon verimi = (Makro kiirelerdeki protein miktar1 / Toplam protein
miktari) x 100

formiillerinden hesaplandi.

Aktivite verimlerinin hesaplanmasi icin baslangictaki serbest enzimlerin Berthelot
yontemine gore aktiviteleri oOlciildiikten sonra belli sayida makro kiire ahnarak

immobilize enzimin aktivitesi yine Berthelot yontemine gore olciildii.

% Aktivite verimi = (Makro kiirelerdeki aktivite / Serbest enzimin aktivitesi) x 100

formiiliinden hesaplandi.



Bu hesaplamalar soya ve jack bean iireaz enzimleri icin ayr1 ayr1 yapildi. Soya iireazi

icin elde edilen sonuc¢lar Cizelge 4.2°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.2 Farkl alginat derisimlerinde soya iireazi ile immobilizasyon ve aktivite verimleri

%71’lik (w/v) alginat %2’lik (w/v) %3’liik (w/v) alginat
Bilesimler + alginat + +

% 1’lik (w/v) CaCl, %2’lik (w/v) CaCl, %3’liik (w/v) CaCl,
Olusan makro 234 225 212
kiire sayisi
Immobilizasyon 50.8 53.36 50.86
verimi, % ’ ’ ’
Aktivite verimi,
% 44,8 45,6 47,7

Alginat ve CaCl, cozeltilerinin baslangic derisimlerinin olusturulan makrokiirelerin
kararhih@ma etkisinin biiyiik oldugu bilinmektedir. Diisiik derisimlerde hazirlanan
makrokiirelerin yumusak olmasi nedeniyle deformasyon goriilmekte ve immobilizasyon
verimi sizdirma nedeni ile diisiik olmaktadir. Ote yandan yiiksek derisimler ile
hazirlanan makrokiirelerin ise ¢ok rijit yapilar olmasi nedeniyle difiizyon engeli oldugu

bilinmektedir.

Cizelge 4.2°deki sonuclardan; % 2 (w/v) alginat ve % 2 (w/v) CaCl, derisimlerinin
kullanildigi  kombinasyonlarda aktivite veriminin diisiik olmasmma karsihk
immobilizasyon veriminin daha yiiksek olmasi nedeniyle sonraki ¢calismalarda % 2 (w/v)
alginat ve % 2 (w/v) CaCl, kullanilmasina karar verildi. Bu kombinasyon kullanilarak

calisilan jack bean iireazi immobilizasyon sonuclar1 Cizelge 4.3’ de goriilmektedir.

Cizelge 4.3 Jack bean iireaz1 ile immobilizasyon sonug¢lari

%2’lik (w/v) alginat ¢ozeltisi +

Bilesim %2’°1lik (w/v) CaCl, ¢ozeltisi
Olusan makro kiire 225

sayisl

Iml.no-blllzasyon % 91,26

verimi

Aktivite verimi o, 78.7
o ’

4.4. Kinetik Parametrelerin Tespiti



Kinetik parametrelerin tespiti icin iire substrati kullanilarak elde edilen sonuglar
serbest soya iireaz icin Cizelge 4.4’de; immobilize soya iireaz1 icin Cizelge 4.5°de; jack
bean iireaz1 icin Cizelge 4.6°da ; immobilize jack bean iireaz1 icin Cizelge 4.7°de
goriilmektedir. Bu cizelgelerdeki degerler kullanilarak cizilen Lineweaver-Burk

grafikleri Sekil 4.3; Sekil 4.4; Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da goriilmektedir.

Cizelge 4.4 Serbest soya iireazinin kinetik parametrelerinin tespiti icin deney sonuclari

SmM) 1/S(A/mM) V (U/mg) /v
5 0,2000 0,505 1,980
10 0,1000 0,795 1,258
20 0,0500 0,951 1,052
30 0,0333 1,247 0,802
40 0,0250 1,365 0,733
50 0,0200 1,412 0,708
100 0,0100 1,612 0,620
150 0,0067 1,65 0,606
25

e 20

E: 1,5

é 1,0

y =7,0619x +0,5772

/ R? =0,9929
‘ 0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ !

-0,1 -0,1 0,0 0,1 0,1 0,2 0,2 0,3

1/S (1/mM)

Sekil 4.3 Serbest soya iireazina ait Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.5 Immobilize soya iireazinin kinetik parametrelerinin tespiti icin deney sonuclari



S(mM) 1/S(1/mM) V (Umg) 1V

5 0,2000 0,34 2,941
10 0,1000 0,46 2,174
20 0,0500 0,468 2,137
30 0,0333 0,513 1,949
40 0,0250 0,517 1,934
50 0,0200 0,521 1,919
100 0,0100 0,508 1,969
150 0,0067 0,527 1,898
0,2

0,1

1/V (Iygliinite)

y =0,1832x +0,1143
R =0,9918

-0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4

1/S (1/mM)

Sekil 4.4 immobilize soya iireazina ait Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.6 Serbest jack bean iireazinin Kinetik parametrelerinin tespiti icin deney sonuclari

S(mM) 1/S V(@Umg) 1V

5 0,200 6,8 0,147
10 0,100 7,44 0,134
20 0,050 7,67 0,130
30 0,033 7,91 0,126
40 0,025 8,54 0,117
50 0,020 8,63 0,116
100 0,010 8,73 0,115

150 0,007 8,91 0,112




1/V (Rgliinite)

y =0,1811x +0,1126
R? = 0,9986

-0,4

0,2
1/S (1/mM)

0,2

04

Sekil 4.5 Serbest jack bean iireazina ait Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.7 immobilize jack bean iireazinin kinetik parametrelerinin tespiti i¢in deney sonuclari

S (mM) 1/S V (U/mg) 1/V
5 0,200 0,331 3,021
10 0,100 0,354 2,825
20 0,050 0,377 2,653
30 0,033 0,406 2,463
40 0,025 0,436 2,294
50 0,020 0,482 2,075
100 0,010 0,572 1,748
150 0,007 0,712 1,404
3,0
£
>
y =27,411x +1,4722
R2 =0,9862
-6,1 ; 0:0 O‘,O U’UO,O OLO 0:0 0‘,1
1/S (1/mM)

Sekil 4.6 immobilize jack bean iireazina ait Lineweaver-Burk grafigi

Yukaridaki Lineweaver-Burk grafiklerinden okunan V., ve K, degerleri Cizelge 4.8’de

ozetlendi.

Cizelge 4.8 Serbest ve immobilize soya ve Jack Bean iireazlarimin Kkinetik sabitleri

Enzim

Vmax (U/mg)

Ko (mM)

Serbest Soya Ureazi

1,73

12,19



Immobilize Soya Ureaz1 8,75 1,66
Serbest Jack Bean Ureazi 8,88 1,61

immobilize Jack Bean
. 0,68 18,62
Ureazi

Bitki ve makrobiyal kaynakh iireazlarin iire substrati kullamlarak Kkinetik
parametreleri ol¢iilldiigiinde Km degerlerinin 0,1 ile 100 mM iire arasinda degistigi
bilinmektedir (Mobley ve Hausinger, 1989). Bu calismada her iki enzim icin tespit edilen
K. degerleri rapor edilen bu simirlarin icindedir. Ote yandan immobilizasyon isleminin
genellikle enzimlerin K, degerlerinde artmaya neden oldugu; yani kati bir destek
lizerine immobilize olmus enzimlerin substrata olan ilgisinin azaldig1 bilinmektedir. Bu
calismada immobilize Jack Bean iireazinin K,, degeri cok artmustir. Bu da serbest
enzime gore immobilize enzimin substrata olan afinitesinin diistiigiinii gostermektedir.
Ote yandan immobilize soya iireazinin K., degeri serbest soya iireazinin K,, degerinden
cok Kkiiciiktiir. Daha az sayida olmakla beraber immobilizasyon isleminin enzimin
substrata olan ilgisini artirdig1 durumlar da vardir. Enzimlerin serbest ve immobilize
haldeki V... degerleri karsilastirildiginda ise soya iireaz1 icin immobilizasyon islemi
sonrasl V., degerinde yaklasik 5 kati1 artma; Jack Bean iireaz icin ise yaklasik 13 kat
azalma tespit edilmistir. Immobilizasyon isleminde enzim ile substratin bulusmas
engellenebileceginden V,...’ta azalma genellikle gozlenen bir durumdur. Ote yandan

Vmax’1n immobilizasyon islemi sonrasi arttig1 az sayida érnek de vardir.

4.5. Optimum pH Tespiti

Serbest ve immobilize soya unu ve iireaz icin farkh pH’lara kars1 olciillen aktivite

degerleri Cizelge 4.9’de verilmistir.

Cizelge 4.9 Serbest ve immobilize soya ve Jack Bean iireazlarimin aktivitelerinin pH’a bagh
olarak degisimi

Soya Ureaz: Jack Bean Ureazi
% aktivite % aktivite % aktivite % aktivite

pH (serbest) (immobilize) (serbest) (immobilize)
5 1,141 41,7 37,87 66,13

6 17,92 48,05 100 80,29

7 100 100 42,92 100

8 14,6 88,05 18,93 54,86

9 11,6 83,3 1,93 14,7




Tablolardaki degerlerin kullanilmasiyla hazirlanan % aktivite-pH grafikleri Sekil 4.7 ve

4.8’de goriilmektedir.
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Sekil 4.7 Soya iireaz aktivitesi iizerine pH’1n etkisi
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Sekil 4.8 Jack Bean iireaz enzimi aktivitesi iizerine pH etkisi

Cizelge 4.10 Serbest ve immobilize soya ve Jack Bean iireazlarinin optimum pH degerleri

Enzim Optimum pH
Serbest Soya I"Jrez}p 7,0
Immobilize Soya Ureaz1 7,0
Serbest Jack Bean Ureazi 6,0
Immobilize Jack  Bean 20

9

Ureazi

Cizelge 4.10°da goriildiigii iizere soya iireazinin immobilizasyonu optimum pH’inda bir

degisiklize neden olmamistir. Ote yandan immobilize Jack Bean iireazinin optimum



pH’1 immobilizasyon islemi sonucu 1,0 pH birimi alkali bolgeye kaymistir. Farkh
kaynaklardan elde edilen iireaz enzimlerinin farkhh destek materyallerine
immobilizasyonu sonucu optimum pH’mn alkali bolgeye kaydig1 (Godjevargova ve
Dimou, 1997) veya optimum pH’in degismedigi ¢calismalar (Chellapandian ve Krishnan,

1998) vardir.

4.6. Optimum Sicakhk Tespiti

Serbest ve immobilize soya iireazi ve jack bean iireaz icin farkh sicakhiklara kars elde

edilen aktivite deneylerinin sonuclar1 Cizelge 4.11 ’de goriilmektedir.

Cizelge 4.11 Serbest ve immobilize soya ve Jack Bean iireazlarn icin farkh sicakliklara karsi
aktivite 6lciim sonuclari

Soya Ureazi Jack Bean Ureazi
Sicakh % Aktivite % Aktivite % Aktivite % Aktivite
k (serbest) (immobilize) (serbest) (immobilize)
4 20,96 79,47 6,03 61,61
15 59,33 90,67 10,05 82,02
25 62,84 92,27 37,02 83,01
35 100 100 100 100
45 89,83 94,4 23,11 92,28
55 71,63 91,47 17,75 80,21
100
90 -
80 -
70 -
o 60
£ 50
£ 40
X 30 -
20 -
10 -
0 : ‘ ‘ \ \ \
0 10 20 30 40 50 60
—e— Serbest Soya Ureazi
Swaklik (°C) | o immobilize Soya Ureazi

Sekil 4.9 Serbest ve immobilize soya iireaz1 aktivitesi iizerine sicaklik etkisi
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Sekil 4.10 Serbest ve immobilize jack bean iireaz1 aktivitesi iizerine sicakhk etkisi

Cizelge 4.12 Serbest ve immobilize soya ve Jack Bean iireazlarinin optimum sicakhik degerleri

Enzim Optimum Sicaklik,
°C

Serbest Soya Ureazi 35

Immobilize Soya Ureaz1 35

Serbest Jack Bean Ureaz1 35

immobilize Jack Bean 35
Ureazi

Ureaz optimum sicakhig diisiik olan enzimlerden birisidir. Serbest enzimin optimum
sicakhigr kaynagina bagh olarak 25 ile 40 °C arasinda degismektedir. Bu caliymada
kullanilan soya ve Jack Bean iireazlarinin optimum sicakhigi 35 °C olarak tespit edilmis
ve immobilizasyonun optimum sicakhgi degistirmedigi gozlenmistir. Godjevargova ve
Dimov (1997), 2-metilaminoetilmetakrilat ile modifiye edilmis akrilonitril kopolimerden
hazirlanmis membran iizerine immobilize ettikleri iireazin optimum sicakhgmin 30
°C’den 45 °C’ye kaydigimi rapor etmislerdir. immobilizasyon sonrasinda iireazin termal
stabilitesinin arttig1 ve sicakhik degisimlerine kars1 dayamkhhk kazandigi (Chen ve
Chiu, 2000)’da rapor edilmistir. Ote yandan sunulan bu cahsmada optimum sicakhkta

immobilizasyon sonucunda bir degisiklik gozlenmemistir.



4.7. Serbest Ve Immobilize Enzimlerin Depo Kararhhig Deneyi Sonuclar:

Serbest ve immobilize enzimleri depo kararhhi@inin belirlenmesi icin +4 °C’de bekletilen
serbest ve immobilize enzim orneklerinin aktiviteleri 30 giinliikk siire boyunca
izlenmistir. Hesaplanan sonuclar Cizelge 4.13’de; bu sonuclar kullanilarak cizilen depo

kararhh@ grafikleri Sekil 4.11 ve 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.13 Serbest ve immobilize soya ve Jack Bean iireazlarinin depo kararlihgi sonuglari

Soya Ureazi Jack Bean Ureaz1
Depolama % Aktivite % % Aktivite
Zamani % Aktivite (Immobilize Aktivite (Immobilize
(giin) (Serbest) ) (Serbest) )
1 100,0 100,0 100,0 100,0
2 88,0 98,1 92,5 94,6
3 84,5 88,2 79,7 89,3
4 77,2 81,0 71,3 84,4
8 49,4 77,4 56,8 75,0
15 41,0 71,1 33,0 66,5
21 32,9 66,6 21,8 60,7
30 223 59,0 7,2 56,7

Immobilizasyonun enzimin depo kararhhgimm genellikle iyilestirdigi bilinmektedir
(Chellapandian ve Krishnan, 1998; Laksa et al.,, 1999). Bu calismada da hem soya
iireazinin hem de Jack Bean iireazinin immobilizasyon sonrasi depo kararhhklarinin
artigr  gozlenmistir. Depo kararhligt enzim immobilizasyonun en oénemli
avantajlarindan birisidir. Ozellikle immobilizasyon ¢alismalarinda en fazla kullamlan
enzim olan Jack Bean iireazin immobilizasyon sonucu depo kararhihginin cok arttigi

Cizelge 4.13’de goriilmektedir.
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Sekil 4.11 Serbest ve immobilize soya iireazinin depo kararhhg:
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Sekil 4.12 Serbest ve immobilize jack bean iireazinin depo kararhhg:

4.8. Uygulamalar

Serbest ve immobilize enzimler kullanilarak gercek orneklerde olciilen iire miktarlar:

Cizelge 4.14°de gosterilmistir.



Cizelge 4.14 idrar ve dermatolojik preparat érneklerinde iire tayini

Serbest Soya Immobilize Serbest Jack Immobilize Jack

Ureazi ile Soya Ureazi  Bean Ureazn  Bean Ureaz ile

olciilen iire ile ol¢iilen ile Ol¢iilen oOlciilen iire
Ornek (nmol/mL) iire iire (nmol/mL)
] (nmol/mL) (umol/mL)
Idrar 4,84 x 107 4,38 x 10° 4,13 x 10° 4,11 x 107
Dermatoloji

512x10° 6,57 x 10° 4,92 x 103 5,98x10°

k preparat

Bu calismada arastirma konusu olan soya ve Jack Bean iireazlarimin gercek
orneklerdeki iire miktarimin tayininde kullanilabilirligi idrar ve dermatolojik
preparatlarla denenmistir. Immobilize enzimler kullanmilarak érneklerde tespit edilen
iire miktarlar ile serbest enzimler kullanilarak tespit edilen iire miktarlar1 birbirine ¢cok
yakindir. Bu sonu¢ immobilize enzimlerin serbest enzimler kadar aktivitelerini
koruyabildigini 6te yandan immobilizasyon isleminin de avantajlarina sahip olduklarim

gostermektedir.

5. Sonu¢ Ve Oneriler



Ureaz enziminin tarimda, sanayide ve tiptaki uygulamalar1 bu enzimin daha
etkin ve daha ekonomik kullanilmasi1 icin tekniklerin arastirilmasim

gerektirmektedir.

Ureaz cesitli kaynaklardan elde edilebilir. Bu ¢ahsmada soya fasulyesi ve bir
diger fasulye c¢esidi olan Jack Bean (Canavalia ensiformis) iireazlari
kullanilmistir.

Ureazin immobilizasyonu icin dogal ve sentetik polimer Kiireler veya
membranlar kullanilmistir. Dogal polimerlerin biyobozunur olma avantajlarina
karsi sentetik polimerlerin bilesimlerinin kontrol edilebilir olmasi tercih nedeni
olabilir.

Bu caliyjmada kullanilan soya iireaz1 ile Jack Bean iireazinin immobilizasyon ve
aktivite verimleri karsilastirildiginda Jack Bean iireazinin daha yiiksek degerlere
sahip oldugu goriilmektedir. Soya iireaz1 yagsiz soya unundan laboratuarimizda
hazirlanan homojenat seklindedir. Jack Bean iireaz ise ticari olarak satilan saf
enzimdir. Immobilizasyonda saflastirlmis enzimin kullanilmasi  verimi
artirmaktadir. Ote yandan enzim saflagtirilmasi pahali ve zahmetli bir istir. Bu
nedenle homojenatin safsizhklarinin sorun yaratmayacagi in vitro sistemlerde
soya unu iireazinin kullanilmasi onerilebilir.

Immobilize enziminin K, degerinin serbest enziminkinden daha biiyiik olmasi
genellikle beklenen sonuc¢tur. Ancak daha az sayida olmakla beraber tersi
durumlarin rapor edildigi calismalar da vardir. Bu calismada da soya unu
iireazinin K,, degeri immobilizasyon sonrasi diismiistiir. Bunun yaninda, enzimin
Vmax degeri de immobilizasyon sonrasi yaklasik 5 kat artmistir. Bu sonuclar soya
unu iireazinin immobilizasyon i¢in uygun bir materyal oldugunu gostermektedir.
Ote yandan immobilizasyon ¢cahsmalarinda kullanilan iireaz kaynag genellikle
Jack Bean’dir. Bu enzimin bu ¢alismada tespit edilen immobilizasyon ve aktivite
verimleri ¢cok daha yiiksektir. Bitkisel kaynakh enzimlerde kaynagin bollugu bir
avantajdir. Bu nedenle iireaz immobilizasyonu icin Jack Bean iireaz da hem
kaynaginin bollugu ve hem de yiiksek verim nedeniyle bir avantaj olabilir.
Immobilizasyon calismalarinda immobilize enzimin gercek orneklerde verdigi
sonuclar onemlidir. Bu cahismada iki gercek ornek: idrar ve iire iceren

dermatolojik preparat kullanilarak iire tayini yapilmis ve serbest ve immobilize



enzimlerin sonuglar1 birbirine yakin bulunmustur. Bu durumda depo kararhhg:

nedeniyle bu tip analizlerde immobilize iireazin kullanilmasi énerilebilir.
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