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OZET

Ureaz (iireaminohidrolaz E.C. 3.5.1.5) enzimi aljinat-kitosan polielektrolit
kompleksine ve poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/k-karragenan interpolimer
komplekslerine hapsedilerek immobilize edilmistir. Serbest ve immobilize iireaz
iizerine pH, sicakhik etkisi, depolama kararlihgi, tekrar kullanim ve termal
kararhlik incelenmistir. Serbest iireaz ve immobilize iireazlar icin optimum pH
sirasiyla 7,5 ve 8,0 olarak bulunmustur. Optimum sicakhik ise serbest ve
poli(akrilamit-ko-akrilik  asit)/k-karragenan interpolimer  kompleksine
immobilize edilen iireaz icin 55 °C, aljinat-kitosan polielektrolit komplekse
immobilize edilen iireaz icin 60 °C olarak bulunmustur. Immobilizasyon ile
Michaelis-Menten (K,,) sabitinde bir azalma gozlenmistir. 70 giin sonunda

immobilize sistemler aktivitelerinin % 48 ve % 70 ini korumuslardir.
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Ayrica, 5 giin icinde 20 kullanim sonunda aljinat-kitosan polielektrolit ve
poli(akrilamit-ko-akrilik  asit)/k-karragenan interpolimer komplekslerine
immobilize edilen iireaz aktivitelerinin sirasiyla % 55 ve % 89 unu
korumuslardir. Serbest iireazin termal kararhhigimin immobilizasyon sonucu

arttigl gozlenmistir.
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ABSTRACT

Jack bean urease (urea aminohydrolase, E.C. 3.5.1.5) was entrapped into
alginate-chitosan polyelectrolyte complexes and poly(acrylamide-co-acrylic
acid)/k-carrageenan in immobilization of urease. The effects of pH,
temperature, storage stability, reuse number and thermal stability on the free
and immobilized urease were examined. For the free and immobilized urease in
alginate-chitosan polyelectrolyte complexes and poly(acrylamide-co-acrylic
acid)/k-carrageenan, optimum pH was found to be 7,5 and 8,0 respectively.
Optimum temperature of the free, immobilized urease in poly(acrylamide-co-
acrylic acid)/x-carrageenan and alginate-chitosan polyelectrolyte complexes
were also observed to be 55 and 60°C, respectively. Michaelis—-Menten constant
(K,) values for both immobilized urease were observed smaller than free
enzyme. The storage stability values of immobilized enzyme systems after 70

days were observed as 48% and 70%.
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In addition, it was observed that, after 20™ use in 5 days, the retained activities
for immobilized enzyme in alginate-chitosan polyelectrolyte complexes and
poly(acrylamide-co-acrylic acid)/k-carrageenan matrices were found to be 55%
and 89%, respectively. Thermal stability of the free urease was also increased

by a result of immobilization.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar acgiklamalariyla asagida

sunulmustur.
Simgeler Aciklama
o Alfa

Beta
K Kappa
pm Mikrometre
mM Milimolar
Kn Michaelis-Menten sabiti
Uv Ultraviyole
V mak Maksimum hiz
Kisaltmalar Aciklama
AA Akrilik asit
AAm Akrilamit
APS Amonyumpersiilfat
BAAmM N' N' —Metilen-bis-akrilamit
BPU Bacillues pasteuril iireazi
B-R Britton-Robinson
JBU Canavalia ensiformis iireazi
KAU Klebsiella aerogenes iireazi
TCA Trikloro asetik asit

TEMED N, N, N' ,N' -Tetrametiletilendiamin



1. GIRIS

Ureaz enzimi (E.C. 3.5.1.5) iirenin amonyak ve karbondioksite hidrolizini
katalizleyen cok spesifik bir enzimdir. Ureaz ¢esitli bitki, bakteri ve mantarlarda

bulunur. Tabiattaki azot dongiisiinde onemli bir rol oynar.

Bu enzim diyaliz makinelerinde kandan {irenin uzaklastirilmasinda, klinik
caligmalarda kandaki iirenin miktarinin hesaplanmasinda ve atik sulardaki {irenin

temizlenmesinde kullanilir.

Ureaz iceren bakterilerin sebep olduklar1 rahatsizliklarin tedavisi ve iire hidrolizinin
zirai acidan kontrol altina alinabilmesi i¢in {ireazin inhibitor ¢alismalart da yogun

olarak yapilmaktadir (1).

Immobilize iireaz ile membran yiizeyi kaplanarak iirenin amonyum ve bikarbonata
doniistiiriiliip iirtin miktarinin gozlenebilecegi biyosensor ¢alismalart yapilmaktadir

(2).

Ureazin immobilizasyonu icin en cok kullanilan destekler karboksimetil seliiloz,
poliiliretan, polivinil piridin, iyon degistirici regineler, polipropilen, stirendivinil
benzen sayilabilir (3). Ayrica yapilan baz1 calismalarda akrilonitril kopolimeri (3,4),
poli(vinil alkol) (5), Ca-aljinat (6), polianilin (7), PNIPAAm (8), kitosan-poli(glisidil

metakrilat) kopolimeri (9) kullanilarak iireaz immobilize edilmistir.

Makromolekiiler zincirler ¢ozelti icinde ideal durum disinda bir takim etkilesimlere
ugrayabilirler. Elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglar1 ve yiik aktarimi gibi ikincil
baglanma kuvvetlerinin sebep oldugu iki yada ikiden fazla farkli makromolekiiler
zincirin birlesmesiyle elde edilen bilesikler genellikle « Interpolimer Kompleksleri

olarak adlandirilir (10).

Dogal bir polimerin sentetik bir polimer ile karistiritlmasi, polimerik komplekslerin

hazirlanmasi i¢in ilging bir yol olarak goriinmektedir. Sentetik ve dogal polimer



karisimlari tekli bilesimlerinden daha iyi biyouyumluluk ve mekaniksel ozellikleri ile

polimerik materyallerin yeni bir sinifin1 olusturur (10,11).

Bu calismada {ireazin immobilizasyonu aljinat-kitosan polielektrolit ve
poli(akrilamit-ko-akrilik asit)/k-karragenen interpolimer kompleksleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Immobilizasyon sonucu enzimin sicaklik, pH ve termal

dayaniminin arttig1, depolama kararliligi ve tekrar kullaniminin oldugu goriilmiistiir.



2. ENZIMLER VE iIMMOBILiZASYON HAKKINDA GENEL BIiLGIiLER

2.1. Enzimler ve Genel Ozellikleri

Enzimler, canli hiicrelerde olusan ve organizmadaki tiim reaksiyonlarin ¢ok 1liman
kosullarda gerceklesmesini saglayan protein yapisindaki biyokimyasal katalizorlerdir
(12). Bunlar reaksiyon sirasinda fiziksel degisiklikler gecirseler de reaksiyon
tamamlandiginda, tekrar kendi orijinal hallerine geri donerler. RNA molekiilleri ile
katalizlenen birka¢ olay bilinmekle beraber enzimlerin hemen tiimii protein

yapisindaki katalizorlerdir (13).

Ik enzim calismalari, sindirime iliskin enzimlerin arastirilmaya baslandigi 1760-
1825 yillar1 arasindadir. Tlk kez 1825 yilinda Berzelius, nisastanin sindiriminde etkili
bitkisel enzimler iizerinde calismig, 1860 yillarinda Pasteur fermantasyon enzimleri
tizerinde arastirmalar yapmistir. Fermantasyon ile iliskilerinden dolay1 baslangicta
verilen ferment adi 1878 yilinda Kiinhe tarafindan Yunanca’da “maya icinde”
anlamina gelen enzim ismi ile degistirilmistir. 1926 yilinda Sumner soya fasulyesi
oziitiinden saf ve kristalize iireaz1 izole etmistir. 1930 yilinda Northop pepsin, tripsin,
kemotripsini elde etmistir. Saf enzimlerin elde edildigi bu 6nemli gelismelerden

sonra enzimlerin yapisi ve 6zelliklerine iliskin ayrintili bilgilere ulagilmistir (14).

Enzimler cok etkili ve spesifik katalizorlerdir. Enzimle katalize edilen reaksiyonlar
enzimle katalize edilmeyen reaksiyonlardan 10° — 10" defa daha hizhi cereyan
ederler. Enzimler etki ettikleri maddeler olan substratlari icin oldukg¢a spesifiktirler.
Bazi enzimler benzer yapida bir grup substrata etki ederken bazilar1 da tek bir

molekiil tiirii tizerine etki ederler. Bir ¢ok enzim stereospesifite gosterir (15).

2.1.1. Enzimlerin yapisi

Enzimde proteini olusturan amino asitlerin sayisi, dizilis siras1 ve molekiillerin yapis1

belirli bir diizen i¢indedir ve bu diizen enzimin substrat segiciligini saglar.



Baz1 enzimler sadece proteinden olusurken, bazilar1 ise proteinin yaninda protein
olmayan bir kisim igerirler. Bu tip enzimlerde, enzimin protein kismina “apoenzim”,
protein olmayan kismina “kofaktor” denir. Kofaktorler bir ¢ok enzimin katalitik
aktivite gosterebilmesi icin gerekli olan maddelerdir. Esansiyel iyonlar ve
koenzimler (organik bilesikler) olarak ikiye ayrilirlar. Koenzim sikica baglh ise
“prostatik grup” adi verilir. Apoenzim ve koenzim birlikte “haloenzim” olarak

adlandirilirlar. Haloenzimin biiyiik bir kismini1 apoenzim olusturur.

Enzim molekiiliiniin belirli bir bolgesinde belirli amino asitlerin olusturdugu bir
kistm bulunur. Protein zincirinin bu kismi enzimin katalitik etkisinden sorumlu olup
“aktif bolge” olarak tanimlanir. Substrat ve eger varsa koenzim bu merkeze baglanir

(15).

2.1.2. Enzimlerin adlandirilmasi ve siiflandirilmasi

Enzimler onceleri iizerine etkilerini gosterdikleri substratlara “-az” takis1 eklenerek
adlandirilmislardir. Nisastayr hidroliz edenlere amilazlar, yag hidroliz edenlere
lipazlar ve proteinleri hidroliz edenlere de proteazlar denmistir. Bundan kisa bir siire
sonra benzer reaksiyonlari katalizleyen enzimlere katalizledikleri kimyasal reaksiyon
tipini  gosteren isimler verilmistir. Bunlar, dehidrojenazlar, oksidazlar,

dekarboksilazlar, agilazlar vb diye isimlendirilmislerdir.

Uluslararas1 Biyokimya Birliginin (IUB) diizenlemesine gore enzimlerin katalizledigi
kimyasal reaksiyon tipine ve reaksiyon metabolizmasina dayanilarak adlandirma ve

siniflandirma yapilmaktadir.

IUB sisteminin temel 6zellikleri sunlardir:

1- Reaksiyonlar ve onlar katalizleyen enzimler 6 sinifa bdliiniirler; bunlarin her
birinin 4-13 alt simif1 vardir.
2- Enzim adinin iki kismi vardir. Ilki substrat veya substratlarin adidir; “-az” ile

sonlanan ikincisi katalize olunan reaksiyon tipini gosterir.



3- So6z konusu reaksiyonun dogasini aydinlatmak icin eger ek bilgi gerekli ise,
parantez i¢inde verilebilir.

4- Her enzimin bir kod numaras1 (EC) vardir; bu numarada reaksiyon tipini 1. sayz,
vericinin etkiledigi grubu 2. sayi, alic1 olarak yararlanilan grubu 3. say1 ve

adlandirilan enzimi 4. say1 belirlemektedir (13).

Bu gruplar asagidaki gibidir;

Cizelge 1.1. Enzimlerin siniflandirilmasi (15).

Smif  Isim Katalize ettigi reaksiyon tipi parantez i¢inde verilebilir.
1 Oksidorediiktazlar Oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlari
2 Transferazlar Iki molekiil arasinda bir atom veya grubun transferi
3 Hidrolazlar Hidroliz reaksiyonlari
4  Liyazlar Substrattan hidroliz yolu disindaki bir yolla bir
grubun ayrilmasi
5 Izomerazlar [zomerizasyon reaksiyonlari
6 Ligazlar ATP ve diger niikleosid tri fosfatin yikimu ile birlikte

yeni bir bagin sentezi

2.1.3. Enzim aktivitesini etkileyen faktorler

Enzimler biyolojik sistemlerde ¢ok kiiciik miktarlarda bulunurlar. Bu nedenle bu

proteinin miktarindan ziyade biyolojik sistemde gosterdigi aktivite miktar1 ol¢iiliir.

Bir {inite enzim: Standart kosullarda 1 mikromol (umol) substrati iiriine ¢eviren

enzim miktar1 bir iinite olarak kabul edilmektedir.

Enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin hizini etkileyen faktorler asagidaki

sekilde siralanabilir;



e  Ortamin pH s1

e Sicaklik

¢ Enzim konsantrasyonu

e Substrat konsantrasyonu

e Zaman

e Reaksiyonun iiriinii

e (esitli iyonlarin konsantrasyonu ve 6zellikleri

e [sik ve diger fiziksel faktorlerin etkisi

Bu faktorlerin enzim tepkimesi iizerine olan etkilerini tayin etmek i¢in farkli kosullar
altinda enzim reaksiyon hizinmi saptamak gerekir. Enzim aktivitesini 6lgmek icin
kaybolan substrat miktarin1 yada ortamda birim zamanda olusan iiriin miktarini

olcmek gerekir. Her iki halde de enzim aktivitesi (V) olarak tanimlanmaktadir (16).

2.1.4. Enzimlerin endiistride kullanimlari

Endiistriyel katalizor olarak enzimlerin klasik kimyasal katalizorlere gore asagidaki

astiinliikleri vardir:

o {leri derecede substrat spesifikligi, istenmeyen yan iiriinlerin olusumunu biiyiik
Olciide elimine eder ve sadece materyal maliyetini diisiirmez ayn1 zamanda cevre
sorunu da olusturmaz.

e Bazi spesifik reaksiyonlar enzimler olmadan gerceklestirilemez.

® Proses kosullarmin 1siya duyarli substratlart bozma olasilig1 azalir ve prosesin
korozyon etkilerini ve enerji gereksinimini diisiiriir.

® Reaksiyon hiz1 yiiksek ve maliyet diisiiktiir.

Enzimler gida, deterjan, deri ve tekstil endiistrilerinde onemli kullanim alanina
sahiptirler. Gida endiistrisinde pastorizasyon ve sterilizasyonun uygun sekilde
yapilip yapilmadigini tespit igin enzim tayinlerinden faydalamilir. Ornegin siitte

bulunan alkali fosfataz enzimi, pastorizasyon i¢in gerekli olan 1sida inaktive olur.



Dolayisiyla pastorizasyondan sonra ALP enzimi tayini, pastOrizasyonun uygun
yapilip  yapilmadigint  gosterir.  Benzer sekilde  gidalardaki  bakteriyel
kontaminasyonun derecesi de gidada normal olarak bulunmamasi gereken enzimlerin
tayini ile tespit edilebilir. Ornegin siitte ¢ok az miktarda bulunan rediiktazlar
bakteriler tarafindan biiyiik miktarda iiretilirler. Rediiktazlar anaerobik sartlarda
metilen mavisinin renksiz loykometilen mavisine indirgenmesini katalize

ettiklerinden kolayca tayin edilebilirler.

Bugdaylar ¢ok rutubetli yerlerde muhafaza edilirlerse veya hasat zamani yagmurlu
gecerse bugday tohumlarinda filizlenme meydana gelir. Tohumlarda a-amilaz
aktivitesi tayini filizlenmenin derecesini gosterir. Zira bu sekilde bekletilen
tohumlarda a-amilaz ve bazi proteolitik enzimlerde artis meydana gelir. Bu artis da

nisasta ve proteinlerin yikilmasina sebep olur.

Glukoz izomeraz enzimi etkisiyle glukozun fruktoza cevrilmesi de ekonomik olan bir
tatlandirici elde etmek igin ticari olarak uygulanan bir enzimatik islemdir. Boyle bir
islemle tathilik derecesi 70 olan glukozdan tatlilik derecesi 170 olan bir tatlandirici
elde edilmis olur. Bitkisel bir proteaz olan ve papaya meyvesinden elde edilen papain

et yumusaticisi olarak kullanilir.

Deri ve tekstil endiistrisinde bakteriyel proteazlar deriden yiiniin gevsetilerek

ayrilmasinda kullanilir (15).

2.1.5. Enzimlerin biyomedikal kullanim

Yeryiiziinde yasam enzimlerle olasidir. Bu nedenle enzimler biyomedikal bilim
dallarinin pek ¢ok alanini etkilerler. Bazi hastaliklar enzimlerin sentezinde genetik
yonden saptanmis anormalliklere baglidir. Bazi durumlarda O6rnegin  kan
saglanmasinin yetersiz oldugu durumlarda bazi enzimler plazmaya sizar. Plazmada
bu tiir enzim aktivitelerinin Sl¢iimii tibbi bozukluklarin tanisinda onemli bir kismi

olusturur (13).



Giintimiizde klinik biyokimya laboratuarlarinda yapilan analizlerin %10-15 kadarini
enzimatik analizler olusturmaktadir. Kalp, karaciger, kas, hemotolojik ve kalitsal
hastaliklar enzimlerin kullanildig1 en yaygin tani alanlaridir. Bazi hastaliklarin

tedavisinde de enzim preparatlarindan ilag olarak yararlanilmaktadir.

2.2. Immobilizasyon Hakkinda Genel Bilgiler

Enzim iiretiminde hammadde sorunu mikrobiyal kaynaklarca biiyiik oOlciide
coziilmiis goriinmektedir. Bununla birlikte enzimlerin mikrobiyal kaynaklardan
izolasyonu ve saflastirllmast olduk¢ca masrafli bir istir. Dolayisiyla bu

biyokatalizorlerin potansiyellerinden olabildigince yararlanmak gerekir.

Bilindigi gibi enzimler suda c¢oziinen, spesifik katalizorlerdir. Endiistriyel
uygulamalarin ¢ogu sulu cozeltilerde gerceklestiginden katalizor olarak kullanilan
serbest enzimin aktivitesini yitirmeden geri kazanilmasi olanak disidir. Serbest enzim
reaksiyon ortamindan istenilen anda uzaklastirllamadigindan reaksiyonun kontrolii
giictiir. Reaksiyonun istenilen anda durdurulmasi ic¢in  inhibitor katilmasi
diisiiniilebilir. Ancak bununla da serbest enzimin yaninda yeni bir kirlilik unsuru
olusacaktir. Uriinlerin kirlilik unsurlarindan aritilmas1 maliyeti cok artirmaktadir.
Ayrica serbest enzimin aktivitesini yitirmeden ortamdan c¢ikarabilmek olanaksiz
oldugundan enzimin yeniden kullanilabilmesi de s6z konusu degildir. Bu ise
enzimlerin cok spesifik ama o 6lciide pahali katalizorler olmalar1 nedeniyle maliyeti
yiikselten 6nemli bir etkendir. Bir de serbest enzimler siirekli iiretim sistemlerine
uygulanamazlar. Tiim bu sorunlar1 olumlu yodnde c¢o6ziimleyebilmek, enzimleri
endiistri i¢in daha c¢ekici hale getirmek icin enzim immobilizasyonu {iizerine

arastirmalar yogunlagmustir.

Enzim immobilizasyonu, Kkatalitik proseslerde enzim molekiillerinin katalitik
aktifligini koruyarak tekrar ve siirekli kullamimini saglamak amaciyla bir destek

maddesine fiziksel veya kimyasal tutturulmasi olarak tanimlanabilir.



Enzimlerin immobilize edilmelerinin en 6nemli avantajlart asagida ozetlenmistir.

1- Immobilize enzimler, serbestce hareket eden enzimlere gore daha biiyiik islemsel
avantajlara sahiptirler (enzimin kararliliginin artmasi, siirekli yada tekrarlanabilir
kullanimin miimkiin olmasi, enzimin iiriinlerden kolayca ayrilabilir olmasi gibi).

2- Immobilize enzimler 1s1, pH ve organik reaktiflere kars1 daha dayaniklidirlar.

3- Immobilize enzimler substrat ve iiriiniin inhibisyonuna kars1 koyarlar ve enzimin
aktivitesini uzun siire korumasini saglarlar.

4- Immobilize enzim sistemlerinin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri secimli olarak
degistirilebilir. Cesitli diizenek ve proseslere uygulanabilirler.

5- Membrana  baghh enzimler invivo dogal sistemleri icin model olarak

secilebilirler.

Enzimlerin immobilize edilmelerinin bazi dezavantajlari da vardir. Bunlarin

baslicalar1 asagida 6zetlenmistir.

1- Immobilizasyon islemi boyunca enzim aktivitesi azalabilir veya kaybolabilir.
2- Cok basamakli immobilizasyon islemlerinde enzim kararlilig: sinirlidir.

3- Enzim tasiyicilarinin maliyeti yiiksektir.

2.2.1. Enzim immobilizasyon yontemleri

Kelime anlami olarak immobilizasyon hareketi simirlandirma demektir. immobilize
edilmis enzimlerin de gercekten hareketleri siirlandirilmis olmaktadir. Bazi
arastirmacilar hatali olarak “immobilize” terimi yerine “tutuklanmis”, “coziinmez
hale getirilmis”, “baglanmis” gibi terimleri kullanmaktadirlar. Immobilize enzim
cerceve bir isim olup digerlerini kapsarken digerleri yalniz alt bir immobilizasyon

yontemini ifade etmektedirler.

Enzim immobilizasyonu i¢in kullanilan ¢esitli metodlar vardir. En yaygin kullanilan

immobilizasyon yontemleri sematik olarak Sekil 2.1 de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. En yaygin kullanilan immobilizasyon yontemleri (12)
E: Enzim molekiili
T: Tasty1ci
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Baglama vOntemleri

Tasiyiciya baglama

Enzim immobilizasyonunda dogal veya sentetik bir¢cok organik ve inorganik
materyal kullanilmaktadir. Tasiyict membran, suda c¢oziinmeyen kat1 veya polimer

olabilir. Tagiyicinin aranilan niteliklere sahip olmasi gerekir. Bunlar:

e Hidrofilik karakter,

e Suda ¢oziinmeme,

e Gozenekli yapi,

e Mekanik stabilite ve uygun partikiil formu,

¢ Kimyasal ve termal stabilite,

e Kovalent baglamada kullanilacak tasiyicilar 1liman kosullarda reaksiyon
verebilen fonksiyonel gruplar tagimali,

e Mikroorganizmalara kars1 direnglilik,

e Ucuzluk,

o Zehirsizlik,

® Rejenere olabilme.

Cizelge 2.1. En yaygin kullanilan tasiyicilar (12)

Anorganik Dogal Polimerler Sentetik Polimerler

Kil, cam Seliiloz Polistiren turevleri
Silikajel Nisasta Poliakrilamid

Bentonit Dekstran Naylon

Hidroksiapatit Agar ve agaroz Vinil ve allil polimerler
Titandioksit Karragenan Oksiranlar
Zirkonyumdioksit Kollegen Metakrilat tiirevleri

Nikeloksit Kitin ve kitosan Iyon degistirici regineler
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Tasiyiciya baglamada bir protein olan enzim molekiiliiniin yapisindan yararlanilir.
Molekiil yiizeyindeki fonksiyonel gruplar, iyonik gruplar ve hidrofobik bolgeler bu

baglanmada rol alirlar (12).

Kovalent baglama

Enzim ile suda ¢oziinmeyen aktiflestirilmis destek arasinda kovalent bag olusumu
enzimlerin immobilizasyonu i¢in oldukca sik kullanilan bir tekniktir. Bu teknik
enzim tiirevlerinin kararli olmasim saglar ve enzimin ¢ozeltiye gecmesini engeller.
Kovalent baglama, genellikle enzimin yapisinin ve fonksiyonel gruplariin bilindigi
durumlarda kullanilir. Enzimin immobilizasyonunda, enzimin ozellikleri, aktif
ucunun yapisi, pH, sicaklik ve organik coziiciiler gibi faktorlerden dolayr sinirl

sayida yontem kullanilabilir (17,18).

Kovalent bagl destek-enzim kompleksinin aktifligi dogal enziminkinden farkl
olabilir. Bu farkin biiyiikliigli tasiyici materyalin bicim ve biiyiikliigiine, etkilesme
metodunun dogasina, tasiyict materyalin bilesimine, enzim yapisina ve reaksiyon

sirasindaki spesifik sartlara baglidir (19).

Kovalent baglama ile immobilizasyon iki basamakta gerceklestirilir. Birinci basamak
destek maddesinin aktiflestirilmesi, ikinci basamak enzimin kovalent baglanmasi
seklindedir. Destek maddesi; hidroksil, karboksil, amino, tiyol gibi fonksiyonel
gruplar tagimalidir. Aktiflestirilmis destek materyallerine kovalent bagla baglanan
enzimlerin fonksiyonel gruplari, polipeptit zincirlerin o-amino gruplari, arjinin ve
lisinin o-amino gruplari , glutamat ve aspartatinin o-karboksil gruplari ve zincirlerin
o-karboksil gruplart (17,20), serin ve treaninin hidroksil gruplart (21), tirozinin
aromatik zincirleri, histidinin imidazol halkasi, triptofanin indol halkasi ve sisteinin
siilfidril gruplar1 gibi gruplardir. Immobilizasyon reaksiyonunda aktiflestiriciler
enzimlerin bu fonksiyonel gruplar ile ve tasiyicilarin icerdigi diazonyum tuzu, asit
azid, izosiyanat, imin, imido-ester ve halojeniirler gibi reaktif gruplar ile kovalent

bag olustururlar (17,20).
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Iyonik baglama

Bu yontem, iyon degistirme yetenegine sahip suda ¢oziinmeyen tasiyicilara enzimin
iyonik baglanmasi temeline dayanir. Bazi durumlarda iyonik baglanma yaninda

fiziksel adsorpsiyon da etkili olmaktadir.

Iyonik  baglanma ¢ok 1liman  kosullarda  gerceklestifinden  enzimin
konformasyonunda ve aktif merkezinde degisiklige sebep olmaz. Ancak enzim ile
tastyict arasindaki bag kovalent bag kadar giiclii olmadigindan enzim kacist soz

konusudur (12).

Adsorpsiyon

Adsorpsiyon metodu en eski ve basit bir immobilizasyon metodudur (19). Suda
coziinmeyen tasiyicilarda adsorpsiyon yoOnteminin immobilizasyonda ¢ok

kullanildigin1 gérmekteyiz.

Yontem; yiizey aktif suda c¢oziinmeyen bir adsorbanin enzim c¢ozeltisi ile
karigtirilmas1 ve enzimin asirisinin iyice yikanarak ortamdan uzaklastirilmasina

dayanir. Enzimin tasiyiciya baglanmasinda etkin olan Van der Waals kuvvetleridir.

Bir enzimin suda ¢oziinmeyen tasiyiciya adsorpsiyonu pH, ¢oziicii, iyon siddeti,

enzim-adsorban oran1 ve sicaklik gibi faktorlere baghidir.
En cok kullanilan adsorbanlar; aktif karbon, nisasta, anyon ve katyon degistiricili
recineler, sentetik polimerler, silikajel ve killer, alumina, gozenekli camlar ve

seramiklerdir (22).

Tasiyiciya baglanmanin yarar ve sakincalar1 da sunlardir;
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Cizelge 2.2. Tasiyiciya baglanmanin yarar ve sakincalari (12)

Yararlan Sakincalari
* Reaktif tasiyiciya enzim baglanmasi * Enzim immobilizasyon kosulla-
kolaydir ve bagli olmayan enzim rindan etkilenebilir.
yikama ile uzaklastirilabilir. * Baglanma aktivite i¢in zorunlu
» Kat1 tasiyiciya bagh katalizator kul- amino asit artiklari tizerinden
lanishdir (siizme ve santrifiijleme ile gerceklesebilir.
ayrilir) * Enzimin tasiyiciya baglanmasi
* Reaksiyon ortamindan istenilen anda 0zel ve masrafli islemleri
uzaklastirilabilir. gerekli kilabilir.

e Uriinleri kirletmez.

* Tasiyicinin yapisina bagiml olarak
yeni spesifiklikler kazanabilir.

* Siirekli sistemlere uygundur.

* Degisik fiziksel formlarda (tabaka,

partikiil, fiber vb) imal edilebilirler.

Capraz baglama

Enzim molekiilleri baska bir destek maddesi olmadan kendi aralarinda molekiil ici
veya molekiiller arasi capraz baglanarak immobilize olabilirler. Bu metod ii¢ boyutlu
capraz baglanmis enzim olusumu esasina dayanmaktadir. Capraz baglanma ile
enzimlerin immobilizasyonu ¢ok basit olmasina ragmen enzimlerdeki 0zel
fonksiyonel gruplarin ¢apraz baglayici olarak kullanilabilmesi i¢in gereken sartlarin
secimi ve kurulmasi zordur (23). Enzim aktivitesi reaksiyon siiresi, sicaklik, iyonik
siddet, pH, capraz baglayici madde ve enzim konsantrasyonu gibi faktorlere ve
bunlar arasindaki dengeye baglidir. Bu metodun en 6nemli avantaji, tek bir islemde
enzimleri immobilize etmek i¢in iki yada c¢ok fonksiyonlu maddelerin
kullanilabilmesidir. Bu metodun dezavantaji ise yliksek aktiflik gdsteren immobilize
enzim elde etmek icin molekiiller arasi capraz baglanma reaksiyonunun kontrol

edilmesindeki zorluklardir. Capraz baglayici olarak enzim immobilizasyonunda
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kullanilan ¢ok fonksiyonlu maddeler diazobenzidin, 1,5-diflor-2,4-dinitro benzen,
glutaraldehit, triklor-s-triazin, hekzametilendiizosiyanat, 2.4-diizotiyosiyanotoliien

dir.

Capraz baglanma reaksiyonu c¢ok 1liman kosullarda gerceklesmediginden bazi
durumlarda Onemli Olciide aktivite kayb1 soz konusudur. Capraz bagli enzimler
mekanik bakimdan c¢ok kararsizdir ve simdiye kadar yalnizca immunolojik testlerde

kullanilmaslardir (12).

Tutuklama vada hapsetme yontemleri

Bu metod polimerik matriks yapisinda veya yari gegirgen membranlarda enzimin
hapsedilmesine dayanir (19). Enzim sulu monomer veya polimer cozeltisinde
coziiliir. Polimer olusumu ve/veya ¢apraz baglanma 1siyla, gama radyasyonu veya
UV 1ginlan ile baglatilir ve olusan hidrofilik polimer icinde enzim hapsedilir
(22,24,25). Polimerik matriks yapisi, substrat ve iiriiniin difiizyonuna izin verirken
proteinin diflizyonunu engellemesi i¢in yeteri derecede siki olmalidir. Bu metod her
cesit enzimi, diger biyokatalizorleri, biitiin hiicreleri veya farkli captaki

mikroorganizmalar1 hapsetmek i¢in ¢cok genel kullanilabilir (19).

Membranda tutuklama

Mikrokapsiil ile hapsetme metodu, 1-100 mikron caph kiicik yar1 gegirgen
membranlar icinde enzim molekiillerinin hapsedilmesini igerir. Yar1 gecirgen
membran, biiyilk protein veya enzimlerin mikrokapsiil disina ¢ikmasma engel
olurken, kiiciik substrat ve iiriinlerin serbestce girip ¢ikmasina izin verir. Enzimlerin
mikrokapsiillenmesi i¢in basit iki metod vardir. Bunlar faz ayrimi ve ara yiizey
polimerizasyonudur. Faz ayrimi metodunda, enzim ve mikrokapsiilii olusturan
cozelti damlalar seklinde coktiiriiciiye ilave edilir. Ikinci metodda ise enzimin sulu
bir ¢ozeltisi, suyla karismayan organik ¢ozelti igerisinde emiilsiye edilir. Ortama

eklenen polimer ¢ozeltisi, enzim mikrodamlalarinin etrafinda membran olusturur.
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Boylece enzim polimerik membran tarafindan sarilarak mikrokapsiillenmis olur. En

cok kullanilan membranlar naylon, seliiloz, polisiilfon, poliakrilattir.

Mikrokapsiilleme ile hapsetme metodunda herhangi bir modifikasyon olmadigindan
enzim aktifligi serbest enzim aktifligine cok yakindir. Bu metod ile oldukca biiyiik
yiizey-hacim oranina ulasilir (26). Yiizey-hacim oraninin biiyiik olmasi, mikrokapsiil
icerisinde olusan enzim sustrat reaksiyonunu arttirir. Bu metodun dezavantajlari
mikrokapsiil olusumu sirasinda yiiksek protein konsantrasyonuna gerek olmasi ve

yiiksek molekiil agirlikli substrat ve iiriinler i¢in sinirli olmasidir.

Matrikste tutuklama

Kafes tipi hapsetme metodu, suda ¢éziinmeyen ¢apraz baglh polimerlerin bogluklari
icinde enzimin tutulmasi esasina dayanir. Bu metod da enzim igeren monomer veya
polimer ¢ozeltilerine UV veya gama 1sinlar1 uygulayarak yiiksek oranda ¢apraz bagh
bir polimer sebekesi olusturulur. Enzim molekiilleri fiziksel olarak polimer kafes

icerisine siirekli olarak girip cikabilir.

Enzim kimyasal modifikasyona ugramaz. Bu metod, farklh fiziksel formlarda suda
coziinmeyen enzim tiirevlerinin hazirlanmasina olanak verir. Enzim tiirevlerinin
jelatinimsi dogasi, immobilize bir enzimin hem diizenli hem de diizensiz yiizeyler
tizerinde kolayca depolanmasini saglar. En yaygin Ca-aljinat, agar, poliakrilamit ve
kollojen gibi polimerler matriks olarak kullanilir. Molekiil kiitlesi 15000’den fazla

olan enzimler bu amagcla kullanilir. Substrat da biiyiik molekiillii olmamalidir.

Bu metodun sahip oldugu avantajlar asagida verilmistir.

1- Capraz bag olusumunda kullanilan gama veya UV i1sinlar1 enzim yapisini ve
aktifligini kimyasal proseslerden daha az etkiler.
2- Ortamdaki capraz baglayici ve monomer derisimini degistirmek suretiyle farkli

biiytikliikte gbzenek iceren polimerik kafes iiretilebilir.
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3- Polimerlesme genelde hem kolay hem de hizli bir sekilde gerceklestirilir
(21,25,27).

Bu metodun dezavantajlar1 capraz bagli polimer sebekesinden enzimin sizmasi,

yalnizca kiiciik hacimli substratlar i¢in uygun olmasi ve makromolekiiler substratlar

icin ¢ok diisiik aktivite gdstermesidir.

Cizelge 2.3. Immobilizasyon metodlarmin karsilastiriimasi (28)

METOT AVANTAJ DEZAVANTAIJ
7 Enzim hi¢bir degisiklige Iyonik siddetin degismesi
g ugramaz. Tastyicinin yenilenmesi | desorpsiyona neden olur. Enzim
é’ miimkiindiir. Ucuz ve basit bir mikrobial, proteolitik ataklara
8 tekniktir. maruz kalir.
2
Enzimde higbir degisiklik olmaz. | Difiizyon substrat doniisiimiinii
<« Enzim mikrobiyal veya etkiler. Makromolekiiler substratlar
% proteolitik etkilerden etkilenmez. | icin etkili degildir. Stirekli enzim
% kaybedilmesinde gdozenek
E biiyiikliigiiniin etkisi vardir. Enzim
genellikle inaktive olur.
= L pH, zayif kuvvetler tarafindan ve | Aktif bolge kolayca etkilenebilir ve
é % substrat konsantrasyonundan maliyeti yiiksektir.
§ ,é etkilenmez.
g &
Enzim siki bir sekilde baglanir bu | Hazirlama esnasinda enzim aktivite
yiizden kaybolmaz. kaybeder. Makromolekiiler
< %ﬂ substratlar i¢in uygun degildir.
é é Tastyicinin yeniden
zﬂ)ﬁ g kullanilabilirligi yoktur.
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2.1.2. immobilizasyon metodunun secimi

Basaril1 bir immobilizasyon i¢in asagidaki faktorler goz oniinde bulundurulmalidir.

1-
2.

Enzim reaksiyonun yiiriitiilecegi kosullarda kararli olmalidur.

Capraz baglayici reaktifler, enzimin aktif uglari ile reaksiyona girmemelidir veya
capraz baglayici reaktif enzimin aktif ucuna niifuz etmesin diye olabildigince
biiyiik olmalidir.

Miimkiinse enzimin aktif ucu bir sekilde korunmalidir. Ornegin siilfidril
enzimleri sistein ile reaksiyona sokularak korunabilir ve daha sonra enzim tekrar
aktiflestirilebilir.

Immobilizasyonda, baglanmamis enzimi uzaklastirmak icin uygulanan yikama
islemi enzimi etkilememelidir.

Immobilize enzim, bazi kimyasal reaksiyonlarda devamli katalizér olarak
kullanilacak ise immobilizasyon metodunu se¢cmeden Once reaksiyonun dogasi
g6z oniinde bulundurulmalidir.

Son olarak, destek materyalinin mekanik 6zellikleri, 6zellikle fiziksel formu ve

mekanik kararlilig1 g6z 6niinde bulundurulmalidir.
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3. UREAZ

3.1. Ureaz Enzimi ve Ozellikleri

Ureaz hidrolaz smifi bir enzimdir. 1926 yilinda Sumner tarafindan soya
fasulyesinden kristal halde elde edilmistir. Bu olay enzimoloji tarihinin Onemli
olaylarindandir. ilk defa bir enzim saf olarak elde edilmis ve enzimlerin protein

yapisinda olduklar1 kesin olarak anlasilmistir.

Enzimin ii¢ boyutlu yapisi X 1sinlari kristallografisi ile 1930’1u yillarda bulunmasina
ragmen, ancak bilgisayar teknolojisinin gelismesiyle 1967 yilinda miimkiin olmustur

(29).

Uluslararas1 Biyokimya Birligi (U.B. International Union Biochemistry ) 1961
yilinda aldig karar ve 1972 yilinda yaptig1 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 a¢ilamidaz oldugunu

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

(30).

Ureaz iirenin amonyak ve karbondioksite parcalanmasini katalizler. Bu tepkimeyi
katalizor olmadan gerceklesen reaksiyon hizini 10" kat artirmak suretiyle yapar (31).
Normalde {iire hidrolizi yavas gerceklesen bir islemdir. Katalizor olmadan

gerceklesen reaksiyonda olusan iriinler amonyak ve siyaniirik asittir.
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Katalizor varliginda gerceklesen reaksiyonda ise iirlinler amonyak ve karbonik
asittir. Son olarak karbonik asit kendiliginden pargalanarak karbondioksit ve
amonyaga doniisiir (32).

0 H0
|

- + NH‘,I$I
HaN" “NH, urease HoN ~0©

0=
=0

o

Ho0
1] =)

HEN’G“DE’ L._ HCO, + NH4

Sekil 3.1. Ureazin kataliz reaksiyonu (33)

Ureaz enzimi en cok bitki, mantar ve bakterilerde bulunur. Ureyi azot ve
karbondioksite parcalayarak azot sirkiilasyonunda 6nemli bir rol oynar (34). Ayrica
ziral giibrelemede {iirenin hidrolizini hizlandirmada, insan ve hayvanlarda cesitli

hastaliklarin olusmasinda da 6nemli rol oynar.
Aragstirilan en yaygin iireaz iceren kaynaklar sunlardir;

1- Klebsiella aerogenes: Gevis getirenlerin sindirim sisteminde yasayan ve icerdigi
tireaz (KAU) sayesinde azot metabolizmasinda 6nemli rol oynayan bir bakteridir.

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

3- Canavalia ensiformis: Bir tiir fasulyedir. Bulundugu bitkide topraktan azot
emiliminin yeterli olmadig1 durumlarda azot deposu olarak kullanilan argininin
aci8a cikardigy iireyi icerdigi iireaz (JBU) sayesinde amonyaga cevirerek azot
kaynag olarak kullanilmasina yardim eder.

4- Helicobacter pylori: Insanlarda mide rahatsizigina sebep veren bir bakteridir.

Midenin asidik yapisini etkileyerek iilser vb rahatsizliklara sebep verir (35).



21

3.1.1. Ureaz enziminin molekiiler 6zellikleri

Ureaz monomer olarak aktiftir ve multimerik yapida genel olarak trimer yada
hekzamer olarak bulunur. Polipeptit zincirinin 840 amino asitten olusan alt biriminin
molekiiler agirligi 90 777 kDa olarak not edilmistir. Ureazin yaklasik molekiil
agirligi 545 365 kDa olarak bulunmustur (36).

3.1.2. Ureaz enziminin iic boyutlu yapisi

Ureaz (Canavalia ensiformis) 1926 yilinda 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 (31). 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 ¢ok énemli rol oynamaktadir.

Enzimin ii¢ boyutlu yapist sekil 3.2 de gosterilmektedir. Sekildeki yesil, mavi,
kirmizi kisimlar sirastyla a, B, y alt birimlerini gostermektedir. Aktif merkezde Ni

iyonlar1 ise pembe ile gosterilmistir.

(a)
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(b)

Sekil 3.2. BPU ii¢ boyutlu yapis1 a) iistten goriiniim, b) yandan goriiniim (37)

Bilinen kaynaklardan elde edilen iireaz apoenzim degildir ve dolayisiyla aktiflesmek
icin Ni iyonlarma ihtiya¢c duymaz. Aktif merkezde iki Ni iyonu ve bunlara bagh

gruplar bulunur. Arastirmalar sonucunda elde edilen BPU aktif merkez yapisi

L Ex

Hlmzdnj'

sOyledir;

Hisu275 ’
v . WB Hisx139

md

Glyx280

Arge339

Sekil 3.3. BPU aktif merkezi (37)

Sekil 3.3 de karbon, azot, oksijen, kiikiirt ve nikel atomlar1 sirasiyla sari, mavi,

kirmizi, yesil ve gri renkte gosterilmiglerdir.
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3.1.3. Enzimatik tepkime mekanizmasi ve nikel iyonunun rolii

Reaksiyon ve inhibisyon mekanizmasi tam netlik kazanmamistir (35). Arastirmalar
sonucu elde edilenlerle enzimin katalizledigi reaksiyonlarda aktif merkezdeki nikel
iyonunun ¢ok onemli rol oynadigi, reaksiyonun bu iyonlar iizerinden gerceklestigi ve
bu reaksiyon mekanizmasinda iki Ni iyonunun farkli gorevleri oldugu
diistiniilmektedir. Bunlardan biri iireyi baglar ve aktiflestirir digeri ise niikleofilik su

molekiiliinii baglar ve aktiflestirir (37).

Ho273

te!mnanmlta \l—
GoTh0 Intermadia AI3EE
Hod23

Sekil 3.4. BPU kataliz reaksiyon mekanizmasi (35)
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3.1.4. Patojenlerde iireaz enziminin rolii

Proteus mirabilis: Insanlarda en cok tas olusum sebeplerinden biri de Proteus
mirabilis adindaki mikroorganizmadir. Salgiladigi {ireaz enzimiyle {ireyi
parcalayarak amonyak olusumuna ve alkali idrara neden olan Proteus en sik saptanan
etkendir ve buna baglh olarak sitriivit (magnezyum amonyum fosfat) ile kalsiyum
fosfat taslar1 olusur. Yine Proteus mirabilis mikroorganizmasinin amonyak miktarini
artirmasindan dolayr bobregin akut ve kronik iltahaplanmasina sebep olmaktadir

(35).

Helicobacter pylori: Ulser ; mide veya duedenumun (onikiparmak barsagi) mide
asidi ve sindirim sivilar1 (pepsin gibi) tarafindan harabiyeti sonucunda meydana
gelen doku kaybidir. Doku kaybi asit pepsinin etkisiyle daha derinlere inebilir

enflamasyon denilen yara meydana getirir.

Bircok iilser Helicobacter pylori mikrobunun varligi ile meydana gelir. Duedenal
tilserlerde Helicobacter pylorinin varligit %100'e yakin oranla yiiksek bulunmustur.
Helicobacter pylori varligi saptanan, ancak iilser goriilmeyen kisilerin varligindan
dolay1, Helicobacter pylori varligi yaninda bagka faktorlerde (6rnegin irsiyet) olmasi
gerektigini diisiindiirmektedir. Helicobacter pylori varliginin iilser yapmasi disinda

miizmin gastrit yaptig1 kesindir. Mide kanserlerine yol ac¢tig1 da iddia edilmektedir.
3.1.5. Ureaz enzimi icin inhibitorler

Ure zirai uygulamalarda en yaygin kullamlan giibredir. Bunda ucuz, kolay
uygulanabilir ve yiiksek miktarda azot icermesi onemli rol oynar. Toprakta yiiksek
tireaz aktivitesi bitkilerin amonyak zehirlenmesi ve pH artisiyla zarar gérmesine
sebep oldugu icin problem olusturur. Bazik topraklarda ise amonyak atmosfere

verilir ve bu da ¢evre icin tehdit olusturan ve ¢oziilmesi gereken bir sorundur (38).

Insanlarda ve hayvanlarda iireaz iceren patojenlerin sebep oldugu hastaliklarin
tedavisinde kullanilacak ilaglarin gelistirilebilmesi ve cevreye verilen bu olumsuz

etkilerin onarilabilmesi i¢in iireaz inhibitor ¢alismalar1 olduk¢a 6nemlidir (39-40).
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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 (35).

3.1.6. Ureaz enziminin kullanim alanlari

Ureazin kullanim alanlar1 su sekilde siralanabilir;

e Biyolojik sivilarda iirenin miktarinin hesaplanmasinda
e Yapay bobrekte iirenin kandan uzaklastirilmasinda
e Atik sulardaki lirenin temizlenmesinde

® Yiyecek endiistrisinde iireyi meyve suyu ve yiyeceklerden uzaklastirmakta

kullanilir (41).

Biyolojik sivilarda iirenin miktarinin hesaplanmasinda: Ure viicudumuzda metabolik
reaksiyonlar sonucu ortaya cikan ve bobreklerden idrar yoluyla siirekli atilan en
onemli toksik maddelerden biridir (41). Amino asitlerin baslica a-amino asidinden
tiireyen amonyak insanlara potansiyel olarak toksik etkilidir. Amonyagin neden
oldugu toksik etki mekanizmasi tam olarak anlasilamamistir. Viicut bu toksik olan
amonyaktan toksik olmayan iireyi meydana getirir. Amonyagin lireye cevrilisi ve iire
dongiisiindeki metabolik yolun normal isleyisi sagligin korunmas i¢in esastir. Bazi
sirozlu bireylerde ve agir hepatitli hastalarda karaciger fonksiyonlar1 ciddi bir sekilde
etkilendiginden amonyak kanda birikir ve klinik semptom ve belirtilere yol acar.
Amonyak zehirlenmesinin semptomlari, konusmanin pelteklesmesi, gormede
bulanikligr agir vakalarda koma ve oliimii kapsar. Tedavi, kan amonyak diizeyini

diisiirmek iizere tasarlanan tedbirleri kapsar (13).

T1bbi amacli uygulamalar icin immobilizasyon sistemlerinin gelistirilmesinde en ¢cok
kullanilan enzimlerin basinda iireaz gelir. Bu enzimin bagil olarak ucuzlugu,
dayaniklilig1 ve kolay izlenebilmesinin yani sira kanda ve idrarda iirenin kantitatif

tayininde yaygin olarak kullanilmasi bu se¢imde g6z 6niinde bulundurulmaktadir.



26

Klinik uygulamalarda iire Ol¢iimii renal ve metabolik hastaliklarin teshisinde
kullanilmaktadir (42). Klinik iire tayinlerinde en ¢ok kullanilan yontem berthelot
yontemidir ancak basta spektrofotometrik olmak iizere bir¢cok iire tayin yontemi
vardir. Ure analizinde kullanilan spektrofotometrik yontemler sunlardir;

Nessler Yontemi; Ureazin iire ile enzimatik reaksiyonu sonucunda olusan NHj
nessler belirteci ile acik sar1 koyu turuncu arasinda renk olusturmakta, olusan bu renk

de spektrofotometrik olarak tayin edilmektedir.

| 07 (< — » (NH4),CO3

2Hgl, +4KI+NH; * + NaOH ------------ » NHyHgol; + H;O" + 4KI + Nal

Berthelot Yontemi; Ureazin iire ile enzimatik reaksiyonu sonucunda olusan NHj
sodyum hipokloritli ortamda ve sodyum nitroprosit katalizorii esliginde fenol ile
tepkimeye girerek mavi renkli indefenolu olusturur ve rengin siddeti iire miktariyla

dogru orantilidir. Olusan renk spektrofotometrik olarak olciiliir.

3NH, + 6HOC] —= NH;Cl

OH

0
R [FercM) NO> R
NH,Cl  + O — e + HCL + H,0

NCI
S oS
e CN)NOF. G-Q-N o+ H0
=)
[ R =H or COON

Sekil 3.5. Indefenol olusum mekanizmasi

Cift Enzim Yontemi; Hastalik teshisi i¢in yapilan tetkiklerde en ¢ok kullanilan

spektrofotometrik yontem ¢ift enzim yontemidir (43).
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| 07 (< » (NH4),CO3

Glutamat
NH," + a-Ketoglutarik asit + NADH ------------ » NAD + Glutamik asit
Dehidrogenaz

Giintimiizde, o©zellikle klinik calismalarda basit ve kolay uygulanabilir 6l¢iim
tekniklerine ilgi giderek artmaktadir. Bu nedenle de enzim ve madde kullanimini aza
indirecek  biyosensorlerin  gelistirilmesi  olduk¢a 6nemlidir (44). Ureazin
biyokatalizor olarak iire biyosensorlerinde kullaniminin gelistirilmesi biyokimya ve
klinik analizcilerin ilgisini ¢cekmeye devam etmektedir. Yapilan caligmalarda genel
prensip immobilize {ireaz ile membran yiizeyi kaplanarak olusturulan
biyosensorlerde iirenin amonyum ve bikarbonata doniistiiriilerek {iirlin miktarini

gozlemektir (45).

Yapay bobrekte iirenin kandan uzaklastirilmasinda: Bobrek bir bosaltim organidir.
Viicutta biriken {ire, iirik asit gibi metabolizma atiklarin1 disari atarak elektrolit ve su
kaybini diizenler. Insan viicudu giinde yaklasik 1,4 litre suyu idrar yoluyla atar. Bu
sekilde viicut idrarda bulunan zararli madde olarak adlandirilan cesitli kimyasal
maddeleri atmis olur. Bu zararli maddelerin viicuttan atilmasiyla bdobrekler
organizmadan zararli zehirli maddelerin atilmasi gibi hayati oneme sahip islevini
yerine getirir. Bobrek fonksiyonlarinin gostergesi olarak kandaki iire ve kreatinin
seviyesi onemlidir. Bobregin fonksiyonunu yerine getiremedigi durumlarda kanda
tire birikir. Bobrek yetmezligi c¢eken hastalarda {iirenin fazlasinin ortamdan
uzaklastirilmas1 biiyiik bir problemdir. Bobregin fonksiyonlarini yiiriitemedigi
durumlarda hasta hayatinin devamini saglamak icin bu fonksiyonlar iistlenen ¢esitli

yapay bobrek sistemleri gelistirilmistir.

Geleneksel yapay bobrekler hacimli, agir, karmasik ve pahali, tasimast ve
uygulamast  zor, hastanin hareketini engelleyicidir. Mikrokapsiillenmis {iireazin

kullanimiyla bobrek fonksiyonlar: zarar gormeden hastanin kanindaki iire seviyesini
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degistirmeyi siirdiirebilecek daha kullanisl, taginabilir ve kolay uygulanabilir bobrek

makinesi gelistirme ¢alismalar1 yapilmaktadir (31).

Atik sulardaki iirenin temizlenmesinde: Ure diyaliz ¢6zeltisinde bulunan bir atiktir.
Her kullanimda yaklagik 100 ile 300 litre diyaliz suyu olusur. Hem c¢evrenin
korunmast hem de bu suyun tekrar kullanilabilmesi i¢in iirenin bu ortamdan

uzaklastirilmasi gerekir (8).

3.2. Dogal Polimerler

Dogal polimerler, biyolojik olarak iiretilen ve benzersiz islevsel ozelliklere sahip
olan polimerlerdir. Proteinler (6rnegin kollojen, jelatin, elastin, aktin vb),
polisakkaritler (seliiloz, nisasta, dekstran, kitin, vb) ve Poliniikleotidler (DNA ve
RNA) baslica dogal polimerlerdir. Yasayan organizmalarin karmasik yapilarindan
dolayr iiretim maliyetleri yliksek ve yeterince biiyiik Olgeklerde iiretilememeleri,
karsilagilan baslica sorunlardir. Dogal polimerler, sahip olduklar islevsel ozellikler
nedeniyle degisik kullamim alanlarina sahiptirler. Kalinlastirici, jel yapici, baglayici,
dagitma ajani, kayganlastirici, yapistirict ve biyomalzeme olarak kullanilabilirler.
Dogal polimerlerle ilgili olarak oncelikle ¢oziime kavusturulmasi gereken sorun yeni
iiriinlerin  sentezlenmesinin arastirilmasidir.  Ote yandan, dogal polimerler
nanoteknolojide ve biyomimetik (dogay1 taklit eden) malzemelerin sentezlenmesinde
anahtar rolii oynamakta ve lipidtiibiiller (yag borucuklar1) ve protein lateksler gibi
biyopolimerik yapilarin gelistirilmesi, dogal polimerlerle ilgili pazar sansin1 onemli
oranda yiikseltmektedir. Dogal polimerler 6zellikle spesifik uygulamalarda ihtiyag
duyulan bosluklart doldurmakta, ancak bazi sentetik polimerlerin ¢ok ucuza
iretilebilme sansi1 dogal polimerlerin kullanimini etkilemektedir. Fermentasyon ve
saflagtirma teknolojilerinde elde edilen gelismeler ve ucuz dogal hammaddelerin
saglanmas1 sonucu, petrol bazli sentetik polimerlerin yerine dogal polimerlerlerin
kullanimin1 olanakli hale getirecektir. Dogal polimerler, biyomalzeme alaninin
vazgecilmez kaynaklaridir. Biyolojik ortamdaki makromolekiillerin benzeri veya
aynis1 olduklarindan, canli viicuduyla temas ettiklerinde zehir etkisi, iltihaplanma

gibi istenmeyen reaksiyonlar vermezler. Ancak, elde edildikleri kaynaga bagli olarak
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bilesimlerinin degismesi, Yyiiksek sicakliklarda bozunmalari ve bu nedenle
sekillendirilmelerindeki giicliik ve tiim bunlarin Otesinde immiinojenik olmalari
(bagisiklik tepkisine yol agmalar1)) ©Onemli dezavantajlaridir. Enzim varliginda
yapilarinin bozunmasi, yani biyobozunur oluslariysa gecici uygulamalarda kullanilan

biyomalzemeler agisindan avantajdir.

3.2.1. Aljinat

Aljinat 6zellikle Kuzey Atlantik kayalik kiyilarinda cok yaygin bulunan kahverengi
deniz alglerinin 6nemli bir polisakkarididir. 1,4 bagl B-D- mannopiranozil iironat ve
a-L- glunopranozil iironat ihtiva eder (46). Farkli seviyelerde de olsa, biitiin aljinat
molekiillerinde her iki homopolimerik sira birlikte bulunur (47). Aljinatin yapist ve
molekiill agirhigr kullanilan algin cinsine, yasma, boliimlerine ve aljinatin
ekstraksiyon islemlerine gore degisir (48). Ac¢ik denizlerde yasayan L. Hyperbore
alginin govdesinde dokulara yiiksek mekaniklik veren gulunorik asit yiiksek
miktarda bulunurken ayn1 algin su yiizeyinde duran ince uzun yapraklari daha esnek

bir yap1 saglayan diisiik guluronik asit igerigi ile karakterize edilen aljinata sahiptir.

Aljinat alglerde kalsiyum tuzu seklinde bulunur. Ticari olarak piyasaya daha ¢ok
sodyum aljinat formunda sunulmaktadir. Sodyum aljinat gida endiistrisinde jel
yapicl, stabilizator ve koyulastirict madde olarak ¢ok kullanilir. Ayrica aljinat jeller
protein, ilag, hiicrelerin salimi ve tutuklanmasi, doku ve organlarin onarimi i¢in

matriks olarak da kullanilirlar.

Aljinik asit, B-D-mannuronik asit ve o-L-guluronik asidin 1,4 glikozit bagiyla
baglanmasiyla olusan bir kopolimerdir. Mannuronik asit-gulunorik asit orami tiire,
mevsime ve algin yetistigi yere gore degisir. Aljinatlar -1,4-D-mannuronik asit (M

blogu) ve a-1,4-L-guluronik asit (G blogu) ve karisik bloklardan (MG) olusur (49).
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Aljinatin tekralanan birimlerinin yapisi

Genelde G blogu oram yiiksekse aljinatlar basinca daha dayanikli fakat kirilgan jeller
olustururlar. G blogu oran1 diisiikse aljinatlar basinca az dayanikli ama esnek

karakterde jeller olustururlar.

Aljinik asitin sodyum, potasyum, amonyum tuzlar1 ve propilen glikol ester
tiirevlerinin suda kolaylikla ¢oziinebilmesine karsi, aljinik asit ve kalsiyum tuzunun
sudaki ¢oziiniirliigii son derece sinirhidir. Sodyum aljinat kokusuz, tatsiz bir toz olup

suda c¢oziindiigiinde viskoz kolloidal bir ¢ozelti olusturur (49).

Biyouyumlulugu, diisiik toksisitesi, diisiik maliyeti ve Ca®*, Mg**, Ba** gibi divalent
katyonlar varliginda jellesmesi bu polimerin uygulamalarda kullanilmasina olanak
saglamistir. Aljinat jel bilyeleri hazirlamada en cok kullanilan iki degerlikli metal
kalsiyaumdur. Aljinatin ucuz ve toksik etki gostermemesi, boncuklarin kolay bir
sekilde hazirlanabilmeleri gibi avantajlar1 vardir. Aljinat c¢ozeltisinin ve CaCl,
cozeltisinin konsantrasyonlarin1 artirmak daha siki capraz bagli jellerin olusmasina
neden olur. Fakat dikkat edilmesi gereken nokta yiiksek konsantrasyonlu aljinat
cozeltisiyle ¢alismanin zorlugudur. Ca-aljinat jelleri olusumunda a-L-guluronik asit
(G) yapilarina bagh kalsiyum iyonlarinin baglanmasiyla olusur. Olusum Yumurta-
Kutu modeliyle sekil 3.12 de gosterilmektedir. Ca®* iyonlar ile aljinat zinciri iyonik

capraz bag olustururlar.
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Sekil 3.6. Yumurta-Kutu Modeli (49)
3.2.2. Kitosan

Kitin; uzun ve dogrusal yapiya sahip bir polisakkarittir. Yapisi, seliiloza ¢ok benzer.
Kitin, genel olarak yengec, karides, midye gibi bazi deniz kabuklularinin, istiridye
kabugu, miirekkep balig1 iskeleti gibi bazi deniz yumusakcalarinin ve sinek, cekirge,
oriimcek gibi baz1 boceklerin kabuklarinda yer alir. Kitinin ticari olarak kullanimu,
beraberinde bulunan proteinlerin uzaklastirilmasindaki giigliikler nedeniyle sinirhdir.
Kitin ve ksantat karisgimlan lif seklinde cekilebilir, bu nedenle de tekstil endiistrisi
icin potansiyel bir malzeme olarak goriinmektedir. Kitinin, heparin ile olan iliskisi
nedeniyle Kkitin siilfatlar kan pihtilagmasin1  Onleyici (antikoagiilan) olarak
kullanilirlar. Kitosan, kitinin alkalin deasetilasyonu ile elde edilen amorf yapida bir
poliaminosakkarit ve dogal olarak meydana gelebilen birka¢ katyonik

polielektrolitten biridir. Kitosan iiretiminde hammadde olarak kitin kullanilir.
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Kitosanin yapisi

Japonya ve ABD'de ticari olarak iiretilmektedir. Flonac ticari adiyla yengec
kabuklarindan {iretilen kitosan polimerinin 2000 yili iiretimi 1250 ton/yil dir.
Kitosan bir ¢cok organik reaksiyon ile kolayca modifiye olabilir. Yapisindaki serbest
amin gruplart ve hidroksil gruplarindan dolay1 fonksiyonel gruplu polimerlerin
gelistirilmesinde biiyiik bir potansiyele sahiptir. Yapisindaki amin gruplarindan

dolayi sulu asidik ortamda ¢oziiniir 6zellige sahiptir (50).

Kitosanin uygulama alanlar1 olduk¢a fazladir. Bunlar ilag¢ ve biyomedikal
mithendisligi (yanik tedavisi, yumusak ve sert kontak lensler), kagit iiretimi,

kozmetik, gida ve tekstil endiistrisi, atik su islemleri gibi uygulama alanlarini kapsar.
3.2.3. Karragenan

Deniz Kadayifi, irlanda Yosunu (Irish Moss) olarak adlandirilir. En yaygin Chondrus
crispus ve Gigartina mamillosa adli kirmizi alglerden elde edilen bir lineer
polisakkarittir. Bu algler Kuzey Irlanda ve Amerika’nin Kuzey Dogu sahillerinde
yetisir. Algler yaz veya sonbaharda su seviyesinin hemen altindaki kayalar iizerinden
toplanir. Sahilde birka¢ defa suyla yikanip, tekrar giineste kurutularak elde edilir.
Beyazimsi, kirmizimtrak veya sarimsi renkte, 5-15 cm uzunlukta parcalar halinde
bulunur. Hafif kokulu ve tuzlu lezzettedir. Soguk suda siser. Soguk suda % 47 si,

sicak suda % 75’ i ¢oziiniir. % 5’ lik ¢ozeltisi suyu peltelestirir.

Karragenan 3 degisik formda bulunur. Bunlar kappa (x), iota (1) ve lambda (L)

karragenandir. k-Karragenan en fazla bulunan ve kullanilan tiiriidiir.
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En sik rastlanan k-karragenan (1,3)—-B-D-galaktopiranoz—4-siilfat-(1,4)-3,6-anhidro—
a—D-galaktopiranoz birimlerinin tekrarlanmasiyla olusur. t-karragenan (1,3)-pf-D-
galaktopiranoz—4-siilfat-(1,4)-3,6-anhidro—a—D-galaktopiranoz-2-siilfat birimlerinin
ve A-karragenan ise (1,3)—-pf—D-galaktopiranoz—2-siilfat-(1,4)—o—D-galaktopiranoz-

2,6-disiilfat birimlerinin tekrarlanmasiyla olugsmustur (51).

A-karragenan yapisi

Karragenan emiilsiyon yapici, gogiis yumusatici ve antikoagiilan etki gosterir. Gida
sanayiinde, ekmekten dondurma ve konservelere kadar genis bir kullanim alanina

sahiptir.



34

4. INTERPOLIMER KOMPLEKSLERI

Makromolekiiler zincirler ¢ozelti icinde ideal durum disinda bir takim etkilesimlere
ugrayabilirler. Elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglar1 ve yiik aktarimi gibi ikincil
baglanma kuvvetlerinin sebep oldugu iki yada ikiden fazla farkli makromolekiiler
zincirin birlesmesiyle elde edilen bilesikler genellikle “ Interpolimer Kompleksleri *

olarak adlandirilir (10).

Interpolimer kompleksleri dermatolojik sistemlerde, kan torbalar1 yapiminda, yara
kapaticilarda, dis hekimligi materyallerinde, goz hekimligi, kontrollii ilag salimu,
antikanser bilesikleri ve proteinleri, dogal veya endiistriyel su aritma sistemleri
mevcut maddelerin son 6zelliklerinin modifikasyonu, genetik modifiye ediciler vb ile
ilgili uygulamalarda kullanilmaktadir. Ozellikle medikal alanlarda kullanildiklari igin

bu tip kompleks polimerlerin biyouyumlulugu 6nem tasimaktadir.

Dogal bir polimerin sentetik bir polimer ile karistiritlmasi, polimerik komplekslerin
hazirlanmasi i¢in ilgin¢ bir yol olarak goriinmektedir. Sentetik ve dogal polimer
karisimlari tekli bilesimlerinden daha iyi biyouyumluluk ve mekaniksel 6zellikleri ile
polimerik materyallerin yeni bir smnifim1  olusturur. Ornek olarak; nisasta/

Poli(vinilalkol), kitosan / Poli(etilen oksit) verilebilir.

Interpolimer kompleksi olusumunu etkileyen en énemli faktorler;

e pH

® Polimer zincir uzunlugu, stereo regiilaritesi
¢ Termodinamik 6zellikleri (entalpi, entropi)
e Secimlilik ve yer degistirme reaksiyonlari
e Kati hal 6zelliklerindeki degisimler

e lyonlarla etkilesim 6zellikleri

seklinde siralanabilirler.
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4.1. Interpolimer Komplekslerinin Smiflandirilmasi

Interpolimer komplekslerini genel olarak etkilesim kuvvetlerine gore dort gruba

ayirmak miimkiindiir.

1. Polielektrolit kompleksler

2. Hidrojen bagh kompleksler
3. Stereo kompleksler
4

. Yiik transfer kompleksleri
4.1.1. Polielektrolit kompleksler

Polielektrolit kompleksler zit yiiklii polielektrolitlerin coulomb kuvvetlerinden
kaynaklanan etkilesimler sonucu olusurlar. Genellikle polikatyonlar ve
polianyonlarin sulu ¢ozeltilerinin karistirllmasiyla yada uygun fonksiyonel gruplar
iceren monomerlerin polimer kaliplar1 {izerine polimerizasyonu ile olusurlar.
Polielektrolit komplekslerin olusumu bilesenlerin karakteristik ozelliklerinden ve
kimyasal cevreden etkilenir. Bu tiir komplekslesmeye Ornek olarak kitosan ve
karboksimetilseliiloz, poli(akrilik asit) ve metilseliiloz, poli(etilen glikol) ve

poli(metakrilik asit) verilebilir.

4.1.2. Hidrojen bagh kompleksler

Hidrojen bagi iceren kompleksler proton alan ve proton veren birimler tasiyan
polimerlerin birlesimlerinden olusur. Hidrojen baglanma etkilesimi ile olusan
interpolimer kompleks caligmalarina 6rnek olarak poli(karboksilik asit) ve polivinil
alkol, poli(akrilik asit) ve hidroksipropilseliilloz gosterilebilir.

4.1.3. Stereo kompleksler

Stereo kompleksler genel olarak Van der Waals kuvvetleri ile izotaktik ve

sindiyotaktik polimer ¢ift tiirlerinin etkilesimi sonucunda gézlenir. Bu kompleksler
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yiikksek diizeyde o©zel yapisal diizenlilik gosterirler. Polar organik coziiciilerde
kompleks bir ¢ozelti olarak elde edilir ve komposizyonun (izotaktik / sindiyotaktik
birimlerinin mol oran1) yaklasik 1/2 kadardir. Tersine apolar ¢oziiciilerde kompleks

jel olarak elde edilir ancak kompozisyonu yine 1/2 dir.

4.1.4. Yiik aktarim kompleksleri

Yiik aktarim kompleksleri elektron alan ve elektron veren polimerlerin yer aldig
sistemlerde yiik transferleri sirasinda meydana gelen etkilesimler yoluyla olusur.
Tekrarlanan birim orant hemen hemen esittir. Bu tiir komplekslerin olusumu iizerine
sadece birka¢ teorik calisma yapilmistir. Bunlar da poli(akrilik asit)-metal—
poli(akrilamit) burada kullanilan metal iyonlari Er ** ve La ** dir. Diger bir érnekte
ise poli(N-vinil-2-pirolidon), poli(akrilik asit) ve Cu ** arasinda interpolimer

kompleksi olusturulmustur (11).
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5. DENEYSEL KISIM

5.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kitosan, Sodyum aljinat, Ure [(NH,),CO], Ureaz (iire amidohidrolaz E.C. 3.5.1.5):

Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi.

Akrilamit  (AAm) [CHsCONH,], Akrilik asit (AA) [C,H3;COOH],
Amonyumpersiilfat (APS) [(NH4),S:0s], N, N, N', N'-Tetrametiletilendiamin
(TEMED) [(CH;3),NCH,CH,N(CHs3),], N, N'-Metilen-bis-akrilamit (BAAm)
[(C,H3CONH),CH,], Asetik asit [CH3COOH], Fosforik asit [H3PO4], Borik asit
[HsBOs], Trikloro asetik asit (TCA) [CCIz3COOH], Amonyum siilfat [(NH4),SO4],
Potasyum iyodiir [KI], Civa(Il)kloriir [HgCl,], Potasyum hidroksit [KOH]: Merk AG

firmasindan temin edildi.

Kappa karagenan: Fluka firmasindan temin edildi.

5.2. Kullanilan Aletler

Spektrofotometre : UNICAM UV/Vis Spektrofotometre
pH metre : Orion pH metre 420A
Calkalamali su banyosu : ST 402 NUVE marka sicaklik kontrollii su banyosu

5.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Nessler reaktifi: 5 g KI 5 mL saf suda; 20 g KOH 40 mL saf suda; 2,4 g HgClI, 40
mL saf suda ¢oziildii. KI ¢ozeltisine yavas yavas HgCl, c¢ozeltisinden cok az
miktarda kalic1 kirmizi ¢okelek olusana kadar ilave edildi. Bu ¢ozeltiye KOH eklendi

100 mL ye saf suyla tamamland1 ve bir gece bekletilerek siiziintii kullanildi (52).

Britton-Robinson (B-R) tamponu: 2,3 mL buzlu asetik asit, 2,7 mL fosforik asit ve

2,4720 g borik asit 3 kat1 saf suyla sulandirilarak hacim 1,0 L ye saf suyla
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tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 50 mL alinarak 2,0 M NaOH ile pH 5,0-10,0 arasinda

ayarlandi.

TCA ¢ozeltisi: %10 luk (m/v) TCA ¢ozeltisi saf suyla hazirlandi.

Ure (substrat) ¢ozeltisi ve iireaz enzim c¢ozeltisi pH 7,5 B-R tamponu kullanilarak

hazirlandi.

5.4. Amonyum Siilfat Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Kalibrasyon egrisini hazirlamak amaciyla cesitli konsantrasyonlardaki (0.02-0,1M)
saf su kullanilarak hazirlanan amonyum siilfat cozeltileri kullanildi. Hazirlanan bu
cozeltilerden Nessler metoduna gore (31) 1,0 mL alinarak iizerlerine 1,0 mL tampon
(pH 7,5 ) ve 1,0 mL TCA eklendi. Olusan bu c¢ozeltiden 1,0 mL alind1 ve 50 mL lik
balon jojeye koyuldu. Uzerine 1,0 mL Nessler reaktifi eklenip hacim 50 mL ye saf
suyla tamamlandi. 391 nm de ayni sekilde hazirlanan ancak amonyum siilfat
icermeyen blank ¢ozeltisine karsi absorbans degerleri olgiildii. NHy" derisimlerine
kars1 gelen absorbans degerleri grafige gecirilmek suretiyle kalibrasyon grafigi

hazirland: (Sekil 5.1).

0,6

Absorbans

0 L] L] L] L]
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

Amonyum siilfat derisimi (mM)

Sekil 5.1. Amonyum siilfat kalibrasyon egrisi
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5.5. Enzim Immobilizasyonu

Aljinat/kitosan polielektrolit kompleksinin hazirlanmasi: Oda sicakliginda 0,5 g
kitosan agirlikca % 1,0 asetik asit iceren 50 mL saf suda ve 0,5 g Na-aljinat 50 mL
saf suda coziilerek hazirlandi. Kitosan c¢ozeltisi aljinat cozeltisine eklendi ve 6 saat
manyetik karistirictyla karistirildi. Bu islemden sonra enzim ¢ozeltisi (6,0 mL) bu
cozeltiye eklendi ve 1 saat karistirildi. Homojen karisim 0,27 M lik CaCl, ¢6zeltisine
damlatilarak 2 mm capinda A-K kiireleri elde edildi. Polimerik kiireler iki defa saf
suyla yikandi ve 0,027 M CaCl, icerisinde 4 °C da 24 saat bekletildi. Islemler icin
kiireler 4 °C da tampon ic¢inde sakland1 (53).

Poli(Akrilamit-ko-Akrilik asit)/x-Karragenan (IPN) in hazirlanmasi: P(AAm-ko-AA)
/karragenan capraz bagl serbest radikal polimerizasyonuyla sentezlendi. Bisakrilamit
(BAAm) capraz baglayici olarak kullanildi. APS ve TEMED radikal baslatici sistemi

olarak kullanildi.

Oda sicakliginda 20 mL saf suya AAm (2,85g), AA (2,0 mL), k-karragenan (1,0 g),
BAAm (0,15 g), APS (10,0 mg), enzim ¢ozeltisi (6,0 mL) ve TEMED (1,0 mL)
eklenerek karistirlldi. Bu karisim petri kabina koyularak polimerizasyonun
gerceklesmesi beklendi. Elde edilen jeller kiip seklinde esit olarak kesildi ve saf suda
1 saat buzdolabinda bekletildi. Sonra 3 defa saf suyla yikand1 ve kullanilmak tizere 4

°C da tampon i¢inde saklandi (54).
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5.6. Aktivite Tayini

Ureaz enziminin aktivite tayini Nessler metoduna gore yapildi (31). 1,0 mL B-R
tamponu (pH 7,5) uygun miktarda enzim ( 0,1 mL iireaz ¢ozeltisi, 0,5 g A-Kve 0,5 g
P(AAm-ko-AA)\karragenana immobilize {iireaz) iizerine 1,0 mL iire (0,2 M)
eklenerek reaksiyon baslatildi. Reaksiyon calkalamali su banyosunda 55 °C da ve 30
dakikada gercgeklestirildi. 30 dakika sonunda 1,0 mL TCA eklenerek reaksiyon
durduruldu. Olusan bu 3,0 mL lik ¢ozeltiden 1,0 mL 50 mL lik balon jojeye alindi,
tizerine 1,0 mL Nessler reaktifi eklenerek hacim saf suyla 50 mL ye tamamlandi.
Olusan sari- turuncu kompleksin UV spektrofotometresinde 391 nm de hazirlanan
blank cozeltisine kars1 absorbans degerleri ol¢iildii. Aktivite, zamana kars1 dl¢iilen
absorbans degerlerinden ve amonyum siilfat kalibrasyon egrisinden yararlanilarak

hesaplandi.

Ac AA39 1 Ac
Hiz (v) = = X
At At AAsg; [5.1]

Bu esitlikte Ac, g/mL olarak iire derisimi degisimini, AAsg; 391 nm de 6lgiilen

absosbans degisimini, At ise reaksiyonun gerceklestigi zamani gosterir.

5.6.1. Aktiviteye pH Etkisi

Serbest ve immobilize iireazin aktivitesine pH etkisini arastirmak amaciyla ¢esitli pH
larda (5,0 -10,0) B-R tamponu hazirland1 ve kisim 5.6.1 de anlatildig1 gibi yalmz

sicaklik 35 °C olmak iizere aktiviteler tayin edildi.

5.6.2. Aktiviteye Sicakhigin Etkisi

Serbest ve hapsedilerek immobilize edilen iireazin aktivitesine sicakligin etkisini

arastirmak amaciyla ¢esitli sicakliklarda (30°C — 70°C) kisim 5.6.1 de anlatildig1 gibi

aktiviteler tayin edildi.
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5.6.3. Aktiviteye Substrat Derisiminin Etkisi

Serbest ve hapsedilerek immobilize edilen iireazin aktivitesine substrat derigiminin
etkisini arastirmak amaciyla cesitli derisimlerde (0,5-0,05 M) hazirlanan substrat

cozeltileriyle kisim 5.6.1 de anlatildig: gibi aktiviteler tayin edildi.

5.6.4. Depolama Kararhihg

Serbest lireazin depolama kararliligini incelemek amaciyla B-R tamponunda (pH 7,5)
hazirlanan enzim ¢ozeltisi 4 °C da saklandi. immmobilize edilen iireazin depolama
kararliligin1 incelemek amaciyla ise 4 °C da polimerler B-R tamponu icinde saklandi.

Belirli araliklarla alinan 6rneklerle 5.6.1 de anlatildig gibi aktiviteler tayin edildi.

5.6.5. Tekrar Kullanilabilirlik

Hapsedilerek immmobilize edilen iireazin tekrar kullanilabilirligini incelemek
amaciyla 5.6.1 de anlatildig1 gibi yalmz sicaklik 35 °C olmak iizere aktivite tayin
edildi.

5.6.6. Termal Inaktivasyon

Serbest ve hapsedilerek immobilize edilen iireazin termal inaktivasyonunu incelemek
amaciyla farkl sicakliklarda (65 °C ve 75 °C da) farkli zaman araliklarinda (30 - 70
dakika) inkiibe edilen iireazlarin kistm 5.6.1 de anlatildigi gibi aktiviteleri tayin

edildi.
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6. SONUCLAR VE TARTISMA

6.1. Aktiviteye pH min EtKkisi

Serbest ve hapsedilerek immobilize edilen tireazin aktivitesine pH etkisini incelemek
amaciyla gerceklestirilen reaksiyonlara ait maksimum aktivite degerlerinin pH ile
degisiminden elde edilen sonuglar Sekil 6.1 de verilmistir. Serbest iireaz icin
optimum pH 7,5 ve aljinat/kitosan ve P(AAm-ko-AA) /karragenan polimerlerine
immobilize edilen iireaz i¢in optimum pH 8,0 olarak bulunmustur. Elde edilen

maksimum aktivitelerin pH ile degisimi Sekil 6.1 de gosterilmistir.

120
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Sekil 6.1. Serbest ve hapsedilerek immobilize edilen iireazin maksimum
aktivitesinin pH ile degisimi

Enzimler elektrolit karakterli olduklari icin, enzim aktivitesi pH ile degisme gosterir.
Enzim, substrat ve koenzim molekiillerinde asidik ve bazik gruplarin varligi pH
degisimi ile enzim-substrat (ES) kompleksinin kararliligimi etkiler. Kararli ES
kompleksi olustugunda reaksiyon hizi maksimumdur. Bu nedenle serbest enzimler

icin reaksiyon hizinin maksimum oldugu optimum pH degerleri belirlenir. Genellikle
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enzimlerin optimum pH s1 3 - 8 arasindadir. Pek cok enzimin optimum pH degeri 7
civarindadir. Cok asidik veya cok bazik ortamlarda enzim denatiire olacagindan

reaksiyon hizi tersinmez olarak azalir ve sifira kadar diisebilir.

Sekil 6.1 de goriildiigii gibi serbest enzimin optimum pH s1 7,5 iken immobilize
enzimlerin optimum pH s1 8,0 olarak bulunmustur. iImmobilizasyon sonucunda bazik
bolgeye 0,5 lik bir kayma s0z konusudur. Poliiyonik matriksler enzim
immobilizasyonunda destek maddesi olarak kullanildiginda, enzimin mikro ¢evresi
ile reaksiyonun ana ¢Ozeltisi arasinda protonlarin farkli konsantrasyonlarda
bulunmasina neden olurlar. Polianyonlar enzim etrafindaki protonlar1 c¢ekme
egiliminde iken polikatyonlar bunlari iter. Dolayisiyla polimerik destek ¢evresindeki
pH ana ¢ozeltiden farkli olur. pH daki kayma ayni1 zamanda enzim reaksiyonunun
tipine ve matriksin yapisina da baghdir. Diffiizyonel sinirlamalar nedeniyle de ana
cozeltinin pH s1 reaksiyonun meydana geldigi matriks cevresininkinden oldukca
farkli olabilir. Ayrica enzim ile polimerik destek arasinda olusabilecek c¢esitli
etkilesim kuvvetlerin de (hidrojen bagi olusumu, dipol-dipol etkilesimi gibi) pH y1
etkiledigi gozlenmektedir.

Ureazin immobilizasyonda optimum pH degerlerindeki kaymanin asidik ve bazik
bolgelere dogru oldugu literatiirde de verilmistir. Rejikumar ve Demi’nin yaptigi
calismada iireaz immobilizasyonu icin matriks olarak poli(vinil alkol) kullanilmastir.
Serbest iireaz ve immobilize iireaz i¢in optimum pH 8 olarak bulunmustur (5).
Chellapandian ve Krishnan’in yaptigi calismada ise iireaz kitosan-poli(glisidil
metakrilat) destegi kullanilarak immobilize edilmistir. Serbest ve immobilize iireaz
icin optimum pH 7,5 olarak bulunmustur (9).El-Sherif ve arkadaslarinin yaptigi
calismada da iireaz naylon membran kullanilarak immobilize edilmistir. Serbest

enzim i¢in optimum pH 7,5 immobilize enzim icin ise pH 8 olarak bulunmustur (38).

6.2. Aktiviteye Sicakhgin Etkisi

Serbest ve hapsedilerek immobilize edilen iireazin aktivitesine sicakligin etkisini

incelemek amaciyla gerceklestirilen reaksiyonlara ait maksimum aktivite
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degerlerinin sicaklik ile degisiminden elde edilen sonuclar Sekil 6.2 de verilmistir.
Serbest lireaz ve P(AAm-ko-AA)/ karragenan polimerlerine immobilize edilen iireaz
i¢cin optimum sicaklik 55 °C ve aljinat/kitosan polimerlerine immobilize edilen iireaz
icin optimum sicaklik 60 °C olarak bulunmustur. Sicakligin artmasi molekiillerin
kinetik enerjisini artirdigindan tiim kimyasal reaksiyonlarin, bu arada biyokimyasal
reaksiyonlarin da hizlarimi artirir. Genelde sicakligin 10 °C artmasiyla, reaksiyon
hizlar1 da yaklasik olarak iki kat artar. Biyokimyasal reaksiyonlarda da ayni durum
gozlenmekle birlikte protein yapisinda bulunan enzimler, belirli bir sicakliktan sonra
denatiire olmaya baslarlar. Sicaklik arttikca enzim molekiiliiniin 6nce tersiyer yapisi,
sonra sekonder yapisi (alfa sarmal yapisi) bozulur. Bu olaylardan enzimin aktif

merkezi de etkilenir ve enzim aktivitesini yitirir.

120
=—@— Serbest iireaz

= Aljinat/Kitosan

100 A
=—t— P(AAm-ko-
AA)/Karragenan

(2]
(e}

Maksimum Aktivite (%)
S 3

[\
o

20 30 40 50 60 70 80
Sicaklik (°C)

Sekil 6.2. Serbest ve immobilize edilen iireazin maksimum aktivitesinin sicaklikla
degisimi

Enzim ile polimerik destek arasinda kovalent baglarin olusmasi enzim hareketlerinde

konformasyonel sinirlamalarin dogmasina neden olabilir ve optimum sicaklikta artig
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gozlenebilir. Dolayisiyla enzim katalitik aktivitesini gosterebilmek i¢in daha biiyiik

aktiflesme enerjisine sahip olabilir.

Ureazin immobilizasyonunun da optimum sicaklik degerlerindeki kaymanin daha
yiiksek yada daha diisiik sicakliklara kaydigi literatiirde verilmistir . Ornegin
Rejikumar ve Demi’nin yaptig1 ¢alismada optimum sicaklik serbest iireaz i¢in 50°C
ve immobilize iireaz icin ise 70°C olarak bulunmustur (5). Chellapandian ve
Krishnan’in yaptigi c¢alismada ise optimum sicaklik serbest iireaz i¢in 60°C ve
immobilize iireaz i¢in ise 70°C olarak bulunmustur (9). El-Sherif ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada da optimum sicaklik serbest iireaz icin 70°C ve immobilize iireaz

icin ise 75°C olarak bulunmustur (38).

6.3. Aktiviteye Substrat Derisiminin EtKkisi

Serbest iireazin aktivitesine substrat derisiminin etkisi incelenmis ve cesitli substrat
derisimlerinde (3,33 — 1,33 M) hesaplanan K,, ve V. degerleri Cizelge 6.1 de
verilmistir.

Enzim-substrat (ES) reaksiyonu asagida gosterildigi gibidir.

ki

E+S ES E+U

Bu esitlikte; E = enzim, S = substrat, ES = enzim-substrat kompleksi, Us=iiriinii

gosterir.
Enzim reaksiyon hiz1 Michaelis-Menten Esitligi ile verilir.

Vmak-S
V=—eru— Michaelis-Menten Esitligi
Kn+S [6.1]
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Michaelis-Menten Esitliginin diizenlenmesi ile Lineweaver-Burk Bagintisi elde

edilir.
1 Kn 1 1
= X + Lineweaver-Burk Bagintisi
\Y Vmak S Vmak [62]
k -1+ k 2
Bu esitliklerde; V = baslangi¢ hizi, Vi = maksimum hiz, K, =— [6.3]

k

Michaelis sabiti, S = substrat derisimi olarak belirtilir.

Serbest ve hapsedilerek immobilize edilen iireazin aktivitesine substrat derigiminin
etkisini arastirmak amaciyla cesitli derisimlerde hazirlanan substrat ¢ozeltileriyle
gerceklestirilen reaksiyonlar ve kalibrasyon grafiginden elde edilen egim yardimiyla
hesaplanan reaksiyon hizlarindan yararlanilarak Lineweaver-Burk grafigi Sekil 6.3
de verilmistir. Grafikten V. ve K., degerleri hesaplanmis ve Cizelge 6.1 de
verilmistir. Hapsedilerek immobilize edilen enzim sistemlerinde difiizyonel etkiler

sebebiyle Vi ve Ky, degerlerinde degisiklikler gbzlenmistir.

Cizelge 6.1. Serbest ve hapsedilerek immobilize edilen iireazin kinetik parametreleri

Destek Ky (mM) Vinak (mM.dakika™)
Serbest iireaz 4.5 0,0182
Aljinat/kitosan 3,03 0,0104
P(AAm-ko-AA)/karragenan 3,30 0,0099
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o @ serbest iireaz
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Sekil 6.3. Serbest ve hapsedilerek immobilize edilen iireazin Linewear-Burk grafigi

Genellikle immobilizasyon sonucunda K., degerlerinde artma gozlenir . Ornegin
Chellapandian ve Krishnan’in yaptig1 calismada Km degerleri serbest iireaz i¢in 3,23
mM immobilize iireaz i¢in ise 6,7 mM olarak bulunmustur (9). El-Sherif ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada da K, degerleri serbest ve immobilize iireaz icin
sirastyla 19,5 Mm ve 50,0 mM bulunmustur (38). Yapilan bu caligmada iki
immobilize enzim i¢in K., degerlerinde de azalma gozlenmistir. Immobilizasyon ile
enzimlerin K,, degerlerinde azalma gozlendigi literatiirde vardir. Marzadori ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada iireazin immobilizasyonu i¢in hidroksiapatit destek
olarak kullanilmistir. Bulunan K;,, degerleri serbest ve immobilize iireaz i¢in sirasiyla
7,4 mM ve 6,9 mM dir (55). Buradaki degisimin sebebi enzim ve polimerik destek
arasindaki etkilesim olabilir. Immobilize enzimlerin V. degerlerinde de azalma
gbzlenmistir. Immobilize enzimler icin enzim-substrat kompleksi sterik engellemeler
nedeniyle daha zor olusur bu da V.« degerlerinin serbest enzime gore daha diisiik

olmasina neden olur.
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6.4. Depolama Kararlihig

Serbest ve immobilize enzimlerin depolama siiresinin etkisini incelemek amaciyla
serbest enzim ve immobilize enzimler de 4 °C da buzdolabinda saklanmistir. Belirli
periyotlarla alinan Ornekler incelenmistir. Enzimler ¢ozelti i¢inde saklandiklar
zaman yapisal degisime ugrarlar. Buna baglh olarak da aktivitelerinde azalma veya
tiimiiyle yok olma gozlenebilir. Bu degisimin sebebi ortamin sicakligi, iyon siddeti
ve pH gibi faktorlerdir. Immobilizasyon islemiyle enzimlerin depolama kararliliklar:

artar. Maksimum aktivitenin depolanma siiresi ile degisimi Sekil 6.4 de

gosterilmistir.
120
=@ Serbest iireaz
100 == Aljinat/Kitosan

== P(AAm-ko-
AA)/Karragenan

o)
o

Maksimum Aktivite (%)
S 3
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Sekil 6.4. Serbest ve hapsedilerek immobilize edilen {ireazin depolama kararlilig

Yapilan calismalarda serbest enzimin aktivitesinin belirtilen depolama sartlarinda 7.
giinde % 50 sini kaybetmistir. Aljinat/kitosan ve P(AAm-ko-AA)/karragenan
polimerlerine immobilize edilen lireaz ise ayn1 zamanda sirasiyla % 94 ve % 98 lik

aktiviteye sahiptir. Serbest enzim aktivitesini 30 giin sonra tamamen yitirirken 70
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giin sonunda aljinat/kitosan aktivitesinin % 48 korurken P(AAm-ko-AA)/karragenan

aktivitesinin % 70 ini korumustur.

Literatiirde de immobilizasyonla depolama kararliliginin arttig1 verilmistir . Ornegin
Rejikumar ve Demi’nin yaptigi calismada serbest enzimin 45 giin sonunda
aktivitesinin %10 unu ve immobilize enzimin ise aktivitesinin %60 1n1 korudugu
gozlenmistir (5): Laska ve arkadaslarinin yaptigir calismada ise iireaz polianiline
immobilize edilmistir ve 26 giin sonunda serbest enzimin aktivitesinin %5 ve

immobilize enzimin aktivitesinin ise %40 1 korudugu goézlenmistir (7).

6.5. Tekrar Kullanilabilirlik

Serbest iireaz bir kez, immobilize enzim ise aktivitesini korudugu siirece pek cok kez

kullanilabilir. Tekrar kullanim sayilar1 Sekil 6.5 de verilmistir.

120

= Aljinat/Kitosan

100 1 =& P(AAm-ko-AA)/Karragenan

(o]
(e
|

Maksimum AKtivite (%)
5 3

20

0 5 10 15 20 25 30 35

Kullanim Sayisi

Sekil 6.5. Immobilize enzimlerin tekrar kullanim sayilart
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Biyoteknolojik ve biyomedikal calismalar i¢in tekrar kullamim kapasitesi oldukca
onemlidir. Aljinat/kitosan ve P(AAm-ko-AA)/karragenan polimerlerine immobilize
edilen iireazin tekrar kullamim sayilar ilk 5 giin i¢inde yapilan deneyler sonunda
sirastyla 20 ve 30 kullanima kadar cahisilmistir. Aljinat/kitosan polimerine
immobilize edilen iireazin 20 kullanimda aktivitesinin % 55 ini korudugu ve P(AAm-
ko-AA)/karragenan polimerine immobilize edilen iireazin 20 kullamimda ise

aktivitesinin % 80 ini korudugu gozlenmistir.

Immobilizasyonla kullanim sayisinin gelistirildigi literatiirde verilmistir. Ornegin
Kayastha ve Reddy’nin yaptig1 calismada iireaz arilamin ve alkilamine immobilize
edilmistir. Immobilize iireazlarin 30 kullanimda sirasiyla aktivitelerinin %20 ve %40

1 korudugu gozlenmistir (56).

6.6. Termal Inaktivasyon

120
—&@— Serbest iireaz 65°C
—— Serbest iireaz 75°C
100
—a&— Aljinat/Kitosan 65°C
_ —>¢— Aljinate/Kitosan 75°C
I3
:’ 80 1 —X¥— P(AAm-co-AA)/Karragenan 65°C
~
Ul
2z —@— P(AAm-co-AA)/Karragenan 75°C
N
=
; 60 |
=
£
R
g 40
20 -
0 " " "
10 30 50 70

Zaman (dakika)

Sekil 6.6. Serbest ve immobilize edilen iireazin termal inaktivasyonu
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Sekil 6.6 da farkl: sicaklik ve zaman araliklarindaki serbest ve immobilize enzimlerin
maksimum aktivitesinin zamanla degisimi gosterilmistir. 65 °C da serbest ve
aljinat/kitosan ve P(AAm-co-AA)/karagenan polimerlerine immobilize edilen
tireazin aktivitelerinin 50 dakikalik inkiibasyon sonunda sirasiyla % 21, % 50, % 60
m1 korudugu gozlenmistir. 75 °C da ise serbest ve aljinat/kitosan ve P(AAm-ko-
AA)/karagenan polimerlerine immobilize edilen iireazin aktivitelerinin 50 dakikalik
inkiibasyon sonunda sirasiyla % 4, % 33,4 ve % 60 1 korudugu gozlenmistir.
Immobilizasyon ile enzimlerin yapilar1 korundugu icin immobilize enzimler serbest

enzime gore daha yavas inaktive olmuslardir.
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. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESIi

Serbest iireaz icin optimum pH 7,5 iken aljinat/kitosan ve P(AAm-ko-AA)/
karragenan polimerlerine immobilize edilen iireaz i¢in optimum pH 8,0 olarak

bulunmustur.

Serbest iireaz ve P(AAm-ko-AA)/karragenan interpolimer kompleksine
immobilize edilen iireaz icin optimum sicaklik 55 °C ve aljinat/kitosan
polielektrolit kompleksine immobilize edilen iireaz i¢cin optimum sicaklik 60 °C

olarak bulunmustur.

Serbest iireaz icin hesaplanan K, degeri 4,5 mM, P(AAm-ko-AA)/karragenan
interpolimer kompleksine immobilize edilen iireaz i¢in hesaplanan K, degeri
3,30 mM, aljinat/kitosan polielektrolit kompleksine immobilize edilen iireaz i¢in

hesaplanan K, degeri 3,03 mM dir.

Serbest {iireaz icin hesaplanan Vi, degeri 0,0182 mM.min'l, P(AAm-ko-
AA)/karragenan interpolimer kompleksine immobilize edilen iireaz icin
hesaplanan V, degeri 0,0104 mM.min"! , aljinat/kitosan polielektrolit
kompleksine immobilize edilen iireaz i¢in hesaplanan Vi, degeri  0,0099

mM.min" olarak bulunmustur.
Serbest enzim aktivitesini 30 giin sonra tamamen yitirirken 70 giin sonunda
aljinat/kitosan aktivitesinin % 48 korurken P(AAm-ko-AA)/karragenan

aktivitesinin % 70 ini korumustur.

. Caligilan immobilize enzimlerinin tekrar tekrar kullanilabilirligi vardir.
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