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Ozet

Immobilizasyon biyolojik bir katalizoriin analitik bir sistem igerisinde tutuklanmasidir. Sentezlenen kompleks
serbest biyokimyasal enzimin katalitik 6zellige sahiptir. Giinlimiizde hizli inaktiflesen enzimlerin yerine
immobilize enzim avantajlarindan faydalanilmaya ¢alisilmaktadir. Serbest enzimlere gore tekrar kullanilabilirligi,
reaksiyon ortamindan uzaklastirilma kolayligi gibi avantajlar1 giin gegtikce gelistirmektir. Bu calismada
nanoparg¢aciklarin belirlenen avantajlar1 kullanilarak iireaz enzim stabilizasyonunun saglanmasi planlandi
(Cukurova Universitesi Proje Birimi, TYD-2015-3765). Bu amagla iireaz enzimi iiretilen nanoparcaciklara
baglanarak yeniden bigimlendirilmesi sonrasi, enzim aktivitesinin katalitik o6zelligi, farkli sicakliklarda
degerlendirildi. Stiper paramanyetik nanopartikiiller (SPIONs) sentezlendi. Glioksal molekiilii kullanilarak yiizey
modifikasyonlart saglandi ve enzim kararlilig1 amaci ile iireaz enzim immobilizasyonu gergeklestirildi. Optimum
sicaklik smirlarmin altinda ve degisken (25°C- 4°C- 37°C) sartlarda aktivite dzellikleri incelendi. Istatistiksel
olarak ¢alisma gruplarmin kontrol gruplar1 ve gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermedigi

belirlendi. Calisma sonuglari immobilize enzimin depolama kararliliklarini ve raf émriinii iyilestirdigini gosterdi
(p>0,05).

Anahtar Kelimeler: Ureaz, immobilizasyon, nanopartikiil, kararlilik

Effect of Urease Enzyme Immobilized to Particle Surface with Glyoxal Molecule on
Storage Stability

Abstract

Immobilization is the immobilization of a biological catalyst in an analytical system. The synthesized complex has
the catalytic feature of the free biochemical enzyme. Nowadays, it is tried to benefit from the advantages of
immobilized enzymes instead of rapidly inactivated enzymes. Its advantages over free enzymes, such as reusability
and ease of removal from the reaction medium, are developing day by day. In this study, it was planned to provide
urease enzyme stabilization by using the advantages of nanoparticles (Cukurova University Project Unit, TYD-
2015-3765). For this purpose, after the urease enzyme was bound to the produced nanoparticles and reshaped, the
catalytic property of the enzyme activity was evaluated at different temperatures. Superparamagnetic nanoparticles
(SPIONSs) were synthesized. Surface modifications were provided by using glyoxal molecule and urease enzyme
immobilization was performed for enzyme stability. The activity properties were investigated under the optimum
temperature limits and under variable (250C-40C- 370C) conditions. Statistically, it was determined that the study
groups did not show a statistically significant difference between the control groups and groups. The results of the
study showed that the immobilized enzyme improved the storage stability and shelf life (p>0.05).
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1. Giris

Protein ve aminoasitlerin
katabolizmas1 sonucu endojen bir {iriin olan
iire olusur. Urenin amonyaga hidrolizi nikel
bagimli bir metalloenzim olan iireaz (iire
amidohidrolaz, EC3.5.1.5) enzimi
tarafindan katalize edilir(Kafarski ve
Talma, 2018; Sepehri ve Khedmati, 2023).
Katalize edilmemis bir reaksiyon hiziyla
karsilastirildiginda iireaz, lirenin
hidrolizinde yaklagik 10'* kat daha hizli ve
verimli bir katalizordiir(llleova ve ark.,
2003). Ureaz, heteropolimerik enzimler
grubunda yer alir. Bitki, omurgasiz
hayvanlarda bulundugu gibi bazi mantarlar
ve bakterilerde de bulunur(Sepehri ve
Khedmati, 2023). Ure protein ve
aminoasitlerin katabolizmas1 sonucu insan
viicudu tarafinda da tiretilmektedir. Viicutta

amonyak (NHs) formundaki
nitrojen, karaciger ve bobrekte kan, ter ve
idrar yoluyla atilmak Tlzere {reye

dondstiiriilir. Bu doniisiim tire dongiisii
sonucunda olur. Ure suda c¢oziinen bir
molekiildiir. Viicut sivilarma hizli  bir
sekilde yayilir. Viicut sivilarindaki iire
seviyesi (kan, idrar vb), 6zellikle bobrek ve
karaciger problemleri olmak iizere bazi
metabolizma bozukluklarinin bir géstergesi
olarak kullanilmaktadir. Ayrica kusma,
ishal gibi durumlarda kalp yetmezligi,
karaciger yetmezligi gibi hastaliklarda,
diisiik protein beslenmelerinde, endokrin
bozukluklarda iireaz enzim aktivitesi ile
viicuttaki tire seviyesi degisebilir(Ozbek ve
ark., 2022). Bu nedenle bu patolojik
durumlarin ~ takip  edilebilmesi  ve
degerlendirilmesi agisindan iire, seviyesinin
stirekli takip edilmesi gereken onemli bir
biyobelirtegtir(Ozbek ve ark., 2022). Ure
belirli organlarin iglevlerini kontrol amaglh
tayini yapilmaz ayni zamanda hemodiyaliz
sonras1 kandaki {ire tayini hemodiyalizin
etkinligini test etmek i¢in de kullanilabilir.
Bununla birlikte sadece tibbi alanda degil
gida ve giibre endiistrisi, toprak analizi
alanlarinda da iire tayini yapilmaktadir. Bu
katalitik enzim, iirenin hidroliz
reaksiyonunu hizlandirir ve lirenin iireaz ile
hidrolizinde bir molekiil amonyak ve bir
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molekiil karbamat ortaya ¢ikar. Bu durumda
iireaz enziminin substrati liredir ve viicut
stivi - Orneklerinde {ireyi saptamak igin
kullanilabilir(Amani  ve ark., 2022).
Canlilarda reaksiyonlar1 hizlandiran ve
kolaylastiran enzimlerin aktivitesi, Kklinik
teshis ve deneysel c¢alisma dahil olmak
lizere cesitli uygulamalar i¢in biiyiikk 6nem
tasimaktadir. Ancak kararlilik, maliyet ve
depolama gibi dezavantajlarindan dolayi,
bilim diinyasinin yeni caligmalar ile bu
enzimleri daha verimli ve kullanigl bi¢cime
doniistirmeyi hedefledigi goriilmektedir.
Dogal enzimlerin aktif bolgelerini manipiile
edilmesi sonucu bi¢imlendirilmis yeni
enzimler dogal enzimlerin giiglii mimetik
ozelliklerini tagimakla birlikte onlarin sahip
oldugu dezavantajlarinin da giderilmesi
amaglanmaktadir(Singh ve ark., 2023).
Laboratuvar ortaminda iiretilen metalik
nanopartikiillerin sentezi, benzersiz
ozellikleri ve genis kullanim alanlar
nedeniyle son yillarda biiytik ilgi gérmeye
baslamistir(Della-Flora ve de Andrade,
2023). Kii¢iik boyutlari, genis hacimleri ve
digiik iiretim maliyetleri c¢alismalardaki
cesitli sorunlart gidermede
kullanilabilmektedir(Ulusal ve Ozdemir,
2023). Dogal indirgeme, kapatma ve
stabilize etme etkileri ¢alismalar icin
avantaj  saglamaktadir. Son yillarda
nanoparcaciklar manyetik cihaz ve sensor
gibi  ¢esitlh  uygulamalarda  siklikla
kullanilmaktadir(Ulusal ve ark., 2022). Bu
tir mekanik uygulamalarla  birlikte
biyomedikal algilama ve antibiyotikler
dahil olmak tizere tibbi uygulamalarda da
goriilmeye baslanmistir(Berhe ve
Gebreslassie, 2023). Biz c¢alismada
nanoparcaciklarin  belirlenen avantajlar
kullanilarak iireaz enzim stabilizasyonunun
saglanmasini planlandik. Uretilen partikiil -
iireaz enzim konjugatlarinin amaci, enzimi
bozunmaya karsi korumak ve farkh
sicakliklarda etkinliginin devamini
saglamaktir. Bu amagla iircaz enzimi
dretilen  nanoparcaciklara  baglanarak
yeniden bigimlendirilmesi sonrasi enzim
aktivitesinin  katalik  ozelligi  farkli
sicakliklarda degerlendirilmistir.
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2. Materyal ve Yontem
2.1. Kimyasallar

Calismada  kullanilan  kimyasal
detaylar:  Glioksal (Sigma), Etanol
(C2H50H) (Sigma), Ureaz (Sigma) enzim
cozeltisi, iire, Sodyum Hidroksit (NaOH),
sodyum siilfat, (Na2SOs), c¢inko siilfat
(ZnS0O4) (Sigma), Azot (N2), Hidroklorik
asit (HCI) (Merck), Demir (II1) kloriir hekza
kloriir (FeCI3.6H20) (Sigma), Sodyum
kloriir (Sigma), Demir (II) siilfat mono
hidrat (FeSO4.H20) (Sigma), Fosfat Buffer
Saline (Biochrome).

2.2. Cihazlar
Etiiv; Binder, manyetik karistiricili

isitict;  WiseStir, Schelenk  diizenegi,
mekanik karistirict; WiseMix, Steril Filtre
(0.22p), elektronik terazi; Shimadzu,
otomatik Pipetler; Eppendorf, ultrasonik
banyo, Rotator; Plate; (12-96
kuyucuklu/Costar), Bio RS, ultrasonik
homojenizatér,  Bandelin, = Mikroplate

Okuyucu; Biotek Eon, santrifiij; Hettich,
Santrifiij Tip 15/50 ml, biyogiivenlik
Kabini; Berner, Calkalamali su banyosu,

Memmert, derin  dondurucu  (-18),
Elektromiknatis.  Fourier  Doniisimlii
Infrared  Spektrofotometre (FT- IR)

(Thermo), Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM-EDX) (JEOL JSM), Gegcirimli
Elektron Mikroskobu (TEM), X- Isinlart
difratometre (XRD).

2.3. Yontem

Bu c¢alismada, nano boyuttaki
partikiiller sentezlenerek yiizeyleri; glioksal
ile gesitli teknikler kullanilarak kaplandi.
Elde edilen nanopartikiiller iizerine iireaz
enzim molekiilii Schiff baz1 olusturularak
baglandi. Immobilize ve stabilize edilen
iireaz enzimlerinde kontrole (standart) gore
aktive tayinleri yapildi. Calismada; FT-IR,
TEM, XRD, SEM-EDX, spektroskopi
analizleri yapildi.

2.3.1. Partikiil sentezi

Nano boyut partikiillerin Demir |l
ve IIl’lin belirli miktarlarda (sirasiyla
yaklagik S5Smmol; 9 mmol) kullanildi.
Sentezde yiiksek 1s1 (90-100 derece), azot
atmosferi ve mekanik karigtirict kullanildi.
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Reaksiyon sirasinda sirasiyla 0,1M’lik ve
0,3M’lik NaOH eklenerek  ¢okelme
saglandi. Yikama serisinden sonra (5x 5dk
x pH:7 tampon) glioksal molekiilleri
baglandi. Baglamda, %25’lik 15mmol’luk
glioksal ¢ozeltisi kullanildi. Mekanik
karistirma asamasi sonrasi asetonla seri
halde yikandi (3x). Son olarak vakum
altinda kuruldu.

2.3.2. Ureaz enzim immobilizasyonu

Bu asamada glioksal ara kollari
kullanilarak {ireaz enzim molekiillerinin
Schiff bazi bilesigi olusturmasi saglandi.
Boylelikle, stabilizasyonu ve
immobilizasyonu gerceklestirildi. Glioksal
kaplanmis partikiillerin Img’1
homojenizatérde homojen hale getirildi.
Uzerine 150mg ¢oziinmiis 10ml’lik pH:7
fosfat tamponunda hazirlanmis enzim
¢oOzeltisi eklendi. Ekleme sonrasi rotatorde
oda sicakliginda 5 saat karigtirilarak siire
sonunda manyetik alana maruz birakip
dekante edildi. Yikama serisinden gecirildi
(5 x pH:7 fosfat tamponu). Asamalar
sonrast iretilen nanokompleksler, pH 7,4
fosfat tamponu icerisinde 3 grup halinde
(oda sicakligi, +4 ve 37°C) ve sirastyla ilk
iki 6rnek 6 giin, iiclincili 6rnek ise 3 giin oda
sicakliginda, 3 giin +4 °C‘de bekletilip 1
saat 37 °C*de inkiibasyon yapildiktan sonra,
standart olarak hazirlanan (2,5 mmol/L)
ornekte, aktivite tayinleri yapildi. Her grup
10 farkl seride tekrarlandi. Elde edilen
absorbans degerleri: Ornek OD/ Std. OD
X30 formiilii ile hesaplandi.

2.3.3. Istatistiksel analiz

Istatistiksel ~ analizde  veriler
ortalama + standart hata olarak ifade edildi.
Normal dagilima ve homojen varyansa
sahip gruplarda iki yonli ANOVA
sonrasinda ikili karsilastirmalarda Tukey
HSD testi kullanildi.

3. Bulgular
FeSOs ve FeCls tuzlan ile siyah
renkte elde edilen nano boyuttaki

partikiillerin manyetik 6zellikleri ve FT-IR,
SEM, TEM, XRD karakterizasyonlari
yapildi. Sentezlenen partikiillerin manyetik
ozellikleri miknatisla test edilmistir. Ayrica
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elde edilen partikiillerin FT-IR analizleri
yapildi. Nano boyuttaki partikiillerin FT-IR
spektrumu incelendiginde 3419,84 cm™ ve

3994,11

3419,84

o 70

52

50,0

161925

589,98 cm? iki karakteristik  pik

gozlenmistir (Sekil 1A-B).

45125

63181 55905

4400,0 4000 3600 3200 2800 2400 2000

1600 1400 1200 1000 800 600 4000

Sekil 1. A: Miknatis ile manyetik 6zelliklerin sunumu B: Partikiil FT-IR analizi

SEM ve TEM goriintii ve boyut analizlerine
gore tanecik boyutlar1 50nm altinda
bulunmustur. Ayrica SEM goriintiileri de
bunu desteklemektedir. SEM  analiz
sonuglart  topaklanmanin az oldugunu

102
BE MAG 60000 5 KV 1004V WO 1) 8

b
S8 MAG 60000 x W

Sekil 2. Immobilizasyon

once (A: SEM; B: TE

gostermistir. TEM ve SEM goriintiilerinde
(immobilizasyon  Oncesi ve  sonrasi)
boyutlarin  kiigiik oldugu belirlenmistir
(swrastyla <50nm ve <100nm) (Sekil 2).

i

M) ve sonrasi (C: SEM;D: TEM) partikiil goriintiileri.
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Sentezlenen nano demir
partikiillerinin kaplama dncesi yapilan EDX
analizlerinde beklenildigi gibi demir ve

oksijen ylizdeleri (Fe: 2,78 wt.%; O: 1,61
wt.%;) yiiksek c¢ikmuistir (Sekil 3A-B).
Ayrica, glioksal kaplama sonrasi yapilan
EDX analiz verileri karbon ve oksijen atom

!- Spectram: 1387

varliginin attigini gdstermistir (sirastyla,

0,22wt.%;
Glioksal

2,29 wt.%)
kaplamasi

(Sekil
sonrasi

3C-D).
ureaz

immobilizasyonu yapilan partikiill EDX
sonuclarinda karbon miktarinin arttigi ve
azot varligr gozlenmistir (sirasiyla, 0,95
wt.%; 0,14 wt.%) (Sekil 3E-F).

ElL AN Seriss Met uan. C nars. C Atesm. C Eerar (1 Stgma) ]
[wt.%] [wt.8] [ar.%] [wt. 8]
Fa 2§ FK-pories 057TH1 63.17 4, 86 52,55 2,90 - = e m =
Ft 78 M-series 146740 16.01 16.39 3.81 0.63 g
O & K-sories 132066 14.33 14.60 dl.6¢ 1.61
Fd 46 L-sariss 33847 4.04 4.13 1.76 0.16
58 14 F-saries 17THT 0.13 0.13 0.23 0.03 l
Toral: 97.63 100.00 100.00 ‘
T T
EL AN Series Bet wnn. C norm. C Atom. © Error (1 Sigma) ==
[wt.8] [wt.%] [at.¥] [wt. 4] D
Pe 76 H-series 84770 56.06 57.32 39.2@ 2.47
0 & K-series 243152 20.93 21.40 351.1% 2.1
4 i
Pt T8 M-series 157033 14.37 14.89 2.08 0.57 & e =m " - -
Pd 46 L-series 453320% 4.87 4.98 1.79 0.1%
C & FK-series 10014 1.42 1.45 4.63 0.22
i 14 K-series 2723 0.16 0.1 0.22 0.03 |
Total: 97.81 100.00 100.00 ] r " |
-y " u e
Spectrom: 1397 —
EL AN Smries Wk mnn. © norm, © Atem. C Ercer (1 Sigma) F
fwt_h]  [we.k] jat.m] [t _aj "1
N ——— T ——————
Fa 3¢ K-mories 53708 &0 _ 4% ar 8 *5.30 1.80 aq
G B K-sscies LTSE45 19.14 2034 41.74 2.1
Fr T Memeries LEI04D 17_58 i8558 3.14 B.dd ¥ T © - -
C & Keseries 52453 T-91 a7 L 0.5
Fd 4 Le-meries IH35T A-67 L L] i.53% O.i%
Cr 24 K-SeTled BESS .23 .35 1.8% 0.1F =7
i 3% E-series A D08 (.1} ] 0.EL 0.0
Ha 11 R-series 11706  0.73 o.TT 1.11 e.oT _f
B 7 Eeseries 3333 [N 1 P ] i.73% D.14
51 14 F-series A FES [ o, 38 0.7 0.0
= L
Totals S4.57 100,00 100.00

Sekil 3. EDX veri analiz sonuglari Sekil 3’te verilmistir. 3A-B: Glioksal molekiilii baglanmadan 6nce; 3C-D: Glioksal
molekiilii baglandiktan sonra ve 3E-F: Ureaz enzim baglanmasi sonrast

Partikiil boyut analizleri i¢in baglama

Oncesi

Ve sonrasi

XRD

anal

izleri

yapilmustir. Analiz sonuglarinda baglama
oncesi boyut ortalamasmin (23nm) Ureaz
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enzimi baglama sonrasi ortalamasina gore
(36nm) daha kiiciik oldugunu gostermistir

(Tablo 1).
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Tablo 1. A: immobilizasyon éncesi B: Sonrast XRD analizi

A No. 2-theta(deg) d (A Height(cps) Int. I{cps deg) FWHM(deg) Size

1 30.410015) 2.9369(14) 301(22) 153(3) 0.390(13) 221(7)

2 35.744(T) 2.5100(5) QE2(40) 526(4) 0.389(6) 224(3)

3 37.48(5) 2.398(3) 37(8) 13.6(19) 0.34(4) 2G1(32)

El 43.41(2) 2.0828(9) 213(19) 100(2) 0.361(17) 247(12)

5 53.81(3) 1.7022{10) S6(12) 46(2) 0.46(2) 204(11)

& 57.334(16) 1.6057(4) 245(20) 143(2) O.478(12) 198(5)

7 62.957(15) 1.4751(3) 410(26) 224(3) 0. 418(11) 233(6)

8 74.49(4) 1.2728(6) 66(10) 38(2) 0.43(5) 240(30)

B Mo 2-thetal(deg) d (A) Height{cps) Imt. I(cps deg) FWHMideg) Size

1 14.997(15) 5.902({6) 130 15) S50{3) 0.26(2) 320(28)

2 20,294 17) 4.3T2(4) 49229 22960 030418} 2TT(16)

3 22 80(3) 3. BOT(5) 17 LT 53(5) 0.2(3) 283927y

3 31.506(14) 2.8293(12) 345(24) 82(3) 0.202(12) 327(25)

s 32.525(8) 2.7506(7) 921(39) 284(5) 0.252(7) 343(9)

3 45.356(11) 1.0078(5) 217(19) 40(2) 0.164(12) S37(39)

= 46.770(19) 1.9407(7) 106(13) 31(2) 0.25(2) 350(32)

s 52.69(7) 1.736(2) SE(10) 34(3) 0.42(7) 2Z1(37)

El S8.13(3) 1.5857(7) 145(16) 33(7) 0.30(2) 312(26)

10 75.18(3) 1.2628(4) SO(10) 20.1(15) 0.19(4) 552(128;

11 F7.76(4) 1.2272(6) 34(8) 10.5(17) 0.29(5) 371(61)

Calismamizda glioksal molekiiliiyle olmak tlizere 3 gruba ayrildi ve metotta

cesitli teknikler kullanilarak stabilize edilen belirtilen inkiibasyonu sonrasi aktivite
ireaz enzim ¢ozeltileri; Grup [-11-111 calismast yapildi (absorbans degerleri
(swrastyla; oda sicakligi (25 °C), 4 ve 37 °C) Tablo 2).

Tablo 2. Aktivite caligmasi sonrasi stabilize enzimin absorbans/sonug degerleri (Grup I-11-1IT i¢in)

Group 1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
No
Blank 0,04 0,04 004 0041 0041 0,041 0,041 0041 004 0,041
Standard 0,048 0,049 005 0,05 0051 0,053 0,052 0,052 0,051 0,053
Sample 0,044 0,045 0,045 0,046 0,046 0,047 0,046 0,046 0,045 0,047
UreN
15 166 15 166 15 15 136 136 136 15
mg/dI
Result
25 251 25 251 25 25 248 248 249 25
mmol/L
Group 2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
No
Blank 0,04 0,039 0,04 0,042 0,042 0,04 0,039 0,041 0,042 0,042
Standard 0,048 0,048 0,048 0,054 0,055 005 0,052 005 0,048 0,055
Sample 0,044 0,044 0,044 0,048 0,049 0,045 0,044 0,046 0,045 0,049
UreN
109 166 15 15 161 15 15 133 15 15
mg/dl
Result
247 251 25 25 251 25 25 249 25 25
mmol/L
Group 3 1 2 3 4 5 6 7 g 9 10
No
Blank 0,042 0,042 0,04 0,04 0,041 0,042 0,042 0,049 0,04 0,041
Standard 0,055 0,054 0,048 0,049 0,053 054 0,053 0,054 0,049 0,053
Sample 0,049 0,048 0,044 0,045 0,047 0,048 0,047 0,042 0,045 0,047
UreN
16 15 15 166 15 15 15 15 166 15
mg/dl
Result
251 25 25 251 25 25 25 25 251 25
mmol/L
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p>0,05. Birbirleriyle karsilagtirildiginda
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli yine gruplar arasinda anlamli fark
bir fark saptanmadi F (3,36) = 1,059 bulunmadi (Tablo 3, 4 ve Sekil 4).
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Tablo 3. Tanimlayici istatistiklerin analizi Urea-N (mmol/L)

Group N Minimum Maximum Mean=S.E
control 10 2,50 2,50 2,50
groupl 10 2,48 2,51 2,50+0,003
group2 10 2,47 2,51 2,50+0,004
group3 10 2,50 2,51 2,50+0,002
Tablo 4. Gruplar arasi karsilastirma istatistik analizi
Mualtiple Comparisons
Tukey HSD
Iisan Difference
(I gronp (D group  (I-T) Std. Error sz
control sroupl O, 003 O, OO 0,842
sroup? 0,002 0,004 0,946
sroupl sronyp’t -0 001 O, OO 0,993
sroup3 -0_006 O_00 0_ 364
Srongpt sroup3 -0 005 O, OO 0,523

Group3

Group2

Groupl

Control

2,2 2,25 3 2,35 24 245 5 2,55

d a i i

B Mean Staistic = Mean 3td. Error

Sekil 4. Grup ve gruplar arasi veri sonuglarimin grafiksel sunumu
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4. Tartisma

Enzimler canli organizmalarda
substratlarin kimyasal degisimini
katalizleyen molekiillerdir. Ozgiinliikleri
sayesinde pek c¢ok wuygulama alanina
sahiptir. Sanayide, deterjanlarda, kimyasal
sentezlerde medikalde biyosensor olarak,
polimeraz zineir reaksiyonlarinda,
proteomik analizlerde kullanilmaktadir.
Ancak kisa dmiirleri yiiziinden kullanimlari
siirl kalmakta ve endiistriyel
uygulamalarda kullanilan serbest enzimin
aktivitesini kaybetmeden geri kazanilmasi
¢ok zor olmaktadir(Yener, 2007). Bunun
carpict  Orneklerinden biri, biyosensor
gelistirme  cabalarinda  engel  olarak
karsilagilan enzim stabilizasyon eksikligi
gosterilebilir(Aykut ve Temiz, 2006). Bu
nedenle enzimlerin inaktivasyona karsi
stabilizasyonu endiistriyel uygulamalar i¢in
zorunludur.  Enzim  inaktivasyonlari;
sicaklik, pH, denatiire edici kimyasallar,
oksijen, proteazlarin mevcudiyeti gibi
bircok faktoriin etkisi ile gergeklesir.
Stabilitenin arttirilmasi enzim kayiplarin
azaltarak, enzim preparatlarinin isletmeye
olan maliyetini diislirecektir. Glinimiizde
katki  maddeleri kullanimi;  kimyasal
modifikasyon ve protein mihendisligi
enzim stabilizasyonunda sik¢a kullanilan
yontemlerdendir. Bu calismada, glioksal
molekuli kullanarak in vitro kosullarda
model olarak viicut sivilarindan iirenin
tayini amaciyla kullanilan iireaz enziminin
stabilizasyon deneme c¢aligsmasi yapildi. FT-
IR analiz sonuglarimiza gore 3000-3300
cmi‘de O-H titresim pikleri gdzlendi.
Calismada manyetiklik 6zelligi miknats ile
degerlendirildi ve sentezlenen partikiillerin
manyetik oldugu belirlendi. Sentez sonrasi
yapilan XRD sonuglari baglama Oncesi
partikiil boyutlarimin (23nm) baglanma
sonrast boyutlarina gore (36nm) daha kiigiik
oldugu belirlendi. Bu durum partikiiliin
ylizeyinde glioksal ve enzim
immobilizasyonun gostergesiydi. Baglama
oncesi ve sonrast TEM ve SEM goriintiileri
de bize baglamanin gerceklestigini, XRD
sonuglarimizla uyumlu olarak boyutlarin
baglanma Oncesi ve sonrasinda 100nm
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tizerine ¢ikmadigini gosterdi. Mikelashvili
ve arkadaslarinin yapmis oldugu sitrik asit
modifiye partikiil sonuglart da bizimkine
benzerdir. Elektrohidrolik desarj sistemi ile
hazirladiklar1 saf partikiillerin manyetik
ozellikte oldugu ve XRD  boyut
sonuclarinin 25-28nm araliginda olugunu
raporlamiglardir(Mikelashvili ~ ve  ark.,
2023). Ayrica bizim g¢aligmamiza benzer
olarak partikiill karakteristik piklerini
gostermislerdir (sirasiyla; (220), (311),
(400), (422), (511) ve (440)).Tang ve
arkadaslar1 demir partikiil sentezinde
ylizeyde OH gruplarinin olusumundan
bahsetmislerdir(Tang ve ark., 2011; Yasar
ve ark., 2023). Bizim ¢alismamizda 3000-
3450 cm¥de O-H titresiminin oldugu
belirlendi. Ayrica Fe-O gerilme piki 589,98
cm’de gozlendi. Bu sonuglara benzer
olarak 536 cm™’de karakteristik gerilme
piki ve 3492 cm™*’de OH pikinden bahseden
calismalar mevcuttur(Mikelashvili ve ark.,
2023; Pinheiro ve ark., 2013; Sahoo ve ark.,
2005). TEM ve SEM goriintiileri partikiil
kaplama ve boyutlarinin belirlenmesinde
siklikla kullanilan bir tekniktir. Bizim
calismamizda da kaplama ve boyut
analizleri XRD, FT-IR, EDX analizlerin
yant sira SEM ve TEM analizleri ile
onaylandi ve literatlirle benzerligi ortaya
kondu(Javanbakht ve ark, 2016; Yasar ve
ark., 2023). Sentezledigimiz partikiillerin
EDX analizleri incelendiginde baglama
oncesi atom cesit ve ylizdesi
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular
glioksal molekiilii baglama asamasindan
sonra karbon atomu yiizdesinde artis
oldugunu gosterdi. Bu durum glioksal
molekiillerinin partikiil ylizeyine
baglandiginin gostergesiydi. Enzim
baglama sonrasi aliman EDX analiz
sonuclarimizdaki ~ karbon  ve azot
atomlarinin yiizdesinin artmast mevcut
iireaz enzim molekiillerinden
kaynaklandigini diisiindiirdii (histidin, lizin
aminoasitleri gibi). EDX analiz
sonuclarindaki karbon ve azot atom
varligia atifta bulunarak organik molekiil
baglanabildigini  raporlayan literatiir
calismalari da  bizim  sonuglarimiza
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benzerdi. (Yasar ve ark, 2023).
Calismamizda kararliligin
degerlendirilmesinde farkli sicaklik
sartlarinda  bekletilmis  {ireaz-partikiil

komplekslerinin aktivitesi incelendi. 3 grup
halinde (oda sicakligi, +4 ve 37°C) ve
strastyla ilk iki 6rnek 6 giin, li¢lincii 6rnek
ise 3 giin oda sicakliginda, 3 giin +4°Cde
bekletilip 1 saat 37 °C‘de inkiibasyon
yapildiktan ~ sonra,  standart  olarak
hazirlanan (2,5 mmol/L) ornekte, aktivite
tayinleri yapildi. Her grup 10 farkli seride
tekrarlanmis ve elde edilen absorbans
degerleri ile aktivite ¢alisildi. Bulgularimiz
her 3 grubunda hem kendi aralarinda hem
de kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
olmadigr ve kararliligin yiiksek seviyede
gerceklesmis oldugu
yoniindeydi.Literatiirde bagh ve
immobilize iireaz ¢alismalarinda pH:
sirastyla 6.5- 7.5 arasi optimum aktivite
gosterdigi  belirtilmistir.  Yine  ayni
calismada serbest ve immobilize enzimin
optimum sicakligimi sirasiyla  50-60°C
oldugunu raporlamistir(Cinar ve ark.,
2017). Biz c¢alismamizda  optimum
sicakliklarin altinda da immobilize olan
enzimin aktivitesi degerlendirmeyi
amagcladik. Sonuglarimiz kontrol grubuna
gore daha diisiik farkli sicakliklarda da
immobilize ve serbest enzimlerin iglevlerini
kaybetmedigi gostermekteydi. Bu sonuglar
sicaklik degiskenliginde bile immobilize
enzimin aktivitesini serbest iireaza gore
korudugunu gosterdi.

5. Sonuclar

Sonug olarak, Literatiirde
c¢ogunlukla immobilize {ireaz enzimin
optimum kosullar1
incelenmektedir(Alptekin, 2019). Bizim

caligmamizda ise optimum kosullardan
sadece sicaklik parametresinin diisiiriilmesi

ve bu smirlarin  altindaki  sicaklik
degisikliklerinde aktivitesini
degerlendirmekti. Boylelikle depolama

kararliliginda, raf dmriinde ve biyoreaktor
kullanimlarindaki avantaji  gOstermekti.
Sonuglarimiz,  degisken  sicakliklarda
depolanan ve daha sonra farkli sicakliklarda
degisim gosteren sartlarda dahi
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(gruplarimiz) immobilize ureazin
aktivitesini istatistiksel olarak serbest iireaz
aktivitesine benzer olabildigi yoniindedir.
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bulunduklarim1 ve onayladiklarin1 beyan
ederler.
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