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Ureazin modifiye edilmis florisile kovalent immobilizasyonu ve setrbest
ve immobilize lireazin karakterizasyonu
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Abstract

Purpose: In this study, it was aimed to immobilize urease
from  Canavalia onto modified  Florisil
(magnesium silicate) by covalently and to characterize
immobilized urease and also to investigate reusability of
immobilized urease in a batch type bioreactor.

Materials and Methods: Florisil was activated with 3-
aminopropyltriethoxysilane and then modified with
glutaraldehyde. Urease was covalently immobilized onto
modified support. Images of support and immobilized
urease were examined on a scanning electron microscope.
The optimum pH and temperature, kinetic parameters
(K, Vimax, #cat/ Kin) and storage stabilities at 4°C and room
temperature of free and immobilized ureases were
determined. Reusability of immobilized urease was
investigated in a batch type bioreactor.

Results: Free and immobilized ureases showed their
maximum activities at pHs 7.0 and 6.5, and at
temperatures 50 and 60°C, respectively. The Ky, value of
immobilized urease increased 2.2 fold compared to free
urease. The catalytic efficiency of immobilized urease was
about 0.1% of the free urease. Free urease completely lost
its activity at the end of 5 days stored at 4°C and room
temperature; however, immobilized urease did not lose its
activity at the end of 19 days at the same conditions.
Immobilized urease maintained 50% of its initial activity at
the end of 10 reuses in batch type bioreactor.
Conclusions: Although wurease activity significantly
decreased upon covalent immobilization onto modified
Florisil. However, high storage stability and reusability of
immobilized urease makes it potentially useful
immobilized form.
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Oz
Amag: Bu calismada, Canavalia ensiformis kaynakli tireazin
modifiye edilmis Florisil’e (magnezyum silikat) kovalent

immobilize edilmesi ve immobilize lireazin
karakterizasyonunun yapilarak biyoreaktor
uygulamalarinda kullanilabilirliginin aragtirilmast
amaclanmistit.

Gereg ve Yontem: Florisil, 3-aminopropiltrietoksisilan ile
aktiflestirilmis daha sonra glutaraldehit ile modifiye
edilmistir. Modifiye edilmis destege treazin kovalent
immobilizasyonu  gergeklestirilmistir.  Destegin ~ ve
immobilize reazin taramali elektron mikroskobunda
gorintileri incelenmistir. Serbest ve immobilize treazin
optimum pH’st, optimum sicakligi, kinetik parametreleri
(K, Vimao Acae/Km) belitlenmis ve 4°Cde ve oda
sicakhiginda  depolama  kararhiliklart  incelenmistir.
Immobilize tireazin tekrar kullanim kararlihgr kesikli tip
reaktorde arastirilmistir.

Bulgular: Serbest ve immobilize treaz i¢in optimum pH
strastyla 7,0 ve 6,5; optimum sicaklik ise 50 ve 60°C olarak
belirlenmistir. 1mmobilizasyondan sonra enzimin Ky
degeri 2,2 kat artmustir. Immobilize treazin Ikatalitik
etkinligi, serbest tireazin katalitik etkinliginin %0,1’1 kadar
bulunmugtur. Oda sicakliginda ve 4°C’de serbest treaz 5
giin sonunda aktivitesini tamamen kaybederken, aym
kosullarda immobilize treaz 12 giin sonunda aktivitesini
kaybetmemistir. Immobilize tireaz kesikli tip biyoreaktorde
10 kullanim sonunda baglangic aktivitesinin %50’sini
korumustut.

Sonug: Immobilize iireaz, serbest iireaza gore diisiik
aktivite gostermekle beraber, depolama kararliliginin ve
biyoreaktér uygulamalarinda tekrar kullaniminin ytksek
olmasi immobilize Ureazin serbest treaza goére kullanim
potansiyelini arttirmaktadir.

Anahtar kelimeler: Ureaz, immobilizasyon, biyoreaktér,
florisil
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Alptekin
GIRIS
Ureaz (BEC 3.5.1.5), iirenin amonyak ve
karbondioksite =~ dontstimiinii  katalizleyen  bir
enzimdir.

(NHZ)ZCO + Hzo — COz + 2NH3

Bircok bitki, bakteri, mantar ve alg de bulunan
enzim, azotun dogadaki genel metabolizmasinda
o6nemli bir rol oynatr'. Canavalia ensiformis kaynaklt
treaz enzimi, 91 kDa molekil agirligina sahip
birbirinin aym alt birimleri iceren bir hekzamerdir.
Toplam molekil agithgr 590 kDa olup, 12 nm
boyutundadir?. Enzimin  aktif  merkezinde
aktivitesinde ¢cok 6nemli rol oynayan iki nikel iyonu
bulunur?.

Immobilize enzim kullanimi, reaksiyon kosullarinin
kolay kontrol edilebilmesi, reaksiyon ortamindan
kolayca uzaklastirilabilmesi ve tekrar kullanilabilirligi
gibi nedenlerle serbest enzim kullanimina gore
ustinlikler saglamaktadir. Immobilize treaz, saglik
alaninda diagnostik amagli biyosensorlerde, trenin

kandan uzaklastirlmasinda ya da hemodiyaliz
isleminde sentetik diyalizat ¢coOzeltisinin
yenilenmesinde  kullanilmaktadir.  Ayrica  gida
endustrisinde iceceklerden Urenin

uzaklagtirlmasinda ve gibre atik sularinda bulunan
drenin donustirilmesinde de kullanim  alanina

sahiptit™.  Son  yillarda  dreazin  kovalent
immobilizasyonunda aktif karbon, katyonik lateks
partikiller, cyrogel, TiO2 boncuklar, yumurta

kabugu zari, magnetik nanopartikiiller ve altin-
glutatyon nanokonjigat, seliloz gibi destekler
kullanilmistir>-12,  Inorganik destekler termal ve
mekanik kararhliklarinin yiiksek olmast ve toksik
olmamalart nedeniyle immobilizasyon ¢alismalarinda
siklikla tercih edilmektedir®. Florisil (magnezyum
silikat), %15 MgO ve %85 SiO» igeren, gézenek
buytkligh 6-8 nm, spesifik yiizey alant ise 170-300
m?/’dir. Ayrica termal kararhligi yuksek, hidrofilik

karakterde, —mikrobiyal saldirlara  ve organik
¢oziiciilere karst dayaniklt bir destektir!3.
Bu calismada, Florisil destek 3-

aminopropiltrietoksisilan (3-APTES) ile aktiflegtirildi
ve glutaraldehit ile modifiye edildi. Destegin
modifikasyonundan sonra treaz kovalent olarak
destege baglandi. Immobilize {ireazin optimum
pH’st, sicakligl, kinetik parametreleri (Kum, Vimax,
keae/ Kim) belitlenerek, depolama kararlilig ve kesikli
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tip  biyoreaktérde tekrar  kullamim  kararhihig
arastirildi.

GEREC VE YONTEM

Kimyasallar

Calismada kullanidan, Canavalia ensiformis kaynaklt
ureaz (15-50 U/mg katr), Florisil, 3-APTES,
glutaraldehit ve diger kimyasallar Sigma firmasindan
temin edilmistit.

Florisil’in modifikasyonu

Modifiye  edilmis  Florisilin ~ hazirlanmasinda
literatiitede daha o6nce Tikel ve Alptekin!?
tarafindan 6nerilen yéntem kullanidmistir. Ureazin
destege immobilizasyonunda Florisil 6nce HNOj ile
yikand: daha sonra 3-APTES ile aktiflestirildi.
Flotisi’lden 10 g tartilarak tzerine %5 (w/v)’lik
HNO3 c¢ozeltisinden 50 ml. eklendi. Karigim 80-
90°C’de 1 saat boyunca karistirildi. Daha sonra
destek suzilerek saf su ile yikand: ve 120°C’de
etiivde kurutuldu.

Kurutulmus destekten 1 g alinarak tzerine %4’lik
(v/v) asetonda hazirlanan 3-APTES c¢ozeltisinden
eklendi ve karisim 45°C’de 24 saat bekletildi. 3-
APTES ile silanlanan destek saf su ile yikanarak
115°C’de 1 gece bekletildi. Silanlanmis destekten 1 g
alinarak tzerine pH’st 7,0 olan 50 mM fosfat
tamponunda hazirlanmig %2,5’lik (w/v)
glutaraldehit ¢ozeltisinden eklendi ve karisim 2 saat
oda sicakliginda karistirddi. Destek saf su ile
yikanarak 60°C’de kurutuldu.

Ureazin immobilizasyonu

Modifiye edilmis destekten 1 g tartilarak tzerine
pH’st 7,0 olan 50 mM fosfat tamponunda derisimi 1
mg/ml.  olacak sekilde hazirlanan ureaz
¢ozeltisinden 4 mL. eklendi. Karisim oda sicakliginda
calkalayicida 60 rpm  hizla 2 saat  karstrildi
Immobilize ireaz siziildi ve siizintide protein
kalmayincaya kadar yikandi Suzintiler protein
tayini icin biriktirildi. Destege baglanan treaz

miktarinin  belitlenmesi  amactyla  stiziintiide
bikinkoninik asit kullanilarak protein tayini yapildi'#.
Baslangicta immobilizasyon — ortamina  eklenen

protein miktarindan toplanan siizintiide bulunan
protein miktari ¢ikarilarak 1 gram destege baglanan
protein miktart belitlendi.
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Serbest ve immobilize ureazin

aktivitelerinin 6l¢tilmesi

Serbest ve immobilize treazin spesifik aktivitesi
spektrofotometrik olarak 6l¢tlmistir!®. 1,0x102 mg
serbest treaz veya 20 mg immobilize tireaz preparatt
pH’st 7,0 olan HEPES tamponu i¢ine (15 mM dre
ve 0,05 mM EDTA iceren) eklenerek 30°C°de 30 dk.
calkalayicili su banyosunda inkibe edildi. Daha
sonra 0,32 M H,SO4 c¢ozeltisinden 0,3 ml. ve
%0,3’lik (w/v) NaWO4 c¢ozeltisinden 0,3 mlL
eklenerek tepkime durduruldu. Nessler reaktifi
eklenerek  ¢oOzeltinin 405 nm’deki absorbanst
Olgildi. Tepkime sirasinda agiga ¢tkan amonyum
miktarint belirlemek icin analitik saflikta NH4Cl
kullanilarak olusturulan standart egri kullanid1.
Ureaz icin spesifik aktivite, 1 dakikada 1 pmol
NHs"u acgiga cikaran enzim olarak tanimlandi.
Aktivite 6lciimleri en az 3 tekrarlt calisildi.

lreazin

Serbest ve immobilize

karakterizasyonu

Serbest ve immobilize lireaz orneklerinin aktiviteleri
farkli pH’larda (4,5-8,0) ve sicakliklarda (20-70°C)
Olctldi. Serbest ve immobilize ireaz 6rneklerinin en
yuksek aktivite gésterdikleri ortam pH’st ve sicaklik
belirlendi. Enzimlerin aktivite degerleri bagil olarak
hesaplandi. Serbest ve immobilize Ureaz
orneklerinin farkli substrat derisimlerinde (1,5-15
mM ire) belitflenen optimum pH ve sicaklik
degerlerinde aktiviteleri 6l¢tldi. Lineweaver — Burk
grafigi kullanilarak Ky ve Vmax degerleri belirlendi.
Kn ve D degerleri  kullanidarak serbest ve
immobilize Gireaz igin Ae: (geri dontisim sayist) ve

kee/Kn  (katalitik  etkinlik) degetleri hesaplandi.
Derisimi 10 npg/ml  olan tUreaz ¢ozeldsi ve
immobilize Ureazin  kurutulmus formu oda

sicakliginda ve 4°C’de bekletldi ve belitli zaman
araliklarinda  aktiviteleri ~ Olgiilerek  depolama
kararhliklart belirlendi. immobilize tireazin kesikli tip
biyoreaktorde tekrar kullanim kararliligi arastirildi.
Bunun i¢in immobilize dreaz Orneginden 35 mg
alinarak capt 1,3 cm, yuksekligi 5,8 cm olan reaktore
yerlestirildi. Uzerine derisimi 15 mM olan ire
cozeltisinden 1,5 ml. eklenerek 30 dk. oda
sicakliginda bekletildi. 30 dk. sonunda ¢6zelti hizla
reaktorden uzaklastrildi. Sizintiye 0,45 mL HoSO4
(0,32 M) ve 0,45 mL Na,WO; (%0,3luk (w/v))
cozeltilerinden  eklendi.  Suzintide  enzimatik
tepkime sirasinda agiga ¢tkan  NHy*  miktar

Ureazin modifiye edilmis florisile kovalent immobilizasyonu
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belirlendi. Substrat ¢Ozeltisinden tekrar reaktore
eklenerek aynt islemler tekrar edildi. Her bir
kullanimda kalan enzim aktivitesi hesaplandi.
Boylece  kesikli  tip  biyoreaktér  sisteminde
immobilize ireaz preparatinin tekrar kullanim
kararliligt belirlendi.

Istatistiksel analiz

Serbest ve immobilize tireazin kinetik parametreleri
ortalamaZtstandart sapma seklinde verildi.

BULGULAR

Ureaz modifiye edilmis Florisil destegine kovalent
olarak baglanmistir. Destege baglanan enzim miktart
3,9 mg/ g destek, enzimin destege baglanma orani
%97 olarak belirlenmistir. Immobilize iireaz Grnegi

icin  taramali elektron mikroskobunda alinan
goruntiler Sekil 1°de verilmistir.
Modifiye edilmis Florisil destegin

immobilizasyondan sonra elde edilen gorintilerinde
yluzey morfolojisinin degistigi, ylzeydeki girinti ve
cikintlarin artti@ géralmistir.

Serbest ve immobilize treaz preparatlart icin farkls

pH’da yapilan aktivite 6l¢timleri sonucunda elde
edilen veriler bagil olarak Sekil 2°’de verilmisgtir.

Serbest tUreaz en fazla aktiviteyi pH 6,5de
gosterirken,  immobilize — treaz pH  7,0’de
gOstermisgtir. Serbest ve immobilize Ureaz

preparatlart icin farkli sicaklilarda yapilan aktivite
Olctimleri sonucunda elde edilen veriler Sekil 3’de
verilmistir.

Setbest Ureaz en yuksek aktiviteyi 50°C’de,
immobilize treaz ise 60°C’de gOstermistir.Kinetik
parametreler (Km ve Vmax), Lineweaver-Burk grafigi
kullanilarak belitlenmistit. Bu veriler kullanilarak
serbest ve immobilize iireaz icin Aa ve Aca/Kn
degerleri hesaplanmistir.  Serbest ve immobilize
ureazlara ait kinetik parametreler Tablo 1’de
verilmistir.

Immobilizasyondan sonra tireazin Ky degeri 2,2 kat
artmistir.  Immobilizasyondan  sonra  iireazin
aktivitesinde anlamli bir azalma meydana gelmistir.
Immobilize iireazin katalitik etkinligi serbest tireazin
katalitik  etkinliginin =~ %0,1’i  kadar  oldugu
belitlenmistir.
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Sekil 1. Taramali elektron mikroskobu gériintiisii. A. Orijinal Florisil’e ait 20.000 kat biiyiitiilmiig gériintii. B.
Ureazin baglandig1 modifiye Florisil’e ait 20.000 kat biiyiitilmiis gériintii.

—&—Serbestireaz  —e—Immobilize Greaz

120 -
100
80 ~
60 ~

40 A

Bagil Aktivite (%)

20 A

pH

Sekil 2. Serbest ve immobilize iireazin farkli pH’daki tepkime ortamlarinda 6lgiilen aktivite degerlerindeki
bagil degisim.

—e—Serbest ireaz  —e—Immobilize lreaz

120 +

100 +

60 -

Bagil Aktivite (%)

20 A

0 T T T T T T T T T T T 1
15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
Sicaklik (°C)

Sekil 3. Serbest ve immobilize tireazin farkli sicaklilarda aktivite degerlerindeki bagil degisim.
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Tablo 1. Serbest ve immobilize iireazin kinetik parametreleri.

Serbest Ureaz Immobilize Ureaz
K (mM) 2,701 59403
1 mas (U/mg protein) 515126 0,09%0,01
Koo (1) 68,7%3.4 0,12%0,01
keae/ K (51 M) 2,5(X0,D)x10* 2,0(£0,1)x10!
Serbest Ureaz (4°C) Serbest lireaz (Oda sicaklig)
B immobilize Ureaz (4° C) m immobilize Ureaz (Oda sicakhgi)
120 -
100

Kalan Aktivite (%)

80
60 -
40
20
0 T | | | |
0 3 5 7 12 19

Depolama Siiresi (Giin)

Sekil 4. Serbest ve immobilize iireazin 4°C ve oda sicakligindaki depolama kararliliklar:.

120

100 ~ e}

Kalan aktivite (%)
B (=)
o o

0 T T T T
0 2 4 6 8 10 12
Tekrar kullanim sayisi

Sekil 5. Immobilize iireazin kesikli tip biyoreaktdrde tekrar kullanim kararlilig1.
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Alptekin

Serbest ve immobilize titeazin depolama kararliliklar
oda sicakliginda ve 4 °C’de belitlendi. Serbest ve
immobilize Greazin depolama stresine baglt aktivite
degisimi Sekil 4’de verilmistir. Serbest treaz hem
4°C’de hem de oda sicakliginda 5 giin sonunda
aktivitesinin tamamini  kaybetmistir. Immobilize
treaz ayni kosullarda 12 giin sonunda aktivitesini
kaybetmezken, 26 giinde oda sicakliginda baslangic
aktivitesinin ~ %64’unt 4°C’de  ise  %80’nini
korumustur. Immobilize tireazin  kesikli  tip
biyoreaktor sisteminde tekrar kullanima baglt aktivite
degisimi Sekil 5°de gosterilmistir. Immobilize iireaz
biyoreaktdrde 10 kez tekrar kullanildiginda baslangic
aktivitesinin yaklasik %50’sini korumustur.

TARTISMA

Florisil, 3-APTES ile aktiflestirilerek ylizeyinde
serbest —NH> gruplarinin bulunmast saglanmustr.
Daha sonra destek glutaraldehit ile modifiye
edilmistir. Glutaraldehitin bir ucu destekteki amino
gruplart ile Schiff bazi olustururken diger ucu
yuzeyde aldehit gruplarinin bulunmasini saglamistir.
Son asamada enzim modifiye destek ile muamele
edildiginde destekteki aldehit gruplari ile enzimde
bulunan —NH; gruplart (lizin amino asit artiklart ya
da N wucu) ile Schiff bazt olusturarak kovalent
baglanmistir. Amin grubu iceren katt destege
enzimin glutaraldehit ile baglanmast yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir!s. Destegin glutaraldehit ile
muamelesinden sonra destegin su ile yikanarak
ortamdaki serbest glutaraldehitin destekten tamamen
uzaklastirilmast  ¢cok Onemlidir. Destekte kalan
serbest  glutaraldehit immobilizasyon  sirasinda
treazin hizla inaktf olmasina neden olmaktadir!’.
Destege immobilizasyondan 6nce uygulanan islemler
(HNOs3 ¢6zeltist  ile muamele, 3-APTES ile
aktiflestirme ve glutaraldehit ile modifikasyon)
destegin yiizeyinde girinti ve ctkintilarin artmasina
dolayisiyla yiizey morfolojisinde degisiklige neden
olmustur. Bu bulgular destegin modifikasyon
sonunda  ylzey alaninin artmis  olabilecegini
gostermektedir. Enzim boyutunun (12 nm) destegin
gbzenek boyutundan (6-8 nm) kii¢iik olmasi nedeni
ile dreazin destegin gézeneklerine girmeden destegin
yuzeyine baglandigi dastntlmektedir. Alatawi ve
arkadaglar1'®  epiklorohidrin  ile  ¢apraz  baglt
karboksimetil seltloz destekte yaptiklari
modifikasyonlar ile destekteki —NH> gruplarinin
miktatint  4-8 mmol/ g destek oldugunu
bildirmislerdir. Destekteki —NH: miktar1 arttik¢a
baglanan enzim miktatinin artafint (80-212 mg/ ¢
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birlikte

azalma

destek), bununla immobilize Ureazin
aktivitesinde oldugunu  bildirmislerdir.
Immobilize iireazin aktivitesi, destege baglanma
miktarina, destegin dogasina ve immobilizasyon
yontemine bagh olarak cesitlilik gostermektedir!>!°.

Immobilizasyon ile tireazin optimum pH’st 0,5 birim
artmustir. Lizinin €-amino grubu gibi bazik gruplar
tzerinden gerceklesen kovalent baglanma sonucu
enzim molekili  serbest haline kiyasla daha
polianyonik bir yapiya kavusmakta ve bunun sonucu
olarak tastyictya baglt enzimin optimum pH’st
serbest  enziminkine  kiyasla  bazik  bdlgeye
kayabilmektedit!¢. Literatirde benzer sonu¢ kumas
yuzeyine glutaraldehit tizerinden kovalent baglanmis
iireaz icin bildirilmistir. Ureazin optimum pH’sinin
immobilizasyondan sonra 7,0’den 7,5’ yiikseldigi
bildirilmistit.
Immobilize Ureazin optimum sicakligt
immobilizasyondan etkilenmistir. Immobilizasyon
sonrasinda tireazin optimum sicakligt 10°C artmustur.
Immobilize iireazin serbest tireaza gore vyiksek
sicakliklarda daha yiksek aktivite g6stermesi,
immobilize tireazin termal kararliliginin daha yiiksek
olmasindan kaynaklanabilir. Bu durum, ireazin
destege kovalent baglanmasi sirasinda ayni anda cok
sayida kovalent bag yapmasindan kaynaklanabilir.
Coklu baglanma, sicaklik artist ile enzimdeki
konformasyonel degisimleri siirlandirit'®. Yeon ve
Lueptow?, kumasa kovalent baglanmis immobilize
dreaztn optimum sicakliginin  55°C  oldugunu,
immobilizasyondan sonra optimum sicalikligin 10
°C artugt bildirmislerdir.

Bu calismada, immobilizasyon sonucunda treazin
Kin degeri yaklasik 2,2 kat artmustir. Literatiirde
immobilizasyon sonrasinda Ureazin Kn degerinin
arttigim'$20-24 ve azaldigini!820.21.24 bildiren caligmalar
bulunmaktadir.  Immobilize  tireazin  kinetik
parametrelerinin ~ serbest  dreazdan  farklilik
gostermesinin nedenleri, immobilizasyon ile enzimin
t¢ boyutlu yapisinda meydana gelen degisimler,
sterik etkiler, mikrocevre ve diflizyon sinirlamalari
olabilir!®17.25, Literatirde Gireazin immobilizasyondan
sonra max degerinin %30- %90 oraninda azaldigint

bildiren aragtirma bulgular1 rapor edilmigtir!6.18.20.24-
27

Depolama kararliligi uzun stre saklama durumunda
enzimin aktivite kaybinin bir OSlctistidar. Serbest
treaz 5 giin sonunda hem oda sicakliginda hem de
4°C’de baglangic aktivitesinin tamamini kaybetmistir.
Immobilize iireaz ise her iki sicaklikta 12 giin
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sonunda aktivitesinin tamamint korumustur. Yeon
ve Lueptow?’, kumasa immobilize edilen ireazin
4°C’de 98 gin sonunda baglangic aktivitesinin
%50’sini  kaybettigini bildirmislerdir. Alatawi ve
arkadaglar1’®)  karboksimetil seliloza immobilize
edilen Ureazin oda sicakliginda 1 hafta sonunda
baslangic aktivitesinin %30’unu kaybettigini, serbest
Ureazin ise  baslangic  aktivitesinin %80 nini
kaybettigini bildirmislerdir.

Immobilize enzimlerin etkin kullamimlart icin tekrar
kullantlabilitlikleri en 6nemli faktotlerden biridir.!®
Bu calismada, kesikli tip biyoreaktérde 10 kullanim
sonunda immobilize treaz baslangic aktivitesinin
%50’sini  korumustur. Alatawi ve atkadaglari!8
epiklorohidrin ile ¢apraz bagl karboksimetil seliiloza
kovalent immobilize edilmis Ureazin  kesikli
reaktérde 10 kullannom  sonunda  baslangic
aktivitesinin  %88’ini korudugunu bildirmislerdir.
Baska bir calismada, ipek fibroin tizerine kovalent
immobilize edilmis treazin 7 kullamimdan sonra
aktivitesinin degismedigi bildirilmistir!®. Dogac ve
Teke?!, kitosan kapli alginat nikel-ferrit boncuga
immobilize edilmis treazin 18 kez kullanimdan
sonra baslangic aktivitesinin  yarisinin  kaldigini
bildirilmislerdir.

Sonug olarak, modifiye edilmis Florisil destege tireaz
yuksek oranda (%97) kovalent olarak immobilize
edilmistir.  Immobilizasyondan ~ sonra  iireazin
optimum pH ve sicaklik degerleri degismis,
aktivitesi azalmistir. Ancak, immobilize ureazin
depolama kararliligt hem 4°C’de hem de oda
sicakliginda  serbest  treazdan daha  yiksek
bulunmustur. Ayrica immobilize tireazin kesikli tip
biyoreaktér sisteminde 10  kullanim  sonunda
baslangic aktivitesinin %50’sini korumasi,
immobilize dreazin kesikli tip  biyoreaktorde
kullanim potansiyelinin yuksek oldugunu
gOstermektedir.
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