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Farkli Kaynaklardan izole Edilen Ureaz Enziminin Immobilizasyonu Ve Ure Tayininde

Ve Hidrolizinde Uygulanabilirliginin Arastirilmasi
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OZET

Bu tez calismasinda ii¢ farkli kaynaktan izole edilen iireaz enzimi aljinata
immobilize edilerek hayvan yemlerinde iire tayininde kullanildi. Kaynak olarak yiiksek
lireaz aktivitesinde sahip bitki, fungus ve bakteri tiirleri kullanildi. Ureaz aktivitesi
Nessler metoduna gore Olciildii. Bitki kaynagi, bir nohut ¢esidi olan Cicer arietinum,
fungus kaynag1 Aspergillus fumigatus, bakteri kaynagi ise Proteus mirabilis olarak
belirlendi.

Bitki, fungus ve bakteri kaynaklarinin her {igii i¢in de siire, sicaklik, termal
kararlilik, optimum pH, pH kararliligi, substrat konsantrasyonu, yiiklenen enzim
miktari, aljinat konsantrasyonu, tekrar kullanilabilirlik, depo kararliligi gibi cesitli
parametreler arastirilarak bu bulgular serbest enzim ile karsilastirildi. Protein tayinleri
Bradford ydntemi kullanilarak gerceklestirildi. Iimmobilize iireaz enzimleri igerigi farkli
olan hayvan yemlerinde iire tayininde kullanildu.

Cicer arietinum lreazi ile yapilan ¢aligmalarda immobilizasyon verimi % 88.5
olarak belirlendi. Optimum siire 40 dakika, optimum sicaklik ve pH degerlerinin her iki
enzim formu i¢in de benzer oldugu, immobilizasyonun enzimin sicaklik ve pH istemini
degistirmedigi gozlendi. Optimum sicaklik ve pH sirastyla 50 °C ve 7.0 olarak bulundu.
Immobilizasyonun enzimin termal ve pH kararlihigm iyi yonde etkiledigi saptandi.
Optimum immobilizasyon kosullarinda hazirlanan boncuklar 5 tekrar kullanim sonunda
ilk aktivitelerinin yaklasik % 60’11 korudu. Depolama kararlilig1 ¢calismasi sonucunda
serbest enzim 4. giinde aktivitesinin tamamina yakinimni kaybederken immobilize
enzimin aktivitesinin % 88’ini korudu. Serbest ve immobilize iireazin Km ve Vmax
degerleri sirasiyla 0.42 mM ile 5 U mL™! dk!' ve 1.33 mM ile 10 U mL"! dk™' olarak

bulundu.



Aspergillus  fumigatus 1ile yapilan optimizasyon ¢alismalarimin sonucunda
immobilizasyon veriminin % 82.5 oldugu bulundu. Optimum siire 30 dakika, optimum
sicaklik 40 °C, optimum pH 7.0 olarak bulundu. Fungus iireazi immobilizasyon
sonrasinda termal ve pH kararliligin1 serbest enzime gore daha iyi korudu. Tekrar
kullanilabilirlik ¢alismasinda immobilize iireazin 5 dongii sonunda aktivitesinin %
44°7Unli korudugu gozlendi. Depo kararliligi calismasinda serbest enzim 7. giiniin
sonunda aktivitesinin sadece % 18’ini korurken immobilize enzim % 66’sin1 korudu.
Serbest iireaz ve aljinat boncuklarda tutuklanan iireazin Km ve Vmax kinetik sabitleri
sirastyla 1 mM ile 8.33 U/ mL"! dk!' ve 0.44 mM ile 4.16 U/ mL! dk! dak olarak
bulundu.

Proteus mirabilis ile gergeklestirilen optimizasyon caligmalarinin sonucunda
immobilizasyon verimi % 85 olarak hesaplandi. Optimum pH her iki enzim formu i¢in
7.0 olarak bulundu. pH 7.0 ve 8.0’de serbest ve immobilize iireaz benzer sekilde
kararliliklarin1 korudular. Optimum sicaklik serbest ve immobilize iireazlar i¢in 40 °C
olarak belirlendi. Immobilize enzimin termal stabilitesi serbest enzime gore daha iyi
bulundu. Tekrar kullanilabilirlik c¢alismasinda, immobilize enzimin 12 kullanim
sonunda aktivitesinin % 55’ini hala korudugu bulundu. Serbest enzimin depolama
kararliligt c¢aligmasinda 10. giinde aktivitesinin tamamina yakinin1 kaybederken
immobilize iireaz ise % 53’linli korudugu gozlendi. Serbest ve immobilize enzimlerin
Km ve Vmax degerleri sirasiyla 2 mM, 40 U/ mL"! dk!' ve 0.4 mM, 35 U/ mL'! dk’!
olarak hesaplandi.

Hayvan yemlerinde iire miktarini belirlemek amaciyla igerigi bilinen yemlerde
immobilize bitki, fungus ve bakteri {iireazlar1 ile iire tayini yapilarak bulgular
karsilagtirildi. Calismanin sonucunda immobilize iireazlar ile hayvan yemlerinde iire
tayin edilebilecegi sonucuna varildi. Son olarak immobilize iireazlarin iire hidrolizinde

kullanilabilirligi arastirildi.
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Immobilization of urease enzyme from different sources and investigation of usability

in determination and hydrolysis of urea

Trakya University Institute of Natural Sciences
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ABSTRACT

In this study, urease enzyme was isolated from three different sources and
immobilized in calcium alginate beads for determination of urea amounts in animal
feeds. As a source, plants, fungal, and bacterial species with high urease activity were
used. Urease activity was measured by the Nessler’s method. Cicer arietinum was
determined as a source of plant, Aspergillus fumigatus was determined as a source of
fungi and Proteus mirabilis was determined as a source of bacteria.

Plant, fungi and bacteria sources for various parameters, such as effect of
thermal stability, temperature, optimum pH and pH stability, substrate concentration,
reuse and storage stability were investigated and the results of the investigation were
compared with the soluble enzyme. Protein determination was performed using the
Bradford method. Immobilized urease enzyme was tested for the determination of urea
amounts in various animal feeds.

In studies with Cicer arietinum urease; the activity yield of immobilization was
calculated as 88.5 %. Optimum temperature and pH were found to be similar for both
soluble and immobilized enzymes. It was observed that immobilization did not change
pH and temperature prompt of the enzyme. pH and optimum temperature were found to
be 7.0 and 50°C respectively. Improved thermal and pH stability of urease were
achieved by immobilization. The K value for immobilized urease was found to be
higher than that of the free enzyme. Immobilization of beads at optimum conditions
enabled up to 5 repeated use of enzyme and maintained 58 % of their initial activity. In
storage stability assays, almost all of the activity of the free enzyme lost at fourth day. It
is observed that the immobilized enzyme retained 88 % of its activity after fourth days.

The Km and Vmax values were calculated from Lineweaver-Burk plot as 0.42 mM ile 5
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U mL! dk! and 1.33 mM ile 10 U mL"! dk! for free and immobilized enzyme,
respectively.

According to results of the optimization study with Aspergillus fumigatus. The
immobilization efficiency was calculated as 82.5 %. Optimum incubation time,
optimum temperature and optimum pH were determined 30 min, 40°C and pH 7.0 for
both enzymes. It was found that thermal stability and pH stability of immobilized
enzyme was better than that of the free enzyme. In reusability study, immobilized
enzyme maintained 44 % of its initial activity after 5 repeated use of enzyme. In
storage stability study, free enzyme retained 18 % of its initial activity within 7 days.
Immobilized enzyme conserved 66 % of its initial activity for 7 days. Free and
immobilized enzyme K and Vmax values were calculated to be 1.0 mM , 8.33 U/ mL!
dk! and 0.44 mM ile 4.16 U/ mL"! dk’!, respectively.

According to results of the optimization study with Proteus mirabilis.
Immobilization yield was calculated as 85 %. Optimum pH for free and immobilized
urease was found to be 7.0. Immobilized and free urease enzymes protected their
stability at pH 7.0 and 8.0 in a similar way. Optimum temperature was found to be 40
°C for free and immobilized urease. Thermal stability of the immobilized urease
enzyme was significantly better than the free enzyme. In reusability assays,
immobilized enzyme maintained 55 % of its initial activity after 12 repeated use of
enzyme. In storage stability study, almost all of the activity of the free enzyme lost at
tenth day . It is observed that the immobilized enzyme retained 53 % of its activity after
tenth days. Free and immobilized enzyme Km and Vmax values were calculted to be 2
mM, 40 U/ mL! dk! and 0.4 mM, 35 U/mL"! dk’!, respectively.

In order to determine of the amount of urea in different animal feed known of
the content urea determination assays were carried out using immobilized ureases and
results were compared. In this study showed that immobilized urease allowed
measurement of the urea levels in the animal feeds. Finally, the availability of
immobilized urease for hydrolyzes urea were evaluated.
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Number of Pages : 111
Keywords : Immobilization, urease, alginate, entrapment, urea assay, Cicer
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BOLUM 1

GIRIS

Enzimler suda ¢6ziinen spesifik katalizorlerdir ve katalizledikleri reaksiyonun
hizim1 103-10'7 defa hizlandirmaktadirlar. Son yillarda enzimlerin biyoteknolojik ve
endistriyel kullanimlarinin yayginlagsmasi nedeniyle bilim adamlart enzimleri daha

kullanisli hale getirme yoniinde ¢aligmalar yapmaktadirlar [1].

Bilindigi lizere enzimler suda ¢Oziinen ve substratlarima 6zgii katalizorlerdir.
Sulu ortamda gergeklestirilen endiistriyel ¢aligmalarda serbest enzimlerin aktivitelerini
yitirmeden geri kazanilmast miimkiin degildir. Ayrica serbest enzimlerin aktivitelerini
kaybetmeden reaksiyon ortamindan uzaklastirilmasi olanaksiz oldugundan, enzimlerin
tekrar kullanilabilmesi s6z konusu degildir. Bunun sonucunda enzim c¢alismalarinin
maliyeti oldukca yiikselmektedir. Serbest enzimler siirekli {iretim sistemlerine
uygulanamazlar. Biitiin bu problemleri ¢6zebilmek ve enzimleri endiistriyel alanda daha
kullanisli ve c¢ekici hale getirebilmek icin son yillarda enzim immobilizasyonu

calismalari hiz kazanmstir [2, 3, 4].

Immobilize enzimler serbest enzimlere gére sicaklik ve pH degisimlerinde
yiiksek katalitik aktivite gosterirler ve kararliliklarin1 korurlar. Ayrica reaksiyon
ortamindan kolayca uzaklastirilmalar1 sayesinde tekrar tekrar kullanilabilirler ve

bdylece reaksiyon ortamindaki kirliligi azaltmasinda 6nemli rol oynarlar [5, 6].

Immobilizasyon igin pek ¢ok ydntem mevcuttur, bu ydntemler arasinda
kalsiyum aljinat jelde tutuklama yontemi biyouyumlulugu, toksik olmamasi, 1limh
kosullar altinda immobilizasyonun gercekleserek enzime zarar vermemesi ve ucuz bir
yontem olmasi yoniiyle pek cok avantaja sahiptir. Aljinatin enzim tutuklamasinda

kullanildig1 pek ¢ok ¢alisma mevcuttur [7, 8, 9, 10, 11, 12].



Ureaz (Ure amidohidrolaz; E.C. 3.5.1.5.) hidrolazlar sinifina giren iireyi
amonyak ve karbondiokside hidroliz eden nikel bagl bir metalloenzimdir [13]. Ureaz
enzimi bitkiler, bakteriler ve funguslarda bulunmaktadir [14]. Ureazin en 6nemli gorevi
organizmanin azot kaynagi olarak iireyi kullanmasini saglamaktir. Bitkisel iireazlar azot
metabolizmasinda rol alir ve savunma proteini olarak goérev yaparlar. Buna ek olarak
bitkisel lireazlarin antifungal ve insektisidal etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Bu
caligmalara dayanarak iireaz enziminin, predatorlere ve fitopatojenlere karsi bitkiyi
koruyan bir savunma araci oldugu diisiiniilebilir [15]. Ureaz pozitif bakteriler ve
funguslar insan ve hayvan hastaliklarinin patogenezinde 6nemli rol oynar. Or: H.

pylori, Y. entereolitica, C. neoformans [16].

Biyoteknolojik ¢alismalarda iireaz enzimine ilgi giderek artmaktadir. Biyolojik
stvilarda ilire miktarinin hesaplanmasi, diagnostik kitler olarak, kan {ire tayininde
biyosensor olarak, yapay bobrekte lirenin kandan uzaklastirilmasi, gida endiistrisinde
iireyi, meyve suyu ve alkollii yiyecek ve igeceklerden uzaklastirma, atik sulardan iire
temizleme gibi ¢esitli endiistriyel uygulamalara sahip olmasi iireaz enziminin

arastirmacilarin ilgi odagi olmasinin en 6nemli nedenleri arasindadir [17, 18, 19, 20].

Ureaz enziminin cesitli tasiyicilara immobilize edildigi c¢alismalar mevcuttur
[21, 22, 23]. Bu calismada Cicer arietinum, Aspergillus fumigatus ve Proteus
mirabilis’den izole edilen ilireaz enzimleri ilk kez sodyum aljinat jel boncuklar igine
immobilize edildi. Immobilize ve serbest enzimlerin ¢alisma kosullar1 optimize edildi
ve birbirleri ile karsilastirildi. Bu amagla, enzimlerin siire, sicaklik, pH, substrat
konsantrasyonu, pH kararlili§i, termal kararlilik, depo kararlihg ve tekrar
kullanilabilirlik gibi 6zellikleri arastirildi. Ayrica immobilize enzimlerin iire tayininde

ve hidrolizinde kullanilabilirligi arastirildi.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Enzimlerin Onemi ve Simiflandirilmasi

Canliligin devam edebilmesi i¢in gereken en 6nemli 6geler; canlinin kendisini
kopyalamasi ve kimyasal reaksiyonlar1 yiiksek bir verimlilik ile biyolojik ortamda
katalizleyebilmesidir. Yasayan organizmalar bu fonksiyonlarii gergeklestirebilmek igin
cevrelerindeki enerjiyi kullanirlar. Bir ¢cok canli yakit maddesi olarak sukrozu kullanir.
Normal sartlarda sukroz CO; ve HxO’ya parcalanmadan da depolanabilir. Oysa
organizmalarin sukrozu tiikketmesiyle birlikte kimyasal enerji saniyeler i¢inde elde edilir.
Bunun sebebi katalizorlerin varligidir. Katalizorler olmadiginda kimyasal reaksiyonlarin
gerceklesme hizlar1 yasamsal olarak uygunluk gostermez. Biyolojik sistemlerde bulunan
katalizorler ‘enzim’ olarak adlandirilan 6zellesmis polimer yapida bilesiklerdir [24].

Enzimlerin varhigi ilk kez 18. ylizyilin sonlarinda midede etin sindirilmesiyle
ilgili aragtirmalarla tanimlanmistir. Daha sonra nisastanin tiikiiriik ile parcalanmasi
konusu ile devam etmistir. 1926 yilinda James Sumner’in iireaz enzimini ilk kez saf
halde izole etmesi ve protein oldugunu gostermesi enzimlerle ilgili ¢alismalara hiz
kazandirmistir [25].

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlar1 hizlandiran ve ¢ogunlukla
protein yapili 6zellesmis bilesiklerdir. Enzimatik kataliz yoklugunda reaksiyonlar o
kadar yavas ilerler ki yasamsal kosullarda tepkimelerin gerceklesmesi olanaksizdir.
Hiicrelerde binlerce farkli enzim bulunur ve bu enzimlerin etkinlikleri hiicrede birgok
reaksiyondan hangilerinin gergeklesecegini belirler.

Enzimler genellikle katalizledigi substratin sonuna —az eki getirilerek
isimlendirilir. Ornegin, iireyi pargalayip amonyak ve CO>’e hidrolize eden enzime iireaz
denir. Fakat bu tanima uymayan bir¢ok enzim de mevcuttur (pepsin, tripsin). Yeni

enzimlerin stlirekli literatiire eklenmesiyle Uluslararast Biyokimya Birligi Enzim



Komisyonu (ECIUB), enzimleri sistematik olarak siniflandirmay1 6nerdi. Bu sisteme
gore enzimler katalizledikleri reaksiyonlara gore alt1 siifa ve alt simiflara ayrilmistir
[26].
1) Oksidorediiktazlar: yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlarinini katalizlerler.
Or: Alkol dehidrojenaz
2) Transferazlar: Fonksiyonel gruplari bir substrattan digerine transfer ederler.
Or: Kreatin kinaz
3) Hidrolazlar: Molekiil i¢i baglarin su girisi ile koparilmasini saglarlar.
Or: Asetilkolin esteraz
4) Liyazlar: Gruplarin nonhidrolitik veya nonoksidatif olarak ayrilmasi
reaksiyonlarini katalizlerler.
Or: Piriivat dekarboksilaz
5) izomerazlar: Molekiil i¢i degisikliklerle izomer olusturma reaksiyonlarini
katalizlerler. Or: Trioz fosfat izomeraz
6) Ligazlar: ATP enerjisiyle iki substrat molekiiliiniin baglanmasini saglarlar.

Or: Aminoagcil-tRNA sentetaz [1].

2.1.1. Enzimlerin Ozellikleri
2.1.1.1.Aktif Bolgeler

Bir enzim molekiiliinde aktif bolge adi1 verilen 6zel bir cep veya yuva bulunur.
Aktif bolgede en az bir aminoasidin 6zel bir gorevi vardir. Ayrica bu bolgede ¢esitli
kofaktér ve koenzimler de bulunmaktadir. Aktif bolge, substrati baglayarak enzim-
substrat kompleksini meydana getirir. Enzim-substrat kompleksi daha sonra enzim ve
tirtine doniistir. Pek ¢ok durumda substrat iyonik baglar ve hidrojen baglar1 gibi zayif
etkilesimlerle aktif bolgede tutulur. Aktif bolgede bulunan aminoasitlerin yan zincirleri
substratin {irline doniisiimiinii kataliz eder ve sonrasinda iirlin bu bdlgeden ayrilir.
Enzim bagka bir substrati1 kabul etmek i¢in serbest kalir. Bu dongii ¢ok hizli gergeklesir.
Bir tek enzim saniyede binlerce substrat molekiiliinii etkileyebilir. Bir enzimin aktif
bolgesi belirli bir tepkime tiiriine aracilik edecek bir mikrogevre olusturur. Ornegin
enzimin aktif bolgesi asidik yan zincirlere sahip aminoasitler icermekteyse, bu bolge
diisiik pH’a sahiptir ve bu sayede substrata H* aktarimi kolaylasir [27]. Aktif bolgeye

enzim-substrat baglanmasini agiklayan iki model 6ne siiriilmektedir.



Anahtar-Kilit Modeli (Fischer modeli): Bu modelde substrat aktif ylizeye bir

anahtarin kilide uydugu gibi tam olarak baglanir. Yani enzimin aktif merkezindeki
bolge ile substrat birbirini tamamlar.

Uyarilmis Uygunluk Modeli (Koshland modeli): Bu modelde aktif merkez esnek

yapidadir. Enzimin tersiyer yapisinda konformasyonel bir degisim meydana gelir ve

aktif bolge substrat molekiillerinin baglanmasi i¢in uygun bir konuma gelir [28].

Substrat

- Aktif bolge

Enzim

Sekil 2.1. Anahtar Kilit Modeli [29].
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Aktif bolgede konformasyonel degisim

Sekil 2.2. Uyarilmis Uygunluk Modeli [30].

2.1.1.2. Katalitik Etkinlik

Enzimler kimyasal reaksiyonlarin hizim1 kendileri tiiketilmeden ve kalicit bir
degisiklige ugramadan arttirirlar ve bu gorevi reaktanlar ve iiriinler arasindaki kimyasal
dengeyi degistirmeden yerine getirirler. Enzimlerle katalizlenen reaksiyonlar
katalizlenmeyenlere gére 10° ile 10'7 kez daha hizli gergeklesir. Her enzim molekiilii
saniyede 100-1000 substrat molekiiliinii iiriine doniistiirebilme 6zelligine sahiptir.
Katalizor yoklugunda reaksiyonun meydana gelebilmesi igin yliksek aktivasyon
enerjisine ihtiya¢ vardir, enzim varliginda ise aktivasyon enerjisi diiser ve reaksiyon

daha hizli gergeklesir [27].
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Sekil 2.3. Katalizor varliginda ve yoklugunda aktivasyon enerjisi [31].

2.1.1.3. Kofaktorler ve Koenzimler

Bir enzimin aktivite gosterebilmesi gerekli olan, protein yapida olmayan ve
genellikle metal iyonlarindan meydana gelen yan gruplara ‘kofaktoér’ adi verilir.
Ornegin DNA polimeraz enzimi kofaktdr olarak Zn*?ye ihtiya¢ duyarken iireaz enzimi
ise Ni*?’e gereksinim duymaktadir. Enzimlerin aktivitelerini gdsterebilmeleri igin
gerekli olan kompleks organik molekiillere ‘koenzim’ adi verilir. Piruvat karboksilazin
koenzimi biotin iken, glutamik oksaloasetik transaminaz enziminin koenzimi ise
piridoksal fosfattir. Koenzimler fonksiyonel gruplarin ve spesifik atomlarin transfer
edilmesinde rol oynamaktadirlar. Enzimler aktivite gosterebilmek i¢in hem koenzime
hem de kofaktore gereksinim duyabilir. Kofaktér ve koenzim bazen enzime kovalent
olarak baglanabilir. Bu sekilde enzimin ylizeyine siki bir sekilde baglanmis protein
yapida olmayan bu gruplara ‘prostetik grup’ denir. Enzim kofaktorii ve koenzimi ile
birlikte ve katalitik olarak tamamen aktif durumda ise enzimin bu yapisina ‘holoenzim’
denir. Eger kofaktor ve koenzim enzimden ayrilarak enzim inaktif hale gelirse enzimin

proteinden olusan inaktif sekline ‘apoenzim’ ad1 verilir [1].
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Sekil 2.4. Koenzim, Kofaktor, Apoenzim ve Holoenzim Yapis1 [32].

2.1.1.4. Enzim inhibisyonu

Enzim inhibitorleri enzimatik reaksiyonlar1 yavaglatarak veya durdurarak
katalizleyen molekiiler ajanlardir. Enzimler canli hiicrelerin ¢ogunda kimyasal
tepkimeleri katalizler. Enzimler bu 06zelliklerinden dolayr bilinen en O6nemli
farmakolojik ajanlar arasindadir. Ornegin, aspirin (asetilsalisilat) agr1 olusumda yer alan
prostoglandinlerin sentezindeki ilk basamagi katalizleyen enzimi inhibe eder. Ayrica
enzim inhibisyonu caligmalar1 enzim mekanizmalar1 hakkinda ve bazi metabolik
yollarin tanimlanmasinda katki saglamaktadir. Enzim inhibisyonu, geri dontistimli

(reversible) ve geri donlislimsiiz (irreversible) olarak iki sekilde meydana gelmektedir.

Geri doniistimlii inhibisyon: Geri doniisiimlii inhibisyon yarigmali (kompetetif),
yarismasiz (nonkompetetif) veya karisik (unkompetetif) sekilde olabilir. Yarigmali
inhibisyonda; yarismali inhibitér enzimin aktif bolgesine baglanmak icin substrat
molekiiliiyle yarisir. Inhibitér aktif bolgeye baglanarak substratin baglanmasini engeller.
Bu inhibisyon seklinde, inhibitér enzime geri doniisiimlii olarak baglandig1 i¢in ortama
substrat ilave edilerek reaksiyon substrat lehine kaydirilabilir. Yarigmali inhibisyon
mekanizmas1t metanol almis hastalarin tedavisinde kullanilmaktadir. Karacigerde
bulunan alkol dehidrogenaz enzimi pek ¢ok dokuya zarar vererek (korliik meydana
gelebilir) metanolii formaldehite doniistlirtir. Bu tip durumlarda hastaya alkol

dehidrogenaz enziminin diger substrati olan etanol verilmektedir. Etanol, metanol ile



etkin bir bi¢imde yarigarak formaldehit olusumu yavaslar ve bobreklerden metanol
zararsiz bir sekilde atilir [32].

Geri doniistimlii inhibisyonun diger tipleri olan yarismasiz inhibisyonda
inhibitdr enzime aktif merkezin disinda bir noktadan baglanir. Yarigsmasiz inhibisyonda
inhibitorler genellikle enzimin {i¢ boyutlu yapisinda degisiklige neden olurlar. Karisik
inhibisyonda ise inhibitdr enzim substrat kompleksine baglanarak enzimi inhibe eder.

Geri doniistimsiiz inhibisyon: Bu grupta yer alan inhibitdrler enzim ile birleserek

kararli kovalent bir yap1 meydana getirirler. Geri doniisiimsiliz inhibitorlerin 6zel bir
simift intihar inaktivatorleridir. Bu bilesikler enzimin aktif bolgesine baglanana kadar
reaktif degillerdir. Reaksiyon sonunda inhibitér iirline doniismez ve enzime geri
doniisiimsiiz olarak baglanarak reaktif bir bilesige doniisiir. lyi tasarlanan bir intihar
inaktivatori tek bir enzim i¢in 6zgiildiir ve enzimin aktif bolgesine ulasana kadar reaktif
degildir. Bu yaklasim ilag tasarimlarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica bu
yaklagim temel alinarak iiretilen ilaglar ¢ok az yan etki {istiinliigiine sahip olabilir [28,

32].

(A) " Substrat (B) Kompetetif inhibitdr

\

Enzim
Unkompetetif Substrat
(€)  Substrat [ nhibitdr o kompetetif
\ inhibitor \
Enzim Enzim

Sekil 2.5. Kompetetif, nonkopetetif, unkompetetif inhibisyon mekanizmalar1 [34].



2.2. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler
2.2.1. Sicakhk

Bir enzimin en iyi ¢alistig1 (en yiiksek aktivite gosterdigi) sicakliga ‘optimum
sicaklik’ denir. Bu sicaklikta tepkime hizi en iist diizeydedir. Enzimatik bir reaksiyonun
hiz1 belirli bir diizeye kadar, yilikselen sicakliga bagl olarak artar. Bunun sebebi sicaklik
artisiyla birlikte molekiillerin hizli hareket etmesinden dolay1 substratin enzimin aktif
bolgesiyle daha sik ¢arpigsmasidir. Ancak sicaklik optimum sicakligin iizerine ¢iktiginda
tepkime hizi aniden diiser. Artan sicaklikla birlikte aktif konformasyonu kararli halde
tutan hidrojen baglari, iyonik baglar ve diger zayif etkilesimler kirilarak enzim
molekiilii denatiire olur. Hayvansal enzimler optimum sicakliga 35-40 °C arasinda
ulasirken bitkisel kaynakli enzimlerin optimum sicakligit 50-60 °C arasindadir. Bu
sicakliklarin iizerinde enzimler hizlica denatiire oldugundan dolay1 enzim aktivitesi
azalmaktadir. Cogu enzim 60 "C’nin iizerindeki sicakliklarda denatiire olmaktadir.
Ancak bazi termofilik bakterilerden izole edilen enzimler 85 °C’de bile aktivitelerini

koruyabilmektedirler [35, 36].

Tepkime hiz1

T /

Optimum sicakhk

-
0 37 50  Sicaklik ("C)

Sekil 2.6. Sicakligin Reaksiyon Hizina Etkisi [37].

2.2.2. Zaman

Enzimatik reaksiyonlarin hizi belirli bir zamanda {iretilen {iriin miktar ile
belirlenmektedir. Bir iinite enzim; standart kosullarda 1 mikromol substrati 1 dakikada
lirline ceviren enzim miktar1 olarak tanimlanir. Buradan yola ¢ikarak baslangicta

ortamdaki enzim ve substrat miktarina bagl olarak {riin olusumu artacaktir. Ancak
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zamanla reaksiyon hizi ve iiriin olusumu azalir, ¢iinkii reaksiyon sonucu olusan
tirlinlerin ortamda fazla birikmesi enzimi denatiire edebilir, enzim tarafindan kullanilan
substrat miktar1 azalir veya tiikkenebilir. Ayrica iiriin birikimi ortam pH’1n1 degismesine

neden olarak optimum sartlarin bozulmasina yol agabilir [28].

Reaksiyon hiza

F 3

Zaman
t1

Sekil 2.7. Zamanin Reaksiyon Hizina Etkisi [38].

2.2.3. pH

Ortamin hidrojen iyonu konsantrasyonu enzimatik reaksiyonlarin hizim etkiler.
Bir enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi pH degerine o enzimin optimum pH’1 denir.
Bu degerin iizerinde veya altindaki pH degerlerinde enzim aktivitesi azalir. Ekstrem pH
degisimlerinde ise enzim inaktivasyonu ya da denatiirasyonu meydana gelebilir. Bundan
dolay1 enzim calismalarinda pH’1 sabit tutmak i¢in tampon ¢ozeltiler kullanilmaktadir.
enzimlerin optimum pH degerleri birbirlerine gore farklilik gdsterebilir. Birgok enzimin
optimum pH’1 6-8 arasinda degismektedir. Ancak midede bulunan pepsin enzimi bir¢ok
enzimin denatiire olabilecegi pH 2.0’de en iyi calisir. Ince bagirsakta bulunan sindirim

enzimi tripsinin optimum pH’1 ise 8.0°dir [39].
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Reaksiyon hizi

Optimum pH

pH
Sekil 2.8. pH’1n Enzim Aktivitesine Etkisi [40].

2.2.4. Enzim Konsantrasyonu

Enzimatik reaksiyonlarda eger ortamdaki substrat miktar1 fazla ise, reaksiyonun
hiz1 enzim miktar1 ile dogru orantili olarak degisir. Ortamda ne kadar fazla calisan
enzim molekiilii bulunursa reaksiyon da o derece hizli yiiriiyebilir. Fakat enzimin
lokalize oldugu bolgelerde substrat miktar1 yetersiz ise, enzim miktar1 yiliksek olsa bile
reaksiyon istenilen hizda meydana gelmez. Reaksiyon ortaminda substratin yeterli
miktarda bulundugu kosullarda, reaksiyon hizi ile enzim konsantrasyonu linear bir

sekilde artmaktadir [28].

Reaksiyon hizi

Enzim konsantrasyonu

Sekil 2.9. Enzim Konsantrasyonunun Reaksiyon Hizina Etkisi [41].
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2.2.5. Substrat Konsantrasyonu

Ortamdaki enzim konsantrasyonu ve diger kosullarin sabit kalmas1 durumunda,
substrat konsantrasyonu ve reaksiyon hizi arasindaki iliski hiperbolik bir egri olusturur.
Yani belli bir noktaya kadar reaksiyon hizi artar daha sonra substrat konsantrasyonu
artsa bile hiz degismez. Baslangicta artan substrat, enzim ile baglanarak enzim-substrat
kompleksini olusturur. Maksimum kapasiteye ulasildiginda enzimde substrati baglayan
biitiin bolgeler dolu oldugundan, substrat eklense bile enzim-substrat kompleksi

olusturamayacagi i¢in enzimatik tepkimenin hizi degismemektedir [27].

Reaksiyon hiz

Substrat Konsantrasyonu

Sekil 2.10. Substrat Konsantrasyonunun Reaksiyon Hizina Etkisi [42].

2.2.6. Diger Faktorler

Enzimatik reaksiyonlarin hizina pek ¢ok faktor etki edebilir. Bunlar, reaksiyon
sonunda olusan {riinler, ortamda bulunan iyonlarin 6zellikleri ve konsantrasyonlari,
151k, allosterik etki, hormonlar, biyokimyasal faktorler ve fiziksel faktorler olarak

sOylenebilir.

2.3. Enzim Kinetigi

Enzim kinetigi enzimlerin katalizledigi reaksiyonlarin hizlarin1 ve bu hizlar
etkileyen faktorlerin sistematik ¢alismasini inceleyen, ayrica fiziksel ve kimyasal ¢evre
farkliliklarinda enzim fonksiyonundaki degisimleri inceleyen bir alandir. Enzim kinetigi

enzimatik katalizin biyolojik 6éneminin miktar olarak ifade edilmesidir. Enzim kinetigi
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hakkinda elde edilen veriler bizlere metabolik olaylarin kontroliinde ve siirdiiriilmesinde
onemli bilgiler verir.

Enzimler tarafindan katalizlenen en basit reaksiyonlar tek bir substratin tek bir
lirline donlstiigii reaksiyonlardir ve bu tip reaksiyonlara unimolekiiler reaksiyonlar
denir. Bu tip reaksiyonlarda enzim substrat kompleksinin olustugu ve geri
reaksiyonlarin onemsiz oldugu sartlar aranir. Bu tip reaksiyonlarmm hiz1 iki farkli
yaklasimla tiiretilmektedir. Bunlardan birincisi, hizli denge yaklasimi (Michaelis-
Menten) digeri ise siirekli hal yaklagimidir (Briggs-Haldane). Hizl1 denge yaklagiminda
enzim, substrat ve enzim substrat kompleksinin ¢ok hizli sekilde dengeye ulastigi ve
enzim substrat kompleksinin iirline doniisiimiiniin daha yavas oldugu kabul edilir.
Herhangi bir andaki hiz enzim substrat kompleksine bagimlidir ve toplam enzim ve
enzim substrat kompleksi arasinda dagilmistir.

Stirekli hal yaklasiminda; eger enzim substrat kompleksinin iiriine pargalanma
hizi enzim ve substrata ayrisma hizindan biiyiikse enzim, substrat ve enzim substrat
kompleksi bir denge haline ulasamaz. Fakat enzim katalitik miktarda kullanilmissa,
enzim ve substratin karistirilmasindan sonra, enzim substrat kompleksi
konsantrasyonunun sabit kaldigi siirekli bir hale ulasilir. Siirekli hal durumuna

ulasildiginda enzim substrat kompleksinin olusum ve bozunma hizlar1 birbirine esit olur

[1].

2.3.1. Michaelis Menten Denklemi

Michaelis-Menten denklemi reaksiyonun hizinin substrat konsantrasyonuyla
degisimini gosteren bir denklemdir.
Vo: 1k hiz
Vmax: Maksimum hiz Vo= Vmax [S]/ Km+ [S]
Km: Michaelis sabiti
[S]: Substrat konsantrasyonu

Michaelis-Menten denklemine gore, Km degeri belli bir enzime ve substrata
Ozgudiir ve o enzimin substratina olan ilgisini gosterir. Km degeri sayisal olarak
reaksiyon hizinin 2Vmax’a esit oldugu andaki substrat konsantrasyonudur. K degeri
kiiciikse, enzimin substratina ilgisi yiiksektir. Yani %2 Vmax hizina erismek ic¢in diistik

konsantrasyonda substrat yeterli olmaktadir. K, degeri yiiksek ise enzimin substratina
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ilgisi az demektir, ¢linkii enzimi yar1 yariya doyurmak icin yiiksek konsantrasyonda
substrat  gerekmektedir.  Michaelis-Menten  kinetigine gbre tim  substrat
konsantrasyonlarinda reaksiyon hizi enzim konsantrasyonuyla dogru orantilidir. Enzim

konsantrasyonu yariya indirildiginde reaksiyonun hizi da yariya diismektedir [43].

2.3.2. Lineweaver-Burk Grafigi

Substrat konsantrasyonuna karsi reaksiyon hizi grafikle gosterilecek olursa,
hiperbolik egri yliksek substrat konsantrasyonlarinda yukari dogru egim gosterir ve
Vmax’a erisim zamanini saptamak miimkiin olmayabilir. Fakat 1/Vo ve 1/[S] olarak
cizilirse diiz bir ¢izgi elde edilir. Bu grafige Lineweaver-Burk grafigi denir. Bu grafik
Km ve Vmax hesaplamalarinda ayrica enzim inhibitorlerinin etki mekanzimalarinin

saptanmasinda kullanilir [33].

[S]
Sekil 2.11. Lineweaver-Burk Grafigi [44.]

2.4. Ureaz Enzimi ve Ozellikleri

Ureaz, nikel bagl, hidrolaz sinifi bir metaloenzimdir. ilk olarak 1926 yilinda
Sumner tarafindan soya fasulyesinden kristalize edilmistir. Boylece ilk kez bir enzim

saf olarak elde edilmis ve enzimlerin protein yapida oldugu kanitlanmistir.
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H.N NH. ..
~. Ureaz
C +H,0 >2NH;+CO,

J
o

Ure

Sekil 2.12. Ureaz Reaksiyonu [45].

1972 yilinda Uluslararast Biyokimya Birliginin aldigi karar ile iireaz enzimi E.C.
3.5.1.5. olarak kodlanmusgtir.

Bu siralamaya gore;

3: Tip no : hidrolaz sinifi bir enzimdir

5: Grup no: Amidaz grubudur (C-N baglarina etki eder)

1: Alt grup no: Enzim bir acilamidazdir

5: Sistematik ad: Enzimin sistematik adi ‘liire aminohidrolaz’dir.

Ureazin temel rolii, iireyi amonak ve karbondioksite parcalayarak organizmanin
bu iirlinleri azot kaynagi olarak kullanmasina izin vermektir. Ayrica aciga ¢ikan
amonyak topraktaki mikroorganizmalar ve bitkiler tarafindan da kullanilir.

Ureaz enzimi, iireyi hidroliz ederek amonyak ve karbondioksit olusumunu
katalizler. Baslica, bitkiler, bakteriler ve funguslar tarafindan sentezlenmektedir.
Hayvanlar ve insanlar iireaz enzimi sentezleyemezler [46]. Simdiye kadar yapilan
bitkisel iireaz calismalarinda en iyi karakterize edilen Canavalia ensiformis tireazidir
[47]. Buna gore bu bitki topraktan azot emiliminin yetersiz oldugu durumlarda argininin
aciga cikardigi iireyi lireaz enzimi sayesinde amonyaga cevirerek azot kaynagi olarak
kullanilmasini saglar. Ureaz ile yapilan biyokimyasal calismalarda genellikle kristal
yapisi, [48] {lireaz inhibitorleri [49, 50] ve aktif nikel merkezi lizerine odaklanilmistir

[51].

2.4.1. Ureaz Enziminin Molekiiler Yapisi

Ureazlar bulunduklar1 canli sinifina gore farkli kuaterner yapi gostermelerine
ragmen benzer kataliz mekanizmalarina sahiptirler. Fungal ve bitkisel {ireazlar 90 kDa

subiiniteli homo oligomerik yapiya sahipken, bakteriyal iireazlar ise 2 ya da 3 subiiniteli
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multimerik yapiya sahiptir. Enzimde alfa, beta, gama olarak adlandirilan 3 alt birim
bulunur ve aktif merkezler alfa alt biriminde bulunur. Aktif merkezde bulunan iki nikel

iyonu enzim aktivasyonunda biiyiik 6nem tasir [52].

Sekil 2.13. Ureaz enzimin ii¢ boyutlu yapis1 [53].

2.4.2. Ureaz Katalizi ve Aktivitesinde Nikel Iyonlarinin Onemi

Yapilan caligmalarda, lireazin metaloenzimler arasinda nikel igeren ilk enzim
oldugu bulunmustur [54]. Ureaz enziminin aktif merkezinde bulunan iki nikel
iyonunun, enzim aktivasyonunda Onemli rol oynadigi ve reaksiyonun bu nikel
iyonlarmin farkli gorevleri yoluyla gergeklestigi diisiiniilmektedir. Ureaza bagli nikel
iyonlarindan bir tanesi {ireyi baglayarak aktiflestirir, digeri ise niikleofilik su
molekiiliinii baglayarak aktiflestirir [55].

Ureaz katalizi i¢in birgok mekanizma 6nerilmistir [55, 56]. En fazla kabul géren
mekanizma Ciruli ve arkadaslari tarafindan Onerilen nikel iyonlarmin farkli rolleri
iizerine olan yaklasimdir [55]. Daha sonra Klebsiella aerogenes ile yapilan bir
caligmaya gore, iire birinci nikel atomuna karbonil oksijeni ile koordine olurken ikinci
nikel atomuna ise hidrolitik su baglanir. Bu durumda iken dort iire protonu proteinle
hidrojen bag1 olusturur. Ug proton oksijen atomlarina, dordiincii ise hidrojen akseptérii
olarak sistein 319 kalintisina hidrojen bagi ile baglanmustir. Ikinci nikel atomunun OH"
tarafi iiredeki karbonilin karbonuna saldirir ve tetrahedral dehidrate {ire meydana gelir.

Hidrate tire olusumunda iire azotu histidin 320 kalintis1 ile etkilesir ve protonlanir. Bu
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reaksiyon sonunda tetrahedral bir merkez meydana gelerek, amonyum iyonu ortamdan

uzaklagir ve bagli karbamat ise enzimden disosiye edilebilir hale gelir [57].

2.5. Cicer arietinum ve Bitkisel Ureazlar

Nohut (Cicer arietinum), baklagiller (Fabaceae) familyasinin Faboideae alt
familyasina ait Cicer cinsinden bir baklagil tiiriidiir. Insanlar tarafindan kiiltiire edilen
ilk bitkilerdendir. Tanelerinde yiiksek miktarda protein ve karbonhidrat depolanmasi
nedeniyle insanlarin diyetinde 6nemli yer tutar [58]. Cicer arietinum’un soguk hava ve
kuraklik gibi ekstrem sartlara dayanikli olmasi ve koklerindeki azot baglayici
(Rhizobium) bakteriler sayesinde hava azotunu topraga baglamasi tarimsal agidan
onemli 6zellikleridir.

Ureaz enzimi, 6zellikle baklagillerde bulunur. Soya fasiilyesi, misir, nohut, findik,
Meksika fasiilyesi ve kavun ¢ekirdeginden elde edilebilir [59, 60]. Kullanilan organik
coziiciiler, sicaklik ve pH gibi etkilerden dolay, bitkisel kaynaklardan izole edilen enzimler
diisiik stabilitelere sahiplerdir ve aktivitelerini hizlica kaybetmektedirler. Bitkilerde iireaz
enzimi azot biyoyararlaniminda ve bitkiyi patojen organizmalara kars1 korumada rol
alir. Yapilan calismalarda bitkisel iireazlarin insektisidal aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir. Buna karsin bakteriyel iireazlarda insektisidal aktivite bulunmamustir.
Ayrica lireaz enziminin antifungal aktiviteye sahip oldugu da gosterilmistir. Bu
caligmalara bakarak, iireaz enzimi bitkileri predatdrler ve fitopatojenlere karst koruyan
bir cephaneliktir diyebiliriz [15]. Ure giibre olarak bitkilere verildiginde iireaz aktivitesi
sayesinde bitkiler tarafindan rahatlikla kullanilabilir. Ayrica iire diinyada en fazla
kullanilan azot giibresi oldugundan, {irenin enzimatik hidrolizi tarimsal agidan 6nem
teskil etmektedir. Biyokimyasal olarak en iyi karakterize edilen iireaz Canavalia
ensiformis Ureazidir. Bu bitkiden izole edilen iireaz enzimi kristalize edilebilen ilk
enzimdir ve bu sayede enzimlerin protein yapisinda oldugunun kanitlanmasinda énemli
rolii vardir. Sumner isimli bilim adam1 1946 yilinda Ureaz enzimi ile ilgili yaptig1
calismalar sonucunda kimya alaninda Nobel Odiilii'ne layik goriildii. Canavalia
ensiformis iireazi nikel igerigi tespit edilen ilk enzimdir. Ayrica bitkilerde bulunan tek
nikel igerikli enzim olma &zelligine sahiptir [48, 61]. Fungal, bitkisel ve bakteriyel
tireazlarin molekiiler yapilar1 karsilastirildiginda, fungal ve bitkisel iireazlar 90 kDa’luk

homooligomerik proteinler iken bakteriyel iireazlar ise iki veya ii¢ altliniteye sahip
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komplekslerin multidimerleridir [62]. Bitkisel ve bakteriyel lireazlar arasinda aminoasit
dizilimi agisindan yiiksek benzerlik bulunmaktadir. Ayrica reaksiyon kinetiklerindeki
benzerliklerden dolayr tiim iireazlarin ortak yapi1 ve katalitik mekanizmaya sahip
olduklar diistiniilmektedir. Bundan dolay1 bitkisel iireazlar1 anlamak i¢in bakteriyel
tireazlardan elde edilen veriler de kullanilmaktadir [63]. 1981°de Guimares ve Carlini
isimli bilim adamlar1 soya fasiilyesinden {ireazin izoformu olan kanatoksini ilk kez izole
etmiglerdir. Kanatoksin fare ve sicanlara enjekte edildiginde toksik etki gosterir.
Ayrica soya fasiilyesi iireazindan farkli olarak 95 kDa altiiniteden olusan homodimerik
yapidadir. Ureazlar ile yapilan diger bir calismada ise bitki ve bakteri iireazlarinin kan
plateletlerini aktive ettigi gosterilmistir [13]. Insektisidal aktivite ve kan plateletlerini

aktive etme ve toksisite gibi 6zelliklerinin lireolitik aktiviteden bagimsizdir [47].

Sekil 2.14a. Cicer arietinum Cigek [64]. Sekil 2.14b. Cicer arietinum Tohum [65].

2.6. Proteus mirabilis ve Bakteriyel Ureazlar

Ureaz pozitif bakteriler ve funguslar insan ve hayvan hastaliklarmin
patogenezinde onemli rol oynar. Or: Helicobacter pylori, Yersinia entereolitica,
Clostridium neoformans [16]. Bakteriyel lireazlar da bitkisel iireazlar gibi kompleks
altiinitelerin trimerler ya da hegzamerler seklinde birlesmesiyle olusurlar. Proteus
mirabilis Enterobacteriaceae familyasina ait fakiiltatif anaerobik bir bakteri tiirtidiir.
Basta iiriner sistem enfeksiyonlari olmak iizere, nozokomiyal enfeksiyonlarda, organ
apselerinde ve septisemi goriilen hastalardan siklikla izole edilmektedir [66]. Proteus

mirabilis ylksek {iireaz aktivitesine sahiptir ve bu da patojenitesinin 6nemli bir
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gostergesidir. Ureaz pozitif olmas1 sayesinde yerlestizi dokuda iireyi parcalayarak
toksik bir madde olan amonyak ve karbondioksit iiretir [67]. Boylece ortam pH’ini
alkali yonde degistirerek kendisine yasam alani1 yaratmis olur. Ureaz pozitif bir bakteri
olan H. pylori ise diisik mide pH’inda hayatta kalarak gastrit ve mide iilserlerinin
olusumunda 6nemli rol oynar [68]. Ureaz enzimi sayesinde ortamda bulunan iireyi
amonyak ve karbondioksite doniistiirerek ortam pH’ini1 yiikseltir. Yiikselen pH ile
birlikte G hiicrelerinden gastrin hormonu salgilanir ve midede asit sekresyonu artarak
zamanla gastrit olusumuna katkida bulunur. Onemli {ireaz pozitif bakteriler arasinda
Klebsiella pneumonia, Klebsiella aerogenes, Proteus vulgaris, Morganella morganii’yi

sayabiliriz [69].

11 A

Sekil 2.15. Proteus mirabilis [70].

2.7. Aspergillus fumigatus ve Fungal Ureazlar

Aspergillus’lar Deuteromycota’daki hifomisetler arasinda Moniliaceae ailesinde
siniflandirilir. Eseyli {lireyenleri Ascomycota’da Eurotiales takiminda Emericella,
Eurotium, Neosartoria ve diger cinslerde yer almaktadir. Aspergillus tiirlerinin
siniflandirilmas1 morfoloji ve kiiltiir 6zelliklerindeki farkliliklara dayanir. Biyokimyasal
yontemlerin tanim degeri daha diisiiktiir. Aspergillus’larin hiicre duvarlarinda N-
asetilglukozamin, glukoz, galaktoz ve mannoz bulunmaktadir. Molekiiler biyoloji ve

genetik yaklagimlarin giivenilirligi daha fazla olsa da heniiz bilgi birikimi yeterli
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degildir [71, 72]. Tiir tayini i¢in, konidili baslarin sekli ve rengine, sterigmata sayisina,
konidyoforlarin rengi ve yapisina, vezikiil ve dinlenme hiicrelerinin bi¢imine dikkat
edilir. Funguslarin gelisme hizi patojeniteleriyle dogru orantilidir. En hizli gelisen tiir
Aspergillus fumigatus 'dur. Bu tiirin 37°C’deki ¢imlenme hiz1 besiyerine bagli olarak 5-
12 saattir. [n vitro uygun nem ve sicaklik ortaminda birakilan konidyumlar ilk
hacimlerinin yaklasik 4-8 kat1 kadar siser. Aspergillus konidyumlar1 solunum yoluyla
alindig1 zaman akcigerdeki alveollere ulasabilecek kadar kiigiik yapiya sahiptir (2-5 um)
ve dokulara kolay bir sekilde niifuz edebilirler. Konidyumlarda bulunan hidrofobik
yapidaki protein tabaka sayesinde ekstrem sartlara dayanabilme 6zelligine sahiptir. Bu
tabakanin konagin savunma mekanizmalarina kars1 koymakta da rol oynayabilecegi
distintilmektedir [73]. Aspergillus fumigatus diinyanin her yerinde yaygin olarak
bulunur. Hif denen ipliksi yapilardan meydan gelen saprofitik funguslardir. Dogada
saman ve ciiriiyen bitki artiklarinda yasarlar [74]. insanlarda, hayvanlarda ve &zellikle
kuslarda ciddi bir solunum hastaligi olan Asperjilloza yol acarlar [75]. Aspergillus
tiirlerinin ticari 6nemi de biiyiiktiir. Diinyada sitrik asit tiretiminin biiyiik bir boliimii
Aspergillus niger ile saglanir. Ayrica kendisinden veya bagka bir canlidan sentezlenen
enzimlerin liretimi de gergeklestirilebilir 6r: Glukoz oksidaz, lizozim, iireaz, amilaz vb.
Funguslar iireaz aktiviteleri sayesinde azot dongiisiinde 6nemli rol oynarlar [76, 77].
Fusarium nivale ve A. fumigatus ile yapilan bir calismada agir metaller ve vitaminlerin
lireaz aktivitesi tlizerine etkileri aragtirilarak demir, selenyum, ¢inko, kobalt ve bakir’in
lireaz aktivitesini anlamli olarak azalttigi, tiamin ve biotin’in ise her iki fungus tiiriinde

de tireaz aktivitesini arttirdigi gosterilmistir [78].

Sekil 2.16. Aspergillus fumigatus [79].
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2.8. Ureaz Enziminin Kullanim Alanlari

Ureaz enzimi biyolojik sivilarda bulunan iire miktarlarinin  6l¢iimiinde
diagnostik kit olarak kullanilmaktadir. Yine kan orneklerinde iire tayininde iireaz
biyosensorlerinden faydalanilmaktadir [17]. Yapay bobrekte {renin kandan
uzaklastirilmasinda, gida endiistrisinde meyve suyu ve alkollii iceceklerden {irenin
giderilmesinde, endiistride atik sulardan iire temizleme gibi ¢ok genis bir kullanim

alanina sahiptir [4].

2.8.1. Ure Konsantrasyonu Tayini

Biyolojik, ¢cevresel, medikal ve endiistriyel sivilarda {ire tayini son derece 6nem
tasimaktadir. Ure hidrolizi sonucunda agiga ¢ikan amonyak ve karbondioksit pH
degisimlerine, reaksiyonun sicakliginin ve iyonik bilesiminin degismesine neden olur.
Bu degisimleri tayin etmek i¢in pek c¢ok iire tayin metodu gelistirilmistir. Serbest lireaz
enziminin her zaman stabil olmamasi ve fazla miktarda kullanilmasi immobilize
iireazlarin kullanilmasina neden olmustur. Immobilize iireazlarin kullanildig1 tayin
yontemleri su sekilde siralanabilir; amperometrik, potansiyometrik, optik,
kondiiktometrik, kalorimetrik, spektrofotometrik ve iyon degisimi likit kromatografisi

[80].

2.8.2. Bobreklerden Urenin Uzaklastirilmasi

Ure, bobrek rahatsizliklarinda viicuttan uzaklastirilmasi gereken viicut tarafindan
sentezlenen bir azotlu bilesiktir. Klinik uygulamalarda iire dl¢iimii renal ve metabolik
hastaliklarin teshisinde kullanilmaktadir. Serumdaki normal degeri % 20 - 40 mg
araligindadir. Urenin idrarla disar1 atilamayip kanda birikmesi durumuna ‘iiremi’ denir. Uremi
bobrek yetmezliginde son donemde meydana gelerek suur kaybi ve komaya neden olarak 6liime
gotiirebilen bir hastaliktir [81]. Ureaz enzimi viicut sivilarindaki iireyi amonyuma
doniistiiriir. Amonyum iyonlarmin belli bir degerden fazla olmasi da insan saghigini
tehdit eden bir durumdur. Diyaliz sistemlerinde iireazin kullanimi amonyumu da
uzaklastiric1 bir yontemdir. Yapay bobrekte iireaz iireyi amonyuma donistiirdiikten
sonra zirtkonyum fosfat — zirkonyum oksit iyon degisim sistemi ile diyalizattaki

amonyum uzaklastirilir [2, 82]. Yapilan bir ¢alismada iireaz igeren yapay hiicrelerin in
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vivo ortamda viicut sivilarinda bulunan {ireyi amonyuma doniistiirdiigii gézlenmistir

[83].

2.8.3. Alkollii iceceklerden Urenin Uzaklastiriimasi

Alkollii iceceklerden 6zellikle sarapta bulunan iire, karsinojenik bir madde olan
etil karbamatin Onciil maddesidir ve depolama sirasinda agiga cikar [84]. Alkollii
iceceklerin pH araligi pH 3.2 — 4 arasinda degistigi i¢in iire uzaklagtirma yontemi icin
asit iireazlart kullanilir [85]. Asit iireazlan ilk kez Lactobacillus, Morganella ve
Bifidobacterium bakterilerinde bulunmustur [86, 87]. Urenin alkollii igeceklerden iireaz
enzimi ile uzaklastirllmasi Japonya ve Amerika Birlesik Devletleri’nde icki
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu islem uzun siirdiigii i¢in siirekli
uygulamaya izin vermemektedir. Ureazin bobrek tasi olusumuna sebebiyet vermemesi
icin inaktive edilerek ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Bu problemler nedeniyle

serbest enzim yerine immobilize iireaz reaktorleri tercih edilmektedir [88].

2.8.4. Agir Metal Iyonlar1 Analizi

Ureaz enzimi agir metal iyonlar1 analizinde de kullanilmaktadir. Bu ydntemde
agir metal iyonlarinin {ireaz enzimini inhibe etme 6zelliginden yararlanilir. Agir metal
iyonlar1 bu inhibitdr etkiyi enzimin aktif merkezindeki siilthidril gruplarina baglanarak
metal-siilfhidril yapilar olusturarak saglar [89]. Yapilan bir calismada Cd*2, Cr™, Mn"?,
Fe*? ve Cu'? iyonlarinin iireaz enzimini yiiksek oranda inhibe ettigi gosterilmistir. Atik
sularda, yer alt1 ve yiizey sularinda ve igme sularindaki agir metal iyonlarinin tayininde

bu metod kullanilmaktadir [2].

2.8.5. Arginin Analizi

Glikojenik bir aminoasit olan arginin bazi hormonal hastaliklarin tedavisinde
ve bazi klinik tedavilerde ilag olarak kullanilir. Arginin arginaz enzimi ile hidroliz
edilerek iire meydana getirir bu nedenle 6nemli bir {ire kaynagidir. Arginin analizlerinde
tireaz enziminin kullanim1 genellikle tirenin ortamdan uzaklastirilmas: amaciyla
kullanilmaktadir. Meme doku arginazinin bazi biyokimyasal 6zelliklerinin incelendigi

bir ¢alismada ortamdaki {irenin wuzaklastirilmasi i¢in meme doku O&rnekleri
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supernatantina jack bean iireazi ilave edilmistir [90]. Yapilan diger bir caligmada ise

tireaz temelli bir biyosensor yapilarak arginin analizi ger¢eklestirilmistir [91].

2.8.6. Immunoglobulin G (IgG) Olgiimleri

Immun yetmezliklerin tanisinda, pekcok immun durum ve infeksiyonun
tanimlanmasinda, IgG sinifi antikorlar degerlendirilir. Bakteriyel ve viral etkenlere karsi
plazma hiicreleri tarafindan iiretilirler. Immunoglobulin ve IgG alt gruplarinin
dlgiimiinde, ELISA, radyal immunonefolometri ve immunodiffiizyon gibi farkli
immunolojik yontemler kullanilmaktadir [92]. Yapilan bir calismada H. pylori ireazina
kars1 artan IgG diizeyleri ELISA yéntemiyle tayin edilmistir [93]. Ayrica H. pylori
pozitif gastrit hastalariyla yapilan bir c¢aligmada IgG’nin biyobelirte¢ olabilecegi
diistiniilmektedir [94].

Immunoglobulin tayini i¢in seliiloz asetat diyaliz membranindan gelistirilen pH
sensOrlerinden yararlanilir. Bu yontemde seliiloz asetat membran farkli bir membranla
daha kaplanarak farkli metabolit tayinlerinde de kullanilabilir. Ureaz enzimi bu
membrana immobilize edildiginde {ire tayininde kullanilabilir. Ayrica iireaz enzimi
immunokimyasal reaksiyonla membrana immobilize edildiginde, buna immunosensor

adi verilir ve immunglobulin tayininde kullanilir [95].

2.9. Ureaz Enziminin Substrati Olarak Ure

Karbonik asidin diamidi olan {ire organik bir bilesiktir ve formiilii HoN-CO-
NHa'dir. Ure bobrekler yoluyla idrar ile viicuttan uzaklastirilan bir protein iiriiniidiir.
Ayrica suda eriyebilme 6zelligine sahip azotlu bir maddedir. Ure, fizyolojik &neme
sahip bir bilesiktir. Memeli viicudundaki proteinlerin yikilmasi sonucu olusan amonyak,
karacigerde iireye doniistiiriiliir. Ure kana gecerek idrarla disarrya atilir. Ayrica ter, siit
ve gbozyasinda da az miktarda iire bulunmaktadir. Ure diizeylerindeki artis bobrek
fonksiyonlarindaki bir bozuklugun mesajmm1 vermektedir. Bununla birlikte kalp
yetmezliginde, su ve tuz alimindaki anormalliklerde, protein tiiketiminde, bagirsak
kanamalarinda, ates yliksekliginde, miyokard enfarktiisiinde, stres durumlarinda ve
kontrolsiiz yapilan diyetlerde artmaktadir [96].

Ure, iireaz enzimi ile NHs" ve CO, parcalanir. Urenin medikal, ¢evresel ve

biyolojik sivilardaki analizleri son derece onem tasimaktadir. Ure hidrolizi ile aciga
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¢tkan NH4" ve CO, ortamda sicaklik ve pH degisimlerine neden olmaktadir. Ure
diinyada en sik kullanilan azot giibresi oldugundan enzimatik hidrolizi tarimsal agidan
biiyiik oneme sahiptir. Ure bitkilere giibre olarak verildiginde {ireaz enzimi sayesinde

bitkiler tarafindan kullanilabilmektedir [97].

2.10. Ure Tayininde Kullanilan Spektrofotometrik Yéntemler

Nesslerizasyon: Nessler yontemi 1856’da Julis Nessler tarafindan uygulanmis

ve glinlimiize kadar bazi degisimlere ugramistir. Nessler reaktifi; sulu potasyum iyodiir
ve potasyum hidroksit icine civa iyodiir’iin eklenmesiyle elde edilir. Ureazin iire ile
reaksiyonu sonucu olusan amonyak nessler reaktifi ile sar1 ile turuncu arasinda renk

olusturur ve bu renk spektrofotometrik olarak 425 nm dalga boyunda tayin edilir [98].
H>NCONH; + H,O Ureaz 2NH3 + CO»
—

2Hgl, +4KI + NHs + NaOH =—————=NH,Hgls + H30 + 4KI + Nal

Berthelot Yontemi: Ureazin iireyi hidroliz etmesiyle olusan amonyak sodyum

hipokloritli ortamda ve sodyum nitroprosit katalizérii esliginde fenol ile reaksiyona
girerek mavi renkli indofenolii olusturur ve rengin siddeti iire miktariyla dogru

orantilidir. Olusan renk spektrofotometrik olarak dlgiiliir [99].

NH; + Salisilat Nitroprussid 2-2- Dikarboksi indofenol

= ————

Hipoklorit

Cift Enzim Yo6ntemi: Bu yontem en ¢ok hastaliklarin teshisinde kullanilir

Ureaz

Ure = 2NH3+CO2

glutamat dehidrogenaz

NH4 + alfa ketoglutarik asit + NADH === NAD + Glutamik asit
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2.11. Ure Sentezi

Canlilar viicutlarindan uzaklastirdiklari azotlu son iiriiniin yapisina gore ili¢ gruba
ayrilirlar.

1. Amonyotelik canlilar: Azot fazlasini viicuttan amonyak olarak atarlar. Bu

canlilar suda yasarlar ve amonyag1 kolaylikla suya birakarak uzaklagtirirlar.

2. Urikotelik canlilar: Kuslar ve siiriingenler iirikotelik canlilar sinifina dahildir.

Yani azotlu son tiriin Urik asittir.

3. Ureolitik canhlar: Insanlar1 da kapsayan iireolitik canlilarda amonyak

karacigerde tireye doniistiirtildiikten sonra atilir.

Ure karbon, oksijen, hidrojen ve nitrojenden meydana gelen kiiciik bir organik
molekiil olup kanmn ve diger viicut sivilarinin ortak bir unsurudur. Ure sentezi baslica
karaciger ve bobrek korteksinde meydana gelir. Bu sentezin amaci amonyagi viicuttan
uzaklastirarak bikarbonat1 tiiketmek ve bdylece pH dengelenmesini saglamaktir. Ure
sentezinde son lirlin olan ornitin bastan ikinci reaksiyonun substrati oldugundan bu
reaksiyon dizisi bir dongii olusturur. Bu dongii ilk kez 1937 yilinda Hans Krebs ve Kurt
Henseleit tarafindan gosterilmistir. Reaksiyon bes basamaktan olusur. ilk iki reaksiyon
mitokondride gerceklesirken diger ii¢ reaksiyon sitozolde meydana gelir. Son
tirtinlerden {ire sitozolden kana verilerek bobreklerden atilir. Ornitin ise mitokondriye
doner ve tekrar iire dongiisiine katilir.

Ure Déngiisii Basamaklari:

1. Karbamoil fosfat olusumu: Bu reaksiyonda toplam 2 molekiil ATP harcanarak
karbamoil fosfat sentaz I'in kataliziyle karbamoil fosfat olusur. Karbamoil fosfata
katilan amonyak glutamatin oksidatif deaminasyonuyla meydana gelir. Bu amonyaktan
elde edilen azot atomu sonrasinda iire molekiiliiniin azotlarindan birini olusturur. Ayrica
karbamoil fosfat sentaz I’in aktive edilmesi i¢in N- asetilglutamat gereklidir.

2. Sitriilin sentezi: Sitriilin ve ornitin lire dongiisiine katilan esas amino asitlerdir.

Bu amino asitler igin genetik kodon olmadigi igin hiicresel proteinlerin yapisina
katilmazlar. Karbamoil fosfat mitokondride ornitinle birleserek sitriilin olusturuken
fosfat ayrilir. Reaksiyon sonucu meydana gelen sitriilin daha sonra sitozole geger.

3. Argininosiiksinat sentezi: Sitriilin, sitozole ornitin-sitriilin antiport tasiyici ile

gecerek aspartat ile birlesir ve argininosiiksinati olusturur. Aspartatin a- amino grubu
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tire molekiiliinlin ikinci azot atomunu saglar. Bu reaksiyon sonucunda bir molekiil ATP
harcanir ve PP; aciga cikar. Boylece iire olusurken ii¢iincii ve son ATP molekiilii de
harcanmis olur.

4. Argininosiiksinatin parcalanmasi: Argininosiiksinat parcalanarak fumarat ve

arginine doniislir. Reaksiyon sonucunda olusan arginin iire molekiiliiniin prekiirsoriidiir.
Fumarat ise malata doniiserek mitokondriye girer ve TCA dongiisline katilir. Ayrica
malat okzaloasetata okside olarak aspartat veya glukoza doniisebilir.

5. Argininin ornitin ve 1lireye parcalanmasi: Argininin ornitin ve iireye

parcalanmas1 arginaz enzimi katalizinde gerceklesir. Arginaz sadece karacigerde
sentezlenir. Bundan dolay1 diger dokular arginin sentezleyebilseler de sadece karaciger
arginini parcalayarak iire sentezleyebilir. Argininin parcalanmasi sonucu karacigerde
olusan iire kana gecerek bobreklere tasinir ve siiziillip idrarla atilir. Karacigerde
sentezlenen tirenin bir kismi kandan bagirsaklara difiizyon yoluyla gecerek bakteriyel
tireaz ile CO2 ve NH3’a parcalanir. Olusan amonyagin bir boliimii fegesle atilir diger

kismi da kana reabsorbe edilir [100].

CO: + NH; Ure Déngiisii

Karbamil fosfat sentaz l

Aspartat

. Sitriilin
Karbamoil fosfat / \
/
Ornitin Argininosiiksinat sentaz
karbamuiltransferaz \

Argininosiiksinat

Argininosiiksinat liyaz /\

/ Fumarat

Ornitin

Ure

Arginaz

H0 L- Arginin

Sekil 2.17. Ure Dongiisii [101].
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2.12. Ure Siklusu Defektleri

Ure sentezindeki duraklamalar siklus ara maddelerinin ve amonyagin kanda
birikmesiyle sonuglanir. Nadir olarak enzimlerin her birinde genetik defekt
bildirilmistir. Bu eksiklikler otozomal resesif olarak aktarilir. Kusurlu enzimin substrati
ince tabaka kromatografisiyle gosterilerek tani konulur. Argininosiiksinat liyaz ve
sentetaz eksikliginin prenatal tanisinda amniyon sivisindan elde edilen hiicreler
kullanilir. Ortak laboratuar bulgusu, 6zellikle yemeklerden sonra kanda amonyak
diizeyinin yiikselmesidir. Yenidoganda goriilen gecici hiperamonyemi genetik
bozukluklardan daha sik goriiliir. Yenindoganda meydana gelen yiiksek amonyak
diizeyi birkag glinde normale doner ve beslenmeyle tekrar yiikselmez.

Ure siklusu defektlerinin tedavisi, azot alimini minimuma indirerek azotun
tireden baska metabolitlerle uzaklastirilmasini saglamaktir. Tedavide, diyette protein
azaltilmasi, fazla amonyagin uzaklastirilmas: ve defekt nedeniyle sentezlenemeyen ara
tirtinlerin disaridan alinmasi saglanir. Tedavide kullanilan leviiloz, kolondaki bakteriler
tarafindan laktik aside dontstiiriiliir ve amonyagin amonyum seklinde fecesle atilmasi
saglanir. Ayrica yine tedavi amaciyla verilen sodyum benzoat, hippurat olusturarak
glisini uzaklastirir. N-asetil glutamat sentaz eksikliginde ise N-karbamoilglutamat

verilir [101].
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Hastahk Defektli Laboratuvar Semptomlar
Enzim Bulgusu
. - Karbamoilfosfat | Hiperamonyemi L.e tanjt, k'usrna,
Hiperamonyemi Tip 1 hipotermi,
sentetaz 1 . ;
hiperventilasyon
. . Ornitin Hiperamonyemi Ihiml klinik
Hiperamonyemi Tip 2 . Ornitinemi
transkarbamoilaz S bulgular
Orotik asidiiri
c . Argininosiiksinat | Sitriilinemi Kusma, letarji,
Klasik sitriilinemi R . ataksi,
sentetaz Epizodi hiperamonyemi g
konviisiyon
Argininosiiksinik Argininosiiksinat | Sitriilinemi Sltmllnemlye .
S . - ..o ... ... . | benzer epizodik
asidiri liyaz Arginino stiksinik asidiiri
semptomlar
Argininemi
Hiperargininemi Arginaz Lizinemi Mental gerilik
Ornitinemi
N-asetilglutamatsentaz H%peram(.)r.lyem'l Koma, asidoz,
. AGA sentaz Hiperornitinemi .
eksikligi . > diyare
Hipoglisemi

Tablo 2.1. Ure Siklusunda Genetik Defektler [103].

2.13. Hayvancilikta Yemlerin Onemi ve Rasyon Hazirlama

Hayvanlara verilecek yemler genel olarak kaba yemler ve kesif yemler olarak iki
ana baslikta incelenebilir. Kaba yemler; mera ve cayirlar, baklagiller (korunga, yonca,
fig), her cesit kuru otlar, yumru ve kdk yemler ve diger silo yemlerinden olugsmaktadir.
Kesif yemler; yulaf, arpa, misir gibi taneli yemler, pamuk tohumu kiispesi, aygigegi
kiispesi gibi yagli tohum kiispeleri, bongalit, muhtelif kepek gibi degirmen artiklari.
Balik unu, et unu, kemik unu gibi hayvansal yemler. Kuru pancar posasi ve melas gibi
fabrika artiklari, tuz, vitaminler ve diger mineral maddeler olarak siralanabilir.
Hayvanlarin protein ve enerji ihtiyaglarini dogru bir seklide karsilayabilmek ig¢in kaba
ve kesif yemlerden dengeli bir rasyon hazirlayarak verilmelidir. Rasyon; hayvanlara 24
saat i¢inde besin maddesi ihtiyaglarina gore hazirlanarak verilmesi gereken toplam kaba
ve kesif yem miktaridir [104].

Hayvanlardan istenen verimin elde edilebilmesi i¢in dogru sekilde ve yeterli
miktarda beslenmeleri gerekir. Ozellikle kanatli hayvanlarin ve ¢iftlik hayvanlarinin

dengeli beslenmesini saglamak i¢in gilinliik besin ihtiyaglarinin dogru hesaplanmasi ve
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hayvanlara diizenli periyotlarda verilmesi gerekir. Hayvanlarin besin maddelerine olan
ihtiyaclart cins, yas ve canli agirliklarina gore degisir. Hayvanciliktaki en 6nemli
konulardan biri az miktarda ve ucuz yemlerle en fazla hayvansal protein elde etmektir.
Bu da hayvanlarin dengeli hazirlanan rasyonlarla beslenmesiyle olur. Rasyon
hazirlarken oOncelikle hayvanlarin tiim ihtiyaclar1 belirlenir. Sonrasinda piyasada
bulunan en ucuz yem maddeleri temin edilerek igerikleri hesaplanir ve rasyon hazirlanir
[105].

Ciftlik hayvanlarinin yem ihtiyacglari; verim pay1 ve yasama pay1 olmak tizere iki
ana baslik altinda incelenir. Hayvanlar yedikleri yemin bir kismini yasamlarini
siirdiirmek i¢in bir kismint da verimli olabilmek i¢in kullanmaktadirlar. Hayvanlarin
yasamlarini siirdiirebilmeleri i¢in yedikleri yemlerin besin 06gelerinin toplamina
“yasama payi ihtiyac1” denir.

Yagamak i¢in kullanilan yemlerin 6nemi;

1) Viicut sicakligini sabit tutmak i¢in; insanlarin ve hayvanlarin viicut sicakliklar
genellikle sabittir. Ancak soguk hava sartlarinda viicut sicakligini sabit
tutabilmek icin daha fazla enerji gerekmektedir. insanlarin viicut sicakligi 36,5
°C iken sigirlarin viicut sicakligr 38,5 °C ve tavuklarin viicut sicakligi ise 41 °C
dir.

2) Deri, kil ve tirnaklarin yenilenmesi i¢in

3) I¢ salg1 bezlerinin ¢alismasinda

4) Kalp, Mide ve i¢ organlarin ¢alismasinda

5) Solunum, idrar ve kan dolagimi i¢in dnemlidir.

Hayvanlar arasinda her tiirliin kendine 6zgii bir viicut yapisi1 bulunmaktadir ve her
tiirlin viicut gelisimi farklilik gosterir. Gelisme ¢aginda olan ve yetersiz beslenen geng
hayvanlar erginlik performansma girememektedirler. Hayvanlardan iyi iiriin almak
isteniyorsa genclik donemlerinde dengeli ve yeterli beslenmeleri gerekir. Hayvanlardaki
kilo artis1 her zaman gelisim anlamina gelmeyebilir ¢linkii viicuttaki yag artisina bagl
olarak da kilo artis1 meydana gelebilir. Istenen gelisim kaslarin, organlarin ve dokularin
gelismesidir. Biitiin bu gelisimin dogal ve diizenli olarak meydana gelebilmesi igin
gelisme ¢agindaki hayvanlarin yeterli ve diizenli beslenmeleri gerekmektedir. Gelisme

hayvanin tiiriine, 1rkina, yasina ve canh agirligina gore degisiklik gosterir [106, 107].
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Geng hayvanlarin yasama payr enerji ihtiyaglarinin yani sira doku ve organlarinin
yenilenmesi i¢in ayrica enerji ihtiyaglart da bulunmaktadir. Hayvanin canli agirlig
arttikca enerji ihtiyact da artis gosterir. Biiylimenin en hizli oldugu yaslarda protein
ihtiyaci da yiiksektir, biiylime yavasladigi zaman protein ihtiyaci azalir. Yeterli protein
alinmas1 doku ve organlarin onarimi agisindan 6nemlidir. Protein sindirimi sonucunda
aciga c¢ikan ve ince bagirsaklarda absorbe edilen aminoasitler, gelisme, biiylime, saglik,
laktasyon, verim, gibi olaylarin devamlilig1 agisindan 6nem tasirmaktadir [108]. Kas ve
organlarin gelisimi yaninda kemik gelisimi de Onemlidir. Bu sebeple gelisme
doneminde fosfor, vitamin D ve kalsiyum aliminin diizenli ve dengeli olmas1 6nemlidir.
Besin maddesi ihtiyaci hesaplanirken, kemiklerdeki kiil orani, kandaki Ca ve P diizeyi
Olciiliir. Protein miktarinin yani sira proteinin kalitesi de 6nem tasimaktadir. Yeterli
esansiyel amino asit icermeyen karma yemlerle beslenen hayvanlarda doéllenme oraninin
diistiigli, yavru atmalarin goriildiigli ve dogan yavrularin disiik kiloya sahip olduklar
gozlenmektedir [109].

Mineral maddelerin hayvanlarin iiremesi iizerine Onemli etkileri bulunur.
Yemlerde kullanilan mineral maddelerin hayvanlarin verim performansini arttirdigi,
mastitisden kaynaklanan verim diisiikliigliniin Onlenebilecegi, siit kalitesi ve lretimi
tizerine olumlu etkilerinin oldugu, organik mineral kullanilmasinin somatik hiicre
sayisini azalttigi ve bagisiklik sistemi iizerine etkilerinin oldugu yapilan caligmalarda
bildirilmistir [110, 111]. Ozellikle, Ca ve P yetersizliginde kisitlik meydana gelebilir ve
yavru atmalar1 ortaya ¢ikabilir. Yetersiz iyot aliminda dol tutma oraninin diistigi, zayif
yavru elde edildigi, guatr olustugu, manganca yetersiz rasyonla beslenen bogalardan
elde edilen sperm miktarinin azaldigi, hareketliliklerinin azaldigi ve bundan dolay:
dolleme giiciiniin diistiigli gozlenmektedir [112]. Vitamin E eksikliginde ise déllenmede
aksamalar, erkeklerin testislerinde dejenerasyon olusumu ve kisirlik orani artmaktadir.

Laktasyon, siit veren hayvanlarin dogumdan sonra siit vermeye basladigi ve en
son siitten kesildigi déneme verilen isimdir. ineklere onlardan elde edilen siit miktarina
gore ek yemleme yapilmaktadir. Ozellikle dogum sonrasindaki ilk donemlerde hayvanin
proteinden zengin yemlerle beslenmesi daha fazla siit elde edilmesini saglayacaktir
[113]. Verim durumuna gore hesaplama yapilirken, elde edilen siitiin yag orani da

hayvana verilecek ek yemin miktarmi degistirir. ineklere verimlerine gére yem

31



verilecegi zaman inegin giinlikk verdigi siitte bulunan yag orani Ol¢iiliir ve yiizde yag
orani hesaplanarak ek besleme yapilir.

Hayvanlara rasyon hazirlarken, hayvanin tiim ozellikleri g6z Oniinde
bulundurularak gerekli enerji ve protein ihtiyaglar1 hesaplanir. Ayrica yem maddelerinin
protein ve enerji miktarlar1 hesaplanir. Bu veriler yardimiyla yemlerin rasyon yapiminda
hangi 6l¢lide kullanilacagi hesaplanir. Hayvan yemlerindeki toplam protein miktaria
“ham protein”, hayvana verilen toplam yemde bulunan proteinden, hayvanin idrar ve
diski ile attig1 protein farkina ise “hazim olabilir protein” denir [114].

Besi hayvanlarinin giinliik canli agirhik artislar1 ve canli agirliklarina gore
giinliik enerji ve protein ihtiyaglar1 belirlenir [115]. Siit ineklerinin verim pay1 ihtiyaci,
giinliik elde edilen siit ve siitte bulunan yag oranina goére degismektedir. Buna gore her
hayvana farkli oranlarda yem verilir. Siit inekleri de diger hayvanlar gibi bes temel
besin maddesine ihtiya¢ duyarlar. Bunlar; enerji, protein, vitaminler, mineral maddeler
ve sudur. Bunlar1 arasinda en énemlisi sudur. Suyun en 6nemli faktdr olmasinin nedeni,
viicudun % 70’1, siitiin % 87’sinin sudan meydana gelmesidir. Siit yoluyla viicuttan
atilan suyun disinda idrarla, terlemeyle ve diski yoluyla da su atilir. Hava sicakliginin
arttigi zamanlarda atilan su miktar1 daha da artmaktadir. Siit inekleri 6zellikle uygun
sicaklikta ve temiz igme sularina ihtiyag duyarlar. Ortalama olarak 500 kg agirliga sahip

stit veren bir inek giinde yaklasik 150 litre su tiiketebilir [116].

2.14. Ruminantlarda Azot Metabolizmasi

Tiim proteinlerin yapisinda azot bulunur, ancak iire gibi azot kaynaklar1 protein
icermezler. Bu sebeple bu tiir bilesiklere protein niteliginde olmayan azotlu maddeler
(NPN) denir. Ruminantlar tek mideli hayvanlardan farkli olarak protein niteliginde
olmayan azotlu bilesiklerden de yararlanabilirler. Bu bilesikler, ruminantlarin
rumeninde ¢ok degerli proteinlere doniistiirilebildiginden, endiistriyel olarak iiretilen
NPN veya baz1 yem maddeleri de hayvanlara verilebilmektedir [117].

Yem proteinleri ruminantlar tarafindan tiiketilerek rumende bulunan
mikroorganizmalar yoluyla amino asitler ve peptitler lizerinden amonyaga pargalanirlar
[118]. Yemlerle alinan NPN bilesiklerinin rumende pargalanmasiyla amonyak acgiga
cikmaktadir. Rumende protein yikilmasiyla olusan amonyagin biiylik bir kismi

bakteriyel protein sentezinde kullanilirken, bir kismi1 da rumen duvarindan emildikten
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sonra karaciger tarafindan iireye doniistiiriiliir. Karacigerde meydana gelen iirenin
yaklasik % 50’si tiikiiriik ve kan yoluyla tekrar rumene gelir. Ruminantlarin iire gibi
NPN bilesiklerine uyum saglamasinda yarari olan bu fizyolojik mekanizmaya “Rumino-
hepatik azot dolasim1” adi verilmektedir [119].

Ruminantlar rumenlerinde yasayan mikroorganizmalar sayesinde yemlerde
bulunan azotu proteine (mikrobiyal protein) cevirebilirler. Rumende meydana gelen
mikrobiyal protein sentezinde ana kaynak amonyaktir. Rumen bakterileri protein sentezi
icin gereken amonyagl yemde bulunan proteinlerden ya da NPN bilesiklerinden elde
ederler. Ciftlik hayvanlarini beslemede kullanilan pek ¢ok yemde diisiik oranda da olsa
NPN bulunur. Genellikle kaba yemler de bulunan NPN orani daha yiiksektir. Ornegin
misir silajindaki toplam azot miktarinin % 50 kadart NPN seklindedir. Yonca
samanindaki azotun % 10-20 kadar1 NPN bilesiklerinden meydana gelmektedir.

Rumende meydana gelen amonyak, bakterilerin {ireyebilmesi ic¢in gereken
baslica azot kaynagidir. Bakteriler tarafindan rumendeki amonyagin kullanilmasi,
bakterilerin sayisina, biiyiime hizina ve yeterli enerjinin bulunmasina baghdir. Seliiloz
ve nigastanin sindiriminden sorumlu olan rumen bakterileri de diger bakteriler gibi
amonyag1 azot kaynagi olarak kullanabilmektedirler. Rumende olugsan mikrobiyal
proteinler, daha sonra abomasum ve ince bagirsaklara gecer ve amino asitlere yikilarak
hayvanin amino asit ihtiyacinin karsilanmasinda kullanilir.

Amonyak ve lirenin en onemli NPN kaynaklari oldugu ve sigirlarin ve siit
ineklerinin beslenmesinde NPN kullanilmasinin iki 6nemli nedeni bulunmaktadir.
Birincisi rasyonda bulunan rumende pargalanabilir protein miktarmin diizenlenmesine
yardimci olmak. Diger neden ise dogal protein kaynaklariyla kiyaslandiginda NPN’lerin

daha ekonomik olmasidir [108].

2.15. Ruminantlarin Beslenmesinde Urenin Onemi

Ruminantlarin NPN bilesiklerini azot kaynagi olarak kullanabilecekleri
diisiincesi, yaklasik yliz yil Once ortaya konularak ruminantlar {izerinde buna iliskin
yogun calismalar yiiriitiilmiistiir. izotopla isaretlenmis iire yedirilen koyunlarda iire
azotunun viicut proteinlerinin sentezinde kullanildi1 ortaya konmustur. Urenin hayvan
yemlerinde kullanilmasina 11k tutmak amaciyla yapilan ¢aligmalarda, konsantre yem

icerigine % 2 oraninda ilave edilmesi durumunda en iyi sekilde degerlendirildigi
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diisiiniilmektedir [120, 121]. Davis ve arkadaglar1 rasyonun % 30, % 50 ve % 70’ini iire
ile hazirlayarak yaptiklar1 arastirmada yiiksek iire igerikli rasyonlarin hayvan sagligina
zararli olmadigin1 gostermislerdir [122]. Rasyona ilave edilen iirenin kuru madde
tikketimine hi¢ etkisi olmadigini gosteren ¢alismalar [123, 124] yaninda, kuru madde
tilkketimini arttirdigin1 gosteren ¢alismalar da mevcuttur [125, 126]. Rasyona katilan
tirenin seliillozun sindirimine olumlu etki ettigi bir ¢ok arastirmaci tarafindan
bildirilmektedir [127, 128]. Yapilan g¢alismalarda ¢esitli rasyonlara farkli oranlarda
katilan iirenin siit verimi iizerine 6nemli bir etkisi olmadig1r gdsterilmistir [122, 129].
Farkli caligmalarda da rasyona iire ilavesi ile rumen ugucu yag asitleri
konsantrasyonunun arttig1 bildirilmistir [130, 131]. Siit ineklerine rasyon ile verilen
iirenin yem tiiketimi, siit verimi, lirenin kan ve idrardaki orani ve siit bilesimlerine
etkilerini incelemek amaciyla yiiriitiilen ¢alismanin sonuglarima bakildiginda  siit
ineklerine rasyonda % 2 diizeyine kadar iirenin protein kaynagi olarak kullanilabilecegi,
herhangi bir toksik etki yapmadig1 ve diger kriterler yoniinden de anlamli bir farklilik
bulunmadigr bildirilmistir. Ancak siit verimi, siitteki yag ve protein orani bakimindan
% 1 oraninda rasyona ilave edilen iirenin daha 1y1 sonug¢ verdigi gosterilmistir [ 120].

Rasyonlara katilan {ire miktarlarinin artmasiyla birlikte ruminal amonyak
diizeyleri de artmaktadir. Ure igeren rasyonlarla beslenen hayvanlarda rumendeki
amonyak diizeylerinin, bitkisel protein iceren rasyonlar ile beslenenlere kiyasla daha
yiiksek oldugu gozlenmektedir. Protein sentezinde kullanilan amonyak miktarini
etkileyen faktorlerden birisi de amonyagin serbest kalma hizidir. Protein ve NPN
bilesiklerinin hizla yikilmalari sonucu rumende amonyak yogunlugunun aniden artmasi
sonucunda amonyagin biiyiik bir kismi bakteriler tarafindan kullanilamaz ve rumen
duvarindan emilir.

Yem maliyetleri siit, et, ve yapagi Uretiminde onem teskil etmektedir. Yem
maliyetlerini azaltmak i¢in dncelikle iire olmak iizere farklt NPN bilesikleri rasyonlarda
pahal1 protein kaynaklarinin yerine kullanilabilir. NPN bilesikleri tahillarla, konsantre
yemlerle ya da kaba yemlerle karistirilarak hayvanlara verilebilir [132, 133].

llave edilen iireden maksimum fayda saglanabilmesi ve olabilecek toksik
etkilerin Onlenebilmesi i¢in ireli yemlerin hazirlanmasinda bazi hususlara 6zen
gosterilmesi gerekmektedir.

Buna gore lire;
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* Yeme homojen olarak karigtirilmalidir

* Hayvanlarin iireli yeme alisma periyodu dikkate alinmalidir

* Melas ve tahil yemleri gibi kolay c¢oziinebilir enerji kaynaklariyla beraber
kullanilmalidir

* Yiiksek enerjili ve diisiik protein igeren yemler ile birlikte verilmelidir

+ Rasyonlarda yeterli miktarda mineral maddeler bulunmalidir.

Ure, higroskopik yapida bir bilesik oldugundan topaklanma meydana gelebilir.
Bunun i¢in yemin her noktasinda esit miktarda iire bulunmasina dikkat edilmelidir.
Ruminantlarin iireden en iyi sekilde yararlanabilmeleri i¢in rumen bakterilerinin bu
bilesiklere aligtirilmasi gerekir. Bunun i¢in bir adaptasyon siiresi gereklidir ve {ireli
yemler hayvanlara alistirilarak verilmelidir. Ayrica iire hayvanin mineral madde

ithtiyacini da karsilayabilecek bir rasyonla verilmelidir [134].

2.15.1. Urenin Toksik Etkisi

NPN bilesiklerinin ruminant rasyonlarinda hayvan sagligina zarar vermeden
kullanilabilmesi i¢in gerekli sartlar1 belirlemek amaciyla bir ¢ok arastirma
gergeklestirilmistir [122, 124]. Azot kaynag olarak iire kullanilan rasyonlarla beslenen
hayvanlarda, kandaki amonyak miktarinin aniden yiikselmesi iire zehirlenmesinin bir
gostergesidir [135]. Ure, ruminantlara yiiksek enerjili rasyonlar ile beraber verildiginde
toksik degildir ve hayvan tarafindan daha iyi degerlendirilmektedir. Ure zehirlenmesi
yiiksek diizeyde iire kullanimu ile ilgili bir problemdir. Ure zehirlenmeleri, hazirlanan
yemin homojen karistirllmamasi veya rasyona eklenecek {iire miktarinin yanlis
hesaplanmasindan kaynaklanmaktadir. Rasyona uygun miktarda iire katildiginda ve
homojen bir sekilde karistirildiginda herhangi bir problem goriilmemektedir [136]. Ure
zehirlenmesi sik soluma, huzursuzluk, asir1 salivasyon, tremorlar, inkoordinasyon,
siskinlik ve tetani ile karakterizedir [137]. Ure zehirlenmesi gériilen hayvanlarda rumen
pH’s1 ve kan amonyak diizeyinde ani bir artis gézlenmektedir. Rumen pH’s1 8 civarina
c¢iktiginda rumenin normal fonksiyonlari durmaktadir. Kan amonyak diizeyinin 5

mg/100 ml iizerine ¢ikmasi halinde ise hayvanlar genellikle 6lmektedir [138].

2.16. Enzim immobilizasyonu
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Enzimler, biyoteknoloji, ilag, gida ve tekstil gibi ¢esitli alanlarda farkli amaglar
icin kullanilmaktadirlar. Ancak enzimlerin pahali ve ortam kosullarina dayaniksiz
yapida olmasit bilim adamlarin1 enzimleri daha kullamigli hale getirmek icin
arastirmalara yoneltmistir. Bundan dolayr son yillarda immobilize enzimler
arastirmacilar tarafindan ilgi gormektedir [139].

Immobilizasyon; suda ¢oziinmeyen bir tasiyiciya enzimlerin kimyasal veya
fiziksel olarak baglanmasi, enzimin suda ¢éziinmeyen iiriin veren bir kopolimerizasyona
katilmasi ve suda ¢oziinmeyen bir matrikste tutuklanmasidir [140].

Immobilize enzimler adlandirilirken daha once, ‘baglanmis enzim’, ‘suda
cozlinmeyen enzim’, ‘matrikse bagli enzim’, ‘tutuklanmis enzim’ gibi terimler
kullanilmistir. Ancak 1971 yilinda 3. Biyoteknoloji Biyomiihendislik Sempozyumu ve
1. Enzim Miihendisligi konferansinda ‘immobilize enzim’ 6nerilerek kabul edilmistir.

Enzim immobilizasyonu i¢in dogal ya da sentetik pek ¢ok membran
kullanilabilir [141, 142, 143, 144]. Tastyici membran, suda ¢oziinmeyen kat1 veya
polimer bir madde olabilir. Ayrica tasiyict su 6zellikleri tasimalidir; hidrofilik karakter,
mekanik stabilite, gozenekli yapi, kimyasal ve termal stabilite, mikroorganizmalara

kars1 direnglilik, ucuzluk, zehirsizlik, rejenere olabilme [145].

2.17. Enzim immobilizasyonunda Kullamlan Tasiyicilar

Organik Tasiyicilar:

1) Dogal polimerler:

e Polisakkaritler: seliiloz, dekstranlar, agar, kitin, agaroz, aljinat

e Proteinler: kollojen, albumin

e Karbon

2) Sentetik polimerler:

e Polistiren

e Diger polimerler: poliamidler, poliakrilamitler, vinil ve allil polimerler,
poliakrilat polimetakrilatlar

Inorganik Tasiyicilar:

e Dogal mineraller: Bentonit, silika
e islem materyalleri: Cam (gdzeneksiz ve kontrol edilmis gozenekli),

gozenekli metal oksitler ve metaller [146].
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2.18. immobilize Enzimlerin Ozellikleri

e Serbest enzimlere gore daha kararli yapiya sahiptirler.

e Tekrar tekrar kullanilabilirler.

e Reaksiyonun sonunda ortamdan kolay bir sekilde uzaklastirilabildikleri igin
tirtinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir sorun meydana gelmez.

e pH, sicaklik gibi ¢cevresel kosullara daha dayaniklidirlar.

e Siirekli islemlere uygulanabilirler.

e  Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

e (ok adiml reaksiyonlar i¢cim uygunlardir.

e Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilirler.

¢ Enzimin kendi kendini parcalama olasilig1 azalir.

e (Calkalama, karistirma gibi islemlerde enzim zarar gérmez [147].

2.19. Enzim iImmobilizasyon Yéontemleri

Enzimler immobilize edilirken yumusak kosullarda c¢ok dikkatli olunmalidir.
Aksi halde enzimin aktif merkezi zarar gorebilir ve aktivite kaybina neden olabilir.
Yiiksek sicaklik, organik ¢oziiciiler, yliksek tuz konsantrasyonu, kuvvetli asidik ya da
alkali ortam enzimin denatiire olmasina neden olabilir. Enzim immobilizasyon metotlar1

farkli sekillerde siiflandirilabilir [148, 149].
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Enzim Immobilizasyon Yéntemleri
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Sekil 2.18. Enzim Immobilizasyon Yontemleri [150].

2.19.1. Baglama Yontemleri
2.19.1.1. Tasiyiciya Baglama

Tasiyiciya baglama yonteminde, enzim tasiyiciya kimyasal (iyonik veya
kovalent) veya fiziksel olarak (adsorptif) baglanir. Tasiyici, enzimin yapisina gore
secilir. Ayrica, partikiil biiylikliigl, ylizey toplami, tasiyicinin kimyasal yapist da
dikkate alinir. Enzimin immobilizasyondan sonraki aktivitesi tasiyicinin yapisiyla

yakindan ilgilidir [151].

2.19.1.2. Kovalent Baglama

Bu yontemde enzim ile tasiyici arasinda kovalent bag olusumu meydana gelir.
Bu bag, tasiyicidaki fonksiyonel gruplarla enzim yiizeyindeki aminoasit artiklarina ait
fonksiyonel gruplar arasinda meydana gelir. Yontemin gergeklesmesi oldukca zordur.
Enzim ile tasiyict arasindaki kuvvetli bir baglanma oldugundan enzim aktivitesinde artig
gozlenebilir [152]. Tasiyict materyale enzimin kovalent olarak baglanmasi iki agamada

gerceklestirilir. Birinci agamada tasiyict 6zel reaktiflerle aktiflestirilir, ikinci asamada
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ise enzimin kovalent baglanmas1 gergeklestirilir. Kovalent baglamada en fazla yer alan
fonksiyonel gruplar arasinda amino (NHz) gruplart (arginin, histidin, lizin), karboksil
(COOH) gruplart (aspartik asit ve glutamik asit), hidroksil (OH) gruplar1 (tirozin,

treonin ve serin) ve siilfidril (SH) gruplar (sistein) 6rnek verilebilir [153, 154].

2.19.1.3. Iyonik Baglama

Bu baglama yonteminde enzim suda ¢dzlinmeyen tasiyiciya iyonik olarak
baglanir. Enzim ile tasiyici arasindaki bag kovalent bagdan daha zayiftir. Bu nedenle
enzim kagisi meydana gelebilir. Bu yontemde dietilaminoetil tlirevleri, karboksimetil
tirevleri ve trietilaminoetil tiirevleri destek materyali olarak kullanilir. Enzimin
konformasyonel degisimi ¢ok az oldugundan enzim aktivitesi oldukca yiiksektir. Iyonik
baglama metodu basit ve geri doniistimliidiir. Ancak, bu metod ile enzimin hem gii¢li

baglandig1 hem de aktivitesini korudugu kosullar1 bulmak zordur [155].

2.19.1.4. Adsorpsiyon

Bu yontemde enzim destek materyaline Van Der Waals etkilesimleri, iyonik bag
ve hidrojen bag1 gibi elektrostatik etkilesimlerle baglanir. Tasiyict suda ¢oziinmeyen ve
adsorpsiyon oOzelliklerine sahiptir ve enzim ile uygun kosullarda baglanir ve
immobilizasyon islemi gergeklesir. Bu yontem hizli, ucuz ve basit olmasiyla avantaj
saglar, ancak enzimle tasiyici arasindaki bag kuvvetli olmazsa, serbest enzim reaksiyon

ortamina gecerek iirtinleri kirletebilir [156].

2.19.1.5. Capraz Baglama

Enzim molekiilleri bifonksiyonel veya multifonksiyonel reaktifler ile bag
meydana getirerek suda ¢dziinmeyen kompleksler olustururlar. Immobilizasyon ve
capraz baglanma derecesi, protein ve reaktif konsantrasyonuna pH’a ve immobilize
edilecek enzime ¢ok baghdir [157]. Capraz baglanma yontemi ile enzim
immobilizasyonu basit bir yontem olmasina ragmen, enzimlerdeki fonksiyonel gruplarin
capraz baglayici olarak kullanilabilmesi i¢in gereken sartlarin olusturulmasi oldukca

zordur. Enzim aktivitesi reaksiyon siiresi, sicaklik, pH, iyonik siddet, enzim
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konsantrasyonu ve ¢apraz baglayict maddeler gibi faktorlere ve bu faktorler arasindaki

dengeye baghdir [158].

2.19.2. Tutuklama Yontemleri
2.19.2.1. Polimerde Tutuklama

Bu yontemde polimer yapidaki tasiyict enzimin disart ¢ikisina izin vermezken,
substratin girisine izin verir. Immobilize enzim kiire, silindir veya tabaka gibi istenilen
formda elde edilebilir. Tasiyic1 matrikste tutuklama yontemi endiistriyel uygulamalarda
sikca kullanilan bir yontemdir. Ayrica bu yontem ¢esitli fiziksel formlarda suda
¢cozlinmeyen enzim tiirevlerinin hazirlanmasina olanak verir. Enzim tutuklamak i¢in en

yaygin kullanilan matriksler silika jel, poliakrilamit ve polivinil alkoldiir [159].

2.19.2.2. Jelde Tutuklama

Jelde tutuklama yonteminde enzim yar1 gegirgen membran ile ii¢ boyutlu olarak
sarilir. Bu yontem substratt makromolekiiller olan enzimler i¢in uygun degildir ¢iinkii
membran substratin gegisine izin vermez ve reaksiyon ger¢eklesemez. Bu yontemlerin

kombinasyonlarida immobilizasyon yontemi olarak kullanilabilir [160].

2.19.2.3. Mikrokapsiilleme

Mikrokapsiilleme yonteminde, enzim molekiilleri yar1 gecirgen polimer
membranlar i¢inde hapsedilmektedir [155]. Mikrokapsiillemede herhangi bir kimyasal
baglanma meydana gelmediginden immobilize enzim aktivitesi serbest enziminkine
yakindir [161]. Bu yontem ile oldukca biiyiikk yilizey hacim oranina ulasildigi igin
mikrokapsiil igerisinde olusan enzim substrat reaksiyonu olasiligi artmaktadir. Yari
gecirgen membran, biiyilk protein ve enzimlerin mikrokapsiil disina ¢ikmasini
engellerken, kiiciik substrat ve iriinlerin giris ¢ikisina izin verir. Bu yontemin
dezavantajlarindan biri mikroenkapsiilasyon sirasinda enzimin bazen inaktive olabildigi
icin yiiksek enzim konsantrasyonuna ihtiya¢ duyulmasidir. Bunun yani sira, enzimi

hapsedebilmek i¢in, gdzenek boyutunun ¢ok diisiik olmasi1 gerekmektedir [155, 162].

2.20. immobilizasyon Icin Tasiyic1 Secimi
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Immobilizasyon igin tasiyict belirlerken, maliyet, giivenilirlik, kararlilik ve
aktivitenin korunmasi gibi konulara dikkat edilmelidir. Enzim ile tasiyici arasinda bir
baglanma s6z konusuysa bu baglanmanin aktif merkezi etkilememesine dikkat
edilmelidir. Immobilizasyon ydntemi segilirken dzellikle enzim aktivitesinin en yiiksek
diizeyde korundugu yontem secilmelidir. Kovalent baglama ile immobilizasyon
yonteminde enzim tastyiciya ¢ok sik1 baglandigindan aktivite ve kararlilik biiyiik dl¢tide

korunmaktadir [152].

2.20.1. Dogal Bir Tasiyic1 Olarak Aljinat

Aljinat ilk olarak 1881 yilinda Ingiliz kimyager E.E.C Stanford tarafindan
tanimlanmistir. Azotobacter vineelandi gibi toprak bakterilerinde ve baz1 Pseudomonas
tiirlerinde de aljinat benzeri hiicre dis1 polimerik maddeler belirlenmistir. Ancak aljinat
dogada genel olarak kahverengi deniz alglerinde bulunmaktadir [163]. Aljinat,
kahverengi deniz alginin kuru maddesinin yaklagik % 40’11 olusturur ve hiicre igi
matrikste sodyum, kalsiyum, magnezyum, stronsiyum ve baryum iyonlar1 i¢eren bir jel
halinde bulunur [10]. Aljinik asit, a-L-guluronikasit ve B-D-mannuronik asidin 1,4
glikozit bagiyla baglanmasiyla olusan bir kopolimerdir (Sekil 2.19). Mannuronik ve
guluronik asit oran1 algin tiiriine, mevsime ve yetistigi yere gore degisebilir. Aljinatlar
3-1,4-D-mannuronik asit blogu ve a-1,4-L-guluronik asit blogu ve karisik bloklardan
meydana gelir. Genellikle G blogu oran1 yiiksekse aljinatin basinca dayaniklilig: artar
fakat kirilgan jeller meydana gelir. G blogunun orani diisiikse aljinatin yapisi1 basinca
dayaniksiz fakat jelin yapisi esnektir. Aljinat’in alg dokularindaki roliinlin esneklik ve
dayaniklilik vermek oldugu diistiniilmektedir. Aljinik asidin sodyum tuzlarinin
biyoteknolojik c¢aligmalarda immobilizasyon materyali olarak kullaniminin yani sira
yiiksek emme giicii sayesinde sanayi alaninda, su tutucu, viskoziteyi arttirici, stabilize
edici olarak da kullamilir [164, 165]. Ayrica protein, ilag, hiicrelerin salimi ve
tutuklanmasi, doku ve organlarin onarimi i¢in matriks olarak da kullanilirlar [166].
Biyouyumlulugu, diisiik toksisitesi, diisiik maliyeti ve kalsiyum ve magnezyum gibi
katyonlar varliginda jellesmesi bu polimerin uygulamalarda kullanilmasina olanak
saglamistir. Kalsiyum aljinat jelinin olusumu yumusak kosullarda gerceklestigi icin
canli hiicrelerin immobilizasyonu i¢in de ¢cok uygundur. Immobilizasyon yonteminde

sodyum aljinat ile karistirilan enzim veya hiicreler CaCl, ¢ozeltisine damlatilarak olusan
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Ca-aljinat jel kiirecikler igine hapsedilir. Jel olusumu sirasinda sodyum iyonlariyla
kalsiyum iyonlar1 yer degistirir ve bu sekilde suda erimeyen Ca-aljinat kiirecikler
meydana gelir [167, 168]. Ca*? iyonlariyla aljinat zinciri iyonik ¢apraz bag olustururlar.

Bu olusum yumurta kutu modeliyle gosterilmektedir ( Sekil 2.20).

a-L-guluronate (G) B-D-mannuronate (M)
M G G M M

MGMMMMGGGGMGMG

H/_/W_/W_/

M-block G-block MG-block

Sekil 2.19. Aljinat Polimerinin Yapis1 [169].

® _ ”
@ o %ao

Sekil 2.20. Yumurta Kutu Modeli [170].
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2.20.2. Kitosan

Dogrusal ve uzun yapiya sahip bir polisakkarit olan kitin genel olarak yengeg,
karides, midye gibi deniz canlilarinin kabuklarinda bulunur. Ayrica ¢ekirge, sinek ve
baz1 boceklerin  kabuklarinda yer alir. Kitin tekstil endiistrisinde siklikla
kullanilmaktadir. Ayrica kitin stilfatlar antikoagiilan olarak kullanilirlar. Kitosan, kitinin
alkali deasetilasyonu ile meydana gelen amorf yapiya sahip bir polisakkarittir. (Sekil
2.21) Kitosan iiretimi i¢in hammadde olarak kitin kullanilir. Yapisinda bulunan serbest
amin gruplar1 ve hidroksil gruplar1 sayesinde fonksiyonel gruplu polimerlerin
gelistirilmesinde biiyiik bir potansiyele sahiptir. Kitosan ABD ve Japonya’da ticari
olarak tonlarca liretilmektedir.

Kitosan, ila¢ iiretiminde, biyomedikal miihendisliginde, gida ve tekstil
endiistrisinde, kozmetik, kagit liretimi, atik su islemleri gibi uygulama alanlarina

sahiptir [171].

CH3
CHa

o
2 ZQNH
o

OH

~
NH OH
HO 0
o | 0 o, o-- Kitin
o HO
OH MNH
O%

CH3

Deasetilasyon

CH3
NHa OH Q

NH

sk 0 o-
0 HO .
NHa ) Kitosan
OH

OH

Sekil 2.21. Kitin ve Kitosanin Yapis1 [172].

2.20.3. Karragenan

Karragenan yaygin olarak Gigartina mamillosa ve Chondrus crispus adl
kirmiz1 alglerden elde edilen lineer bir polisakkarittir. Bu algler Amerika’nin kuzey
dogu kiyilarinda ve Kuzey Irlanda da yetisir. Karragenan kappa (x), iota (1) ve lambda
(A) olmak tizere ii¢ farkl formada bulunur (Sekil 2.22).
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Kappa formu (1,3)-B-D-galaktopiranoz-4-siilfat-(1,4)-3,6-anhidro-o-D-
galaktopiranoz ~ birimlerinin tekrarlanmasiyla olusur. lota formu (1,3)-B-D-
galaktopiranoz-4-siilfat-(1,4)-3,6-anhidro-o-D-galaktopiranoz-2-siilfat birimlerinden
olusur, A-karragenan ise (1,3)-B-D-galaktopiranoz-2-siilfat-(1,4)-a-D-galaktopiranoz-
2,6-distilfat birimlerinin tekrarlanmasiyla meydana gelir [173]. Karragenan
antikoagiilan etkilidir, ayrica goglis yumusatict ve emiilsiyon yapici etkisi
bulunmaktadir. Gida sanayiinde, dondurma, ekmek ve konserve yapimina kadar genis

bir alanda kullanilmaktadir [174].

0S80y 0S0;°
CH,OH  H;C CHZOH H2C
° O\ﬁLZ\ O
~0 oso
K-karragenan 1-karragenan

OH _0S0y
CH,OH H,C

ik gy

0S0; 0S0;

A -karragenan
Sekil 2.22. Kappa, lota ve Lambda Karregenan [175].

2.20.4. Selit

Selit Diyatome denilen tek hiicreli mikroskobik alglerin fosillesmis silisli
kabuklarindan elde edilir. Ayrica selite ‘diyatom topragi’ veya ‘diyatomit’ de
denilmektedir. Diyatome’larin iskeleti silika denen dogal bir maddeden olusur. Bu
canlilar yiizyillar boyunca goéllerde, okyanuslarda ve nehirlerde birikirler ve silika
olarak insanlar tarafindan kullanilirlar. Diinyada bulunan diatomit rezervi mevcut
istatistik bilgilere gore 1 milyar ton civarindadir. Diinya diatomit rezervinin 200 milyon

ton civarindaki bir kisminin iilkemizde bulundugu diistiniilmektedir. Silika dogada kum,
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mika, kuartz ve kil yapisinda bulunur saf olarak bulunmaz. Ayrica oksijen ve su ile
reaksiyona girerek silikondioksit olusturur. Silikondioksit ise amorf ve kristal form
olusturur. S1vi emme kapasitesi ¢ok yiiksek olan selit, islenmemis halde agirliginin 3-4
kati, kalsinasyondan sonra ise agirliginin yaklasik 5-10 kati kadar su emebilir. Porozif
bir yapida olmasi nedeniyle spesifik yiizey alani oldukca yiiksektir. Selit enzim ve
proteinlerin bivalent katyonlarina baglanabilmesi, ucuz olmasi ve immobilizasyon i¢in
uygun fiziksel yapis1 nedeniyle pek ¢ok immobilizasyon ¢alismasinda kullanilmaktadir
[176, 177]. Avrupa ve Amerika'da selit katki ve izolasyon maddesi olarak uzun yillar
kullanimistir. Ayrica glinlimiizde pestisit iiretiminde, filtrasyon islemlerinde, hafif yap1

malzemesi ve seramik hammaddesi olarak kullanilmaktadir [178].
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1. Materyaller

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu c¢aligmada kullanilan sodyum aljinat Fluka, BSA (sigir serum albumini)
Sigma firmalarindan, diger malzemeler Merck, Aldrich, Sigma, Fluka, Pharmacia Fine

Chemicals firmalarindan temin edildi.

3.1.2. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

Ependorf tiipii

Spor (Tiip tastyici)

Petri (steril)

Beher (500 ml)

Santrifiij tiipii

Pipet ucu

Kalayc1 pamugu

Sartorius minisart single filtre
Milex syringe fitler units, disposiable, durapore PVDF pore size 0,45 micro meter, fitler
diam 33mm, Y-irradiated

Terazi (Sartorius)

pH metre (Hanna)

Calkalamali su banyosu (DAIHAN)
Sonikatdr (Bandelin UW/2200)
Manyetik karistirci (IDL)

Etiiv (Sanyo)
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Buzdolabi (ev tipi)

Derin dondurucu (-80) (Wise Cryo)
Vortex (IDL)

Blender (Waring)

Santrifiij (Heraeus)

Spektrofotometre (UV/VIS CECIL)

3.1.3. Hazirlanan Cozeltiler

Ureaz aktivitesi tayini icin hazirlanan Nessler reaktifi:

Cozelti 1: 10 gr civa iyodiir (Hglz) ve 7 gr potasyum iyodiir (KI) 40 mL distile suda
¢Oziildii.

Cozelti 2: 16 gr NaOH 50 mL distile suda ¢oziilerek +4 °C’de sogutuldu.

Cozelti 1 ve ¢ozelti 2 yavas bir sekilde karistirilarak 100 mL’ye tamamlandi.

Tampon hazirlamak icin gereken cozeltiler:

* 50 mM Tris ¢ozeltisi
50 mM HCI ¢ozeltisi
* 50 mM Borik asit

= 50 mM NaOH

= (.1 M Asetik asit

= (0.1 M NaOH

Protein tayini icin hazirlanan cozeltiler:

= Sigir serum albiimini (% 0.1)

= Bradford reaktifi

Bradford Reaktifi: Comassie Brilliant Blue G-250 (50 mg) i¢ine 50 mL orto-fosforik

asit ve 25 mL etanol eklenerek 10 dakika manyetik karistiricida karistirildi ve distile su
ile 500 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti Whatman no:1 filtre kagidi ile siiziildi.

Koyu renkli sisede +4 °C’de saklandi
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3.1.4. Ureaz Kaynaklarimin Temini

Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesinden gesitleri Noyan, Yunus 90,
Akman, Onceler, Yunus olmak iizere 5 cesit fasulye, Edirne Tarimsal Arastirma
Enstitiisiinden Gokge, Hisar, ILC-95, Sovhozni-14, Myles olmak iizere 5 ¢esit nohut,
Havsa Ziraat Odasi’ndan misir (Cadiz) ve Horoz ¢esidi fasulye 6rnekleri temin edildi.
Calismada kullanilan fungus tiirleri Trakya Universitesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji
Arastirma Laboratuvarindan temin edildi, Aspergillus niger, Aspergillus flavipes,
Aspergillus ocraceus, Aspergillus flavus ve Aspergillus fumigatus tiirleri taranarak en
yiiksek lireaz aktivitesine sahip olan tiir se¢ildi. Bakteriyal iireaz calismalar1 i¢in ise
topraktan izole edilmis 2 farkli Bacillus sp. tiirii Uludag Universitesi’nden ve klinik
izolatlar olan E.coli, Serratia sp., Klebsiella sp. ve Proteus mirabilis ise Trakya

Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Arastirma Laboratuvarindan temin edildi.
3.2. Metod

3.2.1. Bitkisel Kaynakh Ureaz izolasyonu

Elde edilen bitki tohum 6rnekleri Waring marka blender ile kirik parcalar haline
getirildi. pH 7.0 tris HCl tamponunda 24 saat bekletildi, daha sonra manyetik
karistiricida 1 saat karistirildi ve siizme isleminin ardindan sogutmali santrifiijde 12000
rpm’de +4 °C’de 15 dakika santrifiij edildi. Elde edilen supernatant kaba enzim kaynagi
olarak kullanildi.

3.2.2. Fungus i¢in Kullanilan Besiyeri

Temin edilen fungus ornekleri PDA (potato dextrose agar) besiyerine ekilerek
25 °C’de 5 giin inkiibe edildi ve elde edilen fungus kiiltiirleri ¢caligmalarda kullanilmak

tizere +4 °C’de muhafaza edildi. Stok kiiltiirler pasaj yapilarak yenilendi.

3.2.3. Fungal Ureaz Uretim Ortamimin Hazirlanmasi

Funguslardan iireaz iiretimi i¢in, tek azot kaynagi olarak iire iceren asagida icerigi
verilen sivi iireaz iiretim besiyerleri iire igermeyecek sekilde hazirlandi [18]. 250 mL

erlene 50 mL olacak sekilde hazirlanan besiyerleri 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril
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edildi. Daha sonra milipor filtre ile steril edilmis {ire ¢ozeltisi % 2 olacak sekilde besi

ortamlarina eklendi.

Glukoz.................. 20 gr
Ure..ooooovveiinn, 2.26 gr
KH2POq.............. 13.3 gr
KoHPOq ............ 0.348 gr
MgSO4.7H20......... 0.5 gr
CaCla......ovveeeen .03 gr
NiS0O4.7H20 ........ 0.032 gr

3.2.4. Ureaz Uretim Ortamlarina Fungus Sporlarinin Ekilmesi

PDA besiyerinde iretilen fungus sporlart % 0.9’luk NaCl ¢ozeltisi ile slispanse
edildi. 250 mL’lik erlenmayerlere 50 mL olacak sekilde hazirlanan iireaz iiretim
besiyerlerine 10° spor/ mL olacak sekilde ilave edilerek ekim yapildi. Daha sonra ekim
yapilan besiyerleri calkalamali su banyosunda 30 °C’de 130 rpm’de 5 giin boyunca

tiremeye birakildi.

3.2.5. Fungal Enzim izolasyonu

Ureaz iiretim besiyerlerinde iiremeleri tamamlanan fungus migelleri ¢ift kath
tiilbentten siiziilerek 2 ser kere distile su ile yikandi ve sikistirilarak siiziildii. Migellerin
yas agirliklar1 gram cinsinden tartildi. Daha sonra migeller — 80 °C’de bir gece boyunca
donduruldu. Ertesi giin migeller oda sicakliginda ¢o6ziildii ve pH 7.0 Tris HCI tamponu
eklenip porselen havanda buz i¢inde ezilerek homojenize edildi. Elde edilen homojenat
cift kath tiilbentten siiziildii ve 12000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
enzim kaynagi olarak kullanildi [179].

3.2.6. Bakteriyal Ureaz Uretim Ortaminin Hazirlamsi ve Uretimi

Calismalar sirasinda kullanilan bakteri 6rnekleri Nutrient agar igceren yatik
agarlarda tretildi ve kullanilincaya kadar +4 °C’de saklandi. Bakteriyel {ireaz iiretim

ortamlar1 asagida igerigi verildigi gibi hazirland1 [180]. Ure icermeyen besiyerleri
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otoklavda 15 dakika siireyle steril edildi. Ure ise milipor filtre ile steril edildikten sonra
250 mL’lik erlenmayerlerde toplam hacim 50 mL olacak sekilde eklendi. Bakteri
ornekleri % 0.9’luk NaCl ¢ozeltisi ile siispanse edilerek 5.3 x 10* / mL hiicre igerecek
sekilde ekim yapildi. Ekim yapilan besiyerleri 37 °C’de 130 rpm’de 48 saat boyunca

tiremeye birakildi.

Uretim Ortamu Icerigi (500 mL icin):

Glukoz.................. 10 gr
Ure....oooovvvviinnnnn. 2.5 ¢gr
Pepton.................... Sgr
Yeast ekstrakt......... 2.5¢r
KH2PO4.ovviiiieiil 1l gr
KoHPOg oo 1 gr

MgS04.7H,0......0.025 gr
NiSO4.7H:0 ....... 0.032 gr

3.2.7. Bakteriyel Ureaz izolasyonu

Uretimi tamamlanan bakteri drnekleri santrifiij edilerek besiyerinden ayrildi (15
dakika 12000 rpm). Elde edilen bakteri 6rnekler distile su ile yikandi ve tekrar santrifiij
edildi. Bu kez iizerlerine 2.5 mL Tris-HCI pH 7.0 tamponu eklendi ve baget ile
karigtirildi, bu karistm bir erlenmayerde toplandi ve sonikatoriin giici % 60’a
ayarlanarak 5 kez 1’er dakika sonike edilerek hiicreler pargalandi. Son olarak santrifiij

islemi (15 dk 12000 rpm) yapild1 ve siipernatant enzim kaynagi olarak kullanildi [180].

3.2.8. Ureaz Aktivitesinin Olciilmesi

Bitki, fungus ve bakteri olmak iizere ii¢ farkli kaynaktan izole edilen iireaz
enzimlerinin aktivite tayinleri Nessler metoduna goére yapildi [181]. Calismamizda 50

mM pH 7.0 Tris-HCI1 tamponu ve substrat olarak % 1’°lik (w/v) iire ¢ozeltisi kullanildi.
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Bitki i¢in 1 mL serbest enzim (fungus i¢in: 500 pL, bakteri i¢in 100 pL) ya da 0.5 gr
immobilize enzim, 2.5 ml iire ve 2.5 ml Tris-HCl tamponu kullanilarak reaksiyon
karigimi hazirlandi. Karigim bitki i¢cin 50 °C’de 40 dakika (fungus icin: 40 °C’de 30
dakika, bakteri i¢in 40 °C’de 40 dakika) inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrast 100 pL
Nessler reaktifi eklenerek 10 dakika beklendi ve orneklerin absorbans degerleri kore
karsi 425 nm de spektrofotometrede dlciildii. Enzim aktiviteleri amonyum kalibrasyon
egrisi kullanilarak U/mL cinsinden hesaplandi. Kor, kontrol ve 6rnek tiipleri Tablo
3.1°deki gibi hazirlandi. Bir iinite enzim; standart kosullarda 1 mikromol substrati 1

dakikada iirline ¢eviren enzim miktar1 olarak tanimlandi.

Tablo 3.1. Kér, Kontrol ve Ornek Tiiplerinin Hazirlanmasi

Kér Tiipii | Kontrol Tiipii | Ornek Tiipii
Tan%lsi"sr_lépcﬁl)m 2.5 mL 2.5mL 2.5 mL
Ure (%1) 2.5mL 2.5mL 2.5mL
Bitki Ureaz1 - I mL I mL
Fungus Ureazi - 500 pL 500 pL
Bakteri Ureazi - 100 pL 100 pL
Nessler Reaktifi 100 pLL 100 pLL 100 pLL

3.2.9. Brandford Metodu ile Kantitatif Protein Tayini

Calismada Cicer arietinum, Aspergillus fumigatus ve Proteus mirabilis
lireazlarinin izolasyonu ve aljinata immobilizasyonu basamaklarinda protein tayinleri
Bradford Metodu’na gore yapildi. Bradford yonteminde Commassie Brillant Blue G-
250’nin protein renklendirme 6zelliginden yararlanilir. Bu organik boyar madde negatif
yiikliidiir ve proteindeki pozitif yliklere baglanir. Boya proteine baglandiginda mavi bir
renk meydana gelir [182].
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Bradford metodu i¢in gerekli ¢ozeltilerin hazirlanmasi:

Commassie Brillant Blue G-250 ¢6zeltisi: Commassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisinin

hazirlanis1 ¢ozelti hazirlama kisminda anlatildig: gibi hazirlandi.

Stok ve standart protein ¢dzeltilerinin hazirlanmasi: % 0.1°lik BSA ¢ozeltisi hazirlandi.

Bu stok c¢ozeltiden farkli konsantrasyonlarda standart c¢ozeltiler hazirlanarak protein
standart grafigi ¢izildi. Standart grafik i¢in % 0.1’lik BSA’dan sirasiyla 10, 20, 40, 60,
80 ve 100 ul alinarak son hacimleri distile su ile 100 pl’ye tamamlandi. Protein tayini
yapilacak Orneklerden de 100’er pl c¢ekilerek her birine 5 mL Bradford reaktifi
eklenerek vortekslendi. Ornekler ve standart protein ¢dzeltileri 10 dakika beklenerek
tekrar vortekslendi ve absorbans degerleri 595 nm’de okundu. Kor olarak 100 pul distile
su kullanildi. Standart protein ¢ozeltilerinin  optik  dansite degerleri ile
konsantrasyonlarin1 gosteren grafik ¢izildi. Bu grafik yardimiyla protein konsantrasyonu

bilinmeyen orneklerin optik dansite degerlerinden protein miktarlar1 belirlendi.

3.2.10. Enzim immobilizasyonu

Enzim immobilizasyon c¢alismalar1 en uygun enzim kaynagi olarak belirlenen
ornekler ile gerceklestirildi. Buna gore bitkisel kaynak Cicer arietinum, fungal kaynak
Aspergillus fumigatus, bakteriyel kaynak ise Proteus mirabilis olarak belirlendi. Bundan
sonra belirtilen tiim yOntem ve parametreler bu {i¢ kaynagin enzimleri igin
gerceklestirildi. Uygun immobilizasyon yontemini (destegini) belirlemek amaciyla 3

farkli yontem (destek) kullanildi. En yiiksek verimin aljinatta elde edildigi belirlendi.

3.2.11. Ureaz Enzimlerinin Aljinata Immobilizasyonu

Tiim enzim kaynaklar1 i¢in esit miktarlarda lireaz enzimi ve sodyum aljinat ¢ozeltileri
kullanilarak son hacim % 3 olacak sekilde enzim-aljinat karigimi hazirlandi.

Elde edilen karisim bir medikal enjektor yardimyla buz igerisine oturtulmus CaCl, (%
3; w/v) ¢ozeltisi i¢cine damlatildi. Bu sayede enzim igeren aljinat boncuklar elde edildi.

Boncuklar manyetik karistiricida karistirildiktan sonra 50 dakika olgunlagmalari igin

buzdolabinda bekletildi.
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Olgunlagsan boncuklar siiziilerek, soguk Tris-HCl tamponu (50 mM, pH 7.0) ile

yikandi.

Serbest enzim ve siiziintlilerin protein tayini Bradford metoduna gore yapildi [182].

Immobilizasyon verimi asagida verilen formiilden hesaplandh.

Immobilizasyon verimi (%) = aimm / aser X 100

aimm= Immobilize enzim spesifik aktivite ( U/ mg protein)

aser = Serbest enzim spesifik aktivite ( U/ mg protein)

3.2.11.1. Ureaz Enzimlerinin Kitosana immobilizasyonu

Kitosan ilizerine immobilizasyon ¢aligmasinda sirasiyla;

200 mg kitosan 8 mL (% 1) asetik asit i¢inde ¢oziildii.

Uzerine 2 mL enzim ¢ozeltisi eklendi.

Karisim 30 dakika +4 °C’de buzdolabinda bekletildi.

Cozelti enjektor ile 0.05 M Tris-HCI (pH 7.0) tamponunda hazirlanan % 0.4’1ik
pentasodyum trifosfat damlatma ¢ozeltisine damlatildi.

Meydana gelen boncuklar 75 dakika bu ¢ozeltide bekletildi.

Sertlesen boncuklar siiziilerek 2 kere tamponla yikandi.

Boncuklarda aktivite tayini gergeklestirildi [183].

3.2.11.2. Ureaz Enzimlerinin Selite Iimmobilizasyonu

1.5 gram Selit tartildi ve 10 mL enzim ¢ozeltisi i¢cinde 90 dakika buz {izerinde
manyetik karistiricida karistirildi.

10 mL soguk aseton ilave edilerek 45 dakika bekletildi.

Filtre kagidindan siizme islemi yapildi.

Immobilize enzim 10 mL soguk aseton ile yikanarak siizme islemi
gergeklestirildi.

Aseton evaporatorde ucurularak siiziintii protein tayini i¢in saklandi.

Immobilize enzim siizge¢ kagidinda bekletilerek iyice kurumasi saglandi ve

aktivite tayini yapildi [184].
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3.2.12. Enzim Aktivitelerinin Optimizasyonu

3.2.12.1. Aljinat Miktarinin Enzim Aktivitesine Etkisi

Immobilizasyon sirasinda kullanilan aljinat miktarinm bitki, fungus ve bakteri
tireazlarinin aktivitesi iizerine etkisini arastirmak amaciyla, 10 mL enzim ¢ozeltisi i¢in
sirayla % 1, 2, 3, 4’liikk oranlarda ve yine sirasiyla 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 gr sodyum aljinat
tartilarak enzim ¢dzeltisi icinde ¢oziildi. Bir enjektor kullanilarak manyetik karistirici
lizerindeki % 3’liik 50 mL CaCl, ¢dzeltisine damlatildi. immobilize boncuklar 1 saat
buzdolabinda bekletildikten sonra siiziilerek tampon ile yikandi. Siiziintii protein tayini

icin saklandi. Boncuklarin lireaz aktivitesi tayin edildi.

3.2.12.2. Yiiklenen Enzim Miktarimmin Aktiviteye Etkisi

Aljinat kiireciklere immobilize edilen enzim miktarinin enzim aktivitesine
etkisini arastirmak i¢in, direkt ve farkli oranlarda diliie edilmis enzim c¢ozeltileri %
3’liik sodyum aljinat ile yavasg¢a karistirilarak ¢oziildii. Bir medikal enjektor ile % 3’°liik
50 mL CaCly c¢ozeltisine damlatilarak aljinat boncuklar elde edildi ve 1 saat
buzdolabinda +4 °C’de bekletildi. Bu asamadan sonra Cicer arietinum iireazi igin
optimum sicaklik olan 50 °C’de ve optimum siire olan 40 dakika inkiibe edilerek
aktivite tayini yapildi. Sirasiyla Aspergillus fumigatus iireazi igin 40 °C’de 30 dakika
inkiibasyon ile aktivite tayini yapilirken Proteus mirabilis {ireaz1 i¢in ise optimum

sartlar olan 40 °C’de 40 dakika inkiibe edilerek aktivite tayini yapildi.

3.2.12.3. inkiibasyon Siiresinin Enzim Aktivitesine Etkisi

Farkli kaynaklardan izole edilen serbest ve immobilize enzim 6rneklerinin {ireaz
aktivitelerinin zamana bagli degisimini arastirmak amaciyla degisik siirelerde inkiibe
edilerek (10, 20, 30, 40, 50, 60 dakika) aktivite tayini gerceklestirildi. Inkiibasyon
sartlar1 bitki icin 50 °C’de, fungus ve bakteri i¢cin 40 °C’de pH 7.0 olarak
gergeklestirildi.

3.2.12.4. pH’1n Enzim Aktivitesine Etkisi

Serbest ve immobilize lireaz enziminin aktivitesi lizerine pH’1n etkisi aragtirmak

amaciyla farkli pH’larda hazirlanmig tampon ¢ozeltileri kullanilarak aktivite tayini
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yapildi. (Asetat tampon: pH 5.0, Tris-HCI tamponu: pH 6.0, 7.0, 8.0 ve Borat tamponu:
pH 9.0, 10.0). Substrat olarak pH 7.0 Tris-HCl tamponunda hazirlanmis % 1’lik {ire
cozeltisi kullanildi. Aktivite 6l¢iimleri sonunda enzim aktiviteleri bagil aktivite olarak
hesaplandi. Inkiibasyon sartlar1 bitki icin 50 °C’de 40 dakika, fungus i¢in 40 °C’de 30
dakika, bakteri i¢in 40 °C’de 40 dakikadir.

3.2.12.5. pH Kararhhik Calismasi

Serbest ve immobilize enzimlerin pH kararliliklarini belirlemek i¢in, tiim enzim
ornekleri farkli pH’larda substrat igermeyen tamponlarda +4 °C’de 30 dakika

bekletildi. Bu siirenin sonunda enzim aktiviteleri dl¢iilerek pH kararliliklari belirlendi.

3.2.12.6. Sicakhigin Enzim Aktivitesine Etkisi

Farkl1 inkiibasyon sicakliklarinin serbest ve immobilize iireaz enzimleri iizerine
etkisini arastirmak amaciyla substrat olarak % 1’lik tire c¢ozeltisi kullanilarak bitki,
bakteri ve fungus lireazlarina gore farkl sicaklik araliklarinda (20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 60 °C) enzim aktiviteleri 6l¢iildii. Enzimlerin en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik

degeri kaydedildi ve ilireaz aktiviteleri bagil aktivite olarak hesaplandi.

3.2.12.7. Termal Kararhhk Calismasi

Cicer arietinum, Aspergillus fumigatus ve Proteus mirabilis’den izole edilen
tireaz enzimlerinin termal kararliliklarini belirlemek amaciyla serbest ve immobilize
enzim Orneklerinin 30-60 °C arasinda enzim kaynagma gore farklilik gosteren
sicakliklarda substrat icermeyen pH 7.0 Tris-HCIl tamponunda farkli siirelerde (10, 30
ve 60 dakika) bekletilerek gerceklestirildi. Bu calisma sonucunda aktivite tayinleri
Nessler yontemine gore yapilarak serbest ve immobilize iireazlarin termal kararliliklar:

belirlendi.

3.2.12.8. Kinetik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Ug farkli kaynaktan izole edilen iireaz enzimlerinin Km ve Vmax degerlerini
belirlemek i¢in farkli konsantrasyonlarda (0.08, 0.16, 0.24, 0.32, 0.40, 0.48, 0.56, 0.64,
0.72, 0.82 mmol) iire ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltiler ile enzim substrat karigimlar

hazirlanarak enzim aktiviteleri 6lgiildii. Immobilize ve serbest iireaz enzimlerinin K ve
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Vmax degerleri Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek hesaplandi. Enzimlerin Vmax ve
aktivite tayininde kullanilan enzim miktarlarindan (mg/mL protein) faydalanilarak keat

degerleri ve kea/Kim katalitik etkinlikleri belirlendi.

3.2.13. immobilize Enzimin Tekrar Kullanlabilirligi

Aljinata immobilize edilen C. arietinum, A. fumigatus ve P. mirabilis
tireazlarmin tekrar kullanilabilirligini belirlemek i¢in 0.5 gr boncuk kullanilarak
immobilize enzimlerin aktivitesi arka arkaya birka¢ kez Olciildii. Her 6l¢iim sonrasi

boncuklar distile su ile yikandi ve tekrar aktivite tayini gerceklestirildi.

3.2.14. Depo Kararhhg:

+4 °C’de depolanan serbest ve immobilize formdaki tiim iireaz enzimlerinin
aktiviteleri diizenli araliklarla 6l¢tildii. Her iki enzimin de kalan enzim aktivite degerleri

karsilastirildi. Aktivite tayinleri optimum inkiibasyon kosullarinda gergeklestirildi.

3.2.15. Hayvan Yemlerinde Ure Tayini

Hayvan yemlerindeki iire miktarini belirlemek amaciyla igerigi farkli 10 mg/kg
iire iceren 4 farkli yem kullanildi. Bu yemler A, B, C, D harfleriyle sembolize edildi.
Yem Ornekleri 10 mg iire icerecek sekilde Tris-HCI tamponunda ¢oziildi ve partikiiller
santrifij ile uzaklastirildi. Elde edilen yem c¢ozeltilerinin iire tayini i¢in asagidaki
tablodan ve formiilden yararlanildi. Hazirlanan standart ve ornek tiipleri Nessler reaktifi
ile muamale edildi. Elde edilen absorbans degerleri asagidaki formiil kullanilarak % mg
tire miktar1 hesaplandi.

Ure miktar1 (mg): Ornek absorbansi x standart konsantrasyonu / Standart
absorbansi.

Her bir yemden hazirlanan ¢ozeltilerdeki iire miktar1 immobilize C. arietinum,
A. fumigatus, P. mirabilis Uireazlar1 kullanilarak tayin edildi. Calismada kullanilan yem

orneklerinin igerikleri Tablo 3.3’de verildi.
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Tablo 3.2. Ure Tayini Tablosu

Numune Tiipii | Standart Tiipii | Kor Tipi
Yem 0.5 mL B 0.5 mL
Ure B 0.5 mL
Tampon 3mL 3mL 3mL
1m§f:’;;ize 0.3 gr 0.3 gr 0.3 gr
Nessler Reaktifi 100 pL 100 pLb 100 pLb

Tablo 3.3. Hayvan Yemlerinin Igerikleri

Yem Cesidi

Analitik Bilesenler (%)

Katki maddeleri (kg basina)

A

% 16.0 ham protein, % 11
ham secliiloz, % 2.6 ham
yag, % 8.5 ham kiil, % 0.3
kil, % 2 tre

Vitamin A 5000 IU, vitamin D3 700 IU,
mangan siilfat 78 mg/kg, demir siilfat
211 mg/kg, ¢inko oksit 48 mg/kg, bakir
stilfat 11 mg/kg, iyot 0.5 mg/kg.

% 14 ham protein, % 12.1
ham seliilloz, % 4.3 ham
yag, % 0.43 sodyum, % 2
ure

Vitamin A 9600 IU, vitamin D3 1920
IU, iyot 0.8 mg/kg, kobalt 0.15 mg/kg,
bakir 10 mg/kg, mangan 50 mg/kg,
cinko 50 mg/kg, selenyum 0.15 mg/kg

19% ham protein, % 8.2
ham seliilloz, % 3.9 ham
yag, % 8.0 ham kiil, % 0.4
sodyum

Vitamin A 12000 IU, vitamin D3 3000
IU, mangan stilfat 50 mg/kg, demir 123
mg/kg, ¢inko 53 mg/kg, bakir 9 mg/kg,
iyot 0.2 mg/kg

% 20 ham protein, % 11.1
ham seliiloz % 5.0 ham yag,
% 9.2 ham kiil, % 0.32
sodyum

Vitamin A 10000 IU, vitamin D3 2000
IU, iyot 0.8 mg/kg, kobalt 0.15 mg/kg,
bakir 10 mg/kg, mangan 50 mg/kg,
cinko 50 mg/kg, selenyum 0.15 mg/kg

3.2.16. Ure Hidrolizi

Bitki, fungus ve bakteri immobilize {reazlarinin iireyi hidroliz etme

ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla, tirenin 0.01 grami 100 mL Tris-HCI (pH 7.0)

tamponunda ¢oziildii. Bu ¢ozeltinin 20 mL’si bos bir tiipe ilave edildi ve 1,5 gr boncuk
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(immobilize tireaz) eklendi. Sirasiyla 20, 30, 40 dakika inkiibasyon sonunda bu
cozeltiden pipet yardimiyla 2,5 mL ¢ekilerek bagka tiipe alindi ve Nessler reaktifi
eklenerek absorbanslar 425 nm’de okundu. Ure hidroliz oranlar1 yiizde olarak

hesaplandi.
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BOLUM 4

SONUCLAR

4.1. Uygun Ureaz Kaynag Belirleme Calismalar:

Bu tez caligmasi kapsaminda oncelikle uygun iireaz kaynaklarinin taranmasiyla
ilgili caligmalar yapildi. Bu amagla 12 farkli bitki tiirlinden {ireaz izolasyonu
gergeklestirildi ve enzim aktiviteleri 6l¢iildii. Boylece en yiiksek enzim aktivitesine
sahip bitkisel kaynak se¢imi yapildi. Aym sekilde fungal ve bakteriyel kaynak se¢imi
icin de taramalar yapilip uygun fungus ve bakteri 6rnegi belirlendi. Bu caligmalarin

sonucunda uygun bitki kaynag olarak Gokge ¢esidi nohut bitkisi (C. arietinum), fungus

A. fumigatus, bakteri kaynagi ise P. mirabilis olarak belirlendi (Tablo 4.1.a.b.c).

Tablo.4.1a. Taranan Bitki Kaynaklarinin Ureaz Aktiviteleri (Gokce nohut ¢esidinin

aktivitesi % 100 kabul edilerek hesaplandi)

Fasulye Bagil Aktivite (%) Nohut Bagil Aktivite (%)
Noyan 28 Gokge 100
Yunus 90 Hisar 18
Akman ILC-195 83
Onceler S-14 17
Yunus 18 Myles 18
Horoz 84 Cadiz (Misir) 28

59




Tablo. 4.1b. Taranan Fungus Kaynaklarinin Ureaz Aktiviteleri

Fungus Tiiri Bagil Aktivite (%)
Aspergillus niger 79
Aspergillus fumigatus 100
Aspergillus ocraceus 32
Aspergillus flavus 21
Aspergillus flavipes 55

Tablo. 4.1c. Taranan Bakteri Kaynaklarinin Ureaz Aktiviteleri

Bakteri Tiiri Bagil Aktivite (%)

Proteus mirabilis 100

Klebsiella sp. 87

Bacillus sp. -

Bacillus sp. -
E. coli -

Serratia -

4.2. Uygun immobilizasyon Yéntemi Belirleme Cahsmalari

Calismanin bu boliimiinde ise belirlenen bitkisel, fungal ve bakteriyel iireazlarin
immobilizasyonu i¢in uygun yontemin (destegin) belirlenmesi amaglandi. Bunun i¢in
enzim Ornekleri selit, aljinat ve kitosan kullamlarak immobilize edildi. Immobilize
boncuklarin enzim aktiviteleri ve protein miktarlar1 tayin edilerek her bir yontem ig¢in
immobilizasyon verimi hesaplandi. En yiiksek immobilizasyon verimi aljinat ile yapilan
immobilizasyonda saptandi ( Tablo 4.2). Bundan sonraki immobilizasyon ¢aligsmalarina

aljinat ile devam edildi.
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Tablo. 4.2. Enzim Immobilizasyon Verimleri

Immobilizasyon Verimi
(%)

Cicer arietinum % 88.50 | 9% 46.92 | % 69.84

Aljinat Selit | Kitosan

Aspergillus fumigatus | % 82.00 | % 64.13 | % 78.40

Proteus mirabilis % 85.00 | % 54 % 68

4.3. Protein Miktar Tayini

Farkli kaynaklardan izole edilen serbest enzim 6rneklerinin ve immobilizasyon
islemi sirasinda olusan yikama c¢dozeltilerindeki protein miktar tayinleri Bradford
yontemine gore gerceklestirildi. Bu amagcla standart protein olarak BSA kullanildi.
BSA’nin farkli konsantrasyonlar1 hazirlanarak elde edilen standart grafik yardimi ile

tiim 6rneklerin protein miktarlart mg/mL olarak hesaplandi (Sekil 4.1).

Absorbans (595 nm)

y =0,0057x + 0,091
R? = 0,9908

0 20 40 60 80 100 120
BSA (mg/mL)

Sekil 4.1. Protein Standart Grafigi
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4.4. Enzim Aktivitelerinin Optimizasyonu

Optimizasyon c¢alismalar1 kapsaminda oOzellikle immobilize enzimlerin
aktivitesinde etkili olan aljinat miktari, yiiklenen enzim miktari, tekrar kullanilabilirlik
ve depo kararliligi ¢alisildi. Hem serbest hem de immobilize enzimlerin aktivitesine

sicaklik, pH, siire, substrat konsantrasyonu gibi parametrelerin etkileri aragtirildi.

4.4.1. Aljinat Miktarinin Enzim Aktivitesine Etkisi

Aljinat miktariin enzim aktivitesine etkisini arastirmak amaciyla C. arietinum,
A. fumigatus, P. mirabilis tireazlar1 farkli miktarlarda (% 1-4) aljinat iceren ¢ozeltiler
kullanilarak immobilize edildi. Tiim enzim 6rneklerinin % 3’liik aljinat ile hazirlanan

boncuklarda maksimum aktivite gosterdigi belirlendi (Sekil 4.2.a.b.c.d).

110 +

100

90 -

80 -

70 -

60 -

Bagil Enzim Aktivitesi (%)

50 -

40 T T T ! 1

Aljinat Konsantrasyonu (%)

Sekil 4.2a. Cicer arietinum {ireaz aktivitesine aljinat konsantrasyonunun etkisi
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Sekil 4.2b. Aspergillus fumigatus tireaz aktivitesine aljinat konsantrasyonunun etkisi
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Sekil 4.2¢. Proteus mirabilis iireaz aktivitesine aljinat konsantrasyonunun etkisi
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Sekil 4.2d. Aljinat (% 3) ile elde edilen boncuklar

4.4.2. Yiiklenen Enzim Miktarinin Aktiviteye Etkisi

Aljinat boncuklara yiiklenen enzim miktar1 da enzim aktivitesine etkili faktorler
arasindadir. Bu nedenle farkli konsantrasyonlarda (0.62, 1.25, 1.87, 2.5 mg protein)
enzim ¢ozeltileri hazirland1 ve bu ¢ozeltiler ile aljinat boncuklar olusturuldu. Her bir
konsantrasyonun enzim aktiviteleri 6l¢iildii. Tiim enzim Ornekleri i¢in boncuklara
yiiklenebilen en yiiksek konsantrasyon olan 2.5 mg enzim igeren aljinat boncuklarin en

yiiksek aktiviteye sahip olduklar1 gbzlendi (Sekil 4.3.a.b.c).

120 -

100 -

80

40 -

Bagil Enzim Aktivitesi (%)

O T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Yiiklenen Enzim (mg protein)

Sekil 4.3a. Cicer arietinum {ireaz aktivitesine yliklenen enzim miktarinin etkisi

64



120 -

100 -

80

60 -

40 -

Bagil Enzim Aktivtesi (%)

20 -

O T T T T T
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Yiiklenen Enzim (mg protein)

Sekil 4.3b. Aspergillus fumigatus iireaz aktivitesine yliklenen enzim miktar1 etkisi
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Sekil 4.3¢c. Proteus mirabilis iireaz aktivitesine yiiklenen enzim miktari etkisi
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4.4.3. Inkiibasyon Siiresinin Enzim Aktivitesine Etkisi

Farkli kaynaklardan izole edilen serbest ve immobilize ilireaz enzimleri farkli
stirelerde inkiibasyona birakildi. Bu ¢alismanin sonunda serbest C. arietinum iireazi’nin
en yiiksek aktivite gosterdigi inkiibasyon siiresi 40 dakika iken immobilize iireazin ise
50 dakika oldugu bulundu. 4. fumigatus serbest ve immobilize iireazlarinin en yiiksek
aktivite gosterdigi inkiibasyon siiresi 30 dakika, P. mirabilis’in her iki formunun da

optimum inkiibasyon siiresinin 40 dakika oldugu belirlendi (Sekil.4.4.a.b.c).

110 -
& 100 -
G
2
2 90 -
£
<
€
.n 80 |
[ =
w
® 70 -
[=4]
60 T T T T 1
20 30 40 50 60 70
Zaman (Dakika)
—e—Serbest enzim  —#—Iimmobilize enzim

Sekil 4.4a. Cicer arietinum serbest ve immobilize iireazlarinin optimum inkiibasyon

sureleri
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Sekil 4.4b. Aspergillus fumigatus serbest ve immobilize iireazlarinin optimum

inkiibasyon siireleri
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Sekil 4.4¢c. Proteus mirabilis serbest ve immobilize iireazlarinin optimum inkiibasyon

sureleri
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4.4.4. pH’1n Enzim Aktivitesine EtKkisi

Her iki enzim formunun aktivitesi lizerine pH’in etkisi farkli pH’larda
hazirlanmis tampon ¢ozeltileri kullanilarak arastirildi. (Tris-HCI tamponu pH 6.0, 7.0,
8.0 ve Borat tampon: pH 9.0, 10) Bu c¢alismada C. arietinum, A. fumigatus ve P.
mirabilis serbest ve immobilize iireazlarinin optimum pH’lar1 7.0 olarak bulundu
(Sekil.4.5.a.b.c).
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Sekil 4.5a. Serbest ve immobilize Cicer arietinum iireazlarimin pH’a bagli aktivite

degisimleri
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Sekil 4.5b. Serbest ve immobilize Aspergillus fumigatus iireazlarinin pH’a bagl aktivite

degisimleri
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Sekil 4.5¢. Serbest ve immobilize Proteus mirabilis tireazlariin pH’a baglh aktivite

degisimleri
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4.4.5. pH Kararhhgi

Bitki, bakteri ve fungus iireazlarinin farkli pH’lardaki kararliliklarini belirlemek
icin, enzim c¢ozeltileri farkli pH’larda substrat igermeyen tamponlarda +4 °C’de 30
dakika bekletildi. Daha sonra enzim aktiviteleri dlgiilerek pH kararliliklar1 belirlendi. Bu
caligmada nohut iireazinin her iki formunun da pH 7.0’de kararli oldugu bulundu (Sekil
4.6.a). Ureazin immobilize edilmesiyle pH profili iizerinde dikkat ¢ekici bir degisim
meydana gelmedigi gozlendi (Sekil 4.6.b). Fungus calismasina baktigimizda serbest ve
immobilize lireaz enzimi pH 7.0’de en yiiksek aktiviteyi gosterdi. Ancak immobilize
enzim farkli pH araliklarinda serbest enzime gore daha kararli bir yap1 gosterdi. Bakteri
tireazinin pH kararlilik ¢alismasi sonucunda serbest ve immobilize iireaz enzimi pH 7.0

ve 8.0 arasinda kararliligin1 korudu (Sekil 4.6.c).
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Sekil 4.6a. Cicer arietinum serbest ve immobilize lireazlarinin pH kararliliklar
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Sekil 4.6b. Aspergillus fumigatus serbest ve immobilize lireazlarinin pH kararliliklar
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Sekil 4.6¢. Proteus mirabilis serbest ve immobilize tireazlarinin pH kararliliklar
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4.4.6. Sicakhigin Enzim Aktivitesine EtKisi

Sicakligin serbest ve immobilize iireaz aktivitesine etkisi, reaksiyon karigiminin
farkli sicakliklarda (20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 ve 60 °C) inkiibe edilmesi sonucu elde
edilen olglimler ile saptandi.
optimum sicaklik degerlerinin 50 °C oldugu belirlendi (Sekil 4.7.a.b.). Fungus ve

bakteri lireazlarinin serbest ve immobilize formlarinin optimum sicakliklar1 ise 40 °C

olarak bulundu (Sekil 4.7.c).
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Sekil 4.7a. Serbest ve immobilize Cicer arietinum iireazlarinin sicakliga baglh aktivite

degisimleri
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Sekil 4.7b. Serbest ve immobilize Aspergillus fumigatus lireazlarinin sicakliga baglh

aktivite degisimleri
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Sekil 4.7¢. Serbest ve immobilize Proteus mirabilis iireazlarinin sicaklifa bagl aktivite

degisimleri
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4.4.7. Termal Kararhhik Calismalari

Her iki enzim formunun termal stabilite ¢alismalar1 enzim 6rneklerinin 40-60 °C
arasindaki sicakliklarda substrat icermeyen pH 7.0 Tris-HCl tamponunda farkli
strelerde (10, 30 ve 60 dk) bekletilmesiyle gergeklestirildi. Bitki iireazi
caligmasinda her iki enzim formunun da 40 ve 50 °C’de 60 dakika boyunca
bekletildiginde baslangi¢ aktivitesinin tamamini korudugu gézlendi. Immobilize enzim
60 °C’de 30 dakika beklediginde baslangi¢ aktivitesinin % 92 sini korurken serbest
enzim aktivitesinin % 63’linli koruyabildi (Sekil 4.8.a.b). Fungus ile yapilan ¢alisma
sonuglarma gore serbest enzim 30 °C’de tim bekleme siirelerinde aktivitesinin
tamamini1 korudu. 40 °C’de 30 dakika inkiibasyon sonunda da aktivitesinin tamamini
korurken, 40 °C’de 60 dakika bekleme sonucu aktivitesinin % 36’sin1 kaybetti.
Immobilize enzimin ise 30 °C ve 40 °C de tiim bekleme gruplarinda kararli oldugu
gozlendi. Fungal serbest enzimin 50 °C’de 10 ve 30 dakika bekletilmesi sonucu
baslangi¢ aktivitesinin sirastyla % 85 ve % 95’ini kaybettigi, ancak immobilize enzimin
ayn1 degerler i¢in aktivite kayb1 % 20 (10 dk) ve % 60 (30 dk) olarak belirlendi. (Sekil
4.8.c.d) Bakteri iireazinin termal kararlilik ¢alismasinda serbest enzim 30 ve 35 °C’de
tiim bekleme gruplarinda stabilite gosterdi. 40 °C’de 10 dakika inkiibasyon sonunda da
stabildi. Serbest enzim 40 °C’de 30 dakika bekleme sonucu aktivitesinin % 10 unu
kaybetti. Immobilize enzim ise 40 °C de 30 dakika bekleme sonucu aktivitesinin %
100’tnt korudu. 45 °C’de 10 dakika bekleme grubunda ise immobilize enzim

aktivitesinin % 80’ini korurken serbest enzim ise % 56’sin1 koruyabildi (Sekil 4.8.e.1).
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4.4.8. Enzimlerin Kinetik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Serbest ve immobilize iireazlarin Km ve Vmax degerlerini hesaplamak i¢in farkli
konsantrasyonlarda substrat (iire) ¢ozeltileri kullanilarak aktivite dlgtimleri yapildi ve
Lineweaver-Burk grafiginden Ky, ve Vmax degerleri hesaplandi. Buna gore C. arietinum
ireaz1 ¢aligmasinda serbest enzimin K degeri 0.42 mM, immobilize enzimin K degeri
ise 1.33 mM olarak bulundu. Immobilize enzimin Vmax degeri (10 U/mL dk) serbest
enziminkinden (5 U/mL dk) 2 kat yiiksek bulundu (Sekil 4.9.a). 4. fumigatus iireazi ile
yapilan ¢alismada serbest enzimin K degeri 1.0 mM, immobilize enzimin Kn degeri
ise 0.44 mM olarak bulundu. serbest enzimin Vmax degeri 8,33 U/mL dk iken
immobilize enzimin ki ise 4,16 U/mL dk belirlendi (Sekil 4.9.b). P. mirabilis iireaz1 ile
yapilan ¢aligmada ise serbest enzimin Ky, degeri 2 mM, immobilize enzimin K, degeri
ise 0.4 mM olarak bulundu. immobilize enzimin Vmax degeri 35 U/mL dk iken serbest
enzimin ki 40 U/mL dk olarak belirlendi (Sekil 4.9.c). Tiim enzim o6rneklerinin K,

Vimax, Keat, keat/Km degerleri tablo 4.3’de verildi (Tablo 4.3)

y =0.1122x + 0.0851

1/V (U mg protein-?)
o
()]

03 - y = 0.0852x + 0.2061

o
N
1

1/S (mg mL?)

® Serbest enzim W immobilize enzim

Sekil 4.9a. Cicer arietinum serbest ve immobilize {ireaz enzimlerinin Lineweaver-Burk

grafigi
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Tablo 4.3. Enzim Orneklerinin Kinetik Ozellikleri

Katalitik
Enzim kaynagi Km Vmax | kear | etkinlik
(kcat/ Km)
C. arietinum (serbest enzim) 0.42 5 0.083| 0.197

C. arietinum (immobilize enzim) 1.33 10 0.100| 0.075

A. fumigatus (serbest enzim) 1 9.09 2.3 2.3

A. fumigatus (immobilize enzim ) 0.44 4.16 1.2 2.7

P. mirabilis (serbest enzim) 2 40 7.8 2.4

P. mirabilis (immobilize enzim) 0.4 35 7.0 17.5

4.4.9. Iimmobilize Enzimlerin Tekrar Kullanilabilirligi

Elde edilen immobilize C. arietinum Tireazinin tekrar kullanilabilirligini
belirlemek icin, 0.5 gram boncuk tartilarak substratli tampon ile (pH 7.0 Tris-HCI, % 1
tire) 50 °C’de 40 dakika inkiibe edildi. Enzim aktivite degeri hasaplandi. Bu ¢alismada 9
kere arka arkaya ayni boncuklarin aktivite tayini yapildi ve 5 Ol¢lim sonunda
immobilize enzimin aktivitesini yaklasik % 60 oraninda korudugu belirlendi. Ayrica 7.
Olciim sonunda immobilize enzimin aktivitesinin % 40’11 hala korudugu gozlendi

(Sekil 4.10.a).

Immobilize fungus (4. fumigatus) {ireazinin optimum sartlarda ayn1 boncuklarla
9 kez arka arkaya enzim aktivitesi 6l¢iildii. Besinci 6l¢iim sonunda enzimin aktivitesinin

% 56’s1n1 kaybettigi gozlendi (Sekil 4.10.b).

Aljinat boncuklara tutuklanmis bakteri (P. mirabilis) iireazinin yeniden
kullanilabilirligini belirlemek amaciyla, ayn1 boncuklarin optimize edilmis sartlarda 16
kere aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen bulgulara gore, 8 6l¢iim sonrasinda baglangic
aktivitesini yaklasik % 85 oraninda korudugu, 12. dlglimde ise yaklasik % 55’ini
korudugu belirlendi (Sekil 4.10.c).
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Sekil 4.10a. Aljinat boncuklara immobilize edilen Cicer arietinum iireazinin tekrar
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Sekil 4.10b. Aljinat boncuklara immobilize edilen Aspergillus fumigatus iireazinin

tekrar kullanilabilirligi.
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Sekil 4.10c. Aljinat boncuklara immobilize edilen Proteus mirabilis iireazinin tekrar

kullanilabilirligi.

4.4.10. immobilize ve Serbest Ureaz Enzimlerinin Depo Kararhhg

Ug farkli kaynaktan izole edilen serbest ve immobilize enzim &rneklerinin depo
kararliligin1 arastirmak amaciyla tiim 6rneklerin baslangi¢ aktiviteleri olgiildii ve +4
°C’de substratsiz ortmada aktivite 6l¢lim tamponunda 24 saat beklemeye birakildi. Her
24 saatte bir enzim aktiviteleri Ol¢iilerek serbest ve immobilize enzimlerin depolama

kararliliklar belirlendi.

C. arietinum serbest lireazinin 2. giin sonunda baslangi¢ aktivitesinin yaklagik %
40’m1 kaybettigi, 4. giiniin sonunda ise ancak % 6-6.5’luk bir aktivite gosterdigi
saptandi. Immobilize iireaz enziminin ise 3 giin boyunca baslangic aktivitesinin
tamamint korudugu, 7. giliniin sonunda da yaklasik % 40’lik bir aktivite sergiledigi

gozlendi (Sekil 4.11.a).

A. fumigatus immobilize lireazinin baslangi¢ aktivitesinin yaklasik % 90’1n1 bes
giin boyunca korudugu, serbest enzim aktivitesinin neredeyse sifirlandigi, 9. giinde ise

% 40’1ik bir aktivite gosterdigi saptandi (Sekil 4.11.b).
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P. mirabilis immobilize lireazinin baslangic aktivitesinin 3 glin boyunca yaklasik
% 100’tinti korudugu, serbest enzim aktivitesinin neredeyse sifirlandigi, 11. giinde ise

hala % 51’lik aktiviteye sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.11.c).
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Sekil 4.11a. Cicer arietinum iireaz1 i¢in depo kararliligi
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4.5. Immobilize Ureazlar ile Hayvan Yemlerinde Ure Tayini

Immobilize iireaz enzimleri kullanilarak hayvan yemlerindeki iirenin tayini igin,
icerigi bilinen birbirinden farkli 4 hayvan yemi kullanildi. A, B, C ve D olarak
sembolize edilen hayvan yemlerinde teorik olarak 10 mg {iire icerdigi belirlenen
¢oOzeltiler elde edildi. Bu ¢ozeltiler immobilize {ireaz enzimleri ile muamele edilerek {ire

miktarlan 6l¢iildii.

C. arietinum immobilize {ireaz1 ile A, B ve C yemlerindeki {ire miktarlar
yaklasik 8 mg olarak birbirlerine olduk¢a yakin degerlerde belirlendi. D yeminde ise
teorik degere daha yakin olarak 9.11 mg olarak 6l¢iildii. (Tablo 4.4a)

A. fumigatus’dan immobilize edilen iireaz enzimi ile B ve C yemlerindeki {ire
miktarlar1 9.10 ve 9.62 mg ile teorik degere olduk¢a yakin, A ve D yemlerinde ise 12.8
ve 11.7 mg olarak bir miktar daha yliksek tayin edildi. (Tablo 4.4b)

P. mirabilis immobilize iireaz1 ile tiim yemlerde yaklasik 9-10 mg’lik degerlerle

ile teorik miktara en yakin degerlerde 6l¢iildii. (Tablo 4.4¢)

Tablo 4.4a. Cicer arietinum Ureazi ile Ure Tayini

Yem Cesidi Ure Miktar1 (mg)
A 8.00
B 8.05
C 8.70
D 9.11
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Tablo 4.4b. Aspergillus fumigatus Ureaz ile Ure Tayini

Yem Cesidi Ure Miktar1 (mg)
A 12.80
B 9.10
C 9.62
D 11.70

Tablo 4.4c. Proteus mirabilis Ureaz1 ile Ure Tayini

Yem Cesidi Ure Miktar1 (mg)
A 9.24
B 10.30
C 9.36
D 10.83

4.6. immobilize Ureazlar ile Ure Hidrolizi

Ure hidroliz deneyleri bitki, bakteri ve fungus immobilize iireazlar1 ile ayn
sekilde boliim 3’de belirtildigi gibi gerceklestirildi. Buna gore C. arietinum tireazi ilk 20
dakika inkiibasyon sonunda iirenin % 30’unu hidroliz etti. Ayrica 40 dakika sonunda
tirenin % 87’sini hidroliz ettigi hesaplandi. 4. fumigatus tireaz1 ilk 20 dakikada iirenin %
40’11 hidroliz etti. Ayrica 40 dakika sonunda {irenin % 98’ini hidroliz ettigi hesaplandi.
P. mirabilis iireaz1 ise ilk 20 dakika inkiibe edilmesinin sonunda iirenin % 50.44’1n1
hidroliz etti. Ayrica 40 dakika sonunda iirenin % 92.7’sini hidroliz ettigi hesaplandi
(Tablo 4.5).
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Tablo. 4.5. immobilize Ureazlar ile Ure Hidrolizi

Ure hidroliz orani (%)| 20.dk 30. dk 40. dk
C. arietinum % 30 % 69 % 87
A. fumigatus % 40 % 74 % 98
P. mirabilis % 50. 44 % 71 % 92.7
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BOLUM 5

TARTISMA

Enzimler en fazla uygulama alani bulunan genellikle protein yapisinda olan
biyomolekiillerdir. Tiim canli sistemler enzim molekiillerini icermektedir.
Metabolizmanin siirekliliginin saglanmasinda ve regiilasyonunda sayisiz enzim
molekiilii gorev almaktadir. Enzimler farkli biyolojik sistemlerden izole edilerek, in
vitroda cok cesitli amaglar i¢in kullanilabilmektedirler. Enzim immobilizasyonu yiiksek
maliyetli enzimlerin kararhiliklarim1 korudugu ve yeniden kullanilabilme olanag:

sagladig1 i¢in son yillarda oldukga ilgi gérmektedir [185].

Bu tez caligmasi kapsaminda, tip ve endiistride oldukca yaygin ve Onemli
kullanim alanlar1 olan iireaz enzimi ile ¢alisilmistir. Calismanin ilk bdliimiinde cesitli
bitki, fungus ve bakteri drneklerinden iireaz iiretimi ve izolasyonu yapilarak uygun
kaynaklarin  belirlenmesi saglandi. Ureaz eldesi igin bitkisel, fungal ve bakteri
kaynaklar1 belirlendikten sonra elde edilen enzimler i¢in farkli immobilizasyon
yontemleri denenerek en yiiksek verimde calisan immobilizasyon yontemi belirlendi
(Tablo 4.2). Bu 6n caligmalarin sonucunda iireaz iiretimi i¢in bitkisel kaynak Cicer
arietinum, fungal kaynak Aspergillus fumigatus, bakteri ise Proteus mirabilis olarak
secildi (Sekil 4.1abc). Enzim immobilizasyon yontemi olarak da aljinat jele tutuklama
yontemi uygun yontem olarak saptandi. Aljinat i¢in immobilizasyon verimleri, bitki i¢in
% 88.5, fungus icin % 82 ve bakteri i¢in % 85 olarak bulundu (Tablo 4.2).
Calismamizda immobilizasyon verimleri {i¢ kaynak i¢in de birbirine yakin degerler
olarak bulundu. Tiim 6rneklerde yiliksek katalitik aktivite ve immobilizasyon ylizdesi

gozlendi.

Immobilizasyon tekniklerinden biri olan tutuklama teknigi bir bosluga veya ag
icine enzimin fiziksel olarak hapsedilmesi olarak tanimlanabilir. Ureaz

immobilizasyonunda tasiyici olarak ¢esitli dogal ve sentetik materyaller kullanilmigtir.

88



Son yillarda {ireaz enziminin immobilizasyonu i¢in dogal veya sentetik tastyicilar
kullanilmistir, ayrica tlip membranlara tutuklanip teknik ve terapotik amacgh
kullanilmaktadir. Dogal polimerler olan sodyum aljinat [9], kitosan [2, 186],
karragenan, jelatin [187], hidroksilapatit ve akrilonitril kopolimer membranlara
immobilize edilmistir [188]. Aljinata tutuklama ydnteminin kolayligi, toksik etkisinin
olmamasi, immobilize edilen enzime zarar vermemesi, enzim kagigini dnleyen, substrat
girisine izin veren gozenekli yapiya sahip olmasi, biyouyumlulugu nedeniyle

biyoteknolojik ve endiistriyel ¢alismalarda tercih edilmektedir [10].

Calismanin ikinci boliimiinde C. arietinum, A. fumigatus ve P. mirabilis’den
izole edilen iireaz enzimleri sodyum aljinat jelde immobilize edildi. Immobilize
enzimlerin optimum inkiibasyon siiresi, optimum sicaklik, termal kararlilik, optimum
pH, pH kararlilig1, substrat konsantrasyonu, tekrar kullanilabilirlik, depo kararliligi Km
Vimax ve keat degerleri gibi gesitli parametreler arastirilarak bu bulgular serbest enzim

orneklerinin degerleri ile karsilastirildi.

Immobilizasyon materyali olarak kullanilan aljinat konsantrasyonu enzimin
basariyla tutuklanabilmesi i¢in nemli bir parametredir. Ciinkii aljinat ile Ca*? iyonlar
arasindaki c¢apraz bag olusumu sayesinde jel yapist meydana gelmektedir. Simdiye
kadar yapilan aragtirmalarda aljinat konsantrasyonu % 2-4 arasinda degismektedir [189,
190, 191]. Bu ¢alismada da bitki, fungus ve bakteri iireazlar sirasiyla % 1, 2, 3 ve 4’liik
konsantrasyonlardaki  aljinat jeller kullanilarak immobilize edildi. Aljinat
konsantrasyonunun iireaz aktivitesi lizerine etkisi aragtirildi. Calismalar sonucunda her
3 kaynak icin de optimum aljinat konsantrasyonu 6nceki ¢aligmalara paralel olarak % 3

olarak bulundu (Sekil 4.2a-Sekil 4.2b ve Sekil 4.2¢).

Aljinat boncuklara yiiklenen enzim miktarinin enzim aktivitesi lizerine etkisini
arastirmak amaciyla direkt enzim ve farkli oranlarda diliie edilmis enzimler ile ¢calisma
yapild1 ve bu ¢alismanin sonucunda daha 6nce yapilan ¢aligmalara paralel olarak [149],
enzim miktart arttik¢a katalitik aktivitenin de arttigr gozlendi (Sekil 4.3a — 4.3b ve
4.3c¢).

Inkiibasyon siiresi enzim aktivitesinin hesaplanmasinda énemli bir faktordiir.

Ciinkii enzimatik bir reaksiyonun hizi belirli bir zamanda iiretilen iiriin miktariyla
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belirlenmektedir. Enzimler inkiibasyona birakildiklarinda reaksiyon hizi belli bir siire
icin zamana bagli olarak artar, ancak bu siirenin iizerine ¢ikildiginda reaksiyon hizi
yavaslamaktadir. Bu yavaslamanin sebepleri; reaksiyon sonucu olusan iiriinler zamanla
denatiire olabilirler, substrat kullanildig1 i¢in azalir veya tiikenebilir, ya da enzim
zamanla inaktive olabilir seklinde siralanabilir [192]. Pervin ve arkadaslarinin yaptiklari
bir ¢aligmada bitkisel {ireaz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi inkiibasyon siiresi
30 dakika olarak bulundu [193]. Serbest ve immobilize enzimlerin inkiibasyon siiresi
caligmasinda, farkli siirelerde inkiibe edilen C. arietinum iireazi en yiiksek aktiviteyi
serbest formda 40 dakikada immobilize formda ise 50 dakika inkiibe edildiginde
gosterdi (Sekil 4.4a). Farkli siirelerde inkiibe edilen A. fumigatus iireazi ise en yliksek
aktiviteyi serbest ve immobilize formlarda benzer sekilde 30 dakika inkiibe edildiginde
gosterdi (Sekil 4.4b). Proteus mirabilis iireaz1 ile yapilan inkiibasyon siiresi ¢aligmasi
sonucunda optimum inkiibasyon siiresi serbest ve immobilize formlarda 40 dakika
olarak belirlendi (Sekil 4.4c¢).

pH enzim aktivitesinde onemli bir rol oynar. Reaksiyon ortaminin pH’1 enzimin
iyonlagabilen gruplar lizerinde 6nemli etkiye sahiptir. Enzimin aktif merkezinin islevini
yerine getirebilmesi ve konformasyonunu korumasi i¢in iyonik formda olmasi gerekir.
Immobilize enzimlerde optimum pH kullanilan matrikse ve enzimin yiikiine bagh
olarak degisir. Bircok mikroorganizmada asidik pH’da aktif olan {ireaz enziminin
optimum pH aralig1 4.5 — 9.0 arasinda degisir [194]. Immobilizasyon ile enzimler daha
ilimhi ¢alisma kosullarina sahip olurlar ve ¢alisma pH araliklar1 degisebilir [195, 196,
197 ]. Bu calismada C. arietinum, A. fumigatus ve P. mirabilis lireazlarinin her iki
formu i¢in de optimum pH 7.0 olarak bulundu (Sekil 4.5a-4.5b ve 4.5¢c). pH kararlilig
calismasinda C. arietinum tireazinin immobilize edilmesiyle pH profili tizerinde dikkat
cekici bir degisim meydana gelmedi (Sekil 4.6a). A. fumigatus ile yapilan ¢aligmada
serbest ve immobilize {ireaz enzimi pH 7.0’de en yiiksek aktiviteyi gosterdi (Sekil 4.6b).
Ancak immobilize enzim farkli pH araliklarinda serbest enzime gore daha kararli bir
yap1 gosterdi. P. mirabilis iireazinin pH kararlilik ¢alismasi sonucunda serbest ve
immobilize enzimlerin her ikisi de pH 7.0 ve 8.0 arasinda kararliligin1 korudu (Sekil
4.6c). Yapilan pH kararlilik ¢aligmalarina baktigimizda aljinata immobilize enzimlerin

genis bir pH araliginda maksimum aktivite gosterdigi bulunmustur [198].
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Immobilize enzimlerin serbest enzimlere gore yiiksek sicakliklarda aktivitelerini
koruyarak daha kararli bir yap1 gosterdikleri bilinmektedir [149]. Genellikle optimum
sicaklik araliklarinin disinda enzimlerin yapisinin denatiire olmasi nedeniyle aktivite
kaybedecekleri diisiiniiliir. Immobilizasyon ile enzimlerin ii¢ boyutlu yapisi korunarak
sicaklik degisimlerine daha dayanikli olmalar1 saglanir.

Ureaz enziminin optimum sicaklik derecesi izole edilen kaynaga gore
degismektedir. Reddy ve arkadaslarinin Cajanus cajan iireazi ile yaptiklar1 bir
caligmada serbest ve immobilize lireazlarin optimum sicaklig sirasiyla 47 °C ve 67 °C
olarak bulunmustur [23]. Bir fungus tiiri olan Rhizopus oryzae’dan izole edilen iireaz
enziminin optimum sicakligi ise yapilan bir g¢aligma sonucunda 55 °C olarak
belirlenmistir [4]. Bakteriyel lireazlarla yapilan bir calismada ise Enterobacter sp.
tireazinin optimum sicakliginin 35 °C oldugu bildirilmistir [20]. Bu tez ¢aligmasinda
serbest ve immobilize C. arietinum tlireazinin optimum sicaklik degerleri Reddy ve
arkadaslarinin ¢aligmasina yakin bir deger olarak 50 °C olarak bulundu (Sekil 4.7a). A.
fumigatus ve P. mirabilis lireazlarinin serbest ve immobilize formlarinin optimum
sicakliklar1 benzer sekilde 40 °C olarak bulundu (Sekil 4.7b ve 4.7¢). Calisilan enzim
immobilizasyon yonteminin enzimlerin optimum sicakliklarini degistirmedigi gézlendi.

Termal kararlilik ¢alismalart immobilize enzim arastirmalarinda 6nemli bir yer
tutar. Genellikle immobilize enzimler serbest formlarmna gore sicaklik degisimlerine,
denatiirasyona ve ¢evresel etkenlere daha direnglidirler. Immobilizasyon islemi
enzimlerin ii¢ boyutlu yapilarinin korunmasinmi saglar ve enzimlere termal stabilite
kazandirir [198]. Bu calismada da literatiirdeki ¢aligmalara paralel olarak; serbest ve
immobilize tireazlar 40 ve 50 °C’de 60 dakika bekletildiginde baslangi¢ aktivitelerinin
tamamimi korudular. Immobilize nohut iireaz1 60 °C’de 30 dakika beklediginde
baslangic aktivitesinin % 92’sini korurken serbest enzim aktivitesinin % 63’iini
koruyabildi (Sekil 4.8a ve Sekil 4.8b). Fungus stabilite caligmalarinda ise serbest enzim
30 °C’de tiim bekleme gruplarinda kararliligint korudu. 40 °C’de 30 dakika inkiibasyon
sonunda da stabildi. 40 °C’de 60 dakika bekleme sonucu aktivitesinin % 36’sim
kaybetti. Immobilize enzim ise 30 °C ve 40 °C de tiim bekleme gruplarinda stabilite
gosterdi. 50 °C’de 10 dakika beklendiginde ise immobilize enzim aktivitesinin % 79’
unu korudu (Sekil 4.8c ve Sekil 4.8d). Bakteri iireazi ile yapilan termal kararlilik

caligmasinda serbest enzim 30 ve 35 °C’de tiim bekleme gruplarinda kararliligini
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korudu. 40 °C’de 10 dakika inkiibasyon sonunda da stabildi. Serbest enzim 40 °C’de 30
dakika bekleme sonucu aktivitesinin % 10’unu kaybetti. Immobilize enzim ise 40 °C de
30 dakika bekleme sonunda aktivitesinin tamamini korudugu goézlendi. 45 °C’de 10
dakika bekleme grubunda ise immobilize enzim aktivitesinin % 80’ini korurken serbest
enzim ise % 56’sim1 korudu (Sekil 4.8e ve Sekil 4.8f). Bu ¢alisma sonucunda bitki,
bakteri ve fungusdan izole edilen {ireaz enziminin aljinat jelde tutuklanmasinin

enzimlerin termal kararliligini olumlu yonde etkiledigi gozlendi.

Uc farkli kaynaktan izole edilen serbest ve immobilize enzim Orneklerinin
kinetik oOzellikleri Tablo 4.3’de verilmistir. Buna goére C. arietinum immobilize
enziminin Ky ve Vmax degerleri ylikselirken, keae degeri ise (0.1) serbest enzimin kea
degerine (0.083) oldukca yakin oldugu bulundu. 4. fumigatus immobilize enziminin Ky,
ve Vmax degerleri serbest enzime gore azalirken, katalitik etkinlikleri (kca/Km) 2.3 ve 2.7
olarak birbirine yakin degerlerde bulundu. P. mirabilis immobilize enziminin K, degeri
serbest enziminkinden oldukga diisiik bulunmasina ragmen, kcar degerlerine bakildiginda
immobilize enzimin 7.0, serbest enzimin 7.8 oldugu belirlendi. Katalitik etkinlik
acisindan degerlendirildiginde C. arietinum ve A. fumigatus treazlarmin katalitik
etkinliklerinin dikkate deger bir degisim gostermedigi ancak P. mirabilis immobilize
enziminin katalitik etkinliginin 2.4’den 17.5’e ¢iktig1 gozlendi. Ancak kcar degerlerinin
hemen hemen ayni oldugu belirlendi. Bu bulgulardaki farkliliklarin enzimlerin

saflastirmadan immobilize edilmesinden kaynaklandig: diistintilmektedir.

Immobilize enzimler bazi nedenlerden dolayr farkli kinetik 6zellikler
gosterebilir. Immobilizasyon islemi enzimin yapisinda konformasyonel degisimlere
neden olabilir. Immobilize enzim serbest ortamindakinden farkli bir ortama taginmugtir
ve bu da kinetik 6zelliklerini etkileyebilir. Ayrica ¢ozelti ve destek materyali arasinda
bir boliinme séz konusu oldugu i¢in enzimin ¢evresindeki substrat konsantrasyonu

toplam ¢6zelti hacminden 6nemli derecede farklilik gosterebilir [149, 199].

Enzimler serbest formda iken yeniden kullanilabilmeleri miimkiin degildir. Bu
nedenle endiistride kullanilan bazi O6nemli enzimler immobilize edilerek
kullanilmaktadir. Aljinat boncuklara immobilize edilen C. arietinum {ireazinin tekrar

kullanilabilirlik ¢aligmasinda 9 kez arka arkaya ayni boncuklar ile aktivite tayini yapildi
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ve 5 kullanim sonunda boncuklarin aktivitesini yaklasik % 60 oraninda korudugu
belirlendi. Ayrica 7. kullanim sonunda hala aktivitenin % 40’1nin korundugu belirlendi.
(Sekil 4.10a). Immobilize 4. fumigatus iireazinin tekrar kullanilabilirlik ¢alismasinda
11 kere arka arkaya ayni boncuklarin aktivite tayini yapildi ve 5 dongii sonunda
immobilize enzimin aktivitesini % 44 oraninda korudugu gozlendi (Sekil 4.10b). Aljinat
boncuklara immobilize edilen P. mirabilis  iireazinin yeniden kullanilabilirligini
belirlemek i¢in 16 kere ayni boncuklarla aktivite tayini yapildi ve elde edilen bulgulara
gore, 8 Ol¢iim sonunda immobilize enzimin baslangi¢ aktivitesini % 85 oraninda
korudugu, 12. 6l¢iim sonunda ise yaklasik % 55’ini korudugu belirlendi (Sekil 4.10c¢).
Aljinat boncuklara immobilize edilmis farkli kaynakli {ireaz enzimlerinden bakteri
iirecazinin yeniden kullanilabilirliginin bitkisel ve fungal kaynaklardan daha iyi oldugu

belirlendi.

Serbest enzimler genellikle depolamaya uygun degillerdir ve biiyiik oranda
aktivite kayb1 yasarlar [199]. Immobilizasyon islemi ile enzimde aktivite kaybi
minimuma indirilerek enzimin uzun silire depolanmasi amaglanmaktadir [148]. Jack
bean iireazi1 ile yapilan depo karalilig1 calismasinda serbest lireaz enzimi aktivitesinin
tamamin1 14 giinde kaybederken, immobilize iireazin ise yaklasik 50 giin sonunda
aktivitesinin tamamini1 kaybettigi bildirilmistir [200]. Bu ¢alismada ise immobilize C.
arietinum lireaz1 3 giin boyunca baslangi¢ aktivitesinin tamamini korudu. Serbest enzim
aktivitesini biiyiik dl¢iide kaybetti (Sekil 4.11a). Immobilize A4. fiumigatus iireaz1 2 giin
boyunca baglangic aktivitesinin tamamin1 korudu. Besinci giinde hala aktivitesinin %
88’in1 korudugu goriildii. Serbest enzim 5. giinlin sonunda aktivitesinin % 43’iinii
kaybetti [201]. (Sekil 4.11b). P. mirabilis iireaz1 ise 3 giin boyunca baslangi¢
aktivitesinin tamamina yakinini korudu. sekizinci giiniin sonuda hala aktivitesinin %
76’sm1 korudugu goézlendi. Serbest enzim ise 8. gliniin sonunda aktivitesini % 47’sini
koruyabildi (Sekil 4.11c). Immobilize enzim drnekleri serbest formlarina gére daha iyi
depolama 6zelligi gosterdi. Sonug olarak immobilize bitki, fungus ve bakteri iireazlari
yapilan arastirmalara paralel olarak serbest formlarina gére depolama yoniinden daha

kararli bulundu.

Urenin biiyiikbas hayvan yemlerinde protein ilavesi olarak kullanildig1 ve viicut

agirhigr lizerine olumlu etkileri bilinmektedir. Ayrica iirenin fazla miktarmin toksik
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etkileri ilizerine c¢alismalar bulunmaktadir [113, 120, 202]. Bu tez c¢alismasinda
immobilize bitki, fungus ve bakteri lireazlar1 kullanilarak igerigi bilinen (Tablo 3.3) 4
farkli biiylikbas hayvan yeminde iire tayini yapildi. Farkli yem cesitlerindeki teorik iire
miktarina en yakin 6l¢iimleri veren immobilize enzim 6rnekleri, A, B ve D yemleri i¢in
P. mirabilis iireaz1 C yemi igin ise A. fumigatus lireaz1 olarak belirlendi (Tablo 4.4a -
4.4b ve 4.4c¢).

Ure, iireaz enzimi sayesinde hizli bir sekilde NH; ve CO:z’ye hidrolize
olmaktadir. Aktas’in toprak ornekleriyle yaptigi calismaya gore topraktaki iire iireaz
enzimi ile hidrolize edilmektedir. Ayrica sicaklik arttik¢a hidroliz de artmaktadir [203].
Karaca ve arkadaglarinin yaptigi iireaz aktivitesi ve amonyak cikisini belirleme
caligmasinda, iire ilaveli toprak numunelerinin amonyak ¢ikisi liresiz numunelere gore 5
kat fazla bulunmustur [204]. Ure hidrolizi ¢alismasinda bitkisel iireazin inkiibasyonun
20. dakikasinda tirenin % 30’unu hidroliz ettigi gozlendi. Ayrica 40 dakika sonunda
tirenin % 87’sini hidroliz ettigi hesaplandi. Fungus iireaz1 ise ilk 20 dakikada tirenin %
40’1 hidroliz etti. Ayrica 40 dakika sonunda iirenin % 98’ini hidroliz ettigi gozlendi.
P. mirabilis tireaz1 ise ilk 20 dakika inkiibasyon sonunda tirenin % 50.44’{in{i hidroliz
etti. Ayrica 40. dakika sonunda iirenin % 92.7’sini hidroliz ettigi kaydedildi (Tablo 4.5).
Bu caligmanin sonucunda bakteriyel iireazin bitki ve fungus iireazlarina gore iireyi daha
hizl1 hidroliz etme 6zelligine sahip oldugu soylenebilir.

Sonug olarak; bu tez calismasinda 3 farkli kaynaktan (C. arietinum, A.
fumigatus, P. mirabilis) izole edilen iireaz enzimleri aljinat jellere basariyla immobilize
edilerek optimum ¢alisma kosullar1 belirlendi. Literatiirde daha 6nce bu 3 farkhi
kaynaktan izole edilen iireaz enziminin aljinata immobilize edilmesiyle ilgili ¢aligmaya
rastlanmadi. Daha sonra immobilize {lireaz enzimi igerigi farkli biiyiikbas hayvan
yemlerinde iire tayininde kullanildi. Yapilan literatiir arastirmasinda hayvan yemlerinde
iire tayiniyle ilgili bir calismaya rastlanmadi. Son olarak immobilize lireazlarin iire
hidrolizinde kullanilabilirligi arastirildi.

Elde edilen bulgularin 15181 altinda, bitki fungus ve bakteri kaynakli iireaz
enzimlerinin aljinat jelde immobilizasyonunun enzim aktiviteleri iizerine olumsuz bir
etkisinin olmadigi goriildi. Tam tersi tiim enzim Orneklerinin yeniden kullanim,
depolama ve termal kararlilik gibi Ozelliklerinin iyilestigi belirlendi. C. arietinum

tireazinin yiiksek sicaklikta aktif olmasi onun diger kaynaklara gore sicaklik agisindan
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daha iistiin bir 6zelligi oldugu bildirilebilir. P. mirabilis ireazinin ise depolama, yeniden
kullanim, iire tayini ve hidrolizinde daha basarili oldugu belirlendi. immobilize edilen
tiim enzim Ornekleri lireazin geleneksel kullanim alanlarinin disinda hayvan yemlerinde

ire tayininde basariyla kullanildi. Ayrica iire hidroliz yetenekleri de belirlendi.
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