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Abstract : Bu calismada, Aspergillus niger'den, Urikaz enziminin Uretilmesi, Gretim Kosullari ve enzim
aktivitesi Uzerine etki eden bazi faktoérlerin belirlenmesi amaglanmigstir.

A. niger'den Urikaz enziminin Uretilmesi ve bunu etkileyen faktorler arastirildiginda, Uretim siresinin
3 gln, Uretim sicakhginin 30°C, baslangi¢ pH’ in 6.0 ve indiktdr derisiminin % 0.1 oldugu kosullar-
da (rikaz aktivitesi maksimum olarak saptanmigtir.Uretim ortamina eklenen amonyumlu bilegiklerin
enzim sentezini inhibe ettigi, MgSO,'in ise enzim sentezi Uizerinde ©nemli bir role sahip oldugu belir-
lenmigtir. Elde edilen bulgularin 151d1 altinda, A. niger in iyi bir Urikaz kaynagi oldugu saptanmustir.

Anahtar Sozcikler: A. niger, Urikaz, urik asit, Gretim

Production of Uricase Enzyme from Aspergillus niger and Determination
of Some Factors Affecting the Activity

Ozet : This study was undertaken to obtain uricase enzyme from Aspergillus niger and also to
determine the production conditions and the effects of some factors on enzyme activity.

The results of the experiments, in consideration of the production of the uricase enzyme and the fac-
tors affecting the production, demonstrated that enzyme activity was maximum when the production
time was 3 days at a temperature of 30°C with the initial pH at 6.0 and inductor concentration at
0.1%. It was determined that ammonium compounds, which were added to the production medium,
inhibited enzyme synthesis, and that MgSO, has an important role in enzyme synthesis.These results
revealed that A. niger may be a benefical source of uricase enzyme.
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Aspergillus niger'den Urikaz Enziminin Uretilmesi ve Aktiviteye Etkili Bazi Faktorlerin Belirlenmesi

Giris
Dedisik canlt gruplarinda, purin katabolizmasinin son Urtnd tirden tire farklilik goster-

mekle birlikte, adenin ve guaninin Urik aside kadar yikimi bittin hayvan tirlerinde ortak bir
metabolik yol izler (1).

insanlarda piirin bazlarinin yikimi sonucunda olugan son (riin tamamen okside olmus bir
pirin bazi olan (rik asittir. Urik asit 5.75'ten yiiksek pH'larda monosodyum tuzu olan trat for-
munda bulunur. Sodyum Uratin serumda ¢dzinebirliginin ortadan kalktigi duruma hiperurisemi
adi verilir (2). Serum Urat miktarlarinin bilinmesi, 6zellikle hastaligin teshisinde 6énem tasimakta
ve urik asit tayini zorunlu olmaktadir. Plrin katabolizmasinda, Urik asidin allantoine oksidasy-
onundan sorumlu olan Urikaz (Urat oksidaz, E.C. 1.7.3.3) serum urik asit konsantrasyonunu
saptamada, Klinik teshis enzimi olarak yaygin bir sekilde kullaniimaktadir (3,4,5). Klinik
biyokimya ve tedavide potansiyel olarak kullanilabilen urikaz, cesitli kaynaklardan izole edilmis
ve Ozellikleri calisiimistir (6, 7,8).

Urikaz enzimi Klinikte sadece teshis enzimi olmayip, ayni zamanda irik asit metaboliz-
masindaki bozukluklara bagli olarak meydana gelen hastaliklarin tedavisinde de kullaniimak-
tadir.Urikaz, plazma (rik asit seviyelerini diistirlicd ilaclar arasinda yer almistir (9).

Ayrica Urikaz enzimi, Kkozmetik sanayinde sa¢ boyama ve dalgalandirmada
kullaniimistir.Urikaz gerek sac boyamasinda gerekse dalgalandirmada ¢ok olumlu sonuglar
vermistir (10,11). Son yillarda yapilan pek ¢ok ¢alismada ise, Urikaz enzimi, Urik asit miktarinin
saptanmasinda, biyosensorlerin yapiminda kullaniimistir (12,13,14,15).

Bu calismada, urikaz enziminin Aspergillus niger V.Tiegh'den tek tip besiyeri kullanilarak
Uretilmesi hedeflenmistir. Bu amacla, azot kaynagi olarak sadece urik asit iceren, igerigi ¢cok
basit ve hazirlanmasi kolay bir besiyeri kullanildi.Uretimi ve enzim aktivitesini etkileyen para-
metreler arastirilarak, enzimin optimum iretim kosullari saptandi. Urikaz kaynagi olarak,
dogada yaygin bulunabilmesi, Uretiminin Kolay olmasi, endistride kullanim alaninin genis olusu
gibi Ozelliklerinin yanisira, sahip oldugu Urikaz enziminin Klinikte uygulanabirliginin
arastiriimamis olmasl nedeniyle A.niger tercih edilmigtir.

Materyal ve Metot

Kullanilan ortamlar: Stok fungus kulturlerinin Uretimi icin Czapek Dox Agar kullanildi. Stok
fungus kdltlrleri daha sonraki calismalarda kullaniimak Uzere +4°C'de saklandi. Ayda bir pasaj
edilerek yenilendi.

Urikaz eldesi igin, Yokoyama ve ark., (1988)'nin kullandigi indiiksiyon ortami, yeniden
duzenlenerek azot kaynagi olarak sadece Urik asit iceren ortam Kkullanildi (16).

Tek asamall Urkaz eldesinde kullanilan besiyerinin icerigi:
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Glukoz . ........... % 3

MgSO, 7H,0 ....... % 0.1
KCl ..o % 0.1
Na,HPO, .......... % 0.3
Urikasit .. ......... % 0.1

Ortamin pH derecesi calismanin 6zelligine gére 1 N HCl ve 1 N NaOH cozeltileri ile istenen
pH degerlerine dengelendi. Hazirlanan Ureme ortamlari 121°C'de 1 atmosfer basing altinda 15
dakika slreyle otoklavda steril edildi.

Ortamlara ekim ve Uremenin &lctilmesi: 500 ml'lik erlenmayerlerde 100 ml olacak
sekilde hazirlanan steril tireme ortamlarina spor sayist 5.3 x 10"/ ml olacak sekilde ekim yapildi.
Ekim yapilan ortamlar degisen deney kosullarina gore farkli sicaklik ve surelerde, 150 r.p.m cal-
kalama hizina sahip etivlerde tretime birakildi. Ureme yas agirlik cinsinden 6lgiildii. Bu amacla
100 ml'lik besiyerinde ureyen miceller stizilerek toplandi ve hassas terazide gram cinsinden
tartilarak gr/ 100 ml olarak belirtildi.

Enzim ekstraksiyonu: A. niger'den Urikaz enziminin ekstraksiyonu Wang ve Marzluf
(1980)'un Neurospora crassa'dan Urikaz ekstraksiyon metodu modifiye edilerek gerceklestiril-
di (17).Yukarida icerigi verilen besiyerinde uretimi takiben, migeller cift katl tilbent bezinden
suzulerek toplandi. Toplanan migeller Uc kez distile su ile yikandi ve agirliklart gram cinsinden
tartilarak 6l¢ldu (yas agirlik). Daha sonra stzulip sikistirilan micel pedleri, -80°C'de bir gece
boyunca donduruldu. Bu islemden sonra miceller oda isisinda ¢6zuldu. Agirliklarinin esdeger
agirhginda asitle yikanmis deniz kumu ve 50 mM, pH 7.2 Tris - HCl tamponunda (gr / 1 ml)
0°C'de, porselen havanda 5 dakika slre ile ezilerek homojenize edildi. Homojenat ¢ift kath til-
bent bezinden stizilerek 5.000 r.p.m’de 15 dakika stireyle santrifijj edildi. Santrifiigasyon son-
rasl, dokeltide enzim aktivitesine bakildi.

Urikaz aktivitesinin él¢tilmesi: Urikaz aktivitesi, kaybolan substrat (Urik asit) miktarinin
hesaplanmasiyla 6l¢tldu. Enzim kaynagi olarak, ekstrakte enzim, substrat olarak da, 50 mM
borat tamponunda (pH 8.5) hazirlanmig, 0.1 mM'lik stok Urik asit ¢Ozeltisi Kullanildi. Aktivite
Olctimleri, 0.1 ml ekstrakte enzim, 1.5 ml stok urik asit ¢6zeltisi, 1.5 ml 50 mM, pH 8.5 borat
tamponu ile hazirlanmig enzim-substrat karisimindaki absorbansin 290 nm’deki (Urik asit i¢in E
= 1.22 x 10° mol’ tm® azalmas! izlenerek spektrofotometrik (Jenway 6105 UV/VIS
Spectrophotometer) olarak gergeklestirildi (16,18). 1 Unite Urikaz aktivitesi: 1 mikromol Urik
asidi, dakikada, verilen deney kosullarinda oksitleyen enzim miktari olarak tanimlandi.

Uretim kosullarinin A. niger (iremesine ve Urikaz aktivitesine etkisi

Uretim stiresinin (irikaz aktivitesine etkisi: Uretim siiresinin enzim aktivitesi ile ilgisini
arastirmak amaciyla, A. niger'in Uremesi farkli Uretim surelerinde ( 1, 2, 3, 4 ve 5 gin ) 30°C’de
calkantili olarak, pH1 6.5 olan Uretim ortamlarinda gerceklestirildi. Bu surelerin sonunda,
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irikaz enzimi ekstre edildi. Ureme ve enzim aktiviteleri olgiilerek, Uretim siiresi ile enzim
aktivitesi arasindaki iligki saptandi.

Uretim sicakliginin iirikaz aktivitesine etkisi: A. niger'in iretilmesi 25, 30, 35 ve 40°C’lik
calkantili ettvlerde (150 r.p.m) pH'1 6.5 olan Uretim ortamlarinda 3 giln sireyle gerceklestiril-
di. Farkli sicakliklarda Uretim sonrasl, Ureme ve enzim aktiviteleri dlcllerek, tretim sicakliginin
enzim aktivitesine etkisi belirlendi.

Uretim ortami baglangi¢ pH'inin (rikaz aktivitesine etkisi: Uretim ortami baslangig
pH'inin Urikaz aktivitesine etkisini belirlemek icin, degisen pH derecelerine (4.0, 4.5, 5.0, 5.5,
6.0, 6.5) dengelenen uretim ortamlarina ekim yapildi ve 30°C’de ¢alkantili (150 r. p. m) olarak
3 glin streyle tretime birakildi. Ureme ve enzim aktiviteleri olctlerek, Uretim pH'1 ile enzim
aktivitesi arasindaki iligki saptandi.

Uretim ortamlarindaki farkli karbon kaynaklarinin trikaz aktivitesine etkisi: A. niger'in
Uremesine ve Urikaz aktivitesine etkili olan fakttrlerden biri de karbon kaynaginin cesididir.
Enzim aktivitesi acisindan en uygun karbon kaynagini belirlemek amaci ile % 3 oraninda glukoz,
fruktoz, sukroz, maltoz iceren Uretim ortamlari hazirlandi. Ortamlara ekimin yapilmasi ve Ure-
timi takiben, Ureme ve aktivite dlcimleri yapildi.

Uretim ortamindaki indiiktér (iirik asit) derisiminin Urikaz aktivitesine etkisi:
Calismanin bu béliminde, Uretim ortaminda tek azot kaynagi ve indiktér molekil olarak kul-
lanilan Urik asit derisiminin Urikaz aktivitesine etkisi arastirildi. Bu amacla, farkli Urik asit
derisimlerine sahip (% 0.050, 0.075, 0.100, 0.125, 0.150) Uretim ortamlari (pH 6.0)
hazirlandi. 30°C'de calkantili (150 r. p. m) olarak 3 gin sureyle Uretim sonrasi, Ureme ve
aktivite 6lcumleri yapilarak, indiktor derisimi ile aktivite arasindaki iliski saptandi.

Uretim ortamina eklenen amonyumlu bilesiklerin irikaz sentezine etkisi: Uretim
ortamini azot kaynagi agisindan zenginlestirmek ve amonyumlu bilesiklerin Urikaz sentezine
etkisini arastirmak amaci ile % 0.1 oraninda Urik asit iceren Uretim ortamlarina,ayri ayri % 0.1
ve % 0.2 olmak Uzere, amonyumdihidrojen fosfat, amonyum asetat ve amonyum stlfat eklen-
di. BUtun besiyerlerinin pH'sl 6.0’ya dengelendi. Ekim yapildiktan sonra, 30°C'de 3 giin sureyle,
calkantili olarak tretime birakildi. Uretim sonrasi iireme ve aktivite élciimleri yapildi.

Uretim ortamina eklenen MgS0,, CuSO, ve FeSO,'n Urrikaz sentezine etkisi: Calismanin
bu béliminde, MgSO,, CuSO, ve FeSO,'in A. niger'de Urikaz sentezine etkileri arastirildi. Bu
amagla, % 0.05, 0.1 ve 0.2 olacak sekilde metal tuzlari tiretim ortamlarina eklendi. Uretim son-
rasl, Ureme ve aktivite él¢timleri yapilarak, denenen metal tuzlarinin enzim aktivitesine etkileri
saptandi.

A. niger'in Urik asitli ortama adaptasyonunun Uurikaz aktivitesine etkisi: A. niger’i sak-
lamak ve sivi besiyerlerine (lretim ortami) ekimin yapilmasi icin kKullanilan Czapek Dox Agar yer-
ine, icerigi yukarida verilmis olan uretim ortamina % 1.5 oraninda agar eklenerek kati besiyeri
hazirlandi. Tek azot kaynagi olarak Urik asit iceren bu besiyeri (Urik asitli agar) stok fungus
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kiltirlerinin hazirlanmasinda kullanildi. A. niger’in Urik asitli agarlara pespese pasaji yapilarak
irik asitli ortama adaptasyonu gerceklestirildi. Urik asitli agar Uzerinde Uretilen A. niger ile
Czapek Dox Agar Uzerinde Uretilen A. niger tretim ortamlarina ekildi. 30°C'de, calkantili olarak,
1 - 4 gin streyle Uretime birakildi. Uretim sonrasi lreme ve aktivite dl¢iimleri yapilarak,
degerler birbirleriyle karsilastirildi.

Bulgular
Uretim kosullarinin A.niger iiremesine ve Urikaz aktivitesine etkisi.

Uretim stresinin trikaz aktivitesine etkisi: 30°C'de calkantili olarak retime birakilan 6rnek-
lerde tremenin 3. giiniinde maksimum (rikaz aktivitesi (0.570 U/ml) 6l¢ldii. Uretim stresinin
Urikaz aktivitesine etkili oldugu ve Uretim siresinin bu streden daha fazla gerceklestirildiginde
ise, Urikaz aktivitesinde anlamli bir artis gézlenmedigi belirlendi (Sekil 1).

Uretim sicakliginin (irikaz aktivitesine etkisi: U¢ giin siireyle Uretilen A.niger Kiltiir-
lerinden enzim ekstraksiyonu yapilarak, enzim aktivitesi ve fungus tremesi olgiildi. Uretim
sicakliginin hem fungus tUremesi hem de enzim aktivitesi Gzerine oldukga etkili oldugu saptandi.
30°C’de treme 1.19 gr/100ml, enzim aktivitesi 0.568 U/ml iken 40°C’de, fungus tremesi 0.41
gr/100ml, enzim aktivitesi ise 0,286 U/ml olarak 6l¢ildi (Sekil 2). Optimum Ureme sicakligi
30°C olarak belirlendi.

1.5 Sekil 1. Uretim  Suresinin ~ Urikaz
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Sekil 2. Uretim  Sicakliginin -~ Urikaz

— PR——— Aktivetesine Etkisi (e Enzim
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—0.1
\ \ \ |
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Uretim ortami baslangi¢ pH’sinin trikaz aktivitesine etkisi: Degisen pH degerlerine den-
gelenen uretim ortamlarinda 30°C'de calkantili olarak gerceklestirilen tretim sonrasi ireme ve
enzim aktiviteleri ol¢uldu. pH degeri 4 olan besiyerindeki tUreme 0.380 gr/ 100ml ve enzim
aktivitesi 0.270 U/ml olarak olgulirken pH degeri 6 olan besiyerinde treme 1.36 gr/ 100 ml
ve maksimum enzim aktivitesi 0.620 U/ml olarak ol¢tlda (Sekil 3).

Uretim ortamindaki farkli karbon kaynaklarinin iirikaz aktivitesine etkisi: Uretim
ortamindaki farkll karbon kaynaklarinin Urikaz aktivitesine etkisi arastirildiginda, hem treme
hem de enzim aktivitesi agisindan sukroz (ireme 2.18 gr/100ml ; aktivite 0,800 U/ml), glukoz
(Greme 2.05 gr / 100 ml; aktivite 0.780 U/ml) ve fruktoz (ireme 2.16 gr/100ml; aktivite
0.798 U/ml) uygun karbon kaynaklari olarak saptandi. Maltoz iceren Uretim ortamlarinda ise
Uretim sonras! enzim aktivitesinin diger karbon kaynaklarina gére daha dusik oldugu belirlen-
di (Tablo 1).

Uretim ortamindaki indiiktér (lirik asit) derisiminin Urikaz aktivitesine etkisi: Yiizde,
0.050, 0.075, 0.1, 0.125 ve 0.150 oraninda urik asit iceren ve pH’si 6.0 olan Uretim ortam-
larinda Uretimi yapilan A.niger kdltirlerinde enzim aktivitesi 6l¢ildid. Maksimum enzim
aktivitesi % 0.1 oraninda Urik asit iceren ortamda kdltlre edilen ¢rnekte saptandi (enzim
aktivitesi 0.910 U/ml; Ureme 2.26 gr/100m) (Sekil .4)

16



F. ERTAN, E. AKSOZ

15 = Sekil 3. Uretim  Ortami  Baslangig
114 g pH'nin  Urikaz Aktivetesine
061 - s Etkisi (e Enzim aktivitesi,
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0.5 | @
:T;\ 1.1 .
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pH
N X L Tablo 1. Uretim  Ortamindaki Farkli
Karbon kaynaklari Ureme Enzim aktivitesi Karbon Kaynaklarinin Urikaz
(gr/100 mi) (U/mi) Aktivitesine Etkisi.
Sukroz (% 3) 2.05 + 0.054 0.780 + 0.027
Glukoz (% 3) 2.18 £ 0.025 0.800 + 0.017
Fruktoz (% 3) 2.16 + 0.030 0.798 + 0.014
Maltoz (% 3) 1.45 + 0.029 0.543 + 0.009

Uretim ortamina eklenen amonyumlu bilesiklerin tirikaz sentezine etkisi: Tablo 2.'de
belirtildigi gibi, Uretim ortamina eklenen amonyumlu bilesiklerin Urikaz sentezi Uzerine etkili
oldugu saptandi. 9% 0.1 ve % 0.2 olmak izere farkli iki dozda denenen amonyumlu bilesiklerin
fungus uremesini engellemedidi, ancak Urik asit kullanimini ve trikaz sentezini olumsuz yonde
etkiledigi belirlendi. Amonyumlu bilesik icermeyen besi yerinde uUretilen A. niger ‘in Urikaz
aktivitesi 0.989 U/ ml iken 9% 0.1 Amonyum asetat iceren besi yerinde Uretilen A. niger'in
aktivitesi 0.075 U/ ml % 0.2 Amonyum asetat igerenin ise 0.050 U/ ml olarak saptandi.
Denenen (¢ farkli amonyumlu bilesigin (Amonyum dihidrojen fosfat, Amonyum asetat ve
Amonyum sulfat) 9% 0.1 ve % 0.2'lik dozlarin enzim aktivitesi (izerine inhibitdr etki yaptigi sap-
tandi (Tablo 2).
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Tablo 2.

Sekil 4. Uretim Ortamindaki Induktor
Derisiminin Urikaz Aktivetesine

Etkisi

(e-» Enzim aktivitesi, A—— A

Ureme.

Uretim Ortamina Eklenen Amonyumlu Bilesiklerin Urikaz Sentezine Etkisi.

Amonyumlu bilesikler

Ureme (gr/100 ml)

Enzim aktivitesi (U/ml)

% inhibisyon

Amonyum dihidrojen fosfat (% 0.1)

Amonyum dihidrojen fosfat (% 0.2)

Amonyum asetat
Amonyum asetat
Amonyum sulfat
Amonyum stlfat

*Kontrol

(% 0.1)
(% 0.2)
(% 0.1)
(% 0.2)

2.307+0.07
3.240+0.09
0.700+0.04
0.827+0.03
1.968+0.06
2.861+0.09
2.550+0.02

0.775+0.02
0.534+0.03
0.075+0.04
0.050+0.06
0.450+0.02
0.220+0.03
0.989+0.04

22.0+£0.02

46.1+0.03

92.42+0.04
94.95+0.01
54.50+0.02
77.80+0.03

*Kontrol grubu sadece % 0.1 Urik asit igeriyor.
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Uretim ortamina eklenen MgS0,, CuSO, ve FeS0,'in iirikaz sentezine etkisi: Daha énce
yapilmis ¢alismalarda farkli kaynaklardan izole edilmis Urikaz enzimi tzerine etkili oldugu belir-
tilen MgS0O,, CuSO, ve FeSO,'in A.niger urikazi Uzerine etkileri, calismanin bu bdlimunde
arastirildi. Belirtilen metal tuzlari U¢ farkli dozda (% 0.05, 0.1 ve 0.2) besiyerlerine eklendi.
CuS0, ve FeSO, iceren besiyerlerinin ¢ farkli dozunda da fungus tremesi gerceklesmedi. CuSQO,
ve FeSO, fungus Uremesine engel oldu. Bu nedenle enzim aktivitesi dlctlemedi. % 0.1 MgSO,
iceren besiyerlerinde ise enzim aktivitesinin (0.576 U/ml), MgSO, icermeyen besiyer-
lerindekinden (0.035 U/ml) oldukgca fazla oldugu saptandi. MgSO,'in Urikaz sentezinde 6nemli
bir role sahip oldugu belirlendi (Tablo 3).

A. niger'in Urik asitli ortama adaptasyonunun Urikaz aktivitesine etkisi: A. niger’in tek
azot kaynagi olarak sadece Urik asit iceren kati besiyerinde pes pese Uretimi yapilarak adapta-
syonu saglandi. Kati vasat olarak Czapek Dox Agar’'da Uretilen A. niger’in Urikaz aktiviteleri
karsilastirildi. Urik asitli ortamda tretilen A. nigerin Urikaz aktivitesi, Gremenin 2. giniinde
0.948 U / ml iken, Urik asitli ortama adapte edilmemis A. nigerin Urikaz aktivitesi Uremenin 3.
giiniinde 0.750 U / ml olarak 6lcldi. Urik asitli ortama adaptasyon iretim siresi agisindan
olumlu bir etki géstermistir (Tablo 4).

9% MgS0,, Ureme (gr/100 mi) Enzim aktivitesi (Uml) | 00> %;g.moréﬁ;a Sgnﬁ]eegig
- 0.276 = 0.03 0.035 + 0.07 st
0.05 1.260 = 0.04 0.473 = 0.05
0.10 1.480 = 0.04 0.576 + 0.03
0.20 1.390 = 0.02 0.559 +0.04

Tablo 4. A. niger'in Urik Asitli Ortalama Adaptasyonunun Urikaz Aktivitesine Etkisi.

Uretim Czapek Dox Czapek Dox Urik asitli Urik asitli
Sresi Agarda Ureme Agarda Enzim Agarda Ureme Agarda Enzim
(Gn) (gr/100ml) Aktivitesi (gr/100ml) Aktivitesi
(U/ml) (U/ml)
1 0.225 + 0.02 0.197 £ 0.03 0.621 + 0.05 0.410 £ 0.04
2 0.675 + 0.05 0.375 + 0.02 2.045 + 0.07 0.948 + 0.02
3 1.784 +0.04 0.750 + 0.04 2.300 + 0.04 0.951 + 0.06
4 2.000 +0.03 0.756 + 0.07 2.520 + 0.03 0.954 + 0.02
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Tartisma

Urikaz enzimi hiicre ici karakterli ve indiklenebilir bir enzim oldugundan, yapilan pek ¢ok
mikrobiyal kaynakli ¢alismada, 6nce biyokitle (mikroorganizma) Uretilmis daha sonra, enzim
induksiyonu i¢in farkli bir ortama aktarilmistir (19,20). Bu tip calismalarda Uretim ve induksiy-
on farkll ortamlarda gerceklestirilmistir. Bu yontem genelde bagariya ulasmis olmakla birlikte,
iki farkll besiyerinin hazirlanmasindaki maliyet, zaman, aktarim sirasindaki ylkama ve uzun
santrifigasyon asamalari, arastiricilara calisma zorluklari yaratmaktadir. Diger bir grup
calismada ise, besiyerine hem indiktdr molekdl olan Urik asit hem de besiyerini zenginlestirmek
ve Uremeyi desteklemek amaciyla diger azot kaynaklari eklenmistir (21,22). Birincisine Kiyasla
daha basit bir ydéntem olmasina karsin, bu yontemde mikroorganizma Oncelikle diger azot kay-
naklarini kullanmakta, ayrica ortamda bulunan amonyumlu bilesikler Urik asidin hicre icine
alinisini engellemektedir. Bu nedenle, tUreme iyi olsa bile enzim aktivitesi dismektedir (23).

Bu calismada ise, azot kaynagi olarak sadece Urik asit iceren, igerigi cok basit ve hazirlamasi
kolay bir besiyeri kullanilarak trikaz enzimi dretildi. Uretimi ve buna bagh olarak enzim
aktivitesini etkileyen parametreler arastirildi.

Uretim siiresinin Urikaz aktivitesine etkisinin arastirildigi calismada, maksimum Urikaz
aktivitesi A.niger tiremesinin 3.gtiniinde 0.570 Unite/ml olarak saptand: (Bkz.Sekil 1). Bu bulgu
N. crassa ve C. utilisle yapilmis tek asamali Uretim sonuglarina benzerlik gdstermektedir
(21,22). Yapilan farkli calismalarda, iki asamali (farkli iki besiyeri kullanilarak) Uretimde Uretim
suresi daha kisa olarak bulunmustur. Ancak, enzim aktiviteleri agisindan bir Karsilastirma
yapildidinda, bu ¢alismada bulunan enzim aktivitesinin dider calismalarin enzim aktivitelerine
oldukgca yakin yada yiksek degerde bulunmasi U¢ giinlik tretim slresini bir dezavantaj olmak-
tan c¢ikartmaktadir. Ayrica Uretim siresinin seciminde, ¢alisilan mikroorganizmanin cinsi de
belirleyici bir faktordur (16,24).

Uygun Uretim sicakliginin aragtirildigi calismada, maksimum urikaz aktivitesi, 30°C'de 0.568
Unite/ ml olarak olctildi (Bkz. Sekil 2.). Uretim sicakiginin hem fungus lremesine hem de
enzim aktivitesine oldukg¢a etkili oldugu belirlendi. N. crassa (17) ve C. tropicalisten (25)
eldesinde Uretim sicakligi 30°C olarak bildirilmistir. Lehejckova ve ark., (1986) Urikaz aktiviteli
mikroorganizmalari inceledikleri arastirmalarinda tretim sicakligi olarak bakteriler icin, 37°C'yi,
digerleri (kufler) icin 28°C'yi se¢mislerdir (19). Streptomyces'in farkl turlerinden Urikaz Ureti-
minin yapildigi bir bagka ¢alismada yine Uretim sicakligi 28°C’dir (26). Misir topraklarindan izole
edilen Streptomyces albogriseolus'dan Urikaz eldesinde Uretim sicakligi olarak 30°C belirtilmistir
(27).

Uretim ortami baslangic pH'nin enzim aktivitesi ve fungus Uremesi Uzerine etKisi
arastirildiginda, her ikisinin de maksimum olarak 6l¢ctldigu pH degeri 6.0 olarak bulundu (Bkz.
Sekil 3.). C. tropicalis Urikazi ile yapilan bir ¢alismada Uretim ortami basglangi¢ pH'nin 5.2 oldugu
belirtilmistir (25). Bu calismada, maksimum Uretim pH'l olarak bulunan deger (pH:6.0), 6nce-
ki calismalarin bulgulari ile paralellik géstermektedir (16,28).
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Tablo 1.'de de géruldigu gibi, glukoz, sukroz ve fruktoz A. niger'den Urikaz eldesinde
uygun karbon kaynagidirlar. Bu bulgu, C. utilisin Urikaz olugturmasi icin kiltlr sartlarinin
arastirildigi bir calismanin bulgularini destekler niteliktedir (28).

Urikazin izole edildigi ¢alismalarda indiiklenebilir karakterde, peroksizomal bir enzim oldugu
rapor edilmistir. Enzimin sentezlenmesinde, ortamda Urik asidin yada bazi indUktorlerin varhgi
gerekmektedir (29, 30,31). Bu badlamda,uretim ortamindaki tek azot kaynagi ve ayni zaman-
da induktér molekl olan urik asit derisiminin Ureme ve enzim aktivitesine etkisi arastirildiginda
ise, % O.1'lik Urik asit derisiminin en uygun deger oldugu saptandi. Yapilan farkli ¢alismalarda,
indiktor derisimi, C. utilis Urikazi icin % 0.1 olarak saptanmistir (22,28,32). N. crassa Urikazi
icin bu derisim 2 mM (17,21), Chlamydomonas reinhardtii urikazi igin ise 1mM (24) olarak
belirtilmistir. Bu ¢alismada, A. niger Urikazi icin optimum indiktor derisimi (% 0.1), Candida
utilis icin belirtilen indiktor deritimi ile tam bir benzerlik gdstermektedir.

Mikrobiyal Urikaz enziminin indtklenebilir sentezinde bir lag periyodunun yer aldidi, lag
periyodunun ise substrat ile hiicre duvarinin etkilesimine bagll oldugu belirtilmistir. Hicre
tarafindan Urik asidin biriktirilmesinin aktif transportu gerektirdigi aciklanmistir (33). C. utilis
‘de amonyum iyonlarinin Urik asit transportunu inhibe ettigi (23), yaygin bir sekilde, dzellikle
N. crassa icin azot kaynagi olarak kullanilan amonyagin N.crassa'da Urikaz sentezini baskiladigt
(34) belirtilmigtir. Bu bilgilerin 151g1 altinda, A. niger'de, Urikaz sentezine amonyumlu bilesiklerin
etkisi aragtirildidinda denenen Ug farkli amonyumlu bilesigin A. niger urikaz sentezi Uzerine de
inhibitoérik etki meydana getirdigi bulundu (Bkz. Tablo 2.).

Tanaka ve ark., (1977) (25) Candida tropicalisten Urikaz Uretimi ile ilgili yaptiklari bir
calismada, enzim olusumu icin MgSO,'in ortamda bulunmasi gerektigini savunmuslardir.
Aragtiricilar yaptiklari ¢alismaya gére enzim olusumunu en fazla MgSO,'in etkiledigini, FeSO, ve
CuSQO,'1n ise enzim aktivitesinde énemsiz bir artisa neden oldugunu belirtmiglerdir. A. niger'de
Urikaz olugsumu Uzerine MgS04, FeSO, ve CuSO,'in etkileri arastirildijinda, FeSO, ve CuSQO,
iceren besiyerlerinde fungus Uremesi gerceklesmedi. MgSO, iceren besiyerlerinde 6lgiilen
aktivite degerleri, MgSO, icermeyen besiyerlerinde Oolcllen aktivite degerleri ile
karsilastirildi(Bkz. Tablo 3). MgSO,'in enzim sentezinde énemli bir rol oynadigi saptandi.Benzer
calismalarda da MgSQO,'in Urikaz sentezi icin 6énemli oldugu vurgulanirken, FeSO, ve CuSQO,‘In
boyle bir dneme sahip oldugu belirtilmemistir (16,19,26).

Ozetle, A. niger'den tek asamali irikaz Uretiminde Uretim siresinin 3 giin, (retim
sicakliginin 30°C, baslangic pH'in 6.0 ve indlktdr derisiminin 9% 0.1 oldugu Kosullarda urikaz
aktivitesinin maksimum, sukroz, glukoz ve fruktozun uygun birer karbon kaynagdi oldugu,
amonyumlu bilesiklerin enzim sentezini inhibe ettikleri, CuSO, ve FeSO,’in Uremeyi engelledigi,
MgSO,'in ise enzim aktivitesi ve tGreme Uzerine olumlu bir etkiye sahip oldugu sOylenebilir.

Bu calisma kapsaminda, pirin metabolizmasi bozukluklarinda teshis ve tedavide énemli bir
yere sahip olan urikaz enzimi A.niger'den tek tip besiyeri kullanilarak elde edilmis ve aktiviteye
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etkili bazi faktorler belirlenmistir. Elde edilen bulgularin isigi altinda A. niger'in iyi bir Urikaz
kaynagi oldugu saptanmustir. Enzim eldesi, basit ve ekonomik bir ydntemle gergeklestirilmis
olup, bu yoéntemin endustriyel o6lcekli Uretimde uygulanabilirligi, biodisk fermentérler
kullanilarak arastirilabilir. A. niger Urikazinin, ginimuzde Urik asit tayininde kullanilan biyosen-
sorlerin yada diyagnostik Kitlerin yapiminda yer almasi olasidir.
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