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Abstract : Bu �alÝßmada, Aspergillus nigerÕden, �rikaz enziminin �retilmesi, �retim koßullarÝ ve enzim
aktivitesi �zerine etki eden bazÝ fakt�rlerin belirlenmesi ama�lanmÝßtÝr.

A. nigerÕden �rikaz enziminin �retilmesi ve bunu etkileyen fakt�rler araßtÝrÝldÝÛÝnda, �retim s�resinin
3 g�n, �retim sÝcaklÝÛÝnÝn 30¼C, baßlangÝ� pHÕ Ýn 6.0 ve ind�kt�r derißiminin % 0.1 olduÛu koßullar-
da �rikaz aktivitesi maksimum olarak saptanmÝßtÝr.�retim ortamÝna eklenen amonyumlu bileßiklerin
enzim sentezini inhibe ettiÛi, MgS04'Ýn ise enzim sentezi �zerinde  �nemli bir role sahip olduÛu belir-
lenmißtir. Elde edilen bulgularÝn ÝßÝÛÝ altÝnda, A. nigerÕ in iyi bir �rikaz kaynaÛÝ olduÛu saptanmÝßtÝr.

Anahtar S�zc�kler: A. niger,  �rikaz, �rik asit,  �retim

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

�zet : 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 30¼C 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 MgS04 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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Giriß

DeÛißik canlÝ gruplarÝnda, p�rin katabolizmasÝnÝn son �r�n� t�rden t�re farklÝlÝk g�ster-
mekle birlikte, adenin ve guaninin �rik aside kadar yÝkÝmÝ b�t�n hayvan t�rlerinde ortak bir
metabolik yol izler (1).

Ünsanlarda p�rin bazlarÝnÝn yÝkÝmÝ sonucunda olußan son �r�n tamamen okside olmuß bir
p�rin bazÝ olan �rik asittir. �rik asit 5.75Õten y�ksek pHÕlarda monosodyum tuzu olan �rat for-
munda bulunur. Sodyum �ratÝn serumda ��z�nebirliÛinin ortadan kalktÝÛÝ duruma hiper�risemi
adÝ verilir (2). Serum �rat miktarlarÝnÝn bilinmesi, �zellikle hastalÝÛÝn teßhisinde �nem taßÝmakta
ve �rik asit tayini zorunlu olmaktadÝr. P�rin katabolizmasÝnda, �rik asidin allantoine oksidasy-
onundan sorumlu olan �rikaz (�rat oksidaz, E.C. 1.7.3.3) serum �rik asit konsantrasyonunu
saptamada, klinik teßhis enzimi olarak yaygÝn bir ßekilde kullanÝlmaktadÝr (3,4,5). Klinik
biyokimya ve tedavide potansiyel olarak kullanÝlabilen �rikaz, �eßitli kaynaklardan izole edilmiß
ve �zellikleri �alÝßÝlmÝßtÝr (6, 7,8).

�rikaz enzimi klinikte sadece teßhis enzimi olmayÝp, aynÝ zamanda �rik asit metaboliz-
masÝndaki bozukluklara baÛlÝ olarak meydana gelen hastalÝklarÝn tedavisinde de kullanÝlmak-
tadÝr.�rikaz, plazma �rik asit seviyelerini d�ß�r�c� ila�lar arasÝnda yer almÝßtÝr (9).

AyrÝca �rikaz enzimi, kozmetik sanayinde sa� boyama ve dalgalandÝrmada
kullanÝlmÝßtÝr.�rikaz gerek sa� boyamasÝnda gerekse dalgalandÝrmada �ok olumlu sonu�lar
vermißtir (10,11). Son yÝllarda yapÝlan pek �ok �alÝßmada ise, �rikaz enzimi, �rik asit miktarÝnÝn
saptanmasÝnda, biyosens�rlerin yapÝmÝnda kullanÝlmÝßtÝr (12,13,14,15).

Bu �alÝßmada, �rikaz enziminin  Aspergillus niger V.TieghÕden tek tip besiyeri kullanÝlarak
�retilmesi hedeflenmißtir. Bu ama�la, azot kaynaÛÝ olarak sadece �rik asit i�eren, i�eriÛi �ok
basit ve hazÝrlanmasÝ kolay bir besiyeri kullanÝldÝ.�retimi ve enzim aktivitesini etkileyen para-
metreler araßtÝrÝlarak, enzimin optimum �retim koßullarÝ saptandÝ. �rikaz kaynaÛÝ olarak,
doÛada yaygÝn bulunabilmesi, �retiminin kolay olmasÝ, end�stride kullanÝm alanÝnÝn geniß olußu
gibi �zelliklerinin yanÝsÝra, sahip olduÛu �rikaz enziminin klinikte uygulanabirliÛinin
araßtÝrÝlmamÝß olmasÝ nedeniyle A.niger tercih edilmißtir.

Materyal ve Metot

KullanÝlan ortamlar: Stok fungus k�lt�rlerinin �retimi i�in Czapek Dox Agar kullanÝldÝ. Stok
fungus k�lt�rleri daha sonraki �alÝßmalarda kullanÝlmak �zere +4¼CÕde saklandÝ. Ayda bir pasaj
edilerek yenilendi. 

�rikaz eldesi i�in, Yokoyama ve ark., (1988)ÕnÝn kullandÝÛÝ ind�ksiyon ortamÝ, yeniden
d�zenlenerek azot kaynaÛÝ olarak sadece �rik asit i�eren ortam kullanÝldÝ (16).

Tek aßamalÝ �rkaz eldesinde kullanÝlan besiyerinin i�eriÛi:
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Glukoz  . . . . . . . . . . . .% 3

MgS04 7.H2O  . . . . . . .% 0.1

KCl  . . . . . . . . . . . . . .% 0.1

Na2HPO4  . . . . . . . . . .% 0.3

�rik asit  . . . . . . . . . . .% 0.1

OrtamÝn pH derecesi  �alÝßmanÝn �zelliÛine g�re 1 N HCl ve 1 N NaOH ��zeltileri ile istenen
pH deÛerlerine dengelendi. HazÝrlanan �reme ortamlarÝ 121¼CÕde 1 atmosfer basÝn� altÝnda 15
dakika s�reyle otoklavda steril edildi.

Ortamlara ekim ve �remenin �l��lmesi: 500 mlÕlik erlenmayerlerde 100 ml olacak
ßekilde hazÝrlanan steril �reme ortamlarÝna spor sayÝsÝ 5.3 x 104 / ml olacak ßekilde ekim yapÝldÝ.
Ekim yapÝlan ortamlar deÛißen deney koßullarÝna g�re farklÝ sÝcaklÝk ve s�relerde, 150 r.p.m �al-
kalama hÝzÝna sahip et�vlerde �retime bÝrakÝldÝ. �reme yaß aÛÝrlÝk cinsinden �l��ld�. Bu ama�la
100 mlÕlik besiyerinde �reyen mi�eller s�z�lerek toplandÝ ve hassas terazide gram cinsinden
tartÝlarak  gr/ 100 ml olarak belirtildi.

Enzim ekstraksiyonu: A. nigerÕden �rikaz enziminin ekstraksiyonu Wang ve Marzluf
(1980)Õun Neurospora crassaÕdan �rikaz ekstraksiyon metodu modifiye edilerek ger�ekleßtiril-
di (17).YukarÝda i�eriÛi verilen besiyerinde �retimi takiben, mi�eller �ift katlÝ t�lbent bezinden
s�z�lerek toplandÝ. Toplanan mi�eller �� kez distile su ile yÝkandÝ ve aÛÝrlÝklarÝ gram cinsinden
tartÝlarak �l��ld� (yaß aÛÝrlÝk). Daha sonra s�z�l�p sÝkÝßtÝrÝlan mi�el pedleri, -80¼CÕde bir gece
boyunca donduruldu. Bu ißlemden sonra mi�eller oda ÝsÝsÝnda ��z�ld�. AÛÝrlÝklarÝnÝn eßdeÛer
aÛÝrlÝÛÝnda asitle yÝkanmÝß deniz kumu ve 50 mM, pH 7.2 Tris - HCl tamponunda (gr / 1 ml)
0¼CÕde, porselen havanda 5 dakika s�re ile ezilerek homojenize edildi. Homojenat �ift katlÝ t�l-
bent bezinden s�z�lerek 5.000 r.p.mÕde 15 dakika s�reyle santrif�j edildi. Santrif�gasyon son-
rasÝ, d�keltide enzim aktivitesine bakÝldÝ.

�rikaz aktivitesinin �l��lmesi: �rikaz aktivitesi, kaybolan substrat (�rik asit) miktarÝnÝn
hesaplanmasÝyla �l��ld�. Enzim kaynaÛÝ olarak, ekstrakte enzim, substrat olarak da, 50 mM
borat tamponunda (pH 8.5) hazÝrlanmÝß, 0.1 mMÕlÝk stok �rik asit ��zeltisi kullanÝldÝ. Aktivite
�l��mleri, 0.1 ml ekstrakte enzim, 1.5 ml stok �rik asit ��zeltisi, 1.5 ml 50 mM, pH 8.5 borat
tamponu ile hazÝrlanmÝß enzim-substrat karÝßÝmÝndaki absorbansÝn 290 nmÕdeki (�rik asit i�in E
= 1.22 x 104 mol-1 cm2)  azalmasÝ izlenerek spektrofotometrik (Jenway 6105 UV/VIS
Spectrophotometer) olarak ger�ekleßtirildi (16,18). 1 �nite �rikaz aktivitesi: 1 mikromol �rik
asidi, dakikada, verilen deney koßullarÝnda oksitleyen enzim miktarÝ olarak tanÝmlandÝ.

�retim koßullarÝnÝn A. niger �remesine ve �rikaz aktivitesine  etkisi

�retim s�resinin �rikaz aktivitesine etkisi: �retim s�resinin enzim aktivitesi ile ilgisini
araßtÝrmak amacÝyla, A. nigerÕin �remesi farklÝ �retim s�relerinde ( 1, 2, 3, 4 ve 5 g�n ) 30¼CÕde
�alkantÝlÝ olarak, pHÕÝ 6.5 olan �retim ortamlarÝnda ger�ekleßtirildi. Bu s�relerin sonunda,
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�rikaz enzimi ekstre edildi. �reme ve enzim aktiviteleri �l��lerek, �retim s�resi ile enzim
aktivitesi arasÝndaki ilißki saptandÝ. 

�retim sÝcaklÝÛÝnÝn �rikaz aktivitesine etkisi: A. nigerÕin �retilmesi 25, 30, 35 ve 40¼CÕlik
�alkantÝlÝ et�vlerde (150 r.p.m) pHÕÝ 6.5 olan �retim ortamlarÝnda 3 g�n s�reyle ger�ekleßtiril-
di. FarklÝ sÝcaklÝklarda �retim sonrasÝ, �reme ve enzim aktiviteleri �l��lerek, �retim sÝcaklÝÛÝnÝn
enzim aktivitesine etkisi belirlendi. 

�retim ortamÝ baßlangÝ� pHÕÝnÝn �rikaz aktivitesine etkisi: �retim ortamÝ baßlangÝ�
pHÕÝnÝn �rikaz aktivitesine etkisini belirlemek i�in, deÛißen pH derecelerine (4.0, 4.5, 5.0, 5.5,
6.0, 6.5) dengelenen �retim ortamlarÝna ekim yapÝldÝ ve 30¼CÕde �alkantÝlÝ (150 r. p. m) olarak
3 g�n s�reyle �retime bÝrakÝldÝ. �reme ve enzim aktiviteleri �l��lerek, �retim pHÕÝ ile enzim
aktivitesi arasÝndaki ilißki saptandÝ.

�retim ortamlarÝndaki farklÝ karbon kaynaklarÝnÝn �rikaz aktivitesine etkisi: A. nigerÕin
�remesine ve �rikaz aktivitesine etkili olan fakt�rlerden biri de karbon kaynaÛÝnÝn �eßididir.
Enzim aktivitesi a�ÝsÝndan en uygun karbon kaynaÛÝnÝ belirlemek amacÝ ile % 3 oranÝnda glukoz,
fruktoz, sukroz, maltoz i�eren �retim ortamlarÝ hazÝrlandÝ. Ortamlara ekimin yapÝlmasÝ ve �re-
timi takiben, �reme ve aktivite �l��mleri yapÝldÝ. 

�retim ortamÝndaki ind�kt�r (�rik asit) derißiminin �rikaz aktivitesine  etkisi:
�alÝßmanÝn bu b�l�m�nde, �retim ortamÝnda tek azot kaynaÛÝ ve ind�kt�r molek�l olarak kul-
lanÝlan �rik asit derißiminin �rikaz aktivitesine etkisi araßtÝrÝldÝ. Bu ama�la, farklÝ �rik asit
derißimlerine sahip (% 0.050, 0.075, 0.100, 0.125, 0.150) �retim ortamlarÝ (pH 6.0)
hazÝrlandÝ. 30¼CÕde �alkantÝlÝ (150 r. p. m) olarak 3 g�n s�reyle �retim sonrasÝ, �reme ve
aktivite �l��mleri yapÝlarak, ind�kt�r derißimi ile aktivite arasÝndaki ilißki saptandÝ.

�retim ortamÝna eklenen amonyumlu bileßiklerin �rikaz sentezine etkisi: �retim
ortamÝnÝ azot kaynaÛÝ a�ÝsÝndan zenginleßtirmek ve amonyumlu bileßiklerin �rikaz sentezine
etkisini araßtÝrmak amacÝ ile % 0.1 oranÝnda �rik asit i�eren �retim ortamlarÝna,ayrÝ ayrÝ % 0.1
ve % 0.2 olmak �zere, amonyumdihidrojen fosfat, amonyum asetat ve amonyum s�lfat eklen-
di. B�t�n besiyerlerinin pHÕsÝ 6.0Õya dengelendi. Ekim yapÝldÝktan sonra, 30¼CÕde 3 g�n s�reyle,
�alkantÝlÝ olarak �retime bÝrakÝldÝ. �retim sonrasÝ �reme ve aktivite �l��mleri yapÝldÝ. 

�retim ortamÝna eklenen MgSO4, CuSO4 ve FeSO4ÕÝn �rikaz sentezine  etkisi: �alÝßmanÝn
bu b�l�m�nde, MgSO4, CuSO4 ve FeSO4ÕÝn  A. nigerÕde �rikaz sentezine etkileri araßtÝrÝldÝ. Bu
ama�la, % 0.05, 0.1 ve 0.2 olacak ßekilde metal tuzlarÝ �retim ortamlarÝna eklendi. �retim son-
rasÝ, �reme ve aktivite �l��mleri yapÝlarak, denenen metal tuzlarÝnÝn enzim aktivitesine etkileri
saptandÝ. 

A. nigerÕin �rik asitli ortama adaptasyonunun �rikaz aktivitesine etkisi: A. nigerÕi sak-
lamak ve sÝvÝ besiyerlerine (�retim ortamÝ) ekimin yapÝlmasÝ i�in kullanÝlan Czapek Dox Agar yer-
ine, i�eriÛi yukarÝda verilmiß olan �retim ortamÝna % 1.5 oranÝnda agar eklenerek katÝ besiyeri
hazÝrlandÝ. Tek azot kaynaÛÝ olarak �rik asit i�eren bu besiyeri (�rik asitli agar) stok fungus
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k�lt�rlerinin hazÝrlanmasÝnda kullanÝldÝ. A. nigerÕin �rik asitli agarlara peßpeße pasajÝ yapÝlarak
�rik asitli ortama adaptasyonu ger�ekleßtirildi. �rik asitli agar �zerinde �retilen A. niger ile
Czapek Dox Agar �zerinde �retilen A. niger �retim ortamlarÝna ekildi. 30¼CÕde, �alkantÝlÝ olarak,
1 - 4 g�n s�reyle �retime bÝrakÝldÝ. �retim sonrasÝ �reme ve aktivite �l��mleri yapÝlarak,
deÛerler birbirleriyle karßÝlaßtÝrÝldÝ.

Bulgular

�retim koßullarÝnÝn A.niger �remesine ve �rikaz aktivitesine etkisi.

�retim s�resinin �rikaz aktivitesine etkisi: 30¼CÕde �alkantÝlÝ olarak �retime bÝrakÝlan �rnek-
lerde �remenin 3. g�n�nde maksimum �rikaz aktivitesi (0.570 U/ml) �l��ld�. �retim s�resinin
�rikaz aktivitesine etkili olduÛu ve �retim s�resinin bu s�reden daha fazla ger�ekleßtirildiÛinde
ise, �rikaz aktivitesinde anlamlÝ bir artÝß g�zlenmediÛi belirlendi (Þekil 1).

�retim sÝcaklÝÛÝnÝn �rikaz aktivitesine etkisi: �� g�n s�reyle �retilen A.niger k�lt�r-
lerinden enzim ekstraksiyonu yapÝlarak, enzim aktivitesi ve fungus �remesi �l��ld�. �retim
sÝcaklÝÛÝnÝn hem fungus �remesi hem de enzim aktivitesi �zerine olduk�a etkili olduÛu saptandÝ.
30¼CÕde �reme 1.19 gr/100ml, enzim aktivitesi 0.568 U/ml iken 40¼CÕde, fungus �remesi 0.41
gr/100ml, enzim aktivitesi ise 0,286 U/ml olarak �l��ld� (Þekil 2). Optimum �reme sÝcaklÝÛÝ
30¼C olarak belirlendi. 
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�retim ortamÝ baßlangÝ� pHÕsÝnÝn �rikaz aktivitesine etkisi: DeÛißen pH deÛerlerine den-
gelenen �retim ortamlarÝnda 30¼CÕde �alkantÝlÝ olarak ger�ekleßtirilen �retim sonrasÝ �reme ve
enzim aktiviteleri �l��ld�. pH deÛeri 4 olan besiyerindeki �reme 0.380 gr/ 100ml ve enzim
aktivitesi 0.270 U/ml olarak �l��l�rken pH deÛeri 6 olan besiyerinde �reme 1.36 gr/ 100 ml
ve maksimum enzim aktivitesi 0.620 U/ml olarak �l��ld� (Þekil 3).

�retim ortamÝndaki farklÝ karbon kaynaklarÝnÝn �rikaz aktivitesine etkisi: �retim
ortamÝndaki farklÝ karbon kaynaklarÝnÝn �rikaz aktivitesine etkisi  araßtÝrÝldÝÛÝnda, hem �reme
hem de enzim aktivitesi a�ÝsÝndan  sukroz (�reme 2.18 gr/100ml ; aktivite 0,800 U/ml), glukoz
(�reme 2.05 gr / 100 ml; aktivite 0.780 U/ml)  ve fruktoz (�reme 2.16 gr/100ml; aktivite
0.798 U/ml) uygun karbon kaynaklarÝ olarak saptandÝ. Maltoz i�eren �retim  ortamlarÝnda ise
�retim sonrasÝ enzim aktivitesinin diÛer karbon kaynaklarÝna g�re daha d�ß�k olduÛu belirlen-
di (Tablo 1).

�retim ortamÝndaki ind�kt�r (�rik asit) derißiminin �rikaz aktivitesine etkisi: Y�zde,
0.050, 0.075, 0.1, 0.125 ve 0.150 oranÝnda �rik asit i�eren ve pHÕsÝ 6.0 olan �retim ortam-
larÝnda �retimi yapÝlan A.niger k�lt�rlerinde enzim aktivitesi �l��ld�. Maksimum enzim
aktivitesi % 0.1 oranÝnda �rik asit i�eren ortamda k�lt�re edilen �rnekte saptandÝ (enzim
aktivitesi 0.910 U/ml; �reme 2.26 gr/100m) (Þekil .4)
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�retim ortamÝna eklenen amonyumlu bileßiklerin �rikaz sentezine etkisi: Tablo 2.Õde
belirtildiÛi gibi, �retim ortamÝna eklenen amonyumlu bileßiklerin �rikaz sentezi �zerine etkili
olduÛu saptandÝ. % 0.1 ve % 0.2 olmak  �zere farklÝ iki dozda denenen amonyumlu bileßiklerin
fungus �remesini engellemediÛi, ancak �rik asit kullanÝmÝnÝ ve �rikaz sentezini olumsuz y�nde
etkilediÛi belirlendi. Amonyumlu bileßik i�ermeyen besi yerinde �retilen A. niger Ôin �rikaz
aktivitesi 0.989 U/ ml iken % 0.1 Amonyum asetat i�eren besi yerinde �retilen A. nigerÕin
aktivitesi 0.075 U/ ml % 0.2 Amonyum asetat i�erenin ise 0.050 U/ ml olarak saptandÝ.
Denenen �� farklÝ amonyumlu bileßiÛin (Amonyum dihidrojen fosfat, Amonyum asetat ve
Amonyum s�lfat) % 0.1 ve % 0.2Õlik dozlarÝn enzim aktivitesi �zerine inhibit�r etki yaptÝÛÝ sap-
tandÝ (Tablo 2).
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Tablo 1. �retim OrtamÝndaki FarklÝ
Karbon KaynaklarÝnÝn �rikaz
Aktivitesine Etkisi.

Karbon kaynaklarÝ �reme Enzim aktivitesi
(gr/100 ml) (U/ml)

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
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Tablo 2. �retim OrtamÝna Eklenen Amonyumlu Bileßiklerin �rikaz Sentezine Etkisi.

Amonyumlu bileßikler �reme (gr/100 ml) Enzim aktivitesi  (U/ml) % Ünhibisyon

Amonyum dihidrojen fosfat (% 0.1) 2.307±0.07 0.775±0.02 22.0±0.02

Amonyum dihidrojen fosfat (% 0.2) 3.240±0.09 0.534±0.03 46.1±0.03

Amonyum asetat (% 0.1) 0.700±0.04 0.075±0.04 92.42±0.04

Amonyum asetat (% 0.2) 0.827±0.03 0.050±0.06 94.95±0.01

Amonyum s�lfat (% 0.1) 1.968±0.06 0.450±0.02 54.50±0.02

Amonyum s�lfat (% 0.2) 2.861±0.09 0.220±0.03 77.80±0.03

*Kontrol 2.550±0.02 0.989±0.04 -

*Kontrol grubu sadece % 0.1 �rik asit i�eriyor. 



�retim ortamÝna eklenen MgSO4, CuSO4 ve FeSO4ÕÝn �rikaz sentezine etkisi: Daha �nce
yapÝlmÝß �alÝßmalarda farklÝ kaynaklardan izole edilmiß �rikaz enzimi �zerine etkili olduÛu belir-
tilen MgSO4, CuSO4 ve FeSO4ÕÝn A.niger �rikazÝ �zerine etkileri, �alÝßmanÝn bu b�l�m�nde
araßtÝrÝldÝ. Belirtilen metal tuzlarÝ �� farklÝ dozda (% 0.05, 0.1 ve 0.2) besiyerlerine eklendi.
CuSO4 ve FeSO4 i�eren besiyerlerinin �� farklÝ dozunda da fungus �remesi ger�ekleßmedi. CuSO4

ve FeSO4 fungus �remesine engel oldu. Bu nedenle enzim aktivitesi �l��lemedi. % 0.1 MgSO4

i�eren besiyerlerinde ise enzim aktivitesinin (0.576 U/ml), MgSO4 i�ermeyen besiyer-
lerindekinden (0.035 U/ml) olduk�a fazla olduÛu saptandÝ. MgSO4ÕÝn �rikaz sentezinde �nemli
bir role sahip olduÛu belirlendi (Tablo 3). 

A. nigerÔin �rik asitli ortama adaptasyonunun �rikaz aktivitesine etkisi: A. nigerÕin tek
azot kaynaÛÝ olarak sadece �rik asit i�eren katÝ besiyerinde peß peße �retimi yapÝlarak adapta-
syonu saÛlandÝ. KatÝ vasat olarak Czapek Dox AgarÕda �retilen A. nigerÕin �rikaz aktiviteleri
karßÝlaßtÝrÝldÝ. �rik asitli ortamda �retilen A. nigerÕin �rikaz aktivitesi, �remenin 2. g�n�nde
0.948 U / ml iken, �rik asitli ortama adapte edilmemiß A. nigerÕin �rikaz aktivitesi �remenin 3.
g�n�nde 0.750 U / ml olarak �l��ld�. �rik asitli ortama adaptasyon �retim s�resi a�ÝsÝndan
olumlu bir etki g�stermißtir (Tablo 4).
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% MgSO4 �reme (gr/100 ml) Enzim aktivitesi (U/ml)

- 0.276 ± 0.03 0.035 ± 0.07

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. nigerÕin �rik Asitli Ortalama Adaptasyonunun �rikaz Aktivitesine Etkisi.

�retim Czapek Dox Czapek Dox �rik asitli �rik asitli
S�resi Agarda �reme Agarda Enzim Agarda �reme Agarda Enzim
(G�n) (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

Tablo 3. �retim OrtamÝna Eklenen
MgSO4ÕÝn �rikaz Sentezine
Etkisi.



TartÝßma

�rikaz enzimi h�cre i�i karakterli ve ind�klenebilir bir enzim olduÛundan, yapÝlan pek �ok
mikrobiyal kaynaklÝ �alÝßmada, �nce biyok�tle (mikroorganizma) �retilmiß daha sonra, enzim
ind�ksiyonu i�in farklÝ bir ortama aktarÝlmÝßtÝr (19,20). Bu tip �alÝßmalarda �retim ve ind�ksiy-
on farklÝ ortamlarda ger�ekleßtirilmißtir. Bu y�ntem genelde baßarÝya ulaßmÝß olmakla birlikte,
iki farklÝ besiyerinin hazÝrlanmasÝndaki maliyet, zaman, aktarÝm sÝrasÝndaki yÝkama ve uzun
santrif�gasyon aßamalarÝ, araßtÝrÝcÝlara �alÝßma zorluklarÝ yaratmaktadÝr. DiÛer bir grup
�alÝßmada ise, besiyerine hem ind�kt�r molek�l olan �rik asit hem de besiyerini zenginleßtirmek
ve �remeyi desteklemek amacÝyla diÛer azot kaynaklarÝ eklenmißtir (21,22). Birincisine kÝyasla
daha basit bir y�ntem olmasÝna karßÝn, bu y�ntemde mikroorganizma �ncelikle diÛer azot kay-
naklarÝnÝ kullanmakta, ayrÝca ortamda bulunan amonyumlu bileßikler �rik asidin h�cre i�ine
alÝnÝßÝnÝ engellemektedir. Bu nedenle, �reme iyi olsa bile enzim aktivitesi d�ßmektedir (23).

Bu �alÝßmada ise, azot kaynaÛÝ olarak sadece �rik asit i�eren, i�eriÛi �ok basit ve hazÝrlamasÝ
kolay bir besiyeri kullanÝlarak �rikaz enzimi �retildi. �retimi ve buna baÛlÝ olarak enzim
aktivitesini etkileyen parametreler araßtÝrÝldÝ.

�retim s�resinin �rikaz aktivitesine etkisinin araßtÝrÝldÝÛÝ �alÝßmada, maksimum �rikaz
aktivitesi A.niger �remesinin 3.g�n�nde 0.570 �nite/ml olarak saptandÝ (Bkz.Þekil 1). Bu bulgu
N. crassa ve C. utilisÕle yapÝlmÝß tek aßamalÝ �retim sonu�larÝna benzerlik g�stermektedir
(21,22). YapÝlan farklÝ �alÝßmalarda, iki aßamalÝ (farklÝ iki besiyeri kullanÝlarak) �retimde �retim
s�resi daha kÝsa olarak bulunmußtur. Ancak, enzim aktiviteleri a�ÝsÝndan bir karßÝlaßtÝrma
yapÝldÝÛÝnda, bu �alÝßmada bulunan enzim aktivitesinin diÛer �alÝßmalarÝn enzim aktivitelerine
olduk�a yakÝn yada y�ksek deÛerde bulunmasÝ �� g�nl�k �retim s�resini bir dezavantaj olmak-
tan �ÝkartmaktadÝr. AyrÝca �retim s�resinin se�iminde, �alÝßÝlan mikroorganizmanÝn cinsi de
belirleyici bir fakt�rd�r (16,24).

Uygun �retim sÝcaklÝÛÝnÝn araßtÝrÝldÝÛÝ �alÝßmada, maksimum �rikaz aktivitesi, 30¼CÕde 0.568
�nite/ ml olarak �l��ld� (Bkz. Þekil 2.). �retim sÝcaklÝÛÝnÝn hem fungus �remesine hem de
enzim aktivitesine olduk�a etkili olduÛu belirlendi. N. crassa (17) ve C. tropicalisÕten (25)
eldesinde �retim sÝcaklÝÛÝ 30¼C olarak bildirilmißtir. Lehejckova ve ark., (1986) �rikaz aktiviteli
mikroorganizmalarÝ inceledikleri araßtÝrmalarÝnda �retim sÝcaklÝÛÝ olarak bakteriler i�in, 37¼CÕyi,
diÛerleri (k�fler) i�in 28¼CÕyi se�mißlerdir (19). StreptomycesÕin farklÝ t�rlerinden �rikaz �reti-
minin yapÝldÝÛÝ bir baßka �alÝßmada yine �retim sÝcaklÝÛÝ 28¼CÕdir (26). MÝsÝr topraklarÝndan izole
edilen Streptomyces albogriseolusÕdan �rikaz eldesinde �retim sÝcaklÝÛÝ olarak 30¼C belirtilmißtir
(27).

�retim ortamÝ baßlangÝ� pHÕnÝn enzim aktivitesi ve fungus �remesi �zerine etkisi
araßtÝrÝldÝÛÝnda, her ikisinin de maksimum olarak �l��ld�Û� pH deÛeri  6.0 olarak bulundu (Bkz.
Þekil 3.). C. tropicalis �rikazÝ ile yapÝlan bir �alÝßmada �retim ortamÝ baßlangÝ� pHÕnÝn 5.2 olduÛu
belirtilmißtir (25). Bu �alÝßmada, maksimum �retim pHÕÝ olarak bulunan deÛer (pH:6.0), �nce-
ki �alÝßmalarÝn bulgularÝ ile paralellik g�stermektedir (16,28).
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Tablo 1.Õde de g�r�ld�Û� gibi, glukoz, sukroz ve fruktoz A. nigerÕden �rikaz eldesinde
uygun karbon kaynaÛÝdÝrlar. Bu bulgu, C. utilisÕin �rikaz olußturmasÝ i�in k�lt�r ßartlarÝnÝn
araßtÝrÝldÝÛÝ bir �alÝßmanÝn bulgularÝnÝ destekler niteliktedir (28). 

�rikazÝn izole edildiÛi �alÝßmalarda ind�klenebilir karakterde, peroksizomal bir enzim olduÛu
rapor edilmißtir. Enzimin sentezlenmesinde, ortamda  �rik asidin yada bazÝ ind�kt�rlerin varlÝÛÝ
gerekmektedir (29, 30,31). Bu baÛlamda,�retim ortamÝndaki tek azot kaynaÛÝ ve aynÝ zaman-
da ind�kt�r molek�l olan �rik asit derißiminin �reme ve enzim aktivitesine etkisi araßtÝrÝldÝÛÝnda
ise, % 0.1Õlik �rik asit derißiminin en uygun deÛer olduÛu saptandÝ. YapÝlan farklÝ �alÝßmalarda,
ind�kt�r derißimi, C. utilis �rikazÝ i�in % 0.1 olarak saptanmÝßtÝr (22,28,32). N. crassa �rikazÝ
i�in bu derißim   2 mM (17,21), Chlamydomonas reinhardtii �rikazÝ i�in ise 1mM (24) olarak
belirtilmißtir. Bu �alÝßmada, A. niger �rikazÝ i�in optimum ind�kt�r derißimi (% 0.1), Candida
utilis i�in belirtilen ind�kt�r deritimi ile tam bir benzerlik g�stermektedir. 

Mikrobiyal �rikaz enziminin ind�klenebilir sentezinde bir lag periyodunun yer aldÝÛÝ, lag
periyodunun ise substrat ile h�cre duvarÝnÝn etkileßimine baÛlÝ olduÛu belirtilmißtir. H�cre
tarafÝndan �rik asidin biriktirilmesinin aktif transportu gerektirdiÛi  a�ÝklanmÝßtÝr (33). C. utilis
Õde amonyum iyonlarÝnÝn �rik asit transportunu inhibe ettiÛi (23), yaygÝn bir ßekilde, �zellikle
N. crassa i�in azot kaynaÛÝ olarak kullanÝlan amonyaÛÝn N.crassaÕda �rikaz sentezini baskÝladÝÛÝ
(34) belirtilmißtir. Bu bilgilerin ÝßÝÛÝ altÝnda, A. nigerÕde, �rikaz sentezine amonyumlu bileßiklerin
etkisi araßtÝrÝldÝÛÝnda denenen �� farklÝ amonyumlu bileßiÛin A. niger �rikaz sentezi �zerine de
inhibit�rik etki meydana getirdiÛi bulundu (Bkz. Tablo 2.). 

Tanaka ve ark., (1977) (25) Candida  tropicalisÕten �rikaz �retimi ile ilgili yaptÝklarÝ bir
�alÝßmada, enzim olußumu i�in MgSO4ÕÝn ortamda bulunmasÝ gerektiÛini savunmußlardÝr.
AraßtÝrÝcÝlar yaptÝklarÝ �alÝßmaya g�re enzim olußumunu en fazla MgSO4ÕÝn etkilediÛini, FeSO4 ve
CuSO4ÕÝn ise enzim aktivitesinde �nemsiz bir artÝßa neden olduÛunu belirtmißlerdir. A. nigerÕde
�rikaz olußumu �zerine MgSO4, FeSO4 ve CuSO4ÕÝn etkileri araßtÝrÝldÝÛÝnda, FeSO4 ve CuSO4

i�eren besiyerlerinde fungus �remesi ger�ekleßmedi. MgSO4 i�eren besiyerlerinde �l��len
aktivite deÛerleri, MgSO4 i�ermeyen besiyerlerinde �l��len aktivite deÛerleri ile
karßÝlaßtÝrÝldÝ(Bkz. Tablo 3). MgSO4ÔÝn enzim sentezinde �nemli bir rol oynadÝÛÝ saptandÝ.Benzer
�alÝßmalarda da MgSO4ÔÝn �rikaz sentezi i�in �nemli olduÛu vurgulanÝrken, FeSO4 ve CuSO4ÔÝn
b�yle bir �neme sahip olduÛu belirtilmemißtir (16,19,26).   

�zetle, A. nigerÕden tek aßamalÝ �rikaz �retiminde �retim s�resinin 3 g�n,  �retim
sÝcaklÝÛÝnÝn 30¼C, baßlangÝ� pHÕÝn 6.0 ve ind�kt�r derißiminin % 0.1 olduÛu koßullarda �rikaz
aktivitesinin maksimum, sukroz, glukoz ve fruktozun uygun birer karbon kaynaÛÝ olduÛu,
amonyumlu bileßiklerin enzim sentezini inhibe ettikleri, CuSO4 ve FeSO4ÕÝn �remeyi engellediÛi,
MgSO4ÕÝn ise enzim aktivitesi ve �reme �zerine olumlu bir etkiye sahip olduÛu s�ylenebilir.

Bu �alÝßma kapsamÝnda, p�rin metabolizmasÝ bozukluklarÝnda teßhis ve tedavide �nemli bir
yere sahip olan �rikaz enzimi A.nigerÕden tek tip besiyeri kullanÝlarak elde edilmiß ve aktiviteye
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etkili bazÝ fakt�rler belirlenmißtir. Elde edilen bulgularÝn ÝßÝÛÝ altÝnda A. nigerÕin iyi bir �rikaz
kaynaÛÝ olduÛu saptanmÝßtÝr. Enzim eldesi, basit ve ekonomik bir y�ntemle ger�ekleßtirilmiß
olup, bu y�ntemin end�striyel �l�ekli �retimde uygulanabilirliÛi, biodisk ferment�rler
kullanÝlarak araßtÝrÝlabilir. A. niger �rikazÝnÝn, g�n�m�zde �rik asit tayininde kullanÝlan biyosen-
s�rlerin yada diyagnostik kitlerin yapÝmÝnda yer almasÝ olasÝdÝr.
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