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Soya Fasü1yesi(61ycine max) ve Jac.kbean(Canavali a ensiformis) 

Üreaz ları nı n Kı s men Saflaşt 1 r11 mas1 ve Öze 111 k1 eri_ 

l-G iRiŞ 

Üreaz doğal ol ara k tıak:l ô!~il ı erde .. _Proteus '·lUl !~ari s ve Eieıci 11 us 

pa::; te u ri i g i tı i tı az ı rn i k ro o rg eı n i z rn a 1 ard eı ön e rn ı i ö l ç: ü d e tı u ı u na n f eı k ot 

yük::; ek sı nı f _Cijn 111 eınja tıul unrna!dan tıi r enz i rndi r( 1 .. 2 .. ·3). 

Günürnüzıje üreaz .. tropi ka 1 ve nern li toprakl eırıjeı !d et i şt i ri ı en .Jeıck 

tıeeın(Cantı'·.·'a 1 i a en s if orrni s) den seıfl eışt ı r-ı ı nıakteı '·/8 ku ll anı ı rnaktijıjı r( 4) . 

. _ıeıcktıeeın Dreeız. 1926 u ılı nda Surnner tarafı ndan o 1 dukçeı tıeı:3i t tıi r uöntern-.. ._: .. .._ı 

le seıfl eışt ı rıl rnı ştı r(5). · 

Lll us 1 eıreıreısı Bi ~do ki rn~dô Bir-li ği ( I.U.B.) enz i rni EC.3.5. 1.5. o 1 eıreık 

k:oıjl eırnı ştı r.Buneı göre enz i rni n si sternijt i k: aıjı"Ureoeırni ıjohi ıjro ı az" \·'8 keı­

teılize ettiği reeıksiyon.: 

+ + 

ş ekı i nıje o lıju!~U gösteri 1 rni şt i r(5 .. 6). 

L 1-ÜREAZ ENZiMiNiN MOLEKÜLER YAPISI 

._leıcktıean üreazı k ri s ta 1 ol at-ak i zo 1 e eıji 1 en i1 k enz i rnıji r.Ureeız 

için rapor edilen ilk rnoleküler kütle 4Ei0000 daltonıjur. Ancak son zarnan­

. 1 i:ırda 590000 ol du!~U tıil diril rni şt i r.Bu ıjeğerl er 30000-97000 arası riija 

!der a 1 an rnonornerl er i çi n rapor eıjil rni şt i r(7). 

Tak i st-ı i rna ve arkadaşı arı üreazı n he rtı i ri 90770 dal ton ol an 6 ak-· 

t if a 1 t tıi ri rnden oluştuğunu tıi l di rrni ş l erdi r(7).~·1arni ~da ve arkadaşları 

üreaz rnonornerlerinin rnolekül ô!~ırlığını 90790 olarak tıulrnuş ve 

hekzeırneri n top 1 arn rno 1 e kül a!~l rlı ğı rn 544790 o ı ara k hesap 1 arnıştı r(Ei). 
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D i >~o n ve arkada ş ı arı i s e Cı re az ı n h er tı i r a 1 t b i ri rn i rı i n rn o 1 e k ü 1 

ağırlığını N 950C•O olarak tıulrnuştur(9).Eilakeley '·le arkadaşları_.=:;eıjirnan­

teısııon ca lı ~;rneı ı arı ndan enz i rni n rno 1 e kül eı•::;ı rlııq'·ı nı 59000Cı + 30000 ::t . 7 ::t .... 

o 1 artık if ade etrrıi ştir( 1 Cı). 

Bail e~d • ... •e Bo u ı ter ul treıseıntt-i fügasyon yönterni il e !d apt ı kl arı 

i nce 1 erne ı erde ... Jeıcktıeeın üreeızı nı n i nce 1 en en bütün freıksi yon 1 ari nıJa tıü~dük 

· ... ·e değişken Sô!dllara seıt-ıip terkiplerin rne· ... ·cudiyetini gösterrniştir.BtHiô 

göre.: 

cı) A 1 üreeız: t'1ol ağırlığı 190000-262000 ol an üreaz rnorıorner-

leri. 

b) tl,· Üreez:t···ıo 1 ô!~l rlı ğı 460000 o 1 en Dreôz rnonornerl eri ni n 

rneydena get 1 rdi ği po 1 i rnerl er. 

c) p(..- Üreaz rnorıornerleri ni n tetrerner sev i !d esi a ı tl nıjaki po 1 i rner-

1 erdi r{ 1 1 .. 1 2). 

Fi st-ıbei n ve Ncıgere jan .. ()(- üreazıjan pH 3.5-4.5 deki titrasyonuyle 

A 1 üreazı n üretimi ni göstermişti r.Buna göre A 1 üreazı n m ol ağırlığı 

240000 olarak tıulunrnuştur( i 2). 

Jacktıean(Cantı'·lô 1 i a en si f orrni s) ve Scı~Ja fasülye. si (Glycine rna;--:) 
. . 

üreaz la rı n ı n tı i ri tı i ri n e tı e n zer cı 1 t b i ri rn 1 e re s cı h i p o 1 d u~~ u tı i ı ıj i ri 1 rn i ş t i r 

( 13). 

Takishirna ve arkadaşları}Jeıckbeeın üreazının her alt birirninin 

Ci40 arn i ncıasit dizili rni nden o 1 uşdu!~unu ve i çe ri si nd eki 25 hi st i di n 

art 1 ğı nı n 13 tanesi ni n 479-607 arn i ncıasit dizili rni arası nıja ka 1 an bö ı ge­

de toplandı ğı nı td 1 di rrni ş l erdi r(7 .. Ci) . 

. J a c k: b ean üreaz 1 .. ay n 1 z arnanda n i k e 1 ' i ç: e re n rn et all o e n z i rn ı e ri n 

ilk örneğidir.~;pektrofotornetrik ç:alışrnalar nikel iyonunun kataliz esne­

sı nda terne 1 ro 1 e sahip o 1 duğunu gösterrni şt i r(7 .. 1 O). 
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Üreazı n her a 1 t tıi ri rni ni rı(9660Cı ~~r.lrno ı) ni k e 1 i ı; eri ği 2+Cı. 12 

gr.irno l ·e tekeıtıül et rnekter-H r(9 .. 1 O).Enzi rn rnol e kül Cı üzeri nde arn i no asit 

sı rası nı n 479-607 eıreısı nda ka 1 eın böl gen i n Ni beığl eıyeın kı srnı i ht i veı 

etti ği ni gösterrnekteıji r. Spektra 1 çalı şrneı 1 ardeın e 1 de e dil en sonuç leıreı 

~~öre üreazın her alt tıirirrıinin Ni iyonu l<ordineısyon seı~dısının 6 olıjuğu '·le 

be ı ki ıje kı srnen hi st i ıji n ı ere ba~~l andı ğı şekli nd edi r(7~;ô). 

Üreeız .. her eı 1 t tıi ri rni nde i i< i ni k e ı eıtornuneı sat-ı ip '-le top 1 eıtı-ı 12 . 

ni k el eıtornu i çeren bir ni k e 1 rrıeta ll oenzi rndi r(ô). 

3 tıO!dUt lu yeıpı yeı seıhi p rneteı 1 o proteinleri n çoğundeıki rneta ı beığ-

1 ayan arn i no asit art ı kleır-ı zi nci rde yanyana tıul ünduğundan tıu t1i st i di nce 

zengin olan bölge enzirnin rnetal bağlayan kısrnını ihtiva edetıilir. 

Bir protein içerisinde -SH gruplarının varlığı ilk defa Jackbeen 

üreaz için teınırnlanrnıştır.Enzirrı içerisindeki -SH gruplarının varlığı 2 

ş e k i 1 d e s ı n ı f ı eı n d ı rıl rn 1 ş t 1 r. 

eı)Açlk olanlar: Bunlar natif .konforrneısyonda titre ediletıilirler. 

tı) Sak:l1 (Gömül ü)o 1 an 1 or: Ancak ıjenatüre ol dukleırı zarnan titre 

edi l ebi 1 i rl er. 

Her üreaz rnolekülünde 27-35 r-eaktif açık sistein olduğu rapor 

e dil rni şt i r(7). Açı k o ı an -SH grup ı arı 2 şekil de sı nı f1 andı rı lı r. 

1 )5-5 di t i o bi s 2 ni tro tıenzoi k asit ve 2 .. 2-di pri di dilıji sül fi t gibi 

-SH ajanleırla hiçbir aktivite kaybı olmaksızın kolayca reaksiyona giren 

ve yüksek reakti"viteye sahip oları ineseınsiyel grup. 

2)Çok deıtıa kol eıyceı reaksi yona giren ve ko 1 ay ca i nakt i vasyana 

uğrayan düşük reakt i vi tey e sahip enz i rrıat i k akt i '·li te i çi n gerekli (esansi­

yel) ol an grup( 14). 
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Üreazı n yaklaşık Ei4 sül ftıi ıjri 1 grup i çenji :~i ve sül fhi dril grup 1 arı n 

i:ınceık 6-Ei kadarının enzirnatik akti'·lite için gerekli olduğu Norris ve 

Eirockl ehurst tarafı ndan tıi 1 diril rni ştir( 15). 

Enz i rnat i k aktivite i çi n gerekli görülen Si st ei n-592 yukarı deı 

bil diril en hi st i di nce zengin tıö l geıje yerl eşrni şt i r.Eiu veril ere dayaneırak 

e sa n s i ye 1 ~;i st e i n art ı k ı arı n ı n üreaz ı n ç: alı ş rn a rnekarı i z rrı iJ s ı n da ge n el b i r 

rol oynad_ığı katıul edilrnektedir(7_.Ei). 

Birinci grup -SH grupları enzirnin_ditioteritol i,,.'e 2.rnerkaptoetanol 

il e rn u arn el e s i y l e ta rn arn e n ak t i f hal e geti ril i r l er( Ei). 

Görnülü(sak:lı) olon -SH grupları saıjece yi:ıpısal değişrnelenje~ı 

sonra titre edi 1 etıil i rı er(7} 15).Bun lar i se 6 t~·ı Gueıni durnkl orür(GuHCl) il e 

deneıtürasyon sonucu açı ğeı çı keırl eır( 14 .. 16). 

Ti o ı grup 1 arı nı n t i tn:ısyonu_ il e eın l aşı ı ıjı ğı gi tıi bu enz i rni n her a 1 t 

tıi ri rrıi ni n enz i rnat i k aktivite i çi n gerek:l i (esansi ye 1) bir t i o 1 grubu 

içerdiği görülür (15). Geniş anlarnda yaptığın1ız bu sınıflandırrneı birçok 

araşt ı rrna ·il e uygun luk gösterrnektedi r.Areışt ı rrnacılar üreaz rnol e kül ünün 

2 9 S i st i d i n ve 4 7 S i st e i n eı rtı ğı i ç: erdi ği s o n u c u na va rrn ı ş 1 eı rd ı r( 1 4). B u 

t i o 1 grup 1 arı katalitik eıkti '·lite i çi rı ni ke1 kadar önern 1 i tıul unrnuştur(7) . 

. _ıackbean ve ~;oya f eısül ~esi üreaz 1 arı nı n tıenzer arn i rıo asit dizi-

1 i tn i nıjen o 1 uştuğu tıi 1 diril rni ştir( 17).Çeşi t 1 i eıreışt ı rrna 1 ardan orteıyeı çı kan 

yegane sonuç soya fasülyesi üreeızı nı n rnet i yon i n i çe ri ği bakırnından .Jack 

b ean ür-eaz a b e n z e n-ı e s i d i ı-( 7 J 8 .. 1 3 J 1 7). 

Araşt ı rrnacıl ar Soya Fasülyesi ve .Jacktıean üreazı arı nın r~·let i yo­

nin içeriklerinin biritıirine çok tıenzediklerini ortaya koytnuşlardır.Soya 

f eı s ü 1 ye s i rn et i yon i n i çe ri ği %2. O 4 rn o 1 ve J a c k b e eı n rn et i yon i n i çe ri ği 

% 1. 99 rno l ol an:ık bul unrnuştur.Bu sonuç i se benzer ·eı 1 t bi ri rn büyüklük-

1 e ri n i n ı ş ı ğı eı 1 tın d eı pe k d e ş eı ş ı rtı c 1 ol rrı ad ı ğı eı n l eı ş ıl rn eı k t eı d ır( 1 7). 
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L2-ÜREAZIN l?AYANIKllliGI 

Saf üreaz çok ıja!danıklı değilıjir.Gorin \·'e Chin'e göre üreaz kristal­

ı eri + 4 c0 de Aseton-Sitrat ç:özel t i si nıje s akl anıjı ğı rıdeı bir ayıji:ı aktivite­

si ni n % 5'i nden dat-ıa azı nı kô!dtıeder( 1 ô). 

2 O rn t~·l Fo sf at-E DT A çöz el t i s i n d e b ir ay da eı k t i vi te s i n i n y eı k 1 aş ı k % 

1 O'unu ( 19 )_. % 1 EDTA i çeren fosfat teırnponunda s.eıki eınıjı ğı nıjeı +4 C0 de 

tı i r hafta i çe ri s i n d e eı k t h·' i te :3 i n i n ya k l eı ş ı k: % 5 k ô ıj eı rı rı ı kay tı eıj er. Anca k 

bu şek i 1 de i ki haftadan daha uzun süre s akl anarneız(6 ). 

· K ri s ta ll er :~ 50 gl i ser o 1 i çe ri si nde seıkl eınıjı ğı zarneın bir eıydô ôkt i­

vitesinde büyük bir kôyıp olrnôksızın + 4 c0 de bir kaç a!d eıktif k:eılrnak:ta-

dı rJ e kat ku ll enrnadcın tıi r k: aç: Sai:ıt önce 0.004 M H.-:ıS i çeren fo sf eıt tarrı-._ 

po nu( pH 7) i çi nde çözünrnel eri gerekir( 1 ô ). 

Kahane ve erkeıjaşlarıneı göre Ureaplasrne Urelyticurn'deın saflaş­

tı rı lan üreaz -70 c0 ıje % 5Cı ~]li s erol i çe ri si nıje en az 3 a~d ıjayanı k lı 

k e 1 rnek te d 1 r( 20). 

Aksu ve V üce ı_.üzeri ne to lu en ekı enerek: ağzı kap e 11 şi şeıje ve 

tıuzdolattlnıjeı saklanan enzinı prepereıtleınnın en az bir ey süreyle hiç bir 

ekti vi te az al rnesı gösterrneıjen s akl arıatı i ı eceği ni eç: ı kl arnı ş 1 arıjı r(21 ;22). 

1.3-ÜREAZ ENZiMiNiN SAFlAŞTIRILMASI iLE iLGili ÇALIŞMALAR 

Üreaz üret i rni nıje enz i rrıi n saf lı k derecesi ne göre deği şi k tek:rıi k-

1 er uygul arırnektadı r-.Enzi rrı saflaştı rrna teknikleri ni n ge 1 i şrnesi ne parale 1 

o larak .. üreeız safl eşt ı rrneı i ş l en-ıl eri ıje ge ı i şrni ştir. 

Üreaz k ri s ta 1 ize o 1 erek el de eıjil en il k enz i ni dir ve 1 926 yı lı nda 

Surnner tarafından oldukça tıeısit tıir yöntenıle saflaştırılrnıştır. 
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te re k üre-az ı n k ri st ô 1 i z -a ::; ~d o n u rı u sa~~ 1 fl rn ı ştı r( 2 3). 

Dounce .. ::;i trat -aset on ç:öze1 t i si nıjen il, k ıjef i:l üreazı n re k ri::; t i:il i-

zas!donunü sa~~1arnıştır(24 ).Eıu ternel iş1ern_.Gorin '·le arkaıjaşli:ırı tararın­

ıjan ıjat"ıa da ge 1 i şt i ri 1 rni ştir. Go ri n ı ... • e t···1arni !dô 26 C0 ·.de sul u a::;etcın 

ek:strakt 1 i:ırı ni:ı rnerkaDtoetano 1 i i aı.,.ıe ederek üreazı n çözünetıi 1 i rı i öi ni 
l ,. .. • ·-' 

:: -t_- ---. -t. -··---)7 .·-;c:"• 
!~u:::; t!t tr ı ı:;:; .H ı .. ...::...._:· .. ...::..._ı). 

Eil ak e ı e!d ve arkaı]i:JŞ ı arı :;ı ·1·1 i k rnerkaptoetano 1 i çeren ::t 3Cı'l u k 

aseton çözeltisi ile 39 L: 0 'de 5 ı]akiki:l ekstn:ıkte etrniş_,ıjaha ::;onri:ı elıje 

etti~~i filtratı -4 c0 'de 46 saat tıekıeterek üreazın kri::;töliza::;yonununu 

.-. - ... 1 - - - .-. t. -( .. -)'"X ··ı 
·=·u!~, utrıl-;:· _H .. ...::..._ .. _ .. 

Hön-atıusaya göre örnekleri n eız rni ktarda üreaz ak:t i '·li tes i ne ::;i:ıhi p 

o 1 rnası ve tıeızı örnek ı erde ol öÖi:ın rni ktarl arıja enz i rn tıul unrnası ne kör:;; ı n 
~ . 

aset on 1 a ekströksi yondaki güç: ı ükl er_.Surnner'i n !dÖnterni ni n uy!~uı anrni:l::;ı nı 

güç: 1 eşt i ri yordu(26_.27). 

61 ak e ı e!d ve arkaıjaş 1 arı na göre + 4 C0 'ı] e 1 rnr···1 EDTA ı.,.· e 1 rnt--1 rner­

kaptoetönol i çeren fo sf at törnpon ç:öze lt i si nde(pH 7. 1) ek st rak:t e edi ı en 

üreaz_.üç: kere re k ristalize eıjil rni ş ıjaha :=;onra tıi r teıkı rn !di:ıtıancı tr!i:ııjıje-

1 erden ı...· e ki rı i 1 i kl erden kurtarı ı örak zenginleşti r-i 1 rnesi i ç:i n arnon!durn 

sül f eıt il e presipi te eıjil rni ştir. Di ye ı ize e dil di k ten sonrö Sephöıjex 13-200 

ko 1 on l örı nıjan geç: i ri l erek özgü~ ak:t i vitesi 45tıı:) ün i te.lrngr o ı i:tn üreaz e 1 de 

etrnişlerdir( 1 0). 

Go ri n • ... •e arkeııjöş 1 arı na göre ,.üreaz ekstrakt ı e ı de et rnek: i ç:i n 

ku ı ı eınıl arı ç:öze 1 t i ye 2.rnerkeıptoetano 1 ün i 1 i:lı·lesi enz i rni n saf o 1 ara k 

e ı !je eıji l rnesi ni eırt t ı rrnakteııjı r(-25).Gori n • ... ·e i:ırkeııja:;; ı tırını n tıu tıu1 gusu 

Eil ek e 1 e !d ve arköıjeış l-arı tôreıfı ndan do~~ru 1 anrnaktaıjı r(23). 
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Takishinu:ı ve arkadaşlar1 üreaz1n rrıuhtetnel kirliliklerden kurtul­

n1aS1 i çi n vakun1 a 1 t 1 nda 1 i yofil ize etrrıi ş 1 erdi r(9). 

Hi ll ve Elli ot~soğukta ve CM(Karboksi rnet i 1) Se ll ül oz ko 1 on 1 ar1 ndan 

el de edi 1en baz1 fraksiyonlarda üreaz1 n krista1izasyonunu sağ1arrı1 ş ve 

daha sonra Ni şasta Ge 1 ve Kağ1 t El ektrof orezi uygu.J ayarak ana çöz e 1 t i den 

üreaz frak si yon 1 ar1 n1 i zo 1 e etrrti şt i r(28). 

Ureplasn1a U re al yt i cumdan üreazJaffini t i kro·rnatoğrafi Jgel fi 1 t­

rasyon yöntern 1 eri i 1 e i leri düzeyde saflaşt 1 r11tn1 şt 1 r(20 J29). 

Lynn)l1aleat tan1ponunda homojenize etti ği üreaz süspansiyonunu 

i yon deği şi tn krorrıatoğrafi si Jpo 1 i ak ri 1 an1i t j e 1 e 1 ektrof orezi ve sephadex 

G-200 kolonlar1ndan geçirerek 5300 Sumner Ünite enzitn elde etn·ıiş-

t ir(30). 

Polacco ve arkadaşlar1J çal1şrrıalar1111 Soya fasülyesi üreaz1 üzerin­

de yoğun 1 aşt 1 rrrıı şt 1 r.Soya fasülyesi; hücre kül türüJ tohutn ve yaprakl ar1 na 

f eni 1 rrıet i 1 sül fon i 1 fl o ri d i çeren tarnponda homo j enizasyon ve daha sonra 

1 O 000 gx de santri fügasyon iş1erni uygulantrtl ş ve tohun1 üreaz1rnn 

baz 1 öz e 11 i k 1 e ri b e 1 i r 1 e n m i ş t i r( 3 1 ) . . ' 

. D avi es ve S hi hJ Soya fasülyesi ekstrakt 1 n1 %40-55 amonyum sülfat 

ile doyunnuşJdaha sonra gece· boyunca diya1ize ederekJ DEAE- Sellüloz 

krotTıatoğrafi si ve ge 1 fi ltrasyon i 1 e safl aşt 1 r11 m1 ş ve ayn1 şart 1 arda 

.Jackbean tohumlar1ndan elde edilen üreaz ile karşllaştlnnlştlr .. .Jackbean 

üreaz ve soya fasülyesi üreaz1 ayn1 reaksiyon stokiornetrisini vermiş-

1 erdi r(32). 

Polacco ve HavirJsoya fasülyesini T_ris-Maleat(pH 7.6) tamponun­

da homojenize ettikten sonra 16 000 gx de 1 O dakika santrifüj e etnıiş 

daha sonra e 1 de etti ği süpernatant 1 60 c0 da su banyosunda 1 saat 



tı e k ı et_ rn i ;; t i r. S üp e rn eı t ;:ı nt_ ı .. ô rn o n q u rn · ::; O 1 f eı t i ı e :~ 2 Cı o ri:ı n ı n ıj i5 ıj oy u rrn u ş '·le 

16 Cı OO !~>~ ıje .seıntri fü j e eıjerek pe ı et kı srnı nı ;:ı t rnı ştı r.~::;üperneıteınt ı 

tekrar eırnonyurn sü 1 fat i ı e %55 cıt-i:ını nıja ıjo~durrnuş '·le daha sonra 

2. t···1erkaptoet i:ıno 1 i çeren Tri s-t···lal eat(pH 7) tarnporıunıja k::=ır:;;ı 24. Sfli:ıt 

ıjiyalize etrniş '·le santrifüje ederek ıjenatüre proteinler uzakleı;;tırrnıştır. 

S üp e rn eı ta nt ı -2 Cı C 0 'ıj e k i as~ to n u n 1 ,/ 2 \·'o 1 ü rn ü i 1 e rn üi:ı rn e 1 e et rn i ş '·le 

DEAE-Se11üloz kolonlarınıji:ın !~eç:irerek kısrnen Si:ıf ün::az e1ıje etrnişlerdir 

( 17). 

Ceırl ::;on \·'e eırkaıjaş 1 eırı çok aktif üreazı n ::::afl aştı rıl rnası nı ôŞô!~ııjeı-

ki 3 a:;:;arnaıja gerçekleşti rrni ştir. 

1 -Eteıno l il e ek::;t rak:::i !dOn u 

2-t<O\·'ö le nt krornatoörafi si ._. 

3-._ıe 1 fi i traS!dOnu 

Ei una !~öre ... _ıack:tıean %36 etarıo 1 .. cı. 1 r···1 t<Cl \.'e 1 rnt···1 EDTA i çeren 0.05 i~1 

Tri s-HCl (pH 7.2) tarnpCinunıja hornoJ eni ze edi ı rni ş ıjaheı :::onra Bücher h u ni­

::;i yi:ırdı rnı yl a filtre eıji ı rni şt i r.Süpernôti:ınt ôgaroz-2 pi ri dil di sül fi t i çe­

ren kolonlarıjan( 1 >~8 crn.) geı;:irilrnek :::üretiyle başleın!~ıçtaki öt-rıek :f. 72 

• ... ·erirnie 2Ei0 rnisli seıflaştırılrnı:;:tır.Örnekler ıjaha sonra 20 rnr···1 Ditio­

teri to 1 i çeren O.ı:)5 r···1 Tri s-HCl (pH ô) teırnponunıja çözül rnüştür(33). 

Ül kerni zde üreôzı n :::afl aştı rıl rnası il e i i gi li !:P:ıpıl an çalı şrna l eır 

kısıt lı dır. Aksu ve V üce l} hiç tıi r Si:tfl i:JŞt ı rrna i ş 1 erni ne tatıi tutul rnak-

sı zı n so~da feı::;ül yesi ni; doğrudan keıtV·le ıje!~i rrneni nde un hal i ne geti rrni ş 

"le ticari üreeız i 1 e eşdeğer rni kteırıja EDTA teırnponunıja çözerek yapılan 

çeı lı şrneı ları nıja benzer sonuç: ı ar eı lı nrnı ştır (21 .. 22) .. A~dnı yöntenı ve i ş l en-ı 

leıboreıtıy.,.'i:ırlarırnızdeı tekrarleınrnış ve .aynı sonuçltır alıneırneırnıştır. 

Ataleıy_. Ak:er ve Ternel yeıptık:leırı Çi:tlışrneıdô ise SO!dô feısülyesinden elde 

ettikleri üreazı ._ıack tıeeın üreaz olarak tanırn1eırnıştır(34). 
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Ticari olarak safiaştırıli:ın ürei:ız .. tıiri.tıirinden çok farklı Si:ıflık-

ı arda pi ~dflSi:J~da sunul rnuşt ur. V·/ ort hi n~~t on .. ı··lerck_.~;; !~rnô_.Beckrnan .. t···li 1 es · ... •e 

Eioehrin!~er !~itı.i uluslari:ıra:::ı şirketlet- 2 Onite.lrn!~r saflıktan 2CıCıı:) Ünite/ 

rngr saflı ğtı ktıdar ıjeği şen üreaz üretrni ş 1 erdi r(35). 

An~:;:t ı rrntırnı zıjtı ku 11 tınıji ğı rnı z stıfl aşt 1 rrna tek ni ği rni z .. tıazı f tırk 1 ı-

1 ı kl arı i 1 e yuki:ırııja an i ôt ıl an tek ni k:1 ere U!dtrıaktaıjı r. 

L4-ÜREAZ AKTiViTESiNiN ÖLÇÜM METOOLARI 

Üreaz akti \·'it e:::i ıje!~i :;:i k rnet odl ı:ırl i:J ö 1 ç:ü1 rnüş{ür.Bu rnetoıjl tır ı n 

çoğunun ot-ttı k öze 11 i !~i üren i n t·ıi ıjro 1 izi :::onucu ol u şan arnon!dôğı n ktınt i ta­

t if ol tırtık saptanrnö:=:ı nö dô~danrnak:ttıdı r(36).Bun 1 tır.: 

1-~::;urnner'i n i<l i:lSi k Ti tras~don t···1et o du: 

Enz i rnJ i ki ıjaki ka sutıstrat 1 a i nkütıasyona tatıi tutuı ur.F.:eaksi yon asit 

il a'·lesi ile ıjurıjurul ur.Dat-ia sonra NaCl H ile titre eıjil ir ve aktivite hesap ı a-

nı r. 

Go ri n •.,.ı e arkaıjeış 1 arı deıha sonra tıu rnetodu rnodi fi ye etrni ş 1 erıji r. 

Test örnekleri ne sutıstrat ve fosfat tı:ırnponu(pH 7) i çi nde çözül rnüş 

enz i rn kayrn:ığı konul rnuş 25 c0 · deı 5 dôki keı i nkütıasyoneı tatıi tutul rnuş­

tur. Rei:ıksi yon H Ci il e ıjurıjurul rnuş ıjahô sonra Eirorn krezo l ye şi 1 i • ... ·e rnet il 

kırrnızı içeren indikatör yardırrıl!dla titre eıjilrniştir(5_.6). 

2-r.::atz'i n .. kat~doni k duyarlı ceırn e) ektrot i le arnonyağı n direkt 

poteınsi yornetri k ö ı ç:ürn rnetodu(37 .. 36). 

3-Üreni n hi d ro ı izi sonucu ol u şan ôn-ıonyeık:_.gl utarni kdet-ıi dro~~enaz 

teıreıfındeın o<-ketogluteırik asit ile gluteırnik asite dönüşür_.eıynı zarneındeı 

orttırndaki NADH o ksi das~donu sonucu ol u şan NAD+ ya bağlı ol ara k 340 

nrn· de absorbans deği şi rni ö ı ç:ül ür(39_.40). 

4-Ness ler Reak:si yon u: 

i nkütıa:::!dOn sonucu o ı u:;:an i:ırnonyağı n Ne ss ı er ay1 rac1 il e direkt ö 1 çürnü 

(41 ). 
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5-Radqoakt if r···ıet oıj: ·-

Raıjyoakt if üre i n ( 14c -Üre) üreaz i le perça ı i:lnrni3:3ı ::;orıucu o ı u şan 

(. 1 4-. n ·· -· - . - - - -- - - .. - -- - - . · , , · - - · -· - :.: , - ... , --- - .- · (. 7, 4 --., .. L ı_ ··:ı ..ı t ı ı n !~ ij k ij 1 ij t ı t r ı u ~; ı ... ~ t ij ıj q u u k t ı ·.· 1 t ~ ::: ı t ı ı t ı u ı ı,.: d , t ı ı ~ .:; ı ... _:. ı' J •• • L ..ı . 
.i:.- - -

6-Eiertt·ıe 1 ot F~eak:si ~d onu: 

Üreaz tarafınıjan üren i n hi ıjro lizi sonucu o 1 u şan arnonyak . .f en ol ve t·ıi pokl o­

ri t i le i nıjof en ol kornp ı eksi ne ıjönüşür(43 .. 44). 

Ber-the 1 ot • ... ~e Ne ss ı er reeksi yonu .. serurnıja üre ni n·· ö 1 ç:ül rne:::i i çi n 

ku ll an ıl rnaktaıjı r.Eiertt·ıe 1 ot reeksi yonunun .. Ne::;::: ler re e k_::: i yonuna ~]öre .. !dak­

ı e ş ı k 1 O k e re ij aha ı] u !dar 11 o lı] uğu tı i lıj i ri 1 rn i ş t i r( 45). 

1_5-ÜREAZ i N i NH iBiTÖRLER i 

üreazı i nt-ı i tıe eıjen birçok ki rn!dôsa l rnadıje van] ı r.Oreaz.: rnet i 1 

e rn o n ya k ve n i t rat taraf ı n ıj e n i na k t i ve o ı ur( 6 .. 1 3). F l o ri ı] ler.. ha 1 o _i e n ler .. 

tıorat ı ar .. ki non lar .. f orma 1 de rı i t_.H 2o2}asetorıi droksarrıi k asit '·le fo sf or-

arn i d at üreaz1 i nh i tıe ederler( 1 0_.35). 

Üre ana 1 O!~ 1 arı (rnet i 1 ür-e J f eni 1 üre _,paran i trof eni 1 üre .. hi droksi üre .. 

t i y o üre .. s el e n üre .. :::; e rn i karbaz i t .. h i d ro k s i l arn i n .. L-g 1 q ta rn i n) ··.·'e arn i n o as i t 

t·ıi droksakrnat 1 ar(asetohi droksarnatJL -gl i si nt-ı i ıjroksarnat .. L -aspart il 

4-hi droksarnat .. L-çıl utarni 1 5-t-ıi droksarnat) üreazı n tıi 1 i ne n i nh i bi tör1 e-- / 

ri di r(33).Hi droksarni k asit 1 eri n üreaz1n ni k el i !dOn 1 i:ırı na tıa!~l cınrnası yl a 

i nh i tıi syona neıjen o 1 du!~U :::an ıl rnaktaı~l r(a). 

Ci ~ ... ~a .. bak:ı r}gürnüş .. kadrni yurn vB kurşun gi tıi ağır rneta 1 i !dOn 1 arı 

üreazı kolayca inaktiı.,.ıe etrnektedirler(6_.36). 

Ki st i ak:o·vvsky • ... •e arkadaş 1 arı .. gürnüş i !dOn 1 ar1 nı n üreazı tarnarnen 

(full ) i na k t i ve etti !~i n i· tı i lıj i rrn i ş 1 e nj i r( 46). ı,l i n e K i st i ö k o '•h' s ky ve arka-

·deış 1 eırı na göre .. Nı:ı + .. K+ .. · ... •e NH4 + üreaz üzeri nde küçünsenerne!decek i nh i tıi-

tör öze 11 i kl ere sat-ı i pt i r(5). 

-10-



Sacıda • ... •e Kahane .. sül hi d ri l Qrup 1 i~ rı i çeren enz i rni n_,parakl ororner­

l·diri tıenzoi k asit ı.,.' e N-et i 1 rni~ ı erni t tarafı ndan i nh i tıe eıji 1ıji ôi ni tıi 1 di rrni :;;-...... . 

1 erıji r(20 ). 

üreazı n N-Et i ı rneı ı erni t_.pareıkl orornerküri benzoi k asit \·'e 5 .. 5-di-

tt-ı i otıi s(2-ni trotıenzoi k asit) tarafınıjan titrasyonu sonucu enz i rn aktivite­

sinıje düşüşler olıjuğu Andre··Ns "le Peithel tarafından tıilıjirilrniştir( 14). 

Be ı ıji n!~ • ... 'e l<ern .. bazı eınt i bi !dOti kl eri n üreazı i nt·ıi be etti ği ni 

raı::ıor etrni st i r.Buna Göre .Kl orarnf eni ko 1. Erit rorni si n. N·eorni si rı ve Pe ni si-. . '\..~ . .. .. 

lin'in eıynı rni ktarl arı nı n i 1 eı•.,.ıesi !dl e .. i n hi tıi S!dOn etki ı eri ni n O ksi tetreı::;i kl i ne 

n cı z a n:ı n daha eı z o lıj uğu tı il d i ri ı rn i ş t i r( 4 7 ) . 

l'"larni ya ve eırkeıdaş ı arı neı göre üreeızı n fotooksidasyonunun k:eıteı-

1 it i k akt i vi te::;i ni n kaytıo l rnası neı yo 1 eıç:t ı ğı tıil diril rni şt i r.Buneı göre .. rnet i-

1 en rnavi si ni n çok küçük deri şi rn 1 eri nıje • ... •e ı ş ı k a 1 t ı nda %50'1 ere '·.·'i:ıreın 

i nh i tıi s yon görül rnüş.tür. i nt-ı i bi S!JOn neıjeni .. üreaz üzeri nıje keıta 1 it i k akt i '···'i­

te de önern 1 i ro 1 ü bul una n hi st i di n 1 eri n fotocık si dasyon il e pozitif yüklü 

arn i no grubunun eıyt-ıl ara k sertıest eırnonyurn i yon 1 tırı neı ıjönüşrnesi o 1 tırtık 

tıil diril rnek:tedi r(6).Norri s '·.·'8 Brock ı ehurst ·eı göre i se .. hi st i di n i rni dazo 1 

gruplarının oksidas~Jonu ile ilğili oli:ıtıileceği tıildirilrniştir(5). 

Fi shtıei n • ... •e eırkadtıs ı arı. üreazı n sutıst rat ve sutıstrat ana 1 o ol arı nı n .. . ._. 

inr·ıitıisyon etkileri \·'8 stok:iotYıetrilerini inı::e1ernişlerıjir-.Buntı göre tıir üre 

ane ı oğu ol an rnonot-ıi ıjroksi üren i n(HDHN-CO-NH~:ı) ._ıeıck:tıeeın üreeız1 rn 1 ntıi be 
,o:_ 

etti ği ni eç ı kl arnı ş 1 ardı r.Reeksi yon denkl erni: 

O ÜREAZ 
u 

HOHN-C-NH2 + H2 0 ---------> NH2 0H + .NH3 + co2 

O ÜREAZ 
ll 

H2 N-C-NH2 + H2 0 ---------> 2NH3 + co2 
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cı ı an:Jk: ~~österi 1 rni şt i r.Di ~~er hi ı] ro 1 it i k enz i rn 1 er t e::;t eıjil di !~i nı] e tıu reak­

::;i yon u kôtô ı ize et rneıji !~i !~örül rnüştür.Hi ıjroksi üre .. üre !deri ne sutıstn:Jt 

olörak: kullönıldığı Zi:Jrni:ın :%95 düşük akti'·lite !~österrniştir(4a). 

'·löp11 ôn ç: ô ı ı şrna ı an]ô_.nıonohi ı] ro k::; i üt-e • ... 'e ı] i !~er bir üre ôna 1 oğu 

cı ı ;:Jn ô:3etohi droksarni k a::;i t i n .Jôck:tıei:Jn üreazı nı ~-~ı-ın-kornpet at if o 1 ôri:Jk 

i nh i tıe etti öi tıu 1 unrnu:;;tur.A::;etohi ı]roksarni k i:lSi t ··.·'e hi d ro ksi üren i n i nh i-·-· . 

tıi s yon et ki si o ı uşôn hi ı]roksi 1 i:trni nı] en i leri !~e lı] i !~i tıi lı] i ri 1 rni ştir.~;; ::;t_ i n 

'·le ıji ~~er rnerkôptôn 1 arı n i ı ô'·le::;i .Jôcktıean üreazeı eski ak:t i '·li te::;i ni !~eri 

kazanı]ı rrnarnı ştır( 49). 

t···1onot·ıi droksi üre ıjı ş ı nıja Di t·ıi ı]roksi üren i n(HDHN-CD-NHOH)ıje ._la ek 

tıeôn üreôza özgül o lıju!~U Fi :::t"ıbei n tarafı nı]ôn bi lı] i ri l rni şt i r.Di t·ıi droksi üre­

ni n i nh i tıi s yon etki ::;i non-kornpetat if ol an:Jk: tıul unrnuştur. 1 rno 1 Di hi ı]rok­

si ürenin hidrolizinıje 1 rnol kertıondiok:sit ··.·'8 2 rnoı hiıjrok:sil arnin 

ol uşrnaktöı]ı r(5Cı). 

L6-ARAŞTIRNI-.MIZIN AMACI 

Giriş kı srnı nıja ıja tıe ı i rt i 1ıji ği gitti ül k:erni zıje üreôzı n saflaştı rıl­

rnôsı i ı e i ı gi li ç:a lı şrna lar !Jetersi z görül rnektedi r.Beızı tıök:l iJ!~i ll erıje öze ı­

ı i kle Soya F ô:=:ül ye::;;i · ... 'e ._ıacktıean'ıje üreazı n '·.·'arlı ğı \·'e saflaştı rı l rnası 
' 

araşt ı rrnarnı zı n konusu o ı rnuşt ur.Arôşt ı rrrıörnı zıja göz önünde tutulan 

ı] i ğer noktalar: 

1-Latıoratuı...·arl arı rnı z koşu ll arı nıja .Jacktıean •.,.ı e Sü!dô F asül !J8Si 

üreôzl örı nı n rnürnkün ol ün en !dük:sek düze!Jıje ı.,.ıe veri rnı]e söfl aştı rıl rnası 

ve saflaştı rrna yönterrı 1 eri ni n gel i şt i ri l rnesi .. 

2-K ı s rn e n s e f 1 ö ştı rı ı an üre iJ z 1 arı n rnek::; i rn u rn ö k t '; '·li te s i i ç: i n 

U!dgun şat-t 1 arı n tıe 1 i rl enrnesi .. 

3-Enzi rni n i nt-ı i tıi S!donuna ·neden ol an rnaı]de 1 er .. k:oşull er ve üreôzı n 

s pe:::: i fi k grup 1 arı nı n araşt ı rıl rnası .. 
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4- Saflôştırıleın üre;:ızleırıjan etkin tıir tarzıj;:ı !dararlanılrna yolla­

rı nı n tıu1 unrneısı .. 

5-Enzirnin rrn:ıli~det i:l'·ltıntajırıın ôrtırılrnası '·le ticeıri üreôz ile 

kı !dôS l tıyi:ırak U!d~;tun ş;:ırt 1 eınja üret i rni ni n seı:~ı anrnası '·/8 heırci:tr!i:ın ıjö'·li z 

ka~dtıı nı n eıskeıri !de i nıji ri l rnesi .· 

· 6-Şu eınıjeı ku ll anı ı an üreazı ôr ko 1 ô!dlı kl a çözünrnernekte '·le öze 1i i kle 

spek:trof otornet ri k !döntern 1 erıje ·::;orun ı i:tra neıjen ol rnaktadı r.Eiu ı;:a lı şrnaıJ;:ı 

üre;:ızı n kol eıyca ç:özünebi 1 ir '·le ~dük:sek ;:ık-t i \·'i te gösteren tıi r fn:ıksi ~don tıu 1-

rnôk arneıç: l anrnı ştır. 
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ll- MATERYAL ve METOD 

ll. 1-Moteryol: 

Jackbean (Cana va 1 i a en si fo rm i s) tohun-.larl Fl o ri da Ün i versi­

tes i nden (U.S.A) .. soya fasülyesi (Gl ye i ne rnax) .. Bakla .. fierci m ek .. No­

hut .. Culbant (Mürdümük) .. Fig .. Beyaz Fasülye türleri .. Burçak .. Bezel­

ye .. Vonça .. Korunga .. Kengel ve M1s1r tohurnlar1 Tar1rrı Orman ve Köy 

i ş 1 eri Bakan 11 ğ1 Meyveci 1 i k üretme istasyonu · Mudürl üğü ve Bi tki 

Korurna Elaz1ğ Şübe ~1üdürlüğünden temin ediln-.iştir. 

11.2-K'imyosol Moddeler: 

Araşt 1 rm ada ku ll an1lan kin-.yasal n-.addelerin tamarn1 analitik 

saf ll ktadl r. 

11.3-C'i haz lar: 

1-SB-5 Freeze D ri er(Cheml ab.l nstrurnents Ltd.) 

2-Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge 

3-UV /Vi s Spectrof otometer(Shi madzu UV-240) 

4-Metabo 1 i k su banyosu 

5-Deep ·freeze(Bosch) 

6-pH-rnetre(Schot t -Mal nz) 

11.4-Prote'i n Ölçü m Metodları 

11.4_ 1-B'i üret Yöntemi 

iki veya daha fazla pe pt id bağ1 içeren proteinlerin .. alkali 

ortamda .. bakl r i yon 1 ar1 i 1 e erguvani (mor) renk a 1 n-.a esas1 na dayan1 r 

(51 ). 

Biuret Ay1rac1: 1.5 gr. Bak1r sülfat ve 6 gr. sodyutn potasyun-. tartarat 

500 mililitre suda çözüldü.300 mililitre % lO(w/v) sodyurnhidroksit 

ilave edildLToplam hacirn 800 mililitre. 

Standart Protein: 2.5 rng.BSA(S1ğ1r serun-ı alburnin)/rnl 



t~·1ETOD: 

O re az süzüntüsü(rnl) 

Protein steındeırt ı (rn ı) 

Di st i ı e su(rnl) 

Biüret eıyıreıcı(rnl) 

~<ör 

4 

Steırıdeırt Örnek 

4 4 

i yi ce karıştı rı lı r ve 30 daki ka oıja ı sı sı nıjô tutulareık 540 nrn'de oku-

nur. 

H e sap ı arn a ( rn g ./ rn 1 ) =örn e kAtı s .. lS t eı n ıj artA b s. :x: 2. 5 ( rn !~ r ./ rn ı ) 

1 L4_2-lowry Yöntemi 

Eiiyolojik Çırneklerde düşük düzeyde tıulunan proteinlerin kanti­

t eı t i f ö ı çü rn ü i çi n tı as i t le ş t i ri l rn i ş n·ı et h o d ( 5 2). 

A 1 ka 1 i Bakır Ayı rtı cl: 

1 O gr. sodyun-ı karbonat .. O. 1 gr. poteısyurn tartarat ve 0.05 gr. bakır­

sülfat 0.5 N NaOH içinde çözüldü '·/e.lOO rnililitre!d8 teırneırnleındı. 

Fen o 1 Ayı n:ıcı: 

Gün 1 ük o ı ara k: hazırl anı r_.2N lı k Fo 1 i n Ci oceı 1 teeıu Pheno l ayı ra cı ndan 

3.75 rnililitre ~lındı ve distile suyla 67.5 rnililitreye tarnarnleınıjı. 

Standeırt Protein: 50f!~r BSA(Sı!~ır Serurn Albun-ıin)/rnl. 

t'·1ETOD: 

Üreaz süzüntüsü(hı 1) 

P ro te i n St eı n da rtı ( nıl ) 

Distile Su(rnl) 

Alkali Bakır Ayıreıcı(nıl) 

Kör Standart 

i yi ce karıştı rı lı r ve 1 O daki kı:ı oda ı sı sı nda tıekleni r. 

Fen o 1 Ayı ra cı (rn l) 4 4 
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i yi ce ktırı :~t ı rı lı r • ... ·e 5 ıjtıki kô 55 C0 de tıekl eni r.Soğutul ur ve 65Cı nrn 

de okunur. 

Hestıp ı tırntı= f-gr./rn ı =Örnek Atıs./Sttındeırt Atıs.)(5CJ-t~~r./rn ı 

J LS-Glukoz Tayin Metodu(o-Tolu1d1n yöntemi): 

Ortoto 1 u i d i n i n ô s et i k ô s i t ıj e k i ı; öz e 1 t i s i !~ 1 u k: o z i l e ı s 1 t ılıj ı ğı n d ô ye ş i ı 

renkli bir ürün o 1 uşturur.Ol uşeın renk kol o ri tYıetri k ol tırak ö l ç:ül ür. 

131uk:ozun eıldehit gurubu ô~dıreıç: ile glukozeınıin o1uşturur.Tiyoüre 

ıjayôrnklılığı örttırıcı olarôk ô~dıracın içerisine iltıı..··e edilir(53). 

O-To 1 u i di n Renk A!dı ra cı: 

940 rnil i 1 i tre gl ôsi el ôset i k asit i çi nde 1.5 ·gr. t i yoOre çözüne ne ktı­

ıjar kôrıştırılır.Üzerine 60 rnililitre Sôf o-to1uidin eklenir. 

Stanıjôrt 131 ukoz: 

1 gece 37 c0 ıje etüvde tut u ı rnuş ı.,.• e ıjesi kôtörde soğutul rnuş saf 

g 1 u k o z d ô n 1 g ra rn t eı rt ıl ı r .'y' et e ri k eı dar O. O 1 6 r···1 tı e n z o i k as i t ı; öz el­

t i si nde çöz ül dük:ten sonra 1 00 rni 1 i ı i treqe tarnôrn 1 anı r.Steındeırt 1 O . - ' 

rn i s 1 i .. s u l eı n ıj ı rıl eı ra k ç eı lı ş rn ô st eı n d eı rtı el d e e d il i r. 

~·1ETOD: 

Kör Sttındeırt Örnek 

Cıretız Süzüntüsü(rnl) 0.05 

Steındart(rn l) 0.05 

O-T o ı u i d i n e A ~d 1 ra c ı ( rn 1) 3 3 3 

i yi ce karıştı rı1ı r.. keıyneırntıkteı o 1 an su tıanyosundeı 12 deıki ka 

tıekl et i 1 ir. Süre sonunda tüp 1 er 1 daki ka kı rıl rnı ş tıuz i çi nde soğutu-

1 ur. 630 nrn de köre karşı okunur. 

Hestıkı1 eırneı: rng/ 1 00 rrı 1 Gl ukoz=Örnek Abs./Steındeırt Atıs.Xl OOrng/ 1 00 

n·ıı. 
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IL6-ÜREAZ AKTiViTESiNiN TAYiN YÖNTEMi(BERTHELOT) 

o 
ll 

H2 N-C-NH2 + 2 H2 o _(Üre~z)_> 2 NH3 + H2 co3 
,; 

NH +Fenol +H1J:!Ok1or1t> ~Af~O 
3 lfo~ ~ 

( tivDopa.tot-) 

O re _.üreaz enzi rni tarafı ndan arnon~durn i yon u •.,.re kartıoneıla t-ıi ıjro 1 ize 

o 1 ur. Ol u şan arnonyurn i yon u tıazi k ortarnıja fen o 1 i.le soıj!dUrnf"ii pokl o ri t 

i ı e rnaı.,.ıi renkli indofenol kornpleksi ne dönüşür( 43 .. 45 .. 53). 

Alkali Hibıoklorit AyH-acı: %2.5 NaOH(\·v/v) çözeltisi üzerine 20 

rni ı i ı i tre sod~durnhi pokl o ri t(pi yasadaki ç:an-ıaşı r sul arı :;ı5.25 k:l orür 

içerir) çözeltisi ilaı..,•e edildi. 

Fen ol Ayı ra cı: :;ıs Fen o ı (·vv /\.•) çöz e ı t i si nde ç:özül rnüş :;go.26 sod!dUrn 

ni troprussi at(·vv/v) ç:öze 1 t i si. 

5 o rn r-·1 EDTA-Na o H T eı rn b' o n u (b' H 6. 5 )_;_ S. 3 g ra rn E DT A.. 2 5 O rn l d i st n e 

suda ı.,.• e 200 rnil i ı i tre gl i se ro 1 de ç:özül dü.%4 1 ük NeıO.H il e pH sı 6.5'a 

getirildi. Enzirn kaynağı olarak kullanılan fraksi!dün 50 rnt··1 EDTA 

tarnponunda ç:özül dü. 

Ei e n z o i k As i t (OJ) 1 6 O r-·1)_;_ 2 g ra nı b e n z o i k eı s i t 1 ı i tre s u da d i st i l e 

ç:özül üp 0.8 rnil i li tre konsantre aset i k asit eklenerek i yi ce karı ş­

tı rıl dı. 

Standart Ore(40 rnr···l)~ 0.24 grarn Üre 0.0 16 t···i bir rni k tar benzoi k 

asitde çözüldü ve ıjistile su ile 100 rnilllitreye tarnarnlandı. 

~·1ETOD: 

Standart 

Üre standart 1(rnl) 0.5 

Üreaz süzüntüsü(rn 1) 

D i st i 1 e s u ( rn l) 

0.5 
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i !di ce karıştı rı lı r.. 37 c0 ıje 15 deıki keı rnetatıo ı i k su tıan~dosunıji:ı 

tutulur. Süre sonunda .. 

Fenol(rnl) 

Al k ô ı i H i po k l o ri t ( rn 1 ) 1 il av e eıjil ir. 

iyice karıştırıl1r_.37 C0 de 15 deıkika rneteıbcıl1k su tıeınyosunıji:ı 

tutulur. Soöutul ur '·/e daha ~;onra. 
~ . 

Distile su(rnl) 1 (ı 10 1 Cı ilaı...·e eıjilir. 

Karı şt ır;.ılı r 'ıle ıji st i le su i çeren körüne karşı 5Ei0 nrn ıje ok:unur. 

11.7- ÜREAZ SAFLAŞT i RM ADA KULLAN i LAN AY 1 RAÇLAR: 

1 (:ıı:) rntvl Tri s-HCl T arnbıonu (bı H= 7 .6)_;_ 1·2.11 · grarrıTri s(hi ıjrok:si rnet i 1) 

arn i no n·ıettieın ı.,.ıe 4.3Ei8 gr. EDTA 600 rrıi l il i tre di st i 1 e suda ç:özül dü_. 

O. 7 n·ıi l il i tre 2.t--·1erkeıptoetano l il aa.,.• e edi ı di. 1 (:ıı:) rr·ıt···1 HCl çözelti si i 1 e 

pH= 7.6 ya geti ri 1 di ve 1 O O Cı rni 1 il it re ye tarnarn 1 andı. 

Ccı.P ._teli: Eii3.6 gr.llitre CcıCL-,2H.-ıO cözeltisinıjen 150 rnililitre cı1ınd1. 
· L L ' 

Di st il e su il e 1600 rnil il i tre ye tarnarn 1 anıjı.Üzet-i ne 152 gr/1 i tre 

Na":\Po4 .. 12H-}O çözelti si nden 150 mil il i tre i 1 ô'·/e e dil erek karı ~:t ı rıl-
...... .-. 

ıjı.ÇözeJ t i ni n pH'sı_. 0.02 t···t lı k aset i k asit i 1 e 7 .4'e getirildi. Ol u şan 

karışırn karanlıkta 1 gece bekletilıji.Çök:elti 3-4 ıjefa 10-15 litre 

di st il e su il e yı kandl. V ı karna esnasında üst teki sıvı kı sHrı sürek ll 

uz aklaştı rıl d1. ~;on defa 1 O li tre di st il e suyla yı kanarak O C0 ' de 

tıekl et i 1 di (54). 

66 rn~·1 K2HPD4-KH2Po4 Terngonu (bıH= 7.51: 15.22 grarn K2HPD43H20 

distile suda çözülerek litreye tarnarnland1. Litresinde 9.077 grarn 

KH.-::ıP04 i çeren KH--::ıP0 4 çöz e 1 t i si il e pH 7.5 e geti ri l di. 
"'- "'-

- 18-



25 rnt'1 Sitrik Asit-Soıjyurn ~::;itreıt Teırnı;;ıcınu (pH=6::~Litresinde 

greırn si tri k i:tSi t rnonot-ıi dreıt çöz e 1 t i si heızı rl i:lnıjı. Li tre si nıje 

greırn Trisodyurnsitreıtdihidreıt çözeltisi ile pH sı 6' yeı getirilıji. 

7.35 

30 rnf'·1 EDTA-NeıOH Teırngonu (ı;;ıH=6.5:t 5 !~reırn EDTA disoıj~durn 

tuzundan eı lı neıreık: 2CıO rnil il i tre Gl i s erol ve 250 rnil i 1 i tre di st il e 

suıjeı ç:özü1ıjü_. :;ı 4 1 ük NeıOH( .. ,.v/'ı.() i ı e pH' ~::ı 6.5 e qet i rilıji.5(:ıı:) rni 1 i.-

li tre ye teırneırn l andı. 

11.8-Soya Fasü1yes.i(Glyc1ne max) ve Jack:bean(Cifintıvalitı 

En si fo rm i s) üreazları n1 n Kı s mi 01 ara k Safl aşt 1 r11 mos1 nda 

izlenen Yöntem 

Üreazı n seıfl aştı rıl rnası nda .. 

1-T arnporıda Ho nı oj eni Zi:ısyon 

2-60 c0 de 1 seıeıt t sı trneı 

3-Teırnpona Karşı l.Diyaliz 

4-Ca.P .. Jel i ne Absorbsiyon 

5-Di st i 1 e Suya Karşı 2. Di ya li z 

6-L i !dOfi li zeısyon 

7 -Re k ri s ta 1 i zasyon i ş lernleri uygul eınrnı şt 1 r. 

Örnekı eri n Hazırl eınrnası :Jack:tıeeın(Caneıveı 1 i eı En si f orrrıi s) ve Soya 

F eısül yesi (Gl ye i ne rnax) tohurn 1 arı kahve deği rn·ıeni nde çekil erek un 

ha 1 i ne getirildi. Seıfl eışt n-rna i ş l errıi ne ı o o· er greırn tartıleırak baş-

1 anrnı ştır. 

1-Tamponda Homojenfzasyon: 

tırnekl er 1 00 rnt'·l Tri s-HCl (pH= 7 .6) teınıponundeı ·i yi ce hornoj eni ze 

olana kadar keırıştırıldı.Karıştırrnô işlernine aralıklı cıltırak 3 saat 

devarn e dil di ve l gece tıoyunca +4 c0 de be~d et i 1 di. 2 kat lı tül tıent-
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ten ~::üzüı ıjı} ~=;ozüntüıjen i:irtô ~u:ı 1 ;:ın tortu tekrôr 1 (H) rnt···1 Tri::: tarnpo-

nunıjij ~dı kanarak i ki kôt lı tül tıerıt ten süzü1 dü_.~:::üzüntü1 er tıi rl eşt i ri lıji. 

:::;üzüntü 16Cı(:ıı:) rprn'ıje •.,.ı e + 4 c0 ıje 15 ıjaki k:i:ı ::::antrifü j e eıji 1 erek 

::;üperni:ıtarıt i:ılınıjı_'y'üzen lipiıj tatıakası iki ki:ıtlı tültıentten süzülerek 

uzak 1 aş t. 1 rılıj ı . 

2- 60 c 0 1 saat ls1tma: 

S üp e rn ~ta nt 6 Cı C 0 ıj e 1 t; i:l at sa 11 ant ılı rn eta tı o 1 i k s u tı an !d o-

t;unda tıekl et i 1 di (27).Süre sonunıja i ki kat lı tül be nt ten süzülıjü. S üzün­

tü 2CıCıCıCı rprn'ıje 15 dakika ~::;antrifüje eıjilerek süpernatant i:ılınıjı. 

3-Tampona Karş1 1. Di yal iz: 

Süpernetant % 55 oraninıje (NH4)2so4 ile ıjO!dUruldu,._tacktıean 

ve ~::;o~dô f esül yesi i çi n 165'er grarn arnon~durnsül fat ku ll en ı lıjı .3Cı 

ıj ak i ka süre k 1 i ka r1 ştı rı lıj ı ve 5 ::; e et + 4 C 0 tı e k 1 e n i1 d i . D oy rn u ş çöz e 1 t_ i 

16(H)Cı rprn'ıje 1 O dekike ::;entrifuje eıjilıji. Pelet k ıstTil 100 rnt···1 

Tri s-HCl (pH= 7 .6) ternponunıje sürek ı i o ı ara k k e rı şt 1 rıl erek i yi ce 

çöz Ol ıjü_ + 4 c0 de 24 seat ternpcıne kerşı di yelize eıjil di.T ernpon 

ç: öz. el t i h er 6-e t; e et ıj e tı i r ıj e~~ i ş t i rilıj i . 

4-Ca_P _Jel i ne Absorbsiyon: 

Denetüre protein 1 er 1600Cı rprn'ıje 1 O ıjek:i k e sentri fü j e edi !erek 

uzekl eşt ı rılıjı ve süpernetant enz i rni n ebsortısi yon u i ç:i n Ca.P. Jel i ni n 

uyg u n h e c rn i y 1 e k e rı ştı rılıj ı . D iye 1 iz at ı n i k i h e c rn ı n e k e rş ılı k jel i n tı ir 

hecrnı nı n uy~~un o lıju!~U tıul unrnuştur(26).~<erı ş ı rnı n pH'sı O.Cı2 t···i 

A!:;et_ i k esi t ç:özel t i si yle 5.5 ·e geti t~i lıji. 1 se et k e rı ştı rıl are k: + 4 c0 

ıj e ge c e tı oy u n c e b e k le til d i. 1 6 O O O rp rn ·d e s e nt r-i f ü j e e ıj il e re k pelet 

k ı s rn ı 3 d e f a 6 ö rıı t··1 K ..... HP D 4. - K: H.·-:· P D ..1 pH 7 . 5 ta rn po rı uı ı 1 a ıq ka rı d ı . i3 O O O L . L ~ ~ ~ . 

rprn 'ıje s;sntri fü _i e eıji 1 erek süpet-rıôt{:ınt 1 cır top 1 andı. 
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5-01 st 11 e Suya Karşı 2.01 ya 11 z: 

~;üpernatanta % 5Cı ıjO!dUrna gel i ne eye kadi:ır Arnon!dUrnsül fat 

il av e edilıji. ._lacktıeon i ç:i n 4Cı grarnJSO!da f asül !des i i ç:i n 35 !~reırn 

arnonyurn:::ül f eıt harceınıjı.30 ıjeık:i keı sürek ı i karı :;:t ı rı lı p do~durneı 

ge ı i r~ceye kadar + 4 c0 de tıekl et ilıji. DO!drnuş ç:öze it i 16CıOCı rprn'de 1 Cı 

daki ka santt~i fO _i e e dil erek pe ı et kı srnı 1 Cı O rnt···1 Tri s · tarnponunda 

ç:özü1ıjı}24 saat ıji st il e suya karşı di yeı 1 ize eıji 1 di. Di st i 1 e su her 6-Ei 

s ı:ı eı t ıj e tı i r d e ği ş t i ril d i. D e na tü re p ro te i n 1 6 O Cı O rp rn · ıj e 1 O da k i ka 

santrifüj e edi ı erek uz aklaştı rı ı dı :Süpernatant alı nıjı. 

6-l i yof111 zosyon 

Süpernatant dondurul dukteın sonra 1 i yofi li ze edi 1 di .Kuru 1 i ~dofi­

lizat elde eıjilıji. 

7-Re k ri st a 11 z asyon: 

Kururnuş ı i yofil i zat ı n bir rni k tan (.Jacktıean · ... •e So~dtı fasülyesi 

i ç:i n 250 rngr.) ô lı nartık 30 n·ın il i tre gl i se rol i çeren 30 rnlv1 EDTA 

tarnponunda (pH=6.5) i yi ce ç:özülıjü. Üzeri ne -1 Cı c: 0 de ki Asetonun 0.6 

V o 1 urnu deı.,.ıeırn lı karıştı rı ı ara k d arn l eı d arn 1 eı il ô'·.··e edilıji.2 saat oda 

· ısısındeı tııreıkıldı.120CıO rprn'de 1 O deıkikeı seıntrifüje edilerek 

ç:özünrnez presipi teıt 25 rnı··1 sitrat teırnponunun(pH=6) 9 vol urnunu ve 
1 

% 1 Cı 2J·lerkeıptoeteıno l ün 1 • ... ·o 1 urnunu i çeren ç:öze lt i de i yi ce ç:özül dü. 1 

saeıt oıjeı ı sı sı nda yeı· ... •aşceı keırı ştı rıl dı. 12000 rprn'de 1 O ıjeık:i ka 

seıntri fü j e edilerek süperneıteınt ç:özünür üreaz içerdiği nden alı nd ı. 

Pelet 25 _rnt1 Sitrat teırnponu(pH=6) ve %10 f"lerkaptoeteınol 9:1 oranı 

il e tekrar yıkandı. 1 saat yavaşca karıştı rı lı p 12000 rprrı'de 1 O daki ka 

santrifüj e edildi ve iki süpernatant birleştirildi.Süpernateınt -1 O c0 . 
d e k i Aset o n u n O. 3 \1 ol ü rn ü il e ka rı ştı rıl d 1. O-5 C 0 d e 1 ge c e tı oy u nca 

k ri st eı ll e ri h o 1 u ş rn eı s ı i ç: i n tı e k l et i l d i ( 3 O). O 1 u şan ç: ö k el t i l er k üç: ük 

h u ni 1 erde süzül dü.Kri s ta ll er e ı de edi ı di. 
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lll-BULGULAR 

Jackbeanden üreaz1 n k1 sn1en safl aşt 1 r1l mas1 i 1 e i 1 gi 1 i bulgular 

Tab 1 o 1'de .. soya fasülyesi nden üreaz1 n safl aşt 1 r1l mas1 i 1 e i 1 gil i bul-

. gular ise Tablo 2'de gösterilmiştir. 

Tab 1 o 1'de görüldüğü gibi Jackbeanden %34.4 veri m 1 e baş 1 an-

g1 çta özgül akt i vi tes i. 1. 144 Ün i te/mgr. o 1 an enz i rn .. k1 sm i safl aş­

.t 1 rma sonucunda özgül akt i vi tes i 1 05 mi s li artt 1 r11 ara k 120 Ün i te/ 

m gr. k1 sn-. en saf üreaz e 1 de edi 1 miştir. 

Tablo 2'de ise soya fasülyesinden %i6 verimle başl ang1çta 

özgül aktivitesi 0.558 Ünite/mgr. olan enzim .. k1srni saflaşt 1rrna 
./ 

sonucunda özgül aktivitesi 134 misli artt1r11arak 75 Ünite/mgr. 

k1 s men saf üreaz e 1 de edi 1 miştir. 

ÜN i TE: 1 pm o 1 üre yi 37 C0 de ve daki kada .parça 1 ayan enz i m akt i vi­

tes i ol ara k allnm1şt 1r. 



- P R PJ T E İ N 
ı-· 

Hacim( ml) mgr/ml Top.mgr. ünite/ml 

Tamponla Homojenizasyon 600 33.67 20202 38.54 

o 
460 60 C 'de 1 Saat Isıtma 23.50 10810 45.93 

Tampona Karşı 1.Diyaliz 200 17.36 3472 84.58 

Ca.P.Jeli İle Absorbsiyon 140 15.69 2196.6 111.14 

Distile Suya Karşı 2.Diyaliz 75 13.73 1029.7 171.1 

Liyefilizasyon 12.8 
9.70 124.2 874.66 

~--·-

Rekristalizasyon 8.7 7.63 66.5 915.9 

Tablo 1 :Jackbe~nden Üreazın Kısmen Saflaştırılması. 

E N Z İ M 

Top.Ünite Verim 

23124 100 

'21127.8 91.3 

16916 73.1 

15559.6 67.3 

12832.5 55.5 

11195.6 48.4 

7969 34.4 

Özgül Akt. 
Ünite/mgr 

1.144 

1.954 

4.872 

7.083 

12.461 

90.180 

120 

G L U K O Z 

mgr/100 ml .. 

160.50 

199.91 

16.58 

5.31 

-

-

-

ı 
1"1 
N 

ı 



t' R D T E İ N 

Hacim(ml) mgr/ml Top.mgr Ünite/ml 

Tamponla Homojenizasyon 600 29.8 17880 16.47 

o . 
460 20.8 60 C 'de 1 Saat Isıtma 9568 19.27 

Tampona Karşı 1.Diyaliz 150 17.3 2595 46.93 

Ca.P.Jeli İle Absorbsiyon 110 12.56 1382 58.91 

Distile Suya Karşı 2.Diyaliz 60 11.4 684 94.76 

Liyefilizasyon 7.25· 10.15 73.5 414.13 

Rekristalizasyon , ·. 5 6.9 34.5 516.78 

Tablo 2:Soya FasUlyesinden Üreazın Kısmen Saflaştırılması. 

E N Z İ M 

Top.Ünite Verim · 

. 9982 100 

8864.2 89 

7039.5 70.5 

6480.1 64.9 

5685.6 56.9 

3002.5 30.0 

2583.9 25.9 

Özgül Akt. 
Ünite/mgr 

0.558 

0.926 

2.?12 

4.688 

8.312 

40.850 

-?5 

G L U K O Z 

mgr/100 ml .. 

96.10 

122.71 

8.31 

2.56 

-

-

-

ı 
-:t 
N 

ı 



H L 1- pH"nl n Etki si 

pH'nı n kı srnen :::efl ı:ı~:t ı rı ı en ._ıa c ktıean '·.·'e ~:;o!dô f a::;ü 1 ye:::i üref:ız 

enzirnleri ôkti'·.·'iteler-inin üzerine etki:::ini f:in:ıştırrnak: için 5'ıjen i cı·a ki::ııj;:ır 

ıje!~i şen pH'l arıje U!d!~un ternpon çöz e it i i er haz~ rı ônrnı ştı r.pH 5-6 i ç:i n 5Cı 

ve pH 9- 1 O i çi n 5 Cı rn t···ı ı:; ı i :=::i n-Na cı H ta rn po n u k ı.~_ ll e n ıl rrı ı ;: t ı r. Te rn po n 

ç: öz e 1 t i le ri n i n 1 Cı O rn ı . s i n ıj e ı:)_24 orern üre cözül erek 4Cı rnr···ı üre ._1 • 

ıjeri şi rni nıje :=::utıstret 1 er hezı rı enrnı ştı r.Enzi rn k e rı ş ı n~ıı sutı:=::trat 1 e rı n pH 

1 arı na U!d~~un ş eki ı ıje haz ı rı anrnı ştı r .. Jecktıean üreazı nden O. 1 rn~~r/nı 1 ve 

::;oya fasül~desi üreazınıjan 0.2 rn~~r/rnl enzirn karışırnı olarak kullanılrnı;:­

t ı r.Şekil 1 'ıje gön~n ıjüğü ~~i tıi pH 6-7 erası nıja enz i rn en yüksek ak:t i .. ,~; tey i 

~;ıösterrnekteıjir.pH 6.5 ıje erişilen rnak:sirnurn aktivite,pH'nın ~dük:::elrnesi,. 

i le enz i rn ekti vi te:::i nıje ıjüşrne~de neıjen o 1 rnektaıjı r.Araşt ı rrnarnı z tıo!~urıca 

optirnal pH 6.5 olarak elınrrı1ştır. Fosfet tarnponu tıu pH için ıjeha U!dgun 

o 1 ara k gör01 rnüştür. 

ll L2-inkübasyon ls1s1n1n Etl<1si 

Soy e f asül !des i ve .Jecktıeenıjen kı srnen :=::efl aştı rı lerı üreazı arı n 

o pt i rna ı i nkütıesyon ı sıl arı nı :=::aptarnak arnacı yı a 25-30-35-4Cı-45-50-55 

C0 ısı koşullarında enzirn akti'.,.·itesi ölç:ülrnüş • ... •e şekil 2a' da gösteril-

rni ştir. Her i ki enz i rnde de enz i rn akt i '·lite E; i 37 C0 '!de kaıjar ıjo~~rusa 1 ve 

doğrusallığa yakın tıir şekiide ertrnıştır.Soya fasülyesi üreazında 37 C0 'ye 

kadar doğrusal o 1 an art ı ş tıu ı sı derecesi nden sonra doğrusanı k tan 

sa prn ı ştı r.Soya f asü1 yesi üreazı nı n i nkütıasyon ı sı sı r11 n 37 C0 ' ye kaıjar 

do!~rusa 1 o larak art 1 ş ı ndan ~:F:ın:ırlanılarak Akt i '·/asyon ener_i i si Arrt-ıeni u~: 

eşitli ği nıjen hesap 1 ;:ınrnı ş ı.,.'·e 1 Cı. 71 k ca 1./rnol o 1 ara k tıul unrnuştur(şeki l 2t
1
). 

A rrh e rı i u :3 e~; i t 1 i ö i ~ · . ...... ı - .·. k• t . ı ' - t - E .· .. -, 7 Cı -ı uı:::ırıı .. __ 1 ·.rl _ı==- .-j/ L.--'> ı-: .. ._. ı 

+ c 
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N 
o 
~ 

X 

w 
ı-

•l-l 

2 

::::ı 

g 

8 

Jackbean Üreaı.l 

7 

6 

5-

4 

J 

2 

1 

Soya Fasülyesi 

1 
5 6 8 g 

pH 

Şek i 1 1 :Kı s tn en ~;eıfl eışt ı rıl an Jeıckbeeın ve Soya F eısül yesi Üreeı.zl arı nı n 

Aktivite ı eri ni n pH'~da Bağlı Deği şi mi. 
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10 

g Jackbean Üreazı 

8 

7 

C\1 
ı:::ı 
oç-

6 
X 

Lı.J 

ı-

•l-l 5 
2 

:::ı 

Soya Fasülyesi 

Dreazı 
3 

2 

1 

25 30 35 40 45 50 55 

I S I C
0 

.Şek i 1 2 8 :Kı srnen Safl ;:ı~;;t ı rıl en .J;:ıcktıean ve ~;oya F a~;ül !d esi üreaz Enz i rn-

1 e ri Ak: t i ..... i te ı e ri n i n ı s ı ya Eı e~~ lı D e~~ i ;; i rn i. 
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LU 

1--
•ı-t 

::::ı 

•ı-t 

1--

::c 
ct: 
cı 

o 
..J 

2.7. 

2. 

2.· 

2. 

2. 

2.1 

2 

3.20 3.25 3.30 3.35 3.40 

1/Tx1o-3 t K0 )-l 

Şekil 2b:Soyeı Fasülyesinden Kısrnen Seıfleıştırıleın Üreeızın Aktiı.,.ıeısyon 

E ---··-.-~ -lE.--. c·- t ...... -.c:.--. tıt!t Jl:::;Hııtıı .. u} .__ıijp ôtıııiı..ı~l. 
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\·' e ·;; e k i l 3 · d e ı] e ~~ ö r ü 1 ı] ü ~~ ü ~~ i tı i 1 5 . ı] e k i k e ~d ı:ı k ö ı] ö r ıj c :~ r u ::; i:J 1 ( 1 i n e e r) c 1 ;:ı re k 

~d c n z e rn e n_ ı n ı n e n z i rn e k t i ı.,.ı 1 t 8 ~:; i n ıj 8 k l· ıj o :d r u ::; ı:ı 11ı ~J 1 n k ö ~d tı o l u :;; u n u n ·:; e tı e tı i 

e n:ı :;; t 1 n 1 rn 1 ş t 1 r. E n z i rn ı er- 3 7 C 0 · ıJ e tı e 1 i r-t i 1 e n z ı:ı rn e n · ö n:ı 11 k l ön n ıj ö rn et ı:ı-

t ü r. T i:J z e e n z i rn i 1 e ~d ı:ı :;; 1 ;:ı n rn i :;; ( tı e k 1 e t i l rn i :;; ) · e n z i rn i n ::;onuç1ör ere-

::; ı n ıj e f ô r k 1ı lı k tı u 1 u n ;:ı rn e r-n 1 :;; t ı r. 

i 1 L4-Substrfit Voöunluöunun Etkis1 
-.J -,J 

'·/ e ::; cı ~d ö f i:l ::; O 1 ~d e ::; i O re e z ~ı ö r 1 n ı n i3 k t i '·/ i t s 1 e ri n e e t k i ::; i :;; e k i 1 4' ıj e ~d ö ::; t e ı- i l -

r··.··ı· Ll_-. t·! -r_;_ P_. t·ı !..··ı· t··- t 1. ,:::, 1. ı-· - 1 · f ı··· ·=ı ı, . .ı. .- ı...ı ı t- .::1 rr·ı j···1 ! .. if_- ı-i- ı--ı··:· i ~-r-· i n ı::ı i.··:::.. ii :=ı,.- ı:. '"ı7 ~ t- -, ·=ıL· t i • • i 1' - ·=·-i .-: r·.. ' 1 e. ·- ::ı ı ı e. _.! ::ı r f ! ·~ t·.. ı_ cı .j ı ' . • • • ! ' • ·" ' e. ._ı e. ı ·:--' • ! ; i ; ; ! ·-· ! · .. ı.J ._, •...ı ı ·-· ı . .:.. ı r ı ı~ r·.. ·- • '.' : - 1::! ._: ! 

!-i ı·ı .:; t-ı 1 ·=· ::ı- 1 
..J _ !::: c_-t ·-' ı 1 ol eırek örterken 2Cı n·ıt···i üre ı] eri şi rni nı] e ıJo~}.urnö eri :;;rnekteıji r1 er 

E n z i rn le ri n ;:ı k t i ı ••• ' it e ı e ri n i n ~:;u tı ~=;tre t ~d cı ~d u n lu k l ı:ı rı n ;:ı tı e ~d 11 o 1 e rô k 

·-i ı:.ı ı==i i ·=· ; t·n i L i ~-ı ı::ı ·.~ ... a ;=ı ı,ı P. r- F; i ~ d~· u ön t e rn i u ı e ıj e ö e r-ı e n ıj i ri l rn i ~=; ._i e c k tı e ;:ı n ü re ö z 1 -t....~ ._ .• :j .. 7 1 I ı . • J :_. ! ı '-· .__. , _. '-- _ , , ·. ·-• ._ı ._: .· 

n-ı ·ı ı·ıt-ı:.ı ı:.ı i,·,- -·::·ı .-·ı·- · ;_..·r·· '· ; , ı t ı .... ._. Id ._. r· .. u t ·:r' , ı_! ı:l t ! r-.. . f ! 1 

o ı ön r< rn · i i ::; e 4. 3 5 n·ı t···1 ür e tı u ı u n rn u:;; t ur(:;; e k i 1 5 ) . E n z i rn ı e ri n r< rn ·ı e ri ş e k il 4 

ı , .- L· i ·::· - n ı ı-·1 - -ı - ı...ı ı::::ı ;·· ı::::ı t- ı .- t·· j . -. 1 Y - c· i . 1 - ·=··=ı ı t .- ı-- -.-. ·=· t -:] i::! i··. • ·-· u i ' ,J ':--· ij t . t ı .j ·-· Q ·-· . ! i::! • ıl ı t ı t o ı e. ·-· . ı ı 1::! ·-· '~ ~· - ıj ı 1 t ! f ı ·;r' - ı t . 
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10 

9 

8 

7 

6 

X 

w5 

3 

2 

1 

2.5 5 10 

Jackbean Üreazı 

Soya Fasü_yesi 

Üreazı 

15 ·20 

Z A M A N ( Dakika ) 

Ş e k 11 3: K ı s rn e n S ô f ı aştı rıl an ._ı ô c k tı ean '·.·'e S o ~d ô Fa s ü 1 ~d e s i üre eı z l i:J rı n ı n 

Ak t i '·/i te 1 e ri n i n Z ô rn i:ı n ô B eı ğ lı D e ği;; i rn i. 
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g 

8 

Jackbean Üreazı 
7 

"6 
C\J o 

or 

X 

LıJ 

ı-

•H 

2: 
4 

:::ı 

3 

Soya Fasülyesi 
2 

Üreazı 

1 

5 10 15 20 25 

Ü R E (mM) 

Ş eki 1 4:Kı srnen Safl eı;;t_ ı rı l eın .Jacktıean ve So~dô Fasülyesi Oreeızl eırı-nı n 

Ak t i '·li te 1 e ri n i n S u tı st rat V o ı~ u n l u ı~ u n eı Ei eı ı~ lı D e ı~ i s i rn i . ._ ·- .. _ ...... .. 
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0.5 1 

Snya Fasülyesi 

Üreazı 

Jackbean Üreazı 

2 

1/S (mM ÜRE)-1 

Şe kil 5:Kı :::rnen ~;eıf1 ôŞt ı n ı i:ln .Jôcktıeôn ;,.·e ~; o~dô F a::;ül ~de::;i Lı re az 1 arı nı n 

A kt i · ... •i te ı eri n i n :=;ubst rôt \.ıo~~ut~ı ı uğu na Beığl ı 01 ara k Deği şi rni ni n 

li nev·lea· ... •er-Burk Vönterni yle De~~er1 enıji ri ı rne::;i. 
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111.5-Ti yoürenfn Et k: i si 

o 
ll 

H2 N-C-NH2 

(üre) 

s 
If 

H2 N-C-NH2 

(t 1yoüre) 

Ki rnyasa 1 yapı o 1 erek üre~de çok tıenzeyen t i yoüre rno 1 e külü ·yukarı da 

gösterilrniştir.Tiyoüre_. üre yerine sutıstrat olarak kuHenılrnış ve alınan 

sonuç 1 arda enz i rni n t i yoüreye özgül o i rnaıjı ğı görül rnüştür. i nkübasyon 

ortarnı ne deği şi k kon~entrasyon l enje t i yoüre il av e eıjilıji ği nde üreaz 

akt i vi tes i nde be 1 i rgi n bir düzeyde düşüş o lıjuğu tıul unrnuştur. 1 o rnrvl 

t i yoüre deri şi n1i nde rnek si rrıurn i nh i bi s yon gıJ'rül rnüştür(şeki l 6).Ti yoüreni n 

i n h i b i s yon et k s i n i n e ra ştı rıl rn as ı i çi n 4 rn r~·1 t i y o üre ıj e ri ş i rn i n ıj e ve fark lı 

sutıstrat yoğunluk:lerınıja enzirn aktivitesi ölçülrnüştür(şekil 7).Sonuçlar 

Li ne-..·veaver-Burk yönterni ne göre ıje~~erl enıji ri 1 rni şt i r.Ti yoüreni n neden 

o 1 d uğu i n hi bi syonda üreazı n üre ye karşı o 1 an ~./rnax·ı deği ş rnek te fakat 

Krn'i deği şrnernektedi r.Ti yoüre non-kornpetet if i nh i bi syone neıjen ol tYıuştur 

(şeki18). 
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N 
CJ 
~ 

X 

4.5 

4 

3.5 

3 

2.5 

w 2 

0.5 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

T İ Y D Ü R E (mM) 

Ş e k i 1 6 : T i y o üre n i n ~<ı ::; rn e n S eı f ı eı ştı n ı eı n ~:;o ~d eı F fı s ü l ~d e:=; i üreaz ı n ı n Ak t i -

vi te s i Uz er-; n e Et k i :; i . 
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4.5 

4 

3.5 

3 
t\1 o 
' 
X 2.5 

Lı.J 

ı-

...... 
z 2 
:::ı 

1.5 

1 

0.5 

Kontrol 

+4 mM Tiyoüre 

3 6 9 12 15 20 

Ü R E (mM) 

Şekil 7:Tiyoüre.nin r<ısrnen Stıfltıştırıltın Soytı Ftıs~n!desi Üreôzının Aktivite·· 

·~:;i ne De!~i şi k ~:;utıst rtıt '·/o!~ un l uk:l i:ıt-ı nı n Et ki si 
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"""' ı 
CJ 
'r 

>< 
:::::ı 
........ 
'r 

80 

70 

60 

50 

0.5 

+ 4 mM Tiyoüre 

Kontrol 

ÜRE)- 1 
1/S (mM. 

Şe1<11 8:Ti yoüre \/eırl ı ğı nıjeı ~;oyeı F eısül ye::;i nden t<ı srnen Seıfl aştı rıl an Üre­

az Enz i rni üzeri ne ~;utıstrat \.ıcı~~ un 1 u~~uneı Eieığl ı Ol areık: De!~i ş_i rni ni n 

Li nev·l8ô'·.··er-Eiurk \·'önterrıi ~d le Değerı enıji ri 1 rnesi. 
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111_6-Hi droksi üren i n Hi d ro 11 zi 

o 
ll 

H2 N-C-NH2 

<üre> 

o 
ll 

HOHN-C-NH2 

(Hidrok:siüre) 

Kin-.yasal yapı olarak üreye çok.tıenzeyen di~er bir rnolekül ise tıidroksiüre 

rno 1 e kül üıjür.Bu sebepten hi droksi üre .. üre yer-i ne substrat olarak kulla­

nıl n-. ı ş ve alı nan sonuç 1 arda enz i rni n hi droksiüreye. 1 i7 oranı nda düşük 

aktivite ile özgül olduğu görülrnüştür.Hidroksiürenin farldı konsantras­

yon la rı n da h i d ro 1 iz i s o n u c u 6 7 ün i tey e va ra n e n z i rn al< t iv it e s i b u l u n­

n-.uştur (şeki l9).Ancak i nkübasyon ortarnı na hi droksi üre i 1ave eıji 1 di ği nde 

enz i t11 akt i vi tes i nde düşüş 1 er rneydana ge 1 n-. i şti r.Hi drok:si üren i n neden 

o 1 d uğu i n hi bi s yon araşt ı rıl n-. ı ş .. s rnM hi droksi üre deri şi rni nde ve farklı üre 

k o nsa nt rasyon 1 arı rı da e n z i n-. e k t i vi te 1 e ri ö 1 çü 1 nı üştü r( ş e k i 1 1 O). 

Sonuç lar Li nev·teaver Burk yönterTıi ne göre değer1 endi ri 1 rni şt i r~Aynı 

şekil de tıi droksi üren i n üreaz üzeri nde ki er1ge ll ey i ci etki si ni n ki net i k 

açı dan türü i nce 1 enrrıi ş ve hi droksi üre de t i yoüre gibi non-kornpetat if 

i n hi bi syona neden o 1 rnuştur(şeki 1 11 ). 

ll L7-Metal iyonlarının Etkisi 

f'1eta 1 i yon ları nı n Soya fasülyesi nden kı srnen saflaştı rıl en üreaz 

enz i rni akt i vi tes i üzerine etki si ni araşt ı rrnak içi n i nkübasyon ortan11r1a 

2 nı~·1 rneta 1 i yon u ilave edi 1 n1i şti r.El de edilen sonuç 1 ar kontro 1 e göre 

değerlendi ri ln-.iş ve aşağıda ·gösteri 1 rnişt ir. 
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• H 

60 

50 

2 40 
:::ı 

30 

20 

10 

H İ D R O K S İ Ü R E (mM) 

Şek: i 1 9: Hi droksi üren i n t<ı srnen Sôfl ôşt ı rıl eın So~dô F eısü 1 !des i Üreôzı 

Tôn:ıfındeın Hiıjrolizi. 
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4 .s-

4 

3.5. 

3 
Kontrol 

ı- 2 
•H 

c;: 

:::l 
1. 5 

0.5 + 8 mM HidroksiDre 

3 5 9 12 15 20 

Ü R E (mM) 

Ş e 1< i 1 1 O : H i ıj r cı k ::; i ü re n i n ~=; cı ~d ;:ı F a s ü 1 ~d e ::; i n ıj e n ~:::: 1 s rn e n ~; i:l f 1 ı:ı ş t ı n ı ı:ı n ıJ re i:J z 

Enz i rni Akt i \·1i tes i U zet-i ne Etki ::;i. 
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+ 8 mM Hidroksiüre 

0.5 1 2 

1/S (mM ÜRE)-1 

Şekil 1 1 : H i ıj ro k ::; i O re \/ i:J r lı ö ı n ıj j:ı ( f:ı rn t···1 ) ~:; o u ö F ö ::; ü 1 u e ::; i n ıj e n K 1 ::; rn e n S ô f -
~ . ' ~ ~ 

ı i:lŞ t ı rıl ön üre ôZ Enz i rni Uz eri ne ~:;utı::;t n:ı t _ \1 o~~un l u~~unf:l Ba~~l ı 

- ı - --. . c· - ·.· . -.. ~- -~ -. - L . - - . . - - ı ı - i=· 1 -. • ı i :.: - t -- -- , ı - - c· -·.· - -ı - -j i - . , u tı t t:ı k .ı 1::! ~~ı :;::ı ır ı ı tııt ı ır ıl:! 'ı"/ 1::! ij ·:et - ı_ıiA k .,. u t ı _ı=- n ı ı :d ı ı=- .ı 1::! Q ı=- t 1::! t ı ı ıt ı , -

rne:::;i. 
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%Aktivite %Ak:t i Yi te 

Kontrol 1 oo_o Co ++ 38_7 

Ag+ 0_25 M ++ g. 41_5 

cu++ 11.2 zn++ 49_3 

Hg+ 20.5 Ni++ 50_0 

Fe+++ 32.5 *Ni++ 115_0 

Mn++ 33.0 cr++ 69_5 

ca++ 34.0 Pb++ 75_0 

Bo++ 35.0 Sn++ 81_0 

Cd++ 37_0· 

TB b 1 o 3 : f ... 1 et ô 1 i !d o n 1 ô r1 n ı n Üre cı Z Ak t i V i te s i ÜZ e ri rı e Et k i s i. 

*Ni k el konsantrasyonu 0.05 rnr~1 dır. 
' 

Bu konsantrasyonda çalıştı ğı n·ıı z hi ç:bi r n1etaı i yon u üreaz akt i vi tes i ni 

arttırrnanııştır;Kalay_.kurşun,krorn,nikel ve çinkonun int·ıitıisyon etk:ileri 

gürnüş,bakı r_.civa,derni r,nıangan .. kalsi yurrı .. baryurn .. kaıjrni yurn .. l<otıal t ve 

rnagrıezyurna oranla dat"ıÔ düşük olduğu ·görülrrıüştür.Farklı nH(el k:onsant­

rasyonl arında enz i nı akt i '·ii tes i n tn düzeyi rıesapl anrnı ş ve 0.05 rrıM nikel 

konsantrasyonunu da enz i nı akti vi tes i % 15 oranı nda artn·n ştı r.2· n·ır~1 ni k el 

konsantrasyonunda ise enzirrı cü(tivitesi %50 oranında azalrnıştır(şekil12). 

ll LB-Üreazı.n Fonksiyonel Sü1fhidri1 Gruplarının Varl1ğının 

Gösterilmesi 

Soya. fasülyesi nden l(l s men safl aşt lrıl an üreaz enz i rrıi üz~ri ne N-

et i ı ma 1 erni t i n ve parakl orornerküri benzoi k asit i n etki si şe~(i 1 13 ve 14 'de. 

görülmekteıjit-.2 rnr--1 N-etilrnalemit konsantrasyonu enzirn aktivitesini % 

56 düşürürken, 1 o }'r1 parakl or..:ornerküri tıenzoi k asit enz i rn akt i '·li tes i ni 

%49 oranı nda düşürmektedi r.Bu sonuç enz i rrı yapı sı nd~ ki serbest -SH 

gruplar-ı n1 n varlığı n1 gösterrnektedi r. 
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0.5 1 '1.5 

Ni++(mM) 

2 

Ş e k: 11 1 2: N i k e 1 i yon ı arı rı ı n S oya Fa s ü ı ye :3 i n ıj e rı K ı ::; rn e n ~;af 1 aştı rıl ı:ı n Üre­

az ı n Ak t i \·'i te::: i O z e ri n e Et k i s i . 
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4.5 

4 

3.5 

3 

C\J 
c:ı 
~ 2.5-
X 

Lı.J 

ı-

• l-l 2 
2 

:::ı 

1. 5 

1 

0.5 

0.5 1 1.5 

N-ETİL MALEMİT (mM) 

Ş e k: i l 1 3 :N-Et i 1 rn ô 1 e rn i t i n S oy ô F ô::; ü 1 !d e::: i n ıj e n r-::: ı ::: rn e n ~; ô f ı ô ştı rı 1 ô n 

U r-e ô z A k t i '·/i t e ::; i Uz e ri n e Et k i s i . 
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::::J 
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3.5 
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2 .. 5 

2 

1.5 

1 

o. 5-

2.5 5 7.5 10 

pCMBA C,.M) 

Şek: i 1 1 4:pCt"16A 'i n So~di:ı F asO 1 yesi nden Kı srnen Safl i:ışt ı rı 1 an Üreaz Enz i­

rni ni n Akt i '.,.'i tes i Üzeri ne Etki si. 
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1 rL9- Üreaz Saf1aştırma Yönteminin Düzen1enmesi: 

önceki safl aşt 1 rrna i ş 1 e tTı i nden el de edi 1 en üreaz kol ay ç:özün­

men-ıekte ve saflaşt 1 rrna yöntemi ni n uzun olrnası nedeniyle rnali yet 

yüksel rrıektedi r.Arnacı mı z kolay çözünen .. dayanı k lı ve tTı al i yet avan­

taj ı yüksek üreaz e 1 de etrnekt i r.Burıdan dolayı üreazı n kol ay çözünen 

frak s i yon u n u el d e e d e n e kadar saf 1 aş t 1 rn-ı a yönt e· m i ye n i d e n düz e n-

1 enmişt ir. Buna göre; 

1-Tampanda t-ıon-ıo j enizasyon 

2-60 C0 de 1 saat 1 sı tma 

3-Di stil e Suya Karşı Di ya li z 

4-Li y of i 1 i z asyon i ş l e tTıl e ri uyg u 1 an n·ıı ş t 1 r. 

Jackbean üreazı nı n bi ri nci di ya 1 iz sonrası 1 i yofi li zasyon i ş 1 e­

tn i n e kadar k ı s rn e n saf 1 aş t 1 rıltn as ı il e i l ğ il i b u 1 g u 1 ar Ta b 1 o 3 ·d e.. S o­

ya fa s ü 1 ye s i n d e n üreaz Hl b i ri n c i d i ya 1 i z s o n ra s ı li y of il i z asyon i ş 1 e­

tn i ne kadar kı sn-ı en safl aşt 1 rı1 ması il e il ğil i bulgular i se Tatıl o 4'de 

gösteri 1 n-ı iştir. 

Tablo 3'de görüldüğü gibi .. Jackbeanden %49. 1 veri rnl e baş 1 an­

ğı çta özgül akt i vi tes i 1.071 Ün i te/mgr. o 1 an enz i rn kı sn-ı i safl aş-

tı rtna sonucunda özgül akt i vi tes i 45.8 mi s 1 i art ı rıl ara k 49. 1 

Ün i te/mgr. kı s men saf üt~eaz e 1 de edi 1 rni ştir. 

Ta bl o 4'de i se .. soya fasü1 yesinden %49.6 verin-ıle tıaşl an ğı ç:ta 

özgül akt i vi tes i 0.59 Ün i te/rngr. o 1 an enz i m kı s mi saf1 aşt 1 nna sı;w­

nucunda özgül akt i vi tes i 37.2 rrıi s 1 i artt 1 rıl ara k 22.05 Ün i te/mgr. 

kı srnen saf üreaz el de edi 1 rni ştir. 

ÜN iT E: 1 prn o 1 Üre yi 37 c0 de ve daki kada parça 1 ayan enz i n1 akt i vi­

te s i o 1 ara k a 11 n rn 1 ş t __ l r. 



---

.P R O T E İ N 

Hacim(ml) mgr/ml Top.mgr 

Tamponla Homojenizasyon 265 32~'1 8506.5 

o 60 C 'de 1 Saat Isıtma 207 18.2 3767.4 

Distile Suya Karşı Diyaliz 47.5 13.7 
650.7 

Liyefilizasyon 9.7 
9.4 91.2 

-·-·-~ 

Tablo 4:Jackbeanden Üreazın Kısmen Saflaştırılması. 

E N Z İ M 

Ünite/ml Top.Ünite Verim 

34.4 9116 100 

40.5 8383.5 92 

107.2 5092.0 56 

461.7 4478.7 49.1 

Özgül Akt. 
Ünite/mgr 

1.071 

2.225 

7.825 

49.10 

G L U K O Z 

mgr/100 ml 

215.67 

217.77 

19.16 

2.80 

ı 
1..0 
...:t 

ı 



P R DT E İ N 

Hacim mgr/ml. Top.mgr. 

_Tamponla Homojenizasyon 280 31.2 8736 

60 o C 'de 1 Saat Isıtma 215 21.8 4687 

DistileSuya Karşı Diyaliz 43 17.3 743.9 

Liyofilizasyon 10.8 10.8 116.6 

Tablo 5:Soya Fasülyesinden Üreazın Kısmen Saflaştırılması. 

E N Z İ M 

Ünite/ml Top. Ünite Verim 

18.5 . 5180 100 

22.1 4751.5 91.7 

70.3 3022.9 58 

238.2 2572.5 49.7 

Özgül Akt. 
Ünite/mgr. 

0.593 

1.013 

4.063 

·22.05 

G L U K O Z 

mgr/100 ml .. 

85.71 

92.33 

9.7 

1.7 

ı 
1:'­
...:t 

ı 



1 ıL 1 0-Substrat Satürasuonu 
-..1' 

· .. ····=·,-,,ı·~ • r:::._ı- .:ı'-' 

F ı::ı rk lı ::; u tı st ret ~d o~~ un 1 u k ları nıj eı .. kı srnen saf 1 a :;:;t_ ı rı ı rnı ş ._ı a cktıe;:ın 

f ö s ü 1 ~d e s i üre ô z i ö rı n ı n i:J k t i\·' i te ı e ri n e et k i s i :;; e k i ı 1 5' ıj e ~~ ö ::; te ri 1-

rniştir.25 rnn·a ki:ııJer ıje~~işen üre kons;:ıntn:ıs!dOnlarınıj;:ı enzirn i:ık:ti~ ... •itesi 

. i . i - .. ..., . .. .. t··1 i - t· - - 1 . - t· ·ı· - - t - t· ı . i .. - ' . ,. . - .. .. - ~ . ' - ,..ı - L .·· - .. - - .. - - 1 .. • - - t_ - 1 - t" ı /. . 1:! t ı.::. 1t i ı · . ı_: ı i:JI:! . ı ::; - · 1:! t ı ._ı=, ı r~ .. tı ı= lı Q ı n ı= u !dt rı tl.~. T.. i:JU ıt .ı= ... ı ::; tr ı 1::! t ı ::; t1 ı i:J :;; ıt ı . tı. ı 

- .. ..., . .. .. 1 - -. t" .. - - - ı . - - - - 1 - - ~... --. l - - . - - ı . . 1 i C" : j - - 1- - . - ı - t• ' - ~- - ~ . - . ..., :. 1 - . 1:! t ı .::.. 1t r ! 1:! t ı . ı U t 1:! !:JI:! r=:. i:l t :;:; 1 u i:J t ı . ·,. t rı ; 1:! t ı :;:; 1::! r=~ ı . ._ı ı 1:! tl i:J ~d tJ tl ı i:J • ıl ı tl ı i:J • ~. ı:r-: 1.::.. ı 1:! t ı 

Li nev·/ea· ... ·er-Eiurk e gri ::;i nıjen hesap 1 anrnı şt 1 r.Krn ıde~~erl eri ıji:ıha önce ::;af-

la:;;tırıları üreazler-ın üre u e ._. karşı o 1 an Krn ıjeğerleri ile tıenzerl i k 

~~ö:::terrni şt i r(şeki 116). 

lll.. 1 1 -Enzim Deri şi mi ni n Etki si 

ıjeri ;;i rnl eri nde .. ::;utı:::trat konsantrasyonu satıi t tutularak akti '·li tel eri 

he::;öp ı anrnı ştı r.Ti cı:ıri üreaz \·'e Soya f asül ~d esi üreazı i ô rn~~r/ 1 Cı O rn 1. 

ıjeri~;::irnine kaıji:ır ıjo~~ru::;;:ıl oli:ırök: ertrn1ş i:ıncak tıu ıjerişirnıjen sonrö 

ıjo!~rustı ll ı kt ;:ın Si:ıprnı ştır( şek i 1 1 7 ). 24 rn~~r/ 1 Cı Cı rn ı. ıjeri şi rnıjen sonra 

enz i rnat i k ort arnıjaki i:l!dnı rni ktardeı sutıstrat ı n parç:eı ı eınrrıeısı neıjeni w ı e 

enz i n·ı tıkt i \·'it e::;i ô~dnı ki:ı ı rnı ştı r.Bu ştırt 1 eırdtı kı srnen safl eışt ı rıl an 

._ıackbean üretızı nı rı .. t i Ci:ıri üreaz \·'e So~da f ösül !d esi üretızı rıtı nazeırtın 6 kat 

daha ~;;:ı f o lıj u ıq'· u o ör Ol rnek te ıj i r . ._ '-' 
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X 4 
w 
ı-

:::ı 

2 
tireazı 

5 10 15 20 25 

Ü R E (mM) 

Şel<i 1 15: i ki nci Vöntern 1 e K1 srnen Safl aşt 1 r11 arı . .Jackbean ve Soya F asül­

yesi ·Enz i n1l eri Aktiviteleri ni n Substrat V oğun 1 uğuna Bağ 11 

Değişirni. 
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1""\ 
ı 
ı::::ı 
~ 

0.5 1 

S.Qva Fasülyesi 
\ . ~ . 

Üreaz :i 

Jackbean Üreaz ı 

2 
.. -1 

1/S (mM URE) 

Şek:i1 16:Jacktıean ve Soya Fasülyesinden ikinci Vönten-.1 e K1 srnen Saflaş­

tlrllan Üreaz Enzimlerinin Sutıstrat Yoğunluğuna Bağl1 Olarak 

Deği şi n-ı i ni n Li ne~~~eaver-Burk \-'önterni yle Değerlendi ri 1 m esi. 
/ 
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C\J 5 
c::J 
~ 

X 

w 
4 

ı-

•H 

2: 

::::ı 
3 

Soya 

Jackbean Üreazı 

Ticari Üreaz 

mgr/100 ml Jackbean Üreazı 

1 2 3 4 5 6 

6 12 18 24 30 36 

mgr/100 ml Soya Fasülyesi :Üreazı 

mgr/100 mı. Ticari Üreaz 

Şekil 17:._1ôcktıeôn .. SO!Jô Fôsül!de=:;i '·/e Ticôri Üreôz Der-işirrılerinin Akti­

'·lite~e Etkisi. 

-51-



,.-.... . 
cı . 
CJ 
'--" 
en 
c co 
.cı 
ı:-ı 
ı::ı 
en 
.cı 
ı::ı: 

! ry 
1 
1 

! 
! 

,...... 

ı::;: ı 

ı :ı;: ı 

ı :ı;: ı 

; 
; 

! 

: 

. ı::;:ı 

c:;: ı . 

i 
; 

ı 

: 
ı 

; 1 

! 
; 

i 

ı 
ı ı 

i ! 
i 1 

! i 1 i ı 

1 
1 

ı i 1 ! 
! 

i 

ı 

: 

1 

ı:..rı 
c:;: ı 
c:;: ı . 

ı 

ı 
ı 

ı 
ı 

ı 
1 
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i ! ... 
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Kısmen Şa~laştirılan; 

1-Jackbean Orea~ı 

2-Soya FasUlyesi ·ore~zı 

.. 

ı 
! 
i 

Diyalize Kadar ~ısmen Saflaştırılan; 

3-Jackbean Oreazi. 

4-Soya Fas.Oreazı 

.:::;:. 

Dalga Boyu (nm) 

Şek i 1 18:D?ği şi k Düzeyl erıje Saflaştı rı 1 an Dreazl arı n Eierthe 1 ot Reak­

siyonu Sonucu cııu:;:;turduk:ları Renklerin Spektrurnları. 
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lll_ 12-Kı s men Sof1 tışt 1 rı1 an üreaz1or1 nı n B ert he 1 ot Reaksi­

yonu Sonucu Ol uşturduk:lorı Ürünün Spek:tumu 

Saflaştı rıl an üreazı arı n Serthe 1 ot reaksiyon u sonucu o 1 uştur­

dukl arı renkleri n spektrurnl arı şekil 18'de görül rrıektedi r.Spektrurn­

un en yüksek noktası 635 nrn o 1 ara k bul unrnüştur.Her ft-aksi yonun ve 

enz i m kaynağı n1t1 rnaksi rnurn absorbsiyon u aynı dalga boyunda ol rnak­

tadır.Alınan spektrurnlar;freıksiyonlar ve enzirn keıyneıkleırı arasındaki 

farkları n teınıarnen eıkt i vi te 1 eri nden kaynaklandı ğı nı ortaya koyrnak­

tadır. 

'· 
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IV-TARTIŞMA ve SONUÇLAR 

Çalı ştYıarrıı zı n i 1 k kı srnı nda Elazığ ve Çevresi nde yetişti ri 1 en 

tıakl agi 1 tohurn 1 arı {Soyaf asül yesi .. b akl a .. nıerci rnel(_.ntıhut .. cul bant .. fi g 

fasülye türleri .. burçak .. beze l ye .. yonca .. korunga .. kenge 1 .. "le nil Sl r) kahve 

d e ği rrn e n it1 d e u n hal i n e geti r-n rn i ş ta n·ı po rı 1 a h o rn oj e n i z asyon .. 6 O C 0 d e 

1 Saat 1 sı trrıa ve 1 i yofi 1 i zasyon kadernesi ne kadar kı srni cı 1 ara k 

safl aşt 1 rı1 nı ı ştı r.Saf1 aştı rı1 an b akl agill erde enz i rn akt i vi tes i ö l çül­

düğünde sadece soya J asül yesi nde be 1 i rği n bir enz i m akt i vi tes i ne 

ra s 1 ann-ı·ı ştı r.Ti cari o 1 ara k enz i rrıi n üret i rni . .Jacktıeanden yap11 dı ğı 

i çi n soya fasülyesi ne uygul anacak kı srni saflaştı rrna i ş 1 etYıi ne 

kontrol olarak Fl orida Ün i versitesi nden (U.S.A.) Jackbean geti ri 1-

rniştir. 

Çalı şmarrıı ZH1 i ki nci kı sm ı nda .. enzitni n kı s nı i ol ara k safl aş­

t 1 rıl nı as ı n da e n uyg u n s eı f 1 aş t 1 rrrı a te k n i ği a reı ştı rıl rn ı ştı r. öz e ll i k 1 e 

üreeız konusunda pH' nın etkisi önetYıli bulunnıuştur.Enzimirı uygun bir 

teırnponda ho nı oj eni ze e dil rnesi gerekti ği di st i 1 e su i 1 e horrıo j e­

ni zasyonunda %~-1 O oranı nda enz i m kaybı nı n artt ı ğı gözl en mi ş­

t i r:Bundan do l ay.ı horrio j e.ni zeısyon i çi n en uygun ol ara k 2.t"'lerkapto­

etano 1 i çeren 1 00 tn M Tri s-HCl (pH= 7 .6) tamponu ku ll an ıl mı ştı r.Di ğer 

p ro te i n l e ri uzak laştı rm ak i çi n e n z i m çöz e 1 t i s i 6 O C 0 ·d e 1 saat 

bekletil tn i şt ir.Protei n1er amonyutYısül fat i le doyurulmuş ve tan-ıpona 

karşı di ya 1 ize edi 1 erek; ·enz i mi n ka 1 i tes i ni önem 1 i oranda etki 1 eye n 

gl ul(oz ve di ğer rno 1 eküll er uz akl ~ştı rıl rnı ştı r.Enzi m sol üsyonunun 

arnonyunısül fat i 1 e doyurul ması nda i 1 a· ... ·e e dil en rni ktar .. nanoğranıl ar 

tarafı ndan be 1 i rl en en rni ktarl ar üzeri nden yapıl tYıı ştı r(54). 
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Gl ukozun yüksek nı i kteırı 1.Di yeıl izle ._ıacktıeeın i ı; i n % 91.7 düşerken .. 

Soya fasülyesi i ı; i n % 93.2 oranı nıja düşrnüştür. 

Enzirnin kısrni olarak seıfleıştırılnıasında diyalizden sonra Ca. 

P.jeli ile absorbsiyon işlen-ıi uygulennııştır.Enzirnin absorbsiyonu 

iç:in kuru ağırlıktaki fosfat jelinin 50 rng_.diyalizeıttaki proteinin her 

1 00 n·ıg. yeterli ol d uğu bul unrnuştur.Böyl ec e di ya li zat 1 n i ki heıcrni ne 

karş1lı k .. j e 1 i n bir t"ıeıcrni uygun ol eıreık ku ll eınıl rnı Şt 1 r(26).Üreeızı n Ca.P . 

• _ı e ı i il e yı kanrnası esnası ndeıki enz i nı ka!dbl en askari ye i ndi­

ri 1 rn i ş t i r. Ca. P. j e 1 i n i n i yi ka rı ştı rıl rn eı rn eı s ı n da e n z i rn kay tıı n ı n eı rttı ğı 

gözl enrni şt i r.Üreaz enz i n1 kaybı en fazla t~ekri s ta 1 i zasyon aş arnası 

esnosı nda ol d uğu görüi rnüştür.Odeı sı cak lı ğı ndaki asetonun ilavesi 

enz i rni n deneıtürasyonuna sebep ·ol d uğu bundan d ol ayı -1 O C0 'deki 

Asetonun devarn lı karıştı rıl tYıak süreyle ve danıl eı d anı 1 a i 1 av e 

edilt-nesi gerektiği anlaşıln-ııştır. 

Her bir üreazı n kı stYıi ~eıfl aştı rrntı i ş 1 e tn i kes i nt i siz bir 

çalışrna il e 2.5-3 hafta gerekti rrni şt i r.~3üre sonunda ~.Jacktıean'derı % 

34.4 •.,.ıerinıle .. başlanğıı;ta özgül akti .. ,.ıitesi 1.144 Ünite.lrng. olan özgül · 

aktivite 1 05 nı i s 1 i artt H-ı ı ara k 120 Ün i te.ltYıg. ol an kı s nı en saf enz i rn 

elije edilrniştir. 

So•ıa fasültıesi üreazı % 26 veri rnl e .tıa:;l ang ... ıçta öznül akt hli tes i =:t ::ı . ,. . tt 

0.558 Ün i te.lrng. ol tın özgül akt i vi tes i 13:4 rni s 1 i artt ı rıl eırak 75 

Ün i te/rng .. ol an kı srnen saf enz i tn e 1 de edi ltni şt i r.Enzi n1 her türlü 

t 1 b b i k u ll an Hl1 eı el ve ri ş 1 i ve day eı n ı k lı b u 1 u n tYı uştur. Saf l aş t 1 rıl eı n 

enz i nı 1 eri n ki net i k özelikleri i nce 1 en nı iştir. 

Soya f asüfyesi üreazı nı n üre ye karşı ol ~n Knı'i 4.35 tTıt-'1 U re ve 

~Jackbeeın üreazı nı n üre!d8 _karşı ol eın KtYı'i i se 3.22 nıt1 Üre o 1 d uğu 

:~~:optanrnı ştır. 
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Bl ak e 1 ey ve eırkeııjeış ı eırı üren i n ._ıeıcktıean üreazı i1 e hi ıjroı izi ni 

38 C0 ve pH 7 de 0.5-50 rnt···1 tırası ndeı ıjeqi şen üre k:onseıntre:S!dOn-

1 arı nda i nce 1 edi kl eri zarrieın Krn'i 3.28. 1 O-3 r--·1 ol areık tıul rnuş 1 eırıjı r 

(23). 

Çalı şrna l arıtrn zdeı SO!da f asül !des i ve .Jackbean ürei:ızı nı n 

o pt i rrıa 1 pH'::; ı 6.5 o 1 i:treık seıptantnı ştı r.Kull an ıl eın teırnpon.. çözelti ye 

göre değişmekle birlik te üreazı n o pt i rneı ı pH.'sı nı n 6-8 an:r31 nıja 

değişti gi bil diril rni ştir( 40 ).Fi shbei n "le Neı~~eıra j anı n benzer yolla e 1 de 

ettikleri üreaz pH 1 1 .3 de teıtnarnen deneıtüre ol rnaktaıjı r( 12).Bi zi rn 

çeı lı şrna ı arı rnı z pH 3 ve 1 0.5 de enz i rni n t-ı_i ç: bir eıkt i vi te göstere­

roedi ği ni ortaya koytnuştur. 

Lehninger üreazın optirneıl pH 6.4-6.9 olarak bildirrniştit-(55). 

Akt i vasyon en e rj i si {Eeı) i se 7.2 kceı l.lrnol ol ara k tıul rnuştur (23). 

Çeı lı şma 1 arı rnı zdeı o pt i rna l i nkübeısyon ı sı sı 37 C0 \·'e i nkü­

beısyon zeıtneırıı 15 daki ka o 1 eıreık bul unrnuştur. 

J a c k b e eı n üre eı z ı n ı n b i r t i o 1 e n z i rn i o 1 ıj uğu l i te rat ü rl erde 

geçrnektedi r.Soyeı f eısül yesi nden kı sn1en seıfl eışt ı rıl an üreaz üzeri nde 

ya pt ı ğı rnı z çalı şrneı 1 arda.: 50 pt···t pCt ... lBA % 49 ' ... •e 1 O rnt···t N-et i lrneı 1 erni t 

% 56 oranı nda enz i rni i nh i bi syona uğrattı ğı saptanrnı ştır. 

Soya f eısül yesi nden kı srnen seıfl eışt ı rıl an üreaz üzeri ne t i yo-

üreni n(H2NCSNH2) etki si i n eel enrni şt i r.Enzi rnat i k ortarna t 1 yoüre 

i 1 av e e dil di ği zernan eı lı nan sonuç: larda enz i n-ıl n t i yoüreyi parça 1 a­

y eı rn eı d rğ 1 g ö rü l rn üştü r. 1 O rn ~·1 t i y o üre ve rl1 ğı n da % 9 6 ·ya ya k 1 aşan b ir 

i nh i bi s yon gör-ülrnüştür.Ti yoüreni n i nh i bi s yon etki si i n eel enrniş _ve 

non-kon1petet if o 1 ara k tıul.unrnuştur.Ti yoüre verlı ğ1 nda enz i rni n 

Vrna>(l değişrnekte fekat ~<rn'i değişrnernektedir . 

. Jackbean üreazı enz i rni ni n mono hi droksi üre(H2NCONHOH) ve 

di hi droksi üreye(HOHNCONHOH) özgün ol d uğu tıazı 1 i teratürlerde geç:­
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rnektedi r.Bi zi rn tıu konuda soya fasülyesi nıjen kı srnen · saflaştı rıl an 

üreaz üzerinde yaptığırnız çalışrnalarda hidroksiüreye ç:ok az oranda 

özgün o 1 d uğu bul unrnuştur.Dre ~deri ne aynı ~:art larda enz i rnat i k 

ortarna hi droksi üre i 1 aı...'e eıji 1 di ği nıje %ô4.5 düşüş görül n·ıüş­

tür.Hi droksi üren i n etki si norı-kornpetat if ol ara k bul unrnuştur. 

t .. ·1et~ l i yon 1 arı nı n enz i rni i nh i be etti ği tıi ı i nrnektedi r.Bu konuıja 

·ya pt ı ğı mı z ç:a lı şrnatYıı zda rneta 1 i yonları nı n i n hi tıi s yon etkileri 

Ag >Cu>Hg > Fe > Mn > Ca >Ba > Cd > Co > Mg > Zn > Ni > Cr > 

Pb >Sn sırasını takip ettiği bulunrnuştur.Soya fasülyesi üzerine Ni++ 
1 

iyon 1 arı et k i s i eı ra ş t 1 rıl d 1 ğı n da O. O 5 rn t~·1 N i + + k o nsa nt rasyon 1 an n da 

enz i ni akt i 'v'i tes i ni n % 15 artt 1 ğı görül rnüştür.Enzi rn daha ~üksek 2 . . . 

n·ıf··1 Ni++ konsantrasyonunda ak:t i vi te si ni n %50'si ni kaytıettYıi ştir. 

0.05 n·ıt ... l ni k e 1 konsantrasyon ları nda akt i '·li tes i ni n ar-tniası .. düşük 

ni k e ll i to_prakl arda yetişti ri 1 en \·'e .Jackbetınden stıfl aştı r-ı ı tın üreazı n 

yüksek akt i \·'i tes i il e ilgili o 1 actığı fikr-i ne varıl rnı ştı r(56 .. 57). 

Çtı lı şrnarnı zı n di ger bir kı srrıı nda enz i rni n rnal i yet aı...ıanta j Hil 

artt ı rn-ıak ve tic en-; üreaz il e kıyaslayartık enz i tn i n uygun şart 1 arda 

üretirnini sağlanıtık an·ıaçleınrnıştır.~Jackbean ve Soya fasülyesi 

üreazı arı na tarnpon 1 a horrıo j eni zasyon .. 60 c0 ıje 1 saat ı sı trna .. Di st i 1 e 

suya karşı diya1iz ve liyofilizeısyon işlemleri tekniği ile kısrrıen 

saflaştı rrna uygul antYılştı r. 

Önceki saf1 eışt ı rrna i ş ı e tn i nde di ya 1 iz sonrası enz i rrı eıkt i vi te 

ö 1 çürrıünde körleri n renklendi ği görül tYıüş ve buna· te d bir o 1 eıreık 

diya1iz süresi 4ô saate ç:ıkartı1rnış~ır.Diyeı1iz +4 c0 de ve distile 

suya karşı yeıpıl rnı ş _.di st il e su 6.-8 seıetde bir sürekli o 1 eıreık 

. değiştirilmi şt i r.Enzi n·ıi n ka 1 i tes.i ni önerrtl i ol ara k etki 1 eye n Gl u koz .. 

di ya 1 iz sonunda ~teıckbeeın i çi n % 9 1.2 .. soya fasülyesi i çi rı i se % 89.5 

ortını nda düşürül rnüştür.Bu i ş i erne para 1 e i o 1 ara k Jeıcktıeeın i çi n 
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49 '·leri n·ıı e 45.6 rni s li artt ı rıl rnı ş 49.1 Ünite/rnıJ. olan kısrnen ._, 

s i:ı f 1 aştı rıl rn ı ş e n z i rn el d e e d il rn i ş t i r. S oya fa s ü 1 ~d e s i i ı; i n i s e J · tı aş-

1 angı ç:ta özgül akt i ı.,.ıi tes i 0.59 Ün i te.lrn~l o ı an özgül akt i '·li te % 49.6 
, 

verirnl e 37.2 rni sı i artt ı rıl ara k 22.05 Ün i te.lrng. ol an, kı srnen saf 

üreaz elde edilrniştir.Enzirn her türlü tıtıtıi k:Ülli:ınırna eıı...·erişli • ... ·e 

deıqanı k lı tıul unrnu:;:tur . ._ . . 

Soya fasülyesi safl eışt ı rrneı üreazı nı n ._li:ıckbeeın saf ı eışt ı rrna 

üreazı ile parelel ~;onuç:lar ı.,.•erdiği görülrnüştür. Enzirnin kinetik 

öz e ll i k l e ri i n c e 1 e n d i ği n d e d eı ha ön c e . top 1 u s eı f 1 eı ştı rıl an e n z i rn l e ri n 

öz e ll i k l e ri (pH_.Zeırneın eııındı~~ı ..... 1 sı) benzer sonuçl ôr i ı e '·le 

görülrnü;;tür.Soya fôsülyesindeh elde edilen üreôzın üreye karşı oleın 

Krn'i 4.35 n·ı~·1 Üre ve Jeıcktıeeınden e 1 de eıji.l en üreazı n üre ye karşı 

o ı an Knfi i se 3.22 rnt·-1 Üre o ı eıreık bul unrnuştur.Eiu sonuç: ı ôrı n ıjeıheı 
1 

önceki seıfl eışt ı rı ı eın üreeızl eırı n Krn değerı eri il e benzer o 1 d uğu 

görül n·ıüştür. 

Kı srnen saflaştı rıl an bu üreazı ar suda •.,.ı e EDTA teırnponundeı 

ç:özünür ni tel i kd e tıul unrnuştur.Veıpıl an ç:alı şrneıleınjeı suda çözünen 

üreaz standart ı nı n renk vern·ıedi ği görül rnüştür.Eiundan doleıyı enz i­

rni n EDTA teırnponundeı çözül rnesi gerekti ği eınl aşılrnı ştır. 

EDTA tarnponunda ç:özül en üreazı eırı n etki si serurndeı denenrrıi ş 
.. 

•.,.ı e ticari üreaz i le- benzer sonuç: lar alı nrnı ştı r.Ti cari üreaz .. Soya 

f eısül yesi üreazı ve Jeıckbean üreazı enz i rn deri şi rni ve aktiviteleri 

göz önüne alı nd ı ğı zeırnan rutin ıjeneyl erıje 30 rng./ 1 00 rn l ku lleınılan 

t i ca ri üreaz il e saf l aş tır-d ı ğı rn ı z ._1 eı c k b ean üreaz 1 n 1 n g ı i s e ro 1 i ç: e re n 

EDTA teırnponunıja çözünen 5 rng./ 1 Oü rn rı i k ç:öze ı t i si eşit sonuçl ar 
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verrni ş ve bu üreazı n ticari üreaza göre 6 kat daha saf ol d uğu 

an lcışıl rnı ştı r.Eiunqan do ı ayı ._ıacktıecın, tıö ı gen-ı iz şart 1 arı nıja yetişti­

ri l rneye ç:a lı ş ıl rnektadı r. 

Soua f asülııesi nden üretil en Üreaz i se Ticari üreaz il e eşıjeğer ._. ~ . .._ 

rrıi ktarda yani 30 tYıg./ 1 00 rn 1 ku ll an ıl rnası ha 1 i nde eşit sonuçl ar 

alı nd ı ğı görülrnüştür.Dol ayı sı yl a Ticari ol ara k ._ıackbean'den üret i 1 en 

ve döviz karşı lı ğı sağlanan bugünkü fiyat ı 152 500 TL ol an üreazı n 

eşdeğer saflıkdaki liyofilizatını latıoratU'·larlorırnızda Soya fasül­

yesi nden e 1 de e dil rni şt ir.Aynı zarneında üretil en bu üreaz tarnponda 

. ta tn o 1 ara k ı;:özünn1ekte ve ç:özünrneyen part i külleri n tüp 1 ere 

dağılırnından il eri gel en hat al ar önl enrni ş bul unn1eıkteıdı r. Bu safheı-. . . 

daki Jeıcktıean üreaz i se 6 kat deıha saf o 1 ara~( görül rnek:teıji r.Elıje 

edilen ._ıackbean üreazı ve Soya fasülyesi üreazı gl iserol içeren EDTA 

tarnponundeı dayanı k lı bul unrnuştur. 

30 rnq .. /1 00 n·ıl Soya f eısül w esi üreazı .. Ti cari üreaz ve 5 ,_ ~. -

.tng./1 OOrn 1 Jeıcktıean üreazı eşit sonuç: 1 ar verrni ş \·'e rutin 

laboratuvarlarda kullanılır nitelikte buluntnuştur.Son elde edilen 

enz i m eri n tna 1 i yet i hesap 1 andı ğı nda 5000 TL ci ı...· arı nda o 1 d uğu görül-

müştür. 

Kı srnen saflaştı rıl an enz i rn leri n rna1 i yet i .:ku11 an ıl an derni rtı aş 

tna 1 zetYıe 1 er .. araç:1 ar,su,el ektri k '·.·'e ernek hariç sadece sarf 

ma 1 zerne 1 eri açı sı ndan yaklaşık o 1 ara k 20000 T_L o 1 ara k hesap­

ı an mı ştı r.Soya fasülyesi nden safl aşt ırıl an üreaz i 1 e aynı saflı ktaki 

ticari üreazı n tna 1 i yet i (döviz karşı1ı ğı o 1 ara k) 40000 TL nı n,Jack 

beanden safl aşt H-ll an üreaz il e aynı aynı saflı kta~ci ticari üreazı n 

rrıa 1 i yet i (döviz karşı lı ğı ol ara k) 1 00 000 TL 'n Tn üzeri nde bul unn1uş­

tur(5ô). 

-59-



Enz i rni n rneı 1 i yet i ni rı düşük ı...ıe seıflı !~ı nı n yüksek ol rneısı Bi yo­

ki rnya Latıoratueırl arı rnı zdeı uygul anan şekliyle üreaz gereksi ni rrıi ni 

k:arşıl an abi 1 eceği an 1 aş ıl rnı ştı r.El de edi 1 en üreaz Ticari üreeızl a 

kı yeıs 1 eınarnayeıceık dereceıje rneı 1 i yet aveınteı j ı stığl arneıkt adı r . 
.. 

Çalışrnarnız) üreaz • ... •e benzeri tıtıtıi prepeıratleırın ülkernizıje de 

üret i 1 ebi 1 eceği ni keını t 1 eınn1eısı eıç:ı sı ndan öne ni teı~:ı.rneık:t eııjı r. 
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ÖZET: 

Üreaz .. üreyi amonyak ve kat.:bondioksite parçalar. 

NH2 
1 
c=o + H2o 
1 
NH2 

üreaz.., 2NH3 + C0:2 

üreaz .. kandaki ürenin ölçürnü için klinik biyokimya laboratuvarlanrı­

da uzun zamanlardan beri kullan1lmaktad1r. K1smerı saflaşt1nlrınş ve 

ticari değeri olan üreaz tropikal bir bitki olan Jackbean· den(Canavalia 

ensiformis) elde ediln1ektedir. Bu nedenle k1smen saf olan Jackbean 

üreaz1 i tha 1 e dil rnekte ve döviz harcanmas1 na sebep o 1 maktadl r.üreaz1 n 

diğer bir dezavantajl da kolay çözünemernesi ve çözünmeyen partikülle­

ri n spektrof oton1etri k ö 1 ç:ürrıl erde sorun lar ortaya ç1 karn1as1 d1 r.Bu 

dezavantaj 1 an göz önüne alarak üreaz1 en azı ndan k1 srnen .. bö 1 gen1i zde 

bo 1 bul u nan Soya fasülyesi nden( Gl ye ine rrıax) saflaşt 1 nr1aya karar verdi k. 

Bu çal1 ş m ada üreaz1 .. Soya fasülyesi nden ve Jacktıeanden k1 s men 

saflaşt1rd1k ve biyokirnyasal özelliklerini inceledik. 

Bu çallştı,adaki amac1m1z,her ikiside oldukça iyi çözünen .. klsmen 

saflaşt1n1n·nş Soya fasülyesi ve Jackbean üreazlann1n biyokimyasal 

, özelliklerini göstermektir. 



SUMMARY: 

Urease breaksdo\'\'n urea to amrnoni a and c arbandi oxi de. 

NH2 
1 
c=o + H2o 
1 
NH2 

Urease > 2NH3 + C02 

ı t has be en use d i n the c li ni cal bi ochetrıi stry .1 aboratori es for a 1 ong 

tirne for the determination of urea in blood.The commercially available 

ureasel which is partially purifiedl is obtained frorn a tropical plantl 

~Jackbean(Canavalla ensiformis).Since the partlally purified Jackbean 

urease is imported~ it causes the spending of the foreign currency. 

Another disadvantage \·vith urease is that~ it does not dissolve readilyl 

theref o re i n spectrophotometri c measurernents the protı·l em s ari se du e 

to the presence of und i ss o 1 ve d part i cul es.By taking these di sadvantages 

into consideration~ ·we decided to purify ureaselat least partially frotn 

Soybean (Glycine n1ax) which is found abundantly in our region.ln this 

'vvork we purified urease from Soybean and Jackbean partiallyl and 

elucidated their biochemical properties. 

Our aim in this study is to show the biochen1ical properties 

of the part i all y puri f1 ed Soybean and Jackbean ureases Vv' hi ch are tıoth 

quite dissolvable. 
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25. Preparation and Composition of 
Biochemical Reagents 

1. REAGENTS USED IN PROTEIN FRACTJONATION 

(a) AMMONIUM SUL~HATE 

Nomogram for ammonium sulp!ıate addiriolls 

A straight line through the initial saturation and the desired saturation givcs the amount of 
solid (NH,)ıSO.ı to be added to ı •J of the solution. A line from this point passing through the 
volume of the solution givcs the amount required. All saturations are rclati\'c to full saturation 
:ı t room teroperaturc (760 g to ı 1 of water). 

From M. Dixon, B.J. 54,457 (1953). Rcproduccd by kind permission of Profcssor M. Dixon, 
F.R.S., nnd the Biochemical Society.) 
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