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SIVI INSAN ATIKLARINDA URE HIDROLIZINE ETKi EDEN
FAKTORLERIN ARASTIRILMASI

OZET

Giliniimiizde evsel atiksularin aritiminda en 6nemli sorun nutrient giderimidir.
Biyolojik yontemler ile nutrient giderilmesi hem maliyeti arttirmakta, hem de geri
kazanimi giiclestirmekte veya imkansiz hale getirmektedir. Bu nedenle insan
atiklarinin kaynakta ayr1 toplanmasi onem kazanmustir. Insan idrar1 ayri bir akim
halinde toplandiginda, kalan atiklarin aritimi da kolaylagmakta, idrar akiminda ise
geri kazanma miimkiin hale gelmektedir. Evsel atiksularda, toplam azot
yiikiiniin %80’1 ve toplam fosfat yiikiiniin ise %60’ 1n1n idrardan geldigi diisiiniilecek
olursa idrarin ¢ok 6nemli miktarda niitrient icerigi oldugu goriilmektedir.

Idrar icinde bulunan iire, lireaz enzimi ile hidroliz olmakta, karbamat ve amonyum
iyonu formuna doniismektedir. Hidroliz boyunca amonyagin agiga c¢ikmasi ile pH
yiikselmektedir. Ure hidrolizi ile ilgili arastirmalarin baslamasinin en 6nemli sebebi,
aritma tesislerine yiiksek konsantrasyonda N girdisi yapan idrarin, hidrolizine etki
eden ve hidroliz hizin1 yavaslatan etkenlerin ve inhibisyon mekanizmalarinin tespit
edilmesidir.

Bu baglamda, tez calismasi kapsaminda literatiirde yapilmis calismalar toplanmus,
dizayn acisindan 6nemli esaslart olusturacak iire hidroliz prosesi tez caligmasi
cercevesinde incelenip bir sonuca varmak hedeflenmistir. Calismada 15 kadin ve
erkekten karisik olarak toplanmis gercek ve sentetik numuneler iizerinde yiiriitiilen
deneysel calismalardan elde edilen sonuclar karsilastirildi. Insan idrarinda iire
diginda bulunan diger temel bilesenler adim adim ilave edilerek bunlarin hidroliz
kinetigine etkisi arastinnldi. Daha sonra, gercek idrar numunesinde, yine sisteme
tireaz enzimi ilave ederek iire hidroliz reaksiyonu yiriitildii ve kinetik
degerlendirmeler sentetik numune sonuglari ile karsilastirildi.

1X



FACTORS EFFECTING UREA HYDROLYSIS IN ANTROPOGENIC
NUTRIENT SOLUTION

SUMMARY

One of the incentives for the segregation of human waste is nutrient recovery.
Segregated human urine which is also termed anthropogenic nutrient solution (ANS)
is rich in terms of nitrogen and phosphorus. Segregation of ANS makes the
remaining household wastewater easy-to-treat, avoiding the expensive and complex
systems of nitrogen and phosphorus treatment. ANS contains % 80 of totol nitrogen
and %60 of totol phosphorus of the domestic waste water.

The enzyme urease catalyzes the hydrolysis of urea. The products of the reaction are
ammonia and carbamate, the latter spontaneously decomposeing to ammonia and
carbonic acid. By the increasing of the concentration of ammonia the pH value
increases. The most important reason of starting the urea hydrolysis studies is
determinations of inhibition mechanisms and the matters effects urea hydrolysis rate
of ANS which gives high concentration to the wastewater treatment plant.

In case of the thesis study the theoretical evaluations of the literature data was done
and the important parameters of the ure hydrolysis process investigated and aimed to
get a result. Experimental study conducted on real and artifical samples. Real
samples collected from an average 15 people evenly distributed between sexes to
make up a representative mixture. Experimental results got after series of experiment
was compared literature data. At second stage of the experimental study, components
of the ANS was added step by step to artifical sample and then conducted hydrolysis
of urea in this solution. After that by the addition of urease enzymatic ure hydrolysis
is studied in the antropogenic nutrient solution. The kinetic analysis of the
experimental results were done and evaluated by in comparison with the literature
data.



1. GIRIS

Idrardaki iirenin hidrolizi, idrarin ayr1 toplanmasi, toplandiktan sonra, depolanmasi
ve aritilmasi agisindan son derece onemli ve zaman kisitlayici olan bir prosestir.
Dolayis1 ile bu prosesin cesitli agilardan incelenip degerlendirilmesi aritma,

bekletme, depolama acisindan son derece 6nem tagimaktadir.

Idrar ayr1 toplandiginda iire hidroliz olmazsa amonyagin ve ozellikle fosfatin
aritilmast miimkiin olmamaktadir. Membran kullanimi, kimyasal ¢oktiirme gibi
konvansiyonel yontemler ve iyon degisimi gibi ileri aritma yontemleri kullanilsa bile
irenin idrardan ayrilmasi miimkiin olmamaktadir. Dolayisi ile iire hidroliz prosesinin
ayrintili olarak incelenmesi ve toplama, depolama ve aritma tesislerinde gerekli
dizayn esaslarim1 verecek sekilde sistemin tanimlanmasi gerekmektedir. Bu
dogrultuda, tez calismasi kapsaminda literatiirde yapilmis ¢aligmalar toplanmis,
dizayn acisindan onemli esaslar1 olusturacak iire hidroliz prosesi tez calismasi
cercevesinde incelenip bir sonuca varmak hedeflenmistir. Buna ilave olarak; idrar
bekleme tanklarinda birkac saatligine bekletilebilmektedir. Eger idrar bekleme
tanklarinda daha fazla bekletilirse, sistem icindeki ¢eperlere yerlesmis bakteriler
tireaz salgiladiklarindan idrar hidroliz olmakta, amonyak kaybi olmakta, pH
yiikkselmekte, koku ve sinek gibi problemlerle karsilagilmaktadir. Bu sebeple, tez
calismasindaki deneysel calismalar cercevesinde iire hidrolizinde birka¢ saatlik

siireler esas alinmistir.



2. IDRAR BIiLESIiMi

2.1 idrarin Ayr1 Toplanmas1 ve Degerlendirilmesi

Insanlar, azot, fosfor, potasyum gibi niitrientler iceren organik maddeleri
tilketmektedirler. Organik formda baglanmis kimyasal enerji, organik karbonun
karbondioksite doniistiigii solunum sistemi tarafindan kullanilmakta ve CO, olarak
digar1 atilmaktadir. Ure ve dihidrojen fosfat gibi maddeler ise, bosaltim sisteminde
toplanmakta ve insan metabolizmasinin bir atik {diriinii olan idrar seklinde

atilmaktadir (Larsen ve Gujer, 1996).

Idrar temel olarak sodyum kloriir (NaCl) ve iire [CO(NH,),] bilesiklerinden
olusmaktadir. Bununla birlikte idrar; potasyum (K*), kalsiyum (Ca"), siilfat (SO4) ve
fosfat icermektedir. Fosfor ortofosfat olarak (H,PO4 yada HPO42') bulunurken,
potasyum ise katyon olarak (K") bulunmaktadir. Temelde, taze idrarda toplam
azot’'un %80’i organik formda i{ire[CO(NH,),] olarak bulunmaktadir. Bu nedenle,
idrar evsel atiksularda niitrient geri kazanimi i¢in anahtar bir bilesen olmaktadir

(Lind ve dig., 2000).

Niitrient geri doniigiimii ve bu doniisiimiin siirekliliginin saglanmasi son yillarda
eszamanl olarak gelisen bir konu olmustur. Bununla birlikte de son yillarda yapilan
calismalar sivi1 insan atiklar1 konusu iizerine yogunlagmistir. Insan idrar1 %80 N, %
60 P icerigi ile son derece onemli bir niitrient kaynagi olmaktadir. Insan idrarinin
aritim1 ve geri doniisiimii i¢in kaynaginda ayr toplama, tasima ve depolama
gerekmektedir. Bu asamadan sonra gelen ikinci asamada ise idrarin i¢indeki
bilesenlerin kullanilabilir forma doniistiiriilmesi onem tasimaktadir. Bu proses iki
kademeli olarak ifade edilebilir. ik proses, idrarda iire icinde bulunan N kaynaginin
amonyaga doniisiimii olan hidroliz prosesi olarak ifade edilirken. Ikinci proses ise,
sutruvit ¢oktiirmesi ile amonyagin geri kazanimi prosesi olarak ifade

edilebilmektedir (Kabdash ve dig., 2006).

Tablo 3.1.’de goriildiigii gibi, evsel atiksularda toplam azot yiikiiniin %80’1 ve

toplam fosfat yiikiiniin ise %601 idrardan gelmektedir. Idrar icerigindeki azotun



biiylik bir miktar1 da iireden kaynaklanmakta (Jonsson ve dig., 1997) ve niitrientlerin
onemli bir miktari, kiiciik bir idrar hacminde bulunmaktadir. Idrarda bulunan bu
niitrientler tamamiyle aritma tesisinde kullanilabilecek bir yapida olmaktadir
(Berndtsson, 2005). Idrarin ayri toplamip aritilmasi atiksu aritma tesislerinde ¢ok
onemli bir problemin ortadan kalkmasini saglamakta (Wilsenach ve Loosdrecht,
2004) ve atiksu kompoziyonunda belirgin bir degisiklige yol agmaktadir (Larsen ve
Gujer, 1996). Boylece islenebilir arazilere geri kazanilan niitrient miktarinda 6nemli
bir artis meydana gelmektedir. Ayrica idrarin, tam olarak ayr1 toplanmasi ayni
zamanda biyolojik aritma tesislerinde KOI ve P parametrelerinin konsantrasyonunu
disiirmektedir. Dolayisiyla, biiyiikk yatirimlar gerektiren nitrifikasyon ve biyolojik
niitrient giderimi proseslerine gerek kalmamakta (Larsen ve Gujer, 1996) ve bu da
aritma tesislerinin isletim maliyetlerinde diisiis saglamaktadir. i¢cme sularinin
korunmasina getirecegi faydalar diisiiniilecek olursa, idrarin ayr1 toplanmasi ile

onemli miktarda niitrientin sulara karigmasi engellenmektedir (Berndtsson, 2005).

Idrar toplanmasinin yayginlasmasi, idrarin bahgelerde ve tarimda direkt olarak
kullanilmasim saglayacak teknolojiyi tesvik etmektedir. Bu gelisme kirsal kesimde

niitrient kontroliiniin temelini olugturmaktadir (Larsen ve Gujer, 1996).



Tablo 2.1: idrarin Kompozisyonu

Parametre Birim (Larsen ve Gujer, 1996) | (Adamsson, 2000) (Udert ve dig., 2003)
KOI mg/lt 12000 - -
Toplam Azot mg/lt - 11450(9100-21000) -
TKN mg/lt 9200 - -
Ure-N mg/It 7700 9600 (6550-16100) 7700
Amonyak-N mg/It - 500 (200-900) 480
Nitrat-N mg/It - 12.5 -
Nitrit-N mg/It - <1 -
Toplam P mg/lt 1000 850 -
Inorganik P mg/lt - 840 740
Organik P mg/lt - 9,2 -
HCO35 mg/It <305 - -
Kloriir mg/lt - 4800 (2850-9550) 3800
SO~ mg/lt - 3450 (3150-3950) 1500
Ca™ mg/lt 170 235 (<400) 190
Mg™ mg/lt 100 130 (60-200) 100
Na* mg/1t 4200 3450 (2200-7100) 2800
K* mg/lt 2200 2750 (1550-3900) 2200
Ccr mg/lt 3800 - -
Fe mg/1t - 0,098-0,3 -
Mn mg/lt - 0,0014-0,098

Organik giibrelerle karsilastirildiginda, bitkiler tarafindan direkt olarak kullanilabilir
niitrientler ham idrarda olduk¢a fazla miktarda bulunmaktadir (Jonsson ve dig.,
1997). Ticari giibre kullaniminin  %35-45 oraninda azaltilabilmesi, evsel
atiksulardaki tiim niitrietlerin geri devrettirilebilmesi ile miimkiin olmaktadir. Idrarin
giibre olarak kullanilmast ile ticari giibre kullaniminda %20-25’lik oranda bir azalma
goriilecegi diisiiniilmektedir. Bu sebeple, insan idrarindaki niitrientlerin = geri
kazanimi ve tekrar kullanimlarinin gelecekte ekolojik dongii acisindan ¢cok onemli
olacag: diistiniilmektedir (Lind ve dig., 2000). Bununla birlikte, niitrient icerigi ile
kiyaslandiginda idrar igindeki agir metal konsantrasyonunun olduk¢a diisiik

oldugunu, mg kadmiyum/ kg fosfor oraninin 3.2 ‘den kiigiik oldugunu bildirmislerdir.




Bu degerin, aritma ¢amuru ve kimyasal giibrelerle karsilastirildigi zaman oldukca
diisiik bir seviyede oldugu goriilmiistiir. Ayrica, idrardaki agir metal iceriginin de
oldukg¢a diisiik olmasi, niitrient geri kazanimini ve idrarm giibre olarak kullanilmasini

avantajl kilmaktadir (Jonsson ve dig., 1997)

Idrarin yesil bitkiler algler igin azot kayna@i olarak kullanilmasi ise diger bir
kullanim seklidir (Adamsson, 2000). Ayrica, idrarin geri kazaniminin tek amaci
niitrient geri kazanim degildir. Idrarin ayr1 toplanmasinin diger bir yarari ise, idrarla
birlikte atiksuya idrarla birlikte karigacak diger bilegenlerin 6nlenmesidir(Wilsenach

ve Loosdrecht, 2004).

Jonsson ve dig. (1997) idrar numunesinin, diger atik su iiriinleri ile kiyaslandigi
zaman, az sayida patojen barmdirdigim1 ve barindirdigi bu patojenlerin toplama ve
depolama sistemlerinde hizli bir sekilde ©Olmeleri nedeniyle bir takim hijyenik

avantajlara sahip oldugunu belirtmislerdir.

Evsel atiksulardaki azotun %80’i, potasyumun % 65’1 ve fosforun %60’1 idrar
kaynakli oldugu ig¢in, niitrientlerin maksimum geri kazanmimim ve dongiisiinii
saglayacak, dolayisiyla da ekosistemde oOtrofikasyonu azaltacak olan, idrar ayn
toplama sistemleri onerilmektedir (Lind ve dig., 2000). Insan idrarmin kaynakta
ayrilmasi, iki ayn giderli tuvaletlerin kullanilmasi ile saglanmaktadir. Tasarlanan bu
tuvaletlerde, ayr1 toplama islemi, 6n taraftaki giderden idrarin uzaklastirilmasi, arka
taraftaki giderden ise fekal atiklarin uzaklastirilmasi ile gerceklestirilmistir. Kaynakta
ayirmak i¢in dizayn edilen bu tuvaletlere iki ayr1 atiksu borusu baglanmistir.
Borulardan birisi 6n kisimdan gelen idrar ve sifon suyu ig¢in, digeri arka taraftan
gelen fekal atiklar ve sifon suyu i¢in diisiiniilmiistiir. Ayri toplanan idrar, toplama
tankinda depolanmaktadir ve yeterli miktara ulastiktan sonra tarim alanlarinda giibre
olarak kullanilmaktadir. Idrar, ayri toplama sisteminde borularda, hizli bir sekilde
amonyum ve karbon dioksite doniismekte ve es zamanli olarak pH’1 da 9 civarina
yiikselmektedir (Jonsson ve dig., 1997). Diger yandan, konvansiyonel toplama
tanklarinda {ire hidrolizinin ayr1 toplama sitemlerine nazaran daha yavag
gerceklesecegi de vurgulanmaktadir (Kabdash ve dig., 2006). idrar ayri toplama
sistemleri, emisyon ve niitrient geri kazanimi gibi faktorler diistintildiigiinde oldukca
avantajli olmaktadir. Atiksu aritma sistemlerinin enerji verimlilik analizleri, idrar
ayr1 toplama sistemleri kullanildigi zaman fosfor ve azot geri kazanim verimliliginin

maksimum seviyede oldugunu gostermistir. Biiyilk miktarda idrarin tasinmasinda,



ozellikle hijyenik sartlarin saglanmasinda yasanacak zorluklar sistem verimliligini
etkileyecek onemli bir engel olmaktadir. Enerji verimliligi diisiiniildiigiinde, idrar
ayr1 toplama sistemleri i¢in temel problem tasima ve depolama olmaktadir (Lind ve

dig., 2000).

Lind ve dig. (2000) tarafindan yapilan calismada, esas itibari ile dondurarak ve
¢Ozerek idrar hacminin azaltilmasina ve niitrientlerin geri kazanilmasina dayali bir
yontem sunulmustur. Calisma gen¢ ve orta yash, saglikli bes insandan toplanan
gercek ve sentetik idrar numunesi ile yiiriitiilmiistiir. Her iki tip idrar numunesi pet
siselerde +8 °C’de buzdolabinda yada -14 °C’de dondurucuda 72 saat siire ile
saklanmistir. Niitrientleri yogunlastirmak amaci ile yapilan bu iki tip dondurma ve
eritme metodunun ilki havuzda dondurma eritme digeri ise kolonda dondurma eritme
metodudur. Sicaklik, iletkenlik, pH, toplam N ve toplam P parametreleri Sl¢iilmiistiir.
Havuzda dondurma-eritme metodunda numuneler dondurucuya konmustur. 3-5 saat
sonrasinda -14 °C’de kat1 faz sivi fazdan ayrilarak kolayca analiz edilebilmis ve
analizlerde pH, sicaklik ve iletkenlik parametrelerine bakilmigtir. Donma prosesi
sonrasinda, erime prosesi de oda sicakliginda (21 °C), donma prosesinde oldugu gibi
NaCl tuzu ilavesi ile siirdiiriilmiistiir. Alinan numunelerdeki iyonlar incelenmistir.
Kolonda donma-erime metodunda, erime prosesi dondurulmus 11 ayn pet sisede
yiiriitiilerek iyon ayriliglart gozlenmistir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda, potasyum,
azot ve fosfor gibi niitrientlerin konsantrasyonlarmin ve etkili fraksiyonlarinin
dondurma ve eritme gibi basit bir prosesle gozlemlenebildigi ortaya konmustur.
Fosforun ve azotun % 80’den fazlasi, %25’lik bir hacimde toplanabilmistir.
Dolayisiyla, bu metot idrarin toplanmasi ve tasinmasi konusunda ilerleme

olusturacak yeni bir yol olmustur.

2.2. Ure Hidrolizi ve Bu Konuda Yapilms Calismalar

Biyokimyasal sistem iginde iire iireaz enzimi ile hidroliz olmakta (2.1) ve pH 7.5’da
tire iireaz ile karbamat ve amonyum iyonuna doniismektedir (Koizumi ve dig., 1988).
Hidroliz boyunca amonyagin agiga ¢ikmasi ile pH yiikselmektedir (Udert ve dig.,
2003).

(NH,),C=0 + H,O0 ____, NH, -COOH + NH, 2.1)

pH1n 2’den Kkiiciik oldugu, kuvvetli asidik sartlarda ve iireazsiz bir sistemde,

protonik iirenin bozunma mekanizmasi



(NH3+)C=O(NH2) + HzO —> NH3 + NH2-COOH2+ (22)
olarak ileri siiriilmektedir (Koizumi ve dig., 1988).

pH’1n 12’den biiyiik oldugu kuvvetli bazik sartlarda OH iyonuna bagl iki kademeli
reaksiyon olustugu belirtilmektedir (Koizumi ve dig., 1988).

(NH,),C=0+OH ____, (NH)C=O(NH,) + H,0 (2.3)
(NH)C=O(NH,) + HbO ____, H-N=C=0 + NH; + OH' (2.4)

pH 2-12 araliginda, iire izosiyanik asit (H-N=C=0) ve amonyaga hidroliz olmaktadir.
Reaksiyon hizi pH’a bagl kalmamakta ve 38 °C’de 6x10” s de sabit kalmaktadir.
Bu reaksiyon iireaz ile siirdiiriilen reaksiyonlara nazaran 1014 kat daha yavag
gerceklesmektedir. Deneysel olarak bu prosesin aktivasyon enerjisi 30 kcal/mol’den

daha yiiksek olarak bulunmustur (Koizumi ve dig., 1988).

Bir¢ok enzimatik reaksiyonlar egzotermiktir. Katalizor olarak iireaz enziminin
kullanildigr iire hidrolizi, deneysel sartlara baglhh olarak termal bir etki
sergilemektedir. Tampon sistemler ve pH enzimatik iire hidrolizinin molar entalpisi
izerine biiyiikk etki yaratmaktadir. En yiiksek entalpi degisimi pH 7.5’ta fosfat

tamponunda -14,65 kcal/mol olarak ol¢iilmiistiir (Kot ve dig., 2000).

Ure hidrolizini gerceklestiren iireaz enzimi, idrarda bulunan organizmalar tarafindan
iiretilmektedir. Ureaz sentezini diizenleyen bircok mekanizma vardir. Azot
kaynaklariin elde edilebilirligi, iire konsantrasyonu ya da pH gibi ¢evresel faktorler
tireaz sentezini diizenleyici etki yapmakla birlikte, bircok bakteri iireaz sentezini

kendiliginden yapmaktadir (Udert ve dig., 2003).

Ureazin bir uluslararast birimi 25 °C’de, dakikada 1x10° mol amonyak aciga
cikarmaktadir. Amonyak konsantrasyonunda meydana gelen artig ¢ozeltinin pH’1inda

artisa sebep olmaktadir (Bibby ve Hukins, 1992).

Zerner (1991), 100 °C’de iirenin kuvvetli asit i¢inde reaksiyonunu inceleyerek, sulu
cozeltilerde tire hidrolizinin etkilerini arastirmistir. Arastirma sonucunda,
protonlagmis tirenin hidroliz oldugu goriilmiis olsa da, sonuglan yetersiz bulunmus

ve iirenin sulu ¢ozeltilerde eszamanli hidrolizi gdzlenememistir.

Udert ve dig. (2003) yaptiklar ¢alismada iire hidrolizi yapan bakterilerin iire toplama
tanklarindaki ve borulardaki verimliligini, tire hidrolizi ve ¢oktiirmenin etkilesimi

aciklamglardir. Toplama tankindaki {iire hidrolizini arastirmak igin 4 reaktor



kullanilmistir. Reaktorlerin  birinde taze, diger {liglinde ise depolanmis idrar
kullanilmis ve 25 °C’de 12 saat boyunca ¢alisma yiiriitiilmiistiir. Calismada
kullanilan taze idrar numunesi seliiloz nitrat filtreden gecirilmistir. Diger ii¢
reaktorden ilkine aritilmamis depolanmis idrar 0.45 x 10° m capinda filtreden
gecirilip konmustur, ikinci reaktore santrifiij edilmis depolanmis idrar ve iiciincii
reaktore ise filtrelenmis idrar camuru ve santrifij edilmis depolanmis idrar numunesi
konmustur. Borulardaki iire hidrolizi aktivitesi, 3 reaktor kullanilarak 25 °C’de 4.5
saat boyunca 45 dakikada bir numune alinarak izlenmistir. Tiim deneyler 25-34
yaslan arasindaki alt1 kisiden alinmis, santrifiijden gegirilmis taze idrar numunesi ile
yapilmistir. Calismanin sonucunda, toplama tankinda hidrolize sebep olan
nedenlerden biri iireaz faaliyeti gosteren bakteriler, digeri ise serbest iireaz olarak
tespit edilmistir. Bu bakteriler ¢ozelti fazinda askida bulunabildikleri gibi, tabana
¢Okmiis olarak da bulunabilmektedirler. Idrar ¢ozeltisinin KOI igerigi 0.18 mg KOI/
mg AKM olarak bulunmustur. Ure hidrolizine sebep olan esas etkenin bulunmasi igin,
hic bakteri icermeyen, aritilmamis depolanmais idrar ve santrifiij edilmis idrar ve idrar
camuru ile santrifiij edilmis idrar kullanilmigtir. Toplama tankindaki iire hidrolizinin
arastirilmasi igin yapilan deney sonucunda yapilan degerlendirmede, amonyak
tiretiminin lineer oldugu regrasyonla dogrulanmis ve amonyak styrilmasinin ihmal
edilebilir seviyede oldugu goriilmiistiir. Yapilan degerlendirmede, iire hidroliz
hizinin aritilmamig depolanmis idrarda 1820 £ 110 mg N/lt.giin, santrifiij edilmis
idrarda 260 + 30 mg N/ It.giin, santrifiij edilmis idrar ve idrar ¢amuru karistminda
230 £ 40 mg N/ It.giin oldugu goriilmiistiir. Tiim hizlarin depolanmig idrar hacmi ile
iligkili oldugu goriilmiistiir. Udert ve dig. (2003) yaptiklart bu calismada, santrifiij
edilmis depolanmis idrar numunesinde, amonyak iiretiminin gerceklesmesini serbest
tireazin bulunmasi sebebine baglamislar ve iire hidroliz aktivitesinin %14 {iniin
serbest tireazdan kaynaklandigimi bildirmislerdir. Sonug olarak iire hidrolizinin esas
sebebinin askidaki bakteriler oldugunu gormiiglerdir. Santrifiij edilmis depolanmis
idrar ile karigtirilmis idrar camuru numunesi ile elde edilen hiz sonuglarinin, santrifiij
edilmis depolanmis idrar numunesinden elde edilen hiz sonuglariyla benzer olmasi
nedeniyle, idrar camurunda iire hidrolizi yapan bakterilerin bulunmadigi kanisina

varmiglardir.

Kabdagh ve dig. (2006) yaptiklart calismada, gercekte kendiliginden olan iire

hidrolizini temsil etmesi acisindan aritilmamis taze idrar iireaz enzimi kullanmadan



kullanmiglardir. Bunu yaninda siirdiirdiikleri diger deneyde, hidrolizin hizl
olmasinin saglanmasi i¢in, iireaz enzimi ilavesi ile calismislardir. Literatiirden alinan
bilgiler cer¢evesinde filtrelenmis taze idrarda meydana gelen hidrolizin ¢ok yavas
oldugu saptanmis ve deneysel calismalar iire hidrolizinin uzun zaman alacagi
diisiiniilerek aritilmamis idrar numunesinde pH 2-12 araliginda yiiriitiilmiistiir. Elde

edilen her bir pH degeri i¢in hidroliz hizlar1 ve pH degisimleri kaydedilmistir.

pH’2 de yiiriitiilen deney sonuglarinda, bakteri bilylimesinin durdugu ve bakterilerin
oldiigii goriiliirken, 20 ve 240 saat arasinda amonyak konsantrasyonunda yavas bir
artig goriilmiistiir. Bununla birlikte 3 hafta sonra reaksiyon hizlanmig ve normal pH

degerine cikmustir.

pH 4’te yiiriitillen deneyden elde edilen sonuglar, pH 2’de elde edilen sonuglarla
karsilastirlldiginda olduk¢a yavas bir hidroliz goriilmiistiir. pH 6’da yiiriitillen
deneyde ilk 72 saat pH 4’te goriilen deneye oldukca benzer bir trent izlemistir, ancak
sonra reaksiyon hizinda diisiis goriilmiistiir. pH 10°da yiiriitilen deneyde ise,
herhangi bir kimyasal ya da biyolojik hidroliz goriilmemistir. Kabdaslh ve dig. (2006)
yaptiklar1 deneysel calismadan ¢ikarilan genel degerlendirmeye gore, pH 2 ve 12
arasinda yiiriitiilen iirii hidroliz reaksiyonu pratik amacglar i¢cin son derece yavas

olarak meydana gelecegi sonucuna varilmistir.

Calismada aritilmamis iire numunesinde pH 2-7.5 aralifinda yiiriitiilen {ire
hidrolizinin olduk¢a yavas meydana geldigi goriilmiistir ve kabaca bir aylik bir
periyotta %25 hidroliz gerceklesmistir. pH 10’un iistiinde hicbir hidroliz reaksiyonu

gerceklesmedigi saptanmigstir.

Calismada tireaz enzim ilavesi ile yiiriitiillen deney sonug¢larindan Jack bean iireazi ile
yiiriitiilen enzimatik iire hidrolizinin 25 ve 49 mg iireaz/It enzim konsantrasyonunda

cok etkili oldugu kanitlanmistir (Kabdasl ve dig., 2006).

Tiinay ve dig. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada, insan idrarinda yapilan {iire
hidroliz proses gidisinin degerlendirilmesi yapilmis ve hidroliz reaksiyonunun ana
parametrelerinin etkilerinin saptanmasi hedeflenmistir. Gercek sartlardaki {ire
hidroliz prosesi degerlendirilmeye calisilmistir ve bu dogrultuda deneysel calisma
kapsaminda gergcek idrar numuneleri kullanilmistir. 5 ve 10 mg iireaz/lt enzim
konsantrasyonunda c¢alisilmis ve buna ek olarak bir karsilastirma yapabilmek amaci

ile de 25 mg iireaz/It enzimi konsantrasyonunda da deneyler yiiriitiilmiistiir. Deneyler



boyunca pH dogrulamasi yapilmamistir. Kontrolsiiz sartlarla kiyaslanmasi ve {iriin
inhibisyonunun degerlendirilmesi agisindan bir deney pH 7’de yiiriitiilmiistiir. Bir
deneyde de 1’e 1 seyrelmis numune kullanilmis ve buradan elde edilen sonuclar
kontrolsiiz sartlarda yapilan deneylerle karsilastirilirken aynmi zamanda gercek

sistemleri yansitmasi ac¢isindan da 6nem tagimistir.

Tiinay ve dig.(2006) tarafindan siirdiirilen bu c¢alismada Smg iireaz /It enzim
konsantrasyonunda yiiriitiilen deneyden elde edilen sonuglardan iirenin % 40’1nin bir
giinden daha az bir siirede hidroliz oldugu goriilmiistiir. pH’da adim adim degisim
meydana geldigi saptanmis ancak pH’daki esas degisimin asidik sartlardan pH 9 a
ulasana kadar gerceklestigi saptanmistir. 30. dakikadan itibaren Ozellikle de 50.
dakikada numunede hidrojen iyonlarinin artmasini saglayacak ve pH’in daha fazla
artmasini engelleyecek olan struvit ¢coktiirmesinin gerceklesmesine elverisli bir hal
aldig1 goriilmiistiir. Siirdiiriilen hidroliz reaksiyonda enzim konsantrasyonu diisiik

olmasina ragmen proses yeterince hizli bir sekilde gerceklesmistir.

10 mg iireaz /It enzimi konsantrasyonunda yiiriitiilen deneyde, proses hizl bir sekilde
gerceklesmistir ve 6 saatte 4000 mg /It amonyak konsantrasyonuna ulasilmistir.
Amonyak konsantrasyonunun 5 mg iireaz /It enzimi ile yiiriitiilen deneylerle

karsilastirildiginda ¢ok az degistigi goriilmiistiir.

25 mg iireaz /It enzim konsantrasyonunda yiiriitiilen deney sonuclar incelendiginde,
tire hidroliz prosesinin hizl1 oldugu fakat 10 mg/lt lireaz konsantrasyonu ile yliriitiilen

deney sonucu ile karsilastirildiginda beklenen hizda olmadig1 goriilmiistiir.

I’e 1 seyrelmis numunede 10 mg iireaz /It enzim konsantrasyonunda yiiriitiilen
deneyde, reaksiyon hizi diisiikk olsa da, 10 mg iireaz/It enzim konsantrasyonunda
yiiriitiilen seyreltilmemis deneyin reaksiyon hizindan ¢ok da yavas gerceklesmemistir.
Bununla birlikte, seyreltilmemis numune ile pH gidisatlann kiyaslandiginda pH’in

paralel oldugu goriilmiistiir.

pH 7’ye ayarlanip 10 mg {iireaz /It enzimi konsantrasyonunda yiiriitiilen deney
prosesinin 10 mg iireaz/It enzim konsantrasyonunda pH ayarlamasi yapilmadan
yiiriitiilen deney ile karsilastirildiginda reaksiyonun daha hizli gerceklesecegi
goriilmiistiir. 100. dakikaya kadar her iki deneyde iire doniisiimleri ayn1 olmustur,
ancak 100. dakikadan sonra pH 7’de yiiriitillen deneyde iire doniisiimiiniin geciktigi

goriilmiistiir. Bu gecikmenin pH 7 de amonyum iyonlar1 nedeni ile meydana gelen
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iriin inhibisyonu sonucu olustugu anlasilmistir. Deneysel calismada 5, 10, 15 mg
ireaz /It enzim konsantrasyonlarinda siirdiiriilen reaksiyonlarin 0. mertebe reaksiyon
kinetigine uydugu ve egrinin artan enzim konsantrasyonu ile yiikseldigi goriilmiistiir.
Elde edilen sonucglar degerlendirildiginde, enzimatik {iire hidroliz prosesinin
kompleks bir proses oldugu ve hizin reaksiyon boyunca degisen bir ¢cok faktdre bagh
oldugu goriilmiistiir. Enzim konsantrasyonunun hidroliz prosesinde etkili oldugunun
vurgulandigi calismada, seyrelme oranina bagh olarak iire hidroliz hizinin da
azalacagl saptanmistir. Amonyak birikiminin sebep oldugu iiriin inhibisyonunun
prosesin tamamlanmasinda etkili oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, pH’in
hidroliz hiz1 acisindan oldugu kadar iiriin inhibisyonu acisindan da 6nemli oldugu

vurgulanmistir (Tiinay ve dig., 2006).

Borulardaki iire hidrolizini tespit etmek amaciyla yapilan bir diger deneysel calisma
neticesinde, amonyak iiretimi sirasinda pH degerinde artis oldugu gozlenmistir.
Yaklagik 960x10° mg N /giin iirenin borularda, 180x10° mg N/ giin iirenin ise
toplama tanklarinda hidroliz oldugu saptanmistir. Arastirmada, borulardaki iireaz
aktivitesinin yer yer yiiksek oldugu tespit edilirken, depolanmis idrarin Onemli
miktarda lire icermedigi ve iirenin esas olarak toplama tankinda hidroliz oldugu
bildirilmistir. Olciilen iireaz aktivitesine gore, iirenin toplama tanklarinda bir giinden

biraz fazla bir zaman i¢inde hidroliz olacagi anlasilmistir (Udert ve dig., 2003).

Bibby ve Hukins (1992), yiiriittiikleri calismada iire hidroliz reaksiyonu boyunca
pH’ta meydana gelen dogrudan degisimleri izlemislerdir. Ureaz aktivitesi pH
degerinden etkilendigi icin, ¢ozeltinin pH’1 7.00 + 0.02 degerine ayarlanmistir. 25
°C’de yiiriitiilen bu ¢alismada, 0.1x10™ 1t iireaz 25x10~liik substrat ¢ozeltisine ilave
edilmis ve reaksiyon 0.5 saniye araliklarla numune alinarak 3 dakika siirdiiriilmiistiir.
Reaksiyon farkli iireaz aktivitelerinde 5 kez tekrarlanmustir. 5 birim/ cm® gibi diisiik
ireaz aktivitelerinde, zamana kars1 pH degisiminin lineer oldugu izlenmekle birlikte,
yiikksek {iireaz aktivitelerinde reaksiyon sonuna dogru, bu degisimin lineerlikten
saptig tespit edilmistir. 0.4 birim/cm’ standart iireaz aktivitesinde elde edilen veriler
degerlendirildiginde R degerinin 0.994 civarinda oldugu, tiim veriler beraber
degerlendirildiginde ise bu degerin 0.985 oldugu goriilmiistiir. Yapilan calisma
sonucunda, iireaz aktivitesindeki degisimin pH iizerine etkileri incelenmis ve lireaz
aktivitesinin pH ile degisiminin ikinci derece polinoma uydugu goriilmiistiir. pH ve

zaman arasindaki zayif lineer korelasyona karsin, diisiik bir R degeri tespit edilmistir.
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38 birim/ cm® ‘i asan yiiksek iireaz aktivite degerlerinde pH degisimlerinin bir
polinom ile ifade edilemedigi belirtilmistir. 0.6 — 38 birim/ cm’ iireaz aktivite

araliginda tiim verilerin lineer bir dogru gostermek icin yetersiz oldugu belirtilmistir.

Genis bir pH araliginda ve kontrollii reaksiyon sartlarinda enzimatik iire hidrolizi igin
kinetik ifadeyi belirlemek icin yapilan bir ¢calisma asagida dzetlenmistir. Calismada,
reaksiyon aninda ¢ozeltiye belli miktarlarda amonyum karbamat eklemesi ile iiriin
inhibisyonu arastirilmistir. Reaksiyon pH’1 siirekli olarak izlenmis ve tamponun
olmadig1 sistemde pH’1in aninda 9.4’e ulastigl gézlemlenmistir. Bir set deney iireaz
konsantrasyonunun incelemek amaci ile 25 °C’de, pH 7’de, 25x107 mol/lt iire
konsantrasyonunda ve 20-200 mg/lt iireaz konsantrasyon araliginda yiiriitiilmiistiir.
Deney sonunda, 0-200 mg/It iireaz konsantrasyon araliginda iire hidroliz hizinin
ireaz enzimi miktar ile arttig1 gézlemlenmis ve protein (denaturasyonu) bozulmasi
tespit edilmemistir. Serbest enzimin iyonlasma sabiti substrat baglarindan
etkilenmedigi, enzimin ti¢ farkli protonlasma formunda dagilim gosterdigi tespit

edilmistir (Fidaleo ve Lavecchia, 2003).

Alt1 set deney pH’1n etkisini incelemek amaciyla, pH 4-9 araliginda, 25 ° C’de ve 100
mg/lIt iireaz konsantrasyonunda ve farkli iire konsantrasyonlarinda yiiriitiilmiistiir. pH
4-5’te asetat tamponu, pH 6-7°de fosfat, pH 8-9’da borat tamponu kullanilmistir.
Yapilan bu alti set deney sonucunda, kisa reaksiyon zamanlarinda {iriin
inhibisyonunun kinetige énemsiz bir katkisinin oldugu tespit edilmistir. Her bir pH
araliginda Vi« ve K, degerleri saptanmis ve pH’1n K,,’ye olan etkisinin Vp,,’a olan
etkisinden ¢ok daha az oldugu goriilmiis ve pH 7’de reaksiyon hizinin maksimum

oldugu gozlemlenmistir (Fidaleo ve Lavecchia, 2003).

Bir set deney 37 °C’de ve pH 7’de reaksiyonun aktivasyon enerjisini tahmin etmek
icin yiiriitiilmiigtiir. Farkli iki set deney ise, 25 °C’de ve pH 7’de reaksiyon alanina
farkli miktarlarda amonyum eklenerek iiriin inhibisyonunun etkisinin gdzlemlenmesi
amaci ile yiiriitiilmiistiir. Eklenen iire miktarlar bir sette 5x10™ mol/lt iken, digerinde
30x10” mol/lt olarak secilmistir. Deney sonuglarimin degerlendirilmesi ile non-
kompetitiv iiriin inhibisyonu gozlemlenmistir. K|, degerinin tamponsuz sistemin K,
degerinden daha diisiik bir deger aldig1 goriilmiis ve fosfat tamponunun, amonyum

iyonlarinin inhibisyon etkisini artirdig1 rapor edilmistir (Fidaleo ve Lavecchia, 2003).
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Son dért set deneyi tahmin edilen kinetik ifadenin dogrulanmas i¢in yapmustir. ik
iki deney tamponsuz sistemde yiiriitiiliirken, diger iki deney ise tamponlu sistemde
ve uzun zaman periyodunda yiiriitiilmiistiir. ilk deney 25 °C, 100 mg iireaz /It enzim
konsantrasyonunda ve 0.7x107 — 0.04 mol/lt iire konsantrasyonunda digeri ise, 37
°C’de 100 mg iireaz /It enzim konsantrasyonunda ve 8x107 -0.055 mol/lt iire
konsantrasyonunda yiiriitiilmiistiir. pH 9.4’te yiiriitiilen bu iki set deney sonucunda
elde edilen veri noktalarinin tamponlu sisteme nazaran daha dagimik bir sekilde
yayildig1 ancak yapilmis olan deney sonuglarina uydugu tespit edilmistir. Tamponlu
sistemde yapilan son iki deneyde, pH 5’te asetat tamponu ve pH 8’de borat tamponu
kullanilarak, 25 °C’de, 100 mg/lt iireaz enzimi ve 20x10° mol/lt iire kullanilmustir.
Asetat tamponu ile siirdiirillen reaksiyonda, aktif enzim fraksiyonunda baslangic
degerine gore artis gozlenirken, buna karsilik, borat tamponunun kullanildigi
reaksiyonda, aktif enzim fraksiyonunda diisiis gozlenmistir. Yapilan bu dort set
deney sonucunda, elde edilen tiim sonuglarin anlamli oldugu dogrulanmistir (Fidaleo

ve Lavecchia, 2003).

Fidaleo ve Lavecchia’nin (2003) yiiriittiikleri bu ¢calismada, pH’a bagli hiz sabiti ve
non-kompetitiv iiriin inhibisyonu ifadeleri iceren modifiye edilmis Michaelis-Menten

denkleminin enzim kinetigini iyi bir sekilde ifade ettigi tespit edilmistir.

Hiitll ve arkadaslar1 (1994), farkli pH’larda ve tampon sistemlerinde yiiriittiikleri
calismada, enzimatik iire hidrolizinin kalorimetrik 6l¢iim sonuclarini sunmuslardir.
Cahismada 88 U mg" aktivitesine sahip iireaz enzimi ve fosfat, hepes, mes ve tris
tamponlar1 kullamilmistir. Kg tampon ¢6zelti bagina kullanilan iire konsantrasyonu
(2.4-25)x10” mol arasinda tutulmus ve deneysel calisma 25.15 °C’de kalorimetre
kullanilarak yapilmistir. pH degerleri ve tampon sistemler optimum iireaz aktivitesi
baz alinarak secilmistir. Calismada, iire hidrolizi sirasinda meydana gelen zincir

reaksiyonlar asagidaki gibi rapor edilmistir.

CO(NH,), + HO—> NH,COO" + NH,* (2.5)
NH,COO + H,O » NH; (o + HCOy (2.6)
NH; o + H — 5 NH,' (2.7)
HCO3 + HY ——— CO; (5 + H,0 (2.8)
HCO;5 , CO;»+H' (2.9)
COz2agp) ——» CO2(g) (2.10)
NH3oy — NH; (g) (2.11)
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H"+B° — HB (2.12)

TRIS tamponunun kullanildig: iire hidroliz reaksiyonunda literatiirde bahsedildigi
gibi son {irliniin amonyum karbamat olmadigi goriilmiistiir. Bunun yerine, iire
hidroliz reaksiyonunun son iiriinlerinin (7) ve (11) deki denklemde verildigi sekilde
meydana geldigi rapor edilmistir. (8)’den (12)’ye kadar olan reaksiyonlarin pH’a
baghh oldugu belirtilmistir. Yapilan termokinetik degerlendirmeye gore, fosfat
tamponunda pH 6.8’de iirenin hidroliz hizinin olduk¢a diisiik oldugu saptanmistir

(Hiitl] ve dig., 1994).

Krajewska ve dig., (2002) 22 °C + 1, MES ve HEPES tamponlarinda 5.36-8.21 pH
araliginda, pH’1n enzime olan etkisini tespit etmek iizere yiiriittiikleri caligmada, 33
brim/ mg protein aktivitesine sahip, IIl. tip jack bean tireazi, MES, HEPES, CHES
tamponlari, iire, Na,EDTA ve NH4NO; kullanmiglardir. pH 6l¢iimii, kalomel elektrot
ve pH metre kullanarak yapilmistir. MES ve HEPES tamponlarinin her birinde,
2x10° -0.05 mol/lt iire konsantrasyonu araliginda yiiriitilmiistiir. Reaksiyon
25x107° 1t 25x 10° mg/lt) tireaz ¢ozeltisi eklenerek baslatilmigtir. 2 sn. araliklarla 5
dk. boyunca, reaksiyon potansiyeli kaydedilmistir. Kaydedilen reaksiyon ilerleme
egrisi, kalibrasyon egrisi kullanilarak zamana karst NH;" konsantrasyonu olarak
cizilmis ve baslangi¢ reaksiyon hizi hesaplanmistir. Reaksiyon hizi, mol NH,"/ dk
mg protein olarak ifade edilmistir. NH4" secici elektrot, pH 5.36-9.97 aralifinda,
MES, HEPES VE CHES tamponlarina gore ayarlanmistir. Calismada zaman, pH,
Na,EDTA’nmin varlifi, tampon konsantrasyonu ve tampon konsantrasyonunda
meydana gelecek degisimler aragtirnlmistir. pH’1n etkisi i¢ ¢esit tampon ¢ozeltinin
20x10” mol/lt’sinde, MES i¢in 5.36-7.17, HEPES icin 6.50-8.21 ve CHES i¢in 9.01-

9.97 pH araliginda incelenmistir.

Krajewska ve dig., (2002) tarafindan yapilan bu calismada, diisik tampon
konsantrasyonu, NH," iyonlariin saptanmasinda daha iyi etki gdstermistir. Ayrica,
tamponlarin aktivasyon ve inhibisyon gibi enzim kinetigine olacak herhangi 6zel
etkilerini, minimize edecegi icin tampon konsantrasyonu 20x10° mol/lt olarak
secilmistir. MES ve HEPES gibi siilfonat tamponlarinin, nispeten reaktif olmadiginin
bilinmesine ragmen, yapilan bu pH ¢alismasindan 6nce, pH’1n iireaz ile etkilesimleri,
enzim kinetik parametrelerini saptamak icin 0.02-0.16 mol/It tampon konsantrasyon
araliginda kontrol edilmistir. MES tamponunun, bu aralikta reaktif olmadigi

saptanmistir, iireazin Ka degerinin -1.1 mol/It oldugu durumda HEPES tamponunun
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zayif non-kompetitiv aktivasyon gosterdigi goriilmiistiir. Ureazin elde edilen kinetik
parametreleri; Michaelis sabiti; K, ve maksimum reaksiyon hizi V., pH’a karsi
cizilmistir. Bu grafiklerden, K;,,’nin 5.36-8.21 pH araliginda degismezken, Va1 iki
noktada maksimuma ulastig1 pH-profili goriilmiistiir. ilkinin pH 7.2 ve ikincisinin pH

6.5 civarinda oldugu saptanmustir.

Hiitll ve arkadaglar1 (1994), fosfat ve hepes tamponlart igin enzimatik {ire
hidrolizinin kinetik parametrelerini c¢ikarmislardir. pH 7°de hepes tamponu igin
Ku=(2.9 + 0.4)x10™ mol/lt ve Vinax=(2.964-2.604)x10~ mol/lt.dk, fosfat tamponu icin
pH 6.86’da K;y=(7.420.3)x10™ mol/lt ve Via=(2.7-2.484)x10 mol/lt.dk bulunmustur.
Fosfat tamponunun K,, degerinin Hepes tamponundakinden yaklasik olarak iki kat
daha biiyiik oldugu goriilmiistiir. Secilen tampon sistemlerindeki K, degerleri ile pH
degerlerinin literatiire uydugu belirtilmistir. Fosfat tamponu (pK,=7.21) ile yiiriitiilen
reaksiyonla karsilastirildiginda, Hepes tamponunda (pK=7.24) enzimatik reaksiyon
hizinin yiiksek oldugu ve K, degerinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Mes ve
fosfat tamponlarinda yapilan kolorimetrik olciimlerde, reaksiyon siirelerinde 6nemli
farkliliklarin oldugu goriilmiistir. Mes tamponunda pKs degerinin 6.08 oldugu
goriilmiistiir. Bu deger sayesinde Mes tamponunda iireazin yiiksek aktiviteye sahip
oldugu belirtilmis, dolayisiyla Mes tamponu ile birlikte kalorimetrik 6l¢iim yaparken

agir metal iyonlarinin kullanilmasi 6nerilmistir.

Krajewska ve Zaborska (1999) yaptiklan ¢alismada, pH 5.80 - 8.07 aralifinda fosfat
tamponunun jack bean iireaz1 iizerine etkisini ve fosfat inhibisyonunun
mekanizmasim arastirmiglardir. Calismada 33 birim/gr protein 6zel aktivitesi olan
tireaz enzimi, 5.80, 6.02, 6.22, 6.45, 6.72, 6.96, 7.14, 7.35, 7.49, 7.62, 7.93 ve 8.07
pH degerlerine sahip ve 0.022-0.155 mol/It konsantrasyon araliginda fosfat tamponu
kullanilmigtir. Reaksiyon 0.025 1t‘likk iire-fosfat tamponu ¢ozeltisinde ve 25 mg/It
lireaz konsantrasyonunda, 25 °C’de yiiriitiilmiigtiir ve amonyak Olgiimleri fenat

yontemiyle gerceklestirilmistir.

Her bir pH degerinde ve fosfat tamponu konsantrasyonlarinda iire hidroliz
reaksiyonunun baslangic hizlan 6l¢iilmiis ve Michaelis-Menten denkleminin lineer
olmadig1 regrasyon ile dogrulanmistir. Elde edilen Michaelis sabiti Kj,, ve maksimum
reaksiyon hiz1 Vi, degerlerinden, tamponun inhibisyon hareketinin pH artis1 ile
distigii gozlenmistir. 5.80-7.49 pH araliginda fosfat tamponunun iireaz iizerinde

kompetitiv inhibisyon etkisi yarattigi tespit edilmistir. 7.62’nin {iizerindeki pH
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degerlerinde tamponun enzim {izerinde zayif inhibisyon etki yarattigi goriilmiistiir.
0.022 mol/It fosfat tamponu ile yapilan deney sonucunda inhibisyon etkisinin HPO4
iyonundan kaynaklandig: tespit edilmistir. H,PO,4 konsantrasyonu pH 7.2’ye kadar
ne kadar diisilk olursa, tamponun inhibisyon etkisinin de o kadar zayif olacagi
saptanmistir. pH 7.2’de H,PO4 iyonunun (deprotonated) protonlarina ayrigmasi ile
birlikte, tamponun inhibisyon giiciini adim adim kaybettigi tespit edilmistir.
Caligilan tiim pH degerlerinde ve fosfat konsantrasyonlarinda mertebeler arasindaki
kesisme noktasimin pH 7’de oldugu goriilmiistir. pH 7-8 araliginda H" ve OH
iyonlarinin {iireaz iizerine non-kompetitiv inhibisyon etki yaptigi saptanmistir.
Yapilan bu calismada, pH’1n 6.5’tan biiyiik oldugu durumda, tireazin H,PO, iyonu
ile inhibisyonunun olduk¢a zayif olmasmnin sebebi enzimin aktif gruplarinin
protonlarinin ayrismasi ve H,PO, iyonlarinin reddedilmesi olarak agiklanmistir.
pH’1n 6.5’tan kiiciik oldugu durumda ise; enzimin aktif gruplarimin proton forma
doniistiigi ve sonu¢ olarak H,PO, iyonunun serbestge aktif tarafa ulastigr ve
inhibisyon etkisinin en kuvvetli kademesine geldigi belirtilmistir (Krajewska ve

Zaborska, 1999).

Oehlschlager ve dig., (1998) agir metallerin lireaz enzimi iizerine inhibisyon etkisini
kolorimetrik olarak incelemisglerdir. Siirdiiriilen bu ¢alismada, inhibisyona sebep olan
faktorler iizerinde calisilmig, bunun icin tampon sistem kullanilmistir. Inhibisyona
sebep olan etkenin enkiibasyon zamani arastirmanin konusu olmustur. Calismada
260 birim/mg aktivitede iireaz, hepes, sitrat, bis-tris tamponlar1 kullanilmis, her bir
tampon icin reaksiyon pH 6.6’da ve 25.15 °C’de yiiriitiilmiistiir. (0.005-0.016)x10™
mol/mg iire konsantrasyon aralifinda ¢alisilmis, inhibitor olarak ¢inko, kadmiyum ve

kursunun iki degerlikli iyonlar1 kullanilmistir.

Amonyumun karbamatin bir¢cok hidroliz iiriiniine doniisiimii tampon sistemine ve
secilen pH degerine bagli olmaktadir. Hepes tamponu ile yapilan c¢alismalarda,
secilen agir metal iyonlarinin, inhibisyon siddetinin farkli oldugu goriilmiistiir ve
calismada, inhibisyon siddetleri Zn’*<As’*<Cd** olarak rapor edilmistir. As™
iyonunun kuvvetli inhibisyon etkisine kars1, 31x10° mg/It konsantrasyonunda As>*
iyonunun iire hidrolizinin baslangi¢ hizin1 diisiirmedigi goriilmiistiir. Yapilan calisma
sonucunda Cd* iyonunun iireaz aktivitesine, non-kompetitiv inhibisyon etkisi
yaptigi, As™ iyonunun ise kismen kompetitiv inhibisyon etkide bulundugu ve

enzimin maksimum reaksiyon hizina etki etmedigi goriilmiistiir. Inhibitor
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konsantrasyonundaki artisla birlikte, substratin enzime olan egilimi azalmaktadir.
Sitrat ve bis-tris tamponlar1 ile yapilan deneylerde ise; secilen agir metal iyonlarinin
inhibisyon etkisinin reaksiyon parametrelerinde meydana getirdigi degisiklik
arastirilmis ve agir metal iyonlarinin ve tampon ¢ozeltilerin inhibisyon siddetine etki
ettigi bulunmustur. Sitrat tamponunda, cinko iyonlarimin azalan etkisi c¢inkonun
kompleks bir yapr olusturdugunu gostermistir. Kimyasal olarak inert tampon
sisteminin secilmesi, arastirma metodunun hassasiyetini arttirmistir. Yapilan bu
arastirmada, tire hidroliz reaksiyonunun baglangi¢ hizinin inhibitdr konsantrasyonu

ile yakindan iliskili oldugu sonucuna varilmistir (Oehlschlager ve dig., 1998).

Ureaz inhibitorleri enzimin aktivitesini farkli yollarla bozabilmektedirler. Literatiirde,
borik asit ve boronik asidin nikel iyonlar ile kompleks yaptig1 bildirilmistir (Kot ve

dig., 2000).

Literatiirde, pH 7°de fosfat tamponunun kompetitiv inhibisyon, sitrat tamponunun
un-kompetitiv inhibisyon etki gosterdigi, Tris, Hepes ve Mes tamponlarinin ise,
inhibisyon etkisi gostermedigi rapor edilmistir. Fosfat tamponu iireaz kinetik
calismalarinda oldukca sik kullanilmaktadir ve pH 7°de iireaza kompetitiv inhibisyon
etkisi gostermektedir. Kompetitiv inhibisyon kismen karigik bir inhibisyon tipidir.
pH 7.48’de fosfat tamponu iirez iizerine inhibisyon etkisi gostermemektedir ve bu
inhibisyon tiiriiniin pH’ta meydana gelecek yiikselis ile artacagi belirtilmistir. Fosfat
tamponunda iireaz {izerine inhibisyon etkisi yapan HPO,” iyonu ve H,PO4 iyonu
oldugu rapor edilmistir. Notr pH’larda fosfat tamponu jack bean iireazi iizerine
olduk¢a zayif bir inhibisyon etki yapmaktadir. Fosfat tamponu ile yapilan kinetik
calismalardaki pH degisimlerine dikkat etmek gerekmektedir, ciinkii tamponun
pH’ 1nin, konsantrasyonunun ve iyonik giiciiniin degisimi bagimsiz olarak meydana

gelmemektedir (Krajewska ve Zaborska, 1999).

Birgok agir metal iireaz aktivitesini inhibe etmekte ve hidroliz kinetigine etki
etmektedir. Ureazin agir metallere karsi yiiksek hassasiyeti, agir metallerin
etkilerinin termal olarak saptamasina olanak saglamaktadir (Oehlschlager ve dig.,

1998).

Genelde, Once baslangic reaksiyon hizlart tespit edildigi i¢in, inhibisyon sabitleri

farkli metotlarla saptanmaktadir (Juszkiewicz ve dig., 1998).
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Juszkiewicz ve dig., (1998) tarafindan yapilan bir calisma, 0.010 mol/lIt iire igeren
fosfat tamponunda 25 °C’de, pH 7°de yiiriitiilmiistiir. Reaksiyon 33 birim/mg protein
ozel aktiviteye sahip 0.5x107 1t hacminde iireaz eklenmesi ile baslatilmistir.
Deneylerde 0.3x10™ ve 0.8x10™ mol/lt konsantrasyonda 2-merkaptaetanol inhibitorii
iceren ve hi¢c 2-merkaptaetanol inhibitorii icermeyen cozeltilerde siirdiiriilmiis,
reaksiyon boyunca sicaklik degisimleri 2 saniye zaman araliklan ile kaydedilmistir.
Elde edilen veriler zamana kars1 sicaklik degisimi olarak grafige dokiilmiis 3 ayr
konsantrasyonun da dordiincii derecen polinoma uydugu goriilmiistir. 2-
merkaptaetanol inhibitorii iceren ve icermeyen sistemlerde yapilan analizler
sonucunda inhibisyon sabiti K; saptanmustir. Inhibitor iceren ve iceremeyen deney
datalarinin dordiincii dereceden polinomal egrileri lineerlestirilmis ve ii¢ farkli
konsantrasyon icin de Vi,.x degeri 0.168-0.156 mol/lt.dk olarak bulunmustur. Elde
edilen sonuglar 2-merkaptaetanol inhibitoriiniin lireaz iizerine kompetitiv inhibisyon
etkide bulundugu bildirilmistir. 2- merkaptaetanol inhibitoriiniin inhibisyon sabiti
0.0528-0.0516 mol/lt olarak hesaplanmistir. Yapilan bu c¢alismada, kolorimetrik
metodun, reaksiyon ilerleme egrisinin ¢izilmesini saglayacak  verilerin
kaydedilmesinde sagladigi kolaylik bakimindan uygun, fakat metodun deney
siiresine olan hassasiyeti nedeniyle uygun olmadig1 rapor edilmistir. Kuvvetli bir
inhibitoriin oldugu sistemde reaksiyon siiresi uzamakta ve sicaklik kaybi1 kontrol
edilememektedir. Bu nedenle inhibitoriin olmadig1 sistemde reaksiyon egrisi,

inhibitoriin oldugu sisteme kiyasla daha genis bir aralikta devam etmistir.

Kot ve dig., (2000) 25 °C’de pH 7.0’de fosfat tamponu kullanarak reaksiyon
yiiritmiiglerdir. Reaksiyonda baslangi¢ iire konsantrasyonu, 10 mmol dm™ olarak
alinmis ve reaksiyon 0.5x107 It iireaz 0.1 1t hacminde hazirlanan iire cozeltisine ilave
edilerek baslatilmistir. Calismada inhibitorlii ve inhibitorsiiz sistemde yiiriitiilmiistiir.
Inhibitoriin kullamlmadig: reaksiyonda toplam iirenin reaksiyon baslatildiktan 15
dakika sonra hidroliz oldugu goriilmiistiir. Inhibitorlii sistemde inhibitor olarak
kullanilan ii¢ farkli tiyol inhibitoriiniin farkli iki konsantrasyonu inhibitorsiiz sistemle
karsilagtirilmstir. 0.05x107 ve 0.1x10™ mol/It B- merkaptaetilamin, 2x107 ve 3x107
mol/lt tiyoglikolik asit ve 1x10™ ve 2x10™ mol/lt tiyolasetik asidin kullamldig1 her
bir reaksiyon verilerinin dordiincii dereceden polinoma uydugu goriilmiis ve her bir
inhibitoriin iireaz lizerine kompetitiv inhibisyon etkisi yaptig1 rapor edilmistir. Elde

edilen inhibisyon sabitleri karsilastirildiginda, B-merkaptaetilamin inhibitoriiniin -
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amino grubu ile yiikli olmasi nedeni ile gii¢lii, f-merkaptaetanoliin orta dereceli,
anyonik karboksil grubu igeren tiyoglikolik asidin ise zayif bir inhibitér oldugu
aciklanmistir. Tiyol inhibitorleri ile yapilan deney sonuglarina gore, tiyoasetik asidin
zayif bir inhibitor oldugu, thioasetik asidin metil grubunun nikel iyonlarini
baglamada engel teskil etmeyecegi bildirilmistir. Esas olarak iireaz icin gercek
inhibitor cesitlerinin tiyolat anyonlar1 oldugu ve protonlasmis tiyollerin aktif olarak
inhibisyon etki gostermedikleri, tiyollerin direkt olarak nikel iyonlarinin aktif

tarafina tutunduklan tespit edilmistir.
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3. DENEYSEL CALISMA

3.1 Deneysel Calismalarin Planlanmasi

Tez ¢aligmas1 kapsaminda cesitli gruplarda deneyler yiiriitiilmiistiir. Oncelikli olarak
idrar numunesinde caligilacak optimum iireaz konsantrasyonunun saptanmasi
acisindan bir seri on deney yiiriitilmiistir. On deneylerde, gercek sistemlerdeki
doniisiim zamanini, iireaz konsantrasyonu ve ortam sartlarin1 goze alarak ortamda
bulunan serbest iireaza gore, pH ve sicaklik bakimindan gercek doniisiime uygun bir
ortam saglanmistir. Bu ©On calisma kapsaminda iire hidrolizi Once sentetik
numunelerde incelenmistir. Yapilan bu deneylerde 1000, 3000, 6000 mg N/It
konsantrasyonda iire i¢eren sentetik ¢ozeltide 20°C’de ve pH 7’de 10 ve 25 mg
ireaz/It enzim konsantrasyonlarinda ¢alisilmistir. Deneysel calisma kapsaminda 5 ve
96 U/mg aktivitede iireaz enzimi kullanilmistir. Sentetik numunelerde yapilan bu
deneyler daha sonra idrar numunesi ile yapilacak deneylerle karsilastirma yapmak

acisindan da 6nem tagimaktadir.

Tablo 3.1°de idrarin tipik bilesimi verilmistir, bu bilesim icinde bulunan tuzlarin
anyon ve katyonlarin proses listiinde etkili olmast s6z konusudur. Dolayist ile bu
tuzlarin tek tek ve kombinasyonlar halinde iire hidrolizine etkisinin belirlenmesi
idrarda gerceklesen iire hidroliz olayin aciklamasi agisindan O6nem tasimaktadir.
Yapilan bir grup deneyde 6000 mg N/It konsantrasyonda iire iceren sentetik ¢ozelti
icine idrar numunesi icinde bulunan tuzlardan tablodaki konsantrasyonlari esas
alarak belirlenen kombinasyonlarda ve konsantrasyonlarda eklenip 20 °C’de ve pH
7’de bir grup deney yiiriitiilmiistiir. Farkli kombinasyonlarda ve konsantrasyonlarda
eklenen MgCl,6H,0, CaCl,2(H,0), NH4Cl, KCI, Na;SO410(H,0), Na,HPO,4, NaCl
tuzlar ile yiiriitillen deneylerde Na*, K*, POy ve Ca”" iyonlarin etkisi arastirilmustir.
Bunun yani sira, bu tuzlarin idrar bilesiminde bulunan konsantrasyonlarindan yola
cikarak 6000 mg N/It iire konsantrasyonunda sentetik iire ¢dzeltisine bu tuzlar adim
adim eklenerek sentetik idrar numunesi elde edilmistir. Elde edilen bu sentetik idrar

numunesinde hidroliz reaksiyonu yiiriitiilmiistiir. Elde edilen sonuclar gercek idrar
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numunesi ile siirdiiriilen hidroliz reaksiyonu ile karsilagtirilmig ve reaksiyon

farkliliklarinin sebeplerinin ortaya konmasi amag¢lanmastir.

Tez calismasi1 kapsaminda yapilan deneyler gercek sistemi yansitmasi acgisindan pH
kontrolsiiz olarak yiiriitiilmustiir. Siirdiiriilen {iire hidroliz reaksiyonlarinda pH
degisiminin reaksiyonunun ilk anlarinda hizli oldugu daha sonralar1 ise yaklasik sabit
bir degerde kaldig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte, reaksiyonun ilk anlarinda meydana
gelen amonyak doniisiimiiniin de Onemli bir diizeyde oldugu saptanmistir. Bu
nedenle, bir de tampon sistem kullanilarak doniisiim hizimin pH kontrollii sistemde
degerlendirilmesi ve pH kontrolsiiz sistemlerdeki doniisiim hiz1 ile karsilastirilmasi

saglanmistir.

Tampon sistemler yiiksek konsantrasyonda etkili olmakta ve ¢cogu tampon sistem {ire
hidrolizine inhibitor etki yaratmaktadir. Literatiirde yapilan ¢calismalarda pH kontrolii
amaci ile kullanilan tris sistemlerin iire hidroliz reaksiyonu iizerine etkisi tam olarak
belirlenememistir. Bununla birlikte; Hiitll ve arkadaslar1 (1994) yaptiklar calismada,
fosfat tamponunun hidroliz reaksiyonu iizerine Onemli Ol¢iide inhibisyon etkisi
oldugunu ortaya koymuslardir. Bu sebeple, yukarida amaci agiklanan pH kontrollii
deneylerde, hidroliz reaksiyonu {iizerine inhibisyon etkisi nispeten az olan borat
tampon kullanilmas1 uygun goriilmiis ve sabit pH’ta hidroliz hizinin 6l¢iimii i¢in 20

°C’de pH 9’da yiiriitiilen deneyde borat tampon kullanilmustir.

Yapilan bu deneylerin akabinde ger¢ek idrar numunesinde bir grup deney
yiiriitiilmiis ve elde edilen sonuglar sentetik iire ¢ozeltisi ile elde edilen sonuglarla
karsilastirilmistir. Gergek idrar numunesi ile yiiriitillen ilk deneylerde aym idrar
numunesinde, 20 °C’de ve pH 7’de 10, 15, 25 mg iireaz/It enzim konsantrasyonunda
calisilmis ve farkli iireaz konsantrasyonunda elde edilen verimler karsilastirilirken,
bunun yan1 sira 6n deneylerde belirlenen ve tez ¢alismasinda kullanilacak optimum

ireaz konsantrasyonun etkinligi de dogrulanmustir.

Diger bir grup deneyde, toplanan idrar numunesi 870 ve 2600 mg N/It iire
konsantrasyonuna seyreltilmis ve 20 °C’de ve pH 7°de 25 mg iireaz/It enzim
konsantrasyonunda hidroliz reaksiyonu yiiriitiilmiistiir. Elde edilen sonuglar 1000,

3000 mg/1t sentetik iire ¢cozeltisi ile yapilan deney sonuglari ile karsilagtirilmistir.

Literatiirde yapilan calismalarda, gercek sistemlerde idrarin sifon suyu ile birebir

seyreldigi belirtilmistir. Deneysel ¢alisma kapsaminda yapilan son grup deneyde,
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gercek sistemlerle kiyaslama yapabilmek maksadi ile 20 °C’de ve pH 7’de 25 mg
ireaz/It enzim konsantrasyonunda idrar numunesine 1’e 1 seyrelme yaparak ve
seyrelme yapmadan hidroliz reaksiyonlari

yiiriitiilmiistir ve seyrelmis ve

seyrelmemis idrar numunesi reaksiyon sonuglari karsilastirilmistir.

3.2 Deneysel Cahisma Diizeni

3.2.1 Materyal

Enzimatik iire hidrolizinin yiiriitiildiigii deneysel calismalarda 97 U/mg ve 5 U/mg
aktivitede jack bean iireaz enzimi kullanilmistir. Ure ¢ozeltisi calisilacak
konsantrasyona gore belirlenen miktarlarda {iirenin distile suda c¢oziilmesi ile

hazirlanmagtir.

Deneysel calismada kullanilan idrar numunesi ise gen¢ ve orta yasli, saglikli 20
kadin ve erkekten alinmistir. Toplanan idrar numuneleri bozulmay1 engellemek i¢in
+4 °C’de muhafaza edilmistir. Her bir ayri numunenin numune karakterizasyonu

yapilmistir ve literatiir degerlerine uydugu goriilmiistiir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: Idrarin Tipik Bilesimi

Parametre 1.Idrar numunesi | 2. idrar numunesi | 3. Idrar numunesi
TKN 6500 mg/lt 6520 mg/lt 9400 mg/1t
PO,-P 430 mg/lt 740 mg/lt 690 mg/lt
Mg - 91 mg/lt -

Ca - 3000 mg/1t -

K - 1100 mg/1t -
NH;-N 402 mg/lt 428 mg/lt 1400 mg/It
Na - 3000 mg/1t -

Cl - 5700 mg/lt 6000 mg/It
NO; - 230 mg/It -

SO, - 1570 mg/lt 1500 mg/lt
pH 6.54 mg/lt 6.57 mg/lt 6.64

Kontrollii pH ortaminda yiiriitiilen hidroliz reaksiyonunda pH kontolii, iireaz enzimi
lizerine diger tamponlara nazaran en az inhibisyon etkiyi yaratan, borat tampon ile
yapilmistir. Borat tampon pH’1 9’a tamponlamaktadir. Deneysel calismada borat
tampon (Na;B4O7.10H,O) 500 ml idrar numunesi i¢ine 38 gr'inin ilave edilip
¢coOziilmesi ile kullanilmistir. Sentetik idrar ¢ozeltisi olusturulurken ve gercek idrar
numunesi i¢inde bulunan iyonlarin etkisinin incelendigi deneylerde idrar bilesiminde

bulunan anyon ve katyonlardan yola ¢ikarak belirlenen konsantrasyonlarda
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MgC126H20, CaC122(H20), NH4C1, KC], Nast410(H20), NazHPO4, NaCl tuzlar

sentetik cozeltiye eklenmistir.

3.2.2 Metod

Hazirlanan sentetik iire ve gergek idrar numuneleri 20 °C’de pH 7’ye ayarlandiktan
sonra iireaz enzimi ilavesi ile hidroliz reaksiyonu yiiriitiilmustiir. Sentetik iire
cozeltisi; distile suda iirenin ¢oziilmesi ile elde edilmistir. Idrar numuneleri ise
yaklagik 20 kadin ve erkekten karisik olarak toplanmis ve numune karakterizasyonu
yapitlmistir. Numune karakterlerinin literatiirde gecen idrar karakterizasyonu ile

uyum i¢inde oldugu goriilmiistiir.

Enzimatik {iire hidroliz reaksiyonu mantar kapakli kavanozda, kapali sistemde
yiirtitiilmiistiir. Numuneler 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 120, 180, 240,
300, 360, 420, 480 dakika gibi zaman araliklarinda siringa ile alinmistir. Alinan
numunelerde pH ol¢iilmiis, pH Ol¢iimiiniin ardindan iireaz enzimi aktivitesinin yok
etmek i¢in 1:1 HCI ile pH 3’e disiiriilerek kapali numune kaplarinda saklanmistir.
Saklanan numunelerde amonyak ol¢iimleri “Standard Methods for the Examination
of Water and Wastewater” da belirtilmis distilasyon titrasyon metoduna gore

yapilmistir.

3.3 Deneysel Calisma Sonuclari

Literatiirde iireaz enzimi ile yapilmis hidroliz reaksiyonu calismalarindan elde
edilmis Michaelis Menten K,, degerlerinin substrat konsantrasyonu yaninda ihmal

edilebilir seviyede oldugu goriilmiistiir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2: Literatiirden Elde Edilen Km ve Substrat Degerleri

Eklenen Tampon K., (mg/lt) S (mg/lt)
Bovine Serum Albumin 2.2 1200
Ovalbumin 2.04 1200
Fosfat 1.92 1200

Substrat konsantrasyonu yiiksek oldugunda, Km degerinin S degeri yaninda ihmal

edilmesi halinde M. Menten 0. mertebe reaksiyon kinetigine doniismektedir.
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Tez calismas1 kapsaminda yapilan deneysel ¢alisma sonuclarinin Michaelis Menten
kinetigine tam olarak uyum saglamadig1r goriilmiistiir. Reaksiyon kinetigi 1. ve 2.
mertebe kinetiklerine de uyumlu bulunmamistir. Buna karsin reaksiyon 0. mertebeye
daha iyi bir uyum gostermistir. Bu durum yukarida agiklanan sebeplerden otiirii

normal bir sonug olarak degerlendirilmistir.

Diger yandan deneysel ¢alismada elde edilen sonuglarin Michaelis Menten kinetigine
tam bir uyum gostermemesinin bir sebebi de deney kosullarinin sabit olmamasidir.
Deneysel kosullarinin sabit olmamasinda pH degisiminin biiyiik rolii olmustur.
Bununla birlikte, calisilan substrat konsantrasyonunun yiiksek olmasi1 iiriin
inhibisyonuna sebep olmus ve bu durum da Michaelis Menten kinetiginden sapmaya
sebep olmustur. Bu sebepten dolayi, tez calismasi kapsaminda Michaelis Menten
kinetiginin uygulamas1 yapilmamistir. Deney sonuclari 0. mertebe reaksiyon kinetigi
baz alinarak yorumlanmistir. Ancak, deneysel sonuglar 0. mertebe reaksiyon
kinetigine oldukca iyi bir yaklasiklikla ifade edilebilmekle birlikte, sonuclarin
kosullara bagli olarak belirgin sapma gosterdigi de goriilmiistiir. Bu sapmalarin en

genelde halde aciklamasi asagida yapilmistir.

Yapilan deneylerde zamana karsi substrat konsantrasyonundaki degisime
bakildiginda, cogu deneyde ilk 6 saatlik izlemede 0. mertebeye iyi bir uyum
goriilmiistiir. Bunun bdyle olmasinin sebebi substrat konsantrasyonu yiiksek iken
hizlarin daha fazla olmasidir. K;, degerlerinin kiiciik olmas1 sebebi ile ¢ogunlukla

reaksiyon baslangiclarindaki uyum sonralar1 sapma gostermistir.

Sapmalarin olusmasinin en onemli sebebi pH ve iiriin konsantrasyonudur. pH hem
Kyl hem maksimum hiz1 etkilemektedir. Fakat literatiirde de belirtildigi gibi K,
tizerine olan etkisi son derece azdir. Buna mukabil maksimum hiz iizerine olan etkisi
daha fazladir. Bu etki pH 7’den 9’a dogru cikildikca hiz sabitinin azalmas1 seklinde
etkili olmaktadir. Dolayis1 ile deneylerin pH degisimini degerlendirdigimizde,
reaksiyon siiresince pH 7°’den 9’a dogru ¢iktig1 i¢in reaksiyon hizi azalacagi ve k

sabitinin degisiminden dolay1 sapmalarin olacagi sdylenebilmektedir.

Uriin konsantrasyonu bazinda bir degerlendirme yaparsak; iiriin konsantrasyonu
artikga, iireaz reaksiyonlar1 i¢in belirtilen ancak kantitatif deger verilmeyen diiriin

inhibisyonunun siddetlenmesi ile hidroliz hizinda azalma olacagi sdylenebilmektedir.
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3.3.1 Optimum iireaz konsantrasyonunun tespiti icin yapilan 6n deneysel
calismalar

Deneysel calismalara baslamadan ©nce deneylerin yiiriitillecegi iire ve {iireaz
konsantrasyonlarimi tespit etmek amaci ile bir 6n ¢alisma yapilmistir. Hazirlanan
sentetik numunelerde yiiriitiilen bu 6n deneylerde iire konsantrasyonlar1 1000, 3000,
6000 mg N/t olarak secilmis ve reaksiyonlar 10 ve 25 mg ireaz /It

konsantrasyonlarinda yiiriitiilmiistiir.

3.3.1.1 1000 mg N/It iire ¢ozeltisi 10 mg iireaz/ It ile hidrolizi

1000 mg N /It iceren iire ¢ozeltisinde 10 mg iireaz /It enzim konsantrasyonunda 20
°C’de pH 7’de 1560 dakika siirdiiriilen reaksiyonda 1000 mg/It N‘un 960 mg N/It‘si
hidroliz olmus ve % 96 verim elde edilmistir (Sekil 3.1). 360 dakika sonunda ise
N’un %94’iiniin hidroliz oldugu goriilmiistiir. Ilk 5 dakikada reaksiyon hizinin
yiiksek oldugu goriilirken zamanla reaksiyon hizinin diistiigii saptanmistir (Sekil

3.2).

Deney 1000 mg N/t iire konsantrasyonda yiiriitiildiigli i¢in substrat konsantrasyonu
digiiktiir. Zamanla pH’da meydana gelen degisim izlendiginde 360 dakika sonra
pH’1n 9.3 mertebesine ulastigi goriilmiistiir. Reaksiyon basinda reaksiyon alaninda
bulunan substrat konsantrasyonu diisik oldugu icin ve 10 mg {ireaz/It
konsantrasyonu baslangi¢cta ortamda hizli bir doniisiim saglamadigl icin {iriin
inhibisyonu diger deneylere gore daha kiigiik diizeylerdedir. Dolayisiyla reaksiyon %

96 verimle tamamlanmistir.
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Sekil 3.1: 1000 mg N /It Ure Konsantrasyonunda Sentetik Cozeltinin 10 mg iireaz /1t
Enzim Konsantrasyonunda Tiim Reaksiyon Boyunca Hidrolizi [yon Boyunca
Hidrolizi
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Sekil 3.2: 1000 mg N /It iire Konsantrasyonunda Sentetik Cozeltinin 10 mg iireaz /It
Enzim Konsantrasyonunda 360 Dakika Boyunca Hidrolizi

3.3.1.2 1000 mg N/1t iire cozeltisi 25 mg iireaz/ It ile hidrolizi

1000 mg N /It igceren iire cozeltisine 25 mg iireaz/lt eklenerek gerceklestirilen
reaksiyonda, 20 °C’de pH 7’de 1740 dakikalik izleme sonrasinda N’un 929
mg/It’sinin doniistiigii goriilmiis % 93 verim elde edilmistir (Sekil 3.3). Ilk 5.
dakikaya kadar doniisiimiin yiiksek oldugu saptanmis, ancak zamanla reaksiyon
hizinda diisiis goriilmiistiir. 360 dakika sonunda, hidroliz olan iire konsantrasyonunun

900 mg N/It oldugu saptanmis %90 verim elde edilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.3: 1000 mg N /It tire Konsantrasyonunda Sentetik Cozeltinin 25 mg iireaz/1t
Enzim Konsantrasyonunda Tiim Reaksiyon Boyunca Hidrolizi
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Sekil 3.4: 1000 mg N /It Ure Konsantrasyonunda Sentetik C6zeltinin 25 mg iireaz/lt
Enzim Konsantrasyonunda 360 Dakika Boyunca Hidrolizi

3.3.1.3 3000 mg N/It iire cozeltisi 10 mg iireaz/ It ile hidrolizi

3000 mg N/It iceren sentetik iire ¢cozeltisinde 10 mg iireaz/It enzim konsantrasyonu
ile 20 °C’de pH 7’de yiiriitillen deney sonuglart incelendiginde, 11520 dakikalik
izleme sonucunda 1287 mg N/It iire ¢ozeltisi hidroliz olmus, %43’liikk verim elde
edilmistir (Sekil 3.5). 360 dakikada 616 mg N/It iire hidroliz olmus ve 360.
dakikadaki reaksiyon verimi %20 olarak bulunmustur (Sekil 3.6).

2900
2700

[ o]
[4}]
=
=

2300
2100

Substrat (mg/1t)

1800 |
1700 L

1:300

0 2000 4000 000 5000 10000 12000
telk)

Sekil 3.5: 3000 mg N /It Ure Konsantrasyonunda Sentetik C6zeltinin 10 mg iireaz/lt
Enzim Konsantrasyonunda Tiim Reaksiyon Boyunca Hidrolizi
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Sekil 3.6: 3000 mg N /It Ure Konsantrasyonunda Sentetik C6zeltinin 10 mg iireaz/lt
Enzim Konsantrasyonunda 360 Dakika Boyunca Hidrolizi 3000 mg/It N Ure
Cozeltisinin 10 mg/It Ureaz Ile 360 Dakika Hidrolizi

3.3.1.4 3000 mg N/It iire cozeltisi 25 mg iireaz/ It ile hidrolizi

3000 mg N/It iceren sentetik iire ¢cozeltisinde 25 mg iireaz/It enzim konsantrasyonu
ile 20 °C’de pH 7’de yiiriitiilen deney sonuglari incelendiginde, 2940 dakika sonunda
2904 mg N/It iirenin doniistiigli goriilmiis ve reaksiyon verimi %97 olarak
hesaplanmistir (Sekil 3.7). Elde edilen sonuglarda 1920’inci dakikadan sonra iire
konsantrasyonunda bir degisim olmadigi goriilmiis ve reaksiyonun 1920’inci
dakikada durdugu saptanmistir. 360. dakikada elde edilen hidroliz verimi 1936 mg
N/t iirenin hidrolizi ile %65 olarak bulunmustur (Sekil 3.8).
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Sekil 3.7: 3000 mg N/t Ure Konsantrasyonunda Sentetik Cozeltinin 25 mg iireaz/It
Enzim Konsantrasyonunda Tiim Reaksiyon Boyunca Hidrolizi
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Sekil 3.8: 3000 mg N/t Ure Konsantrasyonunda Sentetik Cozeltinin 25 mg iireaz/It
Enzim Konsantrasyonunda 360 Dakika Boyunca Hidrolizi

3.3.1.5 6000 mg N/It iire cozeltisi 25 mg iireaz/ It ile hidrolizi

Gergek idrar numunesinde elde edilecek verimleri Onceden kestirebilmek ve bir
karsilastirma saglayabilmek amaci ile 6000 mg N/It iire ¢ozeltisi ile 25 mg tireaz/It
konsantrasyonunda 20 °C’de pH 7’de yiiriitiilen reaksiyon 7500 dakika izlenmistir.
Reaksiyonunu 5. dakikaya kadar hizla ilerledigi goriilmiis ve zamanla reaksiyon
hizinda diisiis izlenmistir. 7500 dakikada 5760 mg N /It konsantrasyonda tire hidroliz
olup %96 reaksiyon verimi elde edilirken, 360. dakikada 5062 mg N/It iire hidroliz
olmus ve %84 verim elde edilmistir (Sekil 3.9 ve Sekil 3.10).
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Sekil 3.9: 6000 mg N/t Ure Konsantrasyonunda Sentetik Cozeltinin 25 mg iireaz/It
Enzim Konsantrasyonunda Tiim Reaksiyon Boyunca Hidrolizi
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Sekil 3.10: 6000 mg N/It Ure Konsantrasyonunda Sentetik Cozeltinin 25 mg iireaz/It
Enzim Konsantrasyonunda 360 Dakika Boyunca Hidrolizi

3.3.1.6 Optimum iireaz konsantrasyonunun secilmesi

Tablo 3.3’de optimum {iireaz konsantrasyonunun se¢ilmesi amaciyla yiiriitiilen iire
hidroliz reaksiyonlar1 6zetlenmistir. 10 mg iireaz/It enzim konsantrasyonunda 360
dakikada %94 verime ulasilirken ve 25 mg iireaz/It enzim konsantrasyonunda 360
dakikada % 90 verime ulasilmistir. 10 mg {reaz/lt enzim konsantrasyonunda
yiiriitiilen deneyde enzim konsantrasyonu 20 mg iireaz/It enzim konsantrasyonuna
gore diisiik oldugu icin baslangic amonyak doniisiimii yavas meydana gelmis ve iiriin
inhibisyonu goriilmemistir. Bu nedenle reaksiyon hizi 25 mg {iireaz/lt enzim
konsantrasyonuna gore daha hizli gergeklesmistir. Bununla birlikte 25 mg tireaz/lt
enzim konsantrasyonunda yiiriitillen deneyde iiriin inhibisyonu meydana geldigi i¢in
reaksiyonun tamamlanma siirelerine bakildiginda 10 mg ireaz/lt enzim
konsantrasyonunda reaksiyon 1560 dakikada % 96 verime tamamlanirken 25 mg
tireaz/It enzim konsantrasyonunda 1740 dakikada % 93 verime tamamlanmustir.

(Sekil 3.11).
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iireaz/It Enzim Konsantrasyonlarinda Yiiriitiilen Deneylerin Karsilagtirtlmasi

3000 mg N/It iire konsantrasyonunda 10 ve 25 mg iireaz/It enzim konsantrasyonunda
yiiriitiilen deneylerde reaksiyon hizi enzim konsantrasyonu ile paralel olarak
artmistir. 10 mg tireaz/It enzim konsantrasyonunda 360 dakika sonra % 20 verim elde
edilirken, 25 mg iireaz/It enzim konsantrasyonunda % 65 verim elde edilmistir. 10
mg iireaz/It konsantrasyonda yiiriitilen deney 11520 dakika sonra reaksiyon %43
verimle sona ererken, 25 mg lireaz/lt enzim konsantrasyonunda yiiriitiilen deneyde
2940 dakika sonra % 97 verimle reaksiyon sonlanmistir. Dolayis1 ile iireaz

konsantrasyonunun reaksiyon siiresine ve verimine dogrudan etki ettigi goriilmiistiir

(Sekil 3.12).
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6000 mg N/It iire konsantrasyonuna sahip sentetik ¢ozeltide yiiriitillen reaksiyonu
3000 mg N/It iire ¢ozeltisi ile yiiriitiilen reaksiyon ile karsilastirildiginda 6000 mg
N/1t iire ¢ozeltisinde 360 dakikaya kadar %84 verim elde edilirken, 3000 mg N/It iire
cozeltisinde 360 dakikaya kadar % 65 verim elde edilebilmistir (Sekil 3.13). 6000
mg N/It iire konsantrasyonunda sentetik c¢ozeltide, baglangigtan ilk 360 dakikaya
kadar reaksiyon 3000 mg N/It iire konsantrasyonundaki sentetik ¢ozeltiye gore daha
hizl gerceklesmis, ancak amonyak konsantrasyonunun artmasi ile iiriin inhibisyonu
meydana gelmis ve reaksiyon hizinin diismesine sebep olmustur. Bu sebepten, 6000
mg N/t iire konsantrasyonunda sentetik ¢cozeltide 7500 dakika sonunda % 96 verime
ulagilirken, 3000 mg N/It iire konsantrasyonunda sentetik ¢ozeltide 2940 dakika
sonunda %97 verime ulasilmistir. Dolayisi ile reaksiyonda amonyak doniisiimiiniin
baslangigta hizli olmasi, {iiriin inhibisyonunun gerceklesmesine sebep olarak

reaksiyon hizi iizerine olumsuz etki yaratmistir.
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Sekil 3.13: 3000 mg N/It ve 6000 mg N/It Ure Konsantrasyonlarinda Sentetik
Cozeltilerin 25 mg iireaz/It Enzim Konsantrasyonunda Hidrolizi

Yapilan bu 6n deneyler sonunda optimum iireaz enzimi konsantrasyonu 25 mg/It

olarak secilmistir.
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Tablo 3.3: Sentetik Numunelerde Yapilan On Deneyler

Sentetik Numunelerde Yapilan On Deney Sonuclar
Substrat Ureaz Zaman Verim
Konsantrasyonu Konsantrasyonu (dakika) %0
(mg N/It) (mg iireaz/It)
10 360 94

zZ 1560 96

g

- 25 360 90
=

— 1740 93

10 360 20

=

Z 11520 43

g

- 25 360 65
S

S

e 2940 97
- 25 360 84
z.

g

- 7500 96
S

S

S

3.3.2 idrarn icinde bulunan tuzlarin etkisinin incelendigi deneyler

Idrar icinde tuzlarin etkisinin incelendigi deneylerde calisilacak sentetik cozelti
konsantrasyonunu idrara en yakin konsantrasyonun se¢ilmesi agisindan 6000 mg N/It
tire konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Tablo 3.1°de verilen idrarin tipik
bilesiminden yola c¢ikarak belirlenen konsantrasyon ve kombinasyonlarda tuzlar
sentetik iire cozeltisine ilave edilerek, tuz bilesimleri i¢inde yer alan ve hidroliz
prosesi iistiine etkili olmasi beklenen anyon ve katyonlarin etkisi arastinlmistir. Bu
anyon ve katyonlarin etkilerinin belirlenmesi, idrarda gerceklesen iire hidroliz
reaksiyonunun agiklanmasi acisindan 6nem tasimaktadir. Bu cercevede yapilan
deneyler asagida anlatilmistir, bir karsilastirma yapabilmek acisindan tuz ilavesi
olmayan ve 6n deneylerde 6000 mg N/It iire konsantrasyonunda sentetik ¢ozeltide

yiiriitiilen hidroliz reaksiyon sonuglari ile karsilastirilmastir.
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3.3.2.2 6000 mg N/It iire ¢ozeltisine KCI ve NaCl tuzlarmin ilavesi

Idrar icinde bulunan iyonlarin etkisinin saptanmasi amaci ile yiiriitiilen deneylerde
once 6000 mg N/It iire iceren sentetik ¢cozeltiye 1921 mg KCI /It ve 8361 mg NaCl /1t
konsantrasyonlarda tuzlar ilave edilip bir deney yiiriitilmiistiir, daha sonra da K"
tuzunun etkisinin tespit edilmesi amaci ile 6000 mg N/It iire ¢ozeltisine 5087 mg

NaCl /It konsantrasyonunda KClI tuzu ilave edilmistir.

20 °C’de, pH 7°de 25 mg iireaz/It enzim konsantrasyonunda 1921 mg KCI /It ve 8361
mg NaCl /It ilavesi ile yiiriitiilen reaksiyon 3240 dakika izlenmis ve reaksiyon
sonunda 5682 mg N/It iire hidroliz olurken, 300 dakika sonra hidroliz olan iire
miktart 3040 mg N/It olarak tespit edilmistir. Bu siireler icin reaksiyon verimi

strasiyla, %95 ve %50 olarak tespit edilmistir.

6000 mg N /It iire iceren sentetik ¢cozeltiye 5087 mg NaCl /It ilave edilmis ve
20°C’de, pH 7°de 25 mg iireaz/It enzimiyle reaksiyon yiiriitiilmiistiir. 480 dakika
izlenen reaksiyonda 5749 mg N /It iire hidrolizi ile %96’lik reaksiyon verimi elde

edilmistir. Bununla birlikte %50 verime 180 dakikada ulasilmistir (Tablo 3.4).

Sekil 3.14’de ve Tablo 3.4’de her iki reaksiyondan elde edilen ve karsilastirmali
olarak gosterilen sonuglardan, K* iyonunun hidroliz reaksiyonunda hiz kisitlayict

etki yarattig1 goriilmiistiir.
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Sekil 3.14: KCI ve NaCl Tuzlarinin Etkisinin Arastirilmasi
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Siirdiiren diger bir deneyde, 6000 mg N /It iire iceren sentetik ¢ozeltiye 9877 mg
NaCl /1t ilave edilmis ve elde edilen ¢ozeltide 20 °C’de, pH 7’de 25 mg iireaz /It
konsantrasyonda enzim ile hidroliz reaksiyonu izlenmistir. 3000 dakika boyunca
izlenen reaksiyonda, 1800 dakikadan sonra iire konsantrasyonun degismedigi tespit
edilmistir. 1800 dakika 5677 mg N /It iirenin hidrolizi ile %95’lik reaksiyon verimi
elde edilmigstir. 300 dakika sonunda N cinsinden iire konsantrasyonuna bakildiginda
2926 mg N/It iirenin hidroliz oldugu goriilmiis ve % 50 reaksiyon verimi elde

edilmistir (Tablo 3.4).

Sekil 3.15’da zamana kars1 substrat degisiminden goriildiigii gibi, 9877 mg/lt NaCl
konsantrasyonunda  yiiriitiilen = deneyde  reaksiyon 5087 mg/lt NaCl
konsantrasyonunda yiiriitillen deneyden daha yavas olarak gerceklesmistir. Sekil
3.16’dan ve Tablo 3.4’den goriildiigii gibi her iki reaksiyonda ciddi bir hiz farki
vardir. NaCl konsantrasyonundaki artis ile birlikte reaksiyon hiz1 yavaglamistir, her
iki reaksiyonda da % 95 verime ulasilmasina ragmen NaCl konsantrasyonundaki

artig reaksiyonun tamamlanma siiresini uzatmistir.
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Sekil 3.15: Farkli NaCl Konsantrasyonlarinin Karsilagtirilmasi
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Tablo 3.4: KCI ve NaCl Tuzlarmin flave Edildigi Reaksiyon Sonuglar

Substrat Eklenen Tuz Ureaz Zaman Verim
(mg N/It) mg/It (mg iireaz/lt) (dakika) %
6000 mgN/lt 1921 mg KCl/1t 25 300 50
8361 mg NaCl/lt 3240 95
180 50
6000 mgN/1t 5087 mg NaCl/lt 25 480 2
480 96
6000 mgN/1t 9877 mg NaCl/lt 25 300 50
1800 95

3.3.2.3 6000 mg N/It iire ¢ozeltisine tiim tuzlarin ilavesi

Idrar numunesine en yakin 6zellikleri tasiyan sentetik cozelti elde etmek amaci ile,
6000 mg N /It iire iceren sentetik cozeltiye 752 mg MgCl,.6H20/1t, 1091 mg
CaCl,.2(H20)/1t, 1621 mg NH4CI /1t, 1921mg KClI /It, 5045 mg Na,SO4.10(H,O)/1t,
2746 mg Na,HPO./1t, 4943 mg NaCl /I konsantrasyonlarda tuzlar eklenerek, pH 7’de
25 mg iireaz /It enzimi konsantrasyonunda reaksiyon izlenmistir. Ilk 5 dakikada
reaksiyonun hizli bir sekilde ilerledigi ancak zamanla reaksiyon hizinda diisiis
meydana geldigi goriilmiistiir. 1620 dakika izlenen reaksiyonda, 5709 mg N /It
cinsiden iire hidroliz olmus ve % 89 reaksiyon verimi elde edilmistir. 180 dakikaya
kadar reaksiyonun gidisine bakildiginda, 3143 mg N/It iire hidroliz olmus ve

reaksiyon verimi % 53 olarak hesaplanmistir (Tablo 3.5).

En diisiik reaksiyon verimi sentetik idrarda yiiriitiillen reaksiyonda elde edilmistir.
Icinde herhangi bir tuz ilavesi olmayan sentetik iire c¢ozeltisinde verimin, idrar
numunesinden daha fazla oldugu goriilmiistir. Bunu sebebi sentetik idrar
numunesine ilave edilen tuzlarin reaksiyonda hiz kisitlayici etkileri olarak

aciklanabilmektedir (Sekil 3.16).

Bununla birlikte, sentetik idrarla yiiriitillen reaksiyondan elde edilen sonuglar, gercek
idrarla ayni1 kosullarda siirdiiriilen reaksiyon sonuclari ile karsilagtirildiginda gercek
idrardan daha yiiksek bir verim elde edildigi goriilmektedir. Bu durum idrarin iginde
bulunan diger bilesenlerin, hormanlarin iireaz aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi

yarattig1 seklinde aciklanabilmektedir.
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Sekil 3.16: Tuzlarla Yapilan Hidroliz Reaksiyonlarinin, Ure Cozeltisi ve Sentetik
Idrar Numunesi Ile Karsilastirilmasi
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Tablo 3.5: Yapilan Tiim Deneylerin Birlikte Gosterimi

Substrat Eklenen Tuz Ureaz Zaman Verim
(mg N/1t) (mg/lt) (mg iireaz/lt) (dakika) %
180 50
- 2
6000 > 7500 9
1921 mg KCl/1t 300 50
8361 NaCl/It 25
6000 e e 3240 94
180 50
5087 NaCl/lt 25
6000 mg Na 4580 96
9877 mg NaCl/lt 300 50
25
6000 1800 95
752 mg MgCl,. 6H20/1t 180 53
1091 CaCl, . 2(H,0) mg/1t
1621 mg NH4Cl /1t
6000 1921mg KCl /1t 25
1620 89
5045 mg Na,SO4*
10(H,O)/1t
2746 mg Na,HPO,/1t
4943 mg NaCl /1t

3.3.2 pH’1n etkisinin incelendigi pH kontrollii ve kontrolsiiz yiiriitiilen deneyler
pH’1n etkisinin incelenmesi amaci ile yiiriitiilen her iki deneyde 6518 mg N/It iire
konsantrasyonuna sahip 2. idrar numunesi (bknz. Sayfa 19) kullanilmistir. Deneyler
20 °C’de, pH 9’da 25 mg iireaz/It konsantrasyonunda iireaz enzimi ilavesi ile
yiirtitiilmiigtiir. Bir deneyde pH kontroliinii saglamak icin borat tampon ilave
edilirken, karsilastirma saglayabilmek amaci ile yiiriitiilen diger deneyde borat

tampon ilave edilmemistir.

3.3.2.1 pH kontrolsiiz iire hidrolizi

pH 9’a ayarlanip borat tampon ilave edilmeden, 3040 dakika izlenen reaksiyonda
1660. dakikada reaksiyon alaninda 4719 mg N/It iirenin hidroliz oldugu saptanmis ve
3040. dakikaya kadar konsantrasyonda bir degisim olmadigi goriilmiistiir. 1660
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dakikalik reaksiyon sonunda %72’lik reaksiyon verimi elde edilmistir. 360. dakikaya
kadar reaksiyonda 2609 mg N/It iire hidroliz olmus ve %40 verim elde edilmistir
(Tablo 3.6).

3.3.2.2 pH Kontrollii Ure Hidrolizi

pH’1 9’a ayarlanan 500 ml idrar numunesine 32 gr (Na;B4O;10H,0) borat tamponu
eklenerek pH kontroliiniin hidroliz verimine etkisi saptanmistir. 4320 dakika izlenen
reaksiyon sonunda 1193 mg N/It {ire hidroliz olmus ve %18 hidroliz verim elde

edilmistir (Tablo 3.6).

Tablo 3.6: pH Kontrollii ve Kontrolsiiz Yiiriitiilen Reaksiyonlarin Karsilastirilmasi

Substrat pH Borat Tampon Ureaz Zaman Verim
Konsantrasyonu Na,B,0,10H,O0 Konsantrasyonu (dakika) %
(mg N/It) (mg iireaz/It)
25 360 40
A
>?‘ 1660 72
6518 mg N/It 9
5 25 4320 18
>

pH 9’da 25 mg iireaz/It konsantrasyonunda pH kontrollii ve pH kontrolsiiz iire
hidroliz reaksiyon verimleri karsilastirildiginda borat tamponu ile yiiriitillen
reaksiyonda borat tamponun inhibisyon etkisi nedeni ile verim 4320 dakikada ancak
%18’e ulasirken, borat tampon ilave edilmeyen reaksiyonda 1660 dakikada
reaksiyonda % 72 verim elde edildigi goriilmiistiir. Sekil 3.17°de de goriildiigii gibi
pH kontrollii deneyde reaksiyon verimi pH kontrolsiiz deneye gore oldukga diistiktiir.
Bunun borat tamponun iireaz enzim aktivitesini diisiirmesi sebebiyle oldugu
diisiiniilmektedir. Literatiirde Fidaleo ve Lavecchia da borat tampon kullanarak
yiiriittilkleri  ¢calismada, borat tamponun enzim aktivitesini  diistirdiigiinii

gozlemlemiglerdir.
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Sekil 3.17: II. Idrar Numunesi Ile Yiiriitiilen pH Kontrollii-Kontrolsiiz Hidroliz
Reaksiyonu

Borat tampon ilave edilip yiiriitiilen reaksiyonda borat tamponun etkisi sebebi ile pH
9’da sabit kalirken, tampon ilavesinin olmadig1 deneyde pH 9.5 degerine ulagmustir.
Bu sonug¢ deneysel calisma kapsaminda baglangic pH 11 7’ye ayarlayip reaksiyon
yiiriittiigiimiiz deney sonuglarina uyarken, ayn1 zamanda Fidaleo ve Lavecchia da,
2003 senesinde yaptiklar1 calismada tampon ilavesi olmayan sistemlerde pH’1in 9.4°e

ulagtigini bildirmislerdir.

3.3.3 Ureaz konsantrasyonunun etkisinin incelendigi deneyler

6518 mg N /It iire iceren II. idrar numunesinde 20 °C’de pH 7’de 10, 15, ve 25 mg
tireaz/lt enzim konsantrasyonunda yiiriitilen deneylerde iireaz enzimi
konsantrasyonunun etkileri incelenmistir. Siirdiiriilen reaksiyonlarda 5. dakikaya
kadar reaksiyonun hizla ilerledigi ancak 5. dakikadan sonra reaksiyon hizinda diisiis

oldugu goriilmiistiir.

3.3.3.1 10 mg iireaz/lt

10 mg iireaz /It enzim konsantrasyonunda yiiriitiillen reaksiyon 2880 dakika sonunda
%80 verim elde ederek durmustur. Bu siire icinde 5186 mg N/It iire hidroliz
olmustur. 460 dakikaya kadar reaksiyonda 3103 mg N/It iire hidroliz olmus ve %50
verim elde edilmistir (Tablo 3.7).
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3.3.3.2 15 mg iireaz/It

15 mg ireaz/lt enzim konsantrasyonunda yiiriitilen reaksiyon 4320 dakika
izlenmistir. 4320 dakika boyunca izlenen reaksiyonda 2100. dakikadan sonra iire
konsantrasyonunda bir degisim goriilmemis ve reaksiyonun 2100. dakikada durdugu

tespit edilmistir.

2100 dakika sonunda 5230 mg N/It iire hidroliz olmus ve %80 reaksiyon verimi elde
edilmistir. Bununla birlikte 260 dakikada 3216 mg N/It iire hidroliz olmus ve %50
verim elde edilmistir (Tablo 3.7).

3.3.3.3 25 mg iireaz/It

1980 dakika siirdiiriilen reaksiyonda 480. dakikadan sonra iire konsantrasyonunda bir
degisim olmadigi ve reaksiyonun 480. dakikada 5187 mg N/It iire hidrolizi ile
durdugu gozlenmistir. Reaksiyon sonucunda %80 verim elde edilmistir. Reaksiyon

200. dakikada % 50 verim elde edilmistir (Tablo 3.7).

Tablo 3.7: Farkl1 Ureaz Konsantrasyonunda Siirdiiriilen Reaksiyon Sonuglari

Substrat Ureaz Zaman Verim
Konsantrasyonu | Konsantrasyonu (dakika) %o
(mg N/It) (mg iireaz/lt)
10 460 50
o 1740 80
2 15 260 50
Z 2100 80
g
o0 25 200 50
5
O
480 80

Substrat konsantrasyonunun sabit tutulup iireaz konsantrasyonunun 10, 15, 25 mg
tireaz/lt konsantrasyonlarda degistirildigi deneylerde elde edilen verimler
kiyaslandiginda, iireaz konsantrasyonundaki artisa paralel olarak %50 verim elde
etmek icin gecen siire 10, 15, 25 mg iireaz/It enzim konsantrasyonlarinda reaksiyon
siirelerinin sirasiyla 460, 260, 200 dakika seklinde azaldigi gozlenmistir. Bununla
birlikte ii¢c reaksiyonda da, reaksiyon tamamlandiktan sonra %80 verime ulasilmistir.

Ancak % 80 verim 10 mg/lt iireaz konsantrasyonunda 1740 dakikada, 15 mg/lt iireaz
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kullanilan reaksiyonda 2100 dakikada, 25 mg/lt iireaz kullanilan reaksiyonda ise 480
dakikada tamamlanmistir (Tablo3.7). 15 mg tireaz/It enzim kullanilan deneyde iiriin

inhibisyonu nedeniyle reaksiyon hizinin diistiigi diisiiniilmiistiir (Sekil 3.18).
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Sekil 3.18: idrar Numunesinin 25-15-10 mg iireaz/lt Enzim Konsantrasyonunda
Hidrolizi

Bununla birlikte, reaksiyonlarda pH degisimleri izlendiginde 10 mg iireaz/It ezim
konsantrasyonunda yiiriitiilen deneyde 630. dakikada, 15 mg iireaz/lt
konsantrasyonunda yiiriitillen deneyde 420. dakikada, 25 mg iireaz/lt enzim
konsantrasyonunda yiiriitiillen deneyde ise 200. dakikada pH 9.5’a ulagmistir.
Dolayis1 ile iireaz konsantrasyonu hidroliz hizimi arttiric1 etkisi goriilmiistiir.
Literatiirde, Fidaleo ve Lavecchia (2003) benzer bir ¢alismada iire hidroliz hizinin

ireaz enzim konsantrasyonu ile arttigin gostermislerdir.

3.3.4 Ure konsantrasyonunun etkisinin incelendigi deneyler

6518 mg N/It iire iceren II. idrar numunesi 1000 ve 3000 mg N/t sentetik iire
¢ozeltisi ile kiyaslama yapabilmek icin 870 ve 2600 mg N/It iire icerecek sekilde
seyreltilmis ve 20 °C’de, pH 7°de 25 mg iireaz/lt enzim konsantrasyonunda

reaksiyonlar gerceklestirilmistir.

3.3.4.1 870 mg N/1t iire konsantrasyonu iceren idrar numunesi
Yiiriitillen reaksiyonda 1560 dakikadan sonra N cinsinden iire konsantrasyonunda
degisim goriilmemis ve reaksiyon durmustur. Reaksiyon sonunda 568 mg N/It iire

hidroliz olmus ve %65°lik verim elde edilmistir. 360 dakikaya kadar 555 mg N/It iire
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hidroliz olmus %63 verim elde edilmis ve 10 dakikaya kadar %50 verim elde
edilmistir (Sekil 3.19).
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Sekil 3.19: 870 mg N/t Ure Konsantrasyonunda Idrar Numunesinin 25 mg iireaz/It
Enzim Konsantrasyonunda Tiim Reaksiyon Boyunca Hidrolizi

3.3.4.2 2600 mg N/1t iire konsantrasyonu iceren idrar numunesi

2940 dakika izlenen reaksiyonda 1720 mg N/t iire hidroliz olmus ve %65 verim elde

edilmistir. 360. dakikaya kadar 1277 mg/It N iire hidroliz olmus ve %50 verim elde
edilmistir (Sekil 3.20).
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Sekil 3.20: 2600 mg N/t Ure Konsantrasyonunda Idrar Numunesinin 25 mg iireaz/It
Enzim Konsantrasyonunda Reaksiyon Siiresince Hidrolizi

Ure konsantrasyonunun etkisinin incelendigi deneylerde, iire hidroliz reaksiyon

hizinin substrat konsantrasyonuna asir1 baglilik gosterdigi goriilmiistiir. 2600 mg N/It

tire iceren idrar numunesi ile yiiriitilen reaksiyonda iiriin inhibisyonu sebebiyle
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reaksiyon hizi, 870 mg N/t iire igeren idrar numunesine nazaran daha yavas olarak
gerceklesmistir. Bununla birlikte 360. dakikadaki verimler karsilastirildiginda 2600
mg N/It iire iceren idrar numunesinde % 50 verim elde edilirken, 870 mg N/It idrar

numunesinde ise % 63 verim elde edilmistir.

870 mg/lt N ve 2607 mg/It N iire konsantrasyonuna seyreltilmis idrar numunesinde
pH degisimi hizdan bagimsiz olarak devam etmis ve seyreltilerek elde edilmis her iki

konsantrasyonda da pH maksimum 9,3 degerine ulasabilmistir.

Deneysel calisma kapsaminda 9400 mg N/It konsantrasyonda iire iceren III. idrar
numunesi ile yapilan son grup deneyde, gercek sistemlerle kiyaslama yapabilmek
maksadi ile 1’e 1 seyrelme yaparak ve yapmadan, 20 °C’de ve pH 7’de 25 mg

ireaz/It enzim konsantrasyonunda iki deney yiiriitiilmiistiir (Sekil 3.21 ve Sekil 3.22).

Seyrelme yapilmadan yiiriitiilen reaksiyon 7140 dakika izlenmis ancak iire
konsantrasyonunun 1920 dakikadan sonra degismedigi goriilmiistiir. 1920. dakikaya
kadar 7023 mg N/t iire hidroliz olmus ve %75 verim elde edilmistir. 360. dakikaya
kadar 4937 mg N/It iire hidroliz olmus ve %50 verim elde edilmistir (Tablo 3.8).
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Sekil 3.21: 9400 mg N/t Ure Konsantrasyonunda Idrar Numunesinin 25 mg iireaz/It
Enzim Konsantrasyonunda Tiim Reaksiyon Boyunca Hidrolizi

III. idrar numunesinin 1:1 seyreltilmesi ile siirdiiriilen reaksiyonda 4700 mg N/It
iceren idrar numunesi ile yapilan reaksiyon 1770 dakika izlenmis ve 360. dakikada
1202 mg N/It iire konsantrasyonuna ulasarak %75 verim ile sonlanmistir.

Reaksiyonda %50 verime 100 dakika sonunda ulasildig1 goriilmiistiir (Tablo 3.8).
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Sekil 3.22: 4700 mg N/It iire Konsantrasyonunda Idrar Numunesinin 25 mg iireaz/It
Enzim Konsantrasyonunda Tiim Reaksiyon Boyunca Hidrolizi

Tablo 3.8: Seyrelmis ve Seyrelmemis Idrar Numunesinde Hidroliz Reaksiyonu

Substrat Ureaz Zaman Verim
Konsantrasyonu Konsantrasyonu (dakika) %o
(mg N/1t) (mg iireaz/lt)
360 50
9400 mg N/It 25 mg N/t
pH:9.4 (1283 1920 s
100 50
4700 mg N/1t 25 mg N/t
pH:9.4 (100") 360 5

Bire bir seyrelme yapilarak siirdiiriilen reaksiyonda %75 verime 360 dakika sonra
ulagilirken, 9400 mg N/t iire igeren idrar numunesi ile siirdiiriilen reaksiyonda % 75
verime 1920 dakika sonra ulasilmigtir. Bununla birlikte, 1:1 seyrelmenin yapildigi
idrar numunesinde %50 verime 100 dakikada ulagilirken, 9400 mg N/t iire
konsantrasyonunda siirdiiriilen deneyde %50 verime 360 dakikada ulasilmistir.
Baslangic substrat konsantrayonu yiiksek olan seyrelmemis idrar numunesinde
amonyak doniisiimiiniin fazla olmasit {irlin inhibisyonuna sebep olmustur.
Reaksiyonun pH gidisine bakildiginda 9400 mg N/It iire iceren idrar numunesinde
pH 9.4’e 1283 dakika sonra ulasirken, birebir seyreltilerek elde edilmis idrar

numunesinde yiiriitiilen reaksiyonda pH 9.4’e 100 dakika sonra ulagmistir. Buradan
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elde edilen sonuglarda baglangi¢ iire konsantrasyonunun reaksiyon siireleri iizerine

dogrudan etki yarattig1 goriilmuistiir.

Her iki reaksiyonun ilk 5 dakikasi karsilastirilacak olursa; 9400 mg N/t iire iceren
idrar numunesi ile siirdiiriilen reaksiyonun 5. dakikadaki hiz1 birebir seyrelmemenin
oldugu 4698 mg N/It iire iceren idrar numunesinin 5. dakikadaki hizinin iki katidir.
Dolayis1 ile reaksiyon alaninda olusan amonyak konsantrasyonunun fazla olmasi
reaksiyon hizimi yavaslatict bir etki yaratmistir ve 9400 mg N/It iire iceren idrar

numunesinde reaksiyon hizi diigmiistiir.

3.4 Deneysel Calismanin Degerlendirilmesi

3.4.1 Sentetik ve idrar numunesinde yiiriitilen deneylerin birbirleri ile
karsilastirilmasi ve degerlendirilmesi

Deneysel caligmalarin daha bir anlam kazanmasi agisindan, sentetik ve gercek
numunelerde  siirdiiriilen  reaksiyon  sonuglar1  birlikte  irdelenmis  ve

degerlendirilmistir.

1000 mg N /It iceren iire ¢ozeltisinde ve 870 mg N/t iire konsantrasyonuna
seyreltilmis idrar numunesinde 25 mg iireaz/It enzim konsantrasyonunda yliriitiilen
reaksiyon sonuglar1 karsilastirildiginda, seyreltilmis idrar numunesinde reaksiyon
hizinin diisilk oldugu saptanmistir. Bunun durum idrar numunesinde yapilan
seyrelmenin enzim aktivitesini etkilemesi olarak aciklanmistir (Tablo 3.9) ve (Sekil

3.23).
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Tablo 3.9: 870 mg N/1t Ure Iceren Seyreltilmis Idrar Numunesi ve 1000 mg N/t
Sentetik Ure Cozeltisinde Hidroliz Reaksiyonunun Karsilastirilmasi

Substrat Ureaz Zaman Verim
Konsantrasyonu Konsantrasyonu (dakika) %
(mg N/1t) (mg iireaz/lt)
10 51
Seyreltilmis idrar
Numunesi 360 63
870 mg N/t 25 mg N/It
1560 65
Sentetik Ure 360 90
Cozeltisi 25mg N/1t 1740 93
1000 mg N/It
1000
— +1000mg Hit Sentetik Chzeki
500 m 370 mg N Hrar Murrune si
£ 70
E B0
E 00
2 400
Eq ;0 fy EEEER . . . =
a0 ot
100 - * .,
a
a 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

t {clk)

Sekil 3.23: 1000 mg N/1t Ure Konsantrasyonunda Sentetik ve 870 mg N/It Ure
Konsantrayonunda Idrar Numunelerinin 25 mg iireaz/lt Enzim Konsantrasyonunda
Hidrolizi
3000 mg N/It iire iceren sentetik numune ile 2600 mg N/It iire konsantrasyonuna
seyreltilip kullanilan ger¢ek idrar numunesinde 25 mg {ireaz/It enzim
konsantrasyonunda yiiriitiilen hidroliz reaksiyonundan seyreltilmis idrar numunesinin
reaksiyon hizinin diisiik oldugu goriilmiis ve yine idrar numunesindeki seyrelmenin
ireaz aktivitesi iistiine inhibisyon etki yaratig1 diisiiniilmiistiir (Tablo 3.10) ve (Sekil

3.24).
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Tablo 3.10: 2600 mg N/1t Ure Iceren Seyrelmis Idrar Numunesi ve 3000 mg N/It
Sentetik Cozeltide Hidroliz Reaksiyonu

Substrat Ureaz Zaman Verim
Konsantrasyonu Konsantrasyonu (dakika) %
(mg N/1t) (mg iireaz/lt)
360 50
2600 mg N/t 25 mg N/t
2940 65
360 65
3000 mg N/t 25 mg N/t
2940 97
3500
3000 & 3000 mg Mit Sentetik (Hzeki
m 2600 mg MNit Hrar Ghzehizi
2500
2000 P4y
&
1500 P
& -
1000 L " . =
&
500 4
0 . . b 4 s, . g
] 500 1000 1500 2000 2500 000

Sekil 3.24: 3000 mg N/It Ure Konsantrasyonunda Sentetik ve 2600 mg N/1t Ure
Konsantrayonunda Idrar Numunelerinin 25 mg iireaz/It Enzim Konsantrasyonunda
Hidrolizi

6000 mg N/It iire iceren sentetik idrar numunesi, ger¢ek idrar numunesi ve sentetik
ire ¢ozeltisinde yiiriitillen hidroliz reaksiyonlarimin ilk 360 dakikas1 kargilagtirmali
olarak degerlendirildiginde sirast ile en iyi verimin iire ¢ozeltisinde, sentetik idrar
numunesinde ve gercek idrar numunesinde oldugu goriilmiistiir. Gergek idrar
numunesinde, bulunan hormonlarin ve diger bilesenlerin iireaz enzimi iistiine
inhibisyon etkisi sebebiyle en diisiik verim elde edildigi diisiiniilmiistiir. Buna ilave

olarak idrar numunesi icinde bulunan tuzlarin belirlenen konsantrasyonlarda
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eklenmesi ile elde edilen sentetik idrar numunesinde yiiriitiilen reaksiyonda anyon ve

katyonlarin iireaz enzimi {istiine inhibisyon etki yarattig1 diisiniilmustiir (Sekil 3.25).

Tablo 3.11: Sentetik Ure Cozeltisi, Gergek Idrar Numunesi, Sentetik Idrar

Substrat Konsantrasyonu Ureaz Konsantrasyonu Zaman | Verim
(mg N/It) (mg iireaz/It) (dakika) %
6000 mg N/It Gercek idrar 60
Numunesi
6000 mg N/It Sentetik 25 mg iireaz/It 360 73

idrar Numunesi

6000 mg N/t Sentetik Ure 85

Cozeltisi

G000 - :

m Gercek Idrar
S000 i . » Sentetik idrer
. = G000 dre
4000 ¢ = n

3000 ¢ "

Substrat (mg/ity
L |
L ]
n

2000 .

1000 ¢

] 50 100 140 200 250 0 350 400
tidk}

Sekil 3.25: Sentetik Ure Cozeltisi, Gergek Idrar Numunesi ve Sentetik idrar
Numunelerinde Yiiriitiillen Hidroliz Reaksiyonlarinin Karsilagtiriimasi

3.4.2 Kinetik degerlendirme

3.4.2.1 Sentetik numunelerde kinetik degerlendirme

6000 mg N/It iire konsantrasyonunda sentetik iire ¢ozeltisi 20 °C’de, pH 7°de 25 mg

tireaz/It enzim konsantrasyonu ilavesi ile siirdiiriilen iire hidroliz reaksiyonunda
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izlenmistir. 360 dakikada 5062 mg N/It iire hidroliz olmus ve %84 verim elde

edilmistir.

Reaksiyonda 360 dakika boyunca zamana karsi iire konsantrasyonundaki degisime
bakildiginda 0. mertebe reaksiyon kinetigine 0.98 korelasyon katsayisi ile uydugu

goriilmiistiir (Sekil 3.26).

G000 4

2000

y = -13,333x + 54707
R = 09313

Substrat {mo/1t)
[ () £
() () =
= = =
o o (]

1000 +

] 50 100 150 00 250 300 350 400
t {ck}

Sekil 3.26: 6000 mg N/t Ure Konsantrasyonunda Sentetik Ure Cozeltisinin 25 mg
iireaz/It Enzim Konsantrasyonunda 360 Dakika Boyunca Hidrolizi

6000 mg N /It iire iceren sentetik ¢ozeltiye 5087 mg NaCl /It ilave edilmis ve
20°C’de, pH 7°de 25 mg iireaz/It enzimiyle reaksiyon yiiriitiilmiistiir. Reaksiyonda
360 dakika sonra %83 verim elde edilirken, zamana karsi substrat
konsantrasyonundaki degisimine bakildiginda 0.98 korelasyon katsayist ile 0.

mertebe reaksiyon kinetigine uyum goriilmiistiir (Sekil 3.27).

50



7000
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4000 A

3000 1
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2000 A

1000 4
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tidk)

Sekil 3.27: 6000 mg N/It Ure Konsantrasyonunda Sentetik Cozeltiye 5087 mg/It
Konsantrasyonunda NaCl Ilavesi Ile Elde Edilen Cozeltide 25 mg iireaz/lt Enzim
Konsantrasyonunda Yiiriitiilen Reaksiyonun 360 Dakika Boyunca Hidrolizi

6000 mg N /It iceren sentetik iire ¢ozeltisine 9877 mg NaCl /It ilave edilerek elde
edilen ¢ozeltide, 20 °C’de, pH 7°de 25 mg iireaz /It konsantrasyonda enzim ilave
edilerek hidroliz reaksiyonu izlenmistir. 360 dakika sonunda hidroliz olan N
cinsinden iire konsantrasyonuna bakildiginda 3436 mg N/t iire ile % 57’lik
reaksiyon verimi elde edilmistir. Bununla birlikte, 360 dakika boyunca zamana bagh
olarak N cinsinden iire konsantrasyonundaki degisime bakildiginda ise 0.99

korelasyon katsayis1 goriilmiistiir (Sekil 3.28).

7000 -

G000 +

y=-92172x + 57648

5000 4 R?=0,9925

4000 4

3000 4

Substrat (mg/'l)

2000

1000

] M 00 - a0 0 3m 0 a0
tidk)
Sekil 3.28: 6000 mg N/It Ure Konsantrasyonunda Sentetik Cozeltiye 9877 mg/It

NaCl ilavesi ile Elde Edilen Cozeltide 25 mg iireaz/It Enzim Konsantrasyonunda
Yiiriitillen Reaksiyonun 360 Dakika Hidrolizi
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6000 mg N /It iire iceren sentetik iire ¢cozeltisine 1921 mg KCl /It ve 8361 mg NaCl/lt
eklenerek elde edilen ¢ozeltide 20 °C’de, pH 7’de 25 mg iireaz/It enzim
konsantrasyonunda yiiriitilen reaksiyonda 360 dakika sonra 3426 mg N/t iire

hidroliz oldugu saptanmis ve %57 reaksiyon verimi elde edilmistir.

Zaman kars1 konsantrasyon degisimine bakildiginda 360 dakika sonunda korelasyon

katsayisi 0.98 olarak bulunmustur (Sekil 3.29).

Ga0o
G000 &
200
a000
4300

y = -3,2457% + 5711
R%= 0,955

Substrat (myg /i)

4000
3500
3000
2300 o
2000
0 a0 100 150 200 2350 300 3a0 400

telk)

Sekil 3.29: 6000 mg N/It ﬁre Konsantrasyonunda Sentetik Cozeltiye 1921 mg/lt KCI
ve 8361 mg/lt NaCl Ilavesi [le Elde Edilen Cozeltide 25 mg iireaz/It Enzim
Konsantrasyonunda Yiiriitiilen Reaksiyonun 360 Dakika Boyunca Hidrolizi

3.4.2.2 idrar numunesinde kinetik degerlendirme

Idrar numuneleri ile yapilan deneysel sonuclarda da tamami igin bir kinetik
degerlendirmenin anlamli olmadigi 360 dakikalik doniisiim i¢in bunun anlamh
oldugu goriilmiistiir. 6518 mg N/It iire konsantrasyonunda idrar numunesinde 360
dakika boyunca zamana karsi substrat degisimine bakildiginda 0.95 korelasyon

katsayist ile 0. mertebe reaksiyon kinetigine uydugu goriilmiistiir (Sekil 3.30).
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Sekil 3.30: II. idrar Numunesinde 25 mg iireaz/It Enzim Konsantrasyonunda
Yiiriitiilen Reaksiyonun 360 Dakika Boyunca Hidrolizi
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4. SONUC VE ONERILER

Insanlar, azot, fosfor, potasyum gibi niitrientler iceren organik maddeleri
tiketmektedirler. Dolayisi ile bu organik maddeler de bosaltim sisteminde
toplanmakta ve idrar ile disar1 atilmaktadir. Bu sebepten evsel atiksularda toplam
azot ylikiiniin %80’1 ve toplam fosfat yiikiiniin ise %60’1 idrardan gelmektedir. Bu
durum idrarin evsel atiksularda niitrient geri kazanimi icin anahtar bir bilesen
olmasim1 saglamakta ve ayr toplanmasi ve degerlendirilmesi igin sebep
olusturmaktadir. Boylece aritma tesislerinde cok Onemli olan N ve P yiikiiniin

azalmasi saglanmaktadir.

Ancak idrardaki N ve P’1 geri kazanmak cok da kolay olmamaktadir. Bunun ig¢in
idrar i¢indeki tirenin hidroliz olmas1 gerekmektedir, eger idrar ayr toplandiginda iire
hidroliz olmazsa amonyagi ve Ozellikle fosfati aritmamiz miimkiin olmamaktadir.
Idrardaki iirenin hidrolizi ise, idrarin ayr1 toplandiktan sonra, depolanmasi ve
aritilmas1 acisindan son derece Onemli ve zaman kisitlayict olan bir prosestir.
Dolayis1 ile bu prosesin cesitli agilardan incelenip degerlendirilmesi aritma,
bekletme, depolama agisindan son derece onem tagimaktadir. Bu dogrultuda, tez
calismasi kapsaminda literatiirde yapilmig calismalar toplanmig, dizayn agisindan
onemli esaslar olusturacak iire hidroliz prosesi tez calismasi cergevesinde incelenip

bir sonuca varmak hedeflenmistir.

Tez caligmas1 kapsaminda cesitli gruplarda deneyler yiiriitiilmiistiir. Oncelikli olarak
idrar numunesinde caligilacak optimum iireaz konsantrasyonunun saptanmasi
acisindan bir seri 6n deney yiiriitiilmiistiir. Daha sonra idrar bilesimi i¢inde bulunan
tuzlarin anyon ve katyonlarin proses iistiine etkisinin tespit etmek amaci ile bir grup

deney yiiriitiilmiistiir.

Tez calismas1 kapsaminda tiim deneyler gercek sistemleri temsil etmesi a¢isindan pH
kontrolsiiz olarak yiiriitiilmiistiir. Ancak, pH kontrollii bir deney yiiriitiilerek
dontisim hizinin pH kontrolsiiz sistemlerdeki doniisiim hizi ile karsilastirilmasi
saglanmistir. Bunun akabinde iire hidroliz reaksiyonuna iire konsantrasyonunun ve
ireaz konsantrasyonunun etkisinin arastiritlmasi agisindan bir grup deney yapilmistir.

Deneysel calisma kapsaminda yapilan son grup deneyde, gercek sistemleri
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yansitmasi agisindan idrar numunelerinin 1:1 seyreltilmesi ile bir grup deney

yiirtitiilmiistiir.

Bu baglamda yapilan caligmalarda, gerek sentetik numunelerle gerekse idrar
numuneleri ile yiiriitiilen iire hidrolizinin genel bir karakteri oldugu goriilmiistiir. Bu
karakterde hidroliz reaksiyonunda baslangicta yiiksek hizli giderimin oldugu sonra
ise reaksiyonun yavaglama seklinde kendini gosterdigi goriilmiistiir. Reaksiyon

sonunda bu doniisiimiin son derece yavas oldugu goriilmiistiir.

Tez calismas1 kapsaminda siirillen deneyler gercek sistemleri yansitmasi agisindan
pH kontrollii olarak yiiriitiilmemistir. pH 7’de siirdiiriilen bu reaksiyonlarda pH 9’a
oldukg¢a hizli bir sekilde yiikselip daha sonra, 9-9.5 civarinda kalmistir. Bu egilimin

tez calismasi kapsaminda yapilan biitiin deneylerde boyle oldugu goriilmiistiir.

Ure hidroliz reaksiyonu iizerine iireaz konsantrasyonunun énemli bir etkisi oldugu
goriilmiistiir. Bu durum siirdiiriilen gercek ve sentetik numunelerde goriilmiistiir. 10,
15, 25 mg iireaz/lt enzim Kkonsantrasyonlarinda siirdiiriilen iire hidroliz
reaksiyonlarinda {iireaz konsantrasyonundaki artis ile reaksiyon hizinin artig
saptanmistir. Ayn1 giris substrat konsantrasyonlarinda yiiriitiilen bu deneylerde % 50
reaksiyon verimi elde etmek i¢in 10, 15, 25 mg N/It iireaz konsantrasyonlarinda

sirasi ile 460, 260 ve 200 dakika gectigi tespit edilmistir.

Elde edilen sonuglardan pH’1n iire hidroliz reaksiyonu iistiine ¢ok kritik etki yarattigi
goriilmiistiir. Deneysel calismalarda reaksiyon pH’inda meydana gelen artig
reaksiyonda doniisim hizin1 diisiirmiistiir, buna zit olarak reaksiyon pH’inda
meydana gelen artisin yavas olmasi, reaksiyon aym1 pH’da uzun siire kaldig1 igin,
reaksiyon hizinin da yiiksek olmasim saglamistir. Bu doniisiime paralel olarak
amonyak olusumunun artmasi ile ortamda bir anda iiriin konsantrasyonunda meydana
gelecek artis ile iiriin inhibisyonu goriilmiis ve reaksiyon hizi diigsmiistiir. Bununla
birlikte seyrelmis numunelerle yapilmis deneylerde yiiksek girigli substrat
konsantrasyonlarinda baslangigtaki amonyak salinimi daha yiiksek oldugu i¢in {iriin

inhibisyonu goriilmiistiir.

Idrar i¢indeki anyon ve katyonlarin etkisinin arastirildig1 deneysel calismalardan K*
iyonunun hiz kisitlayicr etki yarattigi ve NaCl tuzunda meydana gelen konsantrasyon
artisginin reaksiyon hizim diisiirdiigii goriilmiistiir. Idrar icindeki tiim bilesenlerin

gercek idrarda bulunan oranlarda iire ¢ozeltisine eklenip meydana getirilen sentetik
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idrar numunesinde siirdiiriilen reaksiyondan, diger tuzlarla olan reaksiyonlarla
kiyaslandiginda diisiik bir verim elde edilmistir. Bunun sebebi olarak da, ilave edilen
anyon ve katyonlarin enzim aktivitesine olumsuz etkileri olarak diisiiniilmiistiir.
Bununla birlikte tuz ilavesi yapilmis numunelerde siirdiiriilen reaksiyonlar gercek
idrar numunesi ile siirdiiriilen reaksiyonlarla karsilastinldiginda, gercek idrar
numunesinde diisiik reaksiyon verimleri elde edildigi goriilmiistiir. Bu durum idrarin
icinde bulunan diger bilesenlerin tireaz aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi yarattig

seklinde agiklanabilmektedir.

Sentetik numuneler ve idrar numunelerinde yapilan karsilastirmalardan, seyrelmis
idrar numunesinde siirdiiriilen tire hidroliz reaksiyonlarinda reaksiyon verimlerinin
diisiik oldugu ve seyrelme sebebiyle iireaz enzimi iistiine hiz kisitlayici etki yarattig

saptanmuigtir.

Ayrica, 25 mg ireaz/lt enzim konsantrasyonunda sentetik ve idrar numunesinde
yiiriitiilen deneylerde 360 dakikaya kadar kinetik degerlendirme yapilmistir. Yapilan
kinetik degerlendirmelerde tuz ilavesinin yapildig1 sentetik numunelerde 0. mertebe
kinetige 0.98 korelasyon katsayisi ile uyum goriilmiistiir. Bununla idrar numunesinde
25 mg iireaz/It enzim konsantrasyonun yiiriitilen deneyde 360 dakikaya kadar
substrat konsantrasyonundaki degisim incelendiginde 0. mertebe kinetige 0.95

korelasyon katsayist ile uyum goriilmiistiir.

Bu tez calismasi ¢ercevesinde hidroliz ile ilgili bir takim sonuglar elde edilmistir. Bu
sonuclar sentetik numunelerin gercek idrar numunesini pek temsil edici olmayacagini
ortaya koymustur. Ure hidroliz reaksiyonunda, iireaz konsantrasyonunun, iire
konsantrasyonunun, pH’in ve tuzlarin hidroliz prosesine etkili oldugu tespit
edilmistir. Ancak, bu sonuclarin pratige yansimasi i¢in ilave caligmalara ihtiyac
duyulmaktadir. Bunlar arasinda en fazla ihtiya¢ duyulan ilave ¢aligmalar yiiksek iire
konsantrasyonunda, miimkiin oldugu kadar pH kontrollii ortamda yapilacak
calismalardir. Burada kritik olan nokta, pH kontroliinde kullanilacak tamponlarin
hidroliz prosesini etkilememesi acisindan Onceden denenmesi ve prosesi en az
etkileyecek tamponun se¢ilmesi olmaktadir. Bu c¢ercevede yapilan kinetik

degerlendirmelerin daha duyarli ve uygulamaya yonelik olacag diistiniilmektedir.
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EK A
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EK. Al. 1000 mg N/It iire konsantrasyonunda sentetik ¢ozeltide, 10 mg tireaz/It
enzim konsantrasyonuna yiiriitiilen hidroliz reaksiyonu.

Zaman

(dk) pH NH3-N C(iire)
0 7 28 1000
5 8,843 237 763
10 9,008 309 691
15 9,112 392 608
20 9,165 466 534
40 9,109 627 373
60 9,488 714 286
80 9,341 778 222
120 9,306 861 139
180 9,2 902 98
240 9,427 933 67
310 9,464 938 62
360 9,343 944 56
420 9,317 954 46
1560 9,457 960 40

EK. A2. 1000 mg N/It iire konsantrasyonunda Sentetik ¢6zeltide, 25 mg iireaz/It
enzim konsantrasyonuna Yyiiriitiilen hidroliz reaksiyonu.

Zaman(dk) | pH NH3-N C(ire)
0 7,02 34 1000
5 8,755 202 798
7 8,829 264 736
10 8,886 318 682
13 8,933 385 615
17 8,974 437 563
20 8,988 499 501
40 9,054 659 341
60 9,056 722 278
180 9,047 775 225
240 9,04 819 181
300 9,017 898 102
360 9,033 900 100
1380 9,061 914 86
1620 9,144 919 81
1740 9,08 930 70
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EK B
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EK. B1. 3000 mg N/t iire konsantrasyonunda sentetik ¢cozeltide, 10 mg iireaz/It
enzim konsantrasyonuna yiiriitiilen hidroliz reaksiyonu.

Zaman(dk) | pH NH3-N C(ure)
0 7,098 123 3000
30 9,049 379 2621
60 9,108 517 2483
90 9,111 551 2449
120 9,108 557 2443
150 9,108 585 2415
180 9,11 592 2408
210 9,098 602 2398
300 9,071 606 2394
360 9,069 613 2387
390 9,059 616 2384
10080 9,37 1149 1851
11520 9,02 1287 1713

EK. B2. 3000 mg N/t iire konsantrasyonunda sentetik ¢cozeltide, 25 mg iireaz/It
enzim konsantrasyonuna yiiriitiilen hidroliz reaksiyonu.

Zaman(dk) | pH NH3-N C(ire)
0 7,08 92 3000
5 8,79 351 2649
7 8,823 394 2606
10 9,068 767 2233
15 9,142 830 2170
40 9,138 906 2094
80 9,223 936 2064
120 9,261 1077 1923
180 9,324 1288 1712
240 9,383 1532 1468
300 9,428 1745 1255
360 9,462 1936 1064
420 9,487 2188 812
480 9,528 2362 638
1500 9,538 2845 155
1680 9,528 2861 139
1860 9,509 2882 118
1920 9,467 2903 97
2940 9,543 2903 97
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EK. C1. 6000 mg N/1t iire iceren sentetik ¢ozeltide 25 mg N/It iireaz enzim
konsantrasyonunda siirdiiriilen hidroliz reaksiyonu.

Zaman(dk) | pH NH3-N C(ure)
0 6,985 205 6000
5 8,907 389 5611
10 9,304 512 5488
15 9,427 645 5355
20 9,563 812 5188
25 9,599 862 5138
30 9,594 1001 4999
40 9,561 1196 4804
50 9,723 1342 4658
60 9,638 1509 4491
80 9,55 1845 4155
100 9,753 2040 3960
140 9,672 2522 3478
180 9,586 3143 2857
240 9,67 3685 2315
300 9,661 4500 1500
360 9,571 5062 938
420 9,863 5484 516
480 9,58 5484 516
1560 9,546 5598 402
7500 9,544 5760 240
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EK. D1. 1921 mg KCl /1t ve 8361 mg NaCl /It konsantrasyonunda tuzlar 6000 mg
N/It iire iceren sentetik cozeltiye eklenmesi ile olusturulan ¢ozeltide 25 mg N/It iireaz
enzim konsantrasyonunda siirdiiriilen hidroliz reaksiyonu.

Zaman(dk) | pH NH3-N C(ure)
0 7,039 174 6000
5 9,591 280 5720
10 9,62 397 5603
15 9,637 403 5597
20 9,623 447 5553
25 9,659 526 5474
30 9,666 554 5446
40 9,659 677 5323
50 9,669 783 5217
60 9,679 888 5112
80 9,672 1100 4900
100 9,656 1342 4658
140 9,644 1706 4294
180 9,595 2088 3912
240 9,637 2572 3428
300 9,64 3034 2966
360 9,694 3425 2575
420 9,671 3817 2183
1200 9,745 5328 672
1440 9,671 5487 513
1740 9,669 5546 454
3000 9,519 5682 318
3240 9,508 5682 318

EK. D2. 5087 mg NaCl /It ilave edilen 6000 mg N/It sentetik iire Cozeltisinde 25 mg
ireaz/It enzim konsantrasyonunda yiiriitiilen hidroliz reaksiyonu.

Zaman(dk) | pH NH3-N C(ire)
0 7,001 210 6000
5 9,291 311 5689
10 9,306 439 5561
15 9,335 466 5534
20 9,383 588 5412
25 9,401 622 5378
30 9,444 716 5284
40 9,452 895 5105
50 9,502 1062 4938
60 9,544 1152 4848
80 9,58 1443 4557
100 9,563 1980 4020
140 9,498 2332 3668
180 9,452 2942 3058
240 9,444 3886 2114
300 9,383 4275 1725
360 9,452 5008 992
420 9,448 5521 479
480 9,431 5748 252
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EK. D3. 9877 mg NaCl tuzunun 6000 mg N/It konsantrasyonda iire igeren sentetik
cozeltide ¢oziinmesi ile elde edilen ¢ozeltide 25 mg N/It iireaz enzimi
konsantrasyonunda yiiriitiilen hidroliz reaksiyonu.

Zaman(dk) | pH NH3-N C(ure)
0 7,03 189 6000
5 9,363 245 5755
10 9,516 279 5721
15 9,539 373 5627
20 9,549 424 5576
25 9,579 429 5571
30 9,586 524 5476
40 9,618 635 5365
50 9,65 747 5253
60 9,65 814 5186
80 9,656 1025 4975
100 9,627 1287 4713
140 9,656 1616 4384
180 9,662 1992 4008
240 9,674 2501 3499
300 9,639 2926 3074
360 9,672 3436 2564
420 9,679 3845 2155
480 9,689 4087 1913
1260 9,691 5504 496
1500 9,713 5504 496
1800 9,662 5676 324
3000 9,534 5676 324
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EK. D4.

752 mg MgCl,.6H20/1t,
1091 mg CaCl,.2(H20)/1t,
1621 mg NH4Cl /1t,
1921mg KCl /1t,

5045 mg Na,SO04.10(H,0)/1t,
2746 mg Na,HPO./1t,
4943 mg NaCl /1

konsantrasyonlarda tuzlarin 6000 mg N/It iire konsantrasyonunda sentetik ¢ozeltide
cOziinmesi ile elde edilen sentetik idrarda 25 mg N/It lireaz enzimi
konsantrasyonunda hidroliz reaksiyonu.

Zaman(dk) | pH NH3-N C(iire)
0 7,044 541 6352
5 8,22 815 5537
10 8,579 973 5379
15 8,673 1066 5286
20 8,925 1219 5133
25 8,976 1288 5064
30 9,052 1351 5001
40 9,063 1554 4798
50 9,11 1680 4672
60 9,131 1781 4571
80 9,165 2098 4254
100 9,19 2339 4013
140 9,223 2610 3742
180 9,246 3582 2770
240 9,272 3732 2620
300 9,315 4250 2102
360 9,32 4610 1742
420 9,326 4999 1353
480 9,338 5421 931
1440 9,385 5708 644
1620 9,402 5708 644
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EK. E1. 6518 mg N/It iire iceren idrar numunesinin pH’1 9’a ayarlanip, 32 gr
(Nay;B407 .10H,0) borat tampon ilavesi ile pH kontrollii olarak 25 mg N/t iireaz
enzimi konsantrasyonunda yiiriitiilen hidroliz reaksiyonu.

Zaman(dk) | pH NH3-N C(iire)
19 9,033 662 6518
60 9,023 688 5830
440 9,022 972 5547
2720 9,025 1151 5368
3120 9,032 1168 5350
4320 9,044 1193 5325

EK. E2. 6518 mg N/It iire iceren idrar numunesinin pH’1 9’a ayarlanip pH kontrolsiiz
olarak 25 mg N/It iireaz enzimi konsantrasyonunda yiiriitiilen hidroliz reaksiyonu.

Zaman(dk) | pH NH3-N C(iire)
20 9,013 989 6518
60 9,297 1591 4928

240 9,456 3225 3294
300 9,48 3625 2893
360 9,514 3909 2609
400 9,563 4102 2416
1480 9,539 4669 1849
1660 9,541 4718 1800
1720 9,529 4718 1800
1840 9,515 4718 1800
3040 9,486 4718 1800
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EK. F1. 6518 mg N/t iire konsantrasyonunda gercek idrar numunesinde 10 mg
ireaz/It enzim konsantrasyonunda yiiriitiilen hidroliz reaksiyonu

Zaman(dk) | pH NH3-N C(ure)
0 7,09 489 6518
5 7,732 673 5845
10 8,087 731 5787
15 8,264 826 5693
20 8,493 920 5598
25 8,653 933 5585
30 8,785 1026 5493
40 8,883 1131 5388
50 8,903 1183 5335
60 8,981 1302 5217
85 8,954 1328 5190
100 8,936 1630 4888
120 9,153 1683 4836
140 9,174 1793 4726
190 9,252 2077 4441
220 9,27 2130 4388
280 9,316 2445 4073
340 9,361 2630 3889
400 9,417 2892 3626
460 9,421 3103 3416
630 9,481 3721 2798
1500 9,585 5170 1348
1740 9,591 5186 1333
2880 9,59 5186 1333
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EK. F2. 6518 mg N/t iire konsantrasyonunda gercek idrar numunesinde 15 mg
ireaz/It enzim konsantrasyonunda yiiriitiilen hidroliz reaksiyonu

Zaman(dk) | pH NH3-N C(ure)
0 7,085 448 6518
5 7,89 809 5709
10 8,3 831 5688
15 8,438 860 5658
20 8,707 1019 5500
25 8,839 1072 5446
30 9,076 1112 5406
40 9,208 1246 5272
50 9,235 1367 5151
60 9,317 1421 5098
80 9,329 1616 4903
100 9,449 1983 4535
120 9,476 2040 4479
140 9,497 2278 4240
168 9,505 2466 4053
180 9,52 2573 3945
220 9,471 2948 3570
260 9,478 3216 3302
300 9,485 3484 3034
360 9,497 3918 2600
420 9,5 4262 2257
500 9,515 4585 1933
1500 9,625 5112 1407
2100 9,478 5230 1288
3000 9,608 5230 1288
4320 9,586 5230 1288

EK. F3. 6518 mg N/t iire konsantrasyonunda gercek idrar numunesinde 25 mg
tireaz/It enzim konsantrasyonunda yiiriitiilen hidroliz reaksiyonu

Zaman(dk) | pH NH3-N C(ire)
0 7,08 401 6518
5 8,379 800 5718
10 8,799 920 5598
15 8,929 1090 5429
20 9,099 1144 5375
25 9,15 1211 5308
30 9,157 1332 5186
40 9,312 1466 5052
50 9,419 1641 4877
60 9,431 1803 4716
80 9,451 2072 4447
100 9,421 2368 4151
130 9,5 2476 4043
160 9,451 3087 3432
200 9,529 3504 3015
240 9,554 3835 2684
300 9,55 4331 2187
340 9,678 4552 1966
380 9,748 5076 1442
420 9,586 5076 1442
480 9,578 5187 1332
1440 9,571 5187 1332
1980 9,566 5187 1332
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EK. G1. 870 mg N/t iire iceren seyreltilmis idrar numunesi ile 25 mg iireaz/It enzim
konsantrasyonunda siirdiiriilen hidroliz reaksiyonu

Zaman(dk) | pH NH3-N C(ure)
7,09 0 146 869
8,917 5 343 526
8,996 10 408 462
9,186 15 447 422
9,35 25 505 364
9,432 30 522 348
9,372 40 531 339
9,323 50 548 321
9,241 60 549 320
9,404 100 551 318
9,333 140 551 318
9,366 180 552 317
9,284 240 552 317
9,383 300 552 317
9,056 360 555 315
9,028 420 555 315
9,056 480 555 315
8,373 1560 568 301
8,605 1980 568 301
8,525 2880 568 301
8,538 3060 568 301

EK. G2. 2600 mg N/It iire iceren seyreltilmis sentetik idrar ile 25 mg iireaz/It enzim
konsantrasyonunda hidroliz reaksiyonu

Zaman(dk) | pH NH3-N C(ire)
7,09 0 469 2607
8,389 5 754 1853
8,93 10 879 1728
9,086 15 963 1644
9,113 20 1020 1587
9,213 30 1073 1534
9,239 40 1123 1484
9,265 50 1129 1478
9,182 60 1136 1471
9,273 100 1169 1438
9,126 140 1195 1412
9,132 180 1206 1401
9,164 240 1224 1383
8,955 300 1243 1364
8,923 360 1277 1330
8,87 420 1277 1330
8,881 1440 1440 1167
8,846 1560 1444 1163
8,804 1860 1521 1086
8,858 2760 1701 906
8,86 2940 1701 906
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EK. H1. 9397 mg N/lt iire konsantrasyonunda seyreltilmemis idrar numunesinde
(IIL.Idrar numunesi) 25 mg N/t iireaz ile hidroliz reaksiyonu

Zaman(dk) | pH NH3-N C(ure)
0 7,03 1425 9397
5 7,861 1800 7597
10 8,037 1846 7551
15 8,198 1915 7482
20 8,39 2010 7387
25 8,505 2104 7294
30 8,713 2174 7224
40 8,744 2337 7060
50 8,812 2501 6896
60 8,915 2594 6803
100 9,017 3319 6078
140 9,155 3553 5845
180 9,24 3780 5618
240 9,267 4067 5330
300 9,297 4366 5031
360 9,316 4553 4844
420 9,327 4937 4460
1410 9,462 5272 4125
1440 9,488 6098 3300
1560 9,48 6188 3209
1680 9,476 6876 2521
1920 9,459 7023 2374
5700 9,439 7023 2374
7140 9,43 7023 2374

EK. H2. 9397 mg N/It iire konsantrasyondaki idrar numunesinin 1:1 seyreltilmesi ile
elde edilen numunenin 25 mg N/It iireaz enzimi ile hidroliz reaksiyonu

Zaman(dk) | pH NH3-N C(ire)
0 7,03 595 4698
5 8,281 916 3782
10 8,696 1010 3688
15 8,907 1136 3562
20 8,937 1314 3384
25 9,081 1340 3358
30 9,121 1471 3227
40 9,176 1580 3118
50 9,225 1692 3006
60 9,331 1889 2809
100 9,441 2364 2334
140 9,454 2902 1796
180 9,454 3202 1496
240 9,376 3451 1247
300 9,45 3478 1220
360 9,456 3496 1202
450 9,465 3496 1202
1320 9,46 3496 1202
1500 9,475 3496 1202
1620 9,443 3496 1202
1770 9,43 3496 1202
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