ENZIMATIK TEPKIMEYi ETKILEYEN FAKTORLER

Enzim tarafindan katalizlenen tepkimelerin hizini etkileyen etmenler; enzim konsantrasyonu,

substrat konsantrasyonu, ortamin pH’i, sicaklik, zaman, tepkimenin irtinii, gesitli iyonlarin

konsantrasyonu ile 151k ve diger fiziksel etmenlerdir. Bu etmenlerin enzim tepkimeleri {izerine olan

etkilerini belirlemek igin, farkli kosullar altinda enzim tepkime hizini belirlemek gerekmektedir.
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Enzim miktarinin etkisi: Enzim reaksiyonunun hizi, enzimin substrata doygun oldugu
kosullarda enzim konsantrasyonuna bagli olarak dogrusal olarak artar. Ortamda ne kadar ¢ok

enzim molekiilii varsa yeterli substrat oldugu stirece reaksiyon da siirecektir.

Substrat miktarinin etkisi: Enzim konsantrasyonu sabit tutularak substrat konsantrasyonuna
bagl olarak ulasilan maksimum hiz noktasi Vmax adin1 alir. Substrat konsantrasyonu agisindan
onemli bir durum da, ortamda asir1 miktarda olan substratin enzimi inhibe etmesidir. Ortamda
¢ok fazla miktarlarda substrat bulunmasi, substrat molekiillerinin enzime baglanmasin

zorlastirir. Buna ‘substrat inhibisyonu” denir.

Ortam pH'nin etkisi: Enzimin reaksiyon hizi, ortamin pH'sine baghdir. Belirli bir pH
araliginda enzimin etkisi daha fazladir. Bir enzim i¢in aktivitenin en fazla oldugu pH' ye

enzimin ‘optimum pH’si” denir.

Sicakligin etkisi: Enzimatik reaksiyonlarda baslangicta sicaklik artisi ile aktivitede artig
gozlenir. Fakat belirli bir sicaklik asildiktan sonra enzimler de diger proteinler gibi denatiire
olur ve aktivitelerini kaybederler. Her enzim icin birim zamanda substratla ES kompleksini
hizli bir sekilde olusturdugu belirli bir sicaklik vardir. Bu sicakliga o enzimin ‘optimum

sicaklig1” denir.

Zamanin etkisi: Enzim katalizli reaksiyon yiirtirken reaksiyonun hizi giderek diiser. Bunun
nedeni reaksiyon devam ederken olusan tiiriinlerin aralarinda tepkimeye girerek ters yonde
bir reaksiyon olusturmalari, enzimin zamanla inaktive olmasi, reaksiyonu inhibe eden

maddelerin olusmasi ve substratin titkenmesi gibi faktorlerdir. Bu faktorlerin etkilerinin
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ortadan kaldirilmas: i¢in enzim calismalar1 ¢ogunlukla reaksiyonun baslangi¢c asamasinda

gerceklestirilir (ilk 1-3 dakika).

2.1. Deneysel Calismalar

Deney 2.1. a-Amilaz Miktarinin Etkisi

Deneyin prensibi: Enzim miktarinin reaksiyon hizina etkisinin spektrofotometrik olarak incelenmesi

esasina dayanur.

Deneyin yapilisi:

Asagidaki cizelgeye gore alt1 deney tiipii numaralandirip hazirlanir.

Cozeltiler / uL Kor 1 2 3 4 5
Saf su 100 90 80 70 60 50
Nisasta 900 900 900 900 900 900
¢oOzeltisi

Enzim ¢ozeltisi — 10 20 30 40 50

Tiipler karistirilip oda sicakliginda 5 dk bekletilir.

Tiiplere 1 mL renk ayiraci eklenip, kaynar su banyosunda 10 dk bekletilir.

Soguyan tiiplere 10 mL saf su eklenerek tiipler karistirilir, spektrofotometrede kore karsi 546 nm’de
absorbanslar okunur. Enzim konsantrasyonuna kars: hiz grafigi cizilir.

Deney 2.2. Substrat Miktarinin Etkisi

Deneyin prensibi: Standart nisasta ¢ozeltisi kullanarak a-amilazin doygunluk egrisinin

spektrofotometrik olarak belirlenmesi.

Deneyin yapilist: a-Amilazin doygunluk konsantrasyonun bulunmas: amaciyla asagidaki cizelgeye

gore hazirlanan nisasta ¢ozeltisi kullanilir.



Kér Tiipler Standart Tiipler

Cozeltiler / pL
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Saf su 900 800 700 600 500 880 780 680 580 480

Nisasta ¢ozeltisi 100 200 300 400 500 100 200 300 400 500

Enzim ¢ozeltisi - - - - - 20 20 20 20 20

Tipler karistirthp oda sicakliginda 5 dk bekletilir.

Daha sonra tiiplere 1 mL renk ayiraci eklenerek karistirilir ve kaynar su banyosunda 10 dk bekletilir.

Soguyan tiiplere 10 mL saf su eklenerek tekrar karigtirilir.

Her tiipiin 546 nm’deki absorbansi kendi koriine kars1 okutulur.

Hiz ile substrat arasinda cizilen grafikten a-amilazin maksimum hiza ulastigi substrat

konsantrasyonu belirlenir.
Deney 2.3. Optimum Sicakligin Belirlenmesi

Deneyin prensibi: a-Amilazin maksimum aktivite gosterdigi sicakligin spektrofotometrik olarak

belirlenmesi esasina dayanur.

Deneyin yapilisi: a-Amilazin maksimum aktivite gosterdigi sicaklig1 belirlemek amaciyla 12 deney

tiipiiniin 6’s1 6rnek, diger 6's1 kor tiipii olmak iizere asagidaki cizelgeye gore hazirlanur.

Cozeltiler / uL Kor Ornek
Saf su 500 480
Nisasta ¢6zeltisi 500 500
Enzim ¢ozeltisi — 20

Tiiplerin her biri icin ayr1 bir sicaklik segerek (10, 15, 20, 25, 30, 40, 60, 80 °C) 5 dk
bekletilir.
Tiiplere 1 mL renk ayiraci eklenip karistirilir ve kaynar su banyosunda 10 dk
bekletilir.
Tiiplere 10 mL saf su eklenip karistirilir ve her tiipiin 546 nm’deki absorbansi
kendi koriine karg: okutulur.
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% aktivite ile sicaklik arasinda cizilen grafikten a-amilazin optimum sicaklig1 belirlenir.

Cozeltiler:

10 mM maltoz standarti: 0.171 g maltoz 50 mL saf suda ¢oziiliir.

a-amilaz ¢ozeltisi: 1 mg a-amilaz 1 mL fosfat tamponunda ¢oziiliir.

%0.1'lik Nisasta ¢ozeltisi: 500 mg nisasta 50 mL saf suda hafifce 1sitilarak ¢oziiliir.

Renk ayract: 1 g 3,5 dinitrosalisilik asit, 20 mL 2 N NaOH, 50 mL saf suya 30 g Na-K tartarat ilave

edilip, 100 mL’ye tamamlanur.
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