E4. Seliilaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi
1. Genel Bilgi
Enzim

Kimyasal reaksiyonlarin hizlarmi arttiran maddeler Kkatalizor olarak adlandirilirlar.
Katalizorler reaksiyon sirasinda fiziksel degisiklikler gecirirlerse de reaksiyon
tamamlandiginda tekrar kendi orijinal hallerine donerler. Enzimler biyolojik katalizor olarak
tanimlanabilirler. Enzimler canli hiicreler tarafindan olusturulan ve kimyasal reaksiyonlari
spesifik olarak katalizleme yeteneginde olan protein yapisindaki maddelerdir. Bitki, havyan
ve mikroorganizmalarin canli hiicreleri tarafindan olusturulan enzimler hiicredeki islevlerinin
yant sira (in vivo) hiicre disinda da yani in vitro kosullarda da aktivite gostermektedirler. Bir
canlidaki parcalanma ve yapim (sentez) reaksiyonlarinin tiimii enzimlerin katalitik aktiviteleri
ile gergeklestirilmektedir. Bu nedenle, enzimler canliligin olusumu ve devami i¢in elzem olan
maddelerdir. Canli disinda da aktivitelerini gostermeleri enzimlerin 6nemini bir kat daha
arttirmaktadir. Bugiin enzimlerden gida, ila¢ ve kimya endustrisinde, dericilik, boya ve
temizlik maddeleri tiretimi gibi 6zel konularda, biyoloji ve biyoteknoloji bilim dallarinda, tip,
tarim ve veterinerlik alanlarinda yaygin olarak yararlaniimaktadir.

Enzimlerin etki ettigi bilesige substrat denir ve her enzimin 6zgiin bir substrati veya bazi
enzimlerin 6zgiin veya spesifik substratlar1 vardir. Yani bazi enzimler sadece bir tip substrata
etki edebilirken bazi enzimlerin etkiledigi substrat tipi birden fazla olabilmektedir. RNA
yapisinda olan birka¢ enzim molekiilii bilinmekle birlikte, enzimlerin biiyiik bir kism1 protein
yapisindadir. Bazi enzimler, kofaktor denilen protein olmayan kisimlar da igerebilirler ki
bunlar olmadan aktivite gosteremezler. Boyle enzimlerde, enzimin inaktif haldeki protein
kismima apoenzim ve kofaktor igeren aktif enzime ise haloenzim denir. Haloenzimlerde
enzimin spesifikliinden apoenzim, katalitik aktiviteden ise, kofaktér sorumludur.
Kofaktorler; koenzimler, prostetik gruplar ve inorganik olarak gruplandirilabilmektedir.
Kofaktor organik bir bilesik ise buna koenzim denilir. Eger kofaktoér enzim proteinine siki
bagli ise ve enzim proteinine zarar vermeden ayrilamiyorsa veya enzim proteininden basit
diyaliz yontemleri ile ayrilamiyorsa buna prostetik grup denilir.

Apoenzim + Kofaktor = Haloenzim

VAN

Organik Inorganik
(koenzim) (metal iyonlart)

Katalizor gorevi yapan birgok organik ve inorganik molekiil bulunmaktadir. Bu nedenle,
enzimler ile diger katalizorler arasindaki farklilik ve benzerlikleri belirtmekte yarar vardir.
Biitiin katalizorler asagidaki ortak 6zelliklere sahiptirler.

1. Katalizorler reaksiyon hizini arttiran maddelerdir.

2. Katalizorler reaksiyon sonunda kaybolmazlar.

3. Katalizorlere sadece ¢ok kiiciik miktarlarda ihtiya¢ duyulur.

4. Katalizorler reaksiyonun denge noktasini degistirmezler; sadece dengeye ulasmak igin
gerekli olan siireyi kisaltirlar.

Bu ortak ozelliklerin yani sira enzimler, kendilerini diger katalidrlerden ayiran bazi
farkliliklara da sahiptirler. Enzimlere 6zgli ozellikler bunlarin etkinligi, spesifikligi ve
kontrolleriyle ilgilidir.
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1. Enzim etkinligi: Enzimler diger katalizorlerden daha etkilidirler. Bu durum hidrojen
peroksitin su ve oksijene parcalanmasi ile aciklanabilir. Bu reaksiyonu katalizleyen
maddelerden birisi olan ferik iyonu (Fe™) reaksiyon hizin1 30 000 kat arttirir. Ferrik iyonlari
bu reaksiyon icin etkin bir katalizér olmasina karsin katalaz enzimi kadar etkili degildir.
Katalaz enziminin varliginda reaksiyon 10° kat daha hizl gergeklesir.

2. Enzim spesifikligi: Katalizor olarak rol oynayan bir madde katalitik etkinligin secici
olacagmi garanti etmez. Kimya laboratuarlarinda karsilasilan organik ve inorganik
katalizorler ¢ok sayida farkli substrat {izerinde etkilidirler. Enzimleri bu tiir katalizorlerden
ayiran en 6nemli 6zellik onlarin hem substrat yapis1 hem de reaksiyon tipi acisindan son
derece se¢ici olmalaridir.

3. Enzim Kontrolii: Enzimleri diger katalizorlerden ayiran bir diger 6zellik, enzimlerin
katalitik etkinliginin kontrol edilebilir olmasidir. Bir¢ok enzimin aktivitesi arttirilabilir,
azaltilabilir ve hatta tamamen durdurulabilir.

Enzim aktivitesinin 6l¢iilmesi

Enzimlerin doku ve hiicrelerdeki konsantrasyonu son derece az oldugundan miktarlarini
olemek cok giictiir. En iyi 6lgme sekli enzimin katalitik aktivitesi 6lgmektir. Dolayisiyla
aktivite tayinlerinde ya kaybolan substrat miktar1 ya da meydana gelen iiriin miktar1 tayin
edilerek enzimlerin aktiviteleri olgtiliir. Biyolojik maddelerde gorev alan birgok enzim
"Enzim Unitesi" birimi ile ifade edilir. Buna gore; 1 dakika icerisinde 1 mikromol substratin
belirli kosullar altinda {iriine doniistimiinii saglayan enzim miktar1 "bir iinite" olarak kabul
edilmektedir.

2. Materyal ve Yontem

Seliilaz enzim aktivitesi substrat olarak filtre kagidinin kullanilmasi ile dl¢iilmiistiir.

Substrat: Whatman No.1 filtre kagidi (1x6 cm)(=50 mg)

Metod:

1. Hacmi en az 25 mL olan bir test tiiptine 1 mL 0,05M Na-sitrat (pH 4,8)tamponu ilave
edilir.

2. Sitrat tamponunda seyreltilmis enzimden 0,5 mL eklenir.

3. Filtre kagid1 seridi merdiven seklinde biikiilerek sivinin igerisine atilir. Filtre kagidi tam
olarak sivinin igerisine batmazsa, cam bir ¢ubuk yardimiyla itilebilir.

4. Karisim 50 °C’de 60 dakika inkiibe edilir.

5. Inkiibasyon sonrasinda tiiplere 3 mL DNS ilave edilip karistirilir.

6. Tipler kaynayan su igerisinde 5 dk. Siireyle kaynatilir. Tiim 6rnekler, enzim korleri, glikoz
standartlar1 ve spektro sifir beraberce kaynatilmalidir. Kaynatma sonrasinda tiipler soguk su
banyosuna aktarilir.

7. Tupler sogutulduktan sonra icerisine 20 mL saf su ilave edilir ve tiip igerigi iyice
karistirilir.

8. Pulp tamamen dibe ¢oktiigiinde (en az 20 dk. snr.), olusan renk spektro sifira karsi 540
nm’de spektrofotometrede 6l¢iiliir.

Spektro 0 Enzim kor

1,5 mL sitrat tamponu 1 mL sitrat tamponu

3 mL DNS 0,5 mL seyreltilmis enzim

5 dk kaynatma + 20 mL saf su 3 mL DNS

Filtre kagid1 var 5 dk kaynatma + 20 mL saf su
Filtre kagid1 yok
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Standartlar Enzim

1 mL sitrat tamponu 1 mL sitrat tamponu

0,5 mL standart 0,5 mL seyreltilmis enzim

3 mL DNS 3 mL DNS

5 dk kaynatma + 20 mL saf su 5 dk kaynatma + 20 mL saf su
Filtre kagid1 var Filtre kagidi var

Glikoz Standartlarimin Hazirlanmasi

Stok ¢ozelti: 10 mg/mL konsantrasyonda glikoz ¢6zeltisi

Diliisyonlar:

1 mL glikoz stok ¢6z. + 0,5 mL tampon = 1:1,5 = 6,7 mg/mL (3,35 mg/0,5mL)
1 mL glikoz stok ¢6z. + 1 mL tampon = 1:2 = 5,0 mg/mL (2,5 mg/0,5mL)

I mL glikoz stok ¢6z. + 2 mL tampon = 1:3 = 3,3 mg/mL (1,65 mg/0,5mL)

1 mL glikoz stok ¢6z. + 4 mL tampon = 1:5 = 2,0 mg/mL (1,0 mg/0,5mL)

3. Sonuglarin degerlendirilmesi,

1. Glikoz konsantrasyonuna (mg/0,5mL olarak) karst 540 nm’de 6l¢iilen absorbans degerleri
aritmetik grafige islenerek glikoz standart kurvesi ¢izilir.

2. Standart kurve kullanilarak her bir enzim ornek tiipiinden ag¢iga ¢ikan glikoz miktari
hesaplanir (enzim koriiniin absorbansi ¢ikarildiktan snr).

3. Reaksiyon sonunda 2 mg glikoz olusumunu saglayacak enzimin konsantrasyonu belirlenir.
Filtre kagid1 seliilaz aktivitesini hesaplamak i¢in, 50 mg filtre kagidindan 60 dk.’da olusan 2
mg indirgen seker (glikoz olarak) degeri esas alinmistir (% 4 doniisiim). Aciga ¢ikan indirgen
sekerin miktar1, analiz karisimindaki enzim miktarinin lineer bir fonksiyonu olmadigi igin;
yani, aym siirede enzim miktar1 2 kat arttirildiginda, olusan indirgen sekerin miktar1 2 kat
artmadigindan % 4 oranda doniisiim noktast esas almmistir. Analiz bu kosullarda
gerceklestirildiginde hidroliz hizinin lineer oldugu ve son {iriin inhbisyonundan etkilenmedigi
varsayilmaktadir.

Enzim konsantrasyonu = 1/Diliisyon = Enzimin diliisyondaki hacmi / Diliisyonun toplam
hacmi

4. FPU reaksiyonunda 2 mg glikoz aciga ¢ikaran enzim miktar1 (kritik enzim konsantrasyonu
=mL/mL) 0,37 Unite igerir.

FPU = 0,37 U/mL

T2 mg glikoz olusturan enzim konsantrasyonu

. 1 pumol glikoz 1 1
FPU 2myg glikoz 0,18 mg glikoz60 dko0,5 mL
mL ;
Diliisyon
Kaynaklar
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