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 Enzimler protein yapısında ve doğal olarak yalnız
canlılar tarafından sentezlenen biyolojik katalizörlerdir.

 Etki ettikleri maddeye SUBSTRAT denir ve bu maddenin
sonuna "ase=az" eki getirilerek ya da katalizlediği
tepkimenin çeşidine göre adlandırılırlar.
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 Basit Enzimler: Sadece proteinden meydana gelmiş
enzimlerdir. Bunlara en iyi örnek sindirim enzimleri ve üreyi
parçalayan üreaz

 Bileşik Enzimler: Bileşik enzimler iki kısımdan meydana
gelir.

- Protein + Vitaminler
- Protein + Mineral maddeler veya metal iyonlarıdır.



protein Apoenzim (protein)

Koenzim(vitamin, mineral vs.

Basit enzim Bileşik enzim



Bu enzimlerin protein kısmına apoenzim,
vitamin kısmına koenzim veya prostatik grup

Organizmalarda vitamin veya metal iyonları eksik olursa
protein kısımları reaksiyonu gerçekleştiremez. Koenzim
metal iyonu ise buna "Kofaktör" denir.

Bazı durumlarda koenzim apoenzim kısmına sıkıca
bağlanmıştır; bu bağlanan kısma "Prostetik grup";
prostetik grupla apoenzim kısmının her ikisine birden
"Holoenzim" denir.



Her enzimin 4 rakamlı bir numarası vardır, örneğin,

EC 3.6.1.3.ATP fosfohidrolaz
Enzyme Commission number (E.C. Number)

da birinci numara sınıfını, 
ikinci numara alt sınıfını,
üçüncü numara grubunu, 

dördüncü numara da kendine özgü sıra numarasını verir.

Enzyme Substrate

Amylase Starch (Nişasta)

Maltase Maltose

Sucrase Sucrose

Lipase Fats

Pepsin Proteins

EC 1 Oxidoreductases
EC 2 Transferases
EC 3 Hydrolases
EC 4 Lyases
EC 5 Isomerases
EC 6 Ligases

http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC1/
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC2/
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC3/
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC4/
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC5/
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC6/


ENZİM NASIL ÇALIŞIR ?

Enzimin hangi substratla çalışılacağını saptayan kısmı 
apoenzim kısmıdır. Dolayısıyla apoenzim kısmıyla substrat 

arasında bir ilişki vardır.
Koenzim kısmı daha çok kimyasal bağa yakın olarak işlev 

gösterir, örneğin ester bağlarını parçalar vs. 
Bu anlamda enzimin apoenzim kısmı bir ya da birkaç yerinden 

(aktif bölgelerden) substrat molekülüne yapışır ya da bağlanıyor 
(yani bir enzim-substrat kompleksi oluşturuyor) ve 

bu arada koenzim kısmı substrat üzerindeki bağlarla gerçek 
anlamda birleşmeye veya bağlanmaya giderek onu parçalar.



Enzimler Nasıl Çalışır ???

Genel enzim reaksiyonu şeklinde özetlenebilir.

E= Enzim; S= Substrat; ES= Enzim-Substrat Kompleksi; P= Ürün’dür.
 

E E + P + S 
K 1 

K 2 
ES 

K 3 

K 4 



 Anahtar kilit modeli: Bu modelde enzimin aktif merkezi 
substaratabirebir benzer. 

 5ÙÁÒąÌÍąĥ ÕÙÕÍ ÍÏÄÅÌÉȡ"Õ ÍÏÄÅÌÅ ÇĘÒÅ ÅÎÚÉÍÉÎ ÁËÔÉÆ 
merkezi,enzim substrattanÕÚÁËÔÁ ÏÌÄÕøÕ ÄĘÎÅÍÄÅ 
substrataÂÅÎÚÅÒÌÉË ÇĘÓÔÅÒÍÅÚȢ %ÎÚÉÍ substrataÙÁËÌÁĥÔąËëÁ 
enzimin aktif merkezi ÓÕÂÓÔÒÁÔąÎĥÅËÌÉÎÉ ÁÌąÒȢ

 SubstratÉÌÅ ÅÎÚÉÍ ÁÒÁÓąÎÄÁ kovalentÂÁøÌÁÒ ÂÕÌÕÎÍÁÚ. H 
ÂÁøÌÁÒąȟ hidrofobikÂÁøÌÁÒȟ ÉÙÏÎÉË ÖÅ 6ÁÎ ÄÅÒ WaalsÂÁøÌÁÒą 
enzimle substratÁÒÁÓąÎÄÁËÉ nonkovalentÂÁøÌÁÒÄąÒȢ



Enzimler Nasıl Çalışır ???



Isı: Her enzim reaksyonunun optimal bir ısı seviyesi vardır. 
İnsanda bu ısı 36,5 derecedir. 0 derecede enzimler canlılıkta 
kaybedilmeyebilir. Genel olarak enzimler 60C’de bozulurlar. 

pH: (asitlik-bazlık oranı): Her reaksiyonun gerçekleşebilmesi 
ortamın pH'ını belirleyen belli oranda [[H+]] ve [[OH-]] iyonları 
konsantrasyonu olmasına bağlıdır. 

Enzimler kimyasal reaksiyonları gerçekleştirdiklerinde bazı 
faktörlerin etkisi altında kalırlar. Bunlar;



 Substrat konsantrasyonu: Ortamda reaksiyon hızını artırıcı 
yapılardan biride enzim ve substrat miktarıdır. Her ikisinin 
miktarı belirli oranlarda artırılırsa reaksiyon hızı sürekli artar. 

Su: Enzim reaksiyonunun gerçekleşebilmesi için ortamda 
belirli oranda su olması gerekir. Çünkü moleküllerin birbirine 
çarparak reaksiyonu gerçekleştirebilmesi için hareketi 
sağlayacak sıvı bir ortamın olması gerekir. 



*Enzimler hücrede bir TAKIM halinde çalışır;
birinin son ürünü kendisinden sonraki enzimin substratını yapar,

*örneğin, amilaz enzimi nişastayı iki zincirli maltoza,
maltaz enzimi ise maltozu tek zincirli glikoza çevirir.

*Bazı enzimler ortama yalnız belirli iyonlar eklendiğinde etkindirler,
örneğin bazı enzim zincirine ancak Mg++ iyonu eklenince glikozu
laktik aside çevirebilir. Tükrükteki amilaz nişastayı yalnız Cl
iyonlarının bulunduğu ortamda parçalayabilir.



Biyoteknolojide Enzimler

*Zamk kaplama malzemeleri gibi, kağıt endüstrisinde, koltuk,
döşeme endüstrisi gibi alanlarda ESTERAZLAR

*Deterjan sanayinde PROTEAZLAR, LİPAZLAR

*Gıda endüstisinde örnein meyvesularında PEKTİNAZLAR

*Biodegradable plastikde polimer parçalayan organizmaların
ürettiği enzimler

*Deri ve tekstil endüstrisinde zararlı kimyasalların yerini
alabilecek mikroorganizmaların ürettiği enzimler

*Biyoetanol üretiminde özellike

mısır, bambo…..



*Genellikle ya kaybolan ya dönüşen substrat miktarı yada
meydana gelen ürün miktarı tayin edilerek enzimlerin
aktiviteleri ölçülür.

*Enzim aktivite tayininde yöntem seçerken metodun pratik
oluşuna ve kısa sürede yapılışına, ayrıca hassas oluşuna da özen

göstermek gerekir.

Enzim Aktivitelerinin Tayininde Kullanılan Yöntemler



• Spektrofotometrik yöntem, Pekçok enzim substratı, ürünü veya koenzimi,
görülen ışıkta veya ultraviyole ışıkta bir tepe değeri göstererek, absorbans
vermektedir.

• Monometrik yöntem, Bir komponenti gaz olan enzimlerin aktivitesini
ölçmek için kullanılan yöntemdir. Örneğin; oksidazlarla oksijen alınımı ve
dekarboksilazlarla karbon dioksit salınımı bu yöntemle ölçülür.

• Thunberg yöntemi, Çok sayıda dehidrogenaz enziminin aktivitesi bu yöntem
kullanılarak ölçülür

• Elektrot yöntemi, Cam elektrotlarla oluşan ürünlerin ölçülmesi esasına
dayanır.

• Polimerik yöntem, Pekçok enzimin substratı optikçe aktiftir. Eğer üründe
optik aktivite değişmesi görülecek olursa bu yöntem kullanılmaktadır.

• Kromatografik yöntem, Diğer yöntemlerle bir ölçme yapılamadığında bu
yönteme başvurulur.

• Kimyasal tayin yöntemi,Birçok enzim reaksiyon başladıktan sonra belirli
zaman aralıklarında karışımdan örnek alıp, substrat ve ürünün kimyasal
yöntem ile miktarı tayin edilir.

Enzim Aktivitelerinin Tayininde Kullanılan Yöntemler



*Aktivite tayininde kullanılan bazı terimleri ve ne anlama
geldiğini inceleyelim:

 Ünite: Bir mikromol substratı bir dakikada ve optimal
koşullarda ürüne çeviren enzim miktarı bir ünite olarak
kabul edilmektedir. Enzim üniteleri U şeklinde
gösterilmektedir.

 Spesifik Aktivite: Bir miligram proteinde bulunan enzim
ünite sayısı spesifik aktivite olarak kabul edilir. Spesifik
aktivite ünite/mg protein olarak kabul edilmektedir.
Buna göre spesifik aktiviteyi aşağıdaki gibi yazabiliriz;
Örneğin; 5 mg proteinde 750 ünite ölçmüşsek, bu enzimin
spesifik aktivitesi 150 U/mg bulunur.

Enzim Aktivitelerinin Tayininde Kullanılan Birimler



 SODȭlar ÏÌÁøÁÎİÓÔİkatalitik etkinlikte ëÁÌąĥȚan

metalloproteinlerdir. O2ȅȭi H2O2ȭe ÄĘÎİĥÔİÒÍÅÒÏÌİolan

SODȭÌÁÒąÎaktif merkezlerindeyer alan metalÉÙÏÎÌÁÒąÎÁÇĘre

İëizoenzimiÖÁÒÄąÒ. BunlarÂÁËąÒveëinkoÉëeren Cu/Zn SOD,

manganÉëerenMn SODve demir iëȚerenFeSODȭÌÁÒÄąÒ.

Superoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesi Tayini



 9ÁÐąÌÁÎëÁÌąĥmalarda; SODȭÌÁÒąÎifadesindekiÁÒÔąĥÌÁÒąÎ

biyotik ve abiyotik streseÂÁøÌąÏÌÕĥan oksidatif stresle

ÂÁĥa ëąËÍÁÄÁve bitkilerin stres koĥȚÕÌÌÁÒąÁÌÔąÎÄÁ

ÃÁÎÌąÌąøȋąÓİÒÄİÒmesineËÁÔËąsaglamadaĘnemli rolleri

ÏÌÄÕøu ileriÓİÒİÌÍİĥÔİÒ.



 SODenzim aktivitesi tayinindeËÕÌÌÁÎąÌÁÎÆÁÒËÌądirek ve

indirekt analizÍÅÔÏÔÌÁÒąÇÅÌÉĥÔÉÒÉÌÍÉĥÔÉÒ. BunlarÁÒÁÓąÎÄÁ

ÇİÖÅÎÉÌÉÒÌÉËveËÕÌÌÁÎąÍËÏÌÁÙÌąøąÁëąÓąÎÄÁÎenëÏËtercih

edileninitroblue tetrazolium (NBT)metodudur.

 "Õ ÁÍÁëÌÁ 3/$ ÅÎÚÉÍ ÁËÔÉÖÉÔÅÓÉ ÔÁÙÉÎÉÎÄÅ 19160 SOD 

determination kit (SigmaɊ ËÕÌÌÁÎąÌÍÁËÔÁÄąÒȢ



+ÉÔ dëÅÒÉøÉ

a) WST Solution 5 ml x 1 

b) %ÎÚÙÍÅ 3ÏÌÕÔÉÏÎ ΣΡΡ ʈÌ Ø Σ 

c) Buffer Solution 100 ml x 1 

d) Dilution Buffer 50 ml x 1 

e) Manual 



Gerekli ekipmanlar

a) Plate reader (450 nm filter) 

b) 96-well microplate 

c) 10 l & 100-200 l pipettes and a multi-channel pipette 

d) Incubator 

e) Superoxide dismutase (SOD), if necessary for the 

preparation of an inhibition curve 



KÁÌąĥÍÁÓÏÌÕÓÙÏÎÌÁÒąÎąÎÈÁÚąÒÌÁÎÍÁÓą

a) WST working solution: Dilute 1 ml of WST Solution with 19 ml 

of Buffer Solution. 

b) Enzyme working solution: Centrifuge the Enzyme Solution 

tube for 5 sec. Mix by pipeting, and dilute 15 ʈÌof 

Enzyme Solution with 2.5 ml of Dilution Buffer. 

c) SOD Solution (for assay monitoring, if necessary): Dilute SOD 

with Dilution Buffer to prepare SOD Standard 

Solution as follows:

200 U/ml, 100 U/ml, 50 U/ml, 20 U/ml, 10 U/ml, 5 U/ml, 1 U/ml, 0.1 

U/ml, 0.05 U/ml, 0.01 U/ml, 0.001 U/ml 



 1) Add 20 l of sample solution to each sample and blank 2 well, and add 20 l 

of ddH2O (double distilled water) to each blank 1 and blank 3 well. 

 2) Add 200 l of WST Working Solution to each well, and mix. 

 3) Add 20 l of Dilution Buffer to each blank 2 and blank 3 well. 

 4) Add 20 l of Enzyme Working Solution to each sample and blank 1 well, and 

then mix thoroughly*. 

 5) Incubate the plate at 37 ІC for 20 min. 

 6) Read the absorbance at 450 nm using a microplate reader. 

Uygulanēĸē



Sample Blank1 Blank2 Blank3

Sample 

solution

20 μl 20 μl

ddH2O 20 μl 20 μl

WST working 

solution

200 μl 200 μl 200 μl 200 μl

Enzyme 

working 

solution

20 μl 20 μl

Dilution 

buffer

20 μl 20 μl

Tablo : Örnekler, blank 1, 2 ve 3 için  gerekli solusyon miktarları



Calculate the SOD activity (inhibition rate %) using the 

following equation: 

• SOD aktivitesi (inhibition rate %) = {[(Ablank1 -Ablank

3) -Asample- Ablank2)]/ (Ablank1 -Ablank3)} x 100 

Ķnhibisyon oranlarē (%) hesaplanēr ve 

Grafikler oluĸturulur
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 /ËÓÉÄÁÔÉÆ ÓÔÒÅÓÅ ÎÅÄÅÎ ÏÌÁÎ ÓÅÒÂÅÓÔ ÒÁÄÉËÁÌÌÅÒȟ ÙÁÐąÌÁÒąÎÄÁ ÂÉÒ ÖÅÙÁ ÄÁÈÁ 

ÆÁÚÌÁ ÓÁÙąÄÁ ÏÒÔÁËÌÁÎÍÁÍąĥ ÅÌÅËÔÒÏÎ ÔÁĥąÙÁÎ ÁÔÏÍ ÙÁ ÄÁ ÍÏÌÅËİÌÌÅÒÄÉÒȢ 

3ÅÒÂÅÓÔ ÒÁÄÉËÁÌÌÅÒ ÁÒÁÓąÎÄÁ ÏËÓÉÊÅÎ ÓÅÒÂÅÓÔ ÒÁÄÉËÁÌÌÅÒÉ ÅÎ ĘÎÅÍÌÉÌÅÒÉÄÉÒȢ 

/ËÓÉÊÅÎ ÏÒÔÁËÌÁÎÍÁÍąĥ ÅÌÅËÔÒÏÎÌÁÒą ÎÅÄÅÎÉÙÌÅ ÉÎÄÉÒÇÅÎÍÅ ÅøÉÌÉÍÉÎÄÅ 

ÏÌÄÕøÕÎÄÁÎ ÔÏËÓÉË ĘÚÅÌÌÉË ÇĘÓÔÅÒÉÒȢ 

MDA (Malondialdehyde Analizi)=

Lipid peroksidasyonunun belirlenmesi



 (İÃÒÅ ÉëÉÎÄÅ ÏËÓÉÊÅÎÉÎ ÓÏÎ ÉÎÄÉÒÇÅÎÍÅ ÂÁÓÁÍÁøą ÓÕÄÕÒȢ !ÎÃÁË ÏËÓÉÊÅÎÉÎ 

ÉÎÄÉÒÇÅÎÍÅÓÉ ÓąÒÁÓąÎÄÁ ÒÅÁËÔÉÆ ÏËÓÉÊÅÎ ÔİÒÌÅÒÉ ɉ2/4Ɋ ÁÄą ÖÅÒÉÌÅÎ ÁÒÁ İÒİÎÌÅÒ 

ÏÌÕĥÕÒȢ "Õ ÁÒÁ İÒİÎÌÅÒÉÎ ÂÁĥÌąÃÁÌÁÒąȠ ÓİÐÅÒÏËÓÉÔ ÁÎÙÏÎÕ ɉ/2
-), hidroksil 

radikali (OH-) ve hidrojen peroksittir (H2O2ɊȢ "ÕÎÌÁÒ ÁÒÁÓąÎÄÁ ÏÒÇÁÎÉÚÍÁ 

ÉëÉÎÄÅ ÅÎ ÁËÔÉÆ ÄÏÌÁÙąÓąÙÌÁ ÅÎ ÔÏËÓÉË ÏÌÁÎą ÈÉÄÒÏËÓÉÌ ÒÁÄÉËÁÌÉÄÉÒ



 Serbest radikallerÈİÃÒÅÙÉÏÌÕĥÔÕÒÁÎÔİÍÙÁÐąÌÁÒÌÁreaksiyonagirebilirler

ancak bu ÅÔËÉÌÅĥÉÍÅen hassas ÙÁÐąÌÁÒlipitlerdir. Serbest oksijen

radikallerinindokularaetkisi ileÏÌÕĥÁÎȟlipit peroksidasyonuÅÓÎÁÓąÎÄÁbir

dizi reaksiyon sonucu meydana gelen, ÏÌÄÕËëÁreaktif olan metabolik

İÒİÎÌÅÒÄÅÎbir tanesimalondialdehit(MDA)ȭtir .



 0ÌÁÚÍÁ -$! ÄİÚÅÙÉÎÉÎ ÂÅÌÉÒÌÅÎÍÅÓÉ ÄÏËÕÌÁÒÄÁËÉ ÌÉÐÉÔ 
ÐÅÒÏËÓÉÄÁÓÙÏÎÕÎÕÎ ÖÅ ÄÏÌÁÙąÓąÙÌÁ ÏËÓÉÄÁÔÉÆ ÓÔÒÅÓÉÎ ÈÁÓÓÁÓ 
ÇĘÓÔÅÒÇÅÌÅÒÉÎÄÅÎ ÂÉÒÉÄÉÒȢ -$! ÕÚÕÎ ĘÍİÒÌİ ÏÌÍÁÓą ÖÅ 
ÙİËÓÅË ÒÅÁËÔÉÖÉÔÅÓÉ ÉÌÅ ÈİÃÒÅ ÉëÉ ÖÅ ÈİÃÒÅ ÄąĥąÎÄÁ ÂÕÌÕÎÁÎ 
ÐÒÏÔÅÉÎȟ ÎİËÌÅÉË ÁÓÉÔ ÇÉÂÉ ÂÉÒëÏË ÂÉÙÏÍÏÌÅËİÌÅ ÅÔËÉ ÅÄÅÒÅË 
ÇÅÒÉ ÄĘÎİĥİÍİ ÍİÍËİÎ ÏÌÍÁÙÁÎ ÙÁÐąÓÁÌ ÖÅ ÆÏÎËÓÉÙÏÎÅÌ 
ÈÁÓÁÒÌÁÒąÎ ÏÒÔÁÙÁ ëąËÍÁÓąÎÁ ÎÅÄÅÎ ÏÌÕÒȢ "Õ ÁÍÁëÌÁ ÓÔÒÅÓ 
ëÁÌąĥÍÁÌÁÒąÎÄÁ ÃÁÎÌąÄÁ ÓÔÒÅÓ ÏÌÕĥÕÍÕÎÕ ÇĘÓÔÅÒÍÅË ÉëÉÎ 
-$! ÁÎÁÌÉÚÉ ÙÁÐąÌąÒ.



 ΣΡΡ ÍÇ ĘÒÎÅË ϷΪΡȭlik 1 ml alkol ile homojenizeedilir. 3000 g de +4 oCȭde 10 dkÓÁÎÔÒÉÆİÊ 

edilir.

 3ÁÎÔÒÉÆİÊ ÓÏÎÒÁÓą ÅÌÄÅ ÅÄÉÌÅÎ ÓİÐÅÒÎÁÔÁÎÔÉËÉÙÅ ÂĘÌİÎİÒȠ

 Σ ÈÁÃÉÍ ÁÌąÎąÒ Ϲ Σ ÈÁÃÉÍ ϷΤΡȭlik TCA (trichloroaceticacid) + 1 hacim %0,01ȭlik BHT 

(butylated hydroxytoluene) eklenir. (-TBA)

 Σ ÈÁÃÉÍ ÁÌąÎąÒ Ϲ Σ ÈÁÃÉÍ ϷΡȟΨΧ 4"! ɉΤ-thiobarbituric acidɊ ÉëÅÒÅÎ ϷΤΡȭlik TCA + 1 hacim 

%0,01ȭlik BHT eklenir. (+TBA)

 Á ÖÅ Â ĥÅËÌÉÎÄÅ ÁÙÒąÌÍąĥ ÖÅ ÙÕËÁÒąÄÁËÉ ĥÅËÉÌÄÅ ÈÁÚąÒÌÁÎÍąĥ ÏÌÁÎ ÔİÐÌÅÒ  ΫΧ oCȭde 25 dk

ÉÎËİÂÁÓÙÏÎÓÏÎÒÁÓą ÁÎÉ ÂÉÒ ĥÅËÉÌÄÅ ÓÏøÕÔÍÁ ÁÍÁÃąÙÌÁ ÂÕÚÁ ÁÌąÎąÒȢ

 3ÏøÕÙÁÎ ĘÒÎÅË ΥΡΡΡ Çȭde 10 dkÓÁÎÔÒÉÆİÊ ÅÄÉÌÉÒ ÖÅ ÓİÐÅÒÎÁÔÁÎÔÁÌąÎąÒȢ

 "ÉÒÉÎÃÉ ÁĥÁÍÁÄÁ ΧΥΤ-600 nmȭdeȟ ÉËÉÎÃÉ ÁĥÁÍÁÄÁ ÉÓÅ ΧΥΤ-600-440 nmȭdeĘÌëİÌİÒȢ

Uygulanēĸē



3ÐÅËÔÒÏÆÏÔÏÍÅÔÒÅÄÅ ÏËÕÎÁÎ ÄÅøÅÒÌÅÒ ÉÌÅ ÙİÚÄÅ -$! ÓÅÖÉÙÅÌÅÒÉÎÉÎ 

ÈÅÓÁÐÌÁÎÍÁÓąÎÄÁ ÁĥÁøąÄÁËÉ ÆÏÒÍİÌÌÅÒ ËÕÌÌÁÎąÌÍąĥÔąÒȢ 

ABS=Absorbans

MDA=Malondialdehit

((ABS 532+TBA)-(ABS 600+TBA)-(ABS 532-TBA)-(ABS 600-TBA)= A

((ABS 440+TBA)-(ABS 600+TBA)x0,0971=B

nmolMDA/ml= (A-B/157000)x106

Hesaplamalar



Grafiklerin Oluĸturulmasē ve Yorumlanmasē


