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OZET

Enzimler reaksiyonlarin hizlarini lO8 - lO12 kat arttiran

cok etkin katalizdrlerdir.Kimyz endistrisinde daha {liretken
nrnseslerin gelistirilmesinde enzimler ve Szellikle tutnl-
mus enzimler kullanilir.Bir enzimle calisilirken enzimin
katalize ettigi reaksiyonun hizinin maksimum diizeyde olma-
s1 icin gerekli kosullarin saglanmasi gerekir.Bu kosullar
kullanilacak enzim miktari,substrat miktari,optimum sicak-
li1k ve optimum pH dir.Aktivatdr ve inhibitorin etkisininade
incelenmesi gerekir.

Bu calismada lrenin lreaz enziminin katalitik etkisi ¢
ile hidrolizlenmesi reaksiyonunda hiz degisiminin maksimum
oldugu Michaelis sabitinin (Km) bulunmasi ve reaksiyon hizi-
nin maksimum.olduéu sicaklik degerinin bulunmasi amaclanmis-
tir.Lineweaver - Burk diyagrami kullanilarak Michaelis sabi-
tinin degeri 3.447 x iO—3 mol/l bulunmustur.Reaksiyon igin

optimum sicaklik 629C dir.



SUMMARY

Enzymes are catalysts which increase reaction rates 108—1012

fold.In the chemical industry enzymes are especially immobi-
lized enzymes are used to develop nrocesses with high effic-

iency.In enzyme catalyzed reactions the conditions necessary

to obtain the maximum raasction rate should be provided.Such
conditions are dependent on enzyme concentration,substrate
con.,optimum temperatlire and optimum pH.

The aim of this study is to determine the Michaelis constant
(Km) and the optimum temparature of the enzymatic hydrolysis
of urea using the enzyme urease. Km was determined by using '
the Lineweaver - Burk plot and was calculated to be 3.447x1¢

mol/l . The optimum temperature‘was found to be 620C.



I. GENEL BiLGi

1.1.ENZIMLERIN TARIHSEL GELisimi

Enzimler canli organizmalarda olusan tim reaksiyonlarin
¢ok 1limlia kosullarda gerceklesmesini saglayan ve bu reaksi-
yonlaria dlizenleyen spesifik katalizdr olarak tanimlanabilir.
Insanlarin varolusundan bu yana enzimlerden yararlanma olaya
bilerek veya bilmeyerek silregelmistir.®rnegin daha ilk cag-
larda enzimler peynir,ekmek,sarap gibi besin maddelerinin ya-
piminda kullanilmistair.

Enzimlerin fonksiyonu ilk kez 1783 yilinda Spzllanzi ta-
rafindan atmacalarin mide suyunun eti erdittigi gdsterilerek
kanitlandi.1811 de Kirchoff bugday nisastasinin zamanla deks-
trin ve sekere ddniistiligiinli belirledi.1830 yilinda Robiguet ve
Boutron ile Chaland amidalin'in zci badem tarafindzn hidrold
lendigini buldular.1833 de Payen ve Persdz ilk enzim tanimi-
n1 nisastayi sekere ceviren 1siya dayanikli bir madde i¢in
yaptilar ve bu maddeye ayiran anlaminda "diastaz" adini ver-
diler.Diastaz malt ekstraksiyonunﬁn alkolle ¢ékeltilmesiyle
ele gecen karisimin icinde bulunur.1834% yilinda Schwan pepsi-
ni oldukga saf olarak elde etmeyi basardi ve bunu cdiger en-
zimler izledi. 19. ylizyilan ikinei yarisinda enzim tanimi G-
zerine tartlgmélar cikti.Liebig'e gdre fermentasyon benzeri
prosesler kiﬁyasal maddelerin etkisiyle oluyordu.Pzsteur'a
gére ise fermentasyon olayini yalnizca yasayan hlicreler ye-
piyordu."Organize fermentler" adi mikroorganizmalar .igin, "cr-
ganize olmayan fermentler" adi da bu gin kullandigimiz enzir-
ler ic¢in kullanildi.Bu yetersiz isimlendirmelerden sonrz 1872
yilinda Kihne "enzim " s6zcligiind ilk kez kullandi.1897 yiliz-
da Buchner'in mayalanma:iie alkol elde edilmesinin hiicresiz
ortamda da gerceklestigini bulmasi enzimolojide Snemli tir =-
sama oldu.Cagdas enzim kimyasi c¢alismalari enzim katalizli re-
aksiyonlarla ilgili Michaelis-Menten varsayimi ve 1826 yilaic-
da Sumner'in kristalik formda bir enzimi(ilireaz) izole etmesi:z

den sonra baslada Ill. 0 zamana kadar fermentasyonca akEIF



maddenin mayanin kendisi olduguna inananlar yaninda,bu mad-
denin mayanin ig¢inde bulunan bir safsizlik oldugunu sdyleyen-
ler vardi.S3zli edilen aktif maddenin protein yapisinda oldugu
veya proteinlerle ele gecen bir safsizlik oldugu varsayili yor-
du.

Ilk enzim saflastirmalarinin ¢ogunu 1922 - 1928 yillara
arasinda Willstatter ve arkadaslari yapt: ‘2'. Bu yillarda Dix-
on ve Kodamo oksidazi saflastirdilar.Bu calismalarda tam bir
saflik saglanamadi.ilk enzim saflastirmalari oldukga elestiri
caldi.Enzimin inert bir protein kristali ig¢inde adsorbe edil-
mis bir safsizlik oldugu Snerildi.Sonradan saf olarak izole
edilen blitldin enzimlerin protein yapisinda olduZu kanitlandi.
Ureazin kristallendirilmesinden sonra 1930'lu yillardatripsin,
kimotripsinve pepsinin saf olarak kristallendirilmesi Northrop
ve calisma arkadaslari tarafindan gercgeklestirildi |2|.1943
yilina kadar yaklasik 25 enzim,1950 ye kadar yaklaslk 100
enzim kristal formda elde edildi.Enzimlerin saflastirilmasin-
dan sonra molekil klitleleri ve yapilari arastirildi.Protein-
lerin saflastirilmasina iliskin fiziksel ve kimyasal teknik-
lerin gelistirilmesiyle protein yapisinda olan enzimlerin ami-
noasid sirasi ortaya c¢ikarildi.1953 yilinda F.Sanger molekiil
kiitlesi 5733 olan instilinin aminoasid sirasini belirledi.Bun-
dan bes yi1l sonra molekiil kiitlesi 13683 olan sigir pankreasi
ribonlikleazinin amino asid sirasi belirlendi.l1969 yilinda ise
Merrifield ve calisma arkadaslari "kati fazda sentez kinetigi"
teknigini kullanarak ribonilikleazi kimyasal ydntemlerle sentez-

lemeyi basardilar ve bu calismayla 1984 Nobel Kimya 0ddli'ni
kazandilar [1].

1.2.ENZIMIN YAPISI

Enzimin yapisi; onun molekiil agirligi,protein yapisi,en-
zimin katalitik 6zelliginin sorumlusu aktif merkezin kimyasal
davranisi ve molekilil basina aktif merkez sayisi,prostetik gru-

bun yapisi ve onun proteine baglanis seklini icerir.



1.2.1. Molekil Agirligzi

Saf enzimlerin molekiil agirligi proteinlerinki gibi fi-
ziksel ydntemlerle tayin edilir.Tablo 1.1 de bazi enzimlerin

molekdl agirliklari verilmektedir:

"_ _Hidrogenaz 9000
Peroksidaz (salggm) 34000-41000
x-amilaz ( malt) 59000
Lipoamid dehidrogenaz (sigir kalbi) 100000
Glukozfosfat izomeraz (maya) 145000
Katalaz ( bakteri) 232000
Ureaz (soya fasulyesi) 480000
Propiyonil-KoA kzrboksilaz (domuz kalbi) 700000

~ Glutamat dehidrogenaz (karaciger) 1000000
Piruvat dekarboksilaz (bugday) 1000000

Tablo 1.1 Bazi Enzimlerin Molekidl agirliklara

1 =zZirligina sahip enzimler ylksek molekiil

daha dayaniklidirlar.¥ik-

re rvaslia 1a3
re 1y 1813

fu

sek molekil agirlikli enzimler ddnilslimli olarak iki veya dort
esit parcaya ayrilir.Dogal enzimlerin birkaginin iki,l¢ veya
ddrt benzer alt birimden olustugu gdzlenmistir.Monomerik form-
lar bazen aktif bazen de inaktif durumda olabilirler.X-kimo-
tripsin orta dlzeydeki derisimlerde cogunlukla dimer halinde-
dir ve sulandirmayla dénisimli olarak ayrisarak bir monomer

oluskurur. X- Kimotripsin yilksek derisimlerde trimer halinde-

dir.
1.2.2. Protein Yapisi

Protein ddrt alt yapiyla tanimlanabilir.Aminocasidlerin
dizilis sirasina'primer yapi"denir.Aminoasid zincirinin diiz
zincir seklinde veya katlanmis olmasi proteinin '"sekunder

vyapa sl dup



Katlanmis durum ‘"o -heliks yapisi "dir."Tersiyer yapi"<¢ -he-
liksin nasil kivrildigini belirler."Kuaterner yapi" enzimin

alt birimlerini tanimlar.

1.2.2,1. Primer yapa

Proteinler dogada bulunan 20 ¢gesit aminoasidin polipep-
tidlesmesiyle olusmuslardir.Cesitli proteinlerin primer yapisa
kimyasal ySntemlerle ortaya ¢ikarilabilir.Dinitrofluorobenzen
en ¢ok kullanilan reaktiflerdendir.Bu molekiil polipeptidin u-
cundaki amino grubuna baglanir.Bu asamagan sonra tlirin hidro-
lizlenir.Dinitrofluorobenzen amino grubunun bulundugu aside
bagls olarak kalir.Bu asid kimyasal analizle ayrilarakkimligj
sgaptanir.Polipeptid zincirinin ucundaki karboksilli asidin
taninmasi icin karboksipeptidaz enzimi ile reaksiyona soku-
lur.Xarboksipeptidaz enzimi proteinden karbon-u¢ amino asidi-
ni ve ona bagli olan diger asidlerin az bir kismini uzaklas-
tirir.Ayrilan asid bundan sonra teshis edilir.Enzim peptidle
uzun slre etkilestirildiginde zamanin bir fonksiyonu olarak
serbest kalan aminoasidlerin kimligi aydinlatilirsa zincirin

sonuna yakin bircok aminoasidin sirasi ortaya c¢ikarilabilir.

1.2.2 .2. Sekunder Yap:

Polipeptid zincirinin" X-heliks" ve"B -agilmais" olmak
lizere iki sekli vardir.Bunlardan &-heliks yapisi gérinim
‘olarak dlizgiin vidaya benzer.Vidanin disleri &K-heliks yapi-
sinda aminoasid zincirine karsin gelir.Buyapi,karbonil oksi-
jeni ile amino grubu arasinda hidrojen kdépri baglari yapil-
masina maksimum olanak sagladigindan f3-ac11mls yapisina ki-
yasla daha kararlidir.Peptid grubunun baglari X 1sini kiri-
nimi ydntemiyle Sl¢lilmis; X -karbonunu iceren C-C bagi ve C-N
baginin uzunluklari tekli bag uzunluklariyla benzerlik gds-
terirken karbonil karbonu ile azot arasindaki bag uzunlugu
tek bag uzunlugundan daha az bulunmustur.Bu verilere gdre C-N
baginin ¢ift bag karakterinde olmasi gerekir.Cift bagin olus-

mas: icin de bu iki atomla birlikte oksijen atomununda ayni



dizlemde bulunmasi gerekdir.
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Sonu¢ olarak peptid grubunun dlizlemsel bir yapisi var-

a1y,
1.2.2.3.Tersiyer Yapa

Polipeptid zincirinin hepsi daha kararli olan % -heliks
yapisini secseydi enzim moleklli ince cubuk gdriniminde olur-
du. Yapilan fizikokimyasal Slcgimler enzim molekiiliinln kiiresel
oldugunu gdéstermektedir.Bu kﬁfeselligin nedeni, & -heliksin be-
lirli yerlerde kivrilma gdstermesi,X-heliks yapisinin az ol-
masil veya hi¢ olmamasi olabilir.Tersiyer yapi bozuldugunda en-

zim denature olur ve aktivitesini yitirir.
1.2.2.4. Kuaterner Yap:a

Bircok enzim aminoasid dizilisi ve tersiyer yzpi olarak
birbirinin ayni veya benzeri birkag¢ polipeptid zincirinden o-
lusmustur.Béxle enzimler bulunduklari ortamin Szelligine gbre
bu alt birimlerine ayrisabilir.Her bir alt birim "izoenzim" o-

larak adlandairalair.
1.2.3. Aktif Merkez

Enzimin katalitik aktivitesinden sorumlu amino asiclerin
gruplasmasindan olusmus oyuk seklinde bir yerdir.Reaksiyon sa-
substrat ve - koenzim buraya baglanir.Aktif merkezin yerinin
belirlenmesinden sonra aktir merkezde reaksiycna giren fonksiyo-
nel gruplarin saptanmasi gerekir.Bu islem ig¢in l¢ ydntem vardir:

1) Aktif merkezde bulunan R gruplara deéistirilerek.dnﬁVHMdeki



degigme incelenir.
2) Enzimatik reaksiyon sirasinda substrat aktif merkezle izo-

le edilebilen bir ara lirlin veriyorsa,bu ara ilrilniin yapisinin
aydlnlafllma31 ile aktif merkezde bulunan aminoasidler ortaya
¢ikarilabilir.

3) Substrat benzeri ve aktif merkezle ddniisliimsiiz olarak bag-
lanan reaktifler kullanilarak aktif merkez tutuklanabilir. Son-
ra ¢esitli yollarla parcalanarak substrat benzeri reaktifle-

rin bagli oldugu aminoasid belirlenebilir.

l1.2.4. Koenzimler

Aktif merkeze aktiflik O6zelligini veren grupdur.Koenzim
protein kismina yapismis ise "prostetik grup" olafak adlandi-
rilir.0Organik karakterde olan prostetik grupda metal de bulu-
nabilir. enzimin protein kxismina "apoenzim" de denir.Apcenzime
bagli olmayan metal iyonlari da aktiviteye neden olabilir.Bu
6zellige sahip metal iyonlarina'"aktivatdr'veya "kofaktdr'"de-—
nir.Xatalitik aktiviteyi arttiran,enzimin l¢ boyutluyapisini
kararli kilan,enzimi otolize karsi koruyan metal iyonlari ol-

dugu gibi bunlarin tam tersini yapan metal iyonlari da vardar.
1.2.5. Molekil Basina Aktif Merkez ve Prostetik Grup Sayisi

Aktif merkezlerin sayisi prostetik gruplarin sayisindan
biraz fazladir.Aktif merkez ile yalnizca prostetik gruplarde-
gil,kimyasal dogasi benzer gruplar da birlegebilir.Salt bu
gruplarin sayisi gdzdnine alindiginda maksimum aktif merkez
sayisi elde edilir.Prostetik grup sayisi biri spektroskopik
digeri kimyasal olmak {lizere baslica iki ydéntem ile tayin edi-
lir.Spektrcskopik ydntemde enzimlerin yapisinda bulunan ve ab-
sorbsiyon yapabilen gruplarin molar absorbtivite katsayilara,
enzimden ayri olduklarinda ve enzimle birlesmis konumda olma-
lar: halinde ayni oluyorsa absorbsiyon bandlarinin giddeti
bdyle gruplarin molar derisimini verir.Flavin gruplari bu ko-

sula uyar.Haem gruplarai igcin baska ydntemler kullanmak gere-



kir.Bunun ic¢in standart haem ¢dzeltileri hazirlayip derisim
-sogurma _grafiklarinden tayin etmek istenilen &rnegin sogur-
ma degeri grubun derisimini verir.Bir baska yol haem grup-
lari proteindasn ayrilip baska bir bilesige ¢gevrilip bilesigin
standart ¢dzeltisiyle karsilastirilabilir.Bu bilesik ferro-
haemochrome dir (2).Prostetik grup metal iceriyorsa kimyasal
tayin ydéntemlari kullanilabilir.Bu durumda enzimin saflik de-
recesi dnem kzzanir.Clinkd proteinler ¢dzeltiden kolaylikla
metal alabiliIrler .0yleki saflandirilmis enzim aktiflestiri-
ci metalden bzskz birkag¢ metal igerebilir.Bu ydntemler veri
len toplam proteine iliskin prostetik grup miktarini verir.
Eger enzim saf is2 bundan grup basina molekiiler agirlikelde
edilecektir.Bu,enzim i¢in minimum agirlik olacaktir. Eger
gercek molekil agf:irligi fiziksel ydntemlerle-tayin edilirse
molekil basinz prostetik grup sayisi gercek molekidl agirli-

ginin minimum enzim agirligina bdlinmesiyle elde edilir.

1.3.ENZIMLERIN ADLANDIRILMASI VE SINIFL ANDIRIL MASI
3 o, S 5 Adlzndirma

internationzl Union of Pure amnd Apblied Chemistry(IUFAC)
ve international Union of Biochemistry(IUB) tarafindan 1967 de
olusturulan komisyon enzimlerin adlandirilmasinda genellikle
kisa ve lalgin olarak kullanilan bir isim,sistematik isim ve
siniflandirma numarasi Snermistir 1 .Enzimlerin isimlendi-
rilmesinde ve siniflandirilmasinda temel ilkeler vardir.Bunlar
11 )Biitiin enzimler >az sonekini alirlar.Birden fazla enzimden
olusan enzim sistemleri de"-az sistem"seklinde isimlendirilir.
Ornegin piruvats - dehidrogenaz sistemi gibi.
2) Enzimler katalize ettikleri reaksiyon tiliriine uygun olarak
isimlendirilir ve siniflandirilir.Ayni fonksiyonu gdsteren fa-
kat farkli kaynaklardan elde edilen enzimler de genellikle ay-

ni adi alirlar.
3) Eger bir enzin birbirindenfarkli tilirde birden fazla reaksi-



yon adimini katalizleyebiliyorsa katalizledigi ilk reaksdigom:..
adimi esas alinir.

Enzimlerin sistematik isimlendirilmesinde izlenecek .si-
ra 6nemlidir.3u sira donilisiime ugratilan substrat aditkataliz
lenen reaksiyon tipi 4xaz eki seklindedir.Enzimlerin sistema-

tik adinin yanindz dért kisimdan olusan kod numarasi vardir.

Ornegin,alkol dehidrogenazin kod numarasi 1.1.1.1 dir [2‘.

sdai s oatnrrlandiorms

(=
.
w

IUPAC veIUB'Zen olusan komisyona gdére enzimler katali-
ze ettikleri reaksiyon tipine gdre alti ana grupta toplanir
|1].

1) O8ksidoreduktazlar : Redoks reaksiyonlarini katalize eder-
ler, -dehidrogenaz veya -reduktaz ceréeve ismiyle taninir -
lar.Oksijen,elektron veya hidrojen alicisi ise bu durumda
oksidaz ismini al:rlar.Alkol dehidrogenaz ,reduktaz,perok-
sidaz drnek verilsbilir. ‘

2) Transferazlar: Reaksiyona giren maddeler arasinda grup
tasinmasini saglarlar.0rnegin formil transferazlar, amino-

transferazlar gibi.

3) Hidrolazlar: Hidroliz ve suyun katildigi kondenzasyon
reaksiyonlarini katalize ederler.Ester.eter,peptid, gliko-
zid C-C , C~halojsn ,P-N baglarinin hidrolizini kataliz -
lerler.

4) Liyazlar z Cift bag olusumu ve ¢ift baga katilma reak-
sivonlarini katalize ederler.0rnek olarak aldolazlar,dehid-
ratazlar,karboksilazlar,amonyak liyazlar verilebilir.

5) izomerazlar : Molekil igindeki yikseltgenme-indirgenme
reaksiyonlarini,grup transferini ve ¢iftbag olusumunu kata-
lize ederler.0rnek olarak aminoasid rasemazlar,glukozfos -
fat—izomerazlar verilebilir.

Ligazlar : ATP ve benzer benzer &apldaki bilesiklerde bulu-
nan pirofosfat baZinin parcalanmasiyla ortaya ¢ikan enerji
vasitasiyla reaksiyona giren iki maddenin birbirine baglan-
masinl katalize ederler.8rnek olarak pifuJat—dekarboksilaz



verilebilir.:
1.4 ;ENZIMLERIN ET%i MEKANIZMASI

Enzimler katzlize ettikleri reaksiyonun aktivasyon ener-
jisini ara madde xatalizi prensibine gére disiliriirler.Bu tir
katalizde reaksiyon birka¢ adimda ylrlr.Enzimler katalize et-
tikleri reaksiyonun hizini 108*1012 kat arttirirlar.Bdylesi-
ne hizlandirma yezeneginin nedenleri sunlardir [1].

1) Reaksiyona giren maddelerin birbirine ¢ok yaklasmasi.
2) Substrat ve enzim molekillinin deformasyonu.

3) Enzim reaktif gruplarininortak etkimesi.

4) Bazi durumlardz substratin kovalent baéianmaSL.

Enzimde buluzan aktif merkez bir yarik veya oyuk seklin-
dedir Aktif merkezin bu yapisi substrat molekiiliyle etkiles-
mesini maksimum dfzeyde olmasini saglar.Substratin aktif mer-
keze baglanmasi kcvalent baglarla, -hidrojen kdpri baglariyla
olabilir.Aktif merkezdeki aminoasit gruplarinin hizla g alis-

verigine olanak sz3lamasi substratin enzime yaklasmasin ko-

laylastirir.
1.5.ENZIM MEKANIZNMASI

; Enzimatik reaksiyonda Once substrat enzimin aktif merke-
zine baglanarak enzim-substrat (ES) ara kompleksini olusturur.
(ES) kompleksinin ayrismasiyla lirlin yada lirinler olusur,enzim

agiga ¢ikar.
1.6.ENZIiM KINET1&1

Enzimler suda ¢dzilindiikleri ve reaksiyona giren maddeler-
le ayni fazda olduklari icin homojen katalizdrler sinifina gi-
repber. Enzim kinetiginde reaksiyona giren maddeye substrat
denir.Substrat sayisi bir,iki,lic¢ veya daha c¢ok olabilir.ﬁeak-
siyon ortaminin sicakligi,PH'si iyon gsiddeti,hidrolik basin-

c1,inhibitér veya aktivatdrilerin varligi epzim reaksiyonlari-
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nin hizlarini dnemli dlciide etkiyer .Ornek olarak ték sshst-

ratli enzim reaksiyonu incelenecektir.

L,6.1. Tek substratli enzim reaksiyonlarida baslangi¢ hiz

ifadesinin tliretilmesi

Enzimatik bir reaksiyonun hiz esitligi reaksiyona giren
maddelerin derisimine dayanarak yapilan islemi tanimlayan ma-
tematiksel bir ifadedir.Hiz esitligi gdzlenen kinetik davra-
nis ile mantikli bir model arasainda baglanti gdrevini gdrir.
Deneysel gdzlemler mekanizmanin tiri ve buna dayanarak ali-
nacak hiz ifadesine iliskin ipuclari verir.Hiz esikliginin
tliretilmesi reaksiyonun etkin olan parcalarinin bir toplami-
dir.Baslangi¢c hiz esitliginin tliretiminde zamanla degismeyen
belirli varsayimlar olmalidir.Aslinda bi varsayimlar cogukez
esitligi gecerli kilacak kosullardair.Baglangi¢c reaksiyon hizi,
irin olusumunun zamana karsi lineer oldugu enzimik katalizin
erken safhasindaki reaksiyon hizi olarak tanimlanir. Baslan-
gic hizi tliretimine temel teskil eden varsayimlar asagida be-
lirtilmistir:

1) Enzim ve substrat bir kompleks olusturur.

2) Substrat derisimi enzim derisiminden c¢ok ylksektir.Soylexi,
serbest substrat derisimi toplam substrat derisimine esittir.
Bu kosulvolusan Urin miktarinin kiicik olmasini gerektirir.
Bdylece geri reaksiyon veya {riin inhibisyonu gdzardi edilir.
3) Reaksiyon sirasinda PE, sicaklik ve iyon siddeti degisme-

melidir.
1.6 1. 1. "Siivekll hal " 1glens

Slirekli hal durumunda degisik enzim ara Urinlerinin de-
risimi aslinda degismez bu durumda verilen ara lrin olusuc
hiza onunyok olma hizina esittir.Bu varsayimia ilk kez enzi:c
kinetik egitlifini tlretmek igin Briggs ve Haldane Jdmerdi.
Hiz esitligfini tliretmek igin ilk adim reaksiyon mekanizmasi-

ni yazmaktar,Reaksiyon mekanizmasa
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k

1
E+S "ES—E#+P
s
veya
kS P
E 4.8 ES»ZS
k
-1

seklinde yazilabilir.Burada Sz substrat, E: enzim,P: lirin,
kl ileri dogru reaksiyonun hiz sabiti,k_l geri reaksiyonun

hiz sabiti k2 ikinci reaksiyonun hiz sabitidir.kl ve'k_l

adimlarinin her ikisi ES den E ye gitmektedir.iki adim Vol-

kenstein ve Goldstein'in gdsterdigi gibi bir adimda topla-

nabilir.
le
E =
k_l+ k2

Baslangi¢ reaksiyon hizi ;

dP K. <CES)

Ve — e |
dT

esitligi ' ile verilir.Sirekli hal varsayimini uygulayarak

d(ES)/dt = k,;S(E) = (k_pgk) ) ES=0

(ES) ifadesini saptamak ic¢in enzim korunma esitligi

plam enzim = Eo= E4ES
olmasi gerekir.
E:(EO—ES)'nin (2) esitliginde yerine konmasiyla
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kQEo S
ES= EoS vz k2(ES) = - rx k)
g (k_+kyk1]s
[(k_#+%,)/x,]s fex_

VlS
v

X5

m

Burada A ileri dogru reaksiyonun maksimum hizi ve Km Mic-
haelis sabitidir. (2) esitligini sifira esitlemeksizin de

(2) ve (3) esitliklerinin disinda bir esitlik saptanabilir.

le Eo,_ d(ES)/dt

LES)=
k S+ k_+k,

Wong, slirekli hal yaklasiminin yalnizca d(ES)/ dt' nin klEoS' e kiyas-
la kiiglik oldugu durumlarda gerekli oldugunu gésteréilsl.
Reaksiyonun erken safhasainda eger S§>Eo ise S'nin azalmasa
nedeniyle ES ''in degisim hazi bagil olarak yavas olacaktir.
Bu durumda silirekli halin gecerliliginin substrat/ernzim ora-

ninin yiksek oldugu kosullarda gecerli oldugu gorilir.

1.6.1.2.Determinant ydntemi

Slirekli’ hal isleminde dnerilen mekanizmaya bir EP arz-

Uriinlinin eklenmesiyle tanimlanan mekanizmayi gdzdnine alalim.

‘5 lv
k k
k.8 2 3
B oliEl8 wio kP == FEb P . oiesesihBd
k—i k-m

Ulc esitlik ayni zamanda asagidaki gibi verilir.
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E ES E -
dE/dt = | -k;S N kg
d(Es)/dt- k,s -(1;_1+ k2) k_, =0
d(EP)/dt-——‘ 0 k2 | -(k_2+ k3) =0

Ornegin "E" icin determinant veva dagitim terimi yukeridaki
listelenmis katsayilardan E keclcnu c¢ikaraldiktan sonra hesap-
lanabilir. n ara lriinli mekanizma icin yalnizca n-l esitli-

ge gereksinme duyulur.Bdylece & EP/dt terimini saf disi bara-

karak

(E) "= k k

i
G

LI Rl e k)

-(k_;+ k,) k=,

yazilabilir.
Eger dE/dt sairasini atlarsak

(B) = |[-(k_j+ k,) -

k ko ¥yl

o




sk ylk_ ot k) +Kk,(k_4 k) =k k_,

F 62 ko Ak . +%,)

Farkli esitliklerin yazidan cikarilmasi cogu kez farkli ce-

birsel hileleri gerektirir. ES ve EP {irlinlerine ayni islem

yapilmasaiyla

(ES)=k,.(k_, + kg)-8

Hiz esitligi kolaylikla elde edilebilir.

k3(E?)
V/Eo = e
(E) 4+ (ES) 4+ (EP)
klk2k38
51 k_2 - k3(1<_l — kQ) — kl(k_2 + ks) s + kleS
k k.E_S /(k2 +k 5 k)
V= —~— -(5)
k_lk_2+k3(k_l+k2) / kl(k2+k_2+ k3)
v,s
=
K .4 s
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(6) esitligi (4) esitligi ile Szdestir.Aslainda,eger k3§>k2
ve k3,>:>k__2 ise (6) esitligi (4) esitligine indirgenir. Haiz
esitliginin kisaligini korumak icin elde edilen matematiksel
sekli degistirmeyecek sekilde belirli ara liriinler gdzarda

edilebilir.
1.6.2.Enzim Kinetifi Uzerine Sicaklik Etkisi

Enzim katalizli reaksiyon belirli bir sicaklik arali-

3

i |
12z1 bir maksimumds ecer,

02

oyt

ginda g¢aligildijiinda reaksiyon
Hizin maksimum oldugu sicakliga optimum sicaklik denir.Es-
kiden enzim sistemine bagimli oldufu diistinliliirdii.Sugin PH,
derisim ve diger faktdrlere bagimli olarak degistigi bilin-
mektedir.Budavranisin aciklanmasi ilk kez TBnmann tarafin-
dan verildi |5]. Buna gdre sacaklik etkisinin degismesi iki
siirece baglidir: Sicaklik artisiylz reaksiyon hizinin art-
masi ve sicaklikla enzimin inaktivasyonu. Tipik bir enzim
igin 30°ye kadar olan sicakliklarda inaktivasgyon ¢ok yavas-
tir ve katalizlenmis reaksiyonun hizi lizerine etkisi farke-
dilmez.Bu durumda hiz siradan reaksiyonlarda oldugu gibi
sicaklaik artisiyla artar. 30o den ytksek sicakliklarda in-
aktivasyon c¢ok daha 6nemli hale gelir ve aktif enzim deri-
simi reaksiyon sirasinda diiser.

Enzim katalizli reaksiyonun hiz yasasi en az li¢ kine-
tik sabit igérir.Bunlarln her biri sicakliga baglidir.

Michaelis-Menten mekanizmasai:

55 k,
E+ S — Es—3 E 4 P
X

%3

ve sﬁrékli hal esitligi
s 2 [E oJ [S]

v o= S

(kig + k,)/k, + 8]



R

seklinde yazilabilir. Burada ,

|E| enzim derisimi

|S| substrat derisimi

kl, k—l’ k2 sabitlerinden her biri Arhenius yasasina uyar-
lar ve her bir adaim igin E_l, El ve E2 gibi ific aktivasyen
enerjisi vardir.Arrhenius yasasi asagida gdsterildigi gibi

yazilabilir

-E

k=A e /RT

Burada R genel gaz sabiti ,T mutlak sicaklik E aktivasyon
enerjisi ve A frekans faktdridir.Aktiflegmis kompleks teori-—’
sine gdre esitlik , ¢bzeltideki reaksiyonlar igin asagidaki

sekilde yazilabilir.

-AG /RT e
k.7 e =e ——khT o 1B AR . .(8)

Burada k Boltzmann sabiti; h Planck sabitidir.AG miktara
Gibbs aktivasyon eherjisidir,(eskiden aktivasyon serbest ener—
jisi olarak bilnirdi) rezktantlardan aktiflesmis kompleks
olustugunda Gibbs enerjisindeki degismedir. S entropideki
degismeye karsin gelen aktivasyon entropisi miktaridar.ikti-
vasyon enerjileri lnk'min 1/T ye karsi c¢izilmis grafiginicno
egiminden hesaplanir.Frekans faktdrii ve aktivasyon entropisi
herhangi bir sicaklikta k ve E degerinden hesaplanair.Bura-
dan.da anlasilacagi gibi enzim katalizli reaksiyonlarin siczk-
li1ga bagimlaligina iliskin ayrantili bir calis=a icin her

bir sabitin ayrilmasi gerektigi sdylenebilir.PH kontrolinde

dikkatli olunmasi gerekir.Clnki sicaklik,iyonlasma derecesi-

ni etkilenrn,
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S NEC T TR Ha; Sabitlerinin Ayrilmasa

Enzim mekanizmasinda hiz sabitlerinin ayirmak ig¢in ya-

Pilacak islemleri aciklayan &6zel bir sema kullanilar.

Bu sema bircok enzim sistemine uygulanir.Biz bunu c¢ift ara-
irlin ' mekanizmasi olarak adlandiracagiz.Sabitlerin ayrilmasa
icin cesitli ydntemler vardlr.lSl.

1) Gec¢is hali calaismalari,durdurulmus-akim ve sicaklik-atla-
ma teknikleri kullanilarak sabitlerin ayrilmasi saglanabilir.
2) Silirekli hal durumunda ES ve ES' derisimlerinin dlc¢ilmesi

N

k.. Ve ka'ﬁn bagil degerleri lizerine bilgi verir.p-nitrofenil-

tii metilasetat'ain kimotripsin katalizli hidrolizinde ES bii-
yik ve ES' kiiciktir.Soyleki, k2>>k3 dir. Bundan anlasilzacaza

gibi ylksek substrat derisimlerinde v=V_ = kC[E]oolduéun_
da katalitik sabit kc,k3 ile Szdeslestirilébilir.

3) Hepsinde ES'iln ayni oldugu alternztif substratlarla yapi-

lan calismalar k2 ve k3 'in bagil degerleri hakkinda bilgi
verebilir. ;

4) Alternatif nilkleofillerle caligme da k2 ve k3'ﬁ ayirmak

icin yardimca olabilir.

1.6.2.2. Tek Substratli Reaksiyonlar Icin Aktivasyon

Enerjileri

Cift ara lrlnli mekanizmaya slrekli hal varsayimi uygu-

lanmasi diisik substrat derisimlerinde sinairlayici hizin varla-

gini ortaya koyar.

v.a kBl 8] o il_kii,(_}:]o[sj] Gl L

k_1tk,
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ikinci mertebeden hiz sabiti ko’ k1k2/(k-f+ k2)'ye esittir

ve Arhenius yasasi direkt olarak uygulanamaz Iki 6zel durum-
da bu birlesik sabit yasaya uyar.

a)k2>ﬂhl oldugunda k_;.k, ile kayaslandiginda ihmal
edilebiliyor ve ko Jﬁ_'e esit oluyor. Bu, toplam reaksi-
yon sabitinin (dliglik substrat derisimlerinde) ilk asamadaki
(kompleks olusmasi) sabite esit oldugunu sdéyler. Eger bdyle
olursa, Aphenius yasasi k 'a uygulanir ve baslangi¢ kompleks
olusumu icin aktivasyon e%erjisi El dir.

b) x > T sabiti simdi kyk,/ k_ 'esittir.kl/k_ira-

ni kaéplekg olusgmu icin denge sabitidir.

kl
% ﬁ?=: ES
=

hi1z sabitlerinin sicaklikla degisimi

=1
Burada A ve A_l sicakliga .bagimla olmayan frekams faktori
ve AE ,E4+ S den Es' e degisim igin molekil basina enerji ar-

tagadin. k2 Arhenius yasasina gdre sicaklikla eksponansiyel

olarak degistigi-icgin

~E,/RT
k2=A2 e

dolayisi ile

k,k A A = ; :
172 Reian T8y v By BT 400 ey iss A2 )
K

=1 A_l
A_A
2 l = e—(E2+AEl)‘/RT ........ . (lz)
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Baska bir deyisle Arhenius yasasi bu birlegik sabite uy gu-
lanmaktadir. Fakat aktivasyon enerjisi yalnizca baslangaic
adimina karsin gelmez; ikinci adim igin (ES— ES'+ X )
aktivasyon enerjilerinin birinci adim ic¢in (E+S—ES )

toplam enerjideki artislarin bir toplamidir. Bu baZimntilar

enerji diyagramlariyla Sekil de goOsterilmigtir.
24 |
(0) ‘kp 3> ko (‘) : ko P ky !
: st
o
oy 37 4
£
Q
c \
3 ¢ ‘
¢ |
|
i
|
i ?
] |
i £S5 !
l :
| !
Reaksiyen koerdinata
Sekil : Tek substratli reaksivonlarin ilerlemesine

iligkin enerji diiagraml : . .
a) durumunda k> 5 kgzkl dir. Sistemin gececegi en yik-

s
sek enerji engeli E4+S—ES rezksiyonu i¢in aktiflegmis komp-
leks Eé# te karsin gelir. Ol¢ilen aktivasyon enerjisi dislik

substrat deriisimlerini kapsayan hiz sabitine ve ayni zamanda

baslangaig¢ adimina karsin gelen EZ. dir. Diger yandan (b) duru-

x
i

N

munda en yilksek enerji engeli ikinci adim igin ES—ES'+ X
aktiflesmis kompleks ES e karsain gelir,

Bu diizeye ulasmak igin sistemin ES dlizeyine ulasmasi gerekir.
Buradaki AE enerjisi E+S inkinden daha yﬁkséktiv, fazladan

E2'ye'sahip olmasi gerekir ve ko icin aktivasyon enerjisi

AE + E2'ye karsin gelir. Bu durumda toplam hiz ilkx asamanin
hizina hig¢ bir gekilde bagli degildir. Bdylece verilen kl ve
Bl hakkinda bilgi vermez. Bu deZferler gecis hali arastirma-
lara gibi &zel teknikler kullan:larak elde edilebilir. Bu iki

6zel halin daisindaki durumlardsa 4




log ok, tn sicakligin tersi(l/T) 'ye karsi grafiginin lineer
olmasi zorunlu degildir. Fakat aktivasyon enerjileri hala
herhangi bir sicakliktaki egimden hesaplanabilir.

Herhangi bir saicakliktaki aktivasyon enerjisi

5 dln.kO

E =RT —m7878 8 —
PEr itk O Igiadns: S ARR YRR SRl RRERI NS Ke e +08)

dT

esitlifi ile tanimlanar. (2) esitlifinde k| yerine degeri
yazilarak
l -1 k — U e e e S N B l“’
n kg=lg Ky Ink, - 1n(k_pk,) s
ve (13)de yerine konursa
E, dlnk dlnk, 1 dk, 1 d(k_j+ ko)
5 = = “+ — - (;5)
RT aT
ar Xj-/ar ki bk5S @t
dl
nkl b dk2 i b dk_l dk2
s i Fria, Srdd et $0)
37 :
g S ke W o dT ar
dlnk
S % dink, k. dink_,
2 + - — ——= e (17)
¥ okl o T el e

Ayri ayra aktivasyon enerjileri

2 . dlnk
RT" dlnk, AR T S A (18)
Bl= ’E_lzRT 2 ‘
at dr

dT



ve dolayaisiyla

k_j(Ef+EsE_ )4k, E,

k_l+ k2

E:
o

Toplam aktivasyon enerjisi Eo' El ve EifEQ-E_l degerlerinin
agirlikli ortalamasi olur. Agirlik faktdrleri k2/(k_l+ k2)

ve k_,/ (k_;+ k,) dir.

1

1.7.ENZi¥ KINETi81 DENEYLERININ DIZAVYNI

Enzimik reaksiyonun baslangi¢ reaksiyon hizi evresi ti-
pik olarak 10 saniyeden bir kag¢ yiz saniye arasinda degisebi-
lir. B&ylece. enzim denemelerinde cok degisik metodlar kulla-
nilabilir. Reaksiyonu baslatmak icin enzim veya substratlarda=zn
birinin ilavesinden Once genellikle 0,05- 3,0 ml hacimde olan
deney Ornegi termal dengeye ul§§m351 icin bir kac¢ dakika reak-
siyon sicakliginda bekletilir ve az miktarda enzim reaksiyo-
nu baslatmak icin ilave edilir. Urln derisimindeki artis veyva
substrat derisimindeki diisme sonra O6lciilebilir. %Temel amaclar,
reaksiyon ilerleyisini dogru bir sekilde kayit etmek ve bas-
langi¢c hiz evresini elde ederek gsekilde bir reaksiyon baslat-
maktir. Gercek sistemlere hiz esitligini uygulamak icin mate-
matiksel ifadeye yerlestirilmis kosullarain deneyde saglanmasa
gerekir. Urﬁﬁ clusmasi belirgin hale geldiginde hiz denklem-
leri oldukga komplekslestigi ig¢in ilk hiz varsayami, bu denk-
lemleri lineer h3le getirmek ig¢in kullanilair. Deneysel olarak
baslangi¢ hizi reaksiyonun ilerleme egrisine tanjant cizerek
bulunur. Bunun ig¢in baslangi¢ hiz evresinin kayidinain tarma-
miyle yapllmis olmasi gerekir. Boylece siirekli deneyler tek
nokta analizli deneylere tercih edilir. Baslangi¢ hizi evre-
sinin dogrusalliginin siirekliligi denge sabitleri, enzimin G-
rin ve substratla kaismi doymasi, ortamin tampon kapasitesi
ve en az bulunan substrat derisiminin enzime bagil olarak o-

rani gibi faktdérlere baglidar.



[ S] toplam
100'den asag:r olursa hizli denge durumu uzun

[E]toplam

slireli olmaz ve dogrusal olmayan baslangi¢c hiz evresi gdzle-
nir. Deneysel olarak baslangig¢ hizi evresi substrat derisi-
minin baslangi¢c degerinden %10'luk degisim gdsterdigi zaman

sliresi olarak da tanaimlanir.
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Bir substratli bir ¢ok reaksiyon icin substrat derisim
araligini secmek sorun degildir. Oncelikle substrat inhibis-
yonundan sakinmak igcin Michaelis sabitine bagimli olarak en
genis aralik segilir.-Yaklasik bir Kﬁ degeri sonra tayin edi-
lir ve aralik son haline getirilir. En biiylk hzz degisimi K
bélgesinde meydana gelir. Derisimin Ko sabitine bagli olarzk
0,2 katindan 5,0 katina kadar degigmesi oldukg¢a doyurucu so-
nuclar verir. Maksimum hazin 0,14 'den 0,83'e degigmesiyle
mantikli bir Km degeri edilebilir.(5) Baslangigcta en derisik
olanBrauek tampon ¢bzeltisivie 1/L, 13, 045, 34T, /89, 1/1]
seklinde seyreltilebilir. Bu degerler Lineweaver-Burk grafi-
ginde apsiste 1/S olacagr ic¢in 1,3,5,7,9,11 gibi degerleri
verir. Kofaktdr gerektiren bir substratli sistemler ic¢cin cok
susbstratli durumlarda uygun reaktant derisimini seg¢mek daks=
zor olabilir. 1ki substratli enzim reaksiycnunda hiz iki-bi-
lesenin fonksiyonudur. Her birinin hiza olanm bzgil katkasa
baslangi¢ hiz ifadesinde hiz sazbitleri degerleri vasitasiyle
tayin edilir. Eger her bir substratin derisimi ayri ayri
dissosiyasyon sabitlerinin bes katindan fazla ise hazdaki

degismeler bagil olarak kiigik olacaktir ki bu istenmeyen bir

olaydar.
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1.7.2. Enzim Safligi ve Kararlilaiga

Enzimin ideal olarak saf ve dayanikli olmasi istenir.
Kullanilacak enzimin safligindan emin olmak i¢in bazi test-
lerin yapilmasi gerekir. Enzim saflandirirken basit isitma
islemleri veya saklama sirasinda sogutma enzimi aktif olma-
yan konformasyona sokabilir. Enzimin belirli bir kismi inak-
tif olabilir. Bu durumda Michaelis sabiti veya maksimum hiza
degisecek ve kinetik galigmanan gecerliligi tehlikeye gire-

cektir. Bu genellikle bir ¢cok deneylerde géz ardi edilir.
149 .8:; Substrat Safiliga

Bircok biyokimyasal maddeler oldukca kararsaizdir. Her
bir substrattaki kirlilikler deneysel hatalarin kaynagi ola-
rak gbz o6nlne alinmalidir. Enzimik analizler en giiclli saflak
testlerinden biridir. Burada avantaj belirli enzimlerin ste-
reo kimyasal spesifiklikleridir. Fakat alternatif substrat-
lar aldaticil sonuclar verebilir. Substrattaki safsaizliklar
enzimi zehirleyebilir. Ornegin bazi ticari ATP enzimlerinde
vanadat iyonlarinin varligi aktiviteyi etkilef, resksiyonun

haizi inhibitdr derisimiyle degisir.

K
—_— + = —l (1+ —ggl)
z e K,

Burada Yéz:maksimum hiz
Kﬁ::Michaelis menten sabiti
I = inhibitdrin derisimi
Km==inhibit6rﬁn enzime baglanmasina iliskin denge sa-
biti
inhibitér substratain bir pargasi oldugunda, Ornegin,

[I]; [ S] olduguhnda

1 : & = K 1 : yazilabilir.

I
A
+

v \ ' G



1.7.4. Tamponlama Aracinin Sec¢imi

Birkac¢ istisna diginda enzim katalizli sistemlerilie ca=-
lisirken reaksiyon ¢ézeltisinin tampon ozelligi tasimasi ge-
rekir. Ne yazik ki, reaksiyon ortaminin istenen pH'1 dar pkg
degerlerinin birbirine uyduramama zorlugu nedeniyle tam-
pon olusturucu madde secimi tam anlamiyla yapilamaz. Birgok
tampon, enzim calismasi icin enzimle veya diger reaksiyona
giren maddelerle istenmeyen etkilesimlerde bulunmasi nede-
niyle uygun degildir. Ornegin: Bazi arastirmacilar asidik
kosullarda arsenat ve kokodilat (dimetil arsenik asit)' in
yikseltgeme giiclini kabul ederier, Halbuki birgok fosfat es- -
terleri fosfatin kendisi ve cesitli karboksilli asitler do-
gal metabolitlerdir ve enzimin aktif merkezine baglanabilir-
ler. Borat tamponlari da karbonhidratlarla ribonilikieotidlier
ile ve bircok polialkollerle kompkleks olusturmasi nedeniy-
le istenmez. Bdylece uygun tamponlama reaktiflerinin seci-
minde dikketli olunmalidivr.

=
[

r
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ndeki sorun mimkin oldugu k
mektir Sonra en blyik aktiviteyil
saglayan tampon c¢dzeltisi secilir. Tampon c¢dzeltisinin en-
zimle olumsuz etkilesmecde bulunma olasiligini tayin etmek
icin istenilen pH'ain tekrar saglanmasi kosuluyla sabit iyo-
nik siddetle seyreltmelep yapilabilir. Tampon seyreltmelerinin
enzimin aktivitesini, saglanan pH'1 ve iyonik siddeti etkile-
memesi gerekir. Aktivite deZismeleriné. neden olan tamponul
dogrulugundan siphe edilmelidir,

Son clzvak, bircok rezksiyonun denge konumu pHE'a bagim

0

lidir. ve rlanlanan reaksiyonun faaliyet alanina teamamiyle

géz Onilnlde bulundurmak akiliica olur. Efer hem ileri hem de
geriye dogru reaksiyonun kinetigi inceleniyorsa bunun kolay=
likla basarilmasina izin veren pH secilmelidir, Ornegin hek-

sokinaz Teaxksiyonu join kiitle etkisi orana

[elukoz-G-3 [ADE] pH=16,5 da 480 dar,

(.;\TPJ [Glukoz]




Fakat pH=7,5 da 4900 dur, Yiksek pH'da geriye dogru reaksi-

yonun hizaini 6lgmek oldukgca zordur.

IoTeh ot scakiik Kontpoll

Gegerli bir enzim deneyi agncak sicaklak kontroli saglan-
diginda elde edilebilir. Genellikle sicakligi kontrol edile-
bilen iyi bir banyo kullamilir, Banyonun herhangi -iki bdélge-
si araindaki sicaklik farki 0,1° den daha az olmaladir. Ter-
mal dengeyi tam olarak kurmak icin reaksiyonun. gerceklestiril-
digi kap banyo sivisinan icgine daldirailir, Termal dengeye u-
lasma siresi cam ve plastik kaplarla calisildiginda birkacg
dakika olabilir. Spektrofotometrelerle calisairken termal den-
ge-arnek kivetinin oyuk duvarlarinin ic¢indem sabit sicaklak

banyosu suyunun gec¢mesiyle saglanair.
1.7.6. Baslangi¢ Hiz Verilerinin Hesaplanmasz

Hiz verileri, daima birim zamanda molaritedeki
degisim sgeklinde gbsterilmelidir. Deney kosullari tanimlan-
mali lineerligi saglamak icin Szel islemler ayrintilarayla
anlatilmalidar. Spesifik ektivite ve enzimin miktarai her bir
deneyde belirtilmeli, her sekil ilizerinde yazilarla agiklan-
malidir. Bu islem S6zellikle kinetik cgalisma arasinda degisime
ugframa olayr varsa kesinlikle yapilmalidir. Arastirmacilarin
deneylerinde substratin maksimum azalma yilzdesini tayin ede-

bilmeleri cok oGnemlidir.



2, MATERYAL VE YONTEM

2.1.Kullanilan Maddeler

1) Ure, Riedel de Haen
2) Ureagz, 5U/mg, Merck Darmstadt
3) KCliy Merck

2.2.Kullanilan Cdzeltiler

1) 10’3M, 2xlC_3“, SXLO-BM, 4x10-3H, Ex10 °

|
ot
e
’-l
]
3
-t

iIre Cdze

=

2) 20mg/ml Ureaz Cdzeltisi
3) 0,1 M KCl Cdzeltisi

2.3. Kullanilan Araglar
1) Konduktometre, Metroohm Herisau E 527

2) Termostatli su banyosu, B.Braun Thermomix 1419

3) Manyetik karaistiraici , Rihra Mag.

2.4, Yontem

incelenen trenin hidrolizi reaksiyonu asagidaki gibi

yazilabilir

H.N
2 ™—o0 2H ey

S 2

PRSRERe o
0 (qu)zco3 5

H2N

Bununla beraber amonyum karbonatin sudaki ¢dzeltisi ka-

rarly: degildir ve yaklasik %80 oraninda amonyum bikerbonat ve

amonyaka ayrisair.

v # VH e W
(NH4)2 CO3 NHH HCO3 + KH £ )
Ure ¢dzeltisinin reaksiyon sirasinda iyonik {lrilinlere
hidroline olmasi nedeniyle reaksiyon hizini bulmak igin reak-
siyon {iriini olan iyonlarain zamanin bir fonksiyonu olarak gra-

fige gecirilmesine izin veren bir metod segilmelidir ,q:



Ornegin iletkenlik J&lclilmesi bdyle bir ydntemdir.

s it i » iyonik driinler (p2)
dCu de d o’

V= < 3K Pl e (21)
a1 aT aT

Béylece zaman biriminde dziletkenlik (U” ) artisi Szilet-

kenlik cinsinden hiza verir.
2.4.1., Iletkenlik Deneylerinin Gelistirilmesi

Cdzeltinin elektrik iletkenliginin Slclmi onun direnci-
ni tayin etmek demektir .Bunun iginvbir ¥heatstore koprisi kulla-
nilir,./Wheatstone kopriistiniin bir kolu 6l¢lim hiicresidir, Hic-
re, alanlari A ve aralarindaki uzaklik d olan iki platin e-
lektrottan ibarettir. d/A oranina hiicre sabiti denir. Elek-
trotlarda elektroliz olayini Onlemek icin alternatif zkam
kullanilar. N sacakliga bagimli oldugu igin reaksiyon kzba
aklik kontrolli olmalidir. o (dziletkenlik) degeri asa-

c
aki esitlik ile tanamlanair.

e T XGNP i

T e
- .

Burada R reaksiyon ¢dzeltisinin direncidir. Iletkenlik
mi ohm ™ m™! veya ps em™® (1 ps 207° ohm™?) kap sabiti

Z d/A o6ziletkenligi bilinen bir standart ¢dzelti kullanila~-
rak tayin edilir. 15°C de 0,1 M KC1l ¢ozeltisinin Sziletken-
Xigd 10,01 288 ohm_7 cﬁ-l dir. Bu aralarindaki uzaklik 1 cm ve
alanlara 1 cm2 olan iki platin levhadan olusan iletkenlik
hiicresi ile 0,1 m ¢ozeltisinin iletkenlik degeri 0,01225
ohm-l bulunmustur, Bu verilere gdre (22) egitligi kullani-

larak iletkenlik hiicresinin kap sabiti hesaplanabilir.

©,01228 ohm T cm l_ _ _ 1, 05142871 cm

i A T L e e e
0,01225 B
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2.4.2. Deneyin Yapalasa

Reaksiyon kabi olarak- 500 ml'lik boynu genis bir erlen
kullanildi. Kullanilan iletkenlik hlicresinin platin levhala-
ri birbirine gdre diisey konumda olmalari nedeniyle levhala-
ran tamamen ¢O6zeltiye daldirilmasini saglamak icin 375 ml.
reaksiyon ¢dzeltisi kﬁllanlldl. Reaksiyon ¢dzeltisinin sicak-
l11g1 ¢bzeltiye daldirilan termometre ile S5lgiildii. €dzeltiye
daldirailan iletkenlik hilicresi ve termometreyi sabit tutmak
i¢in erlenin agzina li¢ delikli lastik taipa kondu. Ugilinci de-
lik 5 ml*lik plastik sirainga ile lreaz ilavesi ig¢in kulla-
nildi. Bdylece lireaz ilavesi hizli bir sekilde yapilmis oldu
ve zaman kaybetmeksizin Sl¢lm yapilabildi. Bu baslangi¢ haiz
evresini yakalamak acisindan Snemlidir. Deneyde su banyosu
1sisini: kontrol etmek icin Braun thermomix kullanildi. Reak
siyon baslatildiktan sonra Sl¢ilimler belirli bir iletkenlik
degerine gelindiginde dakika olarak zamanin okunmasiyla ya-
plldl,g5zeﬁﬁlerh1 hazirlanmasinda kullanilan suyun iletken-
1igini dislrmek icin bidistile su cihazaindan alinan saf su
igine KMan koyarak bir kez daha distillendi. B&ylece suyun
iletkenliginin dl¢umlerijetkilememesi saglandi. Bu ozellikle
iletkenlik hlicresinin kap sabitinin tayininde OSnemlidir. De-
ney, Michaelis-Menten sabitinin tayini icgine 10-3M, 2xlO—3M,
3%107 %M, 4x1073M ve 5x107 M fire ¢dzeltileriyle yapildi. Reak-
siyon hizi {izerine sicakligin etkisini incelemek ve optimum
sicakligi saptamak i¢cin deney- 3xlO—3M derisimindeki ¢dzel-
tide 25°, 402, 60°, 65°, 70° ve 80° C de gerceklestirildi.

2.4.3, lletkenlik/Zaman egrilerinden V, 'an Hesaplanmasa

Deney sirasainda belirli zaman araliklarinda okunan ilet-
kanlik degerlerinin grafige gecirilmesi ile reaksiyon egrile-
ri elde edilir. Reaksiyon hizi, baslangi¢ hiz evresinin egi-
minden bulunur. ;A%%%B degeri iletkenlik /zaman birimin-
de hiz degeridir. Kimyasal kinetikte uygulanan zaman biriwmin-

de, derisimdeki degismeyi esas alan hiz ifadesini gelistirmek



igin bilinen derisimlerde reaktant ¢dzeltilerinden reaksiycn
irinlerinin iletkenliklerini tayin etmek zorunludur. Buznu
saglamak igin farkli derisimlerdeki cesitli lire ¢dzeltileri
ireaz enzimi ile tamamen hidrolize edildi. Son iletkenlik de-
gerleri 61¢lildli. Sonuglar son iletkenlik degerlerinin.drtn
derisimleriyle ve dolayisayla baslangigtaki lire ¢dzeltileri-
nin derisimleriyle lineer olarak arttigini gdsterdi. Orneginm
266, 9577494‘ys cm—l lik &ziletkenlik degeri 0,002 mol/l
hidrolize ugramis lire ¢dzeltisine karsin gelir. (21) ve (22)

esitliklerini kullanarak

0,002  Ai/R) BT 1
: . 2=7,491822225 x 10 2. ...(28)

266,9577494 At At

Onp

elde edildi.
Reaksiyon hizlarinain sicakliga bzgimliligaini tayin etmek
icin reaksiyon {irlinlerinin iletkenliginin de sicakliga bagla

olduguna dikkat etmek gerekir |6L

ot =07 E+
L 100

PeitTik T=25°C den T sicakliginz kadar Slglilen Szilet-
kenlik deéeflerini gésterir, o< elektrolit ¢bzeltisiniz sz-
caklik katsayisadir.

do”

aT

= 0,01757 / °c

x-degeri 3xlO-3 M {ire ¢&zeltisi tamamaiyle hidrolize e-

dildikten sonra 25°¢ danabaslayarak 65°¢C ye kadar beser dere-

ce arttirilarak iletkenlikleri &1l¢ildd, bu bulgular asag:da

liste halinde verilmistir,
3x10—3 M hidrolizlenmis lre ¢6zeltisinin degisik s:zcak-

liklarda degerleri:



T(°¢) ‘ 25 30 35 40 45 50 55 60 65

l/R(xlO-l PS) l 37,7 40.7 4y BT ol 54 97561 64,2

5 a5
1797 bulupur.

(23) ve (24)estliklerinin birlestirilmesiyle 25°C dan

Cg ve U  degerleri (24)esitliginde yerlerine komnarak
X =

farkli saicakliklarda %) icin gegerli olan bir-~ifade elde e-

dilie;
-6 - o
V, = 7.491822225x10 L}+o.01757 (1-25) .. § QL3/R) .73
oT P o mamen
At
..... (25 )
Vo,T yi hesaplamak igin iletkenlik/zaman egerisinin

baslangi¢ egimi. ., Z calisan iletkenlik hilicresinin kap sabi-

s ve T sicakligi denklemde yerine konmalidar.

3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1. Michaelis Sabitinin Bulunmasai

Tablo: 3,1 de 25°¢ icin verilen farklai derisimlerdeki
iletkenlik degerleri calisilan iletkenlik hiicresinin kap sa-
biti ile carpilarak oziletkenlik degerleri bulundu. Elde edi-
len dziletkenlik degerleri derisime karsi grafige gec¢irildi
elde edilen grafik Sekil-l6de verildi, Grafigin "lineer-reg-

resyonu yapilarak dogru denklemi bulundu.

= X s
y25-l27ll7.7311 s L2 T2228

r25=0.99993

Bu dogrunun denkleminden yararlanarak herhangi bir derigime

karsin gelen iletkenlik degeri bulunabilir.

e I 0 S e i i
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x = 0.002 (mol/1l) igin y degeri
$: el 2T X1 TSN oo k-0 2 572908

Yy = 266,957 74 PS cm—l bulunur.

Derisim-6ziletkenlik baglantisi _ i

-—

2667957

7.4918X%10 ®mol/1 .}JScm-l

log
e
=
=4
por

-6 A(1/R) ,
At

e b PR

e >
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N
(=
O
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e
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25°¢C de gerceklestirilen bilitin reaksiyonlar ig¢in bu denklem
e -3
= 1x10 mal/l

O

kullanilabilir. Ornegin substrat derigimi

ile gergeklestirilen reaksiyonun hizi hiz ifadesinde (3.1)

A(1/R)
At
A(1/R) nin hesaplanmasi: SSzli edilen reaksiycnun iletken-

Nt

lik-zaman egrisinin baslangi¢ hiz evresinin egimi lineer regres-

ve Z sabiti yerine koyarak hesaplanabilir.

yon ile bulunur.

Bulunan deger

A(1/R) _ 0.16994 ps/s
At

Bu verilerle Vo hizx

v

1

V. =1.33865 x 10~ mol/l.s  bulunur.

- - - -2 -
Ayni ydntem ile 2x10 3. 3x10 3, 4x10 < ve 5x10 mol/1l lire

cdzeltileri ile yapalan reaksiyonlarin hiz degerleri Tablo:Z.Z

de verilmistir.

[ROeS



TBblo: 3.2. Cesitli derisimlerdeki max. hiz degerleri.

2 fno1/1.3) C (molA ) 1/V, (1. %mol) 1/C¢ (1/mol)
1, 33865%x10 = lx10 B 747018.7265 1000

deaip 8 9.7 1% 10 2. 2x10 =3 62667943135 500
1.95688x%x10 2. 3x10 o 5109889,8707 S33 .33

25 31198%10 ® 4x10 <4 432508956215 250
2560226%1D " 5x10 -3 384281.0862 200

-

I

Y

Bu degerlier kullianalarak g¢izilen lLineweaver-Burk d4iy

yagra
dan Sekil- 17 . Km:=3.4147x10-3 mol/l olarak bulunmustur

3.2. Reaksiyon Hizlaraina Saicaklaigin Etkisi

3.2.1. Optimum Sicakligin Bulunmasi

Tablo: 3.1 de verilen bulgular kullanilarak 40,0,65,70
ve 80 derecedeki Sziletkenlik-derigim grafiklerinin lineer
regresycnu yapilarak bulunan dogru denklemleri asagida veril-

mistar.

"= 159712.0219 X +17.34857

Yyo

Ygo = 2073%1.7516 +X 412.40685
Ygs = 219117,7431 X +12.4
Yo, =225159.673 X+ 18.852
Ygo = 247936.4769 X 417.85079

Herbir sicaklik igin derisim-6ziletkenlik bagintaisi bu-

lummustur. ( Bblo:3.3.) Tablc (3.3) teki degerler kullanila-

rak ve bolim 3.1 de v;filen yéntem ile reaksiyon hizlarai he-
saplanmistir. Elde edilen hiz degerleri Tablo 3.4 ve Sekil -ig

de verilmistir. Sonug¢ olarak optimum sicaklik 62°¢ bulunmus-

tTur.

i e U i s i fn

2 s 00
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ABLO 38,3
Degisik sicakliaiklarda iletkenlik degerlerinin toplu

goésterimi.

T (%) 1x1073M 2x1073M 3x107°M usx10” %M sx10 %M
25 134 252 377 493 618
30 1452 273.5 407 535 670
35 159 294 440 575 724
40 172 315 75 520 778
45 184 338 510 662 832
50 194 357 540 706 895
55 206 376 575 749 ous
60 216 396 610 790 1005
65 232 414 542 832 1065
70 242.5 436.84  675.44  874.25 1121.19
g0 266.51  477.56 © -742.24 960,74 1232.96




Tablo: 3.3

Degisik sicakliklarda derisim-8ziletkenlik bagintilari

Sicaklik ( °c ) Baganti ( mol/ l.uS.cm_l
1 -6
Lo 5.93872 % 10
-6
60 ‘ 4.,68284 x10
b -6
65 4.43810 x 10
70 4.49930 x 10°°
: % -6
80 3.89314 x 10

n degisik sicekliklarda

e

mol/l lire cdzeltisin

w
b

[
o

hidrolizine iliskin hiz degerleri.

V_x 108 7 (°¢) 1nV_ 1T % 305 %)
(mol/l.s) . (fol/1l.s)

1.95698 25 -13.144 3.355

2.83824 40 R ) 3.194

4,84632 60 ECTIACE b 3.00

4,74212 65 -12.259 2.958

4.459830 70 S10ca1t 2.915

2.19862 80 -13.027 2.832




o

o

B 3.5

(]
o)

‘uc

1) Tablo 3.1'e gbre sabit sicaklikta iletkenligin derisim
ile lineer olarak arttigi sabit derisimde iletkenligin si~-

caklik ile lineer olarak arttigi gbzlendi.

2).Bulunan K degerlerinin literatiir ile karsilastirildigin-

da sonucun benzer oldugu gdérilddi.

3) Optimum sicakligain literatiirde bulunan deger ile uyum gs-
terdigi gdézlendi, Enzim kinetigi lizerine sicakligin etkisi
bélliminde anlatildigi gibi reaksiyon hizlara sicaklaik arti-
siyla Arhenius yasasaina uyarak lineer bir sekilde arttigi op-
timum sicakligyr - gegtikten: sonra optimum sicakliktan uzakla-
galdikea hlzli bir sekilde distiigli gézlendi . Enzimin 80°¢C
deki reaksiyonun ilk evresinden sonra inaktif konuma gegtigi
gézlendi. Bu durum 62°c 11k optimum sicakligin kabul edile-
bilir bir sonug¢ oldugunu destekliyor.

W
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TABLO,:.3.5
w0
c=2x10 3 mel/l lre ¢dzeltisinin 25°C de fireaz enzimi

katalizli hidrolizine iliskin zamana karsi okunan iletkenlik

degerleri.

y /R 105 »S) AR 1/R (x10 7+ pS] t (dak)

2 0 10 9.58
% 0.12 11 11.36
0.36 12 13.12
'S 1.02 i3 i4.59
1.28 14 16.52
.5 1.58 15 18.52
238 16 21.05
% 2.58 17 24,31

.5 4,05 1s 8811
4,40 20 32.53
.5 5.16 21 37.12
2 42,33
3 49.50
72.00
130.00
140,00

D50 2
-5 6,31 2
Je 07 2
2
2

+®

- 7.47
- 8.28
§ 1 9.18

(&)
. .
b T R

wm

% B
x

2

2

3

3

n

i

5 3.31 18 20, 10
5

6

6

=

7

8

8

9

9
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TABL O #:3.86
c = 3xlO.3 mol/l dre ¢dzeltisinin 25°C de {ireaz enzimi

katalizli hidrolizine iliskin zamana karsi okunan iletkenlik

degerleri.

1/R (xlo_{pS) £ (\dale) T/ (xlO-¥PS) t (dak.)
1.k 0 16 33,34
9 0.18 % %080
255 0.53 18 16:06
370 1.04 : 19 LT
3.5 AN 20 18.49
4.5 2.13 P 23158
Dl 2538 23 23258
o 3.03 24 25.068
6.0 3.28 25 26 .43
5.5 3508 26 28,32
7.0 4.18 27 30.40
e L.45 28 32.58
8.0 518 29 33 kD
8595 5.38 30 38.08
9.0 6.07 32.2 45,00
95 6.38 35 60.00
10 7.06 36 .8 80.00
£ 8.08 Sl 100.00
12 g.11 37 ot 14C.00
13 1014 3741 145,00
14 I1 21
15 12,29




TABLO 3+ 3.7
c = uxlO-3 mol/l lre ¢dzeltisinin 25°C da fireaz enzimi
katalizli hidrolizine iliskin zamana karsi okunan iletkenlik

degerleri.

1/R (xlo'{PS) t (dak) 1/R (xlo—{pS] t (dak.)
7.1 0 177 19.31
b A 0.13 18 13.31
7, 0.28 19 14.33
2.5 0.46 20 15.36
3 1.05 21 16.44
3.5 e, 22 17,83
y 1.43 21 20.13
4.5 2.04 © 25 21.26
5 2.25 26 |- A
5.5 2.46 27 | 23.58
6 3.08 28 | 25.14
6.5 3.28 29 26.140
7 §.51 30 | 28,14
7.5 412 35 | 36.u5
8 4,35 40 | 57.30
8.5 4.59 43 56.00
9. 5.23 45.8 70.00
9.5 / 5.47 47 80.00

10. 6.15 47.7 90.00
11 7.0 4. 120.00
12 .57 - 49,2 135,00
13 8.49 49.3 165.00
1y 9.42 : 49.3 180.00
Py 10.38




_qo_

RBLO v 358
&N
c-= 5x10: mol/l iire ¢dzeltisinin 25°C da {irezz enzimi

katalizli hidrolizine iliskin zamana karsi okunan iletkenlik

degerleri.

1/R (x107'pS) t (dak.) 1/R (x107pS)  t (dak)
1.2 0 2 28.27
1.5 0.08 : 25 30.12
2 0.24 26 32.02
2.5 0.43 2% 33.57
3 1.03 28 35,53
3.5 1.25 29 37.58
4, 1.47 30 40,01
4.5 2410 32 44,20
5 2,36 34 49.03
5.5 3.02 35 51,26
6 3.28 36 54,04
6.5 3. 54 3¢ 62.00
7 28 40 64 .45
1.5 4,51 kr.9 ¢ 70.00
8 | 5.23 43,5 75.00
9 | 838 45 ; 80.00
9.5 7,03 47,5 90,00

10 o ] 49.8 | 100.00
11 8,55 : 51.7 | 120.00
12 10.15 : $3.2 12¢.00
13 11.35 56 140.00
14 19,59 57 - 150.00
15 14,22 58 16C.00
16 15.44 58.7 170.00
p o i 3910 59,2 180.00
18 18.42 - 180.00
19 20,05 60 20 .00
20 21.39 B 210.00
21 2318 60.9 220.00
22 24,50 6l.3 258 .:00
23 26,44 61,8 290.00

61.8 300.00
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TABLQ -+ .39
-3 s i b . e
e wmu3xil mol/l ire ¢dzeltisinin 70°C de Ureaz enzimi
katalizli hidrolizine iliskin zamana karsi okunan iletkenlik

degerleri.

1/R- (2ot pS) t (dak.) 1/R (xlo—l).\S) t (dak)
S 0 27 4,26
8 0.08 28 L.y
9 018 29 5.04%

10 n.28 30 .26
1 5 ) 0.89 2% 122
12 0.49 40 9Q.,uc
13 & TR 45 1258
14 3 .42 5 50 17:.59
REL 1.24 83 .77 20,08
16 I3 56 30.00
173 1.49 9.7 40,00
18 W § b3 . 4 50.00
19 2.:486 52.95 60,0C
20 S B P3.3 75,899
2i 287 £§8.% 20.090
22 302 EL4 1¢5.00
v 3 3.20 bl .2 120.00
24 .4 o Bk : 64.3 13500
25 : 3.51 64.3 5.0 JOD
26 4.08




TABLO =+ 8. 30
oW I . o T e R % .3
c=3x%x10 mol/l ire ¢cdzeltisinin 65 C de lireaz enzimi

katalizli hidrolizine: iliskin zamanza karsi okunan iletkenlik

degerleri.

1/R (x10 'p§) t (dak) 1/R (x10 pS) t (dak).
8 0 g 29 . g e
- 0.09 23 4.30
4.5 Q.48 24 4.49
5 0.20 295 5,07
B 0.2y 26 e Lo
E Q.30 : 27 5.45
§.5 0.35 28 6.05
7 0.41 29 027
b 0.u46 30 5.48
8 Q.52 a5 8.54
B.% .57 40 23153279
9 1,88 L5 I8 33
S0 s - = o B By ;
10 a1l 5 55 26 .32
T e 1.29 59 37
G @ i o9, 1 61.5 50.00
13 Lohh 62.5 60.00
14 2.09 63.4 70.00
15 2.20 63.9 80.00
16 sk 64,1 90.00
37 290 64,3 100.00
18 s B o 64 .4 110,00
19 322 o4 .4 320500
20 . W




TABLO ; 3.11

-3 % = o

L == X3%10 mol/X ¢dzeltisinin GOOC de Ureaz enzimil
katalizli hidroiizine iliskin zamana karsi okmnan iletkenlik

degerleri

1/R (x107% 31S)t (dakd 1/R (xlO-%PS) t (dak.)
e > 9 4.54
i S x 24 5.17
. SieE 25 5.40
7.5 0.20 e LS
: e 27 6.30
8.5 0.31 e 25l
< i As 29 7.93
9.5 0.46 s feas
S T 35 10.48
2 S0 40 14,31
e . ah 45 14,29
K 5y 50 27.48
o e 51 30.14
& Pra s 55 L4, 45
3 Mgy 57,3 60.00
= e 58.2 70.00
= sty 59 80.00
=% Aty 59.5 90.00
5 i 59.9 100.00

60 107.00¢
63.9 i




TABLO : 3.12

et

T

mol/l lire ¢dzeltisinin 40°C de lireaz enzimi

kata2izli hidrolizine iliskin zamana karsai ckunan

lik degerleri.

3R (xlO-l.PS) t (dak.)

(62 R A e AR N
(6] (&)

L g, SO - « ROIE SERE R SN ¢ ) B e ; |
o

11
iz
13
14
1%
16
3

b s 3 8
0. 22
0.35
8 BP0
1.07
- B
1.45
2.05
2.25
2.46
3.10
3.38
4.01
L.25
4,51
5,48
6.U2
7.37
8,31
9,31
10 2.8
1T 26

iletken-

1/R (x10"*us) t (dakJ
18 12.25
19 13.27
20 14.31
21 15,34
22 16.39
23 17,45
24 18.48
25 15,50
26 20.55
27 22.02
28 23.10
29 o, 58
30 26.38
35 32.33
43 49.30
L5 57.00
46,7 65.00
47,3 75.00
4 20.00
L8.7 oo
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Sekil. 19 . Deney dizenegi

K: Konduktometre i:. fletkenlik hiicresi
M: Manyetik karastairica ¢: Manyvetik c¢ubuk
S+ Sirings TK: Teprmostatli karaistarici

T: Termometre
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