KMB310 KIMYA MUHENDISLIGI LABORATUVARI II
DENEY ADI: ENZIM KINETIGI

Deneyin Amaci: Katalaz enzimi varhiginda gergeklesen hidrojen peroksitin pargalanma
reaksiyonuna ait Michaelis—-Menten sabitlerinin ve kinetik parametrelerin hesaplanmasi.
Teorik Bilgi: Enzimler protein veya protein benzeri maddelerdir. Biyolojik tepkimeler enzim
olmadan yasamin siirmesi i¢in gereken hizda olamazlar. Enzimler genellikle kiigiik
miktarlarda bulunurlar ve tepkime siiresince ne tiikenir ne de kimyasal tepkimenin dengesini
etkilerler [1]. Enzimlerin 6nemli bir 6zelligi spesifik olmasi, yani bir enzimin genellikle
sadece bir tip tepkimeyi katalizlemesidir [2].
Bu deney kapsaminda ekmek mayasinin igerdigi katalaz enziminin H20, pargalama
kabiliyetinin H20. konsantrasyonu degisimi incelenecektir. Hidrojen peroksit canlilardaki
hidroliz ve dehidroliz reaksiyonlarinda kiiciik miktarlarda ortaya ¢ikan toksik bir maddedir.
Genel olarak tiim peroksitler yasayan organizmalara zarar verir. Bu nedenle canlilarda bu
maddeye kars1 savunma da kullanilan katalaz enzimi bulunmaktadir. Katalaz enzimi hidrojen
peroksitin parcalanmasinda oldukea etkili bir ezimdir.
Enzim kinetigi yaygin sekilde Michaelis—Menten kinetik esitligine bagl olarak hesaplanir.
Michaelis—-Menten kinetigi, enzim kinetiginin en basit ve en iyi modellerinden biridir. Basit
bir enzimatik reaksiyon asagidaki gibi ylirimektedir [2].

E+S<—>» ES—>» E+P

Bu enzimatik reaksiyon modeli i¢in enzim reaksiyon hizini betimleyen Michaelis—Menten
kinetik denklemi Esitlik 1’°deki gibidir. Bu denklemde reaksiyon hizi (V), bir substrat ([S])
konsantrasyonu cinsinden ifade edilir:

_ Vmax [S] (1)
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Vmax Ve Km degerleri Michaelis-Menten kinetikleri ile tanimlanan enzim tepkimelerini
karakterize eder. Burada, Vmax sistemden elde edilebilecek en yiiksek reaksiyon hizidir,
enzimi doyurucu substrat konsantrasyonunda bu hiza ulasilir. Michaelis sabiti Km, reaksiyon
hizinin Vmax'in yaris1 oldugu substrat konsantrasyonudur. Genelde tek substratli biyokimyasal
reaksiyonlarin Michaelis—Menten kinetigine uydugu varsayilir. Vmax Ve Kmn sabitlerinin
belirlenmesi i¢in tipik yontem, farkli substrat konsantrasyonlarinda ([S]) bir seri enzim
Olclimii yapilmasi ve reaksiyon ilk hizinin (Vo) 6lcililmesidir. Burada 'ilk' teriminden kasit,

reaksiyon hizinin baslangigtan sonraki nispeten kisa bir siire i¢inde Olgiilmesidir, bu siire

zarfinda enzim-substrat kompleksinin olugsmus oldugu ama substrat konsantrasyonun yaklasik



sabit oldugu ve dolayisiyla denge veya kararli hal yaklagiminin gecerli oldugu varsayilir.
Reaksiyon hizin1 konsantrasyona gore grafige gegirilince ve Michaelis-Menten denklemi ile
dogrusal olmayan regresyon yapilarak Km ve Vmax parametreleri elde edilebilir. Bununla
birlikte parametrelerin bulunmasinda daha kesin bir yontem lineerlestirilmis Michaelis-
Menten denklemini kullanmaktir. Farkli lineerlestirme yontemleri olsa da en yaygin

kullanilan yontem Esitlik 2°de verilen Lineweaver— Burk esitligidir [3].
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Bu deneyde maya igerisinde bulunan katalaz enziminin kinetigi iizerinde calisilacaktir.

Katalaz enzimi hidrojen peroksiti par¢alayarak su ve oksijen olusumunu saglar.

katalaz
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%i i
hd . |, \ r_’).
| 7 A N
/ | ‘1\\'- \ ]\L:
(SEETE0\ = -
Sekil 1. Deney diizenegi
Deneyin Yapilis::

1. Beherde 6 g maya/500 mL su karigim1 hazirlanir.

2. Substrat olarak kullanilacak %3, %2, %1,5, %1 ve %0,5 derisime sahip H2O> ¢ozeltileri
hazirlanir.

3. 80 mL maya karisimindan alinarak erlene aktarilir ve manyetik karistirict iizerine
yerlestirilir.

4. 20 mL H20; ¢ozeltisi alinarak maya karigiminin tizerine eklenir ve kronometre baslatilir.

5. 5 saniyede bir agiga ¢ikan O2 hacmi okunarak not edilir.



Veriler ve Hesaplamalar:

1. Deney sirasinda okunan Oz hacimleri Tablo 1’de sunulur.
Tablo 1. Deneysel sonuglar

) O2 hacmi (mL)
Siire (s)
%3 %2 %1,5 %1

%0,5

2. Ideal gaz yasas1 kullanilarak olusan gazin molii hesaplanir ve Tablo 2°de sunulur.

Tablo 2. Reaksiyon sonunda agiga ¢ikan Oz miktarlari

O2 molii (mmol)
Siire (s)

%3 %2 %1,5 %1 %0,5

3. Her bir substrat derisimi i¢in olusan O2’nin zamana bagli degisimi Sekil 2’deki gibi grafikle
gosterilir.

slope =¥, = mmoles Uo/3econd

%lﬁﬂ'
=
&' 100
o
s S0
E

10 20 Z0 40 S0 &0 TO 80
econds

Sekil 2. Oz konsantrasyonunun zamana bagli degisimi

4. Cizilen grafiklerden her bir substrat derisimi i¢in ilk hiz (Vo) degerleri hesaplanarak Tablo
3’de sunulur.

Tablo 3. Farkli substrat konsantrasyonlarina karsilik hiz degerleri

[S], H202 kons. Vo, Hiz U[S] 1/Vo




5. Substrat konsantrasyonlarina karsilik ilk hiz degerleri Sekil 3’deki gibi grafikle gosterilir.

Km Ve Vmax hesaplanir.
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Sekil 3. Tlk hizlarm konsantrasyona bagl degisimi ve Km-Vmax hesabi

6. Lineweaver-Burk Grafigi ¢izilir. Km Ve Vmax hesaplanir.
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Sekil 4. Lineweaver-Burk grafigi ile Km-Vmax hesabi

NOT: Deneye gelirken kuru maya getirmeyi unutmayiniz!
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