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AMAC

Ekstraseliiler enzimlerden biri olan o-amilaz, endistride ozellikle deterjan

sanayiinde yaygn bir gekilde kullanilmaktadir.

Bu enzimin bir ¢ok Basil turi tarafindan salgilanmasi, dolayistyla kolaylikla

temin edilmesi endiistriyel Gnemini arttirmaktadir.

Calismada Bacillus subtilis * ten saflastinnlmis olan ve ticari olarak temin
edilen a-amilaz enzimi tizerine [H'] iyonlarinin nasil bir etkisi oldugunu saptayarak
reaksiyon mekanizmasini aydinlatmaya galigmak, buna bagli olarak da endustriyel

proseslere miidahale edebilmek amaglanmistir.
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OZET

Bacillus subtilisten izole edilen o-amilazin aktivitesi (zerine [H"]
iyonlarimin etkisi arastirildi. Bu amagla oncellikle enzim derigimi ve uygun
inkiibasyon siiresi belirlenmeye ¢aligildi.

Sonugta uygun enzim derigiminin 3.10” pug/uL ve uygun inkiibasyon siiresinin 15

dakika oldugu saptandi.

Uygun enzim derisiminde farkli pH’larda ve farkli substrat derisimlerinde
her biri i¢in ayn ayri olmak tizere enzim On inkiibasyonsuz ve enzim her bir
pH’da tamponla 120 dakikalik 6n inkiibasyonundan sonra optimal pH degerleri
tayin edildi. Her iki kosulda da optimal pH’nin 7.12 oldugu saptandk.

Enzim stabilitesi lizerine pH’nmin etkisini incelemek iizere enzim, sabit
substrat derigiminde ([S]: 2.52 pg/ul) daha 6nce saptanan optimal pH’da 120
dakikalik 6n inkibasyona tabi tutuldu. pH;=pK,=6.15 ve pH,=pK;=8.68 ve
optimal pH=7.415 olarak bulundu.

Farkli pH’larda Michaelis-Menten kinetigi g¢aligilarak enzim igin Ky
degerleri (4.898; 4.7311; 5.004; 1.4615; 0.2483; 1.6666 ug/uL) ve Ve degerleri
(2.023; 2.431; 2.542; 0.952; 0.117; 0.438 umol/dak.) bulundu.

Oligomerik yapidaki enzimlerin makromolekiiler yapidaki substratlarla
Tippon, Dixon ve Webb teorilerini dogrulamakta uygun modeller olmadiklan

kanisim uyandirdi.
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ABSTRACT

The effect of [H'] ions on a-amylase activity which was isolated from
Bacillus subtilis was investigated. We first tried to determine the appropriate
enzyme concentration and incubation time. Results obtained showed that
appropriate enzyme concentration is 3.10 pg/uL and appropriate incubation time

is 15 minutes.

Optimal pH value was determined in appropriate enzyme concentration,
different pH values and substrate concentrations both with pre-incubation for 120
minutes and without pre-incubation. Optimal pH was found to be 7.12 in both

conditions.

To examine the effect of pH on enzyme stability, the enzyme was pre-
incubated for 120 minutes in constant substrate concentration ([S]: 2.52 ug/ul)
and in previously obtanied pH value. pH,=pH,, pHz=pH, And optimal pH values
were found to be 6.15, 8.68 and 7.415 respectively.

Kn and Vgae values for the enzyme were found by using Michaelis-Menten
kinetics in different pH values Ky 4.898; 4.7311; 5.004; 1.4615; 0.2483; 1.6666
and Vpay 2.023; 2.431; 2.542; 0.952; 0.117; 0.438

Tippon, Dixon and Webb theories can not be applied to a system contains

an oligomeric enzyme and a substrate in a macromolecular structure.
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1. GIRIS

1.1. NiSASTA

Nigastaya patates gibi yumrulu bitkilerde ve musir, fasulye, bugday ve piring
gibi tahillarda daha ¢ok rastlanmakla beraber, biitiin bitki hiicreleri nisasta yapma

kabiliyetine sahiptir.

Nisasta iki yaplsal formda bulunmaktadir. bunlardan biri amiloz digeri ise
amilopektin’dir. Nisastanin a-Amiloz ve amilopektin ierigi kaynagina bagli olarak

farkliliklar gosterir (1).

a-amiloz dallanma gostermeden diiz zincirler halinde uzamakta ve D-glukoz
unitelerinin a-(1-—>4) glikozidik bagt ile birbirine baglanmast sonucu meydana gelmis
bir depo polisakkarittir. o-amiloz suda ¢dziinmez fakat su emerek miseller haline

gelebilir. Bu misellerde polisakkarit zinciri kendi etrafinda sarmal yaparak Sekil

1.1’de gorildugii gibi bir heliks yapist olusturabilir.
Cap:

I 1.4 nm {
Py f L

Heliksin Bir Sefer ’
Dénitisti O. .

Heliksin Bir Sefer Doniigii 6
‘_ Glukoz Unitesi Ile Gergekles-
J mektedir.

Sekil 1.1: a-amiloz molekiiliiniin a-heliks yapt kazanmis sekli.



o-amilozun diiz zincir yapisi ise Sekil 1.2°de gorildugii gibi

D-glukoz tinitelerinin a-(1—4) glikozidik bagi ile birbirine baglanmast sonucu ortaya

cikmustir,
CHy0H CHyOH CH,OH
H O H H & H H o H
o u l:m H 8y
o] 0 ; 0-
H CH a4 H OH ao H oH

Sekil 1.2 : Dallanma gdstermeyen diiz zincir yapisindaki a-amiloz molekiild,
D-glukoz iinitelerinin birbirine a-(1—>4) glikozidik bag: ile

baglanmas: suretiyle meydana gelmistir.

Amiloz polisakkariti diiz zincirler yerine sol el heliks yapisi meydana
getirerek helezonlar olusturmaktadir. Bu heliksin her doniisiinde 6 glukoz Gnitesi yer
almaktadir. Iki heliks arasindaki mesafe 0.8 nm’dir. Heliksin ¢api ise 1.4 nm’dir. Bir
amiloz polisakkaritinde yaklagik 250-300 glukoz iinitesi bulunmaktadir. Molekiil
agirhig1 40.000-50.000°dir (2).

Amilopektin; daha yiiksek molekiil agirligina sahip ve dallanma gosteren bir
bitki polisakkaritidir. Diiz zincir amilozda oldugu gibi glukoz unitelerinin a-(1-—>4)
glikozidik bag: ile birbirine baglanmasi ile uzamaktadir. Tirden tire degisiklik
gostermek tlizere her 20 ile 30 glukoz unitesinden sonra bir dallanma noktas: ortaya
¢ikmaktadir.

Amilopektindeki dallanma bir glukoz tinitesinin 1 nolu karbon atomu ile, diiz
zincirde yer alan glukoz tnitesinin 6 nolu karbonu arasinda bir o-(1-6) glikozidik

bagi olugmasi ile meydana gelmektedir.



CH0H CH,0H CH,OH
(¢ (o] H OWH
o
| H
-0 o o
H OHp

X (1-8)

CHa0H CHy0H
o) H o, H
H
. OH H A
-0 o 0
H OH

Sekil 1.3: Amilopektin molekilinde diiz zincirler, D-glukoz tnitelerinin birbirine

a-(1—4) glikozidik bag ile baglanmast suretiyle dallanma noktalan ise iki
seker Unitesinin birbirine a-(1—6) glikozidik bag: ile baglanmasi suretiyle

meydana gelmektedir.

Amilopektin suda ¢oziinmez, sulu ¢ozeltilerde kolloidal yada miseller yap:

gosterir. 250-5000 glukoz biriminden olugur. Molekiil agirlig1 40.000-800.000 dir

Nisastanin ana maddesi enzimatik olarak iki ana yolla hidrolize edilmektedir.
Maltta bulunan B-amilaz enzimi o-amilazdan farkli davranig gostererek amilaz ve
amilopektinden ¢ok az miktarda glukoz iinitelerini koparirken g¢ogunlukla bir

disakkarit olan maltoz (nitelerini meydana getirmektedir.

a- ve B- amilaz amiloz ve amilopektindeki a-(1—4) glikozidik baglarini
koparir. Ve bu enzimlerin etkisi amilopektindeki a-(1—>6) glikozidik baga gelince
durur. Biyiik bir molekiil olan bu dalli zincire limit dekstirin adi verilmektedir.
Amilopektinin dallanma noktasinda bulunan a-(1—6) glikozidik baglari a-(1—6)

glikozidaz enzimi tarafindan kirilmaktadir (3).



1.2. EKSTRASELULER ENZIMLER

Bir ¢ok bakteri iiredikleri ortamda besin maddelerinden faydalanmak igin
iiredikleri besi yerine ekstraseliller enzimleri (ekzoenzimler) salgilar. Cogunlugunu
hidrolaz ve proteazlarin olugturdugu bu enzimlerin temel fonksiyonlarindan biri
mikroorganizmaya kullanilabilir besin saglamaktir. Diger bir fonksiyonlar ise

enfeksiyon esnasinda koruyucu olarak iglev gormesidir.

Ekstraseliller proteolitik enzimler besin endistrisi ve buna bagli diger
biyoteknolojik alanlarda yaygin bir sekilde kullanihir (4). Bunun haricinde deterjan
sanayii , bira yapim protein hidrolizatlarinin tiretiminde, fungal kokenli olanlar ise

besin endiistrisinde kullanilir (5).

Ekstraseliller enzimlerin sentezi sporlagsmadan 6nce ge¢ eksponentiyal ve
erken stationer fazda maksimuma ulasir. Bu durum ekzoenzim sentezi ve sporlagsma
arasinda bir iliski oldugunu gosterir. Bununla birlikte eksponentiyal fazdan stationer

faza gecis besi yerindeki karbon kaynagini azalmast ile ilgilidir (6).

Farklt karbon ve azot kaynaklari kulllanilarak iretilen bakterilerden amilaz
tiretimi ile Ureyen bakteri arasinda bir orant1 olmadig1, karbon kaynagi olarak nigasta
kullanilmasinin sekerlere oranla daha yiiksek amilaz iiretimini ger¢eklestirdigini, azot
kaynagi olarak da organik azot kaynaklarinin amilaz {iretimini artirdiini, inorganik
azot kaynaklarinin kullaniminin ise amilaz iretimini ¢ok olumsuz etkiledigt

belirtilmistir (7).

1.3.AMILAZLAR

Amilaz terimi; ilk kez nisasta veya bunlarin pargalanma urinleri gibi
polisakkaritlerdeki a-(1—4) glikozidik baglarinin hidrolizini katalizleyen enzimleri

tamim{amada kullanild: (8,9,10).



Amilazlar; pankreas, tiikiiriikk bezleri, bitkiler ve mikroorganizmalar, 6zellikle
bakteriler ve mantarlar tarafindan tretilen bir enzim grubudur. Ozellikle bakteriler
tarfindan tiretilen amilazlar 1s1iya dayanikli olmalan nedeniyle biiyiik bir ticari 6neme
sahiptirler ve nigasta endiistrisinde kullanilirlar (11).

Malt’ta bulunan amilazlar bira ve diger alkollii igeceklerin tGretiminde olduk¢a
Onemlidir (8).

Cesitli canlilardan izole edilen amilazlar substrati olan nisastay: hidrolizleme
mekanizmasina gore Endo- ve Ekzo- amilazlar olmak iizere iki gruba ayrilirlar (12).

Endoamilazlar ; glikojenin ve nisastada bulunan amilopektinin dallanma
noktalarini olugturan o-(1—6) glikozidik baglarina etki edemedikleri halde a-(1—4)
glikozidik baglarina etki ederler. Bunun sonucu olarak substratin ortalama molekul
agirhi@ ve viskozitesi hizla diiser. Baghca iiriinler oligosakkaritlerdir.

En ¢ok aragtinlan endo- amilazlar o-amilazlardir. Son yillarda o6zellikle
B.subtilis * ten izole edilen a-amilaz iizerinde yogun g¢aligmalar vardir. B.subtilis’in
salgiladig1 a-amilaz enzimi 1s1ya oldukga dayamiklilik gosterir (13).

Ekzoamilazlar bir $-amilaz olup, bitki veya mikrobiyal kaynakli olabilirler.
Bunlar diizenli olarak indirgen olmayan ugtan baglayarak polisakkaritlere etki ederler.
o-(1—>4) glikozidik baglarin timini kirarak a-glukoz veya maltoz olusumunu
saglarlar.

o~ veya PB- amilazlardan baska birde y-amilazlar vardir. y-amilazlar
glukoamilazlar sinifina girmektedir (14).

1.3.1 Termofilik Amilazlar

Farkli mikroorganizmalardan saflagtirilan, yiksek sicakliklara (80-90 °C)
dayamkh amilazlar ticari 6neme sahiptir.



Termal kararliliga sahip a-amilaz kaynag: olarak onceleri B.coagulase daha
sonra B.stearothermophilus kullanilmigtir (15). Termofilik bakteriler 1siya dayanikli
o-amilazlar {iretmelerine ragmen mikroorganizmanin termofilik karekteri ile bunun

salgiladigt ekstraseliiler oi-amilazi arasinda zorunlu bir iligki yoktur.

Ornegin Thermonorpora curteva’nin salgiladigi o-amilaz 65 °C * ye kadar ve
B.acidocaldarius’un  salgiladifi a-amilaz 60-63 °C‘ ye kadar kararli iken
B.licheniformis (genel olarak termofil olarak bilinmez)’ in salgiladif: o-amilaz

76° C “ ye kadar kararlidir (16).
1.3.2. Alkalin Amilazlar

Alkalin pH‘da aktivite gosteren enzimler deterjan sanayisi bakimindan
onemlidir. Robyt ve Ackerman Psuedomonas stutzeri’ den optimum pH‘ st 8 olan

amilazi tammlamiglardir (17).

Bazi basil tirlerinin pH :10 veya daha yukarisinda aktivite gosteren
o-~amilazlara sahip oldugu belirtilmistir. Amilaz aktivitesi i¢in optimum pH

tae

araliklarinin 4-11 arasinda degistigi saptanmustir (18).
1.3.3. Asidik Amilazlar

Nisasta endiistrisinde kullanilan bu tiir enzimler hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. Endiistriyel proseslerle dekstroz (retimi pH: 4-5 araliginda
gergeklesmektedir. Bu is i¢in asidik amilazlarin kullanimi avantaj olugturur.
B.acidocaldarius‘ tan izole edilen a-amilazin nigastayr hidrolizi ile elde edilen
sonuglar onun karekterizasyonunda kullamlmigtir. Diger yandan Buonocore ve ark.
farkl kaynaklardan izole ettikleri bakterilerin salgiladigi endoamilazlarin genig bir
sicaklik (50-75 °C) ve pH:3.5-4.5 aralifinda optimal pH’ ya sahip olduklarim
gostermiglerdir (20).



1.3.4. Amilazlarin Etki Mekanizmalan

1963 yilina kadar «-amilazin nisastayr rasgele hidrolizleyip glukoz
molekiillerine doniistiirdiigti  distniilirken. B.subtilis* ten izole edilen
o-amilazin amiloz {zerine etkisini konu alan bir ¢aligmada, maltotrioz (G;) ve
maltohegzoz (Gs) © un baskin oldugu bir karigimin ele gegtigi ortaya konmustur.

Bu sonug, oa-amilazin nigasta iizerine rasgele etki etmedigini kanitlamistir (21).

Buna gore etki mekanizmasi gu sekilde agiklanmugtir.

Enzim {zerine dokuz glukoz kalintisinin baglanabildigi baglanma
merkezlerinin bulundugu ve a-(1—4) glikozidik bagini hidrolizleyen  aktif
merkezin, 3 ve 4 nolu glukoz kalintilarinin baglandifi baglanma merkezleri

arasinda kaldig1 iddia edilmektedir.

Buna gore hidroliz isleminden sonra soldaki veya sagdaki grubun enzim
tizerinden ayrilabilecegi ve eger ilk olarak sagdaki grup ayrilirsa, nisasta zinciri
bosalan baglanma merkezlerini doldurmak iizere saga dogru kendiliginden hareket
eder ve G; iiriin olarak ele geger. Eger hidrolizden sonra zincirin sol tarafi
ayrilirsa, bosalan baglanma merkezlerini doldurmak {zere nisasta zinciri sola
dogru kendiliginden hareket eder ve iiriin olarak Gg ele geger (22). Substrat olarak
amilopektin kullanildiginda benzer mekanizma ile maltoz (G;), maltodioz (Ga),
maltotrioz (Gs3) ve maltohegzoz (Gg) meydana gelir. o-amilazin mekanizmas:
Sekil 4a ve 4b’ de verilmektedir (23). Amilolitik aktivite gosteren enzimlerin
katolizinde glikozidik bagda bulunan oksijen, enzim tuzerinde bulunan bir asidik
aminoasit ile protonlanir. Substratin indirgen olmayan yan pargasi aynlinca
karbonyum iyonuna benzeyen ara iriin bir karboksilat grubu tarafindan kararl
hale getirilir veya glikozil — enzim ara tiriinii olugur. Her iki durumda da ara tiriin
suyun saldinsint  enzime yonlendirerek, son (rinin konfigiirasyonunu

belirler (24).

Bu iki mekanizmadan hangisinin gegerli oldugu konusu halen tartisma
halindedir. Ancak reaksiyonun karboyum iyonuna benzeyen , ara tiriin olusumu

lizerinde gergeklestigi mekanizmasi iizerinde durulmaktadir (23).



G; OLUSUMU

Enzim-substrat kompleksi olusur.

Glikozidik bag hidrolizlenir. A FJUWM\JV]

Zincirin sag tarafi aynlir.

Zincirin sol tarafi kendiliginden : . : )
baglanma merkezlerini doldurmak

lizere saga kayar.

G; uriniini vermek tizere glikozidik . , :

bag hidrolizlenir. '
Yeniden G;’u lriin olarak vermek‘ _ { e
lizere 4. ve 5. adimlar tekrarlanir, ; ’

Sekil 4a: Enzimin Etki Mekanizmasi



Gs OLUSUMU

Enzim-substrat kompleksi olusur.

Glikozidik bag hidrolizlenir.

Zincirin sol taraft ayrilir.

Zincirin sag tarafi kendiliginden

baglanma merkezlerini doldurmak
lizere sola kayar.

Gs uriinlinii vermek tizere glikozidik

bag hidrolizlenir.

Yeniden Gg'y1 trnin olarak vermek
lizere 4. ve 5. adimlar tekrarlanir.

Sekil 4b: Enzimin Etki Mekanizmast



1.4. TAMPON COZELTILER

Arastirmalarda ve bazi uygulamalarda pH ve pOH* 1 belirli bir degerde
olan, seyrelmeyle veya az miktarda kuvvetli asit veya baz ilavesi sonucu pH ve
pOH ‘i degistirmeyen, diger bir ifadeyle pH degigmelerine direng gosteren
¢ozeltiler yapmak amaglanabilir. Boyle pH veya pOH degisimine direng gbsteren
¢Ozeltilere tampon g¢ozeltiler denir. Bir tampon ¢ozelti, genelde zayif bir asit ve
konjiige bazint veya zayif bir baz ve konjiige asidini igeren bir ¢ozeltidir.
Cozeltinin hazirlanmasinda zayif asitin konjiige bazi asitin tuzu seklinde, zayif bir

bazin konjiige asiti ise yine onun tuzu halinde kullanilir.

Tampon ¢ozeltiler genellikle iki yolla hazirlanir:

A) Zayif asit ¢dzeltisi konjiige bazinin ¢ézeltisi ile karitirilir. Benzer
sekilde zayif baz ¢6zeltisi konjiige asitin ¢ozeltisiyle karigtirilir.

B) Zayif asit ¢ozeltisi kuvvetli bir bazla kismen nétrallestirilir. Benzer
sekilde zayif bir baz ¢ozeltisi kuvvetli bir asitle kismen nétrallestirilir.

Zayif bir monoprotik asit olan HA ¢6zeltisi ile NaAc ¢ozeltileri

karigtirnildiginda asagidaki denge bagintilar1 yazilabilir.

[Hs()+]=Ka-[%l ) !’H=pKa+log[[—}j%

Benzer sekilde tek fonksiyonlu zay:f bir baz olan B ile bu bazin konjiige
asiti olan BH" ‘min ¢ozeltileri kanstinldiginda yine bir tampon g¢ozelti elde

edilebilir. Boyle bir ¢6zeltideki etkin denge, bazin iyonlagmasi dengesidir.

lor-]= Kb.lglf%] , pOH = pKb +logll—?[£B]];]
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1.4.1. Tampon Kapasitesi

Bir tampon ¢6zeltisine az miktarda asit veya baz ilavesi halinde eklenen asit,
tampon ¢6zeltinin baz: ile, baz ise tampon ¢6zeltinin asiti ile tepkimeye girer, sonugta
asit/tuz orami fazla degigmez ve pH degerleri sabit kalir. Eklenen kuvvetli asit veya
bazin tampon ¢ozeltisinin pH’ sina etkisi tampon kapasitesi denilen bir 6zellikle ifade

edilir. Iyi bir tampon ¢ozelti, kapasitesi yiiksek bir ¢ozelti olarak belirlenir.

Tampon kapasitesi, 1 litre tampon ¢6zeltisinin pH ve (pOH)’sin1 bir birim
degistirmek i¢in eklenmesi gereken kuvvetli asit veya bazin milimol sayist olarak
tantmlamir, Iyi bir tampon (yiiksek tampon kapasitesi), tamponu olusturan tiirlerin

derisimlerinin birbirine egit ve miimkiin oldugunca yiiksek olmasiyla saglanir (25).

1.4.2. Iyon Siddetinin Etkisi

Cozunurligl az olan bir madde bir elektrolit ortaminda saf su ortamindakine
gore daha fazla ¢ozinir. Elektrolitler genellikle tuz olduklarindan, ¢6ziiniirliige olan
etkilerine tuz etkisi veya yabanci iyon etkisi denir. Ortama ilave edilen elektrolitin
iyonlar1 ¢oziintrligti az olan maddenin iyon atmosferini ve dolayisiyla

¢Oztnurlagint degistirirler.

Ayni molaritede olmak sarttyla, elektrolit iyonlarinin yiiklerinin bilyiimesiyle
¢ozintrlikte biyir. Cinki iyon giddeti biiyiir. Benzer sekilde iyonlarinin yiikii

biyiik olan madde de iyonlarinin yiikii kii¢iik olanlara gore daha gok ¢6ziiniir.

Coziinirligi az olan bir maddenin ¢oziinmesi lizerine ortama ilave edilen
elektrolitin hem konsantrasyonunun, hem de yiikiinin bayik etkisi vardir. Bu iki etki
bir arada gosterilebilir ve iyon siddeti olarak tamimlanir. Ayni derisimde olmalar
kosuluyla, yika buytik olan iyonlardan olusmus tuzun ¢oziiniirlik iizerine etkisi,

yiikii kiigiik olandan daha fazladir.
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Iyon siddeti ortamdaki iyonlarin ayn ayn yiklerinin kareleriyle

konsantrasyonlarinin ¢arpimi toplaminin yarisina esittir (26).
1=05XCZ?
I ;iyon siddeti

C; ;iyonun konsantrasyonu

Z; .herhangi bir iyonun yiku

1.5. ENZiM KINETIiGINE GIRIS

1.5.1. [E]¢nin Fonksiyonu Olarak Baslangi¢c Hiz:

Olagan in vitro deney kosullarinda enzim, reaksiyon ortaminda ¢ok az

miktarlarda yada katalitik miktarlarda meveuttur. [E], genellikle 10"%-10"M
konsantrasyonunda iken [S], genellikle 10°-10?M konsantrasyonunda bulunur.

Herhangi bir substrat konsantrasyonunda baglangig hizt:

y_ VulS) _KIELISI_ k&,

AT —= [E],
. +HS1T K, +[S]

1+ —m
(+ [S])

denklemi ile verilir. Boylelikle baglangi¢ hizi dogrudan dogruya bitiin substrat

konsantrasyonlarinda [E], ile orantili olur. V ile [F}; arasindaki iligki dogru

baslangi¢ hizlan 6l¢iildiigii zaman lineerdir, yani Grin olusum mzi deneyin tiim
zaman aralif1 boyunca sabit olmalidir. V, [S] ile degistifinden deney stiresi
substratin kiiciik bir fonksiyonunun (yaklasik % 5 yada daha az1 ) kullanilmasim

saglayacak kadar kisa olmalidir.

Sabit substrat konsantrasyonu ve farkli total enzim konsantrasyonlarinda

zamanin fonksiyonu olarak iiriin olugsumu asagidaki Sekil .5a da gdsterilmistir.
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Enzim konsantrasyonunun fonksiyonu olarak [P]/t den hesaplanan baslangi¢
hizinin degisen grafigi ise Seki 1.5b ‘de gosterilmigtir. Urtin olugum hizs, d[P}/dt
[Elu ‘den [E]ws ‘e kadar olan enzim konsantrasyonlar: igin t; siiresine kadar lineerdir,
t; gibi daha uzun bir deneme siiresi segilirse biitiin [E}; degerlerinde lineerligin

saglanmast miimkiin degildir.

Ornegin : [E]is ‘den daha bilyiik enzim konsantrasyonlari kullanilirsa [P] ile t
arasindaki iliski t; deneme siiresinde de lineerlikten sapacaktir. Boylelikle bir enzimin
kinetik incelenmesinde ilk yapilacak gey Sekil 1-5a da gosterilen lineerligin simirlarmm
belirlemek olmalidir. Yani [P] -t ve V-[E}; iliskileri nonlineer olmadan 6nceki olusan
maksimum [P] belirlenmelidir. Bu sekilde kinetik ¢aligmalarda kullanilacak baslangi¢

hizlarinin anlamli sekilde 6lgiilebilmesi igin gerekli zaman belirlenmis olur.

! T Els T T T T 1
| T I
‘ - [Els [P] +
P : | ===
[P] j : | 7
E ; (Ele
: — [Els -
} ; R R T B
t t2 01 23 45 6
Inkiibasyon Zamani [E]: (e.g.units/ml,uL enzim.etc.)
Sekil 1.5a Sekil 1.5b

Enzimlerle galigirken deney siiresinin belirlenmesi

a- Farkli enzim konsantrasyonlarinda zamanin fonksiyonu olarak tirtin olusumu

b- Enzim konsantrasyonunun fonksiyonu olarak [P]/t; olarak hesaplanan baslangi¢

hz (27).
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1.6. ENZIMATIK REAKSIYONLARIN HIZI UZERINE
pH’NIN ETKIiSi

pH’'mn enzimatik kataliz (izerine etkisinin dogas1 tam olarak
agiklanabilmig degil .Enzim uzerindeki aktif merkez genellikle iyonik yapiya
sahip aminoasit artiklarindan olusmustur ve substratin baglanmasmma ve
reaksiyonunun katalizlenmesine elverisli bir yapiya sahiptir. pH daki degigmeler
bu iyonlagabilir gruplarin iyonlasabilirligini, dolaysiyla aktif merkezin
konformasyonunu degistirmektedir. Buda kataliz hizin1 etkilemektedir. Bunu
diginda substrat molekiiliide iyonlasabilir grublar igerebilir ve substratin sadece
bir iyonik formu enzime baglanarak katalize ugrayabilir. Katalitik mekanizmadaki
islevsel gruplarin  iyonizasyonundaki degisikliklerin siddeti, reaksiyon
mekanizmasinin tamamen bozarak geri doniigiimsiiz (irrevesible) inaktivasyona
neden olabilir.

pH degismelerinin neden oldugu muhtemel etkilerden bazilart su sekilde

siralanabilir.

a. Katalizde rol oynayan gruplarin iyonlagsmasindaki degisme
b. Substrat baglanmasinda rol alan gruplarin iyonlagsmasindaki degigme
c. Substrattaki gruplarin iyonlagmasindaki degisme

d. Enzimin aktif merkezi digindaki gruplarin iyonlagmasindaki degisme

Katalitik mekanizmada iglevsel olan gruplarin iyonizasyonundaki
degisiklikler mekanizmay1 tamamen bozabilir. Baglanma bolgesinde islevsel olan
gruplardaki degigmeler enzimin substrata olan affinitesini azaltabilir ve boylece

kataliz hizinda diisme olusabilir.

Substrattaki iyonlasan gruplarda olan bir degismede onun enzime olan
affinitesini degistirebilir. Enzimdeki diger guruplarin iyonizasyonu enzimin tg
boyutlu yapisinda kiiglik yada biiyiik degisikliklere neden olabilir, buda aktif

bolgenin bozulmasina neden olur.
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1.7. pH’ YA BAGLI HIZ DENKLEMLERININ
TURETILMESI iICIN MODELLER

A.Serbest Enzimin Iyonizasyonu

Enzim aktivitesine etki eden iki iyonlasabilir grubun bulundugunu ve
substratin enzimin sadece bir formuna (EH) baglanabildigini varsayalim. Bu

kosullarda su mekanizma 6nerilebilir:

-
(kB)-H*H+H*(k+B) N
1 L
EH + S o> EHS ——» EH+URON )
. k,y
(IC-A)'H+T l+H+(k+A)
EH,"

Siirekli-hal varsayimina dayanarak [EHS]’in birim zamandaki degisme

hizt sifir kabul edilirse;

d[lf]H‘S'] = k,[EH1.[S1-k_,[EHS]-k [EHS]=0 (2)
k([EH][S]1=(k_, +k,)[EHS] (3)

[EH][S] _ k.. +k,
[EHS] &

=K, (4)
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Yazilabilir. EH’ nin iyonlagma dengeleri i¢inde

kg

- [E"NH"] ks

E+H" <—* EH K, = = 5
ki P [EH] kg, )

ve

EH+H' T—» - EH} K, = EH:] k., (6)
Ka : 4 [EH)[H] k_,

Burada K4 ve Kp serbest enzimin molekiiler dissasyon sabitleridir.

Reaksiyon basglangicinda ortama konan toplam enzim miktan Et herhangi bir anda
Er=[ET+[EH+[EHS]+[EH,"] (7)
olur. [E] yerine (5) ve (4) nolu bagintidaki degeri, [EH] yerine (4) nolu

bagintidaki degeri ve [EH,"] yerine ise (6) ve (4) nolu bagintilardan degeri yerine

konursa

E, = KBKM[EIHS] + KulEAS] oy Kol NEHS] (@)
[SIH"] [S] [SIK,
s K [, Ko [ [H']
E, =[EHS . ,
r =L ]{1+ Is] {H[H*]-F X, }} %)
yazilabilir.
Ve =k, [E;] ve V =k,[EHS] (10,11)
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4

max

ve K + PH’ ya gore diizeltilmis degerlerdir. Birbirinden yeteri kadar uzakta

olan pKa ve pKp degerleri arasindaki bir pH’ da V. =~ ve Ky ’in siur

degerleridir.

9, 10 ve 11 nolu esitliklerden

- V e 151
[S]+I?M[1+ Kﬁ L ]}
('] K,
yazilabilir.

(12) nolu egitlik Michaelis — Menten denklemi ile kiyaslandiginda

Ky = K[ILLQ}

[H'] K,
oldugu gortiliir.

Bu denklemlerden asagidaki sonuglar gikarilabilir.

(12)

(13)

1. Herhangi bir pH’ da denklem (13) teki parantezli terim daima 1’den

bityuktir. K, >K,, dir.

2. [H'7] in Vma lizerine bir etkisi yoktur. Dolayisiyla bir inhibisyon soz

konusu ise yarigmali inhibisyon olmalidir.

3. Disiik pH degerlerinde [H ]>>Kp olacagindan (12) nolu denklem

—~

v V__[S]
[S]1+ 12&,[1 LA ]]
KA

17

(14)



haline indirgenir. (14) nolu denklem yarigmali inhibisyon hiz denklemine (15)

Ozdegtir. Bu nedenle

V. = Vmax [S] (15)

" K [1+[—£1+[S]

Bu pH bélgesinde H' iyonlari yarigmah inhibitor olarak davramir. Bu ozel
iyonlagma geklinde Ky degeri sadece pH ile degisir.
Ka>Kp oldugu zaman (13) nolu denklemin [H'] gore tirevini alirsak

fonksiyonun minimumdan gegtigi yeri belirleyebiliriz.

dKuapp Iz [__1___ KB

aa ] % T (19

Bu fonksiyon

[H']1=JK X, (17)

oldugu zaman sifira esit olacaktir. Dolayisiyla incelenen reaksiyon igin optimal
pH,

1
PH, =§‘(1’KA +pKy) (18)

olacaktir. Diisiik pH’ larda [H']>>Ka>>K3 olacagindan (13) nolu denklem

~1

KM =

app

MIH"] (19)

A

>

seklinde yazilabilir ve bu bir dogrunun denklemidir. Egitligin her iki tarafinin

logaritmas: alinirsa
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~logK,, =-log K, +logK, —log[H"] (20)
Pk, =pK, -pK,+pH (21)

PK, Lo 'ye kars1 pH grafige gegcirilirse egimi +1 olan bir dogru elegeger.
Yiiksek pH’larda K,>>Kg>>[H"] oldugundan (13) nolu eitlik

= 1
Ky =K, K, T (22)
(22) nolu esitligin her iki tarafinin (=) logaritmast alinirsa
I’KM,W = pEM +pK, - pH (23)

olur ve pK a,, © kars1 pH grafige gegirilirse egimi (-1) olan bir dogru ele geger.

Eger Ka ve Kp degerleri oldukga ayr ise Ka>>[H'T>>Ks oldugu bir
arabkta K, = =K, olacaktir ve pK,, e karst pH grafige gecirildiginde egimi
sifir olan yatay bir dogru ele gegecektir. Bu ii¢ durum sekilde gosterilmistir.

pKa pKas pH

19



Ka ve Kp parametrelerini belirlemenin bir diger pratik yolu da Ka i¢in X, .

[H'Te karsi, K ise K My 1/[H']’a kars: grafige gegirilerek bulunabilir.

KM,,” Mepp

Egim=K, /K, Egim=K, K,

AL

[H'] [H]

B. Enzim-Substrat Kompleksinin Iyonizasyonu

Enzim-Substrat kompleksindeki gruplarin iyonizasyon hizlan pH

degisiminden etkilenebilir. Bu mekanizma agagidaki gibi sematize edilebilir.

ES
k=4 l+H+ K

k k W
EH+S —» gyg ——» EH+URON
4—

i
k_Ej-H+,T+H*kg
EH,S

Reaksiyon EHS kompleksinden dogrudan

V =k, [EHS] (24)
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ve bu kosullarda maksimum hizin
Ve =k, [Er ] (25)

oldugu ve yukarida verilen mekanizmadan

~ ES +
E, =[EHS] 1+ K’}" X, [HES] (26)
[S1 [H*] K]
ve
E
[EHS]=——= L (27)
Ky  Ks [H']
+ +
[S1 [H"] KF
yazilabilecegi goz 6niine alinirsa, reaksiyon hiz1 V;
S— - @
K, +[S]1+=2 oL ES]
[H*] K,

bagintisi yazilabilir. (28) nolu esitligin pay ve paydas: koseli parantez igindeki

terime béliinirse:;

V
Esmax - [S]
[ 1;;; +[I€{ES]}
I’ — [ ~] A (29)
KA/I
+[.5]
L KE L H]
[H*] KF
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bagintis1 yazilabilir. Michaelis-Menten bagintisi ile kiyaslandiginda

—~

V
P’mnx@p = KESmnx [H+]

1+—2 4+
[H*] KP

ve

KA[@l’: Efkf +
' 1+~—-KB +[H]
[H*] KF

goralir ki V..~ ve K, ~pH’ya bagimlidir. Ditgiik pH degerlerinde

[H*]>> K% oldugundan (28) nolu esitlik

V_ [S]

V= +
K, +[S]{1+[H ]:I
K

ES
A

yazilabilir. Bu hiz denklemi yarigmasiz inhibisyondaki hiz denklemi ile

uyumludur. Yeterince digiik substrat derigimlerinde

ES +
K,, >>[5] l-l—ﬁ—+[—lLu
[H*] KT

oldugu zaman reaksiyonun hizinin pH’dan etkilenmeyecegi gortliir.

(30)

€2Y)

(32)

K% > K} oldugu zaman (31) nolu denklemle verilen fonksiyon [H'] degisimine

bagli olarak bir maksimumdan geger. Bu maksimum yeri, fonksiyonun [H']’ya

gore tiirevi alinarak belirlenebilir.
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s [ 1 kP
JdK KM B +12
anp _ KA [H ]
d[H+] . [H+] KEES 2
+ -
K® [H']

(33)

Bu denklem [H*]=K% K oldugu zaman sifira esit olur. Boylece reaksiyon

i¢in optimum pH;
1
pH = E(I’Kfs +pK )

degerine egit olur.

PKT ve pK= degerleri tayin edilebilirse, optimal pH hesaplanabilir. Optimal

pH’da Vmw ve K Moy ’in her ikisi de pH’dan bagimsizdir.

Diisitk pH’larda [H*]>> K£° >> K oldugu zaman

(34)

yazilabilir. (34) nolu esitligin her iki tarafinin () logaritmasi alinirsa:

log =logV  .pK= + pH (35)

max app

olur. Yiiksek pH’larda K %° >> K2° >>[H *]oldugunda

~

v o= Va ] (36)

app KES
B
yazilabilir.
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(36) nolu denklemin her iki tarafinin (-) logaritmas: alindiginda

l0gV e, = log V.. +DPKE - pH (37

olur.

Disiik pH’larda logV,,, ’a karst pH grafige gegirilirse eZimi (+1) olan

bir dogru ele geger. Ayni1 sekilde ytiksek pH’larda egimi (-1) olan dogru ele geger.

Optimum pH bolgesinde ise egimi sifir olan yatay bir dogru ele geger.

logV, 7

max app

PKE pK pH
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C. Serbest Enzim Ve ES Kompleksinin Ikisinin Birden iyonlasmas:

......

[H'] e bagli olarak iyonlagmalar s6z konusu olabilir. Bu durum igin su

mekanizma 6nerilmektedir.

E ES
K, ‘l K, K ‘l k2
Ky X EH+URON
EH + S | EHS
k -4 +4 B
k5 k +d
_A v
EH," EH,S*

Bu mekanizmanin da analitik incelenmesinden, bu kosullarda serbest

enzimin iyonlagma sabitleri (K5 ve K[) ile enzim-substrat kompleksinin

iyonlagma sabitleri (K:° ve K ) grafik yontemi ile hesaplanabilir.

Bu durumda [H'}’e bagli olarak karisik inhibisyon tiiriine benzer bir
inhibisyon g6zlenecegi 1924 yilinda Von Euler ve arkadaglar tarafindan ortaya

konmustur.

Sonug olarak

1. Eger H' iyonlan sadece serbest enzime baglanirsa (K% — 0, K& —0),

kinetik model yarigmali inhibisyona benzeyecektir.

2. Eger H' iyonlar: sadece ES kompleksine baglanirsa (K ¥ — o, KE — 0),

kinetik model yarigmasiz inhibisyona benzeyecektir.
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3. Eger enzime substrat baglanmasi, iyonlagma sabitlerini etkilemiyorsa yani
K¥ =KEveKE =K} ise kinetk model gergek yarigmali olmayan

inhibisyon tiiriine benzeyecektir.
4. Eger hidrojen iyonlari hem serbest enzime hem de ES kompleksine

baglanabiliyorsa, kinetik model karigik inhibisyon tiiriine benzeyecektir
(28, 29).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

a-amilaz (E.C.3.2.1.1. Katalog no:10070) Fluka’dan, sitrik asit,
potasyumdihidrojenfosfat, borik asit, dietilbarbutirik asit (DEBA), sodyum
hidroksit, ¢oziiniir nigasta, sodyum-potasyum tartarat Merck’ten, 3-5-
dinitrosalisilik asit (DCA) Sigma Chemical Co.St Louis’ten temin edilmigtir. Saf

su (Biitiin deneysel galigmalarda deiyonize ve bidestile saf su kullamlmugtir.)
2.2, Kullanilan Aletler
Spektrofotometre  (U.V-160  Shimadzu  U.V-Visible Recording

Spectrophotometer), ¢alkalayict (Memmert), Vortex (Fisons Whirli Mixer™), pH

metre (Jenway 3040 lon Analyser).

2.3. Kullamlan Tampon Sistemleri

Ekler kisminda verilmistir (Ek-1).

2.4, Bernfeld Reaktifinin Hazirlanmas:

20 g 3.5-Dinitrosalisilik asit, 400 mL saf su i¢inde siispansiyon haline
getirilir. 32 g/300 mL sodyumhidroksit ¢ozeltisi magnetik karistiric1 ile
karistirilarak damla damla ilave edilir. Berrak bir ¢ozelti elde edilmezse sicak su

banyosu kullamlir. 600 g sodyum-potasyumtartarat kiigiik porsiyonlar halinde

eklenerek, hacim saf su ile 2000 mL’ye tamamlanir.
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2.5. Uygun Enzim Derisimi Ve Deney Siiresinin Belirlenmesi

Bu amagla sabit substrat derigsimlerin de, [E;], [Ez], [Es], [E4], [Es]
derisimlerindeki enzim ¢o6zeltileri, t, ta, t3, t4, sirelerinde inkiibasyona birakilarak
aktivite tayininden elde edilen sonuglara bagh olarak galigmamizda kullanilacak

enzim derigimi ve inkiibasyon stiresi belirlendi.
2.6. Enzim Aktivitesinin Tayin Yontemi

Enzim aktivitesi Bernfeld yontemi ile tayin edildi (30).

0,0286 M’ lik Universal (A ¢ozeltisi) tampon iginde ayr1 ayrn pH’lar (5.05;
5.62; 6.15; 7.12; 8.02; 8.68; 9.29; 9.91) i¢in farkli derisimlerde (2.52; 2.1; 1.67,
1.25; 0.83 ve 0.42 pug/ul) nigasta ¢ozeltisi hazirlandi. Buradan hazirlanan nisasta
cozeltileri ile aynt tamponlar igin de seyreltilmis enzim ¢ozeltisi (3.10° pg/pl)
belli bir galkalama hizinda (120 rpm) 30 °C de 15 dakika inkiibasyona birakildi.
Bu siire sonunda reaksiyonu durdurmak ve renklendirmek igin 500 pL 3-5-
dinitrosalisilik asit ilave edildi. C6zelti 5’ kaynar su banyosunda bekletildi. Bunun
nedeni; DCA ile seker iinitelerinin indirgen uglar1 arasindaki reaksiyon digiik
sicakliklarda gergeklesmedigi igindir. Daha sonra SmL saf su ile seyreltme
yapilarak maltoz tnitelerinin DCA ile maksimum absorpsiyon yaptigi 489 nm’ de
absorbans o6l¢iildii. Maltoz kullanilarak hazirlanan standart egriden her bir kogsul

i¢in olusum hiz1 tayin edildi.

2.7. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’ nin Etkisi

Farkli pH’ larda hazirlanan, derigimleri sabit nisasta ve enzim ¢ozeltileri
kullanilarak aktivite tayini yapildi. Bu amagla 0,0286 M’lik Gniversal (A ¢ozeltisi)

tamponlar iginde enzim ¢ozeltisi (3.10° pg/uL) 30 °C ’de 120 dakika 6n

inkiibasyona birakildiktan sonra aktivite tayini yapild1.

28



3. SONUCLAR

Uygun enzim derigimini belirlemek iizere pH: 7 de sabit substrat
derigiminde ([S]:2.52 pg/uL)farkls siirelerde (10; 15; 20 ve 30 dakika) ve farkli
enzim derigimlerinde (E;:2.10°, E3:2,4.107, E;3:3.10%, E4:4.107, Es:6.10°, pug/ulL)
ve substrat olarak ¢ozinir nisasta kullanilarak yapilan aktivite tayini ile elde

edilen sonuglar $ekil 3.1 ve Sekil 3.2’de verilmistir.

Caligilan her bir pH’da (pH: 5.05; 5.62; 6.15; 7.12; 8.02; 8.68; 9.29; 9.91),
sabit enzim derisiminde ([E]: 3. 10° pg/uL) ve farkl substrat derisimlerinde ([S]:
0.42; 0.83; 1.25; 1.67; 2.10; 2.52 pug/uL) 6n inkiibasyonsuz ve ¢alisma igin daha
onceden belirlenen uygun inkiibasyon siiresinde aktivite tayini yapilarak optimal

pH degeri tayin edildi. Elde edilen sonuglar Sekil 3.3’de verilmistir.

Ayrica sabit enzim derisiminde ([E]:3.10” ug/uL) ve pH’s1 7.12 olan sabit
substrat derigiminde ([S]:2.52 pg/ul), ¢alisilan her bir enzim 120 dakikalik on
inkiibasyona tabi tutularak aktivite tayini yapildi. Bu iglem ile tayin edilen optimal
pH degeri de Sekii 3.4’te verilmistir.

Calistlan pH’lar da hazirlanan sabit derigimdeki (3.10” pg/uL) enzim
gOzeltileri, sabit substrat derigimleri ([S]:2.52 pg/uL) ile, daha once saptanan
optimal pH da inkiibasyona tabi tutularak elde edilen aktivite deZerleri Sekil

3.5’te verilmistir.

Saptanan uygun enzim derisiminde ([E]:3.10” pg/uL) ve ¢alistlan her bir
pH’da farkli substrat derisimleri ([S]:0.42; 0.83; 1.25; 1.67; 2.10; 2.52 pg/uL) ile
elde edilen sonuglar $ekil 3.6 ve Tablo 3.1°de, Ms-DOS altinda ¢aligan Fig.P

programiyla hesaplanan X M, V€ Vu deBerleri ise Tablo 3.2°de verilmistir,
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Sekil 3.1: Farkli Enzim Derisimlerinde Uygun Inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi
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Sekil 3.2 : Enzim Derisimine Bagli Olarak Inkiibasyon Siiresi Basina Uriin
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Sekil 3.3 : On Inkiibasyonsuz Kosullarda Optimal pH’nin Saptanmasi
(Optimal pH 7,12)
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$ekil 3.4: Belli Bir Substrat Derigiminde Calisilan Her Bir pH’da Iki Saatlik On
Inkiibasyondan Sonra Olgiilen Aktivite Degerleri (Optimal pH 7,12)
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Uriin (pg/pL maltoz)

Sekil 3.5: Enzim ¢ahigilan pH’larda iki saat n inkiibasyona tabi tutulduktan
Sonra optimal pH’da sabit substrat derigimi ile inkiibasyona
tutuldugunda olgiilen aktivite degerleri (pH;=pK.,=6.15 ve
pH,=pK,=8.68 ve optimal pH=7.4)
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Sekil 3.6: pH’ya Bagh Olarak Farkli Substrat Derisimlerinde Michaelis-Menten
Egrileri



Tablo 3.1: Farkh substrat derigiminde farkli pH’larda 489 nm de aktivite degerleri

pH
[S}(ug/uL)  5.05 5.62 6.15 7.12 8.02 8.68 9.29 9.91
0.42 0.017 0.022 0.025 0.024 0.031 0.016 -0.029 -0.037
0.84 0.11 0.032 0.035 0.053 0.033 0.018 -0.018 -0.015
1.25 0.046 0.063 0.066 0.078 0.046 0.037 -0.005 -0.02
1.67 0.095 0.097 0.081 0.128 0.063 0.056 0.015 -0.015
2.1 0.097 0.126 0.125 0.13 0.065 0.062 0.022 0.015
2.52 0.103 0.129 0.135 0.144 0.066 0.063 0.037 0.03
Tablo 3.2: Farkli pH’larda aktivite tayini yapilarak elde edilen Ky, pKu, Vinax,
Log(Vmax), Log(Vmax/Knm) degerleri
5.05 5.62 6.15 7.12 8.02 8.68
KM(X]O-Z) 4,898 4,7311 5,004 1,4615 0,2483 1,6666
pKum 1,31 1,325 1,300 1,835 2,605 1,779
Vinax 2.023 2.431 2.542 0.952 0.117 0.438
Log(Vmax) 0,305 0,385 0,405 -0,021 -0,931 -0,358
Log(Vma/Knm) 1,616 1,711 1,706 1,814 1,674 1,419




4. SONUCLARIN TARTISILMASI

Enzim kinetigi ¢aligmalarinda enzim derigiminin ve galigilacak inkiibasyon
siiresinin dogru olarak belirlenmesi 6nemli bir faktordiir. Deney kosullarinda
enzim, reaksiyon ortaminda genellikle gok az miktarlarda bulunur. Toplam enzim
derisimi [E}y 102 — 107 M iken, [S]; genellikle 10° — 102 M derisimlerinde

bulunur. Herhangi bir substrat derigimin de baglangi¢ hiz1

= anx[S] =kp[E]T[S]= kp
K, +[ST K, +[S] [“_&il
[S]

[E]

bagintist ile verilir. Dolayisiyla baglangi¢ hizinin substrat derisimi ile orantili
oldugu gorulir. V ile [E]r arasindaki iligki, dogru baslangig hizlari segildiginde
dogrusaldir, yani Griin olusum hizi deneyin tiim zaman araligi boyunca sabit
olmalidir.

Reaksiyon hiz1 V, [S] ile degistiginden deney siiresi substratin kiigiik bir
kisminin kullanilmasini saglayacak kadar kisa olmalidir. Sabit substrat derigimi ve
farkli toplam enzim derigsimlerinde zamanin fonksiyonu olarak iiriin olusumu
Sekil 3.1’de gosterilmistir. Enzim derigiminin fonksiyonu olarak [P]/t’den

hesaplanan baglangig hizinin degisen degeri ise Sekil 3.2’de verilmistir. Uriin

olusum hiz iif—g-]- toplam enzim derigimi 2.10° pug/uL’den 6.10™ pug/ul’ye kadar

15 dakikalik inkiibasyon siiresine kadar dogrusaldir. Daha uzun inkiibasyon
siirelerinde ise butin segilen enzim derigimlerinde dogrusalliktan saptig
belirlendi. Dogrusalligin siirlarini belirlemek {izere yapilan deneylerde elde
edilen sonuglar Sekil 3.1 ve Sekil 3.2’de verilmistir. Uygun enzim derisiminin

3.10™ pg/uL ve uygun inkiibasyon siresinin 15 dakika oldugu saptandi

Enzim derisimi 3.107 ‘ug/uL, substrat derisimi de 2.52 pg/uL alinarak,

enzim galisitlan pH’larda bir-6n inkiibasyona tabi tutulmadan enzimin her bir
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pH’da substrat ile 15 dakikalik inkiibasyonundan sonra &lgillen aktivite
degerlerinden optimal pH’'nin (pHp) 7.12 oldugu saptand: (Sekil 3.3).

Yine enzim derigimi 3.10” pg/uL olacak sekilde alinip, galisacak pH’larda
enzim tampon ile 120 dakikalik bir 6n inkiibasyon islemine tabi tutulduktan sonra,
2.52 pg/ul derisimdeki substrat ile 15 dakikalik inkiibasyonundan sonra &lgiilen
aktivite degerlerinden pHp’in 7.12 oldugu saptandi. Ancak ayn1 madde derisimleri
ve reaksiyon hacmine ragmen bu kosullarda olgiilen absorbans degerlerinin
(6rnegin pH: 7.12 de trin 0.5 pg/uL), 6n inkiibasyonsuz kosullarda olgiilen
absorbans degerlerinden (pH: 7.12’de iirtin 0.13 pg/ul) yaklagik 4 kat daha
yiuksek oldugu saptand1 (Sekil 3.4). Bu sonuglar 6n inkiibasyon esnasinda
enzimin konformasyonunda aktiviteyi arttirici yénde olumlu degismelerin

gergeklestigini disindiirmektedir.

Memeli amilazlarinin optimal pH’sinin, ortamda bulunan monovalent (tek
degerlikli) anyonlarin varligina bagli olarak 6.0 ile 7.0 arasinda degistigi,
B.subtilis’ten izole edilenin 5.85 ile 6.0, A.oryzae’dan izole edilenin 4.8 ile 5.8 ve

malttan izole edilen a-amilazin ise optimal pH’sinin 4.75 ile 5.4 arasinda degistigi

belirtilmektedir (31,32,33).

Bizim kullandigimiz ticari olarak temin edilen ve bakteriyel kaynakli o-
amilaz (E.C.3.2.1.1 Fluka, Katalog no:10070) igin optimal pH’nin yiiksek
olmasimin saf, kristalin yapida olmamasindan, yani igerdigi safsizliklardan

kaynaklandig: kanisindayiz.

Bir enzim ¢ozeltisinin daha once belirtilen pH’larda 6n inkiibasyona
birakilmadan da optimal pH’sinin hesaplanabilecegi ancak bu veriler ile optimal
pH'nin diginda enzimin kararlh oldugu pH degerlerinin bulunamayacag

belirtilmektedir.
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Sekil 3.4’te optimal pH min 7.12 oldugu gorilmekle beraber pHy:7.12’nin
altindaki veya istiindeki pH araliklarinda reaksiyon hizinin neden digtiigii
hakkinda bir fikir vermez. Grafikteki bu diigiis enzim, substrat ve enzim-substrat
kompleksinin uygun olmayan iyonik formlarinin olujumunun veya enzimin
inaktivasyonunun bir sonucu olabilir. Bagka bir sekilde ifade edilecek olursa bu

etkilerin bir arada bulunmasinin kombinasyonunun bir sonucu olabilir.

Sekil 3.5’te uygun derisimdeki enzim, galigilan pH’larda 120 dakika 6n
inkiibasyona tabi tutulduktan sonra optimal pH’da (pHy:7.12), sabit substrat
derisimi ile inkiibasyona tutuldugunda olgiilen aktivite degerlerinden
pHi:pK.:6.15, pHy:pKy:8.68 ve optimal pHp:7.415 olarak bulundu. Béylece enzim
on inkiibasyona tabi tutularak pH’min enzim stabilizesi Uzerine etkisi
incelenebilmektedir. Enzimin 6.15 ve 8.68 arasindaki pH’larda 120 dakikalik 6n
inkiibasyonundan sonra pHp:7.415°de aktivitesi Olguliirse, bu degerin 0n
inkiibasyonsuz kosullarda pH:7.12°de 6lgillen aktivite degerleri ile uyum iginde
oldugu gontilebilir.

Ono ve ark. Kristalin bakteriyel amilazin, amilozu hidrolizi tizerine pH’nin
etkisini incelemiglerdir. Enzimin iki iyonlagan grubu igin pKa:4.22 ve pKg:7.55
degerlerini bulmuglardir. Bu iyonlagma sabitlerinin ne substrat derigimi ile ne de
sicaklikla degigsmedigini belirtmiglerdir. Bu enzim i¢in A ve B’nin sirasiyla

karboksil grubunu ve histidil imino grubunu temsil ettigini postule etmiglerdir.

o-Amilaz  tarafindan  katalizlenen reakstyonlarda  enzim-substrat
kompleksinin olusumunun, pH’daki degismelerden etkilenmedigi belirtilmektedir.
Bu, pH’'min Michaelis-Menten tipi reaksiyonlarin ikinci agamasini, érnegimizde

glikozidik bagin hidrolizi asamasin etkiledigini iddia etmiglerdir (31).
pH:8.68’in iizerinde veya pH:6.15’in altinda aktivitenin diismesi enzimin

tersinmez (irreversible) inhibisyonunun bir sonucu olabilir. pH:7.12 ile pH:8.68

ve pH:7.12 ile pH:6.15 arasinda meydana gelen degisme enzim veya
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substratin uygun olmayan iyonik formlarindan kaynaklanabildigi soylenebilir.

Ancak enzimin pH:6.15 ile pH:8.68 arasinda kararl1 oldugu sdylenebilir.

Optimal pH’min altindaki veya ustiindeki pH’larda enzim aktivitesindeki
disme enzimatik reaksiyonun Ky  sabitinin  pH’ya  baglihifindan
kaynaklanmaktadir. pH’daki bu degismeler enzimlerin aktif merkezlerinde

bulunan gruplarin iyonlagabilirliklerinin etkiler.

Elde edilen sonuglara gore 6.15’in altinda ve 8.68’in ustiindeki pH’larda
teorik olarak enzimin tersinme olarak inhibe olmasi gerekir. Ancak incelenen
reaksiyon kinetifinden g¢aligitlan enzimin katalitik etkinliginin hafif asidik
bolgelerde (pH:5.05, 5.62, ve 6.15’te) pek fazla degismedigini ama 8.02 ve
izerindeki pH’larda enzimin katalitik etkinlifinde anlamli azalmalar, hatta
inaktivasyonlar g6zlenmesi, enzimin aktif merkezinde asidik amino asit

artiklarinin varhginin bir gostergesi olarak kabul edilebilir.

Belki de yitksek pH’larda, o-amilaz igin kofaktor olan Ca** iyonlan
proteinin yapisindan uzaklastirildign i¢in enzim inaktive olmaktadir. Ciinki
bilinen a-amilaz inhibitérlerinin inhibisyon etkisi, bu enzim igin kofaktor

ozelligine sahip Ca* iyonlarin selatlastirmalariyla agiklanmaktadir (34).

Degisik hidrojen iyonlarinin derigiminin enzim aktivitesi {izerine etkisi
diger aktivator yada inhibitérlerin etkisine benzemektedir, dolayistyla aym teori

ve kinetik yontemler bu etkinin agiklanmasinda kullanilabilir.

Bu incelemeler enzim katalizli reaksiyonun  mekanizmasinin
aydinlatilmasinda yararli sonuglar verebilir. Ancak sirli sayida mekanizma
kinetik parametre ile uyum igindedir. Ciinkii kinetik parametreler basitlestirilmis
modellerle tretilmektedir. Bagka bir deyimle kompleks mekanizmalarin bu

yontemle aydinlatilmasi olasi degildir.
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Takayanagi ve ark. Arthrobacter globiformis’ten izole ettikleri izomalto
dekstranaz enziminin aktif merkezindeki iyonlagabilen gruplar igin pK degerlerini
substrat olarak dekstran 1200 kullanildiginda 3.3 ve 6.3 izomaltotrioz
kullanildiginda ise 3.5 ve 6.1 olarak bulmuglardir

Bu kinetik sonuglardan, enzim aktivitesi igin iyonlasan temel gruplarin

karboksil ve karboksilat oldugunu ileri stirmiiglerdir (35).

Dixon ve Webb, kinetik sabitlerin (Vmax ve Ky) logaritmalarinin, pH’ya
karg: grafige gecirilmesi ile iyonlagan gruplarin pK degerlerinin saptanabilecegini
bulmuglardir (36).

Bu kinetik analiz, aktivite igin temel olarak sadece iki iyonlasabilen grup
ieren serbest enzim igin, asidik bolge A ve bazik bolge B ile indislenirse;
pKn:-log Ky veya log (Vma/Kn), pH’ya kars1 grafige gegirilirse pK* ve pK%
degerleri, log Vmax, pH’ya kars1 grafige gecirilirse pK5 ve pK® degerlerinin

saptanabilecegi belirtilmektedir.

Cesitli kaynaklardan izole edilen a-amilazlarin aktif merkezlerinden farkl
karboksilik asit giftlerinin bulundugu (6rnegin Taka-amilaz A’da Glu 230 ve Asp
297) bunlara komgsu yerlerde histidin artiklarinin bulundugu belirtilmektedir
(37.38).

H,0" varliginda nisastanin a-amilaz tarafindan hidrolizi incelendiginde,
once glikozidik bagdaki oksijen atomunun protonlanarak oksonyum iyonu
olustugu ve glikozidik bagin anomerik karbon atomuna yakin yerden koptugu ve
katalizin enzimin aktif merkezindeki karboksilat ve imidazol gruplan iizerinden

gergeklestigi ileri siriilmektedir (39).
B. subtilis’ten izole edilen a-amilazin molekiil agirliginin, diger

a-amilazlarin iki kat1 (96000) olmastyla farkhdir. Diger a-amilazlar gibi Ca**

icermesine ilave olarak mol bagmna 1 mol Zn*" iyonu igerir. Selatlagtirict
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maddelerin etkisiyle ¢inkosu uzaklastirilmig a-amilazin molekutl agirliklart 24000
olan dort alt tniteden olugtugu gostermektedir (40). Sen ve ark. Lactobacillus
cellobiosus D — 39’ dan izole ettikleri a-amilazin molekiil agirliklar1 22.500 ve
24.000 olan iki alt uniteden olugmus dimerik bir yapida olduklarini
gostermektedir. Bu enzimin pH: 6,3 ile 7,9 araliginda kararlt oldugunu, bunun

digindaki asidik ve bazik ortamlarda kararsiz oldugunu belirtmislerdir (11).

Caliymamizin amaglarindan biri kinetik parametreleri (Ky ve Viax)
kullanarak enzimin iyonlagan gruplarimi belirlemek ve buna bagh olarakta
reaksiyon mekanizmasi hakkinda bir iddiada bulunmaktir. Ancak Michaelis-
Menten egrilerinin hiperbolik degil sigmoidal olmast dolayisiyla Lineweaver-
Burk grafiklerinden inhibisyon tiirtinii belirleyemememize neden olmustur. Ky ve
Vmax kinetik parametrelerini her bir pH i¢in Ms-DOS altinda ¢alisan Fig. P
programi ile belirledik. Bu kinetik parametreleri kullanarak Dixon ve Webb’in
onerdikleri grafiklerin Microsoft Windows 95 altinda ¢alisan Excel 7.0 ile ¢izdik
(Sekil 4.1-3). Elde ettigimiz sonuglarin her ne kadar Log (Vmw/Knm) pH’ya karst
grafige gegirildiginde pK5 igin 6,15 ve pK, i¢in 8,68 degerleri
hesaplanabiliyorsa da Tippon ve Dixon’nun teorik yaklasimlari ile ¢ok iyi bir
sekilde uyum i¢inde olmamasim tiretilen teorik bagmntilarin ancak basitlestirilmis
sistemler igin gegerli oldugunu, substratinin biopolimer ve enzimin oligomerik

yapida olmasi durumunda gegerli olmadig1 sonucuna bizi gétirmustir.
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Sekil 4.1: pKy-pH Grafiginden Iyonlagabilen Gruplarin pK" Degerlerinin
Hesaplanabilirligi
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Sekil 4.2: 10gVmax-pH Grafiginden Iyonlagabilen Gruplarin pK {* ve pK
Degerlerinin Hesaplanabilirligi
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Sekil 4.3: log(Vmax/Km)-pH Grafiginden Iyonlagabilen Gruplarin pK% ve pK ¢
Degerlerinin Hesaplanabilirligi
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EKLER

EK.1
1.1 00286 M A Cozeltisi

3.004 g sitrikasit, 1949 g potasyumdihidrojenfosfat, 0.885 g borik asit,
2.633 g DEBA yaklasik olarak 200 mL saf su iginde ¢6ziindii. Son olarak saf su
ile bu ¢dzeltinin hacmi 500 mL’ye getirildi.

Perrin ve Dempsey’e goére hazirlanan tamponlarin pH’si pH metre ile

dogruland: (41).

A Cozeltisi 0.2 M NaOH Saf su pH
(mL) (mL) (mL)
25 7 18 5.05
25 8.5 16.5 5.62
25 10 15 6.15
25 13 12 7.12
25 16 9 8.02
25 18 7 8.68
25 19.5 5.5 9.29
25 21 4 9.91
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