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Topraklarda enzimatik reaksiyonlarin baslangi¢ hizinin belirlenmesi
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Oz

Topragin enzimatik aktivitesi, topraklarin verimliliginin, kalitesinin tanisal bir gostergesi olarak kullanilabilir. Enzimlerin bu
ozelliginin anlamlandirilmasi i¢in enzimlerin kinetiginin incelenmesi gerekmektedir. Bilindigi gibi, kinetik arastirmalarda
reaksiyon hizinin pratik olarak tespit edilmesi, enzimatik reaksiyonun baslangi¢ hizinin belirlenmesi temelinde gergeklestirilir.
Calismada, topragin katalaz enziminin kinetik parametrelerini (Vmax, KM, Vmax/Km, Kseg, [Slopt ve vo,max) hesaplamak i¢cin H202
substratinin farkli konsantrasyonlarinda (3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 30 %) analizler yapilmistir. Bu parametrelerin hesaplanmasi
icin analiz sonuglar1 kullanilarak 6nce hiz (v) degerleri hesaplanmistir. Sonra iiriin - substrat: [P]=f([S]) bagintisini ifade eden
farkli modeller belirlenmistir. Daha sonra model se¢im kriterlerine (R2, R2agj, 0, A, D, UII, AIC) gore [P]=f([S]) bagintisin1 yansitan
en uygun model belirlenmistir. Belirlenen modele gore baslangi¢ hiz: vo=d([P])/dt | =0 formulii ile hesaplanmistir. Calismadaki
tim hesaplamalar STATISTICA-10 paket programi ile yapilmistir. Arastirma sonuclarinda; substrat (H202) konsantrasyonu
arttikea, liriintin (O2'nin) azaldigl tespit edilmis, substratin katalaz enzim reaksiyonunu engelledigi (inhibe ettigi) gézlenmistir.
Baslangig¢ hizin belirlenmesi i¢in, model se¢im 6l¢iitlerine gore en uygun modelin Binom-1 oldugu bulunmustur. Substratin diisiik
ve yiiksek konsantrasyon degerlerine karsilik gelen baslangi¢c hiz degerleri kullanilarak kinetik parametreler hesaplanmistir.
Ayrica, substratin optimum degerinde (12.2957 %) en yiiksek baslangi¢ hiza (vVo,max =5.3508 ml 02/1 dak 5g toprak) ulasilmistir.

Anahtar Kelimeler: Toprak, enzim, katalaz, kinetik parametreler, baslangi¢ hiz.

Determination of the initial rate of enzymatic reactions in soils
Abstract

The enzymatic activity of the soil can be used as a diagnostic indicator of soil fertility and quality. In order to understand this
feature of enzymes, the kinetics of enzymes should be examined. As is known, the practical determination of the reaction rate in
kinetic studies is carried out on the basis of determining the initial rate of the enzymatic reaction.In the study, analysis were
conducted with different concentrations (3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 30 %) of H202 to calculate kinetic parameters (Vmax, Km,
Vmax/Km, Kseg, [S]opt Ve Vo,max) of catalase enzyme to calculate the kinetic parameters of the soil catalase enzyme (Vmax, KM, Vax/Kw,
Kskg, [S]opt and vo,max). In this regard, first the values for velocity (v) were calculated by using the analysis results. Then, different
models expressing the relation product - substrate: [P]=f([S]) were determined. Based the model selection criteria (R?, R%qj, 0, A,
D, UII, AIC), the most proper model showing the relation [P]=f([S]) was determined. Initial velocity was calculated with the
formula v0=d([P])/dt | t=0 using the selected model. All calculations in the study were made with the STATISTICA-10 package
program. Results showed that, it was determined that as the substrate (H202) concentration increased, the product (02)
decreased, and it was also observed that the substrate inhibited the catalase enzyme reaction. In order to determine the initial
velocity, it was found that the most suitable model according to the model selection criteria was Binomial-1. The kinetic
parameters were calculated using the initial rate values according to low and high concentration values of the substrate. In
addition, the highest initial velocity (vomax =5.3508 ml 0z2/1 min 5g soil) was reached at the optimum value of the substrate

(12.2957 %).

Keywords: Soil, enzyme, catalase, kinetic parameters, initial rate.
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Giris
Toprak kalite parametrelerinden olan toprak enzimleri, besin dongiisiinden, organik maddenin

parcalanmasindan ve toprakta ¢ok sayida reaksiyonun katalizlenmesinden sorumludur. Toprak enzimleri
genellikle mikrobiyal kokenli olmakla birlikte hayvansal ve bitki kokenlidir de.

Topraktaki enzimlerin miktar1 belirlenemedigi icin aktiviteleri belirlenir. Enzimler hakkinda daha detayl
bilgi icin enzimlerin etki mekanizmasinin arastirilmasi 6nemlidir. Bu noktadan hareketle enzimlerin kinetik
ve termodinamiginin belirlenmesi 6nemlidir (Edwards, 1970; Cornish-Bowden, 1976; Aliev ve ark. 1981;
Khabirov ve Kuvatov 1990).

Toprak enzimlerinin kinetigi lizerine ¢ok sayida calisma yapilmistir. Toprak enzimlerinin incelenmesine
yonelik kinetik yaklasim, son yiizyilda ve ozellikle 1950'lerden itibaren onemli ilerlemeler kaydetmistir
(Michaelis ve Menten 1913; Tabatabai ve Bremner 1971; Khaziev ve Agafarova 1976; Aliev ve ark, 1981;
Panikov ve Ksenzenko 1982; Khabirov ve Kuvatov 1990; Yano ve Suzuki 2018; Mikailsoy, 2022).

Toprak enzimlerinin, toprak parcaciklarinin yiizeyinde hareketsiz olarak kalan organizmalarin salgilari
olarak kabul edilebilecegi bilinmektedir. O halde, duragan bir sistemde toprak enzimatik reaksiyonlarinin
kinetigini incelemek daha uygundur. ‘Hareketsiz enzimler’ terimi 1971'den itibaren kullanilmaya
baslanmistir (Tabatabai ve Bremner 1971).

Duragan kinetik, enzimatik reaksiyonlarin incelenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Genellikle,
enzimatik reaksiyon hizinin substrat konsantrasyonuna bagimlilifin1 belirlemek icin duragan kinetik
calismalar yapilir. Kararli durumda enzimatik reaksiyonlarin mekanizmasini incelerken, baslangi¢c hizin
belirlemek gerekir (Briggs ve Haldane 1925; Keleti, 1986; Hegyi ve ark., 2013). Baslangi¢ hizi, farkli substrat
konsantrasyonlarinda reaksiyon {iriinlerinin olusumunun baslangi¢ hizinin (vo) 6lciilmesine dayanir.

Genellikle, kinetik mekanizmalar1 aciklamak ve reaksiyonlarin kinetik parametrelerini belirlemek icin,
enzimler tarafindan katalize edilen reaksiyonun baslangi¢ hizi hakkindaki verilerin kullanilmasi 6nerilir.
Kinetik calismalarda kullanilan Michaelis-Menten modeli i¢cin enzimatik reaksiyonun baslangi¢c hizi (vo)
bilinmelidir (Michaelis ve Menten 1913; Aliev ve ark., 1981; Keleti, 1986; Hegyi ve ark. 2013; Mikailsoy,
2022).

Bir substratli enzimsel reaksiyonun klasik kinetigi sematik olarak asagidaki sekilde gosterilebilir (Michaelis
ve Menten 1913):

E+St<—*>_1ESL>E+P 1)

Esitlik (1)’de E-enzim; S-substrat; ES-enzim-substrat kompleksi (bazen buna Michaelis kompleksi denir); P-
urin (produkt); k.1, ks2 ve k.1 - sirasiyla iki ileri ve bir ters reaksiyonun hiz sabitleridir, S ve ES arasindaki
cifte oklar enzim-substrat baglanmasinin tersinir oldugunu belirtir. Bu mekanizmada E enzimi, sadece
reaksiyonu kolaylastiran bir katalizordiir.

Enzimatik reaksiyonun ilk (baslangi¢) asamasinda substrat konsantrasyonunun azalmasi ihmal
edilebilir. Yani, analizlerin yapildig1 ilk anda [S]o >> [E]o oldugundan [S]o >> [ES] olur. Bu halde,
[S] :[S]O —[ES] esitliginden asagidaki esitlik [S]= [S]o bulunur. Bu durumda, reaksiyonun baslangi¢ hizi
asagidaki bicimde yazilabilir (Michaelis ve Menten 1913; Edwards, 1970; Williams ve Williams 1973;

Cornish-Bowden, 1976; Panikov ve Ksenzenko 1982; Keleti, 1986; Hegyi ve ark., 2013; Tazdait ve ark., 2013;
Mikailsoy, 2022).

E],[S]y _ Vo [S];
+[S], Ky +[s],

v0=M k,,-[ES]= K (2)

K

0

Burada, Vmax=k.:2'[E]o enzimsel reaksiyonun ulasabilecegi maksimum hizdir. Km - ise asagidaki bicimde
tanimlanir: Ky - Michaelis-Menten sabiti olup en yiiksek hiz degerinin (Vmax) yarisina ulasmak i¢in gerekli
olan substrat miktaridir. Birimi: mol- L-1-s-1.

Aktif ES kompleksine ek olarak, inaktif bir ESS kompleksinin olustugu en basit enzimatik reaksiyonun
substrat inhibisyonunun duragan kinetiginin semasi asagidaki gibidir.
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E+S T2 ES —25 E+P

(3)
ES+S =2 ESS(ES, ) (inactiv) Ky

Burada, K, - enzimatik reaksiyonu inhibe eden (engelleyen) inaktif ESS kompleksinin olusum hizini
karakterize eden ayrisma parametresidir.

Basit doniisiimler yoluyla, substratin fazlaligi ile inhibe edilen sabit (duragan, kararli) reaksiyonun baslangi¢
hiz1 (vo) icin asagidaki formiil elde edilmistir (Haldane, 1930; Lineweaver, Burk, 1934; Yano et al,, 1966):

V_ S V_ S
v, = o | ]f ;= ""“[L,]]f’ (4)
KM +[S]O +K788[S]0 KM +[1+Oj.[S]O

(2) ve (4) nolu formiillerde, Vimax , Km ve Kgss kinetik parametreleri asagidaki gibi ifade edilir:

[EI[S]_k.+k, . _[ESI[S]_k,
1 I Esg

[ES] K, [ESS] K,

Inhibitérlerin etkisinin incelenmesi, toprakta meydana gelen enzimatik kataliz mekanizmasi hakkinda daha

eksiksiz bilgi elde edilmesini saglar. Topraklarda enzim reaksiyonlarinin inhibisyonu iizerine bir¢ok ¢alisma

yapilmistir (Edwards, 1970; Panikov ve Ksenzenko 1982; Tazdait, 2013;Yano ve Suzuki 2018; Yun ve Han

2020).

Bilindigi gibi topragin biyolojik 6zellikleri incelendiginde en 6nemli enzimlerden biri katalazdir. Katalaz,
toprak ortami icin toksik kimyasal madde olan hidrojen peroksiti parcalayan ve topraktaki
mikroorganizmalarin oksijen ihtiyacini karsilamada etkili olan enzimdir. Bu enzimin topraktaki islevini
belirlemek i¢in kinetigini bilmek 6nemlidir.

Vmax = I(+2 [E]O ’KM =

(5)

Bu calismanin amaci killi-tin biinyeli toprakta katalaz enziminin baslangi¢ hiz1 ve kinetik parametrelerinin
belirlenmesidir. Ayrica bu ¢alisma, fazla substrat tarafindan katalaz inhibisyonunun kinetik ¢alismalarinin
sonuglarini sunmaktadir.

Materyal ve Metod

Materyal

Toprak o6rnekleri Igdir Universitesi Tarimsal Uygulama ve Arastirma Merkezi deneme alanindan
toplanmistir. incelenen bolge, mikroklima o6zelliginden dolay1 yazlar1 sicak, kislar1 iimandir. Ovada en
yiksek yagis Mayis ayinda, en disiik ise Agustos ayinda duser. [gdir ilinde yillik ortalama yagis 254.2 mm,
buharlasma 1094.9 mm'dir. En soguk ay Ocak, en sicak ay Temmuzdur (Anonim, 2018). Calisma alaninin
rakimi 850 m, ovanin merkez ilcesinde sulanan arazilerin egimi diiz ve diize yakin (% 0-2). Baz1 toprak
ozellikleri Cizelge 1'de verilmistir.

Cizelge 1. Arastirma topraklarinin bazi 6zellikleri

Toprak ozelligi Deger
Tekstiir Killi tin
Organik madde, % 1.34
Hacim agirlhigy, g cm-3 1.16
pH(1:2,5) 8.22
Electriksel iletkenlik, dS m! 1.2
Toplam azot, % 0.067
Kireg, % 9.04
Yontemler

Toprak analizleri

Toprak ornekleri, fiziksel, kimyasal ve enzim analizleri icin 0-30 cm derinlikten, ii¢ farkli noktadan, g
tekerrirlii, bozulmus ve bozulmamis olarak alinmistir.
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Toprak tekstiirii (Gee ve Bauder 1986), toprak organik maddesi (Walkley ve Black 1934), elektriksel
iletkenlik (Rhoades, 1983), katalaz aktivitesi (Beck, 1971), kire¢ ve toprak pH’s1 (Mclean, 1982) ve hacim
agirhig: (Blake, 1965)’ e gore belirlenmistir. Toprak Reaksiyonu (pH): 1:2,5 oranindaki toprak:su karisiminda

cam elektrotlu pH metre ile belirlenmisir (McLean, 1982).

Kinetik parametrelerin hesaplanmasi

Calismada Kkinetik parametreleri (vo, Vmax, Ku, Vmax/Km ve Kgss) hesaplamak i¢in farkli substrat

konsantrasyonlarinda (3, 6,9, 12, 15, 18, 21, 24, 30 %) katalaz enziminin aktivite analizleri yapilmistir.

Katalaz enzim reaksiyonunun baslangi¢c hizini belirlemek icin farkli modeller (Hiperbolik, Binom, Binom-
parabolik, 5. derece polinom, 6. derece polinom, 5. derece psevdopolinom ve 6. derece psevdopolinom)

kullanilmistir (Cizelge 2).

Cizelge 2. Uriiniin (P) zamana gore degisimini ifade eden modeller

Model tipi Modeller
1 Hyperbolik [P (t) at
b+t
2 Binom [P(t)] = altaze"%t
3 Binom-parabolik [P (t)} — aitaZe—a3tia4t2
4 5. derece polinom 5 5 )
[P(t)]=a, +at+at’+..+at’=> at
k=0
5 6. derece polinom ) 6 )
[Pt)]=a, +at+at’+..+at’ =D at
k=0
6 5. derece pseudo-polinom 5
[PM)]=at+at’+..+at" =) at"
7 6. derece pseudo-polinom

6
Pi)]|=at+at’+..+at’ =) at
al 2 n k
k=1

Bu modellere gore her konsantrasyon icin baslangi¢ hiz hesaplamalari yapilmistir. Bu ¢izelgedeki modellerin

en iyisinin se¢ilmesi i¢cin pratikte yaygin olarak kullanilan model se¢im kriterleri Cizelge 3’te verilmistir.

Cizelge 3. Model se¢imi icin temel kriterler

Ne Kriterler Ne Kriterler
Z(yi_yi)z
1 RZ :1_ i:nl 5
_\2
Z(Yi_y)
i-1
2 | R =1-(1-R?) 2L 6
n-p
ESS 1<30
3 n-p-1 + (n/p=40)
Oyt 7 AlIC = "
ESS 30 B ESSY) 2p(p+1)
T n> In( j+ , (n/p<40)
p n n—(p+1)
4 | A=%100. 1> % ‘
it | i
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n
Burada, ESS:Z(yi—)"/i)2 -tahmini Kkareler toplami (Estimate Sum of Square), n — bagimsiz ¢
i-1

degiskenlerinin 6lciim sayilari, p — modelin parametrelerinin sayilary, y; — gozlemlenen bagimh
degiskenin (6l¢ilen triin) degerleri, §, —bagimh degiskenin model denklemine goére hesaplanmis (tahmin
edilen tiiriin) degerleri, Y —bagimli degiskenin ortalama (0lgiilen {iriinlerin ortalamasi) degerleridir.
Model secim kriterlerine gore (Determinasyon Katsayisi—R?, Diizeltilmis Determinasyon Katsayisi—R2,g;,
Tahminin Standart Hatas1 (RMSE)—oipjr, Mutlak Yiizde Hata Ortalamasi (MAPE) , %—A, Uyum indeksi—D,
Theil Tahmin Dogrulugu Katsayisi—UII, Akaike Bilgi Kriteri—AICc) en uygun model belirlenmistir (Cizelge
3).

Substratin farkli konsantrasyonlar1 [S]o icin belirlenmis baslangi¢c hiz (vo) degerlerinin saptanmasindan

sonra, baslangic hiz (vo) ve substrat konsantrasyonlar: arasindaki kinetik parametrelerin (Kum, Vmax, Kgss)
degerleri Brigs-Holdeyn’in hiperbolik modeli;

V__ -[S V__ -[S
v, = o | ]1° ;= max[£1]° (6)
Ko +[8) - [S]: KM+[1+K : ]-[S]O

kullanilarak belirlenmistir.

Diisiik substrat konsantrasyonlarinda, yani [S]% <« Kgss oldugunda (6) nolu denklem klasik Michaelis-
Menten’in (2) nolu denklemine basitlestirilir:

V. 1S
[S]%0 < Kgss = [s]j ~0= v, = [S], %
Kess K, + [S]o
Yiiksek substrat konsantrasyonlarinda ise, yani [S]% >> Ku oldugunda ise;
K K..-V
[S]20 >>KESS = _M~-0 = V, = ESS Y max 8)
[S]O KESS + [S]O

formuliine doniistiiriillerek hesaplanir.

Kinetik parametreler (Vo, Vimax, Ku ve Kgss) model (7) ve (8) denklemleri yazilim progami ISTATIKA-10
kullanilarak hesaplanmistir.

Bulgular ve Tartisma

Katalaz enzim reaksiyon degerlerinin sonuclar Cizelge 3'te gosterilmistir. Cizelge 4 incelendiginde en
yuksek triiniin %15 substrat konsantrasyonunda oldugu gorilmektedir. Ayrica, sonraki konsantrasyon
artislariyla birlikte {iriinde bir azalma oldugu da gézlenmektedir.

Cizelge 4. incelenen topraktaki % H,0, konsantrasyona gére O, ¢ikis miktar1

Zaman, t [S]= %, H20:
i dak 3 6 9 15 21 27 30
1 0,25 1.15 1.78 1.92 2.21 1.45 0.85 0.42
2 0,50 1.68 2.51 2.94 3.15 2.68 1.42 0.74
3 0,75 2.05 3.10 3.72 4.12 3.44 1.78 0.97
4 1,0 2.52 3.73 4.12 4.75 4.12 2.07 1.25
5 1,5 3.00 4.67 4.97 6.24 4.59 2.60 1.61
6 2,0 3.45 5.42 6.05 6.87 491 3.03 1.99
7 2,5 3.85 5.93 6.55 7.43 5.22 3.45 2.31
8 3,0 4.08 6.37 7.28 8.30 5.79 3.78 2.63
9 3,5 4.42 6.88 7.86 9.17 6.15 4.12 2.88
10 4,0 4.67 7.12 8.17 9.95 6.75 4.56 3.09
11 5,0 5.00 7.65 9.15 11.25 7.23 4.82 3.32
12 6,0 5.35 8.25 10.25 12.30 7.85 5.25 3.51
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En Uygun Modelin Belirlenmesi

Uygun modelin secimi istatistikel kriterler kullanilarak hesaplanmistir. Ornegin, H,0,=3% konsantrasyonu
icin baslangic hiz degerinin farkli modellere gore secilmesi Cizelge 5’te verilmistir.

Cizelge 5. Farkli model ve istatistiklere gore H,0; =3% konsantrasyonlarinda topragin baslangi¢ hizinin hesaplanan

degerleri.

= Model-1 Model-2 Model-3 Model-5 Model-6 Model-5 Model-6
T Hiperbol Binom-1 Binom-2 Polin-5 Polin-6 PPolin-5 PPolin-6
= 3
I % Baslangic hiz (vg), ml 02/ 1 dak 5 g toprak
v oo
— ®©

o 3.9132 2.5580 2.6309 4.1058 4.6791 4.3961 4.9055
R? 0.992819 0.999550 0.999594 0.998161 0.998714 0.997832 0.998612
R2,4j 0.992166 0.999460 0.99945 0.996848 0.997428 0.996749 0.997621
c 0.142990 0.037526 0.037589 0.090689 0.081943 0.092139 0.078820
D 0.998244 0.999887 0.999898 0.999539 0.999678 0.999463 0.999654
UII 0.037260 0.009323 0.008860 0.018851 0.015768 0.020472 0.016382
AICc -3.6570 -6.1611 -5.9298 -3.4197 -2.9766 -3.8259 -3.7002
A% 5.3079 0.7951 0.8079 2.2841 1.8323 2.7779 2.0077

Bilindigi gibi model sec¢imi, se¢cim kriterlerinden R?, R2,4; ve D'nin en yiiksek degerlerine ve o, A, UII ve
AlCc'nin en kiiciik degerlerine gore yapilir (Tusat ve Mikailsoy 2018).

Model secim kriterlerine gore 2. Modeldir (Binom-1) en uygun sonucu vermektedir. Model-2'ye (Binom-1)
gore baslangic hiz (vo) icin [S]= [H202]=3 % hesaplanmis ve en uygun deger vo=2.5580 olarak bulunmustur
(Cizelge 5).

Baslangi¢ Hizin Hesaplanmasi

Binom-1 Mdeli kullanilarak farkli H;0, konsantrasyonlarinda hesaplanan topragin katalaz enzim
reaksiyonunun baslangi¢c hiz (vo) degerleri Cizelge 6‘da verilmistir.

Cizelge 6. Diisiik ve yiiksek substrat konsantrasyonlarinda topragin katalaz enzim reaksiyonu icin baslangi¢ hizi (vo)

degerleri
[S] Vo [S] Vo
Ne % ml 02/ 1 dak 5 g toprak Ne % ml 02/ 1 dak 5 g toprak
1 3 2.5580 1 18 7.9453
2 6 5.0248 2 21 6.7866
3 9 7.6178 3 24 5.3866
4 12 8.5678 4 27 3.6728
5 15 8.6990 5 30 1.8557

Kinetik Parametrelerin (Vmax, Kv , Kess, Vmax/Km) Degerleri

Baslangi¢c hizin Cizelge 6’da diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarindaki degerleri (7) ve (8) nolu esitlikler
kullanilarak hesaplanmistir. Elde edilen verilerden kinetik parametrelerin (Vmax, Kv, Kgss, Vmax/Ku) degerleri
hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 7’'de verilmistir.

Cizelge 7. Toprakta H»0; substratinin diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda katalaz enzim reaksiyonunun kinetik
parametrelerinin (Vimax, Km, Kess, Vimax/Km) degerleri.

Kinetik parametreler istatistiksel parametreler
. Vmax Km Vmax/ Km RZ, % A, % o UIl
Diigiik ml 02/1 dak 5g toprak % %
Konsantrasyon
18.695 15.3317 1.2194 98.058 7.326 0.640 0.072
Yiiksek Vinax KGEss RZ, % A, % o UII
Kons:ntsr‘;s on ml 02/1 dak 5g toprak % %
y 18.695 9.8604 - 60.496 38.320 1.644 1.312
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Enzimatik Reaksiyonun Ekstremum (Optimal Substrat ve Hiz) Degerleri

Son olarak, enzimsel reaksiyonlarin mekanizmalarinin daha ayrintih yorumlanmasinda faydali olan
ekstremum (optimum supstrat, [S]op: Ve h1Z Vomax) degerlerinin hesaplamasi yapilmistir. Ekstremum deger,
substratin optimum Konsantrasyonunda enzimin spesifik aktivitesini belirlemek icin 6nemlidir.

Baslangi¢c hiz fonksiyonunun ve=f ([S]o) maksimum degerini belirlemek icin, Esitlik (4)’ {in [S] ‘e gore
tiirevini hesaplamak ve sifira esitlemek gerekir:

do[';f’] ~ vmax.<KM+[s]o+KlESS[s]§>-vmax-[s]§.<1+Kiss[s]o> Y
° (K151, T

Bu durumda, enzimatik reaksiyonlarin mekanizmalarinin daha iyi yorumlanmasi icin yararli olan
ekstremum (optimum supstrat, [S]opt Ve h1Z Vomax) degerleri icin Esitlik (10) elde edilir:

V
[S]O,opt = \/KM ‘Kess ) Vinax = f ([S]opt)

— max (1 0)
1+2\K,, K¢
Enzimatik reaksiyonlarin mekanizmalarinin daha fazla yorumlanmasi i¢in yararli olan ekstremum (optimum
supstrat, [S]opt Ve h1z Vomax) degerleri (10) nolu esitlik kullanilarak hesaplanmistir. Bu degerler, Cizelge 8'de
verilmistir.

Cizelge 8. Deneme topraginin katalaz enzim reaksiyonunun ekstremum degerleri

Kinetik Parametreler

Vmax l(M Vmalx/l(M KEES KM /KEES [S]opt V0, max

18.6950 15.3317 1.2194 9.8609 1.5548 12.2957 5.3508

Cizelge 7’deki kinetik parametrelerin degerleri kullanilarak inhibisyon yoklugunda ve varliginda kinetik
egrilerin akisini gosteren grafik Sekil 1’de verilmistir.

14
12 o

10 o

8 b N
.
O ™

Baslangic bz, vl), ml O, dak 5 gr toprak

O 3 O 9 12 15 I8 21 24 27 30 33

o-Pn -o-Pi [S]FH,O,, %

Sekil 1. Enzimatik reaksiyonun substrat inhibisyonu: Pn, inhibisyon yoklugunda beklenen hiperbolik egri; Pi, substrat
konsantrasyonlarinin artmasiyla inhibisyonda bir artis gosteren deneysel veriler

Arastirmada substrat konsantrasyonunun artmasiyla reaksiyon sonucu olusan iirtin miktarinda azalma
(inhibisyon) belirlenmistir. Substrat konsantrasyonunun artmasiyla reaksiyon sonucu olusan {riin
miktarinin azaldigini (inhibe oldugu-Pi) gosteren parabolik egri ve inhibisyon olmadigi durumda ise
konsantrasyonun artmasiyla iriin miktarinin arttigini  (Pn) gosteren hiperbolik egri Sekil 1'de
goriilmektedir.
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Sonug

Arastirma sonuglari; substrat (H20:) konsantrasyonu arttikea, Uriiniin (Oz'nin) azaldig1 tespit edilmis,
substratin katalaz enzim reaksiyonunu engelledigi (inhibe ettigi) gézlenmistir. Baslangi¢c hizin belirlenmesi
icin, model secim olciitlerine goére en uygun modelin Binom-1 oldugu bulunmustur. Substratin diisiik ve
yliksek konsantrasyon degerlerine karsilik gelen baslangic hiz degerleri kullanilarak kinetik parametreler
hesaplanmistir. Katalaz enziminin reaksiyonunu karakterize eden maksimum hiz: Vimax= 18.695 ml 02/1 dak
5g toprak. Ku= 15.3317 %. Vmax/ Ku= 1.2194 ve Kgss= 9.8604% oldugu belirlenmistir. Ayrica. substratin
optimum degerinde (12.2957 %) en yliksek baslangi¢ hiza (vomax= 5.3508 ml O;/1 dak 5g toprak)
ulasilmistir.

Ttopraklarda enzimatik reaksiyonlarin Kkinetiginin incelenmesinde, kullanilan hiz hesaplamasinda
enzimlerin aktivitesinin kullanilmasindan farkli olarak, mutlaka baslangic hizin hesaplanmasi
gerekmektedir. Bunun yaninda, kinetik parametrelerin hesaplamalarinda grafiksel yontemlerden farkl
olarak paket programlari (STATISTICA vb.) ile calisilmalidir.
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