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ORGANIK COPLERDEN ELDE EDIiLEN BESIiYERINDE UREYEN
ASPERGILLUS NIGER' DEN PROTEAZ ENZIiMi URETIMIi VE
KARAKTERIZASYONU

OZET

Endiistriyel enzimler ile ilgili ¢calismalar teknolojinin gelismesi, kullanilan {irtinlerin
kullanim alanlarinin artmasi ve ekonomik degerinin yiiksek olmas1 gibi sebeplerden
kaynakli 6nemlidir. Giiniimiiz diinyasinda, niifus her gecen giin artmaktadir ve bu
nedenle artan atik olusumu gergegini diisiinmek elzemdir c¢ilinkii olusan atik
gereksinimleri  kargilanabilirse, {iretim maliyetinde Onemli Ol¢lide azalma
saglanabilmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda proteazin kolay, hizli ve diisiik maliyetli
sekilde iretimi igin elzem parametreler optimize edilmistir. Bu tez ¢aligmasi
kapsaminda; optimum proteaz enzimi liretmek i¢in meyve ve sebze atigi, karbonhidrat
bazli ve protein (hayvansal veya bitkisel) orani yiiksek organik atiklarindan besiyerleri
hazirlanarak enzimin bu besiyerlerinde iireme potansiyelleri farkli pH (5,0, 5,5, 6,0)
ve farkli inkiibasyon siirelerinde (24, 48, 72 saat) Taguchi yontemi ile arastirildi.
Taguchi yontemiyle hesaplanan en yiiksek sinyal/giiriiltii (S/N) oranina sahip olan
seviyeler dikkate alindiginda, proteaz enzim tiretimi i¢in 30 °C’de 24 saat inkiibasyon
stiresi, pH 5,5 degeri, ve %50: 50 bitkisel ve hayvansal protein oranina sahip besiyeri
sartlarmin optimum sartlar oldugu belirlenmistir. Aktiviteyi en fazla etkileyen
faktoriin protein oram1 oldugu ve daha sonra sirasiyla inkiibasyon siiresi ve pH
degerinin aktiviteyi etkiledigi belirlendi. inkiibasyon siiresinin uzamasi, pH degeri ve
hayvansal protein oraninin artmasi, aktivite degerinde azalmaya sebep oldugu goriildii.

A. niger’ den iretilen proteaz enzimi TPP (li¢lii faz ayirma) yontemi ile saflastirilmis
ve biyokimyasal karakterizasyonlar1 incelenmistir. Bu yontem genis bir uygulama
alanina sahip, ¢cok yonlii bir biyoayirma araci haline gelen, yiiksek geri kazanim ve
saflik seviyelerine sahip bir dizi enzim ve proteini saflagtirmak igin kullanilir. TPP
sistemi ile proteaz enzimi 1,0:1,5 (ham enzim c¢ozeltisi: t-biitanol orani) ve %80
doygun amonyum siilfat konsantrasyonu ile %235,7 verimle 13,15 kat saflagtirild.
Enzimin alt fazda toplandig: tespit edildi ve karakterizasyon ¢alismalari i¢in alt faz
kulanildi. A. niger’ den saflastirilan proteaz enziminin optimum ve stabil pH’lari
sirasiyla 10,0 ve 9,0; optimum ve stabil sicakligi ise 60°C olarak tespit edildi. Proteaz
enziminin okside edici ajanlar ve yiizey aktif maddeleri varliginda gosterdigi aktivite
degerleri incelendiginde SDS’ in ciddi bir aktivite kaybina sebep oldugu, diger
maddelere nazaran %1’lik H,0, varliginda aktivitesini korudugu tespit edildi. Tween
20, Tween 80 ve TrionX-100 varliginda yakin sonuglar gostererek belli oranlarda
azalmaya sebep oldu. Serin proteaz inhibitorii fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF) varlig
aktiviteyi sifira yakin bir degerde inhibe ederken, 3-merkaptoetanol aktivitede artigina
sebep oldu. Metaloenzim inhibitorii olan Etilen Diamin Tetra Asetik Asitin (EDTA)
ozellikle %5 konsantrasyonunda aktiviteyi azaltmasi enzimin metal baglama bolgesine
sahip oldugunu gostermistir. Enzimin substratlarla olan iligkisi incelendiginde kazein
ve azokazeinin aktivitede degisiminde olumlu etkileri olurken, hemoglobin, jelatin ve
BSA’ nin aktivitede azalmaya sebep oldugu goriilmiistiir.
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PROTEASE ENZYME PRODUCTION AND CHARACTERIZATION FROM
ASPERGILLUS NIGER, REPRODUCED IN MEDIA FROM ORGANIC
WASTE

SUMMARY

Within the scope of this thesis; In order to produce the optimum protease enzyme,
media are prepared from fruit and vegetable waste, carbohydrate-based and high
protein (animal or vegetable) organic wastes, and the growth potential of the enzyme
in these media is at different pH (5.0, 5.5, 6.0) and different incubation times ( 24, 48,
72 hours) were investigated by the Taguchi method. Considering the levels with the
highest signal-to-noise (S/N) ratio calculated by the Taguchi method, an incubation
time of 24 hours at 30 °C, a pH value of 5.5, and a 50:50 vegetable and animal protein
ratio for optimum enzyme production medium was found to be used. It was determined
that the factor affecting the analysis the most was the protein ratio, which had the
greatest value in the removal efficiency, and then the incubation time and pH value
affected the activity, respectively. Proteins are polymers formed as a result of the
polymerization of amino acids, and the amount and type of each amino acid differs
according to the protein source. For example, the amino acids contained in animal and
vegetable proteins are different, and the differences also affect the type of protease.
Proteases are classified as serine protease, cysteine protease, acidic protease and
metalloproteases depending on the functional amino acid radical in their active sites.
Among the vegetable proteins in the composition of the medium prepared in our study,
pulses contain amino acids such as acidic acid, lysine, glutamic acid and arginine.
Animal proteins contain all 20 amino acids, including cysteine and serine, enzymes
that protease uses to break down protein [33]. Looking at the results, the medium with
equal amounts of vegetable and animal protein was preferred for protease production,
but it is still known that animal proteins are richer in amino acids compared to
vegetable proteins for enzyme production. When the amount of animal protein is
increased to 70%, an increase in activity occurred, but the yield obtained at an equal
rate could not be achieved at this value. 60%-40% rate had a significant decrease in
protease enzyme activity. For this reason, it would be a more logical approach to
provide a balance rather than giving weight to one of the vegetable or animal proteins.
It was observed that the prolongation of the incubation period, the increase in the pH
value and the ratio of animal protein caused a decrease in the activity value. As the
incubation period increases, the decrease in enzyme production is due to the other
compounds in the medium and the deterioration of the solid substrate structure used
over time. Enzyme production by the microorganism in a short time provides an
important advantage. Enzyme production increases linearly as the optimum incubation
time approaches, but gradually decreases after the peak growth time. The reason for
this can be shown that the decrease and deterioration of the nutrients in the
fermentation medium and the accumulation of waste materials in the environment
accelerate the transition of bacteria to the death phase and the production in the death
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phase is lower than the stationary phase. After calculating the most productive
medium, the composition of the medium was examined and according to the analysis
results; The humidity in the broth was found to be 97.96%. Ash determination results
were calculated as 0.41%. The protein ratio of the medium is 0.6 g/100g; total sugar
3.61 g/100; oil 0.269/100g; polysaccharide was found to be 0.81 g/100 g.

Protease enzyme produced from A. niger is partially purified and biochemically
purified by triple phase separation (TPP) system, which is used to purify a range of
enzymes and proteins with high recovery and purity levels, which has become a
versatile bioseparation tool with a wide range of applications. characterizations were
studied. To find the ammonium sulfate/t-butanol ratio at which purification is best, use
different ammonium sulfate saturations (30%, 40%, 50%, 60%, 70% and 90%) and
different homogentate/t-butanol ratios (1.0:0). ,5, 1.0:1.0, 1.0:1.5 and 1.0:2.0 ) enzyme
activities were calculated. After these calculations, the protease enzyme was purified
13.15 times with a yield of 235.7% with 1.0:1,5 (raw enzyme solution: t-butanol ratio)
and 80% saturated ammonium sulfate concentration by TPP system. The molecular
weight of the purified protease enzyme was calculated using the Maldi Tof device and
its molecular weight was found to be 15.56 kda.

This phase was used in characterization studies since it was determined that the
enzyme was collected in the lower phase. In order to see the pH value showing the
optimum effect on the purified protease enzyme, enzyme activity values were
measured by using buffers at different pH values containing 0.65% casein. 0.1 M
sodium phosphate was used for pH 6.0-8.0, Tris-HCI for pH 7.0-9.0 and glycine-
NaOH for pH 9.0-11.0. It was determined that the protease enzyme had the best
activity in pH 10 glycine-NaOH (pH 9.0-11.0) buffer. Some buffers were used for
stable pH determination on the purified protease enzyme. 0.1 M sodium phosphate was
used for pH 6.0-8.0, Tris-HCI for pH 7.0-9.0 and glycine-NaOH for pH 9.0-11.0 and
activity values were checked. It was determined that the protease enzyme had the best
activity in pH 9 100 mM Tris-HCI buffer. In order to determine the optimum
temperature on the protease enzyme, the activity values were checked at temperatures
between 20°C and 90°C. The obtained data were shown in graphs and charts. In the
light of these results, it was determined that the optimum temperature was 60°C. In
order to determine the stable temperature value of the protease enzyme, the activity
values were measured between 20°C and 90°C and incubation times of 15, 30, 60 and
90 minutes. Graphs and charts were created with the results obtained from the
analyzes. It was observed that protease provided the best activity at 60°C temperature
and at the end of 60 minutes with a value of 98.91%. Compared to other temperature
values, it was observed that it was the temperature that best preserved its activity for
varying periods of time. At the end of the 120 min incubation period at 20 °C, 30 °C
and 90 °C, a visible loss of activity was detected in the activity. In order to examine
the effect of oxidizing agent H202 and surfactants on the purified protease enzyme,
surfactants such as SDS, Tween-20, Tween-80, Trion X-100 at 1% and 5%
concentrations and H202 (oxidizing agent) ) were prepared and the activity was
determined by interacting these solutions with the enzyme for 30 minutes. When the
results were examined, it was observed that 1% SDS caused a significant loss of
activity in the enzyme activity, while 5% SDS completely inhibited the activity of the
enzyme. It was determined that the enzyme activity was preserved up to 87% in the
presence of 1% H202. As a result, it was determined that as the concentration of the
surfactants increased, the effect on the activity of the enzyme increased. In order to
examine the effect of protease enzyme on inhibitors, 1 mM and 5 mM solutions from
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DTNB, EDTA, PMSF and B-mercaptoethanol, and 1 mM and 8 mM solutions from
urea were prepared and kept for 30 minutes by interacting with the enzyme, and
activity was measured at the end of the time. Enzyme untreated with inhibition solution
was used as control and accepted as 100. When the results are examined, it is seen that
the enzyme inhibits approximately 95% of its activity in the presence of 1% PMSF,
and inhibits almost all of it at 5%. The presence of P-mercaptoethanol at two
concentrations caused an increase in activity. A significant decrease in enzyme
activity, also in the presence of EDTA, led to the conclusion that the enzyme has a
metal binding site. The inhibitory effect of PMSF, a serine-specific inhibitor, on the
enzyme indicates that there is an alkaline serine protease in its active site. The fact that
the alkaline serine protease enzyme, which was examined in our study, is very popular
in the world and has a wide area of use in the industry, shows the importance of the
study. In order to determine the activity values of the protease enzyme on various
substrates, activity measurements were made using 0.65% concentration casein, BSA,
hemoglobin, gelatin and azokazein substrate solution prepared in 100 mM pH 8.5 Tris-
HCI buffer. The obtained values are shown in Table 3.11. The protease enzyme
showed the best activity in the presence of casein. Casein was followed by azokazein
hemoglobin, gelatin, and finally BSA.

The results obtained in the study are important because the researches of biotechnology
on industrial enzymes are also gaining importance. The reason for this can be shown
as the development of enzyme technology day by day, expanding product usage areas
and very high economic value. Some of these studies are on the production of enzymes
from waste because in today's world, the population is increasing day by day and
therefore it is inevitable to consider the fact of increasing waste generation and take
the necessary action. Especially due to the inherent biodegradable properties of fruits
and vegetables, the amount of waste obtained from them amounts to about 50 tons per
year, of which only 0.5% is allocated as input for various processes, the rest is thrown
away. For this reason, nowadays, the focus is on regeneration of resources from
wastes, which are abundant as a by-product of any process.

The results of the present study clearly show that organic wastes, which are
inexpensive substrates, can be used as a potential source for protease production.
Proteases account for more than 60% of global industrial production, and therefore
this study gains importance in terms of the enzyme market, because isolation of
microorganisms that produce new alkaline proteases that accelerate reactions and have
high resistance to adverse conditions is also important. In addition, rapidly developing
industrialization provides the world with a perennial raw material need for products.
In this regard, if the generated waste requirements can be met, a significant reduction
in the production cost can be achieved. Therefore, in our study, essential parameters
were optimized for the easy, fast and cost-effective production of protease.
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1. GIRIS

1.1. Enzimlerin Genel Ozellikleri

Biyokimyasal katalizorler olan enzimler, spesifik reaksiyonlari gergeklestirmek
amaciyla canli organizmalar tarafindan iretilirler ve reaksiyonlar1 yiiksek verimle
gerceklesir [1]. Enzimlerin biiyiik bir cogunlugu enzimatik aktivite i¢in gereklidir ve
kofaktor denen yapilara ihtiyag duyar. Diger bir kismi ise sadece protein yapisiyla
fonksiyon gosterir. Haloenzim, kofaktorlii enzimlere denirken; apoenzim, protein
kisimlarina denilmektedir. Biyolojik makromolekiiller olan enzimler genel olarak
ozgiilliikk ve segicilik, yiiksek katalitik aktivite gibi 6zelliklere sahip protein olarak da
taninirlar [1]. Metabolik olaylar i¢in ¢ok 6nemlidirler ve yiiksek katalitik aktiviteleri
ile pek ¢ok reaksiyonu gergeklestirebilirler [2]. Enzimlerin kimyasal katalizorlerden
farkli olmasinin en 6nemli nedeni de 6zgiil olmalaridir. Hem substrat se¢iminde hem
de katalizledigi reaksiyon se¢iminde oldukga spesifiktirler. Herhangi bir degisiklige
ugramaksizin aktivasyon enerjisini diisiirerek ve dengeye daha c¢abuk ulagmasini
saglayarak yalnizca reaksiyon hizini arttirirlar [3]. Katalizor faaliyetleri ger¢eklesirken
pH, substrat yiizeyi, substrat konsantrasyonu, sicaklik, enzim konsantrasyonu ve

inhibitor aktivitorlerden etkilenirler [4].

Insanoglu tarafindan enzim kullanimi yiizyillar dncesine dayanir ve gegmisten
giinlimiize enzimler iizerinde pek ¢ok arastirma yapilmistir. Endiistriyel enzimler ile
ilgili ¢aligmalarin 6nem kazanmasi, teknolojinin gelismesi, kullanilan iiriinlerin
kullanim alanlarinin artmasi ve ekonomik degerinin yiiksek olmasi gibi sebeplerden
kaynaklanir [5]. Caligmalarin ilki mide salgisiyla etin sindirilmesi {izerinedir. Bu
calismay1 1812 yilinda Gottlieb Sigismund Kirchhof tarafindan tiikiiriik enzimleri
lizerine yaptigt calisma takip etmistir [2]. Bu ¢alisma nisastanin glikoza
dontigebildigini ve enzimin katalizor olarak gorev aldigimi goézler Oniine sermistir.
llerleyen yillarda sekerin mayayla alkole fermentasyonu; fermenterler tarafindan bu
reaksiyonun katalizlendigi Louis Pasteur tarafindan incelenmistir. Hiicre disinda da

reaksiyonlarin devam ettigi kesfedilmistir ve Frederic W.Kiinhe bu molekiilleri enzim



olarak isimlendirmistir. Enzimler {izerine yapilan calismalar yirminci ylizyilin
sonlarma dogru artmistir. 1947 yilinda, James B. Sumner tarafindan ilk kez enzim
saflagtirllmas1  gergeklestirilmistir ve enzimlerin saflastirilmasi, ¢alismalari

aydinlatmada oldukga etkili olmustur [1, 2].

Endiistrinin hemen hemen her alaninda enzimlere ihtiyag duyulmaktadir ve bu
enzimler genellikle mikrobiyal kokenli olmaktadir. Mikrobiyal kaynakli enzimler daha
sik kullanilir ¢iinkii bitkisel ve hayvansal enzimlere kiyasla Kalitatik aktiviteleri daha
yiiksektir. Buna ek olarak mikrobiyal kaynakli enzimler digerlerine nazaran daha
dayanikli, daha uygun fiyathidir [6]. Katalizor ve enzimlerle karsilastirildiginda yiiksek
ozgiilliik ve yiliksek katalitik etkinliklere sahip olduklar1 gibi ¢evreyle dost, toksik
olmayan, gereksiz yan liriinleri olusturmayan, biyodegrede edilebilir olmalari, diisiik
enerji ihtiyact ve ekonomik olmalar1 gibi Ozelliklerinden dolay1 endiistrilerde
kullanimi1 yayginlasmustir [7]. Tekstil, kagit, hayvan yemi, icecek ve yiyecek, yakit,
deterjan, deri, ilag, kozmetik gibi pekcok farkli endiistride kullanim yeri vardir.
Mikrobiyal enzim grubundan olan proteaz, ilkel organizmalarda aminoasidin olusumu

ve protein katabolizmasi igin gereklidir.

Mikrobiyal enzimler, toksik bilesenleri ve aminler, nitriller, fenolik bilesikler gibi
atiklar1 degredasyon ya da doniisiim yoluyla ortadan kaldirabilirler [6]. Bunun yaninda
mikrobiyal enzimler enzim eksikligi tedavisinde de oldukga basarilidir. Ornek
gosterilirse, kalitsal konjenital sukroz izomeraz eksikligi olan hastalar sukrozu
sindiremezler ve bu nedenle sakkarosidaz (B-fruktofuranozid fruktohidrolaz, EC
3.2.1.6) enzimi sakkarozun sindirimini kolaylastirmak i¢in oral olarak verilir. Bunun
yaninda fenilalanin amonyak liyaz (EC 4.3.1.24), genetik fenilketoniiri bozuklugunda,
fenilalanini indirgemek amaciyla kullanilir. Enzimlerin tan1 ve ilag endiistrilerinde ¢ok
onemli islevleri mevcuttur. Enzimler diyabet ve ELISA test kitleri gibi tan1 islemleri,
sindirim bozukluklariyla iliskili saglik konularinda ve enzimatik eksiklik tedavisinde
terapotik ilag olarak kullanmilir [8]. Bu gibi sebeplerle enzim uygulamalar: endiistri
alaninda oldugu kadar tipta alaninda da genis uygulama alani bulmustur. Son
zamanlarda mikrobiyal enzimlerden olan proteolitik enzimler yanik olaylarinda 6lii
deriyi uzaklastirmak amaciyla kullanilir. Bunlarin yaninda enzimlerden diger saglik
sorunlar ve diyabet hastaliginin belirlenmesi i¢in de yararlanilir [7]. Enzimler genetik
miihendisligi alaninda &zellikle aminoasit manipiilasyonlarinda elzemdirler. Ornegin

DNA polimeraz PCR’da, DNA amplifikasyonu icin kullanilir; restriksiyon



endoniikleaz, DNA’nin spesifik bolgelerini kesmek i¢in molekiiler klonlamada

kullanilir [9].

1.2. Enzimlerin Smiflandirilmasi

Enzimler Kkatalizledikleri reaksiyonun ya da substratlarinin ¢esidine gore
adlandirilmaktadir ve buna gore 6 sinifa ayrildigi bilinmektedir. Ayrica her enzimi
tanimlamak i¢in Uluslararast Enzim Komisyonu (IUBMB), EC olarak bilinen bir

enzim kod numarasi ve de sistematik bir isim verdikleri bir sistem gelistirmislerdir.

E.C tarafindan 6rnek konulan enzim kod numaralarinda; enzimin ait oldugu ana béliim
(sin1f) ilk sayida, alt sinif ikinci sayida, alt-alt siif ise iiclincii sayida ve son olarak ise

alt-alt sinifindaki enzimin seri numarasi dordiincii sirada yer alir [10, 11].

Enzim siniflari, komisyon numaralart ve reaksiyon mekanizmalari tablo 1.1.°de

goriilmektedir.

Tablo 1.1. Enzimlerin siniflandirilmasi ve reaksiyon mekanizmalari.

Enzim Komisyon Numaras1  Enzim Siifi Reaksiyonun Mekanizmasi
EC1 Oksidorediiktazlar ~ Bir molekiilden bir digerine elektronlarin
aktarimini (hidrit iyonlar1 veya H atomlar)
gerceklestirirler.
EC?2 Bir molekiilden digerine atomlarin grup

Transfreazlar aktarim tepkimelerini gergeklestirirler

EC4 Liyazlar Cift baglara gruplarin eklenmesi veya
gruplarin uzaklagsmasi sonucu ¢ift bag
olustururlar. Boylece baglar hidrolizden
farkl1 bir prensip kullanarak parcalanir.

ECS Izomerazlar [zomerik yapilarm olusumunu molekiil igin
gruplarin  transferi ile gerceklestirler,
atomlar1  yeniden diizenleyerek  bir
substratin yapisini degistirirler.

EC6 Ligazlar ATP  gibi  bilesiklerin  yardimiyla
gerceklesen kondensasyon reaksiyonlari ile
yeni baglarin olugmasini saglarlar ve olusan
biyosentetik reaksiyonlara bu enzimler
katilirlar.




1.2.1. Mikrobiyal enzimler

Diinyada enzimlerin %80’ini mikrobiyal kokenli enzimler olusturur ve giiniimiiz
endiistrisinde de ¢ok sik kullanilir [12]. Mikrobiyal enzimlerin avantajlar1 arasinda
sicaklik ve pH kontrollii biiyiik 6l¢ekli tiretim, mevsimsellikten bagimsiz, tarimsal atik

olarak ucuz substratlarin kullanilmasi yer alir [13].

Hayvansal ve bitkisel enzimler de mevcut olmasina ragmen endiistride mikrobiyal

enzimlerin tercih edilme sebepleri arasinda;
1. Mikroorganizmalarin hizli gelisimiyle birlikte enzim tiretiminin hizinin da artmasi,

2.Bitki ve hayvan enzimleri ile kiyaslandiginda eldesinin onlara nazaran daha rahat

olmasi,

3.Alan tasarrufu saglayip, diisiik maliyetli kaynaklarin tercih edilebilmesi,

4. Genetik miihendisligi gibi yollarla mikroorganizmalarin manipiile edilebilmesi,
5. Optimize edilebilmesinin daha kolay olmasi,

6.0lagandis1 kosullarda dahi stabilitesinin yliksek olmast,

7.Diizenli bir kaynak olmasi1 ve dalgalanmalara mahal vermemesi,

8.Sahip oldugu yiiksek Kkatalitik aktivite gibi sebepler endiistriyel uygulamalar

giivenilir bir kaynak gosterilmesine 6rnek verilebilir [5, 14].

1.2.2. Multienzimler

Multienzimler kapsamli bir sisteme sahip olarak tanmnir ve iki ¢esit enzimden daha
fazlasini igererek tek enzimlere kiyasla kooperatif etki ve fonksiyonel entegrasyon gibi
avantajlara sahiptir. Bu enzimler iiretim, isleme, remediasyon gibi komplike sistemler
igin yiiksek potansiyellere sahiptir [10]. Deterjan, gida ve yem endiistrisinde 6nemli
derecede rol oynamaktadir fakat yine de glinlimiiz sartlarinda bu enzimi tiretmek adina
verimli bir biyoproses bulunmamaktadir. Bu nedenle bazi gelencksel yollara
bagvurulur ve temelde ii¢ yontem kullanilir; birinci yontemde dogrudan farkli
enzimlerin karigimini igerir fakat bu metot ekonomik yonden elverigsizdir. Diger
metotta ¢oklu fonksiyonlara sahip mikroorganizmalarin saf kiiltiirti kullanilir. Konake1
hiicreler igin bir yiik olusturan ¢oklu genler, pratik uygulamay1 engeller. Ugiincii metot
ise iyi sekilde dizayn edilmis ¢esitli mikroorganizmalardan meydana gelen bir

kiltirdiir ve dikkat c¢ekicidir. Bunun nedeni olarak karigik kiiltiirdeki bireysel
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mikroorganizmalarin degisime ugramasi ve biyoiirliinlerin verimli iiretimi i¢in
mikroorganizmalar arasindaki etkilesimler fonksiyonel entegrasyon bakimindan
yararlanilmas1 gosterilebilir. Bunun yaninda c¢oklu bilesiklerin ayrilmasi ve

saflagtirilmasi yalnizca tek bir kiiltiir ile miimkiin olabilmektedir [15].

1.2.3. Termofilik enzimler

Enzimlerin denatiire olmalar1 i¢in gereken sicaklik genellikle 50-60°C' nin iizerindeki
sicakliklardir ve bu sicaklikta aktivitelerini  kaybeder ve denatiire olurlar,
Fakat termostabil enzimler yiiksek derecede reaktive (daha
diisiik diftizyonel kisitlamalar, daha yiiksek reaksiyon hizi), daha az kontaminasyon
problemi, daha diisiik viskozite, daha yiiksek proses verimi ve daha yiiksek kararlilik
gibi sebeplerle avantaj saglar. Biyoteknolojik proseslerde potansiyel kullanim

sebebiyle termostabil enzimler dikkat cekici ve caziptirler [16].

1.3. Proteazlar

Mikrobiyal enzim grubundan olan proteaz, ilkel organizmalarda aminoasidin
olusumu Vve protein katabolizmasi igin gereklidir. Basit yikici olarak gorev alan
enzim protein evriminin en erken asamasinda olusmustur. Proteinlerin  peptit
baglarinin hidrolizini katalize eden bu enzim proteolitik
enzimler veya peptidazlar olarak da isimlendirilir. Peptitleri ve amino asitleri serbest
birakir ve gidanin bilesimi, siireci ve bozulmasi tizerindeki etkileri nedeniyle gida
endiistrisinde biiyiik 6nem tasir. Fonksiyonel ve aktif gruplarina gore alt1 ana baglik
altinda siiflandirilir. Bunlar; glutamik asit proteazlar, aspartil proteazlar, serin

proteazlar, metallo proteazlar, sistein proeazlar, treonin proteazlerdir [11].

Enzimlerin biiyiik kismi1 mikrobiyal kaynaklardan gelir ancak daha yiiksek bitki
organlarindan ekstrakte edilen bitkisel proteazlar, son yillarda gida endiistrisinde
potansiyel proteolitik enzimler olarak kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Bunlarin
cogu sistein proteinazlardir (papain, bromelain, zingibain ve ficain). Biitiin
bu sistein proteazlar, genis bir sicaklik ve pH araligindaki aktivite 6zelliklerinden
dolayr  Onemli  bir ticari 6nem  kazanmustir. Mikrobiyal  proteazlarin
tiretiminde, Aspergillus, Penicillium ve Rhizopus gibi bazi mantar suslari
ve Bacillus cinsi  bakterileri genellikle  giivenli oldugu diislintildiglinden 6ne
cikmaktadir [10]. Oncelikli olarak biiyiime ortamlarinda yiiksek derecede enzim

saglama kapasitesiyle Aspergillus tiirlerinin mikrobiyal proteazlari
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bilinmektedir. A.niger ve A.oryzae suslarindan iiretilen proteazlar sis olusumunu
kisitlama ve leke ¢ikarmada kullanilir. Ayrica A. oryzae ve A. sojae suslarindan elde
edilen proteazlarin ise 1zgaralik etler {izerinde gevreklestirmeye yardimci olduklari
tespit edilmistir. Son zamanlarda A. clavatus ES1'in hiicre dis1 agartici kararl alkalin
proteaz {ireticisi oldugu ortaya c¢ikmustir. Yiiksek aktiviteye sahip olduklari pH
araligina gore proteazlar alkalin (pH 8.0 ile 13,0), nétr (pH 6,0 ile 8,0) ve asidik (pH
2,0 ile 6,0) olarak gruplandirilmaktadirlar. Asit proteazlar temel olarak fungus
kokenlidir. Notral proteazlar genellikle gida endiistrisinde; ekmek yapiminda, saglik
sektoriinde kullanilmaktadir. Alkali proteazlar ise detarjan sanayisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Serin proteazlar genellikle alkalin pH’da, pH 7,0 da aktiftirler ve
aktif bolgelerinde bir serin  grubu tasirlar. Diisiik molekiil (15-35 kDa)
agirligindadirlar ve bir¢ok endiistriyel fonksiyona sahiptirler. Aspartik proteazler diger
bir deyisle asidik proteazler katalitik aktivite amaciyla aspartik asit rezidiileri
olan endopeptidazlardir. Sistein proteazlarin  Katalitik faaliyetleri amaciyla histidin
ve sistein rezidiilerini  olan ve genelde sistein ve sistein proteazlar HCN gibi
indirgeyici ajanslar varhiginda aktif proteaz
grubudur. Metalloproteinazlarda faaliyetler  igin divalent metal  iyonu  gerekli
olmaktadir. Metalloproteinazlarin biiyiik boliimii katalitik faaliyet amaciyla ¢inko
iyonlar1 gerektirir fakat kabalt, manganez, bakir gibi iyonlar da gerekli olabilir ve
EDTA gibi selatlayici ajanlarla intibededirler [17, 18].

1.3.1. Proteazin biyoteknolojik uygulamalar

Mikrobiyal proteazlar endiistriyel enzimlerin en biiyiik grubudur ve biitiin enzimlerin
yaklasik olarak %60’lik kismint olustururlar. Bununla birlikte en ¢ok c¢alisilan
hidrolitik ~ enzimler arasinda olan mikrobiyal proteazlardir. Endiistriyel
tiretimde gida, deri  isleme, atik  isleme, giimiis kazanim, deterjan ve kimyasal
enddistrisi, tekstil, deri, fotograf ve medikal arastirmalar gibi endiistriyel alanlarda

say1siz uygulamasi vardir [19].

1.3.2. Deri isleme endiistrisi

Deri  endiistrisinde ham  deriyi islemek amaciyla asitle temizleme,
1slatma, Kireci ¢ikarma, kil ¢ikarma, yag alma, kireg serpme gibi son deri iiriinii ortaya
¢ikana kadar birgok kimyasal muamele yapilir. Killar1 ¢gikarmak i¢in mikroorganizma

tarafindan iiretilen alkalin proteazlar oldukea etkilidir. Alkalin proteaz, globulin, deri



islemesinde albiimin gibi proteinleri kaldirir ve derinin kollajen olmayan bilesenini
hidroliz eder [20, 21].

1.3.3. Atik isleme endiistrisi
Kat1 atik sorununa yol agan kollajen, kil, tiiy, yiin ve diger keratin yapilarin
hidrolizinde 6nemli bir yere sahip olan kerantinazin mikrobiyal kaynaklar1 genis capl

subsrat 6zelligi nedeniyle atik islemede faydalidir [21, 22].

1.3.4. Yiyecek endiistrisi

Hamurun viskozite 6zelliklerinin iyilestirilmesi, ¢esitli protein hidrolazatlarin
hazirlanmasi, bira arindirmasi, tahil ezme, proteince yiiksek diyetlerin hazirlanmast,
hamur kalitesinin arttirtlmasi, et ¢dzlindiirmesi, et yumusatilmasi, yiiksek besin degerli
balik protein konsantresi ¢éziindiiriilmesinde ve proteazlarin baslica uygulamasi olan
peynir yapiminin pihtilastirma asamasinda proteazlardan yararlanilir [20]. Yiiksek
Ozgulliiglinden 6tiirii peynir yapiminda buzagi rennin tercih ediliyorken artik zamanla
yerini mikrobiyal proteazlara birakmistir. Gidalarin kalite ve sindirilebilirligini
arttirmasinin yaninda alerjenik bilesiklerini azaltarak saglikli gidaya {iretimine

yardime1 olmaktadir [10].

1.3.5. Giimiis kazanim

Degerli bir metal ve ana maliyet bileseni olan glimiisiin geri kazanimi oldukga zordur
ve zahmetlidir. Giimiis geri kazanimi i¢in filmin yakilmasi ve metalik giimiisiin
oksidasyonu gibi ¢evre dostu olmayan cesitli kimyasal ydntemler vardir. Ilag
endiistrisinde yavas salinimli dozaj formlarinin hazirlanmasi, film jelatin tabakasin
aktif olarak indirgemek ve siirl giimiisii serbest birakmak, glimiis kurtarmak i¢in X-
Ray filmlerinde kullanilan biyo isleme amaciyla alkalin proteazlar kullanilmaktadir.
Bunlara ek olarak medikal ve endiistriyel uygulamalarda kullanilir. Ornek vermek
gerekirse; proteazlar ¢ok secici peptik bag parcalanmasi amaciyla protein dizlemede,
tripsin hayvan hiicre kiiltiirlerinin korunmasinda ve proteinaz K niikleik 16 asit

izolasyonunda biiyiik 6l¢iide kullanilmaktadir [23].

1.3.6. Deterjan endiistrisi
Deterjan endiistrilerinde amilaz, lipaz gibi cesitli enzim tipleri de kullanilir ama

detejan ediistrisinde proteazlar toplam enzim pazarmin yaklasik olarak %60’lik



kismin1 olusturur. Kullanilan ideal proteaz deterjanla uyumlu ve alkalin pH’da stabil
olmalidir [10].

1.3.7. Kimyasal endiistrisi

Proteazlar sentetik kimyasal endiistrisinde peptik iiretiminde biyokatalizor olarak
onemlidir. Temelde, biyoaktif peptitler liretmek amaciyla en ¢ok kullanilan yontem
mikrobiyal proteinlerin hidroliziyle gerceklestirilir. Bunlara ek olarak susuz ortamda

enzim aktivitesininin azaltmasi bu uygulamanin énemli dezavantajidir [20].

1.3.8. Medikal arastirmalar

Kanser, iltihaplanma, timor gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde mikrobiyal
kaynaklardan elde edilen proteazlar etkilidir. Proteazlar katalitik aktiviteye ek olarak
hiicre sinyallemesi, hiicre gocili, metastaz, doku diizenlemesi, apoptaz, kan
pihtilagmasi, hiicre adezyonu ve cesitli biyokimyasal yollarda ve metastaz gibi
fizyolojik fonksiyonlarda etkin bir ajan olarak kabul goriir. Anti-kanser ilaglarinin
gelistirilmesinde proteaz inhibitorii kullanilarak bu tiir proteazlarin mikrobiyal
inaktivasyonu alternatif bir yol olarak tercih edilmektedir. Kanser tedavisinde enzim
kullaniminin kemoterapdtik ajanlara gore toksisite agisindan bakildiginda avantajli

oldugu goriilmektedir [21].

1.4. Mikroorganizmalar

1.4.1. Aspergillus

Cok hiicreli 6karyotik mikroorganizma olan kiifler organik maddeler lizerinde, dogada
toprakta, havada, suda ¢ogunlukla goriliir [11]. Aerobik olan Aspergillus tiirleri de bol
oksijenli, nemli hemen hemen her ortamda kolaylikla gelisebilir. Bu tiir, hif olarak
isimlendirilen ve hiicre zincirlerinden olusan ipliksi mantar tiirlerini kapsamaktadir ve
asagl yukar1 iki yiiz mantar tiiriinden olusmus bir cinstir [13]. Atmosfere dagilan
sporlar1 toz ve diger parcaciklarla kolayca tasinabilir veya sporlari havada asili
kalabilir [11]. Aspergillus’lar organik maddelere ayristirarak saprofit olarak
yasamalarini irettikleri enzimlere borgludurlar. Uygun sartlar meydana geldiginde
insanlarda, bitkilerde ve hayvanlarda patojen hale gegerek 6zellikle bagisiklik sistemi
diistik canlilarda ortaya ¢ikan “Aspergillosis” ad: verilen solunum sistemi hastaligina

yol agabilirler [23]. Aspergillus ekolojik, tibbi ve ekonomik yonden 6nemli cinstir.



Farkli tiirlerden saglanan laktaz, katalaz, seliilaz, pektinaz, lipaz, vb birgok enzim

bulunur ve bu enzimler gida sanayisinde gesitli amaglarla kullanilmaktadir [24].

1.4.2. Aspergillus niger

A. niger aerobik kosullarda organik maddeler tizerinde bulunan flamentli mantardir ve
dogada ciirliyen bitkiler iizerinde, toprakta ve ¢opte gelisir. Nemli ve sicak bolgelerde
havayla dagilan konidyosporlarin verimli iiretimiyle genis yayilim gostermektedir.
Optimum tireme sicakligi (6-47°C) gelisme sicakligi ise 35-37 °C arasinda degisiklik
goOsterir. Bunlara ek olarak pH araliginda (1.4-9.8) gelisir. Filamentli mantar olan A.
niger fenotipinde fazla gesitlilik olur. Yer kiiresinde denizel ve karasal tiirler olarak
bulunmaktadir ve organik asitler ile hidrolitik enzimleri yiiksek miktarlarda

tiretmektedir [24].

Onlarca yildir aragtirma ve endiistriyel kullanimin konusu olan A. niger, siyah
Aspergilli’ nin {iyesi olan, biyoteknolojide gida bilesenleri, endiistriyel enzimlerin
tiretiminde ve ilaglarda ¢cogunlukla kullanilan 6nemli mikroorganizmalardandir. Bu
cesit ilk kez 1919’larda sitrik asit fermantasyonuyla iiretildiginde endiistriyel olarak
kullanilan organizma haline gelmis ve 1960’lardan giiniimiize A.niger gida
endiistrisinde, meyve suyu, nisasta, firincilik, meyve suyu ve gida endiistrisinde

kullanilan ¢esitli enzimlere kaynak olusturmaktadir [25].

Besin maddelerinin biyopolimerde salinmasi amaciyla gerekli olan tiirlii enzimleri
salgilayan bu tiir, yiiksek salgilama kapasitesiyle daldirma ve kat1 fermentasyonda
endiistriyel olarak kullanilir. Uzun yillardir zengin enzim kaynagi olan A. niger hiicre
dis1 (besin) enzimleri {iretmek icin kullanilmaktadir. ik {iretilen enzimler
amiloglikozidaz, pektinaz ve proteazdir [11]. Son yirmi y1l i¢inde, A. niger’ in 6nemli
bir konakg olarak gelistirilmesinin nedeni gida enzimlerini asir1 eksprese etmesidir. A.
niger’i tiretim siireglerini iyilestirmek ve yabanci proteinler i¢in bir ekspresyon sistemi

olarak kullanmak i¢in gen teknolojisi iyi bir sekilde uygulanmistir [24].

Alerji ve mikopatoloji ile ilgili bir problem diger filamentli mantarlarla
karsilastirildiginda problem goriilmemistir. Sadece yogun toza maruz kalan kisilerde
nadirde olsa, asirt duyarlilik reaksiyonlar1 gozlemlenmistir. Bu sebeple A.
niger endiistriyel kullanim amaciyla giivenli bir {iretim organizmasi olmasi igin iyi

tiretim uygulama kurallarina uymalidir [25].



1.5. Enzim Saflastirma Stratejisi

Enzim saflagtirma islemi 6nemlidir ¢iinkii hiicrelerde binlerce gesit protein igerigi
bulunur, bir proteinin aminoasit dizilimini ve 6zelliklerini tanimlayabilmek igin onun
digerlerinden ayiran ozelliklerinden faydalanarak saf hale getirmek gerekir. Enzim
saflastirmanin ana stratejisi en diisiik maliyetle en yiiksek saflik oranina ulagsmaktir
[26]. Bu strateji belirlenirken enzim kaynaginin bulunabilirligi, enzim aktivitesinin
korunmasi ve miimkiinse artmas1 dikkat edilen hususlardan birisidir ¢ilinkii saflastirma
stratejisinde zaman ve maliyet olduk¢a 6nemlidir. Enzim aktivitesinin korunmasi ve
enzim muhafazasini saglamak amaciyla yapilan islemler her zaman +4° C’de

yapilmalidir [10].

1.5.1. Uglii faz ayirma sistemi (TPP)

Ilk kez 1972°de Tan ile Lovreinla tammlanan ve simdilerde genis bir uygulama
alanina sahip, protein ¢okelmesinin kollektif pek ¢ok basamagini kapsayan ¢ok yonlii
bir biyoayirma araci haline gelen ii¢ fazli bolimleme veya TPP (Three-phase
partitioning), yiiksek geri kazanim ve saflik seviyelerine sahip bir dizi enzim ve
proteini saflastirmak i¢in kullanilir . Proteaz, invertaz, pektinaz, a-galaktosidaz, tripsin
inhibitori, lakkaz, katalaz gibi enzimleri saflagtirmak i¢in yaygin olarak kullanilir [10,

11].

Endiistrideki potansiyel kullanimlar g6z Oniline alindiginda, geri kazanim ve
saflastirilma icin basit ve verimli yontemlerin gelistirilmesi arzu edilir hale
gelmektedir. Yapilan tiim caligmalar, TPP'nin geleneksel kromatografik yontemlere
kiyasla enzimlerin birincil saflagtirilmas1 i¢in ¢ekici bir islem oldugunu
gostermistir. Kromatografik teknikler basit ve etkili endistriyel yontemler olarak
kullanilamayacak kadar karmagik oldugundan, TPP'nin hayvan veya bitki
materyallerinden bazi endiistriyel proteazlar ¢ikarma ve saflastirma potansiyeli goz
ard1 edilemeyecek kadar basarilidir. Ayrica kromatografik tekniklerle ayirmalarda
genelde fazla miktarlarda ugucu organik ¢oziiciiler kullanilir zaman alicidir, pahalidir,
birden ¢ok adim sayisi igerir ve ayrica dlgegi biiyiitmek zordur fakat oda sicakliginda
1 saatten daha az bir siirede gergeklesmesi, hizli olmasi ver proseste kullanilan
kimyasallar ile yeniden kullanilabilir olmasi TPP yonteminin en biiyiik avantajlarindan

biridir. Yontem biliylik oOlgekli ekstraktla kolaylikla c¢alisabilmekte ve kolayca
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6l¢eklenebilmektedir. Basit, verimli, ekonomiktir ve tek adimda yiiksek geri

kazanimla enzimler saflagtirilabilir [11, 12, 26].

TPP sistemi, yiyecek, kozmetik, mikroorganizmalarin yam sira kii¢iik molekiillii
organik bilesik igeren ¢ok cesitli biyoaktif molekiillerin hayvanlar, bitkiler vb. tiirli
dogal kaynaklardan enzim inhibitorleri, enzim, protein, karbonhidratlar, yenilebilir
yaglarin etkin sekilde saflastirilmast amaciyla kullanilir. Ornegin; domatesten
pektinazin, havugtan fosfolipaz D’nin, turptan peroksidazin, E. coli’den ekstrakte
edilen yesil floresan proteinin, ragiden proteaz inhibitoriiniin, tavuk bagirsagindan

alkalin fosfatazin saflastirilmasinda TPP yontemi kullanilmistir [27].

100 den fazla arastirmada TPP sistemi kullanilmistir. Bu ¢aligmalarin yaklasik olarak
%70’lik kisminda proteinlerin saflastirilmasi1 ve enzimler olurken %30’luk kisminda
karbonhidratlarin saflagtirillmasinda, yaglarda ve kiigiik molekiillii organik bilesikler
caligilmistir [11, 26].

1.5.2. TPP ayirma mekanizmasi

Genel anlamda ayirma islemlerinin kombinasyonunu igeren TPP yonteminin tam
olarak mekanizmas1 literatiirde tanimlanmamustir fakat salting out, ozmolitik
elektrostatik kuvvetler, kozmotropik konformasyon sikilasmasi, ¢okeltme, izo-iyonik
¢okeltme, protein hidrasyon kaymalari vb. ayirma islemlerinin g¢esitli kombinasyonlari

ara fazda protein ¢6zelmesinde neden olur [10, 12].

Bu metot enzimleri saflastirmak i¢in uygulanir ve protein igeren siispansiyona ya da
ham ekstrakta Oncelikli olarak sulu inorganik tuz (cogunlukla (NH4SO.) yeterli
miktarda eklenir, ardindan bir organik ¢o6ziicii (genel olarak t-biitanol) eklenerek
karistirtlir. Amonyum siilfat {izerine t-biitanol eklenmesi ile birlikte, t-biitanol proteini
¢Ozeltinin disina dogru itmeye baslar. Cogunlukla bir saat siirenin sonundaki santrifiij
isleminin ardindan t-biitanollii alt suyu ile {ist organik faz arasinda ¢6zelti ortaya ¢ikar.
Ust kistmdaki t-biitanol fazi, protein bakimindan zengin ara faz ve enzim bakimindan
zengin olan alt sulu faz olarak iice ayrilir. Pigmentler, enzim inhibitdrleri, lipitler ve
diger polar olmayan bilesikler iist fazinda toplanirken sakkaritler gibi bazi polar

bilesikler, kontaminantlar, hiicre debrisi vb. alt sulu fazda zenginlesir [6].
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1.5.3. TPP prosesini etkileyen faktorler

TPP ayirma iglemleri sirasinda islemi etkileyen ve farklandiran bazi faktorler vardir
ve amonyum siilfat ve t-biitanol miktarlar1 arasinda proteinleri ¢okeltmek igin
karsilikl1 iliski s6z konusudur [11]. Ust ve alt hidrasyon kaymalari siispansiyona ek
olan amonyum siilfat ve t-biitanol miktarlarinin durumuna gore farklilik
gosterebilmektedir. Genelde baslangig ¢ozeltisinin ml bagina 0.2-0.5 ml t-biitanol
orani yeterlidir [10].

1.5.3.1. Amonyum siilfat

Yiiksek derecede ¢oziintrligii ve iyon giicii sebebiyle amonyum siilfat protein
¢oktiirme i¢in en fazla tercih edilen inorganik tuzdur. Ayrica amonyum siilfat ucuz
oldugundan, kolayca bulunabildiginden, proteinlere karsi hassas oldugundan ve de
bulunan iyonlar bazi proteinlerin yapisini, makromolekiillerdeki molekiiller arasi
etkilesimleri stabilize ettiginden dolay1 da popiilerdir [27]. Prensipte salting out
etkisini amonyum siilfat iyonu bes farkli bicimde gdsterir. Bunlar; kosmotropi, stilfat
iyonunun proteinin pozitif yan zincirlerine baglanmasi, bos ylizey gerilimi, ozmatik
basincin artmasi, iyonik siddet etkisi ve yabanci ajanlarin uzaklastirilmasidir. TPP
sisteminde amonyum siilfat konsantrasyonu veya doygunlugu maksimum geri
kazanim elde etmek i¢in kritik neme sahiptir ¢iinkii ¢okelmesinden ve protein-protein
etkilesimlerinden sorumludur. Yiiksek miktarda tuzda, su molekiilleri gii¢lii pretein-
protein etkilesimlerine sebep olur, tuz iyonlar1 ile adsorbe edilir ve hidrofobik
etkilesimle protein molekiillerinin ¢oziilmesinde etkilidir. Coktiirmenin etkinligi
sirastyla (NH4)2SOs miktarina ve ¢ozeltinin iyonik giiciine baglidir. Bu sebeple
amonyum siilfat konsantrasyonunun basta %20 oraninda optimize edilmesi kritik
Ooneme sahiptir. Ciinkii daha fazla tuz ¢ozeltisinde, su molekiilleri tuz iyonlar ile

cekilerek daha giiclii protein-protein etkilesimiyle sonuglanir [28].

1.5.3.2. T-biitanol

T-Biitanol, ¢ok ¢oziiniir ve iyonik olmayan bir C4 kozmotropudur. Suda karisabilir
ancak kati tuzun eklenmesinden sonra hidratlanir ve farklilagtiric1 bir ¢oziicli gorevi
goriir [27]. T-biitanot dallanmis yapisi ve biiylikliigii nedeniyle proteinin artmis ti¢
boyutlu  yapisinin  igerisine  kolaylikla niifuz  edilemediginden enzimin
denatiirasyonuna neden olamaz. T-biitanol konsantrasyonu TPP yonteminde ¢ok

onemlidir. Yiksek konsantrasyonlarda protein denatiirasyonu ve protein ¢dzelmesine
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engel olabilir diisiik t-biitanolda ise konsantrasyonlari amonyum siilfat ile yeterince
sinerjize olmamaktadir. Bunlara ek olarak TPP islemi sirasinda t-biitanol miktari
arttirilmasi hedef tirliniin verimini artirmaz nedeni ise t-biitanol miktarinin arttirilmasi,
¢ozeltinin viskozitesinde artisa neden olur. Viskozite artinca molekiiliin hareketliligi
azalir ve molekiiliin etkilesime girmesi zorlagir. Bu sebeplerden 6tiiri bu yontemde

kullanilan t-biitanoliin miktarinin iyi belirlenmesi 6nemlidir [10, 12].

TPP esnasinda ¢oken proteinlere t-biitanol batmama o6zelligi kazandirir. Toplam
aktivite ve spesifik ara fazin tamponda tekrar ¢oziinmesiyle birlikte geri kazanilir.
Siilfat iyonunun yiiksek konsantrasyonu, geleneksel yontem olan tuzda ¢ozdiirme vb.,
kozmotropide TPP’nin mekanizmasmin hepsini olusturmaz ama kozmotrop
davrandig: gibi t-biitanolde daha yiiksek sicakliklarda ve oda sicakliginda kozmotrop
davranir. Protein konformasyon sikisikliginda meydana gelen, elektrostatik kuvvetler,

kuvvet, protein hidrasyon kaymalar1 da 6nemli faktorlerdendir [29].

1.5.3.3. pH

TPP yonteminde enzimler farkli pH’ larda farkli davraniglar gosterirler. Proteinlerin
yiizeyinde aminoasit reziidiilerinde degisimlerinin meydana gelmesi proteinlerin
ayirma isleminde pozitif etkiye sahip olan pH degisimiyle alakalidir.
Genelde proteinler, izoelektrik noktalarina (pl) ulastiklar1 zaman ¢okelmeye baslar.
Izoelektrik noktada bulunan pH da proteinler net sifir yiiktir. pH> 1n degismesi
proteinlerin net yiikii diisiik pH degerinde pozitif olurken, yiiksek pH da negatif olur
[30].

TPP sisteminde pH degeri izoelektrik pH' in iistiinde olmast durumunda protein suyu
fazla olur bunun nedeni ise protein yiizeyindeki aminoasit kalintilarinin net negatif
olarak yiiklenmesidir. Bunun zittina, TPP siirecinde pH degeri izoelektrik pH' in
altindaysa iyonik etkilesimler dagilimindan {stiin olacak ve pozitif yiiklii proteinler

sulu alt faza dogru dagilarak protein ara fazla ¢okecektir [12, 28].

1.5.3.4. Sicakhik

Diistik sicaklik gereksinimi bildirilmesine ragmen TPP ayirma islemlerinde sicakligin
TPP’nin performansinda 6nemli etkiye sahiptir. Sicakligin 6ncelikli etkisi saflastirilan
proteinin yapisi {lizerine olmaktadir. Genellikle 25-60 °C calisma aralig1 enzimlerin

optimum c¢aligma araligidir. Bu ylizden bir¢ok calisma, 20-40°C'lik bir sicaklik
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araliginin TPP yontemi i¢in optimal oldugunu gostermistir. Eger yiiksek sicakliklarda
calisilirsa proteinin {i¢ boyutlu yapist deformasyona ve denatiirasyona ugrayacak ve
enzim aktivasyonu, verimi olumsuz etkilenecektir. Ustelik sicaklik 40°' den fazla
oldugunda t-biitanoliin ¢6zlimiin hacmi azalir ve uguculugu yavasga artar. Amonyum
stilfat ile sinerjik etki daha az miktarda t-biitanol olusmasi durumunda azalir ve daha
diisiik ekstraksiyon verimi olur. Bunlara ek olarak TPP islemi daha biiyiik enerji

tilketimi ve daha yiiksek sicakliga yol agar [28, 29].
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BOLUM 2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan organizma

A. niger MRC 200806 saf kiiltiirleri Sakarya Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Gida

Miihendisligi Boliimi Prof. Dr. Arzu Cagri Mehmetoglu kiiltiir koleksiyonundan elde

edilmistir.

2.1.2. Kullanilan alet ve cihazlar

Tez galismasinda kullanilan alet ve cihazlar Tablo 2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Tez galismasinda yararlanilan alet ve cihazlar.

Arag Gerecler

Model-Uretici Firma

Su Banyosu

Buzdolab:1

Etiiv

Hassas Terazi
Otoklav

pH Metre

Santrifiij

UV-VIS Spektrofotometre
Ceker Ocak
Manyetik Karistirici
Vorteks

Deep- Freeze
Mutfak Robotu

Niive

Kirsch

Heraeus
Explorer
Daihan Scientific
Metler Toledo
Mega Star
Shimadzu

Esco

Velp Scientifica
Velp Scientifica
Kirsch

Fakir




2.1.3. Cahismada faydalanilan kimyasal maddeler

Tez caligmasinda faydalanilan kimyasal maddeler Tablo 2.2° de gosterilmistir.

Tablo 2.2. Tez galismasinda faydalanilan kimyasal maddeler.

Kimyasallar Sirket

Amonyum Siilfat
Sodyum Karbonat
Sodyum Kazeinat

Merck Germany
Tekim Kimya Sanayi Tic.LTD.Sti.
Kimbiotek Kimyevi Maddeler San.ve

Tic.A.S.

Triklorik Asit Sigma
Etil Alkol Sigma
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Sigma
Hidrojen peroksit (H202) Scharlau
Sodyum Hidroksit (NaOH) Scharlau
t-biitanol Sigma
Coomassie Brilliant G-250 Fluka
Fosforik asit Sigma
Bovin Serum Albumin Sigma

TSA (Tryptic Soy Agar) BioMerieux SA
TSB (Tryptic Soy Broth BioMerieux SA
Fenilmetansiilfonilfloriir (PMSF) Sigma

Trizma Base Sigma
Hidroklorik Asit (HCI) Carlo Erba
DNTB (5,5'-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid) Sigma
Folin-Ciocalteau Sigma

Sodyum dodesil siilfat (SDS) Sigma

Glisinin Merck Germany
Asetik asit Kimya lab
Tirozin Simple Nutritions
Ure Sigma

Tweeen 20-Tween 80 Scharlau
TritonX-100 Scharlau
Azokazein Sigma

BSA Himedia
Hemoglobin Sigma

Jelatin Sigma

16



2.1.4. Tezde kullanilan tampon ve kimyasal c¢ozeltiler

2.1.4.1. Aktivite ol¢iimiinde kullanilan c¢ozeltiler

Tris — HCI Tamponu (100 mM pH 8,5); Trisma base kimyasalindan 0,605 g tartildi
ve tizerine 40 mL distile su ilave edilip ¢oztldiirtildi. Daha sonra 1 M’lik HCl ile pH

degeri 8.5’a ayarlandi ve ardindan ¢ozeltinin hacmi saf su ile 50 mL’ ye getirildi.

%0,65 (w/v) Kazein Iceren Cézelti; Kazeinden 0,325 g tartildi ve iizerine pH degeri
8,5 olan 40 ml 100 mM’ lik Tris-HCI tamponundan eklendi. Kazein tamamen

¢Ozilindiigli ana kadar NaOH ilave edildi. Ardindan pH 8,5’ e ayarlandi ve ¢0zeltinin

2

son  hacmi saf su ilave edilerek 50 ml e  tamamlandi.
Triklorik Asit Cozeltisi (110 mM TCA); TCA’ dan 0,895 g tartildi ve 50 ml saf su
i¢inde ¢oziindiirtldi.

Sodyum Karbonat Cozeltisi (0.5 M Na2COs); Na2COs’ den 2,65 g ve ¢dzlinmesi

icin 50 ml saf su i¢inde karigtirldu.

Folin-Ciocalteau (0,5 M F-C Reaktifi); F-C reaktifinden 25 ml 6l¢iildii ve saf su ile

hacim 100 mL’ye tamamlandi.

2.1.4.2. Bradford yontemiyle protein tayini icin kullanilan c¢ozeltiler

Coomassie Brilliant Blue G-250 Cozeltisinin Hazirlanisi: Boyadan 100 mg tartildi ve
% 95’ lik etil alkolden 50 ml ile ¢6ziindiiriildii. Ardindan karigima %85’ lik 100 mL
fosforik asit eklendi ve son hacim distile su ile 1 L’ ye tamamlandi. Son olarak boya
kalintilarindan uzaklastirmak amaciyla filtre kagidiyla siiziildii ve homojen bir boya

¢oOzeltisi elde edildi.
Standart serum albiimin ¢6zeltisi (1 mg/ml): 25 ml saf su i¢inde 25 mg standart serum
alblimini ¢ozilindiiriilerek hazirlandi.

2.1.4.3. Kullanilan inhibitor ¢ozeltilerinin hazirlanisi

1. B- merkaptoetanol ¢ozeltisi( 1L mM ve 5 mM): 5 ml Tris-HCI (pH 8,5) i¢inde 35 ul
- merkaptoetanol ¢oziildii ve bu sekilde bir stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden

ise 1 mM ve 5 mM’ lik ¢ozeltiler hazirlandi.

2. Fenilmetansiilfonilfloriir ¢ozeltisi (1 mM ve 5 mM): PMSF’ den 1 mM i¢in 0,017

g; 5 mM igin ise 0,087 g tartild1 ve tartilan madde 5 ml etonel i¢inde ¢oziindiirtildii.
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3. DNTB ¢ozeltisi (1 mM ve 5 mM); 1 mM i¢in 0,078 g ve 5 mM i¢in 0,39 g DNTB

tartilarak 10 ml tampon ¢dzeltide ¢ozlindiirtildii.

4. EDTA ¢ozeltisi (1 mM ve 5 mM): 1 mM igin 0,039 g ve 5 mM i¢in 0,196 g EDTA
tartilarak Tris-HCL (pH 8,5) tamponunda ¢6ziildii ve ardindan hacim distile su ile 5

ml’ e tamamlandi.

5. Ure ¢ozeltisi (1 mM ve 5 mM): 1 mM igin 0,604 g ve 5 mM igin 3,02 g tartilarak

50 ml distile su i¢inde ¢oziinmesi saglandi.

2.1.4.4. Yiizey aktif madde cozeltilerinin hazirlanisi

1. Triton X-100 (%1 ve %5): %1 ‘lik ¢ozelti i¢in 0,3 ml; %5’ lik ¢ozelti i¢in 0,5 ml

Olcildii ve distile su ile 30 ml’ e tamamlandi.

2. Tween-20 (%1 ve %5): %1 ‘lik ¢ozelti igin 0,3 ml; %5’ lik ¢ozelti i¢in 0,5 ml 6l¢iildi

ve distile su ile 30 ml’ e tamamlandi.

3. Tween-80 (%1 ve %5): %1 ‘lik ¢ozelti i¢in 0,3 ml; %5’ lik ¢ozelti i¢in 0,5 ml ol¢iildi

ve distile su ile 30 ml’ e tamamlanda.

4. . Tween-80 (%1 ve %5): %1 ‘lik ¢ozelti i¢in sodyum dodesil siilfattan 0,3 g; %5’

lik ¢ozelti icin 0,5 g tartildi ve distile su ile 30 ml’ e tamamland.

2.1.4.5. Dogal substratlar ile hazirlanan c¢ozeltiler

1. % 0,65 konsantrasyonda kazein ¢ozeltisi: 0,195 g kazein tartilarak 30 ml 100 mM
Tris-HCI (pH 8,5) tamponunda son hacim 30 ml olacak sekilde ¢6ziindiirtildii.

2. % 0,65 konsantrasyonda azokazein ¢ozeltisi: 0,195 g azokazein tartilarak 30 ml 100
mM Tris-HCI (pH 8,5) tamponunda son hacim 30 ml olacak sekilde ¢oziindiiriildii.

3. % 0,65 konsantrasyonda BSA ¢ozeltisi: 0,195 g BSA tartilarak 30 ml 100 mM Tris-
HCI (pH 8,5) tamponunda son hacim 30 ml olacak sekilde ¢6ziindiiriildii.

4. % 0,65 konsantrasyonda hemoglobin ¢ozeltisi: 0,195 g hemoglobin tartilarak 30 ml
100 mM Tris-HCI (pH 8,5) tamponunda son hacim 30 ml olacak sekilde ¢oziindiiriildii.

5. % 0,65 konsantrasyonda jelatin ¢ozeltisi: 0,195 g jelatin tartilarak 30 ml 100 mM
Tris-HCI (pH 8,5) tamponunda son hacim 30 ml olacak sekilde ¢6ziindiiriildi.
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2.2. Yontem

2.2.1. A. niger’in ¢cogaltilmasi

Sporulasyon ortami olarak TSA (Tyriptic Soy Agar) besiyeri kullanildi. Seyreltilmis
orneklerden steril 6ze yardimiyla TSA besiyeri bulunan petrilere ¢izgi ekim teknigiyle
ekim yapild1 ve 30 °C’de 72 saat siiresince inkiibasyona koyuldu. inkiibasyondan
sonra 7 ml sivi TSB besiyerine 100 mikrolitre bakteri inokiile edilerek 30°C’de 72 saat
boyunda inkiibe edilerek ¢cogaltildi. Stok kiiltiir hazirlamak amaciyla ise ii¢ gecelik saf
kiiltiirler uzun siire dayanmasi i¢in derin dondurucuda saklandi (sivi besiyerinde
tiretilen ti¢ gecelik kiiltiirden 350 ul + 650 ul gliserol). Cogaltilan kiiltiir, enzim

iiretiminde kullanilmasi i¢in ag1 kiiltlir gorevi gordii.

2.2.2. Fermantasyon ortaminin optimizasyonu

2.2.2.1. Uygun besiyeri i¢ceriginin belirlenmesi

Proteaz iiretimi i¢cin en uygun besiyerini tespit etmek amaciyla Taguchi (3x3)
yonteminden yararlanilmistir. Bu yontemin temek adimlari; faktor ve etkilesimlerin
tespiti, her faktoriin ayr1 sekilde seviyelerinin belirlenmesi, dogru orthogonal matrisin
tespit edilmesi, etkilesim ile birlikte faktorlerin orthogonal matrislerin siitunlarina
aktarilmasi, deneylerin gergeklestirilmesi, optimal seviyelerin ve verilen analizin
belirlenmesi ve son olarak dogrulama deneylerinin yapilmasi seklinde siralanabilir
[31]. Taguchi yontemiyle, proteaz aktivitesinde hangi parametrelerin etkili oldugunu

tespit etmek amaciyla Tablo 2.3°de belirtilen degerler denenmistir.

Tablo 2.3. Deneyde kullanilan parametreler ve seviyeleri.

pH Inkiibasyon Siiresi
%50-%50 50 24
%50-%50 55 48
%50-%50 6,0 72
%60-%40 50 48
%60-%40 55 72
%60-%40 6,0 24
%70/%30 50 72
%70/%30 55 24
%70/%30 6,0 48
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Tablo 2.4. Organik ¢oplerin smiflandiriimasi.

Besin Grubu Icindekiler
Hayvansal Protein Kusbasi et, yumurta, beyaz peynir,kasar
peyniri
Bitkisel Protein Nohut
Karbonhidrat Makarna, Eriste, Piring
Meyve-Sebze Kabak, havug, marul, salatalik, ananas, limon,

elma, ayva, kereviz, maydanoz, patlican

Kredi ve Yurtlar Kurumu yemekhanesinden alinan organik ¢opler hayvansal-bitkisel
protein, meyve-sebze ve karbonhidrat olarak smiflandirildiktan sonra blender
yardimiyla ufak parcalara ayrildi ve piire haline getirildi. Besiyeri hazirlamak i¢in gida
art1ig1 numunelerinden Tablo 2.4 *de verilen gramajlarda tartild1 ve toplam agirlik 50
g olacak sekilde karisim hazirlandi. Uzerine 100 ml saf su eklendi ve homojen bir
kivam elde etmek igin tekrardan blender yardimiyla besinler ezildi. Ardindan
besiyerinin gida parcaciklarindan arinmasi ve pliriizsiiz bir kivama gelmesi i¢in sivi,
filtre kagidi yardimiyla filtre edildi. Besiyerinin istenilen aralikta pH ayarlamasi
yapildiktan sonra 100 ml’lik tiiplere her biri 30 ml fermantasyon ortami icerecek
sekilde koyuldu ve sterilize etmek i¢in 121 C’de 15 dakika otoklavlandi. Sogutulan
besiyerleri 8 mm ¢apinda kiif kolonisi ile inokiile edildi ve vortekslendi. Inokiile edilen
tiim besiyerleri, 30°C ‘de 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkiibe edildi. Fermantasyon
stireleri bitiminde her bir besiyeri, Laf kabininde Buhner hunisi kullanilarak filtre
kagidi ile siiziildi, elde edilen siiziinti ham enzim kaynagi olarak kullanildi ve her
birinin proteaz aktivite Ol¢limii yapildi. Tim analizler ii¢ paralel tekrar ile

gerceklestirildi ve ortalama degerler rapor edildi.

Tablo 2.5. Besiyeri bilesenleri ve gramajlart.

%50-%50 %60-%40 %70-%30
Hayvansal Protein(g) 15 18 21
Bitkisel Protein(g) 15 12 9
Karbonhidrat(g) 10 10 10
Meyve-Sebze(g) 10 10 10

20



2.2.2.2. Protein oraninin proteaz enzimi iiretimine etkisi

A. niger’ In en iyi proteaz Urettigi besiyeri protein igerigini belirlemek igin %50-50,
%60-40 ve %70-30 protein oranlarinda hazirlanan besiyerleri otoklavlandiktan sonra
8 mm bakteri kiiltiiriiyle inokiile edildi ve Tablo 2.1°de belirtilen inkiibasyon siireleri

sonunda, her birinden 6rnekler alinarak enzim aktivite tayini yapildi.

2.2.2.3. Inkiibasyon siiresinin proteaz enzimi iiretimine etkisi

A. niger’ In en iyi proteaz irettigi zamani belirlemek igin otoklavlanan ve bakteri
kiiltiirtiyle inokiile edilen besiyerlerinin Tablo 2.1’de pH ve protein oranlarinda 24-48-
72 saatlik inkiibasyon siirelerinin sonunda, her birinden Ornekler alinarak enzim

aktivite tayini yapildu.

2.2.2.4. pH’nin proteaz enzimi iiretimine etkisi

A. miger’ in en iyi proteaz iirettigi baslangic pH’sin1 belirlemek icin Tablo 2.1°de
istenilen 6zelliklerdeki besiyeri pH’ 1 5,0-5,5-6,0 araliginda hazirlandi. Otoklavlanan
ve inokiile edilen besiyerlerine bakteri kiiltiiriinden ekim yapildi. Inkiibasyon sonunda

her birinden 6rnekler alinarak enzim aktivite tayini yapildu.

2.2.3. Proteaz enziminin iiclii faz aywrma (TPP) yontemi kullanilarak
saflastirilmasi

En yiiksek enzim iiretim ortami, zaman ve pH belirlendikten sonra enzimin

saflagtirilma islemlerine gecildi. Belirlenen optimum kosullarda enzim {iretimi

gerceklestirildikten sonra, fermantasyon ortami siiziilerek enzim kaynagi olarak

kullanildi. Siiziintiideki proteazin saflastirilma isleminde tglii faz ayirma sistemi

kullanildi. Saflagtirma boyunca aktivite ve protein tayinleri yapildi ve elde edilen

verilerle saflastirma tablosu olusturuldu.

Uglii faz yontemiyle proteaz enzimini saflastirmadan once besiyerindeki kiif
misellerini uzaklastirmak i¢in filtre kagid1 yardimiyla siizme islemi yapildi. Siizme
isleminin ardindan homojenat hiicre kalintilarin1 uzaklastirmak amaciyla 5000 rpm, 24
°C’de 25 dakika santrifiij edildi ve elde edilen homojenat, iiclii faz ayirma yontemiyle

saflastirma islemi i¢in kullanildi.

Saflagtirmanin en iyi oldugu amonyum siilfat/t-biitanol oranini1 bulmak igin once

tiiplere 2 ml homejenat 6lgiildi ve farkli amonyum siilfat doygunluklarina ( %30, %40,
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%50, %60, %70 ve %90) getirildi. Daha sonra her bir tuz orani igin farkli
homojentat/t-biitanol oranlart ( 1,0:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5 ve 1,0:2,0 ) hesaplanarak
gerekli Ol¢iilerde t-biitanol ilave edildi ve her islem sonrasi vorteksleme yapildi. Oda
sicakliginda 1 saat boyunca beklemenin sonucunda, net bir sekilde ii¢ fazin olustugu
gozlemlendi. Tekrardan 5000 rpm’de 24 °C’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra list faz pastor pipeti ile ayrildiktan sonra geriye kalan orta faz ve alt

faz ayr tiiplere aktarildi ve orta ve alt fazin protein tayini ve enzim aktivitesi yapildi.

Spesifik aktivite (SA), 1 mg proteine takabiil eden enzim tiinitesi olarak ifade edildi ve
deger basamaktaki enzimatik aktivitenin (U/ml) yine her basamaktaki protein
konsantrasyonuna (mg/ml) boliinmesiyle hesaplandi. Saflagtirma katsayisi (PF),
herhangi bir fazda 6lgiilen enzime ait spesifik aktivitenin homojenatta 6lgiilen spesifik
aktiviteye orani olarak ifade edildi. Verim ise herhangi bir fazdaki enzim aktivite

degerinin enzimin baslangictaki aktivitesine orani olarak hesaplandi.

2.2.4. Proteaz enziminin aktivite tayini

Proteaz enziminin aktivitesi, substrat olarak kazeinin kullanildigi yontemin modifiye
edilmesiyle belirlenmistir. Yontemi uygularken ilk olarak 90,65 konsantrasyonda
hazirlanan kazeinden 2,5 ml alind1 ve tizerine 0,5 ml enzim ¢6zeltisi eklendi. Ardindan
reaksiyon karigimini inkiibe etmek amaciyla 37°C’lik su banyosunda 10 dakika
bekletilti. Tris-HC1 tampon (100 mM pH 8,5) ¢ozeltisi enzim yerine kor i¢in kullanildi.
Inkiibasyon sonrasi1 reaksiyonu durdurmak amaciyla 110 mM’lik TCA’dan 2,5 ml
eklendi ve tekrardan 37°C’lik su banyosunda 30 dakika bekletildi. Su banyosu sonrasi
5000 rpm’de 10 dk boyunca santrifiij yapildi ve olusan siipernatanttan yeni bir tiipe 1
ml alind1. Uzerine Na,COs (0,5 M) ¢ozeltisinden 2,5 ml ve 0,5 M Folin Ciocalteu
reaktifinden 0,5 ml eklendi ve son bir kez daha 30 dakika 37°C su banyosunda
bekletildi. Siire sonunda spektrofotometrede 660 nm’de kore karsi absorbans
degerlerine bakildi. 37°C’de, pH 8,5°de gerceklesen hidroliz reaksiyonu sirasinda
%0,65 kazeinden 1 pg/dk tirozin agiga ¢ikmasi i¢in gerekli enzim miktar: bir tinite

proteaz aktivitesi (U/ml) olarak ifade dilmistir [10].

2.2.4.1. Tirozin standart e@risinin hazirlanmasi

Proteaz aktivitesi hesaplanmasinda kullanilmak amaciyla olusturulan tirozin standat
grafigi olusturmak i¢in dncelikle 100 mM pH 8,5 Tris-HCI tamponu ile 1 mg/ml tirozin
¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢dzeltiden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 ul hacimlerde
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alind1 ve son hacim 100 mM pH 8,5 Tris-HCl ile Im1’ye tamamlandi. Bu ¢dzeltilerin
her birinden 0,5 ml temiz tiiplere alinarak {izerine 2,5 ml 0,5 M Na,C0; ¢ozeltisinden,
0,5 ml 0,5 M Folin reaktifinden ilave edildi. Elde edilen karisim 37 C°de 30 dakika
boyunca bekletildi ve spektrofotometrede 660 nm’de kore karsi absorbans degeri
Olgiildii. Kor olarak pH’st 8,5 olan ve 0 pg/ml tirozin igceren 100 mM Tris-HCI
tamponu kullanildi. Elde edilen sonuglarla absorbans degerinde meydana gelen
degisimi gosteren tirozin standat grafigi ¢izildi ve grafikteki dogrunun egimi proteaz

enzim aktivitesinin hesaplanmasinda kullanildi[12].

Enzim aktivitesi hesaplanmasinda kullanilan denklem, denklem 1’de verilmistir.

U AXB

Proteaz Aktivitesi = (3.1)
ml.dk CxDxE

A Standart egriden bulunan deger (umol)
B: Toplam hacim (ml)

C: Enzim miktar1 (ml)

D: Inkiibasyon siiresi (dk)

E: Kolorimetrik 6l¢iim i¢in tiipe konulan miktar(ml)
2.2.4.2. Protein tayini (Bradford Metodu)

Coomassie Brlillant Blue G-250 boyasinin, gesitli konsantrasyonlardaki protein
cozeltilerinin asidik ve bazik gruplariyla etkileserek farkli siddette mavi renk
olusturmas1 sonucu gelistirilen bu yontem ayn1 zamanda protein konsantrasyonu i¢in
basit, hizli ve hassas bir yontem oldugu i¢in analizde kullanild1 [10]. Bu yontemde
duyarlilik sinirlari, total reaksiyon karisiminda 5-100 pg protein/ml’dir ve asidik boya
proteine baglanir. Bradford metoduna gore protein tayini yapilirken BSA (sigir serum
alblimini) standart protein olarak kullanildi. Bu proteinin boya baglama kapasitesi
yiiksek oldugu igin tercih edildi. Seyreltilmis BSA Orneklerinin {lizerine hazirlanan
Coomassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisinden 2 ml ilave edildi ve vortekslendi. 10
dakika boyunca oda sicakliginda bekletildikten sonra standartlar 595 nm dalga
boyunda kore kars1 okundu ve elde edilen degerlerle protein standart grafigi ¢izildi.

Protein tayini yapilan numunelerin bilinmeyen protein konsantrasyonlari, aynt yontem

23



kullanilarak ve standart grafigin ¢iziminden elde edilen denklemin formiilii yardimiyla

hesaplandi.

Protein Standart Grafiginin Hazirlanisi

S1gir serum albiimininin (BSA) 1 mg/ml’lik standart ¢6zeltisi distile su ile hazirlandi
ve stok ¢ozelti olarak kullanildi. Bu ¢6zeltiden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90 ve 100 pl alind1 ve herbirinin hacmi distile su ile 0,1 ml’ye tamamlandi. Kor i¢in
ise tipe 100 ul distile su aktarildi. Ardindan tiim tiiplerin tizerine hazirlanan Coomassie
Brillant Blue G-250 ¢ozeltisinden 2 ml eklendi ve vortekslendi. 10 dk oda sicakliginda
bekletildikten sonra standartlar 595 nm dalga boyunda kore karsi okundu ve elde
edilen degerlerle protein standtart grafigi ¢izildi. Protein tayini yapilan numunelerin
bilinmeyen protein konsantrasyonlari, aynt yontem kullanilarak ve standart grafigin

c¢iziminden elde edilen denklemin formiilii yardimiyla hesaplandi.

2.2.5. Molekiiler agirhi@in belirlenmesi
Saflagtirilan proteaz enziminin molekiiler agirligi Maldi Tof cihazi kullanarak
hesaplanmistir. Analizi Sakarya Universitesi/Sargem laboratuvarindan Ogr. Gér.

Mustafa Mahmut Singil gergeklestirmistir.

Saflastirilmis numunenin analizi i¢in numune 500 mikrolitre (1/1/1 asetonitril/ultra saf
su/ ethanol) karisim kullanilarak seyreltilmistir. Matriks icin ise iki farkli sekilde; 5
mg CHCA (a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid), 10 mg sinapinic acid (3,5-Dimethoxy-
4-hydroxycinnamic acid) kullanilmigtir. Matriksler 1000 mikrolitre (50/50/0.1
Asetonitril/ultra saf su/trifluoroacetic acid) karisim kullanilarak seyreltilmistir. Analiz
islemi 0.5 ml numune ve 0.5 ml matriks c¢ok 1iyi sekilde karistirilarak sekilde
gerceklestirilmistir. Analizde kullanilan araliklar; Mass Range 1000-4000 Da, Max
Laser Repetition Rate 50, Power 95, Profile 100, Shots 20, Pulsed Extraction optised
at (Da) 2300 olarak bildirilmistir.

2.2.6. Proteaz enzimiyle ilgili yapilan kinetik ¢calismalar

2.2.6.1. Proteaz enzimi i¢in optimum pH incelemesine yonelik calismalar

Optimum pH’nin tespiti igin %0,65 kazein ilaveli ¢esitli pH degerlerinde sodyum
fosfat (pH 6,0-8,0), Tris-HCI (pH 7,0-9,0) ve glisin NaOH (pH 9,0-11,0) tampon

¢oOzeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilere 0,5 ml enzim eklenerek 37°C’de 10 dakika
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boyunca bekletildi. Ardindan her birine proteaz aktivite tayini yapildi. En yiiksek
aktivitenin tespit edildigi pH degeri 100 kabul edildi. Diger sonuglar bu degere
oranlanarak bagil aktivide (%) cinsinden birbiriyle karsilastirildi. Elde edilen veriler,

enzim pH profili grafiginin ¢iziminde kullanildi.

2.2.6.2. Proteaz enzimi i¢in pH kararhh@inin incelemesine yonelik calismalar

Proteaz enzimin stabil oldugu pH’y1 tespit etmek amaciyla sodyum fosfat (pH 6,0-8,0)
Tris-HCI (pH 7,0-9,0) ve glisin-NaOH (pH 9,0-11,0) tamponlar1 kullanildi. 1 ml
tampon ¢ozeltileri lizerine,1 ml enzim ¢6zeltisi eklenerek 37°C’de 2 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon éncesinde ve sonrasinda boliim 2.2.4’teki gibi aktivide tayini
yapildi. Farkli pH degerlerinde, inkiibasyondan onceki aktivite miktart 100 olarak
kabul edildi ve inkiibasyon sonrasi elde edilen degerler kalan aktivite yiizdesi (%)
olarak ifade edildi. Elde edilen veriler, enzimin pH stabilitesi grafiginin ¢iziminde
kullanildi.

2.2.6.3. Proteaz enzimi i¢in optimum sicakligin incelenmesine yonelik ¢alismalar

Saflagtirilan enzimin optimum aktivite gosterdigi sicakliginin belirlenmesi ig¢in 100
mM Tris-HCI (pH 8,5) tamponundan hazirlanmis %0,65 konsantrasyonda kazein
¢ozeltisinin 2,5 ml’i ile 0,5 ml enzim ¢ozeltisi karistirildi.  Aktivite degerlerinin
hesaplanmasi i¢in 20°C’den 80°C’ye kadar olan sicaklik degerlerinde 10 dakika
boyunca inkiibe edildi. Inkiibaston sonrasi béliim 2.2.4’teki gibi proteaz aktivite tayini
yapildi. En yiiksek aktivitenin gozlendigi sicaklik degeri 100 olarak kabul edildi ve
diger sonuclar bu degere oranlanarak bagil aktivite (%) cinsinden birbiriyle
karsilastirildi. En yiiksek aktivitenin gozlendigi sicaklik degeri 100 kabul edildi ve
diger sonuclar bu degere oranlanarak bagil aktivite (%) cinsinden birbiriyle
karsilastirildi. Elde edilen veriler, enzimin sicaklik profili grafiginin ¢iziminde
kullanildi.

2.2.6.4. Proteaz enzimi icin stabil scakligin incelenmesine yonelik ¢calismalar

Proteaz enzimin sicaklik stabilitesini tesbit etmek amaciyla pH 8,5 100mM Tris-HCI
tamponuyla, 0,5 ml enzim ¢ozeltisi karistirildi ve 20°C’den 80°C’ye kadar olan
sicaklik araliginda 15, 30 ve 60 dakikalik siirelerde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
oncesinde ve sonrasinda boliim 2.2.4’teki gibi proteaz aktivite tayini yapildi. Farkli

sicaklik degerlerinde, inkiibasyondan onceki aktivite miktar1 100 kabul edildi ve
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inkubasyon sonrasi elde edilen degerler kalan aktivite yiizdesi (%) olarak ifade edildi.

Elde edilen veriler, enzimin sicaklik kararlilig1 grafiginin ¢iziminde kullanildu.

2.2.6.5. Proteaz aktivitesi iizerine bazi inhibitorlerin etkisinin incelemesine

yonelik ¢calismalar

Inhibitrlerden; beta-merkaptoetanol, iire, EDTA ve serin amino asidinin spesifik
inhibitorii PMFS c¢ozeltileri proteaz enziminin aktif bdlgesinde katalizden sorumlu
amino asitlerin varligini incelemek amaciyla kullanilmistir. Bu ¢ozeltilerin %1°lik ve
%51k oranlari, iirenin ise %1°’lik ve %8’lik oranlar1 hazirlandi. 50 pl enzim, 450 pl
tampon ile karistirildiktan sonra 30 dk beklendi ve boliim 2.2.4°teki gibi aktivitesi
ol¢iildii. inhibisyon ¢dzeltisi icermeyen enzim ¢dzeltisinin aktivite miktar1 100 olarak
kabul edildi ve inhibitér iceren oOrneklerin aktibitesi ise kalan aktivite olarak

hesaplanda.

2.2.6.6. Proteaz aktivitesi iizerine okside edici ajanin ve yiizey aktif maddelerinin

etkisinin incelenmesine yonelik ¢calismalar

Yiizey aktif maddelerinden Tween-80, Tween-20, SDS, Trion X-100 ve H>0>
(ylikseltgen)’nin proteaz enziminin aktivitesi lizerine etkisi incelenmesi amaciyla her
birinin %1°lik ve %5’lik tamponlari hazirlandi ve 50 pl enzim, 450 pl tampon
cozeltileri ile karistirildi. Ardindan 37°C’de, 30 dakika inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon 6ncesinde ve sonrasinda boliim 2.2.4’teki gibi proteaz aktivite tayini
yapildi. Inkiibasyon éncesi aktivite miktart 100 olarak kabul edildi ve inkiibasyon

sonrasi elde edilen degerler kalan aktivite ylizdesi (%) olarak ifade edildi.

2.2.6.7. Proteaz enziminin substratlara karsi 6zgiinliigiiniin incelenmesi

Proteaz enziminin substratlardaki aktivitesinin belirlenmesi amaciyla 0,5 ml enzim
cozeltisi ile 2,5 ml substrat ¢ozeltisi karistirildi ve bolim 2.2.4’teki gibi proteaz
aktivite tayini yapildi. Substrat ¢ozeltisi olarak pH 8,5 100 mM Tris-HCI tamponda
hazirlanan %0,65’lik hemoglobin, kazeini, jelatin, azokazein ve BSA kullanild.
Sonuglar incelendiginde substrata olan aktivitesi en yiiksek olan deger 100 kabul edildi

ve diger sonuclar bu degere oranlanarak hesaplandi.
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3. DENEY SONUCLARI

3.1. Proteaz Enziminin Uretimi

Mikroorganizmalarin gelismesi i¢in i¢inde bulunduklar1 besiyerinin gereksinim
duyduklar1 besinleri icermesi gerekir. Inkiibasyonun etkisi ve fermantasyonda
amaglanan sonuca ulasma derecesi ise c¢ogunlukla besiyeri formiilasyonundaki

degisikliklere gore degismektedir [32].

Proteaz iiretimi igin A. niger stok kiiltiirii 6n besiyeri olarak TSA besiyerine ekildi ve
3 giin sonunda hayvansal-bitkisel proteinlerden olusan gida artiklarinda elde edilen
besiyerine 8 mm inokiilasyonu yapildi. Taguchi yonteminde tasarlanan ve Tablo
3.1’de paylasilan 9 deney ile 24, 48, 72. saatlerde farkli pH ve protein oranlarinda, 3
paralel analiz ile proteaz aktivite tayini yapildi. Tiim sonuglar istatiksel olarak
hesapland1 ve A.niger bakterisinden elde edilen proteaz enziminin maksimum
aktiviteyi 24. saatte ve pH 5,5, %50-50 protein oraninda gosterdigi belirlendi. Sonucu
dogrulamak icin 3 paralel ile ayni islemler tekrarlandi ve enzim ¢alismalari igin %50-
50 protein orani, pH 5,5, 24. saat kullanildi. Tablo 3.1’ de ii¢ paralel analiz sonucunda

elde edilen absorbans degerleri yer almaktadir.

Tablo 3.1. Proteaz enziminin olugmasini etkileyen faktorlerin incelenmesi.

A B C
Hayvansal pH Inkiibasyon 1.paralel 2.paralel 3.paralel
Protein(%): siiresi
Bitkisel Protein (%)
50-50 5.0 24 h 0,920 0,89 0,9
50-50 55 48 h 1,199 1,45 1,288
50-50 6.0 72 h 0,138 0,131 0,128
60-40 5.0 48 h 0,098 0,11 0,1
60-40 55 72 h 0,104 0,121 0,142
60-40 6.0 24 h 0,452 0,34 0,412
70-30 5.5 24 h 0,835 0,801 0,825
70-30 6.0 48 h 0,49 0,51 0,718

50-50 5.5 24 h 1,314 1,297 1,335




Deney sonuglarindan elde edilen verileri degerlendirmek i¢in sonuglar S/N oranina
(sinyal/giiriiltii) ¢cevrilmistir. N giiriiltii oranin1 ifade ederken S sinyal faktoriinii ifade
etmektedir. Giiriiltii faktorii deney tasarimina dahil olmayan fakat deney sonucunu
etkileyen faktorleri ifade ederken sinyal faktorii sistemden elde edilen gercek degeri
ifade eder. Guriiltii kaynaklar1 elde edilmesi amaglanan performans
karakteristiklerinin amaclanan degerden sapmasina neden olan biitiin degiskenler
olarak agiklanir [31]. Bu nedenle S/N oranindaki N degerinin kiigiik olmas1 amaglanan
degere yaklasildigr anlamina gelmektedir. Kisaca bu calismada hedef S/N oranin
maksimum seviyede tutmak ve en yiiksek etkiyi saglamaktir. Tablo 3.2’deki degerler
incelendiginde en yiiksek etkiyi protein oranmin almasi aktivite degerini diger
faktorlere gore protein oraninin daha ¢ok etkiledigi ve daha sonra sirasiyla inkiibasyon
stiresi ve pH degerinin geldigini goriilmektedir. Ana etki grafigindeki degerlerler Sekil

3.1°de verilirken, SN oranlar1 i¢in ana etki grafigi Sekil 3.2°de gosterilmistir.

Tablo 3.2. Deney tasarimi igin verim,

Seviye Protein Orant pH Inkiibasyon Siiresi
1 0,7827 0,4014 0,7083

2 0,2088 0,7517 0,6626

3 0,5304 0,3688 0,1510
Ortalama 0,5739 0,3829 0,5573
Siralama 1 3 2

Tablo 3.3. Sinyal giiriiltii oranlar1 i¢in yanit tablosu.

Seviye Protein Orani pH Inkiibasyon Siiresi
1 -5,363  -11,569 -3,511

2 -15,317 -5,869 -7,417

3 -6,871  -10,113 -16,623
Ortalama 9,954 5,699 13,112
Siralama 2 3 1

28



Main Effects Plot for Means

Data Means

A B C
0,8
°

0,7

0,6

0,5

Mean of Means

0,4 . .
03
0.2 o

0,1

Sekil 3.1. Deney tasarimi i¢in ana etki grafigi.
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Sekil 3.2. SN oranlar1 i¢in ana etki grafigi.

Taguchi yontemi kullanilarak yapilan hesaplamalara gore parametrelerin optimum

seviyeleri ¢ogunlukla S/N oraninin en biiyiik oldugu seviyelerde meydana

gelmektedir. Grafikler incelendiginde protein orani parametresinde en yiiksek piki

birinci seviye vermistir. Bu durumda %50-50 protein oraninin aktivite tayininde en

yiiksek degeri verdigi gézlendi. pH parametresinde en yiiksek piki ikinci seviye verdi.

Buna istinaden 5,5 pH’ 1n analizi yapilan degerler arasinda optimum deger oldugu

tespit edildi. Son olarak inkiibasyon siiresi faktorii incelendiginde en yiiksek piki
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birinci seviyenin verdigi goriildii. Birinci seviye 24 saati temsil ettiginden 24 saatin
aktivite tayininde en verimli siire oldugu tespit edilerek bu degerlerin ¢alismamizda

tasarimi yapilan besiyeri i¢in optimum degerler oldugu belirlendi.

3.2. Besiyerinin Kompozisyonu

Proteaz {iretimi i¢in optimum oldugu belirlenen besiyerinin kompozisyonuna
bakilmistir. Analizler i¢in Radix Ozel Gida Kontrol Laboratuvari’ ndan hizmet alimi
yapilmistir. Analiz sonuglarma gore; sivi besiyerinde rutubet %97,96 olarak
bulunmugstur. Kiil tayini sonuglar1 ise % 0,41 olarak hesaplanmistir. Besiyerinin
protein oran1 0,6 g/100g; toplam seker 3,61 g/100; yag 0,26 g/100g; polisakkarit ise
0,81 g/100g oldugu tespit edilmistir.

3.3. Protein Tayini icin Kullanilan Standart Bovine Serum Albumin Egrisi

Bu tez calismasinda protein miktarlarin1 hesaplamak i¢in Bovine Serum Albumin
kullanilarak olusturulan BSA standart grafigi kullanildi (Sekil 4.3).

1,4
1,2
y = 0,0117x
1 R>=0,9881
0,8

0,6

Absorbans(595 nm)

0,4
0,2

0
0 20 40 60 80 100 120

BSA(ug/ml)

Sekil 3.3. Protein tayininde kullanilan standart grafik.

3.4. Proteaz Aktivitesinin Hesaplanmasi Icin Tirozin Standart Grafigi

Bu tez c¢aligmasinda hazirlanan tirozin grafigi enzim aktivitesini hesaplamak icin

kullanilmistir ve hazirlanan grafik Sekil 3.4’ te verilmistir.
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Sekil 3.4. Aktivite hesaplamasinda kullanilan tirozin standart grafigi.

3.5. Uclii Faz Ayirma (TPP) Sistemi Kullanilarak Enzimin Saflastiriimas
3.5.1. TPP sistemiyle saflastirilan proteaz enziminin amonyum siilfat ve organik
¢Ozgen oraninin incelenmesi

A. niger’ den iiretilen proteaz enziminin sirastyla %30, %40, %50, %60, %70, %80 ve
%90 konsantrasyonlardaki amonyum siilfat oranlart ve 1,0:0,5; 1,0:1,0; 1,0:1,5;
1,0:1:2 gibi degisik homojenat:t-biitanol oranlari ile yapilan analizler sonrasi bulunan
verilerle, verim ve saflastirma katsayilar1 hesaplandi. Saflastirilan proteaz enziminin,
%80 (w/v) amonyum siilfat ve 1,0:1:1,5 (v/v) homojenat:t- biitanol oraninda, alt fazda
en iyi % verim ve saflastirma katsayisini elde ettigi tespit edildi. Karakterizasyon

caligmalari i¢in de bu oranlar kullanildi.

3.5.2. Proteaz enziminin TPP yontemiyle saflastirma sonuglari
TPP yonteminde %80 (w/v) amonyum stilfat ve 1,0:1:1,5 (v/v) homojenat:t- biitanol
orani kullanilarak proteaz enzimi % 235,172 verim ve 13,5 kat ile alt fazda saflastirildi

ve sonuglar Tablo 3.4’ de verildi.
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Tablo 3.4. A.niger’den saflastirilan proteazin enziminin saflastirma tablosu.

Total . . Total Total Spesifik
Basamak Hacim A(‘Stlmlt)e (Zzg;ﬁ']?) Aktivite  Protein Aktivite %Verim ;Z?::ur;:la
(ml) ) (mg)  (Umg) .
. 2,00 25,85 5,20 51,70 10,40 4,97 100,00 1
Homojenat
Alt faz 2,00 60,79 0,93 121,58 1,86 65,37 235,17 13,15
Ara faz 2,00 14,70 4,90 29,40 9,80 3,00 56,86 0,12
60 4
3,5
50
3
40
25 »
£ z
& 30 2
>
S e
1,5 E
20 %
<
13
wn
10
I 0,5
. e 1 1 L .
0109 ovot oL 0M° oLt
homojenat:t-biitanol
mmmm \Verim Alt Faz s \/erim Orta Faz
e At Faz Saflastirma Kat Sayisi Orta Faz Katlagtirma Sayis1

Sekil 3.5. Proteaz enziminin saflastirilmasinda %30 amonyum siilfat konsantrasyonu
ve ¢esitli t-biitanol oranlarmin verime ve saflastirma katsayisina etkisi.
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Sekil 3.6. Proteaz enziminin saflagtirilmasinda %40 amonyum siilfat konsantrasyonu
ve ¢esitli t-biitanol oranlarinin verime ve saflastirma katsayisina etkisi.
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Sekil 3.7. Proteaz enziminin saflastirilmasinda %50 amonyum siilfat konsantrasyonu
ve ¢esitli t-biitanol oranlarmin verime ve saflastirma katsayisina etkisi.
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Sekil 3.8. Proteaz enziminin saflastirilmasinda %60 amonyum siilfat konsantrasyonu
ve ¢esitli t-biitanol oranlarin verime ve saflastirma katsayisina etkisi.
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Sekil 3.9. Proteaz enziminin saflastirilmasinda %70 amonyum siilfat konsantrasyonu
ve ¢esitli t-biitanol oranlarmin verime ve saflastirma katsayisina etkisi.
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Sekil 3.10. Proteaz enziminin saflastirilmasinda %80 amonyum siilfat konsantrasyonu
ve ¢esitli t-biitanol oranlarinin verime ve saflastirma katsayisina etkisi.
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Sekil 3.11. Proteaz enziminin saflastirilmasinda %90 amonyum siilfat konsantrasyonu
ve ¢esitli t-biitanol oranlariin verime ve saflastirma katsayisina etkisi.
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3.5.3.Molekiiler agirhigin belirlenmesi
Alt fazda saflagtirilan 6rnegin molekiiler agirligi, MALDI-TOF cihazi kullanarak
15,56 kda olarak bulunmustur.

) 1556.23(r555)
100

90
80
70 1921.00{r520}
60

50
1491.33(1557)

404 2628.20{r723}
30
1140.62{r276} 1903 67{r511) 2656.20{r665}
201 2106.42{r560
1210.99{r605} {1560}
I 1826.32{r502} 2457.56(r543}
1328.72{r200} 2437.04{r438} 2964.44{r634}
0]
1000 1500 2000 2500 3000 3500 400(

Sekil 3.12. Saflastirilmis enzimin molekiiler agirhigi.

3.5.4.Proteaz enzimi iizerine optimum sartlarin incelenmesine yonelik sonuclar

3.5.4.1.Proteaz enzimi icin optimum pH tespitine dair sonuclar

Saflastirilan proteaz enzimi iizerinde optimum etkiyi gosteren pH degerini gormek icin
%0,65 kazein igeren iceren farkli pH degerlerinde tamponlar kullanilarak enzim
aktivite degerlerine bakildi. pH 6,0-8,0 degeri i¢in 0,1 M sodyum fosfat, pH 7,0-9,0
degeri i¢in Tris-HCI ve pH 9,0-11,0 degeri i¢in glisin-NaOH kullanildi. Proteaz
enziminin pH 10 glisin-NaOH (pH 9,0-11,0) tamponunda en iyi aktiviteye sahip
oldugu tespit edildi.

Tablo 3.5. Proteaz enzimi {izerine optimum pH degerinin tespiti i¢in olusturulan bagil

aktivite cizelgesi.

pH 6 7 8 9 10 11
Bagil 85,23 82,15 78,15 7521 100 54,46
Aktivite(%)
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Sekil 3.13. Proteaz enzimi iizerine optimum pH degerinin tespiti i¢in olusturulan bagil
aktivite grafigi.

3.5.4.2.Proteaz enzimi iizerinde pH kararhhiginin tespitine dair sonuclar

Saflagtirilan proteaz enzimi lizerinde pH kararliligimnin tespiti i¢in bazi tamponlar
kullanildi. pH 6,0-8,0 degeri i¢in 0,1 M sodyum fosfat, pH 7,0-9,0 degeri icin Tris-
HCI ve pH 9,0-11,0 degeri i¢in glisin-NaOH kullanildi ve aktivite degerlerine bakildi.
Proteaz enziminin pH 9 100 mM Tris-HCI tamponunda en iyi aktiviteye sahip oldugu
tespit edildi.

Tablo 3.6. Proteaz enzimi lizerine stabil pH degerinin tespiti igin olusturulan bagil

aktivite ¢izelgesi.

pH 6 7 8 9 10 11
Kalan 4926 80,94 92,36 97,25 56,71 40,87
Aktivite

(%)
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Sekil 3.14. Proteaz enzimi iizerine stabil pH degerinin tespiti i¢in olusturulan bagil

aktivite ¢izelgesi.

3.5.4.3. Proteaz enzimi iizerine optimum sicakhigin etkisinin tespitine yonelik

sonuc¢lar

Proteaz enzimi i¢in optimum sicakligi belirlemek amaciyla 20°C ile 90° C arasindaki
sicaklik degerlerinde aktivite degerlerine bakildi. Elde edilen veriler grafik ve
cizelgelerde gosterildi. Bu sonuglar 1s1ginda optimum sicakligin 60°C oldugu

belirlendi.

Tablo 3.7. Proteaz enzimi iizerine optimum sicaklik tespiti i¢in olusturulan sicaklik-

bagil aktivite (%) 6l¢lim sonuglari.

Sicakhik 20°C  30°C  40°C  50°C 60°C 70°C 80°C  90°C
Bagil 80,67 89,33 880 916 100 960 81,47 715
Aktivite(%6)
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Sekil 3.15. Proteaz enzimi optimum sicaklik tespiti i¢in sicaklik-bagil aktivite (%)

grafigi.
3.5.4.4 Proteaz enzimi iizerine stabil sicakli@in etKisinin tespitine yonelik sonuclar

Proteaz enziminin stabil sicaklik degerinin tespiti icin 20°C’ ile 90°C sicaklik
araliginda ve 15, 30, 60 ve 90 dk’lik inkiibasyon siirelerinde aktivite degerlerine
bakildi. Analizlerden elde edilen sonuglar ile grafik ve cizelgeler olusturuldu.
Proteazin en iyi aktiviteyi 60°C sicakliginda ve 60 dk siire sonunda %98,91°lik deger
ile sagladig: gortildii. Diger sicaklik degerleriyle karsilastirildiginda degisen siirelerde
aktivitesini en iyi koruyan sicaklik oldugu gézlendi. 20 °C, 30 °C ve 90 °C’de 120 dk

inkiibasyon siiresinin sonunda gozle goriiliir bir aktivite kaybi tespit edildi.

Tablo 3.8. Proteaz enziminin stabil sicakligini tespit etmek igin sicaklik-zaman
cizelgesi.

Siire (dk)  20°C  30°C  40°C  50°C  60°C  70°C  80°C  90°C
15 76,48 89,78 84,06 84,06 8182 80,77 70,04 72,94

30 66,15 76,92 70,44 73,63 83,92 7527 76,14 70,04
60 63,96 74,83 71,43 65,0 9891 7593 89,42 68,33
90 62,86 67,26 6894 69,34 96,70 71,87 7593 60,63

120 58,75 6491 6785 6824 8542 69,34 70,44 51,75
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Sekil 3.16. Proteaz enzimi i¢in stabil sicaklik grafigi.

3.5.4.5.Proteaz enziminin aktivitesi iizerine okside edici ajaminmin ve yiizey aktif

maddelerinin etkisinin incelenmesine yonelik sonuclar

Saflagtirilan proteaz enzimi iizerine okside edici ajan olan H20: ‘nin ve ylizey aktif
maddelerin etkisini incelemek amaciyla %1 ve %5’ lik konsantrasyonlarda SDS,
Tween-20, Tween-80, Trion X-100 gibi yiizey aktif maddeleri ve H2O okside edici
ajan) ile ¢ozeltiler hazirland1 ve bu ¢ozeltiler enzim ile 30 dk etkilesime sokularak
aktivite tayini yapildi. Sonuglar incelendiginde %1’ lik SDS’ in enzim aktivitesinde
kayda deger bir aktivite kaybina neden oldugu gozlenirken %5’lik SDS’in enzimin
aktivitesini tamamen inhibe ettigi tespit edildi. %1’lik H202 varliginda enzim
aktivitesini %87’ye kadar korudugu belirlendi. Sonug¢ olarak yiizey maddelerinin

konsantrasyonu arttik¢a enzimin aktivitesine olan etkisinin de arttig1 belirlendi.

Tablo 3.9. Yiizey aktif maddelerin ve okside edici ajanin proteaz enzimi lizerine

etkisi.

Yiizey Aktif Maddeler %1 %5
Kontrol 100 100
SDS 9,23 0
Tween-20 43,24 28,12
Tween-80 57,32 37,51
TritonX-100 50,32 25,17
H202 87,32 63,77
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Sekil 3.17. Saflastirilan proteaz enzimine yiizey aktif maddelerin etkisi.
3.5.4.6.inhibitorlerin proteaz aktivitesi iizerine etkisinin incelenmesi

Proteaz enziminin inhibitorlere olan etkisini incelemek amaciyla DTNB, EDTA,
PMSF ve B-merkaptoetanolden 1 mM ve 5 mM, iireden ise 1 mM ve 8§ mM’ lik
cozeltiler hazirlandi ve enzim ile etkilesime sokularak 30 dk boyunca bekletildi ve siire
sonunda aktivite dl¢iimii yapildi. inhibisyon ¢ozeltisi ile muamele edilmeyen enzim
kontrol olarak kullanildi ve 100 kabul edildi. Sonuglar incelendiginde enzimin %1
PMSF varliginda aktivitesinin yaklasik %95’ ini inhibe ettigi, %5’ de ise neredeyse
tamamimni inhibe ettigi goriilmektedir. iki konsantrasyondaki f-merkaptoetanol varligi
aktivitide artisina neden olmustur. Enzim aktivitesinde, EDTA varliginda da kayda
deger bir azalma goriilmesi enzimin metal baglama bolgesine sahip oldugu sonucuna
varilmay1 saglamistir. Serin spesifik inhibitorii olan PMSF’ nin enzimin iizerindeki
inhibe etkisi aktif bolgesinde bir alkalin serin proteaz oldugunu gostermektedir.
Caligmamizda incelemeye alinan alkalin serin proteaz enzimin diinyada ¢ok¢a ragbet
gormesi ve endistride kullanim alanmin genis olmast ¢alismanin Onemini

gostermektedir.
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Tablo 3.10.Inhibisyon ¢dzeltilerinin proteaz aktivitesi iizerine etkisi.

Inhibisyon ¢ozeltileri Konsantrasyon(mM) Kalan Aktivite (%)
Kontrol 0 100
B-merkaptoetanol 1 141,32
5 123,45
EDTA 1 58,12
5 29,68
PMSF 1 4,85
5 1,23
DTNB 1 75,11
5 60,23
Ure 1 48,41
8 31,57
160
140
120
100
80
60
40
20
0 .
> o < NS s
0mlm5n8

Sekil 3.18. Inhibisyon ¢dzeltilerinin proteaz aktivitesi iizerine etkisi.
3.5.4.7. Substratlarin proteaz enzimi iizerindeki etkisinin incelenmesi

Proteaz enziminin ¢esitli substratlardaki aktivite degerlerini belirlemek amaciyla 100
mM pH 8,5 Tris-HCI tampununda hazirlanan %0,65 konsantrasyondaki kazein, BSA,
hemoglobin, jelatin ve azokazein substrat ¢ozeltisi kullanilarak aktivite 6l¢iimleri
yaptlmistir. Elde edilen degerler Cizelge 3.11° de gosterildi. Proteaz enzimi en iyi
kazein varliginda aktivite gosterdi. Kazeini sirasiyla azokazein hemoglobin, jelaitin ve
en son olarak da BSA takip etti.

Tablo 3.11. Dogal substratlarin proteaz enzimi iizerine etkisi.

Dogal Substratlar Kazein  Azokazein  Hemoglobin  Jelatin BSA
(%0,65 wiv)
Bagil 100 83,62 47,27 35,38 21,15

Aktivite (%)
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4. TARTISMA

Enzim kaynagi olarak proteaz tercih edilmistir ¢linkii proteaz enzimi genetik
uygulamalarla yeni enzimlerin olusmasini saglamaktadir. Gida enddistrisi, deri
endiistrisi, evsel ve endiistriyel atiklarin degerlendirilmesi, peptid sentezi, medikal
alanlar, ipek islenmesi, fotograf endiistrisi, deterjan endiistrisi gibi alanlarda uygulama
imkani buldugundan saflastirma yontemi olarak TPP tercih edilmistir. Bunun nedeni
olarak kromatografik yontemlerden ¢ok daha ucuz olmasi, birim operasyon sayisinin
azaltilmasi, bunlarin yani sira t-biitanoliin pratik olarak oda sicakliginda ve hatta
yiiksek sicaklikta kullanilabilir olmasi ve TPP'de elde edilen t-biitanol fazinin kullanim
tekrarinin olmasi, daha hizli, kisa siireli, ekonomik, etkili olmas1 gibi avantajlardan

kaynakli oldugu s6ylenebilir [29].

Mikroorganizmalarin gelisimi i¢in en verimli ireme ortaminin olusturulmasi amaciyla
organik ¢Oplerden besiyeri elde edilmistir ve calismamizda besiyerinde proteaz
tretimini etkileyen en Onemli faktorlerden biri protein miktaridir. Proteinler
aminoasitlerin polimerlesmesi sonucu olusan polimerlerdir ve her aminoasidin miktari
ve tiiri protein kaynagina gore farklilik gosterir. Ornegin hayvansal ve bitkisel
proteinlerin de igerdikleri aminoasitler farklidir ve farkliliklar proteaz gesidini de
etkiler. Proteazlar aktif bolgelerinde bulunan fonksiyonel aminoasite bagli olarak serin
proteaz, sistein proteaz, asidik proteaz ve metalloproteazlar olarak
siiflandirilmaktadir. Calismamizda hazirlanan besiyerinin bilesiminde bulunan
bitkisel proteinlerden bakliyatlar, asidik asit, lisin, glutamik asit ve arjinin gibi
aminoasitleri igerir. Hayvansal proteinler proteazin proteini par¢alamak ic¢in kullandig
enzimlerden sistein ve serin dahil 20 aminoasidin tamamini igerir [33]. Sonuglara
bakildiginda bitkisel ve hayvansal proteinin esit miktarda oldugu besiyeri proteaz
tiretimi igin tercih edilmistir fakat yine de enzim iiretimi i¢in hayvansal proteinler
bitkisel proteinlere kiyasla aminoasit agisindan daha zengin oldugu bilinmektedir.
Hayvansal protein miktarinin %70’ lere ¢ikarildigi durumda aktivitede artis meydana

gelmistir fakat esit oranda elde edilen verim bu degerde saglanamamistir. %60-%40



orani proteaz enzim aktivitesinde kayda deger bir diislis yasatmistir. Bu nedenle
bitkisel ya da hayvansal proteinlerden birine agirlik vermektense dengeyi saglamak
daha mantikli bir yaklasim olacaktir. Literatiirdeki protein farkliligi {izerine yapilan
bir ¢alismada Pinjar ve arkadaslar1 [34], piring ¢esitlerinin farkli cografi bolgelerde
yetistirildigi i¢in numunelerdeki protein seviyesinin olduk¢a farkli oldugunu
sOylemektedir. Cesitli piring atigi Orneklerinden ekstrakte edilen proteazlarin
aktivitelerini  karsilastirmis ve farkli piring numunelerindeki proteaz iiretim
seviyesindeki farkin, numunelerin protein igerigindeki farktan kaynaklandigini

belirtmistir.

Besiyerini etkileyen faktorlerden biri inkiibasyon siiresidir ve ¢aligmamizda optimum
enzim olugma siiresinin 24 saat oldugu tespit edilmis ve artan inkiibasyon siiresinde
proteaz aktivitesinde azalma goriilmiistiir. Yapilan benzer ¢aligsmalar incelendiginde;
Upgade ve arkadaslar1 [35], Fransiz fasulyesi kullanarak gerceklestirdigi
fermantasyonda; Qazi ve arkadaslar1 [36] ise, bugday kepegi ve soya fasulyesinden
proteaz lretimini, ¢alismamizdan farkli olarak optimum enzim iiretimini 48. saatte
elde etmistir ve bunun yani sira Shivkumar [37], yaptig1 benzer galismada optimal
inkiibasyon siiresinin 120. saatte 280 U/g enzim aktivitesi ile elde ettigini belirtmistir.
Fakat tiim ¢aligmalar verimin artan inkiibasyon siiresinde diistiigii yoniinde ortak bir
karara varmustir [34, 35]. Inkiibasyon siiresi arttikca enzim iiretiminin diismesi
ortamdaki diger bilesiklerden ve kullanilan kati substrat yapisinin zamanla
bozulmasindan kaynaklanmaktadir. Mikroorganizma tarafindan kisa siirede enzim
tiretiminin gerceklestirilmesi 6nemli avantaj saglar. Optimum inkiibasyon siiresine
yaklastikga dogrusal olarak enzim firetimi artar fakat {iremenin en yogun oldugu
zamandan sonra kademeli bir sekilde azalir. Bunun nedeni, fermentasyon ortaminda
bulunan besinlerin azalmasi, bozulmasi ve ortamdaki atik maddelerin birikmesi
sonucu bakterilerin 6liim fazina gegisinin hizlandirmasi ve 6liim fazinda tretimin

duragan fazdan daha diisiik olmasi gosterilebilir [37].

Caligmamizda organik ¢oplerden elde edilen besiyerinde enzim iiretimi i¢in optimum
pH 5,5 olarak bulunmustur ve daha yiiksek ya da daha diisiik pH degerleri aktivitenin
azalmasina sebep olmustur. Literatiirdeki enzim liretiminde pH’ 1n etkisi incelenmek
istendiginde; Oyeleke ve arkadaslar1 [38], bitkisel proteinlerden fasulyeyi kullanarak
hazirladiklar1 besiyerinde A.niger’ den proteaz iiretimi i¢in optimum pH’1n 6 oldugunu

belirtirken; Shivkumar [37], Aspergillus sp. tarafindan asit proteaz iiretimi igin
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optimum pH ‘1n 5.0 oldugunu ve 5.0" in altindaki ve iizerindeki pH’ 1n enzim {iretimini
olumsuz etkiledigini belirtmistir. Benzer sekilde Oyewole ve arkadaslar1 [39],
mezhaba atiklarindan elde ettikleri proteaz enzim aktivitesi igin sirasiyla A. niger ve
P. frequesans i¢in 5.0 ve 6.0 pH ’mn optimum oldugunu kaydetmistir. Ortamin pH' 1,
organizmanin biiylimesini ve metabolizmasini etkileyen onemli bir parametredir.
Organizmalarin ¢ogu, optimum biiylimeleri i¢in pH' 1n 5 ila 8 arasinda olmasini tercih
eder. Bununla birlikte, ¢cok az1 asidik pH" tercih ederken, ¢ok azi salgi lriinlerine

dayal1 bazik pH' 1 tercih eder [40].

Bu parametrelerle {iretilen besiyerinde proteaz aktivitesi 60,79 U/ml olarak
hesaplanmistir. Literatiirdeki benzer ¢alismalara bakildiginda Paranthaman ve
arkadaglar1 [41], A.niger bakterisi kullanarak piring atiklarindan proteaz enzimi
tiretiminde aktiviteyi 67,7 U/g bulurken, Devi ve arkadaslari da [42], A. niger kiifii ile
yaptiklar1 optimizasyon c¢alismalarinda proteaz aktivitesini 89,1 U/ml olarak

belirtmislerdir. Calismamizdan elde edilen deger ile yakin sonuclar elde edilmistir.

Calismamizda proteaz iiretimi i¢in en uygun besiyeri tespit edildikten sonra
kompozisyonuna bakilmistir. Organik atiklardan elde edilen sivi besiyerinde rutubet
miktart %97,96 olarak bulunmustur. Organik atiklardan besiyeri elde eden Atici ve
arkadaglarinin [43] ¢aligsmasi ile karsilastirilmak istendiginde, yumurta kabuklarindan
hazirladig1 besiyerinde rutubet degeri %99,5 olarak bulunmustur. Caligmamizdaki
besiyerinin protein orani 0,6 g/100 g olarak tespit edilmistir. Atici, yumurta
kabuklarinda protein degerini 3,9 g/100 g bulurken, salataliktan hazirladig
besiyerinde protein oranini 0,37 olarak tespit etmistir. Yumurta hayvansal kaynaklh
giiclii bir protein kaynagi oldugu i¢in deger daha yiiksek ¢ikmistir. Besiyerimizde
toplam seker 3,61 g/100 bulunmustur. Diger ¢alismada ise bu deger 0,73 g/100 olarak
bildirilmistir. Besiyerimizde yag orani 0,26 g/100 g olarak hesaplanmistir. Atici
besiyerlerinde sirasiyla bu degerleri benzer sekilde 0,32 g/100 g ve 0,3 g/100 g olarak
tespit etmistir. Polisakkarit oranimiz ¢alismamizda 0,81 g/100 g iken Atici’nin
yumurta kabuklariyla yaptig1 calismasinda bu deger 2,75 g/100 g’dir. Son olarak kiil
tayininin sonuglart ¢alismamizda % 0,41 olarak hesaplanmigtir. Besiyerimizin
kompozisyonu incelendiginde ve besiyerinde tireyebilen A.niger, saflagtirilan proteaz
enzimi g6z Oniine alindiginda, besiyerinin mikroorganizmalarin  gelisimini

destekleyen besin degerlerini yeterli miktarda icerdigi goriilmektedir. A.niger’ den
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saflagtirilan proteaz enzimi %80 (w/v) amonyum siilfat oranina ve 1,0:1,15 (v/v)

homojenat:t-biitanol oraninda % 235,172 verimle, 13,15 kat alt fazda elde edilmistir.

Literatiirdeki saflagtirma ¢alismalarinda ¢ogunlukla ¢ok asamali kromatografik
yontemler tercih edilir fakat TPP yontemiyle saflastirmaya ait az sayida ¢alisma vardir.
TPP yontemi kullanilarak yapilan saflastirmalarda genellikle %25-363 aras1 verim ve
2,7-95 arasi1 saflastirma katsayisina ait sonuglarn bildirildigi gozlenmistir [10].
Calotropis procera ve Cucumis melo (Cucumisin) 'nun TPP yontemiyle proteaz
saflastirmas1 lizerine yapmis oldugu c¢alismalarda 9%60-65 amonyum siilfat
konsantrasyonunda yiiksek oranda enzim geri kazanimi ve saflastirma tespit edilirken,
t-biitanol hacmindeki artisin, enzim aktivitesinde bir azalmaya sebep oldugu
belirtilmistir [13]. Pinjara ve arkadaslar1 [34], A.niger ve A.flavus proteazlarini %70
doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirme ve diyaliz ile sirasiyla 11 ve 9 kat
saflastirmistir.  Chimbekujwo ve arkadaslar1 [44], A. brasiliensis BCW2 tarafindan
tiretilen ham proteazi, amonyum stilfat (%80) kullanilarak kismen saflastirilmis ve
%28 proteaz geri kazanmimi ile 13,3 kat saflik vermistir. Riizgar’ in [10], B.
licheniformis OSB6’dan proteaz enzimlerinin TPP ile saflagtirilmasi iizerine yaptigi
calismada %70 amonyum siilfat ve 1,0:1,5 t-biitanol oraniyla saflagtirmayi
gerceklestirdigi bildirilmigtir. Bagka bir ¢alismada ipek otundan proteaz enzimini
saflastirmak igin ilk olarak 1,0:0,5 homojenat-t:biitanol oraninda %65 amonyum stilfat
ile ikinci bir TPP yapilmistir. Analiz sonucunda enzimin %132 verim ve 6,92 kat
saflastirildigi ve enzimin alt fazdan elde edildigi tespit edilmistir. Bir diger ¢alismada
balik i¢ organlarinda alkalin proteazi saflastirmak amaciyla 1,0:0,5 oraninda t-biitanol,
%350 amonyum siilfat kullanilarak kullanilarak pH 8,0 de TPP yontemi uygulanmis
ve enzimin %154 verimle saflastirildig1 bildirilmistir. Sonug olarak t-biitanol miktari
daha diisiik oldugunda amonyum siilfat ile yeterli sinerji olusturamaz ama daha ytiksek
ise protein denatiirasyonuna neden olmasi kag¢inilmazdir. Ayrica yapilan ¢aligmalarda
TPP prosediirleri sirasinda amonyum siilfat konsantrasyonundaki artisin enzimlerin

aktivitesini arttirdig rapor edilmistir [10].

Saflagtirma isleminin etkinligini 6l¢gmek amaci ile saflagtirilan proteazin molekiiler
agirligi hesaplanmistir ve analiz sonucunda deger 15,56 kDa olarak bulunmustur.
Aktif bolgelerinde bir serin grubu bulunan serin proteazlarin genellikle molekiiler
kiitleleri 15-35 kDa arasinda degismektedir. Genele bakildiginda 30-35 kDa arasinda
bir yogunlagma oldugu goriilmektedir fakat daha yiiksek molekiiler agirliga sahip
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enzimlerinde oldugu bazi ¢alismalarda belirtilmistir [45]. Ornegin Charles ve
arkadaglar1 A.nidulans’ tan saflagtirdiklart alkalin proteazin molekiiler agirliginin 42
kDa oldugunu belirtmistir [46]. Shehada [45], A.niger 2 suslarinda iiretilen proteazin
molekiiler agirligimi1 33 kDa olarak bulurken bu degere ¢ok yakin bir deger Ferid ve
arkadaglarinin [47], A. niger 'den proteaz iirettigi c¢alismada 32 kDa olarak
belirlenmistir. Benzer sakilde Hajji ve arkadaslari [48], A.clavatus ES1' den iirettikleri
stabil alkalin serin proteazin molekiiler agirhigimi 32 kDa olarak bulurken yakin bir
deger de 37 kDa olarak Chakrabarti ve arkadaslarinin [49] A. terreus'tan elde ettigi
ekstraselliiler alkalin proteazdan gelmistir. Bir baska calismada da ayni sekilde Devi
ve arkadaslari [42], A.niger'den alkalin proteaz enziminin molekiiler agirligini 38 kDa
olarak tespit etmistir. Calismamizda bulunan molekiil agirlig1 proteaz iizerine yapilan
calismalardan farkli olarak daha diisiik ¢cikmistir. Bunun sebebi ¢calismada tercih edilen
saflagtirma yontemi ve kullanilan besiyeri gibi faktorlere bagli olarak degiskenlik

gosterebilir.

Enzimin fiziksel ozellikleri ve fonksiyonlari icin saflastirma ve karakterizasyon
onemli bir asamadir. Bu nedenle saflastirilan proteazin karakteristik 6zelliklerini tespit
etmek amaciyla gesili sicaklik ve pH degerlerinde aktivitelerine bakilmistir. A. niger
bakterisinden saflastirilan proteaz enzimi i¢in optimum pH degeri 10 olarak tespit
edilmis ve 6-7 arasinda da % 85’ e kadar aktivitesini korudugu, 2 saatlik
inkiibasyondan sonra en yiiksek aktiviteyt pH 9,0’da verdigi gozlenmistir.
Literatiirdeki benzer ¢alismalara bakildiginda Devi ve arkadaslari‘nin [42], A. niger
ile yaptiklar1 optimizasyon caligmalarinda ve benzer sekilde Lanka ve arkadaslar1 ‘nin
[50], siit Griinleri atik suyunda alkalin proteaz iiretiminde de optimum pH’ i 10,0
oldugu bulunmustur. Farkli sekilde Coral ve arkadaglari’nin [51] yan1 sira Oyeleke ve
arkadasglar1 da [25], 4. niger’ den proteaz aktivitesi i¢in optimum pH’ 1 9,0 oldugunu
belirtmislerdir. Bu ¢aligmalarin aksine Olajuyigbe [52], A.niger’den asit proteaz
tiretiminde pH kararliliginin pH 3,5 te en iyi oldugunu ve 4,0 ‘dan sonra hizla
diistiigiinii belirtmistir fakat A.niger ile yapilan ¢alismalarin ¢ogunda optimum pH
10,0 olarak bulunmustur. Caligmalar karsilastirildiginda elde edilen enzimin pH
kararliligmin oldukg¢a iyi oldugu ve literatiirdeki calismalar ile uyumlu oldugu
goriilmiistiir. Bununla birlikte, optimum pH degerinin 10 olarak bulunmasi, enzimin

alkali sartlarda dahi aktif kalabildigini gostermektedir.
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A.niger kiifiinden saflastirilan proteaz enziminin Sicaklik calismalari sonucunda
proteazin en iyi aktiviteyi 60 °C’ de 60 dk’ lik inkiibasyon siiresi sonunda %98,91°lik
deger ile sagladigi goriilmiis ve diger sicaklik degerleriyle karsilastirildiginda degisen
siirelerde aktivitesini en iyl koruyan sicaklik oldugu gozlenmistir. Qazi ve
arkadaglarinin [36] yaptiklar1 benzer bir ¢alismada da bugday kepegi ve soya
fasulyesini kullanarak A4. niger’ den proteaz iiretimi i¢in optimum sicakligin 60 °C
oldugunu bulduklar1 gibi baska calismalarda yine A. niger kullanilarak iiretilen
proteazin 40 ile 50°C'de optimum aktivite sergiledigi gosterilmistir. Literatiirde
cogunlukla sicaklik ve inkiibasyon siiresi arttikga aktivitenin diistiigii gortliir fakat
termofilik enzimlerin genellikle sicaklik sonucu aktivitesinin arttigi belirlenmistir.
Endiistriyel ¢aligmalarda sicakliga dayaniklilik ve yiiksek alkalilik olmasi istenen bir
durumdur ve enzimin tercih edilme sebepleri arasinda yer alir. Biyoteknolojik
uygulamalar ve biyomiihendislik alanlarinda da yiikksek pH ve yiiksek sicaklik
araliginda aktivitesini ve stabilitesini yliksek tutan proteazlar ve daha fazla kullanilir.
Dolayisiyla bu yoniiyle A4.niger’ den firetilen proteaz enziminin olduk¢a avantajh

oldugu sdylenebilir [10] .

A.niger kiifiinden saflastirilan proteaz enzimi aktivitesi inhibitorlerin  nasil
etkilediginin incelenmesi amaciyla, siifidril grubu inhibitorii olan f-merkaptoetanol;
serin spesifik inhibitdrii olan PMSF; sistein spesifik inhibitorii olan DTNB, EDTA ve
tire kullanildi. Bir proteaz sinifina 6zgli inhibitorler tarafindan enzim aktivitesinin
inhibisyonu, bilinmeyen saflastirilmis proteazin mekanik smifin1 belirlemek i¢in
uygundur. Elde edilen veriler neticesinde %1 PMSF varliginda aktivitesinin yaklasik
%095’ ini inhibe ettigi, %5 konsantrasyonda ise neredeyse tamamini inhibe ettigi
goriilmektedir. Serin spesifik inhibitorii olan PMSF’ nin enzimin {izerindeki inhibe
etkisi aktif bolgesinde bir serin proteaz oldugunu ve enzimin alkalin serin proteaz
oldugunu gostermektedir. PMSF’ nin aksine iki konsantrasyondaki -merkaptoetanol
varligi da aktivitede artisa neden olmustur. Sistein proteaz inhibitorii olan DNTB’ nin
ise 1 mM' lik konsantrasyonlarda enzim aktivitesini %60’ 1, 5 mM’ lik
konsantrasyonlarda ise %48’ ini korudugu belirlendi. EDTA 1 mM ve 5 mM’lik
konsantrasyonlarinda enzim aktivitesini O6nemli Olgiide inhibe etmistir. Enzim
aktivitesinin EDTA varliginda da azalmasi enzimin metal baglama bdlgesine sahip
oldugunu gostermektedir. Benzer karakterizasyon ¢alismalarinda, A.niger tarafindan

tirettilen proteazin EDTA varliginda %90 inhibe oldugu ve fenilmetilstilfonil floriir

48



(PMSF) tarafindan aktif bolgedeki temel serin kalintisinin ve aktivitenin tamamen

kaybolmasina neden oldugu goriilmiistir [42,53].

Saflastirilan proteaz enzimi iizerine okside edici ajan olan H202 ‘nin ve yiizey aktif
maddelerin etkisi incelenmesi i¢in %1 ve %5’ lik konsantrasyonlarda Tween 80,
Tween 20, Trion X-100, H202ve SDS kullanildi. Analizler neticesinde %1’ lik Tween-
20, Tween-80 ve Trion X-100 varhiginda enzim aktivitesinin sirasiyla %43, %57 ve
%50 oraninda korudugunu tespit edildi. %5’ lik Tween-20 varliginda ise enzim
aktivitesinin %28’¢ diistiigii ve Tween-80, Trion X-100 varliginda sirasiyla %37 ve
%25 oranina diistiigli belirlendi. %1 ve %5 oranlarinda H,O> varliginda ise enzim
aktivitesinin sirasityla %87 ve %68 oranlarinda 6nemli 6l¢iide korudugu belirlendi.
Genel olarak yilizey aktif maddelerinde 9%5’lik konsantrasyonlarda, %1’lik
konsantrasyonlara oranla daha fazla aktivite kayb1 gozlendi. %1’ lik SDS varlig: ise
enzim aktivitesinde ciddi bir aktivite kaybina neden olurken, %5’ lik SDS’ in enzimin
aktivitesini tamamen inhibe ettigi tespit edilmistir. Sonug¢ olarak kullanilan yiizey
maddelerinin konsantrasyonu arttikga enzimin aktivitesine olan etkisinin de arttigi
belirlenmistir. Literatiirdeki ¢alismalara bakildiginda; Sattar ve arkadaslar1 [54], A.
niger kaynakl proteaz aktivitesi lizerine yiizey aktif maddelerin, metal iyonlarinin ve
¢oziiciilerin etkisini inceledigi ¢alismada 30 dakikalik inkiibasyon sonrasinda Tween
80 ve Trion X-100" iin yaklasik %25 inhibisyona sebep oldugu, SDS varliginda
enzimin %50 oraninda aktivitesini kaybettigini bildirmistir. Benzer sekilde Pham ve
arkadaglar1 [32], A. niger VTCC-F021' den tirettikleri proteaz aktivitesinin %0,5-%2
(w/v) konsantrasyonlarda Tween-20 ve Tween-80 ‘e kars1 yiiksek direng gosterdigini
ve baslangi¢ aktivitesinin %80'inden fazlasim1 korudugunu tespit etmistir. SDS ve

Triton X-100 ise enzim aktivitesini ti¢te iki oraninda azaltmustir.

A.niger’den saflagtirilan proteaz enziminin farkli substratlardaki aktivite miktarinin
incelenmesini adina %0,65 (w/v) konsantrasyonda kazein, azokazein, jelatin, BSA ve
hemoglobinden olusan protein substratlar1 kullanildi. Enzimin en 1yi kazein varliginda
aktivite gosterdigi ve kazeini sirasiyla azokazein (%83), hemoglobin (%47), jelaitin
(%35) ve en son olarak da BSA (%21)‘ nin takip ettigi goriilmektedir. Muazu‘nun
[55], A. niger iizerine yaptig1 ¢alismasinda da kazeinin substrat olarak etkisi ¢alisilmig
ve 0.44 pg/ml ile en yiiksek proteaz aktivitesi kazeinde elde edilmistir. Benzer olarak
Leng ve arkadaslar1 [56], A. oryzae CH93’den saflastirilan proteaz enziminin BSA,

jelatin, kazein ve azokazein subsratlar1 varliginda aktivitesi incelendiginde kazeinin en
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iyi aktiviteyi gosterdigi tespit edilmistir. Cesitli substratlara enzimin ilgisinin olmasi
kullanim alanlarinin genislemesine olanak saglar. Bu nedenle bazi belli kosullar
altinda stabil kalabilen enzimler, stabilitenin molekiiler temelini atmak adina bir sistem
olusturur ve bu durum endiistriyel uygulamalar i¢in proteazlarin tasarlanmasina

onciliik edebilir.
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5.SONUC VE ONERILER

Biyoteknolojinin endiistriyel enzimler hakkinda yaptigi arastirmalar giderek onem
kazanmaktadir. Bunun nedeni olarak enzim teknolojisinin giin gegtikce gelismesi,
genisleyen tiiriin kullanim alanlar1 ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi
gosterilebilir. Bu caligmalarin bir kismi atiklardan enzim {iretimi iizerinedir. Gilinlimiiz
diinyasinda, niifus her gegen giin artmaktadir ve bu nedenle artan atik olusumu
gercegini diisiinmek ve gerekli aksiyonu almak kacimilmazdir. Ozellikle meyve ve
sebzelerin dogasinda bulunan biyolojik olarak parcalanabilir 6zelliklerinden dolayz,
bunlardan elde edilen atik miktar1 Diinya ¢apinda yilda yaklasik 50 tonu bulmaktadir
ve bunun sadece %0,5°1 ¢esitli islemler i¢in girdi olarak tahsis edilir, geri kalani1 ise
¢ope atilir. Bu nedenle giinlimiizde herhangi bir siirecin yan iirlinii olarak bol miktarda
bulunan atiklardan kaynaklarin yenilenmesine odaklanilmistir [33]. Bu amagla pek
cok ¢aligma yapilmistir. Madhumithah ve arkadaslari [24], yerel pazardan temin edilen
patates, balkabagi, karnabahar, lahana ve brinjal gibi bitkisel atiklari; Oyeleke ve
arkadaslar1 [25], bitkisel protein olan bakliyat atiklarini; Lanka ve arkadaglari [50], ise
hayvansal protein olan siit lirlinleri atiklarin1 kullanarak A.niger’ den proteaz liretimini

amaclamistir.

Mevcut calismanin sonuglar1 acikga gostermektedir ki ucuz substrat olan organik
atiklar proteaz liretimi i¢in potansiyel kaynak olarak kullanilabilir. Proteazlar kiiresel
sanayi Uretiminin %60'1ndan fazlasini olusturmaktadir ve bu nedenle enzim pazari
acisindan bu ¢alisma 6nem kazanmaktadir ¢linkii reaksiyonlar1 hizlandiran yeni alkalin
proteazlar lireten, olumsuz kosullara dayaniklilig1 yiiksek olan mikroorganizmalarin
izolasyonu da 6nem arz etmektedir. Ayrica hizla gelisen sanayilesme, diinyaya tiriinler
i¢cin ¢ok yillik bir hammadde ihtiyac1 sunmaktadir. Bununla ilgili olarak, olusan atik
gereksinimleri  karsilanabilirse, tUretim maliyetinde Onemli oOl¢iide azalma
saglanabilmektedir. Calismamiz atiklarin degerlenmesi ve endiistrideki enzim agigini
kapatmak adina 6nem tagimaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda proteazin kolay, hizli ve

diisiik maliyetli sekilde tiretimi i¢in elzem parametreler optimize edilmistir [33].



Endiistride enzimlerin ve rekombinant proteinlerin tiretimi i¢in diisiik maliyetli ve
saflagtirmada beklenen sonucu verebilen teknolojilerin gelismesine ihtiya¢ vardir. Bu
nedenle bilim insanlar1 kendine daha ekonomik olan protein saflastirma yontemi
gelistirmeyi gorev edinmistir. TPP yontemi diger yontemlerle kiyaslandiginda
harcanan amonyum siilfat miktari ¢ok daha diisiik oldugu ve geri kazanimi da miimkiin
oldugu maliyet agisindan elverislidir. Optimal sicaklik ve pH gibi deneysel ¢aligmalari

kolaylastirmasi da uygulamanin bir avantajidir [30].
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