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Ticari enzim pazarinda 6nemli bir yeri olan proteolitik enzim grubundan proteazlar, genis ve farkl biyoteknolojik
uygulamalari nedeniyle yiksek talep géren bir enzim grubudur. Bu enzimlerin kifler kullanilarak fermantasyon yoluyla
Uretiimesi tercih edilen bir yontemdir. Clnkl, enzimlerin konsantre halde ekstraselller olarak Uretilmesiyle geri
kazanimi daha kolay ve maliyet acisindan daha elverisli bir tGretim yontemi olmaktadir. Bu nedenle ¢calismada, organik
cOpler substrat olarak kullanilarak Aspergillus niger'den proteazlarin Uretimine alternatif olusturmak ve enzimin
saflastirimasina bir temel olusturmak amaglanmistir. Arastirmada, A. niger inokile edilen %50 protein oraninda
organik atiklardan hazirlanan besiyerinin, 30°C'de 24 saat inkibasyon suresinde, pH 5.5'te enzim Uretimi icin
optimum besiyeri oldugu tespit edilmistir. A. nigerden Uretilen proteaz enzimi genis bir uygulama alanina sahip, ¢ok
yonlu bir biyo-ayirma araci haline gelen, ylksek geri kazanim ve saflik seviyelerine sahip bir dizi enzim ve proteini
saflastirmak igin kullanilan Ggli faz ayirma (TPP) sistemi ile kismen saflastiriimis ve biyokimyasal karakterizasyonlari
incelenmistir. TPP sistemi ile proteaz enzimi 1.0:1.5 (ham enzim ¢dzeltisi: t-bitanol orani) ve %80 doygun amonyum
sulfat konsantrasyonu ile %235.7 verimle 13.15 kat saflagtinimistir. Enzimin molekdl agirigi MALDI-TOF yontemiyle
15.56 kDa olarak belirlenmistir. A. nigerden saflastirilan proteaz enziminin optimum ve stabil pH’lari sirasiyla 10.0 ve
9.0 iken optimum ve stabil sicakhgi ise 60°C olmustur. Okside edici ajanlar, ylzey aktif maddeleri, inhibitor ve substrat
varligi proteaz enziminin aktivite degerlerinde azalmaya neden olmustur.

Anahtar Kelimeler: Proteaz, Aspergillus niger, Uglii faz ayirma sistemi (TPP), Taguchi

Protease Enzyme Production and Characterization from Aspergillus Niger Grown in Medium
Obtained from Organic Waste

ABSTRACT

Proteases, a subgroup of proteolytic enzymes with a significant role in the commercial enzyme market, are in high
demand due to their broad and diverse biotechnological applications. Fermentation using molds is a preferred method
for producing these enzymes because their extracellular production in a concentrated form facilitates easier recovery,
making the process more cost-effective. Therefore, this study aims to provide an alternative approach for the
production of proteases from Aspergillus niger using organic waste as a substrate and to establish a basis for enzyme
purification. In this study, the optimal medium for enzyme production was determined as a culture medium prepared
from organic waste with a 50% protein content, inoculated with A. niger, and incubated at 30°C for 24 h at pH 5.5. The
protease enzyme produced from A. niger was partially purified using the three-phase partitioning (TPP) system, which
has become a versatile bio-separation tool with broad applications, high recovery rates, and high purity levels. Using
the TPP system, the protease enzyme was purified 13.15-fold with a yield of 235.7% under conditions of a 1.0:1.5
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ratio (crude enzyme solution: t-butanol) and 80% ammonium sulfate saturation. The molecular weight of the enzyme
was found to be 15.56 kDa using the MALDI-TOF method. The optimum and stable pH values of the purified protease
enzyme from A. niger were determined as 10.0 and 9.0, respectively, while the optimum and stable temperature was
60°C. The presence of oxidizing agents, surfactants, inhibitors, and substrates caused a decrease in the enzyme

activity values.

Keywords: Protease, Aspergillus niger, Triple phase separation system (TPP), Taguchi

GiRiS

Enzimler, biyokimyasal katalizérler olarak galisan ve
reaksiyonlari yuksek verimle gerceklestiren
biyomolekillerdir. Canli organizmalar tarafindan spesifik
biyokimyasal reaksiyonlari gerceklestirmek amaciyla
uretilirler [1]. Enzimlerin buyuk kismi, enzimatik aktivite
icin gerekli olan ve protein yapisinda bulunmayan
kofaktorlere bagimh iken, bazilari yalnizca protein
yapisiyla fonksiyon gosterir. Endustrinin hemen hemen
her alaninda enzimlere ihtiyag duyulmakta olup, bu
enzimler genellikle mikrobiyal kdkenlidir. Mikrobiyal
kokenli enzimlerin tercih edilmesinin sebebi, hayvansal
ve bitkisel enzimlere kiyasla daha ylksek Kkalitatif
aktivite goOstermeleridir. Ayrica mikrobiyal enzimler
digerlerine gbére daha dayanikh, ekonomik ve daha
blyuk capta Uretilebilir [2]. Enzimler, tekstil, kagit, icecek
ve yiyecek, deterjan, deri, hayvan yemi, yakit, ilag,
kozmetik gibi c¢esitli endustrilerde yaygin olarak
kullaniimaktadir.

Mikrobiyal ~enzim grubu iginde olan proteaz,
aminoasitlerin olusumu ve protein katabolizmasi icin
gereklidir. Proteinlerin  peptit baglarinin  hidrolizini
katalize eden bu enzim, proteolitik enzimler veya
peptidazlar olarak adlandirilir. Peptitleri ve amino asitleri
serbest birakir ve gidanin bilesimi, sureci ve bozulmasi
Uzerindeki etkileri nedeniyle gida endustrisinde 6nemli
bir rol oynar. Fonksiyonel ve aktif gruplarina gore alti
ana baslik altinda siniflandirilir: serin proteazlar, sistein
proteazlar, metalloproteazlar, aspartilproteazlar, treonin
proteazlar ve glutamik asit proteazlar [3].

Biyoteknoloji alanindaki endistriyel enzim arastirmalari
giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. Bunun baslica
sebepleri arasinda enzim teknolojisinin gelismesi, Urdn
kullanim alanlarinin geniglemesi ve ekonomik degerinin
artmasi yer almaktadir. Son yillarda, bu galismalarin bir
kismi atiklardan enzim Uretimi Gzerine yogunlasmistir.
Dinya genelinde nufus artisina paralel olarak atik

miktari da hizla yUkselmekte ve bu atiklarin
degerlendirilmesi  cevresel agidan  buylk onem
tasimaktadir.  Ozellikle meyve ve sebzelerden

kaynaklanan biyolojik olarak pargalanabilir atiklarin yilda
yaklasik 50 milyon ton oldugu tahmin edilmektedir ve
bunun  sadece  %0.5'i  endustriyel islemlerde
kullaniimaktadir. Bu nedenle, endustriyel sureglerin yan
arinu olarak olusan atiklarin degerlendiriimesi gevresel
ve ekonomik acidan O6nemlidir. Bu kapsamda,
Madhumithah ve ark. [4] bitkisel atiklar, Oyeleke ve ark.
[5], bakliyat atiklari; Lanka ve ark. [6] hayvansal protein
kaynakli st Urlnleri atiklarini kullanarak Aspergillus
nigerden proteaz Uretimini arastirmistir. Benzer sekilde
bu calisma da organik atiklarin A. niger tarafindan
proteaz dretimi igin kullanilabilirligini degerlendirilmeyi
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ve enzim Uretimini
amagclamaktadir.

ekonomik olarak tegvik etmeyi

Bu ¢alismada proteaz enzimini saflastirmak icin tglu faz
ayirma (TPP) yodntemi kullanilmistir. TPP, genis bir
uygulama alanina sahip, protein ¢okelmesinin pek ¢ok
basamagini kapsayan ¢ok yonli bir biyo-ayirma araci
olarak yiksek geri kazanim ve saflik seviyelerine sahip

bir dizi enzim ve proteini saflastirmak igin
kullaniimaktadir.  Proteaz, invertaz, pektinaz, a-
galaktosidaz, tripsin inhibitort, lakkaz, katalaz gibi

enzimlerin saflastirimasinda yaygin olarak kullanilan
TPP yonteminin mekanizmasi tam olarak literatiirde
tanimlanmamis olsa da, salting out, ozmolitik
elektrostatik kuvvetler, kozmotropik ¢okeltme, izo-iyonik
cokeltme, konformasyon sikilagsmasi ve protein
hidrasyon kaymalari gibi c¢esitli ayirma iglemlerinin
kombinasyonlarindan olugtugu belirtiimektedir [8].

Bu calismanin amaglarindan biri de Taguchi test metodu
kullanilarak organik atiklardan elde edilen besiyerlerinde
A. niger fermentasyonu ile Uretilen proteaz enzimlerinin
en verimli kosullari belirlemek ve geleneksek yontemlere
gOre daha basit, verimli, ekonomik ve tek adimda
yuksek geri kazanimla saflastirilabilen TPP ydntemi ile
proteaz enziminin saflastirlmasinin karakterizasyonunu
yapmaktir.

MATERYAL ve METOT
Kullanilan Mikroorganizma

A. niger MRC 200806 saf kiiltirleri TUBITAK Marmara
Arastirma Merkezi Kuf Kuiltir Koleksiyonu’ndan temin
edilmistir. Saf kaltarler 650 pL gliserol, 350 uyL Tryptic
Soy Broth (TSB) iginde -18°C’de muhafaza edilmigtir.

Kifiin Cogaltiimasi

Sporulasyon ortami olarak TSA (Tryptic Soy Agar)
besiyeri kullaniimigtir. Seyreltiimis ornekler, steril 6ze
kullanilarak TSA iceren petri kaplarina ¢izgi ekim
yontemiyle inokiile edilmistir. Kilturler, 30°C’de 72 saat
inkiilbasyona birakimistir. inkilbasyon siiresi sonunda,
gelisen kolonilerden 100 yL alinarak 7 mL TSB (Tryptic
Soy Broth) besiyerine inokiile edilmis ve 30°C’de 72
saat boyunca inkibe edilerek ¢ogaltilmistir. Elde edilen

kaltir, enzim Uretiminde inokulum kaynagdi olarak
kullaniimigtir.

Uygun Besiyeri igeriginin Belirlenmesi

Proteaz uretimi igin en uygun besiyeri kosullarini

belirlemek amaciyla Taguchi (3x3) deney tasarim
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yontemi uygulanmistir. Bu ydntemin temel adimlari;
faktorlerin ve etkilesimlerin belirlenmesi, her bir faktériin
farkli seviyelerinin tanimlanmasi, uygun ortogonal
matrisin secilmesi, etkilesimlerin ve faktorlerin matrise
aktarilmasi, deneylerin gerceklestiriimesi, elde edilen
verilerin analizi, optimal kosullarin belirlenmesi ve

dogrulama deneylerinin yapilmasi seklinde 6zetlenebilir
[9]. A. niger kiiltir(, Taguchi yontemine gore tasarlanan
deney dulzeninde, Tablo 1'de belirtilen faktorler
dogrultusunda U¢ paralel analiz ile proteaz aktivitesi
acisindan degerlendirilmistir.

Tablo 1. Proteaz Uretimi igin kullanilan fermentasyon kosullari
Table 1. Fermentation conditions used for protease production

Hayvansal Protein (%)-Bitkisel Protein (%) pH inkiibasyon Siiresi (saat)
50-50 5.0 24
50-50 5.5 48
50-50 6.0 72
60-40 5.0 48
60-40 5.5 72
60-40 6.0 24
70-30 5.0 72
70-30 5.5 24
70-30 6.0 48
Sakarya YURTKUR Kiz Ogrenci Yurdu karisim hazirlanmistir. Karisima 100 mL saf su eklenmis

Yemekhanesi'nden toplanan gida artiklari (Tablo 2),
hayvansal-bitkisel protein, meyve-sebze ve polisakkarit
agirhkli olarak siniflandiriimis ve blender yardimiyla
piure haline getirilerek toplam 50 g olacak sekilde

ve homojen bir kivam elde etmek amaciyla tekrar
blender ile islem gérmugstur. Elde edilen besiyeri, gida
partikillerinden arindirilarak plrtzstiz bir yapr elde
etmek igin No:1 Whatman™ filtre kagidi ile stizilmugtr.

Tablo 2. Besiyeri kompozisyonunda yer alan biyolojik atiklarin igerigi
Table 2. Composition of biological waste in the growth medium

Kabak, havug, lahana (¢gig ve tursu), domates (¢ig ve konserve),
biber (kapya, carliston), patlican, sogan, patates, karnabahar,

1. Sebze ve meyve agirlikl atiklar

maydanoz, marul, dereotu, roka, nane, pirasa biberiye, kereviz,

mandalina, portakal, limon, karpuz, muz, ananas, igde, elma,
ayva, Trabzon hurmasi, armut, greyfurt, kivi

2. Hayvansal Protein agirlikli atiklar

Mantar, yumurta (¢ig ve haslanmig), peynir (beyaz peynir, kasar
peyniri), kirmizi et, tavuk eti

3. Bitkisel Protein agirlikh atiklar boriilce

Kuru fasulye yemeyi, nohut yemeyi, yesil mercimek, bezelye,

Ekmek (kepekli, cavdar, beyaz, tam bugday), kek, pankek, simit,

4. Polisakkarit agirlikh atiklar

pogaga (dereotlu, kasarli, domatesli), agma, Uzimli ¢orek,

kruvasan (cikolatall ve sade), sekerli ¢orek, ay ¢coregi.

Besiyerinin pH degderi deney dizenine uygun olarak 5.0,
5.5 ve 6.0 seviyelerine ayarlanmisg, ardindan her biri 30
mL fermantasyon ortami icerecek sekilde 100 mL’lik
Eppendorf®  tuplerine  aktariimistir.  Sterilizasyon
amacilyla 121°C'de 15 dakika otoklavlanmigtir.
Sogutulan besiyerleri, 8 mm c¢apinda A. niger kulturi ile
inokiile edilerek vortekslenmistir. inokiile edilen tim
besiyerleri, 30°C’'de 24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Fermantasyon suresi sonunda, biyolojik kabin
icerisinde Buhner hunisi kullanilarak No:1 Whatman™
filtre kagidi yardimiyla stizme islemi gergeklestiriimis ve
elde edilen sOzinti ham enzim kaynagi olarak
kullaniimigtir. Her bir sizintinin proteaz aktivitesi
Olcilmis ve tim analizler U¢ paralel tekrar ile
gerceklestirilmigtir.

Proteaz Enziminin Uglii Faz Ayirma Yéntemi
Kullanilarak Saflastiriimasi

Optimum kosullarda enzim Uretimi gergeklestirildikten
sonra, fermantasyon ortamindaki kuf miselleri filtre
kagidi kullanilarak uzaklastiriimistir.  Homojenattaki
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hicre kalintilarinin giderilmesi amaciyla, suzintli 5000
rom’de, 24°C’'de 25 dakika santrif(ij edilmistir. Enzim
saflastirma sirecinde, optimum amonyum siilfat/t-
bitanol oranini belirlemek igin homojenattan her bir tipe
2 mL aktarimig ve farkhh amonyum silfat doygunluk
seviyelerine (%30, %40, %50, %60, %70, %80 ve %90)
ayarlanmistir. Ardindan, her tuz konsantrasyonu igin
farkhh  homojenat/t-bitanol oranlar (1.0:0.5, 1.0:1.0,
1.0:1.5 ve 1.0:2.0) hesaplanarak uygun hacimde t-
bltanol eklenmig, her ekleme sonrasi vorteksleme
islemi uygulanmistir. Numuneler oda sicakliginda 1 saat
inkibe edilmis ve U¢ fazin olustugu gozlemlenmistir.
Bunu takiben, ¢ozeltiler 5000 rpm’de, 24°C’de 10 dakika
santrifuj edilmistir. Santriflij sonrasi Ust faz pastér pipeti
ile ayrilmis, kalan orta ve alt fazlar ayri tiplere
aktarilmistir. Son olarak, bu fazlarin protein tayini ve
enzim aktivitesi analizleri gergeklestirilmigtir.

Proteazlarin Enzim Aktivitesi

substrat olarak kazein
yontemle belirlenmistir [2].

Proteaz enziminin aktivitesi,
kullanilan modifiye bir
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Yontemde, %0.65 konsantrasyonda  hazirlanan
kazeinden 2.5 mL alinarak Uzerine 0.5 mL enzim
¢Ozeltisi eklenmistir. Reaksiyon karigimi, 37°C’de su
banyosunda 10 dakika inkliibe edilmistir. Kontrol (kor)
icin enzim ¢ozeltisi yerine Tris-HCI tampon (100 mM, pH
8.5) kullaniimistir. inkiibasyonun ardindan reaksiyonu
durdurmak igin 2.5 mL 110 mM TCA ¢0zeltisi eklenmis
ve karisim tekrar 37°C su banyosunda 30 dakika
bekletilmistir. Bu islemi takiben karisim 5000 rpm’de 10
dakika santrifij edilmis, olusan supernatanttan 1 mL
alinmistir. SiUpernatanta 2.5 mL Na,CO; (0.5 M)
¢Ozeltisi ve 0.5 mL Folin-Ciocalteu reaktifi (0.5 M)
eklenerek karigim bir kez daha 37°C’de 30 dakika
inkiibe edilmistir. inkiibasyonun sonunda, reaksiyon

karisiminin absorbans  degerleri 660 nm’de
spektrofotometrede Olgulmustur. 37°C ve pH 8.5
kosullarinda gergeklesen hidroliz sirasinda, %0.65

kazeinden dakikada 1 pg tirozin acida c¢ikmasi igin
gereken enzim miktari, bir Unite proteaz aktivitesi (U/mL)
olarak tanimlanmigtir.

Bradford Yontemiyle Protein Tayini

Seyreltimis BSA o6rneklerinin  Uzerine hazirlanan
Coomassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisinden 2 mL
eklenmis ve vortekslenmistir [2]. On dakika boyunda oda
sicakhiginda bekletildikten sonra standartlar 595 nm
dalga boyunda kore karsi okunmus ve elde edilen
degerlerle  protein  standart  grafigi  cizilmistir.
Numunelerdeki bilinmeyen protein konsantrasyonlari, bu
grafik yardimiyla hesaplanmistir.

Molekiiler Agirhgi

Saflastirilan proteaz enziminin molekuler agirhgr MALDI-
TOF cihazi kullanarak hesaplanmistir. Saflastiriimis
numunenin analizi igin numune 500 L (1/1/1
asetonitril/ultra saf su/ethanol) karisim kullanilarak
seyreltilmistir. Matriks icin ise iki farkli sekilde; 5 mg
CHCA (a-siyano-4-hidroksisinnamik asit), 10 mg
sinapinik asit (3,5-dimetoksi-4-hidroksisinnamik asit)
kullanilimigtir.  Matriksler 1000 puL (50.0/50.0/0.1
asetonitril/ ultra saf su/ trifloroasetik asit) karigsim
kullanilarak seyreltilmistir. Analiz islemi 0.5 mL numune
ve 0.5 mL matriks karigtirilarak gergeklestirilmistir.
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.

Saflastinlan Enzimin Ozellikleri

Saflastirnlan  enzimin  optimum  sicaklik  degerini
belirlemek amaciyla, 100 mM Tris-HCI tamponu (pH 8.5)
icerisinde %0.65 konsantrasyonunda hazirlanan kazein
¢ozeltisinden 2.5 mL alinarak Gzerine 0.5 mL enzim
cozeltisi eklenmistir. Enzim aktivitesinin belirlenmesi igin
reaksiyon karigsimlari 20°C’den 80°C’ye kadar farkli
sicakliklarda 10 dakika inkibe edilmistir. Ardindan,
enzim aktivite degerleri hesaplanarak optimum sicaklk
belirlenmistir. Optimum pH degerinin tespiti icin, %0.65
kazein iceren farkli tampon c¢ozeltileri hazirlanmistir:
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Sodyum fosfat tamponu (pH 6.0-8.0), Tris-HCI tamponu
(pH 7.0-9.0) ve glisin-NaOH tamponu (pH 9.0-11.0). Bu
cozeltilere 0.5 mL enzim eklenerek, 37°C’de 10 dakika
inkibe edilmistir. Ardindan, proteaz aktivite tayini
gerceklestirilmistir. Proteaz enziminin aktif bdlgesindeki
katalizden sorumlu amino asitlerin varligini tespit etmek
icin, enzim %1 ve %8 oraninda ure, %1 ve %5 oraninda
inhibitorler  (beta-merkaptoetanol, serin proteaz
inhibitéri PMSF ve metaloproteaz inhibitéri EDTA), %1
ve %5 oraninda ylzey aktif maddeler (Tween 80, Tween
20, SDS, Triton X-100) ve oksitleyici madde H202 ile
muamele edilmistir. Enzim g¢ozeltileri, ilgili kimyasallarla
30 dakika inkube edildikten sonra aktivite olcumleri
yapilmistir. Enzimin dogal substratlara karsgi aktivitesini
incelemek amaciyla, 100 mM Tris-HCI tamponu (pH 8.5)
icerisinde  hazirlanan  %0.65 konsantrasyonundaki
hemoglobin, kazein, BSA, azokazein ve jelatin
substratlari kullaniimistir. Farkh substratlar varliginda
enzim aktivite degisimleri analiz edilerek, enzimin
substrat spesifikligi degerlendirilmistir.

istatistiksel Analiz

Analizlerden alinan degerler, 3 tekrarin ortalamasidir.
Calismada istatistiksel analizler Minitab (18.0 versiyon,
State College, PA, ABD) paket programi kullanilarak
gerceklestiriimistir. Veriler varyans analizi (tek-yonli
ANOVA) ile analiz edilmis, istatistiksel farkliik Tukey
coklu karsilastirma testi yardimiyla p <0.05 diizeyinde
belirlenmisgtir.

BULGULAR ve TARTISMA
Proteaz Enziminin Uretimi

Taguchi yontemi kullanilarak yapilan hesaplamalara
gOre parametrelerin optimum seviyeleri gogunlukla S/N
oraninin en buydk oldugu seviyelerde meydana
gelmektedir ve grafikler incelendiginde protein orani
parametresinde en yuksek piki birinci seviyenin verdigi
gorulmektedir (Sekil 1 ve 2). Grafikler incelendiginde
%50-50 protein oraninin aktivite tayininde en yuksek
degeri verdigi gozlenmistir. pH parametresinde proteaz
enzimi Uretimi icin optimum degerin 5.5 oldugu tespit
edilmistir. A. nigerin proteaz enzimi dretimi i¢in optimum
inklibasyon slresi ise 24 saat olarak bulunmustur.
Calismada inkibasyon suresi arttikga enzim Uretiminin
dismesi kullanilan kati substrat yapisinin zamana bagli
olarak bozulmasi ve ortamdaki diger bilesiklerden
etkilenmesine baglanmaktadir. Mikroorganizma
tarafindan kisa surede enzim Uretiminin
gerceklestiriimesi 6nemli avantaj saglamaktadir. Bu
parametrelerle Uretilen besiyerinde proteaz aktivitesi
60.79 U/mL olarak hesaplanmistir. Literattrdeki benzer
galismalara bakildiginda Paranthaman ve ark. [10],
A.niger bakterisi kullanarak piring atiklarindan proteaz
enzimi Uretiminde aktiviteyi 67.7 U/g bulurken, Devi ve
ark. [11] da A. niger kifl ile yaptiklari optimizasyon
galismalarinda proteaz aktivitesini 89.1 U/mL olarak
belirtmiglerdir. Calismamizdan elde edilen deger ile
yakin sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 1. Sinyal gurdlti oranlari igin tepki tablosu (daha blyuk olan daha iyidir)
Figure 1. Response table for signal-to-noise ratios (the larger, the better)
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Figure 2. Results of the signal-to-noise ratio for enzyme production in the Taguchi experimental design

Calismada proteaz uretimini etkileyen faktorlerden biri
besiyerinde bulunan protein c¢esidi olmustur. Proteinler
aminoasitlerin polimerlesmesi sonucu olusan
polimerlerdir ve her aminoasidin miktari ve turl protein
kaynagina gore farklilik gosterir. Ornegin hayvansal ve
bitkisel proteinlerin de icerdikleri aminoasitler farklidir ve
bu aminoasit farklliklari proteaz cesidini de etkiler.
Proteazlar aktif bolgelerindeki fonksiyonel aminoasit
kokline gore serin proteaz, sistein proteaz, asidik
proteaz ve metalloproteazlar olarak siniflandiriimaktadir
Calismamizda hazirlanan  besiyerinin  bilesiminde
bulunan bitkisel proteinlerden bakliyatlar, asidik asit,
lisin, glutamik asit ve arjinin gibi aminoasitleri igerir.
Hayvansal proteinler proteazin proteini pargalamak igin
kullandid1 enzimlerden sistein ve serin dahil 20
aminoasidin tamamini igerir [12]. Proteaz Uretimi igin
hayvansal proteinler bitkisel proteinlere kiyasla
aminoasit ac¢isindan daha zengin olmasina ragmen,
bitkisel ve hayvansal proteinin esit miktarda oldugu
besiyeri proteaz Uretimi igin en uygun besiyeri olarak
belirlenmigstir. Literatirdeki protein farkhhgi Uzerine
yapillan bir calismada Pinar ve ark. [13], piring
cesitlerinin farkli cografi bdlgelerde yetistirildigi icin
numunelerdeki protein seviyesinin oldukga farkli
oldugunu raporlamistir. Cesitli piring atigi 6érneklerinden
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ekstrakte edilen proteazlarin aktivitelerini karsilagtirmis
ve farkli piring numunelerindeki proteaz Uretim
seviyesindeki farkin, numunelerin protein igerigindeki
farktan  kaynaklandigini  belirtmigtir.  inkiibasyon
suresinin etkisi yapilan c¢alismalarda incelendiginde;
Upgade ve ark. [14], Fransiz fasulyesi kullanarak
gerceklestirdigi fermantasyonda; Qazi ve ark. [15] ise
bugday kepegi ve soya fasulyesinden proteaz uretimini,
calismamizdan farkl olarak optimum 48. saatte elde
etmistir ve bunun yani sira Shivakumar [16] yaptig
benzer calismada optimal inklbasyon sulresinin 120.
saatte 280 U/g enzim aktivitesi ile elde ettigini
belirtmigti. Fakat tim c¢alismalar verimin artan
inkibasyon suresince distigu yonunde ortak bir karara
varmigtir.

Calismada optimum enzim Uretimi besiyerinin pH’si 5.5
oldugunda goézlenmigti. Bunun vyani sira benzer
calismalarda da farklh sonuglar alinmistir. Ornegin,
Oyeleke ve ark. [5] bitkisel proteinlerden fasulyeyi
kullanarak hazirladiklari besiyerinde A. nigerden
proteaz duretimi icin optimum pHIn 6 oldugunu
belirtirken; Shivakumar [16], Aspergillus sp. tarafindan
asit proteaz Uretimi igin optimum pH’nin 5.0 oldugunu ve
5.0''n altindaki ve Uzerindeki pH'nin enzim Uretimini
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olumsuz etkiledigini belirtmistir. Benzer sekilde Oyewole
ve ark. [17], mezbaha atiklarindan elde ettikleri proteaz
enzim aktivitesi icin sirasiyla A. niger ve P. frequesans
icin 5.0 ve 6.0 pH degerlerinin optimum oldugunu
kaydetmigtir. Optimum enzim Gretimi igin  pHnin
mikroorganizma tiriine, besiyeri bilesimine ve calisma
kosullarina bagli olarak 5 ile 6 arasinda degistigi
soylenebilir.

Proteaz Enziminin TPP Sistemiyle Organik
Co6zgen ve Amonyum Siilfat Oraninin Incelenmesi

A. nigerden uretilen proteaz enziminin sirasiyla %30,
40, 50, 60, 70, 80 ve 90 konsantrasyonlardaki amonyum
sulfat oranlari ve 1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5 ve 1.0:1.2 gibi
degdisik homojenat:t-bitanol oranlari ile yapilan analizler
sonrasl bulunan verilerle, yizde verim ve saflastirma
katsayilari  hesaplanmistir. Saflastirlan  proteaz
enziminin, %80 (w/v) amonyum sulfat ve 1.0:1.5 (v/v)
homojenat: t-butanol oraninda, alt fazda en iyi % verim
ve saflastirma katsayisini elde ettigi tespit edilmigstir
(p<0.05) (Tablo 3, Sekil 3). En yiiksek enzim verimi ve
saflastirma katsayisi sirasiyla %235.2 ve 13.15 olarak
raporlanmistir.

Tablo 3. A. nigerden proteaz enzimi saflastirma sireci ve aktivite analizi degerleri (n=3, ortalama * SS)
Table 3. The protease enzyme purification process from A. niger and enzyme activity values (n=3, mean + SD)

Toplam - . Toplam Toplam Spesifik
Faz Hacim (/E‘S'/‘r’]'qtf) (a“’/tr‘fq'{_‘) Aktivite Protein  Aktivite %Verim S;gfg"{;a
(mL) 9 (EV) (mg) (EU/mg) Y
Homojenat 2.00 25.85+3.2 5.20+1.4 51.70+45 10.40+2.3  4.97+2.1 100.00+0 100.00+0
Alt faz 2.00 60.79+7.8 0.93+0.1 121.58+9.6 1.8610.4 65.37+6.9 235.17+12.5 13.15£5.6
Ara faz 2.00 14.70£2.3 4.90+1.3 29.40+6.5 9.80+1.7  3.00%0.8 56.86+6.9 0.12+0.1
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Sekil 3. Homojenat:t-Bitanol oranlarinin proteaz enziminin verim ve saflastirma katsayisina
etkisi. Ayni harfle belirtilen bloklardaki ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir (p=0.05).

Figure 3. The effect of homogenate-to-t-butanol ratios on the yield and purification factor of
the protease enzyme. The differences between the means in bars marked with the same

letter are insignificant (p=0.05).

Literatirdeki saflastirma galismalarinda ¢ogunlukla ¢ok
asamali kromatografik yontemler tercih edilir fakat TPP
yontemiyle saflastirmaya ait az sayida galisma vardir.
TPP yontemi kullanilarak yapilan saflastirmalarda
genellikle %25-363 arasi verim ve 2.7-95 arasi
saflastirma  katsayisina ait sonuglarin  bildirildigi
gO6zlenmigtir [1]. Calotropis procera ve Cucumis melo
(Cucumisin) 'nun TPP yontemiyle proteaz saflastirmasi
Uzerine yapmis oldugu galismalarda %60-65 amonyum
sulfat konsantrasyonunda, ylksek oranda enzim geri
kazanimi ve saflastirma tespit edilirken, t-bitanol
hacmindeki artisin, enzim aktivitesinde bir azalmaya
sebep oldugu belirtilmistir [2]. Pinjara ve ark. [13]
A.niger ve A.flavus proteazlarini %70 doygunlukta

42

amonyum siilfat ¢oktlirme ve diyaliz ile sirasiyla 11 ve 9
kat saflagtirmistir. Chimbekujwo ve ark. [18] A.
brasiliensis BCW2 tarafindan Uretilen ham proteazi,
amonyum siulfat (%80) kullanilarak kismen saflastiriimis
ve %28 proteaz geri kazanimi ile 13.3 kat saflik
vermistir. Rizgar'in B. licheniformis OSB6’dan proteaz
enzimlerinin TPP ile saflagtirimasi Gzerine yaptid
calismada %70 amonyum silfat ve 1.0:1.5 t-bitanol
oraniyla saflastirmayi gergeklestirdigi bildirilmistir [2].
Baska bir calismada ipek otundan proteaz enzimini
saflastirmak igin ilk olarak 1.0:0.5 homojenat:t-bitanol
ve %50 amoyum silfat oraninda ilk TPP yapiimis ve
sonrasinda alt faz alinarak 1.0:0.5 homojenat:t-butanol
oraninda %65 amonyum silfat ile ikinci bir TPP
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yapilmistir. Analiz sonucunda enzimin %132 verim ve
6.92 kat saflastinldigi ve enzimin alt fazdan elde edildigi
tespit edilmistir. Bir diger ¢calismada balik i¢ organlarinda
alkalin proteazi saflastirmak amaciyla 1.0:0.5 oraninda
t-bitanol, %50 amonyum sulfat kullanilarak pH 8.0° de
TPP ydntemi uygulanmis ve enzimin %154 verimle
saflgsatirildigi bildirilmistir. Sonug olarak t-bitanol miktar
daha dustk oldugunda amonyum stlfat ile yeterli sinerji
olusturamaz ama daha yuksek ise protein
denatirasyonuna neden olmasi kaginilmazdir. Ayrica
yapillan c¢alismalarda TPP prosedirleri sirasinda
amonyum siilfat konsantrasyonundaki artisin enzimlerin
aktivitesini arttirdigi rapor edilmistir [2].

Molekiiler Agirhgin Belirlenmesi

Bu calismada, A. niger tarafindan Uretilen proteaz
enziminin  molekdler agirhg, MALDI-TOF  kdtle
spektrometresi  kullanilarak belirlenmistir.  Spektrum
analizi sonucunda, en belirgin pik 1556.23 Da
bolgesinde  gbzlemlenmistir. Bu sonug, proteaz
enziminin yaklasik 15.56 kDa molekdiler agirhga sahip
oldugunu gostermektedir.

1556.23(r555)

Elde edilen molekuler agirlik, literatirde yer alan diger
Aspergillus tirlerinden izole edilen alkali proteazlarla
kiyaslandiginda benzerlik gdstermektedir. Ornegin, farkli
mikroorganizmalardan Uretilen proteaz enzimlerinin
molekiler agirliklarinin genellikle 10-45 kDa araliginda
oldugu bilinmektedir [19]. Bu baglamda, ¢alismamizdaki
enzim, disuk molekiler agirlikli proteazlar sinifina
girmektedir.

Bununla birlikte, grafikte go6zlemlenen diger pikler,
enzimdeki olasi post-translasyonel modifikasyonlar,
fragmentasyon veya saflastirma yontemine bagh olarak
kiguk peptit kontaminasyonlariyla iligkilendirilebilir.
Ayrica, 1921.00 Da ve 2106.42 Da bdlgelerinde gorilen
sinyaller, enzim yapisinda bulunan olasi alt birimlere
veya pargalanmigs protein formlarina isaret edebilir.

Sonug olarak, MALDI-TOF analizi ile belirlenen 15.56

kDa molekuler agirlik, proteaz enziminin
karakterizasyonuna 6nemli bir katki saglamaktadir. Bu
enzim, Ozellikle deterjan, deri isleme ve gida
endustrisinde  kullanim  potansiyeli olan  alkali
proteazlarla benzer oOzellikler gostermektedir [11].
Gelecekte, daha ileri saflastirma teknikleri ve
kristalografi ¢alismalari ile enzimin yapisal ve

fonksiyonel 6zellikleri daha ayrintili olarak incelenebilir.
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Sekil 4. Saflastiriimis enzimin molekdler agirhgi
Figure 4. The molecular weight of the purified enzyme

Proteaz Enzimi Uzerine Optimum Sartlarinin
Tespitine Yonelik Sonuglar

Saflastirilan proteaz enziminin pH 10.0 glisin-NaOH (pH
9.0-11.0) tamponunda optimum aktiviteye sahip oldugu
tespit edilmistir (Tablo 4). Benzer sekilde Devi ve
ark.’nin  [11], A. niger ile vyaptiklari optimizasyon
calismalarinda ve Lanka ve ark.’nin [6] sut Grunleri atik
suyunda alkalin proteaz uretiminde de optimum pH’in
10.0 oldugunu bulmustur. Bununla birlikte, Coral ve
ark.’nin [20], yani sira Oyeleke ve ark. da [5] A. niger’
den proteaz aktivitesi icin optimum pH’nin 9.0 oldugunu
belirtmiglerdir. Bu c¢alismalarin aksine Olajuyigbe ve
Ajele [21] A. nigerden asit proteaz uretiminde pH
kararliliginin pH 3.5’te en iyi oldugunu ve 4.0’dan sonra
hizla distigunu belirtmigtir fakat A. niger ile yapilan
calismalarin ¢ogunda optimum pH 10.0 olarak
bulunmustur. Calismalar karsilastirildiginda elde edilen
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enzimin pH kararhhdinin oldukga iyi oldugu ve
literatirdeki galigmalar ile uyumlu oldugu goériimugtir.
Bununla birlikte, optimum pH’nin 10.0 olarak bulunmasi,
enzimin  alkali sartlarda da  aktif oldugunu
gOstermektedir.

Sicaklik ¢alismalari sonucunda proteazin en iyi aktiviteyi
60°C’'de 1 saatlik inkilbasyon slresinin ardindan
%98.91’lik deger ile sagladigi gérilmis ve diger sicaklik
degerleriyle  karsilastirildiginda degisen  slrelerde
aktivitesini en iyi koruyan sicaklik oldugu goézlenmistir.
Qazi ve ark.’nin [15] yaptigi benzer bir ¢alismada da
bugday kepedi ve soya fasulyesini kullanarak A.
niger’den proteaz uretimi i¢in optimum sicakligin 60°C
oldugunu bulduklari gibi baska calismalarda yine A.
niger kullanilarak uretilen proteazin 40 ile 50°C'de
optimum aktivite sergiledigi gosterilmistir. Literattirde
cogunlukla sicaklik ve inkibasyon suresi arttikca
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aktivitenin distigu goérilur fakat termofilik enzimlerin alanlarinda da yuksek pH ve yuksek sicaklik araliginda
genellikle  sicaklik  sonucu  aktivitesinin  arttigi aktivitesini ve stabilitesini ylksek tutan proteazlar ve
belirlenmigtir.  Endlstriyel  ¢alismalarda  sicaklia daha fazla kullanilir [2]. Dolayisiyla bu yonlyle
dayanikliik ve vyuksek alkalilik olmasi istenen bir A.niger'den Uretilen proteaz enziminin oldukg¢a avantajli
durumdur ve enzimin tercih edilme sebepleri arasinda oldugu sdylenebilir.

yer alir. Biyoteknolojik uygulamalar ve biyomuhendislik

Tablo 4. pH degerinin ve sicakhigin proteaz enziminin ylzde badil aktivitesine etkisi (n=3, ortalama £SS)
Table 4. The effect of pH and temperature on the percentage relative activity of the protease enzyme
(n=3, mean +SD)

pH
6 7 8 9 10 11
85.245.6  82.247.3  78.2#4.2 75.242.5 100.0+0.0  54.5+6.3
Sicaklik (°C)
20 30 40 50 60 70 80 90
80.744.5 89.3+3.9  88.04+9.2 91.644.3 100.0+0.0  96.0+3.4 81.47+3.9 71.54¢5.7
Saflastirilan proteaz enzimi Uzerine okside edici ajan iyonlarinin ve ¢dzucllerin etkisini inceledigi ¢alismada
olan HxO2nin ve ylzey aktif maddelerin etkisi 30 dakikalik inklbasyon sonrasinda Tween 80 ve Trion
incelendiginde; %1 konsantrasyondaki SDS enzim X-100’ un yaklasik %25 inhibisyona sebep oldugu, SDS
aktivitesinde ciddi bir aktivite kaybina sebep olurken, varliginda enzimin %50 oraninda aktivitesini kaybettigini
%5’lik SDS’ in enzimin aktivitesini tamamen inhibe ettigi bildirmistir. Benzer sekilde Pham ve ark. [23] A. niger
tespit edilmistir (Tablo 5). Yuzde 1’lik H202'nin ise VTCC-F021’den Urettikleri proteaz  aktivitesinin
enzimin aktivitesini %87’ye kadar korudugu gorilmustir. %0.5-%2 (w/v) konsantrasyonlarda Tween 80 ve Tween

Sonug olarak ylzey maddelerinin konsantrasyonunun 20" ye kargl yuksek direng gosterdigini ve baslangig
artmasinin enzim aktivitesine olan etkinin de artmasina aktivitesinin  %80’inden fazlasini korudugunu tespit
neden oldugu belirlenmistir. Literatirdeki c¢aligmalara etmistir. SDS ve Triton X-100 ise enzim aktivitesini Ugte
bakildiginda; Sattar ve ark. [22] A. niger kaynakli iki oraninda azaltmistir.

proteaz aktivitesi Uzerine yuzey aktif maddelerin, metal

Tablo 5. Yizey aktif maddelerin ve okside edici ajanin saflastirilan proteaz enzimi
aktivitesi (n=3, ortalama +SS) lzerine etkisi

Table 5. The effect of surfactants and oxidizing agents on the activity of the purified
protease enzyme (n=3, mean +SD)

Ylzey Aktif Maddeler %1 %5
Kontrol 100.00+0.00 100.00+0.00
SDS 9.23+2.40 0.00+0.00
Tween-20 43.24+2.50 28.12+3.70
Tween-80 57.32+4.50 37.51+£4.30
TritonX-100 50.32+£3.40 25.17+2.80
H202 87.32+5.40 63.77+6.40

Proteaz enzimine inhibitorlerin etkisini incelendiginde aktivitesinin EDTA varliginda da azalmasi enzimin metal
%1 PMSF varliginda aktivitesinin yaklasik %95’ini inhibe baglama bdlgesine sahip oldugunu gdstermektedir.
ettigdi, %5 konsantrasyonda ise neredeyse tamamini Basu ve ark.nin [24] yaptigi benzer karakterizasyon
inhibe ettigi gorilmektedir (Tablo 6). Serin spesifik calismalarinda, A. niger tarafindan urettirilen proteazin
inhibitdérd olan PMSF’nin enzimin lzerindeki inhibe etkisi EDTA varliginda %90 inhibe oldugu ve PMSF tarafindan
aktif bolgesinde bir serin proteaz oldugunu ve enzimin aktif bolgedeki temel serin kalintisinin ve aktivitenin
alkalin serin proteaz oldugunu gostermektedir. Enzim tamamen kaybolmasina neden oldugu gorulmustur.

Tablo 6. inhibisyon gézeltilerinin proteaz aktivitesi iizerine etkisi (n=3, ortalama * SS)
Table 6. The effect of inhibition solutions on protease activity (n=3, mean + SD)

inhibisyon cozeltileri Konsantrasyon (mM) Kalan aktivite (%)
Kontrol 0 100.00+0.00
B-merkaptoetanol 1 41.32+3.20
5 23.45+1.60
EDTA 1 58.12+5.40
5 29.68+2.30
PMSF 1 4.85+0.90
5 1.23+0.20
DTNB 1 75.11+£5.30
5 60.23+3.80
Ure 1 48.41+£3.10
8 31.57+2.70
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Proteaz enziminin farkli substratlardaki aktivite miktari
incelendiginde enzimin en iyi kazein varliginda aktivite
gosterdigi ve kazeini sirasiyla azokazein, hemoglobin,
jelaitin ve en son olarak da BSA'nin takip ettigi
gorulmektedir (Tablo 7). Muazu’'nun [25] A. niger Uzerine
yaptid1 calismasinda da kazeinin substrat olarak etkisi
calisiimis ve 0.44 pg/mL ile en yiiksek proteaz aktivitesi
kazeinde elde edilmigstir. Benzer olarak Leng ve ark. [26]
A. oryzae CH93'den saflastirilan proteaz enziminin BSA,

aktivitesi incelendiginde kazeinin en 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 molekuler temelini
anlamak adina bir model sistem olusturur ve bu durum
endustriyel uygulamalar igin proteazlarin tasarlanmasina
oncllik edebilir [27-28].

jelatin, kazein ve azokazein subsratlari varliginda
Tablo 7. Proteaz enziminin dogal substratlara (%0.6, w/v) karsi yuzde bagil aktivitesi
(n=3, ortalama = SS)
Table 7. Percent relative activity of the protease enzyme against natural substrates
(0.6%, w/v) (n=3, mean + SD)
Kazein Azokazein Hemoglobin Jelatin BSA
100 83.614.6 47.3+3.2 35.443.8 21.241.9
SONUGC ORTAK CIKAR BEYANI/CIKAR CATISMASI
Bu c¢alisma, organik atiklardan elde edilen Yazarlar herhangi bir ortak ¢ikar beyani ya da c¢ikar
besiyerlerinde A. niger kullanilarak proteaz enzimi gatismasi beyan etmemistir.
Uretimini, saflastinlmasini  ve  karakterizasyonunu

kapsaml bir sekilde incelemistir. Elde edilen sonuglar,
organik atiklarin enzim Uretimi icin uygun ve ekonomik
bir substrat olabilecedini gdstermektedir. Taguchi deney
tasarimina goére optimize edilen besiyeri kosullarinda
(%50 hayvansal-%50 bitkisel protein, pH 5.5, 24 saat
inkibasyon slresi), en yiksek proteaz Uretimi
g6zlemlenmisgtir.

Uclii faz ayirma yéntemi kullanilarak gergeklestirilen
saflastirma silrecinde, %80 amonyum silfat ve 1.0:1.5
(v/v) homojenat:t-blitanol oraninda %235.7 verimle
13.15 kat saflastirma saglanmigtir. Saflastirilan proteaz
enziminin  molekiler agirhgr 15.56 kDa olarak
belirlenmistir. Optimum pH degeri 10.0, optimum
sicaklik degeri ise 60°C olarak tespit edilmis olup, enzim
yuksek sicaklik ve alkalin kosullara dayaniklilik
gostermistir.

Bununla birlikte, enzim aktivitesi okside edici ajanlar,
yuzey aktif maddeler ve inhibitérlerin varliginda
degiskenlik géstermistir. Ozellikle SDS ve PMSF gibi
inhibitdrlerin enzim aktivitesini 6nemli olgide azalttigi
tespit edilmistir. Substrat spesifikligi agisindan ise en
yuksek aktivitenin  kazein varliginda gergeklestigi
belirlenmisgtir.

Sonug olarak, c¢alismamiz, atik degerlendirme ve
biyoteknolojik enzim Uretimi alanlarinda surdurilebilir ve
ekonomik bir yaklagim sunmaktadir. Endustride proteaz
enzimlerinin kullanim alanlarini genigletmek ve Uretim
sureglerini daha verimli hale getirmek amaciyla, organik
atik bazli Uretim sireglerinin gelistirimesi 6nemli bir
adim olacaktir.
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