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Ozet

Bu calismada bitkisel kaynakli yeni bir proteaz enziminin aranmasina yonelik bir
arastirma yapilmistir. Bu amacla zehirli olmadigr bilinen ve yumrular1 salep
yapiminda kullanilan Anadolu Orkidesi kullamlmistir. Proteaz enzimi Anadolu
Orkides (Orchis Anatolica) inden amonyum siilfat ¢oktiirmesi, iyon degisim ve
afinite kromatografisi teknikleri kullanilarak saflagtirilmigs ve karakterize
edilmistir (1). Bitkiden saflastirilan proteaz enziminin ka¢ kat saflastirildig
hesaplanmistir. SDS-PAGE ile enzimlerin alt birimlerinin agirliklar1 ve Sephadex
G-100 jel fitrasyonu ile de enzimin molekiil agirligi bulunmustur. Ayrica enzimin
optimum pH’st ve sicakligi belirlenmistir. Saflastirma basamaklarinda ve
karakterizasyonu sirasinda enzimin aktivitesini Olgmek icin kazein, substrati
kullanilmistir. Ayrica enzimin substrat spesifikligi, kazein, albumin, azoalbumin
ve hemoglobin kullanilarak incelenmistir. Enzim aktivitesi {izerine baz1
kimyasallarin etkisi incelenmistir (1,2). Enzimin proteolitik &zeliginden
yararlanilarak peynir iiretilip iiretilemeyecegi arastirilmistir (3).

Anahtar Kelimeler: Anadolu Orkidesi (Orchis Anatolica), Proteaz, Saflastirma,
Peynir

Giris
Hidrolazlar ana grubuna dahil olan proteazlar (4.3.1.1), proteolitik enzimler olarak

da bilinir. Bunlar peptit baglarinin su etkisiyle boliinmesini katalizlerler (4).
-CO-NH- + H,0 +—> -COOH + NH,

Proteazlar hiicre fizyolojisindeki kritik rolleri ve yeni bir yelpazeye yayilan
endiistriyel kullamim potansiyelleri nedeniyle énemli bir enzim grubudur ve diinya
enzim pazarinda %60'lik bir pay ile ilk sirada bulunmaktadirlar (5). Bitkisel
kaynakli pek ¢ok proteaz giiniimiize kadar lateks, meyve ve tohumlardan izole
edilmistir. Bunlarin biiyiik bir kismu sistein proteazlar ailesine aittir (6). Proteazlar
bitkilerden, hayvanlardan ve mikrobiyal kaynaklardan elde edilebilirler. Ancak
giiniimiizde hayvanlardan insanlara gecen bazi hastaliklarin basinda yogun bir
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sekilde yer almasindan dolayr (SARS, deli dana, kus gribi vs.), hayvansal
proteazlarin o6zellikle gida maddesi yapiminda kullanimi konusunda kugkular
artmigtir ve bu gelisme arasgtirmacilar1 yeni bitkisel proteaz kaynaklar1 aramaya
sevk etmistir (1). Orkideler, Orchidaceae familyasina ait olup; yaklasik 450 cins ve
20.000 tiir icermektedir (7). Anadolu, ¢ok zengin bir bitki Ortiisiine sahiptir (7).
Tiirkiye, orta kusak orkideleri bakimindan Avrupa ve Ortadogunun en zengin
ilkelerinden biridir (8). Tiirkiye’de Orchidaceae familyasina ait 24 cins ve 100
kadar tiir saptanmistir. Yumrulu orkideler iilkemizin bir¢cok bolgesinde dogal
olarak yetismekte olup yumrularindan gida ve ilag hammaddesi olarak kullanilan
salep elde edilmektedir (9). Arastirmada kullanilacak Anadolu orkidesi Cukurova
yoresindeki Toros daglarindan toplanarak kullanilmistir (10). Enzimin
saflagtirnlmasindan sonra, saf enzimin ve bitki ekstrelerinin peynir yapiminda
kullanilip kullanilamayacag aragtirilmistir.

Materyal ve Yontem

Bitkisel Materyalin Toplanmasi: Mayis-Haziran 2007 doneminde Anadolu
orkidesi (Orchis Anatolica) Mersin ili icinde bulunan Camliyayla’dan toplanmuistir.
Proteaz enzimi saflagtirmak igin kullanilan bitki -80 °C lik derin dondurucuda
saklanmustir.

Homojenatin hazirlanmasi: Dondurucuda muhafaza edilen 25 g bitki, ilk once
stvi azot kullanilarak mekanik olarak parcalanmis daha sonra 50 mL destile su
igerisine alinarak ve manyetik karistirict kullanilarak 30 dak oda sicakliginda
karigtirilmistir. Homojenat 30 dak +4 °C’de 5000xg’de santrifiijlenmistir. Boylece
bitki posasinin protein ¢ozeltisinden uzaklastirilmasi saglanmigtir.

Coomasie blue yontemi ile protein tayini: Deneyin esasinda protein tayinininde
bu yontem kullanilmistir. Coomassie brillant blue G-250 fosforik asitli ortamda
proteinlere baglanir ve olusan kompleks 595 nm‘de maksimum absorbans gosterir.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi: Homojenatta %10 ve %100’liik arasinda 0-20, 20—
40, 40-60, 60-80 ve 80-100 olacak sekilde amonyum siilfat c¢oktiirmesi
yaptlmistir. Kullanilan Amonyum siilfatin gram miktar1 asagidaki formiilden
hesaplanmustir.

Amonyum Siilfat Miktar1 (Gram) = 1,77 x V x (S-So)

3, 54-S

CM- seliiloz kolonu iyon degisim kolonunun hazirlanmasi: 5 gram kuru CM-
selilloz bir beher icerisinde 100 mL 0,5 M NaOH ile aktiflestirilmis ve oda
sicakliginda 24 saat sismeye birakilmistir. Kullanilan NaOH iyon degisim uglarinin
disart ¢ikmasini saglanmistir. 0.5 M HCI ile yikanarak ortam notralize edilmistir.
Daha sonra jel asetat tamponu (0,01 M, pH: 5) icerisine alinmustir.

698



Turkiye 10. Gida Kongresi; 21-23 Mayis 2008, Erzurum

Afinite kromotografisi : Afinite jeli sepharose-4B matriksi iizerinde hazirlanmis
ve Sepharose-4B’nin CNBr ile aktiflestirilmesinden sonra, L-tirozin kovalent
olarak takilmistir. Daha sonra p-amino benzoik asit diazolanarak tirozine
kenetlendirilmistir. Burada tirozin afinite jelinin uzanti kolunu olustururken p-
amino benzoik asit ise enzime spesifik olarak baglanacak kismi olugturmaktadir.
Proteaz enzim aktivitesinin belirlenmesi: Proteolitik aktivite kazein varliginda
kazeinin sindirimi metodu ile belirlenmistir. Bu amacla kazeinin %1’lik stok
cozeltisi hazirlanmustir. 0.5 mL saf enzim c¢ozeltisi 1 mL kazein iizerine eklenerek
reaksiyon baslatilmistir (2).

Saflastirllan Proteaz Enzimi Kullamlarak Siitiin Coktiirillmesi : Anadolu
orkidesi bitkisinden elde edilen homojenat ve saflastirilan proteaz enziminin peynir
endiistrisinde kullanilip kullanilamayacaginin anlagilabilmesi icin enzimin siitii
coktiiriip ¢oktiirmedigi arastirilmistir. Bu amagla Berridge metodunun modifiye
sekli uygulanmistir (3).

Bulgular ve Tartisma

Proteaz enzimi Anadolu orkidesi (Orchis anatolica) ¢iceklerin den %0-30, 30-50,
50-70 ve 70-100 liik amonyum siilfat coktiirmeleri yapilarak saflastirmaya
baglanmistir. Yapilan aktivite Ol¢iimlerinin sonucunda enzimin %30-50 lik
amonyum siilfat ¢oktiirmesinde ¢oktiigii anlasilmis ve daha sonraki saflagtirma
islemleri icin bu ¢okelek kullanilmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve CM-
selilloz iyon degisim ve afinite kromatografisi kullanilarak saflastirilan proteaz
enzimi icin, her basamak da protein ve aktivite tayini yapilarak saflastirma kat
sayist hesaplanmistir. Afinite kullanilarak saflagtirilan proteaz enzimi igin
saflagtirma katsayist hesaplanarak 108 kat saflastirildigi anlagilmistir. Saflastirilan
proteaz enziminin aktivitesi kazein substrati kullanilarak ol¢iilmiistiir Denemeler
sonucunda saflastirilan proteaz enziminin siitii ¢oktiirebildigi ve peynir iiretiminde
kullanilabilecegi sonucuna varilmstir.

Sonuclar

Anadolu orkidesi (Orchis anatolica) ¢iceklerinden saflastirilan proteaz enziminin
optimum pH’ s1 6 ve aktif oldugu pH aralig1 4-9 olarak bulunmustur. Anadolu
orkidesi (Orchis anatolica) ciceklerinden saflastirilan proteaz enziminin aktivite
gosterdigi sicaklik araligi 10-70°C ve maksimum aktivite gosterdigi sicaklik ise 60
°C olarak belirlenmis. Anadolu orkidesi (Orchis anatolica) ¢igeklerinden
saflagtirilan saflagtirilan proteaz enziminin kazein substrati kullanilarak, Linewear-
Burk grafiginden yararlanilarak hesaplanan V.« ve Ky degerleri ise sirasiyla 0,16
g/L.dak ve 2.8x100 1 g/mL olarak bulunmustur.

Anadolu orkidesi (Orchis anatolica) ¢igeklerinden saflastirilan proteaz enziminin
molekiil agirhigi, SDS-poliakrilamid jel elktroforezi ve sephadex G-100
jelfiltrasyon kromatografisi kullanilarak 8.4 kDa oldugu bulunmustur. Anadolu
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orkidesi (Orchis anatolica) ¢iceklerinden saflastirilan proteaz enziminin substrat
spesifikligi  arastirllmistir. Denenen substratlardan hemoglobin, albumin,
azoalbunini ve  kazeini hidrolizledigi, jelatini ise  hidrolizlemedigi
bulunmugtur.Anadolu orkidesi (Orchis anatolica) ciceklerinden saflastirilan
proteaz enzim aktivitesi iizerine bazi kimyasallarin etkisi aragtirilmistir. -
Merkaptoetanol ve SDS ve EDTA nin tiim konsantrasyonlar da enzim aktivitesi
arttirdigt  anlasilmistir.Anadolu  orkidesi  (Orchis anatolica) ¢iceklerinden
saflastirilan proteaz enzim aktivitesi iizerine Co®*, Hg*, Zn**, Ca®*, Mg** ve Fe**
bunlardan Co**nin tamamen inhibe ettigi, Hg** ve Zn>* kismen inhibe ettigi
goriilmiistiir. Ca*’nin aktivite iizerinde cok fazla etkisinin olmadigi Mg**’nin
enzimi az miktarda aktive ettigi anlasilmustir. Fe*nin enzimi tim konsantrasyonlar
da aktive ettigi gbzlenmistir. Anadolu orkidesi (Orchis anatolica) ¢igeklerinden
saflastirllan proteaz enziminin, giicli proteaz aktivitesinden dolay1, siitii
coktiirebildigi ve peynir iiretiminde giivenle kullanilabilecegi anlasilmistir.

Tesekkiir: Gurubumuz tarafindan yapilan bu calisma TUBITAK (105T414)
tarafindan desteklenmektedir.
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