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oz

Son yillarda, hayvanlardan insanlara gecen bazi hastaliklarda (SARS, deli dana, domuz ve kus gribi) artis
oldugu bilinmektedir. Tiketicilerde, hayvansal proteazlarin gida maddesi yapmminda kullamimi bu
hastaliklarin kendilerine bulasacagina dair endiselere yol agmaktadir. Bu nedenlerden dolay1 bitkisel kaynaklt
trtnlere bir talep artist olmustur. Ticati olarak satilan enzimlerin ise sadece az bir kisminin bitkisel kaynaklt
olmasi, arastirmacilari ticari olarak da kullamilabilecek yeni bitkisel proteaz kaynaklari aramaya sevk etmistir.
Bu calismada, ilk kez ¢cigdem (Crocus biflorns) yumrularindan proteaz enzimi saflastirilmis ve bazt karakteristik
Ozellikleri belirlenmistir. Enzim, amonyum silfat ¢oktiirmesi ve iyon degisim kromatografisi ile 86 kat
saflastirlmistir. Proteaz enziminin optimum pH’st 5.5 ve optimum sicakligi 50°C olarak bulunmustur. Vimax
ve Ky degerleri ise strastyla 47 mg/L.dak ve 0.9 g/L olarak hesaplanmistir. Enzimin molekil agitligt SDS-
PAGE ile 35 kDa olarak hesaplanmustir. Saflastirilan enzimin, peynir yapiminn ilk basamagy olan kazeinin
koagtilasyonu islemlerinde kullanilabilecegi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Cigdem (Crocus biflorus), proteaz, koagiilasyon, kazein

PURIFICATION OF PROTEASE ENZYME FROM CiIGDEM
(CROCUS BIFLORUS) TUBERS AND INVESTIGATION OF USABILITY OF
THE PURIFIED PROTEASE ENZYME IN COAGULATION OF CASEIN

ABSTRACT

It is known that in some diseases (SARS, mad cow, pig and bird flu) that have passed from animals
to humans have increased in recent years. In consumers, the use of animal proteases in the production
of food products leads to concerns about the spread of these diseases. For these reasons, it has been
an increase in demand for the product obtained from plant sources. The fact that only a small
proportion of commercially available enzymes are herbaceous, have encouraged researchers to search
for new herbal protease sources that can be used commercially. In this study, for the first time
protease enzyme was purified from the tubers of a Crocus biflorus and characterized. The protease
enzyme was purified 86 fold by ammonium sulfate precipitation and ion exchange chromatography.
Optimum pH and temperatutre was found as 5.5 and 50 °C. The values of V max and Ky were calculated
as 47 mg/mL.min and 0.9 g/L, respectively. The molecular weight of the enzyme was calculated to
be 35 kDa by using SDS-PAGE. It was determined that the purified enzyme can be used in the
process of casein coagulation, the first step of cheese making,.
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GIRIS
Proteazlar (proteolitik enzimler, peptidazlar)
proteinlerde  bulunan  peptit  baglarinin

parcalanmasini katalizleyen enzimlerdir. Proteaz
enzimleri, peptid baglarini peptid zincirinin ug
kistmlarina  yakin  bolgelerden  pargalayan
(ekzopeptidazlar; E.C. 3.4.11-19) ve peptit
zincirinin ic kisimdan parcalayan
(endopeptidazlar; E.C. 3.4.21-25) olmak tzere iki
sinifa ayrilmaktadir. Endopeptidazlar, enzimin
aktif bolgesinde bizzat reaksiyona katilan
aminoasitler ve kofaktére gbre 5 farkli grup
alunda toplanmaktadir. Reaksiyonu ylirliten
aminoasitlere gore proteazlar, serin proteaz (E.C.
3.4.21), sistein proteaz (E.C. 3.4.22), aspartik
proteaz (E.C. 3.4.23), treonin proteaz (E.C.
3.4.25) ve kofaktor olarak metal kullandigt icin
metaloproteaz (E.C. 3.4.24) olarak
isimlendirilmistir (Antdo ve Malcata, 2005;
Beynon ve Bond, 2000; Demir vd., 2005; Dubey
ve Jagannadham, 2003; Sumantha vd., 2005).
Proteaz enzimleri proteinlerin parcalanmast gibi
hayati  bir  reaksiyonu  katalizledigi  icin
mikroorganizmalar, bitkiler dahil hemen hemen
biitiin canlilarda bulunmaktadir.

Proteaz enzimleri gida, detetjan, ila¢ ve deri
endustrilerinde  olduk¢a yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu enzimler gida sanayinde,
protein hidrolizatlarinin hazirlanmasinda, peynir
yapiminda, ekmek, pizza ve biskiivi gibi unlu
mamullerin  hazirlanmasinda, et yumusatma
islemleri gibi cok farkli alanlarda kullanilmaktadir.
Proteazlar diinya enzim pazarinda sahip oldugu
%060tk bir pay ile ilk siralarda bulunmaktadir
(Cavalcanti vd., 2004). Ayrica diinyada kullanilan
ticari enzimler ile ilgili pazar arastirma raporuna
gbre proteazlarin 6 milyar dolarlik bir paya sahip
oldugu ve ticari olarak satlan proteazlarin
bitkilerden,  hayvanlardan ~ ve  mikrobiyal
kaynaklardan tiretildigi ifade edilmektedir (Menon
vd., 2002).

Son yillarda hayvanlardan insanlara gecen bazt
hastaliklardan (SARS, deli dana, kus gribi vs.)
dolayt hayvansal proteazlarin 6zellikle gida
maddesi yapiminda kullanimimnin endigelere yol
acmasi, bitkisel kaynaklarindan elde edilen
uriinlere artan bir sosyal talebin olmas:t ve ticari
olarak satilan enzimlerin az bir kisminin bitkisel

kaynakli olmasi, arastirmacilari ticari olarak da
kullanilabilecek yeni bitkisel proteaz kaynaklar
aramaya sevk etmistir (Dubey ve Jagannadham,
2003; Roseiro vd., 2003).

Cok yillik ve yumrulu bir bitki olan Iridaceasnin
(Stsengiller) Turkiye’nin bir¢ok bélgesinde cok
saytda endemik tiirt bulunmaktadir. Iridacea’in alt
familyasindan olan Croeus turleri (safran (Crocus
salyatus) hari¢) Anadolu’da halk arasinda ¢igdem
olarak bilinmektedir. Anadolu’da ¢igdemlerin
yumrulart  ¢ig  olarak  veya  pisirilerek
yenilebilmektedir (Akyol vd., 2012).

Bu calismadaki amacimiz, ¢igdemin bir tird olan
ve Erzurum’da da yetisen Crocus biflornsun
yumrularindan  ilk  kez proteaz enziminin
saflastirilmast  ve spesifik  bazt  6zelliklerinin
belirlenmesidir. Ayrica kismi olarak saflastirilan
enzimin, peynir yapiminin ilk basamags olan siitiin
coktirilmesi  ve  kazeinin  parcalanmast
deneylerinde kullanilabilirligi aragtirilmigtir.

MATERYAL VE YONTEM

Proteaz enziminin saflagtirilmasi

Cigdemler Nisan ayinda Erzurum’a bagh Tkizdere
mevkiinde toplanip yikanarak topraklarindan
temizlenmis ve saflastirma islemleri yapilana kadar
-20 °Cde saklanmugtir. Cigdem yumrularinda
bulunan proteaz enzimi, amonyum silfat
¢Oktiirmesi ve iyon degisim kromatografisi
kullanilarak saflastirilmgtir.

Bitkinin yumrulart bigakla kiglk parcalara
ayrilmis ve sivi azotla dondurulduktan sonra toz
haline gelene kadar havanda dévilmustir.
Bitkinin her bir gramina 3 mL saf su ilave edilmis
ve manyetik karigtirict yardimiyla 30  dakika
karistirlmustir. Homojenizat, 10.000xg’de
santriftijlenerek siipernatant alinmis ve amonyum
stlfat ile ¢cOktirme islemlerinde kullanilmistit.
Stipernatant 0’dan %100’e kadar sirasiyla %0-40,
%40-70, %70-100 araliklart ile amonyum stlfat
coktirmesi yapimistir. En ylksek proteaz
aktivitesi  %40-70’lik  ¢Okelekte bulunmustur.
Cokelek 0,02 M asetat (pH: 6) tamponu ile
¢cozllip ayni tampona karst diyaliz edilmistir.
Dengelenmis CM-sefaroz kolonuna ylklenmistir.
(0’dan 0,5 M NaCl bir derisim gradienti
olusturularak elisyonlar alinmustir. Aktif eluatlar
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toplanarak
saklanmistit.

karakterizasyon  islemleri  icin

Proteaz enziminin aktivite tayini

Proteolitik  aktivite, substrat olarak kazein
kullanilip enzimin parcaladigt proteinin (kazein)
miktar1 belitlenerek hesaplanmistir  (Fadyloglu,
2001). Bir EU, bir dakikada enzim tarafindan
parcalanmis  proteinin  pg miktart  olarak
belirlenmistir. pH’st 6 olan 100 mL, 0,1 M’lik
fosfat tamponuna 1 g kazein ilave edilmis ve
manyetik karistiricida karistirilirken sicaklik yavas

yavas  yukseltilmistir.  80-85 °C  sicaklik
araligindal0 dakika boyunca karistirilarak substrat
¢cOzeltisi  hazitlanmigtir.  Hazitlanan  substrat

¢ozeltisi 4 °C’de saklandiginda 10 giin boyunca
kullanidabilmektedir. Bir ml. kazein c¢ozeltisine
500 pL saf enzim ¢ozeltisi ilave edilerek reaksiyon
baslatilmistir. Bu reaksiyon karigimi 50 °C’de 60
dakika inkiibe edilmis ve 3 mL %3’lik TCA ilave
edilerek reaksiyon durdurulmustur.
Pargalanmayan proteinlerin 30 dakika boyunca
¢obkmesi  saglanmistir.  Ardindan 50 °C’de
bekletilen 1 ml. substratin lzerine 6nce 3 mL
TCA ve hemen sonra 500 pL enzim ¢6zeltisi ilave
edilerek hazirlanan numuneler, kor olarak
kullandmustir. Céken proteinler 10.000xg’de 30
dakikada santriftj edilerek ¢oktirilmis ve
slipernatanttan ayrilmugtir. Stipernatantta
¢6kmeden kalan enzim tarafindan parcalanmis
proteinlerin miktari, Bradford yontemiyle tayin
edilip enzim aktivitesi hesaplanmustir.
Stpernatanttan 100 pL almip 1 ml comassie
brillant blue G boya ¢ozeltisine ilave edilmis ve 10
dakika sonra 595 nm de absorbanslar
okunmustur. Ayni sartlar altinda albiimin ile
standart grafik hazirlanmistir. Standart grafik
yardimtyla protein miktart bulunarak EU
hesaplanmistir (Bradford, 1976).

Saflagtirilan enzimin 6zelliklerinin
belirlenmesi

Bu amacg icin %4-15 kesikli SDS PAGE (sodyum
dodesil silfat poliakrilamid jel elektroforez)
kullanilarak  (Thermofisher Scientific; Owl™
Dual-Gel Vertical Electrophoresis = Systems)
saflastirilan  proteaz enziminin safligl  kontrol
edilmis ve molekil agithgr belirlenmistir.
Saflastrilan enzimin optimum aktivite gosterdigi
pH ve sicaklik belirlenmistir. Enzim 10! ve 102

olmak tzere iki farklt derisimde Fe3t, Ca2*, Zn2+,
Mg?*, SDS ve B-merkaptoetanolin enzim
aktivitesi Uizerine etkisi arastirilmistit. Vimax ve K
degerleri Lineveawer-Burk grafiginden
yaralanilarak hesaplanmistir. Ayrica enzimin
kazein digindaki farkli dogal substratlar olan
hemoglobin, alblimin ve jelatin uzerindeki
aktivitesi de arastirilmustir.

Saflagtirilan proteaz enzimi ile kazeinin
pargalanmasinin incelenmesi

Saflastirilan  proteaz enziminin kazeini
parcalamast SDS PAGE  yapilarak kontrol
edilmistir. Bir mI. substrata 0,5 mL enzim ilave
edilip 50 °C’de 18 saat bekletilmis ve 6., 12. ve 18.
saatlerde 50’ser pl. numune alinmistir. Alinan
numunelere, hi¢ beklenmeden 50 upL 8-
merkaptoetanol igeren elektroforez
tamponu ilave edilmis ve numuneler, 10 dakika
sireyle 95 °Cde kaynatillarak elektroforeze
yiklenmeye hazir hale getirilmistir. Kontrol
numunesi i¢in 1 mL substrat 50 °C’de 24 saat
bekletilmis ve 0,5 mL enzim ilave edildikten sonta
diger numunelerle aynt isleme tabi tutularak
hazirlanmustir. Her bir kuyuya 50°ser pLL numune
ve 10 pL ladder yiklenip 50 mA’de yaklasik 40
dakika yiritilmistir. Jel, boyama ¢6zeltisi (0,1 g
comassie brillant blue R-250, %10 asetik asit, %40
metanol, %50 saf su) ile 2 saat boyunca
boyandiktan sonra agma ¢ozeltisi (%10 asetik asit,
%40 metanol, %50 saf su) ile jelin zemin rengi
acilincaya kadar calkalanmustir.

numune

Saflagtirilan enzimle rekonstitiie siitiin
¢oktiiriilmesi

Cigdem yumrularindan kismi olarak saflagtirilan
proteaz enziminin rekonstitiie sutl ¢Oktirip
¢Oktirmedigi arastirlmistir. Bu amagla Berridge
metodunun  modifiye  sekli  uygulanmugtir
(Berridge, 1945). 10 g siit tozu 100 mL saf su ile
karistirilarak %10luk rekonstitlie stt
hazirlanmistir. Bu karigimin bir kismina, karisimin
derisimi 10 mM oluncaya kadar CaCly ilave
edilmistir.  Hazirlanan rekonstitie sitin 5’er
ml’sine 1 mL enzim ¢6zeltisi ilave edilmis ve 50
°oC’de bekletilmistir. Kontrol amacli olarak,
CaCly’lu ve CaCly’siiz 5er ml. rekonstitlie stte 1
mL tampon ¢6zelti ilave edilip aynt sartlar altinda
bekletilmistit. Enzimin sttt ne kadar sirede
¢oktirdigi arastirlmistir.
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SONUC VE TARTISMA

Proteaz enziminin saflagtirilmasina ait
sonuglar

Proteaz  enziminin ¢igdem  yumrularindan

amonyum silfat ¢oktirmesi ve CM-sefaroz iyon

degisim kromatografisi kullanilarak 86 kat
saflastirldigt hesaplanmis ve bu hesaplamalar
cizelge 1’de verilmistir.

Cizelge 1. Cigdem yumrularindan proteaz enziminin saflastirilmast
Table 1. Purification of protease from ¢igdem tubers

. Aktivite Toplam . Spesifik Saflastirma
Hacim . Iy Protein .
Volume Activity Aktivite Protein Aktivite Katsay1si
ml) (BU/mL  Total Activity mg/ml) Specific Activity  Purification
( ) EU) () m/m EU/mg)  Coeffiient
Homojenat 22 001 232 100 0617 0.016 .
Homogenate
(NHy):804 (%80) 10 0165 1646 71 0.366 0.45 28
_ *
CM-scfaroz 10 014 141 6l 0.102 1.37 86

CM-sepharose

*Karboksimetil sefaroz bir katyon degisim kolon kromatografisi materyalidir.
*Carboxymethyl sepharose is a cation exchange column chromatography material.

Saflagtirilan enzimin 6zellikleri

Cigdem yumrularindan saflastirilan  proteaz
enziminin  Vmax ve Kwn degerleri sirastyla 47
mg/L.dak ve 0,9 g/L olarak bulunmustur.

Saflastirilan proteaz enziminin molekdl agirhiginin,
SDS PAGE kullanidlarak 35 kDa oldugu
hesaplanmistir. SDS PAGE jelinin fotografi sekil
1’de sunulmustur. Bir kaucuk agact olan Steblus
asperden saflastirilan proteaz enziminin molekil
agirliginin 64 kDa (Tripathi vd., 2011), Capparis
spinosa’den saflastirilan proteaz enziminin molekl
agithgimin 46 kDa (Demir vd., 2008), Helianthus
annus’den  (ayciceg)  saflastiilmis  proteaz
enzimlerinin molekil agirliklarinin ise 62 ve 120
kDa oldugu hesaplanmistir (Nasr vd., 2016). Bu

sonuclardan da goriillecegi gibi  bitkilerden
saflastirilan  proteaz  enzimlerinin  molekdl
agirliklart farklilik géstermektedir.

Cigdem yumrularindan saflasturilan  proteaz

enziminin optimum pH’sinin 5,5 oldugu sekil 2°de
ve optimum sicakliginin ise 50 °C oldugu sekil 3’te
verilen egrilerde gorilmektedir. Ayrica enzimin 5-
9 pH ve 10-70°C sicaklik araliginda aktif oldugu
belitlenmistir.  Bruno vd. (2010)  Bromelia
hieromymrden saflastrdiklart proteaz enziminin
optimum stcakligint 30 °C ve optimum pH’sin1 5,
Tripathi vd. (2011) Stebius asperden saflastirdiklar

proteaz enziminin optimum sicakligini 65 °C ve
optimum pH’sini 2-4 ve Demir vd. (2008)
Capparis  spinosa’dan  saflagtirdiklar1  proteaz
enziminin optimum sicakligini 60 °C ve optimum
pH’sint 6,5 olarak bulmuslardir. Literatiirdeki bu
calismalarda saflagtirilan proteaz enzimleri, bu
calismada elde edilen proteaz enzimi gibi asidik
pHlarda maksimum aktivite g6stermektedir.
Ayrica bu calisgmada elde edilen enzimin
maksimum aktivite gosterdigi sicaklik, yukarida
verilen iki calismadan daha distik olmasina
ragmen belirtilen sicaklik enzimler icin ytksek bir
degerdir. Stutiin pH’sinin asidik olmast ve ¢igdem
yumrularindan saflastirilan proteaz enziminin de
asidik pH’larda maksimum aktivite gdstermesi,
saflastirilan bu enzimin stit Urinlerinin islenmesi
icin uygun olabilecegini géstermektedir. Ayrica
enzimin, genis sicaklk ve pH araliginda
aktivitesini korumast endustriyel islemlerin farkls
alanlarinda kullanilabilecegini de gostermektedir.

Cigdem yumrularindan saflastirilan  proteaz
enziminin baska substratlar Gzerinde aktif olup
olmadig1 arastirilmistir. Bu amagcla substrat olarak
hemoglobin, jelatin ve albiimin kullandmistir.
Enzimin hemoglobini, albiimini ve jelatini de
pargaladigt bulunmustur.
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97 kDa

66 kDa

55 kDa
45 kDa

36 kDa

24 kDa

14 kDa

Sekil 1. Cigdem yumrularindan saflastirilan proteaz enziminin SDS PAGE* géruntisi. (1. kuyu:
marker, 2. kuyu: saf proteaz, 3. kuyu: Homojenat)
*Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi
Figure 1. SDS PAGE* of purified protease from ¢igdem tubers. (Lane 1: Ladder, Lane 2: Purified Protease, Lane 3:
Homagenate)
* Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

0,5 T
0.4 +
0.3+

0.2 1+

Aktivite (EUmL)

0.1+

5 G 7 3 g9
pH

Sekil 2. Cigdem yumrularindan saflastirilan proteaz enziminin aktivitesi tizerine pH’nin etkisi
Figure 2. The effect of pH on activity of purified protease enzyme from cigdem tubers
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Sekil 3. Cigdem yumrularindan saflastirilan proteaz enziminin aktivitesi tizerine sicakligin etkisi
Figure 3. The effect of temperature on activity of purified protease engyme from ¢igdem tubers

Cigdem yumrularindan  saflagtirilan  proteaz
enziminin aktivitesi Uzerine 101 ve 102 M
derisimlere sahip metal iyonlarnin ve bazt
kimyasallarin etkisi ¢izelge 2 verilmigtir. Ca>* ve
Mg’ nin her iki derisimde de enzimin aktivitesini
arttirdigr bulunmustur. Fe’* ve SDSnin 0,1 M
derisimde enzimi tamamen inhibe ettikleri ve Fe3*
iyonlarinin 0,01 M derisimde ise enzimin
aktivitesini artirdigt belirlenmistir. Saflagtirilan
proteaz enziminin aktivitesini Zn2* iyonlarinin her
iki derisimde de etkilemedigi 3-merkaptoetanoliin
ise 0,01 M derisimde enzimin aktivitesine etki
etmezken 0,1 M derisimde aktiviteyi artirdigt
belitlenmistir.

Saflagtirilan proteaz enzimi ile kazeinin
parcalanmasina ait sonuglar

Saflastirilan proteaz enziminin kazeini 6, 12 ve 18
saat streyle hidrolizinin SDS-PAGE gorintisi
sekil 4’te verilmistir. Sig1r kazeinin a, 8 ve » olmak
lzere U¢ turd bulunmaktadir. o kazein a-s1 22.0-
23.7 kDa ve a-s2 25.2 kDa, B kazein 23.9-24.0
kDa ve » kazein 19 kDa molekil agirligina sahip
oldugu bilinmektedir (Modler, 1985). Kontrol
amaciyla ekilen 4 numarali kuyuda 20 ile 35 kDa
arasinda bulunan bantlarin, kazeinle ilgili
literatiirde verilen bilgilerle uyum icinde oldugu
gorilmustir. Kazeinin 6. saatte sonlandirilan
hidrolizinde 15 kDa civarinda yeni bir bandin
gorinmeye basladigt ve 18. saatte daha da
belirginlestigi tespit edilmistir. Es zamanli olarak
ta o ve B-kazein bantlarinin kiicildigi »-kazein

bandinin hemen hemen yok oldugu géralmistiir.
Creamer vd. (1998) tarafindan yapilan ¢alismada,
n-kazein hidrofobik olan o ve  kazein misellerini
sararak kazeinin ¢6ztintrligint artirdigini, peynir
yapiminda  x-kazeinin  hidrolizlenmesi  ile
hidrofobik kazein yapilarinin ortaya ciktigini ve
boylece sitin ¢Okmesinin saglandigint ifade
etmislerdir. Yaptigimiz bu ¢alismada, SDS PAGE
jelinde en kugiik molekile sahip (x kazein: 19
kDa) olan kazein bandinin 18. saatte hemen
hemen yok oldugunun gériilmesi enzimin, siitiin
coktirilmesi  islemlerinde  kullanilabilecegini
gostermektedir.

Saflagtirilan enzimle rekonstitiie siitiin
¢oktiiriilmesine ait sonuglar

Ayrica amonyum sulfat ¢Oktiirmesi ile kismi
olarak saflagtirilan proteaz enziminin rekonstitiie
suti ka¢ saatte ¢Oktirdigi arastrilmistir. Bu
amagcla 10 mM CaCl; iceren %10’luk rekonstitiie
stt ve %10luk rekonstitiie siit olmak tzere iki
farkli  ortamda  deneyler  yiritilmustir.
Numuneler proteaz enziminin maksimum aktivite
gosterdigi 50°C’de bekletilmigtir. CaCly igeren
deneyde enzimin 3. saatten itibaren rekonstitlie
sttd ¢oktiirmeye basladigi ve bir saat icinde
rekonstitlie siitiin tamamen ¢oktiigi gorilmistir.
CaCly icermeyen rekonstitiie slt ise 6. saatten
itibaren ¢6kmeye baslamistir. Rekonstitlie sttiin
enzim  tarafindan  ¢oktiraldigi  tlplerin
fotograflari sekil 5 verilmektedir.
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Cizelge 2. Cigdem yumrularindan saflastirilan proteaz enziminin aktivitesi tizerine FeCls, CaClo, ZnCly,

MgCl,, SDS ve B-merkaptoetanoliin etkisi

Table 2. The effect of FeCls, CaCly, ZnClay MgClo, SDS' ve S-mercaptoethanol on activity of purified protease from

o—kazein ——»

B—kazein ——»
k—kazein ——»

—

pargalanan
kazein

Sekil 4. Cigdem yumrularindan saflastirilan proteaz enziminin kazeini hidrolizlemesinin SDS PAGE*
gorintist. (1. kuyu: 6 saat hidroliz edilen numune, 2. kuyu: 12 saat hidroliz edilen numune, 3. kuyu: 18 saat

¢iddem tubers
Derisim Protease Aktivite (%)
Concentration Protease Activity

Kontrol Control 100

10! mM 149
CaCl, 102 mM 155

10! mM 189
MgCl, 102 mM 196

10! mM 0
FeCls 102 mM 148

10-! mM 103
ZnCl 102 mM 95

10! mM 0
SDS 102 mM 85

1

B-merkaptoetanol 107 mM 155

102 mM 95

1t S = )

' — 250 kDa
smram— 130 kDa
oz 100 kDa
o  70kDa

- 55 kDa
35 kDa
25 kDa

il "

hidroliz edilen numune, 4. kuyu: kontrol ve 5. kuyu: marker)
*Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi

Figure 4. SDS PAGE* pattern of hydrolysis of casein with protease enzyme from cigdem tubers. (Lane 1: 6 hours hydrolyzed sample,

lane 2: 12 hours hydrolyzed sample, lane 3: 18 hours hydrolyzed sample, lane 4: blank and lane 5: ladder)
* Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
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Sekil 5. Cigdem yumrularindan saflastirilan proteaz enzimi ile rekonstitiie sttiin ¢oktirilmesi. (A
(%10’luk rekonstitiie siit); 1: enzimli deneme, 2: kontrol. B (10 mM CaClzigeren %10’luk rekonstitiie
stit); 3: enzimli deneme, 4: kontrol)

Figure 5. Clotting reconstituted milk with protease from ¢iddem tubers. (A (10% reconstituted milk); 1: sample, 2:
blank. B (10% reconstituted milk containing 10 mM CaClo); 3: sample, 4: blank)

SONUC

Cigdem yumrularindan proteaz enzimi bagarili bir
sekilde saflagtirdmustir.  Saflastirilan  proteaz
enziminin optimum pH’ st 5,5 ve optimum
sicakligi 50 °C olarak bulunmustur. Enzimin Vimax
ve Ky degetleri sirastyla 47 mg/L.dak ve 0,9 g/L
ve molekill kiitlesi 35 kDa olarak hesaplanmigtir.
Gigdem yumrularindan elde edilen enzimin,
kazeini pargaladizn SDS PAGE  yapilarak
belirlenmis ve ayrica enzimin rekonstitiie sttii
basarili bir sekilde ¢oktirdiigh bulunmustur. Bu
sonuclar, ¢igdem yumrularindan elde edilen
proteaz enziminin peynir yapiminin ilk basamag:
olan siit ¢oktirme isleminde basarili bir sekilde
kullanilabilecegini g6stermektedir.
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