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OZET

KERATINAZ URETEN BAKTERILERIN iZOLASYONU VE ENZIM
URETIMININ MOLEKULER YONTEMLERLE ARTTIRILMASI

Meryem KARADAGLI
Yiiksek Lisans, Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog.Dr. Bahri Devrim OZCAN

Mayis 2016, 72 Sayfa

Bu ¢alismada, Cukurova Universitesi Tavuk¢uluk Unitesi’nden toplanan ve tavuk tiiyii iceren toprak
orneklerinden ii¢ adet keratinolitik Bacillus sp. izolasyonu gergeklestirilmistir. Bakteriler sirasiyla
Bacillus sp. MK1, MK2 ve MK3 olarak isimlendirilmislerdir. MK1 ve MK3 keratinazlari optimum
aktivitelerini 40°C’de gosterirken, MK2 keratinaz1 50 °C’de gostermistir. Yine MK1 ve MK3
keratinazlar1 optimum aktivitelerini pH 9.0’da, MK2 keratinazi ise pH 8.0’de gostermistir. MK 1, MK2
ve MK3 bakterilerinin keratinazlarina ait spesifik aktiviteler 40 °C’de sirasiyla 2.76, 0.77 ve 5.48 U/mg
protein olarak gergeklesmistir. En yiiksek diizeyde enzim iiretimini inokiilasyondan itibaren MKI
izolat1 36., MK2 ve MK3 izolatlar1 ise 24-36. saatlerde gerceklestirmislerdir. izolatlarm EtBr ile
muamelesi sonucunda MK1’den MK1-M3, MK1-M4 ve MK1-M5, MK2’den MK2-M3 ve MK2-M4,
MK3’den ise MK3-M1, MK3-M3, MK3-M4 ve MK3-M5 asir1 iretici mutant varyeteleri elde
edilmigtir. MK1-M3, MK1-M4, MK1-M5, MK2-M3, MK2-M4, MK3-M1, MK3-M3, MK3-M4 ve
MK3-M5 mutant varyeteleri kendi yabani tip suslarina gére sirasiyla %186, 117, 133, 144, 171, 122,
116, 214 ve 187 oraninda enzim iiretmislerdir. PMSF, iire, CaCl,, Tween 80 her ii¢ enzim i¢in de ortak
aktivator olarak belirlenmistir. EDTA ise her ii¢ enzimi de inhibe etmistir. BLAST analizleri sonucunda
Bacillus sp. MK1 bakterisi B. subtilis NCDO 1769 ile %96 oraninda rDNA sekans benzerligi
gostermigtir. Diger taraftan Bacillus sp. MK2 ve MKS3 bakterileri ise B. subtilis NRRL B-4219 ve B.
tequilensis 10b bakterileri ile %99, B. subtilis SBMP4 bakterisi ile de %98 oraninda rDNA sekans
benzerligi gostermislerdir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus sp., keratinaz, izolasyon, karakterizasyon, mutasyon, EtBr



ABSTRACT

ISOLATION OF KERATINASE PRODUCING BACTERIA AND INCREASING
OF ENZYME PRODUCTION BY MOLECULAR METHODS

Meryem KARADAGLI
M.Sc., Department of Biology
Supervisor: Assoc.Prof.Dr. Bahri Devrim OZCAN

May 2016, 72 Pages

In the present study, three keratinolytic Bacillus strains were isolated from the feather containing soil
samples collected from the poultry enterprise of Cukurova University. The isolates were entitled as
Bacillus sp. MK1, MK2, and MK3, respectively. The optimum enzyme activities were observed at 40°C
for MK1 and MK3 keratinases whereas 50 °C for MK2 keratinase. Similarly, optimum pH value for
MK1 and MK3 keratinase was 9.0, whereas 8.0 for MK2 keratinase. The specific activities of MK1,
MK2, and MK3 keratinases were 2.76, 0.77 and 5.48 U/mg protein at 40°C, respectively. Maximum
enzyme productions of isolates were observed after 36 hours for MK1, and 24-36 hours for MK2, and
MK3. Over-expressing mutant varieties MK1-M3, MK1-M4 and MK1-M5 from MK1, MK2-M3 and
MK2-M4 from MK2, and MK3-M1, MK3-M3, MK3-M4 and MK3-M5 from MK3 were obtained after
EtBr treatment. MK1-M3, MK1-M4, MK1-M5, MK2-M3, MK2-M4, MK3-M1, MK3-M3, MK3-M4
and MK3-M5 have produced 186, 117, 133, 144, 171, 122, 116, 214 and %187 keratinase according to
their own wild type strains, respectively. PMSF, urea, CaCl, and Tween 80 were determined common
activators for all enzymes. However, EDTA has also inhibited all these three enzymes. According to
BLAST analysis, Bacillus sp. MK1 rDNA sequence was similar to B. subtilis NCDO 1769 rDNA
sequence at the rate of 96%. On the other hand, Bacillus sp. MK2 and MK3 rDNA sequences were
similar to B. subtilis NRRL B-4219 and B. tequilensis 10b rDNA sequences at the rate of 99%, and B.
subtilis SBMP4 rDNA sequence at the rate of 98%.

Key Words: Bacillus sp., keratinase, isolation, characterization, mutation, EtBr
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1. GIRIS

Enzimler, biyolojik reaksiyonlarin katalizorii olup, reaksiyonlar1 diger katalizdrlere
gore daha hizli katalizlerler (Aehle, 2004). Diger taraftan, aktivasyon enerjisi ise bir
kimyasal tepkimedeki biitiin molekiilleri reaktif hale getirmek igin ihtiya¢ duyulan
enerjidir (Sekil 1.1).

N
enzim \
olmadan 1
| Enzim
| olmadan
| aktivasyon
A enzimile | Merisi
:’&-:—; enzim ile | aktivasyon
c |, enerjisi
UJ .
girenler
drdnler

N
Reaksiyonun ilerlemesi

Sekil 1.1. Reaksiyonlarda enzimli ve enzimsiz aktivasyon enerjisi seviyeleri

Aktivasyon enerjisi kavrami, kataliz ve enzim kavramlar ile yakindan ilgilidir.
Biyokimyasal ag¢idan agidan bakildiginda katalizorler, tepkimenin aktivasyon
enerjisini distirerek tepkime hizini arttiran maddelerdir. Katalizorler, tepkimeleri
kolaylastirirken tepkime esnasinda degisiklige ugratilmazlar veya tiiketilemezler. in
vivo kosullarda tepkimelerin birgogu katalizor olmaksizin gerceklesmez (Aehle,

2004).

Enzimler protein yapisinda olup belirli tepkimeler igin ozgiildiirler (Aehle, 2004).
Her bir enzim genellikle tek tip bir kimyasal tepkimeyi Kkatalizlerken, diger bazi
enzimler birbirleri ile benzerlik gosteren tepkime grubunu katalizleyebilmektedirler.
Bu durum, enzim molekiilinin kendine o6zgil ¢ boyutlu yapisindan

kaynaklanmaktadir. Enzim tarafindan katalizlenen bir tepkimede enzim (E) ile



substrat (S) bir araya gelerek enzim-substrat kompleksini olusturur. Tepkime
sonucunda meydana gelen iiriin (U) nihayetinde enzimden ayrilir ve enzim

baslangigtaki haline geri doner.

Enzimler genellikle substratlarla mukayese edildiginde daha biiyiik olup, enzim ile
substrat bir araya gelmesi, Van der Waals kuvvetleri, hidrojen baglar1 ve hidrofobik
etkilesimler gibi zayif baglarla miimkiin olabilmektedir. Substrat, enzim tizerinde

bulunan spesifik aktif bélgeye baglanmaktadir.

Enzimlerin kullaniminin tarihsel siireci incelendiginde, eski caglardan bugiine
peynir, maya, sirke, bira, sarap gibi gida ve igeceklerin yanisira, keten, deri, ¢ivit

mavisi gibi tirlinlerin tiretilmesinde kullanildigi goriilmektedir (Kirk vd., 2002).

Gegen yiizyilin sonlarina dogru modern biyoteknolojinin devreye girmesi ozellikle
enzimlerin {iretimi i¢in belirlenen uygun mikroorganzimalarin kullanilmasiyla biiyiik
Olceklerde, iyi derecede karakterize edilmis ve yliksek derecede saf enzim iiretimi
miimkiin hale gelmistir. Bu gelismelerin neticesinde, tekstil, nisasta ve deterjan gibi
endiistrileri de i¢ine birgok endiistriyel alanda enzimlerin kullanimi yayginlagmistir.
Rekombinant DNA teknolojisi ise enzimlerin daha bol, saf ve ucuz bir sekilde
tiretilmelerine imkan saglayarak ticarilestirilmesine ciddi katkilar getirmistir (Kirk
vd., 2002). Biitin bu gelismeler enzimlerin yeni ve/vaya farkli fonksiyonlarini
belirlemek, yeni siire¢ kosullarina adaptasyonu saglamak ve bunlarin endiistriyel
boyutlarda kullanimlarin1 daha da gelistirmeyi miimkiin hale getirmek amaciyla
yaptlmistir. Giiniimiizde kullanilan enzimler farkli dogal maddelerin hidrolizlerini

gerceklestirmektedir (Kirk vd., 2002).

Proteazlar 6zellikle siit ve detrjan sanayindeki yaygin kullanimlarindan dolay1 enzim
cesitleri arasinda daha popiilerdir. Endiistriyel enzimlerin en yaygm kullanildigi
alanlar iginde nisasta, deterjan, tekstil ve fuel-oil basta gelmektedir. Endiistriyel
enzimlerin diinya genelinde kullanim1 1995 yilinda yaklasik bir milyar dolar iken bu
rakam 2000 yilinda 1,5 milyar dolara yiikselmistir. Bu biiyiime basta deterjan
sanayinde olmak iizere son on yil iginde en hizli biiyiime firincilik ve hayvan yemi

endiistrisinde meydana gelmistir. Bununla birlikte kagit, hamur ve kisisel bakimi



kapsayan diger endiistriyel alanlarin zenginligi de biiylimeye ciddi katkilar

saglamistir (Kirk vd., 2002).

Enzim teknolojisi, ekonomik kooperatif ve gelisim kuruluslarinca, siirdiiriilebilir
endiistriyel gelisme bileseni olarak tanman multidisipliner bir alan olarak

tanimlanmaktadir (van Beilen ve Li, 2002).

1.1. Mikrobiyal Enzimler

Mikroorganizmalar 6nemli primer ve sekonder metabolitleri iiretmeleri sebebiyle
vazgecilmezdir. Cok ¢esitli enzimlerin iretimlerini gergeklestirmeleri bunlarin
temelini olusturur. Bahsi gegen degerli bilesikleri tiretmek amaciyla, hayvan ve
bitkisel kokenli enzimlerin kullanimi veya kimyagerlerce bu bilesiklerin sentetik
olarak sentezlenmesi yerine mikroorganizmalarin tercih edilmelerinin temel

nedenleri su sekilde siralanabilir;

-Yiiksek oranlarda biyosentez ve metabolizma saglamak amaciyla hizli besin

tilketimini kolaylagtirmak i¢in gerekli olan biiylik hacim-yiizey alani orani,

-Ayni anda birbirinden farkli birgok reaksiyonu gerceklestirebilmeleri,

-Farkli ¢evrelere kolay uyum saglamalari ve laboratuarda zengin olmayan karbon ve

azot kaynaklariyla kiiltiire alinip 6nemli bilesikleri tiretebilmeleri,

-Genetik manipiilasyonlarinin kolay olmasi, in vivo ve in vitro kosullarda, yap1 ve

aktivitelerinin yiizlerce kata kadar arttirilabilmesi,

-Mevcut yontemlerin ¢ok fazla sayida kiiltiirii kisa bir zaman dilimine gézlemleme

olanag1 vermesi,

-Yiiksek ¢esitlilik; ayni reaksiyonu katalizleyen farkl: tiirlerin bulunmasi ve bunlarin

reaktordeki kosullar1 kontrol etmek adina esneklik saglamasi,



-Tarama prosediirlerinin kolay olmasi ve buna bagli olarak ¢ok kisa bir zaman
diliminde denenmek {izere binlerce susa ait saf kiiltiirlerin elde edilebilmesi
(Barredo, 2005).

Mikrobiyal enzimler, bitki ve hayvan kokenli enzime gore daha stabil olup, ekstrem
kosullarda (yliksek sicaklik, yiiksek ve diisik pH kosullar, yiliksek tuz
konsantrasyonu vs) daha yiiksek katalitik aktivite ve kararlilik gostermektedir. Biitiin
bu avantajlar1 dolayisiyla endiistriyel uygulamalarda kullanilan enzimlerin 6nemli bir

kism1 mikrobiyal orjinlidir (Barredo, 2005; ).

1.2. Mikrobiyal Kokenli Proteazlar

Proteazlar; gida sanayinde, deterjan sanayinde, farmakolojide, biyoremediasyonda,

deri sanayinde ve diger pek ¢ok endiistriyel alanda kullanilmaktadir (Barredo, 2005).

Proteazlar, mikroorganizmalar basta olmak iizere bitkiler ve hayvanlar tarafindan
tiretilmektedirler (Rao vd., 1998). Mikrobiyal proteazlar, bitkisel ve hayvansal
kokenli proteazlarin istenen talebi karsilamamasi ve diger birgok Ozelliklerince
istiinlik gostermesi sebebiyle biyoteknolojik uygulamalarda yaygin kullanim alani

bulmustur (Barredo, 2005).

Bir¢cok mikroorganizma yaygin proteaz ireticisidir. Birgok ticari serin proteazlar
cogunlukla notral ve alkali 6zelliktedir. Yaygin bir mikroorganzima olan Bacillus’lar
cogunlukla serin proteaz fiireticisidirler. Diger taraftan Desulfurococcus mucosus,
Thermus caldophilus, Aeromonas, Streptomyces ve Escherichia suslar ile
Aspergillus oryzae gibi funguslar énemli proteaz iireticileridir. Sistin proteazlari
Serin ve aspartik proteazlarin sistin proteazlarindan daha yaygmn bulundugu
bildirilmistir (Barredo, 2005).

1.3. Keratinler

Keratinler, fibriller yapidaki ¢dziinemeyen proteinlerdir (Kublanov vd., 2009).

Dogada ¢ogunlukla sag, turnak, yiin, tily, penge, telek, gaga, diken (kirpilerde), pul



(baliklarda), toynak, boynuz, kaplumbagalarin kabugu gibi viicut bdlgelerinde
bulunan ve yiiksek stabilite gosteren yapisal (Lehninger, 1984). Keratinler alfa (o)
ve beta (B) keratinler olmak {izere iki temel gruba ayrilmistir. Alfa-keratinler bir¢cok
omurgali hayvanin epitelyumunda bulunur ve alfa helikal ikinci yap1 bakimindan
zengindir. Molekiiler agirliklar1 40 ile 70 kDa arasinda degiskenlik gostermektedir.
Siirtingenlerin ve kuslarin derisinde bulunan beta keratinlerin boyutlari ise genellikle
alfa keratinlerden kiigiik olup 10-20 kDa arasindadir. Beta keratin molekiilleri, beta
katlanmalar1 bakimindan zengin oldugu i¢in daha stabil olup hidrolize kars1 daha
direnglidirler (Kublanov vd., 2009).

Keratin polipeptidi, gerek hidrojen baglar1 gerekse hidrofobik etkilesimler tarafindan
yogun bir sekilde paketlenmistir. Keratinler kuvvetli bir stabilizasyon gostermeleri
sebebiyle degredasyonlari oldukg¢a zordur. Ayrica disiilfid baglariyla ¢apraz baglanan
polipeptit zincirleri, ticari proteazlarca degredasyona yiiksek derecede direng
gostermektedir. Bitigik zincirler, keratinin hidrolizine kars1 direngliliginden sorumlu
olup, distilfid baglar1 ile baglanmislardir. Keratin igeren materyallerin pargalanmasi
medikal ve tarimsal alanda biiyilk 6nem tagimaktadir. Diinya genelindeki tavuk
isletmelerinde atik olarak yilda milyonlarca ton tily iiretilmekte olup, bunun yaklasik
%90°1 keratinden meydana gelmektedir. Bu tiiyler hidrolize edildigi takdirde, hayvan
yemleri agisindan potansiyel bir protein kaynagina doniismektedir (Allpress vd.,
2002).

Kiimes hayvanlarinin tiretimi ve islenmesi tesislerinde biiyiik miktarlarda ortaya
cikan ve %90 oraninda keratin igeren atik tiiyler, ¢iftlik hayvanlar igin zengin igerigi
ile potansiyel bir alternatif protein kaynagi olusturmaktadir. Ancak iiretiminin
yiiksek enerji gerketirmesi ve pahali olmasi, hayvan besinleri i¢in tiiylerin protein
kaynagi olarak kullanimini kisitlamaktadir (Riffel vd., 2003a). Enzimlerce hidrolize
edilen tiiyler ise gogunlukla giibrelere, kivam artirici maddelere, yemlere ve filmlere

déniistiirilebilirler (Riffel vd., 2003a).



1.4. Keratinazlar

Keratinazlar, keratin substratlarini pargalayabilme yetenegine sahip proteolitik bir
enzim smifidir. Bu enzimlere basta keratin substratlarini hidroliz etmesi olmak iizere

diger bazi uygulama potansiyellerinden dolay1 ilgi her gegen giin artmistir (Brandelli,
2008).

Keratinolitik enzimler basta fungus, Actinomycetes ve bakteriler tarafindan
tiretilmektedirler. Bu mikroorganizmalar c¢ogunlukla keratin materyalleri igeren
cevreler basta olmak {izere topraklardan izole edilmektedirler (Riffel ve Brandelli,
2006). Bu sayede keratinolitik enzimler, tavuk ve deri endiistrilerinde ortaya ¢ikan ve
keratin iceren atiklarin biyoteknolojik olarak doniisiimiinde siklikla kullanilmaktadir.
Buna ilave olarak keratinaz enzimleri ilag ve kozmetik uygulamalarinda da kullanim
alan1 bulmustur (Onifade vd., 1998; Brandelli vd., 2010).

1.4.1. Bakteriyal Keratinazlar

Bacillus ve Streptomyces cinslerine ait tiirler dogada en yaygin bulunan keratinaz
tiretici mikroorganizmalardir (Brandelli, 2008). Bununla birlikte, Microbacterium
(Thys vd., 2004), Vibrio (Sangali ve Brandelli, 2000), Lysobacter (Allpress vd.,
2002), Stenotrophomonas (Yamamura vd., 2002) ve Chryseobacterium (Riffel vd.,
2003b ) gibi farkh tiirlerde de keratinaz tiretimi bildirilmistir.

1.4.2. Keratinazlarin Biyokimyasi

Mikroorganizma kokenli keratinazlar iretici tir ve suslara bagli olarak farkli
Ozellikler gosterebilmektedirler. Su ana kadar hiicre i¢i enzimler izole edilmis ve

tanimlanmis olup ¢ogunlukla hiicre disidir (Gupta ve Ramnani, 2006).

Mikrobiyal keratinazlar ¢ogunlukla 7.5-9.0 pH araliginda aktivite gostermekte olup,
alkalin ve nétral proteazlar sinifinda yer alirlar. Buna ragmen bazi keratinazlar bu pH
araligimin disinda alkalifilik veya asidik gibi ekstrem pH’larda optimum aktivite

gostermektedir. Keratinazlar genellikle genis pH araliklarinda kararlidir (Brandelli



vd., 2010). Benzer sekilde, keratinazlarin aktivite gosterdigi optimum sicaklik, izole
edildigi ¢evre kosullarina ve tretici mikroorganizmaya bagl olarak degiskenlik
gostermektedir. Mezofilik Stenotrophomonas maltophila DHHJ optimum aktivitesini
40 °C’de gosterirken, termofilik F. pennavorans 80 °C’de gostermistir. F. islandicum
AW-1"den elde edilen enzimin optimum aktivitesi ise 100 °C olarak bildirilmistir
(Brandelli vd., 2010).

Farkli molekiiler agirliklara sahip keratinaz enzimlerine siklikla rastlanilmaktadir. S.
albidoflavus ve K. rosea tarafindan iiretilen enzimlerin molekiiler agirliklart 18-240
kDa araliginda olmasina ragmen, ¢ogu bakteriyel kokenli keratinaz 50 kDa’dan daha

kiigiik boyutlardadir.

Keratinazlar ¢ogunlukla monomerik olmasina ragmen multimerik keratinazlar da
tamimlanmistir. Yiiksek molekiiler agirliga sahip keratinazlar ya metalloproteaz
karakterli ya da termofilik mikroorganizmalardan elde edilen keratinazlardir
(Brandelli vd., 2010).

ca™, Mg2+ ve Mn?* gibi metal iyonlar1 ¢cogunlukla keratinazlar1 stimule etmektedir
(aktivitesini artirmaktadir) (Gupta ve Ramnani, 2006). Bu stimulasyonun sebebi
olarak enzimin konformasyonunu korumasi ve enzim-substrat kompleksinin
kararlilig: ile ilgili oldugu bildirilmistir (Farag ve Hassan, 2004; Suntornsuk vd.,
2005; Cao vd., 2009). Cu**, Ag*, Hg?*, ve Pb* gibi agir metaller ise keratinolitik
aktivitede azalmaya neden olmaktadir (Brandelli vd., 2010). Indirgeyici ajanlarin
keratinazlar lizerinde daha ¢ok stimiilator etki gostermektedigi de bildirilmistir
(Brandelli vd., 2010).

Bakteriyal kokenli bazi keratinazlarin biyokimyasal ozellikleri Cizelge 1.1°de

verilmistir



Cizelge 1.1. Baz1 bakteriyal keratinazlarin biyokimyasal 6zellikleri (Brandelli, 2008).

Uretici organizma C.T. MW (kDa) Opt.pH Kaynak

B. licheniformis PWD-1 Serin 33 7.5 Linvd., 1992

B. subtilis Serin 254 7.5 Suh ve Lee, 2001

B. pseudofirmus FA30-10  gerin 27.5 9.0-10.0  Kojima vd., 2006

S. pactum DSM40530 Serin 30 7.0-10.0  Bockle vd., 1995

S. albidoflavus K1-02 Serin 18 6.0-9.5 Bressolier vd., 1999

F. pennavorans Serin 130 10.0 Friedrich ve Antranikian, 1996
X. maltophilia POA-1 Serin 36 8.0 De Toni vd., 2002

Vibrio sp. kr2 Serin 30 8.0 Sangali ve Brandelli, 2000a
Chryseobacterium sp. k6 petallo 64 7.5 Riffel vd., 2007
Microbacterium sp. kr10 Metallo 42 7.5 Thys ve Brandelli, 2006
Kocuria rosea LPB-3 Serin 240 10.0 Bernal vd., 2006

C.T.:Katalitik tip, MW: Molekiiler agirlik

1.4.3. Keratinazlarm Uretimi

Keratinazlarin biyoteknolojik uygulamalardaki 6nemi ve bu enzimlere olan talebin
giin gegtikge artmasi, bu enzimlerin ticari boyutlarda tiretimini zorunlu hale
getirmistir. Besi ortaminda keratin bulunmasi keratinaz enziminin tiretimini tesvik
etmektedir. Bu sebeple mikroorganizmalarin tiretildigi besi ortamlarina boynuz unu,
tavuk tiiyli unu, sa¢ gibi keratindz substratlar ilave edilmektedir. Her ne kadar besi
ortamlarinda keratin varhigi keratinaz enziminin tretimini tesvik etse de, keratinaz
liretimi i¢in besi ortamlarmma her zaman keratindz substratlarin ilavesi gerekli
degildir. Besi ortamlarinda soya fasulyesi yemi, soya unu, karides kabugu unu,
yagisiz siit, peynir alti suyu, kazein ve jelatin gibi diger keratindz olmayan
substratlarin da keratinaz tiretimini tesvik ettikleri bildirilmistir (Brandelli vd., 2010).
Ayrica farkli karbon ve azot kaynaklarinin da keratin iceren ortama eklenmesi
keratinaz iiretiminin dnemli diizeyde artmasima sebep olmaktadir. Ornegin; nisasta,
glukoz, melas, sukroz, kiispe gibi karbon kaynaklar1 ile iire, tripton, pepton,
amonyum kloriir, maya o6ziiti ve sodyum nitrat gibi azot kaynaklarinin ilave
edilmesinin enzim fretimini arttirdig1 bildirilmistir (Brandelli vd., 2010). Ancak
bazan, organik ve/veya inorganik azot kaynaklari, karbonhidratlar gibi ek
substartlarin eklenmesi bazi mikroorganizmalarin keratinaz iiretimini negatif yonde

etkiledigi de gortilmektedir.



1.4.4. Keratin Iceren Atiklarm Biyolojik Islahi

Tavukguluk ve deri endiistrileri basta olmak {izere endiistriyel yan iiriin olarak agiga
¢ikan Kkeratince zengin driinlerin biyolojik geri doniisimiinde Keratinolitik
mikroorganizmalarin  kullanilmasi1 6nemli bir alternatif olarak goriilmektedir
(Brandelli, 2008). Birgok keratinaz enzimi farkli susbtratlar1 hidrolize etme
yeteneginde olup (Lin vd., 1992; Bockle vd., 1995; Brandelli, 2005), keratince
zengin atiklarin hayvan yemlerine ve/veya diger degerli {iriinlere biyolojik

doniistimleri i¢in bu enzimler biiyiik bir potansiyel olusturmaktadir.

Keratin polimeri, toplam tavuk agirhigmin %10’unu, buna karsilik toplam tiiy
agirliginin ise yaklasik %90’ nin1 olusturmaktadir. Tiim diinyada yayginlasan ticari
tavuk isletmeleri tarafindan atik olarak iiretilen tliylerin siirekli bir artig gostermesi
ciddi kirlilik problemi olusturmaktadir ve bu yiizden bu sorunun ¢éziimiinde dogru

politikalarin izlenmesi gerekmektedir (Shih, 1993).

Glintimiizde tiiyler, basin¢gli buhar kullanilan pisirme yontemiyle tiily yemine
dontistiiriilmektedir ve bu islem yiiksek enerji kullanimini gerektirmekte olup
ekonomik degildir. Tiiylerden elde edilen yemler (tity yemleri), hayvan rasyonlarinda
triptofan, histidin ve methionin  noksanligi  sebebiyle belirli oranlarda
kullanilmaktadir (Papadopoulos vd., 1986; Wang ve Parsons, 1997). Keratinaz
enzimlerinin kullanimi ile tiiylerin ve tily yemlerinin besinsel degerinde artis
go6zlendigi bildirilmistir (Onifade vd., 1998; Grazziotin vd., 2006).

Deri endiistrisi organik kirliligin en 6nemli kaynaklarindandir ve bu endiistriyel
atiklarin 6nemli bir boliimii Keratin igeren proteinlerce zengindir. Keratin igeren bu
kat1 atiklarin geri doniisiimii i¢in bilim insanlar1 yogun mesailer harcamaktadirlar
(Thanikaivelan vd., 2004). Sa¢ ve yiiniin yapisinda bulunan keratinleri hidroliz etme
yeteneklerinden dolayr Streptomyces ve Bacillus tiirleri deri endiistrisi atiklarinin

biyodegredasyonunda 6ncelikli olarak kullanilmaktadirlar (Brandelli, 2008).



1.4.5. Keratinazlarin Diger Uygulama Alanlari

Mikrobiyal keratinazlar, keratince zengin biyolojik atiklarin hidrolizinde ilk akla
gelenleridir. Derinin tabaklanmasi esnasinda siilfid kullanimina bagli olarak bazi
ciddi problemler meydana gelmektedir ve bunun ¢6ziimii olarak deri tiiylerinin
enzimatik yollarla uzaklastirilmas: iyi bir alternatif olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Cantera, 2001; Thanikaivelan vd., 2004).

Ticari enzimler, etkinligi ve spesifik katalitik 6zellikleri sebebiyle deri iiretiminde
tercih edilmektedir (Brandelli, 2008). Diger taraftan enzim kullaniminin zaman

ekonomisi saglamasi verimlilik artisin1 da beraberinde getirmektedir.

Tabaklama esnasinda deri iizerinde bulunan tily ve yiinlerin enzimatik yollarla
uzaklagtirllmasi ile tiiyler tamamen uzaklastirildigi, siilfidin minimum diizeyde
kullanilmasi ve tabaklama esnasinda daha kaliteli attk suyun meydana gelmesidir
(Brandelli, 2008). Keratinolitik mikroorganizmalarca tiretilen proteolitik enzimlerin
deri endiistrisinde tiiy dokiicii kimyasal ajanlarin yerine kullanilmas1 ekonomik ve

cevresel katkilar saglamaktadir (Brandelli, 2008).

Hiicre dis1 (ekstraseliiler) keratinaz tireten kimi mikroorganizmalar dehairing
(tiiy/ylinlerin uzaklastirilmasi) aktivitesi gostermektedir ve keratinolitik bakteriler
igerisinde en ¢ok caligilanlar baz1 Bacillus tiirleridir. Bunlardan B. subtilis ve B.
amyloliquefaciens’in  proteolitik aktivite gosteren suslariin karakterizasyonu
neticesinde deri endiistrisinde kullanilabilir &zellikler tasidiklart goriilmiistiir
(Brandelli, 2008).

Keratinazlarin bir diger kullanim alan1 kozmetik sanayidir. Keratinazlar, tiiy dokiicti

tiriinlerin karisimlarina belirli oranlarda ilave edilmektedirler.

Keratinazlar farmasotiik alanda da kullanilmak tizere kendine yer bulmustur. Sedef
hastalig1 ve sivilcelerde meydana gelen keratini uzaklastirmak amaciyla iiretilen
formiillerde ve nasirlarin ciltten uzaklastirilmasinda keratinaz enzimlerinin

kullanilabilecegi bildirilmistir (Brandelli, 2008). Keratinaz enzimlerinin son

10



zamanlarda ilaglarin niifuzunu gelistirmek amaciyla da kullanildigi goriilmiistiir.
Tirnak hastaliklarinin tedavisinde lokal ilaglarin kullanimi, tirnak plagina niifuzunun
kisitli olmasi sebebiyle smrlidir. Paecilomyces marquandii tarafindan iiretilen
keratinaz enziminin insan tirnagina ilag niifuzunu Onemli diizeyde arttirdigi
bildirilmistir (Mohorcic vd., 2007). 1990’11 yillarda adin1 siklikla duydugumuz prion
proteinleri, kuru hastaligi ve kronik zayiflama hastaligi basta olmak tizere bir¢cok
bulasici ve dliimciil hastaliga sebep olmaktadir. PWD-1 Keratinazin genis bir aktivite
spektrumuna sahip oldugu ve prion PrPsc’yi hidrolize ettigi bildirilmistir. Yine
benzer sekilde Bacillus sp. MSK 103 keratinazi da PrPsc’yi yok etmektedir Ayrica
anaerobik termofil bir bakterice iiretilen keratinaz enzimlerinin sicaklikla yikilmig bir
amiloid prionunu hidroliz ettigi bulunmustur (Suzuki vd., 2006). Bu sekilde prion
proteinlerinin enzimatik hidrolizi mikrobiyal kdkenli keratinazlar i¢in umut verici

farmasoétik uygulamalar icermektedir (Brandelli, 2008).

Keratinlerin  biyolojik olarak yikilabilen filmlere ve tarimsal-biyomedikal
uygulamalar i¢in kaplamalara doniistliriilmesi son zamanlarda olduk¢a cazip hale
gelmistir. Kimyasal veya enzimatik yollarla muamele edilerek elde edilen modifiye
keratinin tarimsal filmler, giibre paketlenmesi ya da tiiketilebilir film iiretiminde

kullanilabilecegi bildirilmistir (Brandelli, 2008).

Bir diger uygulama alani olarak, keratinazlarin deterjanlarlarin formiiliine ilavesi de
Onerilmistir (Gupta ve Ramnani, 2006). Bu amagla, ¢amasirlarda bulunan keratin
igerikli kirlerin uzaklastirilmasi ve keratinli atiklarca tikanan bolgelerin temizlenmesi

i¢in keratinaz enzimleri deterjanlara eklenebilir.

Son olarak keratinolitik enzimler yiinlerin boyanmasinda etkinin artirilmasi ve
yiinlerin sikistirma islemleri gibi tekstil endiistrisinde kayda deger uygulamalara
sahiptir (Sousa vd., 2007).

1.5. Amacg

Ulkemizde basta tavuk olmak iizere entansif hayvan yetistiriciligi bilyiik bir sektor

haline gelmistir. Bu ¢iftliklerden elde edilen tiiy ve killar hayvan yemi sektoriinde
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protein kaynagi olarak kullanilmakla birlikte, cevreye birakildig: takdirde kirlilige de
sebep olmaktadir. Bu sebeple, bu c¢alismada dogal ortamlardan keratinaz enzimi
iireten bakterilerin izole edilmesi ve enzimlerin karakterizasyonu amaglanmuistir.
Boylece gerek yem sektoriinde kullanilabilecek, gerekse cevreye atilan hayvan tiiy ve
killarinin  dekompozisyonunu saglayacak yeni enzim kaynaklari elde edilmis

olacaktir.
1.6. Kapsam
Calismanin kapsami agagida maddeler halinde verilmistir:
1. Tavukguluk isletmeleri gibi Keratinolitik aktiviteye sahip bakterilerin
bulunabilecegi alanlardan toprak numunelerini almak ve bu numunelerden
keratinaz enzimlerini ireten Bacillus sp. bakterilerinin izolasyonunu

gerceklestirmek.

2. Toprak numunelerini 80 °C’de 10 dk inkiibe ederek vejetatif hiicreleri

Oldiirmek (pastorizasyon).

3. Pastorize edilmis numunelerden belirli miktarlarda LB zengin besiyerine

aktararak bakteri sporlarinin aerobik ortamda ¢imlenmesini saglamak.

4. Cimlenen bakterilerin LB-agar plaklarinda koloni olusturmalarini saglamak.

5. Herbir koloniyi tavuk tiliyili tozu igeren LB-agar plagina aktararak keratinaz

aktivitesine sahip bakterileri aktivite zonuna gore belirlemek.
6. Enzimlerin kismi karakterizasyonunu gerceklestirmek (sicaklik optimumu,

pH optimumu, sicaklik direnci, pH stabilitesi, zamana gére enzim aktivitesi,

enzim aktivitesi lizerine bazi metal iyonlarinin etkisi).
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izolatlar1 kuvvetli bir mutajen olan EtBr ile muamele ederek yabani
varyetelere gore daha fazla enzim iiretimi gergeklestiren mutant varyeteler

elde etmek.

izolatlarin rDNA sekanslarini belirleyerek dendrogramlarini olusturmak.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Morihara vd. (1967), yaptiklar1 bir ¢alismada on bes tanesi bakteri, yirmi bir tanesi
Actinomycetes ve on sekiz tanesi mantar olmak tizere toplam 54 adet organizmada
keratinaz aktivitesi belirlemislerdir. Arastiricilar koyunlardan aldiklart yiinleri bu
enzimlerle muamele etmisler ve en iyi hidrolizi Streptomyces fradiae keratinazinin

gergeklestirdigini bulmuslardir.

Kunert (1973), sahip olduklar1 disiilfit-hidrojen-tuz baglar1 ve diger ¢apraz baglarin
keratinlere proteolitik pargalanmaya kars1 yiiksek direng kazandirdigini bildirmistir.

Lee vd. (1991), tavuk tiiylerini Bacillus licheniformis bakterisinden elde ettikleri
keratinaz enzimi ile muamele etmislerdir. Arastiricilar ayric tiiyden elde edilen ve
onemli bir amino asit kaynagi olan yemin (feathermeal) kiimes hayvanlar1 i¢i bir

alternatif olabilecegini bildirmislerdir.

Lin vd. (1992), Bacillus licheniformis PWD-1 bakterisinden keratinaz enzimini izole
etmigler ve tamimlamiglardir. Arastiricilar saflastirilmis keratinazda spesifik
aktivitenin 70 kat arttigini, enzimin molekiiler agirliginin 33 kDa oldugunu, optimum
pH ve sicaklik degerlerinin ise sirasiyla 7.5 ve 50 °C oldugunu ve son olarak -20

°C’de aktivitesini kaybetmedigini bildirmislerdir.

Bockle vd. (1995), Streptomyces sp.’den elde ettikleri keratinolitik serin proteazi,
saflagtirmislardir. Arastiricilar enzimin molekiiler agirligi ve isoelektrik noktasini

sirastyla 30 kDa ve 8.5 olarak bildirmislerdir.

Cheng vd. (1995), Bacillus licheniformis PWD-1 bakterisini tily yemi eklenmis
minimal besi yerinde iiretmisler ve tily yeminin keratinaz iiretimini arttirdigini
belirlemislerdir. Arastiricilar ayrica enzimin molekiiler agirhigini ve isoelektrik

noktasini sirasiyla 31,4 kDa ve 8.5 olarak belirlemislerdir.

Lin vd. (1995), B. licheniformis PWD-1 bakterisi genomunda bulunan kerA genine

ait niikleotid sekansin1 belirlemislerdir.
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Singh (1997), Trichophyton smii bakterisinde keratinaz aktivitesini belirlemislerdir.
Arastirici, enzim tretiminin Keratin-tuz-buyyon besi yerinde, pH 7.0’de, 28+1°C’de
tiretildigini, enzim tretiminin inkiibasyonun 15. giiniinde en yiiksek diizeyde
gbzlendigini, asparajin ve keratin varliginda enzim iiretiminin jelatin varligina gore

daha etkin oldugunu bildirmistir.

Letourneau vd. (1998), Streptomyces sp., tity yemi bulunan bir ortamda iiretildiginde
yiiksek keratinaz aktivitesi gosterdigini, en yiiksek keratin degredasyonunun 70°C

sicaklik ve 10.0 pH kosullarinda gozlendigini bildirmislerdir.

Bressollier vd. (1999), Streptomyces albidoflavus oldugu belirlenen Streptomyces
K1-02 bakterisinde 6 farkli ekstraseliiler proteaz belirlemislerdir. Arastiricilar
bakteriden molekiiler agirligt 18 kDa olan keratinolitik serin proteazi

saflastirmiglardir.

Burtt vd (1999), lizerinde ¢alistiklar1 kus tiiyii 6rneklerinin tamaminda tiiyleri
pargalayabilen basilleri belirlemislerdir. Arastiricilar galistiklart toplam 1853 adet
yabani kusa ait tiiy numunelerinden izole ettikleri Bacillus cinsi bakterilerin %8’inin

keratinolitik Bacillus licheniformis oldugunu bildirmiglerdir.

Takami vd. (1999), alkali 6zellik gosteren keratinaz iireticisi Bacillus sp. AH-101

bakterisinin fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerini aragtirmiglardir.

Kim vd (2001), tavuk iiretim ve isletme tesislerinin atiklarindan izole ettikleri B,
subtilis, B, pumilis ve B, cereus bakterilerinde tiiyleri parcalayan keratinolitik aktivite

belirlemislerdir.
Pissuwan ve Suntornsuk (2001), calistiklar1 keratinolitik bakterilerde maksimum

keratinaz aktivitesinin 7.5 pH’s1 olan, %1 oraninda tily unu igeren besi ortaminda ve

150 rpm calkalama hizinda gercgeklestigini bildirmislerdir.

15



Rozs vd. (2001), 7.0 pH’da ve 47 °C sicaklik kosullarinda iirettikleri B.
licheniformis K-508 bakterisinde tavuk tiiyiinii etkin bir sekilde hidrolize eden

keratinolitik enzimi belirlemislerdir.

Lee vd. (2002), soya atiklarindan 134 kDa molekiiler agirliginda bir keratinaz enzimi

tireten Bacillus sp. bakterisini izole etmislerdir.

Nam vd. (2002), Endonezya’da bulunan bir jeotermal sicak su kaynagindan izole
ettikleri termofilik anaerob Fervidobacterium islandicum AW-1 70°C sicaklik ve 7.0

pH kosullarinda tiiyleri tamamen hidrolize ettigini bildirmislerdir.

Huang vd. (2003), yiin ve tityleri nemli derecede hidrolize eden ekstraseliiler alkalin

serin proteaz iireticisi Bacillus pumilus bakterisini izole etmislerdir.

Korkmaz vd. (2003), optimum aktivitesini 50 °C ve 8.5 pH’da gosteren ve 30-60 °C
arasinda stabilitesini tamamen koruyan keratinaz enzimini tireten Streptomyces BA7
bakterisini Cukurova Universitesi kampiisiinden aldiklar1 toprak numunesinden izole

etmislerdir.

Korkmaz vd. (2004), tiiy iceren besi ortaminda yiiksek derecede keratinolitik aktivite
gosteren Bacillus licheniformis HK-1 bakterisini bir tavuk tretim ciftligine ait
atiklarda izole etmislerdir. Arastiricilar bakteride en yiiksek keratinaz aktivitesini
pH’s1 8.0 olan besi yerinde ve 50 °C inkiibasyon sicakliginda gergeklestigini,
enzimin optimum pH ve sicaklik degerlerinin ise sirasiyla 11.0 ve 60 °C oldugunu

bildirmislerdir.

El-Refai vd. (2005), yiiksek diizeyde keratinolitik aktivite gosteren ve 16S rDNA gen
sekansina gore Bacillus pumilus FH9 olarak belirlenen bakteriyi izole etmislerdir.
Aragstiricilar, filogenetik analiz sonucunda bakterinin B. pumilus AF526896 ve
AF526898 ile biiylik benzerlik gosterdigini, enzimin 8.0 pH ve 37 °C’de 48 saatlik

inkiibasyon periyodunda tavuk tiiylinii tamamen parcalandigini bildirmislerdir.
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Hog vd. (2005), bir tavuk iretim ciftligine ait atiklarindan yiiksek keratinolitik
aktiviteye sahip 8 adet Bacillus susunu izole ederek tanimlamislardir. Bunlardan 3
izolatin B. lichenformis, 2 izolatin B. cereus, 2 izolatin B. subtilis ve digerinin ise B.

borstelensis olarak belirlendigini bildirmislerdir.

Suntornsuk vd. (2005), 35 kDa molekiiler agirliga sahip, monomerik yapida,
optimum sicaklik ve pH degerleri sirasiyla 60 °C ve 8.5 olan keratinazi iireten

sicakliga direngli B. licheniformi bakterisini izole etmislerdir.

Joshi vd. (2007), tiiyleri pargalama yetenegine sahip Bacillus sp. PW-1 bakterisini

izole etmislerdir.

Paul vd. (2007), karbon ve azot kaynagi olarak keratinin kullanildigr ortamda B.
licheniformis MZK-03 bakterisinde keratinolitik aktivitenin  indiiklendigini

belirlemislerdir.

Raju vd. (2007), keratinaz enzimi {reticisi dermatofit Microsporum gypseum
bakterisini izole etmislerdir. Arastirmacilar enzimin molekiiler agirhgimi 33 kDa,

optimum pH ve sicaklik degerlerini ise sirastyla 8.0 ve 35 °C olarak bildirmislerdir.

Balaji vd. (2008), toynak ve boynuz yeminin substrat olarak kullanan proteolitik
mikroorganizmalari izole etmislerdir. Arastiricilar Bacillus subtilis MTCC (9102)
susunun boynuz ununu tamamen pargaladigini, bu bakteriden elde edilen keratinazin
molekiiler agirliginin 64-69 kDa araliginda, optimum pH ve sicaklik degerlerinin
sirastyla 6.0 ve 40 °C oldugunu, enzim 70°C’ye kadar stabilitesini korudugunu,

bildirmislerdir.

Cai vd. (2008Db), tiiy atiklarinin bulundugu bir ortamdan Bacillus subtilis bakterisini
izole etmiglerdir. Arastiricilar bu mutant varyanti KD-N2’de keratini hidrolize
ettigini, mutant varyanttan elde edilen saf enzimin molekiiler agirligin1 30.5 kDa,
optimum pH ve sicaklik degerlerinin ise sirasiyla 8.5 ve 55 °C oldugunu

bildirmislerdir.

17



Cai ve Zheng (2009), sacin substrat olarak kullanildigi besi ortaminda B. subtilis
KD-N2 bakterisinin iiremesini ve keratinolitik aktivitesini optimize etmislerdir.
Aragtiricilar 6.5 pH, %10 inokulum ve %16 sa¢ ilavesinde maksimum enzim

tiretiminin gerceklestigini bildirmislerdir.

Kublanov vd. (2009), molekiiler agirhigi 150 kDa, optimum pH ve sicaklik
degerlerinin sirasiyla 9.3 ve 60°C olarak keratinazi iireten sicakliga direngli

anaerobik Termoanabacter genusuna 1004-09 bakterisini izole etmislerdir.

Zhang vd. (2009), Bacillus sp. 50-3 bakterisinden keratinaz enzimini
saflastirmiglardir. Arastiricilar SDS-PAGE ve MALDI-TOFMS analizi ile enzimin

molekiiler agirhigimi 27.4 kDa olarak belirlemislerdir.

Laba ve Rodziewicz (2010), mezofilik Bacillus polymyxa B20 ve B. cereus B5esz
bakterilerinin etkin bir keratin parcalayici bakteriler olduklarini, bakterilerin %1
keratin varliginda en yiiksek keratinolitik ve proteolitik aktivitelerini gosterdiklerini,
B. polymyxa keratinazinin 50 °C optimum aktivite sicakligi ile bir alkalin serin
proteaz oldugunu, buna karsilik B. cereus keratinazinin 45 °C optimum sicaklik ile

daha ¢ok nétral proteaz karisimi oldugunu bildirmislerdir.

Nagal ve Jain (2010), tiy atiklarinin bulundugu ortamdan izole ettikleri sekiz
Bacillus bakterisinden Bacillus cereus KB043’nin en iyi tily parcalayici izolat

oldugunu bildirmislerdir.

Prasad vd. (2010), Vellore (Hindistan)’da farkli tavuk tiiyli isleme tesislerinden
topladiklar1 toprak numunelerinden toplam 8 adet bakteri izole ettiklerini, bu
bakterilerden sadece 1 tanesinin (H5) kazein agar ortaminda keratinolitik aktivite
gosterdigini, H5 izolatinin mikroskobik ve biyokimyasal deneyler sonucunda
Bacillus sp. olarak tanimlandigini, son olarak H5 enzim aktivitesinin en iyi 7.0 pH ve

30 °C kosullarinda gergeklestigini bildirmislerdir.

Kumar vd. (2011), daha oOnce izole etmis olduklar1 Bacillus altitudinis GVC11

bakterisini ¢aligmislar, bakterinin hem beyaz hem de koyu renkli tavuk tiiylerini 48-
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96 saat araliginda parcaladiklarini bildirmislerdir. Arastiricilar ayrica keratinaz
tiretimi ve tiiyii pargalamasimin en iyi 9.0 pH, 37 °C ve 200 rpm kosullarinda
gerceklestigini de bildirmislerdir.

Agrahari ve Wadhwa (2012), ekstraseliilar kazeinolitik ve keratinolitik enzimleri
tireten B. megaterium bakterisini Ghazipur tavuk ciftligi (Hindistan) atiklarindan
izole etmislerdir. Arastiricilar enzimin molekiiler agirhgm 30 kDa agirliginda
oldugunu, 72 saatlik inkiibasyon neticesinde tavuk tiiylerini tamamen parcgaladigini,
proteaz aktivitesinin 10 mM Mn?* varliginda iki kat arttigini, buna karsilik Ba®* ve

ng+ varliginda ise inhibe oldugunu bildirmislerdir.

Kumar vd. (2012), Ghari Mori District (Khairpur)’den keratinolitik aktivite gosteren
ve fungus ve bakterilerden olusan toplam 80 adet mikroorganizmay1 izole ederek
calismiglardir.  Arastiricilar  keratinolitik  mikroorganizmalarin ~ Absidia  sp.,
Chrysosporium asperatum, Chrysosporium keratinophlium, Entomophtora coronata,
Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus bakteri ve funguslarini igerdiklerini
bildirmislerdir. Ayrica arastiricilar C. keratinophlium ve B. subtilis’in tiim izolatlar
icinde en genis aktivite zonu verdiklerini, C. keratinophlium keratinazinin optimum
sicaklik ve pH degerlerinin sirasiyla 30 °C ve 9.0; B. subtilis keratinazinin 37 °C ve
7.0 oldugunu, C. keratinophlium ve B. subtilis keratinazlarinin spesifik aktivitelerinin

ise sirastyla 220 U/ml ve 260 U/ml olarak belirlendigini bildirmislerdir.

Sivakumar vd. (2012), izole ettikleri Bacillus thuringiensis TS2 bakterisi tarafindan
tiretilen keratinaz enziminin molekiiler agirligini 41 kDa, saflagtirilmis enzimin

spesifik aktivitesini 970.15.54 U/mg olarak bildirmislerdir.

Zhang (2012) keratinolitik B. subtilis bakterisini UV 1s1n1 ile mutasyona ugratmis ve

yabani varyeteden %75.9 daha fazla aktivite gdsteren mutant varyeteyi elde etmistir.
Lakshmi vd. (2013) B. subtilis BF11 ve B. cereus BF21 yabani varyetelerini UV

151n1, hidroksilamin hidroklorid ve etil metil siilfonat (EMS) ile mutasyona

ugratmislar, BF11’den MBF11 ve BF21°’den ise MBF21 mutant varyeteleri elde
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etmiglerdir. Arastiricilar mutant varyetelerin laboratuvar kosullarinda 518-520

KU/ml ile yabani varyetelerden 50 kat daha fazla iirlin verdiklerini bildirmislerdir.

Selvam vd. (2013), yaptiklari morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler
sonucunda aktinobakter olduklarini tespit ettikleri 56 adet izolat1 c¢alismislar, bu
izolatlardan 9 tanesinin siit ve soya igeren ilk taramalarinda proteolitik aktivite
gosterdiklerini, tavuk tliyii igeren besiyerinde ikinci taramalarinda ise bu 9 proteolitik

bakteriden de ii¢ tanesinin keratinolitik aktivite gosterdiklerini bildirmislerdir.

Chen vd. (2015), Aspergillus niger genomunda bulunan keratinaz genini (kerD) E.
coli bakterisinde klonlayarak eksprese etmislerdir. Arastiricilar rekombinant enzimin
optimum pH ve sicaklik degerlerinin sirasiyla 8.0 ve 70 °C olarak belirlediklerini,
enzimin 1,10-phenanthroline, EDTA ve SDS varliginda yiiksek derecede inhibe
oldugunu, fakat Mn?*, Ca?*, Fe**, Cu?*, zZn**, Mg*", dithiothreiotol, Triton X-100,

dimetil siilfoksid ve isopropil alkol varliginda ise aktive oldugunu bildirmislerdir.

Femi-Ola vd. (2015), keratinolitik ve proteolitik enzim iireten tily pargalayici
bakterileri arastirmislardir. Arastiricilar tavukculuk isletmesi atiklarindan elde
ettikleri izolatlarin %90’ min Bacillus tiirii, %10’unun ise S. marcescens oldugunu,
Bacillus’larin dagiliminin ise B. subtilis (%40), B. coagulans (%20), B. cereus (%20)
ve B. pumilus (%10) seklinde oldugunu bildirmislerdir. Izolatlarn proteaz
aktivitelerinin 3.0-160 U/ml arasinda oldugunu ve en yiiksek proteaz aktivitesine B.
subtilis A1 susunun sahip oldugunu, diger taraftan keratinaz aktivitelerinin ise 0.6-11
U/ml arasinda oldugunu, en yiiksek keratinaz aktivitesine B. subtilis A4 susunun
sahip oldugunu bildirmiglerdir. Son olarak arastiricilar izolatlarin en yliksek proteaz
ve keratinaz {iretim seviyelerine liremenin ge¢ logaritmik fazi veya duragan fazin

baslangicinda ulastiklarini da bildirmiglerdir.

Kazzaz vd. (2015) Cukurova Universitesi Arastirma ve Uygulama Ciftligi Tavuk
Uretim Unitesi’nden proteolitik aktivite gdsteren 8 adet Bacillus susunu izole
etmislerdir. Arastiricilar, Bacillus licheniformis H62 olarak tanimladiklari izolatin en
yiiksek diizeyde keratinolitik aktiviteye sahip oldugunu, enzimin optimum

aktivitesini 40 °C ve 9.5 pH degerlerinde gosterdigini, EDTA, SDS ve iirenin enzim
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aktivitesini artirlken Tween20’nin azalttigini, son olarak enzimin molekiler

agirliginin 26 kDa olarak belirlendigini bildirmislerdir.

Lateef vd. (2015) 120 saat inkiibasyon periyodunda 35.4-50.4 U/ml keratinaz tireten
yabani Bacillus safensis LAU 13 bakterisini mutasyonla gelistirmisler ve yine ayni
zaman periyodunda mutant varyantin 64.4-108.5 U/ml keratinaz {rettigini

bildirmislerdir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. Malzeme

3.1.1. Keratinolitik Bakterilerin izolasyonu

Calismada kullanilan keratinolitik bakteriler MK1, MK2 ve MK3, Cukurova
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Doner Sermaye Isletmesi’nde bulunan tavukculuk
tinitesindeki atik tiiylerin bulundugu toprak numunelerinden izole edilmistir.
Bakterilerin izolasyonunda kullanilan besi ortamlari agagida verilmistir:

3.1.1.1. Temel Tiiylii Besiyeri

Bacillus cinsi bakterilerden ekstraseliilar keratinaz aktivitesini belirlemek amaciyla
kullanilmistir (Kim vd, 2001).

Bilesimi g/L
NH,CI 0,5
NaCl 0,5
K2HPO, 0,3
KH2PO4 0,4
MgCl,.6H,0 0,1
Maya ekstrakti 0,1
Tavuk tityii unu 10

Besiyeri pH=7.5

3.1.1.2. Luria-Bertoni (LB) Broth

Alman toprak numunelerinden Bacillus sporlarmin ¢imlendirilmesinde, ayrica

keratinolitik aktivite belirlenmesi disinda kalan diger tiim bakteriyel {retim

asamalarinda kullanilmis zengin icerige sahip bir besi ortamudir.
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Bilesimi g/L

Tripton 10
Maya ekstrakti 5
NaCl 10

0.1 M NaOH ile pH 7.5’¢ ayarlanmisg, sonrasinda ise otoklavda 121°C’de 15 dk
stireyle sterilize edilmistir. Kati besi yeri olarak kullanildiginda otoklavdan

yapilmadan hemen 6nce %1.5 w/v oraninda agar eklenmistir.

3.1.1.3. Skim Milk Agar

Calisma kapsaminda e¢lde edilen Bacillus izolatlarina ait proteaz aktivitelerinin

belirlenmesi amaciyla kullanilmistir (Mohamedin, 1999).

Bilesimi a/L
Pepton 10
Et ozt 10
NaCl 5
Yagsiz siit tozu 8
Agar 15

Yagsiz siit tozu ayr1 hazirlanmis ve sterilizasyondan sonra besiyerine ilave edilmistir.
3.1.2. Kimyasal ve Diger Sarf Malzemeler

Calisma kapsaminda kullanilan tiim kimyasal ve diger sarf malzemeler aksi
belirtilmedikge Sigma-Aldrich, Fluka, Merck, Ambresco, Axygen, Brand,
Eppendorf, Firat Plastik ve Isolab’dan satin alma yoluyla temin edilmistir.

3.1.3. Alet ve Cihazlar

Calismada kullanilan inkiibatorler (Niive ve Memmert), su banyolart (Memmert),

santrifiij (Hettich), manyetik karigtirici (Ika), vorteks (Ika), pH metre (Hanna),
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otoklav (Hirayama), saf su cihazi (Labor Simsek), buzdolaplar1 (Argelik), calkalayici
(Ika), elektroforez takimi ve giic kaynagi (Atto) calismanin yapildigi Osmaniye
Korkut Ata Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Molekiiler
Biyoloji Laboratuvari’nda mevcut bulunmaktadir (Sekil 3.1). Yine c¢alismada
kullanilan spektrofotometre (Pharmacia) ise ihtiya¢ duyuldugu zamanlarda Cukurova
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Béliimii Hayvansal Biyoteknoloji ve Genetik

Miihendisligi Laboratuvari’ndan temin edilmistir.

Sekil 3.1. Calismanin yiiriitiildiigii OKU Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii

Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’ndan bir goriintii
3.2. Yontem
3.2.1. Bakterilerin izolasyonu ve Keratinaz Aktivitelerinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan bakterilerin i1zolasyonu asagida verilen protokol uyarinca

yapilmigtir:

1. Adana ili Saricam ilgesinde bulunan Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Déner Sermaye Isletmesi tavukguluk {initesinde atik tiiylerin bulundugu
ortamlardan toprak numuneleri alinmig vesteril kaplarla ¢alismanin yiiriitiilecegi

laboratuvara taginmistir.
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. Toprak numunelerinden 1’er gr tartilarak alinmis ve {izerlerine 10’ar ml steril saf
eklenerek numunelerde bulunan bakteri sporlarmmin saf suya gegmelerini

saglamak amaciyla iyice karistirilmistir.

. Tortunun dibe ¢okmesi amaciyla 30 dk kadar bekletildikten sonra iistte bulunan
berraklasmis sivi kisimlardan 500°er pl alinarak 1.5 ml hacimli steril

mikrosantrifiij tiiplere aktarilmistir.

. Mikrosantrifiij tiiplerine alinan numuneler vejetatif bakterilerin Slmesini
saglamak amaciyla 80 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 15 dk siireyle inkiibe

edilmistir (pastoriizasyon).

. Siire sonunda numuneler su banyosundan alinarak tamami steril mikropipetler

yardimiyla 25 ml hacimli LB besiyerlerine aktarilmistir.

. Besiyerleri 37 °C’ye ayarlanmig inkiibatorde orta calkalama hizinda 24 saat
siireyle inkiibe edilmis ve bdylece bakteri sporlarinin ¢imlenmeleri saglanmistir

(Sekil 3.2).

. LB s1v1 besi ortaminda gelisen bakterilerden 1’er ml alinarak seri sulandirmalar
yapilmis ve 103, 10* ve 10” oranlarinda sulandirilmisg 6rneklerden 6n se¢im
amactyla skim milk agar besi ortamina 100’er pl olacak sekilde cam ¢ubukla

yayma yontemiyle ekimleri yapilmistir.

. Plaklar ekimleri tamamlandiktan sonra 37 °Csicaklik kosullarinda 24 saat

siireyle inkiibe edilmistir.

. Siit tozundan dolayr mat-beyaz renkli besi ortaminda, etrafinda berrak aktivite

zonu bulunan koloniler proteaz pozitif olarak belirlenmistir.
Proteaz pozitif olarak belirlenen bakteriler tek tek steril kiirdanlarla toplanmis

ve bu sefer temel tiiylii besi ortamina aktarilmiglardir. Plaklar 37 °C sicaklik

kosullarinda 72 saat siireyle inkiibe edilmislerdir.
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11. Siire sonunda, etrafinda berrak aktivite zonu bulunan bakteriler keratinaz

pozitif bakteriler olarak belirlenmistir.

12. Keratinolitik aktivitesi belirlenen bakterilerden steril ortamda gliserol ve
master stoklar1 hazirlanarak (Sekil 3.3) uygun kosullarda (gliserol stoklar -20

°C’de, master stoklar +4 °C’de) muhafaza edilmislerdir.

Sekil 3.2. Toprak numunelerinde bulunan Bacillus sporlarinin LB besi ortaminda

¢imlendirilmesi

Sekil 3.3. izolatlardan gliserol stoklarin hazirlanmasi
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3.2.2. Enzimatik Analizler

Enzimatik analizler Akan (2010)’da verilen protokoller uyarinca yapilmistir.
Protokollerin bazi asamalarinda modifikasyon uygulanmistir. Bir {inite (U) enzim
verilen kosullarda, 1 saatte 595 nm’de 6rnek ve kontrol arasinda 0.1 absorbans

artisina neden olan enzim miktari olarak tanimlanmaistir.

3.2.2.1. Etanol Presipitasyonu Ile Enzimlerin Hazirlanmasi

Bakteriler daha Once hazirlanmis olan master plaklardan 50 ml hacimli LB sivi
besiyerlerine steril 6ze yardimiyla inokiile edilerek 37 °C’ye ayarlanmis inkiibatorde
uygun c¢alkalama hizinda 72 saat siireyle liremeye birakilmislardir. Siire sonunda
bakteriler steril santrifiij tiipleri yardimiyla 5000 rpm hizinda santrifiij edilerek pelet
haline getirilmislerdir. Santrifiij sonrast enzimi igeren hiicredist sivi kisim
(slipernatant) kaba filtre kagidi (Whatman, 5) ile siiziilmiis ve {izerine hacmin %701
oraninda %96’lik soguk etanol eklendikten sonra -20 °C’de 24 saat siireyle
bekletilmistir. Siire sonunda 6rnekler 10000 rpm’de c¢oktiirlilmiis ve enzimatik

analizlerde kullanilmak iizere +4 °C’de muhafaza edilmislerdir.

3.2.2.2. Enzim Aktiviteleri icin Optimum pH Degerlerinin Belirlenmesi

Enzimin aktivite gosterdigi optimum pH degerinin belirlenmesinde;

Sitrat (pH 4.0-6.0)

Sodyum fosfat (pH 6.0-8.0)

Glisin-NaOH (pH 8.0-10.0)

Boraks-NaOH (pH 10.0-13.0) tamponlar1 kullanilmistir.

Her bir pH degerine sahip tampondan 1 ml alimarak 1 ml enzim preparasyonu ile
karistirtlmistir.  Bu  karisimlarin - her birine 1’er ml keratin-azur (4 mg/ml
konsantrasyonunda 10 mM Tris-HCI, pH 7.5) ilave edildikten sonra 37 °C’de
(bakterinin tretildigi sicaklik) 60 dk siireyle bekletilmislerdir. Kor, keratin-azur ve

tampon (1:2 v:v hacmen) kullanilarak hazirlanmistir. inkiibasyon sonrasinda drnekler
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4000 x g’de, 4 °C’de, 15 dk santrifiij edilerek substrat kisim uzaklastirilmistir.
Orneklerdeki enzim aktiviteleri 595 nm dalga boyunda kore kars1 absorbans degerleri
okunarak belirlenmistir. Her seri 3 paralel olarak hazirlanmis ve ortalama degerler
almmistir.  Olgiim degerleri kullanilarak enzimlere ait pH aktivite grafikleri

olusturulmustur.

3.2.2.3. Enzim Aktiviteleri Icin Optimum Sicaklik Degerlerinin Belirlenmesi

Enzimlere ait sicaklik optimum degerlerinin belirlenmesinde, 1 ml enzim
preparasyonu 1 ml glisin-NaOH tamponu (MK 1 ve MK3 enzimleri igin pH 9.0, MK2
enzimi i¢in pH 8.0; enzimlere ait optimum pH degerleri) ile karistirilmistir. Bu
karisimlarin her birine 1’er ml keratin-azur ilave edildikten sonra sirasiyla 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90 ve 100 °C sicaklik degerlerinde 60’ar dk inkiibe edilmislerdir. Kor,
keratin-azur ve tampon (1:2 v:v hacmen) kullamlarak hazirlanmistir. Inkiibasyon
sonrasinda ornekler 4000 x g’de, 4 °C’de, 15 dk santrifiij edilerek substrat kisim
uzaklastirilmistir. Orneklerdeki enzim aktiviteleri 595 nm dalga boyunda kore kars
absorbans degerleri okunarak belirlenmistir. Her seri 3 paralel olarak hazirlanmis ve
ortalama degerler alinmistir. Olgiim degerleri kullamilarak enzimlere ait sicaklik

aktivite grafikleri olusturulmustur.

3.2.2.4. Enzimlere Ait Sicakhik Stabilite Degerlerinin Belirlenmesi

Enzimlere ait sicaklik stabilide degerlerinin belirlenmesi amaciyla, enzim
preparasyonlart ayr olacak sekilde 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 °C’lerde 30 dk
siireyle on inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 1 ml enzim
preparasyonu 1 ml glisin-NaOH tamponu (MK 1 ve MK3 enzimleri igin pH 9.0, MK2
enzimi i¢in pH 8.0; enzimlere ait optimum pH degerleri) ile karistirilmistir. Bu
karigimlarin her birine 1’er ml keratin-azur ilave edildikten sonra sirasiyla MK1 ve
MK3 ornekleri 40 °C, MK2 ornekleri ise 50 °C sicaklik degerinde (enzimlere ait
optimum sicaklik degerleri) 60’ar dk inkiibe edilmislerdir. Kor, keratin-azur ve
tampon (1:2 v:v hacmen) kullanilarak hazirlanmistir. Inkiibasyon sonrasinda drnekler
4000 x g’de, 4 °C’de, 15 dk santrifiij edilerek substrat kisim uzaklastirilmistir.

Orneklerdeki enzim aktiviteleri 595 nm dalga boyunda kére kars1 absorbans degerleri
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okunarak belirlenmistir. Her seri 3 paralel olarak hazirlanmis ve ortalama degerler
alinmugtir. Olgiim degerleri kullanilarak enzimlere ait sicaklik stabilite degerlerine ait

grafikler olusturulmustur.

3.2.2.5. Enzimlere Ait pH Stabilite Degerlerinin Belirlenmesi

Enzim preparasyonlari, saklandig1 tampondan (pH 7.0) santrifiij islemi ile kurtarilmis
ve farkli pH degerlerindeki (7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0, 12.0, 13.0) tampon ¢ozeltiler
icinde resiispanse edilerek 30 dk siireyle 0n inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda,
On inkiibasyona birakilan enzimler ile substrat (keratin azur) karistirilarak, MKI1 ve
MK3 ornekleri 40 °C, MK2 ornekleri ise 50 °C sicaklik degerinde 60°ar dk inkiibe
edilmislerdir. =~ Kor, keratin-azur ve tampon (1:2 v:v hacmen) kullanilarak
hazirlanmistir. Inkiibasyon sonrasinda drnekler 4000 x g’de, 4 °C’de, 15 dk santrifiij
edilerek substrat kisim uzaklastirilmistir. Orneklerdeki enzim aktiviteleri 595 nm
dalga boyunda kore karsi absorbans degerleri okunarak belirlenmistir. Her seri 3
paralel olarak hazirlanmis ve ortalama degerler alinmistir. Olgiim degerleri

kullanilarak enzimlere ait pH stabilite grafikleri olusturulmustur.

3.2.2.6. Cesitli Kimyasallarim Enzim Aktiviteleri Uzerine EtKisi

Farkli kimyasal malzemelerin enzim aktiviteleri iizerine etkilerini belirlemek
amaciyla PMSF, EDTA, iire, SDS, MgCl,, CaCl,, ZnCl,, KCI, Tween 80 ve Triton
X-100 kimyasallar1 1 ve 5 mM konsantrasyonlarinda kullanilmigtir. Bu amagcla, 1 ml
enzime s6z konusu kimyasallar son konsantrasyonlar1 1 ve 5 mM olacak sekilde
ilave edildikten sonra oda sicakliginda 30 dk siireyle inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda 6rneklere 1 ml glisin-NaOH tamponu (MK1 ve MK3
enzimleri i¢in pH 9.0, MK2 enzimi i¢in pH 8.0; enzimlere ait optimum pH degerleri)
ve 1’er ml substrat (keratin-azur) ilave edildikten sonra 40 °C’de 30 dk siireyle
inkiibasyona birakilmiglardir. Kor, sadece keratin-azur ve tampon kullanilarak
hazirlanmustir, herhangi bir kimyasal ilavesi yapilmamstir. Inkiibasyon sonrasinda
enzim aktiviteleri 595 nm dalga boyunda kore karsi absorbans degerleri okunarak

belirlenmistir. Her seri 3 paralel olarak hazirlanmis ve ortalama degerler alinmistir.
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Olgiim degerleri kullanilarak yukarida belirtilen kimyasallarm enzim aktiviteleri

tizerindeki etkileri belirlenmistir.

3.2.2.7. Zamana Gére Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Zaman gore enzim aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla LB siv1 besiyerinde 12 saat
siireyle tiretilmis olan bakteri kiiltlirlerinden 50’ser ml hacimli yeni s1v1 besiyerlerine
%1 olacak sekilde (500 pl) inokiile edilmis ve 37 °C’ye ayarlanmis inkiibatorde orta
calkalama hizinda iiremeye birakilmislardir. inkiibasyonun baslangicindan itibaren
her 12 saatte bir numune alinmis ve etanol presipitasyonu ile enzim Ornekleri
hazirlanmistir. Bu islem inkiibasyondan itibaren 72. saate kadar her 12 saatte bir (12,
24, 36, 48, 60, 72) tekrarlanmistir. 1 ml enzim preparasyonu 1 ml glisin-NaOH
tamponu (MK1 ve MK3 enzimleri i¢in pH 9.0, MK2 enzimi i¢in pH 8.0; enzimlere
ait optimum pH degerleri) ile karistirtlmistir. Bu karisimlarin her birine 1’er ml
keratin-azur ¢6zeltisi ilave edildikten sonra 40 °C sicaklik kosullarinda 60 dk inkiibe
edilmislerdir. K&r, keratin-azur ve tampon kullanilarak hazirlanmistir. Inkiibasyon
sonrasinda karisimlar santrifiij edilmis ve enzim aktiviteleri 595 nm dalga boyunda
kore karsi absorbans degerleri okunarak belirlenmistir. Her seri 3 paralel olarak
hazirlanmis ve ortalama degerler alinmigtir. Olgiim degerleri kullanilarak zaman gore

enzim aktivite grafikleri olusturulmustur.

3.2.2.8. Oransal Aktivite

Her ii¢ izolat LB besi ortaminda 24 saat iiretildikten sonra elde edilen enzimler
keratin-azur ile optimum sicaklik ve pH kosullarinda 60 dk siireyle reaksiyona
sokulmuslardir. Kér, keratin-azur ve tampon kullanilarak hazirlanmistir. Inkiibasyon
sonrasinda karisimlar santrifiij edilmis ve enzim aktiviteleri 595 nm dalga boyunda
kore karst absorbans degerleri okunarak belirlenmistir. Her seri 3 paralel olarak
hazirlanmis ve ortalama degerler alinmustir. Olgiim degerleri kullanilarak ii¢ enzimini

birbirlerine gore oransal aktivite grafikleri olusturulmustur.
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3.2.2.9. Mutant Varyetelere Ait Oransal Aktiviteler

Her {i¢ izolat ve mutant varyantlar1 LB besi ortaminda 24 saat {iretildikten sonra elde
edilen enzimler keratin-azur ile optimum sicaklik ve pH kosullarinda 60 dk siireyle
reaksiyona sokulmuslardir. Kor, keratin-azur ve tampon kullanilarak hazirlanmistir.
Inkiibasyon sonrasinda karisimlar santrifiij edilmis ve enzim aktiviteleri 595 nm
dalga boyunda kore karsi absorbans degerleri okunarak belirlenmistir. Her seri 3
paralel olarak hazirlanmis ve ortalama degerler almmistir. Olgiim degerleri
kullanilarak izolatlar ile mutant varyantlara ait enzimlerin birbirlerine gore oransal

aktivite grafikleri olugturulmustur.

3.3. Filogenetik Analizler

Izolatlara ait 16S rDNA sekans analizleri hizmet alim1 yoluyla RefGen Biyoteknoloji
Ltd. Sti’ne (Ankara Universitesi Teknoloji Gelistirme Bolgesi, Bahgelievler Mah.,
319 Sok., E Blok, Zemin Kat, No: Z14, Golbasi-Ankara) yaptirilmistir. BLAST
analizleri (16S rDNA sekanslarmin karsilastirilmasi ve filogeni agaglarinin

olusturulmasi) “ncbi.nlm.nih.gov” veritabani kullanilarak yapilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Keratinaz Ureten Bakterilerin Izolasyonu

Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Doner Sermaye Isletmesi tavuk¢uluk
tinitesinden tavuk tliyli iceren toprak numunelerinden keratinaz iireten 3 adet bakteri
izole edilmistir. Bakteriler aerobik ortamda spor c¢imlendirme yontemi ile izole
edilmelerinden dolayr Bacillus sp. olarak tanimlanmuslardir. Izolatlar sirasiyla
Bacillus sp. MK1, Bacillus sp. MK2 ve Bacillus sp. MK3 olarak
isimlendirilmislerdir. Temel tiiylii besi ortamina ekilerek 37 °C’de 72 saat siireyle

inkiibe edilen bakteriler keratinaz aktivite zonu iiretmislerdir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Temel tiiylii besi ortaminda izolatlara ait keratinaz aktivite zonlar1

Keratinaz iiretimi basta Bacillus’lar olmak iizere mikroorganizmalar arasinda
oldukc¢a yaygindir. Daha 6nce keratinolitik Bacillus izolasyonu ve karakterizasyonu
birgok arastirici tarafindan bildirilmis olup Bacillus megaterium (Saibabu vd., 2013),
Bacillus subtilis (Kazi vd., 2015; Gupta vd., 2015), Bacillus licheniformis

(Vigneshwaran vd., 2010) keratinazlar1 bunlara ait birkag 6rnek olarak verilebilir.
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4.2. Keratinazlarin Enzimatik Ozellikleri

4.2.1. Enzimlerin Optimum pH Degerleri

Enzimlerin aktivite gosterdikleri optimum pH degerleri Bacillus sp. MK1, Bacillus
sp. MK2 ve Bacillus sp. MK3 izolatlar1 igin sirasiyla 9.0, 8.0 ve 9.0 olarak
belirlenmistir (Sekil 4.2). MK1 susu 8.0 ve 10.0 pH degerlerinde aktivitesinin
sirastyla relatif olarak %76 ve 63’linli gdstermistir. MK1 enzimi pH 4.0 ve 5.0
degerlerinde hicbir aktivite gostermezken, 13.0’da  aktivitesinin  %88’ini
kaybetmistir. MK1 enziminin 6.0-12.0 pH araliginda ortalama oransal aktivitesi
%58.3, 7.0-11.0 pH araliginda %068.6 ve 5.0-7.0 aralifinda ise %30.3 olarak
gerceklesmistir.

MK2 enzimi 6.0, 7.0, 9.0 ve 10.0 pH degerlerinde relatif olarak sirasiyla %71, 79, 98
ve 82 aktivite gostermistir. Enzim, pH 4.0 ve 13.0 degerlerinde hicbir aktivite
gostermezken, 5.0 pH’da %97, 12.0 pH’da ise %81 oraninda aktivitesini yitirmistir.
MK2 enziminin 6.0-12.0 pH araliginda ortalama oransal aktivitesi %74.4, 7.0-11.0
pH araliginda %382.8 ve 5.0-7.0 araliginda ise %51.0 olarak gerceklesmistir.

MK3 enzimi ise 7.0, 8.0, 10.0 ve 11.0 pH degerlerinde sirasiyla %90, 91, 98 ve 82
aktivite gosterirken, 13.0 pH degerinde ancak %23 aktivite gostermistir. MK3 enzimi
4.0 ve 5.0 pH degerlerinde higbir aktivite gosterememistir. MK3 enziminin 6.0-12.0
pH araliginda ortalama oransal aktivitesi %80.4, 7.0-11.0 pH araliginda %92.2 ve
5.0-7.0 araliginda ise %43.7 olarak gerceklesmistir.
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Sekil 4.2. Bacillus sp. MK 1, MK2 ve MK3 keratinazlarina ait pH optimum grafigi

Elde edilen veriler incelendiginde her ii¢ keratinazin da orta alkali bir 6zellik
gosterdigi goriilmektedir. Keratinaz enzimleri optimum pH degerleri bakimindan
farkli karakteristik 6zellikler sergilemektedir. Korkmaz vd., (2004) B. licheniformis
HK-51 susuna ait keratinaz enziminin optimum pH degerini 11.0 olarak bildirirken,
Akan (2010) Bacillus sp. HSK21 susuna ait keratinaz enziminin optimum pH
degerini 12.0 olarak bildirmistir.  Yiksek alkali kosullarinda  aktivite
gostermelerinden dolayr bu keratinazlar “yiiksek alkali 6zellik gosteren keratinaz”
(highly alkaline keratinase) olarak tanimlanmislardir (Akan, 2010). Bununla birlikte
bu calismada karakterize edilen enzimler pH optimumu bakimindan daha ¢ok B.
licheniformis (optimum pH 8.5) (Suntornsuk vd., 2005), B. subtilis (optimum pH 8.5)
(Cai vd., 2008) ve Bacillus sp. FK46 (optimum pH 9.0) (Suntornsuk ve Suntornsuk,
2003) ile benzerlik gostermektedir. B. subtilis MTCC (optimum pH 6.0) (Balaji vd.,
2008), B. subtilis KD-N2 (optimum pH 6.5) (Cai ve Zheng, 2009), B. licheniformis
K-508 (optimum pH 7.0) (Rozs vd., 2001) ve B. licheniformis PWD-1 (optimum pH
7.5) (Lin vd., 1992) keratinazlar1 ayrica hafif asidik ve noétral pH’larda aktivite
gosteren enzimlere 0rnek olarak verilebilir. MK1, MK2 ve MK3 keratinazlarinin

hafif asidik ortamdan (pH 6.0) yiliksek alkali ortama kadar (pH 12.0) aktivite
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gosteriyor olmasi, bu enzimleri farkli biyoteknolojik uygulamalarda cazip hale

getirebilir.

4.2.2. Enzimlerin Optimum Sicakhik Degerleri

Enzimlerin aktivite gosterdikleri optimum sicaklik degerleri Bacillus sp. MK1 ve
Bacillus sp. MK3 keratinazlari i¢in 40 °C, Bacillus sp. MK2 keratinazi i¢in ise 50 °C
olarak belirlenmistir (Sekil 4.3). MK1 keratinazi 30 °C’de %67 aktivite gosterirken,
50 ve 60 °C’lerde sirastyla %95 ve 54 aktivite gostermistir. Relatif aktivitesi 70
°C’de ise %36’ya diismiistiir. Enzimin 50-90 °C arasindaki ortalama aktivitesi %43.2

olarak gerceklesmistir.

MK?2 izolat1 40 °C’de %82 aktivite gdsterirken, 60 ve 70 °C’lerde sirasiyla %91 ve
86 oransal aktivite gostermistir. MK2 keratinazinin 80 °C’deki aktivitesi ise %36’ya
dismiistir. Enzimin 50-90 °C arasindaki ortalama aktivitesi %65 olarak

gerceklesmistir.

MK3 izolat1 30 °C’de %87 oransal aktivite gdosterirken, 50, 60 ve 70 °C’lerde
sirasiyla %71, 70 ve 23 oraninda aktivite gostermistir. Enzimin 50-90 °C arasindaki

ortalama aktivitesi %34.6 olarak gergeklesmistir.

MK1 ve MK3 izolatlar1 100 °C’de aktivitelerinin tamamini1 kaybederken MK2 %7

oraninda aktivite gostermistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Bacillus sp. MK 1, MK2 ve MK3 keratinazlarina ait sicaklik optimum
grafigi

Keratinaz ireten bazi Bacillus tiirleri ve enzimlerin sicaklik optimum degerleri

Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Bazi keratinolitik Bacillus tiirleri ve keratinaz enzimlerinin optimum

aktivite sicaklik degerleri

Bakteri Opt. sicaklik (°C) Kaynak

B. subtilis KD-N2 50 Cai vd. (2008a)

B. licheniformis 60 Vigneshwaran vd. (2010)
Bacillus sp. JB 99 65 Kainoor ve Naik (2010)
B. megaterium F7-1 30 Park ve Son (2009)

B. subtilis 40 Mousavi vd. (2013)
Bacillus sp. NTAP-1 60 Nakayama vd. (2000)
B. licheniformis HK-51 60 Korkmaz vd. (2004)

B. licheniformis 60 Suntornsuk vd. (2005)
Bacillus sp. P7 55 Correa vd. (2010)
Bacillus sp. MTS 40-70 Rahayu vd. (2012)

B. licheniformis 50 Gawade ve Bale (2013)
Bacillus sp. HSK-21 40 Akan (2010)
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Bacillus’lar tarafindan iretilen keratinazlar optimum aktivite i¢in farkli sicaklik
degerlerine ihtiya¢ duymaktadir. Bu sicaklik degerleri Cizelge 4.1°de verilen son 12
yillik periyot i¢inden segilen ornekler i¢in 30-70 °C arasinda degismektedir. Bu
calismada izole edilen izolatlar mezofilik olup {irettikleri keratinazlar 40-50 °C’lerde
optimum aktivite gostermislerdir. Mezofilik Bacillus’larin termo-stabil karakterde
enzim iiretmeleri daha 6nceki ¢alismalarda karsilasilan bir durum olmustur. Ornegin
mezofilik bir bakteri olan B. subtilis’in termo-stabil karakter gosteren keratinaz
tiretmeleri daha 6nce rapor edilmistir (Cai vd., 2008). Mezofilik bakterilerce termo-
stabil enzimlerin iiretimi ¢ogunlukla avantaj olarak kabul edilir. Ozellikle endiistriyel
tiretimlerde mezofilik bakterilere ait hiicre disi sivinin sicaklik uygulamasi ile
mezofilik karakterli enzimlerin denatiire edilmesi ve bu sayede termo-stabil
karakterli enzimlerin saflastirilmasi diisiik maliyetinden dolayr tercih edilir bir
durumdur. Bu amagcla termostabil enzim genlerinin mezofilik bakterilerde
klonlanmas1 gerceklestirilmistir (Ozcan ve Ozcan, 2008; Ozcan ve Ozcan, 2010).
Korkmaz vd. (2004), B. licheniformis HK-1 susunun 50 °C ve 8.0 pH degerlerinde
maksimum keratinaz irettigini ve bu oOzelliklerdeki keratinaz enziminin Keratin
hidrolizini igeren biyoteknolojik islemlerde kullanilabilecegini bildirmistir. 40-50
°C’lerde ve 8.0-9.0 pH degerlerinde optimum aktivite gosteren MK 1, MK2 ve MK3

keratinazlar1 benzer sekilde biyoteknolojik uygulamalar i¢in uygun olabilir.

4.2.3. Enzimlerin pH Stabiliteleri

Enzimlerin farkli pH ortamlarinda gosterdikleri stabiliteleri arastirilmis, her ¢
enzimin de pH 8.0 ile 10.0 pH degerlerinde oldukg¢a kararli olduklar1 ve aktivitelerini
biiyiik 6l¢iide koruduklar1 gozlenmistir (Sekil 4.4.). MK2 keratinazi pH 12.0’de 6n
inkiibasyon sonucunda aktivitesinin %73 iinii kaybederken, bu pH degerlerinde MK1
ve MK3 keratinazlar1 hemen hemen aktivitelerinin yarisint korumuslardir. pH
13.0°da 6n inkiibasyon sonucunda MK 1, MK2 ve MK3 enzimleri relatif aktivitelerini
sirastyla %75, 92 ve 54 oranlarinda kaybetmislerdir (Sekil 4.4). 7.0-13.0 pH
araliklarinda ortalama kalan aktivite MK1, MK2 ve MK3 keratinazlar i¢in sirasiyla
%71.3, 66.6 ve 84.6 olarak gergeklesmistir. 10.0-13.0 pH araliginda ise kalan aktivite
yine ayni sirayla %62.5, 48.8 ve 78.3 olarak gerceklesmistir. Basta MK3 olmak iizere

bu c¢alismada izole edilen keratinazlar yiiksek alkali kosullarinda stabil
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goriinmektedir. Enzimlerin yiliksek alkali kosullarinda stabil kalabilmeleri 6zellikle
yiiksek alkali gerektiren proseslerde 6nemlidir. MK 1, MK2 ve MK3 keratinazlarinin
pH stabiliteleri ile optimum sicaklik ve pH o6zellikleri birlikte diisiiniildiigiinde,

endiistriyel uygulamalar i¢in uygun olabilir.
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Sekil 4.4. Bacillus sp. MK 1, MK2 ve MK3 keratinazlarina ait pH stabilite grafigi

4.2.4. Enzimlerin Sicaklik Stabiliteleri

Izolatlara ait keratinaz enzimleri 30-100 °C degerleri arasinda her 10 °C araliklarda
15 dk siireyle on inkiibasyona tabi tutulmuslar ve sonrasinda enzimatik aktivite
seviyeleri belirlenmistir. Her {i¢ izolata ait keratinaz enzimleri 30 ve 40 °C
degerlerinde 6n inkiibasyon sonucunda aktivitelerinin tamamina yakinint muhafaza
etmiglerdir. Her ii¢ izolata ait enzim de 50 °C 6n inkiibasyonda sirasiyla %88, 94 ve
84 diizeyinde relatif kalan aktivite goOstererek, aktivitelerini biiyiik oOlcilide
korumuslardir. Enzimler 90 ve 100 °C’de 6n inkiibasyon sonrasinda ise kalan
aktivitelerinin 6nemli bir kismin1 kaybetmislerdir (Sekil 4.5). 50-100 °C arasinda
MK1, MK2 ve MK3 ig¢in kalan relatif aktivite sirasiyla %28.7, 58 ve 36.2 olarak
belirlenmistir. Bu degerler 50-90 °C arasinda sirasiyla %34.4, 68.2 ve 43.4; 50-80 °C
arasinda ise sirasiyla %43, 81 ve 52.8 olarak gergeklesmistir. MK1, MK2 ve MK3
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keratinazlar1 sirastyla 60, 80 ve 70 °C’lerde 6n inkiibasyondan sonra kalan
aktivitelerini 6nemli Olglide kaybetmislerdir. Bu durum o6zellikle MK1 ve MK3
keratinazlarinin  1s1l  iglem gerektiren endistriyel proseslerde  kullanimini
kisitlamaktadir. Bu durumda enzimlerin aktivator metal iyonlar1 ile birlikte

kullanilmast bir ¢6ziim olabilir.
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Sekil 4.5. Bacillus sp. MK 1, MK2 ve MK3 keratinazlarina ait sicaklik stabilite
grafigi

4.2.5. Zamana Gore Enzim Aktiviteleri

Bakterilerin LB-siv1 besi ortamina inokiilasyonlarindan itibaren her 12 saatte bir
olmak iizere enzim numuneleri alinmis ve 72 saatlik periyotlar i¢in enzim aktivite
diizeyleri belirlenmistir. Analizler sonucunda inokiilasyondan itibaren olmak iizere,
MK1 36., MK2 24. ve MK3 24. saatte en yiiksek aktivite seviyelerine ulasmislardir
(Sekil 4.6). 12-72 saat araliginda ortalama enzim iiretimi MK1, MK2 ve MK3 i¢in
sirastyla %74.7, 82.3 ve 91.3 olarak belirlenmistir. ilk 24 saatlik ortalama aktivite ise
sirastyla %79, 94.5 ve 90.5 olarak gergeklesmistir. Endiistriyel {iretimlerde minimum
masrafla maksimum kazan¢ hedeflendigi i¢in, ilk 24 saatlik enzim {iiretim seviyeleri
endiistriyel iiretim i¢in uygun goriinmektedir. Fakat her bakteri endiistriyel {iretimde

kullanim i¢in uygun degildir. Endistriyel kullanioma uygun bakteriler GRAS
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(Generally Recognized as Safe, Genel Olarak Giivenilir-Zararsiz Kabul Edilen)
kategorisinde olmak zorundadir. GRAS olarak tanimlanmig ve endiistriyel
asamalarda kullanilan bazi bakteriler bulunmaktadir. MK1, MK2 ve MK3 enzim

genlerinin bu mikroorganizmalara klonlanmasi ile bu sorun asilabilir.
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Sekil 4.6. Bacillus sp. MK 1, MK2 ve MK3 keratinazlarina ait aktivite/zaman grafigi

4.2.6. Enzimlerin Oransal ve Spesifik Aktiviteleri

Bacillus sp. MK1, MK2 ve MK3 keratinazlar1 ayni anda substrat ile reaksiyona
sokularak, enzimlerin kendi aralarinda gosterdikleri aktivite seviyeleri birbirleri ile
karsilastirilmiglardir. Analiz sonucunda en yiiksek aktiviteye sahip olan MK3
enziminin seviyesi %100 olarak kabul edilmis, diger iki izolata ait enzimler bu
seviye lzerinden orantilanmistir. Sonugta, MKI1 ve MK2 keratinazlari MK3
keratinazina gore sirasiyla %73 ve %47 oraninda aktivite gdstermislerdir (Sekil 4.7).
Her li¢ enzimin spesifik aktivite degerleri MK1, MK2 ve MK3 keratinazlar i¢in
sirastyla 2.76, 0.77 ve 5.48 U/mg protein olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2). MK3
keratinazinin spesifik aktivitesi %100 olarak kabul edildiginde MK1 ve MKI
keratinazlarinin spesifik aktiviteleri oransal olarak sirasiyla %50.4 ve 14.1 olarak

hesaplanmustir.
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Pandian vd. (2012) Bacillus sp. keratinazinin spesifik aktivitesini >2.825 IU/mg,
Agrahari ve Wadhwa (2012) 655.64 kat saflagtirdiklar1 B. megaterium SN1
keratinazinin 544.7 U/mg, Pissuwan ve Suntornsuk (2001) Bacillus sp. FK 28

keratinazinin 0.7-2.6 U/ml olarak bildirmislerdir. Pissuwan ve Suntornsuk (2001)

ayrica Tayland’dan izole edilen toplam 65 adet Bacillus sp.’lerin (FK 1-FK 65)

tirettikleri keratinaz enzimlerinin spesifik aktivite degerlerinin 0.73 ile 2.60 U/ml

arasinda degistigini bildirmislerdir. Bu bildrisler géz 6niinde bulunduruldugunda,

ozellikle MK3 keratinazinin mg protein basina yiiksek bir aktivite gosterdigi

anlasilmaktadir. Bu enzimi treten genin plazmit DNA araciligi ile diger Bacillus

subtilis suslarinda klonlanmasi ile daha yiiksek miktarlarda enzim iiretimi s6z konusu

olabilir.
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Sekil 4.7. Bacillus sp. MK 1, MK2 ve MK3 keratinazlarinin oransal aktivite grafigi

Cizelge 4.2. Bacillus sp. MK1, MK2 ve MK3 keratinazlarina ait spesifik aktivite

degerleri

izolat

Spesifik aktivite
(U/mg protein)

Spesifik aktivite (%)

Bacillus sp. MK1 2.76 50.4
Bacillus sp. MK2 0.77 14.1
Bacillus sp. MK3 5.48 100
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4.2.7. Baza Kimyasallari Enzimlerin Aktiviteleri Uzerine Etkisi

EDTA, PMSF, Ure, SDS, MgCl,, CaCly, ZnCl,, KCI, Tween 80 ve Triton X-100 son
konsantrasyonu 1 ve 5 mM olacak sekilde enzim orneklerine ilave edilerek enzim
aktiviteleri tizerindeki etkileri arastirilmistir. Metal iyonu ve kimyasal ilave
edilmemis olan kontrol grubunun aktivitesi %100 kabul edilerek metal iyonlarinin

etkisi sonucu ortaya ¢ikan aktivite diizeyleri bu deger ile karsilastirilmistir.

4.2.7.1. Baz1 Kimyasallarin MK1 Keratinaz1 Uzerine Etkisi

CaCl; %130 (1 mM) ve %137 (5 mM) ile MK1 keratinaz1 iizerinde en giiglii
aktivator ozelligi gostermistir. PMSF, iire, Tween 80, MgCl, ve Triton X-100 1 mM
konsantrasyonlarda sirasiyla %114, 121, 113, 102 ve 103’lik aktivite degerleri ile
MK keratinazi lizerinde aktivator etkisi gostermislerdir. ZnCl,, EDTA ve SDS ise
enzim aktivitesi lizerinde sirastyla %29, 16 ve 13’liik aktivite kaybi ile inhibitor etki
gostermislerdir (Sekil 4.8). 5 mM konsantrasyonlarda ise CaCl;’e ilave olarak PMSF
ve iire de %119 ve 124°liik oransal degerlerle enzim aktivitesinde kayda deger bir
artis saglamislardir. ZnCl; ise 5 mM konsantrasyonunda %52°lik aktivite kaybi ile en

fazla inhibisyon etkisi gosteren metal iyonu olmustur.
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Sekil 4.8. Bazi1 metal iyonlar1 ve kimyasallarin MK1 keratinaz tizerine etkisi
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4.2.7.2. Baz1 Kimyasallarin MK2 Keratinazi Uzerine Etkisi

1 mM konsantrasyonlarda PMSF %127’lik deger ile enzim aktivitesi {lizerinde en
giiclii aktivator dzelligi gdstermistir. Ure, MgCl,, CaCl, Tween 80, ZnCl, ve KCI
strastyla %109, 118, 116, 101, 112 ve 107’lik aktivite degerleri ile MK2 keratinaz1
tizerinde aktivator etkisi gostermislerdir. EDTA ve Triton X-100 enzim aktiviteleri
ise swrastyla %28 ve 8’lik bir aktivite kaybina sebep olmustur (Sekil 4.9). 5 mM
konsantrasyonlarda MgCl, %134°liik artigla en yiiksek aktivator olmustur. MgCl,’i
sirastyla CaCl,, PMSF, ZnCl, ve ire %134, 130, 119 ve 116’lik oranlarla takip
etmiglerdir. 5 mM konsantrasyonda EDTA %46’lik aktivite kayb1 ile en yiliksek

inhibisyon etkisini gdstermistir.
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Sekil 4.9. Baz1 metal iyonlar1 ve kimyasallarin MK2 keratinazi tizerine etkisi

4.2.7.3. Baz1 Kimyasallarin MK3 Keratinazi Uzerine Etkisi

1 mM konsantrasyon uygulamasinda PMSF %143’lik deger ile MK3 keratinazi
iizerinde en giiclii aktivator dzelligi gostermistir. Ure, SDS, KCI, Tween 80, Triton
X-100 ve CaCl; sirastyla %118, 107, 103, 104, 114 ve 127’lik aktivite degerleri ile
MK3 keratinazi iizerinde aktivator etkisi gostermislerdir. ZnCl, enzim aktivitesinde

%64’1iik bir inhibisyona sebep olurken, EDTA enzim %44’liik bir inhibisyona sebep
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olmustur. 5 mM konsantrasyonlarda ise yine PMSF %157’lik oranla en yiiksek
aktivasyon artisina sebep olmustur. PMSF’yi %153, 128, 119 ve 117’lik artigla
CacCly, iire, Triton X-100 ve SDS takip etmistir. ZnCl, %92’lik inhibisyonla en fazla
aktivite kaybina sebep olmustur (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Baz1 metal iyonlar1 ve kimyasallarin MK3 keratinazi lizerine etkisi

Icinde bulundugumuz inorganik gevre ve canli organizmalar genis bir metal iyonu
varyetesine sahiptir. Bu metal iyonlar1 proteinlerin yap: ve modifikasyonlarinda rol
oynayarak fonksiyonlarina etki etmektedirler. Bu etkiler bir takim enzim
aktivasyonun yiikselmesi seklinde ortaya g¢ikarken. bir takim enzimlerde inhibisyon
seklinde ortaya cikmaktadir. Bazi durumlarda da ¢esitli metal iyonlar1 enzimlerin
ekstrem cevre kosullarina dayamikliligimi (stabilitesini) artirmaktadir. Ornegin, Ca?*
ve Mn?’nm Bacillus EA.1 proteinazimin 80 °C’de stabilitesini artirdig1 bildirilmistir
(Coolbear vd., 1992).

Gupta vd. (2015), B. subtilis RSE163 keratinazinin Mn®*", B-merkaptoethanol ve
surfaktanlarca (Triton-X ve Tween-80) stimule oldugunu, Fe**, Cd**, K*, PMSF ve
diger gelatin ajanlarca da inhibe oldugunu bildirmistir. Triton X-100 MK1 ve MK3
keratinazlarimi stimiile ederken, Tween 80 her ii¢iinii de stimiile etmistir. Gupta vd.

(2015)’den farkli olarak MK1, MK2 ve MK3 keratinazlarinin her ii¢cii de PMSF
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tarafindan orta diizeyde, KCl tarafindan ise diisiikk diizeyde stimiile olmustur.
Vigneshwaran vd. (2010) B. licheniformis keratinazinin aktivitesini ¢inko ve
magnezyumun artirdigini, bakir, kadmium, EDTA ve civanin ise tamamen inhibe
ettigini bildirmislerdir. Oysa mevcut ¢alismada ZnCl, MK2 keratinazinin aktivitesini
kismen artirirken MK3 keratinazini 6nemli diizeyde inhibe etmistir. Kainoor ve Naik
(2010) Bacillus sp., JB 99 serin keratinazinin PMSF ile tamamen inhibe oldugunu,
Hg?*, Pb*, Zn*" ve Fe?* ile aktivitesinin azaldigini, Ca®*, Mg**, Co®* ve Ba®" ile de
stimule oldugunu bildirmislerdir. Kainoor ve Naik (2010) ayrica EDTA’nin bir
metalloproteaz inhibitorii oldugunu ve serin proteaz sinifinda yer alan keratinazlar
tizerinde ki inhibisyon ile benzerlik gosterdigini bildirmislerdir. Metalloproteazlar
aktif merkezlerinde aktiviteden sorumlu Zn, Co ve Mg gibi metal iyonlar
bulunmakta olup, genellikle nétral bakteriyel proteazlar (pH 6.0-9.0 arasinda aktif
olan proteazlar) bu gruba girerler. MK1, MK2 ve MK3 keratinazlarinin her ii¢liniin
de pH 6.0-9.0 arasinda optimum aktivite gostermesi ve EDTA tarafindan degisik
oranlarda inhibe olmast bu keratinazlarin metalloproteaz  olabilecegini

diistindiirmektedir.

MgCl, ézellikle MK2 keratinazini énemli dlciide stimiile etmistir. Mn®* gibi metal
iyonlarinin varhiginda keratinaz enzimlerinin stimiille olmasi, enzim-substrat
kompleksinin stirekliligini saglayan tuz veya iyon kopriilerinin formasyonu
sayesindedir (Balaji vd., 2008). Keratinaz enzimlerinin metal iyonlarinca inhibisyonu
ise, metal monohidroksit ile katalitik bolgedeki katalitik iyonlar arasindaki koprii

sekillenmesine baglanabilecegi bildirilmistir (Sivakumar vd., 2013).

4.2.8. Mutant Varyantlara Ait Keratinaz Aktivite Diizeyleri

Bacillus sp. MK1, MK2 ve MK3 izolatlar1 EtBr ile muamele edilmislerdir. EtBr ile
muamele edilen plaklarda, EtBr damlatilan bolgelerde koloni gelisiminin
gbzlenmedigi (6liim zonu), EtBr etkisinin zayifladigi kiyr bolgelerden itibaren ise
koloni gelisiminin bagladig1 goriilmiistiir (Sekil 4.11). EtBr’lin yayildigr alanin kiy
kesimlerinden EtBr ile temas etmis olan koloniler toplanarak tavuk tiiyli unu igeren

LB-agar plaklarina aktarilmistir. Uygun kosullarda inkiibasyon sonucunda aktivite
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zonu biiyiikliikleri dikkate alinarak her bir izolata ait birer adet kiigiik, dorder adet
biiylik zona sahip olmak iizere beser adet mutant varyant belirlenmis ve bu mutant
varyantlarin enzim iiretim diizeyleri yabani tip izolatlarin enzim {iretim diizeyleri ile

relatif olarak karsilastirilmislardir.

Sekil 4.11. EtBr muamelesi sonucunda koloni gelisimi tamamlanan plaklarin

goruntisu

Bacillus sp. MK1 izolatindan elde edilen mutant varyantlar sirasiyla MK1-M1,
MK1-M2, MK1-M3, MK1-M4 ve MK1-M5 olarak isimlendirilmiglerdir. Kiiciik
aktivite zonu veren MK1-M1 mutant varyanti yabani varyanta gore sadece %11
oraninda aktivite gOsterebilmistir. Buna karsilik MK1-M2 varyanti da enzim tiretim
diizeyleri bakimindan yabani varyantin enzim iiretim diizeyinin gerisinde kalmig ve
%57 oraninda aktivite gostermistir. EtBr ile muamele MK1-M3, MK1-M4 ve MK1-
M5 mutant varyantlarda ise enzim {iiretim diizeylerini artirmis ve bu mutant
varyantlar sirasiyla %186, 117 ve 133 oranlarinda enzim aktivitesi gostermislerdir

(Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Bacillus sp. MK1 ile mutant varyantlarinin enzim iiretim diizeylerinin

oransal karsilagtirma grafigi

Bacillus sp. MK2 izolatindan elde edilen mutant varyantlar sirasiyla MK2-M1,
MK2-M2, MK2-M3, MK2-M4 ve MK2-MS5 olarak isimlendirilmiglerdir. Kiiciik
aktivite zonu veren MK2-M1 mutant varyanti yabani varyanta gore %36 oraninda
aktivite gosterebilmistir. Buna karsilik genis aktivite zonu vermelerine ragmen MK2-
M2 ve MK2-M5 varyantlari da enzim tiretim diizeyleri bakimidan yabani varyantin
enzim {iretim diizeyinin gerisinde kalmiglar ve sirasiyla %83 ve 54 oraninda aktivite
gostermiglerdir. EtBr ile muamele MK2-M3 ve MK2-M4 mutant varyantlarda enzim
iiretim diizeylerini artirmis ve bu mutant varyantlar sirasiyla %144 ve 171

oranlarinda enzim aktivitesi gostermislerdir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Bacillus sp. MK2 ile mutant varyantlarinin enzim tiretim diizeylerinin

oransal karsilastirma grafigi

Bacillus sp. MK3 izolatindan elde edilen mutant varyantlar sirasiyla MK3-M1,
MK3-M2, MK3-M3, MK3-M4 ve MK3-M5 olarak isimlendirilmislerdir. Aktivite
zonu vermeyen MK3-M1 mutant varyanti enzim analizinde de hicbir aktivite
gostermemistir (%0). MK3-M2, MK3-M3, MK3-M4 ve MK3-MS5 varyantlar1 ise
sirastyla %122, 116, 214 ve 187 oraninda aktivite gostermislerdir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Bacillus sp. MK3 ile mutant varyantlarinin enzim iiretim diizeylerinin

oransal karsilagtirma grafigi

Mutasyon ¢aligmalar1 molekiiler biyolojide in vitro olarak siklikla kullanilmaktadir.
Mutasyon bir genin fonksiyonunu belirlemek, bir geni koreltmek veya aktivitesini
artirmak amaciyla kullanilabilir. Ozcan (1996a) mezofilik Bacillus subtilis ORBA
(1) susuna a-amilaz genini EtBr ile korelterek bu bakteriyi 6nce a-amilaz negatif (-)
haline doOniistiirmiis, sonrasinda ayni bakteriye bu sefer termofil B.
stearothermophilus bakterisine ait sicakliga direngli a-amilaz genini aktararak
mezofilik susta termostabil a-amilaz genini iirettirmistir (Ozcan, 1996b). Mutasyon
genellikle genleri susturmakla birlikte nadiren gen aktivitesinin artmasi ile de
neticelenebilir. Bu, muhtemelen gen iizerinde negatif baski olusturan kontrol
genlerinin mutasyon neticesinde korelmesi ve boylece hedef genin {izerindeki
baskinin kalkarak normalden daha yiliksek diizeyde transkribe olmasi ile
aciklanabilir. Bu yontemle Cai vd. (2008b), Lakshmi vd. (2013), Zhang (2012),
Lateef vd. (2015) in vitro mutagenesis ile keratin tiretimi artiritlmig mutant varyeteler
elde etmislerdir. Cai vd. (2008) B. subtilis bakterisini N-methyl-N’-nitro-N-
nitrosoguanidine uygulamasi ile mutasyona ugratmislar ve elde ettikleri KD-N2
mutant varyetenin yabani tip varyeteden 2.5 kat daha fazla keratinaz irettigini
bildirmislerdir. Lakshmi vd. (2013) B. subtilis BF11 ve B. cereus BF21 yabani
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varyetelerini UV 1s1n1, hidroksilamin hidroklorid ve etil metil siilfonat (EMS) ile
mutasyona ugratmiglar, elde ettikleri MBF11 ve MBF21 mutant varyetelerin
laboratuvar kosullarinda yabani varyetelerden 50 kat daha fazla {iriin verdiklerini
bildirmislerdir. Zhang (2012) keratinolitik B. subtilis bakterisini UV 1sm ile
mutasyona ugratmis ve yabani varyeteden %75.9 daha fazla aktivite gdsteren mutant
varyeteyi elde etmistir. Yine Lateef vd. (2015) 35.4-50.4 U/ml keratinaz iireten
yabani Bacillus safensis LAU 13 bakterisini mutasyonla gelistirmisler ve mutant
varyantin 64.4-108.5 U/ml keratinaz trettigini bildirmislerdir. Goriildiigii iizere bu
calismadan 6nce de bazi keratinolitik Bacillus tiirlerinden in vitro mutagenesis ile
daha fazla iirlin veren mutant varyeteler gelistirilmistir. Bu ¢aligmada oransal olarak
MK1-M3 mutant varyetesi MK1’den %86, MK2-M4 mutant varyetesi MK2’den
%71 ve MK3-M4 mutant varyetesi MK3’den %114 daha fazla aktivite
gostermislerdir. Bu oranlar yabani varyetelere gore yaklagik 1.7 ile 2.1 kat arasinda
degismektedir. Yeni mutasyon calismalari ile daha fazla enzim iireten mutant
varyeteler elde edilebilecegi gibi, bu keratinaz genlerinin uygun konukgu bakterilere
klonlanmas1 ile de daha fazla ve daha saf enzim {reten rekombinant

mikroorganizmalar gelistirilebilir.

4.2.9. Mutant Varyantlara Ait Spesifik Enzim Aktivite Diizeyleri

Yabani tip izolatlar ile bu izolatlardan EtBr uygulamasi ile elde edilen mutant
varyantlarin spesifik aktivite diizeyleri U/mg protein ve % olarak Tablo 4.3’de

verilmistir.
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Cizelge 4.3. Yabani tip izolatlar ile mutant varyantlarin spesifik aktivite diizeyleri

Enzim iiretici varyete

Spesifik aktivite

Spesifik aktivite

Izolat (yabani ve mutantlari) (U/mg protein) (%0)
MK1 2,76 100
MK1-M1 0,09 33
MK1-M2 1,17 42.4
Bacillus sp. MK1
MK1-M3 5,62 203.6
MK1-M4 3,01 109.1
MK1-M5 3,27 118.5
MK2 0,77 100
MK2-M1 0,34 44.2
MK2-M2 0,62 80.5
Bacillus sp. MK2
MK2-M3 1,44 187.0
MK2-M4 1,77 229.9
MK2-M5 0,48 62.3
MK3 5,48 100
MK3-M1 0 0
MK3-M2 5,51 100.6
Bacillus sp. MK3
MK3-M3 5,68 103.7
MK3-M4 7,84 143.1
MK3-M5 7,36 134.3

4.2.10. Filogenetik Analizler

Calismada izole edilen Bacillus sp. MK1, MK2 ve MK3 bakterilerinin 16S rDNA

sekanslar sirasiyla Cizelge 4.4, Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.4. Bacillus sp. MK bakterisine ait rDNA sekansi

ATGEGEECGEECTC
CGTACTCCCC
AAGGGCGGAL
GGTGEGACTAC
TTCGCTCCTC
CGCACTGETG
CACGTGGAAT
GTTCCAATGA
TCAGACTAAG
ATTCCGGACE
CTGGECACGTA
CAAGGTACCS
ATAACAGAGT
CLGCGETTGET
COCTACTGCT
GTCCCAGTGT
TCETTGCCTT
GUGCCGCGGE
TTTATGTTTG
TAGCCCCGET
GTTACCCACS
GGAGCAAGCT
GOGETACCTG

COGTCAATCC
AGGCGGAGTG
ACCCCTACAC
AGGETATCTA
AGCGETCAGTT
TCCTCCACAT
CACTCTCCTC
COCTCCCOG:
AAACCLCCTG
ACGCTTGOCA
GTTAGCCGTG
CCCTATTCOGA
TTTACGATCC
COGTCAGACT
GUCTCCCGTA
GGCCGATCAC
GGETGAGCCGT
TCCATCTGTA
AACCATGEOGE
TTCCCGGAGT
TGTTACTCAC
CCCATCTGTC
TTACTGTAC

TTGAGTTCAG
CTAATGCGTA
TAGZCATCAT
ATCCTGTCOGTE
ACAGACCAGE
CTCTACGCAT
CTCTGCACTC
GTGAGCCGGE
CGAGCCCTTT
CCTACGTATT
GCTTTCTGGET
ACGETACTTG
GAAAMCCTTC
TTCGETCCATT
GLAGTCTGGG
CCTCTCAGGT
TACCTCACCA
AGTGEETAGCTC
TTCAMACAAT
TATCCCAGTC
COGTCCOGECCG
CGCTCGACAT

TCTTGCGGAT
GCTGCAGCAT
CGTTTACGGTC
CTCCCCACGT
GGAGTCGCAT
TTCACCGCTA
AAGTTCCCCA
GGCTTTCACA
ACGCCCAATA
ACCGECGGECTG
TAGGTACCGET
TTCTTCCCTA
ATCACTCACS
GUGLEAAGATT
CCGTGTCTCA
CGGCTACGCA
ACTAGCTAAT
GAAGCCACCT
CATCCGGETAT
TTACAGGCAG
CTAACATCAG
GUAACACTAG

Cizelge 4.5. Bacillus sp. MK2 bakterisine ait IDNA sekansi

GCGGLACGTALG
CAGATGGGAG
TGAGTAACAC
CTCOCGGLEARS
CGCATGETTC
ACAGATGGAC
CGGCTCACCA
TGATCGGCCA
ACGGEGAGGCA
GCTCTGACGGA
GCATCGTARAG
CGAATAGGEC
ACGGCTAACT
GGCAAGCGTT
AGGCGETTTC
COGGGGEAGSS
AGAGGAGAGT
GAGATGTGGA
TCTGTAACTG
CAGGATTAGA
GTGCTAAGTG
TAACGCATTA
AGACTGAAAC

GTAGCGGCTA
CTTGCTOCCA
GTGEEGETAACT
CCLEGLETAL
AAACATARND
CCLOGHEEGCA
AGGLTAACGAT
CACTGGEGACT
GCAGTAGGGA
GCAACGCCEE
CTCTGTTGTT
GETACCTTGA
ACGTGLCAGT
GTCOGGAATT
TTAAGTCTGA
TCATTGGAAM
GGAATTCCAC
GGAACACCAG
ACGCTGCAGGA
TACCCTGGETA
TTAGGGETTT
AGCACTCOCHE
CCAA

GTETTTGCAT
TGATGTTAGT
TGCCTGETAAG
TACCGGLATGE
GETGGCTTCG
TTAGCTAGTT
GOGTAGCCGA
GCAGACACGEC
ATCTTCCGCA
GCTGAGTGATG
AGGEAAGAAT
CGGETACCTAA
AGCCGCGETA
ATTGGGECGTA
TGTGCALAGCT
CTGEEGGEAACT
GTGETAGCGET
TGGECGAAGST
GUGAAAGCET
GTCOCACGCCG
COGCCCCTTA
CTGEEGGEAGT

GTCGAGCGGA
GECGEACGHG
ACTGGGEATAM
TTGETTTGAAC
GCTACCACTT
GETGAGGTAL
CCTGAGAGSS
CCAGACTCCT
ATGGACGAAL
AAGGTTTTCG
AAGTACCGTT
CCAGAAMAGCC
ATACGTAGHT
AAGGGCTCGE
COCGGITCAL
TGAGTGCAGA
GAAATGCGTA
GACTCTCTGG
GGEEGAGCGAM
TAAACGATGA
GTGCTGCAGE
ACGGETCOGCA
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Cizelge 4.6. Bacillus sp. MK3 bakterisine ait IDNA sekansi

41

a1
121
161
201
241
281
321
361
401
441
431
521
561
G601
641
631
721
761
a01
adl
231

GLACCGALLS
GACAGATGGEG
GETGAGTAAC
AACTCCGGGA
ACCGCATGLT
TTACAGATGG
AACGGCTCAC
GETGATCGEE
CTACGGGEAGS
AACTCTGACS
CLGATCETAL
TTCGAATAGS
CCACGLCTAA
GTGEECAAGCG
CAGGCGETTT
ACCGEEGEEAGS
AAGAGGLAGAG
AGAGATETGSE
GTCTGTAACT
ACAGGATTAG
AGTGCTAAGT
CTAACGCATT
AGACTGALAC

GLTAACCGOC
AGCTTGCTCC
ACGTGEGETAL
AACCGGEECT
TCAAACATAS
ACCCGCHLE0E
CAAGGUALCS
CACACTGGGA
CAGCAGTAGG
GAGCAACGOC
AGCTCTGTTG
GUGETACCTT
CTACGTGOCA
TTGTCCGGAL
CTTAAGTCTG
GTCATTGGAA
TEGAATTCCA
AGGAATCACCA
GACGTTGAGS
ATACCCTGET
GTTAGGGETT
AAGCACTCCG
CCAATA

TAAATGTTGC
CATGATGTTA
CCTGCCTGTA
AATACCCGAT
AAGGTGLCTT
CATTAGCTAG
ATGCGTAGCC
CTGAGACACG
GAATCTTCCG
GUETGAGTGA
TTAGGGALGA
GACGGTACCT
G AGTCLEGE
TTATTGGEGECG
ATGTGAAMGC
ACTEEGEAAC
CLTGETAGCGS
GTGGECGALGD
AGCGAARAGCG
AGTCCACGCC
TCCGCZCCETT
CCTGEGEGAG

ATGETCGAGCS
GLGGIGEACG
AGACTGEGAT
GETTGTTTGA
CGGCTACCAC
TTGEETGAGET
GACCTGAGAS
GCCCAGACTC
CAATGEGACGA
TGAAGGTTTT
ACAAGTACCS
AACCAGALAG
TAATACETAG
TAAGGEGCTCG
CCCCGEGCTCA
TTGAGTGECAG
TAAATGCGET
CGACTCTCTG
TGEGALCGA
GTAAACGATG
AGTGCTGECAG
TACGGETCGCA

Organizmalarin filogenetik iliskilerinin saglikli bir sekilde belirlenebilmesi, genomda
bulunan genetik sifrenin degismeyen bdlgelerine ait sekanslarin kiyaslanmasi ile
miimkiindiir (Woese vd., 1985; Woese, 1987). Bu diziler bakterilerde 5S, 16S ve 23S
rDNA’y1 sifreleyen genlere ait dizilerdir olmakla birlikte taksonomik amaglar i¢in en
cok kullanilan1 16S rDNA genine ait dizidir (Bottger, 1989; Palys vd., 1997; Tortoli,
2003; Harmsen ve Karch; 2004). 16S rDNA genlerine ait sekans dizileri sadece
bakteriler arasinda degil, aynt zamanda arkebakterilerin 16S rDNA geni ve
Okaryotlarin 18S rDNA geni ile de karsilastirilabilir (Cetinkaya ve Ayhan, 2012).
16S rDNA genlerinde meydana gelen mutasyonlar, rDNA kadar énemli olmayan
yapilar1 etkilediginden siklikla tolere edilebilir. Ornegin, bir bakteri laktozu
kullanmak i¢in gerekli enzimi liretecek geni tagimiyorsa enerji kaynagi olarak baska
bir seker veya proteini kullanabilir (Cetinkaya ve Ayhan, 2012). 16S rDNA
genindeki degisim orani kesin olarak bilinmemekle birlikte, organizmalar arasindaki
baglantiy1 ve evrimsel mesafeyi gostermektedir (Kimura, 1980; Pace, 1997; Harmsen
ve Karch, 2004; Cetinkaya ve Ayhan, 2012). 16S rDNA geninin bakteriler arasindaki

filogenetik iliskilerin belirlenmesinde 6nemli rol oynamasinin bir diger sebebi,
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bakterilerde ortak olarak bulunmasidir (Woese vd., 1985; Wose 1987). 16S rDNA
sekansinin bakterilerde filogenetik iliskilerde ki bu belirtilen 6nemlerinden dolayzi,
Bacillus sp. MK1, MK2 ve MK3 bakterilerinin filogenetik yerlerinin belirlenmesinde

16S rDNA sekanslarinin kullanilmasi tercih edilmistir.

Bacillus sp. MK1, MK2 ve MK3 bakterilerinin 16S rDNA sekanslart NCBI
(National Center for Biotechnology Information) veri tabaninda Blast analizine tabi
tutularak diger yakin mikroorganizmalarla sekans benzerlik diizeyleri ortaya

¢ikarilmis ve buna bagl olarak da filogenetik dendrogramlar olusturulmustur.

Blast analizleri Bacillus sp. MK1 bakterisinin 16S rDNA sekansinin B. subtilis
NCDO 1769 susunun 16S rDNA sekansi ile %96’lik bir benzerlik gosterdigi
goriilmiis olup dendrogramda bu iki bakteri birbirlerine yakin pozisyonda yer

almiglardir (Sekil 4.15).
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Bacillus sp. MK2 bakterisinin 16S rDNA sekansinin B. subtilis NRRL B-4219 ve B.
tequilensis 10b suslarinin 16S rDNA sekansi ile %99, B. subtilis SBMP4 susunun
16S rDNA sekansi ile de %98 oraninda benzerlik oldugu goriilmiis olup, her dort
bakteri de dendrogramda birbirlerine yakin pozisyonda yer almislardir (Sekil 4.16).

Bacillus sp. MK3 bakterisinin 16S rDNA sekansinin B. subtilis NRRL B-4219 ve B.
tequilensis 10b suslarmin 16S rDNA sekansi ile %99, B. subtilis SBMP4 susunun
16S rDNA sekansi ile de %98 oraninda benzerlik oldugu goriilmiis olup, her dort
bakteri de dendrogramda birbirlerine yakin pozisyonda yer almislardir (Sekil 4.17).

Hem MK2 hem de MK3 izolatinin B. subtilis NRRL B-4219, B. tequilensis 10b ve B.
subtilis SBMP4 bakterileri ile ortak benzerlikler gostermesi, muhtemelen MK2 ve
MK3 izolatlarmin ayni tiirden kdken aldigi, bir tanesinin keratinaz geninde meydana
gelen bir mutasyon sonucunda enzimatik ozellikleri degismis diger susun meydana
geldigi ve tesadiifen bu iki bakterinin ayni toprak numunesinden izole edildigi

kanisini olusturmustur.
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5. SONUC ve ONERILER

Calismanin sonuglart asagida maddeler halinde verilmistir:

1. Bu ¢alisma ile keratinaz aktivitesine sahip 3 adet Bacillus sp. izolasyonu (Bacillus
sp. MK1, MK2 ve MK3) yapilmustir.

2. Izolatlarca iiretilen enzimleri kismi karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir.

3. Bacillus sp MKI1 izolatina ait keratinaz enziminin sicaklik optimumu 40 °C, pH

optimumu 9.0, spesifik aktivitesi ise 2.76 U/mL olarak belirlenmistir.

4. Bacillus sp MK2 izolatina ait keratinaz enziminin sicaklik optimumu 50 °C, pH

optimumu 8.0, spesifik aktivitesi ise 0.77 U/mL olarak belirlenmistir.

5. Bacillus sp MK3 izolatina ait keratinaz enziminin sicaklik optimumu 40 °C, pH

optimumu 9.0, spesifik aktivitesi ise 5.48 U/mL olarak belirlenmistir.

5. Bacillus sp MK1 en yiiksek enzim iiretim seviyesine bakterinin inokiilasyonundan
itibaren 36. saatte ulasirken, Bacillus sp MK2 ve Bacillus sp MK3 24. saatte

ulagmiglardir.

6. CaCl,, PMSF, iire ve Tween 80 her ii¢ enzim icin de ortak aktivatér olurken,
EDTA ortak inhibitér olmustur. ZnCI2 5 mM konsantrasyonda MK3 keratinazini

%092 diizeyinde inhibe ederek en yiiksek inhibisyon seviyesine sahip olmustur.

7. Izolatlar gerceve kaymasi mutasyonuna sebep olan EtBr ile muamele edilerek
enzim {retimi artirilmis mutant varyantlar elde edilmistir. MK1 mutantlarindan
elde edilen MK1-M3 %186, MK2’den iiretilen mutantlardan MK2-M4 %171 ve
MK3 mutantlarindan MK3-M5 %187 ile yabani varyantlarina gore en yiiksek

diizeyde enzim iireten mutant varyantlar olmustur.
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8. BLAST analizleri sonucunda Bacillus sp. MK1 bakterisi B. subtilis NCDO 1769
ile %96, Bacillus sp. MK2 ve MK3 bakterileri ise B. subtilis NRRL B-4219 ve B.
tequilensis 10b bakterileri ile %99, B. subtilis SBMP4 bakterisi ile de %98

oraninda rDNA sekans benzerligi gostermislerdir.

Calismaya ait Oneriler ise asagida maddeler halinde 6zetlenmistir:

1. Keratinaz enzimleri 6zelikle tavukguluk isletmelerinde ortaya ¢ikan atik tavuk
tiylerinin hidrolizi ile ¢evre kirlenmesinin Onlenmesinde ©6nemli bir rol

oynamaktadir.

2. Elde edilen mutant varyantlar yabani varyantlara gore yaklasik olarak 1.2 kat1 ile
2.1 kat1 arasinda degisen oranlarda daha fazla enzim aktivitesi gostermislerdir. Bu
artis endiistriyel uygulamalar igin yeterli gériinmeyip daha ekonomik boyutlarda
enzim iiretiminin saglanmasi gerekmektedir. Bu artis, mutasyon caligmalarinin
stirdiiriilerek enzim aktivitesi daha da yiikseltilmis yeni mutant varyetelerin elde
edilmesi veya molekiiler klonlama yontemleri ile bu enzim genlerinin endiistriyel
bakteri suslarina klonlanarak yeni rekombinant bakterilerin gelistirilmesi ile

saglanabilir.
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