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ÖZET 
 
 
 
 
 

KERATİNAZ ÜRETEN BAKTERİLERİN İZOLASYONU VE ENZİM 

ÜRETİMİNİN MOLEKÜLER YÖNTEMLERLE ARTTIRILMASI 

 

 

 

Meryem KARADAĞLI 

Yüksek Lisans, Biyoloji Anabilim Dalı 

Danışman: Doç.Dr. Bahri Devrim ÖZCAN  

 

 

 

 

Mayıs 2016, 72 Sayfa 
 

 

 

 

 

Bu çalışmada, Çukurova Üniversitesi Tavukçuluk Ünitesi’nden toplanan ve tavuk tüyü içeren toprak 

örneklerinden üç adet keratinolitik Bacillus sp. izolasyonu gerçekleştirilmiştir. Bakteriler sırasıyla 

Bacillus sp. MK1, MK2 ve MK3 olarak isimlendirilmişlerdir. MK1 ve MK3 keratinazları optimum 

aktivitelerini 40°C’de gösterirken, MK2 keratinazı 50 ºC’de göstermiştir. Yine MK1 ve MK3 

keratinazları optimum aktivitelerini pH 9.0’da, MK2 keratinazı ise pH 8.0’de göstermiştir. MK1, MK2 

ve MK3 bakterilerinin keratinazlarına ait spesifik aktiviteler 40 °C’de sırasıyla 2.76, 0.77 ve 5.48 U/mg 

protein olarak gerçekleşmiştir. En yüksek düzeyde enzim üretimini inokülasyondan itibaren MK1 

izolatı 36.,  MK2 ve MK3 izolatları ise 24-36. saatlerde gerçekleştirmişlerdir. İzolatların 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 aşırı üretici mutant varyeteleri elde 

edilmiştir. MK1-M3, MK1-M4, MK1-M5, MK2-M3, MK2-M4, MK3-M1, MK3-M3, MK3-M4 ve 

MK3-M5 mutant varyeteleri kendi yabani tip suşlarına göre sırasıyla %186, 117, 133, 144, 171, 122, 

116, 214 ve 187 oranında enzim üretmişlerdir. PMSF, üre, CaCl2, Tween 80 her üç enzim için de ortak 

aktivatör olarak belirlenmiştir. EDTA ise her üç enzimi de inhibe etmiştir. BLAST analizleri sonucunda 

Bacillus sp. MK1 bakterisi B. subtilis NCDO 1769 ile %96 oranında rDNA sekans benzerliği 

göstermiştir. Diğer taraftan 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 oranında rDNA sekans 

benzerliği göstermişlerdir. 
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In the present study, three keratinolytic Bacillus strains were isolated from the feather containing soil 

samples collected from the poultry enterprise of Çukurova 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 ºC 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, CaCl2 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%. 
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1. GİRİŞ 

 

Enzimler, biyolojik reaksiyonların katalizörü olup, reaksiyonları diğer katalizörlere 

göre daha hızlı katalizlerler (Aehle, 2004). Diğer taraftan, aktivasyon enerjisi ise bir 

kimyasal tepkimedeki bütün molekülleri reaktif hale getirmek için ihtiyaç duyulan 

enerjidir (Şekil 1.1). 

 

 

Şekil 1.1. Reaksiyonlarda enzimli ve enzimsiz aktivasyon enerjisi seviyeleri 

 

Aktivasyon enerjisi kavramı, kataliz ve enzim kavramları ile yakından ilgilidir. 

Biyokimyasal açıdan açıdan bakıldığında katalizörler, tepkimenin aktivasyon 

enerjisini düşürerek tepkime hızını arttıran maddelerdir. Katalizörler, tepkimeleri 

kolaylaştırırken tepkime esnasında değişikliğe uğratılmazlar veya tüketilemezler. İn 

vivo koşullarda tepkimelerin birçoğu katalizör olmaksızın gerçekleşmez (Aehle, 

2004). 

 

Enzimler protein yapısında olup belirli tepkimeler için özgüldürler (Aehle, 2004). 

Her bir enzim genellikle tek tip bir kimyasal tepkimeyi katalizlerken, diğer bazı 

enzimler birbirleri ile benzerlik gösteren tepkime grubunu katalizleyebilmektedirler. 

Bu durum, enzim molekülünün kendine özgül üç boyutlu yapısından 

kaynaklanmaktadır. Enzim tarafından katalizlenen bir tepkimede enzim (E) ile 
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substrat (S) bir araya gelerek enzim-substrat kompleksini oluşturur. Tepkime 

sonucunda meydana gelen ürün (Ü) nihayetinde enzimden ayrılır ve enzim 

başlangıçtaki haline geri döner. 

 

Enzimler genellikle substratlarla mukayese edildiğinde daha büyük olup, enzim ile 

substrat bir araya gelmesi, Van der Waals kuvvetleri, hidrojen bağları ve hidrofobik 

etkileşimler gibi zayıf bağlarla mümkün olabilmektedir. Substrat, enzim üzerinde 

bulunan spesifik aktif bölgeye bağlanmaktadır. 

 

Enzimlerin kullanımının tarihsel süreci incelendiğinde, eski çağlardan bugüne 

peynir, maya, sirke, bira, şarap gibi gıda ve içeceklerin yanısıra, keten, deri, çivit 

mavisi gibi ürünlerin üretilmesinde kullanıldığı görülmektedir (Kirk vd., 2002). 

 

Geçen yüzyılın sonlarına doğru modern biyoteknolojinin devreye girmesi özellikle 

enzimlerin üretimi için belirlenen uygun mikroorganzimaların kullanılmasıyla büyük 

ölçeklerde, iyi derecede karakterize edilmiş ve yüksek derecede saf enzim üretimi 

mümkün hale gelmiştir. Bu gelişmelerin neticesinde, tekstil, nişasta ve deterjan gibi 

endüstrileri de içine birçok endüstriyel alanda enzimlerin kullanımı yaygınlaşmıştır. 

Rekombinant DNA teknolojisi ise enzimlerin daha bol, saf ve ucuz bir şekilde 

üretilmelerine imkan sağlayarak ticarileştirilmesine ciddi katkılar getirmiştir (Kirk 

vd., 2002). Bütün bu gelişmeler enzimlerin yeni ve/vaya farklı fonksiyonlarını 

belirlemek, yeni süreç koşullarına adaptasyonu sağlamak ve bunların endüstriyel 

boyutlarda kullanımlarını daha da geliştirmeyi mümkün hale getirmek amacıyla 

yapılmıştır. Günümüzde kullanılan enzimler farklı doğal maddelerin hidrolizlerini 

gerçekleştirmektedir (Kirk vd., 2002). 

 

Proteazlar özellikle süt ve detrjan sanayindeki yaygın kullanımlarından dolayı enzim 

çeşitleri arasında daha popülerdir. Endüstriyel enzimlerin en yaygın kullanıldığı 

alanlar içinde nişasta, deterjan, tekstil ve fuel-oil başta gelmektedir. Endüstriyel 

enzimlerin dünya genelinde kullanımı 1995 yılında yaklaşık bir milyar dolar iken bu 

rakam 2000 yılında 1,5 milyar dolara yükselmiştir. Bu büyüme başta deterjan 

sanayinde olmak üzere son on yıl içinde en hızlı büyüme fırıncılık ve hayvan yemi 

endüstrisinde meydana gelmiştir. Bununla birlikte kâğıt, hamur ve kişisel bakımı 
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kapsayan diğer endüstriyel alanların zenginliği de büyümeye ciddi katkılar 

sağlamıştır (Kirk vd., 2002). 

 

Enzim teknolojisi, ekonomik kooperatif ve gelişim kuruluşlarınca, sürdürülebilir 

endüstriyel gelişme bileşeni olarak tanınan multidisipliner bir alan olarak 

tanımlanmaktadır (van Beilen ve Li, 2002). 

 

1.1. Mikrobiyal Enzimler  

 

Mikroorganizmalar önemli primer ve sekonder metabolitleri üretmeleri sebebiyle 

vazgeçilmezdir. Çok çeşitli enzimlerin üretimlerini gerçekleştirmeleri bunların 

temelini oluşturur. Bahsi geçen değerli bileşikleri üretmek amacıyla, hayvan ve 

bitkisel kökenli enzimlerin kullanımı veya kimyagerlerce bu bileşiklerin sentetik 

olarak sentezlenmesi yerine mikroorganizmaların tercih edilmelerinin temel 

nedenleri şu şekilde sıralanabilir; 

 

-Yüksek oranlarda biyosentez ve metabolizma sağlamak amacıyla hızlı besin 

tüketimini kolaylaştırmak için gerekli olan büyük hacim-yüzey alanı oranı, 

 

-Aynı anda birbirinden farklı birçok reaksiyonu gerçekleştirebilmeleri,  

 

-Farklı çevrelere kolay uyum sağlamaları ve laboratuarda zengin olmayan karbon ve 

azot kaynaklarıyla kültüre alınıp önemli bileşikleri üretebilmeleri, 

 

-Genetik manipülasyonlarının kolay olması, in vivo ve in vitro koşullarda, yapı ve 

aktivitelerinin yüzlerce kata kadar arttırılabilmesi, 

 

-Mevcut yöntemlerin çok fazla sayıda kültürü kısa bir zaman dilimine gözlemleme 

olanağı vermesi, 

 

-Yüksek çeşitlilik; aynı reaksiyonu katalizleyen farklı türlerin bulunması ve bunların 

reaktördeki koşulları kontrol etmek adına esneklik sağlaması, 
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-Tarama prosedürlerinin kolay olması ve buna bağlı olarak çok kısa bir zaman 

diliminde denenmek üzere binlerce suşa ait saf kültürlerin elde edilebilmesi 

(Barredo, 2005). 

 

Mikrobiyal enzimler, bitki ve hayvan kökenli enzime göre daha stabil olup, ekstrem 

koşullarda (yüksek sıcaklık, yüksek ve düşük pH koşulları, yüksek tuz 

konsantrasyonu vs) daha yüksek katalitik aktivite ve kararlılık göstermektedir. Bütün 

bu avantajları dolayısıyla endüstriyel uygulamalarda kullanılan enzimlerin önemli bir 

kısmı mikrobiyal orjinlidir (Barredo, 2005; ). 

 

1.2. Mikrobiyal Kökenli Proteazlar 

 

Proteazlar; gıda sanayinde, deterjan sanayinde, farmakolojide, biyoremediasyonda, 

deri sanayinde ve diğer pek çok endüstriyel alanda kullanılmaktadır (Barredo, 2005). 

 

Proteazlar, mikroorganizmalar başta olmak üzere bitkiler ve hayvanlar tarafından 

üretilmektedirler (Rao vd., 1998). Mikrobiyal proteazlar, bitkisel ve hayvansal 

kökenli proteazların istenen talebi karşılamaması ve diğer birçok özelliklerince 

üstünlik göstermesi sebebiyle biyoteknolojik uygulamalarda yaygın kullanım alanı 

bulmuştur (Barredo, 2005). 

 

Birçok mikroorganizma yaygın proteaz üreticisidir. Birçok ticari serin proteazlar 

çoğunlukla nötral ve alkali özelliktedir. Yaygın bir mikroorganzima olan Bacillus’lar 

çoğunlukla serin proteaz üreticisidirler. Diğer taraftan Desulfurococcus mucosus, 

Thermus caldophilus, Aeromonas, Streptomyces ve Escherichia suşları ile 

Aspergillus oryzae gibi funguslar önemli proteaz üreticileridir. Sistin proteazları 

Serin ve aspartik proteazların sistin proteazlarından daha yaygın bulunduğu 

bildirilmiştir (Barredo, 2005). 

 

1.3. Keratinler 

 

Keratinler, fibriller yapıdaki çözünemeyen proteinlerdir (Kublanov vd., 2009). 

Doğada çoğunlukla saç, turnak, yün, tüy, pençe, telek, gaga, diken (kirpilerde), pul 
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(balıklarda), toynak, boynuz, kaplumbağaların kabuğu gibi vücut bölgelerinde 

bulunan ve yüksek stabilite gösteren yapısal (Lehninger, 1984). Keratinler alfa  (α) 

ve beta (β) keratinler olmak üzere iki temel gruba ayrılmıştır. Alfa-keratinler birçok 

omurgalı hayvanın epitelyumunda bulunur ve alfa helikal ikinci yapı bakımından 

zengindir. Moleküler ağırlıkları 40 ile 70 kDa arasında değişkenlik göstermektedir. 

Sürüngenlerin ve kuşların derisinde bulunan beta keratinlerin boyutları ise genellikle 

alfa keratinlerden küçük olup 10-20 kDa arasındadır. Beta keratin molekülleri, beta 

katlanmaları bakımından zengin olduğu için daha stabil olup hidrolize karşı daha 

dirençlidirler (Kublanov vd., 2009). 

 

Keratin polipeptidi, gerek hidrojen bağları gerekse hidrofobik etkileşimler tarafından 

yoğun bir şekilde paketlenmiştir. Keratinler kuvvetli bir stabilizasyon göstermeleri 

sebebiyle degredasyonları oldukça zordur. Ayrıca disülfid bağlarıyla çapraz bağlanan 

polipeptit zincirleri, ticari proteazlarca degredasyona yüksek derecede direnç 

göstermektedir. Bitişik zincirler, keratinin hidrolizine karşı dirençliliğinden sorumlu 

olup, disülfid bağları ile bağlanmışlardır. Keratin içeren materyallerin parçalanması 

medikal ve tarımsal alanda büyük önem taşımaktadır. Dünya genelindeki tavuk 

işletmelerinde atık olarak yılda milyonlarca ton tüy üretilmekte olup, bunun yaklaşık 

%90’ı keratinden meydana gelmektedir. Bu tüyler hidrolize edildiği takdirde, hayvan 

yemleri açısından potansiyel bir protein kaynağına dönüşmektedir (Allpress vd., 

2002). 

 

Kümes hayvanlarının üretimi ve işlenmesi tesislerinde büyük miktarlarda ortaya 

çıkan ve %90 oranında keratin içeren atık tüyler, çiftlik hayvanları için zengin içeriği 

ile potansiyel bir alternatif protein kaynağı oluşturmaktadır. Ancak üretiminin 

yüksek enerji gerketirmesi ve pahalı olması, hayvan besinleri için tüylerin protein 

kaynağı olarak kullanımını kısıtlamaktadır (Riffel vd., 2003a). Enzimlerce hidrolize 

edilen tüyler ise çoğunlukla gübrelere, kıvam artırıcı maddelere, yemlere ve filmlere 

dönüştürülebilirler (Riffel vd., 2003a). 
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1.4. Keratinazlar 

 

Keratinazlar, keratin substratlarını parçalayabilme yeteneğine sahip proteolitik bir 

enzim sınıfıdır. Bu enzimlere başta keratin substratlarını hidroliz etmesi olmak üzere 

diğer bazı uygulama potansiyellerinden dolayı ilgi her geçen gün artmıştır (Brandelli, 

2008). 

 

Keratinolitik enzimler başta fungus, Actinomycetes ve bakteriler tarafından 

üretilmektedirler. Bu mikroorganizmalar çoğunlukla keratin materyalleri içeren 

çevreler başta olmak üzere topraklardan izole edilmektedirler (Riffel ve Brandelli, 

2006). Bu sayede keratinolitik enzimler, tavuk ve deri endüstrilerinde ortaya çıkan ve 

keratin içeren atıkların biyoteknolojik olarak dönüşümünde sıklıkla kullanılmaktadır. 

Buna ilave olarak keratinaz enzimleri ilaç ve kozmetik uygulamalarında da kullanım 

alanı bulmuştur (Onifade vd., 1998; Brandelli vd., 2010). 

 

1.4.1. Bakteriyal Keratinazlar 

 

Bacillus ve Streptomyces cinslerine ait türler doğada en yaygın bulunan keratinaz 

üretici mikroorganizmalardır (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 farklı türlerde de keratinaz üretimi bildirilmiştir. 

 

1.4.2. Keratinazların Biyokimyası 

 

Mikroorganizma kökenli keratinazlar üretici tür ve suşlara bağlı olarak farklı 

özellikler gösterebilmektedirler. Şu ana kadar hücre içi enzimler izole edilmiş ve 

tanımlanmış olup çoğunlukla hücre dışıdır (Gupta ve Ramnani, 2006). 

 

Mikrobiyal keratinazlar çoğunlukla 7.5-9.0 pH aralığında aktivite göstermekte olup, 

alkalin ve nötral proteazlar sınıfında yer alırlar. Buna rağmen bazı keratinazlar bu pH 

aralığının dışında alkalifilik veya asidik gibi ekstrem pH’larda optimum aktivite 

göstermektedir. Keratinazlar genellikle geniş pH aralıklarında kararlıdır (Brandelli 
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vd., 2010). Benzer şekilde, keratinazların aktivite gösterdiği optimum sıcaklık, izole 

edildiği çevre koşullarına ve üretici mikroorganizmaya bağlı olarak değişkenlik 

göstermektedir. Mezofilik Stenotrophomonas maltophila DHHJ optimum aktivitesini 

40 °C’de gösterirken, termofilik F. pennavorans 80 °C’de göstermiştir. F. islandicum 

AW–1’den elde edilen enzimin optimum aktivitesi ise 100 °C olarak bildirilmiştir 

(Brandelli vd., 2010). 

 

Farklı moleküler ağırlıklara sahip keratinaz enzimlerine sıklıkla rastlanılmaktadır. S. 

albidoflavus ve K. rosea tarafından üretilen enzimlerin moleküler ağırlıkları 18-240 

kDa aralığında olmasına rağmen, çoğu bakteriyel kökenli keratinaz 50 kDa’dan daha 

küçük boyutlardadır. 

 

Keratinazlar çoğunlukla monomerik olmasına rağmen multimerik keratinazlar da 

tanımlanmıştır. Yüksek moleküler ağırlığa sahip keratinazlar ya metalloproteaz 

karakterli ya da termofilik mikroorganizmalardan elde edilen keratinazlardır 

(Brandelli vd., 2010). 

 

Ca
2+

, Mg
2+

 ve Mn
2+

 gibi metal iyonları çoğunlukla keratinazları stimule etmektedir 

(aktivitesini artırmaktadır) (Gupta ve Ramnani, 2006). Bu stimulasyonun sebebi 

olarak enzimin konformasyonunu koruması ve enzim-substrat kompleksinin 

kararlılığı ile ilgili olduğu bildirilmiştir (Farag ve Hassan, 2004; Suntornsuk vd., 

2005; Cao vd., 2009). Cu
2+

, Ag
+
, Hg

2+
, ve Pb

2+
 gibi ağır metaller ise keratinolitik 

aktivitede azalmaya neden olmaktadır (Brandelli vd., 2010). İndirgeyici ajanların 

keratinazlar üzerinde daha çok stimülatör etki göstermektediği de bildirilmiştir 

(Brandelli vd., 2010). 

 

Bakteriyal kökenli bazı keratinazların biyokimyasal özellikleri Çizelge 1.1’de 

verilmiştir 
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Çizelge 1.1. Bazı bakteriyal keratinazların biyokimyasal özellikleri (Brandelli, 2008). 

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

B. licheniformis PWD-1 Serin 33 7.5 Lin vd., 1992 

B. subtilis Serin 25.4 7.5 Suh ve Lee, 2001 

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

S. pactum DSM40530 Serin 30 7.0-10.0 Böckle 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. kr6 Metallo 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: Moleküler ağırlık 

 

1.4.3. Keratinazların Üretimi 

 

Keratinazların biyoteknolojik uygulamalardaki önemi ve bu enzimlere olan talebin 

gün geçtikçe artması, bu enzimlerin ticari boyutlarda üretimini zorunlu hale 

getirmiştir. Besi ortamında keratin bulunması keratinaz enziminin üretimini teşvik 

etmektedir. Bu sebeple mikroorganizmaların üretildiği besi ortamlarına boynuz unu, 

tavuk tüyü unu, saç gibi keratinöz substratlar ilave edilmektedir. Her ne kadar besi 

ortamlarında keratin varlığı keratinaz enziminin üretimini teşvik etse de, keratinaz 

üretimi için besi ortamlarına her zaman keratinöz substratların ilavesi gerekli 

değildir. Besi ortamlarında soya fasulyesi yemi, soya unu, karides kabuğu unu, 

yağışız süt,  peynir altı suyu, kazein ve jelatin gibi diğer keratinöz olmayan 

substratların da keratinaz üretimini teşvik ettikleri bildirilmiştir (Brandelli vd., 2010). 

Ayrıca farklı karbon ve azot kaynaklarının da keratin içeren ortama eklenmesi 

keratinaz üretiminin önemli düzeyde artmasına sebep olmaktadır. Örneğin; nişasta, 

glukoz, melas, sukroz, küspe gibi karbon kaynakları ile üre, tripton, pepton, 

amonyum klorür, maya özütü ve sodyum nitrat gibi azot kaynaklarının ilave 

edilmesinin enzim üretimini arttırdığı bildirilmiştir (Brandelli vd., 2010). Ancak 

bazan, organik ve/veya inorganik azot kaynakları, karbonhidratlar gibi ek 

substartların eklenmesi bazı mikroorganizmaların keratinaz üretimini negatif yönde 

etkilediği de görülmektedir. 
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1.4.4. Keratin İçeren Atıkların Biyolojik Islahı 

 

Tavukçuluk ve deri endüstrileri başta olmak üzere endüstriyel yan ürün olarak açığa 

çıkan keratince zengin ürünlerin biyolojik geri dönüşümünde keratinolitik 

mikroorganizmaların kullanılması önemli bir alternatif olarak görülmektedir 

(Brandelli, 2008). Birçok keratinaz enzimi farklı susbtratları hidrolize etme 

yeteneğinde olup (Lin vd., 1992; Böckle vd., 1995; Brandelli, 2005), keratince 

zengin atıkların hayvan yemlerine ve/veya diğer değerli ürünlere biyolojik 

dönüşümleri için bu enzimler büyük bir potansiyel oluşturmaktadır. 

 

Keratin polimeri, toplam tavuk ağırlığının %10’unu, buna karşılık toplam tüy 

ağırlığının ise yaklaşık %90’nını oluşturmaktadır. Tüm dünyada yaygınlaşan ticari 

tavuk işletmeleri tarafından atık olarak üretilen tüylerin sürekli bir artış göstermesi 

ciddi kirlilik problemi oluşturmaktadır ve bu yüzden bu sorunun çözümünde doğru 

politikaların izlenmesi gerekmektedir (Shih, 1993). 

 

Günümüzde tüyler, basınçlı buhar kullanılan pişirme yöntemiyle tüy yemine 

dönüştürülmektedir ve bu işlem yüksek enerji kullanımını gerektirmekte olup 

ekonomik değildir. Tüylerden elde edilen yemler (tüy yemleri), hayvan rasyonlarında 

triptofan, histidin ve methionin noksanlığı sebebiyle belirli oranlarda 

kullanılmaktadır (Papadopoulos vd., 1986; Wang ve Parsons, 1997). Keratinaz 

enzimlerinin kullanımı ile tüylerin ve tüy yemlerinin besinsel değerinde artış 

gözlendiği bildirilmiştir (Onifade vd., 1998; Grazziotin vd., 2006). 

 

Deri endüstrisi organik kirliliğin en önemli kaynaklarındandır ve bu endüstriyel 

atıkların önemli bir bölümü keratin içeren proteinlerce zengindir. Keratin içeren bu 

katı atıkların geri dönüşümü için bilim insanları yoğun mesailer harcamaktadırlar 

(Thanikaivelan vd., 2004). Saç ve yünün yapısında bulunan keratinleri hidroliz etme 

yeteneklerinden dolayı Streptomyces ve Bacillus türleri deri endüstrisi atıklarının 

biyodegredasyonunda öncelikli olarak kullanılmaktadırlar (Brandelli, 2008). 
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1.4.5. Keratinazların Diğer Uygulama Alanları 

 

Mikrobiyal keratinazlar, keratince zengin biyolojik atıkların hidrolizinde ilk akla 

gelenleridir. Derinin tabaklanması esnasında sülfid kullanımına bağlı olarak bazı 

ciddi problemler meydana gelmektedir ve bunun çözümü olarak deri tüylerinin 

enzimatik yollarla uzaklaştırılması iyi bir alternatif olarak karşımıza çıkmaktadır  

(Cantera, 2001; Thanikaivelan vd., 2004). 

 

Ticari enzimler, etkinliği ve spesifik katalitik özellikleri sebebiyle deri üretiminde 

tercih edilmektedir (Brandelli, 2008). Diğer taraftan enzim kullanımının zaman 

ekonomisi saglaması verimlilik artışını da beraberinde getirmektedir. 

 

Tabaklama esnasında deri üzerinde bulunan tüy ve yünlerin enzimatik yollarla 

uzaklaştırılması ile tüyler tamamen uzaklaştırıldığı, sülfidin minimum düzeyde 

kullanılması ve tabaklama esnasında daha kaliteli atık suyun meydana gelmesidir 

(Brandelli, 2008). Keratinolitik mikroorganizmalarca üretilen proteolitik enzimlerin 

deri endüstrisinde tüy dökücü kimyasal ajanların yerine kullanılması ekonomik ve 

çevresel katkılar sağlamaktadır (Brandelli, 2008). 

 

Hücre dışı (ekstraselüler) keratinaz üreten kimi mikroorganizmalar dehairing 

(tüy/yünlerin uzaklaştırılması) aktivitesi göstermektedir ve keratinolitik bakteriler 

içerisinde en çok çalışılanlar bazı Bacillus türleridir. Bunlardan B. subtilis ve B. 

amyloliquefaciens’in proteolitik aktivite gösteren suşlarının karakterizasyonu 

neticesinde deri endüstrisinde kullanılabilir özellikler taşıdıkları görülmüştür 

(Brandelli, 2008). 

 

Keratinazların bir diğer kullanım alanı kozmetik sanayidir. Keratinazlar, tüy dökücü 

ürünlerin karışımlarına belirli oranlarda ilave edilmektedirler. 

 

Keratinazlar farmasötük alanda da kullanılmak üzere kendine yer bulmuştur. Sedef 

hastalığı ve sivilcelerde meydana gelen keratini uzaklaştırmak amacıyla üretilen 

formüllerde ve nasırların ciltten uzaklaştırılmasında keratinaz enzimlerinin 

kullanılabileceği bildirilmiştir (Brandelli, 2008). Keratinaz enzimlerinin son 



11 

zamanlarda ilaçların nüfuzunu geliştirmek amacıyla da kullanıldığı görülmüştür. 

Tırnak hastalıklarının tedavisinde lokal ilaçların kullanımı, tırnak plağına nüfuzunun 

kısıtlı olması sebebiyle sınırlıdır. Paecilomyces marquandii tarafından üretilen 

keratinaz enziminin insan tırnağına ilaç nüfuzunu önemli düzeyde arttırdığı 

bildirilmiştir (Mohorcic vd., 2007). 1990’lı yıllarda adını sıklıkla duyduğumuz prion 

proteinleri, kuru hastalığı ve kronik zayıflama hastalığı başta olmak üzere birçok 

bulaşıcı ve ölümcül hastalığa sebep olmaktadır. PWD-1 keratinazın geniş bir aktivite 

spektrumuna sahip olduğu ve prion PrPsc’yi hidrolize ettiği bildirilmiştir. Yine 

benzer şekilde Bacillus sp. MSK 103 keratinazı da PrPsc’yi yok etmektedir Ayrıca 

anaerobik termofil bir bakterice üretilen keratinaz enzimlerinin sıcaklıkla yıkılmış bir 

amiloid prionunu hidroliz ettiği bulunmuştur (Suzuki vd., 2006). Bu şekilde prion 

proteinlerinin enzimatik hidrolizi mikrobiyal kökenli keratinazlar için umut verici 

farmasötik uygulamalar içermektedir (Brandelli, 2008). 

 

Keratinlerin biyolojik olarak yıkılabilen filmlere ve tarımsal-biyomedikal 

uygulamalar için kaplamalara dönüştürülmesi son zamanlarda oldukça cazip hale 

gelmiştir. Kimyasal veya enzimatik yollarla muamele edilerek elde edilen modifiye 

keratinin tarımsal filmler, gübre paketlenmesi ya da tüketilebilir film üretiminde 

kullanılabileceği bildirilmiştir (Brandelli, 2008).  

 

Bir diğer uygulama alanı olarak, keratinazların deterjanlarların formülüne ilavesi de 

önerilmiştir (Gupta ve Ramnani, 2006). Bu amaçla, çamaşırlarda bulunan keratin 

içerikli kirlerin uzaklaştırılması ve keratinli atıklarca tıkanan bölgelerin temizlenmesi 

için keratinaz enzimleri deterjanlara eklenebilir. 

 

Son olarak keratinolitik enzimler yünlerin boyanmasında etkinin artırılması ve 

yünlerin sıkıştırma işlemleri gibi tekstil endüstrisinde kayda değer uygulamalara 

sahiptir (Sousa vd., 2007). 

 

1.5. Amaç 

 

Ülkemizde başta tavuk olmak üzere entansif hayvan yetiştiriciliği büyük bir sektör 

haline gelmiştir. Bu çiftliklerden elde edilen tüy ve kıllar hayvan yemi sektöründe 
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protein kaynağı olarak kullanılmakla birlikte, çevreye bırakıldığı takdirde kirliliğe de 

sebep olmaktadır. Bu sebeple, bu çalışmada doğal ortamlardan keratinaz enzimi 

üreten bakterilerin izole edilmesi ve enzimlerin karakterizasyonu amaçlanmıştır. 

Böylece gerek yem sektöründe kullanılabilecek, gerekse çevreye atılan hayvan tüy ve 

kıllarının dekompozisyonunu sağlayacak yeni enzim kaynakları elde edilmiş 

olacaktır. 

 

1.6. Kapsam 

 

Çalışmanın kapsamı aşağıda maddeler halinde verilmiştir: 

 

1. Tavukçuluk işletmeleri gibi keratinolitik aktiviteye sahip bakterilerin 

bulunabileceği alanlardan toprak numunelerini almak ve bu numunelerden 

keratinaz enzimlerini üreten Bacillus sp. bakterilerinin izolasyonunu 

gerçekleştirmek. 

 

2. Toprak numunelerini 80 °C’de 10 dk inkübe ederek vejetatif hücreleri 

öldürmek (pastörizasyon). 

 

3. Pastörize edilmiş numunelerden belirli miktarlarda LB zengin besiyerine 

aktararak bakteri sporlarının aerobik ortamda çimlenmesini sağlamak. 

 

4. Çimlenen bakterilerin LB-agar plaklarında koloni oluşturmalarını sağlamak. 

 

5. Herbir koloniyi tavuk tüyü tozu içeren LB-agar plağına aktararak keratinaz 

aktivitesine sahip bakterileri aktivite zonuna göre belirlemek. 

 

6. Enzimlerin kısmi karakterizasyonunu gerçekleştirmek (sıcaklık optimumu, 

pH optimumu, sıcaklık direnci, pH stabilitesi, zamana göre enzim aktivitesi, 

enzim aktivitesi üzerine bazı metal iyonlarının etkisi). 
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7. İzolatları kuvvetli bir mutajen olan EtBr ile muamele ederek yabani 

varyetelere göre daha fazla enzim üretimi gerçekleştiren mutant varyeteler 

elde etmek. 

 

8. İzolatların rDNA sekanslarını belirleyerek dendrogramlarını oluşturmak. 
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

 

Morihara vd. (1967), yaptıkları bir çalışmada on beş tanesi bakteri, yirmi bir tanesi 

Actinomycetes ve on sekiz tanesi mantar olmak üzere toplam 54 adet organizmada 

keratinaz aktivitesi belirlemişlerdir. Araştırıcılar koyunlardan aldıkları yünleri bu 

enzimlerle muamele etmişler ve en iyi hidrolizi Streptomyces fradiae keratinazının 

gerçekleştirdiğini bulmuşlardır. 

 

Kunert (1973), sahip oldukları disülfit-hidrojen-tuz bağları ve diğer çapraz bağların 

keratinlere proteolitik parçalanmaya karşı yüksek direnç kazandırdığını bildirmiştir. 

 

Lee vd. (1991), tavuk tüylerini Bacillus licheniformis bakterisinden elde ettikleri 

keratinaz enzimi ile muamele etmişlerdir. Araştırıcılar ayrıc tüyden elde edilen ve 

önemli bir amino asit kaynağı olan yemin (feathermeal) kümes hayvanları içi bir 

alternatif olabileceğini bildirmişlerdir. 

 

Lin vd. (1992), Bacillus licheniformis PWD-1 bakterisinden keratinaz enzimini izole 

etmişler ve tanımlamışlardır. Araştırıcılar saflaştırılmış keratinazda spesifik 

aktivitenin 70 kat arttığını, enzimin moleküler ağırlığının 33 kDa olduğunu, optimum 

pH ve sıcaklık değerlerinin ise sırasıyla 7.5 ve 50 °C olduğunu ve son olarak -20 

°C’de aktivitesini kaybetmediğini bildirmişlerdir. 

 

Böckle vd. (1995), Streptomyces sp.’den elde ettikleri keratinolitik serin proteazı, 

saflaştırmışlardır. Araştırıcılar enzimin moleküler ağırlığı ve isoelektrik noktasını 

sırasıyla 30 kDa ve 8.5 olarak bildirmişlerdir. 

 

Cheng vd. (1995), Bacillus licheniformis PWD-1 bakterisini tüy yemi eklenmiş 

minimal besi yerinde üretmişler ve tüy yeminin keratinaz üretimini arttırdığını 

belirlemişlerdir. Araştırıcılar ayrıca enzimin moleküler ağırlığını ve isoelektrik 

noktasını sırasıyla 31,4 kDa ve 8.5 olarak belirlemişlerdir. 

 

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

ait nükleotid sekansını belirlemişlerdir. 
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Singh (1997), Trichophyton smii bakterisinde keratinaz aktivitesini belirlemişlerdir. 

Araştırıcı, enzim üretiminin keratin-tuz-buyyon besi yerinde, pH 7.0’de, 28±1°C’de 

üretildiğini, enzim üretiminin inkübasyonun 15. gününde en yüksek düzeyde 

gözlendiğini, asparajin ve keratin varlığında enzim üretiminin jelatin varlığına göre 

daha etkin olduğunu bildirmiştir. 

 

Letourneau vd. (1998), Streptomyces sp., tüy yemi bulunan bir ortamda üretildiğinde 

yüksek keratinaz aktivitesi gösterdiğini, en yüksek keratin degredasyonunun 70°C 

sıcaklık ve 10.0 pH koşullarında gözlendiğini bildirmişlerdir. 

 

Bressollier vd. (1999), Streptomyces albidoflavus olduğu belirlenen Streptomyces 

K1-02 bakterisinde 6 farklı ekstraselüler proteaz belirlemişlerdir. Araştırıcılar 

bakteriden moleküler ağırlığı 18 kDa olan keratinolitik serin proteazı 

saflaştırmışlardır. 

 

Burtt vd (1999), üzerinde çalıştıkları kuş tüyü örneklerinin tamamında tüyleri 

parçalayabilen basilleri belirlemişlerdir. Araştırıcılar çalıştıkları toplam 1853 adet 

yabani kuşa ait tüy numunelerinden izole ettikleri Bacillus cinsi bakterilerin %8’inin 

keratinolitik Bacillus licheniformis olduğunu bildirmişlerdir. 

 

Takami vd. (1999), alkali özellik gösteren keratinaz üreticisi Bacillus sp. AH-101 

bakterisinin fizyolojik ve biyokimyasal özelliklerini araştırmışlardır. 

 

Kim vd (2001), tavuk üretim ve işletme tesislerinin atıklarından izole ettikleri B, 

subtilis, B, pumilis ve B, cereus bakterilerinde tüyleri parçalayan keratinolitik aktivite 

belirlemişlerdir. 

 

Pissuwan ve Suntornsuk (2001), çalıştıkları keratinolitik bakterilerde maksimum 

keratinaz aktivitesinin 7.5 pH’sı olan, %1 oranında tüy unu içeren besi ortamında ve 

150 rpm çalkalama hızında gerçekleştiğini bildirmişlerdir. 
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Rozs vd. (2001),  7.0 pH’da ve 47 °C sıcaklık koşullarında ürettikleri B. 

licheniformis K-508 bakterisinde tavuk tüyünü etkin bir şekilde hidrolize eden 

keratinolitik enzimi belirlemişlerdir. 

 

Lee vd. (2002), soya atıklarından 134 kDa moleküler ağırlığında bir keratinaz enzimi 

üreten Bacillus sp. bakterisini izole etmişlerdir. 

 

Nam vd. (2002), Endonezya’da bulunan bir jeotermal sıcak su kaynağından izole 

ettikleri termofilik anaerob Fervidobacterium islandicum AW-1 70°C sıcaklık ve 7.0 

pH koşullarında tüyleri tamamen hidrolize ettiğini bildirmişlerdir. 

 

Huang vd. (2003), yün ve tüyleri önemli derecede hidrolize eden ekstraselüler alkalin 

serin proteaz üreticisi Bacillus pumilus bakterisini izole etmişlerdir.  

 

Korkmaz vd. (2003), optimum aktivitesini 50 °C ve 8.5 pH’da gösteren ve  30-60 °C 

arasında stabilitesini tamamen koruyan keratinaz enzimini üreten Streptomyces BA7 

bakterisini Çukurova Üniversitesi kampüsünden aldıkları toprak numunesinden izole 

etmişlerdir. 

 

Korkmaz vd. (2004), tüy içeren besi ortamında yüksek derecede keratinolitik aktivite 

gösteren Bacillus licheniformis HK-1 bakterisini bir tavuk üretim çiftliğine ait 

atıklarda izole etmişlerdir. Araştırıcılar bakteride en yüksek keratinaz aktivitesini 

pH’sı 8.0 olan besi yerinde ve 50 °C inkübasyon sıcaklığında gerçekleştiğini, 

enzimin optimum pH ve sıcaklık değerlerinin ise sırasıyla 11.0 ve 60 °C olduğunu 

bildirmişlerdir. 

 

El-Refai vd. (2005), yüksek düzeyde keratinolitik aktivite gösteren ve 16S rDNA gen 

sekansına göre Bacillus pumilus FH9 olarak belirlenen bakteriyi izole etmişlerdir. 

Araştırıcılar, filogenetik analiz sonucunda bakterinin B. pumilus AF526896 ve 

AF526898 ile büyük benzerlik gösterdiğini, enzimin 8.0 pH ve 37 ºC’de 48 saatlik 

inkübasyon periyodunda tavuk tüyünü tamamen parçalandığını bildirmişlerdir. 
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Hoq vd. (2005), bir tavuk üretim çiftliğine ait atıklarından yüksek keratinolitik 

aktiviteye sahip 8 adet Bacillus suşunu izole ederek tanımlamışlardır. Bunlardan 3 

izolatın B. lichenformis, 2 izolatın B. cereus, 2 izolatın B. subtilis ve diğerinin ise B. 

borstelensis olarak belirlendiğini bildirmişlerdir. 

 

Suntornsuk vd. (2005), 35 kDa moleküler ağırlığa sahip, monomerik yapıda, 

optimum sıcaklık ve pH değerleri sırasıyla 60 °C ve 8.5 olan keratinazı üreten 

sıcaklığa dirençli B. licheniformi bakterisini izole etmişlerdir. 

 

Joshi vd. (2007), tüyleri parçalama yeteneğine sahip Bacillus sp. PW-1 bakterisini 

izole etmişlerdir. 

 

Paul vd. (2007), karbon ve azot kaynağı olarak keratinin kullanıldığı ortamda B. 

licheniformis MZK-03 bakterisinde keratinolitik aktivitenin indüklendiğini 

belirlemişlerdir. 

 

Raju vd. (2007), keratinaz enzimi üreticisi dermatofit Microsporum gypseum 

bakterisini izole etmişlerdir. Araştırmacılar enzimin moleküler ağırlığını 33 kDa, 

optimum pH ve sıcaklık değerlerini ise sırasıyla 8.0 ve 35 °C olarak bildirmişlerdir. 

 

Balaji vd. (2008), toynak ve boynuz yeminin substrat olarak kullanan proteolitik 

mikroorganizmaları izole etmişlerdir. Araştırıcılar Bacillus subtilis MTCC (9102) 

suşunun boynuz ununu tamamen parçaladığını, bu bakteriden elde edilen keratinazın 

moleküler ağırlığının 64-69 kDa aralığında, optimum pH ve sıcaklık değerlerinin 

sırasıyla 6.0 ve 40 °C olduğunu, enzim 70°C’ye kadar stabilitesini koruduğunu, 

bildirmişlerdir. 

 

Cai vd. (2008b), tüy atıklarının bulunduğu bir ortamdan Bacillus subtilis bakterisini 

izole etmişlerdir. Araştırıcılar bu mutant varyantı KD-N2’de keratini hidrolize 

ettiğini, mutant varyanttan elde edilen saf enzimin moleküler ağırlığını 30.5 kDa, 

optimum pH ve sıcaklık değerlerinin ise sırasıyla 8.5 ve 55 °C olduğunu 

bildirmişlerdir. 
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Cai ve Zheng (2009), saçın substrat olarak kullanıldığı besi ortamında B. subtilis 

KD-N2 bakterisinin üremesini ve keratinolitik aktivitesini optimize etmişlerdir. 

Araştırıcılar 6.5 pH, %10 inokulum ve %16 saç ilavesinde maksimum enzim 

üretiminin gerçekleştiğini bildirmişlerdir. 

 

Kublanov vd. (2009), moleküler ağırlığı 150 kDa, optimum pH ve sıcaklık 

değerlerinin sırasıyla 9.3 ve 60°C olarak keratinazı üreten sıcaklığa dirençli 

anaerobik Termoanabacter genusuna 1004-09 bakterisini izole etmişlerdir. 

 

Zhang vd. (2009), Bacillus sp. 50-3 bakterisinden keratinaz enzimini 

saflaştırmışlardır. Araştırıcılar SDS-PAGE ve MALDI-TOFMS analizi ile enzimin 

moleküler ağırlığını 27.4 kDa olarak belirlemişlerdir. 

 

Łaba ve Rodziewicz (2010), mezofilik Bacillus polymyxa B20 ve B. cereus B5esz 

bakterilerinin etkin bir keratin parçalayıcı bakteriler olduklarını, bakterilerin %1 

keratin varlığında en yüksek keratinolitik ve proteolitik aktivitelerini gösterdiklerini, 

B. polymyxa keratinazının 50 ºC optimum aktivite sıcaklığı ile bir alkalin serin 

proteaz olduğunu, buna karşılık B. cereus keratinazının 45 ºC optimum sıcaklık ile 

daha çok nötral proteaz karışımı olduğunu bildirmişlerdir. 

 

Nagal ve Jain (2010), tüy atıklarının bulunduğu ortamdan izole ettikleri sekiz 

Bacillus bakterisinden Bacillus cereus KB043’nın en iyi tüy parçalayıcı izolat 

olduğunu bildirmişlerdir. 

 

Prasad vd. (2010), Vellore (Hindistan)’da farklı tavuk tüyü işleme tesislerinden 

topladıkları toprak numunelerinden toplam 8 adet bakteri izole ettiklerini, bu 

bakterilerden sadece 1 tanesinin (H5) kazein agar ortamında keratinolitik aktivite 

gösterdiğini, H5 izolatının mikroskobik ve biyokimyasal deneyler sonucunda 

Bacillus sp. olarak tanımlandığını, son olarak H5 enzim aktivitesinin en iyi 7.0 pH ve 

30 ºC koşullarında gerçekleştiğini bildirmişlerdir. 

 

Kumar vd. (2011), daha önce izole etmiş oldukları Bacillus altitudinis GVC11 

bakterisini çalışmışlar, bakterinin hem beyaz hem de koyu renkli tavuk tüylerini 48-
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96 saat aralığında parçaladıklarını bildirmişlerdir. Araştırıcılar ayrıca keratinaz 

üretimi ve tüyü parçalamasının en iyi 9.0 pH, 37 ºC ve 200 rpm koşullarında 

gerçekleştiğini de bildirmişlerdir. 

 

Agrahari ve Wadhwa (2012), ekstraselülar kazeinolitik ve keratinolitik enzimleri 

üreten B. megaterium bakterisini Ghazipur tavuk çiftliği (Hindistan) atıklarından 

izole etmişlerdir. Araştırıcılar enzimin moleküler ağırlığını 30 kDa ağırlığında 

olduğunu, 72 saatlik inkübasyon neticesinde tavuk tüylerini tamamen parçaladığını, 

proteaz aktivitesinin 10 mM Mn
2+

 varlığında iki kat arttığını, buna karşılık Ba
2+

 ve 

Hg
2+

 varlığında ise inhibe olduğunu bildirmişlerdir. 

 

Kumar vd. (2012), Ghari Mori District (Khairpur)’den keratinolitik aktivite gösteren 

ve fungus ve bakterilerden oluşan toplam 80 adet mikroorganizmayı izole ederek 

çalışmışlardır. Araştırıcılar keratinolitik mikroorganizmaların Absidia sp., 

Chrysosporium asperatum, Chrysosporium keratinophlium, Entomophtora coronata, 

Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus bakteri ve funguslarını içerdiklerini 

bildirmişlerdir. Ayrıca araştırıcılar C. keratinophlium ve B. subtilis’in tüm izolatlar 

içinde en geniş aktivite zonu verdiklerini, C. keratinophlium keratinazının optimum 

sıcaklık ve pH değerlerinin sırasıyla 30 ºC ve 9.0; B. subtilis keratinazının 37 ºC ve 

7.0 olduğunu, C. keratinophlium ve B. subtilis keratinazlarının spesifik aktivitelerinin 

ise sırasıyla 220 U/ml ve 260 U/ml olarak belirlendiğini bildirmişlerdir. 

 

Sivakumar vd. (2012), izole ettikleri Bacillus thuringiensis TS2 bakterisi tarafından 

üretilen keratinaz enziminin moleküler ağırlığını 41 kDa, saflaştırılmış enzimin 

spesifik aktivitesini 970.15.54 U/mg olarak bildirmişlerdir. 

 

Zhang (2012) keratinolitik B. subtilis bakterisini UV ışını ile mutasyona uğratmış ve 

yabani varyeteden %75.9 daha fazla aktivite gösteren mutant varyeteyi elde etmiştir.  

 

Lakshmi vd. (2013) B. subtilis BF11 ve B. cereus BF21 yabani varyetelerini UV 

ışını, hidroksilamin hidroklorid ve etil metil sülfonat (EMS) ile mutasyona 

uğratmışlar, BF11’den MBF11 ve BF21’den ise MBF21 mutant varyeteleri elde 
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etmişlerdir. Araştırıcılar mutant varyetelerin laboratuvar koşullarında 518-520 

KU/ml ile yabani varyetelerden 50 kat daha fazla ürün verdiklerini bildirmişlerdir.  

 

Selvam vd. (2013), yaptıkları morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler 

sonucunda aktinobakter olduklarını tespit ettikleri 56 adet izolatı çalışmışlar, bu 

izolatlardan 9 tanesinin süt ve soya içeren ilk taramalarında proteolitik aktivite 

gösterdiklerini, tavuk tüyü içeren besiyerinde ikinci taramalarında ise bu 9 proteolitik 

bakteriden de üç tanesinin keratinolitik aktivite gösterdiklerini bildirmişlerdir. 

 

Chen vd. (2015), Aspergillus niger genomunda bulunan keratinaz genini (kerD) E. 

coli bakterisinde klonlayarak eksprese etmişlerdir. Araştırıcılar rekombinant enzimin 

optimum pH ve sıcaklık değerlerinin sırasıyla 8.0 ve 70 ºC olarak belirlediklerini, 

enzimin 1,10-phenanthroline, EDTA ve SDS varlığında yüksek derecede inhibe 

olduğunu, fakat Mn
2+

, Ca
2+

, Fe
2+

, Cu
2+

, Zn
2+

, Mg
2+

, dithiothreiotol, Triton X-100, 

dimetil sülfoksid ve isopropil alkol varlığında ise aktive olduğunu bildirmişlerdir. 

 

Femi-Ola vd. (2015), keratinolitik ve proteolitik enzim üreten tüy parçalayıcı 

bakterileri araştırmışlardır. Araştırıcılar tavukçuluk işletmesi atıklarından elde 

ettikleri izolatların %90’ının Bacillus türü, %10’unun ise S. marcescens olduğunu, 

Bacillus’ların dağılımının ise B. subtilis (%40), B. coagulans (%20), B. cereus (%20) 

ve B. pumilus (%10) şeklinde olduğunu bildirmişlerdir. İzolatların proteaz 

aktivitelerinin 3.0-160 U/ml arasında olduğunu ve en yüksek proteaz aktivitesine B. 

subtilis A1 suşunun sahip olduğunu, diğer taraftan keratinaz aktivitelerinin ise 0.6-11 

U/ml arasında olduğunu, en yüksek keratinaz aktivitesine B. subtilis A4 suşunun 

sahip olduğunu bildirmişlerdir. Son olarak araştırıcılar izolatların en yüksek proteaz 

ve keratinaz üretim seviyelerine üremenin geç logaritmik fazı veya durağan fazın 

başlangıcında ulaştıklarını da bildirmişlerdir. 

 

Kazzaz vd. (2015) Çukurova Üniversitesi Araştırma ve Uygulama Çiftliği Tavuk 

Üretim Ünitesi’nden proteolitik aktivite gösteren 8 adet Bacillus suşunu izole 

etmişlerdir. Araştırıcılar, Bacillus licheniformis H62 olarak tanımladıkları izolatın en 

yüksek düzeyde keratinolitik aktiviteye sahip olduğunu, enzimin optimum 

aktivitesini 40 ºC ve 9.5 pH değerlerinde gösterdiğini, EDTA, SDS ve ürenin enzim 
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aktivitesini artırıken Tween20’nin azalttığını, son olarak enzimin moleküler 

ağırlığının 26 kDa olarak belirlendiğini bildirmişlerdir. 

 

Lateef vd. (2015) 120 saat inkübasyon periyodunda 35.4-50.4 U/ml keratinaz üreten 

yabani Bacillus safensis LAU 13 bakterisini mutasyonla geliştirmişler ve yine aynı 

zaman periyodunda mutant varyantın 64.4-108.5 U/ml keratinaz ürettiğini 

bildirmişlerdir. 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

 

3.1. Malzeme 

 

3.1.1. Keratinolitik Bakterilerin İzolasyonu 

 

Çalışmada kullanılan keratinolitik bakteriler MK1, MK2 ve MK3, Çukurova 

Üniversitesi Ziraat Fakültesi Döner Sermaye İşletmesi’nde bulunan tavukçuluk 

ünitesindeki atık tüylerin bulunduğu toprak numunelerinden izole edilmiştir. 

Bakterilerin izolasyonunda kullanılan besi ortamları aşağıda verilmiştir: 

 

3.1.1.1. Temel Tüylü Besiyeri 

 

Bacillus cinsi bakterilerden ekstraselülar keratinaz aktivitesini belirlemek amacıyla 

kullanılmıştır (Kim vd, 2001). 

 

Bileşimi   g/L 

NH4Cl   0,5 

NaCl   0,5 

K2HPO4   0,3 

KH2PO4   0,4 

MgCl2.6H2O   0,1 

Maya ekstraktı   0,1 

Tavuk tüyü unu   10 

Besiyeri pH=7.5 

 

3.1.1.2. Luria-Bertoni (LB) Broth 

 

Alınan toprak numunelerinden Bacillus sporlarının çimlendirilmesinde, ayrıca 

keratinolitik aktivite belirlenmesi dışında kalan diğer tüm bakteriyel üretim 

aşamalarında kullanılmış zengin içeriğe sahip bir besi ortamıdır. 
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Bileşimi     g/L 

Tripton     10 

Maya ekstraktı    5 

NaCl      10 

 

0.1 M NaOH ile pH 7.5’e ayarlanmış, sonrasında ise otoklavda 121°C’de 15 dk 

süreyle sterilize edilmiştir. Katı besi yeri olarak kullanıldığında otoklavdan 

yapılmadan hemen önce %1.5 w/v oranında agar eklenmiştir. 

 

3.1.1.3. Skim Milk Agar 

 

Çalışma kapsamında elde edilen Bacillus izolatlarına ait proteaz aktivitelerinin 

belirlenmesi amacıyla kullanılmıştır (Mohamedin, 1999). 

 

Bileşimi    g/L 

Pepton     10 

Et özütü    10 

NaCl     5 

Yağsız süt tozu   8 

Agar     15 

 

Yağsız süt tozu ayrı hazırlanmış ve sterilizasyondan sonra besiyerine ilave edilmiştir. 

 

3.1.2. Kimyasal ve Diğer Sarf Malzemeler 

 

Çalışma kapsamında kullanılan tüm kimyasal ve diğer sarf malzemeler aksi 

belirtilmedikçe Sigma-Aldrich, Fluka, Merck, Ambresco, Axygen, Brand, 

Eppendorf, Fırat Plastik ve İsolab’dan satın alma yoluyla temin edilmiştir. 

 

3.1.3. Alet ve Cihazlar 

 

Çalışmada kullanılan inkübatörler (Nüve ve Memmert), su banyoları (Memmert), 

santrifüj (Hettich), manyetik karıştırıcı (Ika), vorteks (Ika), pH metre (Hanna), 
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otoklav (Hirayama), saf su cihazı (Labor Şimşek), buzdolapları (Arçelik), çalkalayıcı 

(Ika), elektroforez takımı ve güç kaynağı (Atto) çalışmanın yapıldığı Osmaniye 

Korkut Ata Üniversitesi, Fen-Edebiyat Fakültesi, Biyoloji Bölümü Moleküler 

Biyoloji Laboratuvarı’nda mevcut bulunmaktadır (Şekil 3.1). Yine çalışmada 

kullanılan spektrofotometre (Pharmacia) ise ihtiyaç duyulduğu zamanlarda Çukurova 

Üniversitesi, Ziraat Fakültesi, Zootekni Bölümü Hayvansal Biyoteknoloji ve Genetik 

Mühendisliği Laboratuvarı’ndan temin edilmiştir. 

 

 

Şekil 3.1. Çalışmanın yürütüldüğü OKÜ Fen-Edebiyat Fakültesi Biyoloji Bölümü 

Moleküler Biyoloji Laboratuvarı’ndan bir görüntü 

 

3.2. Yöntem 

 

3.2.1. Bakterilerin İzolasyonu ve Keratinaz Aktivitelerinin Belirlenmesi 

 

Çalışmada kullanılan bakterilerin izolasyonu aşağıda verilen protokol uyarınca 

yapılmıştır: 

 

1. Adana ili Sarıçam ilçesinde bulunan Çukurova Üniversitesi Ziraat Fakültesi 

Döner Sermaye İşletmesi tavukçuluk ünitesinde atık tüylerin bulunduğu 

ortamlardan toprak numuneleri alınmış vesteril kaplarla çalışmanın yürütüleceği 

laboratuvara taşınmıştır. 
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2. Toprak numunelerinden 1’er gr tartılarak alınmış ve üzerlerine 10’ar ml steril saf 

eklenerek numunelerde bulunan bakteri sporlarının saf suya geçmelerini 

sağlamak amacıyla iyice karıştırılmıştır. 

 

3. Tortunun dibe çökmesi amacıyla 30 dk kadar bekletildikten sonra üstte bulunan 

berraklaşmış sıvı kısımlardan 500’er µl alınarak 1.5 ml hacimli steril 

mikrosantrifüj tüplere aktarılmıştır. 

 

4. Mikrosantrifüj tüplerine alınan numuneler vejetatif bakterilerin ölmesini 

sağlamak amacıyla 80 ºC’ye ayarlanmış su banyosunda 15 dk süreyle inkübe 

edilmiştir (pastörüzasyon). 

 

5. Süre sonunda numuneler su banyosundan alınarak tamamı steril mikropipetler 

yardımıyla 25 ml hacimli LB besiyerlerine aktarılmıştır. 

 

6. Besiyerleri 37 ºC’ye ayarlanmış inkübatörde orta çalkalama hızında 24 saat 

süreyle inkübe edilmiş ve böylece bakteri sporlarının çimlenmeleri sağlanmıştır 

(Şekil 3.2). 

 

7. LB sıvı besi ortamında gelişen bakterilerden 1’er ml alınarak seri sulandırmalar 

yapılmış ve 10
-3

, 10
-4

 ve 10
-5

 oranlarında sulandırılmış örneklerden ön seçim 

amacıyla skim milk agar besi ortamına 100’er µl olacak şekilde cam çubukla 

yayma yöntemiyle ekimleri yapılmıştır. 

 

8. Plaklar ekimleri tamamlandıktan sonra 37 ºCsıcaklık koşullarında 24 saat 

süreyle inkübe edilmiştir. 

 

9. Süt tozundan dolayı mat-beyaz renkli besi ortamında, etrafında berrak aktivite 

zonu bulunan koloniler proteaz pozitif olarak belirlenmiştir. 

 

10. Proteaz pozitif olarak belirlenen bakteriler tek tek steril kürdanlarla toplanmış 

ve bu sefer temel tüylü besi ortamına aktarılmışlardır. Plaklar 37 ºC sıcaklık 

koşullarında 72 saat süreyle inkübe edilmişlerdir. 
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11. Süre sonunda, etrafında berrak aktivite zonu bulunan bakteriler keratinaz 

pozitif bakteriler olarak belirlenmiştir. 

 

12. Keratinolitik aktivitesi belirlenen bakterilerden steril ortamda gliserol ve 

master stokları hazırlanarak (Şekil 3.3) uygun koşullarda (gliserol stoklar -20 

ºC’de, master stoklar +4 ºC’de) muhafaza edilmişlerdir. 

 

 

Şekil 3.2. Toprak numunelerinde bulunan Bacillus sporlarının LB besi ortamında 

çimlendirilmesi 

 

   

Şekil 3.3. İzolatlardan gliserol stokların hazırlanması 
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3.2.2. Enzimatik Analizler 

 

Enzimatik analizler Akan (2010)’da verilen protokoller uyarınca yapılmıştır. 

Protokollerin bazı aşamalarında modifikasyon uygulanmıştır. Bir ünite (U) enzim 

verilen koşullarda, 1 saatte 595 nm’de örnek ve kontrol arasında 0.1 absorbans 

artışına neden olan enzim miktarı olarak tanımlanmıştır. 

 

3.2.2.1. Etanol Presipitasyonu İle Enzimlerin Hazırlanması 

 

Bakteriler daha önce hazırlanmış olan master plaklardan 50 ml hacimli LB sıvı 

besiyerlerine steril öze yardımıyla inoküle edilerek 37 ºC’ye ayarlanmış inkübatörde 

uygun çalkalama hızında 72 saat süreyle üremeye bırakılmışlardır. Süre sonunda 

bakteriler steril santrifüj tüpleri yardımıyla 5000 rpm hızında santrifüj edilerek pelet 

haline getirilmişlerdir. Santrifüj sonrası enzimi içeren hücredışı sıvı kısım 

(süpernatant) kaba filtre kağıdı (Whatman, 5) ile süzülmüş ve üzerine hacmin %70’i 

oranında %96’lık soğuk etanol eklendikten sonra -20 ºC’de 24 saat süreyle 

bekletilmiştir. Süre sonunda örnekler 10000 rpm’de çöktürülmüş ve enzimatik 

analizlerde kullanılmak üzere +4 ºC’de muhafaza edilmişlerdir. 

 

3.2.2.2. Enzim Aktiviteleri İçin Optimum pH Değerlerinin Belirlenmesi 

 

Enzimin aktivite gösterdiği optimum pH değerinin 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) tamponları kullanılmıştır. 

 

Her bir pH değerine sahip tampondan 1 ml alınarak 1 ml enzim preparasyonu ile 

karıştırılmıştır. Bu karışımların her birine 1’er ml keratin-azur (4 mg/ml 

konsantrasyonunda 10 mM Tris-HCl, pH 7.5) ilave edildikten sonra 37 ºC’de 

(bakterinin üretildiği sıcaklık) 60 dk süreyle bekletilmişlerdir. Kör, keratin-azur ve 

tampon (1:2 v:v hacmen) kullanılarak hazırlanmıştır. İnkübasyon sonrasında örnekler 
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4000 x g’de, 4 ºC’de, 15 dk santrifüj edilerek substrat kısım uzaklaştırılmıştır. 

Örneklerdeki enzim aktiviteleri 595 nm dalga boyunda köre karşı absorbans değerleri 

okunarak belirlenmiştir. Her seri 3 paralel olarak hazırlanmış ve ortalama değerler 

alınmıştır. Ölçüm değerleri kullanılarak enzimlere ait pH aktivite grafikleri 

oluşturulmuştur. 

 

3.2.2.3. Enzim Aktiviteleri İçin Optimum Sıcaklık Değerlerinin Belirlenmesi 

 

Enzimlere ait sıcaklık optimum değerlerinin belirlenmesinde, 1 ml enzim 

preparasyonu 1 ml glisin-NaOH tamponu (MK1 ve MK3 enzimleri için pH 9.0, MK2 

enzimi için pH 8.0; enzimlere ait optimum pH değerleri) ile karıştırılmıştır. Bu 

karışımların her birine 1’er ml keratin-azur ilave edildikten sonra sırasıyla 30, 40, 50, 

60, 70, 80, 90 ve 100 ºC sıcaklık değerlerinde 60’ar dk inkübe edilmişlerdir. Kör, 

keratin-azur ve tampon (1:2 v:v hacmen) kullanılarak hazırlanmıştır. İnkübasyon 

sonrasında örnekler 4000 x g’de, 4 ºC’de, 15 dk santrifüj edilerek substrat kısım 

uzaklaştırılmıştır. Örneklerdeki enzim aktiviteleri 595 nm dalga boyunda köre karşı 

absorbans değerleri okunarak belirlenmiştir. Her seri 3 paralel olarak hazırlanmış ve 

ortalama değerler alınmıştır. Ölçüm değerleri kullanılarak enzimlere ait sıcaklık 

aktivite grafikleri oluşturulmuştur. 

 

3.2.2.4. Enzimlere Ait Sıcaklık Stabilite Değerlerinin Belirlenmesi 

 

Enzimlere ait sıcaklık stabilide değerlerinin belirlenmesi amacıyla, enzim 

preparasyonları ayrı olacak şekilde 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ºC’lerde 30 dk 

süreyle ön inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrasında 1 ml enzim 

preparasyonu 1 ml glisin-NaOH tamponu (MK1 ve MK3 enzimleri için pH 9.0, MK2 

enzimi için pH 8.0; enzimlere ait optimum pH değerleri) ile karıştırılmıştır. Bu 

karışımların her birine 1’er ml keratin-azur ilave edildikten sonra sırasıyla MK1 ve 

MK3 örnekleri 40 ºC, MK2 örnekleri ise 50 ºC sıcaklık değerinde (enzimlere ait 

optimum sıcaklık değerleri) 60’ar dk inkübe edilmişlerdir. Kör, keratin-azur ve 

tampon (1:2 v:v hacmen) kullanılarak hazırlanmıştır. İnkübasyon sonrasında örnekler 

4000 x g’de, 4 ºC’de, 15 dk santrifüj edilerek substrat kısım uzaklaştırılmıştır. 

Örneklerdeki enzim aktiviteleri 595 nm dalga boyunda köre karşı absorbans değerleri 
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okunarak belirlenmiştir. Her seri 3 paralel olarak hazırlanmış ve ortalama değerler 

alınmıştır. Ölçüm değerleri kullanılarak enzimlere ait sıcaklık stabilite değerlerine ait 

grafikler oluşturulmuştur. 

 

3.2.2.5. Enzimlere Ait pH Stabilite Değerlerinin Belirlenmesi 

 

Enzim preparasyonları, saklandığı tampondan (pH 7.0) santrifüj işlemi ile kurtarılmış 

ve farklı pH değerlerindeki (7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0, 12.0, 13.0) tampon çözeltiler 

içinde resüspanse edilerek 30 dk süreyle ön inkübasyona bırakılmıştır. Sonrasında, 

ön inkübasyona bırakılan enzimler ile substrat (keratin azur) karıştırılarak,  MK1 ve 

MK3 örnekleri 40 ºC, MK2 örnekleri ise 50 ºC sıcaklık değerinde 60’ar dk inkübe 

edilmişlerdir.  Kör, keratin-azur ve tampon (1:2 v:v hacmen) kullanılarak 

hazırlanmıştır. İnkübasyon sonrasında örnekler 4000 x g’de, 4 ºC’de, 15 dk santrifüj 

edilerek substrat kısım uzaklaştırılmıştır. Örneklerdeki enzim aktiviteleri 595 nm 

dalga boyunda köre karşı absorbans değerleri okunarak belirlenmiştir. Her seri 3 

paralel olarak hazırlanmış ve ortalama değerler alınmıştır. Ölçüm değerleri 

kullanılarak enzimlere ait pH stabilite grafikleri oluşturulmuştur. 

       

3.2.2.6. Çeşitli Kimyasalların Enzim Aktiviteleri Üzerine Etkisi 

 

Farklı kimyasal malzemelerin enzim aktiviteleri üzerine etkilerini belirlemek 

amacıyla PMSF, EDTA, üre, SDS, MgCl2, CaCl2, ZnCl2, KCl, Tween 80 ve Triton 

X-100 kimyasalları 1 ve 5 mM konsantrasyonlarında kullanılmıştır. Bu amaçla, 1 ml 

enzime söz konusu kimyasallar son konsantrasyonları 1 ve 5 mM olacak şekilde 

ilave edildikten sonra oda sıcaklığında 30 dk süreyle inkübasyona bırakılmıştır. 

İnkübasyon sonrasında örneklere 1 ml glisin-NaOH tamponu (MK1 ve MK3 

enzimleri için pH 9.0, MK2 enzimi için pH 8.0; enzimlere ait optimum pH değerleri) 

ve 1’er ml substrat (keratin-azur) ilave edildikten sonra 40 ºC’de 30 dk süreyle 

inkübasyona bırakılmışlardır. Kör, sadece keratin-azur ve tampon kullanılarak 

hazırlanmıştır, herhangi bir kimyasal ilavesi yapılmamıştır. İnkübasyon sonrasında 

enzim aktiviteleri 595 nm dalga boyunda köre karşı absorbans değerleri okunarak 

belirlenmiştir. Her seri 3 paralel olarak hazırlanmış ve ortalama değerler alınmıştır. 
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Ölçüm değerleri kullanılarak yukarıda belirtilen kimyasalların enzim aktiviteleri 

üzerindeki etkileri belirlenmiştir. 

 

3.2.2.7. Zamana Göre Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi 

 

Zaman göre enzim aktivitelerinin belirlenmesi amacıyla LB sıvı besiyerinde 12 saat 

süreyle üretilmiş olan bakteri kültürlerinden 50’şer ml hacimli yeni sıvı besiyerlerine 

%1 olacak şekilde (500 µl) inoküle edilmiş ve 37 ºC’ye ayarlanmış inkübatörde orta 

çalkalama hızında üremeye bırakılmışlardır. İnkübasyonun başlangıcından itibaren 

her 12 saatte bir numune alınmış ve etanol presipitasyonu ile enzim örnekleri 

hazırlanmıştır. Bu işlem inkübasyondan itibaren 72. saate kadar her 12 saatte bir (12, 

24, 36, 48, 60, 72) tekrarlanmıştır. 1 ml enzim preparasyonu 1 ml glisin-NaOH 

tamponu (MK1 ve MK3 enzimleri için pH 9.0, MK2 enzimi için pH 8.0; enzimlere 

ait optimum pH değerleri) ile karıştırılmıştır. Bu karışımların her birine 1’er ml 

keratin-azur çözeltisi ilave edildikten sonra 40 ºC sıcaklık koşullarında 60 dk inkübe 

edilmişlerdir. Kör, keratin-azur ve tampon kullanılarak hazırlanmıştır. İnkübasyon 

sonrasında karışımlar santrifüj edilmiş ve enzim aktiviteleri 595 nm dalga boyunda 

köre karşı absorbans değerleri okunarak belirlenmiştir. Her seri 3 paralel olarak 

hazırlanmış ve ortalama değerler alınmıştır. Ölçüm değerleri kullanılarak zaman göre 

enzim aktivite grafikleri oluşturulmuştur. 

 

3.2.2.8. Oransal Aktivite 

 

Her üç izolat LB besi ortamında 24 saat üretildikten sonra elde edilen enzimler 

keratin-azur ile optimum sıcaklık ve pH koşullarında 60 dk süreyle reaksiyona 

sokulmuşlardır. Kör, keratin-azur ve tampon kullanılarak hazırlanmıştır. İnkübasyon 

sonrasında karışımlar santrifüj edilmiş ve enzim aktiviteleri 595 nm dalga boyunda 

köre karşı absorbans değerleri okunarak belirlenmiştir. Her seri 3 paralel olarak 

hazırlanmış ve ortalama değerler alınmıştır. Ölçüm değerleri kullanılarak üç enzimini 

birbirlerine göre oransal aktivite grafikleri oluşturulmuştur. 

 

 

 



31 

3.2.2.9. Mutant Varyetelere Ait Oransal Aktiviteler 

 

Her üç izolat ve mutant varyantları LB besi ortamında 24 saat üretildikten sonra elde 

edilen enzimler keratin-azur ile optimum sıcaklık ve pH koşullarında 60 dk süreyle 

reaksiyona sokulmuşlardır. Kör, keratin-azur ve tampon kullanılarak hazırlanmıştır. 

İnkübasyon sonrasında karışımlar santrifüj edilmiş ve enzim aktiviteleri 595 nm 

dalga boyunda köre karşı absorbans değerleri okunarak belirlenmiştir. Her seri 3 

paralel olarak hazırlanmış ve ortalama değerler alınmıştır. Ölçüm değerleri 

kullanılarak izolatlar ile mutant varyantlara ait enzimlerin birbirlerine göre oransal 

aktivite grafikleri oluşturulmuştur. 

 

3.3. Filogenetik Analizler 

 

İzolatlara ait 16S rDNA sekans analizleri hizmet alımı yoluyla RefGen Biyoteknoloji 

Ltd. Şti’ne (Ankara Üniversitesi Teknoloji Geliştirme Bölgesi, Bahçelievler Mah., 

319 Sok., E Blok, Zemin Kat, No: Z14, Gölbaşı-Ankara) yaptırılmıştır. BLAST 

analizleri (16S rDNA sekanslarının karşılaştırılması ve filogeni ağaçlarının 

oluşturulması) “ncbi.nlm.nih.gov” veritabanı kullanılarak yapılmıştır. 
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA 

 

4.1. Keratinaz Üreten Bakterilerin İzolasyonu 

 

Çukurova Üniversitesi Ziraat Fakültesi Döner Sermaye İşletmesi tavukçuluk 

ünitesinden tavuk tüyü içeren toprak numunelerinden keratinaz üreten 3 adet bakteri 

izole edilmiştir. Bakteriler aerobik ortamda spor çimlendirme yöntemi ile izole 

edilmelerinden dolayı Bacillus sp. olarak tanımlanmışlardır. İzolatlar sırasıyla 

Bacillus sp. MK1, Bacillus sp. MK2 ve Bacillus sp. MK3 olarak 

isimlendirilmişlerdir. Temel tüylü besi ortamına ekilerek 37 ºC’de 72 saat süreyle 

inkübe edilen bakteriler keratinaz aktivite zonu üretmişlerdir (Şekil 4.1). 

 

 

Şekil 4.1. Temel tüylü besi ortamında izolatlara ait keratinaz aktivite zonları 

 

Keratinaz üretimi başta Bacillus’lar olmak üzere mikroorganizmalar arasında 

oldukça yaygındır. Daha önce keratinolitik Bacillus izolasyonu ve karakterizasyonu 

birçok araştırıcı tarafından bildirilmiş olup Bacillus megaterium (Saibabu vd., 2013), 

Bacillus subtilis (Kazi vd., 2015; Gupta vd., 2015), Bacillus licheniformis 

(Vigneshwaran vd., 2010) keratinazları bunlara ait birkaç örnek olarak verilebilir. 
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4.2. Keratinazların Enzimatik Özellikleri 

 

4.2.1. Enzimlerin Optimum pH Değerleri 

 

Enzimlerin aktivite gösterdikleri optimum pH değerleri Bacillus sp. MK1, Bacillus 

sp. MK2 ve Bacillus sp. MK3 izolatları için sırasıyla 9.0, 8.0 ve 9.0 olarak 

belirlenmiştir (Şekil 4.2). MK1 suşu 8.0 ve 10.0 pH değerlerinde aktivitesinin 

sırasıyla relatif olarak %76 ve 63’ünü göstermiştir. MK1 enzimi pH 4.0 ve 5.0 

değerlerinde hiçbir aktivite göstermezken, 13.0’da aktivitesinin %88’ini 

kaybetmiştir. MK1 enziminin 6.0-12.0 pH aralığında ortalama oransal aktivitesi 

%58.3, 7.0-11.0 pH aralığında %68.6 ve 5.0-7.0 aralığında ise %30.3 olarak 

gerçekleşmiştir. 

 

MK2 enzimi 6.0, 7.0, 9.0 ve 10.0 pH değerlerinde relatif olarak sırasıyla %71, 79, 98 

ve 82 aktivite göstermiştir. Enzim, pH 4.0 ve 13.0 değerlerinde hiçbir aktivite 

göstermezken, 5.0 pH’da %97, 12.0 pH’da ise %81 oranında aktivitesini yitirmiştir. 

MK2 enziminin 6.0-12.0 pH aralığında ortalama oransal aktivitesi %74.4, 7.0-11.0 

pH aralığında %82.8 ve 5.0-7.0 aralığında ise %51.0 olarak gerçekleşmiştir. 

 

MK3 enzimi ise 7.0, 8.0, 10.0 ve 11.0 pH değerlerinde sırasıyla %90, 91, 98 ve 82 

aktivite gösterirken, 13.0 pH değerinde ancak %23 aktivite göstermiştir. MK3 enzimi 

4.0 ve 5.0 pH değerlerinde hiçbir aktivite gösterememiştir. MK3 enziminin 6.0-12.0 

pH aralığında ortalama oransal aktivitesi %80.4, 7.0-11.0 pH aralığında %92.2 ve 

5.0-7.0 aralığında ise %43.7 olarak gerçekleşmiştir. 
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Şekil 4.2. Bacillus sp. MK1, MK2 ve MK3 keratinazlarına ait pH optimum grafiği 

 

Elde edilen veriler incelendiğinde her üç keratinazın da orta alkali bir özellik 

gösterdiği görülmektedir. Keratinaz enzimleri optimum pH değerleri bakımından 

farklı karakteristik özellikler sergilemektedir. Korkmaz vd., (2004) B. licheniformis 

HK-51 suşuna ait keratinaz enziminin optimum pH değerini 11.0 olarak bildirirken, 

Akan (2010) Bacillus sp. HSK21 suşuna ait keratinaz enziminin optimum pH 

değerini 12.0 olarak bildirmiştir. Yüksek alkali koşullarında aktivite 

göstermelerinden dolayı bu keratinazlar “yüksek alkali özellik gösteren keratinaz” 

(highly alkaline keratinase) olarak tanımlanmışlardır (Akan, 2010). Bununla birlikte 

bu çalışmada karakterize edilen enzimler pH optimumu bakımından daha çok 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 göstermektedir. 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) keratinazları ayrıca hafif asidik ve nötral pH’larda aktivite 

gösteren enzimlere örnek olarak verilebilir. MK1, MK2 ve MK3 keratinazlarının 

hafif asidik ortamdan (pH 6.0) yüksek alkali ortama kadar (pH 12.0) aktivite 
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gösteriyor olması, bu enzimleri farklı biyoteknolojik uygulamalarda cazip hale 

getirebilir.  

 

4.2.2. Enzimlerin Optimum Sıcaklık Değerleri 

 

Enzimlerin aktivite gösterdikleri optimum sıcaklık değerleri Bacillus sp. MK1 ve 

Bacillus sp. MK3 keratinazları için 40 ºC,  Bacillus sp. MK2 keratinazı için ise 50 ºC 

olarak belirlenmiştir (Şekil 4.3). MK1 keratinazı 30 ºC’de %67 aktivite gösterirken, 

50 ve 60 ºC’lerde sırasıyla %95 ve 54 aktivite göstermiştir. Relatif aktivitesi 70 

ºC’de ise %36’ya düşmüştür. Enzimin 50-90 ºC arasındaki ortalama aktivitesi %43.2 

olarak gerçekleşmiştir. 

 

MK2 izolatı 40 ºC’de %82 aktivite gösterirken, 60 ve 70 ºC’lerde sırasıyla %91 ve 

86 oransal aktivite göstermiştir. MK2 keratinazının 80 ºC’deki aktivitesi ise %36’ya 

düşmüştür. Enzimin 50-90 ºC arasındaki ortalama aktivitesi %65 olarak 

gerçekleşmiştir. 

 

MK3 izolatı 30 ºC’de %87 oransal aktivite gösterirken, 50, 60 ve 70 ºC’lerde 

sırasıyla %71, 70 ve 23 oranında aktivite göstermiştir. Enzimin 50-90 ºC arasındaki 

ortalama aktivitesi %34.6 olarak gerçekleşmiştir. 

 

MK1 ve MK3 izolatları 100 ºC’de aktivitelerinin tamamını kaybederken MK2 %7 

oranında aktivite göstermiştir (Şekil 4.3). 

 



36 

 

Şekil 4.3. Bacillus sp. MK1, MK2 ve MK3 keratinazlarına ait sıcaklık optimum 

grafiği 

 

Keratinaz üreten bazı Bacillus türleri ve enzimlerin sıcaklık optimum değerleri 

Çizelge 4.1’de verilmiştir. 

 

Çizelge 4.1. Bazı keratinolitik Bacillus türleri ve keratinaz enzimlerinin optimum 

aktivite sıcaklık değerleri 

Bakteri Opt. sıcaklık (ºC) 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 tarafından üretilen keratinazlar optimum aktivite için farklı sıcaklık 

değerlerine ihtiyaç duymaktadır. Bu sıcaklık değerleri Çizelge 4.1’de verilen son 12 

yıllık periyot içinden seçilen örnekler için 30-70 ºC arasında değişmektedir. Bu 

çalışmada izole edilen izolatlar mezofilik olup ürettikleri keratinazlar 40-50 ºC’lerde 

optimum aktivite göstermişlerdir. Mezofilik Bacillus’ların termo-stabıl karakterde 

enzim üretmeleri daha önceki çalışmalarda karşılaşılan bir durum olmuştur. Örneğin 

mezofilik bir bakteri olan B. subtilis’in termo-stabıl karakter gösteren keratinaz 

üretmeleri daha önce rapor edilmiştir (Cai vd., 2008). Mezofilik bakterilerce termo-

stabıl enzimlerin üretimi çoğunlukla avantaj olarak kabul edilir. Özellikle endüstriyel 

üretimlerde mezofilik bakterilere ait hücre dışı sıvının sıcaklık uygulaması ile 

mezofilik karakterli enzimlerin denatüre edilmesi ve bu sayede termo-stabıl 

karakterli enzimlerin saflaştırılması düşük maliyetinden dolayı tercih edilir bir 

durumdur. Bu amaçla termostabıl enzim genlerinin mezofilik bakterilerde 

klonlanması gerçekleştirilmiştir (Özcan ve Özcan, 2008; Özcan ve Özcan, 2010). 

Korkmaz vd. (2004), B. licheniformis HK-1 suşunun 50 ºC ve 8.0 pH değerlerinde 

maksimum keratinaz ürettiğini ve bu özelliklerdeki keratinaz enziminin keratin 

hidrolizini içeren biyoteknolojik işlemlerde kullanılabileceğini bildirmiştir. 40-50 

ºC’lerde ve 8.0-9.0 pH değerlerinde optimum aktivite gösteren MK1, MK2 ve MK3 

keratinazları benzer şekilde biyoteknolojik uygulamalar için uygun olabilir. 

 

4.2.3. Enzimlerin pH Stabiliteleri 

 

Enzimlerin farklı pH ortamlarında gösterdikleri stabiliteleri araştırılmış, her üç 

enzimin de pH 8.0 ile 10.0 pH değerlerinde oldukça kararlı oldukları ve aktivitelerini 

büyük ölçüde korudukları gözlenmiştir (Şekil 4.4.). MK2 keratinazı pH 12.0’de ön 

inkübasyon sonucunda aktivitesinin %73’ünü kaybederken, bu pH değerlerinde MK1 

ve MK3 keratinazları hemen hemen aktivitelerinin yarısını korumuşlardır. pH 

13.0’da ön inkübasyon sonucunda MK1, MK2 ve MK3 enzimleri relatif aktivitelerini 

sırasıyla %75, 92 ve 54 oranlarında kaybetmişlerdir (Şekil 4.4). 7.0-13.0 pH 

aralıklarında ortalama kalan aktivite MK1, MK2 ve MK3 keratinazları için sırasıyla 

%71.3, 66.6 ve 84.6 olarak gerçekleşmiştir. 10.0-13.0 pH aralığında ise kalan aktivite 

yine aynı sırayla %62.5, 48.8 ve 78.3 olarak gerçekleşmiştir. Başta MK3 olmak üzere 

bu çalışmada izole edilen keratinazlar yüksek alkali koşullarında stabıl 
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görünmektedir. Enzimlerin yüksek alkali koşullarında stabıl kalabilmeleri özellikle 

yüksek alkali gerektiren proseslerde önemlidir. MK1, MK2 ve MK3 keratinazlarının 

pH stabiliteleri ile optimum sıcaklık ve pH özellikleri birlikte düşünüldüğünde, 

endüstriyel uygulamalar için uygun olabilir. 

 

 

Şekil 4.4. Bacillus sp. MK1, MK2 ve MK3 keratinazlarına ait pH stabilite grafiği 

 

4.2.4. Enzimlerin Sıcaklık Stabiliteleri 

 

İzolatlara ait keratinaz enzimleri 30-100 ºC değerleri arasında her 10 ºC aralıklarda 

15 dk süreyle ön inkübasyona tabi tutulmuşlar ve sonrasında enzimatik aktivite 

seviyeleri belirlenmiştir. Her üç izolata ait keratinaz enzimleri 30 ve 40 ºC 

değerlerinde ön inkübasyon sonucunda aktivitelerinin tamamına yakınını muhafaza 

etmişlerdir. Her üç izolata ait enzim de 50 ºC ön inkübasyonda sırasıyla %88, 94 ve 

84 düzeyinde relatif kalan aktivite göstererek, aktivitelerini büyük ölçüde 

korumuşlardır. Enzimler 90 ve 100 ºC’de ön inkübasyon sonrasında ise kalan 

aktivitelerinin önemli bir kısmını kaybetmişlerdir (Şekil 4.5). 50-100 ºC arasında 

MK1, MK2 ve MK3 için kalan relatif aktivite sırasıyla %28.7, 58 ve 36.2 olarak 

belirlenmiştir. Bu değerler 50-90 ºC arasında sırasıyla %34.4, 68.2 ve 43.4; 50-80 ºC 

arasında ise sırasıyla %43, 81 ve 52.8 olarak gerçekleşmiştir. MK1, MK2 ve MK3 
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keratinazları sırasıyla 60, 80 ve 70 ºC’lerde ön inkübasyondan sonra kalan 

aktivitelerini önemli ölçüde kaybetmişlerdir. Bu durum özellikle MK1 ve MK3 

keratinazlarının ısıl işlem gerektiren endüstriyel proseslerde kullanımını 

kısıtlamaktadır. Bu durumda enzimlerin aktivatör metal iyonları ile birlikte 

kullanılması bir çözüm olabilir. 

 

 

Şekil 4.5. Bacillus sp. MK1, MK2 ve MK3 keratinazlarına ait sıcaklık stabilite 

grafiği 

 

4.2.5. Zamana Göre Enzim Aktiviteleri 

 

Bakterilerin LB-sıvı besi ortamına inokülasyonlarından itibaren her 12 saatte bir 

olmak üzere enzim numuneleri alınmış ve 72 saatlik periyotlar için enzim aktivite 

düzeyleri belirlenmiştir. Analizler sonucunda inokülasyondan itibaren olmak üzere, 

MK1 36., MK2 24. ve MK3 24. saatte en yüksek aktivite seviyelerine ulaşmışlardır 

(Şekil 4.6). 12-72 saat aralığında ortalama enzim üretimi MK1, MK2 ve MK3 için 

sırasıyla %74.7, 82.3 ve 91.3 olarak belirlenmiştir. İlk 24 saatlik ortalama aktivite ise 

sırasıyla %79, 94.5 ve 90.5 olarak gerçekleşmiştir. Endüstriyel üretimlerde minimum 

masrafla maksimum kazanç hedeflendiği için, ilk 24 saatlik enzim üretim seviyeleri 

endüstriyel üretim için uygun görünmektedir. Fakat her bakteri endüstriyel üretimde 

kullanım için uygun değildir. Endüstriyel kullanıma uygun bakteriler GRAS 
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(Generally Recognized as Safe, Genel Olarak Güvenilir-Zararsız Kabul Edilen) 

kategorisinde olmak zorundadır. GRAS olarak tanımlanmış ve endüstriyel 

aşamalarda kullanılan bazı bakteriler bulunmaktadır. MK1, MK2 ve MK3 enzim 

genlerinin bu mikroorganizmalara klonlanması ile bu sorun aşılabilir. 

 

 

Şekil 4.6. Bacillus sp. MK1, MK2 ve MK3 keratinazlarına ait aktivite/zaman grafiği 

 

4.2.6. Enzimlerin Oransal ve Spesifik Aktiviteleri 

 

Bacillus sp. MK1, MK2 ve MK3 keratinazları aynı anda substrat ile reaksiyona 

sokularak, enzimlerin kendi aralarında gösterdikleri aktivite seviyeleri birbirleri ile 

karşılaştırılmışlardır. Analiz sonucunda en yüksek aktiviteye sahip olan MK3 

enziminin seviyesi %100 olarak kabul edilmiş, diğer iki izolata ait enzimler bu 

seviye üzerinden orantılanmıştır. Sonuçta, MK1 ve MK2 keratinazları MK3 

keratinazına göre sırasıyla %73 ve %47 oranında aktivite göstermişlerdir (Şekil 4.7). 

Her üç enzimin spesifik aktivite değerleri MK1, MK2 ve MK3 keratinazları için 

sırasıyla 2.76, 0.77 ve 5.48 U/mg protein olarak belirlenmiştir (Çizelge 4.2). MK3 

keratinazının spesifik aktivitesi %100 olarak kabul edildiğinde MK1 ve MK1 

keratinazlarının spesifik aktiviteleri oransal olarak sırasıyla %50.4 ve 14.1 olarak 

hesaplanmıştır. 
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Pandian vd. (2012) Bacillus sp. keratinazının spesifik aktivitesini >2.825 IU/mg, 

Agrahari ve Wadhwa (2012) 655.64 kat saflaştırdıkları B. megaterium SN1 

keratinazının 544.7 U/mg, Pissuwan ve Suntornsuk (2001) Bacillus sp. FK 28 

keratinazının 0.7-2.6 U/ml olarak bildirmişlerdir. Pissuwan ve Suntornsuk (2001) 

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

ürettikleri keratinaz enzimlerinin spesifik aktivite değerlerinin 0.73 ile 2.60 U/ml 

arasında değiştiğini bildirmişlerdir. Bu bildrişler göz önünde bulundurulduğunda, 

özellikle MK3 keratinazının mg protein başına yüksek bir aktivite gösterdiği 

anlaşılmaktadır. Bu enzimi üreten genin plazmit DNA aracılığı ile diğer Bacillus 

subtilis suşlarında klonlanması ile daha yüksek miktarlarda enzim üretimi söz konusu 

olabilir. 

 

 

Şekil 4.7. Bacillus sp. MK1, MK2 ve MK3 keratinazlarının oransal aktivite grafiği 

 

Çizelge 4.2. Bacillus sp. MK1, MK2 ve MK3 keratinazlarına ait spesifik aktivite 

değerleri 

İzolat 
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. Bazı Kimyasalların Enzimlerin Aktiviteleri Üzerine Etkisi 

 

EDTA, PMSF, Üre, SDS, MgCl2, CaCl2, ZnCl2, KCl, Tween 80 ve Triton X-100 son 

konsantrasyonu 1 ve 5 mM olacak şekilde enzim örneklerine ilave edilerek enzim 

aktiviteleri üzerindeki etkileri araştırılmıştır. Metal iyonu ve kimyasal ilave 

edilmemiş olan kontrol grubunun aktivitesi %100 kabul edilerek metal iyonlarının 

etkisi sonucu ortaya çıkan aktivite düzeyleri bu değer ile karşılaştırılmıştır. 

 

4.2.7.1. Bazı Kimyasalların MK1 Keratinazı Üzerine Etkisi 

 

CaCl2 %130 (1 mM) ve %137 (5 mM) ile MK1 keratinazı üzerinde en güçlü 

aktivatör özelliği göstermiştir. PMSF, üre, Tween 80, MgCl2 ve Triton X-100 1 mM 

konsantrasyonlarda sırasıyla %114, 121, 113, 102 ve 103’lük aktivite değerleri ile 

MK1 keratinazı üzerinde aktivatör etkisi göstermişlerdir. ZnCl2, EDTA ve SDS ise 

enzim aktivitesi üzerinde sırasıyla %29, 16 ve 13’lük aktivite kaybı ile inhibitör etki 

göstermişlerdir (Şekil 4.8). 5 mM konsantrasyonlarda ise CaCl2’e ilave olarak PMSF 

ve üre de %119 ve 124’lük oransal değerlerle enzim aktivitesinde kayda değer bir 

artış sağlamışlardır. ZnCl2 ise 5 mM konsantrasyonunda %52’lik aktivite kaybı ile en 

fazla inhibisyon etkisi gösteren metal iyonu olmuştur. 

 

 

Şekil 4.8. Bazı metal iyonları ve kimyasalların MK1 keratinazı üzerine etkisi 
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4.2.7.2. Bazı Kimyasalların MK2 Keratinazı Üzerine Etkisi 

 

1 mM konsantrasyonlarda PMSF %127’lik değer ile enzim aktivitesi üzerinde en 

güçlü aktivatör özelliği göstermiştir. Üre, MgCl2, CaCl2, Tween 80, ZnCl2 ve KCl 

sırasıyla %109, 118, 116, 101, 112 ve 107’lik aktivite değerleri ile MK2 keratinazı 

üzerinde aktivatör etkisi göstermişlerdir. EDTA ve Triton X-100 enzim aktiviteleri 

ise sırasıyla %28 ve 8’lik bir aktivite kaybına sebep olmuştur (Şekil 4.9). 5 mM 

konsantrasyonlarda MgCl2 %134’lük artışla en yüksek aktivatör olmuştur. MgCl2’ü 

sırasıyla CaCl2, PMSF, ZnCl2 ve üre %134, 130, 119 ve 116’lık oranlarla takip 

etmişlerdir. 5 mM konsantrasyonda EDTA %46’lık aktivite kaybı ile en yüksek 

inhibisyon etkisini göstermiştir. 

 

 

Şekil 4.9. Bazı metal iyonları ve kimyasalların MK2 keratinazı üzerine etkisi 

 

4.2.7.3. Bazı Kimyasalların MK3 Keratinazı Üzerine Etkisi 

 

1 mM konsantrasyon uygulamasında PMSF %143’lık değer ile MK3 keratinazı 

üzerinde en güçlü aktivatör özelliği göstermiştir. Üre, SDS, KCI, Tween 80, Triton 

X-100 ve CaCl2 sırasıyla %118, 107, 103, 104, 114 ve 127’lik aktivite değerleri ile 

MK3 keratinazı üzerinde aktivatör etkisi göstermişlerdir. ZnCl2 enzim aktivitesinde 

%64’lük bir inhibisyona sebep olurken, EDTA enzim %44’lük bir inhibisyona sebep 
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olmuştur. 5 mM konsantrasyonlarda ise yine PMSF %157’lik oranla en yüksek 

aktivasyon artışına sebep olmuştur. PMSF’yi %153, 128, 119 ve 117’lik artışla 

CaCl2, üre, Triton X-100 ve SDS takip etmiştir. ZnCl2  %92’lik inhibisyonla en fazla 

aktivite kaybına sebep olmuştur (Şekil 4.10). 

 

 

Şekil 4.10. Bazı metal iyonları ve kimyasalların MK3 keratinazı üzerine etkisi 

 

İçinde bulunduğumuz inorganik çevre ve canlı organizmalar geniş bir metal iyonu 

varyetesine sahiptir. Bu metal iyonları proteinlerin yapı ve modifikasyonlarında rol 

oynayarak fonksiyonlarına etki etmektedirler. Bu etkiler bir takım enzim 

aktivasyonun yükselmesi şeklinde ortaya çıkarken. bir takım enzimlerde inhibisyon 

şeklinde ortaya çıkmaktadır. Bazı durumlarda da çeşitli metal iyonları enzimlerin 

ekstrem çevre koşullarına dayanıklılığını (stabilitesini) artırmaktadır. Örneğin, Ca
2+

 

ve Mn
2+

’nın Bacillus EA.1 proteinazının 80 ºC’de stabilitesini artırdığı bildirilmiştir 

(Coolbear vd., 1992).  

 

Gupta vd. (2015), B. subtilis RSE163 keratinazının Mn
2+

, β-merkaptoethanol ve 

surfaktanlarca (Triton-X ve Tween-80) stimule olduğunu, Fe
3+

, Cd
2+

, K
+
, PMSF ve 

diğer çelatin ajanlarca da inhibe olduğunu bildirmiştir. Triton X-100 MK1 ve MK3 

keratinazlarını stimüle ederken, Tween 80 her üçünü de stimüle etmiştir. Gupta vd. 

(2015)’den farklı olarak MK1, MK2 ve MK3 keratinazlarının her üçü de PMSF 
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tarafından orta düzeyde, KCl tarafından ise düşük düzeyde stimüle olmuştur. 

Vigneshwaran vd. (2010) B. licheniformis keratinazının aktivitesini çinko ve 

magnezyumun artırdığını, bakır, kadmium, EDTA ve civanın ise tamamen inhibe 

ettiğini bildirmişlerdir. Oysa mevcut çalışmada ZnCl2 MK2 keratinazının aktivitesini 

kısmen artırırken MK3 keratinazını önemli düzeyde inhibe etmiştir. Kainoor ve Naik 

(2010) Bacillus sp., JB 99 serin keratinazının PMSF ile tamamen inhibe olduğunu, 

Hg
2+

, Pb
2+

, Zn
2+

 ve Fe
2+

 ile aktivitesinin azaldığını, Ca
2+

, Mg
2+

, Co
2+

 ve Ba
2+

 ile de 

stimule olduğunu bildirmişlerdir. Kainoor ve Naik (2010) ayrıca EDTA’nın bir 

metalloproteaz inhibitörü olduğunu ve serin proteaz sınıfında yer alan keratinazlar 

üzerinde ki inhibisyon ile benzerlik gösterdiğini bildirmişlerdir. Metalloproteazlar 

aktif merkezlerinde aktiviteden sorumlu Zn, Co ve Mg gibi metal iyonları 

bulunmakta olup, genellikle nötral bakteriyel proteazlar (pH 6.0-9.0 arasında aktif 

olan proteazlar) bu gruba girerler. MK1, MK2 ve MK3 keratinazlarının her üçünün 

de pH 6.0-9.0 arasında optimum aktivite göstermesi ve EDTA tarafından değişik 

oranlarda inhibe olması bu keratinazların metalloproteaz olabileceğini 

düşündürmektedir. 

 

MgCl2 özellikle MK2 keratinazını önemli ölçüde stimüle etmiştir. Mn
2+

 gibi metal 

iyonlarının varlığında keratinaz enzimlerinin stimüle olması, enzim-substrat 

kompleksinin sürekliliğini sağlayan tuz veya iyon köprülerinin formasyonu 

sayesindedir (Balaji vd., 2008). Keratinaz enzimlerinin metal iyonlarınca inhibisyonu 

ise, metal monohidroksit ile katalitik bölgedeki katalitik iyonlar arasındaki köprü 

şekillenmesine bağlanabileceği bildirilmiştir (Sivakumar vd., 2013). 

 

4.2.8. Mutant Varyantlara Ait Keratinaz Aktivite Düzeyleri 

 

Bacillus sp. MK1, MK2 ve MK3 izolatları EtBr ile muamele edilmişlerdir. EtBr ile 

muamele edilen plaklarda, EtBr damlatılan bölgelerde koloni gelişiminin 

gözlenmediği (ölüm zonu), EtBr etkisinin zayıfladığı kıyı bölgelerden itibaren ise 

koloni gelişiminin başladığı görülmüştür (Şekil 4.11). EtBr’ün yayıldığı alanın kıyı 

kesimlerinden EtBr ile temas etmiş olan koloniler toplanarak tavuk tüyü unu içeren 

LB-agar plaklarına aktarılmıştır. Uygun koşullarda inkübasyon sonucunda aktivite 
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zonu büyüklükleri dikkate alınarak her bir izolata ait birer adet küçük, dörder adet 

büyük zona sahip olmak üzere beşer adet mutant varyant belirlenmiş ve bu mutant 

varyantların enzim üretim düzeyleri yabani tip izolatların enzim üretim düzeyleri ile 

relatif olarak karşılaştırılmışlardır. 

 

 

Şekil 4.11. EtBr muamelesi sonucunda koloni gelişimi tamamlanan plakların 

görüntüsü 

Bacillus sp. MK1 izolatından elde edilen mutant varyantlar sırasıyla MK1-M1, 

MK1-M2, MK1-M3, MK1-M4 ve MK1-M5 olarak isimlendirilmişlerdir. Küçük 

aktivite zonu veren MK1-M1 mutant varyantı yabani varyanta göre sadece %11 

oranında aktivite gösterebilmiştir. Buna karşılık MK1-M2 varyantı da enzim üretim 

düzeyleri bakımından yabani varyantın enzim üretim düzeyinin gerisinde kalmış ve 

%57 oranında aktivite göstermiştir. EtBr ile muamele MK1-M3, MK1-M4 ve MK1-

M5 mutant varyantlarda ise enzim üretim düzeylerini artırmış ve bu mutant 

varyantlar sırasıyla %186, 117 ve 133 oranlarında enzim aktivitesi göstermişlerdir 

(Şekil 4.12). 
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Şekil 4.12. Bacillus sp. MK1 ile mutant varyantlarının enzim üretim düzeylerinin 

oransal karşılaştırma grafiği 

 

Bacillus sp. MK2 izolatından elde edilen mutant varyantlar sırasıyla MK2-M1, 

MK2-M2, MK2-M3, MK2-M4 ve MK2-M5 olarak isimlendirilmişlerdir. Küçük 

aktivite zonu veren MK2-M1 mutant varyantı yabani varyanta göre %36 oranında 

aktivite gösterebilmiştir. Buna karşılık geniş aktivite zonu vermelerine rağmen MK2-

M2 ve MK2-M5 varyantları da enzim üretim düzeyleri bakımından yabani varyantın 

enzim üretim düzeyinin gerisinde kalmışlar ve sırasıyla %83 ve 54 oranında aktivite 

göstermişlerdir. EtBr ile muamele MK2-M3 ve MK2-M4 mutant varyantlarda enzim 

üretim düzeylerini artırmış ve bu mutant varyantlar sırasıyla %144 ve 171 

oranlarında enzim aktivitesi göstermişlerdir (Şekil 4.13). 
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Şekil 4.13. Bacillus sp. MK2 ile mutant varyantlarının enzim üretim düzeylerinin 

oransal karşılaştırma grafiği 

 

Bacillus sp. MK3 izolatından elde edilen mutant varyantlar sırasıyla MK3-M1, 

MK3-M2, MK3-M3, MK3-M4 ve MK3-M5 olarak isimlendirilmişlerdir. Aktivite 

zonu vermeyen MK3-M1 mutant varyantı enzim analizinde de hiçbir aktivite 

göstermemiştir (%0). MK3-M2, MK3-M3, MK3-M4 ve MK3-M5 varyantları ise 

sırasıyla %122, 116, 214 ve 187 oranında aktivite göstermişlerdir (Şekil 4.14). 
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Şekil 4.14. Bacillus sp. MK3 ile mutant varyantlarının enzim üretim düzeylerinin 

oransal karşılaştırma grafiği 

 

Mutasyon çalışmaları moleküler biyolojide in vitro olarak sıklıkla kullanılmaktadır. 

Mutasyon bir genin fonksiyonunu belirlemek, bir geni köreltmek veya aktivitesini 

artırmak amacıyla kullanılabilir. Özcan (1996a) mezofilik Bacillus subtilis ORBA 

(1) suşuna α-amilaz genini EtBr ile körelterek bu bakteriyi önce α-amilaz negatif (-) 

haline dönüştürmüş, sonrasında aynı bakteriye bu sefer termofil B. 

stearothermophilus bakterisine ait sıcaklığa dirençli α-amilaz genini aktararak 

mezofilik suşta termostabıl α-amilaz genini ürettirmiştir (Özcan, 1996b). Mutasyon 

genellikle genleri susturmakla birlikte nadiren gen aktivitesinin artması ile de 

neticelenebilir. Bu, muhtemelen gen üzerinde negatif baskı oluşturan kontrol 

genlerinin mutasyon neticesinde körelmesi ve böylece hedef genin üzerindeki 

baskının kalkarak normalden daha yüksek düzeyde transkribe olması ile 

açıklanabilir. Bu yöntemle Cai vd. (2008b), Lakshmi vd. (2013), Zhang (2012), 

Lateef vd. (2015) in vitro mutagenesis ile keratin üretimi artırılmış mutant varyeteler 

elde etmişlerdir. Cai vd. (2008) B. subtilis bakterisini N-methyl-N’-nitro-N-

nitrosoguanidine uygulaması ile mutasyona uğratmışlar ve elde ettikleri KD-N2 

mutant varyetenin yabani tip varyeteden 2.5 kat daha fazla keratinaz ürettiğini 

bildirmişlerdir. Lakshmi vd. (2013) B. subtilis BF11 ve B. cereus BF21 yabani 
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varyetelerini UV ışını, hidroksilamin hidroklorid ve etil metil sülfonat (EMS) ile 

mutasyona uğratmışlar, elde ettikleri MBF11 ve MBF21 mutant varyetelerin 

laboratuvar koşullarında yabani varyetelerden 50 kat daha fazla ürün verdiklerini 

bildirmişlerdir. Zhang (2012) keratinolitik B. subtilis bakterisini UV ışını ile 

mutasyona uğratmış ve yabani varyeteden %75.9 daha fazla aktivite gösteren mutant 

varyeteyi elde etmiştir. Yine Lateef vd. (2015) 35.4-50.4 U/ml keratinaz üreten 

yabani Bacillus safensis LAU 13 bakterisini mutasyonla geliştirmişler ve mutant 

varyantın 64.4-108.5 U/ml keratinaz ürettiğini bildirmişlerdir. Görüldüğü üzere bu 

çalışmadan önce de bazı keratinolitik Bacillus türlerinden in vitro mutagenesis ile 

daha fazla ürün veren mutant varyeteler geliştirilmiştir. Bu çalışmada 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 

göstermişlerdir. Bu oranlar yabani varyetelere göre yaklaşık 1.7 ile 2.1 kat arasında 

değişmektedir. Yeni mutasyon çalışmaları ile daha fazla enzim üreten mutant 

varyeteler elde edilebileceği gibi, bu keratinaz genlerinin uygun konukçu bakterilere 

klonlanması ile de daha fazla ve daha saf enzim üreten rekombinant 

mikroorganizmalar geliştirilebilir.  

 

4.2.9. Mutant Varyantlara Ait Spesifik Enzim Aktivite Düzeyleri 

 

Yabani tip izolatlar ile bu izolatlardan EtBr uygulaması ile elde edilen mutant 

varyantların spesifik aktivite düzeyleri U/mg protein ve % olarak Tablo 4.3’de 

verilmiştir. 
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Çizelge 4.3. Yabani tip izolatlar ile mutant varyantların spesifik aktivite düzeyleri 

İzolat 
Enzim üretici varyete 

(yabani ve mutantları) 

Spesifik aktivite 

(U/mg protein) 

Spesifik aktivite 

(%) 

Bacillus sp. MK1 

MK1 2,76 100 

MK1-M1 0,09 3.3 

MK1-M2 1,17 42.4 

MK1-M3 5,62 203.6 

MK1-M4 3,01 109.1 

MK1-M5 3,27 118.5 

Bacillus sp. MK2 

MK2 0,77 100 

MK2-M1 0,34 44.2 

MK2-M2 0,62 80.5 

MK2-M3 1,44 187.0 

MK2-M4 1,77 229.9 

MK2-M5 0,48 62.3 

Bacillus sp. MK3 

MK3 5,48 100 

MK3-M1 0 0 

MK3-M2 5,51 100.6 

MK3-M3 5,68 103.7 

MK3-M4 7,84 143.1 

MK3-M5 7,36 134.3 

 

4.2.10. Filogenetik Analizler 

 

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

sekansları sırasıyla Çizelge 4.4, Çizelge 4.5 ve Çizelge 4.6’da verilmiştir. 
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Çizelge 4.4. Bacillus sp. MK1 bakterisine ait rDNA sekansı 

 

 

Çizelge 4.5. Bacillus sp. MK2 bakterisine ait rDNA sekansı 
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Çizelge 4.6. Bacillus sp. MK3 bakterisine ait rDNA sekansı 

 

 

Organizmaların filogenetik ilişkilerinin sağlıklı bir şekilde belirlenebilmesi, genomda 

bulunan genetik şifrenin değişmeyen bölgelerine ait sekansların kıyaslanması ile 

mümkündür (Woese vd., 1985; Woese, 1987). Bu diziler bakterilerde 5S, 16S ve 23S 

rDNA’yı şifreleyen genlere ait dizilerdir olmakla birlikte taksonomik amaçlar için en 

çok kullanılanı 16S rDNA genine ait dizidir (Bottger, 1989; Palys vd., 1997; Tortoli, 

2003; Harmsen ve Karch; 2004). 16S rDNA genlerine ait sekans dizileri sadece 

bakteriler arasında değil, aynı zamanda arkebakterilerin 16S rDNA geni ve 

ökaryotların 18S rDNA geni ile de karşılaştırılabilir (Çetinkaya ve Ayhan, 2012). 

16S rDNA genlerinde meydana gelen mutasyonlar, rDNA kadar önemli olmayan 

yapıları etkilediğinden sıklıkla tolere edilebilir. Örneğin, bir bakteri laktozu 

kullanmak için gerekli enzimi üretecek geni taşımıyorsa enerji kaynağı olarak başka 

bir şeker veya proteini kullanabilir (Çetinkaya ve Ayhan, 2012). 16S rDNA 

genindeki değişim oranı kesin olarak bilinmemekle birlikte, organizmalar arasındaki 

bağlantıyı ve evrimsel mesafeyi göstermektedir (Kimura, 1980; Pace, 1997; Harmsen 

ve Karch, 2004; Çetinkaya ve Ayhan, 2012). 16S rDNA geninin bakteriler arasındaki 

filogenetik ilişkilerin belirlenmesinde önemli rol oynamasının bir diğer sebebi, 
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bakterilerde ortak olarak bulunmasıdır (Woese vd., 1985; Wose 1987). 16S rDNA 

sekansının bakterilerde filogenetik ilişkilerde ki bu belirtilen önemlerinden dolayı, 

Bacillus sp. MK1, MK2 ve MK3 bakterilerinin filogenetik yerlerinin belirlenmesinde 

16S rDNA sekanslarının kullanılması tercih edilmiştir. 

 

Bacillus sp. MK1, MK2 ve MK3 bakterilerinin 16S rDNA sekansları NCBI 

(National Center for Biotechnology Information) veri tabanında Blast analizine tabi 

tutularak diğer yakın mikroorganizmalarla sekans benzerlik düzeyleri ortaya 

çıkarılmış ve buna bağlı olarak da filogenetik dendrogramları oluşturulmuştur. 

 

Blast analizleri Bacillus sp. MK1 bakterisinin 16S rDNA sekansının B. subtilis 

NCDO 1769 suşunun 16S rDNA sekansı ile %96’lık bir benzerlik gösterdiği 

görülmüş olup dendrogramda bu iki bakteri birbirlerine yakın pozisyonda yer 

almışlardır (Şekil 4.15). 
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Bacillus sp. MK2 bakterisinin 16S rDNA sekansının B. subtilis NRRL B-4219 ve B. 

tequilensis 10b suşlarının 16S rDNA sekansı ile %99, B. subtilis SBMP4 suşunun 

16S rDNA sekansı ile de %98 oranında benzerlik olduğu görülmüş olup, her dört 

bakteri de dendrogramda birbirlerine yakın pozisyonda yer almışlardır (Şekil 4.16). 

 

Bacillus sp. MK3 bakterisinin 16S rDNA sekansının B. subtilis NRRL B-4219 ve B. 

tequilensis 10b suşlarının 16S rDNA sekansı ile %99, B. subtilis SBMP4 suşunun 

16S rDNA sekansı ile de %98 oranında benzerlik olduğu görülmüş olup, her dört 

bakteri de dendrogramda birbirlerine yakın pozisyonda yer almışlardır (Şekil 4.17). 

 

Hem MK2 hem de MK3 izolatının B. subtilis NRRL B-4219, B. tequilensis 10b ve B. 

subtilis SBMP4 bakterileri ile ortak benzerlikler göstermesi, muhtemelen MK2 ve 

MK3 izolatlarının aynı türden köken aldığı, bir tanesinin keratinaz geninde meydana 

gelen bir mutasyon sonucunda enzimatik özellikleri değişmiş diğer suşun meydana 

geldiği ve tesadüfen bu iki bakterinin aynı toprak numunesinden izole edildiği 

kanısını oluşturmuştur. 
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5. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

Çalışmanın sonuçları aşağıda maddeler halinde verilmiştir: 

 

1. Bu çalışma ile keratinaz aktivitesine sahip 3 adet Bacillus sp. izolasyonu (Bacillus 

sp. MK1, MK2 ve MK3) yapılmıştır. 

 

2. İzolatlarca üretilen enzimleri kısmi karakterizasyonları gerçekleştirilmiştir. 

 

3. Bacillus sp MK1 izolatına ait keratinaz enziminin sıcaklık optimumu 40 ºC, pH 

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

 

4. Bacillus sp MK2 izolatına ait keratinaz enziminin sıcaklık optimumu 50 ºC, pH 

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

 

5. Bacillus sp MK3 izolatına ait keratinaz enziminin sıcaklık optimumu 40 ºC, pH 

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

 

5. Bacillus sp MK1 en yüksek enzim üretim seviyesine bakterinin inokülasyonundan 

itibaren 36. saatte ulaşırken, Bacillus sp MK2 ve Bacillus sp MK3 24. saatte 

ulaşmışlardır. 

 

6. CaCl2, PMSF, üre ve Tween 80 her üç enzim için de ortak aktivatör olurken, 

EDTA ortak inhibitör olmuştur. ZnCl2 5 mM konsantrasyonda MK3 keratinazını 

%92 düzeyinde inhibe ederek en yüksek inhibisyon seviyesine sahip olmuştur. 

 

7. İzolatlar çerçeve kayması mutasyonuna sebep olan EtBr ile muamele edilerek 

enzim üretimi artırılmış mutant varyantlar elde edilmiştir. MK1 mutantlarından 

elde edilen MK1-M3 %186, MK2’den üretilen mutantlardan MK2-M4 %171 ve 

MK3 mutantlarından MK3-M5 %187 ile yabani varyantlarına göre en yüksek 

düzeyde enzim üreten mutant varyantlar olmuştur.  
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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 

oranında rDNA sekans benzerliği göstermişlerdir. 

 

Çalışmaya ait öneriler ise aşağıda maddeler halinde özetlenmiştir: 

 

1. Keratinaz enzimleri özelikle tavukçuluk işletmelerinde ortaya çıkan atık tavuk 

tüylerinin hidrolizi ile çevre kirlenmesinin önlenmesinde önemli bir rol 

oynamaktadır. 

 

2. Elde edilen mutant varyantlar yabani varyantlara göre yaklaşık olarak 1.2 katı ile 

2.1 katı arasında değişen oranlarda daha fazla enzim aktivitesi göstermişlerdir. Bu 

artış endüstriyel uygulamalar için yeterli görünmeyip daha ekonomik boyutlarda 

enzim üretiminin sağlanması gerekmektedir. Bu artış, mutasyon çalışmalarının 

sürdürülerek enzim aktivitesi daha da yükseltilmiş yeni mutant varyetelerin elde 

edilmesi veya moleküler klonlama yöntemleri ile bu enzim genlerinin endüstriyel 

bakteri suşlarına klonlanarak yeni rekombinant bakterilerin geliştirilmesi ile 

sağlanabilir.  
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