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TRICHOPHYTON sp. SUŞUNDAN KERATİNAZ İZOLASYONU ve KISMİ 

KARAKTERİZASYONU 

(YÜKSEK LİSANS TEZİ) 

ÖZET 

 

Bu çalıĢmada, KahramanmaraĢ Sütçü Ġmam Üniversitesi Dermatoloji Polikliniğine 

baĢvuran hastaların deri ve saç yüzeylerinden Trichophyton sp. izolasyonu yapıldı. 

Trichophyton sp. suĢları sabouraud dekstroz broth besiyerinde geliĢtirildi. Enzim üretimi 

mineral besiyerinde ve keratin tozunun karbon kaynağı olarak kullanılmasıyla 

gerçekleĢtirildi. SuĢlar kazeinolitik aktiviteleri açısından kıyaslandı (skim-milk agarda). 

SuĢlar içerisinde Tr-9 maksimum kazeinolitik aktivite gösterdi ve en iyi keratinaz üreticisi 

seçildi. Süpernatanttan enzimin saflaĢtırılması için Amonyum sülfat presipitasyonu, 

Sephadeks G-100 ve DEAE Sepharose kolon kromatografisi uygulandı. Keratinaz 

enziminin moleküler ağırlığı SDS page ve zimogram uygulanarak yaklaĢık 34 kDa olarak 

tahmin edildi. Keratinaz aktivitesi keratin azurun substrat olarak kullanılmasıyla belirlendi  

Tr-9 keratinazın optimum pH ve sıcaklık değerleri sırasıyla 7.5 ve 37°C olarak 

belirlendi. Tr-9 Keratinaz enziminin pH 5.5-8.0 aralığında ve 20°C den 40°C ‘ye kadar 

stabil olduğu görüldü. Tr-9 Keratinaz tüy parçalama için de test edildi ve 15 gün içinde 

tavuk tüyünü baĢarılı bir Ģekilde parçaladığı sonucunu gösterdi. 

ġelatör, inhibitörler ve metal iyonlarını içeren bazı kimyasalların keratinolitik 

aktivite üzerindeki etkileri enzimin 30 dk bu maddelerle (1-5 mM, %1) ön inkübasyonu 

yapılarak çalıĢıldı. CaCI2 (5mM) keratinaz aktivitesini (%148) stimüle edici etki gösterdi. 

Diğer taraftan EDTA (5mM) ve SDS (%1) sırasıyla %49, % 49 etki göstererek kısmen 

inhibe etti, PMSF (1mM ve 5mM) ile tam inaktivasyon elde edildi. Bu durum enzimin 

serin proteaz olduğunu göstermektedir. 

Sonuçlar keratinaz enziminin nonpatojen endüstriyel mikroorganizmalara 

aktarılabilirse keratinolizis gerektiren endüstriyel ve biyoteknolojik uygulamalar ve tüy 

unu (feather meal) üretimi gibi iĢlemler için daha kullanıĢlı olacağını göstermektedir. 
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ISOLATION and PARTIAL CHARACTERIZATION OF KERATINASE 

FROM TRICHOPHYTON sp. 

(M.Sc. THESIS) 

SUMMARY 

 

In this study, Trichophyton sp. was isolated from patients’ skin and hair surface 

who applied to KahramanmaraĢ Sutcu Imam University Dermatology polyclinic. 

Trichophyton sp. was grown in sabouraud dextrose broth medium. Enzyme production was 

accomplished in mineral medium and keratin powder served as a carbon source. 

Caseinolytic activities were compared between the strains (on skim milk agar). Among the 

strains Tr-9 showed the maximum caseinolytic activity and was selected the best keratinase 

producer. The supernatant was subject to Ammonium sulphate precipitacion, Sephadex G-

100 column and DEAE Sepharose column chromatography for purification of enzyme. The 

molecular weight of keratinase was estimated to be 34 kDa by SDS page and zymogram 

analyses were carried out. Keratinase activity was determinated using keratine azure as a 

substrate. 

The optimum pH and temperature Tr-9 keratinase were determined to be 7.5 and 

37°C, respectively. The activity of keratinase was stable in the pH range 5.5-8.0 for 30 min 

and temperatures from 20-40°C. Tr-9 Keratinase was also tested for feather degradation 

and presented a result degrading chicken feathers succesfully in 15 days.  

The effect of some chemicals including chelating agents, inhibitors and metal ions 

on keratinolytic activity was studied pre incubating the enzyme in presence of substances 

(1mM, 5mM, 1%) for 30 min. CaCI2 (5mM) showed a stimulatory effect on keratinase 

activity (148 %) on the other hand, EDTA (5mM) and SDS (1%) inhibited enzyme 

partially as 49 %, 49 % respectively. Complete inactivation of enzyme was obtained with 

PMSF (1mM and 5mM) which indicates that enzyme is a serin protease. 

The results show that if Tr-9 keratinase gene is transferred to another non-

pathogenic industrial microorganism it will be more functional, such as industrial and 

biotechnological applications requiring keratinolisis, pruducing feather meal. 
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1.GİRİŞ 

Enzimler, biyokimyasal olayların yaĢam ile uyumlu bir Ģekilde gerçekleĢmesini 

sağlayan katalizörlerdir. Diğer bir tanımla canlı organizmalar tarafından üretilen özelleĢmiĢ 

katalitik fonksiyonlara sahip olan protein molekülleridir. Enzimler, yaĢamın devamlılığı 

açısından hayati önem taĢımaktadır. Ġnsanlar bu denli önemli olan enzimleri ne olduklarını 

ve nasıl çalıĢtıklarını bilmeden uzun yıllar kullanmıĢlardır. Bu Ģekilde enzimler kullanım 

alanlarını her geçen gün daha da arttırarak çeĢitli amaçlarla günlük ve ekonomik hayata 

girmiĢtir, ekmek ve bira yapımının yanısıra alkol fermantasyonu gibi önemli olaylar 

enzimlerin kullanım alanlarına örnek olarak gösterilebilir (Wiseman, 1987). 

Enzim terimi ilk defa Kühne tarafından 1878 yılında ortaya atılmıĢtır (Aehle, 

2007). Bu tarihten sonra bilim enzimlerin gizemini çözmüĢ ve elde edilen bu bilgilerle 

enzimler her geçen gün daha da büyüyen bir ivmeyle ihtiyaç duyulan alanlarda uygulama 

alanı bulmuĢtur. 

Enzimler çeĢitli kaynaklardan elde edilebilir. Bunlar bitkisel, hayvansal ve 

endüstriyel anlamda kullanılma potansiyeli çok yüksek olan mikrobiyal kaynaklı 

enzimlerdir (Gupta ve ark., 2003). Mikrobiyal enzimlerin endüstriyel alanda çok tercih 

edilmelerinin sebepleri ise; istenmeyen yan ürün oluĢturmamaları, katalitik aktivitelerinin 

hayli yüksek olması, oldukça stabil ve ucuz olmaları, yüksek oranda ve saflıkta elde 

edilebilmeleridir (Wiseman, 1987; Horikoshi, 1999).  

Mikroorganizmalar tarafından üretilen enzimlerin birçoğu hücre içinde aktif iken 

bazıları hücre dıĢına salgılanıp hücre dıĢında da aktif olabilir böyle enzimlere ekstraselüler 

enzimler denir. Ekstraselüler enzimler, mikroorganizmaların ihtiyacı olan besin 

kaynaklarını hidrolizleyerek kullanabilmelerini sağlayabilir. Bu enzimler Hidrolazlar 

olarak da bilinir. Biyoteknolojik alanda kullanılan enzimlerin yaklaĢık % 75’ini hidrolitik 

enzimler oluĢturmaktadır. Kullanım sırası göz önüne alındığında proteaz grubu ilk 

sıradayken, karbonhidratları parçalayan enzimler ikinci sırada bulunmaktadır. 

Mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin tüm dünya genelinde yıllık kullanım 

oranlarına bakıldığında %25 alkalin proteaz, %21 diğer proteazlardır (Harwood, 1992; 

Bhat, 2000).  

Dünya genelinde endüstriyel enzim pazarı 1,4 milyar USD dolayında olup, yılda 

%10’un üzerinde pazar ağı artıĢı ve % 4-5 oranında satıĢ artıĢı ile en yaygın tüketim 

alanlarındandır. 
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Endüstriyel enzim üretiminin % 75’i gıda, deterjan ve niĢasta endüstrileri içinde yer 

almaktadır (Cowan, 1996). Endüstriyel enzimler için; %18 amilaz, %10 renin, %3 tripsin, 

%3 lipaz ve %10 diğer karbonhidrat parçalayan enzimler (selülaz ve ksilanaz gibi), %10 

kadar ise analitik ve farmasötik enzimler Ģeklinde bir dağılım belirlenmiĢtir (Rao ve ark., 

1998). Enzimler baĢta gıda sanayisi olmak üzere deterjan endüstrisinde, kağıt üretiminde, 

deri iĢlenmesinde, tekstil endüstri gibi diğer endüstriyel alanlarda da kullanıldığı gibi tıpta 

teĢhis ve tedavide de geniĢ bir kullanım alanına sahiptir (Daniels, 1992; Kirk ve ark., 

2002). 

 

1.1. Enzimlerin Özellikleri 

Enzimlerin etki ettiği maddeye substrat denir ve adlandırılmaları etki ettikleri 

maddelerin sonuna az (ase) eki getirilerek yapılır. Enzim genelde substrattan çok daha 

büyüktür. Enzim ile substrat birlikteliği, hidrojen bağları, van der waals kuvvetleri ve 

hidrofobik etkileĢimler gibi zayıf bağlara ihtiyaç duymaktadır, enzim üzerinde substratın 

bağlandığı kısım enzimin aktif bölgesi olarak isimlendirilir. 

Enzimlerin de bütün proteinler gibi monomerleri aminoasitlerdir. Enzimleri diğer 

protein moleküllerinden ayıran en önemli özelliği biyokimyasal reaksiyonları katalizleme 

yeteneğidir. Bu yeteneği sayesinde pek çok çalıĢma alanlarında ilgi uyandırmaktadır. 

Aktivasyon enerjisi, kimyasal tepkimedeki tüm molekülleri reaktif duruma getirmek için 

gerekli olan enerjidir. Aktivasyon enerjisi kavramı ise kataliz ve enzim kavramlarını akla 

getirmektedir, Reaksiyonlar, enzimler varlığında daha hızlı katalizlenir ve dengeye ulaĢır 

(Aehle, 2004) 

Katalizörler tepkimelerin gerçekleĢmesini kolaylaĢtırır, fakat tepkime sırasında 

tükenmez ve değiĢikliğe uğramazlar. Katalizörlerin bir baĢka özelliği, tepkimelerin enerji 

eĢiğini ya da denge durumunu etkilemeksizin ilerleme hızını etkilemeleridir. Canlı 

organizmalardaki tepkimelerin birçoğu katalizör olmadan gerçekleĢemez (Aehle, 2004).  

Enzimler, uygun oranlarda yüksek spesifite ile kimyasal reaksiyonları katalizler. Bu 

reaksiyonlar bütün canlı organizmaların metabolizmalarının temelidir. Enzimlerin 

endüstrileri verimli, mükemmel ve ekonomik biyokatalitik dönüĢümleri gerçekleĢtirmek 

için muazzam fırsatlar sağlamaktadırlar (Pandey ve ark., 2008). 

Enzim molekülü reaksiyonu katalizleyebilmek için substrat ile bir kompleks 

oluĢturmasıyla, enzimin aktif merkezleri ve molekülün nüfuz eden bölgeleri karĢı karĢıya 
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gelmektedir. Böylece enzim substrata doğru ilerler ve her iki molekülün bir arada 

tutulmasına izin verir. Sonuç olarak bir enzim–substrat kompleksi oluĢumu anahtar-kilit 

mekanizması ile baĢlamıĢ olur. Reaksiyon, oluĢan enzim-substrat kompleksindeki 

aktivasyon enerjisini düĢürüp, reaksiyon hızının artmasıyla devam eder. Son olarak 

kompleks, reaksiyon ürünlerinin açığa çıkmasıyla parçalanır.  

Enzimler genellikle çift yönlü çalıĢır yani reaksiyon geri dönüĢümlüdür (Nelson ve 

Cox, 2004; Açıkel ve ark., 2006 ). Orijinal enzim tekrar kullanıma elveriĢlidir. Bu 

kullanım, enzim kimyasal bir maddeyle veya çok uç bir pH ya da sıcaklık ile aktivitesini 

kaybedene kadar devam eder. 

Bütün enzimlerin aktivitelerinin maksimum olduğu bir pH değeri vardır bu değere 

optimum pH denir. Bu değerin üstünde ve altında enzim aktivitesi düĢer. Bunun yanı sıra 

her enzimin pH aktivite eğrisi de aynı Ģekilde değildir (Bhat, 2000). 

Enzimlerin yapısı sıcaklık ve pH’ya duyarlıdır bunun nedeni ise enzimlerin 

globüler yapıda bulunup, molekül içi veya moleküller arası bağlar ile sekonder veya 

tersiyer yapıda tutulmasıdır.  

Katalitik aktiviteyi etkileyen diğer koĢullar standart hale getirildiği zaman, 

ortamdaki sıcaklık yükseldikçe reaksiyonun hızı da belirli bir değere kadar artmaya devam 

eder enzimin katalitik düzeyinin en iyi olduğu sıcaklık değerine ise optimum sıcaklık 

denir. Bu değerden daha yüksek sıcaklıklarda molekül içi veya arası bağların kopmasıyla 

enzimlerin yapısı bozulur yani enzim denatürasyona uğrar. Denatürasyon dolayısıyla 

reaksiyon hızında düĢüĢ meydana gelir. Bu değerin dıĢında çok yüksek sıcaklıklarda 

enzimin protein yapısı bozulmalara uğrayacağından enzim aktivitesi de inhibe olur (Bhat, 

2000). 

Bazı maddeler de enzimin aktif bölgesine bağlanarak enzimin yapısını bozup enzim 

aktivitesini düĢürmekte ya da durdurabilmektedir. Bu tür maddelere ise inhibitör adı 

verilmektedir (Aehle, 2004). 

Bazı enzimler yalnız proteinden oluĢmasına karĢılık çoğu enzim yapı ve görev 

bakımından iki farklı gruptan oluĢmaktadır. Bunlar; Apoenzim ve Koenzim / Kofaktör’dür. 

Apoenzim; enzimin yalnız belirli reaksiyonları katalizlemesini sağlayan yani enzimin 

spesifikliğini belirleyen kısmıdır. Bu grup protein yapısında olduğu için ısı ile kolayca 

denatüre olabilmektedir. Bazı enzimler aktivite için, protein yapıyı oluĢturan aminoasit 

rezidülerinden baĢka kimyasal komponente ihtiyaç duymazlar. 
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Bazı enzimler ise kofaktör diye adlandırılan bir ek kimyasal komponente ihtiyaç 

duyar. Kofaktör, ya Zn
+2

 Mn,
+2

 Fe
+2

, Mg
+2 

 gibi bir veya daha fazla inorganik iyon ya da 

koenzim diye adlandırılan organik veya metalloorganik kompleks bir moleküldür.  

Koenzim, organik ve inorganik maddelerden meydana gelmiĢ enzimin yardımcı ve 

etkin biçimi olup apoenzim varlığında etkinlik göstermektedir. Apoenzim gibi koenzim de 

tek baĢına etkin değildir en önemli yardımcı enzim grubunu vitaminler oluĢturmaktadır.  

Koenzimlerin enzim proteinine çok sıkı bir Ģekilde, kovalent olarak bağlı olup 

enzim proteininden ayrılmayan grubuna ise prostetik grup denilmektedir. Koenzim 

(Prostetik grup) ve apoenzim birlikteliğine Holoenzim (aktif enzim) denir (Pandey ve 

Ramachandran, 2006). 

Biyoteknolojinin geliĢmesiyle enzimlerin gıda sektöründe bilinçli kullanımları hızla 

artmıĢtır. Gıda sektöründe enzim teknolojisi üç aĢamadan geçtikten sonra kullanılmaktadır. 

Bunlar; enzimlerin üretimi, saflaĢtırılması, immobilizasyonu ve endüstriyel olarak 

Kullanılmasıdır (Murray ve ark., 2000). Enzimlerin saflaĢtırılmasının özellikle endüstriyel 

uygulamalar için önemli olmakla beraber amacı sadece proteini yalın halde elde etmek 

değildir daha sonra yapılacak uygulamalar için kullanıma hazır hale getirilmiĢ enzim 

kaynağı eldesidir. Elde edilen bu enzimle yapılabilecek çalıĢmalar ise enzim aktivitesinin 

saptanabilmesi ve bu enzimin biyoteknolojik alanlarda kullanılabilirliğinin sağlanması, 

enzim yapısının belirlenebilmesi, yapı fonksiyon iliĢkisinin anlaĢılabilmesi ve bunların 

yanında terapötik rollerinin belirlenmesi olabilir. 

Bilimsel çalıĢmalar için çok düĢük miktarlarda saf enzim yeterli olabilirken 

endüstriyel uygulamalar için çok daha fazla enzim üretimi gerekli olmaktadır. Eğer amaç 

protein aktivitesinin saptanması ise muhakkak aktif formda üretilmiĢ olmalıdır bu proses 

için az miktarda protein kafiyken amaç elde edilen proteinin aktivitesinden yararlanmaksa 

çok daha fazla miktarda protein gereklidir. SaflaĢtırmada iĢlemleri sırasında uygulanacak 

her basamak her seferinde zaman alacağı için aktivitede düĢüĢe yol açıp verimde düĢüĢ 

meydana getirecektir bu durum ise maliyeti artıracaktır (Telefoncu, 1997).Yapı araĢtırma 

çalıĢmalarında ise oldukça fazla miktarda ve yüksek saflıkta proteine gereksinim vardır. Bu 

durumda maliyet ve zaman ikinci derecede önemlidir, fakat yapı fonksiyon iliĢkisi 

araĢtırılıyorsa saflaĢtırma iĢlemi süresince aktivite kaybını minimuma indirmek için iĢlem 

süresinin olabildiğince kısaltılması gerekir (Telefoncu, 1997). Proteinin kullanım amacına 

bağlı olarak istenen saflık düzeyi de değiĢir. Terapötik amaçla kullanılacak protein 
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preparatının çok saf olması gereklidir. ĠĢlemde nükleik asit kalıntıları ve diğer katkı 

maddelerinin muhakkak uzaklaĢtırılması gerekmektedir. 

Maksimum saflığa yakalayabilmek için uygulanan saflaĢtırma basamakları protein 

verimini düĢürmekle beraber maliyeti de arttırmaktadır. ÇalıĢma bilimsel araĢtırma niteliği 

taĢıyorsa saflaĢtırma adımları sayısı önemli olmayabilir fakat çalıĢma ticari boyut taĢıyorsa 

en ekonomik Ģartlar uygulanarak çalıĢılmalıdır. SaflaĢtırılan protein enzim ise ve sadece 

enzimatik aktiviteden faydalanmak amaçlanıyorsa toplam protein oranının % 80-90 

arasında olması yeterlidir. Yapı araĢtırmalarında kullanılacak proteinlerin saflık düzeyi en 

az % 95 saf protein içerecek oranda olmalıdır (Telefoncu, 1997). 

SaflaĢtırma basamaklarında zamanın artmasıyla beraber verim azalmakta fakat 

saflık derecesi artmaktadır bu sebeple mümkün olduğu kadar az saflaĢtırma basamağı ile 

elveriĢli olan saflıkta enzim elde edilebilmelidir. Protein saflaĢtırılmasındaki adımlar 

denatürasyon ve proteolizi minimuma düĢürecek Ģekilde seçilmelidir (Telefoncu, 1996). 

Endüstriyel kullanımlar için geliĢtirilmiĢ bir uygulama da immobilize enzim 

uygulamalarıdır, bu uygulamada enzimler bir destek materyaline bağlanır ve operasyonel 

kararlılığına bağlı olarak defalarca kullanılabilir. Destek materyaline bağlanmasındaki 

amaç aynı enzimden tekrar tekrar yararlanabilmek ve kullanılan enzim miktarını azaltarak 

maliyetide düĢürmektedir, eğer enzim bir destek materyaline bağlanmazsa her bir iĢlem 

sonucunda enzim ürünle beraber alındığından enzim tekrar kullanılamamaktadır (Soetan, 

2008) 

 

1.2. Enzimlerin Sınıflandırılması ve Numaralandırılması 

1961 Yılında Enzim komisyonunun hazırladığı rapora göre enzimler katalizledikleri 

reaksiyon tipine göre 6 sınıfa ayrılır ve her bir sınıfta bulunan enzime 4 rakamdan oluĢan 

bir enzim kod numarası (EC no) verilir (Aehle, 2007). Bu sisteme göre ilk rakamın ifade 

ettiği 6 sınıf ise; 

1. Oksidoredüktazlar, 

2) Transferazlar,  

3) Hidrolazlar, 

4) Liyazlar, 

5) Ġzomerazlar, 

6)Ligazlar, 
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Örneğin EC numarası 3.4.21.36 olan enzimin tanımlanması yapılacak olursa; 

Ġlk rakam tepkimenin sınıfını ya da 6 gruptan hangisine ait olduğunu bildirir (3: 

Hidrolaz). 

Ġkinci rakam enzimin alt sınıfını (subclass) ifade eder (4: Peptidazlar). 

Üçüncü rakam ikinci alt sınıfı (Sub-Subclass) ifade eder (21:Serin proteazlar 

(endopeptidazlar)). 

Dördüncü rakam ise enzimin Sub-Subclass içerisindeki seri numarasını ifade eder. 

(36: Elastaz). 

 

1.3. Mikrobiyal Proteazlar 

Proteazlar (E.C. 3.4.21-24 ve 99) doğada hemen hemen her alanda bulunabilen 

yaygın enzimlerdir. Bitkilerden, hayvanlardan ve mikroorganizmalardan elde edilebilirler. 

Piyasada kullanılan proteazlar mikrobiyal kökenlidir bunun nedeni ise yüksek verimlilik, 

istediğimiz sınırlı kültür ortamı gerektirmesi, geniĢ biyokimyasal çeĢitlilik sunması, kolay 

genetik manipulasyona imkan tanımasıdır. Bu özellikleri proteazları biyoteknolojik 

uygulamalar için uygun kılmaktadır (Rao ve ark., 1998). Özellikle polipeptid zincirinde 2 

aminoasit arasında bulunan peptid bağını parçalayabilme yeteneklerinden dolayı proteoliz 

olayı ile dikkat çekmektedir.  

Proteazlar 4 ana grupta incelenir bunlar; serin proteazlar, metalloproteazlar, 

aspartat ve sistein proteazlardır. Mikrobiyal proteazlar genellikle serin veya metallo 

proteazlardır. Peptidil –peptid hidrolazlar olarakda bilinen endüstriyel enzimlerin en 

önemli gruplarından olan proteazlar aktif pH aralıklarına göre ise asidik, nötral ve alkalin 

proteazlar olmak üzere 3’e ayrılır. Endüstriyel alanda en çok kullanılan ve tercih edileni ise 

alkalin proteazlardır. Mikrobiyal proteazlar çok farklı proseslerde kullanılır. Bunlardan 

bazıları deterjan, deri, kozmetik, yiyecek, ipek endüstrisi, x-ray filmlerde kullanılan 

gümüĢün geri dönüĢümü gibi proseslerdir (Raninger ve ark., 2003). 

Mikrobiyal proteazlar enzim sanayinde oldukça yaygındır, özellikle deterjan 

sektörünün 2/3’nde kullanılmaktadır (Anwar ve ark., 2000). 1913 yılından itibaren pepsin 

deterjan içeriğinde kullanılmaktaydı fakat son dönemlerde deterjan içeriklerinde alkalin 

serin proteazların kullanımı önemli bir artıĢ yakalamıĢtır. Bu artıĢın nedeni ise alkaline 

serin proteazların 50 -60 C° gibi sıcaklıklarda hem aktif hem de stabil olmaları, yüksek pH 
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ve oksitleyici ajanlara karĢı dirençli olmaları ve surfaktanlarla olan uyumlarıdır (Haki ve 

ark., 2003). 

Proteolitik enzimler, protein substratlarının hidrolizini içeren biyoteknolojik 

uygulamalar için endüstride yaygın kullanılır. Proteazlar, global enzim satıĢlarının önemli 

bir bölümünü oluĢturur. Marketteki proteazların önemli bir bölümü ise mikrobiyal 

keratinazlardır (Rao ve ark., 1998). 

Proteazlar deterjan ve süt ürünlerindeki geniĢ kullanımlarından dolayı enzim 

çeĢitleri arasında daha yaygındır. Deterjan, niĢasta, tekstil ve fuel-oil endüstrilerini 

kapsayan alanlar, endüstriyel enzimlerin en fazla kullanıldığı alanlardır.  

Genel olarak endüstriyel enzimlerin dünya çapındaki kullanımı 1995’te yaklaĢık bir 

milyar dolarken 2000’de 1.5 milyar dolara çıkmıĢtır son zamanlarda 5 milyon dolaylarında 

seyrederken 2013’de 6.3 milyon dolar olması beklenmektedir. Proteazlar endüstriyel enzim 

piyasasının önemli bir bölümünü oluĢturduğundan duyulan talebin dahada artması 

beklenmektedir (Singhal ve ark., 2012). Bu büyüme öncelikle deterjan endüstrisinde olmak 

üzere teknik endüstrilerde yavaĢlamakla birlikte son on yıl içinde en hızlı büyüme fırıncılık 

ve hayvan yemi endüstrisinde görülmektedir bunların yanı sıra kâğıt hamur ve kiĢisel 

bakımı kapsayan diğer endüstrilerin zenginliği asıl büyümeyi oluĢturmaktadır (Kirk ve ark, 

2002). 

Deterjan endüstrisinin ardından mikrobiyal alkalin proteazların diğer bir önemli 

alanı ise deri endüstrisidir. Deri yünleri keratinazla uzaklaĢtırılır (dehairing) ayrıca 

yiyecek, kimya ve tekstil endüstrisinde de oldukça etkili kullanım alanına sahiptir. Bu 

sektörlerdeki alkalin proteazlar kimyasal olarak serin veya metalloproteazlardır, sistin 

proteazlar, serin ve aspartik proteazlar kadar yaygın değildir. 

Serin proteazlar daha çok Bacillus cinsine ait mikroorganizmalar tarafından üretilir. 

Proteazlar ayrıca Thermus caldophilus, Desulfurococcus mucosus, Streptomyces, 

Aeromonas ve Escherichia suĢları tarafından da üretilir (Barredo, 2005). Fungi, özellikle 

de Aspergillus oryzae’nın çeĢitli suĢları da önemli proteaz üreticisidir.. 

Mikrobiyal proteazlar, geniĢ bir Ģekilde keratinolitik funguslarda ve dermatofitlerde 

de birçok araĢtırmacı tarafından çalıĢılmıĢtır (Kunert, 1989; Singh, 1999).  
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1.4. Keratin ve Keratinazlar 

1.4.1.Keratin 

Keratin, doğada bulunan en önemli yapısal proteinlerden biridir ve yaygın olarak 

omurgalıların dıĢ yüzeylerinde bulunur. Kollajenden sonra hayvanlarda karĢılaĢılan en 

önemli biyopolimerdir. 

Keratinize materyaller fonksiyonlarına bağlı olarak değiĢik morfolojiler gösterir. 

Basit su geçirmez bir tabaka formunda olabileceği gibi (kaplumbağa kabuğu) çok dayanıklı 

bir yapıda da olabilir (boynuz). Benzerlik ve farklılıkları kollajenle oluĢturduğu 

kompleksten kaynaklanır.  

Keratin üreten hücrelerin en önemli özelliklerinden birisi keratin üretiminden 

hemen sonra hücrelerin ölmesi ve damarlı yapının bulunmamasıdır. Bu nedenle bu ölü 

hücreler üst üste yığılıp yoğun bir tabaka oluĢturur (Mckittrick ve ark., 2012). 

Keratin formları epidermisin önemli komponentlerindendendir, uzantıları ise saç, 

tırnak, boynuz, tüy, gaga, toynak, pul ve ok (kirpi) gibi yapıları oluĢturur. 

Sekonder konformasyon yapısının temeline göre ise keratin α ve β keratin olmak 

üzere 2’ye ayrılır. Keratini oluĢturan temel yapı olan polipeptid zinciri ya kıvrılıp α 

keratini oluĢturur (saç ve yünde α heliks yapı ) ya da köĢe köĢeye bağlanıp pilili levhalar 

Ģeklinde β keratini oluĢturur (tüydeki β katlanmaları) (Voet ve Voet, 2008). 

Ġnsanda saç ve tırnakta olmak üzere yaklaĢık 30 tane α keratin çeĢidi vardır (Parry 

ve ark., 1998). Keratin fibrillerinin her 2 yapısında da fibriller mikro ve makro fibrilleri 

oluĢturmak için paralel bir Ģekilde bükülerek stabiliteyi garantilemiĢlerdir (Kreplak ve ark., 

2004). 

Keratin büyük çapta tiyol grupları (-SH) içeren sistein residülerine sahiptir bu 

kovalent disülfit bağları hem polipeptid zinciri ile hem de matriks molekülleri ile çapraz 

bağ oluĢturur. Bu  durum ise sert yapı kazanmayı sağlar (Mckittrickve ark., 2012).  

Keratinler, yapısındaki sülfür içeriğine göre ise sert ve yumuĢak keratinler olarak 

gruplandırılabilir. YumuĢak keratinler cilt ve nasırda bulunup daha az disülfit bağı içerir ve 

daha esnektir, yumuĢak keratinlerin aksine sert keratinler ise saç, tüy, boynuz ve tırnak gibi 

uzantıları oluĢtur ve yüksek oranda disülfit bağı içerir (Voet ve Voet, 2008).  

α Keratinlerin molekül ağırlıkları 40-70 kDa arasında değiĢkenlik gösterir, çevresel 

sorunlara neden olan keratin formu α keratindir. Sürüngenlerin ve kuĢların derisinde 

bulunan β keratinlerin boyutları genellikle alfa keratinlerden küçüktür 10 kDa ile 20 kDa 
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arasında çeĢitlilik gösterir. β keratin molekülleri, β katlanmaları bakımından zengindir, bu 

nedenle daha stabil ve hidrolize daha dirençlidirler (Kublanov ve ark., 2009). 

Keratince zengin atıkların bozulmaları zordur çünkü polipeptidler yoğun bir Ģekilde 

paketlenmiĢ olan çok güçlü hidrojen bağlarının varlığıyla daha stabil olmuĢtur. Yanı sıra 

hidrofobik etkileĢimler, protein zincirlerinin çarpraz bağlanmaları ve birçok disülfit bağı 

içermeleri nedeniyle oluĢan yüksek mekanik stabilite keratinlerin yaygın birçok proteazca 

parçalanmalarına direnç sağlar (Kreplak ve ark., 2004). Keratinin bu yapısı pepsin, tripsin 

papain gibi proteolitik enzimler tarafından degrade edilmelerini önlemektedir 

(Papadopulos, 1986). Dirençlerine rağmen keratinler çok sayıda bakteri, fungus ve 

aktinomiset tarafından salgılanan keratinolitik protezlar tarafından etkili bir Ģekilde 

parçalanabilir (Onifade ve ark., 1998). Keratinler, insan ve diğer yüksek yapılı omurgalılar 

tarafından sindirilemez insanlar bu proteini alsalar dahi sindirilmeden vücutta bir yumru 

Ģeklinde birikir (Sharma ve Rajak., 2003). 

Tüyler keratin formu halinde oldukça yüksek oranda ham keratin içerir. Bunlar 

çeĢitli fiziksel ve kimyasal uygulamaların ardından hayvanlar için oldukça faydalı bir besin 

kaynağı olan tüy yemlerine (feather meal) dönüĢtürülmektedir. Biyolojik yöntemlerle 

yapılan tüy yıkımı ekolojik problemlere getirdiği çözümlerden  dolayıoldukça ilgi çekici 

bir konum almıĢtır.  

 

1.4.2. Keratinazlar 

Keratinazlar (E.C.3.4.21/24/99.11) oldukça sert yapıda olan keratini parçalama 

yeteneğine sahip proteazların hidrolazlar sınıfında bulunan oldukça değerli enzimlerdir. Bu 

enzimlerin önemleri çözünmeyen keratinöz substratları parçalama yetenenekleridir 

(Brandelli, 2008). 

Mikrobiyal keratinazlar onları üreten mikroorganizmalara bakılmaksızın 

çoğunlukla proteazların serin veya metalloproteaz sınıfına aittir. Serin protezlar keratin 

rezidülerini degrade ettiklerinden diğer protezlar arasında öne çıkmıĢtır. Serin proteazların 

dizi homolojileri subtilisin ailesinin üyeleri ile benzer sekanslar taĢımaktadır ve yapısal 

olarak benzerlikler göstermektedir. Keratinazlar genellikle monomerik yapıda enzimlerdir 

fakat multimerik yapıda olan keratinazlarda saptanmıĢtır (Xie ve ark., 2010).  

Mikrobiyal keratinazlar genellikle alkalin ve nötr proteazlardır ve optimum pH 

aralıkları 7.5 – 9.0 arasında değiĢkenlik gösterir fakat bu aralığın dıĢında yer alan 
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enzimlerde vardır. Extrem alkolofilik pH aralığında aktif olanların yanı sıra nadiren asidik 

pH ‘da aktif keratinazlar da vardır (Tsuboi ve ark., 1989; Takami ve ark., 1999).  

Keratinaz üretim sıcaklığı 28-50°C arasında değiĢkenlik göstermektedir öyle ki bu 

sıcaklık Themoanaerobacter ve Fervidobacterium ssp.’de 70°C’ye kadar çıkabilmektedir 

(Friedrich ve Antranikian, 1996). 

 

1.4.4. Keratinaz Üretim Fizyolojisi ve Keratinolizis 

Mikrobiyal keratinazlar, keratin yüzeylerde büyüdüklerinden çoğunlukla 

ekstraselülerdir (Friedrich ve Antranikian, 1996), fakat intraselüler olanlarıda bildirilmiĢtir 

(El-Naghy ve ark., 1998). Ġntraselüler fraksiyonlar esasen disülfit redüktazlarla sağlanırken 

ekstraselüler keratinazlar ise sülfit ve tiyosülfat redüktazların desteği ile disülfit bağlarını 

indirgeyerek keratinini parçalar. 

BaĢka bir ifadeyle keratinoliziste 2 adım vardır bunlar disülfit bağlarının 

indirgenmesi yani sülfitolizis bir diğeri ise proteolizisdir. Sülfitolizisin canlı hücreler 

gerektirdiği yönünde iddialar ortaya konulmuĢtur (Ramnani ve ark., 2005).  

Sodyum sülfit, DTT, merkaptoethanol, glutatyon, sistein ve tiyoglikolat gibi 

redüktantlar veya disülfit redüktazlar keratinin degradasyonu sırasında keratino litik 

proteazlarla iĢbirliği içerisindedir fakat bu olayların sırası ve niteliği hala tartıĢmalıdır 

(Onifade ve ark., 1998; Yamamura ve ark., 2002; Ramnani ve ark., 2005). Keratinolizisin 

mikrobiyal mekanizması henüz tam olarak aydınlatılamamıĢtır fakat disülfit bağlarının 

indirgenmesinin önemli bir rolü olduğu düĢünülmektedir (Bockle ve Muller, 1997; 

Ramnani ve Gupta, 2007). 

Çoğu keratinaz üreten mikroorganizma keratinaz üretimini büyük bir ölçüde bazal 

bir ortam içerisinde gerçekleĢtirir. Karbon ve azot kaynağı olarak ise keratini 

kullanmaktadır (Williams ve ark., 1990; El-Naghy ve ark., 1998; Szabo ve ark., 2000; 

Gousterova ve ark., 2005). Keratinöz substratlar dıĢında jelatin, kazein, soya unu, soya 

fasulyesi yemi gibi keratinöz olmayan substratların varlığıda keratinaz üretimini 

indüklemektedir (Brandelli ve ark., 2010)  

Keratinazlarla ilgili raporların çoğu onların indüklenebilen enzimler olduğunu 

göstersede birkaç indüklenemeyen keratinaz tanımlanmıĢtır (Gessesse ve ark., 2003; 

Manczinger ve ark., 2003). Ġndüklenmeyen keratinazların yapısının keratinolitik 

özelliklerinden ziyade kazeinolitik özelliklerine bağlı olduğu düĢünülmektedir. Sonuç 
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olarak keratinolitik aktivitenin çoğunlukla indüklenebilir olduğu anlaĢılmaktadır. 

Ġndükleyicilerin yanı sıra keratinaz üretimi bazı maddelerin ortamda varlığı ile 

baskılanabilir. Glukoz gibi basit Ģekerlerin katabolit baskısından dolayı keratinaz üretimini 

baskıladığı bildirilmiĢtir. Özellikle mikrobiyal keratinazlar glukoz varlığında 

baskılanmaktadır (Thys ve ark, 2004 ). 

Çoğu mikroorganizma alkali olan ve tiyol grupları içeren bir kültür ortamında 

keratinoliziste artıĢ gösterir, tiyol gruplarının bırakılmasının sebebi ise geniĢ ölçüde 

kimyasal (sülfit veya tiyosülfat) ve enzimatik (disülfit redüktaz) mekanizmalarla disülfit 

bağlarının indirgenmesidir (Dozie ve ark., 1994; Cheng ve ark., 1995; Friedrich ve ark., 

1999; Ignatova ve ark.,1999;Gradisar ve ark., 2000; De Toni ve ark.,2002; Riffel ve ark., 

2003). 

Alkali pH’ nın çoğu mikroorganizmada keratinaz üretimini ve tüy degredasyonunu 

arttırdığı bildirilmiĢtir alkali pH muhtemelen keratin degredasyonunu desteklemektedir 

çünkü yüksek pH değeri ile pepsin sindirilebilirliği artmakla beraber sistin residülerinin 

lantiyonine dönüĢümü de artmaktadır (Friedrich and Antranikian, 1996). 

ÇeĢitli mikroorganizmaların keratinolitik aktivitelerini karĢılaĢtırmak bir hayli 

güçtür çünkü herbirinin ihtiyaç duyduğu substratlar ve kullanılan keratinaz ünitelerinin 

tanımı farklıdır. Keratinaz üretimi için fiziksel parametreler göz önüne alındığında türe 

spesifiktir ve organizmadan organizmaya değiĢkenlik gösterir (Riffel ve ark., 2003). 

 

1.4.5. Keratinaz Üreten Mikroorganizmalar 

          Keratinazlar mikrobiyal dünyada çok yaygındır. Ökaryotlar, bakteriler ve 

arkealardan elde edilirler. Bu mikroorganizmalar çok farklı bölgelerden izole edilir. 

Antartika toprakları gibi çok soğuk bölgelerden kaplıcalara kadar değiĢen farklı bölgelere 

kadar olabileceği gibi aerobik ve anaerobik ortamlarda da bulunabilirler. Bu nedenle, 

mikrobiyal keratinazların biyokimyasal ve biyofiziksel özellikleri büyük bir çeĢitlilik 

sunmaktadır. 

Keratinaz üreten mikroorganizmalar tüyleri parçalama yeteneklerine göre 

tanımlanmıĢ ve bu organizmalar üzerinde yoğun olarak çalıĢılmaya baĢlanmıĢtır 

(Suntornsuk ve Suntornsuk, 2003). 

Tüylerin yapısal keratinleri bazı mikroorganizmalar tarafından parçalanabilir 

olduğundan doğada birikmezler. Birçok araĢtırmacı bu proteolitik mikroorganizmalar 
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üzerine odaklanmıĢtır (Riffel ve ark., 2003). Dermatofitik fungusların keratinolitik 

potansiyelleri dikkat çekmektedir özellikle Trichophyton ve Mikrosporum gibi genusları bu 

proteolitik etkileri nedeniyle ilgi uyandırmaktadır (Asahi ve ark., 1985; Qin ve ark., 1992; 

Marchisio, 2000; Moallaei ve ark., 2006). 

Dermatofitik funguslar baĢlıca tıbbi ve veterinerlik etkileri nedeniyle ilgi 

çekmektedirler (Anbu ve ark, 2008). Nondermatofitik funguslar arasından Aspergillus 

Trichoderma, Doratomyces, Myrothecium Paecilomyces skopulariopsis, Acremonium, 

Alternaria, Beauveria, Curvularia, ve Penicillium bulunmaktadır (Gradisar ve ark., 2005). 

Bu funguslar tarafından üretilen keratinazların biyokimyasal özellikleri bakımından 

ilgi çekici olduğu bildirilmiĢtir (Marcondes ve ark, 2008). 

Birçok keratinaz çok farklı bakteri gruplarından izole edilmiĢtir Bacillus spp. 

önemli bir keratinaz üreticisi olarak görülmektedir. ÇeĢitli Bacillus licheniformis ve 

Bacillus subtilis suĢlarında keratinolitik aktivite görülmektedir (Suh ve Lee 2001; 

Manczinger ve ark., 2003; Balaji ve ark., 2008; Cai ve ark., 2008; Zhang ve ark., 2009). 

Streptomyces cinsinden gelen aktinomisetler de keratinaz üreticileri arasında 

sayılmıĢtır ve bunlar çok farklı toprak bölgelerinden izole edilen mikroorganizmalardır ve 

geniĢ bir aralıktaki saç, tüy, yün gibi keratinöz substratı hidroliz edebilir (Gousterova ve 

ark., 2005). 

 

1.5. Keratinolitik Funguslar 

Doğal ortamlarında, keratinolitik funguslar, ekolojik probleme neden olan karbon, 

nitrojen ve sülfürün α keratinden geri dönüĢümünü sağlarlar dolayısıyla bu funguslar 

keratin atıkların uzaklaĢtırılmasını sağlar (Moore, 1996). Keratinolitik fungusların varlığı 

ve dağılımı keratinin ortamda bulunup bulunmamasına bağlıdır. Özellikle insan ve hayvan 

populasyonlarının yoğun oldukları bölgelerde keratinolitik fungus miktarı daha fazladır ve 

varlıkları için bu durum için seçici baskı oluĢturur çünkü bu populasyonların yoğun olduğu 

bölgelerde keratin ve keratin içerikli atıklar bolca bulunur. Diğer çevresel faktörler 

keratinolitik funguslar üzerinde çok etkili değildir çünkü funguslar diğer faktörlere karĢı 

geniĢ tölerans gösterir (Böhme ve ark., 1969). 

Fungusların keratini degrade etme yetenekleri biyokimyasal ve morfolojik açıdan 

araĢtırılmıĢ olup araĢtırmalarda öncelikle keratinolizisin biyokimsal mekanizması 

irdelenmiĢtir. Ġlk ele alınan konu ise salgılanan enzimin karakterize edilmesi olmuĢtur. 
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Çünkü bu enzimlerin patojen funguslarda olduğu gibi virulans belirleyici olarak önemli 

olabileceği düĢünülmektedir. Bu durum tespit edildikten sonra ikinci aĢamada 

biyoteknolojik açıdan kullanılıp kullanılmayacağına karar verilir, çünkü uygulama alanları 

arasında hayvan yiyecekleri, gübre üretimi, yapıĢtırıcılar, tavuk çiftliklerindeki atıklardan 

nadir aminoasitlerin üretimi vardır (Bockle ve ark., 1995; Friedrich, 1996). 

Keratinolizis olayını görülebilir hale getiren çalıĢmalar morfolojik çalıĢmalar 

olmuĢtur. Ġlk yapılan çalıĢmalarda ıĢık mikroskobu kullanılmıĢtır ve dermatofitlerin saç 

infeksiyonu sırasında hifalarında meydana gelen değiĢimleri ayrıntılı bir biçimde ele 

alınmıĢtır. Morfolojik çalıĢmalar dermatofitik keratinolitik fungusların mekanizmasını 

aydınlatmıĢtır. Diğer keratinolitik funguslar ise kendi substratları kullanılarak aynı 

çalıĢmalar gerçekleĢtirilmiĢtir (Vanbreuseghem, 1952). Morfolojik çalıĢmalarla keratinoliz 

mekanizması daha da iyi anlaĢılmıĢtır. 
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1.6.Dermatofitler ve Trichophyton sp. 

Dermatofitler, insan ve hayvanların saç, tırnak ve deri gibi keratinli dokularında 

enfeksiyon oluĢturan Fungi imperfectii sınıfına dahil fungusların özel grubudur. Bir kısmı 

doğada saprofit olarak bulunabilen dermatofitler çeĢitli yollarla insan ve hayvanlara 

bulaĢabilir. 

Ramond Sabouraud 1890 yılında dermatofitler konusunda araĢtırmalar yaparak 

dermatofitleri; Trichophyton, Epidermophyton, Mikrosporum ve Achorion olmak üzere 4 

cinste sınıflandırıp morfolojilerine, laboratuvar tanılarına yer vererek dermatofitlerin 

taksonomisini aydınlatmıĢtır. 

1930 yılında yapılan çalıĢmalarda ise Trichophyton ve Achorion cinslerinin 

birbirinin aynısı olduğunu fark edilmiĢtir. 1934 yılında ise dermatofitler konidyum 

morfolojisi ve mikroskobik özelliklerine göre tanımlanmıĢ ve 3 cins olarak belirlemiĢtir. 

Dermatofitler yüzeysel keratinize dokuları infekte ederek besin kaynağını bu 

dokuları sindirerek elde eden flamentöz funguslardır. Bu nedenle yüzeysel mantar 

enfeksiyonlarının en sık etkenlerindendir. Dermatofitlerin deri, kıl ve tırnakta yaptığı 

enfeksiyonlara ise dermatofitoz adı verilmektedir. 

Dermatofitozda derinin tutulumu ile deride kepeklenme, vezikül oluĢması ve bazen 

iltihaplanma, tırnakların tutulumu ile Ģekil bozukluğu meydana gelirken; kıl ve saçların 

tutulumu ile bunların kırılması ve dökülmesi oluĢup "tinea" denilen tipik lezyonlar olusur. 

"Tinea" güve yeniği anlamında saçlı deri lezyonlarını tanımlarken, artık tüm deri 

infeksiyonları için kullanılmakladır. Deri lezyonları yuvarlak ve çevrelerinin belirgin 

olmaları nedeniyle "ringworm" kelimesi ile de tanımlanır (Mitchell, 1984; Rippon, 1988)  

Dermatofitoza neden olan dermatofit etkenlerinin belirlenmesi, mevcut 

dermatofitozların etkin tedavisini sağlamanın yanı sıra, epidemiyolojik takip programlarına 

yol göstermesi ve halk sağlığının korunmasına katkıda bulunması nedeniyle önemlidir 

(Martin ve ark., 1999 Bilgili ve ark., 2001; ). 

Dermatofitler iki tip hyalen konidyum oluĢturabilir. Bunlar büyük, çok hücreli, düz 

ya da yuvarlak, ince ya da kalın duvarlı makrokonidyum ve daha küçük, tek hücreli düzgün 

duvarlı mikrokonidyumlardır. Bu iki konidyumun varlığına ya da yokluğuna göre üç cins 

tanımlanır; Epidermophyton, Microsporum ve Trichophyton (Weitzman, 1995; Weitzman, 

1996; Saniç, 1999;)  
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Bu grup içinde bulunan mantarlar kutanöz yerleĢim gösterdiklerinden solunum 

sistemi ile bulaĢmazlar. Hastalığın oluĢumunda çevre ve konakçıya ait hazırlayıcı nedenler 

oldukça önemlidir. 

Dermatofitlerden sadece Microsporum ve Trichophyton cinsleri kıl tutulumuna 

sebep olmaktadır. Dermatofitozların etyolojik temele göre sınıflandırılmaları mümkün 

değildir çünkü bir dermatofit türü vücudun değiĢik bölümlerinde değiĢik klinik 

görünümlere sebep olabilir. Aynı klinik görünüm diğer birçok dermatofit tarafından 

meydana getirilebilmektedir (AĢçı, 1992) 

Dermatofitler fırsatçı organizmalar olup doğada oldukça yaygındır.  deride 

yaptıkları hastalıklar oldukça geniĢtir ve önemli etkileri vardır. Yüzeysel dokulara 

yerleĢebilme yetenekleri sayesinde neden oldukları enfeksiyonlar nadiren derin dokuları da 

istila edebilir. 

 Saçlı deri ve saç enfeksiyonu (tinea capitis): öncelikli olarak çocuklarda saçları 

etkiler. 

 Sporcu kaĢıntısı (tinea cruris): Kasıklardan uyluk iç yüzüne yayılabilir.  

 Ayak parmakları arasında atlet ayağı (tinea pedis): Bu mantar enfeksiyonu bazen 

ayak tabanını tümüyle etkilemektedir. 

 El veya ayak parmağı tırnağının enfeksiyonu (tinea unguium): Yaygın olarak ayak 

ve bazen el parmaklarını da etkileyebilir.  

 Saçkıran (tinea corporis): vücudun her yerinde bulunabilir.  

 Berber dermatiti (tinea barbae): Yüzdeki sakallı bölgeyi etkiler.  
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1.6.1.Dermatofitlerin Ekolojileri 

Dermatofiler üzerinde yaĢadıkları konaklar ve bulundukları çevreye göre 3 grupta 

incelenir. 

1) Zoofilik türler: Hayvansal orjinli türlerdir, semptomatik ve asemptomatik olarak 

insanlara bulaĢabilir. Zoofilik infeksiyonlar; hayvancılık ile uğraĢma, hayvan besleme ve 

hayvan temasının yanında, hijyenik koĢullar ve sosyo-ekonomik düzey ile de iliĢkili 

olabilir (Saniç,1999). 

Bu grupta yer alan dermatofitler arasında Microsporum canis, Microsporum 

distortum, Trichophyton gallinae, Trichophyton simii vardır. Bu dermatofitler hayvanlarda 

hastalık oluĢturur ve arasıra da insanlara bulaĢabilir. Zoofilik dermatofitler hayvanların 

deri parazitleridir. Genellikle genç hayvanlarda infeksiyona neden olurlar. Sıcak, nem, 

yetersiz beslenme ve travmalar yaygın etkenlerdir  

2) Antropofilik türler: Ġnsandan insana doğrudan veya dolaylı olarak bulaĢabilir. Bu 

grupta bulunan dermatofitler çoğunlukla insanlarda hastalık oluĢturur. Saçsız deride 

infeksiyonlara yol açan bu mikroorganizmalar genellikle doğrudan temas sonucu bulaĢır. 

Bu durum, daha çok banyo ve duĢluk gibi nemli ortamlardan ya da insanların ortak eĢya 

kullanımı sonucu oluĢur. Kaynak insanlar olmasına rağmen ender olarak hayvanlarda da 

infeksiyon oluĢturabilir Bu dermatofitler arasında Trichophyton audouinii, T. 

concentricum, T. ferrugineum, T. gourvilii, E. floccosum, T. megninii, T. rubrum, T. 

schoenleinii, T. tonsurans, T. violaceum, T. yaoundei bulunmaktadır. Bu 

mikroorganizmalar çok nadir olarak hayvanlarda görülmekle beraber asıl konakları 

insanlardır. (Tümbay, 2002).  

3)Geofilik türler: Toprak kökenlidirler ve toprakla temas halinde insanlara 

bulaĢabilir. Kolonileri toprak renginde olan geofilik türler bol miktarda konidyum üretir ve 

kolaylıkla tanınır. Toprağa adapte olmuĢlardır, yaĢam alanları topraktır, ender olarak insan 

ve hayvanlardaki lezyonlardan izole edilirler.  

Bu grupta bulunan dermatofitler arasında Trichopyton terrestre, Keratinonmyces 

ajelloi, Microsporum cookei, M. gypseum, M. nanum gibi türler vardır.  

Geofilik dermatofitlerin dayanıklılıkları hücre duvarları ve sporlarıyla olur. 

Hayvanlara geofilik mantarların bulaĢması, makrokonidyumların toprağa saçılması sonucu, 

tekrar kontamine topraktan hayvanların tüylerine direkt temasla gerçekleĢir. Batı Pasifik ve 

Orta Amerika’da ve bazı tropikal bölgelerde sıklıkla bulunur (Erturan, 2004; Padhye, 
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2005). Ġnfeksiyon sporadik seyirlidir ve bulaĢma hayvanlar arasında kolaylıkla 

gerçekleĢmez. Çoğunlukla sonbaharda oluĢur, mantarlar yaz boyunca tüylerde çoğalır. 

Sinek ısırıklarının da bulaĢmada payı vardır (Arda, 2000; Cabanes, 2000). 

Antropofilik ve zoofilik dermatofitlerin göçlerle, seyahatlerle yer değiĢtirebilmesi, 

antropofilik dermatofitlerden olan Trichophyton rubrum ve Trichophyton 

mentagrophytes’in onikomikozlarda ve diğer dermatofitozlarda en sık karĢılaĢılan sebepler 

arasında yer alması, dermatofitlerin bölgelere göre epidemiyolojik özelliklerinin 

belirlenmesinin önemini ortaya çıkarmaktadır (KuĢtimur, 2004; Gupta, 2008). 

Dermatofitler morfolojik özellikleriyle benzerlik gösterirken coğrafik 

dağılımlarında ise yaĢadığı bölgelere spesifik tipik özelliklere sahiptir. Bazıları yaĢadığı 

bölgelerde endemik olup bu bölgede yaĢayan insanlarca diğer bölgelere taĢınabilir bunun 

dıĢındakiler tüm dünyada yaygındır. 

Yapılan birçok çalıĢma sonucunda dermatofitik fungusların proteolitik, keratinolitik 

ve lipolitik aktivitelere sahip oldukları belirlenmiĢtir. Dermatofitler tarafından sentezlenen 

ve salgılanan serin proteazların derinin fungal invazyonunda büyük bir rol oynadığı kabul 

edilmektedir (Kaufman ve ark., 2007). 

Genellikle dermatofitler tarafından salgılanan keratinazların dermatofitlerin 

virulansı için önemli olduğu kabul edilmektedir. Dermatofitlerin keratinize olmuĢ dokuları 

invade edebilme yeteneği dermatofitlerin biyolojik bir özelliğidir (Monod ve ark., 2002)  

Bu özel grup patojenik funguslar keratin substratını en iyi parçalayan 

mikroorganizmalar arasında yer alır. Bu nedenle keratin hidrolizi yapılması gereken, tıp, 

kozmetik, deterjan, deri endüstrisi gibi farklı alanlarda uygulanmalıdır (Friedrich ve ark., 

2003). Keratinolitik funguslar, patojenitede önemli rol oynamasının yanı sıra aynı zamanda 

çevre kirlenmesine neden olan keratin atıklarının biodegradasyonunda da önemli rol oynar 

(Muhsin ve ark., 2002) 
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1.6.2. Trichophyton sp. 

Funguslar içerisinde özel bir grup olan dermatofitlerin önemli genuslarında biri 

olan Trichophyton sp. ekstraselüler keratinaz üretebilme yeteneğinde olan insan ve hayvan 

patojeni fungusları kapsar. Trichophyton türleri Malmsten tarafından 1845 yılında 

tanımlanmıstır (Matsumoto, 1987)  

Trichophyton sp.üreyebilmek için keratin dokuya ihtiyaç duyar bundan dolayıda 

saç, tırnak ve yüzeysel deri alanlarına yerleĢir ve buralarda keratin dokuları parçalamak 

suretiyle lezyonlar oluĢturur. Ayak ve tırnaklardaki infeksiyonun en önemli ve en yaygın 

nedenidir. 

Trichophyton sp. dermatofitler içerisinde yoğun olarak onikomikoza sebep olan 

genustur. Özellikle Trichophyton rubrum insanlarda onikomikoz etkenidir. 

Bu genusun üyeleri; 

Hem mikrokonidyum hem de makrokonidyum olusturur. Hakim olan ve tanıda 

temel alınan spor formu tek hücreli mikrokonidyumdur (Greer, 1994). 

Makrokonidyum kalem ya da çomak, fuziform veya silindirimsi Ģekilde tek tek 

bulunabileceği gibi küme halinde de bulunabilir. Genellikle ince duvarlı 1-12 bölmeli 

olabilirken birçok tür de makrokonidyum yoktur. Mikrokonidyumlar 2,5-4 µm çaplı 

küremsi ve sayıca makrokonidyumlardan fazladır. Armut Ģeklinde, küresel yada lobut 

Ģeklinde olabilir. 

Hifler yan kısımlarında ya da uçlarında tek tek veya üzüm salkımı Ģeklinde 

dizilebilir, bu dizilim tür teĢhisinde oldukça önem arz etmektedir. 

Tanıda temel alınan spor formu tek hücreli mikrokonidyumdur, kolonileri katı 

ortamlarda üreyebilme yeteneğindedidir. Bu cinste yaklasık 22 tür bulunmaktadır (Macura, 

1993) 
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1.7. Keratinazların Biyoteknolojik Kullanım Alanları 

Keratinazların biyoteknolojik olarak ilk kullanım alanları tarımsal ve endüstriyel 

faaliyetler sonucu açığa çıkan keratin atıkların biyodegradasyonu ile değerli ürünlere 

dönüĢtürülmesidir. Bu atıkların geri dönüĢümünün sağlanması yoluyla çevre kirliliğinin 

minimal düzeye indirilmesi hedeflenmektedir (Daroit ve ark., 2009; Kublanov ve ark., 

2009; Moreira-Gasparin ve ark., 2009; Syed ve ark., 2009). Biyodegradasyon iĢlemleri her 

geçen gün ilerlemekte ve çevreye atık olarak bırakılan biyolojik atıkların keratinaz ile 

enzimatik hidrolizi yapılarak çok değerli yeni  ürünler insanların kullanıma hazır hale 

getirilmektedir (Gessesse ve ark., 2003; Brandelli, 2008; Tatineni ve ark., 2008; Daroit ve 

ark., 2009). Bu atıkların biyodönüĢümü ayrıca azotlu gübre hazırlanması ve toprak ıslahı 

açısından da faydalı olabilmektedir. Keratinazlar bu uygulamanın dıĢında da 

biyoteknolojik açıdan farklı birçok uygulama alanı bulabilmektedir (Gousterova ve ark., 

2005). 

Keratinazlar tüy yan ürünü olan yem ve gübre için etkin maliyette uygulama alanı 

bulabilmektedir. Hayvan besleme açısından değerli olan tüy yemleri(feather meal) önemli 

miktarda besin değeri yüksek protein ve dolayısıyla aminoasit içermektedir ancak 

içeriğindeki yüksek keratin ve disülfit bağlarından dolayı % 5 gibi bir sindirilme oranına 

sahiptir bundan dolayı bu tüylerin besin değerinin bozulmadan ve en faydalı biçimde tüy 

yemine dönüĢtürülmeleri çok önemlidir. Bu tüyler yüksek enerji kullanımı gerektiren 

buhar basınçlı uygulama yöntemiyle tüy yemine dönüĢtürülürken tüy proteinleri denatüre 

olmaktadır ve bu sırada proteinlerin yaklaĢık olarak %50 ‘si kaybolmaktadır Son 

zamanlarda ısı muamelesi ile tüylerin hayvan yemlerine dönüĢtürülmesi prosesinde bazı ısı 

duyarlı bazı aminoasitlerin (lizin, triptofan, metiyonin) kaybı söz konusudur. Kaybolan bu 

aminoasitlerin yerine besleyici olmayan bazı aminoasitler eklenmektedir (lysin, alanine ve 

lanthionine) (Brandelli and Riffel, 2005). Kaybolan aminoasitlerle beraber bu hayvan 

yemleri hem besin verimi açısından azalmakta hem de maliyet artmaktadır. Bu 

aminoasitlerin eksikliği nedeniyle tüy yemlerinin hayvanlarca tüketimi kısıtlanmaktadır  

(Papadopoulos ve ark, 1986; Wang ve Parsons, 1997). 

Bu duruma alternatif metod ise enzimatik ya da fermantatif metottur. Bu 

yöntemlerle üretilen hayvan yemleri nadir aminoasitler bakımından zengindir (cysteine, 

serine ve proline). Bu Ģekilde elde edilen ürün beslenme substratı olarak daha farklı 

kullanım alanları bulabilmektedir. Keratinaz kullanımı ile tüylerin pepsin sindirilebilirliği 
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de klasik yöntemlere göre daha fazla olmaktadır ve hayvan beslenmesindeki sınırlama da 

ortadan kalkmaktadır. Bu metodla ayrıca gübre, yapıĢtırıcı ve biyolojik olarak 

parçalanabilen filmler oluĢturulabilmektedir (Brandelli, 2008). 

Keratinazlar, deri endüstrisinde de özel enzimlerdir. Hayvan derilerini endüstriyel 

olarak kullanıma uygun hale getirmek için uygulanan tabaklama iĢlemi sırasında kılların 

uzaklaĢtırılması iĢlemi sırasında (enzimatik dehairing) keratinazlardan faydalanılmaktadır. 

Tabaklama iĢlemi sırasında bol su kullanılmaktadır (Cantera, 2001; Thanikaivelan ve ark, 

2004). 

Tabaklama iĢlemi sonrası oluĢan atık su miktarı hayli fazladır. Örnek verilecek 

olursa 1 kg derinin iĢlenmesiyle 30-50 lt atık su oluĢur. Bu atık sular çok fazla miktarda 

kirletici ajan içermektedir. Enzimatik olarak deri tüyü ya da yünlerin uzaklaĢtırılması 

sürecinin önemli bir özelliği tamamen tüylerin giderilmesi ve sülfidin minimal 

kullanımıdır. Tabaklama sonrası oluĢan kirli suyun yapısında bulunan ajanların mümkün 

olduğunca azaltılması iĢleminde keratinazların kullanımı önem arz etmektedir, bu 

enzimlerin ticari olarak kullanımlarıyla tüy yada yün uzaklaĢtırmaları sırasında yüksek 

derecede verim elde edilmektedir. 

Minimal sülfit kullanımı ve tabaklama iĢlemi sonrası ortaya çıkan kirli su 

oluĢumunun mümkün olduğunca azaltması ve keratini parçalarken kollojen gibi diğer 

yapısal proteinlere zarar vermemesi bu proteolitik enzimleri deri endüstrisinde değerli 

kılar. Bu açıdan keratinazlar hem ekonomik hem de ekolojik olarak önemli enzimlerdir 

(Brandelli, 2008). 

Tıp ve veterinerlik alanlarında keratinazlarla yapılan birçok çalıĢmada  

Trichophyton ve Microsporum gibi dermatofitik fungusların keratinolitik potensiyelleri 

dikkat çekmektedir. Bu fungusların biyoteknolojik potensiyelleri üzerinde bazı çalıĢmalar 

yapılmıĢ olmasına rağmen, potansiyel patojenite faktörü olmalarından dolayı ticari ilgi 

yetersiz kalmıĢtır (Brandelli ve ark., 2010) 

Keratinazların farmasötik ve kozmetik uygulamaları da tanımlanmıĢtır (Brandelli, 

2008). Bazı keratinazlar, jelatini hidroliz etmemeleri ve kollojenaz için gerekli substrata 

dokunmamaları dolayısıyla kollojen yıkımına neden olmama gibi cezbedici özelliklerinden 

dolayı kozmetik ve farmasötik açıdan ilgi çekici hale gelmiĢtir. Ġnsan cildinin yapısal 

proteinlerinden olan kollojene zarar vermediğinden tıraĢlama proseslerinin 

komponentlerinde tüy dökücü olarak bulunup kozmetik sanayinde yerini almıĢtır, ayrıca 
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keratinazlar aknelerde ve sedef hastalığında cilt yüzetinde bulunan keratinin ve nasırların 

uzaklaĢtırılması için de kullanılabilir (Brandelli, 2008). 

Keratinazın, keratin proteinin β pililerinde gösterdiği etkiyi prion plaklarını 

parçalama alanında da kullanılması ümit edilmektedir (Gupta ve Ramnani, 2007). Prion 

proteinlerinin keratinaz enzimi ile enzimatik olarak hidrolizi için önemli ve umut verici 

olduğu bildirilmiĢtir (Brandelli, 2008). Prion proteinleri hayvanlarda deli dana, insanlarda 

kuru hastalığı, kronik zayıflama hastalığı gibi ciddi rahatsızlıklara neden olmaktadır.  

Bunların yanı sıra keratinazlar dermatofitoz tedavisi için aĢıların hazırlanmasında 

da kullanılabilir (Vignardet ve ark., 2001; Friedrich ve ark., 2005; Gradisar ve ark., 2005; 

Mohorcic ve ark,. 2007). Ek olarak keratinazlar tıpkı tıbbi bir yara ilacı gibi yara izlerinin 

uzaklaĢtırılması dolayısıyla iyileĢme sürecinin hızlandırılmasında kullanılabilir (Chao ve 

ark., 2007). 

Ayrıca araĢtırılması gereken diğer potansiyel ilginç bir alan da keratin içeren 

atıkların parçalanması sonucu elde edilen biyoaktif peptidlerdir (Riessen ve Antranikian 

2001; Matsui ve ark., 2009). 

Keratinazların alkali pH aralığında olmaları, düĢük ve orta sıcaklıkta etkin olmaları, 

surfaktan ve deterjan uyumluluğunun yanı sıra beyazlatma etkinlikleri dolayısıyla deterjan 

formülasyonlarında katkı maddesi olarak kullanıldıkları bildirilmiĢtir (Rai ve ark., 2009; 

Zhang ve ark., 2009; Prakash ve ark., 2010; Xie ve ark., 2010). 

Diğer bir çalıĢmada ise keratin hidrolizatlarının metan gazının yanı sıra ısınma 

iĢlemleri için yakıt partiküllerini oluĢturabileceği yönündedir. Keratinöz yan ürünlerin 

yakıtlara dönüĢümü enerji geri dönüĢümü konusunda ilgi çekici bir konu olmaktadır 

(Ichida ve ark. 2001) 

Keratinazlar biyohidrojen üretiminde de kullanılabilir (Balint, 2005). Keratinazların 

diğer bir uygulama alanı ise immobilize keratinazlardır. Ġmmobilize keratinazlar sınırlı 

proteoliz gerektiren uygulamalar için idealdir (Chen ve ark., 1994). 

Tüm bunların dıĢında keratinazlar; tekstil alanında fiber modifikasyon, iĢlevsel 

protein modifikasyonu, agroendüstriyel alanda entamopatojen üretimi, yiyecek sağlanması, 

biyomedikal olarak dermatolojik tedavi sağlanmasında kullanılmaktadır (Brandelli, 2008). 
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1.8. Amaç 

Dermatofitlere ait keratinazlar keratin substratını en iyi parçalayan enzimlerdir. 

Eğer bu patojen mikroorganizmaların keratinaz tanımlaması iyi yapılabilirse nonpatojen 

olan mikroorganizmalardan keratinaz izolasyonuna katkıda bulunup, keratini parçalama 

yeteneği arttırılabilir ve böylece endüstriyel enzim pazarına çok daha kaliteli ve verimli 

enzimler kazandırılabilir. 

Trichophyton sp.’ye ait enzimin ilgili gen bölgesi nonpatojen mikroorganizmalara 

aktarılarak biyoteknolojik olarak kullanılma potansiyeli arttırılıp yeni bir gen kaynağı 

oluĢturulabilir. Ayrıca enzim farklı özellikler barındıran yeni bir keratinaz olabilir ve henüz 

tam olarak aydınlatılamayan keratinolizis prosesini açıklamaya yardımcı olabilir.  

ÇalıĢmamızda dermatofitik funguslara ait Trichophyton sp.’den keratinaz 

izolasyonu ve kısmi karakterizasyonu yaparak biyoteknolojik olarak kullanılabilme 

potansiyelinin araĢtırılması amaçlanmaktadır. 
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

Endüstriyel biyoteknolojiden elde edilen ürünler; yaĢayan hücreler, yenilenebilir 

kaynaklar ve enzimler kullanılarak üretilmektedir (Maury ve ark., 2005). Özellikle 

enzimler bu alanda kullanılmak üzere birçok araĢtırmacı tarafından uzun yıllardır 

çalıĢılmaktadır. AraĢtırmacılar çok farklı kaynaklardan enzim izolasyonu ve 

karakterizasyonu yapmıĢlardır. Biyoteknolojik kullanım alanında proteazlara diğer 

enzimlerden daha fazla talep olması yapılan proteaz çalıĢmalarını daha da öne çıkarmıĢtır 

(Harwood, 1992; Bhat, 2000). 

Ġlk olarak, Yu ve ark. (1971), Trichophyton mentagrophytes’den ekstaraselüler 

keratinolitik proteaz izole ederek proteazın saflaĢtırma iĢlemlerini gerçekleĢtirmiĢlerdir. 

saflaĢtırma basamaklarının ardından SDS page ile keratinaza ait 2 protein bandı tespit 

etmiĢlerdir. Keratinazlardan ilkinin moleküler ağırlığı 48 kDa ve optimum pH ise 7.0; 

ikinci keratinazın moleküler ağılığı ise 34 kDa ve optimal pH ise 9.5-9.8 aralığında 

bulunmuĢtur. 

Kunert (1973), Dermatofitlerin keratini parçalama mekanizmasını açıklamak 

amacıyla Dermatofit Microsporum gypseum’u mineral bir ortamda insan saçı üzerinde 

yetiĢtirerek filtratları sephadex jeller üzerinde kromatograflamıĢ ve ardından daha ileri 

kimyasal analizler ve ince tabaka kromatografisi ile karakterize etmiĢtir. ÇalıĢması 

sırasında keratin ayrıĢma ürünlerinin 2 fraksiyona ayrıldığını saptamıĢtır. Ġlk fraksiyonda 

proteinlerin düĢük miktarda sülfür içerdiğini fakat 2. fraksiyonda bol miktarda sistin, S- 

sülfosistein, sisteik asit içerdiğini saptamıĢtır. S-sülfosisteinin hem serbest halde hem de 

peptitlerle birleĢik halde bulunduğunu görmüĢtür bu sonuç ile dermatofitlerin keratindeki 

disülfit bağlarını parçalayarak sistin ve S sülfosisteine çeviren sülfit salgıladığını açıkça 

göstermiĢtir.  

Asahi ve ark. (1985), Dermatofit Trichophyton rubrum’un proteinaz aktivitesini 

araĢtırmıĢlardır. Sephadex G 100 kromatografi yöntemini kullanarak keratinaz enzimini 

diğer non-proteolitik enzimlerden ayırmıĢlardır. ÇalıĢmaları sonucunda enzimin moleküler 

ağırlığını 36 kDa ve optimum pH değerini ise 7.8 olarak tespit etmiĢlerdir. 

Apodaca ve McKerrow (1985), Dermatofit Trichophyton rubrum’dan ekstraselüler 

proteinaz saflaĢtırmıĢlar ve karakterizasyon çalıĢmalarını yapmıĢlardır. Ġyon exchange 

kromatografi tekniğini kullanıp ardınan SDS page yaparak enzimin moleküler ağırlığını 44 

kDa,  optimum pH değerini ise 8.0 olarak tespit etmiĢlerdir. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20McKerrow%20JH%5Bauth%5D
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Tsuboi ve ark. (1987), Dermatofit olmayan fakat insan vücut yüzeyinde 

Sporotrikoz'a neden olan bir fungus Sporothrix schenckii ‘yi azot kaynakları farklı olan 2 

ayrı kültür ortamında yetiĢtirmiĢler. Azot kaynağı olarak albuminin kullanıldığı kültür 

ortamından elde edilen ekstraselüler proteazı saflaĢtırmak amacıyla sırasıyla DEAE-

Sepharose CL-6B ve Sephacryl S-200 kolon kromatografisinden geçirip ardından SDS 

page tekniğini kullanılarak enzimin moleküler ağırlığı 36.5 kDa, optimum pH değerini ise 

6.0 olarak tespit etmiĢlerdir. Azot kaynağı olarak kollojenin kullanıldığı kültür ortamından 

izole edilen enzimde de aynı saflaĢtırma basamakları kullanılmıĢ ve bu proteazın 

moleküler ağırlığı 39 kDa ve optimum pH değeri ise 3.5 olarak bulunmuĢtur. 

Tsuboi ve ark. (1989), Dermatofit Trichophyton mentagrophytes’den ekstraselüler 

keratinolitik proteaz izole edip enzimin asidik pH’da aktivitesini gözlemlemiĢlerdir. 

ÇalıĢmalarında enzimin karakterizasyon çalıĢmalarınını da yapmıĢlardır. Enzimi DEAE-

sepharose CL-6B kolondan geçirip ardından SDS page tekniğini uygulayarak enzimin 

moleküler ağırlığını 41 kDa olarak tespit etmiĢlerdir. 

Kunert (1989), keratinolitik 2 organizmayı prokaryot Streptomyces fradiae ve 

ökaryot fungus Microsporum gypseum’u keratin parçalama mekanizmalarını araĢtırmıĢtır. 

Mikroorganizmaları steril koyun tüyü içeren mineral çözeltisi içerisinde kültüre bırakarak 

substrattaki kayıpları incelemiĢtir ardından kültürdeki parçalanma ürünlerini analiz ederek 

Microsporum gypseum’un ortama sülfit salgıladığından substratın disülfit bağlarını 

parçaladığını yani keratinin ekstraselüler proteazlar vasıtasıyla sülfitolizise uğratılarak 

denatüre edildiğini ortaya koymuĢtur. Sonuç olarak sülfitolizis ürünleri olan sistin ve S- 

sülfosistein içeren peptid birikimini gözlemlemiĢtir. 

Rojanavanich ve ark. (1990), Dermatofit Hendersonula toruloidea’den 

ekstraselüler proteaz saflaĢtırıp karakterize etmiĢlerdir. ÇalıĢmalarında CM Sephadex G-50 

kolon kromatografisi ve Sephacryl S-200 kolon kromatografisi tekniklerini kullanılmıĢtır. 

Saf enzimin serin proteaza benzeyen kimotripsin olduğunu tespit edip optimum pH 

değerinin 9.0, moleküler ağırlığının 34 kDa olduğunu saptamıĢlardır. Ayrıca bu proteazın 

tırnak ve cilt gibi sıkı keratinize dokularda invazyona neden olabileceğini belirtmiĢlerdir. 

Qin ve ark. (1992), Trichophyton schoenleinii’den keratinaz izole edip 

tamımlamıĢlardır. ÇalıĢmaları sonucunda elde ettikleri keratinazın moleküler ağırlığını 38 

kDa olarak tespit etmiĢlerdir. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Rojanavanich
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Nam ve ark. (1992), Termofil Fervidobacterium islandicum AW-1 suĢuna ait 

keratinaz izole etmiĢler ve bu bakterinin literatürde bilinen en yüksek sıcaklıkta optimum 

aktivite gösterdiğini bildirmiĢlerdir. Bu ekstrem değeri ise 100 ºC olarak saptamıĢlardır 

aynı zamanda bu enzimin 90 dakika boyunca stabil kalabildiğini saptamıĢlardır. 

Dozie ve ark. (1994), Keratinolitik fungus Chrysosporium keratinophilum’dan 

keratinaz izole etmiĢlerdir, elde ettikleri keratinazın optimum aktivite gösterdiği sıcaklığın 

90 ºC olduğunu ve enzimin bu sıcaklıkta 30 dakika boyunca stabil kaldığını saptamıĢlardır. 

Bockle ve ark. (1995), Streptomyces pactum DSM 40530’dan keratinaz enzimi 

üretmiĢlerdir. Enzimin karakterizasyon çalıĢmalarında ise moleküler ağırlığını 30 kDa 

olarak saptamıĢlar. Enzimin pH 7.0 ve pH 10.0 gibi geniĢ bir aralıkta aktif olduğunu, 40°C 

ve 70°C arasında stabil kalabildiğini saptamıĢlardır. 

Friedrich ve Antranikian (1996), Termofil bir bakteri olan Fervidobacterium 

pennavorans ‘dan keratinaz karakterizasyonu yapmıĢ ve enzimin moleküler ağırlığını 130 

kDa, optimum pH 10.0 olarak tanımlamıĢlardır. Ayrıca enzimin serin- proteaz ailesine 

dahil olduğunu belirtmiĢlerdir. 

Bockle ve Muller (1997), Sreptomyces pactum ile yaptıkları araĢtırmada S. 

Pactum’un tavuk tüylerininin yapısında bulunan disülfit bağlarını indirgeyebildiğini 

göstermiĢlerir. Böylelikle S. Pactum’un keratinin hidrolizini sağlayan disülfit redüktaz 

üreticisi olduğu  sonucuna varmıĢlardır. 

Letourneau ve ark. (1998), Streptomyces sp’yi doğal olarak parçalanan tüylerden 

izole edip tüy yeminde ürettiklerinde ise elde edilen keratinazın yüksek aktivite 

gösterdiğini saptamıĢlardır.  

Jewell (2000), Nonobligat predatör olarak yaĢamını sürdüren saprofitik bir bakteri 

olan Burkholderia 2.2 N suĢundan yeni bir proteaz saflaĢtırıp karakterize etmiĢtir. 

ÇalıĢmaları proteaz aktivitesinin pH 7.5’da pH 9.0’a göre 4 kat; pH 4.0’a göre 25 kat fazla 

olduğunu göstermiĢtir. SaflaĢtırma basamaklarında Amonyum sülfat presipitasyonunu 

uygulandığında proteaz aktivitesinin 20 kat arttığını, DEAE-Sepharose kolon 

kromatografisinin ardından ise bu artıĢın 50 kata ulaĢtığını belirlemiĢtir. Karakterizasyon 

çalıĢmalarında, kazein içeren polyakrilamid zimogram analizi sonucu 60 kDA hidroliz 

bandı gözlemlenmiĢ aynı zamanda SDS page ile de 60 kDA ağırlında 2 eĢ proteaz bandı 

bulunmuĢtur. Bu bantlara hem filtre edilmiĢ süpernatantta hemde amonyum sülfat 



 

 

26 

 

presitasyonu ve DEAE-Sepharose kolon kromatografisi uygulanmıĢ saf proteaz örneğinde 

rastlanmıĢtır.  

Rozs ve ark. (2001), Bacillus licheniformis K-508 suĢunu tüylü besiyerinde 

üretmiĢlerdir. ÇalıĢmalarında besiyerini pH 7.0’de ve sıcaklığını 47°C olarak 

kullanmıĢlardır. Üretilen enzimin tavuk tüyünü parçalamada oldukça etkin olduğu 

belirtmiĢlerdir. 

Coral ve ark. (2003), Aspergillus niger Z1 suĢundan termostabil bir proteaz 

tanımlamıĢlardır. ÇalıĢmaları sonucunda SDS page analizi ile 2 protein bandı tespit 

etmiĢlerdir. Yapılan zimogram analizi ile enzimin moleküler ağırlığı 68 kDa tespit 

edilmiĢtir. Karakterizasyon çalıĢmalarında ise enzimin optimum sıcaklığı 40 °C, optimum 

pH ise 9.0 olarak tespit edilmiĢtir, ayrıca enzimin 90°C’ye kadar stabilitesini koruyabildiği 

saptanmıĢtır. 

Bernal ve ark. (2003), Kocuria rosea’dan farklı özellikte bir ekstraselüler keratinaz 

karakterize edip enzimi saflaĢtırmıĢlardır. SaflaĢtırma iĢlemleri sırasında öncelikle DEAE 

kolon kromatografisini kullanıp süpernatanta göre 24 kat fazla saflaĢtırma sağlanmıĢ 

ardından ise jel filtrasyon kromatografisi tekniğini kullanmıĢlardır. Ardından yapılan SDS 

page ile enzimin doğal moleküler ağırlığını 240 kDa olarak saptamıĢlardır. 

Karakterizasyon çalıĢmalarında ise enzimin optimum pH değeri 10.0, optimum sıcaklık 

değeri 40°C saptanmıĢ olup, pH 8.0-11.0 ve 10-60°C aralığında enzimin stabil kaldığı 

sonucuna varmıĢlardır. 

Huang ve ark. (2003), Bacillus pumilus’tan serin proteaz tanımlamıĢlardır. 

ÇalıĢmaları sonucunda enzimin moleküler ağırlığını 32 kDa, optimum pH değerini 10.0, 

optimum sıcaklık değerini ise 55 ºC olarak bulmuĢlardır. Bu serin proteazın derilerden 

yünlerin uzaklaĢtırılmasında(dehairing) oldukça etkin olduğunu belirtmiĢlerdir. 

Korkmaz ve ark. (2003), Topraktan izole edilen ve tüylü besiyerinde yüksek 

keratinolitik aktivite gösteren doğal tip Streptomyces BA7 suĢundan keratinaz izole 

etmiĢlerdir. Karakterizasyon çalıĢmalarıyla keratinolitik aktivitenin 30-60°C arasında 

%100 korunduğunu belirlemiĢlerdir. Yapılan SDS page analizi sonucunda ise enzimin 

moleküler ağırlığının 44 kDa olduğunu saptamıĢlardır.  

Balint (2005), Biyohidrojen üretimi gerçekleĢtirmek amacıyla Bacillus suĢunun 

keratin parçalama özelliğinden yararlanmıĢtır. Bu amaçla 2 aĢamalı fermantasyon sistemini 

uygulamıĢtır. Atıkların parçalanmasının ardından aminoasit ve peptid açısından zengin 
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ürünler elde edilmiĢtir. Bu ürünleri anaerobik Thermococcus litoralis için besin kaynağı 

olarak kulanıp fizyolojik yan ürün olarak ciddi ölçüde hidrojen üretilebildiğini 

göstermiĢtir. 

Gradisar ve ark. (2005), Ġki keratinolitik fungus Paecilomyces marquandi ve 

Doratomyces microsporus’dan elde edilen keratinazların özelliklerini diğer bilinen 

proteazlarla karĢılaĢtırmıĢlardır. Paecilomyces marquandi’den elde edilen keratinazın 

monomerik özellikte olduğu ve saflaĢtırmanın ardından yapılan SDS page analizi ile 

moleküler ağırlığının 33 kDa ve enzimin pH 6.0-11.0 arasında stabil oduğunu 

saptamıĢlardır. Bunununla beraber maksimum keratinaz aktivitesinim pH 8.0, optimum 

sıcaklığının ise 60-65°C arasında gözlendiği sonucuna varmıĢlardır. Doratomyces 

microsporus’dan elde edilen keratinazın ise moleküler ağırlığının 30 kDa ve pH 8.0’ de 

optimum aktivite gösterdiğini saptamıĢlardır. 

Moallaei ve ark. (2006), Trichophyton vanbreuseghemii’den keratinaz karakterize 

etmiĢlerdir. Karakterize ettikleri keratinazın moleküler ağırlığınının 37 kDa olduğu 

sonucuna varmıĢlardır. 

TaePark ve JooSon (2007), Mezofilik Bacillus megaterium F7-1 suĢunun tavuk 

tüyü parçalama ve keratinolitik enzim üretme yeteneğinin çevresel etkilerini 

araĢtırmıĢlardır. Enzim üretim pH 7.0-11.0 aralığında, enzim üretme sıcaklığının 25-40 ºC 

aralığında olduğunu saptamıĢlardır. 

Moreira ve ark. (2007), Bitki patojeni fungus Myrothecium verrucaria’dan bitki 

patojeni funguslar arasında alıĢılmıĢın dıĢında keratinolitik bir proteaz tanımlamıĢlardır. Bu 

proteazın substratları 40°C ve pH 9.0 ‘da degrade ettiğini belirlemiĢlerdir. Farklı keratinöz 

substratları parçalama yeteneğini ise en yüksek olandan en düĢük olana doğru 

sıralamıĢlardır. ÇalıĢmalarına göre bu patojen fungustan üretilen keratinazın sırasıyla; 

tavuk tüyü, koyun yünü, insan tırnağı, insan saçını degrade edebilme yeteneğinde olduğunu 

bildirmiĢlerdir. 

Ogino ve ark. (2007), Deri parçalama özelliğinde olan bir proteazı Bacillus sp. PN-

13 suĢundan izole ederek tanımlamıĢlardır. ÇalıĢmaları sonucunda proteazın moleküler 

ağırlığı yaklaĢık 30 kDa olarak bulunurken, optimum sıcaklık 40°C, optimum pH ise 10.0 

olarak bulunmuĢtur. 

Raju ve ark. (2007), Dermatofit fungus Microsporum gypseum’dan keratinaz izole 

edip keratinaz üretme potansiyelini araĢtırmıĢlardır. Ayrıca enzim karakterizasyon 
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çalıĢmalarını yapıp saflaĢtırılmasını sağlamıĢlardır. SaflaĢtırdıkları keratinazın moleküler 

ağırlığını 33 kDa tespit etmiĢlerdir. Ayrıca enzimin optimum pH değerini 8.0, optimum 

sıcaklığını ise 35°C olarak saptamıĢlardır.  

Anbu ve ark. (2008), Hindistanda tüy atıklı topraklardan elde ettikleri Trichophyton 

sp HA-12 suĢundan ekstraselüler keratinaz karakterize etmiĢlerdir. ÇalıĢmaları sırasında 

kültüre karbon kaynağı olarak tavuk tüyü ilave ettiklerinde keratinaz üretiminde belirgin 

bir artıĢ görmüĢlerdir. Elde ettikleri keratinazı sırasıyla önce DEAE –Seluloz ve Sephadeks 

G-100 kolon kromatografisinden geçirerek saflaĢtırmıĢlardır. Ardından SDS page 

uygulayarak enzimin moleküler ağırlığı 34 kDa olarak tespit etmiĢlerdir. Enzimin optimum 

pH değerini 7.8; optimum sıcaklığını ise 40°C olarak saptamıĢlardır. 

Mabrouk (2008), 70 farklı aktinomiset izole ederek keratinaz üretimi açısından 

değerlendirmiĢtir. ÇalıĢmaları sonucunda 16S rRNA sekans analizi ile en yüksek 

keratinolitik aktivite gösteren suĢ Streptomyces sp. MS-2 olarak saptanmıĢtır. Enzimin 

optimum sıcaklık değeri ise 35 °C olarak bulunmuĢtur. 

Pillai ve Archana (2008), Hindistanda, Mumbai bölgesinden sıcaklığı 45-50°C olan 

kaplıcadan Bacillus subtilis P13 suĢunu izole etmiĢlerdir. Ardından karakterizasyon 

çalıĢmalarını yaparak enzimin optimum sıcaklığını 65°C olarak saptamıĢlardır. ÇalıĢmaları 

sonucunda enzimin serin tip proteaz olduğunu göstermiĢlerdir. Ayrıca bu proteazın 

keçilerde ve benzer diğer hayvanlarda kıl dökücü etkisi olduğunu belirtmiĢlerdir. 

Biyoteknolojik uygulamalarda özellikle tüy ve deri endüstrisinde bu enzimin 

kullanılabilirliğini tartıĢmıĢlardır. 

Balaji ve ark. (2008), Boynuz ve toynaklardan doğal proteolitik mikroorganizmaları 

izole etmek amacıyla bu substratlara yüksek buhar basıncı ile muamele etmiĢ ve izole ettiği 

mikroorganizmaları boynuz unu ihtiva eden tuzlu kültür ortamında geliĢtirerek 

keratinolitik aktivitelerini belirlemiĢlerdir. ÇalıĢmaları sonucunda en fazla keratinolitik 

aktivite gösteren mikroorganizmanın Bacillus subtilis MTCC(9102) olduğunu belirlemiĢler 

ve bu ekstraselüler keratinaz üretme yeteneğinde olan mikroorganizmadan elde ettikleri 

keratinazı saflaĢtırıp karakterizasyon çalıĢmalarını yapmıĢlardır. SaflaĢtırma 

basamaklarında sırasıyla amonyum sülfat presipitasyonu, iyon exchange kromatografisi ve 

en son olarak da jel filtrasyon kromatografi tekniğini kullanmıĢlardır. ÇalıĢmaları 

sonucunda yaptıkları SDS page ile enzimin moleküler ağırlığını 64-69 kDa arasında tespit 
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etmiĢlerdir. Enzimin optimum sıcaklığını 40°C, optimum pH’nı ise 6.0 olarak tespit 

etmiĢlerdir. 

Cai ve Zheng (2009), Bacillus subtilis KD-N2 suĢundan keratinaz izole etmiĢlerdir. 

Keratinazı amonyum sülfat presipitasyonu, Sephadex G-75 ve DEAE Sepharose 

kromatografi tekniklerini kullanarak saflaĢtırmıĢlardır. Karakterizasyon çalıĢmalarında 

enzimin molekül ağırlığını 30.5 kDa, Optimum sıcaklığını 55°C, optimum pH: 8.5 olarak 

tespit etmiĢlerdir. Enzimin bazı metal iyonları, organik çözücüler ve serin proteaz 

inhibitörü olan PMSF ile nispeten inaktive olurken tersi olarak SDS, EDTA ile aktivitede 

artıĢ sağladığını bildirirlerken yanı sıra DTT, merkaptoethanol, L-sistein, sodyum sülfit, 

amonyum sülfamat, dimethylsulfoxide’in (DMSO) ise enzimi baskıladığını tespit 

etmiĢlerdir. 

Syed ve ark. (2009), Isıya dayanıklı ve tüy parçalama yeteneğinde bir tür olan 

Streptomyces gulbargensis’in keratinaz enzimi üretme yeteneğini araĢtırmıĢlardır. 

ÇalıĢmaları sonucunda enzimin optimum sıcaklığı 45°C olarak bulunurken, optimum pH 

değeri ise 9.0 olarak saptanmıĢtır. Ayrıca enzimin monomerik yapıda olduğu ve moleküler 

ağırlığının ise 46 kDa olduğu sonucuna varmıĢlardır. 

Konwarh ve ark. (2009), Ġmmobilize keratinaz çalıĢmaları yapmıĢlardır. 

ÇalıĢmalarında polimer destekli demir oksit nano partiküllerini içeren immobilize 

keratinaz keçi derisi üzerinde denenmiĢtir. BaĢarılı bir sonuç elde edilen çalıĢmada 

enzimatik dehairing gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Moreira ve ark. (2009), Filamentöz fungus Myrothecium verrucaria’nın doğal tüy 

parçalama yeteneğini araĢtırmıĢlardır. ÇalıĢmaları sonucunda enzimin küçük monomerik 

yapıda olduğu sonucuna varmıĢlardır. Karakterizasyon çalıĢmalarıyla optimum pH 8.3 

olduğu ve enzimin pH 5.0-12.0 aralığında stabil olduğunu ayrıca enzimin optimum 

sıcaklığını 37°C olarak saptamıĢlardır. Ayrıca enzimin 45ºC’ye kadar stabilitesini 

koruyabildiği sonucuna varmıĢlardır. Enzimin saflaĢtırılması aĢamasında ise sephadex G 

100 kolon kromatografisi kullanılmıĢtır. Kromatografinin ardından SDS page ve gümüĢ 

boyamayla yaklaĢık 23 kDa olan protein bandı gösterilmiĢtir. 

Rai ve ark. (2009), Bacillus subtilis RM-01 suĢunundan tavuk tüyünü substrat 

olarak kullanıp elde ettikleri β keratinazın katı hal fermantasyonu üzerindeki etkileri 

üzerine çalıĢmıĢlardır. Elde ettikleri saf β–keratinazın moleküler ağırlğını 20.1 kDa olarak 

saptayıp serin proteaz olduğunu belirtmiĢlerdir. aktivitesinde Fe
+2

 dıĢında ki metal 
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iyonlarının aktiviteyi düĢürdüğünü gözlemlemiĢler ayrıca β-keratinin substratları 

sınırlayarak önemli derecede stabilite ve sürfaktanlarla ve ticari deterjanlarla uyum 

yeteneği olduğunu göstermiĢlerdir bu uygulanabilirliği ile enzimin deterjan 

geliĢtirilmesinde kullanılabileceğini göstermiĢlerdir. 

Dubey ve ark. (2010), Aspergillus niger’den 2 adımda alkalin proteaz 

tanımlamıĢtır. Ġlk olarak amonyum sülfat presipitasyonu kullanıp ardından ise Sephadeks 

G-100 kolon kromatografisi tekniğini kullanarak enzimi saflaĢtırıp, karakterize etmiĢlerdir. 

ÇalıĢmalar sonucunda enzimin moleküler ağırlığı 60 kDa, optimum pH 8.0, optimum 

sıcaklık 30°C olarak saptanmıĢtır. Ayrıca enzimin geniĢ bir pH aralığında (pH 8.0-10.0) 

stabil ve 37°C’ye kadar stabilitesini koruyabildiğini gözlemlemiĢlerdir. 

Prakash ve ark. (2010), Bacillus halodurans PPKS-2 suĢundan 2 ayrı özellikteki 

keratinazı ayrı ayrı saflaĢtırıp karakterize etmiĢlerdir. SaflaĢtırma basamaklarında 

amonyum sülfat presipitasyon tekniğini ardından DEAE Sephadeks kolon kromatografisi 

ardından ise Sephadeks G-200 kolon kromatografisi tekniğini kullanarak enzimi 

saflaĢtrmıĢlar. SDS page ve zimogram analizleriyle keratinaz 1 için moleküler ağırlığın 

30kDa Keratinaz 2 için ise 66 kDa olduğunu tespit etmiĢlerdir. 2 enziminde farklı 

seviyelerde de olsa disülfit redüktaz üretme yeteneğinde olduğunu belirlemiĢlerdir. Her 2 

enziminde pH 7.0-13.0 gibi geniĢ bir aralıkta stabil olduğunu ve sıcaklık olarak da 70°C 

‘ye kadar aktivitelerini koruyabildikleri sonucuna varmıĢlardır. 

Akan (2010), BacillusHSK-21 suĢundan keratinaz karakterizasyon çalıĢmalarını 

yapmıĢtır. ÇalıĢmaları sonucunda enzimin optimum pH değeri 12, optimum sıcaklığı 40°C 

olarak bulunmuĢ ayrıca SDS-page analizinde proteolitik aktivite gösteren üç tane protein 

bandı bulunarak moleküler ağırlıkları sırasıyla 46.8 kDa, 26 kDa, 21.9 kDa olarak 

saptanmıĢtır. 

Duarte ve ark. (2011), Patojen keratinolitik Candida parapsilosis’i Brezilya’da bir 

tavuk çiftliğinden izole etmiĢlerdir. Daha fazla keratinaz için mutant formlar 

oluĢturmuĢlardır. Mutant formlar azot ve karbon kaynağı olarak tavuk tüylerinden elde 

edilen ekstratlarla kültüre bırakılmıĢtır. Ardından 500 mutantı keratinolitik aktivite 

açısından doğal tiple karĢılaĢtırıp tanımlamıĢlardır. 3 Mutant formda keratino litik aktivite 

gözlemlemiĢlerdir. Doğal tipte keratinaz aktivitesi 80 U/mL iken 3 mutant formda sırasıyla 

110 U/mL, 130 U/mL, 140 U/mL bulunmuĢtur. Proteolitik aktiviteyi ise zimogram 

analizinde farklı substratlar kullanarak saptamıĢlardır. Substrat olarak jelatin kullanılan 
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bandın 80 kDa, substrat olarak keratinin kullanıldığı bandın ise 100 kDa olduğunu 

saptamıĢlardır. 

Cedrola ve ark. (2012), Brezilyada tavuk çiftliklerinden izole ettikleri Bacillus 

subtilisSLC suĢunun keratinolitik enzim üretme potansiyelini ve bu enzimlerin tüy 

parçalama yeteneğinin ne ölçüde olduğunu araĢtırıp, bu yeteneğin tüy atıklarının geri 

dönüĢümünde kullanılıp kullanılamayacağını tespit etmiĢlerdir. ÇalıĢmaları sonucunda elde 

ettikleri keratinazın geniĢ bir pH (2.0-12.0) aralığında aktif olduğunu ve maksimum 

aktivitenin pH 10.0, optimum sıcaklığın ise 60°C olduğunu saptamıĢlardır. Yapılan SDS 

page analizi sonucunda farklı protein bantları elde edildiği görülmüĢ elde edilen bantlardan 

moleküler ağırlıkları 40, 60, 100 kDa olan bantların keratininin yanında jelatin, 

hemoglobin ve kazeini de parçalarken 15 kDa olan bantın ise yalnızca keratini degrade 

ettiğini saptamıĢlardır. 

Kumar ve ark. (2012), Tavuk tüyü parçalama yeteneğinde olan bir bakteriden 

keratinaz izole edip karakterizasyon çalıĢmalarını yapmıĢlardır. ÇalıĢmaları sonucunda 

elde edilen keratinazın optimum sıcaklığı 37°C, optimum pH değeri ise 7.0 bulunmuĢtur. 

More ve ark. (2013), Yeni fungal alkali keratinazın Cunninghamella echinulata’dan 

saflaĢtırıp özelliklerini tanımladıkları çalıĢmalarında lektin agaroz afinite kolonunu ile 

enzimi saflaĢtımıĢlardır. ÇalıĢmaları sonucunda enzimin moleküler ağırlığı 33 kDa, 

optimum pH 4.5 ve 10.0, optimum sıcaklık 30 ve 60°C bulunmuĢtur. 
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3. MATERYAL ve METOT 

3.1. Materyal 

3.1.1. Kulanılan besiyerleri, çözeltiler ve tamponlar 

3.1.1.1. Keratin-azure 

Keratinaz aktivitesinin belirlenmesi amacıyla substrat olarak kullanılmıĢtır 

(Letourneau ve ark., 1998). 

Bileşimi 

Keratin-azure: 0,4 g 

10 mM 100 mL Sodyum Fosfat 

pH: 7.5 

 

3.1.1.2. % 15’lik KOH çözeltisi 

Trichophyton sp. izolasyonu sırasında saç ve deriden alınan kazıntı örneklerinin 

direkt mikroskobik olarak incelenebilmesi amacıyla kullanılmıĢtır (Toraman, 2003). 

 

Çizelge 3.1.% 15’lik KOH Ġçeriği 

Bileşimi g/L 

KOH  15  

Distile su  1000 
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3.1.1.3.Sabouraud dekstroz broth 

Trichophyton sp. suĢunun geliĢtirilmesi amacıyla kullanılmıĢtır. Sabouraud 

Dextrose Broth 100 mL’lik erlenmayerlere 50 mL üretim ortamı olarak hazırlandı 121 ºC 

de 1.5 atm de 15 dakika otoklavda sterilize edildikten sonra kullanılmıĢtır (TanıĢ ve 

Cihangir, 2009). 

 

Çizelge 3.2.Sabouraud dekstroz broth içeriği 

Bileşimi g/L 

Glukoz  20  

Et peptonu  5 

Kazein peptonu  5 

Distile su  1000 

pH  5.6 

 

3.1.1.4. Sabouraud dekstroz agar: 

Ġzole edilen fungusların üremesi ve stok kültüre alınması amacıyla kullanılmıĢtır 

(Tümbay, 2003) 

 

Çizelge 3.3.Sabouraud Dekstroz Agar Ġçeriği 

Bileşimi g/L 

Glukoz 20  

Et peptonu 10 

Agar 17 

Distile su 1000 
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3.1.1.5. Mineral besiyeri 

Funguslardan keratinaz enzimi üretmek amacıyla kullanılmıĢtır, ve 121 ºC de 1.5 

atm de 15 dakika otoklavda sterilize edildikten sonra kullanılmıĢtır (Marcondes ve ark., 

2008) 

 

Çizelge 3.4. Mineral besiyeri içeriği 

Bileşimi g/L 

MgSO47H20 0.5 

KCl 0.5 

KH2PO4 0.46 

K2HPO4 1 

Keratin tozu  0.5 

 

3.1.1.6.Skim-milk agar: 

Funguslardan üremenin ardından keratinaz aktivite kontrolü yapmak amacıyla 

kullanılmıĢtır funguslar için modifiye bir yöntemdir( Mohamedin,1999) 

 

Çizelge 3.5 Skim-milk agar içeriği 

Bileşimi g/L 

Agar 15 

Skim-milk 8 

 

3.1.1.7. % 0.1 ‘lik Kazein: 

Zimogram analizi için % 10’luk poliakrilamid jel içerisine substrat olarak 

eklenmiĢtir (Ferrero ve ark., 1996). 
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3.1.1.8. Sitrat tamponu 

Enzimin pH: 4.0 – 5.6 arasında aktivitesini saptamak için kullanılır. (Temizkan ve 

Arda, 2004). 

 

Çizelge 3.6. Sitrik asit tampon çözeltilerinin bileĢimi 

 

3.1.1.9. Sodyum fosfat tamponu 

pH: 6.0-7.5 arasındaki enzim aktivitesini saptamak amacıyla kullanılmıĢtır. 

(Temizkan ve Arda, 2004). 

 

Çizelge 3.7.Sodyum fosfat tampon çözeltilerinin bileĢimi 

 

 

 

pH 

 

 

0.1 M Sitrik Asit 

(19.21 g / L) 

mL 

0.2 M  Na2HPO4 

(53.65 g / L) 

mL 

Distile Su 

mL 

4.0 61.4 38.6 100 

4.6 53.4 46.6 100 

5.0 48.6 51.4 100 

5.6 42 58 100 

 

pH 

 

 

0,2 M NaH2PO4 

(27.8 g / L) 

mL 

0,2 M Na2HPO4 

(53.65 g / L) 

mL 

Distile Su 

mL 

6.0 87.7 12.3 100 

6.5 68.5 31.5 100 

7.0 39 61 100 

7.5 16 84 100 
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3.1.1.10. Tris tamponu 

pH 8.0-9.0 arasındaki enzim aktivitesini saptamak amacıyla kullanılmıĢtır 

(Temizkan ve Arda, 2004). 

 

Çizelge 3.8. Tris tampon çözeltilerinin bileĢimi 

 

 

 

3.1.2. Elektroforezde kullanılan solüsyonlar 

3.1.2.1. Solüsyon A (Akrilamid stok solüsyonu) 

29.2 g Akrilamid, 0.8 g Bisakrilamid 50 mL distile suda çözülür ve son hacim 100 

mL olacak Ģekilde distile su ile ayarlama yapılır. Monomer çözeltisi koyu renkli ĢiĢede ve 

buzdolabında +4°C saklarak kullanılabilir (Dunbar,1990 ; Bollag ve ark., 1996). 

 

3.1.2.2. Solüsyon B (1.5 M Tris-HCl, pH: 8.8) 

Ayırıcı jelin hazırlanmasında tampon çözelti olarak kullanılmıĢtır, 27.23 g Trizma, 

80 mL distile su içerisinde karıĢtırıldıktan sonra pH 6N’lik HCl ile 8.8’e ayarlanır ve son 

hacim 150 mL’ye tamamlanır. Ardından otoklavda steril edilerek buzdolabında saklanır, 

karıĢım buzdolabında çok uzun süre stabilitesini koruyabilir (Bollag ve ark., 1996). 

 

3.1.2.3. Solüsyon C (0.5 M Tris-HCl, pH: 6.8) 

Dengeleme jelinin hazırlanması aĢamasında tampon çözelti olarak kullanılmıĢtır, 6g 

Trizma base 60 mL distile su ile karıĢtırıldıktan sonra pH 6.8’e ayarlanır ve son hacim 100 

mL’ye tamamlanarak otoklavda steril edilir ve buzdolabında saklanır (Bollag ve ark., 

1996). 

pH 0.2 M Tris (mL) 0.2 M HCl (mL) Son hacim (mL) 

8.0 5 2.68 20 

8.6 5 1.2 20 

9.0 5 0.5 20 
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3.1.2.4.SDS % 10 (w/v) 

10 g SDS tartılarak 90 mL distile su içerisinde karıĢtırıldıktan sonra son hacim 100 

mL’ye tamamlanır ve oda sıcaklığında muhafaza edilir (Bollag ve ark., 1996). 

 

3.1.2.5. Amonyum persülfat (AMPS) % 10 

Jellerin polimerizasyonunu baĢlatmak amacıyla kullanılmıĢtır 0.5 g AMPS, 5 mL 

distile su içerisinde çözülerek hazırlanır ve kullanılmadan önce taze olması gerektiğinden -

20°C’de saklanır. (Bollag ve ark., 1996). 

 

3.1.2.6. Elektroforez tamponu 

3 g Tris, 14.4g Glisin, 1g SDS bileĢikleri bir miktar distile suda çözülür ve son 

hacim 1 L olacak Ģekilde distile su eklenerek hazırlanır ve hazırlanan tampon +4°C’de 

saklanır (Bollag ve ark., 1996). 

 

3.1.2.7. Örnek yükleme tamponu (Sample buffer) 

Enzimin çözünürlüğü için kullanılmıĢtır, distile su 3.55 mL, Tris-HCL (0.5 M, pH: 

6.8) 1.25mL, Gliserol 2.5 mL, SDS (% 10 w/v) 2 mL, Bromfenol Mavisi (% 0.5 w/v) 0.2 

mL karıĢtırılarak oda sıcaklığında saklanır. Kullanıma göre 50 μL ß-merkaptoetanol 950 

μL yükleme tamponuna eklenebilir. Örnek ½ oranında örnek yükleme tamponu ile 

karıĢtırılır ve 95 °C’de 5 dakika hot plate (CS, Cleaver) de ısıtıldıktan sonra kullanılır 

(Bollag ve ark., 1996). 

 

3.1.2.8. Protein marker 

SDS page analizinin ardından enzimin moleküler ağırlığının saptanabilmesi 

amacıyla kullanılmıĢtır, Sigma, SDS-6H High Molecular Weights Standard Mixture Ticari 

olarak elde edilmiĢ protein karıĢımıdır ve içerisinde yer alan bazı standart molekül 

ağırlıkları ise  Carbonic Anhydrase 29; Ovalbumin 45; Bovine Albumin 66; Phosphorylase 

97.4; Galactosidase 116 ve Myosine 205 kDa ‘dır. 

 

3.1.2.9. SDS page boyama (staining) solüsyonu 

Elektroforez sonrası protein bantlarının boyanarak görülebilir hale gelmesi 

amacıyla kullanılmıĢtır 1 g Coomassie Brillant Blue R-250, 450 mL metanol içerisinde 
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çözülüp filtre kağıdından süzüldükten sonra, karıĢımın üzerine 100 mL asetik asit ve 450 

mL distile su eklenerek hazırlanır. (Bollag ve ark., 1996). 

 

3.1.2.10. SDS page boyayı geri alma (destaining) solüsyonu 

100 mL metanol, 100 mL asetik asit ve 800 mL distile su karıĢımından oluĢur, jelde 

oluĢan protein bantlarının net görünümünü engelleyen fazla boyanın geri alınması 

amacıyla kullanılmıĢtır (Bollag ve ark., 1996). 

 

3.1.2.11.Gümüş boyama solüsyonları 

 

3.1.2.11.1. Fiksasyon solüsyonu 

60 mL etanol, 20 mL asetik asit ve 120 mL distile su karıĢtırılarak hazırlanır. 

 

3.1.2.11.2.Hassaslık artırıcı solüsyon 

1.53 g sodyum tiyosülfat 5 mL distile suda çözülür. Daha sonra bu çözeltiden 500 

μL alınır ve 500 mL distile su ile karıĢtırılır. 

 

3.1.2.11.3.Gümüş boyama solüsyonu 

0.3 g gümüĢ nitrat 200 mL suda çözülür ve üzerine 150 μL formaldehit ilave edilir. 

 

3.1.2.11.4. Geliştirme solüsyonu 

13 g potasyum karbonat 125 mL distile suda çözülür ve üzerine 20 μL % 10’luk 

tiyosülfat ve 40 μL formaldehit eklenir. 

 

3.1.2.11.5.Durdurma solüsyonu 

4 g Tris 98 mL distile suda çözülür ve üzerine 2 mL asetik asit ilave edilir. 

 

3.1.2.12.Triton X-100 (%0.25 v/v) çözeltisi 

Zimogram analizinde elektroforezden sonra renatürasyon amacıyla kullanılmıĢtır 

(Ferrero ve ark,., 1996). 
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3.1.3. DEAE-sepharose kolon kromotografisi solüsyonları 

0.1M, 0.2M, 0.3M, 0.4M, 0.5M, 1M ve 2 M olarak ayrı ayrı hazırlanan NaCl 

çözeltiileri DEAE Sepharose kolondan sırasıyla geçirilir. 

 

3.1.4.Enzim inhibitörleri ve metal iyonları solüsyonları 

Enzim inhibitörleri ve metal iyonlarının keratinolitik aktivite üzerindeki etkilerini 

saptamak amacıyla çeĢitli kimyasallar çizelge 3.9.’da gösterildiği gibi enzim solüsyonuna 2 

farklı konsantrasyonda ilave edilmiĢtir (Yuli ve ark., 2004; Suntornsuk ve ark., 2005; 2006; 

Balaji ve ark., 2008). 

 

Çizelge 3.9.Kullanılan Metal Ġyonları, Ġnhibitörler, Deterjanlar, ġelatörler ve 

Konsantrasyonları 

Metal  İyonları Konsantrasyon 

 CaCl2 1-5 mM 

FeCI3 

 

1-5 mM 

ZnCl2 1-5 mM 

PMSF 1-5 mM 

EDTA                                                                    1-5 mM 

Titon X-114 %1 

SDS   %1 

1-10 phenanthroline 1-5 mM 

 

 

3.1.5. Selofan band 

Trichophyton sp. izolasyonu sırasında kültürde üreyen mantar kolonisinin 

mikroskobik olarak identifikasyonu amacıyla kullanılmıĢtır (Toraman, 2003). 
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3.1.6. Laktofenol pamuk mavisi boyası 

Trichophyton sp. Ġzolasyonu sırasında üreyen mantar kolonilerini boyayarak 

mikroskobik olarak identifikasyonu sağlamak amacıyla kullanılmıĢtır (Toraman, 2003).  

 

Çizelge 3.10. Laktofenol pamuk mavisi boyası içeriği 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bileşimi g/L 

Laktik asit   20  

Fenol kristalleri   20 

Gliserin   40 

Distile su    20 

Pamuk mavisi (% 1)    2 
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3.2. METOT 

3.2.1. Trichophyton sp .İzolasyonu 

KSÜ tıp fakültesi dermatoloji polikliniğine baĢvuran ve mantar infeksiyonu taĢıyan 

hastalardan deri ve saç kazıntı örnekleri alındı. Deri lezyonlarından steril bistüri ile steril 

kaplara alınan kazıntı örnekleri, saç lezyonlarında ise sağlam dokulara ulaĢıncaya kadar 

alınan kazıntı örneklerinin parçaları incelendi. Alınan örnekler direkt mikroskobik 

incelendikten sonra Sabouraud dekstroze agar besiyerlerinde kültürleri yapıldı.   

 

3.2.1.1. Örneklerin direkt mikroskobik olarak incelenmesi 

Temiz bir lam üzerine % 15’lik KOH çözeltisinden bir iki damla damlatıldıktan 

sonra saç ve deri kazıntı örnekleri konularak lamel kapatıldı. Oda ısısında 20-25 dakika 

bekletildi, daha sonra mikroskopta hif parçaları, artrosporlar ve blastosporlar araĢtırıldı. 

Mikroskopta önce 10’luk sonra 40’lık büyültmede incelendi. Mantar elemanları gözlenen 

örnekler pozitif, görülmeyenler negatif olarak değerlendirildi (Toraman, 2003). 

 

3.2.1.2. Örneklerin ekilmesi ve kültürü 

Sabouraud dekstroze agar besiyerlerine delme yöntemiyle 3’lü ekim yapıldı 

.Kültürler inkübasyon sırasında haftada 2-3 kez kontrol edildi. Ekim yapılan kültürlerden 

ikisi oda sıcaklığında, biri ise 37°C’de en az 4 hafta bekletildikten sonra değerlendirilmeye 

alındı (Tümbay, 1983). 

 

3.2.1.3. Kültürde üreyen mantar kolonisinin identifikasyonu 

3.2.1.3.1. Koloninin makroskobik incelenmesi 

Ekimi yapılmıĢ kültürler inkübasyon süresi sonunda yüzeysel(havasal) miçel ve 

taban rengi, yüzey örgüsü (çıplak, mumsu, pudramsı granüler süet benzeri, kadifemsi, 

tüylü, kabarık) topografisi (düz,kabarık, dağınık), koloninin büklüm Ģekli (ıĢınsal, beyin 

krateri gibi) ve üreme hızına göre incelendi (Toraman, 2003).  

 

3.2.1.3.2. Selofan band ile yapılan preparasyon 

Preparasyonda kullanılacak selofan band lamdan daha kısa kesildi. Selofan bandın 

yapıĢkan yüzü koloninin yüzeyine bastırılarak çekildi. Lam üzerine konulan bir damla 
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laktofenol pamuk mavisi boyası üzerine selofan band sıkıca yapıĢtırılarak mikroskopta 

incelendi. (Toraman, 2003). 

 

3.2.1.3.3. Lam kültürü 

Petri kabı içine V Ģeklinde olan bir cam çubuk yerleĢtirildi. Üzerine bir lam 

yerleĢtirildi ve steril edildi. SDA’dan 1×1 cm ebadında kesilerek lam üzerine yerleĢtirildi. 

Steril iğne öze ile hif parçalarından alınarak besiyerinin kıyısının orta kısmına ekim 

yapıldı. Steril lamelden alınarak üzerine kapatıldı. Besiyerinim kurumasını engellemek için 

petri kabının içine uygun miktarda distile su konuldu. Üreme görüldüğünde lamel pens ile 

alınarak bir damla laktofenol pamuk mavisi konulmuĢ lam üzerine kapatıldı. Daha sonra 

preperat mikroskopta incelendi (Toraman, 2003). 

 

3.2.2.Trichophyton sp. geliştirilmesi 

Tespit edilen Trichophyton sp. suĢları geliĢtirilmek amacıyla sıvı kültüre (SDB) 

aseptik teknikler gözönünde bulundurularak ekim yapılmıĢtır. Ekimin ardından 30°C de 

150 rpm çalkalama hızına ayarlanmıĢ inkübatörde 7 gün inkübasyona bırakılmıĢtır (TanıĢ 

ve Cihangir, 2009). 

 

3.2.3.Keratinaz enziminin üretilmesi 

Keratinaz enzimi üretmek amacıyla sıvı kültürde geliĢen örnekten enzim üretimi 

için hazırlanan 100 mL’lik mineral besiyerlerine 0.1 mL olarak steril koĢullarda ekim 

yapılmıĢtır. Ekimin ardından 30°C’de 150 rpm çalkalama hızına ayarlanmıĢ inkübatörde 

10 gün inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon süresi sonunda kültür içeriği ve fungus 

hifaları (Whatman No:1) süzülerek enzimden ayrılmıĢtır (TanıĢ ve Cihangir, 2009) 

 

3.2.4. Maksimum kazeinolitik aktivite gösteren suşun seçilmesi 

AyrıĢtırılan süpernatantlardan skim-milk agara 100’er µL damlatılarak kazeinolitik 

aktivite baz alınarak keratinolitik aktivite yorumlanmıĢtır. Besiyerinde en büyük zon 

oluĢturan suĢ kazeinolitik aktivite yönünden maksimum kabul edilmiĢ dolayısıyla en iyi 

keratinolitik aktivite gösteren suĢ seçilmiĢtir. 
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3.2.5.Keratinolitik aktivitenin belirlenmesi 

Keratinaz aktivitesini belirlemek amacıyla substrat olarak -20°C’de dondurulmuĢ 

ve mümkün olduğu kadar küçük parçalara ayrıldıktan kullanıma hazır hale getirilen keratin 

azure (Sigma Chemical, St, Louis, MO, USA) kullanılmıĢtır. Aktivite kolorimetrik olarak 

tayin edilmiĢtir (Suntornsuk ve Suntornsuk, 2003; Letourneau ve ark., 1998; Akan, 2010). 

Keratin azure 4mg/mL konsantrasyonda 0.01 M sodyum-fosfat (pH: 7.5) tamponunda 

hazırlanmıĢtır (Esawy, 2007). 

Reaksiyon karışımı 

Enzim solüsyonu                    1 mL 

Keratin azure çözeltisi            1 mL 

Reaksiyon 37°C’de 150 rpm ‘de 1saat inkübasyon süresinde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Ġnkübasyondan sonra 4000 g’de, +4°C’de, 15 dakika santrifüj edilerek keratin azure 

uzaklaĢtırılmıĢtır. Daha sonra 1mL alınarak spektrofotometrede 595 nm’de okunup serbest 

kalan azoboyası ölçülmüĢtür. Tüm denemeler 3’lü tekrarlar Ģeklinde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Bir ünite (U) keratinaz verilen koĢullarda, 1 saatte 595 nm’de örnek ve kontrol arasında 

0.1absorbans artıĢına neden olan enzim miktarı olarak tanımlanmıĢtır. 

 

3.2.6.Keratinaz aktivitesi üzerine pH’nın etkisi 

Kısmi saflaĢtırma yöntemi ile elde edilen enzimlerin optimum aktivite gösterdiği 

pH değerinin saptanması için öncelikle sitrat tamponu (pH: 4.0-5.6), ardından sodyum 

fosfat tamponu (pH: 6.0-7.5) son olarak da tris tamponu (pH: 8.0-9.0) hazırlanmıĢtır. 

Ardından keratin azure substrat olarak kullanılarak 1000 µl enzim ve 1000 µl substrat 

karıĢımı 1 saat inkübasyona bırakılmıĢtır inkübasyon süresinin ardından aktivite 

spektrofotometrik olarak 595 nm’de okunup grafiksel olarak ifade edilmiĢtir. (Letourneau 

ve ark, 1998; Gradisar ve ark, 2000; Balaji ve ark, 2008; Lateef ve ark, 2010). 

 

3.2.7.Sıcaklığın keratinaz aktivitesi üzerine etkisinin belirlenmesi 

1000 µl enzim ve 1000 µl substrat karıĢımı farklı sıcaklıklarda (20, 25, 30, 37, 40, 

45°C) 1 saat inkübasyona bırakılmıĢtır Ġnkübasyonun sonunda aktivite spektrofotometrik 

yöntemle 595 nm’de okunmuĢtur ve keratinaz aktivitesinin maksimum olduğu sıcaklık 

seçilmiĢtir (Bockle ve ark., 1995; Letourneau ve ark., 1998;Gradisar ve ark., 2000; Balaji 

ve ark., 2008; Lateef ve ark., 2010). 
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3.2.8. Termal stabilite 

1000 µL enzim 20, 30, 40, 50, 60, 70°C’lerde 30 dakika bekletildikten sonra, 

üzerine 1000 µL substrat eklenmiĢtir ve 1 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. 1 saatlik 

inkübasyonun ardından keratinolitik aktivite ölçülmüĢ, konrol olarak kullananılacak grupta 

ise enzimin orijinal aktivitesini tespit etmek amacıyla ön inkübasyona tabi tutulmamıĢtır. 

Enzim ve substrat karıĢtırılmıĢ ve optimum sıcaklıkta (37ºC) aktivite tayini yapılmıĢtır. 

Elde edilen sonuçlara göre enzimin kalan aktivitesi saptanmıĢtır (Letourneau ve ark., 1998; 

Esawy, 2007) 

 

3.2.9. pH stabilite 

Enzim örneği farklı pH’lardaki tamponlar (4.0- 9.0) ile karıĢtırılarak 30 dakika 37 

ºC bekletilmiĢ ardından, 1000 µL substrat eklenerek 1 saatlik inkübasyona bırakılmıĢtır. 1 

saatlik inkübasyonun ardından 595 nm’de spektrofotometrik ölçüm yapılmıĢtır (Esawy, 

2007). 

 

3.2.10.Keratinaz aktivitesi üzerine kimyasalların etkisi 

Enzim aktivitesindeki etkilerini saptamak amacıyla belirlenen kimyasallar 1mM ve 

5mM olmak üzere 2 farklı konsantrasyonda enzime ilave edilerek 30 dakika bekletilmiĢtir. 

Daha sonra 1 saatlik standart enzim substrat karıĢımının inkübasyonun ardından 

keratinolitik aktivite tayini yapılarak enzimin kalan aktivitesi belirlenmiĢtir (Letourneau ve 

ark., 1998; Bressollier ve ark., 1999; Allpressve ark., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

45 

 

3.2.11. Enzimlerin kısmi saflaştırılması 

3.2.11.1.Enzim örneklerinin amonyum sülfat tuzu ile fraksiyonel presipitasyonu 

20 mL enzim örneği alınıp www.enchorbiotechnology.com adresi baz alınarak 

belirtilen miktarlarda amonyum sülfat tuzu ile + 4 °C’de fraksiyonel presipitasyona 

bırakılmıĢtır. Enzimler %40,% 50, % 60, % 70, % 80 ve % 90’lık konsantrasyonlarda 

fraksiyonel olarak ayrı ayrı toplanmıĢtır. Her bir grup 4 °C’de, 4020 g’de, 20 dk santrifüj 

(Hettich; MICRO 22R) edilmiĢtir ve pellet toplam 3 mL optimum pH tamponu ile çözülüp 

daha sonraki çalıĢmalarda kullanılmak üzere - 20° C’de saklanmıĢtır.  

 

3.2.11.2.Enzimlerin diyaliz edilmesi 

Enzim örnekleri uygun koĢullarda yıkanarak hazırlanan hazırlanan diyaliz 

torbalarına %40, % 50, % 60, % 70, % 80 ve % 90’lık fraksiyonel olarak ayrı ayrı 

bırakılmıĢ ve optimum pH tamponunda günde 5-6 kez değiĢitirilerek bekletilmiĢtir. 

 

3.2.11.3.Diyaliz edilen enzim örneklerinin aktivite kontrolünün yapılması 

%1.5 agar ve % 0.8 skim-milk içeren besiyerlerine diyalize edilen enzimlerden 100 

μl damlatılarak 2 saat inkübasyona bırakılmıĢtır ve aktivite kontrolü yapılmıĢtır. 

 

3.2.11.4.Enzim örneklerinin sephadeks G 100 kolondan geçirilmesi 

Aktivite kontrolünün ardından fraksiyonlara SDS page uygulanıp bant sayısı en az 

görülen fraksiyon seçilmiĢtir ve ardından Sephadeks G 100 kolondan geçirilmiĢtir. 

Öncelikle enzim örneğinden 0.5 mL alınarak Sephadeks G 100(sigma) kolona bırakılmıĢtır 

ve enzim örneğinin kolona tamamamen absorblanmasıyla beraber optimum pH tamponu 

olan pH 7.5 tampon kolona ilave edilmiĢtir ve bu Ģekilde eluatlar her biri 1’er mL olmak 

üzere 70 fraksiyonda toplanmıĢtır. Her bir fraksiyonun aktivite kontrolü öncelikle skim 

milk agarda yapılmıĢtır aktivite görülen fraksiyonlar bir araya getirilerek SDS page 

yapılmıĢtır. 

 

 

http://www.enchorbiotechnology.com/
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3.2.11.5. Enzimlerin DEAE-sepharose kolondan geçirilmesi 

Enzimler Sephadeks G-100 kolon kromatografisi ve ardından aktivite kontrolünün 

yapılmasından sonra toplanan fraksiyon daha fazla saflaĢmanın sağlanabilmesi adına 

DEAE-Sepharose kolondan geçirilmiĢtir. 

Öncelikli olarak 0.5 mL enzim örneği hazırlanmıĢtır ve hazırlanan örnek DEAE-

sepharose (Sigma) kolonun içine ilave edilmiĢtir ve üzerine 4 mL optimum pH tamponu 

eklenerek kolondan geçirilmiĢtir. Daha sonra sırasıyla 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 1 ve 2 

Molarlık NaCl çözeltisi ile örnekler toplanmıĢtır. 

 

3.2.12. SDS-PAGE sisteminin hazırlanması 

Ayırıcı jel (% 10): 

Çizelge 3.10. Ayırıcı jelin bileĢimi (BIORAD) 

 

Solüsyonlar Miktar(mL) 

dH2O 4.1 

Sol A 3.3 

Sol B 2.5 

%10 SDS 0.1 

AMPS 0.1 

TEMED 0.01 
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Dengeleyici jel (% 4) : 

Çizelge 3.11. Dengeleyici jelin bileĢimi(BIORAD) 

 

Solüsyonlar Miktar(mL) 

dH2O 6.1 

Sol A 1.3 

Sol C 2.5 

%10 SDS 0.1 

AMPS 0.1 

TEMED 0.01 

 

% 10’luk ayırıcı jel belirlenen oranlarda hazırlanır SDS page kasetine polimerize 

olmak üzere dökülür. Dengeleyici jelin dökülmesinin ardından jel tarakları dikkatlice 

yerleĢtirilir ve jel polimerize olmak üzere beklenir. 

 

3.2.13. Enzim örneklerinin jele yüklenmesi ve yürütülmesi 

Örnek yükleme tamponu ile örnek dikkatli bir Ģekilde kuyucuklara yüklenir. 

Elektroforez iĢlemlerinde ayrıca moleküler ağırlıkları saptamak için ilk kuyucuğa içeriği ve 

moleküler ağırlığı bilinen protein standart’ı (marker) yüklenir. Örnek yükleme iĢlemi 

tamamlandıktan sonra elektroforez (Major science MP-300 V) uygulaması baĢlatılır. 

 

3.2.14.SDS-PAGE jelinin boyanması 

Elektroforezin tamamlanmasının ardından jel kasetten dikkatli bir Ģekilde çıkarılır 

ve SDS jel boyama solüsyonuna (staining) alınıp 1 saat oda sıcaklığında bekletilir. Sürenin 

sonunda jel birkaç kez saf sudan geçirilir ve daha sonra da jelden fazla boyanın 

uzaklaĢtırılması için jel boyayı geri alma solüsyonuna (destaining) bırakılır . 
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3.2.15. Gümüş boyama 

Proteinlerin boyanması için oldukça duyarlı bir boyama metodudur. Elektroforezin 

tamamlanmasının ardından cam plakalar arasından dikkatlice alınan jel daha sonra 

fiksasyon solüsyonunda oda sıcaklığında 1 gece bekletilir, bunun ardından jel 10 dk saf 

suda bekletilir ve bu iĢlem 3 kez tekrarlanır. Daha sonra jel hassaslık artırıcı solüsyonda 2 

dk hafif çalkalanarak bekletilir. Jelin üzerine gümüĢ boyama solüsyonu dökülerek 2-3 saat 

bekletilir. Bu sürenin ardından bu solüsyon da uzaklaĢtırılarak jel 1 kez sudan geçirilir.  

Daha sonra geliĢtirme solüsyonundan jelin üstüne dökülür ve bantlar belli oluncaya kadar 

bekletilir. 

 

3.2.16. Zimogram analizi 

Zimogram analizi için % 10 ‘luk ayırıcı jele içerisine AMPS eklenmeden hemen 

önce yani jel polimerize olmaya baĢlamadan % 0.1 ‘lik kazein eklenerek hazırlanır. 

Elektroforezin ardından jel 1 saat % 0.25 ‘lik Triton X-100 ile yıkanır ve ardından 

proteoliz için pH 7.5 tampon içerisinde 37°C’de 2 saat inkübasyona bırakılır. 

Ġnkübasyonun ardından Coomassie Blue R250 ile boyanıp(staining) daha sonra jelden 

metanol, asetik asit, distile su karıĢımıyla boya geri alınır (destaining) (Ferrero ve 

ark.,1996). 

 

3.2.17. Enzimin tüy parçalama yeteneğinin araştırılması 

Enzimin tüy (tavuk tüyü) parçalama yeteneğinin araĢtırılması için 10 mL enzim 

örneği 5 deney tüpüne ayrı ayrı eklenmiĢtir. Herbirinin içerisine ayrı ayrı 1’er tane tavuk 

tüyü eklenmiĢtir ve deney tüpleri 37 ° C’de 150 rpm’de inkübasyona bırakılmıĢtır. 

1. tüp 3 gün, 2. tüp 6 gün, 3. tüp 9 gün, 4. tüp 12 gün, 5. Tüp 15 gün süreyle olmak 

üzere farklı periyotlarda inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyonun ardından tüylerdeki 

parçalanma oranlarına göre yorum yapılmıĢtır (Thys ve ark., 2004) 
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4 BULGULAR ve TARTIŞMA 

4.1. Trichophyton sp. suşlarının geliştirilmesi 

KahramanmaraĢ Sütçü Ġmam Üniversitesi dermatoloji polikliniğinden elde edilen 

Trichophyton sp’ye ait Tr-2, Tr-3, Tr-5, Tr-7, Tr-9 numaralı suĢlar geliĢtirilmek amacıyla 

sıvı stok kültüre (SDB) ekim yapılmıĢtır. Ekimin ardından 30°C’de 150 rpm çalkalama 

hızına ayarlanmıĢ inkübatörde 7 gün inkübasyona bırakılmıĢtır (TanıĢ ve Cihangir, 2009) 

 

 

ġekil 4.1. GeliĢen Trichophyton sp. suĢlarının inkübatördeki görüntüsü 
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4.2. Enzim Üretilmesi ve Maksimum Enzim Üreten Suşun Seçilmesi 

GeliĢen suĢlardan enzim üretme kaabiliyetlerinin belirlenmesi ve en iyi enzim 

üreten suĢun belirlenebilmesi için keratinaz üretimine uygun özel enzim üretme besiyeri 

olan mineral besiyerine farklı periyotlarda inkübasyon yapılmıĢtır. Her bir suĢ sırasıyla 5, 

7, 10, 12, 14 günlük inkübasyona bırakılmıĢtır. 

  

 

 

ġekil 4.2.Mineral besiyerinde keratinaz enzimi üretimi 

 

Ġnkübasyonun ardından her bir örnek filtre edilmiĢ ve elde edilen süpernatantlardan 

keratinaz aktivite tayini yapılmıĢtır. Bu amaçla skim milk agara her bir örnekten ayrı ayrı 

100µl damlatılmıĢtır. Sonuçlara göre keratinolitik aktivite hakkında yorum yapılmıĢtır. 10 

günlük inkübasyon sonucunda her bir suĢ için keratinaz üretiminin maksimum olduğu 

görülmekle beraber en fazla kazeinolitik aktivite Tr-9 suĢunda görülmüĢ ve keratinaz 

üretimi için en uygun suĢun Tr-9 suĢu olduğu belirlenmiĢtir. Bundan sonraki çalıĢmalara 

Tr-9 suĢu ile devam edilmiĢtir. 
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ġekil 4.3 Tr-9 suĢundan izole edilen süpernatantın skim milk agardaki kazeinolitik 

etkisi 
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4.3. Tr-9 Keratinaz Enziminin Karakterizasyon Çalışmaları 

Tr-9 suĢuna ait süpernatant filtre edildikten sonra ultra santrifüj tüpler ile 4000g’de 

,+4°C’de, 20 dk. santrifüj edilmiĢ ve yoğunlaĢtırma sağlanmıĢtır. YoğunlaĢan enzim 

örnekleri -20°C’de saklanmıĢ ve bundan sonraki çalıĢmalar için kullanılmıĢtır. 

 

4.3.1. Tr-9 Keratinaz enziminin optimum pH aralığı 

Tr-9 keratinaz enzimi farklı pH aralıklarında tampon sistemleri kullanılarak; Sitrat 

(pH: 4.0-5.5), Sodyum Fosfat (pH: 6.0-7.5), Tris (pH:8.0-9.0) tampon sistemleri ile aktivite 

analizleri yapılmıĢtır. 

 

 

ġekil 4.4. Tr-9 Keratinaz enziminin optimum aktivite gösterdiği pH değerine ait 

sonuçlar 

 

Tabloya göre Tr-9 keratinaz enziminin rölatif aktivitesi pH 4.0-5.0 arası artıĢ 

göstermektedir, pH 5.0’de rölatif aktivite %50 civarında gözlenmiĢtir. pH 5.5-6.0-6.5-7.0 

aralıklarında ise rölatif aktivite de belirgin bir değiĢim olmamakla beraber pH 7.5 

değerinde ise ise rölatif aktivite %100’e ulaĢmıĢtır. pH 8.0’den sonra ise rölatif aktivitede 

belirgin bir düĢme baĢlamıĢtır pH 9.0 dolaylarında rölatif aktivite % 10 gibi bir değer 

almıĢtır. 
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Bu sonuçlar ıĢığında Tr-9 suĢunun optimum pH değeri 7.5 olarak tespit edilmiĢtir. 

ÇalıĢmalarımızın bundan sonraki adımlarında Tr-9 suĢunun keratinaz enzimi için optimum 

pH 7.5 değeri baz alınıp yapılan çalıĢmaya bu doğrultuda devam edilmiĢtir. 

Literatüre bakıldığında keratinazların birçoğunun alkali ve nötral pH aralığında 

aktif olduğu görülmektedir nadiren asidik pH aralıklarında aktiftirler (Takami ve ark., 

1999).   

Trichophyton mentagrophytes’den keratinolitik proteaz izole eden Yu ve ark. 

(1971) elde ettikleri 2 protein bandından ilkinin optimum pH değerini yapılan çalıĢmayla 

benzer Ģekilde 7.0 olarak saptamıĢlardır. Ġkincisinin optimum pH değerini ise farklı olarak 

9.5-9.8 aralığında saptamıĢlardır. Asahi ve ark. (1985), ise Trichophyton rubrum’dan elde 

ettikleri proteazın optimum pH değerini bu çalıĢmaya paralel olarak 7.8 olarak 

saptamıĢlardır. McKerrow ve Apodaca, (1985) ise Trichophyton rubrum ile yaptıkları diğer 

bir çalıĢmada enzimin optimum pH değerini 8.0 olarak saptamıĢlardır.Benzer olarak Bernal 

ve ark. (2003), Kocuria rosea’dan elde ettikleri keratinazın optimum pH değerini 8.0 

olarak saptamıĢlardır. Riffel ve ark. (2003), keratinolitik bakteri Chryseobacterium kr6 

suĢundan elde ettikleri keratinazın optimum pH değerini çalıĢmayla aynı değer olan 7.5 

olarak saptamıĢlardır. 

Lee ve ark. (2004), Paracoccus sp. WJ-98 suĢundan elde edilen keratinazın 

optimum pH değerini nötüre yakın 6.8 olarak saptamıĢlardır. Paralel bir çalıĢmayla 

Gradisar ve ark. (2005), Paecilomyces marquandi’den elde edilen keratinazın ve 

Doratomyces microsporus’dan elde edilen keratinazın optimum pH değerlerinin her 2 

keratinaz içinde pH 8.0 dolaylarında olduğunu bildirmiĢlerdir. Raju ve ark. (2007), ise 

dermatofit fungus Microsporum gypseum’dan izole edilen keratinazın optimum pH 

değerini 8.0 olarak bulmuĢlardır.  

Anbu ve ark. (2008), Trichophyton sp. HA-12 suĢundan elde edilen ekstraselüler 

keratinazın optimum pH değerini bu çalıĢmayla hemen hemen aynı değer olan 7.8 olarak 

tespit etmiĢlerdir. Balaji ve ark. (2008), ise Bacillus subtilis MTCC (9102)’den elde edilen 

keratinaz enzimi için optimum pH değerini 6.0 olarak bulmuĢlardır. Kalpana ve ark. 

(2008), Aspergillus flavus’un optimum proteaz üretme aralığının benzer olarak pH 7.0 

dolaylarında olduğunu belirtmiĢlerdir.  

Bunlardan farklı olarak Cai ve Zheng, (2009), Bacillus subtilis KD-N2 suĢundan 

elde edilen keratinazın optimum pH değerini 8.5 olarak tespit etmiĢlerdir. Benzer Ģekilde 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Apodaca%20G%5Bauth%5D
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Correa ve ark. (2010), Bacillus sp. P7 suĢundan elde ettikleri keratinazın optimum pH 

değerini 9.0 olarak saptamıĢlardır. Cedrola ve ark. (2012), ise Bacillus subtilis SLC 

suĢudan elde ettikleri keratinazın optimum pH değerini 10.0 olarak saptamıĢlardır.Kumar 

ve ark. (2012), tüy parçalama yeteneğinde olan bakteriden izole ettikleri keratinazın 

optimum pH değerini 7.0 bulmuĢlardır. 

Bu sonuçlar ıĢığında Tr-9 keratinaz enziminin optimum aktivite gösterdiği pH 

değeri 7.5 olarak tespit edilmiĢtir. Tr-9 keratinaz enziminin nötüre yakın alkali özellik 

gösterdiği görülmektedir bu açıdan bakıldığında çoğu keratinazla uyum göstermektedir. 

 

4.3.2. Tr-9 keratinaz enziminin optimum sıcaklık aktivitesi 

Tr-9 keratinaz enziminin optimum aktivite gösterdiği sıcaklığın belirlenebilmesi 

amacıyla 20-45°C aralığında aktivite analizleri yapılmıĢtır. Bu analizler için kullanılan 

substrat optimum aktivitenin gerçekleĢtiği pH: 7.5 değerinde hazırlanmıĢtır. Analizler için 

kullanılan inkübasyon süresi 60 dk olarak seçilmiĢtir. Enzim denemeleri sonucunda çıkan 

değerler Ģekil 4.5.’de verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.5. Tr-9 keratinaz enziminin optimum aktivite gösterdiği sıcaklık değerine ait 

sonuçlar 
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Tr-9 Keratinaz enzimine ait tablodaki bulgulara göre enzim 20°C’de %52 rölatif 

aktivite gösterirken daha sonraki sıcaklık değerlerinde kademeli bir artıĢ göstermiĢ ve 

37°C’de ise %100’e ulaĢmıĢtır, 37°C’den sonra ise rölatif aktivitede düĢme yaĢanmıĢtır. 

Bu veriler doğrultusunda Tr-9 Keratinaz enziminin optimum sıcaklık değeri 37°C 

olarak tespit edilmiĢtir. Daha sonraki çalıĢmalarda optimum inkübasyon sıcaklığı olarak 

37°C kullanılmıĢtır.  

Keratinaz enzimi ile yapılan diğer optimum sıcaklık çalıĢmalarında ise; Aspergillus 

fumigatus’dan keratinaz izole eden Santos ve ark. (1996) enzimin optimum sıcaklığını 

farklı olarak 45°C olarak tespit etmiĢlerken, Qin ve ark. (1992) Trichophyton 

schoenleinii’den elde ettikleri keratinazın optimum sıcaklığını bu çalıĢmaya oranla yüksek 

bir değer olan 50°C olarak bulmuĢladır. Lee ve ark. (2002), ise Bacillus sp. SCB-3 suĢuna 

ait keratinazın optimum sıcaklık değerini yakın bir değer olan 40°C olarak belirlemiĢlerdir. 

Farklı olarak, Nam ve ark. (2002), Fervidobacterium islandicum AW-1suĢunundan elde 

edilen keratinazın optimum sıcaklığını ekstrem bir Ģekilde 100°C saptamıĢlardır. Riffel ve 

ark. (2003), Chryseobacterium kr6 suĢundan elde ettikleri keratinazın optimumum sıcaklık 

değerini 55°C saptamıĢlardır. Coral ve ark. (2003), ise Aspergillus niger Z1 suĢundan elde 

ettikleri proteazın optimum sıcaklığını 40°C olarak bulmuĢlardır. Gradisar ve ark. (2005), 

Paecilomyces marquandii’den elde edilen keratinazın optimum sıcaklık değerini oldukça 

yüksek bir değer olan 60-65°C saptamıĢlardır aynı çalıĢmada Doratomyces 

microsporum’dan elde edilen keratinazın optimum sıcaklığını aynı Ģekilde 50°C olarak 

bulmuĢlardır.  

Benzer çalıĢmalar olarak, Anbu ve ark. (2005), Scopulariopsis brevicaulis’den elde 

ettikleri keratinazın optimum sıcaklığını çalıĢmamıza yakın bir değer olan 40°C 

saptamıĢlardır. Bernal ve ark. (2003), Kocuria rosea’dan elde ettikleri keratinazın optimum 

sıcaklık değerini paralel bir Ģekilde 40°C olarak saptamıĢlardır. Raju ve ark. (2007), ise 

Dermatofit fungus Microsporum gypseum’un izole edililerek keratinaz üretme 

potansiyelininin araĢtırıldığı çalıĢmada elde edilen keratinazın optimum sıcaklığını 35°C 

bulmuĢlardır. Anbu ve ark. (2008), izole ettikleri Trichophyton sp. HÁ-2’den 

tanımladıkları keratinaz enziminin optimum sıcaklıklığını 40°C saptamıĢlardır. 

Cao ve ark. ( 2008 ), Trichoderma atrvoviride F6’dan elde edilen keratinazın 

optimum sıcaklığının farklı olarak 50-60°C olarak saptamıĢlardır. Moreira ve ark. (2009) 

filamentöz fungus Myrothecium verrucaria’dan elde ettikleri keratinazın optimum 
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sıcaklığını bu çalıĢmayla aynı değer olan 37°C saptamıĢlardır. Kumar ve ark. (2012), tüy 

parçalama yeteneğinde olan bakteriden izole ettikleri keratinazın optimum sıcaklığını aynı 

değer olan 37°C olarak saptamıĢlardır. More ve ark. (2013), Cunnighamella 

ecninulata’dan saflaĢtırtıkları keratinazın optimum sıcaklığını 30 ve 60°C bulmuĢlardır. 

ÇalıĢmalara bakıldığında Tr-9 keratinaz enziminin optimum sıcaklığının bazı termofilik 

bakteriler dıĢında özellikle funguslar arasında ve diğer mezofilik karakterli bakterilerden 

elde edilen keratinazlarla tutarlı bir değer gösterdiği sonucuna varılabilir. Tr-9 Keratinaz 

enziminin insan ve hayvan vücut yüzeylerinde aktif olduğu düĢünülecek olursa 37°C gibi 

bir optimum sıcaklık değerinin normal olduğu düĢünülebilir. Ayrıca enzimin yüksek 

sıcaklıklarda aktivitesi büyük çapta kaybolduğundan Tr-9 Keratinaz enziminin mezofilik 

karakterde bir enzim olduğu da söylenebilir. 
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4.3.3. Tr-9 Keratinaz enziminin termal stabilitesi 

Tr-9 keratinaz enziminin termal stabilitesini tespit edebilmek amacıyla 20, 30, 40, 

50, 60, 70°C’lerde 30 dk. ön inkübasyon uygulanmıĢtır daha sonraki aĢamada ise enzimin 

optimum sıcaklığı olan 37°C’de ve optimum pH: 7.5 olan tampon –substrat kompleksi ile 

normal inkübasyon süresi olan 1 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Elde edilen veriler Ģekil 

4.6.’da gösterilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.6. Tr-9 keratinaz enzimine ait termal stabilite bulguları 

 

30 dk. Ön inkübasyon süresinin ardından veriler yorumlanacak olursa; 20°C’de 

enzimin aktivitesinin % 70’e yakın korunduğu, 30°C’de % 65 korunduğu, 40°C’de % 63 

oranında korunduğu 40°C’nin altındaki değerlerde ise enzim aktivitesinin kademeli olarak 

düĢtüğü görülmektedir. Sonuçlar doğrultusunda 20-40°C aralığında enzimin aktivitesinin 

% 60 üzerinde korunduğu söylenebilir.  

Aspergillus niger Z1 suĢundan keratinolitik proteaz karekterizasyon çalıĢmaları 

yapan Coral ve ark. (2003), bu çalıĢmadan farklı olarak enzimin 90 °C’ye kadar stabil 

olduğunu saptamıĢlardır. Bernal ve ark. (2003), farklı özellikte bir ekstraselüler keratinaz 

tanımlamıĢlar ve elde edilen keratinazın 10-60°C aralığında stabil olduğunu bildirmiĢlerdir. 

Anbu ve ark. (2008), ise Trichophyton HA-2 suĢundan elde ettikleri ekstraselüler 

keratinazın 20-45°C aralığında stabil olduğunu bildirerek bu çalıĢmayla hemen hemen aynı 
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sonucu elde etmiĢlerdir. Moreira ve ark. (2009), Bitki patojeni fungus Myrothecium 

verrucaria’dan elde edilen keratinolitik bir proteazın 25-70°C aralığında etkin olduğunu 

saptamıĢlardır. 

Mukherjee ve ark. (2011), Mutant Brevibacillus sp. AS-S10-II suĢundan elde 

ettikler alkalin β keratinazın benzer Ģekilde 25-55°C aralığında stabil olduğu bildirmiĢledir. 

Bu sonuçlar doğrultusunda; Tr-9 keratinaz enziminin sıcaklığa duyarlı bir enzim 

olduğu yüksek sıcaklıklarda enzimin konformasyonun bozulduğu ve enzimin sıcaklık 

spektrumunun dar olduğu söylenebilir. 

 

4.3.4. Tr-9 Keratinaz enziminin pH stabilitesi 

Tr-9 Keratinaz enziminin pH stabilite çalıĢmaları amacıyla enzim pH: 4.0-9.0 

aralığında olan tampon çözeltilerde 30 dakika, 37°C’de ön inkübasyona bırakılmıĢtır. Ön 

inkübasyonun ardından 37°C ve pH: 7.5 değerindeki substrat ile yapılan analiz sonuçları 

ġekil 4.7.’de gösterilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.7.Tr-9 keratinaz enziminin pH stabilite bulguları 
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Tr-9 Keratinaz enziminin 30 dakika ön inkübasyon ardından 1 saat normal 

inkübasyon iĢleminden sonra pH: 4.0-4.5-5.0 aralığında %30 dolaylarında aktivitesinin 

kaldığı pH 5’den sonra aktivitenin arttığı pH 5.5 ’da %100’e ulaĢtığı görülmektedir. 

Enzimin pH: 5.5-7.5 aralığında aktivitesini yaklaĢık olarak % 100 oranında koruduğu 

görülmektedir. pH 8.0’den itibaren enzimin aktivitesinde kademeli bir düĢüĢ 

yaĢanmaktadır öyle ki pH: 9.0 ‘da enzim aktivitesini %85 oranında kaybettiği 

görülmektedir. 

Benzer Ģekilde, Streptomyces pactum DSM 40530’dan keratinaz enzimi izole eden 

Bockle ve ark. (1995), enzimin pH 7.0-10.0aralığında stabil olduğunu saptamıĢlarken, 

Gradisar ve ark. (2005), keratinolitik fungus Paecilomyces marquandi’den elde ettikleri 

keratinazın pH 6.0-11.0 aralığında stabil olduğunu bildirmiĢlerdir. Anbu ve ark. (2008), 

izole ettikleri keratinazın pH 7.0-11.0 aralığında stabil olduğunu bildirmiĢlerdir. Moreira 

ve ark. (2009), filamentöz fungus Myrothecium verrucaria’dan elde edilen keratinazın pH 

5.0-12.0 aralığıda stabil olduğu bildirmiĢlerdir. Veriler doğrultusunda Tr-9 Keratinaz 

enziminin pH: 5.5-8.0 aralığında stabil bir enzim olduğu söylenilebilir. 
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4.3.5. Tr-9 keratinaz enzim aktivitesine metal iyonları, inhibitör, deterjanlar ve 

şelatörlerin Etkisi 

Ġnhibitör, Ģelatör, metal iyonunları, deterjanların enzim aktivitesi üzerinde ne yönde 

etkili olduğunu olduğunu saptamak amacıyla Tr-9 keratinaz enzimine çeĢitli kimyasallarla 

muamele edilmiĢtir, aynı kimyasaldan 2 farklı konsantrasyonda (1mM, 5mM) olmak üzere 

30 dakika ön inkübasyona bırakılmıĢtır. Elde edilen sonuçlar Çizelge 4.8.’de verilmiĢtir. 

 

ġekil 4.8. Tr-9 Keratinazenzimi üzerine metal iyonları, inhibitör, deterjanlar ve Ģelatörlerin 

etkisi 

 

Tablodaki verilere göre FeCl3 ve CaCl2 ‘nin enzim aktivitesini hem 1mM hem de 

5mM konsantrasyonlarda arttırdığı özellikle CaCl2’nin 5mM konsantrasyonda aktiviteyi % 

148 oranında arttırdığı görülmektedir, ZnCl2’nin ise 1mM konsantrasyonda enzim 

aktivitesini %56 oranında azalttığı, 5mM konsantrasyonda ise aktiviteyi %66 oranında 

azalttığı görülmektedir. 

Non-iyonik deterjanlardan Triton-X 114 ‘ün % 1’lik konsantrasyonda enzimde % 

98 gibi ciddi bir aktivite kaybına sebep olarak enzimi çok büyük çapta inhibe ettiği 
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görülmektedir. SDS’nin ise % 1 konsantrasyonda muamale sonrası ise enzimde % 51 

oranında aktivite kaybına sebep olduğu görülmektedir. 

PMSF ’nin ise enzimi tamamen inhibe ettiği görülmektedir, EDTA 1mM 

konsantrasyonda % 39 aktivite kaybına sebep olurken; 5mM konsantrasyonda % 51 

aktivite kaybına neden olmuĢtur. 

1-10 Phenanthroline Monohidrat ise 5mM konsantrasyonda enzim aktivitesini %69 

oranında düĢürmüĢtür. Üre 1mM konsantrasyonda aktiviteyi % 36 oranında düĢürürken; 

5mM konsatrasyonda ise aktivite kaybını %51’e yükselmiĢtir. 

PMSF tarafından çok ciddi bir Ģekilde inhibe edilen proteazların serin-proteazlar 

olduğu belirtilmiĢtir. Giongo ve ark. (2007), Bacillus türünden yeni tanımlanan 

keratinolitik enzimlerin büyük ölçüde PMSF tarafından inhibe edildiği ve bu nedenle 

enzimlerin serin-proteaz ailesine dahil olduğunu bildirmiĢlerdir. PMSF, Tr-9 keratinaz 

enzimini hem 1 mM hem de 5 mM konsantrasyonda % 100 inhibe ettğinden enzimin serin 

tip proteaz olduğu sonucuna varılmaktadır. Fungi ve bakteriler tarafından serin proteazların 

yanı sıra metalloproteazların da üretilebildiği bilinmektedir(Farag ve Hassan, 2004; Riffel  

ve ark., 2003) .Serin proteazlar için PMSF’nin ardından diğer bir inhibe edici kimyasalın 

da 1-10 Phenanthroline olduğu bildirilmiĢtir (Dozie ve ark., 1994; Riffel ve ark., 2003). 

Genellikle yapılan çalıĢmalarda CaCl2 gibi divalent katyonların keratinaz 

aktivitesini arttırıcı yönde etki yaptığı görülmektedir, bu durum sıklıkla bu metal 

iyonlarının enzimin konformasyonunu koruyabileceği ve enzimi denatürasyona karĢı 

koruyabileceği fikriyle iliĢkilendirilmiĢtir (Farag ve Hassan, 2004; Suntornsuk ve ark., 

2005; Cao ve ark., 2009), bu sonuç ıĢığında Tr-9 keratinaz  konformasyonunun CaCl2 

tarafından korunduğu düĢünülebilir. 

Apodaca ve McKerrow (1985), benzer sonuçlarla Trichophyton rubrum’dan izole 

ettikleri ekstraselüler proteaza 2mM CaCl2 ile muameleyle paralel bir Ģekilde enzim 

aktivitesinde artıĢ gözlemlemiĢlerken; enzimin PMSF ile inhibe edildiğini saptamıĢlardır. 

Asahi ve ark. (1985), Trichophton sp’ye ait Trichophyton rubrum’un ürettiği ekstraselüler 

proteazın CaCl2 ile benzer olarak aktivitesini arttırdığı, yine aynı çalıĢmada PMSF’nin ise 

aktiviteyi bu çalıĢmada olduğu gibi %95 gibi büyük bir oranında inhibe ettiği, 1-10 

Phenanthroline Monohidratın ise enzim aktivitesinde düĢüĢ meydana getirdiğini 

bildirmiĢlerdir. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Apodaca%20G%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20McKerrow%20JH%5Bauth%5D
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Benzer Ģekilde Tsuboi ve ark. (1989), ise Trichophyton mentagrophytes’den elde 

edilen ekstraselüler bir protezla yapılan bir çalıĢmada Ģu sonuçları tespit etmiĢlerdir; 1mM 

CaCl2 ‘nin enzim aktivitesini %220 arttırıdığı, 1mM PMSF’nin enzim aktivitesini tamamen 

inhibe ettiği, bununla beraber 1mM ZnCl2’nin enzim aktivitesinde % 56 azalmaya neden 

olduğunu bildirmiĢlerdir. Aynı çalıĢmada 5mM EDTA’nın ise yapılan çalıĢmaya paralel 

bir Ģekilde enzimde % 41 aktivite kaybına naden olduğunu bildirmiĢlerdir. Rojanavanich 

ve ark. (1990), Hendersonula toruloidea ‘den elde edilen ekstraselüler proteazın PMSF 

tarafından benzer olarak güçlü bir Ģekilde inhibe edildiğini saptamıĢlardır. Gradisar ve ark., 

(2005), bu çalıĢmayla paralel sonuçlar elde ettikleri araĢtırmalarında Paecilomyces 

marquandi ve Doratomyces microsporus’dan elde edilen her 2 keratinazın da 1 mM PMSF 

varlığında tamamen aktivitesini kaybederken; 5mM EDTA ile P. Marquandi’ye ait 

keratinazda %30, D. Microsporus’da ise % 25 aktivite kaybına neden olduğu bildirilmiĢtir. 

Aynı çalıĢmada %1 SDS’in P. Marquandi’ye ait keratinazda %71, D. Microsporus’da ise 

%77 aktivite kaybına neden olduğu bildirilmiĢtir. Huang ve ark. (2003), Bacillus pumilus 

ile yaptıkları bir çalıĢmada elde edilen keratinazın PMSF ile tamamen inhibe olduğunu 

saptamıĢlardır. Moreira ve ark. (2007), Myrothecium verrucaria’dan elde edilen 

keratinolitik proteazın 1mM PMSF ile güçlü bir Ģekilde inhibe edilidiği ve enzimin %80 

dolaylarında aktivite kaybına uğratıldığını bununla beraber 5mM EDTA ile muamele 

edildiğinde ise enzim aktivitesinin % 40 dolaylarında azaldığını bildirmiĢlerdir. Enzimin 

PMSF ile güçlü bir Ģekilde inhibe edilmesi serin proteaz olduğu fikrini güçlendirmekle 

beraber EDTA ile kısmi inhibisyon görülmesi metalloproteaz olabileceğini 

düĢündürtmüĢtür. Bu durumun her zaman geçerli olmayacağıda belirtilerek bu kısmi 

inhibisyonu divalent katyonların sağlamıĢ olabileceği belirtilip divalent katyonların 

stabiliteyi korumadaki önemine dikkat çekmiĢlerdir. Anbu ve ark. (2008), elde ettikleri 

ekstraselüler keratinazın çalıĢmamıza benzer Ģekilde PMSF tarafından tamamen, EDTA ile 

kısmen inhibe edildiği ve bu keratinazın serin tip proteaz olduğunu belirtmiĢlerdir. 

Balaji ve ark. (2008), farklı olarak Bacillus subtilis MTCC(9102) suĢuna ait 

ekstraselüler keratinaz aktivitesinin metalloproteaz inhibitörleri olan EDTA ve 1-10 

phenanthroline ile muamele sonucu tamamen kaybolduğu belirtilerek enzimin bir 

metalloproteaz olduğu sonucuna varmıĢlardır. Kalpana ve ark. (2008), Aspergillus niger’le 

yapılan diğer bir çalıĢmada ise 5mM CaCl2’nin yapılan çalıĢmayla benzer olarak alkalin 

proteaz aktivitesinde % 105 aktivite artıĢı sağladığını belirtmiĢlerdir. Benzer bir 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Rojanavanich
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çalıĢmayla; Moreira ve ark. (2009), elde ettikleri alkalin proteaza divalent katyonlardan 

CaCl2 ‘nin aktive edici etkisi olduğunu saptamıĢlardır. ÇalıĢmaları sonucunda 5mM 

CaCl2’nin enzim aktivitesini % 135 arttırdığı, ZnCl2’nin ise enzimde % 11 aktivite kaybına 

neden olduğu belirtilmiĢtir. Bununla beraber 1mM PMSF’nin enzim aktivitesinde büyük 

çapta azalmaya neden olduğunu bildirmiĢlerdir. Rai ve ark. (2009), yaptıkları diğer bir 

araĢtırmada ise Bacillus subtilis RM-01 suĢundan elde edilen β keratinazın 1mM Fe
+2 

ile 

muamele sonrasında aktivitesinde % 50 artıĢ gösterdiği, PMSF kimyasalının 1mM 

konsantrasyonunda ise yaklaĢık % 90 aktivite kaybı meydana getirdiği sonucuna 

ulaĢmıĢlardır. Syed ve ark. (2009), Streptomyces gulbargensis’den elde edilen keratinaza 

5mM EDTA ile yapılan muamelede enzimin aktivitesinde yaklaĢık olarak %13 ‘lük bir 

aktivite kaybı olduğunu bildirmiĢlerdir.  

Paralel bir çalıĢmayla; Dubey ve ark. (2010), Aspergillus niger’den elde edilen 

alkalin proteazın; PMSF, SDS, EDTA ile inhibe edildiği, CaCl2 ile ise tam tersi yönünde 

proteazın aktivitesinde artıĢ gözlemlendiğini saptamıĢlardır. Bu sonuçlardan yola çıkılarak 

proteazın serin tip proteaz olduğu sonucuna varmıĢlardır. Prakash ve ark. (2010), Elde 

ettikleri 2 ayrı keratinazın her ikisininde tıpkı bu çalıĢmada olduğu gibi 1 mM PMSF 

varlığında tamamen inhibe olduğu, 10 mM 1,10 phenanthroline ile keratinaz 1’in %3, 

keratinaz 2 ‘nin de %3 aktivite kaybına uğradığını bildirmiĢlerdir. Aynı çalıĢmada 1 mM 

CaCl2 varlığında %100 aktivite sağlandığı, 10 mM EDTA ile sırasıyla % 5 ve % 10 aktivite 

kaybı olduğunu bildirmiĢlerdir. Cedrola ve ark. (2012), Bacillus subtilis SLC suĢundan 

elde edilen keratinazın PMSF ile benzer Ģekilde büyük çapta inhibisyona uğradığı ve 

enzimin serin tip proteaz olduğunu bildirmiĢlerdir. More ve ark. (2013), 

Cunnighamellaechinulata’dan elde edilen keratinazın PMSF ile inhibe olduğunu 

bildirmiĢlerdir. Bu inhibisyonu enzimin serin proteaz olmasıyla iliĢkilendirmiĢlerdir. Tr-9 

Keratinaz enziminin, serin proteaz inhibitörü olan PMSF ile inhibe olması enzimin serin 

tip proteaz olduğunu göstermektedir, enzime ait bulgular diğer serin tip proteazlara ait 

sonuçlarla büyük paralellik göstermektedir, ayrıca bir metalloproteaz inhibitörü olan 

EDTA ile kısmi inhibisyon göstertermesi bu fikri güçlendirmektedir. 
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4.4.Tr 9 Keratinaz Enziminin Kısmi Saflaştırılması 

4.4.1.Enzim örneklerinin amonyum sülfat tuzu ile fraksiyonel presipitasyonu 

Kısmi saflaĢtırma iĢlemlerine ilk olarak amonyum sülfat tuzu ile fraksiyonel 

presitasyon ile baĢlanmıĢtır. Bu amaçla Tr-9 keratinaz enziminden 20 mL alınıp, istenilen 

konsantrasyon göz önünde bulundurularak bu miktara karĢılık gelen amonyum sülfat tuzu 

ile biraraya getirilip optimum pH tamponuna (pH:7.5) bırakılmıĢtır. Presipitasyona 

bırakılan enzim örnekleri % 40, % 50, % 60, % 70, % 80 ve % 90’lık fraksiyonlar halinde 

hergün ayrı ayrı toplanmıĢtır. 

 

4.4.2. Enzim örneklerinin diyaliz edilmesi 

Amonyum sülfat tuzu ile presipite edilen enzim gruplarını (% 50, % 60, % 70, % 80 

ve % 90) tuzdan arındırabilmek amacıyla her bir grup diyaliz torbasına ayrı ayrı 

bırakılmıĢtır. Diyaliz torbaları pH: 7.5 sodyum fosfat tamponuna bırakılarak + 4 °C’ye 

yerleĢtirilmiĢtir. Tamponlar günde 5-6 kez değiĢtirilmiĢtir.  
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4.4.3. Diyaliz edilen enzim örneklerinin aktivite kontrolünün yapılması 

Diyaliz edilen enzimlerin aktivite kontrolünün yapılması için distile suda hazırlanan 

% 1 ‘lik skim-milk ve % 1.5 agar içeren besiyerlerine 100 µl enzim damlatılarak 2 saat ve 

37 °C’de bekletilmiĢtir. Ġnkübasyon sonucunda en fazla aktivite gösteren grup % 40 ‘lık 

grup olmuĢtur (ġekil 4.9). 

 

 

ġekil 4.9.Maksimum aktivite gösteren % 40 ‘lık diyaliz örneklerinin skim-milk 

agardaki görüntüsü. 

 

4.4.4. Petride aktivite gösteren enzimlerin sephadeks G-100 kromatografisinden 

geçirilmesi 

% 40’lık amonyum sülfat ile elde edilen enzim ekstra saflaĢtırma için sephadeks G-

100 kolon kromatografisinden geçirilmiĢtir. Sonuçlar SDS page sonrası yapılan gümüĢ 

boyamayla kıyaslanmıĢtır (ġekil 4.11) 

 



 

 

66 

 

4.4.5. Enzimin DEAE-sepharose kolondan geçirilmesi ve aktivite kontrolü 

Aktivite gösteren enzim fraksiyonları DEAE-sepharose kolondan geçirilmiĢtir. 

Öncelikle 0,5 mL enzim örneği DEAE-sepharose kolona eklendikten sonra sırasıyla; 0.1, 

0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 1 ve 2 M’lık NaCI çözeltileri kolona eklenmiĢtir. Öncelikli olarak üst sıvı 

olmak kaydıyla her konsantrasyondaki eluatlar ayrı ayrı toplanmıĢtır. Üst sıvının alımında 

optimum pH tamponu kullanılmıĢtır. Toplanan fraksiyonların aktivite kontrolünün 

sonucunda 0.5 M’lık fraksiyonlarda aktivite görülmüĢtür (ġekil 4.10). 

 

 

ġekil 4.10. 0.5M’lık fraksiyonun skim-milk agardaki görüntüsü 

 

4.4.6. Amonyum sülfat presipitasyonu, sephadeks G-100 kolon kromatografisi ve 

DEAE-sepharose kolonu aşamalarından geçen enzimin SDS Page analizi 

Öncelikle amonyum sülfat presipitasyonu sonucu en iyi aktivite görülen % 40 ‘lık 

grubun sephadeks G-100 kolondan geçirilmesiyle elde edilen enzim örnekleri daha sonra 

bu enzim örneklerinin DEAE-sepharose kolondan geçirilmesiyle elde edilen 0.5 M’lık 

grup ve süpernatant birarada SDS page yapılıp gümüĢ boyamaya alınmıĢtır. Boyama 

sonrası sonuçlar yorumlanmıĢtır (ġekil 4.11) 
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4.4.7. DEAE-sepharoose kolondan geçen ve aktivite görülen Tr-9 keratinaz enziminin 

zimogram analizi 

Petride aktivite görülen 0.5 M’lık fraksiyonların zimogram analizi yapılıp, gümüĢ 

boyama yapılan jelle kıyaslanmıĢtır (ġekil 4.11). 

 

 

ġekil 4.11 Tr-9 Keratinaz enziminin gümüĢ ve boyama zimogram görüntüsü. 

 

M)Marker 

1)Süpernatant 

2)Amonyum sülfat presipitasyonunun (%40’lık grup) ardından Sephadeks G 100 

kolon kromotografisinden geçirilen enzim örneği. 

3) Amonyum sülfat presipitasyonunun (%40’lık grup) ardından sırasıyla Sephadeks 

G 100 kolon kromotografisi ve DEAE sepharose kolon kromotografisinden (0.5 M’lık 

eluat) geçirilen enzim örneği. 

Yapılan çalıĢma sonucunda Tr-9 keratinaz enziminin moleküler ağırlığı yaklaĢık 34 

kDa olarak tespit edilmiĢtir. Literatüre bakıldığında keratinaz enzimlerinin moleküler 

ağırlıkları üretildiği organizmaların orjinlerine göre farklılıklar göstermekle beraber genel 

anlamda 18-200 kDa arasında  değiĢtiği bildirilmektedir (Nam ve ark., 2002). Fakat 
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genellikle keratinazların moleküler ağırlığı 50 kDa altında yer alır. Patojen funguslarda ise 

ekstrem olarak 440 kDa kadar çıkabilmektedir (Kim ve ark., 2004)  

Genellikle yüksek moleküler ağırlıklı keratinazlar metalloproteaz sınıfında 

bulunurlar ve enzim termofilik karakterdedir Farag ve Hassan, (2004). Bu çalıĢma sonucu 

elde edilen Tr-9 keratinaz enzimi serin tip proteaz ve mezofilik karakterli bir enzim 

olduğundan bu veriyi desteklemektedir. Enzimin moleküler ağırlığının 50 kDa’dan daha 

düĢük olması genel bir keratinaz profili sunduğunu göstermektedir. Literatürde yapılan 

diğer çalıĢmalara bakıldığında ise; 

Dermatofit Trichophyton granulosum’dan proteaz elde eden Day ve ark., (1968), 

enzimin moleküler ağırlığını yapılan çalıĢmayla hemen hemen aynı değer olan 34.3 kDa 

olarak tespit etmiĢlerdir. Apodaca ve McKerrow (1985), Trichophyton rubrum’dan üretilen 

keratinazın moleküler ağırlığını 44 kDa olarak saptamıĢlardır. Benzer olarak, Asahi ve ark. 

(1985), Trichophyton rubrum’dan moleküler ağırlığını 36 kDa olan keratinaz 

tanımlamıĢlardır. Sanyal ve ark. (1985), ise bu çalıĢmaya paralel olarak Trichophyton 

rubrum’dan moleküler ağırlığı 34.7 kDa olan kerotinolitik proteaz tanımlamıĢlardır. 

McKerrow ve Apodaca (1985), Trichophyton rubrum’dan elde ettikleri ekstraselüler 

proteinazın moleküler ağırlığını 44 kDa olarak saptamıĢlardır. Tsuboi ve ark. (1987), 

Yaptıkları diğer 2 çalıĢmada bu çalıĢmaya yakın değerler elde etmiĢlerdir. Sporothrix 

schenckii ‘den 2 ayrı ekstraselüler proteaz elde edip, bunlardan ilkinin moleküler ağırlığını 

36.5 ikincisinin moleküler ağırlığını ise 39 kDa olarak tespit etmiĢlerdir. Trichophyton 

mentagrophytes ile yaptıkları çalıĢmalarda (1989), ise keratinaz enzimin moleküler 

ağırlığının 38-41 kDa arasında değiĢtiğini bildirmiĢlerdir. Aynı sonucu elde eden 

Rojanavanich ve ark. (1990), Dermatofit Hendersonula toruloidea’dan elde ettikleri 

keratinazın moleküler ağırlığını 34 kDa olarak bulmuĢlardır. Qin ve ark. (1992), 

Trichophyton schoenleinii’den elde ettikleri keratinazın moleküler ağırlığını 38 kDa olarak 

tespit ederek paralel bir sonuca ulaĢmıĢlardır. Bockle ve ark. (1995), ise Streptomyces 

pactum DSM 40530’dan keratinaz enzimi üretip enzimin moleküler ağırlığını paralel bir 

değer olan 30 kDa olarak saptamıĢlardır. 

Huang ve ark. (2003), Bacillus pumilus’tan elde ettikleri serin proteazın moleküler 

ağırlığını 32 kDa olarak saptamıĢlardır. Korkmaz ve ark. (2003), Topraktan izole ettikleri 

Streptomyces BA7 suĢundan ürettikleri keratinazın moleküler ağırlığını 44 kDa olarak 

tespit etmiĢlerdir. Gradisar ve ark. (2005), yaptıkları çalıĢmada 2 nonpatojenik filamentöz 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Apodaca%20G%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20McKerrow%20JH%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20McKerrow%20JH%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Rojanavanich
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fungusdan keratinaz tanımlamıĢlardır Keratinazlardan ilkinin moleküler ağırlığını 33 kDa, 

ikincisinin moleküler ağırlığını ise 30 kDa olarak bulup paralel sonuçlar elde etmiĢlerdir. 

Suntornsuk ve ark. (2005), Bacillus licheniformis’den elde edilen keratinazın moleküler 

ağırlığını 35 kDa saptayıp hemen hemen bu çalıĢmayla aynı sonucu bulmuĢlardır. 

Moallaei ve ark. (2006), Trichophyton vanbreuseghemii’den karakterize ettikleri 

keratinazın moleküler ağırlığınının benzer Ģekilde 37 kDa olarak saptamıĢlardır. 

Paralel çalıĢmalarla, Ogino ve ark. (2007), Bacillus sp. PN-13 suĢundan elde 

ettikleri keratinazın moleküler ağırlığını yaklaĢık 30 kDa bulmuĢken, Raju ve ark. (2007), 

dermatofit fungus Microsporum gypseum’dan elde ettikleri keratinazın moleküler ağırlığını 

ise 33 kDa olarak tespit etmiĢler, Anbu ve ark. (2008), ise Trichophyton sp. HÁ-2’den elde 

ettikleri keratinazın moleküler ağırlığını yapılan çalıĢmayla aynı değer olan 34 kDa olarak 

bildirmiĢlerdir. Benzer Ģekilde, Cai ve Zheng (2009), Bacillus subtilis KD-N2 suĢundan 

ürettikleri keratinazın molekül ağırlığını 30.5 kDa olarak bulmuĢlardır. 

Farklı olarak, Moreira ve ark. (2009), filamantöz fungus Myrothecium 

verrucaria’dan elde ettikleri keratinazın moleküler ağırlığını yaklaĢık 23 kDa olarak tespit 

etmiĢlerken, Dubey ve ark. (2010), ise Aspergillus niger’den elde ettikleri keratinazın 

moleküler ağırlığını 60 kDa olarak tespit etmiĢlerdir. Benzer bir çalıĢmayla, Prakash ve 

ark. (2010), ise Bacillus halodurans PPKS-2 suĢundan salgılanan 2 ayrı özellikteki 

keratinaz üretip ilk keratinazın moleküler ağırlığını 30 kDa, ikinci keratinazın moleküler 

ağırlığını ise farklı olarak 66 kDa saptamıĢlardır. 

Yapılan çalıĢmalar göz önünde bulundurulduğunda Trichophyton sp.’ye ait 

keratinazların serin tip proteaz olduğu ve moleküler ağırlıklarının 50 kDa altında olduğu 

sonucu açığa çıkmaktadır. Yapılan çalıĢma sonucu sonucu elde edilen Tr-9 Keratinaz 

enziminin moleküler ağırlığının diğer serin proteazlarla büyük bir uyum içerisinde olduğu 

görülmektedir. 
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4.9. Tr-9 Keratinaz Enziminin Tüy Parçalama Yeteneğinin Saptanması 

Tr-9 Keratinaz enziminin tüy parçalalama yeteneğinin araĢtırılması için elde 

ettiğimiz keratinazdan tavuk tüyleri üzerine eklenmiĢtir ve ardından 37°C ve 150 rpm’de 3, 

6, 9, 12, 15 günlük inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyonun ardından elde edilen sonuçlar 

Ģekil 4.12’de gösterilmektedir. 

 

 

              3. gün            6. gün            9. gün            12. gün             15. gün 

ġekil 4.12. Tr-9 Keratinaz enzimi ile muamele edilen ve farklı periyotlarda 

inkübasyona bırakılan tavuk tüylerinin görüntüsü 

 

Dermatofitlerden özellikle Trichophyton sp’ den elde edilen keratinazın tavuk 

tüyünü parçalamada oldukça baĢarılı ve önemli bir rolünün olduğu belirtilmiĢtir, Okafor ve 

Ada, (2000). Bitki patojeni fungus Myrothecium verrucaria’dan keratinaz elde eden 

Moreira ve ark. (2007), bu keratinazın tavuk tüyü, koyun yünü, insan tırnağı, insan saçını 

parçalayabildiğini bildirmiĢlerdir. Anbu ve ark. (2008), benzer bir sonuçla Trichophyton 

sp. HA suĢundan elde edilen ekstraselüler keratinazın tavuk tüyünü parçalamada oldukça 

etkin olduğunu bildirmiĢlerdir. Pandian ve ark. (2012), Funguslar arasından Microsporum 

sp. ve Trichophyton sp.’nin tüy parçalama yeteneğinde olduğunu bildirmiĢlerdir. Ayrıca 

keratinaz üretebilen mikroorganizmaların aynı zamanda tüy parçalayıcı etkisinin olduğunu 

bildirmiĢlerdir. Yapılan çalıĢma sonucunda Tr-9 Keratinaz enziminin tavuk tüyleri 

üzerinde parçalayıcı etkisi olduğunu söyleyebiliriz. 



 

 

71 

 

5. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Mikrobiyal keratinazlar oldukça sert yapıda olan, güçlü çarpraz bağlara sahip, 

çözünmesi hayli güç yapısal bir polipeptid olan keratini parçalama yeteneğinde 

olmalarından dolayı biyoteknolojik uygulamalar için oldukça önem arz etmektedirler 

(Selvam ve Vishnupriya, 2012). Hayvan besleme açısından önemli olan tüy yemlerinin 

elde edilmelerinde keratinazlar oldukça önemlidir.. Bu uygulama oldukça ucuz ve 

alternatif bir yöntem olmaktadır. (Papadopoulos ve ark., 1986). 

Hayvan derilerini endüstriyel olarak kullanıma uygun hale getirmek için uygulanan 

tabaklama iĢlemi sırasında kılların uzaklaĢtırılması iĢleminde (enzimatik dehairing) 

keratinazlardan faydalanılmaktadır (Cantera, 2001; Thanikaivelan ve ark., 2004).  

Keratinlerin biyolojik yıkıma uğrayabilen filmlere ve tarımsal-biyomedikal 

uygulamalar için kaplamalara dönüĢtürülmesi konusunda ilgi oldukça artmıĢtır. Keratinin 

enzimatik ya da kimyasal olarak muameleyle, gübre paketlenmesi, modifiye keratin 

tarımsal filmler ya da tüketilebilir film oluĢumunda kullanılabileceği bildirilmiĢtir. Bazı 

keratinazlar kozmetik ve farmasötik açıdan ilgi çekici hale gelmiĢtir (Brandelli, 2008). 

Ayrıca dermatofitoz tedavisi için aĢıların hazırlanmasında da kullanılabilirler (Friedrich ve 

ark,, 2005; Gradisarve ark., 2005; Mohorcic ve ark., 2007). Keratinazların alkali pH 

aralığında olmaları, düĢük ve orta sıcaklıkta etkin olmaları, surfaktan ve deterjan 

uyumluluğunun yanı sıra beyazlatma etkinlikleri dolayısıyla deterjan formülasyonlarında 

katkı maddesi olarak kullanılabilmektedir (Rai ve ark., 2009; Zhang ve ark., 2009; Prakash 

ve ark., 2009; Xie ve ark., 2010).  

Keratinazlar biyohidrojen üretiminde de kullanılabilirler (Balint, 2005) Yakın 

zamanlarda keratinazın dikkat çeken önemli bir alanı ise ilaçların vücutta geçirgenliğini 

arttırması olmuĢtur (Mohorric ve ark,. 2007).  

Mikrobiyal keratinazların biyokimyasal özellikleri üretildikleri mikroorganizmalara 

göre farklılık gösterir, bu enzimler ağırlıklı olarak ekstraselüler olsalar da yine de 

intraselüler ve hücre ile iliĢkili olanları da tanımlanmıĢtır (Gupta ve Ramnani, 2006). 

Mikrobiyal keratinazlar genellikle alkalin ve  nötral proteazlardır ve optimum pH 

aralıkları 7.5-9.0 arasında değiĢkenlik gösterir fakat bu aralığın dıĢında yer alan  enzimler 

de vardır (Takami ve ark., 1999). 
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Keratinazların aktivite gösterdiği optimum sıcaklık, izolatın habitatına ve üretildiği 

mikroorganizmaya bağlı olarak çok değiĢkendir, genel olarak keratinazların optimum 

sıcaklığı 30-80°C arasında değiĢmektedir. 

Keratinazların moleküler ağırlığı çoğunlukla 50 kDa altında yer alır, fakat patojenik 

funguslar söz konusu olduğunda moleküler ağırlık 440 kDa kadar yükselebilmektedir (Kim 

ve ark., 2004). Yine de genel anlamda bakıldığında keratinazların moleküler ağırlıklarının 

18-200 kDa arasında olduğu bildirilmiĢtir (Nam ve ark., 2002; Bernal ve ark., 2003) 

Birçok çalıĢma dermatofitik fungusların keratinolitik potansiyelleri üzerinde 

odaklanmıĢtır. Özellikle Trichophyton ve Microsporum gibi genuslar ilgi uyandırmaktadır 

(Asahi ve ark., 1985). Dermatofitik funguslar baĢlıca tıbbi ve veterinerlik etkileri nedeniyle 

ilgi çekmektedirler (Anbu ve ark., 2008). En iyi çalıĢılan keratinazlar dermatofitlerin 

Trichophyton, Microsporum cinslerine aittir (Tsuboi ve ark., 1989; Qin ve ark., 1992). 

Dermatofitler tarafından salgılanan serin proteazların derinin fungal invazyonunda büyük 

bir rol oynadığı kabul edilmektedir (Kaufman ve ark., 2007; Monod ve ark., 2002). Bu özel 

grup patojenik funguslar keratin substratını en iyi parçalayanlar arasında yer alır bu 

nedenle keratin hidrolizi yapılması gereken, tıp, kozmetik, deterjan, deri endüstrisi gibi 

farklı alanlarda uygulanmalıdır (Friedrich ve ark., 2003). 

Dermatofitlerin önemli bir genusu olan Trichophyton sp. ekstraselüler keratinaz 

üretebilme yeteneğinde olan insan ve hayvan patojeni fungusları kapsar. Trichophyton sp. 

üreyebilmek için keratin dokuya ihtiyaç duyar bundan dolayıda saç, tırnak ve yüzeysel deri 

alanlarına yerleĢip buralarda keratin dokuları parçalamak suretiyle lezyonlar oluĢturur. 

Ayak ve tırnaklardaki infeksiyonun en önemli ve en yaygın nedeni olan patojen 

mikroorganizmadır. 

Yapılan çalıĢmada KahramanmaraĢ sütçü imam üniversitesi dermatoloji bölümüne 

baĢvuran hastalardan elde edilen Trichophyton Tr-9 suĢundan izole edilen keratinazın 

karakterizasyon çalıĢmaları yapılmıĢtır. ÇeĢitli metal iyonları, inhibitör, Ģelatör ve 

deterjanların enzim üzerindeki etkileri incelenip, enzimin saflaĢtırma çalıĢmaları 

yapılmıĢtır. Ek olarak bu keratinazın tavuk tüyleri üzerindeki etkisi araĢtırılmıĢtır.  

ÇalıĢmanın ilk adımında KahramanmaraĢ sütçü imam üniversitesi dermatoloji 

Polikliniğine baĢvuran hastaların saç ve derilerinden alınan kazıntı örneklerinden 

Trichophyton sp. izolasyonu yapılmıĢtır. Ġzolasyon sonrası Tr-2, Tr-3, Tr-5, Tr-7, Tr-9 

numaralı suĢlar geliĢtirilmek amacıyla sıvı stok kültüre (SDB) ekim yapılmıĢtır. Ekimin 
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ardından 30°C’de 150 rpm çalkalama hızına ayarlanmıĢ inkübatörde 7 gün inkübasyona 

bırakılmıĢtır (TanıĢ ve Cihangir, 2009). 

7 günlük inkübasyonun ardından geliĢen Tr-2, Tr-3, Tr-5, Tr-7, Tr-9 numaralı 

suĢlardan enzim üretme besiyerine ekim yapılarak ayrı ayrı her bir suĢ 5, 7, 10, 12, 14 

günlük inkübasyona bırakılmıĢtır burada gözlenmeye çalıĢılan durum ise keratinaz üretimi 

için en uygun sürenin belirlenmesi olmuĢtur. 5, 7, 10, 12, 14 günlük inkübasyonun 

ardından her bir örnek filtre edilmiĢ ve elde edilen süpernatantlardan keratinaz aktivite 

tayini yapılmıĢtır bu amaçla skim milk agara her bir örnekten ayrı ayrı 100 µl 

damlatılmıĢtır ve sonuçlara göre keratinolitik aktivite hakkında yorum yapılmıĢtır. 

Yapılan çalıĢmalar sonucunda keratinaz enzimi üretmek için en uygun suĢun Tr-9, 

maksimum enzim üretimi için gerekli olan sürenin ise 10 gün olduğu belirlenmiĢtir. Tr-9 

suĢuna ait süpernatant filtre edildikten sonra ultra santrifüj tüpler ile 4000g’de, +4°C’de, 

20 dk. santrifüj edilmiĢ ve yoğunlaĢtırma sağlanmıĢtır. Ardından yoğunlaĢan enzim 

örnekleri -20’°C de saklanmıĢtır. Tr-9 keratinaz enziminin karakterizasyon çalıĢmalarına 

bu enzim örnekleriyle devam edilmiĢtir. 

Yapılan karakterizasyon çalıĢmalarında; Tr-9 Keratinaz enziminin optimum pH: 

değeri 7.5 olarak tespit edilmiĢtir. Tr-9 Keratinaz enziminin rölatif aktivitesi pH: 4.0-5.0 

aralığında artıĢ göstermektedir, pH 5.0’de rölatif aktivite %50 civarında gözlenmiĢtir, pH: 

5.5-6.0 6.5-7.0 aralıklarında ise rölatif aktivite de belirgin bir değiĢim olmamakla beraber 

pH: 7.0-7.5 aralığında ise rölatif aktivite % 100’e ulaĢmıĢtır. pH 8.0’den sonra ise rölatif 

aktivitede belirgin bir düĢme baĢlamıĢtır pH 9.0 dolaylarında rölatif aktivite % 10’a 

düĢmüĢtür. 

Tr-9 Keratinaz enzimini optimum aktivite gösterdiği sıcaklık değeri 37 °C olarak 

bulunmuĢtur. Enzim 20°C’de % 52 rölatif aktivite gösterirken ondan sonraki sıcaklık 

değerlerinde kademeli bir artıĢ göstermiĢ ve 37°C’de % 100’e ulaĢmıĢtır, 37°C’den sonra 

ise rölatif aktivitede düĢme yaĢanmıĢtır.  

Bu sonuçlar doğrultusunda Tr-9 keratinaz enziminin mezofilik karakterde bir enzim 

olduğu görülmektedir. Enzimin insan vücudunda etkin olduğu düĢünülürse bu sıcaklığın 

ideal olduğu söylenebilir, ayrıca enzimin yüksek sıcaklıklarda aktivitesini büyük ölçüde 

kaybettiğinden yüksek sıcaklık içeren uygulamalar için uygun olmadığı söylenebilir. 

Tr-9 Keratinaz enziminin termal stabilite çalıĢmalarında ise; enzime 20, 30, 40, 50, 

60, 70°C’lerde 30 dk. ön inkübasyon uygulanmıĢtırdaha sonraki aĢamada ise enzimin 
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optimum sıcaklığı olan 37°C’de ve optimum pH 7.5 olan tampon –substrat kompleksi ile 

inkübasyona bırakılmıĢtır. 20°C’de enzimin aktivitesinin % 70’e yakın korunduğu, 

30°C’de % 65 korunduğu, 40°C’de %63 oranında korunduğu 40°C’nin altındaki 

değerlerde ise enzimin aktivitesinin kademeli olarak düĢtüğü görülmektedir. 

Sonuçlar doğrultusunda 20-40°C aralığında enziminin aktivitesinin % 60 üzerinde 

korunduğu ve Tr-9 Keratinaz enziminin sıcaklık stabilitesi spektrumunun dar olduğu 

söylenebilir. 

Tr-9 Keratinaz enziminin pH stabilite çalıĢmalarında; Enzimin pH: 4.0-4.5-5.0 

aralığında % 30 dolaylarında aktivitesinin kaldığı pH 5.0’den sonra aktivitenin arttığı pH 

5.5 ’da %100’e ulaĢtığı görülmektedir. Enzimin pH: 5.5-7.5 aralığında aktivitesini yaklaĢık 

% 100 oranında koruduğu görülmektedir. pH 8.0’den itibaren enzimin aktivitesinde 

kademeli bir düĢüĢ yaĢanmaktadır. pH 9.0 ‘da enzim aktivitesini %85 kaybetmiĢtir. Veriler 

doğrultusunda Tr-9 Keratinaz enziminin pH: 5.5.-8.0 aralığında stabil olduğu söylenebilir. 

Tr-9 Keratinaz enzimi üzerine inhibitör, Ģelatör, metal iyonları ve deterjanların 

etkilerini saptamak amacıyla belirlenen kimyasallar 1mM ve 5mM olmak üzere 2 farklı 

konsantrasyonda enzime ilave edilerek, enzimin kalan aktivitesi belirlenmiĢtir.. 

FeCl3 ve CaCl2 ‘nin enzim aktivitesini hem 1mM hem de 5mM konsantrasyonda 

arttırdığı özellikle CaCl2’nin 5mM konsantrasyonda aktiviteyi % 148 arttırdığı 

görülmektedir, ZnCl2’nin ise 1mM konsantrasyonda enzim aktivitesini % 56 azalttığı, 

5mM konsantrasyonda ise aktiviteyi % 66 azalttığı görülmektedir. Üre 1mM 

konsantrasyonda % 36; 5mM konsatrasyonda ise %51 aktivite kaybına yol açmıĢtır. 

Deterjanlardan Triton-X 114 % 1 konsantrasyonda enzimde % 98 gibi ciddi bir 

aktivite kaybına sebep olarak enzimi çok büyük çapta inhibe etmiĢtir. SDS ise % 1 

konsantrasyonda % 51 oranında aktivite kaybına neden olarak enzimi kısmen inhibe 

etmiĢtir. PMSF’nin ise enzimi tamamen inhibe ettiği görülmektedir, EDTA 1mM 

konsantrasyonda % 39 aktivite kaybına sebep olurken, 5mM konsantrasyonda ise % 51 

aktivite kaybına neden olmuĢtur. 1-10 Phenanthroline Monohidrat 5mM konsantrasyonda 

enzim aktivitesini %69 oranında düĢürmüĢtür. 

Bu sonuçlar doğrultusunda Tr-9 Keratinaz enziminin serin proteaz olduğu 

anlaĢılmaktadır. PMSF tarafından tamamen inhibe olması bu durumu doğrulamaktadır bu 

durum ilgili çalıĢmalarla gösterdiği paralelikten de anlaĢılmaktadır. 
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Tr-9 Keratinaz enziminin tüy parçalama yeteneğinin saptanması çalıĢmalarında ise 

tavuk tüyü 37°C’de 150 rpm’de farklı periyotlarda inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon 

süreleri ise 3, 6, 9, 12, 15 gün olarak belirlenmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda ise 9. günden 

itibaren etkili bir parçalama görülmekle beraber 15. günün sonunda tavuk tüyünün 

tamamen parçalandığı görülmüĢtür. 

Elde edilen sonuçlara göre Tr-9 Keratinaz enzimi tavuk tüyü parçalamada etkindir 

ve tavuk tüylerinden feather meal (tüy yemi) elde edilmesi gibi endüstriyel iĢlemler için 

kullanılabilir. Böylelikle tavuk tüylerin biodegredasyonuna katkıda bulunabilir. 

Tr-9 Keratinaz enziminin kısmi saflaĢtırma iĢlemlerinde ise sırasıyla amonyum 

sülfat presipitasyonu ardından diyaliz, Sephadeks G 100 Kolon kromatografisi ve DEAE 

Sepharose kolon kromatografisi teknikleri uygulanmıĢtır. Bu saflaĢtırma adımlarının her 

birinden sonra yapılan SDS page ve zimogram analizi sonucunda enzimin moleküler 

ağırlığı yaklaĢık 34 kDa olarak tespit edilmiĢtir. Genel anlamda keratinazların moleküler 

ağırlığının 50 kDa altında olduğu düĢünülürse Tr-9 Keratinaz enzimi bu değer içerisinde 

yer almaktadır. Tr-9 Keratinaz enziminin moleküler ağırlığının Trichophyton sp.’ye ait 

tanımlanmıĢ diğer keratinazla uyum gösterdiği görülmektedir. 

Sonuç olarak; Tr-9 Keratinaz enziminin; moleküler ağırlığı yaklaĢık 34 kDa, 

optimum pH: 7.5, optimum sıcaklığı 37°C olarak saptanmıĢtır. Enzim, pH: 5.5-8.0 ve 20-

40°C aralığında stabil ve tavuk tüyü parçalamada etkindir. Ayrıca enzimin ilgili gen 

bölgesi non-patojen mikroorganizmalara aktarılarak biyoteknolojik kullanılma potansiyeli 

arttırılabilir. Bu uygulamalar arasında mezofilik aktivite gerektiren keratinolizis iĢlemleri, 

enzimin tavuk tüyü parçalamasındaki etkinliği nedeniyle hayvan beslenmesine alternatif 

bir yöntem olan tüy yemi (feather meal) üretimi, Ekolojik problemlere neden olan 

keratinöz substratların biyodegradasyonu gösterilebilir. 

Daha ileri çalıĢmalarla enzimin 16S rRNA sekans analizi yapılarak hangi türe ait 

olduğu, enzimin farklı substratlar üzerindeki etkileri saptanarak farklı kullanım alanları 

saptanabilir. 
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