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OZET

M125-4 AKTINOMISET iZOLATI iLE KERATINOZ
ATIKLARDAN KERATINAZ URETIM OPTIMiZASYONU VE
KARAKTERIZASYONU

KUSCUOGLU, Deniz

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez danismant: Dog. Dr. E. Esin HAMES KOCABAS
Mayis 2012, 90 sayfa

Tez c¢alismasinda, mevcut aktinomiset izolatlarinin proteaz ve keratinaz
aktivitesi agisindan taranarak secilen izolattan keratinéz atik kullanilarak keratinaz
liretiminin optimizasyonu ve karakterizasyonun yapilmasi amaglanmistir.

Bu kapsamda; ilk asamada, 180 adet alkalifilik aktinomiset izolat1 proteaz
aktivitesi agisindan taranmis ve segilen iyi iireticiler substrat olarak keratingz
atiklar (tavuk tliyli, koyun yiinii) kullanilarak derin kiiltlir fermentasyon
calismasina alinmistir. Fermentasyon sivilar1 keratinaz aktiviteleri agisindan
degerlendirilerek izolat M125-4 ve substrat olarak tavuk tiiyii ileri ¢alismalar i¢in
secilmistir. Cesitli 6zellikleri incelenen izolatin S. albidofalavus grubunda yer
aldig1 belirlenmistir. Daha sonra pH, inokulum miktar1 ve zaman degiskenlerinin
keratinaz tiretiminde birbirleri ile olan etkilesimi yanit yiizeyi yontemi (YYY) ile
incelenmis ve buna gore keratinaz tiretimi i¢in optimum kosullar pH 7.0, 30°C ve
4 giin olarak belirlenmistir. Ardindan substrat miktarminin optimizasyonu YYY
ile elde edilen kosullar altinda gergeklestirilerek, en iyi enzim {iretiminin 15g/L
tavuk tiiyii ile 12 U/ml oldugu belirlenmistir. Optimizasyon ¢aligsmalar1 sonucunda
enzim tretimi, % 50 oraninda arttinlmis ve fermentasyon siiresi 2 giin
kisaltilmigtir. Enzim iyon degisim kromatografi kolonundan eliisyon sonucu %
13.7 verimlilik ile 44.1 kat saflastirilmistir. Enzimin optimum aktivite gosterdigi
sicaklik ve pH degeri 37°C, pH 9.0 olarak belirlenmis, 1 saat siire sonunda
45°C’de % 80 ve pH 12°de ise % 84 aktivitesini korudugu tespit edilmistir.
Keratinazin molekiiler kiitlesi 20 kDa olarak tahmin edilmistir. Bunu takiben;
cesitli substratlarin, inhibitorlerin, deterjanlarin ve organik solventlerin farkli
derisimlerde enzimatik reaksiyona etkisi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Aktinomiset, Streptomyces sp., keratinaz, proteaz,

tavuk tiiytii, optimizasyon, yanit yiizeyi yontemi, saflastirma, karakterizasyon.
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ABSTRACT

OPTIMIZATION OF THE KERATINASE PRODUCTION FROM

ACTINOMYCETES M125-4 USING KERATINOUS WASTES

AND CHARACTERIZATION OF KERATINASE
KUSCUOGLU, Deniz
MSc. Thesis in Biotechnology
Supervisor: Assoc. Prof. E. Esin HAMES KOCABAS
May 2012, 90 pages

The aim of the thesis is to optimize the production of keratinase using
keratin based wastes from actinomycete isolates that screened for their ability to
produce proteases and to perform enzymes’ purification and characterization.

In this study primarily a total of 180 actinomycetes isolate were investigated
for their extracellular protease producing capacities and the best producers were
evaluated for keratinase production in shake flask fermentation. Isolate M125-4
which have a potential to produce keratinase in specified level of literature or
more than that was chosen for further studies. The selected isolate was identified
in Streptomyces albidoflavus clade on the basis of its various characteristics. In
the second step of the thesis based on preliminary studies three variables;
temperature, initial pH and incubation time were selected and optimized by
Response Surface Methodology (RSM). Also amount of substrate in fermentation
was optimized using One variable at a time (OVAT) method. For the production
of keratinase optimum conditions were determined as pH 7.0, 30°C, 4 days and 15
g/L chicken feather. As a result of optimization studies, the enzyme production
was increased 50 % and also the fermentation time of the enzyme was shortened 2
days. Following the optimization, enzyme was purified 44.1 fold by ion exchange
chromography with 13.7 % yield. The optimal temperature and pH for the
keratinolytic activity were determined 37°C and 9.0 respectively. Temperature and
pH stability of the keratinase after 1 hour at 45°C and pH 12 were defined as 80 %
and 84 % respectively. The enzyme molecular mass was estimated 20 kDa by
SDS-PAGE analysis. Finally for the determination of the various substrates,
inhibitors, detergents and organic solvents effects of enzyme activity they added
to enzymatic reaction to certain concentrations.

Key words: Actinomycetes, Streptomyces sp., optimization, Response
surface methodology, purification, characterization.
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1. GIRIS

Diinya capinda ciddi miktarlarda keratin atig1 ortaya ¢ikaran agroendiistri,
faaliyetleri sonucunda; diinyada yaklasik 5.6 milyon ton, lilkemizde ise yaklasik
16.500 ton tavuk tiiy atig1 olusturmaktadir. A¢iga ¢ikan bu yan iirliniin temel
maddesi olan Keratin; tripsin, pepsin gibi bilinen birgok proteaz grubu enzim

tarafindan parcalanamayan siki katlanmig bir proteindir.

Bu tiir {irtinlerin parcalanmasinda rol oynayarak biyodoniisiimii saglayan
mikrobiyal keratinazlar, son yillarda biyoteknolojik olarak énem kazanmislardir.
Dogada her organizma tarafindan sentezlenemeyen bu tiir keratinolitik enzimleri
baz1 fungus, Bacillus sp. ve Streptomyces sp. tiirleri tiretmektedir. Potansiyel
kullanim alan1 olduk¢a genis olan keratinazlar yaygin olarak hayvancilik
sektorliinde kullanilirlar. Bunun yaninda, deri endiistrisinde kil gideriminde,
deterjan, kozmetik, biyomedikal ve farmasdtik sanayinde dogrudan katki maddesi
olarak kullanilmaktadirlar. Keratinazlar araciligi ile elde edilen tiiy unu, hayvan
yemlerine ilave edilerek sindirimi kolaylagtirmada, beslenme kalitesini arttirmada
ve organik tarimda dogal giibre kaynag: olarak degerlendirilmektedir. Bununla
birlikte, enzimin kisith proteolitik aktivitesinden yararlanilip proteinler yapisal

olarak modifiye edilebilmekte ve ¢ok daha kullanigl hale getirilebilmektedir.

Tavukeuluk sektorii faaliyetleri sonucunda yiiksek miktarlarda ortaya ¢ikan
tilylerin, sisteme tekrar geri dondiriilmesi ile 6nemli ekonomik kazanglar
saglanabilir. Gliniimiizde firmalarin rekabet giiglerini arttirmalari, minimum atik
tiretmelerine ve olusturduklart yan iirtinlerden yine kendi kullanabilecekleri veya
yan sanayi dallarina pazarlayabilecekleri iiriinleri elde etmelerine baghdir. Bu
baglamda, tavukculuk sektoriiniin en 6énemli yan iiriinii olan tavuk tiiylerinin yine
sektoriin veya diger alanlarin kullanabilecegi katma degeri yliksek {iriinlere

dontistiiriilmesi 6nemli bir potansiyel tasimaktadir.

Keratindz yan iirtinlerin degerlendirilmesinin her asamasinda katalizor olarak
kullanilan keratinaz enzimi bu noktada dikkat ¢ekmektedir. BCC Research (2007)
tarafindan yapilan arastirmaya gore; 2012 itibariyle keratinaz gibi enzimlerin

yaygin olarak kullanildigi hayvan yem enzim marketinin, en c¢ok biiylimeyi



gostererek diger endiistriyel enzim marketlerini geride birakacagi 6ngoriilmiistiir.
Yine ayni arastirmaya gore; 2007-2012 yillar1 arasinda pazar payinda en fazla
¢ikis yapacagi diisiiniilen enzimlerden biri olan keratinazin, yil sonu itibari ile 375
milyon dolar market degerine sahip olmasi beklenmektedir. Bu nedenle, keratinaz
enziminin farkli kaynaklardan iiretim potansiyellerinin arastirilmasit ve
karakteristik Ozelliklerinin aydinlatilmas1t hem sanayi hemde Ar-Ge calismalari

acisindan 6nem tagimaktadir.

Bu bilgiler dogrultusunda yapilan tez ¢alismasinda, keratinaz iireten M125-4
aktinomiset izolatinin istatiksel olarak Yanit yiizeyi yontemi (YYY) kullanilarak,
derin kiiltiirde iiretim optimizasyonunun gergeklestirilmesi ve tretilen enzimin
kismen saflastirilip karakterizasyonunun yapilmasi amaglanmistir. Tez ¢aligmasi
ile bircok sektorde kullanim potansiyeli bulunan keratinazin {iretim
optimizasyonunun yapilmasi, olas1 ileri olgek biiyiitme c¢aligmalarina veri
saglamig olacaktir. Bununla birlikte Streptomyces genusu iiyesinden elde edilen
keratinazin temel bazi karakteristik 6zellikleri de belirlenmis olacaktir. Su ana
kadar birgok farkli keratinaz tipi mikroorganizmalardan elde edilerek karakterize
edilmis ve bunlarin potansiyel endiistriyel uygulamalar1 arastirlmistir. Bu
caligmayla sekonder metabolit liretiminde oldugu kadar ekstraselliiler enzim
iretiminde de iyi birer aday olabilecek streptomisetlerin keratinaz {iretimi

acisindan ne kadar timit vaadedici adaylar olduklar1 belirlenmis olacaktir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Keratinoz Substratlar

Keratin, sistein aminoasitleri arasinda disiilfit ¢apraz baglar igeren, yiiksek
kararlilik ve diisiik c¢oOziinirliik gosteren bir protein tipidir. Kuslarda,
stiringenlerde ve memelilerde bulunan keratin dokusu, insan ve hayvan derisinde
korun tabakasinin (stratum corneum) bir parcasi iken kus, siliriingen ve diger
memelilerde tily, boynuz, toynak gibi dis iskelet yapilarin1 olusturmaktadir
(Zoccola et. al., 2009). Tasidig: siilfiir miktarina gore ‘sert’ ve ‘yumusak’ olarak
adlandirilan keratin, X 151n difraksiyon motifi olan a (a heliks) veya £ ( tabaka)
seklinde yapilanmustir (Sekil 2.1). Memelilerde bulunan keratinin tiimii o tip iken,
kuslar ve siiriingenlerde hem o hem de P tip keratine rastlamak miimkiindiir

(Friedrich and Kern 2003; Brandelli, 2005).

Sekil 2.1 a heliks ve f tabaka’nin sematik gosterimi.

Omurgali boynuzsu proteinler iki grup altinda incelenir. Birinci grup
molekiil kiitlesi 40 — 70 kDa olan ipliksi proteinlerdir (o keratin / intermediate
filament proteinler / IFPs) (Powell and Rogers, 1994; Coulombe and Omary,
2002). ikinci grup ise, 6 — 40 kDa molekiil kiitlesine sahip keratin iligkili
proteinlerdir (B keratin / KAPs) (Powell and Rogers, 1994; Rogers et al., 2006).
Bu proteinler a keratinin yapisinda yer alan kiigiik proteinlerdir. Sag, tirnak,
boynuz, yiin gibi memelilerin sahip oldugu sert yapidan farkli olarak, siirlingen ve
kus keratinositleri olan pul, tily proteinleri § keratin olarak bilinir (Fraser et al.,
1972; Brush, 1983). B keratin ipliksi proteinden; kompozisyon, kimyasal, fiziksel

ozellik ve polimerizasyon bakimindan farklilik gosterir.



En c¢ok glisin ve serin amino asitlerini iceren B keratin 6rnegi olan tiiy
keratini, kovalent baglar ve disiilfit zincirler nedeniyle suda ¢6ziinmez. Genellikle
disiilfit baglarinin iire, guanidin hidroklorit, SDS (sodium dodecyl sulfate) gibi
indirgen veya yiikseltgen maddeler ile ayrilmasi sonucu ¢Oziiniir hale
getirilebilirler (Stevens, 1996). Yiin % 95 oraninda saf keratin icerir. B keratin
tabakasina gomiilmiis alfa heliks yapisi ile karakterize olan, ig seklindeki
filament6z proteinlerden olusmustur (Cardamone, 2010). Ayn1 zamanda bu yapi,
glisin / tirozin miktarinca zenginligiyle de bilinir. B keratinin igcerdigi c¢oklu

disiilfit baglar1, yapiy1 kimyasal par¢alanmaya karsi direngli hale getirmistir.

Cevre kirliligine yol acan birgok sektorden biri olan agroendiistriyel sektor
faaliyetleri sonucunda farkli keratindz atiklar (tavuk tiiyii, yiin vb.) ortaya ¢ikarir.
Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organization — FAO)’niin 2009
verilerine gore, Diinya’da yaklagik 17 milyon ton keratindz atik agiga ¢ikmistir
(Sekil 2.2). Bu atigin % 51’ini biiylikbas hayvan postu olustururken (8,8 milyon
ton) % 32’sini tavukguluk sektoriiniin faaliyetleri sonucu agiga ¢ikan tiiyler
olusturmaktadir (5,6 milyon ton). Yiiksek protein miktar1 goz Oniinde
bulunduruldugunda tiiy ve yiinler bir ¢ok uygulama i¢in biiyiik bir potansiyel
teskil etmektedir (Barone and Schmidt, 2005). Ancak c¢oziinmeme ozelligi,
hayvan, bitki ve bilinen bir ¢ok mikroorganizmanin enzimatik sindirimine karsi
direngli olmasi, tily ve yiinlerin katma deger bir iirlin kaynagi olarak kullanimini

son derece smirlamaktadir.

W Sigir - Bufalo postu Kegi postu
Koyun postu B Tavuk tiiyi

5,6 milyon
ton

8,8 milyon
ton

119

1,9 milyon
ton 1,1 milyon
ton

Sekil 2.2 Keratindz atik miktar1 ve kompozisyonu.



Son zamanlarda, bu tiir keratin atiklar iizerine bir ¢ok caligma yapilmis ve
potansiyel kullanim alanlari ile ilgili 6nemli bilgiler elde edilmistir. Bazi iilkelerde
kiimes hayvanlarindan kesim sonrasi elde edilen atik tiiyler, tily unu haline
getirilerek hayvan yem katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Fakat Avrupa
Birligi tiyesi iilkelerde, deli dana hastaligi ve kus gribi gibi enfeksiy6z hastalik
tehlikelerinden dolayi, bu tir bir uygulama yapilmayip tiiyler bertaraf
edilmektedir (Zoccola et al., 2009). Tiirkiye’de ise, kanatli kesimhanelerinde agiga
cikan tiiyler islenerek hayvan yemi olarak kullanilmamakta, bunun yerine agiga
cikan diger atiklar ile birlikte tlyler dogrudan tavuk unu iiretiminde

kullanilmaktadir (Aslantas, 2004).

Bugiin Diinya’da tiiy unu iretiminde, hidrotermal uygulama veya
mikrobiyal keratinolizis’den yararlanilmaktadir (Aslantas, 2004). Genelde
hidrotermal uygulama prosesi, ya yiiksek sicaklikta yada yiiksek basingta ortama,
seyrek hidroklorik asit gibi asitlerin veya sodyum hidroksit gibi tuzlarin konmasi
ile gergeklestirilmektedir. Tiiylin fiziki yapisint bozmak i¢in uygun sicakliga ve
basinca ihtiya¢ vardir. Eger uygun olmayan bir basing ve sicaklikta hidrolizasyon
uygulanir ise, tliyler piser ve protein kalitesi son derece diisiik olur (Aslantas,
2004). Bunun gibi kimyasal islemler atik keratini daha sindirilebilir kilsada
keratinin yapisindaki ¢esitli amino asitlerin bozulmasina yol agtigindan alternatif

yontemler gelistirilmeye ¢alisilmaktadir (Papadopoulos et al., 1986).

Mikrobiyal keratinolizis ile tiiylerin biyodegredasyonu, hidrotermal
uygulamaya kars: alternatif bir yontemdir. Mikrobiyal keratinolizis ile diger
metotlarin  aksine, proses sonucunda ortamdan herhangi bir kimyasal
uzaklastirilmasi gerekmemektedir (Brandelli, 2008). Ayrica yapilan ¢alismalar, bu
yol ile iiretilen tily ununun sindirilebilirliginin ve igerdigi amino asit miktarinin
hidrotermal uygulama ile elde edilen {iriine goére c¢ok daha iyi oldugunu
gostermistir (Cao et al. 2008; Syed et al. 2009). Mikrobiyal keratinolizis sonucu
elde edilen tily unu ile beslenen hayvanlarin gelisiminin, pozitif yonde etkilendigi
de belirlenmistir (Onifade et al., 1998). Ayrica agiga ¢ikan son {iriin (tily unu)
direkt mikrobiyal keratinaz ile muamele edildiginden, prion kontaminasyonu ve
dolayli olarak deli dana hastalig1 gibi enfeksiydz hastaliklar acisindan ¢ok daha

giivenli bir tiriin agiga ¢iktigi goz oniinde bulundurulmalidir (Langeveld et al.



2003; Chen et al. 2005; Wang et al. 2005; Shih et al., 2006). Biitiin bunlarin
yanisira, tiiylerin biyodegredasyon siirekliliginin saglanmasi ile ¢op firinlart ve
kontrollii depolamanin 6niine gegilebilecektir. Keratinolitik mikroorganizmalarin
kullanilmas1 gibi, atik tiiylerden faydalanmak icin gelistirilen ¢evre ile daha
uyumlu alternatif metotlar her ne kadar umut vaad eden teknolojiler olsa da, bazi
kisitlamalar1 ve dezavantajlar1 da beraberinde getirmektedir (Manczinger et al.,
2003). Mevcut durumda proseste alkalin proteazlarin kullanilmasini engelleyen en
biiyilk dezavantaj, enzim iretiminin pahali olmasidir. Bununla birlikte,
mikroorganizmalarin tersine enzimler kendilerini ¢ogaltamazlar ve zararh
ortamlarda uzun silire dayamikliliklarini koruyamazlar. Bu nedenle sistemin
stirekliligini saglamak amaci ile disaridan ortama devamli enzim eklenmesi
gerekir. Bu tiir sistemlerde enzim derisiminin kontrol altinda tutulmasi gereklidir
(Manczinger et al., 2003). Bunlarin disinda atik tiiylerin, topragi ortmekte
kullanilan filmler, polietilen ve biyobozunur plastiklerin yapisini destekleyici

madde olarak kullanilmasi dnerilmektedir (Brandelli, 2008).

Yiin keratin atiklari, insan deri ve sa¢ yapisina benzerligi nedeniyle,
kozmetik ve doku miihendisliginde hiicre kiiltiivasyonu i¢in siinger yapi iskeleleri
olusturulmak amaci ile kullanilmaktadir (Barba et al., 2008; Tachibana et al.,
2005). Bununla beraber tekstilden biyomedikale kadar bir¢ok degisik alanda
potansiyel uygulama alani bulunan alasim nanofiber iiretiminde de yiin atig1

kullanilmaktadir.

2.2. Keratinazlar

Keratinazlar, ¢oziinmeyen keratin substratlarin1 pargalayabilme 6zelligine
sahip proteolitik enzimlerin 6zel bir smifin1 olustururlar. Enzimin keratindz
substratlart1 parcalama 0zelliginin bircok endiistride uygulanabilirligi, son
zamanlarda bu enzim ile ilgili yapilan ¢alismalarda artisa yol agmistir (Brandelli,

2008).

Mikrobiyal keratinazlarin ozellikleri, lretici organizmanin &zelliklerine
bagli olarak degiskenlik gosterir. Bu enzimler, genelde hiicredisi olarak

uretilmekle beraber, hiicrei¢ci veya hiicreye bagli olarakta iiretilebilmektedir



(Gupta and Ramnani, 2006). Cogu mikrobiyal keratinaz, pH 7,5 — 9 araliginda
optimum c¢aligan nétral veya alkalin proteazdir. Bazi enzimler optimum aktivite
gosterdikleri pH degerlerinin yani sira, asirt bazik veya az oranda asidik
ortamlarda da c¢alisabilmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar bazi
keratinazlarm pH araliginin ne kadar genis olabilecegini gostermistir. Ornegin;
Nocardiopsis TOA — 1’den iiretilen keratinazin optimum pH araligr 1,5 ile 12

arasinda degistigi bulunmustur (Mitsiuki et. al., 2002).

Gilinlimilize kadar yapilmis c¢alismalar keratinazlarin birkag metalloproteaz
disinda ¢ogunun serin proteaz oldugunu gostermistir. Keratinolitik metalloproteaz
tireticileri arasinda Gram pozitif bakterilerin 6ne ¢iktig1 goriilmektedir. Bazi
keratinazlarin genel 6zellikleri Cizelge 2.1°de verilmistir. Keratinazlarin molekiil
kiitlesi 18 kDa ile 240 kDa arasinda degiskenlik gostermekle beraber cogu
enzimin molekiil kiitlesi 50 kDa’nun altinda bulunmustur (Bkz. Cizelge 2.1).
Keratinazlarin  biiyiikk bir kismi monomerik olmasina ragmen multimerik

keratinazlar da rapor edilmistir (Nam et. al., 2002; Xie et. al., 2010).

Keratinazlarin optimum ¢alisma sicakligi da degiskenlik gosterir (Bkz.
Cizelge 2.1). Termofilik bir mikroorganizmadan elde edilen keratinaz 80°C’de
maksimum aktive gosterirken mezofilik bir mikroorganizmadan elde edilen
keratinaz 40°C’de maksimum aktivite gosterir. Optimum c¢alisma sicakligir 100°C
olan ve Fervidobacterium islandicum AW-1 susundan {iretilmis degisik

keratinazlar da rapor edilmistir (Nam et al. 2002).

Keratinolitik aktivite iizerine yapilan calismalar, ortamda Ca*?, Mg* ve
Mn*? gibi divalent metal iyonlarinin varliginin aktiviteyi arttirdigini gostermistir.
Bu pozitif etkinin, enzim aktif yapis1 veya enzim — substrat yapisinin kararliligina
bagli oldugu diisiiniilmektedir (Farag and Hassan, 2004; Suntornsuk et. al., 2005;
Cao et. al.,, 2009). Ayrica metal iyonlarinin enzimi 1sil denatiirasyona karsi
koruyabilecegi de diistiniilmektedir (Bressoiler et. al., 1999; Kublanov et. al.,
2009). Diger yandan Cu*?, Ag*, Hg"? ve Pb*? gibi agir metallerin ise aktiviteyi
inhibe ettigi bildirilmistir.



Cizelge 2.1 Keratinazlarin karakteristik 6zellikleri (Brandelli et al, 2010).

Mikroorganizma Katalitik tip Molekiiler kiitle (kDa) Optimum pH Optimum sicakhk (T°)  Kaynak
B. cereus DCUW Serin 80 8.5 50 Ghosh et al. 2008
B. licheniformis FK14 Serin 35 8.5 60 Suntornsuk et al. 2005
B. licheniformis K-508 Thiol 42 8.5 52 Rozs et al. 2001
B. licheniformis MSK103 Serin 26 9-10 6070 Yoshioka et al. 2007
B. licheniformis PWD-1 Serin 33 75 50 Lin et al. 1992
B. licheniformis RPk Serin 32 9.0 60 Fakhfakh et al. 2009
B. pumilis Serin 65 8.0 65 Kumar et al. 2008
B. subtilis KS-1 Serin 25.4 75 - Suh and Lee 2001
B. subtilis MTCC (9102) Metallo 69 6.0 40 Balaji et al. 2008
B. licheniformis RPk Serin 32 9.0 60 Fakhfakh et al. 2009
B. subtilis RM-01 Serin 20 9.0 45 Rai et al. 2009
Clostridium sporogenes - 28.7 8.0 55 lonata et al. 2008
Chryseobacterium sp. kr6 Metallo 64 8.5 50 Riffel et al. 2007
C. indologenes TKUO014 Metallo P1: 56 P1:10 P1:30-50 Wang et al. 2008
Metallo P2:40 P2:7-8 P2: 40
Metallo P3: 40 P3:8-9 P3:40-50
Fervidobacterium pennavorans Serin 130 10 80 Friedrich et. al., 1996
F. islandicum AW1 Serin > 200 9.0 100 Nam et al. 2002
Kocuria rosea Serin 240 10 40 Bernal et al. 2006
Kytococcus sedentarius Serin 30-50 70-75 40 - 50 Longshaw et al. 2002
Lysobacter sp. NCIMB 9497 Metallo 148 - 50 Allpress et. al., 2002



Microbacterium sp. kr10

Nesternkonia sp. AL-20
Nocardiopsis sp. TOA-1
Stenotrophomonas maltophilia
Streptomyces sp. S7
Streptomyces sp. strain 16

S. albidoflavus

S. pactum

S. gulbagensis DAS 131
S. thermoviolaceus
Thermoanaerobacter sp. 1004-09
T. keratinophilus
Xanthomonas maltophilia
Aspergillus fumigatus
Aspergillus oryzae
Doratomyces microsporum
Myrothecium verrucaria

Paecilomyces marquandii
Scopulariopsis brevicaulis
Trichoderma atrvoviride F6

Metallo

Serin
Serin
Serin
Serin-Metallo
Serin
Serin
Serin
Serin
Serin
Serin

Serin
Serin
Serin
Serin
Metallo
Serin
Serin

Serin
Serin
Serin

42

23
20
35
44
KI: 203
KII: 100
KlIl: 31
KIV: 19
18
30
46
40
150
135
36

60
30
22

33
36
21

7.5

10
15-125
7.8
11
KI: 9
KII: 9
KIII: 9
KIV: 9
6.0-9.0
7-10

8.0
9.3
8.0
8.0
6.5-9.0
8.0
8.0-9.0
8.3

8.0
8.0
8.0-9.0

50

70
60
40
45
Kl: 50
KII: 50
KIII: 50
KIV: 60
40-70
40-75
45
55
60
85
60
45
50
50
37

60 - 65
40
50 -60

Thys and Brandelli et.
al., 2006

Gessesse et al. 2003

Mitsuiki et al. 2004

Cao et al. 2009

Tatineni et al. 2008

Xie et al. 2010

Bressollier et al. 1999
Bockle et al. 1995
Syed et al. 2009
Chitte et al. 1999
Kublanov et al. 2009
Riessen et. al., 2001
De Toni et al. 2002
Santos et al. 1996
Farag and Hassan 2004
Gradisar et al. 2005
Moreira-Gasparin et al.
2009
Gradisar et al. 2005
Anbu et al. 2005
Cao et al. 2008
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2.2.1. Keratinazlarin yapisal ve katalitik ozellikleri

Keratinazlar diger proteazlar ile karsilagtirildiginda, serin veya metallo
aktif bolgeye sahip olmalari ve optimum pH degerleri notralden alkaliye
degiskenlik gdstermesi nedeni ile proteazlarin subtilisin ailesine dahil olduklar1
distiniilmistir. Daha sonra yapilan ayrintili arastirmalar, keratinazlarin N —
terminal amino asit dizisinin subtilisin ailesi ile % 98 oraninda homoloji
gosterdigini ortaya koymustur. Lin ve arkadaslarinin (1995) yaptig1 calismada;
incelenen mikrobiyal keratinazin, subtilisin Carlsberg ile % 99 homolojiye,
subtilisin E, NAT, BPN ve J ile % 65 homolojiye, Bacillus pumilis proteaz ile %
64 homolojiye, proteinaz K ve fervidolisin ile % 30 homolojiye sahip oldugu
belirlenmistir. Katalitik ticli (Asp, His, Ser) hem subtilisin hemde keratinazda iyi

korunmustur.

Cogu keratinaz spesifik substrat ve inhibitorler araciligi ile belirlenmis
serin tip proteazdir. Nocardiopsis sp.’den iiretilen bir keratinaz olan NAPase’n
P1 ozgulligi, 11 adet sentetik pNA (p — nitroanilide) substrati kullanilarak
belirlenmistir (Mitsuiki et. al. 2004). Keratinolitik B. licheniformis K-508, PMSF
(phenylmethanesulfonyl fluoride) tarafindan inhibe edilmeyen ve benzoyl — Phe —
Val — Arg — pNA fiizerinde gii¢lii aktivite gosteren siradisi bir keratinaz
tiretmektedir (Rozs et. al., 2001). S. pactum DSM 40530°dan iiretilen keratinolitik
serin proteazin, lizin ve arginin amino asitlerini igeren pNA cesitlerine se¢iciligi
varken benzoyl — D — Arg — pNA iizerinde herhangi bir etki gdostermemistir
(Bockle et. al., 1995).

Son zamanlarda yapilan c¢alismalar, Keratinolitik metalloproteazlar
hakkinda bilinenleri arttirmistir. Allpress’e (2002) gore; Lysobacter’den elde
edilen keratinolitik metalloproteaz carboxybenzoyl — Phe — pNA iizerinde ¢ok
giicli bir etki gostermistir. Gram negatif bir bakteri olan Chryseobacterium sp.
kr6 tarafindan diretilen ve EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid), 1,10 -
phenanthoroline tarafindan inhibe edilen keratinaz, benzoyl — L — Arg — pNA
substratint  hidrolize edemediginden metalloproteaz grubuna dahil oldugu

belirlenmistir (Riffel et. al., 2003). Bugiine kadar yapilan caligmalar, Gram-
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negatif bakterilerden iiretilen keratinazlarm genelde, Ca™? ile aktive oldugunu

gostermistir (Sangali and Brandelli, 2000).

Katalitik tipten bagimsiz olarak bakildiginda enzimin, hidrofobik ve

aromatik amino asit ucglari tercihen P1 pozisyonundan kestigi goriilmektedir (Sekil

2.3).

Suc-Ala-Ala-Pro-Phe- pNa
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe- pNa
CBz-Phe- oNp
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe- pNa
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe+ pNa
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe- pNa
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe- pNa
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe- pNa
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe- pNa
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe- pNa
Suc-Leu-Leu-Val-Tyri AMC
Bz-Phe-Val-Arg- pNa
BZ-IIe-GIu—GIy—Arg-i pNa

KerA

SAKase
Keratinase Sp
SFase-2
MNAPase®
Keratinase Pm
Keratinase Dm
Keratinase Pa
Keratinase Tv
Keratinase 1004-09
Keratinase AL20Y
Keratinase K-508
Keratinase S14

L-Leu{ AMC Keratinase kré®
CBz-Phe- pNa Keratinase L
CBz-Phe- pNa Keratinase kr10

-Pro-Gly-Leu-Asn- Ser-Thr Fervidolysin®

P4 P3 P2 Pi&P1 P2 PY

Sekil 2.3 Bazi keratinazlarin substrat 6zgiillikkleri. Ker A, B. licheniformis PWD — 1 (Evans et al.,
2000); keratinase K — 208, B. licheniformis (Rozs et al, 2001); keratinase S14, B. subtilis (Macedo
et al., 2008); SAKase, S. albidoflavus Ky, (Bressollier et al, 1999); keratinase Sp, S. pactum
(Bockle et al., 1995); Sfase — 2, S. fradie ATCC 14544 (Kitadokoro et al., 1994); keratinase AL20,
Nesterenkonia sp. (Bakhtiar et al., 2005); NAPase, Nocardiopsis sp. (Mitsuiki et al., 2004);
keratinase Pm, P. marquandii ve keratinase Dm, D. microsporus (Gradisar et al., 2005); keratinase
Tv, Trichophyton vanbreuseghemii (Moallaei et al., 2006); keratinase 1004-09,
Thermoanaerobacter sp. (Kublanov et al., 2009); keratinase kr6, Chryseobacterium sp. (Silveira et
al., 2009); keratinase L, Lysobacter sp. (Allpress et al., 2002); keratinase kr10, Microbacterium sp.
kr10 (Thys and Brandelli, 2006); keratinase Pa, P. aeruginosa (Lin et al., 2009) ve fervidolysin, F.
pennivorans (Kluskens et al., 2002). a: Enzimin Suc-Ala-Ala-Pro-Leu-pNa sentetik substratina
olan afinitesi de yliksek; b: Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA sentetik substratinda da enzimin spesifik
aktivitesi yiiksek; c: N-t-Boc-lle-Glu-Gly-Arg-AMC senetik substratinda da enzimin akivitesi
yiiksek; d: enzimin katalitik bdlgesinin 3D modellemesinden elde edilen bilgi (Kluskens et al.,
2002).
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Keratinazin keratindz substratlar tizerindeki ozgiilliigi, keratinin amino
asit kompozisyonuna gore degiskenlik gosterir. Sekil 2.3’te gorildiigi gibi, P1
pozisyonunda Arg bulunmasi sadece bazi Bacillus sp. ve Chryseobacterium sp.

turleri tarafindan tercih edilmektedir.

Keratinolitik proteazlarin dogal ve siki substratlar1 hidroliz etme
yeteneklerinin, enzimin aktif bir bolgeye sahip olup substrata spesifik
baglanmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir (Bockle et al. 1995). B. cereus
DCUW’dan elde edilmis Vpr proteazin C — terminal ucunun, kus tiyii gibi
spesifik substratlara protein — protein etkilesimi ile non kovalent baglanma
yetenegi oldugu belirlenmistir (Ghosh et al. 2009). Yapilmis c¢alismalarda,
keratinazin fibroz keratine olan adsorbsiyonunun elektrostatik etkilesimler ile

oldugu da gosterilmistir (Bressollier et al. 1999).

Mikroorganizmalar  tarafindan  gergeklestirilen keratin  hidrolizi,
keratinolitik proteaz {iiretimi ile es tutulamaz. Keratindz materyal {izerinde
meydana gelen mikrobiyal biiyiime, etkin keratin parcalanmasi i¢in gerekli olan
distilfit baglarinin azalmasina neden olur (Cao et. al., 2008). Hiicre i¢i veya
hiicre dis1 disiilfit rediiktaz tliretiminde, siilfit, tiyosiilfat aciga ¢ikmasi ve hiicre
bagimli redoks sisteminin bulunmas: siilfitolizisin varligina isaret eder (Kumar et.
al. 2008; Ramnani and Gupta, 2007). Funguslarda keratinolizis siireci
siilfitolizisin yani sira keratindz substrata fungusun miseliyal baskisi ile tutunma
etkisini de igerir (Moreira et. al., 2007). Keratinolitik proteazlarin
karakterizasyonu {izerine yapilan c¢aligmalar, enzimin saflastirma asamasinda
disiilfit baglarmin  pargalanmasi i¢in  gerekli komponentlerin  ortadan
kaldirilabilecegini ortaya ¢ikarmistir (Cao et. al., 2008). Bu yiizden keratinolizis

prosesinin birka¢ asamadan olustugu diisiiniilmektedir.

2.2.2. Mikrobiyal keratinolizis

Mikrobiyal keratinolizis, keratinin par¢alanmasina neden olan proteolitik
bir prosestir. Karakterize edilmis ¢ogu keratinolitik enzimin proteazlar gibi

davrandig1 ve keratin iizerine etki ettii bilinmektedir. Giiniimiize kadar yapilan
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caligmalar mikrobiyal keratinolizisin; mekanik keratinolizis, siilfitolizis ve

proteolizis olmak tizere 3 asamadan olustugunu gostermistir.

2.2.2.1. Mekanik keratinolizis

Bu mekanizma sadece funguslar ve aktinomisetler gibi miseliyal
yapiya sahip keratin pargalayan bazi mikroorganizmalarda goriiliir. Malviya’ya
(1992) gore, keratin pargcalanmasi miseliyal biiyiime ile orantili olarak anlamli bir
hiicre dist keratinaz aktivitesi Olgiilmeden baslamaktadir. Fungal miseliyal
biliylime ve uzama, sert ve siki bir yapida bulunan ¢oziinmeyen substrati asinmaya
ugratir. Fungal invazyon hem mekanik basinct hem de enzimatik hidrolizi tetikler.
Figueras’in (1997) yaptig1 calismada, fungusun sag teline dikey tutunmasinin yapi
tizerindeki etkisi ayrintili olarak goriintiilenmistir. Misel tarafindan yapilan
mekanik penetrasyonun, peptit baglarinin enzimatik kesimi igin daha aktif
bolgelerin ortaya ¢ikmasi ic¢in gerekli olabilecegi diisiiniilmektedir. Varolan
kanitlar, enzimatik hidrolizden 6nce mekanik keratinolizisin meydana geldigini
gostermektedir. Ayrica, mekanik ve enzimatik hidroliz arasinda bir etkilesim

oldugu da bilinmektedir.

2.2.2.2. Siilfitolizis

Siilfitolizis, karakteristik olarak tiiyde varolan yiiksek sistein miktari
nedeni ile ortaya ¢ikmaktadir. Tiyiin igeriginde bulunan amino asit profilinde
sisteinin fazla bulunmasi, sistein disiilfit kopriileri nedeni ile tiiye kati bir
biyomolekiiler yapilanma saglamaktadir. Cogu aragtirmaci, keratin yikilimimin
olast mekanizmalarindan biri olan disiilfit baglarinin indirgenmesi sorunu ile
yiizytize gelmistir. Fakat, bu goriisii destekleyen calismalar yetersiz olsa da
keratin hidrolizinin sadece disiilfit baglarin yikilimindan sonra basariya ulastig: ile

ilgili ortak bir gorilis mevcuttur.

Kunert’a (1992) gore, dermatofitler ve non — dermatofitler siilfiir ve
azot kaynag olarak serbest veya bagli sisteini metabolize edebilmektedir. Fungus
sistein metabolizmasi tarafindan meydana getirilen tirlinler inorganik stlfiir ve

diger ara iriinlerden olusmaktadir. Kunert (1992), besiortaminda artan siilfiir
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miktarinin ortamda oksitlenerek siilfat ve siilfit formunda bulundugunu
gostermistir. Asagidaki esitlikte de gosterildigi gibi siilfit notral ve alkali pH’da,

sistein ve S — siilfosistein meydana getirir (Kunert, 1992).
Cys-S-S-Cys+HS03 —»Cys-SH + Cys - SS03

Kunert’e (1992) gore, bu reaksiyon keratin gibi sistein igeren
proteinlerde de gergekleserek keratinazlarin keratini denatiire etmesini saglar.
Ortamda daha sonra olusan siilfosistein, tiyostilfat, siilfat, sistein gibi siilfitolizis
peptit iirtinlerinin de varlig: disiilfit baglarinin pargalanmasini kanitlar niteliktedir.
Bununla birlikte ¢ogu arastirmaci, kiiltiir ortaminda ara bilesiklere rastlamamustir.
Tespit edilemeyecek kadar az miktarda bulunan ara bilesikler, bir siilfiir kaynagi
olarak sisteinin oncelikli olarak metabolize edildigi anlamina gelir. Kunert (1992),
bes adet indirgeyici ajanin (sodyum siilfit, sistein, glutatyon, merkaptoetanol,
ditiyotreitol) Microsporium gypseum’un fungal proteaz aktivitesi {izerine etkisini
arastirmustir. Elde edilen sonuglara gore, sodyum siilfit 30 mmol™ (3.78 mg mI™)
derisimde proteaz aktivitesini yaklasik 2.9 kat arttirmistir. Sistein, merkaptoetanol
ve glutatyonun 0.3 — 1.0 mmol derisimde etki gosterdikleri belirlenirken sodyum
siilfite gdre daha az uyarict olduklari goriilmiistiir. Indirgeyici ajanlar arasinda en
zayifinin ditiyotreitol oldugu belirlenmistir. Yapilan baska bir ¢alismada,
DDT’nin bir bakteriyal proteinaz karisiminda ve saf keratinazda keratinolitik

aktivite lizerine katalitik etkisinin oldugu gosterilmistir (Bockle et. al., 1995).
2.2.2.3.  Proteolizis

Keratinolizis asamasinda gerceklesen proteolizis her ne kadar basit
gibi goziikse de, keratinazin farkli molekiiler kiitleye, aktivitorlere, optimal gevre
kosullarina sahip olmasi nedeni ile protein yikilim asamas ile ilgili bugiine kadar
yeterli bilgi elde edilememistir. Aslinda, siilfitolize Kkeratinin spesifik olmayan
proteazlar tarafindan pargalanma kapasitesi, keratinazlarin spesifitesini anlagilmaz
hale getirmektedir. Seliiloz, kitin ve diger polisakkaritler gibi kompleks organik
triinlerin mikrobiyal metabolizmasinda bu tir tutarsizliklar ile siklikla

karsilagilmaktadir. Buna ragmen, diger proteazlar ile karsilastirildiginda
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keratinazlarin siirekli artan, yiiksek proteoliz kapasiteleri onlara ayirdedici bir

ozellik sagladigi sdylenebilir (Lin et. al., 1992).

2.2.3. Keratinazlarin kiiresel piyasa degeri

Bugilin biyoteknolojik proseslerin  temelini olusturan endiistriyel
enzimler; birgok yeni {riniin elde edilmesinde, varolan {riinlerin ve
biyoteknolojik  proseslerin  gelistirilip  iyilestirilmesinde  yaygin  olarak
kullanilmaktadir. ‘BCC Research’ tarafindan yapilan arastirma, endistriyel
enzimlerin diinya g¢apindaki ticari uygulama alanlarini ve market degerlerini
ortaya ¢ikarmistir (BCC Research, 2011). Agiklanan yeni teknik analiz,
endiistriyel enzimlerin market degerinin 2007°de 2.3 milyar dolar oldugunu ve %
4’lik bir biiylime gostererek 2012°de 2.7 milyar dolara yiikselebilecegini agiga
cikarmistir (Cizelge 2.2).

Endiistriyel enzim marketi teknik, gida ve hayvan yem enzimleri olmak
lizere 3 ana boliime ayrilmaktadir. Marketin % 50’sinden fazlasini olusturan
teknik enzimler 2007°de, 1.1 milyar dolarlik bir degere sahipken 2012 itibariyle
bu rakamin % 3.5’lik CAGR (compound annual growth rate) ile 1.4 milyar dolara
yiikselmesi beklenmektedir. 2007 — 2012 yillar1 arasinda en fazla biiylimenin %
6’lik CAGR ile hayvan yem enzimleri sektoriinde olmasi tahmin edilmektedir.
Keratinaz gibi enzimlerin yaygin olarak kullanildigi hayvan yem enzim
sektoriiniin 2007°deki market degeri 280 milyon dolarken 2012°de 375 milyon
dolara yiikselmesi beklenmektedir. Bu sektordeki en biiylik biiylimenin, fosfat
kirliligini 6nlemek amaci ile kullanilacak olan fitaz enzimi ve hayvan yem
kalitesini arttirmak amaci ile kullanilacak olan keratinaz enzimi tarafindan

getirilecegi diisiiniilmektedir.

Cizelge 2.2 Uygulama alanina gore kiiresel enzim market degerleri (milyon dolar)

Uygulama alam 2005 2006 2007 2012 CAGR %
(2007 - 2012)

Teknik enzimler 1.075 1.105 1.140 1.355 3.5

Gida enzimleri 775 800 830 1.010 4.0

Hayvan Yem enzimleri 240 260 280 375 6.0
Toplam 2.090 2.165 2.250 2.740 4.0
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Yaptigimiz ¢alismalar keratinazin, sadece birka¢ firma tarafindan
ticarilestirildigini gostermistir. Bunlardan biri olan Proteos biotech firmasi,
Bacillus licheniformis (PWD)’ten E.coli’ye ilgili gen bdlgesini aktarip enzim
iretimini saglamis ve enzimin ticarilesme yolunu ag¢mistir. Thailand’s
Agricultural Research Development Agency (ARDA) ve Betagro isbirligi ile
tavuk sindirimini kolaylastirmasi amaci ile yem olarak tavuk tiiylerine eklenen

VersazymeTM, ticarilestirilmis keratinazlara bir bagka 6rnektir. .

2.3. Mikrobiyal Keratinazlarin Endiistriyel Uygulama Alanlari

Mikrobiyal keratinazlara olan ilgi, ozellikle enzimin tarim, gida, deri,
farmasotik gibi sektorlerde endiistriyel uygulama alani bulmasi nedeni ile son
yillarda giderek artmaktadir (Cizelge 2.3). Glinimiizde keratinazlar en ¢ok kiimes
hayvanlar1 sektoriine; besin degeri yliksek, ekonomik, cevre dostu tily unu
hazirlamakta  kullanilmaktadir.  Keratinazlar, diger kullanim alanlarinda

ticarilestirilmeden Once, lizerinde daha kapsamli aragtirmalar yapilmasi gereklidir.

Cizelge 2.3 Keratinazlarin bazi endiistriyel uygulama alanlari

Kullanim alam Uygulamalar

Agroendiistri Yem hidrolizatlarinin iiretimi
Yem destek maddesi
Entomopatojenlerin tiretim substratlarinin hazirlanmasi
Azotlu giibre {iretimi

Farmasotik/ Prion hidrolizi

Biyomedikal Ilag tagminu
Dermatolojik uygulamalar
Kozmetik

Endiistri Deri tabaklama (deri endiistrisi)

Fiber modifikasyonu (tekstil endiistrisi)
Deterjan sanayi
Protein yapisinin modifikasyonu (gida endiistrisi)
Biyopolimer (film, kaplama, yapiskan)
Atik su aritimi
Biyoenerji Metan veya biyohidrojen iiretimi i¢in keratindz atiklarin biyodoniistimii
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2.3.1. Agroendiistri

2.3.1.1. Besin kaynagi olarak tiiy unu

Son birkag yil Oncesine kadar tliyler, hayvan yem katki maddesi
olarak kullanilmak {izere yiiksek sicaklik ve basingta pisirilerek tiiy unu haline
getirilmekteydi. Fakat son yillarda, hidrotermal muamelenin hem pahali olmasi
hemde tiiylin yapisindaki esansiyal amino asitleri yok ederek daha az sindirilebilir
bir {irlin ortaya ¢ikarmasi nedeni ile arastirmacilar yeni arayislar icine girmistir
(Wang and Parsons, 1997). Bugiin Diinya’da yapilan bir¢ok arastirma ortaya
cikarmistirki; atik tityden tily unu elde etmede keratinolitik mikroorganizmalarin
kullanilmast hidrotermal muamelenin getirdigi dezavantajlar1 biiyiik o6l¢iide

azaltmaktadir (Onifade et.al., 1998).

Proses sonucunda elde edilen tily unu nispeten ucuzdur ve valin,
treonin gibi esansiyal amino asit miktarinca zengindir. Ayrica saf enzim, besin
katki maddesi olarak kullanilarak etlik pili¢ iiretim performansini 6nemli derecede
arttirir (Odetallah et. al., 2003). Fermentasyon, hem ortamda bulunan metiyonin,
lizin, arginin gibi esansiyal amino asitlerin miktarin1 arttirirken hemde olusan
mikrobiyal biyokiitle zengin bir protein kaynagi olusturmaktadir. B. licheniformis
PWDI’den iiretilen tiiy lizatlar1 ile beslenen tavuklarin gelisim grafiklerinin,
standart soya kiispesi ile elde edilen grafiklerden ¢ok daha iyi oldugu
gozlemlenmistir (Williams et. al., 1990). Baslangicta tiiy lizatlarinin iiretimi igin
gerekli olan keratinaz PWD1 miktarin1 saglayabilmek i¢in 150 L’lik fermentérde
tiretim yapilmistir (Wang and Shih, 1999). Daha sonra, hayvan yem endiistrisinin
talebini karsilayabilmek amaci ile enzimin biyoimmobilizasyonu ve klonlanarak
iretilmesi yollarina bagvurulmustur (Wang et. al., 2003). Keratinaz PWDI iiretim
teknolojisi BRI — Bioresource International, Inc. tarafindan lisanslanmis ve

Versazyme ticari ad1 altinda satisa sunulmustur.
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2.3.1.2. Giibre kaynagi olarak tiily unu

Kiimes hayvanlarin1 beslemek amaci ile iiretilen protein miktarinca
zengin tlily unu ayni zamanda yavag salimmli giibre kaynagi olarakta
kullanilabilmektedir (Choi and Nelson, 1996). Organik tarimin temeli, topraktaki
mikrobiyal aktiviteyi ve bitki biiylimesini arttiran azot¢a zengin organik
giibrelemeye dayanmaktadir. Geleneksel olarak, dogal giibre organik tarimda
yaygin bir oranda kullanilmaktadir. Fakat dogal giibre pahali oldugu icin yeni
alternatiflere ihtiya¢c duyulmaktadir. Tiy unu ekonomik olmasi, kolay elde
edilebilmesi ve igeriginde bulunan % 15 azot ile zengin bir azot kaynagi olmasi
nedeni ile dogal giibrenin yerini almaya adaydir. Tiiy unu bir yandan mikrobiyal
ve bitki biiyiimesini saglarken ayni zamanda topragin yapisini yeniden

sekillendirerek su tutma kapasitesini arttirmaktadir.

2.3.2. Film ve yapiskan yapimi i¢in yar1 hidrolize keratin

Son yillarda sag, tily, hayvan kiirkii, boynuzu gibi keratinéz atiklardan
biyobozulabilir film, kaplama ve yapiskan liretimine olan ilgi giderek artmaktadir
(Schrooyen and Radulf, 2004). Keratin, kimyasal olarak modifiye edilerek bu tiir
uygulamalar i¢in stabil {iriin iiretmek amaci ile kullanilir. Alternatif olarak
keratinin hidroliz kontrolii ¢evre dostu bir teknoloji olan keratinaz kullanilarak ta

yapilabilmektedir.

2.3.3. Deterjan endiistrisi

Gegmisten bugiine, proteolitik enzimler deterjan piyasasina her zaman
hakim olmuslardir. Deterjan endiistrisinde kullanilan enzimlerin % 89’unu alkalin
proteazlar olusturmaktadir. En biiylik tedarik¢gi Novo Nordisk and Genencor
International’dir (Gupta et. al., 2002). Bununla birlikte piyasa her zaman yeni
ozelliklere sahip daha iyi enzimlere ihtiya¢ duyar. Keratinazlarin tiy gibi
¢Ozlinmeyen, kat1 substratlara baglanip hidrolize edebilme 6zellikleri oldugundan
deterjan endiistrisinde 6n plana ¢ikmaktadirlar. Bu 6zellik deterjan endiistrisi i¢in
onemlidir. Ciinkii endiistrinin kat1 ylizeylere tutunmus proteinler iizerine etki eden

enzimlere ihtiyaci vardir. Ayrica keratinazlar bir¢ok proteazin ¢ikaramadig
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gomlek  yakalarindaki lekeler gibi inatc1 lekeleri cikartmada
kullanilabilmektedirler (Gassesse et. al., 2003). Bunlar ile birlikte keratindz atiklar

ile ttkanms borularin temizlenmesinde de keratinazlardan faydalanilmaktadir.

2.3.4. Prion proteininin par¢alanmasi

Prion; sigirlarda deli dana hastaligi olarak bilinen sigir siingerimsi
ensefalopitiye, insanlarda ise oliimciil ndrodejeneratif siingerimsi ensefalopati
(TSE)’ye neden olan protein yapisinda bir partikiildiir. Prion ile enfeksiyon
zararsiz PrPc’nin (cellular form), enfeksiyoz PrPsc’ye (scrapie associated form)
dontismesi ile gergeklesir. p — keratince zengin PrPsc formu, demansa neden olan
kiimeler meydana getirir (Musahl and Aguzzi, 2000). BRI’da ¢alisan Langeveld
ve arkadaglar1 (2003) genis spektrumlu keratinaz PWD1 (Versazyme)’in prionlari
slingerimsi  ensefalopatik  sigir  beyninde basar1 ile pargalayabildigini
gbzlemlemislerdir. Prionlarin enzimatik pargalanmasi 6zellikle Avrupa Birligi’nde
cok tartismaya neden olan hayvansal lizatlarin tekrar hayvan yemi olarak
kullanilmasimi yeniden tesvik edebilecektir. Ayrica keratinaz PWDI ile prion
kontaminasyonundan siiphelenilen medikal alet ve ekipmanlarin (kontakt lens,
discilik aletleri) dezenfekte edilebilecegi de belirtilmistir (Langeveld et. al.,
2003).

2.3.5. Deri endustrisi

Deri imalat teknolojisi bir dizi islemden olusur. Bu islemler arasinda 6n
tabaklama, tiim tiretim asamalarinin neden oldugu kirliligin % 70’ini olusturan en
cok kirlilige neden olan asamalar1 icerir. On tabaklama islemi sonucunda agiga
cikan sodyum silfid, kire¢ ve kat1 atiklar, toplam kati atitk miktarinda,
biyokimyasal oksijen (BOD — biochemical oxygen demand) ve kimyasal oksijen
(COD - chemical oxygen demand) isteginde artisa neden olmaktadir
(Thanikaivelan et. al., 2004). Biyokatalitik deri isleme prosesinde proteaz, lipaz
gibi enzimler On tabaklama isleminin degisik kisimlarinda kullanilmistir.
Keratinolitik proteazlar, kollajenolitik aktivite gostermemeleri ve az elastolitik
aktiviteye sahip olmalar1 nedeni ile kil giderim c¢alismalarinda gosterdikleri

etkinlik genis bir bicimde arastirilmistir. Enzim, folikiil icindeki keratin dokusuna
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secici olarak etki ederek derinin gerilme direnci degismeden istenmeyen killar
uzaklagtirilabilmektedir (Macedo et. al., 2005). Yapilan birka¢ calismada
keratinazin aynt zamanda depilasyon ajan1 olarak kullanilabilecegi de
gosterilmistir (Letourneau et. al., 1998; Bressollier et. al., 1999; Allpress et. al.,
2002; Friedrich and Kern, 2003). B. subtilis S14’ten iiretilen keratinazin toksik
sodyum siilfide olan ihtiyact tamamen ortadan kaldiracagir rapor edilmistir
(Macedo et. al., 2005). Boylece BOD’nin artigsina neden olan siilfid kullanilan kil

giderim prosesinin yerini keratinaz bazli kil giderimi alabilir.

2.3.6. Diger uygulamalar

Keratinazin kisitli  proteolitik aktivitesinden yararlanilip proteinler
yapisal olarak modifiye edilerek emiilsiifikasyon, ¢Oziiniirlik veya jelatinimsi
ozelliklerinde degisimler meydana getirilebilir. Ayrica, keratince zengin
endiistriyel atiklar, sivrisinek oldiiriicli toksin iiretmek tiizere entomopatojenik
bakterilerin substrati olarak kullanilabilir. Keratin hidrolizatlar1 1sinma ihtiyacini
karsilamak iizere metan gazina ve yakacak substratlara doniistiiriilebilirler. (Ichida
et al. 2001). Bununla birlikte biyohidrojen tiretimi i¢in de kullanilabilirler. (Balint
et al. 2005). Biyomedikal, farmasdétik ve kozmetik endiistrisinde; keratinaz, sedef
hastaliginda ve aknelerde bulunan keratinin uzaklastirilmasinda, nasir ve
keratinize derinin eleminasyonunda, dermatofit tedavisi i¢in as1 hazirlanmasinda,
tirnak ile ilgili ilag gelistirilmesinde kullanilabilir (Gradisar et al. 2005; Mohorcic
et al. 2007).

2.4. Keratinolitik Mikroorganizmalar

Keratinazlar, mikrobiyal diinyada yaygin olarak goriilen enzimlerdir.
Keratinolitik mikroorganizmalar, Antartika’dan sicak kaplicalara, aerobik
bolgelerden anaerobik bolgelere kadar bir¢ok degisik cevresel kosuldan izole
edilmiglerdir. Bu yiizden mikrobiyal keratinazlarin biyokimyasal ve biyofiziksel
ozellikleri tiirden tiire degiskenlik gostermektedir. Keratinaz iireticisi olarak
Aspergillus sp., Rhizomucor sp. (Friedrich et al., 1999), Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Trichophyton gallinae, Microsporum

gypseum (Wawrzkiewicz et al., 1991), Vibrio sp. strain kr2 (Sangali and
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Brandelli, 2000), Microbacterium (Thys et al., 2004), Bacillus licheniformis (Lin

et al., 1992) gibi ¢esitli bakteri ve fungus tiirlerinin yan1 sira S. pactum, S. albus,

S. thermoviolaceus, ve S. albidoflavus gibi Streptomyces cinsi Aktinomisetler de
(Bressollier et al.,1999; Bockle et al., 1995; Chitte et al., 1999) belirlenmistir.

Bazi mikrobiyal keratinaz iireticisi mikroorganizmalarin Karakteristikleri Cizelge

2.4’te Ozetlenmistir.

Cizelge 2.4 Baz1 mikrobiyal keratinaz {ireticisi mikroorganizmalarin karakteristikleri

Bakteriyal izolat Orjin Kaynak

Gram pozitif
Bacillus licheniformis PWD-1 Tavuk giftlik atig Williams et al., 1990
Bacillus subtilis S14 Toprak Macedo et al., 2005
Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis,  Tavuk ciftlik atig1 Kimet al., 2001
ve Bacillus cereus
Bacillus pseudofirmus Bazik soda golii Gessesse et al., 2003
Bacillus macroides, Bacillus cereus Kuru ¢ayir topragi Lucas et al., 2003
Streptomyces pactum DSM 40530 Kiiltiir kolleksiyonu ~ Bockle et al., 1995

Streptomyces albidoflavus Ky.q,
Streptomyces thermoviolaceus

Fervidobacterium pennavorans

Microbacterium sp. kr10
Microbispora aerate, S. flavus
Kocuria rosea

Gram negatif
Vibrio sp. kr2

Lysobacter sp. NCIMB 9497
Stenotrophomonas sp.
Chryseobacterium sp. kré

Alcaligenes faecalis, Janthinobacterium

lividum

Kiimes topragi
Toprak
Kaplica

Ciiriiyen tavuk tiiyii
Antarktik topragi
Toprak

Tavuk ¢iftlik at1g1

Kiltiir kolleksiyonu
Geyik postu
Ciiriiyen tavuk tiiyii

Kuru ¢ayir toprag:

Bressolier et al., 1999
Chitte et al., 1999
Friedrich and
Antranikian, 1996
Thys et al., 2004
Gushterova et al., 2005
Bernal et al., 2006

Sangali and Brandelli,
2000

Allpress et al., 2002
Yamamura et al., 2002
Riffel et al., 2003
Lucas et al., 2003
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2.4.1. Aktinomisetler ve Streptomyces sp.

Aktinomiset teriminin kokeni; aktis (1s1k demeti) ve mykes (mantar)
kelimelerine dayanmaktadir. Aktinomisetler gram pozitif, ipliksi, yiiksek G + C
oranina sahip biiylik bir grup bakteriden olusur. Dogada toprak, tatli su ve denizel
cevrelerde yaygin olarak bulunurlar. Seliiloz, kitin gibi diger bir¢ok
mikroorganizma tarafindan metabolize edilemeyen organik materyalleri, sahip
olduklar1 ekstraseliiler enzimler sayesinde hidrolize etme yetenegindedirler. Bu
Ozellikleri ile topraktaki besinlerin dekompozisyon ve minerilizasyon

dongiilerinde 6nemli rol oynarlar (Liman, 2007).

Aktinomisetlerin i¢inde yer alan Streptomyces tiirleri basta olmak tizere
bu gruba dahil bir¢ok keratinaz iiretici organizma tanimlanmistir. Degisik
bolgelerden izole edilen bu mikroorganizmalar; sag, yiin, tily gibi farkli tiplerdeki
keratindz  substratlari  parcalama yetenegindedirler. Ornegin; mezofilik
Streptomyces flavis 2BG ve termofilik Microbispora aerata IMBAS-11A
Antartika’dan izole edilmis yiiksek keratinolitik aktivite gosteren iki farkl
aktinomisettir (Gushterova et. al., 2005). Streptomyces gulbarguensis (Syed et. al.,
2009), Streptomyces thermoviolaceus (Chitte et. al., 1999) gibi degisik termofilik
tirlerde topraktan izole edilmistir. Termofilik tlirlerin disinda Streptomyces
pactum DSM 40530 (Bockle et. al., 1995), Streptomyces graminofaciens (Szabo
et. al., 2000), Streptomyces albidoflavus K1-02 (Bressollier et. al., 1999) gibi

mezofilik tiirlerde tanimlanmistir.
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3. MATERYAL

3.1. Mikroorganizmalar

Calismada Tirkiye’nin farkli bolgelerinden elde edilmis izolatlardan olusan
Aktinomiset Kiiltir Koleksiyonunun (World Federation of Culture Collections,
No: 952, Code: ACTINOCC) toprak kokenli alkalifilik tiyeleri kullanilmigtir.

3.2. Besiyerleri
Besiyeri 1: Tarama Ortam

Asagida belirtilen ortam igerigi hazirlandiktan sonra pH 10.5 olacak sekilde
ayarlanmig ve 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
sterilize edilmistir. Bu ortam izolatlarin proteaz aktivitesi agisindan taranmasinda
kullanilmistir (Jensen et al., 2005).

Tarama Ortami Icerigi

Nisasta 10 g
Maya oziitii 49
Pepton 29
Skim milk 109
Agar 15¢
Distile su 1L

Besiyeri 2: Mineral — Tuz Fermentasyon Ortam

Asagida belirtilen ortam igerigi hazirlandiktan sonra pH 9.2 olacak sekilde
ayarlanmig ve 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
sterilize edilmistir. Izolatin keratinaz iiretim fermentasyonunda tavuk tiiyii veya

koyun yiinii ortama eklenmistir (Vasileva — Tonkova et al., 2009).

Mineral Tuz Ortami Icerigi

NaCl 50
CaCO3 59

K,HPO, 3g
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Tavuk tiiyii / Koyun yiini 60

Distile su 1L

Besiyeri 3: Soya unu — Mannitol Agar (SFM)

Asagida belirtilen ortam igerigi hazirlandiktan sonra pH 8.0 olacak sekilde
ayarlanmig ve 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
sterilize edilmistir. Bu ortam organizmanin kiiltiirel devamliligin1 saglamak ve

spor slispansiyonu hazirlamak i¢in kullanilmistir.

Soya unu — Mannitol Agar Icerigi

Soya unu 209
Mannitol 209
Agar 159
Distile su 1L

Besiyeri 4: Glikoz — Maya Oziitii Agar

Asagida belirtilen ortam igerigi hazirlandiktan sonra pH 7.2 olacak sekilde
ayarlanmig ve 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
sterilize edilmistir. Izolatin kiiltiirel 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilmistir

(Falkow et al., 2006).

Glikoz Maya Oziitii Agar Icerigi

Glikoz 49
Maya oziitii 49
Malt dziitii 10g
Agar 209
Distile su 1L

Besiyeri 5: LB Broth
Asagida belirtilen ortam igerigi hazirlandiktan sonra pH 7.2 olacak sekilde

ayarlanmig ve 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
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sterilize edilmistir. DNA izolasyonu i¢in kiiltivasyonda kullanilmistir (Hamaki et

al., 2005).
LB Broth Icerigi

Tripton
NaCl
Maya oziiti

Distile su

10g
10g

59
1L

*fz Element Soliisyonu

Asagida belirtilen tuzlar ¢oziiliinceye kadar karistiritlmis ve besiyeri 6, 7, 8

ve 10 i¢in iz element soliisyon stogu olarak kullanilmistir.

Iz Element Soliisyonu Icerigi

FeSO,. 7H,0
MnCI2.4H20
ZnS04.7H,0

Distile su

0.1g
0.1g
0.1g
100 ml

Besiyeri 6: Maya - Malt Oziitii Agar (ISP — 2)

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7.2 olacak sekilde ayarlanmis ve 1.1

atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Ortam otoklavlandiktan sonra 0,22 um’lik filtreden gecirilmis iz element

soliisyonu ortama eklenmistir. izolatlarin kiiltiirel &zelliklerinin belirlenmesinde
kullanilmigtir (Shirling and Gottlieb, 1966).

Mavya - Malt Oziitii Agar Icerigi:

Maya oziiti
Malt 6ziiti
Dekstroz
Agar

Iz element soliisyonu

Distile su

49
109
49
20g
1ml
1L



26

Besiyeri 7: Yulaf Agar (ISP - 3)

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7.2 olacak sekilde ayarlanmis ve 1.1
atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.
Ortam otoklavlandiktan sonra 0,22 pm’lik filtreden gecirilmis iz element
soliisyonu ortama eklenmistir. izolatlarin kiiltiirel &zelliklerinin belirlenmesinde

kullanilmistir (Shirling and Gottlieb, 1966).

Yulaf Agar Icerigi

Yulaf ezmesi 20g
Agar 189
iz element soliisyonu 1mi
Distile su 1L

Besiyeri 8: Nisasta —inorganik Tuz Agar (ISP - 4)

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7.2 olacak sekilde ayarlanmis ve 1.1
atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.
Ortam otoklavlandiktan sonra 0,22 pm’lik filtreden gecirilmis iz element
soliisyonu ortama eklenmistir. izolatlarin kiiltiirel 6zelliklerinin belirlenmesinde
kullanilmustir (Shirling and Gottlieb, 1966).

Nisasta —Inorganik Tuz Agar Icerigi

Nisasta 10g
K2HPO,4 19
MgS0O,.7H,0 19
NaCl 19
(NH4)2SO4 29
Iz element soliisyonu 1ml
Agar 20g
Distile su 1L

Besiyeri 9: Gliserol Asparajin Agar (ISP - 5)

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7.2 olacak sekilde ayarlanmis ve 1.1
atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Ortam otoklavlandiktan sonra 0,22 pm’lik filtreden gecirilmis iz element
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soliisyonu ortama eklenmistir. izolatlarin kiiltiirel &zelliklerinin belirlenmesinde
kullanilmistir (Shirling and Gottlieb, 1966).
Gliserol Asparajin Agar Icerigi

L- Asparajin 19
Gliserol 10g
K,HPO, 19
iz element soliisyonu 1ml
Agar 20g
Distile su 1L

Besiyeri 10: Pepton- Maya Oziitii Agar (ISP — 6)

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7.2 olacak sekilde ayarlanmis ve 1.1
atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.
izolatlarin kiiltiirel &zelliklerinin belirlenmesinde kullanilmistir (Shirling and
Gottlieb, 1966).

Pepton- Maya Oziitii Agar Icerigi

Pepton demir agar 369
Maya oziitii 19
Iz element soliisyonu 1ml
Distile su 1L

Besiyeri 11: Tirozin Agar (ISP —7)

Asagida belirtilen ortam igerigi pH 7.2 olacak sekilde ayarlanmis ve 1.1
atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.
Ortam otoklavlandiktan sonra 0,22 um’lik filtreden gecirilmis iz element
soliisyonu ortama eklenmistir. izolatlarin kiiltiirel dzelliklerinin belirlenmesinde

kullanilmigtir (Shirling and Gottlieb, 1966).

Tirozin Agar Icerigi

Gliserol 15¢g
L-tirozin 0.59
L- asparjin 19

K2HPO4 0.59
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MgS0a4.7H20 0.5¢
NaCl 0.5g
FeSO4.7H20 0.01g
Iz element soliisyonu 1ml
Agar 209
Distile su 1L

3.3. Cozelti, Tampon ve Substratlar

- Kristal viole boyasi: Asagida verilen maddelerden kristal viole etanolde,
amonyum oksalat suda ¢oziilmiistiir. Her iki ¢ozelti homojen olarak ¢oziildiikten

sonra karistirilir. Izolatin Gram boyama prosiidiiriinde kullanilmistir.

Kristal viole 29
% 95’lik Etanol 20 ml
Amonyum oksalat  0.8g

Distile su 80 ml

- Gram Iyodiir Cozeltisi (Lugol Solusyonu): Asagida verilen maddelerden
iyot ile potasyum iyodiir karistirilarak toz haline getirilmistir. Daha sonra iizerine
yavasca su eklenmistir. Filtre kagidindan siiziildiikten sonra kullanilir. izolatin

Gram boyama prosiidiiriinde kullanilmistir.

Iyot 19
Potasyum iyodiir 29

Distile su 300 ml

- Gram Safranin Cozeltisi: Safranin etanolde ¢oziildiikten sonra su ilave
edilerek karigtirilmigtir. Filtre kagidindan siiziildiikten sonra kullamilir. izolatin

Gram boyama prosiidiiriinde kullanilmistir.

Safranin 0.25¢g
% 95°1ik etanol 10 ml
Distile su 100 ml

- 50X TAE (Tris-Asetat-EDTA) Tamponu: 242 gram Tris baz 600 ml

distile su i¢inde ¢oziildiikten sonra 57.1 ml glasiyel asetik asit eklenmis ve daha
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sonra lizerine 0.5 M EDTA (pH 8)’dan 100 ml ilave edilmistir. Hacim distile su

kullanilarak 1 litreye tamamlanmistir. izolatin DNA izolasyonunda kullanilmustir.

- Potasyum Asetat Tamponu: 5 M 30 ml potasyum asetat iizerine, 5.75 ml
sussuz asetik asit eklenmistir. 14.25 ml distile su ilave edilerek son hacim 50

ml’ye tamamlanmstir. izolatin DNA izolasyonunda kullanilmistir.

- Lizis Tamponu: 100 ml Lizis tamponu hazirlamak i¢in; 6.3 g Tris —
HCI, 1.2 g EDTA, 0.88 g NaCl ve 1 g SDS 100 ml ultra saf suyun igine
eklenmistir. Bilesenlerin homojen ¢6zlinmesi i¢in pH 8’e ayarlanmistir. Tampon,

izolatin DNA izolasyonunda kullanilmastir.

- Sitrat — Fosfat Tamponu: 0,2 M sitrik asit ve Na;HPO4x7H,O’dan belli
oranlarda karigtirllarak pH 5 ve pH 6 igin tampon hazirlanmistir. Enzim
karakterizasyonunda optimum pH ve pH kararliliginin belirlenmesinde

kullanilmuistir.

- Fosfat Tamponu: 0,2 M NaH,POsx2H,O ile pH 7 i¢in tampon
hazirlanmistir. Enzim Kkarakterizasyonunda optimum pH ve pH kararliliginin

belirlenmesinde kullanilmustir.

- Tris Tamponu: 0,2 M Tris ile pH 8 ve pH 9 i¢in tampon hazirlanmustir.
Enzim karakterizasyonunda optimum pH ve pH kararliliginin belirlenmesinde
kullanilmistir. 0.05 M, pH 9.0 Tris tamponu ise keratinaz aktivite Ol¢limiinde

tampon olarak kullanilmigtir.

- Karbonat — Bikarbonat Tamponu: 0,2 M NaCOj3 ve 0,2 M NaHCO3’ten
belli oranlarda karigtirllarak pH 10 i¢in tampon hazirlanmistir. Enzim
karakterizasyonunda optimum pH ve pH kararliliginin belirlenmesinde

kullanilmastir.

-KCIl — NaOH Tamponu: 0,2 M KCI ve 0,2 M NaCl’den belli oranlarda
karistirllarak pH 11 ve pH 12 i¢in tampon hazirlanmistir. Enzim
karakterizasyonunda optimum pH ve pH kararliliginin belirlenmesinde

kullanilmistir.

- Eliisyon Tamponu: 10 mM pH 7.5 Tris — HCI 0,5 M NaCl kolon

kromotografi islemlerinde kullanilmistir.
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- Dengeleme Tamponu: 10 mM pH 7.5 Tris — HCI kolon kromotografi

islemlerinde kullanilmistir.

- Santrifugal filtre (Vivaspin): Enzim saflastirilmasinda enzimi

yogunlastirmak i¢in kullanilmistir.

- Bradford reaktifi (Sigma): Orneklerin protein miktar tayininde

kullantlmistir.
- Elektroforez Markor (Gene Ruler 100bp DNA)
- Elektroforez Yiikleme boyasi (6X Loading Dye Solution)
- Polimer Zincir Reaksiyonu (PZR) Primerler
» 27F: AGAGTTTGATCMTGGCTCAG

» 1492R: TACGGYTACCTTGTTACGAG
- SDS - PAGE Markér (Page Ruler 10 — 250 kDa)

3.4. Makine ve Techizatlar

- Otoklav (Hirayama)

- Calkalamal1 inkiibator (Zhicheng 2112 B)

- Inkiibator (Niive ES 500 — FN 500)

- Derin dondurucu (Thermo -86°C)

- Kabin (Nuare Biological Safety Cabinets Class 1)
- Mikro santrifiij (Hettich D59302)

- Endiistriyel santrifiij (Westfalia Seperator)

- Spektrofotometre (Versa max microplate reader)

- Isik Mikroskobu (Olympus)

- Elektron Mikroskobu (FEI Quanta 250 FEG)

- ABI 3100 Genetic Analyzer

- SDS - PAGE (CBS Scientific Co., MGV 202)

- Ultrafiltrasyon (Sartorius)

- Biorad (Biological LP 2110) / DEAE kolon (Biorad catalog no: 732-4122)
- Terazi (Sartorius)

- pH metre (Hanna HI 2211)

- Hot plate (Stuart scientific Hotplates H1)
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4. YONTEMLER

4.1. Tlzolatlarim Proteaz Aktivitesi Acisindan Taranmasi

Calismada Bati  Anadolu’nun farkli bdlgelerinden alinmis toprak
orneklerinden izole edilmis 180 adet izolat kullanilmistir. Aktinomiset kiiltiir
koleksiyonunda (World Federation of Culture Collections, No: 952, ACTINOCC)
yer alan izolatlar, 1 No’lu besiyerinde proteaz aktivitesi agisindan taranmis ve
besiyerinde olusan zon/koloni ¢apina gore iyi liretici izolatlar ileri ¢calismalar i¢in

secilmistir.

4.2. Spor Siispansiyonu Hazirlanmasi

Spor stispansiyonu hazirlamak amaciyla izolat, 3 No’lu besiyerine yayma
plaka yontemi ile ekilmis ve 28°C’de 5 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda olgun sporlar steril pamuk yardimi ile % 20 steril gliserol igerisine
aliarak - 20°C ve - 86°C’de stoklanmistir. Spor siispansiyonunda ne kadar spor
oldugunun belirlenebilmesi i¢in sayim yapilmistir. Bunun i¢in slispansiyondan 10
%a kadar seyreltmeler yapilmistir. Daha sonra bu seyreltmelerden 4 No.’lu
besiyerine yayma plaka yontemi ile ekim yapilip 28°C’de 5 giin inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda 15 — 300 arasinda koloni bulunduran petriler
baz alinarak spor sayisi spor/ml (cfu-colony forming unit/ml) ile ifade edilecek

sekilde hesaplanmistir.
4.3. lizolatin Tamlanmasinda Kullanilan Yontemler
4.3.1. Gram boyama

Izolat 151k mikroskobu incelemesi icin 3 No’lu besiyerine ekilmistir.
28°C’de, 3-4 giin inkiibasyondan sonra olusan substrat ve havasal misellerin
yapisal Ozelliklerinin ve izolatin Gram reaksiyonunun belirlenmesi i¢in Gram
boyama yapilmistir. Bunun igin petriden 6ze ucu ile mikroorganizma lam iizerine
alinarak 1s1 ile fikse edilmistir. Daha sonra hazirlanmis preparat iizerine kristal
viole damlatilip 2 — 3 dakika beklenmistir. Distile su ile yikanarak kristal viole

uzaklastirilmis ve ardindan preparat lugol solusyonu ile 1 — 2 dakika muamele
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edilmistir. Lugol solusyonunu uzaklastirmak i¢in 6nce etanol ile 10 saniye, daha
sonra distile su ile yitkama yapilmistir. Daha sonra 6rnek safranin ile 20 saniye
muamele edilmis ve distile su ile yikanarak kurumaya birakilmistir. Preparat 151k

mikroskobu altinda farkli biiylitmelerde incelenmis ve fotograflanmistir.

4.3.2. Biyokimyasal yontemler

4.3.2.1. pH toleransinin belirlenmesi

Izolatin pH toleransinin belirlenmesi i¢in 4 No’lu besiyeri pH 5, 6, 7,
8, 9, 10, 11 ve 12 olacak sekilde hazirlanmis ve petrilere her bir izolattan ¢izgi
ekim yapilarak 28°C’de 7 giin inkiibasyona birakilmistir.

4.3.2.2. Sicaklik toleransinin belirlenmesi

Izolatin iireyebildigi sicaklik araligmin belirlenmesi i¢in her bir izolat
4 No’lu besiyeri iceren 9 petriye ¢izgi ekim yapilmis, 4°C, 10°C, 20°C, 28°C,
37°C, 45°C, 50°C, 55°C ve 60°C’de 7 giin inkiibasyona birakilmistir.

4.3.2.3. Tuz toleransinin belirlenmesi

Izolatin tuz toleransmin belirlenmesi i¢in 4 No’lu besiyerine %0,
%2.5, %5, %7.5, %10, %12.5, %15 ve %17.5 oranlarinda NaCl ilave edilerek
petrilere paylastinlmistir. Izolatin ekimi yapildiktan sonra 28°C’de 7 giin

inkiibasyona birakilmistir.

4.3.2.4. Seker kullaniminin belirlenmesi

Izolatin kullandig1 sekerleri belirlemek amaci ile 4 No’lu besiyerine
yalniz glikoz, sukroz, ksiloz, inositol, mannitol, fruktoz, ramnoz, rafinoz ve
seliiloz iceren petriler hazirlanmistir. Ekim yapildiktan sonra 28°C’de 7 giin
inkiibasyona birakilmistir. Karbon kaynaklarinin kullanimi1 4 No’lu besiyerinde 7
giin sonunda, karbon kaynagi iceren pozitif kontrol ortami ve karbon kaynagi

icermeyen negatif kontrol ortamu ile karsilastirilarak belirlenmistir.
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4.3.3. Taramal elektron mikroskobu

Izolatin spor yiizey yapilarinin belirlenmesi igin 25.000 ve 65.000’lik
biiyiitmeler yapilarak FEI Quanta 250 FEG model taramali elektron mikroskobu
kullanilmistir. Izolat elektron mikroskop incelemesi i¢in 3 No’lu besiyerine
yerlestirilen 0,45 um’lik filtre kagidi tizerine ekilmistir. 28°C’de, 48 saat
inkiibasyondan sonra ekim yapilan filtre kagidi, steril kosullarda pens yardimiyla
besiyeri iizerinden alinarak steril hava kabininin i¢inde kurutulmustur. Daha sonra
altin kaplanan 6rnekler Taramali Elektron Mikroskobu ile farkli biiylitmelerde
incelenmistir. Kullanilan Taramali Elektron Mikroskobu icin Izmir Yiiksek

Teknoloji Enstitlisii laboratuvarindan faydalanilmistir.
4.3.4. Genomik DNA izolasyonu

Molekiiler DNA izolasyonu Liu et al. (2000)’a gére yapilmustir. izolat 5
No.lu besiyerinde 28°C’de, 150 devir/dakika’da, 48 saat inkiibe edilmistir.
Fermentasyondan sonra, ortamdan 1 — 1.5 ml almip 7.000 g’de 5 dakika
santrifiijlenmistir. Ust fazdaki s1iv1 uzaklastirildiktan sonra pelletlerin iizerine 0.01
mg lizozim ilave edilip 37°C’de 30 dakika bekletilmistir. Daha sonra pelletler
tizerine 500 pl lizis tamponu eklenmis ve 65°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda pellet iizerine 150 pl potasyum asetat tamponu eklenmis
ve 12.000 g’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz yeni bir
mikrosantriflij tiipiine alinarak lizerine esit hacimde izopropil alkol ilave edilmis
ve ayn1 sekilde santrifiijlenerek DNA ¢oktiiriilmiistiir. Ust faz atilmis ve ¢dken
DNA’nin iizerine 300 ul % 70’lik soguk etanol eklenmistir. Ust faz alinarak dibe
¢oken pellet kurumaya birakilmistir. Ardindan etanolii uzaklastirilmis pellet
tizerine 50 ul TE tamponu eklenerek izole edilen DNA siispanse edilmistir. Daha
sonra agaroz jel elektroforezi ile DNA nin biitiinliigii ve saflig1 kontrol edilmistir

(Bkz. Boliim 4.3.6).
4.3.5. Polimeraz zincir reaksiyonu

16S ribozomal RNA dizisini kodlayan gen bdlgesini, Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltmak i¢in Boliim 3.2°de dizisi verilen 27F ve 1492R
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primerleri kullanilmistir. PZR karisimi 10X Taq buffer, 0.2 mM dNTP, 0.75 mM
MgClz, 1.25 U Taq polimeraz (Fermantas), 0.4 pmol/uL primer ve 150 ng DNA
icerecek sekilde toplam 50 pL hacimde gercgeklestirilmistir. Kullanilan PZR
programi ise 6n denatiirasyon i¢in 94°C’de 30 saniye, ardindan 30 dongii 94°C’de
30 saniye, 50°C’de 30 saniye ve 72°C’de 45 saniye olarak gerceklestirilmistir.
PZR iirtiniiniin 5 pl’si %1°lik agaroz jelde ytiriitiilerek kalitesi ve miktar1 kontrol

edilmistir (Bkz. Bolim 4.3.6).
4.3.6. Agaroz jel elektroforezi

%1°1ik agaroz jel hazirlamak i¢in 1g agaroz 100 mL 1X TAE (Tris asetik
asit edta) tamponuna eklenmis ve mikrodalga firinda ¢oziilmistiir. Karigimin
homojen olmasi saglanmigtir. Yaklasik 40-45°C’ye kadar sogutularak son
konsantrasyonu 5ug/100 ml olacak sekilde 10000X GelRed boyas1 eklenmis ve jel
kasete dokiilmiistiir. 30-60 dakika siire ile donmasi beklenmistir. Taraklar

cikarilmis ve jel, igcinde 1X TAE bulunan elektroforez tankina yerlestirilmistir.

Genomik DNA ve PZR oOrneklerinden 8 pl almarak 2 pl jel yiikleme
tamponu (6X) ile karistirilmis ve jel {izerindeki kuyucuklara yiiklenmistir. ilk
kuyucuga DNA standardi yiliklenmis ve yliriitme islemi 100 V altinda
gerceklestirilmistir. Elektroforez sonucunda baglangi¢c noktasina yakin, yiiksek
molekiil agirlikli tek bir bant gozlenmesi, izole edilen DNA’larin biitiinliigliniin

tam oldugunu gostermistir (Oner, 2011).
4.3.7. DNA dizileme yontemi

PZR sonras1 elde edilen amplifikasyon iirlinlerinin sekans PZR ve
dizileme calismalar1 RefGen (Gen Arastirmalari ve Biyoteknoloji) Merkezinden
hizmet alimi ile yaptirilmistir. 16S rDNA PZR {irlinii filtrasyon kiti (Centricon®)
ile temizlenmis ve ABI 3130 XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems) ile
sekansi gergeklestirilmistir. Reaksiyon igin, 40-50 ng kalip DNA, 3.2 pmol
primer, 8 ul Big Dye (Applied Biosystems) eklenmis ve iizerine son hacim 20 ul
olana kadar su ilave edilmistir. 16S rDNA reaksiyonlari i¢in F27 (5’-aga gtt tga
tcm tgg ctc ag-3’) ve R1492 (5’-tac ggy tac ctt gtt acg ag-3’) primerleri
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kullanilmistir. Referans tiirlerin niikleotid dizileri NCBI Gene Bank web
sayfasindan indirilerek incelenmistir. 16S rDNA dizi verileri kullanilarak izolatlar
icin BLAST analizi yapilmistir. Coklu dizi analizi Bio Edit sequence alignment
editor v7.0.5 (Isis Pharmaceutical Inc.) programi ile gerceklestirilmistir.
Filogenetik agag, filogenetik analiz programi MEGA v4.0 ile yapilmistir. Agag
olusturulurken  Neighbour-joining yontemi ve 3000 bootstrap degeri

kullanilmistir.

4.4. Fermentasyon Calismalar

Segilen izolatlarin keratini parcalama etkinligini belirlemek amaci ile derin
kiiltiir fermentasyon calismalar1 yapilmistir. Bunun icin substrat olarak sadece
tavuk tiiyli ve koyun yiinii icerecek sekilde 2 No’lu besiyerinden hazirlanmistir.
Kiigiik ¢apl fermentasyon denemeleri, 250 ml’lik erlenlerde 50 ml besiyerinde
28°C’de, 180 rpm’de, 6 giin inkiibe edilerek gerceklestirilmistir. Fermentasyon
sonrasinda santrifiijle hiicrelerinden ayrilan fermentasyon sivisinda hiicre dist
keratinolitik aktiviteye gore, en iyi Keratinaz iireticiSi olan organizmanin hangi
keratindz atig1 daha etkin parcaladigi belirlenmistir. Bir sonraki asama olan iiretim

optimizasyonuna, segilen organizma ve substrat ile devam edilmistir.

4.5. Optimizasyon Calismalari

Calismada, keratinaz iiretimi i¢in secilen degiskenlerin arasindaki etkilesimi
anlamak ve optimum proses kosullarini belirlemek amaci ile Yanit ylizeyi
yontemi (YYY) ve One Variable at a Time (OVAT) yontemlerinden
yararlanilmistir.

Yanit yiizeyi yontemi (Response surface methodology) farkli degiskenlerin
sistem lizerine etkilerini ve birbirleriyle olan etkilesimlerini belirlemek, belli bir
sistemin matematiksel modelini olusturmak ve bu modelin istatistiksel olarak
anlamliligini ve tutarliligini belirlemek i¢in kullanilan bir metottur. OVAT ise; her
deney setinde, sadece bir faktoriin degistirilip diger faktorlerin sabit tutulmasi

esasina dayanan yaygin olarak kullanilan geleneksel bir yontemdir.
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45.1. Inkiibasyon siiresi, pH ve sicakhgn optimizasyonu

Ik asamada, iiretim iizerine etkisi olan pH, sicaklik ve zaman
faktorlerinin arasindaki etkilesimi anlamak ve optimum kosullart belirlemek
amaci ile YYY protokoliinden yararlanilmistir. Elde edilen verilerin grafiksel
analizi ve matematiksel modelin eldesi igin ‘Design Expert 6.0 (deneme siiriimii)

“programi kullanilmistir.

Secilen 3 faktor olan pH, sicaklik ve zaman parametreleri i¢in 5 seviyeli
Merkezi Tiimlesik Tasarim (Central Composite Design-CCD) yapilmis ve 3
faktor 5 seviyede (a=1,68) incelenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Tasarimin faktor ve seviyelerinin gosterimi

Seviye Faktor
pH Sicaklik (°C) Zaman (giin)
-a 5.00 15.00 2.00
-1 6.42 20.07 3.22
0 8.50 27.50 5.00
+1 10.58 34.93 6.78
+a 12.00 40.00 8.00

Proseste kullanilan mikroorganizma mezofilik karakterde oldugundan
sicaklik icin alt ve iist degerler 15 ve 40 °C olarak belirlenmistir. Yine
mikroorganizmanin alkalifilik karakterde olmasi sebebiyle pH i¢in alt ve iist
degerler 5 — 12 olarak alinmistir. Organizmanin biiylime karakteristigi gézoniinde
bulundurularak proses siiresinin alt ve st degerleri 2 — 8 giin olarak

belirlenmistir.

Uretim kosullarinin optimizasyonu 6 tekrar iceren CCD ile yapilmistir
(Cizelge 4.2). Her bir deney setinde verilen pH degeri dikkate alinarak, 250 ml’lik
erlenlerde 50 ml ortam olacak sekilde 2 No’lu besiyerinden hazirlanmistir (Bkz.
Boliim 3.2). Daha 6nceden hazirlanmis spor siispansiyonundan her bir erlene steril
kosullarda 10® spor/ml kadar inokulasyon yapilmistir. Her bir erlen 150
devir/dakika’da, deney setlerinin gerektirdigi sicaklik ve zaman dikkate alinarak

inkiibasyona kaldirilmistir.
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Cizelge 4.2 Keratinaz enziminin iiretim kosullarmim 2° Merkezi Tiimlesik Tasarim seviyelerinin

kodlanmis ve gercek degerler ile gosterimi

Deney Degiskenlerin Degiskenlerin
no kodlanmis seviyeleri gercek seviyeleri
X1 X, X3 pH  Sicakhk (°C) Zaman (Giin)

1 -1 -1 -1 6.5 20.0 3.2
2 +1 -1 -1 10.5 20.0 3.2
3 -1 +1 -1 6.5 35.0 3.2
4 +1 +1 -1 10.5 35.0 3.2
5 -1 -1 +1 6.5 20.0 6.8
6 +1 -1 +1 10.5 20.0 6.8
7 -1 +1 +1 6.5 35.0 6.8
8 +1 +1 +1 10.5 35.0 6.8
9 -2 0 0 5.0 275 5.0
10 +2 0 0 12.0 275 50
11 0 -2 0 8.5 15.0 5.0
12 0 +2 0 8.5 40.0 50
13 0 0 -2 8.5 275 2.0
14 0 0 +2 8.5 275 8.0
15 0 0 0 8.5 275 5.0
16 0 0 0 8.5 275 5.0
17 0 0 0 8.5 275 5.0
18 0 0 0 8.5 275 5.0
19 0 0 0 8.5 275 5.0
20 0 0 0 8.5 275 5.0

4.5.2. Karbon ve azot kaynag olarak tavuk tiiyii optimizasyonu

Ikinci asamada; YYY ile belirlenen optimum kosullar altinda, keratinaz
tiretimi i¢in ortamda bulunmasi gereken optimum tavuk tiiyli miktart optimize
edilmistir. Bunun i¢in 2 No.’lu besiyeri 10, 15, 20 ve 25 g/L tavuk tiiyli olacak
sekilde hazirlanmistir (Bkz. Bolim 3.2). Her bir erlen aymi miktar spor ile
asilanarak, istatistiksel optimizasyon denemelerinde elde edilen optimum
kosullarda inkiibe edilmistir. Fermentasyon sonunda hiicrelerinden ayrilan

fermentasyon sivisi i¢in keratinaz aktivitesi degerlendirilmistir (Bkz. Boliim 4.6).

4.6. Keratinaz Aktivite Ol¢iimii

Keratinaz aktivitesi Delmar et. al. (1979)’a gore yapilmistir. 140 pl 0,05 M
Tris HCI, 50 pl ImM Suc-AAPF-pNA (Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-NA) substrati ve 10
ul enzim Ornegdi igeren reaksiyon karisimi 37°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda agiga ¢ikan pNA miktar1 410 nm’de kore karst (150 pl
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0,05 M Tris HCI ve 50 ul 1 mM Suc-AAPF-pNA) spektrofotometrik olarak
okutulmustur. Aktivite 6l¢iimiinde ti¢ tekrarli deney seti kullanilmistir. 1 Unit
keratinolitik aktivite, standart kosullarda dakikada aciga ¢ikan pumol pNA miktart

olarak ifade edilmistir.

4.6.1. p-Nitroanilid standart grafigi

50 mM derisimde stok p-nitroanilid ¢ozeltisi hazirlanmistir. Stok pNA
¢ozeltisinden mikroplakaya son hacim 200 pl olacak sekilde sirasi ile 0.25 umol,
0.5 umol, 1 pmol ve 2 umol’liikk seyreltmeler yapilmistir. Kor olarak 200 pl deney
tamponu olan 0,05 M Tris HCL kullanilmistir. Mikroplaka okuyucu ile 410 nm’de
kore karst okuma yapilarak absorbans degerleri elde edilmistir. Derisim
degerlerinin karsilik geldigi absorbans degerleri géz oniinde bulundurularak pNa

standart grafigi ¢izilmis ve enzim aktivitesi buna gore belirlenmistir.

4.7. Proteaz Aktivite Ol¢iimii

Proteaz aktivitesi Takami et. al. (1989)’a gore yapilmustir. Substrat olarak
kazein, BSA (bovine serum albumin), skim milk, tavuk tiiyli veya koyun yiinii
kullanilmistir. Coziintir substratlar olan skim milk, BSA ve kazeinden sadece
birini icerecek sekilde % 0.6’lik ¢ozelti, 0.05 M Tris HCL (pH 9.0) ile
hazirlanmistir. 25 pl substrat ¢ozeltisine, 5 pl enzim orneginden eklenerek
37°C’de 20 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben aktiviteyi durdurmak
amaci ile reaksiyon karigiminin tizerine 25 pl 0.44 M (trikarboksilik asetik asit)
TCA eklenmistir. Ornekler 8 dakika 5000 rpm’de santrifiijlendikten sonra iist
stvidan 50 pl alinarak {izerine 0.5 M Na,CO3’ten 250 ul ve folin reaktifinden 50
ul eklenerek alt iist edilmistir. Ornekler 30 dakika oda sicakhiginda inkiibe
edildikten sonra, 660 nm’de kore karsi spektrofotometrik olarak okutulmustur.
Aktivite Olglimiinde ii¢ tekrarli deney seti kullanilmigtir. 1 Unit proteolitik
aktivite, 37°C’de standart kosullarda dakikada agiga ¢ikan nmol tirozin miktar

olarak ifade edilmistir.

Coziinmez substratlar olan tavuk tiiyii ve koyun yiinii i¢in yukarida anlatilan

yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Tavuk tiiyli ve koyun yiiniinden sadece
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birini icerek sekilde % 1.0’lik, 500 pl siispansiyon 0.05 M Tris HCL (pH 9.0) ile
hazirlanmigtir. Substrat stispansiyonunun iizerine 500 pl kismi saf enzimden
eklenmis ve 37°C’de 250 rpm’de 24 saat inkiibe edilmistir. Ornekler 8 dakika
5000 devir/dakika’da santrifiijlendikten sonra, list stvidan 50 pl alinarak {izerine
0.5 M Nap,COs’ten 250 ul ve folin reaktifinden 50 pl eklenmistir. Ornekler 30
dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra, 660 nm’de bos 6rnekleme karsi
spektrofotometrik olarak okutulmustur. Aktivite dl¢limiinde ii¢ tekrarlt deney seti
kullamilmistir. 1 Unit proteolitik aktivite, 37°C’de standart kosullarda saatte

agiga ¢ikan nmol tirozin miktar1 olarak ifade edilmistir.

4.7.1. Tirozin standart grafigi

5 mM stok tirozin ¢ozeltisinden 10, 50, 100, 150, 200, 250, 350 ve 450
nmol olacak sekilde seyreltmeler yapilmistir. Her bir seyreltmeden 50 pl alinip
tizerine 250 pl NayCOs; ve 50 pl Folin reaktifinden eklenmistir. 30 dakika
inklibasyon sonrasinda 660 nm’de kore karst spektrofotometrik olarak
okutulmustur. Derisim degerlerinin karsilik geldigi absorbans degerleri goz
oniinde bulundurularak protein standart grafigi ¢izilmis ve enzim aktivitesi buna

gore belirlenmistir.

4.8. Toplam Protein Tayini

Orneklerde varolan protein miktar;, BSA (Bovin serum albumin) proteini
standart olarak alinarak, Bradford (1976) metoduna goére tayin edilmistir.
Coomassie Brillant Blue G-250 boyasinin kullanildig: bir yontem olan Bradford,

boyanin asidik bolgesi ile proteinin bazik bolgesinin etkilesme esasina dayanir.

4.8.1. Protein standart grafigi

1 mg/ml stok BSA ¢o6zeltisinden 100, 250, 500, 1000 ve 1400 pg/ml
olacak sekilde seyreltmeler yapilmistir. Her bir seyreltmeden kuyucuklara 10 pl
aktarilip tizerine 200 ul Bradford reaktifinden eklenmistir. 30 dakika inkiibasyon

sonrasinda mikroplaka okuyucuda 595 nm’de okutulmustur. Derisim degerlerinin



40

karsilik geldigi absorbans degerleri géz oniinde bulundurularak protein standart

grafigi ¢izilmis ve 6rnekteki protein miktar1 buna gore degerlendirilmistir.

4.9. Enzimin Kismi Saflastirilmasi

Saflastirma basamaklarindaki tiim islemler + 4°C’de yapilmustir.

4.9.1. Ultrafiltrasyon

Biiyiikk capta iiretimi yapilan keratinaz enzimini deristirmek amaci ile
ultrafiltrasyon yapilmistir. Ultrafiltrasyon cihazi (Sartorius) ile por genisligi 10
kDa olan membran kullanilarak fermentasyon sivisinin hacmi 3.5 L’den 1 L’ye

indirilerek enzim 3.5 kat deristirilmistir.

4.9.2. Amonyum siilfat coktiirmesi

Ultrafiltrasyon ile deristirilmis fermentasyon sivisina % 80 doygunlukta
amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmistir. Presipitasyon sonrasinda fermentasyon
stvist 7000 g’de 10 dakika +4°C’de santrifiijlenmistir. Presipitat olabilecek en az

hacimde saf suda ¢oziilerek +4°C’de saklanmistir.

4.9.3. Diyaliz

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen derisik enzim soliisyonu 10
kDa por ¢apina sahip seliiloz diyaliz membran ile +4°C’de saf suya kars1 48 saat

diyalizlenmistir. Diyaliz siiresince saf su 4 kez degistirilmistir.

4.9.4. Kolon kromotografi islemleri

Diyaliz ile 6rnekte varolan tuz uzaklastirildiktan sonra ileri saflastirma
icin 6rnek iyon degisim kromotografisine (DEAE kolon, Biorad catalog no: 732-
4122) uygulanmstir. Ornek kolona yiiklenmeden 6nce kolon 10 mM pH 7.5 Tris
— HCI tamponu ile dengelenmistir. Kolon 1 ml/dk akis hizi ile 1 saat
dengelendikten sonra, protein derisimi yaklagik 10 mg/ml olan 6rnekten 2 ml
yiikklenmigtir. Daha sonra 10 mM pH 7.5 Tris — HCI 0,5 M NaCl tamponu ile
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kolona 0,15 M - 0,30 M tuz gradienti uygulanmistir. Akis hizi 1 ml/dk olarak
ayarlanan kolondan, her biri 1 ml 6rnek igeren 60 fraksiyon toplanmistir. Son
olarak kolondan 0,5 M NaCl gegirilerek yikanmistir. Toplanan fraksiyonlarin
keratinaz aktivitesi Boliim 4.6°de verilen yonteme gore tayin edilmistir. Yiiksek
aktiviteye sahip fraksiyonlar birlestirilerek membran ¢ap1 10 kDa olan santrifugal
filtre ile ultrafiltre edilmistir. Hem deristirilen hemde tuzu uzaklastirilan 6rnek

karakterizasyon ¢aligmalari i¢in - 20°C’ye depolanmustir.

4.10. Enzim karakterizasyonu

4.10.1. Optimum sicakhik ve pH degerlerinin belirlenmesi

Enzimin aktivite gosterdigi optimum sicaklik degerini belirlemek amaci
ile enzim aktivitesi 20, 28, 37, 45, 55 ve 65°C’de Boliim 4.6’de verilen yonteme

gore dl¢lilmiistiir. Keratinaz aktivitesinin en yiiksek oldugu sicaklik saptanmustir.

Enzimin aktivite gosterdigi optimum pH degerini belirlemek amaci ile 5
farkli tampon sistemi kullanilmigtir (Bkz. B6liim 3.3). Sitrat tamponu pH 5.0 — 6.0
i¢in, fosfat tamponu pH 6.0 — 7.0 i¢in, Tris — HCI tamponu pH 7.0 — 9.0 igin,
karbonat — bikarbonat tamponu pH 9.0 — 11.0 igin, KC1 — NaOH tamponu pH 11.0
— 12.0 i¢in kullamilmistir. Her bir tampon sistemi ile enzim aktivitesi Boliim

4.6’de verilen yonteme gore belirlenmistir.

4.10.2. Sicakhk ve pH kararhhgmn belirlenmesi

Enzimin farkli sicakliklara olan kararliligimi belirlemek amaci ile elde
edilen 6rnek 20, 28, 37, 45, 55 ve 65°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra
Boliim 4.6’de verilen yonteme gore keratinaz aktivitesi belirlenmistir. 0°C’de 1
saat inkiibe edilmis enzimin aktivite degeri 100 kabul edilerek elde edilen

sonuglara gore enzimin Kalan aktivitesi hesaplanmistir.

Enzimin farkli pH’lara olan kararliligin1 belirlemek amaci ile elde edilen
ormek pH 5, 6,7, 8,9, 10, 11 ve 12°de 1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra Boliim

4.6’de verilen yonteme gore keratinaz aktivitesi belirlenmistir. Aktivitesi en
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yiiksek olan deger 100 kabul edilerek elde edilen sonuglara gore enzimin bagil

aktivitesi hesaplanmigtir.

4.10.3. Molekiiler kiitle tayini (SDS — PAGE)

Enzimin molekiiler kiitlesini belirlemek amaci ile % 12’lik ayirma
(separating) ve % 5’lik dengeleme (stacking) jeli hazirlanmistir. Ornekler, % 10
B-merkaptoetanol igeren Laemmli (40 mM Tris pH 6.8, 4 mM EDTA, % 4 SDS,
% 20 gliserol, 200 ul Bromfenolblue) tamponunda 95°C’de 5 dakika
bekletildikten sonra kuyucuklara yiiklenmistir. Markor olarak  Fermentas
PageRuler (10 — 250 kDa) kullanilmistir. Yiiriitme tamponu (3 g Trizma base,
14.4 g Glisin, 1 g SDS, 1 L distile su) tanka eklendikten sonra drnekler ve markor
kuyucuklara yiiklenmis ve 80 V’ta 5 saat yiriitme yapilmistir. Daha sonra jel,
Comassie brilliant blue R-250 ile 15 dakika boyanmistir. Protein bantlarinin
gozlemlenebilmesi i¢in jel, % 10 metanol, % 10 asetik asit igeren yikama ¢ozeltisi

ile yikandiktan sonra goriiniir 151k altinda incelenip fotograflanmistir.

4.10.4. Zimogram

Saflastirilan enzimin jelde aktivitesini belirlemek amaci ile 10 mg/ml
jelatin iceren % 10’luk ayirma (separating) jeli ve % 5’°lik dengeleme (stacking)
jeli hazirlanmistir. Ornekler, % 10 B-merkaptoetanol iceren Laemmli tamponunda
Bkz. Bolim 4.9.3) 95°C’de 5 dakika bekletildikten sonra kuyucuklara
yiiklenmistir. Jel 80 V’ta 5 saat yiiriitilmistiir. Elektroforezi takiben yiiklenen
proteinlerin renatiirasyonu icin jel, Triton X-100 (% 2,5, v/v) ile oda sicakliginda
30 dakika muamele edilmistir. Daha sonra distile su ile yikanarak enzimin
optimum aktivite gosterdigi kosullar olan 37°C ve pH 9’da (50 mM Tris — HCI)
12 saat inkiibe edilmistir. Reaksiyon sonrasinda comassie brilliant blue R-250 ile
15 dakika boyanan jel, hidroliz bantlarinin netlesmesi igin 12 saat yikama

soliisyonu ile yitkanmistir. Goriiniir 151k altinda incelenip fotograflanmistir.
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4.10.5. Enzim aktivitesi iizerine cesitli kimyasallarin etkisi

Enzim aktivitesi lizerindeki etkilerini saptamak amaci ile PMSF, DTT,
EDTA, EGTA (ethyleneglycoltetraacetic acid) gibi kimyasallar, Mg*?* (MgSOs,),
Ca*? (CaCl,), Cu*? (CuS0O.), Zn*? (ZnS0,), Ba*? (BaCl,), Fe** (FeSO,) gibi metal
iyonlari, HyO,, SDS, Triton X — 100, metanol, etanol, biitanol, isopropanol,
asetonitril, etil asetat, DMSO gibi deterjan ve organik c¢ozgenler farkli
derisimlerde enzime ilave edilerek 37°C’de, 30 dakika bekletilmistir. Keratinolitik
aktivite Bolim 4.8’de verilen yonteme gore belirlenmistir. Kontrol olarak
kimyasal ile muamele edilmemis enzim kullanilmistir. Kontroliin aktivite degeri
100 kabul edilerek elde edilen sonuglara gore enzimin bagil aktivitesi

hesaplanmustir.
4.10.6. Enzimin substrat ézgiilliigiiniin belirlenmesi

Enzimin kazein, BSA, skim milk, tavuk tiiyli ve koyun yiinii iizerinde
gosterdigi proteolitik etkinlik Boliim 4.7°de anlatilan yonteme gore belirlenmistir.
Sentetik substratlar olan Suc-AAA-pNA (Suc-Ala-Ala-Ala-NA) ve Suc-AAPF-
pNA i¢in aktivite dl¢limii Bolim 4.6’de anlatilan yonteme gore yapilmistir. Her
bir substrat igin  spesifik  aktivite hesaplandiktan sonra  sonuglar

degerlendirilmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1. lzolatlarin Proteaz Aktivitesi Acisindan Taranmasi

Aktinomiset kiiltiir koleksiyonunda yer alan ve proteaz aktivitesi agisindan
Iyl olan ireticiyi belirlemek amaci ile tarama calismasi yapilmistir. 180 adet
aktinomiset izolat1, 1 No’lu besiortaminda 28°C’de 6 giin inkiibe edilmistir (Sekil
5.1). Degerlendirme, inkiibasyon sonrasi koloni ¢evresindeki seffaf zonlar dikkate
alinarak yapilmistir. Zon/koloni ¢ap orani en yiiksek olan 10 farkli izolat ileri

calismalar i¢in se¢ilmistir (Cizelge 5.1).

Sekil 5.1 izolatlarin inkiibasyon sonrasinda olusturdugu zonlarin goriiniimii

Cizelge 5.1 Tarama sonucunda zon/koloni ¢ap oranina gore belirlenen izolatlar

izolat kodu Kolonicapt  Zon ¢apt  Zon/Koloni cap

M49-5 0.7 1.9 2.7
M34-2 0.8 2.2 2.7
M49-3 0.8 2.3 2.8
136K-3 1.0 3.0 3.0
2M21 1.0 3.0 3.0
M34-1 0.4 1.2 3.0
M49-1 0.8 2.7 3.3
M45-2 0.6 2.1 3.5
M125-4 0.6 2.2 3.6
M127-1 0.6 2.6 4.3

Secilen organizmalarin, koyunyiinii ve tavuk tiiylinii pargalayabilme

kapasitelerini ve keratinaz iiretim potansiyellerini belirlemek amaci ile On
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fermentasyon denemesi yapilmistir. Karbon ve azot kaynagi olarak sadece tavuk
tiiyli veya koyun yiinii igeren 2 No’lu besiyerinde, 28°C’de, 150 rpm’de tavuk
tilyli i¢in 6 giin, koyun yiinii i¢in 14 giin inkiibasyon sonrasinda her bir izolat i¢in
keratinaz aktivitesi belirlenmistir (Bkz. Boliim 4.6). Tavuk tiiyli ve koyun yiinii
kullanilarak gergeklestirilmis fermentasyon ¢alismasina ait erlen fotograflar1 Sekil
5.2’de verilmistir. Keratinaz aktivitesi en iyi olan M125 — 4 izolatinin, hem tavuk
tiylini (5 U/ml) hemde koyun yiiniinii pargalayabildigi gézlemlenmistir. Tavuk
tilyiiniin agroendiistri acisindan daha tonajli bir atik olmasi1 ve organizmanin tavuk
tiyii lizerinde ¢ok daha etkin ve hizli parcalama gergeklestirmesi nedeni ile
optimizasyon caligmalarina substrat olarak tavuk tiiyii ile devam edilmistir.
Segilen izolatin, spor siispansiyonu hazirlanmis ve ileri ¢aligsmalar igin — 20°C ve

— 86°C’de stoklanmustir.

(c) (d)
Sekil 5.2 izolat M125-4’in farkli keratindz substratlar iizerindeki par¢alama etkinligi a) Tavuk

tiiyti - 0. gilin, b) Tavuk tiiyii - 6. giin, ¢) Koyun yiinii - 0. giin, d) Koyun yiinii - 14. giin

Literatiirde varolan diger ¢alismalarda mikroorganizma segimi igin,
oncelikle proteaz aktivitesine bakilarak tarama yapildigi, daha sonra keratinolitik
aktivite belirlenerek buna gore organizma se¢imi yapildig1 goriilmiistiir. Tatineni
ve arkadagslar1 (2008), toprak Orneginden izole ettikleri Streptomyces sp. S7
susunun kazein agarda yiiksek proteolitik aktivite gosterdigini belirledikten sonra
keratinaz aktivitesini belirleyerek ileri ¢alismalara bu organizma ile devam
etmiglerdir. Yine yapilan bagka bir c¢alismada, toprak 6rneginden elde edilmis

Streptomyces sp. BA; susu, skim milk agarda proteaz aktivitesi agisindan iyi
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aktivite gosterdigi belirlendikten sonra keratinolitik aktivitesi Ol¢iilerek secilmistir

(Korkmaz vd., 2003).

5.2. lzolatin Tanilama Calismalar

5.2.1. izolatin fenotipik ve biyokimyasal 6zellikleri ile 16S rDNA dizi

analizi

Segilen izolatin, DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures)’den elde edilen Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology ve
Prokaryotes kaynaklarina gore hazirlanmis ‘Compendium of Actinobacteria’ya
gore gesitli kiiltiirel, mikroskobik ve biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir. 16S
rDNA dizi analiz sonuglar1 géz Oniinde bulundurularak tanilamasi yapilmistir
(Bkz. Bélim 4.5). izolatin, 3 No’lu besiortaminda ve ISP (International
Streptomycetes Project) ortamlarinda streptomiset benzeri koloni goriiniimiine

sahip oldugu gozlemlenmistir (Sekil 5.3).

Sekil 5.3 M125-4°{in petrideki gérinimii.

Organizmanin spor zincir yapisi, fragmentasyon olusumu hakkinda
ayrintili gézlem yapabilmek ve Gram reaksiyonunu belirlemek amaci ile Gram
boyamasi yapilarak 1s1k mikroskobu altinda incelenmistir (Sekil 5.4). Buna gore;
izolatin, rectiflexibilis tip spor zincir yapisina sahip oldugu, sporangia ve

fragmentasyon olusturmadigi belirlenmistir.
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Sekil 5.4 M125 — 4 izolatinin gram boyama sonrasinda 151k mikroskop goriintiisii

Gram boyama sonucunda organizmanin Gram pozitif oldugu ve tipik
spor zinciri morfolojisi Sekil 5.4’te verilmistir. Spor yapisi hakkinda daha
ayrintili bilgi edinmek amaci ile izolat, daha yiiksek biiylitmelerde taramali
elektron mikroskobunda incelenmis ve piirlizsiiz (smooth) spor yiizeyine sahip
oldugu belirlenmistir (Sekil 5.5). Organizmanin 0.7 pm spor ¢apina sahip oldugu

taramal1 elektron mikroskobu ile gdzlemlenmistir (Sekil 5.5).

HV spot| WD mag [ | det pressure 1um
5.00kV | 3.0 |7.3mm|65000x|LFD |5.01e-1 mbar IYTEMAM

Sekil 5.5 M125 — 4 izolatinin elektron mikroskop goriintiisii

M125-4 izolatinin, farkli besiortamlarinda farkli biiyiime karakteristikleri
gosterdigi belirlenmistir. Boliim 3.2°de anlatilan sekilde 6 cesit ISP ortami (6, 7,

8,9, 10, 11 No’lu besiyerleri) hazirlanmistir. Herbir besiyerine organizmanin
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ekimi yapilarak 28°C’de, 7 gilin inkiibasyon sonrasinda havasal ve substrat
miselleri incelenmistir (Sekil 5.6). Havasal misel renginin degerlendirilmesinde

ral color sistemi kullanilmistir (RAL color chart, 2012).

ISP 6

Sekil 5.6 M125 — 4 izolatinin farkli besiyerlerinde biiylime karakteristigi

Izolatin sicaklik, tuz ve pH toleransi, karbon kaynagi olarak seker
kullanim1 gibi ¢esitli biyokimyasal karakteristiklerinin belirlenmesi amaci ile
Boliim 4.5.6’da anlatilan yontemler kullanilmigtir. M125-4 izolatinin genis bir pH
araligi olan pH 6 — 12 araliginda yasayabildigi belirlenmistir (Sekil 5.7).
Alkolotolerant M125-4"tin optimum biiyiime gosterdigi sicaklik 30°C olarak tespit
edilmistir. Izolatin tuz toleransmin % 12 gibi oldukca yiiksek bir deger oldugu
yapilan testler ile aciga cikarilmistir (Sekil 5.7). Izolatin kullandigi sekerleri
belirlemek amaci ile 4 No’lu besiyerine yalmz glikoz, sukroz, ksiloz, inositol,
mannitol, fruktoz, ramnoz, rafinoz ve seliiloz igeren petriler hazirlanmigtir. Buna
gore organizmanin karbon kaynagi olarak glikoz, mannitol ve fruktozu

kullanabildigi belirlenmistir.

Sekil 5.7 M125 — 4 izolatinin farkli besiyerlerinde biiylime karakteristigi a) 4 No’lu besiyeri pH12,
b) 4 No’lu besiyeri % 12 NaCl
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Organizmanin 16S rDNA dizi analiz sonucu esas alinarak filogenetik
agaci cizilmistir (Sekil 5.8). Buna gore; genel olarak 5 kiime altinda toplanan
Streptomyces sp. tiirleri (Streptomyces albidoflavus, Streptomyces griseus,
Streptomyces violaceoruber, Streptomyces violaceusniger ve Streptomyces
yeochonensis) arasinda izolat M125-4’tin, Streptomyces albidoflavus kiimesine

dahil oldugu goriilmistiir (Kumar and Goodfellow, 2010).

— Streptomyces canescens NBRC 12751
M125-4

Streptomyces argenteolus strain CGMCC
Streptomyces odorifer DSM40347T
Streptomyces sampsoni DSM40394
Streptomyces limosus NBRC 12790
Streptomyces felleus NBRC 12766

8

(2]

Streptomyces coelicolor NBRC 12854
Streptomyces champavatii strain NRRL B-5682
Streptomyces albidoflawus NBRC 13010

Streptomyces champavatii strain TZQ46

Streptomyces champavatii strain 173753

—— Streptomyces yeochonensis CN732

Streptomyces violaceusniger YH27A
Streptomyces globisporus subsp. globisporus DSM40119
99 I Streptomyces griseus DSM40236

Escherichia coli strain DSM 30083

0.005

Sekil 5.8 M125-4°iin 16S rDNA sekans analiz sonucuna dayanilarak ¢izilen filogenetik agag

Izolatin, S. albidoflavus kiimesinde yer alan 9 adet organizmadan
hangisine daha yakin oldugunu belirlemek amaci ile tiirlerin ¢esitli mikroskobik
ve biyokimyasal oOzellikleri karsilastirilmistir. Secilen 9 organizmanin tip
tirlerinin ~ karakteristik  Ozellikleri, DSMZ - German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures — katalogundan yararlanilarak elde edilmistir
(Streptomyces canescens DSM40001, Streptomyces felleus DSM40130,
Streptomyces limosus DSM131, Streptomyces globisporus DSM40199,
Streptomyces coelicolor DSM40233, Streptomyces odorifer DSM347,
Streptomyces sampsonii DSM40394, Streptomyces albidoflavus DSM40455,
Streptomyces champavatii DSM40841).
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Cizelge 5.2°de segilen 9 tip tiiriin, izolat M125-4 ile karsilastirilmas: net
bir sekilde goriilmektedir. Buna gore; organizmalarin ISP ortamlarinda
olusturduklar1 havasal misel rengi karsilastirildiginda izolat M125-4’{in en ¢ok S.
albidoflavus DSM40455 ve S. champavatii DSM40841 ile benzerlik gosterdigi
gorilmiistiir. Mikroorganizmalarin spor zincir yapisinin ve spor ylizey yapisinin,
S. globisporus DSM40199 hari¢ hepsinin rectiflexibilis tip zincir yapisi ve
plirlizsliz spor yiizey yapist gosterdigi belirlenmistir. Karsilastirma yapilan 9 tip
tir organizmada oldugu gibi, izolat M125-4’te de sporangia ve fragmentasyon

yapist olusmadig1 goriilmiistiir.

Streptomisetlerin tanisinda 6nemli bir kriter olan melonoid pigment
olusumu agisindan negatif olan M125-4 izolati, bu noktada S. felleus DSM40130
ve S. sampsonii DSM40394 ile farklilik gdstermistir. Tuz toleransi agisindan
karsilastirma yapilan organizmalarin higbirisi ile benzerlik gdstermeyen izolatin
% 12,5 gibi olduk¢a yiliksek bir tuz tolerasina sahip oldugu belirlenmistir.
Organizmalarin pH ve sicaklik toleransi agisindan gorece birbirine yakin degerlere
sahip olduklar1 tespit edilmistir (pH 5.0-8.0/30°C). Bununla birlikte, izolat M125-

4 pH 12.0’ye kadar tolerans gostermesi ile digerlerinden ayrilmstir.

Karbon kullanimi1 acgisindan organizmalarin, birbirinden c¢ok farkli
Ozelliklere sahip olmasi ile beraber benzerlik gosterdikleri noktalarda oldugu
belirlenmistir. Izolat M125-4 glikoz, sukroz, ksiloz, inositol, mannitol, fruktoz,
ramnoz, rafinoz ve seliiloz igerisinde, sadece glikoz, mannitol ve fruktozu karbon
kaynag1 olarak kullanarak S. canescens DSM40001, S. felleus DSM40130, S.
sampsonii DSM40394 ve S. champavatii DSM40841 ile benzerlik gostermistir.

Elde edilen c¢esitli deneme sonuglarina ait veriler incelendiginde;
organizmanin S. albidoflavus kiimesinde yer aldig1 ve bu kiime igerisinde kiiltiirel
karakteristiklerine gore, en ¢ok S. champavatii DSM40841 ile benzerlik gosterdigi
tespit edilmistir. M125-4 izolatinin, S. champavatii DSM40841 tip tiirii ile olan
akrabaligi, DNA — DNA hibridizasyon teknigi gibi ileri ¢alismalar yapilarak daha

1yi anlagilabilir.
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Cizelge 5.2 izolat M125 — 4 farkli besiyerlerinde biiyiime karakteristigi. - , biiyiime yok; +, zayif biiyiime; ++, iyi biiyiime; *, Havasal ve substrat misel rengi RAL
color chart (2012)’a gore belirlenmistir. a) Havasal misel rengi; b) Substrat misel rengi; c) rectiflexibilis tip spor zincir yapist; d) data not available; 1, Streptomyces
canescens DSM40001; 2, Streptomyces canescens DSM40130; 3, Streptomyces limosus DSM131; 4, Streptomyces globisporus DSM40199; 5, Streptomyces coelicolor
DSM40233; 6, Streptomyces odorifer DSM347; 7, Streptomyces sampsonii DSM40394; 8, Streptomyces albidoflavus DSM40455; 9, Streptomyces champavatii
DSM40841; 10, M125-4 aktinomiset izolati.

Karakteristik  S.canescens S. felleus S. limosus S.globisporus  S. coelicolor  S. odorifer  S.sampsonii  S. albidoflavus S.champavatii  M125-4
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Besiyerleri
ISP- 2
Biiyiime ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
HMR* yellow sparse/ivory  sparse/white  ochre/yellow  sparse /ivory yellow spase/white spase/white white white
SMR®" yellow/brown yellow/brown yellow/brown  oster white  yellow/brown yellow/brown yellow colorless brown beige
ISP -3
Biiyiime ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ +
HMR yellow white/yellow ivory oyster white white yellow ivory none white ivory
SMR yellow white yellow ivory white yellow ivory colorless beige beige
ISP-4
Biiyiime ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
HMR sparse/white white sparse/ivory light grey ivory yellow spase/white spase/white white white
SMR yellow yellow yellow green brown grey green yellow yellow colorless yellow colorless
ISP-5
Biiyiime ++ ++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++
HMR white white white none white white white white yellow yellow
SMR yellow/brown yellow yellow ivory yellow/brown yellow/brown yellow colorless brown beige
ISP-6
Biiyiime - ++ + + + + + ++ + ++
HMR white none none none none none white none white
SMR yellow yellow sand yellow  yellow/brown beige beige brown yellow brown
ISP-7
Biiyiime - ++ + + + + + ++ ++ ++
HMR white none none none none none sparse/white white white

SMR yellow yellow beige yellow/brown beige beige colorless yellow colorless
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Karakteristik S.canescens S. felleus S. limosus  S.globisporus S.coelicolor S. odorifer  S. sampsonii  S.albidoflavus S.champavatii M125-4
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Spor zincir yapist RF® RF RF NA RF RF RF RF RF RF
Sporangia - - - - - - - - - -
Fragmentasyon - - - - - - - - - -
Spor yiizey yapisi smooth smooth smooth NA smooth smooth smooth smooth smooth smooth
Melanoid pigment - + - - - - + - - -
Tuz toleransi % 5 % 7,5 % 7,5 NA % 7,5 %2,5 % 7,5 % 7,5 % 2,5 % 12,5
pH toleransi pH 5-8 pH 5-8 pH 5-8 pH 5-8 pH 5-8 pH 5-8 pH 5-8 pH 5-8 pH 5-8 pH 6-12
Sicaklik toleransi 30°C 30°C 30°C 28°C 30°C 30°C 30°C 30°C 30°C 30°C
Karbon kullanim
Glikoz + + + - + + + + + +
Sukroz - - - - - + - - - -
Ksiloz - - + - + + - - - -
Inositol - - - - - - - - - -
Mannitol + + + + + + + - + +
Fruktoz + + - + + + + - + +
Ramnoz - - - + - - - - - -
Rafinoz - - - - - - - - - -
Seliiloz - - - + - - - - - -
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Tanilama c¢alismasi sonucunda, Streptomyces sp. M125-4 i¢in elde edilen
diziler asagida verilmistir (Cizelge 5.3). NCBI (National Center for Biotechnology
Information) web sayfasinda (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) niikleotid dizi veri
bankasi kullanilarak BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) analizi

yapilmis ve izolatin Streptomyces genusu iiyesi oldugu belirlenmistir. Ayrica elde
edilen 16S rDNA dizisi NCBI niikleotid veri bankasina BankIt JX000224
numarast ile kaydettirilmistir. Cizelge 5.3’te goriilen 16S rDNA dizisi kayit altina

alinmustir.

Cizelge 5.3 M125-4 izolatinin 16S rDNA kismi dizisi

CCAATCCGAAGTCCACCTTCGAAGCTCCCTCCCACAAGGGGTTGGGCCACCGGCTTCG
GGTGTTACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTC
ACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGC
AGACCCCAATCCGAACTGAGACCGGCTTTTTGAGATTCGCTCCACCTCACGGTATCGC
AGCTCATTGTACCGGCCATTGTAGCACGTGTGCAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATG
ACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCGGTCTCCCGTGAGTCCCCA
GCACCACAAGGGCCTGCTGGCAACACGGGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTA
ACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCACCACCTGTACACCGACCAC
AAGGGGGCGCCTGTCTCCAGACGTTTCCGGTGTATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTC
GCGTTGCGTCGAATTAAGCCACATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTT
TGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGCACTTAATGCGTTAGCTGCGGC
ACGGACAACGTGGAATGTTGCCCACACCTAGTGCCCACCGTTTACGGCGTGGACTACC
AGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTATCGGCCCA
GAGATCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTTCACCGCTACACCA
GGAATTCCGATCTCCCCTACCGAACTCTAGCCTGCCCGTATCGACTGCAGACCCGGGG
TTAAGCCCCGGGCTTTCACAACCGACGTGACAAGCCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCA
ATAATTCCGGACAACGCTTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAG
CCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGGTTTAC
AACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTG
CAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGG
CCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGTGAGCCACTACCTCACCA
ACAAGCTGATAGGCCGCGGGCTCATCCTGCACCGCCGGAGCTTTACACCATCCACCAT
GCGGCAGACGGTCATATCCGGTATTAGACCCCGTTTCCAGGGCTTGTCCCAGAGTGCA
GGGCAGATTGCCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTAATCCCCGCCCGAAAGCGGT
TCATCGTCGACTGCATGGTAAGCACGCCGGCCCAAGTTTTA


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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5.3. Optimizasyon Calismalari

Keratinaz iiretimi {lizerine etkili olan 3 farkli parametrenin (sicaklik, pH,
zaman) yanit yiizeyi yontemi ile, tavuk tiiyii optimizasyonu OVAT ile Bolim

4.4’te verilen bilgiler cercevesinde yapilmistir.
5.3.1. Inkiibasyon siiresi, pH ve sicakligin optimizasyonu

YYY tasarimi sonucunda herbir deney setine karsilik gelen ve tasarim
tarafindan beklenen keratinaz aktivitesi (Bkz. Bolim 4.6) Cizelge 5.4°te

gosterilmistir.

Cizelge 5.4 Keratinaz enziminin iiretim kosullarmmm 2° Merkezi Tiimlesik Tasarim ile

optimizasyon sonuglarinin gésterilmesi

Degiskenlerin Keratinaz aktivitesi
Deney kodlanmis seviyeleri (U/ml)
no X X, X3 Elde edilen Beklenen
cevap cevap
1 -1 -1 -1 2,87 5,70
2 +1 -1 -1 5,51 5,76
3 -1 +1 -1 12,06 9,87
4 +1 +1 -1 1,55 0,21
5 -1 -1 +1 2,29 0,43
6 +1 -1 +1 9,60 8,59
7 -1 +1 +1 3,83 4,60
8 +1 +1 +1 4,84 3,04
9 -2 0 0 8,59 8,33
10 +2 0 0 5,29 7,08
11 0 -2 0 5,04 4,39
12 0 +2 0 1,06 3,23
13 0 0 -2 5,21 4,95
14 0 0 +2 1,12 2,90
15 0 0 0 9,65 11,29
16 0 0 0 12,63 11,29
17 0 0 0 11,39 11,29
18 0 0 0 12,15 11,29
19 0 0 0 11,65 11,29
20 0 0 0 10,56 11,29

Yanit degerlerinin analizi ve yorumlanmasi i¢in varyans analizi (analysis
of variance - ANOVA) yapilmistir (Cizelge 5.5). Yiizey yanit modelinin varyans
analizine gore F degeri 9.45 olarak belirlenmistir. Regresyon esitligi ile agiklanan

varyasyon miktarinin bir 6l¢iisti olan F degerinin biiyiik olmasi; model sonucunda
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elde edilen esitligin, sonuglar1 anlamli bir sekilde agiklama olasiliginin da biiyiik
oldugunu ifade eder. Varyans analizinde p — degerinin (Prob>F) 0.05’ten kiigiik
cikmast modelin ‘significant’ yani anlamli oldugunu gostermistir. Buna gore
modelde; X1 X, X1 X3, X1, X%, X3 anlamli olan terimlerdir. Model F degerinin
bu derece biiylik olmasi, sadece % 0.06 sans ile tasarima dahil edilmeyen
faktorlerden kaynaklanabilir. Model tarafindan aciklanan varyasyonlarin bir

6l¢iimii olan R? degeri 0,8730 olarak belirlenmistir.

Cizelge 5.5 Tasarimin Varyans Analizi (ANOVA)

Kaynak Kareler Serbestlik  Karelerin F degeri p degeri
toplamm derecesi ortalamasi Prob > F
Model 287.5 8 34.82 9.45 0.0006  Anlamh
X1 (oH) 1.9 1 1.9 0.52 0.4873
X (stcakiik) 1.61 1 1.61 0.44 0.5225
X3 (zaman) 5.07 1 5.07 1.37 0.2658
X1*X2 47.27 1 47.27 12.83 0.0043
X1*X3 32.81 1 32.81 8.90 0.0124
X12 23.20 1 23.20 6.30 0.0290
X2? 100.86 1 100.86 27.37 0.0003
X3 97.74 1 97.74 26.52  0.0003
Uyum eksigi 34.65 6 5.77 491 0.0509  Anlamsiz
Saf hata 5.89 5 1.18
Genel 319.12 19
Std Sapma  1.92 R’ 0.8730
Ortalama  6.84 RZ.qi 0.7806
C.V.% 28.05 R%pred 0.3888
Duyarhihk  195.06 Ageq Duyarhhgi 8.606

Deneysel sonuclara gore elde edilen denklem su sekildedir;

y, = 6.3952X; + 3.9235X, + 3.2058X; — 0.1571X, X, + 0.5455X, X5 — 0.2929X2
— 0.0478X2 — 0.8184X2 — 75.5965

Yukarida verilen denkleme gore; y tahmin edilen enzim aktivite degerini,
X1, Xp, X ise sirast ile pH, sicaklik ve zaman degiskenlerinin kodlanmis

degerlerini ifade eder.

Bir modelin uygunlugu, model ile veriler arasindaki korelasyonun
derecesine bagli olmakla birlikte hata dagiliminin niteligine de baglidir. Hatalarin
lineer dagilimi, bu hatalarin belirli olasilik bolgelerinde yogunlagsmadigin

gosterir. Yani hata dagiliminin lineer olmasiyla modelin daha uygun oldugu
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sOylenebilir. Sekil 5.9°da gosterilen hata dagilimi modelin uygun oldugunu

gostermektedir.
Normal Plot of Residuals
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Sekil 5.9 Hata dagilim grafigi.

Sekil 5.10°de, pH — sicaklik etkilesiminin zaman ile degisiminin enzim
aktivitesi lizerine olan etkisi goriilmektedir. Zaman 4 — 4,5 giin araliginda
tutuldugunda, her iki faktor icinde optimum kosullarin grafikte net bir sekilde
goriilebildigi gozlenmistir. Buna gore; pH nin notralden hafif bazik bolge olan pH
8.5’e kadar aktiviteye olumlu etki ettigi, sicakligin ise 23 ile 31°C’ye kadar
aktiviteyi pozitif etkiledigi belirlenmistir. Buna karsin yiiksek sicaklik ve diisiik
pH degerinin enzim aktivitesinde ¢ok hizli bir diisiise neden oldugu agik bir

sekilde grafikten anlagilmaktadir.

Sekil 5.11°de, pH — zaman etkilesiminin sicaklik ile degisiminin enzim
aktivitesi lizerine olan etkisi goriilmektedir. Sicaklik 30°C’de tutuldugunda, her
iki faktor i¢in de optimum kosullarin grafikte net bir sekilde goriilmiistiir. Buna
gore; pH’nin noétralden hafif bazik bolge olan pH 8.5’e kadar aktiviteye olumlu
etki ettigi, zamanm 4.5 ile 5 giine kadar aktiviteyi pozitif yonde etkiledigi
belirlenmistir. Ayrica pH sicaklik ile oldugu gibi zaman parametresiyle de benzer

bir degisim grafigi gdstermistir.
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Yiizey yanit metodolojisi ile yapilan tasarim sonucunda elde edilen
sonuclara gore 0.903 tercih edilme degeri ile, enzim aktivitesinin optimum oldugu
tiretim kosullar1 pH 7.0’de, 30°C’de, 4 giin olarak belirlenmistir. Bu kosullarda
yapilan iiretim sonucunda tahmini elde edilecek enzim aktivite degeri model
tarafindan 11.5 U/ml olarak belirlenmistir. Dogrulama ic¢in yapilan denemede
enzim aktivitesi 9.9 U/ml c¢ikmistir. Elde edilen deger model tarafindan
belirlenmis alt ve {ist sinir degerleri olan 9.75 — 13.26 U/ml araligina belirlenmis

ve model dogrulanmistir.

5.3.2. Substrat olarak tavuk tiiyii optimizasyonu

Tavuk tiiyliniin optimizasyonu Boliim 4.5.2°de anlatilan yonteme gore
yapilmistir. YYY ile belirlenen kosullarda (pH 7.0, 30°C ve 4 giin) yapilan
fermentasyon sonucunda her bir tavuk tily miktarina karsilik gelen keratinaz
aktivitesi hesaplanip degerlendirilmistir. Sekil 5.12°de goriildiigii gibi ortamdaki
tily miktar1 15 g/L oldugunda yukarida belirtilen kosullarda maksimum 12.1 U/ml

keratinaz aktivitesi elde edilmistir.

14
12
10

Keratinaz aktivitesi
(U/ml)
H (o)} 0]

10 15 20 25 30
Tiy miktan (g/L)

Sekil 5.12 Karbon ve azot kaynagi optimizasyonu.

Tavuk tiiyii (15g/L) ile elde edilen en yiiksek enzim aktivite degeri (12.1
U/ml) YYY yonteminin vermis oldugu 9.75 — 13.26 U/ml araliginda kalmistir. Bu
asamada 4 gilinlin sonunda erlenlere konulan farkli miktarlardaki tiim tiiyler

parcalanip  kullanilarak  biyokiitleye  dondstiiriilmiistir.  Ancak  enzim
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aktivitelerinde biiyiik bir artis olusmamustir. Daha fazla tavuk tlyiliniin
biyokiitleye doniistiiriilmesinde bu veriler kullanilabilir. Boylelikle proseste hem
cok daha fazla tavuk tiiyliniin biyodoniisiimii saglanmis hemde keratinaz iiretim

verimi korunmus olacaktir.

Optimizasyon c¢alismalari ile;

» Keratinaz iretiminde optimize olmayan kosullara gore yaklasik %
50°1ik bir artig

» Proses siiresinin 6 giinden 4 giine diisiiriilmesi saglanmistir.

Sonu¢ olarak optimizasyon caligmalar1 ile olast biiyiik capta iiretim
optimizasyonu i¢in temel bilgiler saglanmigtir. Bu tlir optimizasyon
calismalarinda g6z Oniinde bulundurulmasi gereken en Onemli nokta proses
ekonomisidir. Laboratuvar Olgeginde diisikk olan maliyetler, dlgcek biiyiidiikce
fazlasi ile artmaktadir. Yapilan optimizasyon ¢aligmasinda pH’nin nétral kosullara
cekilmesi ile pH ayarlamak i¢in kullanilacak olan NaOH miktar1 azaltilmis ve

dolayistyla maliyetler diistiriilmiistiir.

5.4. Enzimin Kismi Saflastirilmasi

Saflastirma asamasinda 3,5 L fermentasyon sivist kullanilmustir. Tlk
asamada hiicrelerinden santrifijjle ayrilan fermentasyon sivisi ultrafiltrasyon ile
yogunlastirilmistir. (Bkz. Boliim 4.9). Hacmi 1 L’ye indirilerek 3,5 kat deristirilen
fermentasyon sivisina % 80 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmustir.
Ust sividan amonyum siilfat ¢oktiirme basamag: ile 4,8 saflastirma faktorii ve %
40.3 verimlilik ile elde edilen enzim lizati, 4°C’de saf suya karsi 48 saat
diyalizlenmistir (Cizelge 5.6). Daha sonra ornek, ileri saflastirma basamagi olan
iyon degisim kromotografisine uygulanmistir (Bkz. Bolim 4.9.4). Eliisyon
tamponu ile kolona 0,15 M — 0,30 M tuz gradienti uygulanarak toplanan 60
fraksiyonun her birinin keratinaz aktivitesine bakilmistir. En yiiksek aktivite
gosteren 20 ile 28. fraksiyonlar birlestirilerek membran ¢api 10 kDa olan
santrifugal filtre ile ultrafiltre edilmistir. Streptomyces sp. M125-4 susundan izole
edilen keratinaz enzimi, iyon degisim kromotografi kolonundan eliisyon

sonucunda % 13.7 verimlilik ile 44.1 kat saflastirilabilmistir.
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Cizelge 5.6 Enzimin saflastirma basamaklari

Adim Total Total Spesifik  Saflastirma  Verim
aktivite  protein  aktivite  Faktorii (%)
(Unit) (mg) (Umg) (kat)

Kiiltiir iist sivist 1460.5 260 5.6 1 100

% 80 (NH,4),SO, ¢oktiirmesi 585.6 215 27.2 4.8 40.3

DEAE kolon fraksiyonlari 80.6 0.325 2479 44.1 13.7

Bugiine kadar bir¢ok farkli kaynaktan keratinaz saflagtirilmis ve karakterize
edilmistir. Jaouadi ve arkadaslar1 (2010), Streptomyces sp. SP1’den elde ettikleri
keratinazi1 4 basamakta, % 24 verim ile 86 kat saflastirmislardir. Bagka bir
calismada Long ve arkadaglar1 (2010), Chryseobacterium L99 sp.’den elde
ettikleri keratinaz1 3 basamakta, % 29 verim ile 10 kat saflastirmislardir. Tatineni
ve arkadaglar1 Streptomyces sp. S7°den elde ettikleri keratinazi1 2 basamakta %
66.7 verimle 2.5 kat saflastirmislardir. Yaptigimiz ¢alismada 2 basamakta % 13.7
verimlilik ile 44.1 kat saflastirilmis keratinaz elde edilmistir. Buna gore elde
edilen sonuglar literatiirde varolan calismalar ile karsilastirildiginda, verimin
gorece diisiik, fakat buna karsilik saflagtirma faktoriiniin gorece yliksek oldugu
goriilmektedir. Bunun ozellikle, % 80 (NH4),SO, ¢oktiirme veriminin diisiik
olmasindan kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Diger calismalarda elde edilen
keratinazlar, amonyum siilfat ¢oktiirme basamagi ile sirasi ile % 81, 69 ve 94.6
verim ile 9, 1.7 ve 1.1 kat saflastirilirken bizim ¢alismamizda bu basamak ile %
40 verim ve 4.8 kat saflastirma faktorii elde edilmistir. Enzimin molekiiler
kiitlesinin kii¢lik olmasi, bu sonucun nedenlerinden biri olarak diisiiniilmiistiir.
Diyaliz sonrasinda ¢oken proteinlerin etkin bir sekilde ¢cozdiiriiliip diger basamaga

dahil edilememesi bu sonug i¢in bir baska neden olabilir.

5.5. Enzim Karakterizasyonu

5.5.1. Optimum sicakhik ve pH degerlerinin belirlenmesi

Streptomyces sp. M125 — 4 izolatindan iiretilen keratinaz enziminin en iyi
aktivite gosterdigi sicakligin belirlenmesi amaci ile 20 — 65°C’de keratinolitik
aktivite Ol¢iilmiistiir (Bkz. Boliim 4.10.1). Buna gore enzimin optimum aktivite
gosterdigi sicaklik 37°C olarak belirlenmistir (Sekil 5.13). Enzim 45 ile 55°C

arasinda iyi aktivite gostrirken 65°C’de aktivite de diisiis oldugu goriilmiistiir.
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Daha diistik sicakliklarda enzim aktivitesinin gérece daha az oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 5.13 Sicakligin enzim aktivitesi {izerine etkisi

Literatiire bakildiginda farkli organizmalardan {iretilmis keratinazlarin
optimum aktivite gosterdigi sicaklik araliginin 37°C ile 60°C arasi degistigi
goriliir. Bu ¢alismada izole edilen mezofilik Streptomyces sp. M125 — 4 susu yine
mezofilik bir sicaklikta optimum aktivite gosteren keratinaz tiretmistir. Yapilan
calismada elde edilen veriler ile literatiirde varolan calismalar arasinda uyum

oldugu goriilmektedir (Bressolier et al., 1999; Tatineni et al., 2008).

Keratinaz enziminin en 1iyi aktivite gosterdigi pH degerinin
belirlenebilmesi i¢in 5 farkli tampon sistemi kullanilmistir (Bkz. Boliim 4.10.1).
Buna gore pH 5.0 — 12.0 araliginda keratinolitik aktivite 6l¢iilmiis ve enzimin
optimum aktivite gosterdigi pH degerinin pH 9.0 oldugu belirlenmistir (Sekil
5.14). Enzimin yiiksek pH degerlerinde (pH 10, 11 ve 12) diisik pH degerlerine
gore daha iyi aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bu sonuglar goz Oniinde
bulunduruldugunda Streptomyces sp. M125-4’ten Tiretilen keratinazin alkali

ozellikte oldugu soylenebilir.
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Sekil 5.14 pH’nin enzim aktivitesi tizerine etkisi. pH 5.0 — 6.0 sitrat tamponu; pH 6.0 — 7.0 fosfat
tamponu; pH 7.0 — 9.0 Tris — HCI tamponu; pH 9.0 — 11.0 karbonat — bikarbonat tamponu; pH
11.0 — 12.0 KCI — NaOH tamponu.

Bugiine kadar Streptomyces tiirlerinden optimum pH degeri tiirden tiire
farklilik gosteren birgok keratinaz iiretilmistir. Yapilan ¢aligmalar incelendiginde
tiretilen keratinazlarin birgogunun alkali 6zellik gosterdigi goriilmiistiir. Bockle ve
arkadaslar1 (1995) Streptomyces pactum tiiriinden izole ettikleri keratinazin
optimum pH degerini pH 7.0 ile pH 10.0 arasinda degistigini, Bressollier ve
arkadaslar1 (1999) Streptomyces albidoflavus tiirtinden izole ettikleri keratinazin
optimum pH degerini pH 6.0 ile pH 9.0 arasinda degistigini belirlemislerdir.
Chitte ve arkadaslar1 (1999) Streptomyces thermoviolaceus tiiriinden izole ettikleri
keratinazin optimum pH degerini pH 8.0, Chitte ve arkadaslar1 (1999)
Streptomyces thermoviolaceus tiirinden izole ettikleri keratinazin optimum pH
degerini pH 8.0, Tatineni ve arkadaslar1 (2008) Streptomyces sp. S7 susundan
izole ettikleri keratinazin optimum pH degerini pH 11.0, Syed ve arkadaslar
(2009) Streptomyces gulbagensis DAS 131 susundan izole ettikleri keratinazin
optimum pH degerini pH 9.0 olarak belirlemislerdir.

5.5.2. Sicaklik ve pH kararhhgmmin belirlenmesi

Enzimin farkli sicakliklara olan kararliligini belirlemek amacr ile elde

edilen preperat 20, 28, 37, 45, 55 ve 65°C’de 1 saat inkiibe edilmistir (Bkz. B6lim
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4.10.2). Enzimin 45°C’ye kadar aktivitesini % 80 diizeyinde korudugu
goriilmiistiir (Sekil 5.15). Fakat sicaklik 55°C’ye yiikseltildiginde enzim
aktivitesinin % 10 diizeyine kadar diistiigii tespit edilmistir. 65°C’de ise
aktivitenin tamamen yok oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar, enzimin 20 — 45°C
araliginda  gerceklestirilen  biyoteknolojik  proseslerde  kullanilabilecegini

gostermistir.
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Sekil 5.15 Sicakligin enzim kararlilig1 izerine etkisi

Streptomyces albidoflavus tiiriinden izole edilen keratinazin 50°C’de, 1
saatte % 80 diizeyinde aktivitesini korudugu (Bressolilier et al., 1999), benzer
sekilde Streptomyces sp. S7 susundan izole edilen keratinazin 50°C’de, 1 saatte %
80 diizeyinde aktivitesini korudugu (Tatineni et al, 2008) ve Streptomyces
gulbagensis DAS 131 susundan izole edilen keratinazin 60°C’de, 2 saatte % 40

diizeyinde aktivitesini korudugu belirlenmistir (Long et al, 2010).

Enzimin farkli pH’lara olan kararliligin1 belirlemek amaci ile elde edilen
preperat pH 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12’de 1 saat inkiibe edilmistir (Bkz. Bolim
4.10.2). Enzim pH 8 — 12 araliginda aktivitesini % 84 oraninda korumustur (Sekil
5.16). Daha diisiik pH degerleri olan pH 6 ve pH 7°de enzim aktivitesini, sirasi ile
% 23 ve % 64 oraninda korumustur. pH 5’te ise aktivitesini tamamen
kaybetmistir. Bu sonuglar gézoniinde bulunduruldugunda enzimin pH 7 ile pH 12

arasinda gergeklestirilen proseslerde kullanilabilecegi ongoriilmektedir. Ozellikle
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yiiksek pH degerlerinde aktivitenin kararli kalmasi nedeni ile enzimin alkalifilik

kosullarda basari ile kullanilabilecegi goriilmiistiir.

120

100 )\

80

60 4]

40

Bagil aktivite (%)

20

5 6 7 8 9 10 11 12 13
pH

Sekil 5.16 pH’nin enzim kararlilig1 {izerine etkisi. pH 5.0 — 6.0 sitrat tamponu; pH 6.0 — 7.0 fosfat
tamponu; pH 7.0 — 9.0 Tris — HCI tamponu; pH 9.0 — 11.0 karbonat — bikarbonat tamponu; pH
11.0 - 12.0 KCI — NaOH tamponu.

Bircok arastirmaci keratinaz enziminin degisik pH’lardaki kararlilig
lizerine arastirma yapmistir. Bressollier ve arkadaslar1 (1999) Streptomyces
albidoflavus tiirtinden izole ettikleri keratinazin pH 7.0 ile pH 12.0 arasinda
kararliigimi % 90 oraninda korudugunu, Tatineni ve arkadaslart (2008)
Streptomyces sp. S7 susundan izole ettikleri keratinazin pH 9.0 ile pH 12.0
arasinda kararliligint % 80 oraninda korudugunu, Syed ve arkadaglari (2009)
Streptomyces gulbagensis DAS 131 susundan izole ettikleri keratinazin 7.0 ile pH
9.0 arasinda kararliligint % 80 oraninda korudugunu belirlemislerdir. Yapilan
calismada elde edilen veriler ile literatiirde varolan calismalar arasinda uyum

oldugu goriilmiistiir.

5.5.3. Molekiiler kiitle tayini (SDS — PAGE)

Enzimin molekiiler kiitlesini belirlemek amaci ile SDS — PAGE (sodyum
dodesil siilfat poliakrilamid jel) yapilmistir (Bkz. Boliim 4.10.3). Saflastirma
basamaklar1 sonrasinda elde edilen keratinazin molekiiler kiitlesi yaklasik 20 kDa

olarak belirlenmistir (Sekil 5.17).
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17 kDa

1 2 3 4
Sekil 5.17 Keratinazin molekiil kiitle tayini. 1) Marker, 2) Fermentasyon sivisi, 3) Amonyum

stilfat ¢oktiirme sonrasi, 4) DEAE kolon fraksiyonu

Yapilmis  calismalar  incelendiginde  farkli  keratinaz  iireticisi
Streptomyces sp. tiirlerinden degisik molekiiler kiitleye sahip enzimlerin tiretildigi
goriilmistlir. Tatineni ve arkadaslar1 (2008) karakterize ettikleri keratinazin 44
kDa molekiil kiitlesine sahip oldugunu, Xie ve arkadaslar1 (2010) Streptomyces
sp. strain 16°dan elde ettikleri 4 farkli keratinazin sirast ile 203, 100, 31 ve 19 kDa
molekiil kiitlesine sahip oldugunu belirlemislerdir. Yine yapilan bir bagka
caligmada ise; Bressollier ve arkadaslar1 (1999) Streptomyces albidoflavus Kj.
o2 tan karakterize ettikleri keratinazin 18 kDa molekiiler kiitleye sahip oldugunu
bildirmiglerdir. Bu veriler ile ¢alismamizda elde ettigimiz veriler arasinda bir

uyum gozlemlenmistir.

5.5.4. Zimogram

Saflastirilan enzimin jelde aktivitesini belirlemek amaci ile zimogram
yapilmistir (Bkz. Bolim 4.10.4). Jelde, izole edilen enzim tarafindan jelatinin

pargalanmasi ile olusan zon net bir sekilde goriilebilmektedir (Sekil 5.18).

Literatiirde, enzimin jelde aktivitesini belirlemek amaci1 ile farkli

substratlar kullanilarak yapilmis bir¢ok zimogram g¢alismasi vardir (Tiwary et al.,
2010; Jaouadi et al., 2010; Tatineni et al., 2008).
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Sekil 5.18 Keratinazin zimogram analizi.
5.5.5. Enzim aktivitesi iizerine ¢esitli kimyasallarin etkisi

Enzim aktivitesi iizerindeki etkilerini saptamak amaci ile g¢esitli
inhibitorler, metal iyonlari, deterjan ve organik ¢ozgenler farkli derisimlerde
enzimatik reaksiyona ilave edilmistir (Bkz. Boliim 4.10.4). On inkiibasyon

sonrasinda kontrole karsi kalan enzim aktivitesi hesaplanmistir (Cizelge 5.7).

Serin proteaz inhibitorii olan PMSF’nin (5 mM) keratinolitik aktiviteyi
tamamen inhibe etttigi goriilmiistiir. Bu sonug¢ enzimin serin proteaz karakterde
oldugunu gostermektedir. Streptomyces sp. tiirlerinden elde edilmis bir¢ok
keratinazin serin proteaz olmasi, elde edilen verinin yapilmis g¢aligmalar ile
uyumlu oldugunu gostermistir (Bockle et al., 1995; Bressolier et al., 1999;
Tatineni et al., 2008; Xie et al., 2010). Metalloproteaz grubu enzimlerin aktivite
gosterebilmesi i¢in gerekli olan iki degerlilikli iyonlarin gelatlanmasina neden
olan EDTA ve EGTA’nin, enzime 10 ve 1.0 mM derisimde uygulanmasi
sonrasinda aktivitenin sirasi ile % 82 ve % 85 oraninda korundugu belirlenmistir.
Buna gore enzimin metalloproteaz karakterde olmadigi tespit edilmistir. Leke
cikarict olarak deterjanlara eklenen bu tiir ajanlara karsi enzimin hassasiyet
gostermemesi potansiyel uygulama alanlar1 i¢in Onem teskil etmektedir.

Indirgeyici ajan olan DTT’nin (1.0 mM) ve B — merkaptoetanol’iin (0.25 M)
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enzime uygulandiktan sonra keratinolitik aktiviteyi sirast ile % 140 ve % 93

oraninda degistirdigi belirlenmistir.

Cizelge 5.7 Enzim aktivitesi iizerine ¢esitli kimyasallarin etkisi

Cesitli kimyasal ajanlar Derisim Kalan Aktivite (%)
Kontrol - 100
PMSF 5.0 mM 0
DTT 1.0 mM 140
EDTA 10 mM 82
EGTA 1.0 mM 85
B — merkaptoetanol 0.25M 93
H,0, %5 34
Metal iyonlar:

Mg*? (MgSO,) 5.0 mM 125
Ca*? (CaCl,) 5.0 mM 95
Zn*? (ZnSO,) 5.0 mM 96
Ba*? (BaCl,) 5.0 mM 126
Fe*? (FeSO,) 5.0 mM 93
Deterjanlar/Organik solventler

SDS % 0.5 12
Triton X — 100 % 2.5 105
Tween 80 %5 82
Metanol % 50 86
Etanol % 50 84
Biitanol % 50 84
Isopropanol % 50 65
Asetonitril % 50 105
Etil asetat % 50 133
DMSO % 50 159

Bugiine kadar yapilmis bir¢ok c¢alismada DTT, B — merkaptoetanol,
sodyum siilfit gibi indirgeyici ajanlarin keratinolitik aktiviteyi arttirdii rapor
edilmisgtir (Gupta and Ramnani, 2006). Bolim 2.2.2°de anlatildigi gibi bu
sonuglar, bu tiir ajanlarin ortamda bulunmamasi1 durumunda etkin bir pargalama
gerceklestiremeyen saflastirilmis keratinazlarin indirgeyici ajanlara olan ilgisini
de destekler niteliktedir.

Metal iyonlarindan olan Mg*? (MgSO,), Ca*? (CaCl,), Zn*? (ZnS0,),
Ba" (BaCl,), Fe*? (FeSO,) enzime 5 mM derisimde uygulandiktan sonra
aktivitenin siras1 ile % 125, %95, % 96, % 126 ve % 93 oraninda degistigi
gozlemlenmistir. Enzimin endiistriyel uygulamalar1 i¢in bu tiir ajanlara olan
dayanikliligi ¢ok onemlidir. Ciinkii enzimin substrati olan keratinin yapisindaki
disiilfit baglar bu tiir ajanlar kullanilarak zayiflatilabilmekte ve bdylece enzimin

substrat lizerinde daha etkili olmasi saglanmaktadir. Agartic1 bir ajan olan
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H,O2’nin (% 5) enzime uygulanmasindan sonra aktivitenin % 34 oraninda
korundugu ortaya ¢ikmistir. Literatiire bakildiginda bu tiir ajanlara kars1 aktifligini
koruyan sadece birka¢ proteaz grubu enzimin var oldugu goriilmiistiir (Gupta et
al., 2002; Jaouadi et al., 2008). Enzimin bu 6zelligi protein miithendisligi alaninda
Oone ¢ikmasina neden olabilir (Radha and Gunasekaran, 2008). Giiglii anyonik
stirfektan olan SDS’e (% 0.5) kars1 enzim aktivitesini ancak % 12 diizeyine kadar
koruyabilmistir. Tatineni ve arkadaslar1 (2008), Streptomyces sp.’den karakterize
ettikleri keratinaz enziminin, ortamda % 0.1 ve % 0.5 SDS varliginda aktivitesinin
sirast ile % 38 ve % 20 diizeyine kadar korunabildigini belirlemislerdir. Kimyasal
ajanlardan Triton X — 100 (% 2.5) ve Tween 80 (% 5) enzime uygulandiktan sonra
aktivitenin sirast ile % 105 ve % 82 oraninda degistigi gozlemlenmistir. Farkli
organik c¢ozgenler, enzim aktivitesi iizerine farklh etkiler gdstermistir. DMSO,
Asetonitril ve etil asetat ile muamele sonucunda enzim aktivitesinin sirasi ile %
159, % 105 ve % 133 oraninda arttig1 belirlenmistir. Isopropanol ile muamele
sonucunda aktivite % 65’e¢ diiserken metanol, etanol ve biitanol ile muamele
sonucunda aktivite sirasi ile % 86, % 84 ve % 85 oraninda korunmustur. Enzim
aktivitesinin organik ¢ozgenlere karsi olan kararliliginin yiikksek olmasi enzimin,
diisiik su derisimlerinde peptit sentezinde kullanilabilecegini gostermektedir.
Bununla birlikte bu sonuglar, enzimin saflagtirma basamaklarinda amonyum siilfat
coktlirmesine alternatif olarak organik solvent ile c¢oktiirme yolu ile elde

edilebilecegini gostermistir.

5.5.6. Enzimin substrat ozgiilliigiiniin belirlenmesi

Enzimin substrat 6zgiilligii Boliim 4.10.6’da anlatilan yonteme gore
belirlenmistir. Enzimin ¢6ziiniir (kazein, BSA ve skim milk) ve ¢oziinmeyen (tily,
yiin) substratlar iizerindeki etkisi; substratlarin yapisal farkliliklarina gore
degiskenlik gosterdiginden her iki grup icin hesaplanan spesifik aktivite kendi
icinde degerlendirilmistir. Benzer sekilde sentetik peptit ilizerinde enzimin

gosterdigi etkinlik yine kendi i¢cinde degerlendirilmistir.

Kismi saf keratinazin ¢oziinilir substratlar arasinda en yliksek aktiviteyi
kazein tizerinde gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 5.8). Coziinmez keratin

substratlarindan olan tavuk tiiyli ve koyun yiinii iizerinde enzimin tavuk tiiylinde
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daha etkin bir pargalama gerceklestirdigi belirlenmistir. Literatiirde, keratinazlarin
substrat seciciliginin belirlenmesinde dogal substratlar ile yapilmis bircok ¢alisma

bulunmustur (Letourneau et al., 1998; Bressolier et al., 1999; Jaouadi et al., 2010).

Cizelge 5.8 Enzimin substrat 6zgiilligi.

Substrat Konsantrasyon Spesifik aktivite (U/mg)
Dogal protein
Kazein® % 0.6 151.4
BSA® % 0.6 98.5
Skim milk? % 0.6 29.8
Tiiy” % 1.0 60
Yiin® % 1.0 35
Sentetik peptit*
Suc-(Ala),-Pro-Phe-NA 1mM 618
Suc-(Ala)s-NA 1 mM -

a: 1 Unit proteolitik aktivite standart kosullarda dakikada aciga ¢ikan nmol tirozin miktarina esittir;
b: 1 Unit proteolitik aktivite standart kosullarda saatte agiga ¢ikan nmol tirozin miktarina esittir; c:

1 Unit keratinolitik aktivite, standart kosullarda dakikada agiga ¢ikan nmol pNA miktarina esittir.

Brandelli (2005)’nin yaptig1 ¢alismada, Chryseobacterium sp. kr6’dan
elde edilen keratinazin hem tavuk tiiyii hemde koyun yiinlinde aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Bugiine kadar yapilmis ¢alismalar arasinda, bunun gibi hem tiiy
hemde yiin pargalama 6zelligine sahip sadece birkag keratinaz tanimlanmistir (Cai
et al., 2008; Cao et al., 2009). Karakterize edilen keratinazin bu 6zelligi, enzimin
hem agroendiistri sektoriinde hemde deri endiistrisinde kullanilabilir olmasin
saglayabilir. Bununla birlikte enzimin kisith proteolitik ve kazeinolitik
aktivitesinden yararlanilip kazein hidrolizatlar1 elde edilebilir yada proteinler
modifiye edilerek bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri degistirilebilir (Wang et al.,
2003).

Keratinazin Suc-(Ala)s-NA sentetik peptidi yerine, Suc-(Ala),-Pro-Phe-
NA peptidine yiiksek segicilik gosterdigi belirlenmistir. Boylelikle, enzimin
sentetik substratin P1 ucundaki aromatik fenilalanin (-Phe) kalintisini tercih ettigi
anlagilmistir. Literatiirde, keratinazlarin sentetik peptitler iizerindeki spesifitesi
hakkinda yapilmis birgok g¢alisma mevcuttur (Brandelli et al., 2010). Bugiine
kadar karakterize edilmis 14 farkli keratinazdan, 9’nun Suc-(Ala),-Pro-Phe-NA
sentetik peptidine yiiksek segiciligi oldugu belirlenmistir (Bkz. Bolim 2.2.1)
(Evans et al., 2000; Bressollier et al, 1999; Kitadokoro et al., 1994; Mitsuiki et al.,
2004; Gradisar et al., 2005; Moallaei et al., 2006; Kublanov et al., 2009; Lin et al.,
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2009). S. albidoflavus’un hidrofobik ve aromatik amino asitlere 6zgiilliigii olan
kimotripsin benzeri bir keratinaz irettigi sentetik peptitler aracilig1 ile
belirlenmistir (Bressolier et. al. 1999). Mitsuiki ve arkadaglarinin (2004) yaptig1
calismada, Suc-Ala-Ala-Ala-pNA sentetik peptitinde P1 pozisyonunda Alanin
yerine Prolin amino asiti geldiginde, Nocardiopsis sp. TOA-1’den elde edilmis

NAPase enziminin kcat/Km degerinin 37 kat arttig1 belirlenmistir.

Bu bilgilerden yola ¢ikarak; calisma siiresince enzimin keratinolitik
aktivitesi yiiksek segicilik gosterdigi Suc-(Ala),-Pro-Phe-NA sentetik peptidi ile
izlenmistir. Bu tiir bir yontemin izlenmesi ile hem saflastirma basamaklarinda ¢ok
degerli olan enzim 6rnegi en az hacimde kullanilmis hemde aktivite enzime 6zgiil

olarak Ol¢tilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez caligmasinda, keratinaz iireten Streptomyces sp. M125-4 izolatinin
istatiksel YYY ve klasik yontem kullanilarak  derin kiiltirde dretim
optimizasyonu gerceklestirilmis ve iretilen enzim kismi saflastirilarak

karakterizasyonu yapilmistir.

Bu dogrultuda oncelikle, mevcut aktinomiset kiiltir koleksiyonunda
(ACTINOCC) vyer alan izolatlar proteaz etkinlikleri ag¢isindan taranmistir.
Ardindan iyi treticiler olan M49-5, M34-2, M49-3, 136K-3, 2M21, M34-1, M49-
1, M45-2, M125-4 ve M127-1 izolatlar1, 6n derin kiiltlir fermentasyon ¢aligmasina
alimmis ve keratinaz aktiviteleri agisindan degerlendirilmistir. Bunun sonucunda
keratinaz aktivitesi iyi olan M125-4 izolati ileri ¢aligmalar i¢in se¢ilmis ve gesitli
kiiltiirel, fenotipik, biyokimyasal ve 16S rDNA dizi analizi dikkate alinarak
tamlamas1 yapilmistir. Oncelikle izolatin 16S rDNA dizi analizi yaptirilmis ve
filogenetik agaci1 ¢izilmistir. Buna gore; izolatin Streptomyces albidoflavus
kiimesinde yer alan Streptomyces canescens DSM40001, Streptomyces felleus
DSM40130, Streptomyces limosus DSM131, Streptomyces globisporus
DSM40199, Streptomyces coelicolor DSM40233, Streptomyces odorifer
DSM347, Streptomyces sampsonii DSM40394, Streptomyces albidoflavus
DSM40455 ve Streptomyces champavatii DSM40841 tiirleri ile yakin akraba
oldugu belirlenmistir. Bu tiirler ile akrabalik derecelerinin daha iyi anlagilabilmesi
icin DSMZ’den elde edilen Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology ve
Prokaryotes kaynaklarina gore hazirlanmis ‘Compendium of Actinobacteria’ baz
almarak cesitli fenotipik ve biyokimyasal testler yapilmistir (Bkz. Bolim 5.2.1).
Izolatin, NCBI niikleotid veri bankasinda Streptomyces sp. M125-4 adi ile erisim
numarasi (JX000224) alinarak 16S rDNA dizisi kayit altina alinmistir.

Calismanin ikinci asamasinda Segilen parametrelerin optimum proses
kosullar1 belirlenmistir. 3 parametrenin (pH, inokulum miktart ve inkiibasyon
siiresi) Uretim tizerindeki etkisine bagli olarak optimizasyonu, YYY yontemi
kullanilarak yapilmistir. Tasarim sonucunda program tarafindan Ongoriilen
sonuglarin gercekte elde edilen deneysel sonuglar ile uyumlu oldugu goériilmiistiir
(Bkz. Bo6liim 5.3). Modelin varyans analizine gore; X3Xs, X1Xs, X412, Xo?, Xg°

anlamli olan terimlerdir (Xi: pH, Xz: sicaklik, X3 zaman). Modelin R? degeri
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0,8730 olarak belirlenmistir. Bu sonu¢ model tarafindan varyasyonun % 87.3
oraninda acgiklanabilecegini anlatmaktadirki bu deger istatistiksel anlamda iyi bir
deger olarak yorumlanir. Yapilan modele gore pH — sicaklik etkilesiminde,
yiiksek sicaklik ve diisiik pH degerinin enzim aktivitesinde ¢ok hizli bir diisiise
neden oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda pH’nin zaman parametresiyle de benzer
sekilde etkilestigi belirlenmistir. Sonug¢ olarak YYY ile yapilan dizayna gore;
0.903 tercih edilme degeri ile, enzim aktivitesinin optimum oldugu iiretim
kosullar1 pH 7.0°de, 30°C’de, 4 giin olarak belirlenmistir. YYY ile belirlenen
optimum kosullar altinda, keratinaz iiretimi i¢in ortamda bulunmasi gereken tavuk
tiyli miktar1 optimize edilmistir. Buna gore, ortamdaki tiiy miktar1 15 g/L
oldugunda optimum {iretim kosullarinda maksimum 12.1 U/ml keratinaz aktivitesi
elde edilmistir. Proseste kullanilan substrat miktari 2.5 kat arttirilarak hem
¢ok daha fazla tavuk tilyiiniin biyodoniisiimii saglanmis hemde keratinaz
iiretim verimi korunmustur. Sonu¢ olarak yapilan optimizasyon ¢alismalari
ile; proses siiresi 6 giinden 4 giine, iiretim ortaminin pH degeri bazikten
notrale diisiiriilmiis ve keratinaz iiretiminde yaklasik % 50’lik bir artis

saglanmstir.

Tez calismasi ile endiistride bir¢ok uygulama alani bulunan keratinazin
Streptomyces sp. M125-4’ten liretim optimizasyonu yapilmis ve olasi biiylik capta
liretim optimizasyonu icin temel bilgiler saglanmistir. Bu calisma ile
streptomisetlerden keratinaz iiretim optimizasyonu ile ilgili literatiirde varolan az
sayidaki ¢alismaya bir yenisi daha eklenmis ve streptomisetlerin keratinaz tiretimi

ile ilgili potansiyeli daha 1yi anlagilmistir.

Optimizasyon sonrasi enzimin bazi ozelliklerinin incelenerek potansiyel
uygulama alanlar1 ve kosullart belirlenmeye calisilmistir. (Bkz. Bolim 5.4).
Bunun i¢in oncelikle 3.5 L fermentasyon sivisi, ultrafiltrasyon ile konsantre
edilerek 1 L’ye indirilmis, daha sonra % 80 amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilarak
enzim % 40.3 verimlilik ile 4.8 kat saflastirilmistir. ileri saflastirma igin drnek,
DEAE —Polypropylene iyon degisim kromotografisine uygulanmis ve bunun
sonucunda enzim % 13.7 verimlilik ile 44.1 kat saflastirllabilmistir. Buna
gore; daha onceden Boliim 5.4’te anlatildig1 gibi, elde edilen verimin literatiirde

varolan galismalara oranla gorece diisiik, buna karsilik saflagtirma faktoriiniin
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yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu sonucu verim acgisindan iyilestirmek icin,
amonyum siilfat ¢oktiirme basamagindan kromotografi basamagina en az kayip ile
gecis yapmaya c¢alismak iyi olabilir. Bunun i¢in varolan proteinin tamponda en

fazla miktarda ¢oziindiigiinden emin olunduktan sonra 6rnek kolona uygulanabilir.

Enzimin karakterizasyonu yapmak ic¢in molekiiler kiitle tayini ve jelde
aktivite tayini (zimogram) yapilmis ve optimum aktivite gosterdigi pH, sicaklik
degerleri, sicaklik ve pH kararliligi, ¢esitli kimyasallarin aktivite iizerine etkileri
belirlenmistir. (Bkz. Boliim 5.5). Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicakhik
ve pH degeri siras1 ile 37°C ve pH 9.0 olarak bulunmustur. Enzimin
aktivitesini 45°C’ye kadar % 80, pH 12’ye kadar % 84 diizeyinde korudugu
tespit edilmistir. Kismi saflastirllan keratinazin SDS-PAGE analizine gore
molekiiler Kiitlesi 20 kDa olarak tahmin edilmistir. Enzimin jelde, jelatini
parcalamasi ile olusan zon net bir sekilde goriilmiis ve boylelikle jelde aktivite
tayini yapilmistir. Enzim PMSF (5 mM) ile inhibe olurken EDTA (10 mM) ve
EGTA (1.0 mM) gibi selatlayici ajanlar ile inhibe olmamistir. Bu, enzimin serin
proteaz ailesine dahil oldugunu géstermistir. Indirgeyici ajan olan DTT’nin
(1.0 mM) ve B — merkaptoetanol’iin (0.25 M) enzime uygulandiktan sonra
keratinolitik aktiviteyi pozitif yonde etkiledigi belirlenmistir. Metal iyonlarindan
olan Mg** (MgSQ,), Ca™ (CaCl,), Zn™? (ZnSO,), Ba*™ (BaCl,), Fe*? (FeSO.)
enzimatik reaksiyona 5 mM derisimde uygulandiktan sonra aktiviteyi arttirdigi
tespit edilmistir. Agartict bir ajan olan H,O, (% 5) enzimatik reaksiyona
uygulandiktan sonra aktivite % 34 oraninda korunmustur. Anyonik siirfektan olan
SDS’e (% 0.5) kars1 enzim aktivitesini % 12 diizeyine kadar koruyabilirken
denatiire edici ajanlardan olan Triton X — 100 (% 2.5) ve Tween 80 (% 5)’e kars1
enzim aktivitesini % 105 ve % 82 diizeyinde tutabilmistir. DMSO, asetonitril ve
etil asetat ile muamele sonucunda enzim aktivitesi artarken isopropanol ile
muamele sonucunda aktivitenin % 65’¢ diistiigii belirlenmistir. Metanol, etanol
ve biitanol ile muamele sonucunda aktivitenin % 85 civarinda korundugu
goriilmiistiir. Kismi saf keratinazin ¢0ziinlir substratlar arasinda (BSA, skim
milk, kazein) en yiiksek aktiviteyi kazein lizerinde gosterdigi tespit edilmistir
(151.4 U/mg). Keratinazin c¢oziinmez keratin substratlarindan olan tavuk
tiyii ve koyun yiiniiniin her ikisinde de parcalama gerceklestirdigi

belirlenmekle beraber enzimin tavuk tiiyiinde daha etkin oldugu
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goriilmiistiir. Bununla birlikte Keratinazin Suc-(Ala),-Pro-Phe-NA peptidine
yiiksek secicilik gosterdigi tespit edilmistir. Boylelikle, enzimin sentetik
substratin P1 ucundaki aromatik fenilalanin (-Phe) kalintisin1 tercih ettigi

anlagilmistir.

Bu sonuc¢lar gozoniinde bulunduruldugunda; streptomiset grubu bir
bakteri olan M125-4 izolatinin keratinaz iiretiminde biiyiik bir potansiyel
tasidign goriilmektedir. Urettigi keratinaz, hem tavuk tiiyii hemde koyun
yiiniinii parcalamas ile literatiirde varolan bu o6zellige sahip sadece birkac
enzim arasma girmektedir. (Cai et al.,, 2008; Cao et al., 2009). Bununla
birlikte yine bu sonuclar dogrultusunda enzimin, 35 — 55°C ve pH 8 — 12
arahiginda gerceklesen biyoteknolojik proseslerde rahathkla kullamlabilecegi
ongorillmektedir. Enzimin EDTA, EGTA, DTT, metal iyonlar1 gibi
kimyasallara olan yiiksek dayamkhhg Kkeratinazin Kkatalizor olarak
kullanildigr tiim endiistriyel uygulamalar icin avantaj saglamaktadir.
Keratinazin en cok ilgi gordiigii sektor olan agroendiistri icin tiiy unu
iiretiminde, bu 6zellik avantaj saglayabilir. Bununla birlikte, H,O,’ye karsi
aktifligini koruyarak sadece birka¢ proteaz grubu enzimin icinde yer alan
keratinaz, bu o6zelligi ile protein miihendisligi alaninda 6ne ¢ikabilir. Enzim
aktivitesinin organik c¢ozgenlere karsi olan kararhhgi, enzimin diisiik su

derisimlerinde peptit sentezinde kullanilabilecegini gostermektedir.

fleri calismalar icin, bu arastirmada elde edilen sonuclar
detaylandirilarak enzim hakkinda daha ayrintih bilgi elde edilebilir. Enzimin
protein sekans analizi yapilarak bugiine kadar karakterize edilmis diger
keratinazlar ile Kkarsilastirilabilir ve benzerlik, farkhhklar1 ortaya
cikarilabilir. Enzimin koyun yiiniinii parcalayabilmesinden yola ¢ikarak,
deri endiistrisi icin kil giderim caliymalarindaki etkinligi belirlenebilir.
Bununla birlikte, enzim farklh mataryeller iizerine immobilize edilerek
uygulama alam buldugu proseslerde daha etkin ve uzun siireli kullamim

olanagi bulabilir.
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