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Bu calismada Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Arastirma Uygulama Ciftligi’nden tavuk tiiyli ve bu tiiyli par¢alayan Bacillus UK69 susu
izole edilmistir. Bacillus UK69 susu dogal tavuk tliyii iceren besi ortaminda iiretildiginde
yuksek keratinolitik aktivite gostermistir. Bacillus UK69 susu biokimyasal testler ve
morfolojik 0Ozelliklerine gore teshis edilmistir. Maksimum keratinaz iiretimi 60°C’ de
gozlenmistir. Enzim genis pH (optimal pH 10.5) ve sicaklik araliginda (optimal sicaklik
60°C) aktivite gostermis ve 60°C’ ye kadar stabilitesini korumustur. Keratinolitik aktivite,
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In this study a feather-degrading Bacillus UK69 was isolated from poultry farm in
Kahramanmaras Siitcii Imam University Agriculture Facultery of Application and
Researching Farm. High keratinolytic activity produced by Bacillus UK69 was observed
when it was cultured on broth containing native feather powder. The Bacillus UK69
identification was based on morphological and biochemical tests.

Maximum keratinase production was observed at 60°C. The enzyme was active in a
wide range of pH (optimal 10.5) and temperature (with optimal 60°C) and relatively heat
stable (up to 60°C).

Keratinolytic activity was partially inhibited by EDTA, Triton X-100, DMSO,
ZnCL,, NaCl, CaCl,, Tween 80, SDS, Glucose.

As aresult Bacillus UK69 seems to be useful use for biotechnological process.

Key Words: Bacillus, keratinase, chicken feather.

1Y%



ONSOZ Giilsiim UCAR

ONSOZ

Endiistriyel 6neme sahip olan keratinaz enziminin iiretimi ve teknolojide
kullanilabilirliginin arttirilmasina yonelik olarak yapilan bu g¢alisma, Kahramanmarag
Siit¢ii imam Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde organize edilip
baslatilan enzim {iretim projesinin bir boliimiinii olusturmaktadir.

Bu c¢alismada Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Aragtirma Uygulama Ciftligi’nden alinan toprak 6rneklerinden izole edilen Bacillus sp.
suslarinin keratinaz aktiviteleri arastirilmistir.

Oncelikle calismalarim esnasinda her tiirlii destegini ve yardimmi benden
esirgemeden sunan, degerli danisman hocam Yrd. Dog. Dr. Ozlem EREN KIRAN’a
tesekkiirii bir bor¢ bilirim.

_ Her zaman desteklerini benden esirgemeyen degerli hocalarim Prof. Dr. Metin
DIGRAK, Do¢. Dr. Hatice KORKMAZ GUVENMEZ’ e ve arkadaslarima tesekkiir
ederim.

Hayatimin her asamasinda beni yiireklendiren ailemin degerli iiyelerinin her
birine siikranlarimi sunarim.

Ocak 2009 Giilsiim UCAR
KAHRAMANMARAS



CiZELGELER DIiZINi Giilsiim UCAR

CIZELGELER DiZIiNi
Sayfa
Cizelge 1. Enzimleri SIniflama SiStemMi.......eciccricvricnissnriccsssnnecssssnsnesssssnssssssssssssssssssseses 4
Cizelge 2. UK69 nolu Bacillus susunun Identifikasyonunda Kullanilan
BiyoKkimyasal TeStICr .......ccevuiiervriiisnrinssnnisssnnissssncsssnesssnessssnossssnsssssssssssssanss 26
Cizelge 3. Cesitli Kimyasallarin Keratinaz Aktivitesi Uzerine EtKisi .......cceeereeuevnees 30

VI



SEKILER DIiZiNi Giilsiim UCAR

SEKILER DIZiNi

Sekil 1: Keratinaz Aktivitesi Uzerine pH’nIn EtKiSi.......ccoecereerererererersareresesesessasens 27
Sekil 2: Keratinaz Aktivitesi Uzerine S1cakhgin EtKiSi......ceceeeerererererenrereseserensenene 28
Sekil 3: Keratinazin SicakliK StabiliteSi.......ccocveiiccissericcscraniecsssnniesssssnreccssassecssnes 28

Vil



SIMGELER ve KISALTMALAR DIiZiNi Giilsiim UCAR

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

g : Gram

n : Mikron

Lt : Litre

ml : Mililitre

EC : Enzimi simgeleyen bir numara
pmol : Mikromol

rpm : Rotary per minute

nm : Nanometre

dk : Dakika

DMSO : Dimetil sulfoksit

EDTA : Etilen diamin tetraasetikasit
PMSF : Fenil metil sulfonil florid
SDS : Sodyumdodesilsiilfat

LB :Luria-Bertani

W/V : Weight/volume

M : Mol

Mm : Milimol

AX : Arabinoxylan

VIII



GIRIS Giilsiim UCAR

1. GIRIS

Endiistriyel alanda kullanilan enzimler bitkisel, hayvansal ve mikroorganizma
kokenli olmakla birlikte agirlikli olarak mikroorganizmalardan izole edilmektedir.
Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli enzimlerin katalitik aktivitelerinin yiiksek
olmasi, istenmeyen yan iiriin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari, biiyiik
boyutlarda ve yiiksek saflikta elde edilmesi gibi avantajlara sahip olmasidir (Wiseman,
1987).

Enzim teknolojisinin giderek geligsmesi tirtinlerin kullanim alanlarinin ¢esitliligi
ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle biyoteknolojinin endiistriyel
enzimler ile ilgili alaninda yapilan gesitli arastirmalar daha da 6nem kazanmaktadir.
Ozellikle son yillarda stratejik alan seklinde degerlendirilen rekombinant DNA
teknolojisinden yararlanilarak enzim iiretimi biiylik boyutlara ulasmis ve kullanimi
giderek yayginlasmistir. 1985 yilinda yapilan bir degerlendirmede diinyada ki enzim
satiginin 450 milyon dolar1 buldugu belirtilmektedir. Bugiin diinyada ki enzim satiginda
2-3 kat artis oldugu bilinmektedir (Wiseman, 1987).

Bu cerceve de 6nem arz eden enzimlerden birisi de keratinazdir. Keratin ve
keratinazin biyoteknolojik uygulamalar1 arastiricilarin  oldukg¢a 1ilgisini ¢ekmistir.
Ozellikle de ¢esitli endiistriyel islemlerde biyoteknolojik potansiyelleri bu ilgiyi
uyandirmistir. Bunlara 6rnek olarak, atik sularin aritilmasinda, tekstil alaninda, tipta,
kozmetik {iriinlerin elde edilmesinde ve deri endiistrisinde oldugu kadar, kiimes
hayvancilig1 endiistrisinde uygulanilabilecek 6zelliklere sahip olmasi bakimindan ciddi
Oneme sahiptir.

Her yil tavukguluk isletmelerinde 20.000’den fazla tavuk tiiyii atiklar
saglanmaktadir. Mekanik ya da kimyasal islemler uygulanmak suretiyle hidrolize edilen
bu tiiyleri yem, giibre, yapistirici (tutkal) ve foyalara (foils) dontistirmek miimkiin
oldugu gibi bunlar, aminoasit ve peptitlerin iiretilmesinde de kullanilabilir (Pfleiderer ve
Reiner, 1988; Mukhopadyay ve Chandra, 1990). Cevre kirliligine sebebiyet veren bu
atiklarin temizlenmesi amaciyla; biyoteknolojik proje uygulamalarinda aminoasit ve
peptitlerin {iretilmesinde de kullanilabilirler. Bu nedenle, keratinaz 6lii kiimes
hayvanlarindan keratin, kollojen ve elastin gibi proteinlerin hizlica ayristirilmasinda
kullanilabilir. Ayrica keratinaz, kil, tily ve ylinii degerli aminoasitlere (serin, sistin,
prolin gibi nadir aminoasitlere) doniistiiriilerek (Wyman ve Godman, 1993), hayvan
yemlerinin hazirlanmasinda da kullanilabilirler (Lahl ve Braun, 1994, Ichida ve ark.,
2001; Burtt ve Ichida, 2001). Bu enzimatik proses, ticari uygulamalar i¢inde bir avantaj
saglamaktadir. Aksi halde, son iiriinden ayristirilmasi zorunlu olan biiylik miktarlarda ki
tuzlarin tretimi yapilamazdi. Keratinaz tiretimi simdiye kadar yalmizca mezofilik
mantarlar ve Actinomycetes’lerden iiretilmekteydi. Ancak dogal haldeki tiiy ve yiinleri
parcalama yetenekleri oldugu saptanan Bacillus suslarindan izole edildigi belirtilmistir
(Bockle ve ark.,1995; Kunert, 1972, 1981 ; Wawrzkiewicz ve ark., 1987; Yu ve ark.,
1969a, 1971; Lin ve ark.,1992; Takami ve ark., 1992; Williams ve ark.,1990).

Endiistri alaninda kullanilan 10°dan fazla mikrobiyal enzimin Bacillus cinsine
ait tiirler tarafindan sentezlendigi bilinmektedir. Ozellikle Bacillus cinsi proteolitik
enzimlerin 6nemli bir kaynagini olusturmaktadir (Kalisz , 1988).
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Bu ¢alismada, farkli endiistri dallarinda kullanilabilecek keratinaz iireticilerinin
toprak mikroorganizmalar1 taranarak izole edilmesi amaclanmistir. Bu nedenle
Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastrma Uygulama
Ciftligi’nden toprak ornekleri toplanarak Bacillus suglar1 olmak {izere keratinaz iireten
mikroorganizmalar izole edilmis, keratinaz iiretimi yliksek olan mikroorganizmalar
icinden birer izolat, secilmis en iyi iiretici olan izolat ilizerinde ¢alismalara devam
edilmistir. Bakteri liremesi ve enzim lretimi iizerine etki eden diger parametrelerden
inhibitorler belirlenmesi amaglanmigtir.

Biiyiik 6neme sahip olan termofilik keratinolitik Bacillus sp. bu proje ile
Kahraman Maras ili ¢evresinde ilk kez arastirilmistir. Boylelikle Kahraman Maras ili
cevresinden izolasyonu yapilan bu suslarin {ilke endiistrisine ekonomik sahalarda;
ekmek, bira ve peynir iiretimi gibi, glinlilk yasamda, temizlik alanlarin da, ayrica tipta
teshis ve tedavide Onemli rol oynamaktadir. Yine, kimya endistrisinde, gida
proseslerinde, ziraatte ve hatta biyolojik savas da katkis1 ortaya ¢ikarilmistir.

1.2. Enzimler

Enzimler, protein yapisindadirlar ve dogal olarak yalmiz canlilar tarafindan
sentezlenirler. Hiicre igerisinde meydana gelen binlerce tepkimenin hizim1 ve
Ozgulliiglini diizenlerler. Cok defa hiicre disinda da etkinliklerini korurlar. Solunumun,
bliylimenin, kas kasilmasinin, sinirdeki iletimin, fotosentezin, azot baglanmasinin,
deaminasyonun, sindirim vs.’nin temelini olustururlar.

Canli hiicrelerde tepkimeler kural olarak 0-50 °C ¢ogunlukla da 20-42 °C
arasinda meydana gelir. Bu sicaklikta tepkimelerin olugsmasi biyokatalizér denen enzim
ya da fermentdrlerle aktivasyon enerjisinin diistiriilmesi ile olur (Lehninger, 1979).

1.2.1. Enzimlerin Adlandirilmasi

Bir enzim, substratlarinin veya katalizledikleri tepkimenin sonuna ‘-az’(-ase)
ekinin getirilmesiyle adlandirilir. Ornegin, {ireaz, iirenin amonyak ve CO,’e hidroliz
reaksiyonunu katalizler; fosfataz, fosfat esterlerinin hidrolizler. Bazi enzimler (pepsin,
katalaz, tripsin) tepkimenin tiiriinii belirten bu adlandirma kuralinin disinda kalirlar. Bu
sira dis1 adlandirmadan ve bulunan enzim sayimin hizlar1t artmasindan dolayi
Uluslararast Enzim Komisyonu, UEK (1955) enzimleri siniflamak i¢in sistematik bir
metot gelistirmistir. Her enzime kisa ve kullanima uygun olarak Onerilen bir ad,
sistematik bir isim ve enzimi simgeleyen bir numara (EC) verilir; enzim numarast siireli
yaymlarda, abstraktlarda ve indekslerde kullanilir. Ornegin;

ATP + kreatin > ADP + fosfokeratin

tepkimesini katalizleyen enzim kreatin kinaz, sistematik adi katalizledigi tepkime
alinarak — ATP kreatin fosfotransferaz, 6zgiin numarasi ise EC : 3.7.3.2°dir. Bu numara
UEK smiflandirma sistemine gore verilir. Enzim numarasinda ilk rakam enzimin
grubunu (transferaz); ikinci rakam alt grubu (fosfotransferaz); li¢lincii rakam da bir alt
grubu (fosfotransferazin azot grubu) gostermektedir. Genel olarak enzim gruplari,
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enzimlerin katalizledikleri gruplar ve alt gruplar1 Cizelge 1’de verilmistir (Lehninger,
1979).

1.2.2. Enzim AKktivitesi

Enzimlerin katalitik etkinligi “aktiviteleri” ile tanimlanmaktadir. Enzimin
aktivitesi enzimin yapist disinda pH’a, sicakliga, basing ve kesme gerilimlerine,
kimyasal bilesenlere, 151k, ses ve iyonizasyon radyasyonuna baglidir. Bu nedenle
aktivite tanimin belli kosullarda yapilmasi gerekir.

Enzimlerin aktiviteleri genellikle katalizledikleri tepkimenin “baslangi¢ hizlar1”
tayin edilerek bulunur. iki tiirlii aktivite tanim1 yapilmaktadir. Enzim aktivitesi;

1" Birim zamanda bir mol aktif enzim tarafindan {iriine doniistiiriilen substratin
mol sayis1 (turn — over sayisi) veya

2" Dakikada bir gmolsubstrati {irline doniistiiren miligram enzim miktari (enzim
linitesi) olarak tanimlanmaktadir (Aiba, 1973).

Molekiil ic¢i kuvvetler arasindaki denge, enzimlerin biitiinliigli ve kararligi
acisindan ¢ok oOnemlidir. Cevredeki herhangi bir degisiklik enzimin yapisindaki ve
kararliligindaki dengeyi tayin eder yani kararli veya denatiire (bozunmus) olmasini
saglar. Dogal enzimler sadece kendi g¢evrelerinde kararlidirlar. Denatiirasyon veya
inaktivasyon kosullarinda enzimlerin yapilar1 degisir ve bunun sonunda enzimler inaktif
hale gelirler. Cevre etkili denatiirasyon degisik fiziksel, kimyasal, biyolojik bozucu
bilesiklerin etkisiyle meydana gelir (Bailey ve Ollis, 1986., Schmid, 1979).

Enzim aktivitesi;
opH,
eSicaklik,

eMekanik kuvvetler — basing ve kesme gerilimleri (hidrodinamik kuvvetler)
hidrostatik basing, arayiizey gerilimi

eIsik, ses ve iyonizasyon radyasyonu,
eKimyasal bilesenler (alkol, iire, hidrojen peroksit, vb) ve
eBiyolojik etkenler gibi faktdrlerden etkilenir
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Cizelge 1. Enzimleri Smiflama Sistemi

Grup Katalizledikleri Tepkime Katalizlenen Grup
1) Oksidorediiktaz Yiikseltgeme 1.1>CH - OH
Indirgeme Tepkimeleri 1.2>C=0
1.3 -CH=CH-
1.4 >CH-NH2
1.5 >CH-NH-

2) Tranferaz

Fonksiyonlu
Grup Aktarimi

2.1 Tek—C’lu grup

2.2 Aldehit ve keton gruplari
2.3 Asil grubu

2.4 Glikosil grubu

2.5 Fosfat grubu

3) Hidrolaz

Hidroliz Tepkimeleri

3.1 Esterler
3.2.Glukositik baglar
3.3 Eter baglar

3.4 Peptit baglar1

4) Liyaz

Cift Baglara  Ekleme/
Doyurma

4.1 >C=C<
4.2 >C=0
4.3 >C=N-

5) Izomeraz Izomerizasyon 5.1 Rasemazlar
Tepkimeleri
6) Ligaz ATP Pargalanmast 6.1 C-O
ile Bag Olusturma 6.2 C-S
6.3 C-N
6.4 C-H
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1.2.3. Salgilanma Sekillerine Gore Enzimler
1.2.3.1. intraseliiler Enzimler

Intraseliiler enzimler, sitoplazmaya dagilmis olarak bulunan ribozomlarda
sentezlenirler. Genelde bu enzimlerin substratlar1 sekerler, aminoasitler, karboksilik asit
gibi kiiclik molekiil agirhigina sahip, hiicre zarindan gecebilme yetenegi olan
molekiillerdir (John, 1987).

1.2.3.2. Ekstraseliiler Enzimler

Ekstraseliiler enzimler, besiyeri ve hiicre duvarinin disi ile baglant1 halinde olan
enzimler olarak tanimlanir.

Escherichia coli gibi gram negatif bakterilerde proteinler i¢ ve dis membran
arasindaki periplazmik bosluk arasinda kalirlar. Ciinkii gram negatif bakteri duvarlar
gram pozitif bakterilerde bulunmayan bir dis membrana sahiptir. Bu yilizden gram
pozitif bakterilerde enzimler direkt besiyerine salgilanir.

Cogu degisken intraseliilar enzimlerin aksine, ekstraseliiler enzimlerin stabilitesi
yliksek olup, ¢cevre kosullarinda aktivitelerini uzun siire koruyabilirler (John, 1987).

1.3. Bakteriler

Bakteriler prokaryot smifindan olup tek  hiicreli ve bdliinebilen
mikroorganizmalar seklinde tanimlanabilirler. Basit bakteriler spor, kam¢1 ve kapsiil
icermezler. 0.5-2.0 p uzunluk ve 0.2-4 p capindadirlar. Prokaryotik bir yap1
gosterdiginden oOkaryotik hiicrelerden farkli olarak c¢ekirdeklerinin ¢evresinde zar
bulunmaktadir (Pekin, 1980., Mitchell, 1974).

Bakteriler tiir ve ¢evresel kosullara gore tek, ikili, kiimeli ya da uzun zincirli
gruplar halinde bulunabilirler. Hiicre zar1 besinlere kars1 yar1 gegirgen 6zellikte bu zar
baslica %50 protein, %28 yag, %15-20 karbonhidrat iceren ¢ift katmanl bir yapi
gosterir. Gram pozitif bakterilerin hiicre zarinda aromatik ve kiikiirt igeren amino
asitler, arginin ve prolin bulunmaz. Gram negatiflerin hiicre zarlar1 ise lipit oram
yoniinde daha zengindir. Hiicre zarinda elektron aktaran ve oksidatif fosfatlamay1
saglayan enzimler bulunmaktadir.

Bakteri hiicrelerinde; endoplazmik retikulum, mitokondri, golgi aygitlarina
rastlanmaz. Cubuk ve sarmal yapida olanlarin bir ya da her iki ucunda bazen tiim
yiizeyinde hareket etmeye yarayan kam¢i bulunur.

Baz1 bakteriler sitoplazmalarinda spor bulundurma potansiyeline sahiptir. Spor,
uygun besiyerinde ve ¢evre kosullarinda bulundugu zaman aktif olarak faaliyet
gostermeye baslar. Bacillus, bilinen spor yapan bakterilerdendir. Bu bakterilerin sporlari
havada ve toprakta bulunmaktadir (Mitchell, 1974)
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1.3.1. Bacillus

Bacillaceae familyasiin bir iiyesidir. Hiicreler ¢gomak sekilli, diiz veya hemen
hemen diize yakin, ¢ogu ortam kosullar i¢in ¢ok direngli, tek endospora sahip, agik
havada spor olusturmasi engellenemeyen, gram pozitif, peritrik kamgili, aerobik veya
fakiiltatif anaerob bir bakteridir (Lennete ve ark., 1985).

Bacillus zincirleri tek veya ¢ok sayida uzun zincirler meydana getirebilirler. Ana
hiicrede bulanan sporun sekli ve sporangium yeri, Bacillus sp. tiirlerinde karakteristik
bir ozellik gosterir. Bacillus suslarinda yogun halde bulunan miireinin tipi direkt
birbirine bagli mezo — diamino pimelik asit seklindedir (Lennete ve ark., 1985).

Bazi Bacillus tiirlerinde kapsiiller karbonhidrat yapisinda olup, leva ve dekstran
yapilar yaygin degildir. Bacillus tiirlerinin ¢gogunda, hareket peritrik kamgilar tarafindan
saglanip, sporlar1 ¢ok kompleks bir yap1 gostermekte olup, vejetatif hiicrede kolayca
goriiliir. Bacillus hiicrelerinin hiicre duvar yiizeyi tabakalar1 parakristal seklindedir ve
hiicre ylizeyini tamamen kaplamaktadir (Lennete ve ark., 1985).

Bacillus suslarinin koloni yiizeylerinin goriintiisii genellikle ¢evresel faktorlerle
degisir. Bu faktorler arasinda en Onemlileri kiiltiirtin bagli bulundugu besiyerinin
bilesimi ve inkiibasyon sicakligidir. Cevresel faktorlerin degismesi ile kiiltiiriin
kendisinde de bitakim degisiklikler olur. Yalnizca kiiglik koloni formlarini igeren
suslarin disinda koloni ¢ap1, besiyeri ve i¢erisindeki agar konsantrasyonuna bagli olarak
degisir (Lennete ve ark., 1985).

Bazi Bacillus tiirleri kat1 besiyerinde, inokiilasyondan once ortamdaki nem
uzaklagtirllmadig1 takdirde kiimeler halinde bulunma egilimi gosterir. Cogu Bacillus
tiirli pigment lretmez. Bacillus megaterium suslar1 6zellikle kazein agarda sar1 renkte
pigment olustururlar (Lennete ve ark., 1985). Bacillus tiirleri toprakta, suda, fekal
materyalde ve cesitli gidalarda bulunabilir (Banwart, 1983).

1.3.1.1. Ortam Bilesimi ve Sicaklik EtKkisi

Kimyasal tepkimelerin ¢ogu sicaklik yiikseldikce daha hizli gergeklesir.
Molekiillerin yiiksek 1sida daha hizli hareket etmeleri nedeniyle onlarin reaksiyona
girmeleri kolaylasir. Enzimle katalizlenen tepkime hizi 0-40 °C arasinda yiikselir.
Ancak 40 °C’den itibaren enzim zarar gormeye baslar. Boylece reaksiyon yavaglar ve
60 °C’de enzim tamamen protein yapisi denatiire olacagindan bozulur (Horikoshi ve
ark., 1982., Bhat, 2000., Mawadza ve ark., 2000).

1.3.1.2. Ortam Bilesimi ve pH Etkisi

Her enzim i¢in aktivitelerin maksimum oldugu pH degerleri vardir. Bu
degerlerin iizerinde ve altinda aktivite diiser. Bir enzimin optimum pH’s1 normal hiicre
ici ortam1 pH’s1 ile ayni1 degildir. Hiicrelerde her birinin pH’ya kars1 davranist farkli
ylizlerce enzim mevcuttur ve pH’nin karmasik hiicre i¢i kontrol mekanizmasinda
onemli bir yeri vardir (Bhat, 2000).
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1.3.2. Bacillus sp.nin Kullanim Sebepleri

Cogu Bacillus tirii; polisakkaritler, niikleik asitler ve lipitler gibi polimerleri
par¢alamaya yarayan ve hiicre disma salgilanan hidrolitik enzimler iiretir. Bu
molekiillerin pargalanmasiyla bakteri karbon kaynagi ya da elektron tasiyict olarak
kullanabilecegi iiriinler elde eder. Ornegin; Alkalen proteaz, Pseudomonos sp. ,
Aspergillus  flavus, Microbacterium sp. Alcaligenes faecalis gibi  birgok
mikroorganizmanin tirettigi bir enzimdir. Fakat Bacillus sp. hiicre dis1 proteaz drnegin
keratinaz gibi enzimlerin spesifik iireticisidir.

Ayrica; elliye yakin tiirii barindiran Bacillus’larda biitiin tiirler Nutrient Agar,
Trypticase Soy Agar, Kanli Agar gibi besiyerlerinde iireyebilir, topraktan kolaylikla
izole edilebilir, kolay sartlar altinda ve g¢abuk iiretilebilirler. Karbon kaynagi olarak
organik asit, seker ve alkol iceren; nitrojen kaynagi olarak da amonyum bulunduran
sentetik ortamlarda cok 1yi gelisirler. Biitlin bu sebeplerden dolay1r biyoteknolojik
alanda, endiistri ve sanayide ¢ok kullanilirlar (Taubman, 1992).

1.3.3. Bakterilerden Elde Edilen Bazi Enzimler
1.3.3.1. Proteolitik Enzimler

Proteolitik enzimler peptit baglarim1 hidrolize eden enzimlerdir; katalizleme
bicimlerine bagli olarak peptidazlar ve proteazlar olmak {izere ikiye ayrilirlar.
Peptidazlar ancak u¢ amino asitleri veya dipeptitleri uzaklastirabildiginden ikincil
Oneme sahiptir.

Proteazlar biyokatalitik mekanizmalar1 dikkate alindiginda dort gruba ayrilir.
Bunlar; serin proteazlar (EC 3.4.2.1), sistin (tiyol) proteazlar (EC 3.4.22), aspartik
(karboksil) proteazlar (EC 3.4.23), metallo (notral) proteazlardir (EC 3.4.24) (John,
1987).

1.3.3.2. Serin Alkali Proteaz

Serin alkali proteaz endiistriyel enzimlerin en Onemlilerindendir. Deterjan
endistrisinde kullanilan serin alkali proteaz toplam enzim iretiminin %35’ini
olusturmaktadir (John, 1987).

1.3.3.3. Seliilaz

Seliilaz bircok mikroorganizma tarafindan {retilmesine ragmen bunlardan
yalnizca birkag tanesi ticari liretim i¢in uygundur. Mikroorganizmalar endoglukonaz,
ekzo-glukonaz ve f- glukosidaz enzimlerini iiretebilme yetenegine sahiptirler.
Bakteriler arasinda Cellulomonas sp, Bacillus sp. ve Thermoactinomyces sp.
ekstraseliilar seliilolitik aktiviteye sahiptirler (John, 1987).

Seliilotik enzimler,s1vi kazancini artirmak ve iyi bir renk elde etmek i¢in alkol
tiretiminde kullanilmaktadir. Deterjanlarda seliilazin varligir renklerin canlanmasina,
yumusamasina ve partikiil halindeki topragin uzaklasmasina neden olmaktadir. Ayrica
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seliilaz kot pantolonlarin biyolojik olarak taglanmasinda kullanilmaktadir (Niehaus ve
ark., 1999). Aym zamanda meyve ve sebze sularmin berraklagtirilmast icin de
kullanilmaktadir. Yine bu enzim, zeytinyaglarinin ekstraksiyonunda da kullanilmaktadir
(Bhat, 2000). Ozellikle endo-ksilanlarla beraber firincilik iiriinlerinin kalitesinin
artirtlmasinda kullanilmaktadir. Ote yandan biyoteknolojik olarak énemli bir yan1 da;
bira mayalanmasi ve sarap iiretiminde rol almasidir (Galante ve ark., 1998).

Selillazin diger kullanim alanlari, seliilozik biyokiitlenin ve yemlerin besin
degerini ve sindirilebilirligini artirmak, zirai ve endiistriyel atiklarin enzimatik
sakkarifikasyonudur (Niehaus ve ark., 1999). Bunlarin yaninda seliilaz enzimi kagit
endiistrisinde de kullanilmakta olup kagit endiistrisi denilince; hammadde olan odun ve
hurda kagidin islenmesinden, agartilmasindan, kagidin yapimi ve atik suyun aritilmasini
da i¢ine alan islemler zinciri kastedilmektedir. Seliilaz enzimi de bu islemler sirasinda
ozellikle kagidin agartilmasi isleminde sik¢a kullanilan bir enzimdir (Karademir ve ark.,
2002).

1.3.3.4. Amilaz

Amilazlar, nisasta ve glikojen molekiillerini hidrolize eden ekstraseliiler
enzimlerdir. Bu enzimler hayvanlar ve bitkiler tarafindan da sentezlenmesine ragmen,
uygun kosullarla kisa siirede elde edilmesinden dolayr mikroorganizmalar asil kaynagi
olusturmaktadir.

Termostabil a-amilazin uygulama alani oldukg¢a genislemis ve ¢esitlenmistir. Bu
enzimler tekstil ve kagit endiistrisinde, nisastanin sivilastirilmasinda, ekmek, glikoz ve
fruktoz suruplar1 ve tutkal iiretiminde, alkol fermantasyonunda kullanilmaktadir (Bailey
ve Ollis, 1977; Bajpai ve Bajpai, 1987). Bira, damitma, firincilik ve tekstil endiistrisinde
kullanilan, Bacillus ve Aspergillus tarafindan iiretilen, ayrica arpa ve bugday maltinda
da bulunabilen enzimler, amilaz ve endo B-glukanazlardir (Demain ve Solomon, 1981).

Tekstil endiistrisinde dokuma sirasinda ipliklerin saglam ve diizgiin olmas1 ve
kopmamasi i¢in iplikler nisasta igeren bir ¢ozelti ile muamele edilmektedir. Bu isleme
hagillama adi verilir. Kumas dokunduktan sonra kumagtaki fazla nisastanin
uzaklastirilmas1 gerekir. Hasil alma ajani olarak da yaygin olarak a-amilaz enzimi
kullanilmaktadir (Tarakgioglu, 1979).

Amilaz enzimi ekmekcilikte, ekmegin bayatlamasini geciktirmesinden ve raf
Omriinii uzatmasindan dolay1 yaygin olarak kullanilmaktadir (Anonim, 1988). Meyve
suyu endiistrisinde de kullanim alani1 bulan enzim, 6zellikle elma ve armut sularinin
berraklastirilmasinda kullanilmaktadir. Meyveler tam olgunlasmadiginda toplandiginda
meyvede halen nigasta bulundugu i¢in meyve suyunda bulaniklik meydana gelmektedir.
Bu sorun ortama amilaz ilave ederek giderilmektedir.

1.3.3.5. Ksilenaz

Bitki hiicre duvarlar1 mikroorganizmalarin canli bitki dokusuna geg¢isini
engellemek i¢in bir bariyer meydana getirmektedir (Chen ve ark., 1996). Dogal olarak
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bulunan lignoseliilozik bitki biyokiitlesinin igeriginin %20-30" unu heterojen
polisakkaritler olan ve seliilozla iligkili bir sekilde bulunan hemiseliilozik materyaller
olusturmaktadir. Biyokiitle, diinyanin yakit ihtiyacim1 karsilayan ve yeterince kisa bir
dongiliye sahip olan alternatif dogal kaynaklardir. Ksilan, yiiksek bitkilerin hiicre
duvarmin hemiseliilozik kisminin temel bilesenidir ve yiiksek potansiyelde kullanigh
son lriinlere pargalanabilen ikinci en bol kaynaktir (Christov ve ark., 1996, Gessesse,
1998). Pek cok bakteri ve mantar ksilan1 sindirmek i¢in ksilenaza ihtiya¢ duyar. Bu
nedenle patojenler ve saprofitler hiicre duvarini pargalayan enzimler iiretmektedirler
(Gamerith ve ark., 1992).

Ksilan ve ksilenazin endiistriyel uygulamalar1 arastiricilarin ilgisini ¢ekmistir.
Bunlara ornek olarak kagit hamuru ve kagit endiistrileri, gida ve yem enddstrileri
verilebilir. Ksilenazlarin, ¢esitli kullanigh iiriinlerin iiretimini ekonomik bir sekilde
arttirmada 6nemli potansiyelleri oldugu gosterilmistir (Kulkarni ve ark., 1999).

Cevresel diizenlemeler kagit ve kagit hamuru endiistrisinde agartma igleminde
klor kullanimini smirlamistir (Chen ve ark., 1996). Giinlimiizde c¢evreyi endiistriyel
atiklardan korumak i¢in kagit ve kagit hamuru endiistrisinde mikrobiyal enzim
sistemlerinin uygulanmast 6nem kazanmistir (Jeffries, 1981). Bu nedenle ¢evre
kirliligini indirgeme yaklagimlarindan biri, kagit hamurunun ksilanaz kullanilarak 6n
islemlerden gegirilmesidir. Bu yaklasim agartma kimyasallarinin 6zellikle de klor
bilesiklerinin 6nemli derecede indirgenmesine ve kirliligin azaltilmasina izin
vermektedir (Salles ve ark., 2000).

Ksilenazlar gida endiistrisinde de genis bir kullanim alanina sahiptir.
Ksilenazlarin ekmek ve hamur kalitesinde olumlu etkileri oldugu bilinmektedir. Bugday
unundaki ksilenaz i¢in substrat olan arabinoxylan (AX) yogun calismalara konu
olmustur. Ksilenazin ekmek kalitesini arttirmadaki etkinligi ekmek hacmindeki artis ile
goriilmektedir. Ayrica ksilenaz, sira ve meyve suyunun aritilmasi, meyve ve sebzelerin
suyunun elde edilmesi i¢inde kullanilmaktadir (Keskin, 1982).

1.3.3.6. Proteaz

Proteazlar, dogada  bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kalintilarin
dekompozisyonunda 6nemli rol oynamaktadir ve bdylece besin dongiisiinii ve bitkilerin
besinleri alabilmelerini saglamaktadir (Aoki, 1995).

Proteazlar, toplam endiistriyel enzim ticaretinin yaklasitk %60’ 1n1
olusturmaktadir. Proteazlar, ¢amasir deterjanlari, deri, et, siit, ilag, bira, fotograf,
organik sentezlerde ve atiklarin muamelesinde kullanilmaktadir. Proteazlar arasinda
bakteriyel proteazlar, hayvan ve fungal proteazlar ile karistirildigi zaman daha etkin
oldugu goriilmektedir (Banerjee ve ark., 1999).

Bu nedenle ticari ilgiden dolay1r endiistriyel olarak uygun proteazlar iireten
mikroorganizmlar aragtiricilar tarafindan c¢alisilmistir (Jasvir ve ark., 1998). Alkali
proteazlar, bakteri, kiif, maya gibi cesitli kaynaklardan elde edilse de alkalifilik Bacillus
biyoteknolojide en fazla kullanilan mikroorganizmadir (Johnvesly ve Naik 2001).
Ciinkii ¢cok genis ¢esitli ortamlardan izolasyonu kolaydir, bununla birlikte Bacillus hem
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kompleks hem de sentetik ortamda gelisebilmektedir. Termofilik ve alkalifilik Bacillus
tarafindan tiretilen alkalifilik proteazlar yiiksek sicaklik ve pH’ ya dayanmaktadir (Kaur
ve ark., 2001).

Proteazlar, deterjan sanayisi gibi genis uygulama alanlarinda kullanildiklarindan
¢cok onemli endiistriyel enzimlerdir (Matyar, 2002). Giiniimiizde deterjan endiistrisi,
yikama sicakligmmin diisiiriilmesi ve deterjan kompozisyonunun degismesi yOniinde
caligmalar yapilmakta, fosfat tabanli deterjanlar1 uzaklastirarak, deterjan uygulamalar
icin daha uygun yeni proteazlar iizerinde durmaktadir (Mehrotra ve ark., 1999).

1.3.3.7. Keratinaz

Keratinler, disiilfit baglarindan dolay1 proteolitik parcalanmaya karst mekanik
stabilite ve direng gosterirler. Bakteri, mantar ve actinomyces tiirlerinin pek c¢ogu
proteolitik enzimler liretebilmektedir.

Keratinlerin yapisal modifikasyonlarinda mikrobiyolojik proseslerden ziyade
fizikokimyasal prosesler uygulamaktadir. Bu keratinolitik enzimlere keratinaz denir.

Keratinaz enzimi, disiilfit baglarin1 par¢alamak yerine, keratinin parcalanmasini
saglar. Keratinaz ya da diger keratinolitik enzimlerin, yogun substratlar iizerindeki
hareket kapasitesi, proteolitik enzimlerle kiyaslandiginda daha fazladir. Bu o6zellik
keratinazi diger proteazlardan ayirir. Keratinazlarin pek ¢ogu hiicre disinda aktiftir
(Vignardet ve ark., 1999; Kunert, 1973).

Bacillus licheniformis PWD-1 1rkindan {iretilen keratinazin da tavuk tiiylindeki
keratini hidrolize edebilme yetenegi, 6giitiilmiis tavuk tiiylerini, ¢ozilinebilir proteinlere
peptit ve aminoasitlere doniistiiriilmesi de dahil olmak {izere pek ¢ok alanda kullanim
sans1 bulunmaktadir (Shih ve Wang, 1992).

1.3.3.8.Lipaz

Lipazlar, yaglar ve yag asidi esterlerini hidroliz ederler. Enzim, emiilsiyonun
yag-su gecis fazinda katalizi gerceklestirir ve enzim reaksiyonunun hizi, olusan ylizey
alanmna bagimlidir. Lipazlar yag asitlerinin zincir uzunlugu, doyma derecesi, yag
asidinin pozisyonu ve substrat’in fiziksel durumuna uygun spesifiklik gosterirler. 4-10
C atomlu yag asitleri daha uzun C zincirli yag asitlerinden daha hizli bir sekilde hidroliz
olarak yagin yapisindan ayrilir ve serbest hale gecerler (Abbas ve ark., 2002).

Lipolitik enzimlerin aktivitesi siit endiistrisinde 6nemlidir. Yiiksek lipolizis
cesitli peynirlerin tiretiminde zorunlu olmaktadir. Peynir yapiminda kullanilan renninin
kiitlesinde, proteolitik enzimler gibi lipazlarda mevcuttur.

Lipazlar tereyagina aroma kazandirmada, c¢ikolata endiistrisinde, kremalarda,
karamellerde kullanim alanina sahiptir. Margarinler, sorteningler, firin iiriinleri ve
bitkisel iirlinler gibi {irtinlerde lipazla modifiye edilmis tereyagi iiriinleri aroma
gelistirici olarak kullanilmaktadir.

10
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Lipazlar bakteri, maya ve kiifleri iceren mikrobiyal flora tarafindan bol miktarda
tiretilmektedir. Lipazlar gida endiistrisinde, biyomedikal uygulamalarda, biyosensorler
ve pestisitlerin yapiminda, deterjan ve deri sanayiinde, ¢evre yonetiminde, kozmetik ve
parfiim sanayiinde uygulama alanlar1 bulmaktadir. Endiistriyel olarak en yaygin
kullanilan lipaz iireticisi mikroorganizmalar; Candida sp., Pseudomonas sp., Rhizopus
sp.’dir. Son yillarda biyoteknoloji alaninda lipazlarin kullaniminda hizli bir artis
gozlenmektedir. Bu nedenle lipazlarin asir1 iiretimini saglamak amaciyla yonli
mutasyonlar yardimiyla sus gelistirme ¢aligmalarina agirlik verilmistir.

Kiyafetlerimizi kirleten maddelerin basinda proteinler, yaglar ve nisasta gelir.
Bu lekeleri yiiksek sicaklikta kimyasal deterjanlar yoluyla gidermek miimkiinse de,
enzimlerin kullanilmasi diisiik sicaklikta ve daha az mekanik enerji ile istenen temizligi
saglar. Ayrica c¢imen, kan, siit ve ter lekelerini ¢ikarmakta biyolojik olmayan
deterjanlara gore ¢cok daha etkilidir.

Deterjanlarda kullanilan enzimlerden proteazlar yumurta, kan gibi lekelerdeki
proteinleri parcalar; lipaz yag lekelerini, amilaz ise nisasta bazli lekeleri ¢ikartmakta
etkilidir. Camagirlarin yipranmasiyla olusan seliiloz fibriller ise, selillaz enzimi ile
parcalanarak ¢amasirlarin daha yumusak olmasi ve renklerini korumasi saglanir (Hiol
ve ark., 2000).

Lipaz enzimi de dericilikte kullanilan enzimlerden biridir. Bu enzim, yanlizca
derinin yiizeyindeki degil, i¢indeki yaglar1 da temizleyerek, deriyi tabaklama ve boyama
gibi iglemler icin daha uygun hale getirir. Deriler islenirken bu amacla bazi proteinler
parcalanip, deriden uzaklastirilir. Deriye ne derecede esneklik kazandirilacag ise,
derinin kullanilacagi alana baglidir.

Lipaz enzimi, unda bulunan %1-2 civarindaki lipid (yag) icerigine etki
etmektedir. Bu enzim iginde kullanim miktar1 ve tipi olduk¢a onemlidir. Ornegin,
yliksek miktarlarda kullanimda hamur 6zellikleri agisindan sorunlar yasanmasina neden
olmaktadir. Ote yandan uygun lipaz tipinin segilmesi de énemlidir. Tiirk ekmek iiretim
bicimine uygun olmayan lipaz tipinin ekmek oOzelliklerine olumlu bir katkisi
bulunmamaktadir. Unlara uygun lipaz tipinin ilavesi; Hamurun islenebilirliginde
kolaylik, hamur stabilitesinde artis, ekmek i¢i yumusaklik, ekmek hacminde artis saglar

1.3.4. Keratini Parcalayan Mikroorganizmalar ve Ozellikleri

Dermotofitler, canli hayvanlarin keratinli substratlarinda parazit yasayan
mikroorganizmalardir. Keratin iceren bir kiiltiir ortaminda iretildiklerinde azot ve
karbon kaynagi olarak keratini kullanabilirler (Onifade ve ark., 1998, Bahuguna ve
Kushwana, 1989).

Hiicredis1 keratinazlarin sentezi konusunda yaklasik 300 mantarla yapilan
calismada (Friedriche ve ark. , 1999) bunlarin yaklasik %54’ i ¢oziinebilir keratinle
agar plakalar1 {izerine liremis ve enzim ¢ikarmistir. En giiclii extraseliiler keratinaz
tiretenler sirastyla Aspergillus flavus, Alternalia radicina, Trichurus spiralis’dir.

11
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Kamgili mantarlar gesitli hidrolitik enzimlerin sentezini yaparlar. Baz1 tiirleri
cesitli proteazlar, karbonhidrazlar ve lipazlar gibi endiistri i¢in olduk¢a Onemli
enzimlerin iiretiminde kullanilirlar (Onifade ve ark. , 1998).

Keratinolitik enzimler, keratinli atiklarin mikrobiyal biyolojik degisim
proseslerinde de rol oynarlar. Bu nedenle enzimler, 6zellikle bakteri kokenliler tizerinde

yogun c¢alismalar yapilmistir. Ornegin: Bacillus sp. (Lin ve ark., 1992, Cheng ve
ark.,1995).

12
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2. ONCEKI CALISMALAR

Raubitshek (1961), keratinin mekanik pargalanmaya ugradigini ispatlamistir.
Mekanik parcalanma; keratinli substratlarin misel baskisi veya icine niifus etmesinin bir
sonucu olarak keratinin par¢alanmasiyla aciklanir. Bu yalnizca mantarlar ve misel veren
keratin parcalayan mikroorganizmalar i¢in gecerlidir.

Yu ve ark., (1971), keratinolitik aktivite sergileyen endoproteazlar ya da hiicreye
bagli enzimler konusunda ¢esitli raporlar vermislerdir. Bunlardan birinde Trichophyton
mentagrophytes ’in keratin parcalayiciligi incelenmis ve hiicreye bagl enzim aktivitesi
oldugu kanitlanmustir.

Elmayergi ve Smith (1971), mikrobiyal teknolojinin tiiy prosesinde uygulanma
stirecinde, besin maddeleri ile ilgili mikroorganizmalarin kiiltiir edilmesi ve keratinaz
aktivitesi sonunda, tliy-keratin yapisinda bir degisiklik meydana getirebildigini ve bu
durumda bunlar1 tiiketen hayvanlarin sindirim enzimlerine karsi olan tiiy-keratin
direncini degistirebilecegini gostermislerdir. Ayn1 zamanda S. fradiae’nin methionin
aciga cikaran bir mutant1 ile fermente edilen tiiyiin metionin ve lizin igeriginde marjinal
bir artis oldugunu rapor etmislerdir.

Blank ve ark., (1972), keratinazlarin deri endiistrisinde, sac¢in elimasyonu ve
dermatophytosis tedavisi i¢in asinin hazirlanmasinda, insan nasirinin eliminasyonu,
sedef hastalig1 veya aknede keratinin elimasyonunda kullanildigini gostermistir.

Kunert (1972), Dermatophytes’ler tarafindan keratinin pargalanmasi sirasinda
meydana gelen siilfitoliz olayinin derinlemesine anlagilmasini saglamistir. Keratin
pargalanmasi sirasinda disiilfit ayrigmasini gosteren keratin tizerinde tiretilen kiiltlirlerin
icinde siilfosistin, tiyosiilfat, siilfat, sistin gibi siilfitoliz {lirtinlerinin varligini1 gostererek,
keratin pargalanigint ispatlamistir. Hiicrenin kimyasak reaksiyonlarinda kati keratin
parcalanmasi sirasinda ortaya ¢ikan lokasyonlarda fazla miktarda “S-siilfo gruplari”nin
varligini ortaya koymustur. Keratinazin izole ve saflastiriimasiyla ilgili ¢ikardigi sonug,
saflagtirilan enzimler kullanildigt zaman, muhtemel bir mekanizmanin varliginin
yadsinmaz oldugunu mantarlarda tepkimelere iligkin siralamanin varsayimlara
dayandigini gostermistir.

Ruffin ve ark., (1976), tam bir keratin hidrolizinin, proteolitik sindirime karsi
olagandis stabil ve direngli olmalarinin temel kaynagini temsil eden disiilfit kopriilerin
boliinmesi ve bu sayede baslatilan keratin pargalanmasinin ancak tamamlandiktan sonra
elde edildigini kanitlamiglardir.

Williams ve ark., (1990), tiily pargalayan bakterilerin izolasyonunu, teshis ve
karakterizasyonunu yapmislardir. Kiimes hayvanlar1 atiklarinda aerobik kisimdan kus
tilyiinii sindiren Bacillus licheniformis (PWD-1)’ i izole etmislerdir.

Lee ve ark.,, (1991), Bacillus licheniformis’ten hazirlanan ham keratinaz

enziminin oncii kullanimim1 yem katkis1 olarak yapmis ve tiiy yiyeceginin kiimes
hayvanlari i¢in 6nemli aminoasit kaynagi oldugunu tespit etmiglerdir.

13
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Fujiwara ve Yamamoto (1991), Bacillus B21 tiirtinden lretilen alkali proteazlarin
rontgen filmi {izerindeki jelatin tabakay1 parcaladigini saptamiglardir. Bu proteolitik
enzimlerin, X-1ginlar1 (rontgen) filminden, giimiis kaplamaya kadar degisik alanlarda
kullanilabilecegini bulmuslardir.

Lin ve ark., (1992), Bacillus licheniformis’ ten saglanan keratinin, test edilen
tiim protein substratlarini (s1gir serum albumini, kollajen, elastin ve tiiy keratini dahil)
hidrolize etme yeteneginde oldugunu bulmuslardir.

Ming-Muh ve ark., (1995), kus tlylini parcalayan mikroorganizmalari
ayirmaya c¢alismislardir ve tiiylerin en etkili keratin biyo-parcalayicisinin gram (+),
cubuk sekilli, endospor yapili Bacillus sp. oldugunu belirlemisler.

Bockle ve ark., (1995), keratin pargalayan Streptomyces pactum DSM 40530’dan
iretilen bir serin proteazi kazein agaroz c¢ekimli kromatografi uygulayarak
saflastirmiglardir. Proteinaz 40-70°C sicaklik ve pH degerlerinde optimal aktivite
sergilemistir.

Brutt ve ark., (1999), kuslarin tiiylerinin tamaminda tily parcalayan basilin
bulundugunu gostermislerdir. Binsekizyiizellili¢ yabani kus 6rneginin %8’inde kuslarin
tiiyleri i¢inde tiiy parcalayan Bacillus licheliformis’ in barindigin1 tespit etmislerdir.

Lee, H., Suh, D., Hwange, J., Suh, H (2002). Yaptiklar1 ¢alismada soya
fasulyesinin macununun atiklarindan keratinolytic proteaz iireten Bacillus sp. izole
etmiglerdir. Elde edilen enzimin optimum sicakliginin 40°C, pH’nin ise 7 oldugunu
bulmuslardir.

Md. Mozammel Hoq., Khanden Al Zaid Siddiquee., Hiroko Kawasaki ve
Tatsuji Seki (2005). Tavuk ciftligi ve tabakhaneden 8 yeni Bacillus bakterisi izole
etmiglerdir. Cogunun anlamli diizeyde keratinolitik aktivite gosterdiklerini
bulmuslardir.

Cheng-gang-Cai., Ji Shuang Chen., Jiong-Jiong Qi., Yun Yin ve xia-dang Zeng
(2008). Yapmis olduklar1 calismada keratinaz iireten Basillus subtilis KD-N2 susunu
izole edip saflastirmiglardir. Bu sustan elde edilen enzim i¢in optimum pH’nin 50°C’de
8.5, optimum sicakligin pHS8.5’de 55°C oldugunu belirtmislerdir.

Marina Corfezi., Jonas Contiero., Cristian J.B. deLima., Roberta B. Lovoglio ve
Rubens Monti (2008). Yapmis olduklar ¢alismada Bacillus amyloliquefaciens susunu
tavuk ciftliginden izole etmislerdir. Bu sustan elde edilen keratinazin optimum aktivite
gosterdigi sicaklik ve pH’nin sirasiyla 50°C ve 8 oldugunu bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

3.2. Bakteri izolasyonu ve Identifikasyonunda Kullanilan Besiyerleri
3.2.1. Keratinaz Aktivitesi icin Kullanilan Besiyeri (Siv1)

Keratinaz aktivitesi Ol¢iilecek olan bakterinin iiretilmesinde ve enzimin elde
edilmesinde kullanilmistir (Kim ve ark., 2001).

Besiyeri Bilesimi (g/Lt)
NH,4CI 0.5
NaCl 0.5
K,HPO4 0.3
KH,PO4 0.4
MgCl,.6H,O 0.1
Yeast Extrakti 0.1
Ezilmis Tavuk Tiyii 10
3.2.2. Jeloz Besiyeri

Bacillus sp. bakterilerinin hareketli olup olmadigimi gérmek amaciyla
kullantlmistir (Cetin, 1968).

Besiyeri Bilesimi (g/Lt)

Et Oziitii 10

Pepton 10

NaCl 5

Agar 5
3.2.3. Niitrient Buyyon

Bakterileri iiretmek amaciyla kullanilan s1vi besiyeridir (Cetin, 1968).

Besiyeri Bilesimi (g/Lt)

Pepton 10

Et oziitl 10

NaCl 5
3.2.4. Kazein Besiyeri

Bakterilerin kazeini hidrolize etme yeteneginin saptanmasi amaci ile kullanilmigtir
(Bilgehan, 2002).
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Besiyeri Bilesimi (g/Lt)
Pepton 5
Maya 3
Siit tozu 1
Agar 12

3.2.5. Simon’s Sitrat Besiyeri

Sitratin bakteriler tarafindan karbon kaynagi olarak kullanilip-kullanilmadiginin
belirlenmesinde kullanilmigtir (Mac Faddin, 2000).

Bilesimi (g/Lt)
NaCl 5
MgSO4 0.2
NH4H,PO4 1
K>;HPO4 1
Na3C6H507.2H20 2
Bromthymol Blue 0.08
Agar 20

Besiyerinin pH’s1 6.9’a ayarlanir ve egik kati seklinde hazirlanir.

3.2.6. Ure Agar

Bakterilerin iireyi hidrolize etme yeteneginin belirlenmesi amaciyla kullanilmistir
(Mac Faddin, 2000).

Bilesimi (g/Lt)
Pepton 1
NaCl 5
Ure 20
KH,PO4 9.1
D(+)Glukoz 1
Fenol kirmizisi 0.012
Agar 15
3.2.7. Yumurtah Agar

Bakteri identifikasyonunda lesitinin  hidrolizini gozlemlemek amaciyla
kullanilmistir. 1 adet yumurta once distile su ile yikanir. Sonra %70’lik alkol ¢ozeltisine
konur. 1-3 saat bekletilir. Daha sonra alevden hizlica gegirilir. Kabugu bir ucundan
hafifce agilarak, 10ml steril serum fizyolojik igerisine, sadece sarist akatilir.
Kopiirtmeden homojenize edilir. Steril edilmis ve 40-50°C sogutulmus jeloza ilave
edilerek petri kutularina dokiiliir (Mac Faddin, 2000).
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3.2.8. Glukozlu Buyyon

Bakterilerin ~ glukozu  kullanarak  asit  olusturup  olusturmadiklarinin
belirlenmesinde kullanilmistir (Mac Faddin, 2000).

Bilesimi : Jeloz besiyerine %1 glukoz ilavesi ile elde edilir.
3.2.9. Mannitollu Buyyon

Bakterilerin mannitollii kullanarak asit olusturup olusturmadiklarin1 belirlemek
amactyla kullanilmistir (Mac Faddin, 2000).

Bilesimi: Jeloz besiyerine %1 mannitol ilavesi ile hazirlanir.
3.2.10. indol Besiyeri (pH:7.2)

Bakteri identifikasyonunda ugucu indoliin olusumunu gézlemek i¢in kullanilmistir
(Bilgehan, 2002).

Bilesimi (g/Lt)
Pepton 20
NaCl 5
Triptofan 10

3.2.11. Jelatin Besiyeri (pH:7.0)

Bakterilerin  identifikasyonunda jelatinin hidrolizini  belirleyebilmek i¢in
yapilmustir (Bilgehan, 2002).

Bilesimi (g/Lt)
Pepton 10

Et 6zeti 10
NaCl 5
Jelatin 120

3.2.12. Skimmilk-agarh Besiyeri

Bacillus olarak izole edilmis bakteri suslarinin proteaz aktivitelerinin belirlenmesi
amaciyla kullanilmistir (Mohamedin, 1999).

Bilesimi (g/Lt)
Pepton 10
Et 6zeti 10
NaCl 5
Skimmilk 8
Agar 15
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3.2.13. M9-Nisasta Agari

Amilaz aktivitesinin saptanmasi amaciyla kullanilmistir (Kiran, 2001).

Bilesimi (g/Lt)
Na2H2P04 6
KH,PO4 3
NaCl 0.5
NH,4C1 1
MgSO4 0.24
CaCl, 0.24
Pepton 3
Nisasta 10
Agar 15

3.3. Kullanilan Cozeltiler

3.3.1. Keratinaz Aktivitesi Uzerine Kimyasallarin Etkisini Saptayabilmek
Amaciyla Kullanilan Kimyasallar

Bu calismada DMSO, SDS, Triton X-100, EDTA, NaCl, CaCl, ZnCl, gibi
kimyasallarin keratinaz aktivitesi lizerine etkisine bakilmaistir.

3.3.2. Keratin Azure

Keratinaz aktivitesinin belirlenmesi amaci ile substrat olarak keratin azure
kullanilmistir.

Bu amagla keratin azure (% 0.4, 10mM Tris-HCI, pH 8.5, icerisinde ¢ozlilmiis
ve otoklav edilmistir) 0.8 ml, kiiltiir siipernatantindan 0.2 ml ilave edilerek 50°C’ de 1
saat sicak su banyosunda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda filtre edilen
karisitm  15000xg de 15 dakika santrifiij edilerek, siipernatant 595 nm’de
spektrofotometrede kore karst okunmustur. Pozitif degerdeki suslar keratinaz pozitif
olarak kabul edilmistir (Suntornsuk, 2003; Letourneau, 1998).

3.3.3. Kovaks Ayiraci

Indol testi i¢in kullanilir (Cetin, 1968).

Para-dimetil S5g
Aminobenzaldehit

Amil veya Butil 75ml
Alkol

%37’lik HCI 25ml
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3.4. Metod
3.4.1. Topraktan Bacillus sp. Suslarinin izolasyonu

Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma Uygulama
Ciftligi’nden toprak ornekleri alinmis ve bu orneklerden Igr. tartilarak 4,5 ml steril
distile su ile siispansiyon haline getirilmistir. Izole etmek istedigimiz Bacillus sp. sporlu
bir bakteri oldugundan elde edilen siispansiyon 70°C’ de 10 dakika veya 60°C’ de 30
dakika inkiibe edilmistir (Lennete ve ark., 1985).

Saf halde Bacillus kolonileri elde etmek amaciyla seri sulandirma yapilarak, jeloz
besiyerine yayma seklinde ekim yapilmis ve 37°C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri iizerinde gelisen farkli morfolojik gériiniime sahip
koloniler secilerek keratinaz aktivitelerinin arastirilmasi amaci1 ile +4°C’ de
saklanmistir.

Elde edilen izolatlarin Bacillus kolonileri oldugunun belirlenmesi amaciyla gram
ve endospor boyama uygulanmistir.

3.4.2. Bakteri Karakterizasyonu ve Tammmlanmasinda Kullanilan Testler
3.4.2.1. Urenin Hidrolizi

Egik kati seklinde hazirlanmig iire agara bakteriler ylizeye Oze ile yayma
metoduyla ekilip, 37°C* de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda pembe
renk olusumu, amonyak iiretimini, dolayisiyla iireaz enziminin varligin1 gostermistir (
Demirbag ve Demir., 2005).

3.4.2.2. Jelatinin Hidrolizi

Jelatinaz liretiminin tesbiti bakteri identifikasyonunda 6nemli bir testtir. Jelatin bir
hayvansal kollojen derivati olan bir proteindir. Jelatini hidrolize eden enzim jelatinaz
adin1 alir. Jelatinaz iiretimi bazi bakteriler i¢in viriilens faktorii olabilmektedir. Bu
amagcla jelatin ile hazirlanmis jeloz besiyerine batirma kiiltlir seklinde bakterinin saf
kiiltiiriinden ekim yapilmis 37°C° de 48 saat inkiibasyon yapilmustir. Inkiibasyonu
takiben besiyerleri 37°C’ de s1v1 halde oldugunda ve buzdolabina kondugunda besiyeri
katilasma gostermez ise bakteri jelatini hidrolize etmis demektir. Katilasma gozlenmis
ise haftada bir kontrol yapilarak 4 haftaya kadar bekletilir (Cetin, 1968).

3.4.2.3. Katalaz Testi
Egik kat1 besiyerinde iiretilmis (18-24 saatlik) saf kiiltiir lizerine %3’liik H,O,

cozeltisinden 1 ml ilave edilir, gaz ¢ikisi gézlenir. Gaz olusumu katalaz reaksiyonunun
pozitifligini ifade eder ( Bilgehan, 2002).
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3.4.2.4. Nisastanmin Hidrolizi

Bakteriler 37°C’ de ¢alkalanarak tiretildikten sonra M9 nisastali besiyerine tek
koloni olusturacak sekilde yayma seklinde ekim yapilarak 72 saat iiretilmis, koloniler
petri kutusunun kapagina dokiilen iyot buharina tutularak boyanmistir. Zemin maviye
boyanirken a-amilaz enzimi lireten kolonilerin c¢evresinde boyamayan seffaf zonlar
meydana gelmistir ( Kiran, 2001).

3.4.2.5. Voges-Proskauer Testi

Karbonhidrat metabolizmasinin ara iiriinii olan asetil-metil-karbinoliin olusumu
temeline dayanan bir testtir. Bu madde KOH ve hava varliginda diasetile okside olur.
Diasetil ise —naftol ve peptonda bulunan bir amino asit olan arginin varliginda 2-4 saat
icerisinde karisima kirmizi bir renk verir. Cozelti ilave edildikten sonra sonuglarin
degerlendirilmesi 4 saat igerisinde gerceklestirilmelidir. Bakteri, 24 saatlik buyyon
kiiltiirinden bir 6zeyle alinarak daha onceden hazirlanmig Sml’ lik Clark-lups
besiyerine inokiile edilir. 37°C’ de 2-4 giin inkiibe edilir. Inkiibasyonu takiben 1ml
cozelti tlip igerisine ilave edilir. Renk degisimi gozlenir. Kirmizi renk bu testin pozitif
oldugunu gosterir (Mac Faddin, 2000).

3.4.2.6. Yiizey Zar Olusumu

Bakterinin saf kiiltiirlinden alinan bir 6ze 6rmmek LB (Loura Broth) besiyerine
ekilir. 37°C’de 24 saat etiivde inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda bakteriler, yiizey zar
olusturarak tireme gosterip gostermediklerine gore degerlendirilir (Cetin, 1968).

3.4.2.7. indol Testi

Bu test mikroorganizmalarin bir aminoasit olan triptofan1 ayristirarak indol
meydana getirme yetenegini belirlemek amaciyla yapilir. I¢inde triptofan bulunan sivi
besiyeri 6ml seklinde tiiplere hazirlanir. 37°C’de 24 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon
sonras tliplerin lizerine kovaks ayiracindan 0.3ml ilave edilip iyice karistirilir. Tiiplerin
iist kisminda birka¢ dakika i¢cinde kirmizi bir halkanin olusmasi pozitif, sar1 halkanin
olusmasi negatif olarak degerlendirilir ( Seeley ve Vandermark., 1981).

3.4.2.8. Kazeinin Hidrolizi

Bakterilerin salgiladigi bu enzimi tespit etmek amaciyla besiyerine inokiile edilen
bakteriler 37°C’ de 1-2 giin inkiibe edilmis ve inkiibasyon siiresinin sonunda bakteri
tiremesinin etrafinda seffaf zonlar goriilmesi kazeinin pozitif oldugunun gdostergesidir
(Giicin ve Diilger., 1995).

3.4.2.9. Simons-Sitrat Testi

Buyyon besiyerine karbon kaynagi olarak yalniz = sodyum  sitrat
(Na3zC¢HsO7x2H,0) konursa bazi bakteriler bu maddeyi kullanirlar ve besiyerinde
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tirerler. Kullanamayan bakterilerde iireme gozlenmez. Simons-Sitratli besiyerinin
ylizeyine bakterinin taze kiiltiiriinden yayma metoduyla ekim yapilmistir. 37°C’ de 3
giin bekletilir. Bakteriler sitrati karbon kaynagi olarak kullanirsa indikatdér mavi renk
alir. Mavi rengin olusumu pozitif sonucu gosterir (Cetin, 1968).

3.4.2.10. B-Hemoliz Testi

Bazi bakteriler insan yada hayvanlarin eritrositlerini lizi eden hemolizinler
salgilarlar. Eger hemoglobini biitiinliyle pargalayan enzim salgilanmissa bu tip hemoliz
B-hemolizdir. Bakterinin taze kiiltiiriinden alinan 6rnek kanli agar iizerine ¢izgi seklinde
ekilmis ve 24 saat 37°C’ de inkiibe edilmistir. Ureme ¢izgisi etrafinda olusan seffaf zon
B-hemoliz olusumunun gostergesidir (Cetin, 1968).

3.4.2.11. Lesitin Hidroliz Testi

Lesitinler fosfolipit olarak smiflandirilirlar. Yag asiti fosforik asit, gliserol ve
kolin igceren bilesiklerin bir grubudur. Lesitin yumurta sarisinin normal bir bilesenidir.
Lesitinaz yumurta sarisinin bileseni lipoproteine etki ederler. Lesitinin hidrolizi kolin ve
fosforu serbest birakir ve ¢Ozlinmez yag preparasyonu opaklasmaya neden olur.
Kolonileri ¢evreleyen opak zon lesitinin hidrolizini gdsterir. Yumurta sarisi-tuzlu su
karisimi, belli bakteriyel toksinler veya lesitinaz ile karistirildiginda, opaklasir ve
flokiilasyon gozlenir (Mac Faddin, 2000).

3.4.2.12. Glikozdan Gaz Olusumu

%] oraninda glikoz ihtiva eden buyyona bakteri ekilmis ve 24-48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonucunda durham tiipii i¢erisinde olusan hava boslugu, sonucun
pozitif oldugunu gostermistir (Mac Faddin, 2000).

3.4.2.13. Mannitolden Gaz Olusumu

%1 oraninda mannitol ihtive eden buyyona bakteri ekilmis ve 24-48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonucunda durham tiipii i¢erisinde olusan hava boslugu, sonucun
pozitif oldugunu gostermistir (Mac Faddin, 2000).

3.4.2.14. Hareket Testi

Bakterilerin besiyerindeki hareketlerini saptamak amaciyla, yumusak tabakali
jeloz (%0.5 agar ihtiva eden) kullanilmistir. Bakterinin saf kiiltiiriinden alinan 6rnek,
igne Oze ile batirma kiiltiir seklinde ekilmis, 24 saat inkiibe edilmistir. Ekim ¢izgisi
boyunca iiremenin goriilmesi hareketsizligi, ekim c¢izgisinden besiyerinin ig¢ine dogru
yayilarak ireme davranisi, bakterinin hareketli oldugunun kanitidir (Cetin, 1968).

3.4.3. Kat1 Besiyerinde Proteaz Aktivitesinin Belirlenmesi
Bacillus sp. olarak tanimlanmis 54 adet sus icin proteaz aktivitesi pozitif olarak

tespit edilmistir. Bu amagla % 0.8 oraninda skimmilk bulunan jeléz besiyerine,
bakterilerin stok kiiltiirlerinden nokta metoduyla ekim yapilarak 37°C’ de 1 gece
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inkiibasyona birakilmislardir. Inkiibasyonu takiben iireme alanlarinin ¢evresinde seffaf
zon olusturanlar, proteaz pozitif sus olarak belirlenmis, keratinaz aktivitesi acisindan
degerlendirilmek amaciyla stok kiiltiir seklinde +4°C’ de saklanmiglardir (Kim ve ark.,
2001).

3.4.4. Keratin Kaynaginin Elde Edilisi

Keratin kaynagi olarak tavuk tiiyli kullanilmistir. Bu tiiyler; dnce ¢cesme suyuyla
daha sonra saf su ile yikanip temizlenerek, kesilip kurutulmustur. Déviilecek konuma
kesilerek getirilmis tiiyler, petri kaplarmma yerlestirilmistir. 37°C’° de etiivde
kurutulmustur. Daha sonra havan ile doviilerek ve kesilerek toz haline getirilmistir. Bu
On islemden sonra besiyeri hazirlanarak ¢alisilmaya baglanmistir (Kim ve ark., 2001).

Besiyeri bu kimyasallar kullanilarak hazirlanmigtir. Steril etmeden 6nce pH 7,5’e
ayarlanmig ve otoklavda 120°C’ de 15 dk. steril edilmistir. Besiyeri soguduktan sonra
bakteri kiiltiirii eklenmistir. Ug giin i{ireme igin 80-100 rpm’de ki calkalanmali
inkiibator’e konulmustur. Ug giinlilk siire sonunda iireme olup olmadigi kontrol
edilmistir. Ureme oldugunda besiyeri filtre kagidindan siiziilmiistiir. Siiziintii
(stipernatant) 6000 rpm’de (Micro 22R) 20 dakika santriflij edilmistir. Daha sonra su
basamaklar takip edilmistir.

Oncelikli olarak 0.0064 g Keratin Azur tartilarak tiiplere konulmus ve {izerine pH
8.5 olarak ayarlanmig Tris-HCl tamponundan 1.6 ml eklenerek otoklavda steril
edilmistir.

Sterilizasyondan sonra 0.4 ml iists1v1 tiiplere eklenerek oda sicakliginda 30 dakika
bekletilmistir bu siire sonunda 50°C ‘de 1 saat sicak su banyosunda beklettikten sonra
595nm dalga boyunda kore karsi okunmustur (Gessesse ve ark., 2003; Letourneau ve
ark., 1998).

3.4.5. Keratinaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Keratinaz iiretme yetenegi olan bakteriler tiiylii minimal besi ortamina inokiile
edilerek 3 giin siire ile orbital sharkerda 80-100 rpm’de ¢alkalanarak {iretilmistir.
Uremeyi takiben kiiltiir filtre kagidindan siiziilerek bakteriler uzaklastirilmis ve temiz
stizlintii 6000 rpm devirde (Micro 22R) 20 dakika + 4 °C’ de santrifiij edilmistir.
Siipernatant temiz steril sigselere alinarak enzim karakterizasyonu deneyleri i¢in +4°C’de
saklanmistir (Kim ve ark., 2001; Bressollier ve ark., 1999; Riffel ve ark., 2003).

3.4.6. Keratinolitik Aktivitenin Belirlenmesi
10mM Tris-HCI (pH: 8.5) tamponu igerisinde hazirlanmis keratin azure [ %0.4

(37270 ] PSR 1.6 ml
Kiiltiirsiipernatanti...0.4 ml
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Hazirlanan reaksiyon karisimi 50° C’ de 1 saat inkiibasyon siiresinden sonra 6.000
rpm’de (Micro 22R) 20 dakika santrifiij edilmis, filtre kagidindan siiziildiikten sonra
595 nm’de spektrofotometrede kiiltlir siipernatanti icermeyen reaksiyon karigtmindan
hazirlanmis kore karst okunmustur (Gessesse ve ark., 2003; Letourneau ve ark., 1998).
Spektrofotometre sonuglari dikkate alindiginda en yiiksek sonucu veren sus se¢ilmistir.

3.4.7. Keratinaz Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisi

Keratinaz aktivitesi lizerine sicaklifin belirlenmesi amaci ile enzim preparati
20-80°C sicaklik araliklarinda 30 dakika inkiibe edilmis aktivite spektrofotometrede
okunarak sonuglar grafiksel olarak gosterilmistir (Letourneau, 1998; Bockle, 1995).

3.4.8. Keratinaz Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Keratinaz aktivitesi iizerine pH’nin etkisi 5-12 pH araliginda farkli tamponlar
kullanilarak belirlenmistir (Letourneau, 1998).

50 mM Citrik asit/Na,HPO4 (pH 5.0-7.0)
50 mM Tris.HCI (pH 7.5-9.0)
50 mM NaHCO;/NaOH (pH 9.5-12.0)

3.4.9. Sicaklik Stabilitesi

Sivi haldeki enzim 30 dakika siireyle, 20-80°C’ lerde farkl sicakliklarda inkiibe
edildikten sonra, 60°C’ de keratin azure ile 1 saat inkiibe edilerek spektrofotometrede
okunmus ve sonuglar grafiksel olarak gosterilmistir (Letourneau, 1998; Bockle, 1995).

3.4.10. Keratinaz Aktivitesi Uzerine Baz1 Kimyasallarin Etkisi

Kiiltiir stipernatant sivisi 15 dakika, farkl kimyasallarla oda sicakliginda inkiibe
edilerek, keratin azure ilavesi yapilmistir. Enzim aktivitesi i¢in gerekli asamalar
tamamlandiktan sonra spektrofotometrede sonucglar degerlendirilmistir (Letourneau,

1998; Bressollier, 1999).

Bu kimyasallarin konsantrasyonlar: asagidaki gibidir;

5 mg/ml EDTA

0.1 (w/vol) SDS

1M NaCl

1M CaCl,

1M ZnCl,

% la Tween80

% 4a Triton X-100
%1 (vol/vol) DMSO

%1 (W/v) Glikoz
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Proteaz aktivitesi gdsteren 54 sus, keratinaz aktivitesi i¢in temel tliylii besiyerinde
3 giin stire ile tiretildikten sonra, kiiltiir slipernatant keratin azure ile muamele edilip,
keratinaz varlig1 ve aktivite diizeyi spektrofotometrik olarak saptanmistir. Test edilen,
proteaz pozitif 54 sustan, 4 susun keratinaz iirettigi saptanmistir. Keratinaz pozitif
olarak secilen 4 susa gram ve endospor boyama yapilmis ve boyama sonucunda suslar
Bacillus olarak tanimlanmistir. Bu suslardan en yiiksek keratinaz aktivitesi gésteren sus
UK69 seklinde isimlendirilmis ve tamimlanmasi ig¢in gerekli testler, indikatorler
calisilmigtir (Holt, 1993; Mac Faddin, 2000).

Bacillus UK69 olarak susun tanimlanmasinda elde edilen veriler Cizelge 1’de
gosterilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bakterilerin izolasyonu ve identifikasyonu

Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Ciftligi’nden alman toprak Orneginden, jeléz besiyerindeki {ireme
davraniglar dikkate alinarak Bacillus oldugu belirlenen 54 adet sus secilerek egik kati
jeloze ekilip stok kiiltiirii alinmistir. Her bir sus skim milk (%10) agar besiyerine nokta
seklinde ekilerek, 37°C’ de, 24 saat siireyle inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonunda
koloni etrafinda seffaf hidroliz zonu olanlar proteaz pozitif olarak belirlenmistir.

Cizelge 2. UK69 Nolu Bacillus Susunun Identifikasyonunda Kullanilan Biyokimyasal
Testler (Mac Faddin, 2000).

. Bacillus licheniformis
Idenditifikasyonunda kullanilan
biokimyasal testler

Uygulanan Biokimyasal
Testler

Test  organizma
Bacillus susu

Gram Boyama

Katalaz

Nitratin indirgenmesi

+| +| +| +
+| +| +| +

Spor olusumu
e Elipsoidal
e Sperik

Beta hemoliz + +

Kapsiil - -

Hareket + +

Karbonhidratlar - -
e Glikoz - R
e Mannitol

Jelatinin hidrolizi +-

Ureaz D

Lesitinaz -n

Nisastanin hidrolizi

Voges- Proskauer

Yiizey zarn

|+ +| +] +

T
T
Simons sitrat +
T
T

Dipte ¢okelti

Indol olusumu

+:pozitif, -: negatif, D: Degisken, -n: zayif veya ge¢ pozitif
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4.2. Optimum pH

Keratinaz aktivitesi tizerine pH’nin etkisi farkli pH’larda 3 farkli tampon
sistemi kullanilarak belirlenmistir. Enzim alkali pH’da aktivite gostermistir, enzimin
optimum pH degeri 10.5 olarak bulunmustur (Sekil 1). Suntornsuk ve Suntornsuk
(2003) yapmis olduklar1 c¢alismada bakterilerin tiredigi, tiiylerin pargalandigi ve
keratinaz {retiminin gerceklestigi optimum pH’y1 Bacillus tiirleri i¢in 9 olarak,
Korkmaz ve ark., (2004) ise Bacillus lithoniformis HK-1 i¢in optimum pH’y1 11 olarak
bildirmislerdir. Yine aym sekilde , Kim ve ark., (2001) yilinda Bacillus subtilis’ in
optimum enzim aktivitesinin pH 5-9 arasinda goriildiigiinti, Huang ve ark.,(2003) ise
Bacillus pumilis igin keratinolitik aktivite acisindan alkali serin proteazda optimum
pH’nin 10 oldugunu ifade etmislerdir. Tatineni ve ark., (2007) Streptomyces sp’de
alkali keratinazin optimum aktivite gosterdigi pH’y1 11 olarak bulduklarini ifade
etmislerdir. Daha Once yapilan calismalardan elde edilen veriler bu c¢alismamizin
sonuclarini desteklemektedir.

320 -
280 -
240 -
200 -
160
120

80

40 4 H
0
)

Relative activity (%)

Ll H

o A @ o

pH value

Sekil 1: Keratinaz Aktivitesi Uzerine pH nin Etkisi

4.3. Optimum Sicakhk

Keratinaz enzimi 20-80°C’ de aktif olup, optimum sicaklik 60°C olarak
saptanmustir (Sekil 2). Daha once Korkmaz ve ark., (2004) yilinda yapmis olduklar
calismada Bacillus licheniformis HK-1’de optimum aktivitenin 60°C’ de oldugunu
belirtmislerdir. Benzer sekilde Lin ve ark., (1992) Bacillus lichoniformis PW-1 susu ile
yapmis olduklar1 ¢alismada optimum enzim sentezleme sicakliginin 50°C oldugunu
bildirmislerdir. Allpress ve ark., (2002) keratinolitik aktivite i¢cin optimum sicakligi
50°C olarak, Farag ve Hassan., (2004) Aspergillus oryzae i¢in maksimum aktivitenin
goriildiigli  sicaklign  60°C olarak, Muhsin ve Aubaid., (2001) Trichopyton
mentagrophytes i¢in en yliksek keratinaz aktivitesinin gozlendigi sicakligi 50°C olarak
bulduklarini belirtmislerdir.

Yapilan ¢alismada elde edilen veriler ile daha dnce yapilan ve literatiirde gecen
sonuglar arasinda bir uyum goézlenmektedir.
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Sekil 2: Keratinaz Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisi.
4.4.S1caklik Stabilitesi

Enzimin sicaklik stabilitesi, farkli sicakliklarda (20-80°C) 30 dk siire ile
bekletilmesi ile saptanmistir. Enzimin 60°C’ nin iizerinde aktif oldugu; 80°C’ de bile
yaklasik % 57 oraninda aktif kaldig1 gozlenmistir (Sekil 3). Korkmaz ve ark., (2004)
yapmis olduklar1 ¢alismada Bacillus licheniformis HK-1’de enzimin sicaklik
stabilitesinin 60°C oldugunu belirtmislerdir. Yine aym sekilde, Tapia ve Contiero.,
(2008) Streptomyces ile yapmis olduklar1 calismada keratinaz enziminin sicaklik
stabilitesinin 40-60°C oldugunu bildirmislerdir.

100 -
90 -
80 -
70 - —
60 -
50 -
40 -
30 4
20 -
10 - |—|
0 .

20 30 40 50 60 70 80

Relative activity (%)

Temperature (°C)

Sekil 3: Keratinazin Sicaklik Stabilitesi
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4.5. Enzim Aktivitesi Uzerine Cesitli Kimyasallarin Etkileri

Enzim preparasyonu ¢esitli kimyasallar ile oda sicakliginda inkiibe edildikten
sonra, aktivitedeki artma ve azalmalar spektrofotometrik olarak Olgiilmiistiir. Bazi
kimyasallar, metal iyonlar1 ve glukozun keratinaz aktivitesi iizerine etkileri ¢izelge
3°de gosterilmistir. Inhibitorler, metal iyonlari, tuzlar ve glukoz, enzime farkli
sekillerde etki etmislerdir. Cizelgede verilen bu sonuglar dikkate alindiginda, Tween 80
ve TritonX- 100’ {in bakterilerde enzim {iretimini baski altina aldig1 goriilmektedir.
Bununla birlikte Tween 80, TritonX-100, glukoz besiyerinde iken, keratinaz iiretimini
inhibe ederler (Suntornsuk, 2003). TritonX- 100 (% 91), tween 80 (% 30) ve glukozun
(%61) varliginda tiiylerin parcalanmasi baski altina alinarak keratinaz iiretimi inhibe
edilmistir. Suntornsuk ve Suntornsuk., (2003) Bacillus sp. FK 46 da yapmis olduklar
calismada benzer sonuglar elde etmislerdir. Tapia ve Contiero., (2008) Streptomyces’
lerde yaptiklar1 calismada ayni etkiyi gézlemlemislerdir.

Enzim NaCl (%87), ZnCl, (%58), CaCl, (%76) gibi metal iyonlarinin
varliginda kismen inhibe olmustur. Tapia ve Contiero., (2008) Streptomyces’ de
yapmis olduklar1 ¢alismada, enzimin NaCl, ZnCl, ve CaCl, iyonlarinin varliginda
kismen inhibe oldugunu, Korkmaz ve ark., (2003) CaCl, ve ZnCl, varliginda,
Streptomyces strain BA7 susunda keratinaz aktivitesinin azalma gosterdigini
bildirmislerdir.

EDTA (%98) ve DMSO (%92) varliginda cok onemli bir degisiklik
gbézlemlenmemistir. Doddapanemi ve ark, (2007). Tapia ve Contiero., (2008)
caligmalarinda benzer etkiyi gozlemlemislerdir. Allpress ve ark., (2002) Lysobacter
NCIMB 9497’ de yapmis olduklar1 ¢calismada EDTA varliginda enzim aktivitesinde
azalma goézlemlemislerdir. Farag ve Hassan., (2004) EDTA’ l1 ortamda Aspergillus
oryzae’ den elde edilen keratinaz enziminde azalma saptamislardir.

SDS (% 70) varliginda enzim iiretiminde bir azalma gozlenmistir. Korkmaz ve
ark., (2003) Streptomyces strain BA7 de yapmis olduklar1 ¢alismada SDS varliginda
enzim tretiminde diisiis oldugunu ifade etmislerdir. Yine benzer sekilde Mitsuiki ve
ark., (2004) enzim iiretimi iizerine SDS nin azaltict yonde etki ettigini bildirmislerdir.
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Cizelge 3. Cesitli Kimyasallarin Keratinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Substrat Konsantrasyon (%) Relative Aktivite (%)
Kontrol - 100
SDS 0,1 70
Tween 80 1 30
DMSO 1 92
Triton X — 100 4 91
EDTA 5 mm 98
NaCl 1M 87
ZnCI2 1M 58
CaCl2 1M 76
Glikoz 1 61
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SONUC VE ONERILER

Bu calismada Bacillus UK69 susundan izole edilen keratinaz enzimi kismi
olarak saflagtirllmig ve karakterizasyonu amaci ile ¢esitli parametreler test edilmistir.
Yapilan testlerin sonuglarina gore elde edilen enzimin ekstraselliiler alkalin termostabil
keratinaz oldugu, en yiiksek enzim iiretiminin 60°C’ de ve besiyeri pH’ sinin 10.5
oldugu ortamlarda gergeklestigi gézlemlenmistir. Elde edilen enzimin yiliksek seviyede
keratinolitik aktivite gostermesi, tiiylerin etkin bir sekilde par¢alanmasindan dolay1
keratinin hidrolizi gereken uygulamalarda kullanilabilecek bir enzim olabilecegi
anlamma gelmektedir. Enzimin genis bir pH (5-12) ve sicaklik (20-80°C) araliginda
aktif olup, optimum aktivitenin pH 10.5, 60°C sicaklikta olmasi, yiiksek sicaklikta da
(60°C) stabil bulunmasi farkli endiistriyel alanlarda kullanilabilecegini gostermektedir.

Biyoteknoloji, cok ¢esitli alanlarda gelisme gdsteren ve giliniimiizde molekiiler
biyolojik yontemlerin de yaygin sekilde kullanimiyla birlikte, giderek molekiiler
biyoteknoloji seklinde transformasyon geciren, ¢ok yeni ve gelece§e damgasin
vuracak bir alandir. Ticari alanda kullanilan {irtinlerin iiretilmesi ile ilgili ¢caligmalarin
giderek hiz kazanmas1 sonucu, 6nemi her gegen giin daha da artmaktadir. Diinyada,
1980-1983 yillar1 arasinda sadece 300 kiiclik biyoteknoloji sirketi calisma yaparken, bu
say1 1985 yilinda sadece Amerika Birlesik Devletleri’ nde (A.B.D.) 400 diizeyine
ulagsmistir. Giinlimiizde A.B.D.” nde 900, biitiin diinyada ise yaklasik 1200
biyoteknoloji sirketi ¢alismalarimi gesitli alanlarda siirdiirmektedirler. Ornegin sadece
farmasotik alaninda 2000°li yillarda kullanilan biyoteknolojik iiriinlerin toplam
degerinin yaklagitk 60 milyar dolar/yil diizeyinde oldugu tahmin edilmektedir.
Biyoteknoloji kaynakli calismalar A.B.D.” nde odaklanmis olmakla birlikte,
giiniimiizde Japonya ve Kanada, biyoteknolojiyi (6zellikle molekiiler biyoteknolojiyi)
stratejik alan katagorisinde degerlendirerek, ©zel sirketlerin yanisira, hiikiimetler
diizeyinde destekleme ve gelistirme karar1 almiglardir.

Enzim teknolojisinin giderek geligsmesi, tirtinlerin kullanim alanlarinin g¢esitliligi
ve ekonomik degerinin ¢ok yliksek olmasi nedeniyle, biyoteknolojinin endiistriyel
enzimlerle ilgili alaninda yapilan ¢esitli arastirmalar, daha da 6nem kazanmaktadir.
Ozellikle birkag iilke disinda diger iilkelerin bu konuda tamamen disa bagimli olmalari
dikkate alindiginda, bu konu daha da 6nemli duruma gelmektedir.

Pek ¢ok cesitteki enzim; gida, temizlik, tekstil, tip, kozmetik, deri gibi endiistri
kuruluglarinda genis bir kullanim alanina sahiptir. Teknolojideki gelismelere bagl
olarak kullanim alanlar1 yayginlasarak daha da 6nem arz eder hale gelmektedir. Bu
enzimlerin elde edilmesinde ise mikroorganizmalarin 6nemi her gecen giin daha fazla
artmaktadir.

Onemi her gegen giin artan enzimler arasinda keratinazlar da yer almaktadir.
Keratinazlar diger enzimler gibi pek ¢ok uygulama alaninda kullanilabilmektedir. En
onemli kullanim alanlarindan biri de, atik materyal olarak bilinen tily, sag, tirnak gibi
materyallerin geri doniisiimiinii saglamak; hem de cevreyi bu atik materyallerden
korumaktir. Keratinler yem sanayinde kullanilabilirler. Hayvanlarin beslenmesinde
onemli bir yer tutmaktadirlar.
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Yapilan bu ¢alismada Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Arastirma Uygulama Ciftligi’nden izolasyonu yapilan Bacillus UK69’ dan
elde edilen keratinaz enzimi, dogada bol miktarda bulunan Bacillus suslarindan kolay
bir sekilde elde edilebilmesi, elde edilmesi sirasinda c¢evreye herhangi bir kirletici
birakilmamas1  (¢cevre kirliligine sebep olan bazi materyallerin ortamdan
uzaklagtirilmasi), yiliksek sicaklik ve pH da aktivitesini koruyabilmesi, g¢esitli
kimyasallar ve metal iyonlarinin varli§inda enzim iiretiminin fazla etkilenmemesi gibi
Ozellikleri dikkate alindiginda bir c¢ok biyoteknolojik proseslerde kullanilabilir
ozelliktedir.

Williams ve Shih (1989), Bacillus licheniformis suslarini, tavuk tiiylerinin karigik
oldugu tavuk ciftligi atiklarindan izole etmisler ve proteolitik, keratinolitik aktivite
gosterdiklerini , Bacillus pumilis ve Bacillus cereus tarafindan keratinolitik proteazin
tiretiminin tlylerle tesvik edilebilecegini bildirmislerdir. Kim ve ark., (2001) Bacillus
subtilis, Bacillus pumilis ve Bacillus cereus bakterilerini kiimes hayvanlari atiklarindan
izole etmisler ve bu suslarin tiiyleri basarili bir sekilde pargaladiklarini bildirmislerdir.

Proteolitik enzimler ve karbohidratazlarin 6nemli bir kaynagini olusturan Bacillus
sp. suslaridir. Ornegin keratinaz enzimi Bacillus sp. grubunda olduk¢a yaygin bir
sekilde bulunur ve ozellikle endiistri ve g¢evre problemlerinin ¢dziimlenmesinde rol
oynar. Kiimes hayvanlarinin tiily ve diger atiklarinin; giibre, dogal gaz ve hayvan
yemine donistiirilmesi ile o6l kus ve atik tiiylerin degerlendirilmesinin
gerceklestirildigi  prosesler hem ¢evreyi korumakta, hemde ekonomik kazang
saglamaktadir. Ayrica deterjan endiistrisinde, protein bazli lekelerin kumastan
cikarilmasi icin proteinleri parcalama yeteneginde olan enzim ilavesi yapilmaktadir.
Bundan dolayr suda ¢oziinmeyen keratini, par¢alama aktiviteli enzimler, etkili katki
maddesini olustururlar (Burrt ve ark., 1999).

Kiimes hayvanlar tiiyii ve diger keratinler, ¢iftlik hayvanlar1 yeminin yadsinmaz
protein kaynagidir. Keratin parcalayan mikroorganizmalarin dogal varligi; besin
maddelerini daha dengeli ve geleneksel hidrotermal prosesle elde edilenden daha iyi
sindirebilen {iriin liretme kapasitesine sahip uygun bir mikrobiyal enzim teknolojisi
sunar. Ayrica mikrobiyal enzim teknolojisi, diisiik enerji tiiketen ve ¢evreyle barigik bir
teknolojidir.

Giliniimiizde mikrobiyal enzim iiretimi ve satis1 bazi iilkeler i¢in ticari kaynak
olarak onem arz etmektedir. Ozellikle fermentasyon endiistrisi, medikal ve analitik
uygulamalar i¢in bir¢ok iilke yurt disina milyonlarca dolar aktarmaktadir. Bu ¢alismanin
sonuglar1 endiistriyel alanlarda yapilacak olan ¢aligmalara veri saglamak bakimindan ve
daha sonra yapilacak olan benzer ¢alismalara kaynak olmasi nedeniyle 6nemlidir.
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