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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Bacillus licheniformis EY2 ile KOYUN YUNUNDEN HAZIRLANAN PROTEIN
HIiDROLIZATININ BiYOTEKNOLOJIK POTANSIYELININ
ARASTIRILMASI

Elanur TUYSUZ

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Gen Miihendisligi Bilim Dali

Dog. Dr. Hakan OZKAN

Bu tez ¢alismasinda; oncelikle yiin degrade edebilen, keratinaz enzim aktivitesine sahip
48 adet bakteri izolasyonu gerceklestirildi. Bu bakteriler arasinda en yiiksek keratinaz
aktivitesi gosteren ve maksimum seviyede yiin pargalama potansiyeline sahip olan EY2
kodlu izolat Bacillus licheniformis (Gen Bank No: MN809476) olarak tespit edildi.
Daha sonra bu izolat kullanilarak koyun yliiniinden protein hidrolizat1 hazirlamak icin
kiiltiir sartlarinin optimizasyonu gerceklestiridi. Yiin protein hidrolizati i¢in elde edilen
optimum pH, sicaklik ve inkiibasyon siiresi degerleri sirasiyla 7, 55°C ve 6 giin olarak
belirlendi. Hidrolizat eldesi igin KH2POs, M@SOs e NaCl’'nin optimum
konsantrasyonlarinin, sirasiyla; 1,5, 0.5, 2 g/l oldugu tespit edildi. Optimum kosullar
altinda iretilen hidrolizatin; antioksidan, antimikrobiyal ve antikanserojen ozellikleri
aragtirtldi. Deneyler sonucunda yiin hidrolizatinin antioksidan ve antimikrobiyal
etkisinin olmadig1 goriildii. Hidrolizatin antikanserojen 6zelliginin arastirilmasi igin
insan kolon kanser hiicreleri (HT-29, Caco-2), insan prostat kanser hiicreleri (DU-145)
ve insan akciger kanser hiicreleri (A-549) kullanildi. HT-29 hiicrelerinde; 1,00 mg/ml
ve 1,25 mg/ml, DU-145 hiicrelerinde; 2,5 mg/ml, A-549 hiicrelerinde ise 0,01 mg/ml
konsantrasyonlarinda verilen hidrolizatin, bahsedilen kanser hiicreleri {izerinde yiiksek
sitotoksik etki gosterdigi, Caco-2 hiicreleri iizerinde ise herhangi bir sitotoksik etki
gostermedigi  gozlemlendi. Calismada ayrica, hazirlanan peptonun cesitli test
mikroorganizmalari i¢in pepton kaynagi olarak kullanilabilme potansiyeli arastirildi. E.
coli (1,4 g/l) ve A. niger (8 g/1) igin maksimum hiicre konsantrasyonlarina yiin protein
hidrolizatli ortamda ulasilirken, S. cerevisiae i¢in maksimum hiicre konsantrasyonuna
(2,4 g/l) ticari tripton pepton ortaminda ulasildi. Sonug olarak, bu tez ¢aligmasinda lokal
olarak izole edilen Bacillus licheniformis EY2 bakterisi ile koyun yiinlerinden
biyoteknolojik 6nemi olan bir protein hidrolizatinin hazirlanabilecegi gosterilmistir.

2020, 71 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bacillus licheniformis EY2, koyun yiinii, protein hidrolizati,
pepton, antikanser



ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL OF PROTEIN
HYDROLYSATE PREPARED FROM SHEEP WOOL USING Bacillus
licheniformis EY?2.

Elanur TUYSUZ

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Department of Genetic Engineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hakan OZKAN

In this thesis study; 48 bacteria capable of degrading wool and having keratinase
enzyme activity were firstly isolated. Among these bacteria, the isolate EY?2 having the
highest keratinase activity and maximum wool degradation potential was identified as
Bacillus licheniformis (Gen Bank No: MN809476). The culture conditions were then
optimized to prepare protein hydrolyzate from sheep wool using this isolate. The
optimum pH, temperature and incubation time values for prepration of protein
hydrolyzate from sheep wool were determined as 7, 55, C and 6 days, respectively.
Optimum concentrations of KH2PO4, MgSO4 and NaCl were found to be 1.5, 0.5, 2 g/
I, respectively.

Antioxidant, antimicrobial and anticancer properties of the hydrolyzate produced under
optimum conditions were investigated. As a result of the experiments, it was found that
wool hydrolyzate had no antioxidant and antimicrobial effect. Human colon cancer cells
(HT-29, Caco-2), human prostate cancer cells (DU-145) and human lung cancer cells
(A-549) were used to investigate the anticancer properties of the hydrolysate. It was
observed that hydrolysate concentrations of 1,00 mg/ml and 1,5 mg/ml in HT-29 cells,
2,5 mg/ml in DU-145 cells and 0,01 mg/ml in A-549 cells were highly cytotoxic on
mentioned cancer cells and there was no effect on Caco-2 cells. The study also
investigated the potential of the hydrolysate as a peptone source for various test
microorganisms. The maximum biomass concentrations for E. coli (1.4 g / I) and A.
niger (8 g / 1) were reached in the wool protein hydrolysate medium, while the
maximum cell concentration (2.4 g / 1) for S. cerevisiae was in commercial tryptone
peptone medium. As a consequence, in this thesis study, it was shown that a protein
hydrolysate which have biotechnological importance can be prepared from sheep’s wool
by using locally isolated bacteria of Bacillus licheniformis EY2.

2020, 71 pages

Keywords: Bacillus licheniformis EY2, sheep wool, protein hydrolysate, peptone,
anticancer
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1. GIRIS

Proteinler, amino asit monomerlerinden olugsmus ve bilinen en karmasik yapil
polimerlerdir. Bir¢ok hiicrede kuru agirhigin %50'sinden fazlasini olusturlar ve
organizmalarda bir¢ok kritik rol oynarlar. Bilinen en temel katalitik 6zelliklerinin yani
sira organizmalarda gerceklesen; yapisal, destek, depolama, tasima, sinyal iletimi,
savunma gibi ¢ok cesitli metabolik olaylarda da gorev alirlar. Biiyiikk ¢ogunlugu 20
temel amino asitten olusan proteinlerin {i¢ boyutlu yapilar1 (konformasyon)
birbirlerinden farklidir. Amino ve karboksil grubu iceren monomerler olan amino asitler
genel olarak a-karbon atomuna bagli amino grubu (imino asit olarak adlandirilan
prolinde imino grubu bulunmaktadir), hidrojen atomu, karboksil grubu ve R ile ifade
edilen bir degisken (R=Radikal) grup olmak iizere 4 farkli grup icerir. Bu nedenle a-
karbonu bir kiral merkezdir. R grubu, amino asidin Ozelliklerine gore degiskenlik

gosterir (Demiralp et al. 2014).

Peptitler/proteinler, amino asit polimerleridir. iki amino asit molekiilii, degisken bir
amit bagi olan peptit bag: ile kovalent olarak baglanarak dipeptit olusturur. Birkag
amino asit birleserek, oligopeptitleri (dipeptit, tripeptit, tetrapeptit vs.) olustururken,
bircok amino asidin bir araya gelmesiyle de polipeptitler olusur. Bir peptidin en ucta
bulunan serbest a- amino kismi amino ucu (N-terminal ucu), diger ucta bulunan
karboksil grubu ise karboksil ucu (C-terminal ucu) olarak adlandirilir. Proteinler;
birincil (primer), ikincil (sekonder), tigtinciil (tersiyer) ve dordiinciil yapi (kuarterner)

olmak iizere dort yapisal diizeyde bulunur (Allison 2014; Demiralp et al. 2014).

Amino asitlerin peptit baglar1 aracilifiyla birbirlerine baglanarak olusturduklart diiz
polimer (polipeptit) zinciri, proteinin birincil yapisint olusturur ancak polipeptit
zincirinin biyolojik olarak aktif olabilmesi i¢in 6zgiil 3 boyutlu yapisini kazanmasi
gerekmektedir. Birincil yapi, proteinin 3 boyutlu yapisini belirler. Birincil yapidaki
amino asit degisiklikleri proteinin ii¢ boyutlu konformasyonunu ve fonksiyonunu
etkileyebilir. Proteinin ikincil yapisinda hidrojen baglar1 ile kurulan kivrimlar,

katlanmalar bulunur. a-heliks ve pB-tabaka en yaygin olarak gozlenen ikincil yapilardir.



Ikincil yapr elemanlarinin daha ileri diizeyde katlanmalarryla iigiinciil yap: olusur ve
ticlinciil yap1 6zellikle R gruplart arasindaki etkilesimlerden kaynaklanir. Hidrofobik ve
Van der Waals etkilesimleri, {igiinciil yap1 ile {i¢ boyutlu yapinin olusumuna katilan
baslica etkilesimlerdir. Ugiinciil yapida bunlarm yanisira; iyonik baglar, tuz kopriileri ve
hidrojen baglar1 bulunur. Proteinin {i¢ boyutlu konformasyonu, sistein amino asitleri
arasinda olusan disiilfit kovalent baglariyla da desteklenir. Bazi proteinlerin islevsel
hale gelebilmeleri i¢in iki veya daha ¢ok polipeptit zincirinin alt birimlerinin bir araya
gelmesi gerekir. Bu noktada proteinin dordiinciil yapi1 diizeyi olusur. Bir proteinin
kuarterner (dordiincii) yapisi; primer, sekonder ve tersiyer yapiya sahip polipeptit
zincirlerinin daha biiyiilk yapili agregatlar halinde biraraya gelmesiyle olusur. Her
proteinin kuarterner yapisi olmayabilir (Alberts et al. 2002; Allison 2014; Demiralp et
al. 2014).

Aminoasitler

ikincil
Yapilar

Sekil 1.1. Proteinlerin {i¢ boyutlu yapis1 (Avissar et al. 2017)



1.1. Protein Hidrolizatlar1 ve Kullanim Alanlari

Proteinler; bir hiicrede meydana gelen olaylarin ¢ogunu katalizleyen, diizenleyen,
kontrol eden, esansiyel amino asit ve enerji kaynagi olarak kullanilan en onemli
makrobesinlerdendir. Makrobesin olmalarinin yanisira bazi proteinler, dizilerinde

sifrelenmis biyoaktif peptidlerin salinmasi ile ekstra faydalar saglayabilmektedirler.

Biyoaktif peptitler genel olarak; protein molekiilii sekansi iginde inaktif olan, ancak
enzimatik hidroliz, fermentasyon ve gastrointestinal sindirim yoluyla serbest
birakilabilen oligopeptitlerdir. Diisiik molekiiler agirlikli peptitler, insan viicudunun
cesitli fizyolojik fonksiyonlari i¢in proteinlerden daha biyoyararli olabilmektedirler ve
genellikle ana proteinden daha fazla biyoaktiftirler (Gousterova et al. 2005; Sarmadi
and Ismail 2010; Chalamaiah et al. 2018). Bu nedenle 6zellikle fenolik bilesikler,
biyoaktif peptitler gibi g¢esitli besin kaynaklarma sahip yeni fonksiyonel bilesenler
tizerine yapilan ¢alismalarin sayis1 6nemli 6l¢iide artmaya baslamistir (Callegaro et al.
2018; Kshetri et al. 2019). Protein hidrolizatlart; balik atiklari, soya, bezelye, istiridye,
midye, peynir alt1 suyu, tily Ve yiin gibi protein agisindan zengin kaynaklardan; enzim,
asit / alkali muamelesi ve fermantasyon yoluyla proteinlerin hidrolizi ile iiretilen,
aminoasitlerden ve/veya peptitlerden olusan maddeler olarak tanimlanmaktadir
(Sarmadi and Ismail 2010; Chalamaiah et al. 2018). Bu peptitler, gastrointestinal
sindirim, enzimatik iglem veya mikrobiyal fermantasyon sirasinda serbest birakildiktan
sonra; antioksidan, ACE inhibitorii ve antimikrobiyal etki gibi cesitli biyolojik
aktiviteler sergilerler (Sinkiewicz et al. 2018). Protein hidrolizatlarinin; tip (parkinson,
alzheimer, kanser, llser, diyabet, akut ve kronik karaciger hastaliklarinda, fenilketoniiri,
bagirsak sendromunda, atesli bagirsak hastaliginda, obezite, pankreasla ilgili
hastaliklarin ~ tedavisinde), farmakoloji, ziraat (hayvan yemi, bitki giibresi),
mikroorganizmalar i¢in pepton kaynagi, kozmetik ve gida endiistrisi (enerji
iceceklerinde, diyet {riinlerinde) basta olmak iizere genis uygulama alanlar

bulunmaktadir (Eremeev et al. 2009; Fakhfakh et al. 2011).



1.2. Protein Hidrolizatlarim1 Elde Etme Yontemleri

Protein hidrolizatlari,, kimyasal ve enzimatik yontemlerle iiretilmektedirler. Proteinlerin
kimyasal hidrolizi, asit veya baz ile peptit baglarinin kirilmasiyla gerceklestirilir.
Kimyasal yontemle iiretimde yiiksek sicaklik ve basing altinda asit ve alkali kosullar
kullanilir. Kimyasal hidroliz, kontrol edilmesi zor bir siirectir. Kuvvetli kimyasallar ve
coziciilerle, asirt sicakliklarda ve yiiksek pH'ta gerceklestirilmesi, hidrolizatta arzu
edilen fonksiyonel 6zelliklerin kaybolabilmesi, ¢evreye zararli ve bertaraf edilmesi ciddi
maliyetler gerektiren atiklarin olusmasi gibi problemler nedeniyle 6zellikle son yillarda
cok fazla tercih edilmemektedir (Barba et al. 2008). Bunun aksine; 5-8 aras1 pH, daha
diistik sicaklik- basing gereksinimi ve daha ¢evre dostu olmasi bakimindan, kimyasal
yontemle iiretimde karsilasilan dezavantajlarin biiyiik ¢ogunlugunu barindirmamast,
enzimatik yontemle hidrolizat iiretimini daha popiiler hale getirmistir (Fakhfakh et al.
2012). Protein hidrolizatlarinin hazirlanmasinda pargalayici 6zellige sahip olan alkalaz,
kimotripsin, papain, pepsin, plazmin, pankreatin, flavourenzim, nétraz, katapsin, alfa-
kimotripsin, pronaz, notraz, proteaz Ve tripsin gibi enzimler kullanilmaktadir (Fontoura
et al. 2014; Taskin et al. 2016). Bu saf enzimlerin, oldukg¢a pahali olmasi nedeniyle son
yillarda protein hidrolizatlarinin hazirlanmasinda enzim tiretme kapasitesine sahip olan
mikroorganizmalarin dogrudan kullanimina yonelim vardir. Mikroorganizmalar
tarafindan iretilen mikrobiyal enzimler; daha diisitk maliyetle, kisa siirede elde
edilebilmeleri, daha az is yikii gerektirmeleri, giivenli kullanimlari ve hidrolizat
verimlerinin ¢ok yiiksek olmalari agisindan avantajhidirlar (Patkowska-Sokota et al.
2009).

Literatlirde protein hidrolizatlarinin genellikle besin kaynaklarindan (soya, yumurta,
bezelye, istiridye, midye) elde edilebildigi bildirilmistir. Bolgesel artis ve azalig
egilimlerine iligkin yapilan son arastirmalarda, 2 bin yil 6nce 300 milyon olan diinya
niifusunun, bugiin yaklagik 7,71 milyara ulastig1 belirtilmistir. Uzmanlar, diinya
niifusunun 2075 yilina kadar 30 milyara yiikselecegini tahmin etmektedirler (Beyhan
2011). Giin gectikce artan diinya niifusu insanlar1 alternatif besin kaynaklari bulmaya ve

bunlardan yararlanmaya tesvik etmekte olup, bu yoniiyle mevcut besin kaynaklarinin



biyoteknolojik siire¢lerde kullanilmasi istenmeyen bir durumdur. Artan insan
poplilasyonu ve degisen beslenme aliskanliklar1 sadece besin kaynaklarini tiiketmekle
kalmamakta, ayn1 zamanda ¢evreye birakilan atik madde miktarininda artmasina sebep
olmaktadir (Chalamaiah et al. 2018; Tripathi et al. 2019). Cevresel atiklar bir¢ok tilkede
biiyiilk miktarlarda bulunmaktadir ve bu atiklarin dogada birikmesi, ciddi bir kirlilik
olusturmakla birlikte toplum saglhigini da oOnemli derecede tehdit etmektedir. Bu
nedenle, atiklarin uygun sekilde yok edilmeleri, ¢evre kirliliginden kaginmanin bir araci
olarak diistiniilmektedir. Diger taraftan bu atiklarin bazilari, yiiksek miktarda protein ve
cesitli karbon bilesikleri icermekle birlikte, bu 6zelliklerinin biyoteknolojik siirecler
sonucunda kullanilmasina veya geri donistiiriilmesine yonelik c¢ok az c¢alisma
yapilmistir.  Dolayisiyla bu yonde yapilacak caligmalar; atik maddelerin
degerlendirilebilmesi ve ise yarar hale doniistiiriilmesi acisindan oldukca faydali

olacaktir.

Son yillarda yapilmaya baglayan, atik iiriin kaynakli hidrolizat iiretimi ile ilgili
arastirmalar bu agidan dikkat cekmektedir. Ozellikle yiin, tiiy gibi atiklarin protein
hidrolizat1 eldesinde kullanilabileceginin ortaya ¢ikmasi ile bu yonde yapilan ¢aligmalar
onem kazanmaya baslamistir. Hayvansal atik iirlinlerin yiiksek miktarda keratin
icermeleri ve keratin bazli malzemelerin genis kullanim alanlarina sahip olmasi yapilan
ve yapilacak caligmalarin degerini daha da artirmaktadir. Keratin atiklar, biiyiik
hacimlere ve yiiksek kirletici 6zelliklere sahip olup, yiinli tekstil endiistrisinde ve
kanatli kesimhanelerinde istenmeyen yan lriinler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (De
Oliveira et al. 2016). Et ve deri isleme endistrileri, biiyiikk miktarlarda keratin atiklari
tiretmektedir, bu atiklarin geri kazamimlari ise oldukga diisiiktiir. Ozellikle mikrobiyal
yolla, atik iiriin kaynakli keratin hidrolizat1 iiretimi, kiimes hayvani1 kesimhaneleri gibi
yerlerde olusan atik yan iiriinlerin bertaraf edilmesi i¢in ciddi bir potansiyel olarak
ortaya ¢ikmaktadir (Sinkiewicz et al. 2018). Tekstil endiistrisinde kullanilmaya uygun
olmayan koyun yiinii en onemli keratin atiklarindan biridir (Mokrej$s et al. 2011).
Keratin igerikli atiklarin giderilmesi ise sadece potansiyel; parasal, ¢evresel, saglik
risklerini azaltmak (De Oliveira et al. 2016) i¢in degil, aym1 zamanda keratinlerin

mevcut; biyolojik aktivite, biyouyumluluk, biyobozunurluk, mekanik dayaniklilik,



hiicre yapigsmasini, ¢ogalmasini kolaylastirabilme gibi 6zelliklerinden faydalanabilmek
adina da oldukga onemlidir (Mokrej$ et al. 2011). Yapilan ¢alismalar, keratin igerikli
maddelerin; anjiyotensin I doniistiiren enzim inhibitorii, dipeptidil peptidaz IV
inhibitort, antimikrobiyal, antioksidan gibi Ozelliklere sahip, biyolojik aktiviteleri
yiiksek olan amino asit dizileri igerdigini gostermistir (Mokrejs et al. 2011; Sinkiewicz
et al. 2018). Bu ozellikler; biyomedikal (yara iyilesmesi, ila¢g dagitimi, doku
miithendisligi), kozmetik sanayii (sampuanlarda, sa¢ ve tirnaklar i¢in yapilan kremlerde),
gida endiistrisi ve tarimsal kullanimlar gibi ¢esitli uygulamalarda biyoaktif peptitler i¢in
sayisiz uygulama alani yaratmistir. Ancak keratin bakimindan zengin malzemelerin
endistriyel uygulamalari, sahip olduklari proteinlerin ¢apraz baglanmalarin ve siki
paketlenmis mikro-iplik¢iklerin ¢dziinme zorluklari nedeniyle heniiz istenilen seviyede

degildir (Matsui et al. 2009; Mokre;js et al. 2011; Sinkiewicz et al. 2018).

1.3. Keratinlerin Yapisi ve Olusumu

Keratinler, omurgalilarin belirli epitel hiicrelerinde iiretilen, ara filament proteinlerinin
sliper ailesine ait olan bir grup ¢6ziinmeyen proteinlerdir (Patrucco et al. 2019).
Keratinler; sag, kil, yiin, tiiy, penge ve boynuz gibi kisimlarda bolca bulunurlar
(Mokrejs et al. 2011; Patrucco et al. 2019). Dogal olarak biyo-uyumludurlar. Losin,
arginin, glutamik asit, aspartik asit, valin, glisin, serin vb. aminoasitlere sahiptirler (Lee
et al. 2002; Patrucco et al. 2019). Olduke¢a sert, elastik, esnek ve dayanikli olan
keratinlerin; su ge¢irmeme, atiklarin atilimi ve sicakligin diizenlenmesi, daha derin
dokular1 mekanik sok ve enfeksiyonlara karsi koruma gibi cesitli 6zellikleri vardir
(Sinkiewicz et al. 2018). Keratin bazli malzemeler, diger proteinlere kiyasla yiiksek
sistein igerigi ile karakterize edilir. Keratin i¢indeki toplam kiikiirt icerigi %2 ile %5
arasinda degismektedir. Yiiksek siilflirlii amino asit iceriginin neticesinde olusan,
disiilfit baglar1 nedeniyle keratinler suda, zayif asitlerde, alkalilerde ve ayrica organik
¢oziiciilerde ¢oziinmezler (Mokrej$ et al. 2011; Sinkiewicz et al. 2018). Alt birimleri,
sarmal yapiya sahip merkezi bir alandan ve 15-30 amino asit kalintisindan olusan
kiiresel N- ve C-terminal domainlerinden ve B-levha bolgelerinden olusur. Yiiksek

oranda korunmus merkezi domainler, tekrar eden dizilerde diizenlenmis 310-315 kalint1



icerir. Keratin alt birimleri, matriks icine gomiilii, ¢ift sarmalli bir stiper heliks,
mikrofibril ve makrofibril olusturan yiiksek dereceli bir yapiya baglanir ve ¢ok sayida
disiilfit baglar1 icerir. Bu nedenle; tripsin, pepsin Ve papain gibi yaygin proteolitik
enzimler tarafindan kolayca pargalanamazlar (Mokrej$ et al. 2011; Sinkiewicz et al.
2018). Keratinler, amino asitlerin bilesimindeki ve ikincil yapidaki varyasyonlar
nedeniyle heterojen yapida olan proteinlerdir. %10 - %14 arasinda sistein i¢eren; yiin,
sag, ciltte bulunan keratinler yumusak ve esnektir ancak %22'ye kadar yiiksek oranda
sistein igerikleri nedeniyle tliylerden, gagalardan, pengelerden ve boynuzlardan elde
edilen keratinler daha serttir (Sinkiewicz et al. 2018). Keratinlerdeki polipeptidler
zinciri a-, B- ve y-keratinler olarak adlandirilan {i¢ farkli konfigiirasyona sahiptir. a
keratinler yapisaldir, alfa heliks {iglinciil bir yapiya sahiptir ve ortalama 60-80 kDa
araliginda bir molar kiitleye sahiptir (Hill et al. 2010). Memelilerde killarin (lif
korteksi), tirnaklarm, toynaklarin, boynuzlarin, tiiylerin ve derinin epidermal
tabakasinin birincil bileseni olarak ortaya c¢ikar (Sinkiewicz et al. 2018). B-keratinler
oncelikle koruyucudur ve epidermin ¢ogunlugunu olusturur. Beta keratinleri ekstrakte
etmek zordur. B-Keratinler kuslarin ve siirlingenlerin pullarinda, pencelerinde,
gagalarinda, tiiylerinde ve kiitikiil killarinda bulunur. Glisin, alanin, serin ve prolin
kalintilar1 bakimindan zenginlerdir ancak sistein icermez, bu nedenle yapi1 sadece
hidrojen baglari ile stabilize edilir (Sinkiewicz et al. 2018). Gama-keratinler kiireseldir,
stlfiir icerigi yliksektir ve diger keratin tiplerine gore daha diisiik molekiiler agirligina

(yaklasik 15 kDa) sahiptir (Hill et al. 2010).
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Sekil 1.2.Y{in lifinin sematik gosterimi (Hill et al. 2010)

Kayda deger sert bir keratin 6rnegi olan temiz bir yiin lifi, yiiksek miktarda sistin ihtiva
eder ve yaklasik %82 oraninda keratinli protein igerir. Yaklasik %17'si, esas olarak
hiicre zar1 kompleksi i¢inde bulunan proteinlerdir. Geriye kalan %]1'lik kismi ise

lipitlerden ve polisakkaritlerden olusur (Lewis and Rippon 2013).

Yiin keratinlerinin molekiiler agirlik dagilimi, tipik alfa heliks sekonder yapil1,60.000-
45.000 Da arasinda iki protein fraksiyonu ve 28,000-11,000 Da arasinda diisiik
molekiiler agirlikli fraksiyonlar serisi gosterir (Zoccola et al. 2009).

Yiin ve kil keratinlerinin amino asitleri, tily ve boynuz keratinlerine kiyasla daha yiiksek

bir sistin i¢erigine sahipken; arginin icerigi ise hepsinde birbirine olduk¢a benzerdir.

Yiiksek kiikiirtlii proteinlerin amino asit kalintilarinin yarisindan fazlasini olusturan
sistein, prolin, serin ve treonin en ¢ok yiin i¢inde bulunur (Lewis and Rippon
2013).Yine yiin liflerinin hiicre yapilar1 arasindaki protein malzemesini karakterize eden
glisin ve tirozin miktari, yiin i¢cinde boynuz / toynaktan daha yiiksektir (Zoccola et al.
2009).



1.4. Keratinlerin Coziiniirliigii

Reaktif olmayan karakteri ve giiglii esnekligi nedeniyle keratin ancak biiyiik zorluklarla
islenebilir; bu nedenle kismen hidrolize edilmesi gerekir (Mokrej$ et al. 2011). Ham
keratin bazli malzemelerin islenme prosesi, keratin ¢oziinme Triinliniin kullanim
amacina bagli olup; bazi organik ¢oziiciilerde 1s1l islem, disiilfit baglarinin indirgenmesi
veya yikseltgenmesi, alkalin, asit veya enzimatik hidroliz, ¢esitli hidrotermal
yontemler, termo-kimyasal ve enzimatik islemlerin bir kombinasyonunu igerir

(Sinkiewicz et al. 2018).

1.5. Keratin izolatlarmin Uretimi

Dogal keratin izolatlarmin elde edilmesi; Keratinlerin, igerisinde bulunan proteinlerin
bozulmasina neden olmayacak ¢ozeltilerde ¢6ziinmemesi ve dolayisiyla bu ¢ozeltilerin
kullanilamamasi nedeniyle pratikte zor bir siirectir. Ekstraksiyon igin birincil zorluk,
keratinlerin peptit baglarin1 kirmadan ¢6ziilmesini saglamak icin disiilfit baglarinin
kirilmasidir. Aslinda, oziitleme islemleri, 6zellikle de yiiksek sisteini igeren yiin ve
saclar s6z konusu oldugunda, indirgeyici veya oksitleyici ajanlar ile yapilir (Patrucco et
al. 2019). Keratin igin 6rnegin N, N-dimetilformamid (DMF) veya dimetil siilfoksit
(DMSO) gibi organik ¢oziiciilerin kullanildig1 ¢6ziindiirme yontemleri gelistirilmistir.
DMSO ile ekstraksiyon igin, ¢oziinmiis proteinin aseton veya benzen ile ¢okeltilmesi
gerekir. Daha sonra ¢oziicli uzaklastirilarak protein eldesi gergeklestirilir. Bu prosediir
protein yapisinda herhangi bir degisiklige sebep olmaz ancak uzun bir 6ziitleme siiresi
ve ¢oziicli gert kazanimi ihtiyacindan kaynaklanan yliksek maliyet gerektirir. Disiilfit
baglarmin azaltilmas1 ve oksidasyonu 1ise keratin izolasyonu ic¢in yaygin
yontemlerdendir. Keratinin indirgenmesi; 2-merkaptoetanol, ditiyotreitol (DTT),
ditioeritritol, tiyoglikolik asit, glutatyon, hidrokiyanik asit tuzlari, bisiilfit ve proteini
¢oziindiirmek i¢in m-bisiilfitlerin kullanimini igerir. Koruyucu yap1 igerisinde bir¢cok
keratin sikisip kalabilir ve genellikle ire, tiyoiire, gecis metali hidroksitleri, yiizey aktif
cisimleri ve bunlarin kombinasyonlart gibi bir hidrojen-bag kirict madde, proteini

acmak veya denatiire etmek i¢in Oziitleyiciye dahil edilir. 0.1 ila 1.0 M arasindaki
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konsantrasyonlarda sulu tris (hidroksimetil) aminometan cozeltileri ve 0.1-10 M fiire
cozeltileri kullanilir. Keratin ¢ozeltisi, reaktifleri ¢ikarmak icin diyaliz edilir. Diyaliz
sirasinda, genis protein toplanmasi meydana gelebilir, ancak bu genellikle sodyum
dodesilsiilfat (SDS) eklenmesiyle 6nlenir. Indirgeme sonrasinda disiilfit baglari, sistein
tiyol (indirgenmis keratin) ve sistein-S-siilfonat (Bunte tuzu) tortulari vermek iizere

pargalanir.

Keratinler indirgeme ile ekstrakte edilirse, daha az polar, suda daha az ¢6ziinen, fakat
asidik ve alkali ¢ozeltilerde daha kararli olan, kerainler denilen iiriinler ortaya ¢ikar.
Keratin ¢ikarmak i¢in oksidasyon uygulandiginda; hidrojen peroksit, potasyum
permanganat, amonyum bakir hidroksit ve organik perasitler gibi giiglii oksidanlar
kullanilir. Disiilfit baglari, siilfonik asit gruplarina déniistiiriiliir ve “keratoz” olarak
adlandirilan sisteik asit tiirevleri olusturulur. Bu keratozlar suda ¢6ziiniir, nondisiilfiir

capraz baglanabilir ve in vivo olarak nispeten hizli bir sekilde bozulur (Hill et al. 2010).

1.5.1. Kimyasal hidroliz

Keratinli proteinlerden, protein hidrolizati hazirlamak i¢in kullanilan yontemlerden bir
tanesi, kimyasal (asidik veya alkalin) hidrolizdir. Asit hidrolizi genelikle H2SO4 ve HCI
kullanilarak gergeklestirilirken alkalin hidrolizde en ¢ok Ca(OH),, NaOH ve KOH
kullanilmaktadir. (Mokrejs et al. 2011; Taskin and Kurbanoglu 2011).

Kimyasal hidroliz sirasinda bazi amino asitler kaybolur. Keratinler, giiglii asitlerde veya
alkalilerde hidrolizle kolayca ¢oziinebilirler ancak 6zellikleri, dogal keratininkilerden
onemli Ol¢iide farkli olan amino asitler, peptitler, peptonlar ve proteozlar ortaya ¢ikar.
Keratinli malzemelerin alkali ile 1s1l kimyasal olarak islenmesi; asparagin, arginin,
serin, treonin ve glutamin gibi aminoasitlerin bozulmasina neden olur. Keratin yiiniiniin
70°C'nin tizerindeki sicakliklarda 9-11 arasinda bir pH araliginda,4-12 saat boyunca
asir1 alkali varliginda ¢ozlinmesi disiilfit gruplarinin sistein kalintilarina dontigmesine ve
ardindan sistein kalintilarinin tiyoeter gruplarina donlismesine neden olabilir. Ayrica,

keratinlerin giiglii alkali ¢ozeltilerde indirgeyici ajanlarla islenmesi, sistin ve hidroksi
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amino asit kalintilarim1 yok eden kosullar yaratir. Keratinler ayni zamanda metalik
stlfitlerin alkalin ¢ozeltilerinde ¢oziinebilirler. Bu reaktifler genellikle kozmetik tiiy

dokiiciilerinde ve tabaklama endiistrisindeki tiiylerin deriden ¢ikarilmasinda kullanilir.

Asidik hidroliz yiiksek diizeyde etkilidir, ancak bazi amino asitlerin, 6rnegin; Sserin,
treonin, tirosin, sistinin kaybi ve ayrica asparagin, glutamin ve triptofanin bagka
tirtinlere doniistiiriilmesi nedeniyle Onerilmez. Ayrica, valin ve izoldsin gibi amino
asitler arasindaki baglarin yavas yavas bozulmasina sebep olur. Keratin, uygun yiiksek
sicaklik kullanilarak hidroklorik asit, siilfiirik asit ve formik asit i¢inde ¢oziinebilir

(Sinkiewicz et al. 2018).

1.5.2. Enzimatik hidroliz

Keratin atiklarnin ¢oziindiiriilmesinde; zararli kimyasal yontemlere alternatif olan
enzimatik ve / veya mikrobiyolojik yontemler, daha ucuz ve daha ilimli kosullar altinda
gerceklestirilebilmektedir. Bu noktada devreye giren proteolitik enzimler, endiistride
biiyiik Olclide protein substratlarinin hidrolizini igeren biyoteknolojik uygulamalarda
kullanilmaktadir (Khardenavis et al. 2009). Proteazlar, kiiresel enzim pazarlarinin
onemli bir boliimiinii olusturur ve bu pazarin biiylik bir kismimi bakteriyel proteazlar
olusturur (Rao et al. 1998). Bakteriyel keratinazlar ise ¢6ziinmeyen keratin substratlar
ve genel olarak genis bir yelpazede protein substratlari tizerindeki etkisinden dolay1
onem kazanan, keratinlerin hidrolizini katalizleyen, 6zel bir proteaz enzim grubudur. Bu
enzimler ¢ozlinmeyen keratini; yemlere, glibrelere ayrica kozmetik, tibbi ve farmasdtik
uygulamalar i¢in uygun malzemelere donistiiriir. Mikrobiyal keratinazlar, keratin
atiklarinin, O6rnegin kullanilmamis tavuk tliyliniin, koyun yiiniiniin, katma degerli
tirtinlere doniistiiriilmesinde biyoteknolojik alternatiflerin gelistirilmesine yonelik biiyiik

bir talep oldugu gerceginden dolay1, enzim piyasasinda biiytik ilgi uyandirmaktadir.
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1.5.3. Mikrobiyal hidroliz

Keratinli atiklar dogada bazi mikroorganizmalar tarafindan direkt olarak bozunabilir.
Ciinkii baz1 bakteriler, aktinomisetler, mantarlar; karbon, kiikiirt, azot ve enerji kaynagi
olarak dogal keratini kullanirlar (Kaul and Sumbali 1997). Salgiladiklar1 proteazlar ile,
hiicre dis1 proteinleri biiyiik peptidlere, kiigliik peptidlere ve serbest aminoasitlere
hidrolize edebilirler (Smid and Lacroix 2013). Bu 6zellige sahip olan simirli sayida
mikroorganizma, keratin demetlerini pargalayabilen 6zel keratinazlari salgilarlar ve
biliylime icin, substrat kaynagi olarak keratini kullanirlar. Mikroorganizmalarin {irettigi

keratinazin genellikle alkalin pH ve termofilik sicakliklarda iiretildigi gortilmistiir.

Yapilan ¢alismalarda; Pseudomonas aeruginosa (Han et al. 2012), Microsporum fulvum
IBRL SD3 (Darah et al. 2013), Aspergillus niger (Lopes et al. 2011), Fervidobacterium
pennavorans (Friedrich and Antranikian 1996), Bacillus licheniformis (Fakhfakh et al.
2009), Streptomyces pactum DSM40530 (Boeckle et al. 1995) Thermoactinomyces
candidus (Ignatova et al. 1999), Bacillus pumilus (El-Refai et al. 2005), Bacillus cereus
(Lateef et al. 2010), Bacillus subtilis (Cai et al. 2008), Stenotrophomonas sp. (Jeong et
al. 2010), Fervidobacterium islandicum (Nam et al. 2002) gibi mikroorganizmalarin

keratini degrade ederek kullanabildikleri gézlenmistir.

Yiin ve diger keratin atiklar1 hidrolize etme kabiliyetine sahip termofillerin izolasyonu
lizerine ¢ok az sayida ¢alisma bildirilmistir. Mikrobiyal doniisiim, genellikle 1limlh
kosullarda meydana geldiginden, diisiik maliyetli oldugundan ve ekolojik olarak giivenli
bir islem olarak kabul edildiginden, digerlerine kiyasla daha uygun bir yontem olarak

diistiniilmektedir (De Oliveira et al. 2016).
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1.6. Keratin Uriinlerinin Cesitli Biyoaktif Ozellikleri

1.6.1. Antioksidan aktivite

Oksidasyon, tiim canli organizmalarda, yan etkisi serbest radikallerin iiretimi olmasina
ragmen, hayati bir siiregtir. Serbest radikaller dogal olarak metabolizma sirasinda ve
aerobik organizmalarda solunum sirasinda ortaya ¢ikar. Enerji tretimi, lipidlerin
bozulmasi, stres Ve enflamatuar siiregler gibi normal reaksiyonlarin yan iiriinleridir (Ren
et al. 2008). Solunum gibi normal viicut reaksiyonlar1 sirasinda, siiperoksit anyon
radikalleri (O7), hidroksil radikalleri (OH") gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
hidrojen peroksit (H202) ve tekli oksijen (*O2) gibi serbest olmayan radikal tiirler olusur
(Giilgin  2009). Serbest radikaller fazla iiretildiginde veya iiretilip erozyona
ugramadiginda, bir zincir reaksiyonu baslatan en yakin molekiillere saldirabilirler.
Yapilan calismalarda, serbest radikal olusumunun kalp hastaligi, felg, arteriyoskleroz,
diyabet ve kanser gibi bircok hastaliga sebep oldugu bildirilmistir. Insan viicudunda;
katalaz, glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutaz gibi g¢esitli enzimatik
antioksidanlar, oksidasyon islemleri iizerinde baz1 kontrollerin saglanmasina yardimci
olur. Bununla birlikte, fazla miktarda serbest radikal olustugunda, viicudun dogal
koruyucu antioksidan enzimatik sistemi asir1 giiclenebilir ve lipidleri, proteinleri, DNA
ve enzimleri oksitleyerek yikici ve dldiiriicii hiicresel etkilere neden olabilir (Davalos et

al. 2004; Dimitrios and Technology 2006; Pihlanto 2006).

Cesitli peptitlerin veya hidrolizatlarin antioksidan 6zelliklerine iliskin ¢ok sayida rapor
bulunur, ancak keratinle ilgili calismalar ¢ok daha azdir. Bu yonde yapilan bazi

calismalar agagidaki gibidir.

Ornegin; Fakhfakh ve arkadaslar1 (2011), tavuk tiiyiiniin bakteriyel fermantasyonundan
sonra elde edilen hidrolizatta, yiiksek antioksidan aktivite bulmuslardir (Fakhfakh et al.
2011). Keratin atiklari, DPPH radikal temizleyici tahlili kullanilarak kollajen
atiklarindan daha giiglii antioksidan aktivite gostermistir. Yazarlar, balik yemi

formiilasyonlarinda tliy protein hidrolizat kullanimmin yemin biyolojik 6zelliklerini



14

iyilestirmek ic¢in uygun olabilecegini One siirmiistiir. Kumar ve arkadaslart (2012),
Fakhfakh ve ark.(2011) tarafindan gosterilene benzer sekilde Bacillus pumilus Al
soyunu kullanarak yiiksek bir DPPH serbest radikal temizleme aktivitesi olan tiiy
protein hidrolizatini tiretmistir (Kumar et al. 2012). Fontoura ve arkadaslar1 (2014),
Chryseobacterium sp. kr6 kullanarak, ¢ig tavuk tiiylerinden hidrolizat elde etmislerdir
(Fontoura et al. 2014) Bu hidrolizatlarin; yem, gida ve ilag liretimi i¢in bir biyoaktif
bilesen kaynagi olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir. Bir antioksidan peptit,
bakteriyel fermantasyon yoluyla elde edilen tavuk tiiyii hidrolizatindan izole edilmis ve

Ser-Asn-Leu-Cys-Arg-Pro-Cys-Gly olarak tanimlanmistir (Wan et al. 2016)

1.6.2. Antimikrobiyal aktivite

Antimikrobiyal aktivite, hastalifa neden olan mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesi veya
engellenmesi siirecini belirtir. Bu amagla giiniimiizde c¢esitli antimikrobiyal ajanlar
kullanilmaktadir. Antimikrobiyal maddeler; dogal veya sentetik olarak elde
edilebilmektedir. Kuaterner amonyum bilesikleri, biguanitler, nhalaminler, giimiis gibi
metaller ve kitosan gibi dogal olarak tiiretilmis biyopolimerler gibi sentetik organik
maddeler, son yillarda en ¢ok galigilan antimikrobiyal maddeler arasindadir. Bununla
birlikte, bu ajanlar yan etkilere, ¢evre kirliligi sorunlarina, mikroorganizmalar i¢in
direnc, diisiik dayaniklilik ve genis yelpazedeki mikroorganizmalar i¢in sinirli etkinlige
sahip olabilme gibi dez avantailara sahiptir. Bu nedenle; mikrobiyal enfeksiyonlari
kontrol etmek amaciyla, yeni ve etkili antimikrobiyal bilesiklerin gelistirilmesine
ihtiya¢ vardir. Yapilan c¢alismalarda; protein hidrolizatlarinin  farkli tiplerde
antimikrobiyal peptitler igerdikleri gézlenmis ve bu 6zellikleri ile yeni antimikrobiyal
maddeler olarak dikkat ¢ekmislerdir (Zhang et al. 2008). Antimikrobiyal peptitler,
dogrudan bakteri ile etkilesime girip, onlar1 6ldiirerek dogal immiinitede kilit rol oynar.
Bu antimikrobiyal peptitler, bakterilerin hiicre zarlarina zarar verir, hiicre ici
proteinlerinin fonksiyonlarina miidahale ederler (Hou et al. 2017). Birgok farkl
organizma, birincil bir immiin strateji olarak antimikrobiyal peptitler tretir. Tibbi
uygulamalarda bazi zamanlarda; antimikrobiyal peptitler, geleneksel bakterisit

antibiyotiklere tercih edilir. Ciinkii bu peptitler, bakterileri daha hizli o6ldiiriirler ve
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antibiyotik diren¢ mekanizmalarindan etkilenmezler. Ayrica antimikrobiyal peptitler;
genis bir aktivite spektrumu, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda yiiksek etkinlik gosterme ve
direng gelisimi i¢in disiik egilim sergileme gibi avantajlara sahiplerdir (Mouro and
Gouveia 2016).

1.6.3. Antikanserojen aktivite

Proteinler, peptidler ve amino asitler farkli kanser tiirlerinin gelismesini énlemede rol
oynamaktadir. Yapilan calismalarda, c¢esitli kaynaklarda bulunan farkli boyutlardaki
peptitlerin antikanser Ozelliklerinin bulundugu; bu peptitlerin; farkli hiicre tiplerinin
proliferasyonunu, farklilagsmasini Ve apoptozisinin yani sira yasayabilirligini de
etkiledigi goriilmiistiir (Bhat et al. 2015). Son zamanlarda, siklikla sentetik antikanser
ilaclara kars1 diren¢ gozlemlendiginden dolayi, dogal olarak elde edilebilen, daha etkili
ve daha az toksik antikanser ilaglarina olan ilgi, biiyiik oranda artmistir. Bu amagla,
dogal antitiimor ajanlari tanimlamaya ve karakterize etmeye ihtiyag vardir. Farkli
kaynaklardan elde edilen protein hidrolizatlar1 ve peptidleri bu ihtiyaca cevap vermeye
baslamistir. Calismalar sonucunda; protein hidrolizatlarinin, ¢esitli kanser tiirlerine
(kolon, meme, mide, prostat kanseri vb) kars1 biyoaktivite gosterebildikleri ve kanserin
onlenmesi, tedavisi i¢in potansiyel terapotik degere sahip olabilecekleri bildirilmistir.
Ancak simdiye kadar farkli kaynaklardan 6zelliklede atik kaynaklardan elde edilebilen
protein hidrolizatlarinin antikanser aktivitesi iizerine yeterince ¢aligma yapilmamistir

(Markowicz et al. 2014; Damps et al. 2017; Ishak et al. 2018).

Atiktan cikarilan keratin; biyolojik, gida ve biyomateryal uygulamalar i¢in bir biyoaktif
bilesik kaynagidir. Keratinlerin biyolojik olmayan fonksiyonlar1 hakkinda, biyoaktif
Ozelliklerden daha fazla bilgi vardir. Bu nedenle, yararli yeni biyoiiriinlerin
olusumunda, kullanilabilecek keratin atiklarmi biyoaktif peptitlere doniistirmeye

yonelik ¢ok daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Sinkiewicz et al. 2018).
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2. KAYNAK OZETLERI

Gousterova et al. (2005), deri ve kiirk endiistrisi tarafindan atilan kollajen ve keratin
atiklarinin 6rnek bir karisimi oldugu igin, ¢alismalarinda yerli koyun derisi ve yiini
kullanmiglardir. Calismalarinin  ilk asamasinda, dort tane yeni izole edilmis
termoaktinomiset susu ile bu karistmin hidrolizini gergeklestirmislerdir. Daha sonra
bagka bir deney diizenegi kurmus ve keratin atiklarini, alkali kosullarda hidrolize
etmislerdir. Mikrobiyal hidrolizatlarin, esasen diisiik molekiil agirliklt peptidleri ve
amino asitleri i¢erdigini, alkalin hidrolizin ise agirlikli olarak daha yiliksek molekiil
agirhkli peptitler irettigini gostermislerdir. Termoaktinomiset suslarini kullanarak,
keratin atiklarinin hidrolizinin daha basit, hizli, etkili ve diisiik maliyetli oldugunu
gostermis; Onerilen yontemin, tarimda degerli peptidleri ve amino asitleri igeren

karigimlari hazirlamak i¢in uygulama bulabilecegini belirtmislerdir.

Picot et al. (2006), yaptiklar1 caligmada, iki insan meme kanseri hiicre hattinda, 18 tane

balik proteini hidrolizatinin antiproliferatif aktivitesini 6l¢miislerdir.

Barba et al. (2008), yaptiklar: ¢alismada; yiinii kullanmig ve yiinii hidrolize ederek bir
keratin peptidi hazirlamiglardir. Daha sonra bu peptidi, cilt izerinde test etmisler ve in
vivo c¢alismalar yapmislardir. Muamele siiresince hidrasyon ve elastikiyeti
belirlemislerdir. Tedavi edilen farkli cilt bolgelerinin higroskopik ozelliklerini ve su
tutma kapasitesini degerlendirmek i¢in bir sorpsiyon-desorpsiyon testi de yapmislardir.
Kontrol ve muamele edilen yerler arasinda 6nemli farkliliklar bulmuslardir. Muamele
edilen alanlar, keratin peptidi uygulamasinin bir sonucu olarak hidrasyon ve elastikiyet
artis1 gostermistir. Olglimler ayrica keratin formiilasyonlarmin cilt bariyer biitiinliigiinii

giiclendirerek su tutma kapasitesini arttirdigini gostermistir.

Patkowska-Sokota et al. (2009), Polonya, Yunanistan ve Suriye menseili koyunlardan
aliman koyun yiinlerinin analizini kimyasal olarak gerceklestirmislerdir. Analiz

sonucunda, yiinlerin kimyasal bilesimlerinde makroelementler (Na, K, Ca, Mg, P,S), iz
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elementleri (Al, Co, Ba, Mo, Cu, Mn, Zn, Fe, Sr, Ti,) ve agir metaller (Pb, As, Cd, Hg,)
tespit etmisler ve farkli tilkelerdeki koyun yiinlerinin igerdikleri element miktarlari

arasinda da farkliliklar oldugunu bildirmislerdir.

Lv et al. (2010), yeni izole edilmis Chryseobacterium L99 sp.'den keratinazin ortam
optimizasyonu, saflastirilmasi, karakterizasyonu ve uygulamast islemlerini
gerceklestirmislerdir. Yaptiklar: ¢alismada; Sukroz, malt sekeri, glikoz, nisasta, tripton,
Mg*?, Zn*?, Ca*? ve Cu*?'nin keratinaz iiretimini tesvik ederken; ekzojen iire, NH4Cl ve
maya ekstresinin, giiglii inhibisyon etki sergiledigi gorilmistiir. Tepki ylizey
metodolojisi kullanarak 16,8 g/l sakkaroz, 1,9 g/l MgCl..6H20, 40,0 g/1 tiiy keratin, 6,0
0/l NaH2P04.2H20 ve 1,0 g/l K2HPO4. 6H-0 ile maksimum keratinaz verimini 213.8 U /
mL olarak tahmin etmiglerdir. Daha sonra yaklasik 33 kDa'lik bir serin keratinaz
saflastirmislar ve optimal aktiviteyi, 40°C'de ve pH 8.0'da K*!, Zn*2 veya Co™ ile elde

etmislerdir.

Fakhfakh et al. (2011), bir keratinolitik bakteri olan Bacillus pumilus Al susunu
kullanarak tiiy proteini hidrolizat1 tiretmislerdir. Yaptiklari ¢alismada; 50 g / | tiyiin iKi
glin boyunca, 45°C'de ve pH 10.0 kosullarinda maksimum amino asit ve peptid iiretimi
ile sonuclandigini gézlemlemislerdir (42,4 g / 1). Tiy proteini hidrolizatinin (FPH),
muamele edilmemis tiiylere (%2) kiyasla ¢ok yiiksek bir in vitro sindirilebilirlik (%98)

gosterdigini bildirmislerdir.

Fakhfakh et al. (2012), bir sonra ki c¢alismalarinda; Bacillus pumilus susu A1’i
kullanarak fermentasyon ile trettikleri tily protein hidrolizatinin (FPH) in vitro ve in
vivo antioksidan aktivitelerini degerlendirmisler ve FPH'nin 6nemli bir antioksidan
potansiyeli oldugunu bildirmislerdir. Bu hidrolizati, (%2,5 ve %5) siganlarin besin
maddelerine ekledikten sonra hayvanlar iizerinde yaptiklar1 analiz ile; siganlarin
karaciger, bobrek, kalp, beyin ve serebelladaki tiyobarbiitirik asit reaktif maddelerinin
(TBARS) ve enzimatik antioksidanlarin aktivitelerinde (siiperoksit dismutaz, glutatyon

peroksidaz ve katalaz), kontrol ile karsilagtirildiginda 6nemli bir azalma oldugunu
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gozlemlemislerdir. Bu sonuglar FPH'nin hayvan yemi formiilasyonunda tamamlayici

proteinler ve dogal antioksidanlar olarak yararli olabilecegini gostermistir.

Fontoura et al. (2014), Chryseobacterium sp. kr6 bakterisi ile elde edilen tiiy
hidrolizatlarinin antioksidan ve antihipertansif aktivitelerini incelemislerdir. Keratin
hidrolizatlari; farkli konsantrasyonlarda, termal olarak denatiire edilmis tiiylerden 10 -
75 g/l ve baslangi¢ pH degerleri (6.0-9.0) ile tiretilmistir. Coziiniir proteinler, 50 ve 75 g
/1 tiiye sahip ortamlarda yiiksek miktarlarda birikmis, 48 saatlik kiiltiirden sonra
sirastyla 18.5 ve 22 mg/ ml degerlerine ulasmistir. In vitro antioksidan &zellikler
sergileyen tily hidrolizatlar1 ve en uygun antioksidan aktiviteler, 50 g / 1 tiyld
kiiltiirlerde, ilk pH 8.0' da, 30°C'de, 48 saat biliylimenin ardindan gézlenmistir. Ayrica;
tily hidrolizatlarinin, anjiotesin I-doniistiiriicii enzimi %65 ve dipeptidil peptidaz-IV'i

%44 oraninda inhibe ettigi gosterilmistir.

Demir et al. (2015), Streptomyces sp. 2M21 susu ile diisiik maliyetli substrat kaynagi
olan tavuk tiiylini kullanip, keratinaz enzimini treterek, kiiltiir kosullarini optimize
etmiglerdir. Yaptiklari ¢calismalar sonucunda, optimum 28°C, 5.0 g /I tavuk tiiyii ve 5.5
giin inkiibasyon siiresi kosullarinda, maksimum keratinaz enzim aktivitesi elde
etmiglerdir. Optimizasyon calismalar1 sonucunda, iyilestirilmemis kosullara kiyasla

keratinaz aktivitesinde 15 kat artis saglamiglardir.

De Oliveira et al. (2016), yaptiklar1 ¢aligmada atik tily iceren bir bolgeden 15 bakteri
susu izole etmis ve bu bakterileri proteolitik, keratinolitik potansiyelleri agisindan
degerlendirmislerdir. Bu bakteriyel izolatlarin tercihen 7 ila 9 arasindaki pH
degerlerinde, 30- 37°C'de tiiy unu agar plaklarinda biiylime kabiliyeti gosterdigini ve
CL33A isimli izolatin, nitel tahlillerde tiily bozunmasi i¢in yiiksek verimlilik
sergiledigini bildirmislerdir. CL33A, sirasiyla 96, 144 ve 216 saat biliylimenin ardindan
tiylerin %29, %75 ve %95'ini bozmustur. Tily degradasyonu, ¢oziinebilir protein
konsantrasyonundaki ve ortam pH'indaki artiglarla desteklenmistir. 16S rRNA gen

dizilimi ile bu izolatin Bacillus sp. CL33A. oldugunu belirlemislerdir.
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Taskin et al. (2016), yeni bir kimyasal islem kullanarak koyun yiiniinden mikrobiyal
pepton iiretmislerdir. Yiin peptonun (WP); yiiksek protein ve kiil igerigine sahip
oldugunu, glutamik asitin WP'de 100 g basina 8175 mg icerikli en bol bulunan amino
asit oldugunu, ayrica kiikiirt iceren amino asit olan sistin igerdigini bulmuslardir.
Optimum WP konsantrasyonunu, mantarlar i¢in 5 g / 1 V¢ bakteriler igin 6 g / | olarak
belirlemislerdir. Yiin peptonunun (WP), 6zellikle E. coli ve A. niger i¢in iyi bir biiylime
substrat1 oldugunu gostermislerdir. Yaptiklar1 ¢alisma, mikroorganizmalar i¢in yiiniin
pepton kaynagi veya substrat olarak kullanimi {izerine ilk arastirma olarak literatiire

kazandirilmigtir.

Maciel et al. (2017), Chryseobacterium sp. kr6 ve Bacillus sp. krl6 bakterilerinin,
keratinolitik aktiviteleri ile tiiyleri kullanarak protein hidrolizatlari tiretmislerdir. Artan
tily konsantrasyonlarini denemisler (10, 20 veya 50 g / L) ve bu bakterilerin tily
degredasyon potansiyellerini arastirmislardir. 50 g / L'de, kr6 susunun, 96 saat sonra
tiylerin  %75'ini  ve krl6 susunun, tiyleri %21 oraninda degrede ettigini
gbzlemlemislerdir. Tily hidrolizatlarini hayvan yemi takviyeleri olarak gostermek i¢in in
vitro analizler yapmiglar ve atik tiiyleri degerlendirmek amaciyla bir alternatif

sunmuslardir.

Damps et al. (2017), yaptiklart ¢alismada kimyasal yontemle elde ettikleri yiin
hidrolizatinin ve 5-florourasil, ingenol mebutat, diklofenak sodyum tuzu gibi ticari
olarak temin edilebilen bilesiklerin cilt kanseri hiicre hatt1 tizerindeki etkisini
degerlendirmislerdir. Bu ¢alismada elde edilen veriler, se¢ilen ylin hidrolizatlarinin
ticari bilesiklere kiyasla hiicrelerin canlilig1 iizerinde 6nemli 6l¢iide daha giiclii bir etki
gosterdigini ve Yyiin hidrolizatlarinin, karsinom hiicrelerinin yasayabilirligini %67'ye

kadar azalttigini bildirmislerdir.

Callegaro et al. (2018) ise tiiyleri, tiiy hidrolizatlarina (FH) doniistiirmek igin {i¢ tiiy
doniistiiriici Bacillus susu (CL18, CL33A, CL14) kullanmis ve FH'lerin in vitro
biyoaktivitelerini degerlendirmislerdir. Bacillus sp. CL18 tarafindan ortaya g¢ikarilan

FH’nin (10 g/l tiy), yiiksek antioksidan aktivite sergiledigi ve artan tiy
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konsantrasyonlar1 (40 g/l) ile bu antioksidan aktiviteninde arttigi goriilmiistiir. Yapilan
caligma sonucunda, FH'lerin antioksidan, antidiyabetik ve antihipertansif potansiyelleri
ile mikrobiyal doniistimii, biyolojik 1slah kavraminda tiiylerin 1slah1 ve gegerliligi igin
uygun c¢evre dostu Ozellikleriyle biyoteknoloji de o©nemli bir yer tutabilecegi

belirtilmistir.

Kalaikumari et al. (2019), yaptiklar1 calismada atik yonetimi ve deri isleme
uygulamalari i¢in substrat olarak tiiy kullanmis, Bacillus paralicheniformis MKU3'ten
keratinaz tiretmislerdir. Bu ¢alismada; tiiy atig1 kullanilarak keratinazin verimli iiretimi
igin istatistiksel yaklasimla ortam optimizasyonu yapilmis, iiretilen keratinaz, hidrolize
kus tiiyii ve cildin epilasyonunda etkinligi bakimindan arastirilmis, enzimatik olarak

tityleri giderilmis deri kabugunun kalitesi incelenmistir.

Kshetri et al. (2019), Hindistan’1n tiiy dokiimii alanlarindan 26 tane keratinolitik bakteri
susu izole etmis, bunlardan RCM-SSR-7 izolatinin, tily degradasyonu, antioksidan ve
indol-3-asetik asit iiretimi sergileyen en umut verici tiir oldugunu bulmuslardir. Tiir,
Chryseobacterium sediminis RCM-SSR-7 olarak tanimlanmistir. Bu bakteri tiiriiniin,
biiylime i¢in tek karbon ve azot kaynagi olarak tavuk tiiyiinii kullandigr belirtilmistir.
Yanit yiizeyi metodolojisi (RSM) ile tiiy proteini hidrolizatinin (FPH) hazirlanmasini
optimize etmek i¢in li¢ parametre (tily konsantrasyonu, pH ve inkiibasyon siiresi)
calismiglardir ve FPH hazirlig1 ig¢in optimum kosulun; %5 tiiy konsantrasyonunda, pH
7.5, 30°C sicaklik ve 84 saat inkiibasyon siireciyle saglandigi bulunmustur. FPH'nin
esansiyel amino asitler ve iz elementler (potasyum, fosfor, demir ve kalsiyum)
bakimindan zengin oldugu, IC50 degeri 0.102 mg / ml olan radikal temizleme aktivitesi
gosterdigi bulunmustur. Bu caligma, C. sediminis RCM-SSR-7 tarafindan {iretilen
FPH'nin hayvan yemi ve organik giibre olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugunu

gostermistir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyaller

3.1.1. Tez kapsaminda kullanilan alet ve cihazlar

UV-Spektrofotometre : Beckman Coulter

pH metre : Mettler-Toledo
Buzdolabi : Vestel

Etiiv : BINDER

Otoklav : HMC Hirayama
Elektroforez gii¢ kaynagi : Thermo EC135-90
Elektroforez tanki : Biorad -dikey
Hassas Terazi : Ohaus Pioneer
Calkalamali Inkiibator - ZHWY 2102C

V V V V V V VYV V V V V V VY V V VY V V V VYV V

Kar makinesi : Scotsman AF-20
Magnetik karistiric : Heidolph

Mikropipet takimi : Eppendorf
Mikroskop : BOECO

PCR cihaz1 : Sensoquest Labcycler

Goruntiuleme cihazi

: Quantum Vilber Lournat

Saf su cihazi : MP Minipure
Santrifiij : Hettich

Steril kabin : Telstar Bio-11-A
Vorteks : Wisemix VM-10
Coklu blok 1s1ticis1 . Lab-Line

Su banyosu : Grant 6G)
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3.1.2. Tez kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler ve kitler

Tez kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler ve kitler Cizelge 3.1°de verildi.

Cizelge 3.1. Tez kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler ve Kitler

Kimyasallar Sirket
Amfisilin Sigma
Distile su Thermo
DNA Marker Thermo
Agaroz Sigma
Etil alkol Sigma
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Sigma
Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA) Sigma
Etidyum Bromiir Sigma
Tripan blue boyasi Gibco
Isopropyl B-D-thiogalactoside (IPTG) Sigma
dNTP Sigma
Gliserol Thermo
Kalsiyum kloriir (CaCly) Sigma
Promega WizardR Plus Minipreps DNA Purification Promega
Systems (Plazmit izolasyon Kkiti)
Kristal violet Sigma
Keratin Azure Sigma
Lizozim Sigma
Promega wizardR genomic DNA purification kit (DNA Promega
izolasyon Kkiti)
Tris Asetat EDTA (TAE) Sigma
Sodyum hidroksit (NaOH) Sigma
Triklorik asit (TCA) Sigma
Tris-HCI Sigma
RNaz A Invitrogen
5-Bhromo-4-Choloro-3-IndolylB-D-Galactopyranoside Acros Organics
(Xgal)
KH>PO4 Sigma
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MgSO4-7H20 Sigma
FeSO4 Sigma
MnSQO4 Sigma
CuSOq4 Sigma
Nutrient Agar Oxoid
Nutrient Broth Oxoid
NaCl Sigma
HCI Sigma
DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) Sigma
6X Yiikleme tamponu Thermo
Askorbik asit Sigma
Immersiyonyag1 Sigma
Potato dextrose agar Sigma
Tripton pepton Oxoid
Potato dextrose broth Oxoid
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) Oxoid
PBS (Phosphate Buffered Saline) Thermo
Tripsin/EDTA Sigma
DMSO (Dimetilsiilfoksit) Gibco
WST-1 assay kit BosterBio

3.1.3. Koyunyiinii

Bu tez ¢alismasinda Erzurum ilinde satilan, herhangi bir deterjanla muamele edilmemis

kuru koyunyiinii kullanildi.

3.1.4. Calismada kullanilan besiyeri ve ¢ozeltilerin hazirlanisi

1..1X TAE Tamponu: 10X TAE’den 100 ml alinarak, hacmi distile su ile 1000 ml ye
tamamlandi.

2. %70°lik EtOH: 70 mL EtOH’1n iizerine, 30 mL distile su konularak hazirlandi.

3. CaClz Soliisyonu: 100 ml saf su igerisine, 1,11 gr CaClz konularak (100 mM olacak

sekilde), ¢ozdiiriildiikten sonra otoklavlanarak steril edildi.
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4. %0,9’luk NaCl Cozeltisi: 100 ml saf suda igerisinde 0,9 gr NaCl ¢ozdiiriildiikten
sonra 121°C’de 15 dKk siire ile otoklavlandi.

5. IPTG Soliisyonu (Isopropyl-g-D-1 thiogalactopyranoside): Distile su igerisinde
23,8 mg/ml olacak sekilde hazirlanan soliisyon sterilizasyon amaci ile 0,22 um ¢aplh
milipor filtreden gecirildi. Ardindan kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

6. Amfisilin Soliisyonu: Distile su igerisinde 20 mg/ml olacak sekilde hazirlanan
amfisilin soliisyonu, 0,22 pm ¢apli milipor filtreden gegirildi. Sterilizasyon
basamagindan sonra, ¢ozelti kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

7.50 mM EDTA Soliisyonu: 100 ml distile suda 1,46 g EDTA ¢oziindiiriildiikten sonra
pH’s1 8’e ayarlandi.

8. X-Gal Soliisyonu (5-bromo-4-chloro-3-indoly-p-D-galactopyranoside): 40 mg/mi
olacak sekilde hazirlanan soliisyon 1siktan muhafaza edilerek, -20°C“de kullanilincaya
kadar muhafaza edildi.

9. Keratinaz enzim aktivitesi substrati: 0,5 gr keratin azure tartilarak -20°C’ye
kaldirildi. Donduktan sonra sivi azot kullanilarak toz haline getirilinceye kadar
ogiitiildi. Ardindan 10 ml 50 mM Tris HCI (pH: 8) igerisinde ¢oziildii.

10. Tris HCI Cozeltisi: 0,6 gr Trizma base tartildi. 90 ml didistile suda iyice
¢oziildiikten sonra pH’s1 8’e ayarlandi ve hacmi 100 ml’ye tamamland.

11. TCA (Trikloroasetik Asit) (0,4 M): 6,5 gr TCA tartildiktan sonra 100 ml didistile

suda ¢ozildii.

3.2. Yontem

3.2.1. Yiin parcalayan bakterilerin izolasyonu

Calismada kullanilacak bakterileri elde edebilmek amaciyla; oncelikle, 1’er gr koyun
yiinii tartilarak farkli toprak ortamlarina (yaklasik 1 cm derinlikte) yerlestirildi. Yaklasik
1 ay siireyle toprakta bekletildi. Bu siirenin sonunda koyun yiinleri topraktan ¢ikartildi
ve kendisine tutunmus olan toprakla birlikte 1 g/l KH2PO4, 1 g/l MgSOa4, 1 g/l NaCl, 0.03
o/l FeSO4, 0.003 g/L MnSOQ4, 0.003 g/L CuSOs mineral maddeleri igeren 100 ml
besiyeri igerisine aktarildi (pH 8.0). Agz1 kapatildiktan sonra, erlenler 10 giin siireyle
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150 rpm’de 55°C’de inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda, kiiltiirlerden alinan 1 ml’lik
ornegin, steril %0,9’luk fizyolojik su (NaCl) ile seri diliisyonlar1 hazirlandi (10’ den 10-
® ya kadar). Bu diliisyon tiiplerinden 10%lik diliisyon tiipiindeki 6rnek kullanildi.
Ornegin 0.1 ml’si TSA (Tryptone Soy Agar) besiyeri iizerlerine yayild1 ve 55°C’de, 48
saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun ardindan, petrilerde gelisen ve birbirlerinden
farkl1 koloni morfolojisi gosteren bakteriler segilerek, alt kiiltiire alindi. Saflastirilan
izolatlar TSB s1v1 besiyerine inokiile edildi ve 55°C’de 48 saat boyunca gelistirildi. Stire

sonunda her bir test susu gliserol igeren stok kiiltiirlerine alinarak -86°C’de muhafaza
edildi.

3.2.2. Yiin parcalayan bakterilerin taranmasi

Yiin par¢alama deneyleri i¢in; 1 g/l KH2PO4, 1 g/l MgSOs, 1 g/l NaCl, 0.03 g/l FeSOa,
0.003 g/l MnSQg4, 0.003 g/l CuSOsa, igeren 100 ml’lik besiyerleri hazirlandi. Her 100
ml’lik besiyeri igerisine 1 gr koyun yiinii ilave edildi ve pH’lar1 8’e ayarlandiktan sonra
121°C’de 15 dk siire ile otoklavda steril edildi. TSB (Tryptic Soy Broth) 6n kiiltiiriinde
(ODesoo 2.0) hazirlanan bakteri kiiltiirlerinden 1’er ml alinarak, yukarida bahsedilen
tarama besiyerlerine inokiile edildi. (On kiiltiirler, saflastirilmis bakterilerin ayr1 ayri
100 ml TSB igeren besiyerlerinde 24 saat siireyle 55°C’de 150 rpm’de biiytitiilmeleri ile
elde edildi). Inokiile edilen besiyerleri 5 giin siireyle 150 rpm’de 55°C’de inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda kiiltiirlerden alinan 1 ml &rnekte keratinaz enzim
aktivitesi (spektrofotometrik olarak) 6l¢iildii ve yiin par¢calama miktar1 (kuru agirlik)
belirlendi. Yiinlerin kuru agirligini belirlemek icin, besiyerlerinde geriye kalan yiin
100°C’de sabit agirliga kadar kurutuldu ve hassas terazide tarttim yapildi. Maksimum
keratinaz enzim aktivitesi ve yiin pargalama potansiyeli gosteren izolatin 16S rRNA
sekans analizine gore molekiiler identifikasyonu gergeklestirildi ve bu izolat ¢alismanin

sonraki agsamalar i¢in secildi.
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3.2.3. Keratinaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Keratinaz enzim aktivitesi belirlenirken oncelikle, kiiltiir 6rnekleri 8000 g*de 4°C’de 20
dk boyunca santrifiij edildi. Santrifiij isleminin ardindan iist kisimda kalan
siipernatantlardan 1’er ml alinarak steril 15 ml’lik falkon tiiplerine aktarildi. Daha sonra
tizerlerine,10 ml 50 mM Tris HCI (pH: 8) ¢dzeltisiyle hazirlanmis, 1°er ml keratin azure
soliisyonu eklendi. Karisim 50°C’de 200 rpm’de 30 dk siireyle ¢alkalamali inkiibatérde
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra, karisima 0,4 M TCA (Trikloroasetik
Asit)’dan 2 ml eklendi. Ardindan 3000 g’de 20 dk siire ile santrifiij edildi ve kore kars,
orneklerin  keratinaz enzim aktivitesi 595 nm’de spektrofotometrik olarak
oOl¢iildii.(Korde ornek yerine Tris HCI Buffer kullanildi) (Sivakumar and Raveendran
2015; Navone and Speight 2018; Navone et al. 2020).

3.2.4. Test susunun karakterizasyonu

3.2.4.a. Genomik DNA izolasyonu

En 1yi keratinaz enzim aktivitesi gosteren yerel izolatin TSB siv1 besiyerinde 6n kiiltiirti
hazirlandiktan sonra, Promega wizardR genomic DNA purification kit (A2360)

protokoliine uygun olarak genomik DNA’s1 izole edildi.

DNA izolasyon prosediir;

7

s TSB siv1 besiyerinde gelistirilen hiicrelerden 2 ml alinarak ependorf tiiplerine
aktarildi ve 13.000 rpm’de 5 dk siire ile santrifiij edildi. Ust faz atildiktan sonra, altta
bulunan pelet iizerine 480 pl, 50 Mm EDTA (pH=8) eklendi. Pipetajla ¢ozdiirme
isleminin ardindan homojenat tizerine 120 ul, 10 mg/ml lizozim ilave edildi ve iyice
karisimi saglandi. Ardindan tiipler, 37°C’de 1 saat siire ile inkiibe edildi.

< Inkiibasyondan sonra, homojenat 2 dk boyunca 13000 rpm’de santrifiij edildi ve
stipernatant atildi, peletin lizerine 600 pl Niiklei Lizis Soliisyonu eklendi, ardindan

hafifce pipetaj yapildi.
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% Elde edilen homojenat 80°C’de 5 dk siire ile inkiibe edildi. Sonrasinda oda
sicakligina gelinceye kadar sogutuldu. Ardindan iizerine 3 pul RNase A eklendi ve birkag
kez alt st edildi. Daha sonra 30 dk siireyle 37°C’de inkiibasyona birakildu.

¢+ Ardindan {izerine, protein presipitasyon soliisyonundan 200 pl eklendi ve 20 saniye
vortekslendi. Daha sonra 5 dk buzda bekletildi.

¢ Buzdan alinan test tiiplerine, 13000 rpm’de 30 saniye boyunca ¢oktlirme islemi
uyguland1 ve ardindan {lstte kalan siipernatant, igerisinde 600 pl izoproponal bulunan

yeni ependorf tliplerine alindi. Ependorflar, pelet olusuncaya kadar birka¢ kez alt tist
edildi.

% Pelet olusumu gozlendikten sonra, tiipler 2 dk siireyle 13000 rpm’de santrifiij edildi
ve siipernatant dikkatli bir sekilde dokiildii.

% Icerisinde DNA bulunan ependorflara %70’lik EtOH’dan 600 pl eklendi ve tiipler
hafifce alt iist edildikten sonra 2 dk siire ile 13000 rpm’de santriflij edildi. Santrifiij
isleminin ardindan EtOH dokiildii ve etanoliin tamamen uzaklasmasi i¢in 37°C’de 20-
30 dk stireyle inkiibasyona birakildi.

% Tiplerin {izerine 100 ul DNA rehidrasyon soliisyonu eklendi ve 1 saat boyunca
65°C’de inkiibe edildi.

% Inkiibasyon siiresinin sonunda, iclerinde genomik DNA bulunan ependorflar
kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi.

DNA Konsantrasyonunun Olciilmesi ve Calisma Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

Izole edilen DNA miktar1, direkt olarak 260 nm’deki absorbans &l¢iimiiyle
belirlenirken, elde edilen genetik materyalin protein kirliligi tasiyip tasimadigr ise 280
nm’de okunan absorbans degeriyle tespit edildi. Olgiim islemi icin, kuvarts kiivet
icerisine 998 pl TE ¢ozeltisi konularak 260 nm’ye ayarli spektrofotometrede absorbansi
Olctilerek, elde edilen deger kor olarak kaydedildi. Daha sonra, kiivete 2 ul DNA ilave
edilerek karisim homojen hale getirildi ve yeniden 260 nm’de absorbans degeri dl¢iildii.
Okunan bu degerden, kore ait deger ¢ikarildi ve DNA’nin absorbans degeri bulundu.

Yapilan iglemlerin aynist sirasiyla 280 nm i¢in de tekrarlandi. A260 ve A280 degerleri
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kontrol edildi ve A260/A280= 1-1,7 olan DNA Orneginin c¢alisma soliisyonu
hazirlanarak, kullanild: (Albayrak 2018).

DNA Orneginin ve DNA Cahsma Soliisyonunun Konsantrasyonunun Belirlenmesi

(ng/ml)

Stok DNA soliisyonunun konsantrasyonu (pg/ml) = A260 x Seyreltme Faktorii (500) x
50 (DNA igin sabit deger) formiilii kullanilarak belirlendi. Daha sonra, DNA c¢alisma
soliisyonunun konsantrasyonu; Istenen Konsantrasyon (100ng/ul) x Istenen Hacim (200
ul) / Stok DNA Konsantrasyonu (pg/ml) formiiliine gére ayarlandi ve DNA c¢alisma
soliisyonu hazirlandi. Elde edilen miktar, TE ¢ozeltisi ile 200 pl’ye tamamlandi ve 100
ng/pl konsantrasyondaki DNA calisma soliisyonu hazirlandi. Ardindan kullanilincaya

kadar -86°C’de sakland: (Baltaci 2015).

3.2.4.b. 16S rRNA PCR Islemi

16S rRNA bolgesi, hedef bolge olarak bakteri sistematigi agisindan 6nem tasimasi ve
evrimsel acidan korunmus bolge olmasi Ozelliklerinden dolayi, bu boélge in vitro

kosullar altinda evrensel primerler kullanilarak ¢ogaltildi.

PCR Reaksiyon ortam

PCR reaksiyonu i¢in, 30 pl’lik reaksiyon tiipiine eklenen kimyasallarin

konsantrasyonlar1 ve miktarlar1 Cizelge 3.2’de verildi.



29

Cizelge 3.2. 16S rRNA PCR isleminde kullanilan reaktiflerin konsantrasyon ve
miktarlar

REAKTIF KONSANTRASYON MIKTAR (pl)

PCR Buffer (sigma) 10X 3
MgClI2 25 mM 18
dNTP 25 mM 0,6

27F 5 pmol 3

1492R 5 pmol 3
ddH20 - 12,1
DMSO %99 1,2
Taq 0,3

Kalip DNA 100 ng 5

Cizelge 3.3. 16S rRNA PCR islemi i¢in uygun sicaklik, siire ve déngii sayisi

ISLEM SICAKLIK (°C) SURE (dk) DONGU SAYISI
On Denatiirasyon | 94 2 1
Denatiirasyon 94 1 36

Baglanma 52 1 36

Uzama 72 2 36

Son Uzama 72 5 1

Saklama 4 ©

PCR programi: PCR tiipli termal dongii cihazina yerlestirildi. Cihaz, c¢izelge 3.3°de
verilen program kosullarina gore ayarlandi ve istenilen DNA bolgesi ¢ogaltildi (Baltaci
2015).
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3.2.4.c. 16S rRNA PCR iiriinlerinin jel elektroforezi

Jel elektroforezi i¢in, 1X TAE ile %1’lik olacak sekilde hazirlanan agaroz jelin,ilk
kuyucuguna 10 kb’lik DNA markirindan [100-200-300-400-500-600-700-800-900-
1000-1200-1500-2000-3000-4000-5000-6000-8000-10000] (New England Bio Labs,
NO0550S) 4 ul yiiklendi ve ardindan takip eden diger kuyucuklara her bir 6rnek i¢in 1 pl
6X yiikkleme tamponu + 4 ul PCR iirlinii yliklendi. Yikleme islemi tamamlandiktan
sonra ornekler; 90 voltta, 100 dk siireyle yiiriitiildii. Siire sonunda jel, elektroforez
tankindan c¢ikarillarak jel dokiimantasyon sistemi (Quantum Vilber Lournat Gel
Documentation System) ile goriintilendi ve DNA bantlar1 analiz edildi (Albayrak
2018).

3.2.4.d. Klonlama

Kompotent hiicrenin hazirlanmasi

e Stoktan canlandirilan (3-4 faz ekim) Escherichia coli JM101 susu gelistirildikten
sonra kiiltiirden tek bir koloni alinarak, icerisinde 4 ml steril LB broth bulunan tiipe

inokiile edildi ve 37°C’de 1 gece siire ile ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.

e Hazirlanan kiiltiirden alinmas1 gereken miktar,

(30x0,1)
(Absorbans Degeri x 10)

formiilii ile hesaplandi (Bu formiilde, 30 hazirlanacak miktar (ml), 0,1 sabit deger, 10

ise seyreltme faktoriini temsil etmektedir).
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e Hesaplamadan c¢ikan deger kadar kiiltiir, dnceden hazirlanarak otoklavda steril
edilmis 30 ml LB broth iizerine eklendi ve 37°C’de 0,44-0,55 degerlerine ulasilincaya
kadar 60 — 90 dk siire ile inkiibasyona birakildi.

e Uygun OD degerini veren kiiltiir 5 - 10 dk 4400 rpm’de santrifiij edildi.

e Santrifiij isleminin ardindan, siipernatant dikkatlice uzaklastirildi ve hiicre ¢okeltisi
tizerine soguk 10 ml, 100 mM CaCl; eklendi. Ardindan 30 — 45 dk siire ile buzda
bekletildi.

e Siire sonunda karisim 4°C’de 10 dk siire ile 4400 rpm’de santrifiij islemine tabi
tutuldu. Ardindan siipernatant dikkatlice uzaklastirildi. 2 ml 100 mM CacCl; geriye kalan

hiicre ¢okeltisi tizerine eklendi ve buzdolabinda bir giin siire ile bekletildi (Baltaci
2015).

Ligasyon islemi

e 5 ul, 2X Ligasyon buffer

e 3 ul, PCR iirinii

e 1 ulvektor

e 1 ulTsDNA ligaz

e 0,2 ml lik tiiplerde mix haline getirilen karigim 1 gece 16°C’de 13-15 saat bekletildi
ardindan +4°C’ye kaldirildi.

Transformasyon islemi

e Transformasyon islemi icin, dncelikle her bir ependorf tiipiine bir giin 6ncesinden
hazirlanan kompotentten 200u1 konuldu.

e Daha sonra iizerine 2,5 ul ligasyon iiriinii eklendi ve 30 dk buzda bekletildi. Hemen
ardindan, 2 dk siire ile 42°C’ye ayarli su banyosunda sicaklik sokuna ugratildi.

e Daha sonra iizerlerine yavas yavas 200 ul LB eklenerek, yaklasik 1 saat 40 dk siire
ile 37°C’de bekletildi.
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e Ardindan 6nceden hazirlanan amfisilinli kati besi yerine, 40 ul X-Gal ve 40 pl
IPTG yayildi.

e Yiizey yeterince kuruduktan sonra, ligasyon {iriini + Kompotent hiicre
karisimindan 150 pl alinarak petriye aktarildi ve drigalski 6zesi yardimi ile petrinin her
tarafina dagitildi. Petriler, 37°C’de yaklasik 12-14 saat siire ile inkiibe edildi.

Koloni se¢imi ve sivi Kiiltiire aktarim

12-14 saatlik inkiibasyonun ardindan, petriler inkiibatorden ¢ikarildi ve bu kezde
+4°C’de bir gece bekletildi. Sonrasinda petrilerde olusan beyaz ve mavi koloniler
icerisinden, beyaz olanlar se¢ildi. Ardindan hemen 6ncesinde hazirlanmis ve icerisinde
3 ml amfisilinli LB broth bulunan tiiplere aktarildi. 37°C’de bir gece inkiibasyona
birakildi.

Koloni PCR

7

s Amfisilinli LB broth’da gelistirilen kiiltiirden 4 pl alinarak, igerisinde 16 pl steril
saf su bulunan tiiplere aktarildi ve tiipler daha sonra 10 dk siire ile kaynayan su
banyosunda inkiibasyona birakildi.

¢ Hemen ardindan 2 dk siire ile buzda 1s1 sokuna ugratilan tiipler daha sonra 5 dk
12000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant yeni bir tiipe alind1 ve PCR islemine gecildi.
¢ PCR islemi i¢in asagida belirtilen kimyasallar kullanildi.

16,1 ul dH20

0,6 pul ANTP mix

3 ul tampon (MgClI2°11)

1,8 ul MgCI2 (25mM)

1,2 upl DMSO

2 ul 5 uM primer T7 (5’-AATACGACTCACTATAG-3")

2 ul 5 uM primer SP6 (5'- ATTTAGGTGACACTATAG-3’)

V V.V V V V VYV V

3 ul siipernatant
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» 0,3 ul Tag DNA polimeraz

PCR programi: PCR 6rnekleri cihaza konulduktan sonra, cihaz koloni PCR programi

i¢in programlandi (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Koloni PCR programi

ISLEM SICAKLIK (°C) SURE (dk, sn) DONGU SAYISI
On Denatiirasyon 94 10 dk 1
Denatiirasyon 94 30 sn 36
Baglanma 55 30 sn 36
Uzama 72 2 dk 36

Son Uzama 72 10 dk 1
Saklama 4 0

%1’lik agaroz jelin kuyucuklarina sirasiyla; markir, istenen geni igeren (pozitif) ve
icerisinde gen bulunmayan (negatif) kontroller yiiklendi. Ardindan, 90 voltta 1 saat
yuriitiildi. PCR goriintiilerine gore, istenen geni tasiyan koloniler segildi ve plazmit

izolasyonu i¢in amfisilinli LB broth’a ekildi.

Plazmit izolasyonu

Promega markasina (A1330) ait izolasyon kiti kullanilarak, plazmit izolasyonu isemi
gerceklestirildi  i¢in  ve asagidaki prosediir takip edilerek izolasyon islemi

gergeklestirildi.

% 4 ml amfisilinli LB broth da gelistirilen kiiltiirler, 10000—12000 rpm’de 10 dk iire

ile santrifiij edildi ve santrifiij isleminin ardindan siipernatant uzaklastirildi.
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% Geriye kalan pelletin tizerine, 250 pl cell resuspension soliisyon eklendi ve
pipetlenerek homojenize hale getirildi.

¢ Ardindan tizerine 250 pl cell lysis solution ilave edilerek, karigim alt iist edildi ve 5
dk oda sicakliginda bekletildi.

« Karisima daha sonra 10 pl alkaline protease soliisyonu eklenerek 5 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi.

% Inkiibasyonun ardindan iizerine,350 pl neutralization solution ilave edildi ve 12000-
14000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

% Siipernatanttan yaklasik 650750 pl alinarak, igerisinde kolon bulunan ependorf
tiipiine aktarildi ve 12000-14000 rpm’de 1 dk siire ile santriftijlendi.

¢ Dabha sonra kolonun tizerine 750 pl wash solution eklendi ve yeniden 1 dk siire ile
12000-14000 rpm’de santrifiij edildi.

% Ardindan 250 pl daha wash solution ilave edilerek, tekrar 2 dk 12000-14000
rpm’de santrifiijlendi ve altta kalan siv1 kisim uzaklastirildi.

¢ Dabha sonra 1 dk siire ile 12000-14000 rpm’de oda 1sisinda bir kez daha santrifiij
edildi.

% Son basamakta kolon yeni bir tiipe alindi. Uzerine 100 pl nuclease-free water
eklendi ve 1 dk 12000-14000 rpm’de santrifiijlendi.

% Kolon ¢ikarilip uzaklastirildiktan sonra, tiipler dl¢im yapilincaya kadar -20°C’de
muhafaza edildi (Baltaci 2015).

Plazmitlerin Kontrol Edilmesi

Koloni PCR ile bu basamak kismen asilmis olsada, elde edilen sonuclar1 desteklemek

amactyla 6rnekler ECORI ile kesildi ve agaroz jelde yiiriitiildi.

Plazmitlerin konsantrasyonlarinin olciilmesi ve ayarlanmasi

s 998 ul saf su + 2 ul plazmit konularak OD260 da 6l¢iildii.
¢ A260 x 50 (sabit) x 500 (diliisyon oran1) formiilii ile plazmitin konsantrasyonu 100
—200 ng olacak sekilde ayarlandi.
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% 30-50 pl uygun konsantrasyona sahip plazmit 6rnegi segilerek sekans analizi i¢in

Macrogen (Hollanda) firmasina gonderildi.

DNA Dizi Analiz Sonuclarinn Islenmesi

Firmanin sayfasindan indirilen sekans sonucglar1 BioEdit programi kullanilarak analiz
edildi ve FASTA formatina déniistiiriildii. Oncelikle primerler bulundu, primerlerin
Oniinde ve arkasinda kalan vektore ait kisimlar ¢ikarildi ve ardindan diziler

birlestirilerek anlamli1 hale getirildi.

Sonuclarin Degerlendirilmesi

Anlaml1 hale getirilen sekans verilerinin blast calismasi
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch
&LINK LOC=blasthome ve http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/identify internet
adresleri kullanilarak yapildi ve % benzerlik oranlar belirlendi. Elde edilen sonuglar

baz alinarak, bilgileri Genbank’a girildi.

3.2.5. Hidrolizat eldesi optimizasyon ¢calismalar:

Bu agamada maksimum yiin par¢alamasi saglamak icin; farkli pH araliklari, inkiibasyon
sicakliklari, besiyerine katilan minerallerin farkli konsantrasyonlar1 ve inkiibasyon
stireleri test edilmistir. Optimizasyon c¢alismalari 250 mL’lik erlenler icerisinde 100 mL
steril besiyerinde gergeklestirilmistir. Biitiin besiyerlerine 1 g/L yiin, 0.03 g/l FeSOa,
0.003 g/ MnSOs ve 0.003 g/l CuSOs konulmus, her besiyerine farkli
konsantrasyonlarda KH2PO4, MgSO4 ve NaCl ilave edilmistir.
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3.2.5.a. Yiin protein hidrolizat eldesi icin optimal pH’min belirlenmesi

Optimal pH belirleme asamasi igin, boliim 3.2.2°de anlatildig1 gibi 100°er ml’lik yiinlii
besiyerlerinden 5 adet hazirlandi. Hazirlanan besiyerlerinin pH’lar1 sirasiyla 5,6,7,8 ve
9¢a ayarlandi. Daha sonra 121°C’de 15 dk siire ile otoklavda steril edildi. Sterilize olan
erlenler yeterince soguduktan sonra her bir besiyerinin igerisine 1 giin dncesinden TSB
besiyerinde On kiiltiirii hazirlanmis EY2 kodlu izolattan 1’er ml alinarak aseptik
kosullarda ekim islemi yapildi. Kiiltiirler 5 giin siireyle 55°C’de inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan her bir kiiltiirden 1’er ml alinarak keratinaz enzim aktivitesi

(spektrofotometrik olarak) ol¢iildii.

3.2.5.b. Yiin protein hidrolizat eldesi icin optimal sicakhigin belirlenmesi

Yiin protein hidrolizatini maksimum verimle elde etmek icin gereken optimal sicaklik
degerini belirlemek i¢in; yine bolim 3.2.2°de anlatildigr gibi 100’er ml’lik yiinlii
besiyerlerinden 5 adet hazirlandi. Hazirlanan besiyerlerinin pH’lar1 belirlenen optimal
pH’ya ayarlandi. Sterilize edilen erlenler yeterince soguduktan sonra her bir besiyerinin
icerisine 1 giin 6ncesinden TSB besiyerinde on kiiltiirii hazirlanmig EY2 kodlu izolattan
I’er ml alinarak ekildi. Kiiltiirler 5 giin siire ile ayn1 ¢alkalama hizina sahip (150 rpm)
calkalayicilarda sirast ile 45°C, 50°C,55°C, 60°C, 65°C’de inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan her bir kiiltiirden 1’er ml alinarak keratinaz enzim aktivitesi

(spektrofotometrik olarak) ol¢iildii.

3.2.5.c. Yiin protein hidrolizat eldesi i¢cin optimal KH2PO4 miktarinin belirlenmesi

Bu asamada belirlenen optimal pH’da, sadece KH2PO4 miktarlar1 farkli (0 gr/lt, 0.5
gr/lt, 1gr/lt, 1.5 gr/lt ve 2 gr/lt) olan 5 adet besiyeri hazirlandi. 15 dakika stireyle
otoklavlanarak steril edilen besiyerlerine bir giin 6nceden hazirlanmig EY-2 kodlu
izolatin on kiiltiirlinden 1’er ml alinarak, her birine ayni sartlarda inokiile edildi.

Inokiilasyon islemi uygulanan kiiltiirler, 5 giin siire ile ve optimal sicaklikta calkalamali
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inkiibatorde, inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda her bir kiiltiirden 1’er ml alinarak

keratinaz enzim aktivite tayinleri yapildi ve spektrofotometrik olarak ol¢iildii.

3.2.5.d. Yiin protein hidrolizat eldesi i¢cin optimal MgSO4 miktarinin belirlenmesi

Bu agamada optimal pH ve optimal KH2POs konsantrasyonunda, sadece MgSO4
miktarlart (0 gr/lt, 0.5 gr/lt, 1 gr/lt, 1.5 gr/lt, 2 gr/lt) farkli olan 5 adet besiyeri hazirlandi.
Otoklavda steril edilen besiyerlerine EY2 kodlu izolatin 6n kiiltiirinden 1’er ml
alinarak, inokiile edildi. Inokiilasyon isleminin ardindan kiiltiirler, 5 giin siire ile optimal
sicaklikta inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra kiiltiirlerden 1’er ml alinarak Keratinaz

enzim aktivite tayinleri yapildi ve spektrofotometrik olarak ol¢iildii.

3.2.5.e. Yiin protein hidrolizat eldesi i¢in optimal NaCl miktarinin belirlenmesi

Bu asamada optimal pH’nin yanisira optimal KH2PO4 ve MgSO4 konsantrasyonunda,
sadece NaClI miktarlar1 (0, 0.5 gr/lt, 1 gr/lt, 1.5 gr/lt, 2 gr/lt, 2.5 gr/lt) farkli olan 5 adet
yiinlii besiyeri hazirlandi. Otoklavlanarak steril edilen besiyerlerine EY2 kodlu izolatin
on kiiltiiriinden 1’er ml alinarak, her birine ayn1 sartlarda inokiile edildi. Inokiilasyon
islemi uygulanan kiiltiirler, optimal sicaklikta 5 giin siire ile 150 rpm’de inkiibasyona
birakildi. Bu siire sonunda her bir kiiltiirden 1’er ml alinarak keratinaz enzim aktiviteleri

spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

3.25f. Yiin protein hidrolizat eldesi icin optimal inkiibasyon siiresinin

belirlenmesi

Yiin protein hidrolizat eldesi optimizasyon c¢alismalarinin son asamasinda optimal
inkiibasyon siiresi belirlendi. Bunun i¢in 6nceden belirlenen ve maksimum verim elde
edilen parametrelerde (optimal pH, optimal KH2PO4, MgSO4 ve NaCl konsantrasyonu)
besiyeri hazirlanmis ve hazirlanan besiyerin otaklavda steril edilip sogutulduktan sonra
EY2 kodlu izolatin 6n kiiltiirinden 1 ml inokiile edildi. Inokulasyonun ardindan

besiyerleri optimal sicaklikta 7 giin siireyle 150 rpm’de inkiibasyona birakildi. Daha
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sonra sirasiyla; 1-7 giinlerin sonunda kiiltiirden 1’er ml alinarak keratinaz enzim

aktiviteleri spektrofotometrik olarak l¢ildi.

3.2.6. Optimal parametreler ile yiiksek miktarda protein hidrolizat eldesi

Biiyiik miktarlarda hidrolizat {iretimi i¢in optimal sartlarda (optimal pH ve mineral
kaynaklar1) toplam 2 L besiyeri hazirlanmig ve 20 tane erlene (her 250 ml’lik erlen
icerisine 100 mL besiyeri) esit olarak dagitilmistir. Erlenlere daha sonra 10 g/L
seviyesinde koyun ylinleri konulmus, erlenler steril edilmis, sogutulmus ve 6n kiiltiir ile
asilanmistir. Asilanan besiyerleri daha 6nceden belirlenen optimal sicaklik ve siirede
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda besiyerleri filtre kagidindan
gecirildi ve kiiltiirde parcalanmadan kalan yiinler ayristirildi. Geriye kalan sivi kisimlar
5000 g’de 10 dk siire ile santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan {istte kalan siipernatantlar,
50 mI’lik beherlere aktarildi. Beherler -80°C’ye konularak 1 giin siireyle donduruldu.
Iyice dondurulan 6rnekler liyofilizatdr cihazi kullanilarak 48 saat siire ile liyofilize
edildi. Liyofilizasyon isleminin ardindan elde edilen kisim UV altinda 15 dakika siire ile
bekletildi. Ornekler, daha sonra kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi
(Fakhfakh et al. 2012; Fontoura et al. 2014).

3.2.7. Elde edilen hidrolizatin antimikrobiyal etkinliginin belirlenmesi

Hidrolizatin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek amaciyla disk difiizyon testi yapildi.
Bunun i¢in gram negatif ve gram pozitif 2 bakteri susu; Escherichia coli (RSKK 06015),
Bacillus cereus (ATCC 11778), ile birlikte, hiicre ¢esitliligi saglamak amaciyla
Aspergillus niger (ATCC16888) kiifii ve Candida.albicans (ATCC 14053) mayasi dahil
4 adet mikroorganizma kullamldi. Oncelikle nutrient agar iizerinde aktive edilen
bakteriler, nutrient broth siv1 besiyerine alinarak bir gece inkiibe edildi. Maya ve kiif
mikroorganizmalarin1 gelistirmek icin ise, PDA (Potato Dextrose agar) besiyeri
kullanildi. Inkiibasyonun ardindan OD 6l¢iimii yapildi ve ODeoo: 0,4 olacak sekilde
fizyolojik suyla siispanse edilen soliisyonlardan 100’er pl alinarak petrilere konuldu ve

drigalski Ozesi yardimiyla petrilerin her tarafina iyice dagitildi. Daha sonra bu
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besiyerlerinin iizerine bos diskler yerlestirildi. Pozitif kontrol amaciyla bakteriler i¢in
kloramfenikol antibiyotigi; maya ve kiif i¢in amfoterisin B antibiyotigi, negatif kontrol
olarak ise TSB (Tryptic Soy Broth) sivi besiyeri kullanildi. Pozitif kontrol diskleri
petriye yerlestirildikten sonra, hemen 6ncesinde 100 mg/ml konsantrasyonda, saf su
icerisinde ¢oziilerek hazirlanmig yiin protein hidrolizatindan 20- 25 pl alinarak bos
disklerin tizerine aktarildi. Ayni sekilde negatif kontrol olarak kullanilan TSB
besiyerinden de 20-25 ul alinarak bir diger bos diske konuldu ve petriler inkiibasyona
birakildi. (Mikrobiyal gelisim sonucu olusan pH diisiisiinliin antimikrobiyal etkisini
engellemek amaciyla kiiltlir siipernatantlarinin pH’s1 7’ye ayarlanarak kullanildi). E.
coli ve B. cereus kiiltiirleri 1 giin; C. Albicans kiiltiirii 2 giin ve A. niger kiltiirii 5 giin
stireyle inkiibe edildi (Yildiz 2018).

3.2.8. Elde edilen hidrolizatin antioksidan 6zelliginin belirlenmesi

3.2.8.a. DPPH radikal temizleyici test

Oncelikle etanolde 0.1 mM’lik bir DPPH ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltinin 3’er mL*si,
farkli konsantrasyonlardaki etanolde ¢oziindiiriilerek hazirlanmis (1, 2, 3, 4, 5 mg / mL)
ekstraksiyon soliisyonlarinin her birinden 1’er ml alinarak karistirildi. Reaksiyon
karigimi iyice vortekslendi. Ardindan 30 dakika siire ile oda sicakliginda ve karanlikta
birakildi.. Inkiibasyon siiresi sonunda tiiplerdeki karisimm absorbansi 517 nm'de
spektrofotometrik olarak 6l¢iildii (Deneyler ti¢ tekrarli olarak gerceklestirildi) (Shen et
al. 2010; Fakhfakh et al. 2011; Kumar et al. 2012; Khan et al. 2013).

3.2.9. Hazirlanan yiin hidrolizatimin pepton olarak degerlendirilmesi

Bu asamada; elde edilen hidrolizatin, mikroorganizmalar i¢in besiyerlerinde pepton
kaynag1 olarak kullanilabilme potansiyeli arastirildi. Bu amagla; Aspergillus niger,
Saccharomyces cerevisiae ve Escherichia coli olmak iizere bir kiif, bir maya ve bir de
bakteri kullanildi. S. cerevisiae ve E.coli i¢in nutrient broth besiyerleri kullanilarak,

mikroorganizmalarin 150 rpm’de 24 saat siireyle 6n kiiltiirleri hazirlandi. On kiiltiirler
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hazirlanirken Saccharomyces cerevisiae igin inkiibasyon sicakligi 30°C, E. coli igin ise
37°C secilmistir. Hazirlanan 6n kiiltiirlerin 1 mL’si yiin pepton ve ticari peptonla
hazirlanan besiyerlerinin asilanmasi i¢in kullanilmistir. 4. niger’in 6n Kkiiltiirliniin
hazirlanmasi igin, A. niger 1 hafta siireyle 30°C’de sporulasyona birakilmis, bu siirenin
sonunda yatik agar kiiltiiriine steril fizyolojik su eklenmis ve Spor homojenizasyonu igin
kiiltiir, vorteks edilmistir. Hazirlanan spor silispansiyonunun 1 ml’si yiin peptonu ve

ticari peptonla hazirlanan besiyerinin asilanmasi i¢in kullanilmistir.

Uretim besiyerleri 20 g/L glikoz ve 4 g/L pepton ile birlikte 20 g/L glikoz ve 4 g/L yiin
protein hidrolizat1 igerecek sekilde dizayn edilmistir. A. niger ve S. cerevisiae igin
besiyeri pH’s1 6.0’a, E. coli i¢inse 7.0’a ayarlanmistir. On kiiltiirlerin hazirlanmasinda
oldugu gibi, iiretim ¢aligmalari i¢inde inkiibasyon sicakligi A. niger ve S. cerevisiae igin
30°C, E. coli iginse 37°C’ye ayarlanmistir. Maya ve bakteri igin 24 saat sonra hiicrede
optikal dansite (600 nm) ve kuru agirlik o6lgiimleri yapilmistir. 4. niger’in biliyiime
performansi igin ise 4 giinliik inkiibasyon peryodunun sonunda kuru agirlik 6l¢timii

yapilmistir.

Kuru agirlik 6l¢timii igin kiiltiirler 5000 rpm’de 10 dakika stireyle santrifiij edilmis, elde
edilen 1slak hiicreler steril fizyolojik suyla yikanmis, sabit agirlifa gelinceye kadar

100°C’de kurutulmus ve kuru agirlik 6lgtimii gergeklestirilmistir (Firat 2017).

3.2.10. Hiicre hatlarinin ¢éziilmesi, pasajlanmasi ve dondurulmasi

Yapilan ¢alismada; insan kolon kanser hiicreleri (HT-29, Caco-2), insan prostat kanser
hiicreleri (DU-145) ve insan akciger kanser hiicreleri (A-549); hiicre besiyeri olarakta
%10 FBS (Fetal Bovine Serum) ve %1 antibiyotik (penisilin-streptomisin) igeren RPMI
1640 kullanildi. Calismaya baglamadan once kullanilacak biitiin malzemeler, %70°1ik
etanol ile silinerek, steril kabin i¢ine alindi. Deneyde. oncelikle dondurulmus hiicreler,
37°C’ye ayarlanmis su banyosunda c¢ozdiiriildii. Cozlinen hiicreler, igerisinde taze
besiyeri bulunan 15 ml’lik falkon tiiplerine aktarildi. Tiipler, 1500 rpm’de 5 dk siire ile

santrifiij edildi ve ardindan siipernatant atildi. Geride kalan hiicre peleti, taze besiyeri ile
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resilispanse edilerek, igerisinde yeni besiyeri bulunan kiiltiir kaplarina aktarildi. Hiicreler
daha sonra, 37°C’de, % 90 nem ve %5 CO:; iceren ortamda inkiibasyona birakildi. %80
yogunluga ulasan hiicrelerin bir kismi pasajlandi, bir kismi da sayim yapilarak deneyde
kullanildi. Pasajlama islemi igin, eski besiyeri kiiltiir kabindan uzaklastirildi. Daha sonra
hiicreler, PBS (Phosphate Buffered Saline) ile yikandi. Ardindan hiicreleri yiizeyden
kaldirmak i¢in %0,25’lik Tripsin/EDTA) eklendi ve 37°C’de 2 dk siire ile inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan, santrifiij tiipiine alinan hiicreler, 1500 rpm’de 5 dk siire ile
santrifiijjlendi. Taze besiyeri ile resilispanse edilen hiicreler, igerisinde yeni besiyeri
bulunan kiltiir kabmna aktarilarak pasajlandi. Geriye kalan fazla hiicre peleti, %90
besiyeri ve %10 DMSO (Dimetilsiilfoksit) i¢ceren 1 ml dondurma besiyeri ile resiispanse
edildi, ardindan kriyo tiiplere aktarildi. Tiipler dnce yarim saat 4°C’de, sonra 1 saat -
20°C’de, en son bir gece -80°C’de bekletildi ve ardindan sivi azot tankina kaldirildi
(Yildiz 2018).

3.2.11. Hiicre sayim ve ekimi

Hiicre sayiminda, canli hiicre sayisini belirlemek amaciyla 6li hiicreleri boyayan %
0,4’1ik tripan blue boyasi kullanildi. Bunun igin; 10 pl boya ile 10 pl hiicre, siispanse
edilerek thoma lamina aktarildi ve canli hiicreler sayildi. Sayimin ardindan her kuyuda
5000 hiicre olacak sekilde seyreltilen hiicreler, 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina aktarildi.
37°C’de, %90 nem ve %5 CO: igeren ortamda 24 saat siire ile inkiibe edildi (Yildiz
2018).

3.2.12. Elde edilen hidrolizat i¢cin WST-1 analizi

Yiin protein hidrolizati ekstraktinin HT-29, DU-145, A-549 ve Caco-2 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkisi WST-1 hiicre canlilik kiti (BosterBio, USA) ile analiz edildi.
Hiicreler ¢ogaltildiktan sonra 96-kuyucuklu plakalara herbir kuyucukta en az 5000
hiicre olacak sekilde ekildi. 24 saat sonra hiicreler cogalma asamasinda iken ekstrakt,
hiicrelere degisen dozlarda hiicre besiyeriyle eklendi. Kontrol grubu hiicrelerine ise

ekstraktsiz hiicre besiyeri eklendi. 24 saat sonra her bir kuyucuga 3 ul WST-1 konularak
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2 saat sonra 450 nm’de (referans dalgaboyu 690 nm) elisa cihazinda (SpectraMax

Molecular Devices, USA) kolorimetrik olarak 6lgiim alindi.

3.2.13. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz igin graphpad prism 5 programi kullanildi. Gruplar arasindaki
istatistiki farkliliklar tek-yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) kullanilarak
incelendi. p<0,05 olan sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Onemlilik
derecesi, yildiz sayisi ile belirtilmistir. p<0,05 i¢in bir yildiz (*=6nemli), p<0,01 i¢in iki
yildiz (**=¢ok 6nemli) ve p<0,001 icin ti¢ yildiz (***=yliksek derecede dnemli) olacak
sekilde belirtildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Yiin Parcalayan Bakterilerin Izolasyonu

Bu ¢alismanin ilk asamasinda; Erzurum ilinde giinliik kullanim i¢in satilan, herhangi bir
deterjana maruz birakilmamis 1 gr kuru koyun yiinii Atatiirk Universitesi kampiisiinde 1
ay siireyle farkli bolgelerde topraga birakilmistir. 1 aylik siirenin sonunda topraktan
¢ikarilan koyun yiinii, KH2POs4, MgSOs4 NaCl, FeSOs4, MnSQO4, CuSOs mineral
maddeleri igeren besiyeri icerisine aktarilmis ve besiyerleri 10 giin siireyle inkiibe
edilmistir. Bu siire sonunda keratinaz enzim aktivitesi ile yiinii par¢alayarak gelisimini
tamamlayan bakteriler kat1 besiyerine (TSA) alinmis, daha sonra, koloni olusumlarinin
gozlendigi kanigik kiiltirden (Sekil 4.1) koloni morfolojisi ve mikroskop
gorlintiilerinden yola ¢ikilarak farkli yiin 6rneklerinden toplam 48 adet bakteri izole

edilmistir.

Sekil 4.1. 6 kat seyreltilen besiyerinin TSA’ya aktarildig karisik kiiltiir
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4.2. Yiin Parcalama Miktar1 ve Keratinaz Enzim Aktivitesine Gore Uygun

Bakterinin Secilmesi

Saflagtirilan biitiin bakteriler, yiinlii besiyerinde ayni ortam ve kiltiir kosullarinda
gelistirildikten sonra kiiltiir sivilar1 kullanilarak boliim 3.2.3. verilen protokole gore
keratinaz enzim aktiviteleri belirlenmistir. Kiiltiir sivilar siiziildiikten sonra geriye kalan
yin artiklar1 folyo {iizerine alinarak 1 giin siireyle kurutulmus ve sonraki giin
parcalanmadan kalan yiinlerin kuru agirliklar1 dlgiilerek her bir izolatin pargalayabildigi
yiin miktar1 belirlenmistir. 5 giinliik siire sonunda toplam 48 bakteri arasinda sadece 8
izolatin yliksek keratinaz aktivitesi Ve yiin parcalama potansiyeli gosterdigi
belirlenmistir. Bu yiizden, Cizelge 4.1’de sadece 8 izolat i¢in elde edilen degerler

verilmistir.

Cizelge 4.1. Saflastirilan bakterilerin keratinaz enzim aktivitesi Ve parcalayabildikleri
yiin miktar1 degerleri

Yiinlii Besiyeri

Bakteri OD (600 nm) Aktivite (595 nm) | Parc¢alanan yiin miktari
Kodu (9)

EY1 1,440 0,332 0,43
EY2 1,786 0,411 0,65
EY3 1,776 0,404 0,55
EY4 1,696 0,360 0,49
EYS5 1,552 0,346 0,47
EY6 1,779 0,406 0,59
EY7 1,625 0,347 0,47
EYS8 1,690 0,385 0,50

Kiilttr kosullar1: pH: 8, inkiibasyon siiresi 5 giin, yiin konsantrasyonu 1 g/1, sicaklik 55 °C, 1 g/l KH2POy,
1 g/l MgSOs, 1 g/l NaCl, ¢alkalama hiz1 150 rpm.
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Izole edilen 48 bakteriden en yiiksek keratinaz enzim aktivitesi (0,411) gdsteren ve en
cok miktarda yiinii parcalayabilen bakterinin EY2 kodlu izolat (Sekil 4.2) oldugu tespit
edilmistir. Bu bakterinin gelistigi yiinlii besiyerine eklenen baslangi¢ yiin miktar1 1.0 g
(10 g/l koyun yiinii) iken inkiibasyon siiresi sonrasinda besiyerinden geri alinarak
kurutulan en son yiin miktarinin 0,35 g/I’ye diistiigii goriildii. Diger bir ifade ile bu
bakterinin 1 gr koyun yiiniiniin 0.65 gr’inin pargalandig: tespit edildi.

Sekil 4.2. EY2 kodlu bakterinin saflastirilmis petri goriintiisii

En yiiksek keratinaz enzim aktivitesi gosteren ve en ¢ok oranda ylinii parcalayabilen
EY2 kodlu bakteri, tezin diger asamalarinda kullanilmak tizere se¢ildi. Sonrasinda bu

bakterinin sekans analizi ve optimizasyon galismalarina gegildi.

4.3. Sekans Analizi Sonuclar

Macrogen firmasi tarafindan analiz edilen 16S rRNA sekans verileri sonucu NCBI’dan
elde edilen benzerlige gore EY2 kodlu izolattimizin Bacillus licheniformis (Gen Bank
No: MN809476) tiiriine ait oldugu belirlendi (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Dizi analizi sonucu belirlenen bakteri ve benzerlik orani

izolat Kodu izolat Ismi Benzerlik Oram Genbank
(%) Numarasi
EY2 Bacillus % 98,57 MNB809476
licheniformis

Daha sonra elde edilen izolatin, NJ (Neighbor-joining; Komsu katilimi-baglama)

yontemi ile filogenetik agag ¢izildi (Sekil 4.3)

53 Bacillus aerius (FCM 13348)

Bacillus licheniformis (DSM 13)
62 EY2 (MN809476)

100 Bacillus haynesii (CCUG 70178)

93 Bacillus sonorensis (DSM 13779)

Bacillus swezeyi (CCUG 70177)

Bacillus taeanensis (DSM 16466)

Bacillus ruris (DSM 17057)

Bacillus thermoamylovorans (LMG 18084)

_l Anoxybacillus bogrovensis (DSM 17956)

Sekil 4.3. EY2 kodlu izolatin, 16S rRNA gen analiz sonuglar1 temel alinarak olusturulmus olan
Neighbour-Joiningfilogenetik agact (Kimura 1980; Saitou and Nei 1987)
Anoxybacillus bogrovensis dis grup olarak kullanilmustir.

4.4. Optimizasyon Calismalari

Atik ylinii maksimum verimle pargalayarak protein hidrolizat1 elde edebilmek ig¢in
keratinaz enzim aktivitesi optimizasyon caligmalar1 gerceklestirildi. Amag, en yiiksek
keratinaz enzim aktivitesi ile maksimum miktarda yiiniin parcalanabildigi ve yiiksek
protein igerigine sahip hidrolizatin elde edilebildigi parametre degerlerinin

belirlenmesidir.
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4.4.1. Yiin protein hidrolizat eldesi icin optimal pH’nin belirlenmesi

Protein hidrolizat1 iiretiminde optimum pH degerinin belirlenebilmesi i¢in bolim
3.2.5.a’da anlatilan sekilde deney diizenegi kuruldu ve sirasiyla 5,6,7,8,9 pH degerleri
denendi. Elde edilen spektrofotometrik 6lgiim sonuglarina gore (Sekil 4.4 ve Cizelge
4.3) izolatin pH 7°‘de maksimum keratinaz enzim aktivitesi gosterdigi bulundu.

Calismanin diger basamaklarina besiyeri pH’s1 7°ye ayarlanarak devam edildi.
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Sekil 4.4. Keratinaz enzim aktivitesinde optimal pH’ nin belirlenmesi
(Kiiltiir kosullar: inkiibasyon siiresi 5 giin, yiin konsantrasyonu 1 g/, sicaklik 55°C, 1 g/l KH2POa, 1 g/l
MgSOs, 1 g/l NaCl, ¢alkalama hiz1 150 rpm)

Cizelge 4.3. Fakli pH degerlerinde elde edilen keratinaz enzim aktivitesi sonuglari

Baslangic pH Hiicre yogunlugu Enzim aktivitesi Parcalan yiin

5 1,700 0,371 0,53
6 1,779 0,398 0,62
7 1,880 0,422 0,71
8 1,78 0,413 0,65
9 1,681 0,402 0,63
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4.4.2. Yiin protein hidrolizat eldesi icin optimal inkiibasyon sicakhiginin

belirlenmesi

Protein hidrolizat eldesinde maksimum verim elde etmek icin; bakterinin gelisebildigi
ve en iyi keratinaz enzim aktivitesi gosterebildigi, sicaklik degerini tespit etmek
amactyla yapilan optimizasyon denemeleri, bolim 3.2.5.b’de anlatildig1 gibi
gerceklestirildi. Farkli inkiibasyon sicaklik denemeleri sonucunda elde edilen enzim
aktiviteleri Sekil 4.5 ve Cizelge 4.4’te gosterildi. Elde edilen sonuglara gére optimum

inkiibasyon sicakligi 55°C olarak belirlendi.

1,6 1 - 0,8
0,71%E
1,2 - 0,6

0,4234595mm)?
08 1 — % ¥ = g (o4

Keratinase aktivitesi (595 nm)
Pargalanan yiin (g)

04 1 0,2
—A—HY KA —&-PY

Hiicre yogunlugu (600nm)

0 T T T T T 0
45 50 55 60 65

Sicaklik (°C)

Sekil 4.5. Keratinaz enzim aktivitesinde optimal inkiibasyon sicakliginin belirlenmesi
Kiiltiir kogullari: pH: 7, inkiibasyon siiresi 5 giin, yiin konsantrasyonu 1 g/l, 1 g/l KH2POs, 1 g/l MgSOs4, 1
g/l NaCl, c¢alkalama hiz1 150 rpm.

Cizelge 4.4. Inkiibasyon sicakliginin hidrolizat eldesi verimi iizerindeki etkisi

Sicaklik (°C) Hiicre yogunlugu Enzim aktivitesi Parcalan yiin
45 1,65 0,380 0,59
50 1,766 0,415 0,66
55 1,795 0,423 0,71
60 1,740 0,402 0,67
65 1,687 0,393 0,67
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4.4.3. Yiin protein hidrolizat eldesi icin optimal KH2POs, MgSOs ve NaCl

konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Maksimum verim ile yiin protein hidrolizat1 {iretebilmek amaciyla mineral (KH2POs,
MgSOs ve NaCl) konsantrasyonlarmin keratinaz enzim aktivitesi tizerindeki etkisi
boliim 3.2.5.c, 3.2.5.d, 3.2.5.e’de anlatildig1 gibi yapilan deneylerle belirlendi. KH2POg4
optimizasyonu i¢in elde edilen enzim aktivitesi Sekil 4.6 ve Cizelge 4.5’te, MgSO4
optimizasyonu i¢in elde edilen degerler Sekil 4.7 ve Cizelge 4.6’da, NaCl
optimizasyonu i¢in elde edilen enzim aktivite degerleri Sekil 4.8 ve Cizelge 4.7°de
gosterildi. Elde edilen sonuglara gére optimum KH2PO4 miktar1 1.5 g/It, MgSO4 miktari
0.5 g/It, NaCI miktar1 ise 2 g/It olarak belirlendi.

. M .
1,2 1 r 0,6

0,4325956hm)E

0,8 ./'/—'—_—'\' - 0,4

Hiicre yogunlugu (600nm)
Keratinase aktivitesi (595 nm)
Pargalanan yiin (g)

0,4 1

T
o
o

—-A—HY —#—KA —8-PY

0 05 1 15 2
KH,PO, (/L)
Sekil 4.6. Keratinaz enzim aktivitesinde optimal KH2PO4 miktarinin belirlenmesi

Kiiltiir kosullari: pH 7, inkiibasyon siiresi 5 giin, ylin konsantrasyonul g/l, sicaklik 55°C, 1 g/l MgSQg, 1
g/l NaCl, c¢alkalama hizi 150 rpm.
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Cizelge 4.5. KH2PO4 miktarinin etkisi

KH2PO4 (g/L) Hiicre yogunlugu Enzim aktivitesi Pargalan yiin
0 1,649 0,381 0,60
0.5 1,746 0,411 0,66
1 1,798 0,421 0,71
1.5 1,804 0,432 0,74
2 1,827 0,420 0,69
2 1
S —————3 5 -
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MgSO, (9/L)

Sekil 4.7. Keratinaz enzim aktivitesinde optimal MgSO4 miktarinin belirlenmesi
Kiiltiir kosullari: pH 7, inkiibasyon siiresi 5 giin, yiin konsantrasyonu 1 g/l, sicaklik 55°C, 1.5 g/l KH;POs,

1 g/l NaCl, ¢alkalama hizi 150 rpm.

Cizelge 4.6. MgSO4 miktarinin etkisi

MgSOa4 (g/lt) Hiicre yogunlugu Enzim aktivitesi Pargalan yiin
0 1,800 0,382 0,70
0.5 1,811 0,440 0,78
1 1,805 0,433 0,74
1.5 1,800 0,420 0,70
2 1,790 0,414 0,64
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Sekil 4.8. Keratinaz enzim aktivitesinde optimal NaCI miktarinin belirlenmesi
Kiilttr kosullari: pH 7, inkiibasyon siiresi 5 giin, yiin konsantrasyonu 1 g/1, sicaklik 55°C, 1.5 g/l KH2POy,
0.5 g/L MgSOs., galkalama hizi 150 rpm.

Cizelge 4.7. NaCl miktarinin etkisi

NaCl (g/lt) Hiicre yogunlugu Enzim aktivitesi Pargalan yiin
0 1,600 0,311 0,50
0.5 1,721 0,410 0,68
1 1,811 0,440 0,78
1.5 1,900 0,450 0,82
2 1,908 0,464 0,84
2,5 1,890 0,433 0,74

4.4.4. Yiin protein hidrolizat eldesi icin optimal inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Protein hidrolizat {iretiminde maksimum verim elde etmek amaciyla son olarak
inkiibasyon siiresi optimizasyon denemeleri, boliim 3.2.5.’de anlatildigi gibi yapildi.
Inkiibasyon siiresi denemeleri sonucunda elde edilen enzim aktiviteleri Sekil 4.9 ve
Cizelge 4.8°de gosterildi. Elde edilen sonuglara goére maksimum yiin pargalanmasi ve

keratinaz aktivitesi i¢in optimum inkiibasyon siiresi 6 giin olarak belirlendi. Bu
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inkiibasyon siiresinin sonunda 1 gr ylnin 0,89 gramimin parcalandigi ve keratinaz

aktivitesininde 0.472 (s95nm) oldugu belirlendi. 2 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda 1

gr yiiniin yarisinin (0.5 gr) parcalandigi tespit edildi.

Hiicre yogunlugu (600nm)
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Sekil 4.9. Keratinaz enzim aktivitesinde optimal inkiibasyon siiresinin belirlenmesi
Kiiltiir kogullari: pH 7, yiin konsantrasyonu 1 g/L, sicaklik 55°C, 1.5 g/l KH2PO4, 0.5 g/L MgSOs,, 2 g/l
NaCl, calkalama hiz1 150 rpm.

Cizelge 4.8. Inkiibasyon siiresinin hidrolizat eldesi verimi iizerindeki etkileri

Parcalanan yiin (g)

Inkiibasyon Siiresi | Hiicre yogunlugu Enzim aktivitesi Pargalan yiin
(giin)

2 1,630 0,315 0,50

1,741 0,390 0,67
4 1,868 0,430 0,77
5 1,910 0,465 0,84
6 1,910 0,472 0,89
7 1,900 0,472 0,89
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Sekil 4.10. Baslangigtaki yiinlii besiyeri/ Par¢galanmanin oldugu yiinlii besiyeri

4.4.5. Optimal parametreler ile yiiksek miktarda protein hidrolizat eldesi

Boliim 3.2.6’da anlatildig: lizere asagida verilen deney basamaklar: takip edilerek yiin

protein hidrolizati elde edildi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Liyofilizasyon isleminin ardindan elde edilen yiin protein hidrolizati
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4.4.6. Elde edilen hidrolizatin antimikrobiyal etkinliginin belirlenmesi

Bolim 3.2.7°de anlatildigr sekilde kurulan deney diizenegi ile protein hidrolizatinin
antimikrobiyal etkisi test edildi. Ancak yapilan c¢alisma sonucunda, elde edilen

hidrolizatin herhangi bir antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadig1 gézlemlendi.

4.4.7. Elde edilen hidrolizatin antioksidan 6zelliginin belirlenmesi

4.4.7.a. DPPH radikal temizleyici test

Boliim 3.2.8.a’da anlatildig1 sekilde kurulan deney diizenegi ile, hidrolizatin antioksidan
ozelliginin olup olmadig: arastirildi. Yapilan spektrofotometrik 6l¢iim sonucunda yiin

protein hidrolizatin yeterli miktarda antioksidan etki gostermedigi bulundu.

4.4.8. Test mikroorganizmalarinin gelisme performanslar1 acgisindan yiin protein

hidrolizati ve ticari peptonun karsilastirilmasi

Yiin protein hidrolizatin, test mikroorganizmalarinin gelisimi iizerindeki etkisini
degerlendirmek igin ticari pepton (TP; tripton pepton) ile karsilastirildi. Bu amagla
bolim 3.2.9°da anlatildigi sekilde deney diizenegi kuruldu (Sekil 4.12).
Spektrofotometrik OD 6l¢iim sonuglart ve kuru agirlik 6lgiim sonuglari sirasiyla Cizelge
4.9 ve Cizelge 4.10°da gosterildi.

Cizelge 4.9. Test mikroorganizmalariin ticari peptonla ve yiin protein hidrolizatiyla
hazirlanmis besiyerlerinde biiyiime oranlari

Mikroorganizma Peptonlu besiyeri 24. Saat Hidrolizath besiyeri 24. Saat
OD 600 0D 600)
S. cerevisiae 1,807 1,571

E. coli 0,531 0,556
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Cizelge 4.10. Test mikroorganizmalarimin kuru agirlik 6l¢iim sonuglari

Mikroorganizma Ticari pepton Yiin pepton
S. cerevisiae 2,4 (g/l) 1

E. coli 0,4 14

A. niger 7,6 8

Yapilan ol¢timler sonucunda; E. coli (1,4 g/l) ve A. niger (8 g/l) maksimum biyokiitle
konsantrasyonuna yiin protein hidrolizatli ortamda ulasirken, S. cerevisiae igin
maksimum biyokiitle konsantrasyonuna (2,4 g/1) ticari pepton (trytone pepton) igeren

ortaminda ulagilmistir. Yiin peptonunun ticari peptona oranla E.coli igin 3.5 kat daha

fazla hiicre biiylimesi sagladig1 tespit edilmistir.

Sekil 4.12. Inkiibasyon oncesi ticari pepton Ve yiin protein hidrolizat: ile hazirlanmus

besiyerlerinde mikroorganizma kiiltiirleri
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Sekil 4.13. Inkiibasyon sonrasi ticari pepton Ve yiin protein hidrolizati ile hazirlanmis
besiyerlerinde mikroorganizma kiiltiirleri

4.4.9. WST 1 assay hiicre canhih@1 analizi

Hiicre canlilig: analizi WST-1 assay ile yapildi. Ilk olarak insan kolon kanser hiicreleri
(HT-29) kullanildi. Bu hiicrelerde Sekil 4.14’te gosterildigi iizere yiiksek dozlarda (1,00

mg/ml -1,25 mg/ml) verilen yiin protein hidrolizati, kolon kanseri hiicreleri iizerinde

sitotoksik etki gosterdi.

OD(450 nm - 690 nm)

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4.14. Yiin protein hidrolizat konsantrasyonuna bagli HT-29 hiicrelerinin 24 saatlik
WST-1 Assay hiicre canlilik analiz sonucu (ns: p>0.05, * p<0.05)
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Ikinci hiicre hatti olarak insan prostat kanser hiicreleri (DU-145) kullamldi. Bu
hiicrelerde, Sekil 4.15‘te gosterildigi iizere 2,5 mg/ml konsantrasyonda verilen yiin

protein hidrolizat1 prostat kanser hiicreleri tizerinde sitotoksik etki gosterdi.
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Sekil 4.15. Yiin protein hidrolizat konsantrasyonuna bagli DU-145 hiicrelerinin 24
saatlik WST-1 Assay hiicre canlilik analiz sonucu (0 mg/ml kontrol grubudur,* p<0.05)

Ucgiincii hiicre hatt1 olarak, insan akciger kanser hiicreleri (A-549) kullamldi. Bu
hiicrelerde, Sekil 4.16°da gosterildigi tizere hidrolizatin biitiin konsantrasyonlari, kanser
hiicreleri iizerinde sitotoksik etki gosterdi ancak en yiiksek oranda etki en diisiik dozda

(0,01 mg/ml) goriildii.
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Fedkek

OD(450 nm - 690 nm)
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Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4.16. Yiin protein hidrolizat konsantrasyonuna bagli A-549 hiicrelerinin 24 saatlik
WST-1 Assay hiicre canlilik analiz sonucu(0 mg/ml kontrol grubudur,* p<0.05)

Son olarak yine insan kolon kanser hiicre hatti olan Caco-2 hiicreleri lizerinde, elde
edilen ylin protein hidrolizatinin sitotoksik etkisi incelendi. Diger hiicre hatlarindan
farkli olarak bu hiicreler iizzerinde herhangi bir sitotoksik etki gézlemlenmedi (Sekil

4.17).
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Sekil 4.17. Yiin protein hidrolizat konsantrasyonuna bagli Caco-2 hiicrelerinin 24
saatlik WST-1 Assay hiicre canlilik analiz sonucu(0 mg/ml kontrol grubudur,* p<0.05)
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5. TARTISMA ve SONUC

Protein hidrolizatlar1, glinlimiizde; balik atiklari, soya, yumurta, istiridye, bezelye,
peynir alt1 suyu, midye, tiily ve yiin gibi protein acisindan zengin maddeler kullanilarak
uiretilebilmektedir. Yapilan c¢alismalar elde edilen bu hidrolizatlarin; tip (diyabet,
obezite, parkinson, kanser, fenilketoniiri, iilser, alzheimer, akut ve kronik karaciger
hastaliklarinda, bagirsak sendromunda, atesli bagirsak hastaliginda, pankreasla ilgili
hastaliklarin tedavisinde), ziraat (bitki giibresi, hayvan yemi), mikroorganizmalar i¢in
pepton kaynagi, farmakoloji, kozmetik ve gida endiistrisi (diyet iiriinlerinde, enerji
iceceklerinde) gibi sektorlerde genis uygulama alanlar1 bulabildiklerini gostermistir
(Eremeev et al. 2009; Fakhfakh et al. 2011). Protein hidrolizatlar1 kimyasal ve
enzimatik yolla iretilebildikleri gibi mikrobiyal proseslerle de firetilebilmektedir.
Mikrobiyal prosesle iliretimin sahip oldugu; diisiik maliyet ve kisa siirede yiiksek verim
saglayabilme, igerigi degismemis daha dogal yapili hidrolizatlar elde edebilme gibi
avantajlarindan dolay1r bu yondeki arastirmalar dikkat ¢ekmektedir. Simdiye kadar
yapilan c¢alismalarda; Bacillus licheniformis (Grazziotin et al. 2007), Bacillus cereus
(Manni et al. 2010), Streptomyces exfoliatus (Jain et al. 2012), Bacillus pumilis (Jemil
et al. 2014), Stenotrophomonas maltophilia (Bhange et al. 2016), Fervidobacterium
islandicum (Callegaro et al. 2018), Pseudomonas aeruginosa (Hammami et al. 2018)
vb. mikroorganizmalar kullanilarak mikrobiyal yolla protein hidrolizatlar: iiretilmistir.
Bu hidrolizatlarin iiretiminde yukarida bahsedilen kaynaklardan yararlanilsa da, atik
koyun yiiniinii kullanarak protein hidrolizat eldesi ¢alismalar1 sinirh sayidadir. Ancak
artmakta olan diinya niifusunun beraberinde getirdigi beslenme, ¢evre kirliligi sorunlari,
hastalik sayilarindaki artis ve ilaglara karsi kazanilan direng¢ mekanizmalar1 gibi
faktorler 6zellikle cevresel atik olarak diisliniilen ve diger yonden iceriginde yiiksek
miktarda peptit dizisi bulunduran koyun yiinii gibi yan iriinlerin degerlendirilmesine
yonelik yapilacak calismalara duyulan ihtiyaci artirmaktadir. Bu ihtiya¢ goz oniinde
bulundurularak yapilan tez ¢aligmamizda; mikrobiyal proses ile yiinii pargalayarak,
protein hidrolizat1 iiretimi gergeklestirilmistir. Bu amagla yiinii degrade edebilen,
keratinaz enzim aktivitesine sahip bakteriler izole edilmis, ardindan izole edilen

mikroorganizmalar i¢erisinden en yliksek keratinaz enzim aktivitesi gosteren ve yliksek
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miktarda ylin parcalayabilen izolat kullanilarak daha yiiksek miktarda hidrolizat eldesi
icin optimum kosullar (pH, sicaklik, mineral konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi)
belirlenmis ve iretilen hidrolizatin; antioksidan, antimikrobiyal, antikanserojen
Ozellikleriye birlikte, mikroorganizma besiyerlerinde pepton kaynagi olarak

kullanilabilme potansiyeli arastirilmistir.

Calismamizda, yiliksek keratinaz enzim aktivitesine sahip bakterilere odaklanilmaistir.
On secilim asamasinda 1’er gr koyun yiinii farkli toprak ortamlarma yerlestirilmis ve
yaklagik 20 giin siireyle toprakta bekletilmistir. Bu siirenin sonunda koyun ylinleri
¢ikartilmis ve kendisine tutunmus olan toprakla birlikte 100 ml besiyeri igerisine
aktarilmistir (pH 8.0). 10 giin siireyle 55°C’de inkiibe edilmis ve bu sekilde, sinirh
besinsel sartlarda gelisebilen, bu ortama adapte olabilen bakterilerin izolasyonu
yapilmaya calisilmistir. 10 giinliik siirenin ardindan TSA kat1 besiyerine ekim yapilmig
ve 55°C’de, 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan, petrilerde
gelisen ve birbirlerinden farkli koloni morfolojisi gosteren bakteriler secilerek,
saflagtirilmistir. Bu sekilde toplam 48 bakteri susu izole edilmistir. Calismamizda izole
ettigimiz 48 bakteri icerisinde sadece 8 izolatin yiiksek keratinaz enzim aktivitesi ve yiin
parcalama potansiyeli gosterdigi belirlenmistir. Bu 8 izolat arasindan da EY2 kodlu
izolatin en yiiksek keratinaz enzim aktivitesine sahip oldugu bulunmus ve calismanin
diger asamalarina EY?2 izolat1 ile devam edilmistir. Sekans analizi sonrasinda bu izolat,
Bacillus licheniformis olarak tespit edilmistir. Literatiir taramas1 yapildiginda, Bacillus
cinslerinin 6zellikle tavuk tiiylinden hidrolizat eldesi ¢calismalarinda siklikla kullanildigi
goriilmiistiir (Fakhfakh et al. 2011; Maciel et al. 2017; Callegaro et al. 2018;
Kalaikumari et al. 2019).

Enzim aktivitesinin arttirilmasinda; inkiibasyon siiresi, pH, sicaklik, mineral
konsantrasyonu gibi parametreler olduk¢a dnemli kriterlerdir. Bu nedenle yaptigimiz tez

calismasinda bu parametrelerin optimizasyon denemeleri de gergeklestirilmistir.

Optimizasyon ¢aligmalarimin ilk basamaginda optimum pH arastirilmistir. Sekil 4.4’te

goriildiigii lizere maksimum hidrolizat biyokiitlesi ve keratinaz enzim aktivitesi pH:7’de
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gozlenmistir. Bu da ¢ogu tiily degrade edici Bacillus tiirii igin literatiir verileri ile
uyusmaktadir. Ornegin De Oliveira et al. (2016)’da yaptiklar1 ¢alismada izole ettikleri
Bacillus sp.’nin tercihen 7 ila 9 arasindaki pH degerlerinde tiiy bozunmasi igin yiiksek
verimlilik sagladigin1 bildirmislerdir. Yine Singh et al. (2017) yaptiklar1 ¢alismada
Bacillus subtilis tiiriiniin maksimum keratinaz enzim aktivitesini pH:7’de gosterdigini
bildirmislerdir. Parashar et al. (2017) ise Bacillus olironius tiiriinii kullanarak keratinaz
enzim tliretim ¢aligmasinda optimum pH’y1 7,5 olarak belirlemislerdir. Literatiir verileri
incelendiginde keratinaz enzimi i¢in optimal pH’nin genellikle kullanilan
mikroganizmaya da bagli olarak pH: 6-10 arasinda yiiksek verim sergiledigi
goriilmektedir (Fakhfakh et al. 2011; Fontoura et al. 2014; De Oliveira et al. 2016). Bu

veriler, mevcut ¢alismamizda elde edilen optimal pH degeri ile ortiismektedir.

Bir sonra ki optimizasyon ¢alismasinda, farkli sicakliklarin enzim aktivitesi tizerindeki
etkisi arastirilmistir. Mevcut deneyler sicakligin keratinaz aktivitesini etkiledigini ortaya
cikarmistir. Sekil 4.5’te gosterilen sonuglar, sicakligin enzim aktivitesini etkiledigini
bildiren 6nceki ¢alismalarla benzerlik gostermektedir. (Demir et al. 2015; Parashar et al.
2017; Singh et al. 2017).Yapilan ¢alismada, segilen bakteri igin en iyi hiicre biiylime
performansi ve enzim aktivitesi 55°C’de elde edilmistir. Termofilik bakteriler i¢in en iyi
gelisme araligi 45°C- 90°C oldugu bilgisi géz oniine alindiginda (Gomes et al. 2004)

mevcut bakterininde termofilik 6zellikte oldugu ortaya c¢ikarilmistir.

Diger bir optimizasyon ¢aligmasiyla  kiiltiir  ortamma  eklenen  diisiik
konsantrasyonlardaki KH2POs, MgSOs4 ve NaCl minerallerinin etkisi incelenmistir.
Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8’de gosterilen sonuglara gére KH2POs4, MgSO4, NaCl
minerallerinin hidrolizat eldesi i¢in besiyerlerinde bulunmalar1 gereken optimum
degerlerin sirasiyla 1,5, 0.5, 2 g/l oldugu tespit edilmistir. Simdiye kadar yapilan
caligmalar  incelendiginde, besiyerlerine katilan bu  mineral maddelerin
konsantrasyonlarina bagli olarak, enzim aktivitelerinin degistigi ve ¢alismamizda
bulunan konsantrasyonlarla paralel sonuclarin enzim aktivitesini artirdigi goriilmiistiir

(Fakhfakh-Zouari et al. 2010; Lv et al. 2010).
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Optimizasyon ¢aligmalarinin son basamaginda en uygun inkiibasyon siiresi aragtirilmig
ve inkiibasyon siiresine bagli olarak enzim aktivitesininde degistigi gozlenmistir.
Literatiir verilerinde de, keratinaz enzim aktivitesi i¢in inkiibasyon siiresinin oldukca
onemli bir parametre oldugu belirtilmis ve yapilan calismalarda en yiiksek enzim
aktivitesi igin bu siireler optimize edilmistir. Ornegin; Singh et al. (2017), tiiy atik
maddesini kullanarak yaptiklar1 ¢aligmada maksimum keratinaz enzim iiretimine 72

saatin sonunda ulasirken, Fontoura et al. (2014), 48 saatlik inkiibasyonun ardindan

yiiksek verimde tavuk tiiyii protein hidrolizati elde etmislerdir.

Optimizasyon denemelerinin ardindan, elde edilen optimum kosullar kullanilarak
yiiksek miktarda yiin protein hidrolizati liretilmis, daha sonra bu hidrolizat liyofilize
edilerek toz haline getirilmistir. Liyofilize haldeki hidrolizat suda ¢6ziinebildiginden bu
hidrolizatin, farkli konsantrasyonlarda soliisyonlar1 hazirlanarak antimikrobiyal ve
antioksidan testleri yapilmistir. Antimikrobiyal analiz sonucunda petrilerde pozitif
kontrol olarak kullanilan antibiyotik disklerinin etrafinda zon olusumu meydana
gelirken, hidrolizatin inokiile edildigi diskin cevresinde herhangi bir zon olusumu
gozlenmemistir. Yine antioksidan deneyi sonucunda elde edilen veriler pozitif kontrol
olarak kullanilan askorbik asitle karsilastirildiginda, kayda deger bir antioksidan 6zellik
gostermedigi belirlenmistir. Calisma sonucunda elde edilen bu sonuglar literatiir
verileriyle paralellik gostermemistir. Clinkii yapilan caligmalar incelendiginde, protein
hidrolizatlarinin ~ genellikle antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikte olduklar
bildirilmistir.(Fontoura et al. 2014; Bouhamed et al. 2018; Sinkiewicz et al. 2018; Ben
Hamad Bouhamed et al. 2019). Bu sonuglar, bize ¢aligmada elde edilen yiin protein
hidrolizatinin, igerisinde bulunan peptitlerin antimikrobiyal ve antioksidant 6zellige

sahip peptitler olmadigini1 gostermistir.

Calismamizda, elde edilen hidrolizatin mikroorganizma besiyerlerinde pepton kaynagi
olarak kullanilabilme potansiyeli de arastirilmis ve bir sonraki deneyde; yiin protein
hidrolizatin test mikroorganizmalarinin gelisimi {iizerindeki etkisi, ticari peptonla
kiyaslanmistir. Cizelge 4.10°da gosterildigi tizere, E. coli (1,4 g/l) ve A. niger (8 g/l)

maksimum biyokiitle konsantrasyonuna yiin protein hidrolizath ortamda ulagmistir. Yiin
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peptonunun ticari peptona oranla E.coli i¢in 3.5 kat daha fazla hiicre biiylimesi sagladigi
tespit edilmistir. Literatlir aragtirmasi yapildiginda, atik {riinler kullanilarak {tiretilen
hidrolizatlarin mikroorganizmalar i¢in pepton kaynagi olarak kullanilabilecegi
onerisinin Taskin et al. (2016) tarafindan daha Once bildirildigi goriilmistiir ancak
simdiye kadar mikrobiyal yolla, ucuz bir prosesle iiretilebilen yiin protein hidrolizatinin

bu amagla kullanimina dair herhangi bir calismaya rastlanmamustir.

Mevcut tez ¢alismasinda elde edilen yiin protein hidrolizatinin, antikanserojen etkisini
arastirmak tizere insan kolon kanser hiicreleri (HT-29, Caco-2), insan prostat kanser
hiicreleri (DU-145) ve insan akciger kanser hiicreleri (A-549) kullanilmis, hiicre
canlilig1 analizi WST-1 assay ile yapilmistir. HT-29 hiicrelerinde, yiiksek dozlarda (1,00
mg/ml - 1,25 mg/ml) verilen yiin protein hidrolizati, kolon kanseri hiicreleri iizerinde
sitotoksik etki gostermistir ancak en yiiksek dozda (2,5 mg/ml) bu etki goriilmemistir.
Diger taraftan, DU-145 hiicrelerine 2,5 mg/ml konsantrasyonunda ve A549 hiicrelerine
ise 0,01 mg/ml konsantrasyonlarinda verilen hidrolizatin bu hiicreler {izerinde sitotoksik
etki olusturdugu goriilmiistiir. Ancak bu hiicre hatlarindan farkli olarak, yiin protein
hidrolizati, Caco-2 kanser hiicreleri {izerinde herhangi bir sitotoksik etki gostermemistir.
Bu sonuglar, hiicre hatlarina ve verilen dozlara bagli olarak, yiin hidrolizatinin

PR

antikanser etkisininde degistigi gézlemlenmistir.

Literatiir taramasinda, yapilan ¢aligmalar incelendigi zaman farkli kaynaklardan elde
edilen protein hidrolizatlarinin antikanser etkilerinin aragtirildigi ve ¢alismamizda da
gozlemlendigi gibi bu hidrolizatlarin farkli hiicre hatlar1 {izerinde antikanser etki
gosterdigi goriilmiistiir. Ornegin Markowicz et al. (2014) yilinda yaptiklar1 ¢alismada
insan sagini enzimatik olarak hidrolize ederek hazirladiklar1 protein hidrolizatinin insan
melanoma ve insan mesane kanser hiicrelerinin ¢ogalmasimni inhibe ettigini
gozlemlemislerdir. Damps et al. (2017), tarafindan yapilan bagka bir caligmada
kimyasal proses ile elde edilen yiin hidrolizatinin, karsinoma hiicrelerinin canliligini
%67'ye kadar azalttigi bildirilmistir. Yine tavuk tiiyii ile yapilan ¢aligmada (Omran
2016) kismen saflastirilmis metabolitlerin, (400 pg / ml), meme kanseri hiicrelerini

(MCF-7) %44-51 oraninda, normal hepatik hiicreleri ise (WRL-68) %9 oraninda inhibe
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ettigi  bildirilmistir. Bu verilere dayanarak, protein hidrolizatlarinin antikanser
Ozelliklerinden yararlanilabilecegi ve tedavide kullanilabilmeleri i¢in bu yonde

yapilacak olan ¢alismalara 6ncelik verilmesi gerektigi diistiniilmektedir.

Elde ettigimiz hidrolizatla yapmis oldugumuz ¢alismalar neticesinde; gerek mikrobiyal
uygulamalar i¢in alternatif pepton kaynagi olarak kullanilabilme potansiyeli, gerekse
tibbi uygulamalar i¢cin 6nemli olan antikanserojen Ozellik gibi efektif sonuglar elde
edilmistir. Bu yoniiyle tezimiz, hem bilim diinyasi i¢in hem iilke ekonomisi i¢in énemli

ciktilarin elde edilebilecegi ¢alismalara temel olusturmaktadir.



66

KAYNAKLAR

Albayrak, S., 2018. Tirkiyenin Farkli Bolgelerinde Bulunan Kaplicalardan Alinan
Orneklerden Termofilik Bakterilerin Izolasyonu, Konvensiyonel ve Molekiiler
Yontemlerle identifikasyonu, Endiistriyel A¢idan Onemliolan Enzimleri Uretme
Potansiyeline Sahip Suslarin Belirlenmesi. Yiksek Lisans Tezi, Atatiirk
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Erzurum.

Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K. and Walter, P., 2002.
Molecular Biology of the Cell. Oxford Universitesi Yaynlar1 4th edition.

Allison, L. A., 2014. Temel Molekiiler Biyoloji. Palme Yayinevi, 656, s, Ankara.

Awvissar, Y., Choi, J., DeSaix, J., Jurukovski, V., Wise, R. and Rye, C., 2017. Biology.

Baltaci, M. O., 2015. Erzurum Mezbahalarindan Toplanan Iskembe Orneklerinden
Seliilolitik ~ Bakterilerin  izolasyonu, Identifikasyonu ve  Molekiiler
Karakterizasyonu. Yiiksek Lisans Tezi, Atatiirk Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisii, Erzurum.

Barba, C., Méndez, S., Roddick-Lanzilotta, A., Kelly, R., Parra, J. L., and Coderch, L.,
2008. Cosmetic effectiveness of topically applied hydrolysed keratin peptides
and lipids derived from wool. Skin Research and Technology, 14(2), 243-248.

Ben Hamad Bouhamed, S., Chaari, M., Bellassoued, K., Naifar, M., Makni-Ayadi, F.,
Boudaouara, T., El Feki, A. and Kechaou, N., 2019. Antihyperlipidemic and
antioxidant effects of feather protein hydrolysate in high-fat diet-fed mice.
Engineering in Life Sciences, 19 (3), 175-183.

Beyhan, T., 2011. Baz1 Zenginlestirici Uriinlerin Artemia (Artemia Salina Linneaus,
1758)’min Besinsel Igerigine ve Yag Asidi Kompozisyonu Uzerine Etkileri.
Yiiksek Lisans Tezi, Siileyman Demirel Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Isparta.

Bhange, K., Chaturvedi, V. and Bhatt, R., 2016. Feather degradation potential of
Stenotrophomonasmaltophilia KB13 and feather protein hydrolysate (FPH)
mediated reduction of hexavalent chromium. 3 Biotech, 6 (1), 42.

Bhat, Z. F., Kumar, S., and Bhat, H. F., 2015. Bioactive peptides of animal origin: a
review. Journal of food science and technology, 52(9), 5377-5392.

Boeckle, B., Galunsky, B. and Mueller, R., 1995. Characterization of a keratinolytic
serine proteinase from Streptomyces pactum DSM 40530. Appl. Environ.
Microbiol., 61 (10), 3705-3710.

Bouhamed, S. B. H., Krichen, F., Kechaou, N., 2018. Feather protein hydrolysates: A
study of physicochemical, functional properties and antioxidant activity. Waste
and Biomass Valorization, 1-12.

Cai, C. G,, Chen, J. S,, Qi, J. J., Yin, Y. and Zheng, X. D., 2008. Purification and
characterization of keratinase from a new Bacillus subtilis strain. Journal of
Zhejiang University SCIENCE B, 9(9), 713-720.

Callegaro, K., Welter, N. and Daroit, D. J., 2018. Feathers as bioresource: Microbial
conversion into bioactive protein hydrolysates. Process biochemistry, 75 1-9.



67

Chalamaiah, M., Yu, W. and Wu, J., 2018. Immunomodulatory and anticancer protein
hydrolysates (peptides) from food proteins: A review. Food chemistry, 245 205-
222.

Damps, T., Laskowska, A. K., Kowalkowski, T., Prokopowicz, M., Puszko, A. K,
Sosnowski, P., Czuwara, J., Konop, M., Rozycki, K., Borkowska, J. K., Misicka,
A. and Rudnicka, L., 2017. The effect of wool hydrolysates on squamous cell
carcinoma cells in vitro. Possible implications for cancer treatment. PloS one, 12
(8), e0184034.

Darah, 1., Nur-Diyana, A., Nurul-Husna, S., Jain, K. and Lim, S. H., 2013.
Microsporum fulvum IBRL SD3: as novel isolate for chicken feathers
degradation. Applied biochemistry and biotechnology, 171 (7), 1900-1910.

Davalos, A., Miguel, M., Bartolome, B. and Lopez-Fandino, R., 2004. Antioxidant
activity of peptides derived from egg white proteins by enzymatic hydrolysis.
Journal of food protection, 67 (9), 1939-1944.

de Oliveira, C. T., Pellenz, L., Pereira, J. Q., Brandelli, A. and Daroit, D. J., 2016.
Screening of bacteria for protease production and feather degradation. Waste and
biomass valorization, 7 (3), 447-453.

Demir, T., Hames, E. E., Oncel, S. S. and Vardar-Sukan, F., 2015. An optimization
approach to scale up keratinase production by Streptomyces sp. 2M21 by
utilizing chicken feather. International Biodeterioration & Biodegradation, 103,
134-140.

Demiralp, O. D., Nasit, 1., Selen, P. and Beycan, A., 2014. Temel Proteomik Stratejiler.
Ankara Universitesi Yayinlari, 122 s.

Dimitrios, B., 2006. Sources of natural phenolic antioxidants. Trends in Food Science &
Technology, 17(9), 505-512.

El-Refai, H. A., AbdelNaby, M. A., Gaballa, A., EI-Araby, M. H. and Fattah, A. A.,
2005. Improvement of the newly isolated Bacillus pumilus FH9 keratinolytic
activity. Process Biochemistry, 40(7), 2325-2332.

Eremeev, N. L., Nikolaev, 1. V., Keruchen’ko, 1. D., Stepanova, E. V., Satrutdinov, A.
D., Zinov’ev, S. V., Ismailova, D. Yu., Khotchenkov, V. P., Tsurikova, N. V.,
Sinitsyn, A. P., Volik, V. G. and Koroleva, O. V., 2009. Enzymatic hydrolysis of
keratin-containing  stock for obtaining protein  hydrolysates. Applied
biochemistry and microbiology, 45(6), 648.

Fakhfakh, N., Gargouri, M., Dahmen, I., Sellami-Kamoun, A., El Feki, A. and Nasri,
M., 2012. Improvement of antioxidant potential in rats consuming feathers
protein hydrolysate obtained by fermentation of the keratinolytic bacterium,
Bacillus pumilus Al. African Journal of Biotechnology, 11 (4), 938-949.

Fakhfakh, N., Kanoun, S., Manni, L. and Nasri, M., 2009. Production and biochemical
and molecular characterization of a keratinolytic serine protease from chicken
feather-degrading Bacillus licheniformis RPk. Canadian journal of
microbiology, 55 (4), 427-436.

Fakhfakh, N., Ktari, N., Haddar, A., Mnif, I. H., Dahmen, I. and Nasri, M., 2011. Total
solubilisation of the chicken feathers by fermentation with a keratinolytic
bacterium, Bacillus pumilus Al, and the production of protein hydrolysate with
high antioxidative activity. Process Biochemistry, 46 (9), 1731-1737.



68

Fakhfakh-Zouari, N., Haddar, A., Hmidet, N., Frikha, F. and Nasri, M., 2010.
Application of statistical experimental design for optimization of keratinases
production by Bacillus pumilus Al grown on chicken feather and some
biochemical properties. Process Biochemistry, 45 (5), 617-626.

Firat, A., 2017. Koyunyiinii Hidrolizatindan Mikrobiyal Pepton Uretimi. Yiiksek Lisans
Tezi, Atatiirk Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Erzurum.

Fontoura, R., Daroit, D. J., Correa, A. P., Meira, S. M., Mosquera, M. and Brandelli, A.,
2014. Production of feather hydrolysates with antioxidant, angiotensin-I
converting enzyme-and dipeptidyl peptidase-I1V-inhibitory activities. New
biotechnology, 31 (5), 506-513.

Friedrich, A. B. and Antranikian, G., 1996. Keratin degradation by Fervidobacterium
pennavorans, a novel thermophilic anaerobic species of the order
Thermotogales. Appl. Environ. Microbiol., 62 (8), 2875-2882.

Gomes, J. and Steiner, W., 2004. The biocatalytic potential of extremophiles and
extremozymes. Food technology and Biotechnology, 42(4), 223-225.

Gousterova, A., Braikova, D., Goshey, I., Christov, P., Tishinov, K., Vasileva-Tonkova,
E., Haertle, T. and Nedkov, P., 2005. Degradation of keratin and collagen
containing wastes by newly isolated thermoactinomycetes or by alkaline
hydrolysis. Letters in applied microbiology, 40 (5), 335-340.

Grazziotin, A., Pimentel, F. A., Sangali, S., de Jong, E. V. and Brandelli, A., 2007.
Production of feather protein hydrolysate by keratinolytic bacterium Vibrio sp.
kr2. Bioresource technology, 98 (16), 3172-3175.

Giilgin, 1., 2009. Antioxidant activity of l-adrenaline: A structure—activity
insight. Chemico-biological interactions, 179(2-3), 71-80.

Hammami, A., Bayoudh, A., Abdelhedi, O. and Nasri, M., 2018. Low-cost culture
medium for the production of proteases by Bacillus mojavensis SA and their
potential use for the preparation of antioxidant protein hydrolysate from meat
sausage by-products. Annals of microbiology, 68 (8), 473-484.

Han, M., Luo, W., Gu, Q. and Yu, X., 2012. Isolation and characterization of a
keratinolytic protease from a feather-degrading bacterium Pseudomonas
aeruginosa C11. African Journal of Microbiology Research, 6 (9), 2211-2221.

Hill, P., Brantley, H. and VVan Dyke, M., 2010. Some properties of keratin biomaterials:
kerateines. Biomaterials, 31 (4), 585-593.

Hou, Y., Wu, Z., Dai, Z., Wang, G. and Wu, G., 2017. Protein hydrolysates in animal
nutrition:  Industrial ~ production, bioactive peptides, and functional
significance. Journal of animal science and biotechnology, 8(1), 24.

Ignatova, Z., Gousterova, A., Spassov, G. and Nedkov, P., 1999. Isolation and partial
characterisation of extracellular keratinase from a wool degrading thermophilic
actinomycete strain Thermoactinomyces candidus. Canadian Journal of
Microbiology 45 (3), 217-222.

Ishak, N. H. and Sarbon, N. M., 2018. A review of protein hydrolysates and bioactive
peptides deriving from wastes generated by fish processing. Food and bioprocess
technology, 11(1), 2-16.

Jain, R., Jain, P. C. and Agrawal, S. C., 2012. Feather degradation by Streptomyces
exfoliatus CFS 1068. Annals of microbiology, 62(3), 973-978.

Jemil, 1., Jridi, M., Nasri, R., Ktari, N., Salem, R. B. S. B., Mehiri, M. And Nasri, M.,
2014. Functional, antioxidant and antibacterial properties of protein hydrolysates



69

prepared from fish meat fermented by Bacillus subtilis AZ26. Process
Biochemistry, 49(6), 963-972.

Jeong, J. H., Lee, O. M., Jeon, Y. D., Kim, J. D., Lee, N. R., Lee, C. Y. and Son, H. J.,
2010. Production of keratinolytic enzyme by a newly isolated feather-degrading
Stenotrophomonas maltophilia that produces plant growth-promoting
activity. Process Biochemistry, 45(10), 1738-1745.

Kalaikumari, S. S., Vennila, T., Monika, V., Chandraraj, K., Gunasekaran, P. and
Rajendhran, J., 2019. Bioutilization of poultry feather for keratinase production
and its application in leather industry. Journal of cleaner production, 208 44-53.

Kaul, S. and Sumbali, G., 1997. Keratinolysis by poultry farm soil fungi.
Mycopathologia, 139 (3), 137-140.

Khan, M. A., Rahman, A. A., Islam, S., Khandokhar, P., Parvin, S., Islam, M. B.,
Hossain, M., Rashid, M., Sadik, G., Nasrin, S. and Mollah, M.N. H., 2013. A
comparative study on the antioxidant activity of methanolic extracts from
different parts of Morus alba L.(Moraceae). BMC Research Notes, 6(1), 24.

Khardenavis, A. A., Kapley, A. and Purohit, H. J., 2009. Processing of poultry feathers
by alkaline keratin hydrolyzing enzyme from Serratia sp. HPC 1383. Waste
management, 29 (4), 1409-1415.

Kshetri, P., Roy, S. S., Sharma, S. K., Singh, T. S., Ansari, M. A., Prakash, N. And
Ngachan, S. V. 2019. Transforming chicken feather waste into feather protein
hydrolysate using a newly isolated multifaceted keratinolytic bacterium
Chryseobacterium sediminis RCM-SSR-7. Waste and biomass
valorization, 10(1), 1-11.

Kumar, D. M., Priya, P., Balasundari, S. N., Devi, G. S. D. N., Rebecca, A. I. N. and
Kalaichelvan, P. T., 2012. Production and optimization of feather protein
hydrolysate from Bacillus sp. MPTK®6 and its antioxidant potential. Middle-east
journal of scientific research, 11(7), 900-907.

Lateef, A., Oloke, J. K., Kana, E. G., Sobowale, B. O., Ajao, S. O. And Bello, B. Y.
2010. Keratinolytic activities of a new feather-degrading isolate of Bacillus
cereus LAU 08 isolated from Nigerian soil. International Biodeterioration &
Biodegradation, 64(2), 162-165.

Lee, H., Suh, D. B., Hwang, J. H. and Suh, H. J.,, 2002. Characterization of a
kerationlytic metalloprotease from Bacillus sp. SCB-3. Applied biochemistry
and biotechnology, 97(2), 123-133.

Lewis, D. M. and Rippon, J. A., 2013. The coloration of wool and other keratin fibres.
John Wiley & Sons, 464 s.

Lopes, F. C., Tichota, D. M., Daroit, D. J., Velho, R. V., Pereira, J. Q., Corréa, A. P. F.
and Brandelli, A., 2011. Production of proteolytic enzymes by a keratin-
degrading Aspergillus niger. Enzyme research, 2011.

Lv, L. X,, Sim, M. H., Li, Y. D., Min, J., Feng, W. H., Guan, W. J. and Li, Y. Q., 2010.
Production, characterization and application of a keratinase from
Chryseobacterium L99 sp. nov. Process Biochemistry, 45(8), 1236-1244.

Maciel, J. L., Werlang, P. O., Daroit, D. J. and Brandelli, A., 2017. Characterization of
protein-rich hydrolysates produced through microbial conversion of waste
feathers. Waste and biomass valorization, 8(4), 1177-1186.



70

Manni, L., Ghorbel-Bellaaj, O., Jellouli, K., Younes, I. and Nasri, M., 2010. Extraction
and characterization of chitin, chitosan, and protein hydrolysates prepared from
shrimp waste by treatment with crude protease from Bacillus cereus SV1.
Applied Biochemistry and Biotechnology, 162(2), 345-357.

Markowicz, S., Matalinska, J., Kurzepa, K., Bochynska, M., Biernacka, M., Samluk, A.,
Dudek, D., Skurzak, H., Yoshikawa, M. and Lipkowski, A. W., 2014.
Anticancer properties of peptide fragments of hair proteins. PloS one, 9(6),
€98073.

Matsui, T., Yamada, Y., Mitsuya, H., Shigeri, Y., Yoshida, Y., Saito, Y., Matsui, H.,
Watanabe, K., 2009. Sustainable and practical degradation of intact chicken
feathers by cultivating a newly isolated thermophilic Meiothermus ruber H328.
Applied microbiology and biotechnology, 82 (5), 941-950.

Mokrejs, P., Krejéi, O. and Svoboda, P., 2011. Producing keratin hydrolysates from
sheep wool. Oriental Journal of Chemistry.

Mouro, C. and Gouveia, I. C., 2016. Antimicrobial functionalization of wool:
assessment of the effect of Cecropin-B and [Ala5]-Tritrp7 antimicrobial
peptides. The Journal of the Textile Institute, 107(12), 1575-1583.

Nam, G. W., Lee, D. W., Lee, H. S,, Lee, N. J., Kim, B. C., Choe, E. A., Hwang, J.-K.,
Suhartono, M. T. and Pyun, Y. R., 2002. Native-feather degradation by
Fervidobacterium islandicum AW-1, a newly isolated keratinase-producing
thermophilic anaerobe. Archives of Microbiology, 178(6), 538-547.

Navone, L. and Speight, R., 2018. Understanding the dynamics of keratin weakening
and hydrolysis by proteases. PloS one, 13 (8), €0202608.

Navone, L., Moffitt, K., Hansen, K. A., Blinco, J., Payne, A. and Speight, R., 2020.
Closing the textile loop: Enzymatic fibre separation and recycling of
wool/polyester fabric blends. Waste Management, 102, 149-160.

Omran, R., 2016. Production Of Antimicrobial And Anticancer Fom Feather-
Keratinolytic Nocardiopsis sp. 28ror As A Novel Strain Using Feather Meal
Medium.

Parashar, D., Bhatia, D. and Malik, D. K., 2017. Optimization of keratinase production
by Bacillus olironius isolated from poultry farm soil. Journal of Pure and
Applied Microbiology, 11(2), 1129-1134.

Patkowska-Sokota, B., Dobrzanski, Z., Osman, K., Bodkowski, R. and Zygadlik, K.,
2009. The content of chosen chemical elements in wool of sheep of different
origins and breeds. Archives Animal Breeding, 52 (4), 410-418.

Patrucco, A., Visai, L., Fassina, L., Magenes, G. and Tonin, C., 2019. Keratin-based
matrices from wool fibers and human hair. In Materials for Biomedical
Engineering , Elsevier , 375-403

Picot, L., Bordenave, S., Didelot, S., Fruitier-Arnaudin, 1., Sannier, F., Thorkelsson, G.,
Bergé, J., Guérard, F., Chabeaud, A. and Piot, J. M., 2006. Antiproliferative
activity of fish protein hydrolysates on human breast cancer cell lines. Process
Biochemistry, 41 (5), 1217-1222.

Pihlanto, A., 2006. Antioxidative peptides derived from milk proteins. International
dairy journal, 16(11), 1306-1314.

Rao, M. B., Tanksale, A. M., Ghatge, M. S. and Deshpande, V. V., 1998. Molecular and
biotechnological aspects of microbial proteases. Microbiol. Mol. Biol.
Rev., 62(3), 597-635.



71

Ren, J., Zhao, M., Shi, J., Wang, J., Jiang, Y., Cui, C., Kakuda, Y. and Xue, S. J., 2008.
Purification and identification of antioxidant peptides from grass carp muscle
hydrolysates by consecutive chromatography and electrospray ionization-mass
spectrometry. Food Chemistry, 108(2), 727-736.

Sarmadi, B. H. and Ismail, A., 2010. Antioxidative peptides from food proteins: a
review. Peptides, 31 (10), 1949-1956.

Shen, Q., Zhang, B., Xu, R., Wang, Y., Ding, X. and Li, P., 2010. Antioxidant activity
in vitro of the selenium-contained protein from the Se-enriched Bifidobacterium
animalis 01. Anaerobe, 16(4), 380-386.

Singh, S., Masih, H., Jeyakumar, G. E., Lawrence, R. and Ramteke, P. W., 2017.
Optimization of fermentative production of keratinase by Bacillus subtilis strain
S1 in submerged state fermentation using feather waste. Int J Curr Microbiol
App Sci, 6(12), 1499-1510.

Sinkiewicz, 1., Staroszczyk, H. and Sliwinska, A., 2018. Solubilization of keratins and
functional properties of their isolates and hydrolysates. Journal of food
biochemistry, 42(2), 12494,

Sivakumar, N. and Raveendran, S., 2015. Keratin degradation by bacteria and fungi
isolated from a poultry farm and plumage. British poultry science, 56(2), 210-
217.

Smid, E. J. and Lacroix, C., 2013. Microbe—microbe interactions in mixed culture food
fermentations. Current opinion in biotechnology, 24(2), 148-154.

Taskin, M. And Kurbanoglu, E. B., 2011. Evaluation of waste chicken feathers as
peptone source for bacterial growth. Journal of applied microbiology, 111(4),
826-834.

Taskin, M., Unver, Y., Firat, A., Ortucu, S. and Yildiz, M., 2016. Sheep wool protein
hydrolysate: a new peptone source for microorganisms. Journal of Chemical
Technology & Biotechnology, 91(6), 1675-1680.

Tripathi, A. D., Mishra, R., Maurya, K. K., Singh, R. B. and Wilson, D. W., 2019.
Estimates for world population and global food availability for global health.
The Role of Functional Food Security in Global Health, Elsevier, 3-24.

Wan, M.-Y., Dong, G. Yang, B.-Q. and Feng, H., 2016. Identification and
characterization of a novel antioxidant peptide from feather keratin hydrolysate.
Biotechnology letters, 38 (4), 643-649.

Yildiz, M., 2018. Azurinin Lactococcus lactis’te Rekombinant Uretimi, Antimikrobiyal
ve Sitotoksik Etkisinin Arastirilmasi. Doktora Tezi, Atatiirk Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisti, Erzurum.

Zhang, Y. X., Zou, A. H., Manchu, R. G., Zhou, Y. C. and Wang, S. F., 2008.
Purification and antimicrobial activity of antimicrobial protein from brown-
spotted grouper, Epinephelus fario. J Zool Syst Evol Res, 29, 627-632.

Zoccola, M., Aluigi, A. and Tonin, C., 2009. Characterisation of keratin biomass from
butchery and wool industry wastes. Journal of Molecular Structure, 938 (1-3),
35-40.



72

OZGECMIS

12.12.1994 tarihinde Erzurum’da dogdu. ik o6gretimini Erzurum IMKB Inénii
[lkdgretim Okulu’nda, orta Ogretimini Gazi Ahmet Muhtar Pasa Ortaokulu’nda
tamamladi. Ardindan 2008-2012 yillar1 arasinda Erzurum Lisesi’nde (Anadolu) 6grenim
gordii. 2012-2016. tarihleri arasinda Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Bolimii’nde lisans egitimini tamamladi. 2017 yilinda Atatiirk
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1, Gen

Miihendisligi Bilim Dali’nda yiiksek lisans egitimine basladi.



