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*KERATINOLITIK Bacillus sp. SUSLARININ iZOLASYONU, KERATINAZ
URETIMi VE KARAKTERIZASYONU

Isolation of Keratinolytic Bacillus sp. Strains, Keratinase Production and
Characterization

Sina AKAN Hatice GUVENMEZ
Biyoloji Anabilim Dali Biyoloji Anabilim Dali
OzZET

Bu calismada, tavuk Uretim ¢iftligi topragindan 21 proteolitik Bacillus susu
izole edilmis, bunlardan 8 tanesi keratin-azure substrati ile keratinolitik aktivite
gOstermistir. HSK-21 nolu sus en iyi keratinaz Ureticisi olarak segilmis ve VITEK-2
bakteri tanilama sistemi ile Bacillus sp. olarak tanilanmistir. Keratinaz Uretimi igin
temel tlyli besiyeri kullaniimis ve maksimum enzim aktivitesi pH=8.0'de,’de
g6zlenmistir. Enzim pH 5.0-13.0 ve 20-60°C araliklarinda aktivite gdstermis ancak
optimum aktivite pH=12.0 ve 40°C’de saptanmistir. Enzim farkli tamponlarla
(pH=7.0-13.0) 30 dk muamele edildiginde ortalama %50-100 oraninda aktifligini
korumus ve pH 11.0 ve 12.0’de aktivite %100 korunmustur. Enzim 20-100°C’lerde
30 dk inkiibe edildiginde 20-60°C’lerde yaklasik %34-86 oraninda kalan aktivite
saptanmig ve 30°C’de aktivite %100 korunmustur.

Sonug olarak; Bacillus sp. HSK-21 nolu izolattan Uretilen keratinaz;
keratinoliz gerektiren biyoteknolojik uygulamalarda mezofil ve ylksek alkali kosullar
icin uygundur ve simdiye kadar literatlirlerde bildirilen bakteriyal keratinazlardan
daha ylksek pH’da aktif bir enzimdir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus sp. HSK-21, alkali keratinaz, dehairing

ABSTRACT

In this study, 21 proteolytic Bacillus strains were isolated from poultry soil.
8 strains of these bacteria were showed keratinolytic activity when keratine azure
used as substrat. HSK-21 strain was chosen the best keratinase producer and
identified as Bacillus sp. via VITEK-2 bacteria identification system.The basal
feather medium was used for keratinase production and maximum enzyme activity
measured at pH=8.0 and 30°C.The enzyme was active at pH 5.0-13.0 and at 20-
60°C, though optimum activity was obtained at pH=12.0 and 40°C. When the
enzyme tested at different buffers (pH 7.0-13.0) for 30 sec., 50-100% activity
remained and the activity (100%) was stable at pH=11.0 and pH=12.0. When the
enzyme incubated at 20-100°C for 30 sec., 34-86% activity retained at 20-60°C,
while 100% activity was seen at 30°C.

The results showed that, the keratinase from Bacillus sp. HSK-21 is useful
for mesophilic and highly alkaline conditions in biotechnological applications
requiring in keratinolisis and the enzyme was the only bacterial keratinases
working high pH conditions documented in the literatures so far.

*Yiksek Lisans Tezi MSc. Thesis
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Giris

Proteazlar, protein hidrolizini katalizleyen katabolik enzimlerdir. Proteazlar,
endustriyel enzimlerin en énemli gruplarindan biridir. Keratinolitik proteazlar, buyuk
ticari Sneme sahip, spesifik proteazlardir (Paul ve ark, 2007).

Keratinolitik enzimler, fungi, actinomycetesler ve bakteriler tarafindan
uretilmektedir. Bacillus spp. 6nde gelen keratinaz Ureticilerindendir (Brandelli,
2010).

Materyal ve Metod
Materyal

Bu arastirmada Cukurova Universitesi tavuk isletme ciftliginden izole edilen
Bacillus cinsi mikroorganizmalar kullaniimistir. Mikroorganizmanin izolasyonu,
tanilanmasi, enzim uretici susun saptanmasi, enzimin karakterizasyonu amaciyla
besiyerleri, c¢esitli tamponlar, kimyasallar, VITEK-2 (bioMerieux) bakteri
identifikasyon sitemi, shaker, santrifiij, pargalayici (Grindomix, RETSCH-GM200),
spektrofotometre (Cecil 5500) ve temel laboratuvar ekipmanlari kullaniimistir.

Metot
Bakteri izolasyonu

Bakteri izolasyonu Anonymous (1978) ve Lateef ve ark (2010)’dan alinan
metodla yapilmigtir.
Bakterilerin Tanilanmasi

21 sus keratinolitik aktivite tayini igin keratin azure ile test edilmis ve
bunlardan 8 sus keratinolitik aktivite géstermis ve en ylksek keratinolitik aktivite
gOsteren 3 sus VITEK-2 (gioMerieux) bakteri tanilama sistemi ile tanilanmistir.
Keratinaz Enziminin Uretilmesi

Riffel ve ark (2003)’den alian metod ile gerceklestirilmistir

Enzimin Etanol (Et-OH) ile Coktiiriilmesi
Hoq ve ark (2005) ve Esawy (2007)'den alinan metod ile gerceklestirilmistir.
Keratinolitik Aktivitenin Belirlenmesi

Keratinaz aktivitesi Esawy (2007); Suntornsuk ve Suntornsuk (2003)
tarafindan Letourneau ve ark (1998)’'den modifiye edilmis metod ile belirlenmisgtir.

Keratinaz Uretiminde En Uygun Besiyeri pH’sinin Saptanmasi

Temel tlyll besiyeri 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0 pH’larda hazirlanmistir.
Kim ve ark (2001)’den alinan metod ile belirlenmistir.

Keratinaz Uretiminde Uygun inkiibasyon Sicakliginin Belirlenmesi

Temel tlylu besiyerine inokile edilmis HSK-21 nolu izolat 20, 30, 40, 50 ve
60°C sicakliklarda Uretilmistir. Uretilen ve kismi saflastirilan enzimin keratinolitik
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aktivitesi standart yontemle saptanarak en yilksek aktivitenin gortldigu sicaklik
belirlenmistir (Kim ve ark, 2001; Esawy, 2007).
Keratinaz Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

pH 5.0-13.0 arasindaki aktiviteleri saptamak amaciyla Temizkan ve Arda
(2008)dan alinan 5 farkh tampon kullaniimistir. Letourneau ve ark (1998); Gradisar
ve ark (2000); Balaji ve ark (2008); Lateef ve ark (2010)’dan alinan metod ile
belirlenmistir.

Sicakhgin Keratinaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Enzim 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100°C’lerde 30 dakika bekletildikten
sonra, standart ydntemle keratinolitik aktivite o6l¢limustir. Enzimin orijinal
aktivitesini saptamak amaciyla 6n inklibasyona tabii tutulmamis enzim ve substrat
karigtirlmis ve optimum sicaklikta (40°C) aktivite tayini yapilmistir. En ylksek
deger 100 alinarak, elde edilen sonuglara gére enzimin kalan aktivitesi
saptanmistir (Letourneau ve ark, 1998; Esawy, 2007)
Sicakhigin Enzim Kararliigina Etkisi

Enzim aktivitesi 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100°C sicakliklarda
(keratinaz igin verilen standart yontemle) test edilmis ve keratinaz aktivitesinin en
yiksek oldugu deger saptanmistir (Bockle ve ark, 1995; Letourneau ve ark, 1998;
Gradisar ve ark, 2000; Balaji ve ark, 2008; Lateef ve ark, 2010).

pH’nin Enzim Kararliligina Etkisi

Enzim &6rnegdi farkh pH’lardaki tamponlar ile karistirilarak (pH; 7.0, 8.0, 9.0,
10.0, 11.0, 12.0, 13.0) 30 dakika oda sicakhginda bekletilmigtir. Keratinolitik aktivite
tayini standart yonteme goére yapilmis, orijinal aktivite i¢in kontrol hazirlanmis ve
spektrofotometrik 6lgim yapilimistir. En yiksek deger 100 kabul edilerek kalan
aktivite degerleri hesaplanmistir (Esawy, 2007).

Arastirma Bulgulan

Cukurova Universitesi tavuk tretme ciftligi, hayvanlarin yasam alanindan
alinan toprak Orneklerinden (isisal 6n iglemden sonra), jeloz besiyerine ekim
yapilmistir. inkiibasyonu takiben tek koloni seklinde dreyen suslarin 6n
tanilanmasi; koloni morfolojileri sonuglarina goére yapilmistir. Bacillus oldugu
saptanan 116 adet bakteri susunun egik kati jelozda stok kulttra yapilmistir.

Keratin azure substrat olarak kullanilarak, keratinolitik aktivite gdsteren
organizmalar saptanmis ve en ylksek keratinaz aktivitesi gosteren 3 izolat (GS-1,
9-1 ve 21-1) VITEK-2 tanilama sistemi proseduri dogrultusunda tanilanmistir. Bu
izolatlar icerisinde en yuksek keratinolitik aktivite gésteren 21-1 nolu izolat HSK-21
olarak isimlendirilmis ve bu galisma igin enzim Ureticisi olarak kullaniimigtir. HSK-
21 nolu izolatin Bacillus genusuna ait oldugu VITEK-2 ile dogrulanmistir (%99).

Bacillus sp. HSK-21 nolu sustan maksimum keratinaz Uretebilmek igin
besiyeri pH’si ve Uretim sicakligi belirlenmigtir.

pH 4.0-9.0 aralidinda temel tuyli besiyeri hazirlanmis ve 20-60°C’lerde
inkbasyon yapilmistir. En ylksek enzim dUretimi baslangic pH’si 8.0 olan
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besiyerinde ve 30°C’lik inkiibasyon sicakliginda gézlenmistir. Mikroorganizmalarin
ozellikle Bacillus’larin fizyolojik sinirlari gok genis oldugundan pek ¢ok arastirmaci
benzer ve farkli sonuglar elde etmigler ve bunlar literatlirlerde bildirmisledir.
Bacillus sp. HSK-21 susundan dretilen keratinaz pH 5.0-13.0 araliginda
keratinolitik aktivite géstermis ancak en ylksek aktivite pH=12.0’de saptanmistir.
Bu sonuglar s6z konusu enzimin yiksek pH kosullarinda basariyla
kullanilabilecegini gostermektedir
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Sekil 1. pH’nin enzim aktivitesi Gzerine etkisi

Enzim pH 7.0-12.0 araliginda aktivitesini %50-100 oraninda korumus, pH
13'te aktivitesini hizlica kaybetmistir (%38 kalan aktivite). pH 11.0 ve 12.0’de, 30
dakikada aktivite %100 korunurken, pH 7.0'de %57, pH=10.0'da %85 kalan aktivite
saptanmigtir .
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Sekil 2. pH’nin enzim kararlihgina etkisi
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Bacillus sp. HSK-21 nolu sustan Uretilen keratinaz enziminin en iyi aktivite
gOsterdigi sicakligin belirlenmesi amaciyla, 20-100°C’de keratinolitik aktivite test
edilmis ve enzimin optimum aktiviteyi 40°C’de gosterdigi saptanmistir.
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Sekil 3. Sicakhdin enzim aktivitesi lizerine etkisi

Enzim 20-100C arasindaki sicakliklarda, 30 dakika muamele edilmis ve
keratinaz aktivitesi spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Enzim 60°C’ye kadar
aktivitesini korumus fakat 70-100°C arasinda aktivitesini tamamen kaybetmistir.
30°C’de en yiksek (%100), 60°C’de en disuk (%34) aktivite saptanmistir. 20, 30,
40°C’lerdeki uygulamalarda kullanilabilecek 6zelliktedir. Optimum aktivite sicakligi
olan 40°C’de 30 dakikalik inkibasyondan sonra %86 kalan aktivite gostermesi
enzimin sicaklik kararhhd@inin artinlarak c¢esitli termofil uygulamalarda da
kullanilabilirligini gdstermektedir.
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Sekil 4. Sicakligin enzim kararliligina etkisi
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Tartisma ve Sonuglar

Keratinazlar (E.C.3.4.4.25), c¢6zlinmeyen proteinler grubunda olan
keratinleri pargcalama yeteneginde c¢ok degerli proteolitik enzimlerdir. Hem
keratindz substratlar hemde ¢6ziinmez diger protein substratlar Gzerindeki hidroliz
etkilerinden dolayi arastirmacilarin 6zel ilgi alanina girmistir (Raju ve ark, 2007).
Keratinazlar, biyokimyasal ve biyofiziksel 6zellikleri yoninden genis bir gesitlilik
gOstermektedir. Cogu keratinaz nétral pH'dan alkali pH'ya kadar ve 40°C’den
60°C’ye kadar genis araliklarda aktivite gostermekte ve bu kosullara uygun
biyoteknolojik proseslerde kullaniimaktadir. Mikrobiyal keratinolizlerin genellikle
alkalifilik ve termofilik sartlarda daha iyi gerceklestigi bildiriimektedir. Keratinolitik
mikroorganizmalar ve onlarin (retti§i keratinazlarin biyokimyasal 6zellikleri
hakkindaki arastirmalarin ve sonug olarak bilgilerin artisi keratin icerikli atiklarin
biyolojik yikimini ve mekanizmasini daha iyi anlamayi saglamistir. Bu yondeki bilgi
akigi keratince zengin tarimsal yan drinlerin geri dondsumuinid yonlendirmek igin
yeni teknolojilerin gelismesini kolaylastirmaktadir. Protein sekans analizlerine goére
keratinazlarin bazilari, serin proteazlarin substilin ailesine dahil edilmistir.
Keratinolitik enzimler, ziraatsal, farmasoétik ve biyokimyasal alanlarda en uygun
katalizorler olarak Umit verici enzimlerdir (Brandelli ve ark, 2010).

Streptomyces pactum DSM 40530’dan keratinolitik serin proteinaz olan
keratinaz enzimi Uretilmistir. Enzim, pH 7.0 ile 10.0 araliginda ve 40-70°C
sicakliklarda aktivite gostermektedir. S. Pactum’dan Uretilen proteinaz, mevcut olan
cesitli ticari proteinazlardan daha aktiftir (Bockle ve ark, 1995). Streptomyces
pactum DSM 40530’dan (retilen keratinaz en ylksek keratinolitik aktivite
gOstermisgtir.

Korkmaz ve ark (2004), Bacillus licheniformis HK-1 susunun 50°C’de ve
pH=8.0’de uretildiginde maksimum keratinaz Urettigini bildirmislerdir.

Bu arastirmada dogal toprak 6rneginden yeni izole edilen ve VITEK-2
bakteri tanilama sistemi ile Bacillus sp. (HSK-21 nolu izolat) olarak tanilanan sus
keratinaz ureticisi olarak kullaniimigstir. S6z konusu sus, 30°C’de ve pH=8.0’de
temel tlylU besi yerinde Uretildiginde maksimum enzim Uretimi gézlenmistir. Enzim
40°C’de ve pH=12.0'de optimum keratinolitik aktivite gostermistir. pH ve sicaklik
stabiliteleri test edilmis ve enzimin genis pH araliginda aktivitesini strdurdigu
ancak 11.0 ve 12.0’de aktivitesinde (%100) 30 dakikalik inkiibasyonda hig bir kayip
olmadigi gozlenmigtir. Ayrica enzim mezofil bir 6zellik géstermis (optimum 40°C)
60°C’ye kadar (%34) aktifligini strdirmus, fakat 20°C (%92), 30°C (%100) ve
40°C’lerde (%86) 30 dakikalik inkliibasyonlarda &énemli bir aktivite kaybi
gorilmemisgtir.

Korkmaz ve ark (2003), toprak érneginden Streptomyces sp. BA; susunu
izole ederek, keratin azure ile keratinolitik aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Mohamedin (1999), S. thermonitrificans in dogal tavuk tiyd ihtiva eden
besiyerinde en iyi enzim Uretim sicakligini 50°C’de,

Kim ve ark (2001), keratinaz uretiminde optimum sartlari Bacillus subtilis
icin 40°C, pH=5.0-9.0, Bacillus pumilis i¢cin 40°C, pH=5.0-6.0 ve Bacillus cereus
icin 30°C, pH=7.0 olarak saptamislardir.
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Korkmaz ve ark (2004), Bacilus licheniformis HK-1 susunda maksimum
enzim uretimini 50°C de ve pH=8.0’de gdzlemlemiglerdir.

Lee ve ark (2004), Paracoccus sp. WJ-98 susunda maksimum enzim
Uretimini 37°C’de pH=7.5’da gézlemlemislerdir

Glnimizde Bacillus’lardan yiksek pH’larda aktivite gosteren pek c¢ok
keratinaz Uretilmis ve bunlarin biyoteknolojik ve endistriyel kullanim alanlari
belirlenmeye calisiimistir. Bu arastirmada dogal bir sus olarak yeni izole edilmis
HSK-21 nolu izolatin Urettigi enzim literatlrlerde belirtilenlerin disinda oldukga
yuksek alkali 6zellik gostermistir. Bu ylzden yiksek alkali 6zellik goésteren
keratinaz (highly alkaline keratinase) olarak tanimlanmistir.

Lee ve ark (2002), Bacillus sp. i¢in optimum pH’nin 7.0, Correa ve ark
(2010), Bacillus sp. P7 susundan elde ettikleri keratinazin optimum pH’ini1 9.0
olarak saptamiglardir.

Birgok arastirmaci keratinaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH
araliklarini ve degisik pH’lardaki enzim kararlihdini cahismistir. Lee ve ark (2004),
Paracoccus sp. WJ-98 susundan Urettikleri enzimin pH=6.0-8.0’de stabilitesini %80
korudugunu bildirmislerdir. Cheng ve ark (1995), Bacillus licheniformis PWD-1
susundan Urettikleri enzimin pH 5.0-12.0 arasinda stabil oldugunu ve 30°C’de 1
saat sonra aktivitesini %80’den daha fazla korudugunu saptamiglardir.

Balaji ve ark (2008), Bacillus subtilis MTCC (9102)'den elde ettikleri
keratinazin aktivitesini 70°C’ye kadar korudugunu bildirmiglerdir. Lee ve ark
(2004), Paracoccus sp. WJ-98 susundan urettikleri enzimin 50°C’ye kadar stabil
oldugunu bildirmiglerdir. Cheng ve ark (1995), Bacillus licheniformis PWD-1
susundan Uretilen keratinazin 40°C’ye kadar stabil oldugunu ve 65°C’nin Ustlinde
aktivitesini tamamen kaybettigini saptamislardir.

Ayrica taranan literaturlerde bildirilen bakteriyal orjinli keratinazlar i¢in en
yuksek pH’da (12.0) aktivite gostermesi acisindan yeni bir enzim olma o6zelligi
tasimaktadir.

Bu galismada elde edilen sonugclarin detaylandiriimasi bir sonraki adim igin
gereklidir. Soyleki; enzim bir proteaz oldugu igin farkli protein substratlari hidroliz
yetenegi, enzimin protein sekans analizi, IP’sinin saptanmasi, c¢esitli saflastirma
metodlari ile saflagtirilarak spesifik aktivitedeki artis, farkli materyallere immobilize
edilerek enzimin ayni veya farkl proseslerde daha etkin ve uzun sireli
kullanilabilirligi, keratin icerikli materyallerin hidrolizi sonucu elde edilen Urinlerin
tanimlanmasi gibi konularin galisilmasi énerilebilir. Ayrica, kozmetik (tiy dokuci)
ve medikal kullanimlarinin arastiriimasi bu konudaki eksiklikleri tamamlayacaktir.
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