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OZET Aragtirma Makalesi
Keratinaz aktivitesi gosteren Trichophyton sp. Tr-9 susu keratin tozu-

feather meal igeren minimal besiyerinde biiyiitiirek enzim tretimi Makale Tarihgesi
gerceklestirilmigtir. Sipernatanttan Amonyum sulfat ¢oktiirme Gelig Tarithi  :22.01.2020
sonrasi, Sephadeks G-100 ve DEAE Sepharose kolon kromatografi Kabul Tarihi :13.03.2020

uygulamalar1 ile enzim saflagtirilmasi yapilmigtir. Maksimum
keratinolitik aktivite pH 7.5 ve 37°C’de gozlenmistir. Enzim pH 5.5-
8.0 ve 20°C-40°C sicaklik araliklarinda stabilite go6sterirken,

Anahtar Kelimeler
Trichophyton sp.,

enziminin molekiiler agirhigi SDS page ve zimogram analizlerinde Keratinaz
yaklasitk 34 kDa olarak hesaplandi. CaCl: (5mM) keratinaz Saflagtirma
aktivitesini (%148) stimiile edici etki gosterdi. Diger taraftan EDTA Karakterizasyon

(5mM) ve SDS (%1) sirasiyla %49, % 49 etki gostererek kismen inhibe
etti, PMSF (1mM ve 5mM) ile tam inaktivasyon elde edildi. Sonug
olarak, enzimin fiziko-kimyasal oOzellikleri bir¢ok endustriyel ve
biyoteknolojik uygulamalarda kullanigli olabilecegini gostermistir.

Isolation and Partial Characterization of Keratinase from 7richophyton sp.

ABSTRACT
Keratinase enzyme production was accomplished from 7richophyton
sp. Tr-9 in minmal medium containing feather meal. Enzyme was
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purified with Ammonium sulfate, Sephadeks G-100 and DEAE Received ©22.01.2020

Sepharose column. Maxiumum keratinolitik activity was obtained at Accepted +13.03.2020

pH 7.5 and 37°C. Enzyme was higly stabil between pH 5.5-7.5 and 20-

40°C. With the SDS-Page analysis of the enzyme, molecular weight of Ke?’words

the enzyme was calculated as 34 kDa. CaCIz (5mM) had a stimultory Ir. zcbgp hyton sp.,

effect (148%) on enzyme. On the other hand, EDTA (5mM) and SDS Kerg‘gna'se

(%1) inhibited enzyme acitivity up to 49% and 49%, respectively. Purlflcathn .
Characterization

PMSF (1- 5mM) has strongly inhibited enzyme. As a result, physico-
chemical properties of the enzymeshowed that 7richophyton sp. Tr-9
could be useful in various industrial and biotechnological applications.

To Cite : Parlak D, Tams H, Aygan A 2020. Trichophyton sp. Susundan Keratinaz Uretimi, Saflagtirismas1 ve Kismi
Karakterizasyonu. KSU Tarim ve Doga Derg 23 (5): 1135-1143. DOI: 10.18016/ksutarimdoga.vi.678756.

GIRIS

Biyokimyasal olaylarin gergeklesmesinde 6nemli role
sahip olan enzimler 6zellesmis fonksiyonlara sahip
katalizorledir. Enzimler cesitli kaynaklardan elde
edilebilir. Endiistriyel anlamda kullanim potansiyeli
yiksek olan enzimler daha ¢ok mikrobiyal kaynakh

mikroorganizmalarin ihtiyaci olan besin kaynaklarini
hidrolizleyerek kullanabilmelerini saglar.
Biyoteknolojik alanda kullanilan enzimlerin yaklagik
% 75'ini hidrolitik enzimler olusturmaktadir (Bhat,
2000).Bunlardan proteazlar (E.C. 3.4.21/24 / 99)
dogada hemen hemen her alanda bulunabilen yaygin

olanlardir (Gupta ve ark., 2003). Mikrobiyal enzimlerin enzimlerdir.Proteolitik ~ enzimler, protein
endiistriyel alanda tercih edilmelerinin baglca substratlarlnln. .hldrohzun ~ igeren biyoteknolojik
sebepleri istenmeyen yan {rin olusturmamalari, uygulamalar igin endtstride yaygin kullanilir.

Piyasadaki proteazlarin o6nemli bir bolimi ise

katalitik aktivitelerinin yiiksek olmasi, oldukga stabil
mikrobiyal keratinazlardir (Rao ve ark., 1998).

ve ucuz olmalari, yiksek oranda ve saflikta elde

edilebilmeleridir (Horikoshi, 1999). Keratin, dogada bulunan en 6nemli yapisal

Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen enzimlerin
bir¢ogu hiicre iginde aktif iken bazilari hiicre disina
salgilanip hlicre diginda aktif olabilir, béyle enzimlere
ekstraseliler enzimler denir. Ekstraseliiller enzimler,

proteinlerden biridir ve yaygin olarak omurgalilarin
dis yuizeylerinde bulunur. Kollajenden sonra
hayvanlarda kargilasilan en 6nemli biyopolimerdir.
Kil ve tiiy atiklar: tarimsal sanayide yan triin olarak
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uretilmektedir. Bu tur atiklarin birikimi cevresel

problemlere  sebep  olabilmektedir. Keratinler,
yapisindaki silfiir igerigine gore ise sert ve yumusak
keratinler olarak  gruplandirilabilir. Yumusak

keratinler cilt ve nasirda bulunup daha az disiilfit bag:
icerir ve daha esnektir, yumusak keratinlerin aksine
sert keratinler ise sag, tily, boynuz ve tirnak gibi
uzantilari olustur ve yiksek oranda distlfit bag icerir
(Voet ve Voet, 2008;Mckittrick ve ark., 2012).
Keratince zengin atiklarin bozulmalari zordur ¢iinki
polipeptidler yogun bir sekilde paketlenmis olan ¢ok
giigli hidrojen baglarinin varhigiyla daha stabil
olmustur. Ayrica hidrofobik etkilesimler, protein
zincirlerinin carpraz baglanmalar: ve bircok distlfit
bag1 icermeleri nedeniyle olusan yiliksek mekanik
stabilite, keratinlerin yaygin birgok proteazca
parcalanmalarina diren¢ saglar (Kreplak ve ark.,
2004). Direnclerine ragmen keratinler cok sayida
bakteri, fungus ve aktinomiset tarafindan salgilanan
keratinolitik protezlar tarafindan etkili bir gekilde
parcalanabilir (Onifade ve ark., 1998). Mikrobiyal
keratinazlar genellikle alkalin ve notr proteazlardir ve
optimum pH araliklar1 7.5— 9.0 arasinda degiskenlik
gosterir fakat bu araligin diginda yer alan enzimlerde
vardir. Extrem alkolofilik pH araliginda aktif
olanlarin yanmi sira nadiren asidik pH ‘da aktif
keratinazlar da vardir (Takami ve ark., 1999). Cogu
keratinaz tireten mikroorganizma keratinaz tiretimini
buyik bir o6lgiide bazal bir ortam igerisinde
gerceklestirir. Karbon ve azot kaynagi olarak ise
keratini kullanmaktadir (Gousterova ve ark., 2005).
Keratinaz Ureticisi ¢esitli mikroorganizmalar bir ¢ok
arastirmaci  tarafindan  belirlenmis ve enzim
karakterizasyonlar: gerceklestirilmistir (Gupta ve ark,
1999; Vidyasagar ve ark., 2006; Bernal ve ark. 2006
Riffel ve ark, 2007) . Ancak, dermatofitik funguslarin
keratinolitik potansiyelleri son zamanlarda dikkat
cekmektedir, o6zellikle Trichophyton ve Mikrosporum
gibi cinsler bu proteolitik etkileri nedeniyle ilgi
uyandirmaktadir (Anbu ve ark, 2008). Bu 6zel grup
patojenik funguslarin keratin substratim1 en iyi
parcalayan mikroorganizmalar arasinda yer almasi,
keratin atiklarinin biodegradasyonunda da 6nemli rol
oynamasl anlamina gelmektedir (Muhsin ve ark.,
2002).

Giinlimiizde keratinaz enzimleri yem, giibre, deterjan,
deri,ve ila¢ endiistrileri gibi bir ¢ok alanda yaygin
olarak kullamlmaktadir. Ornegin keratinaz enzimler
ile kismen parg¢alanmig tiiyler hayvan yemi katkisi
olarak kullanilirken, deri endiistrisinde kil giderim
iglemlerinde yaygin olarak  kullanilmaktadir
(Fakhfakh-Zouari ve ark., 2010). Son zamanlarda
yapilan arastirmalar bakteriyel keratinazlarin deli
dana ve scrapie hastalik etkeni olan prion
proteinlerinin degradasyonunda da etkili oldugu tespit
edilmistir (Langeveld ve ark., 2003).

Bu ¢alismada, keratinaz tireteicisi Trichophyton sp.Tr-
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9 izolatinin enzim uretimi potansiyeli arastirilmis ve
uretilen enzimin kismi saflastirilmasi ve baz
biyokimyasal ozellikleri belirlenerek
karakterizasyonu amaglanmigtir.

MATERYAL ve METOD
Mikroorganizma Ornekleri

Enzim tiretimi gergeklestiren izolatlarin belirlenmesi
ve enzim Uretimi potansiyellerinin degerlendirilmesi
icin KSU FEF Mikoloji laboratuvar: ve Tip Fakultesi
Mikrobiyoloji laboratuvar: kiltiir kolleksiyonlarindan
temin edilen 7richophyton sp. izolatlar: kullanmilmigtir.
Mikroorganizma Kiltiiri Keratinolitik
Aktivitelerinin Belirlenmesi

ve

Mantar kiltiri ve canlandirma-biiylitme iglemleri
Sabouraud dextrose agar (Merck 1.07315) da
gerceklestirilmistir. Daha sonra suslarin proteolitik
aktivitelerini varligini belirlemek amaci ile modifiye
Skim-milk agar (Mohamedin, 1999) iizerine ekim
yapilarak hidrolitik zonlar belirlenmigtir. Proteaz
aktivitesi gosteren suslar daha sonra keratin tozu
(feather meal 0.5 g/L) iceren minimal besiyerinde
(MgS04.7H20-0.5 , KC1 -0.5, KH2PO4 -0.46, KeHPO4- 1,
Agar agar -15 g/L)15 giin iiretilerek (Marcondes ve
ark., 2008) keratinolitik aktivite belirlenmesi
gerceklestirilmistir.

Enzim iiretimi

Keratinaz enzim tretimi i¢in, sivi Sabouraud dextrose
da aktiflestirilmis Trichophyton sp TR-9 susundan 0.1
mL alinarak 0.5 g/L. keratin tozu igeren minimal
besiyerine (MgSQO4.7H20- 0.5, KC1 -0.5, KH2PO4- 0.46,
KoHPO4- 1, ) (Marcondes ve ark., 2008) asilanarak
30°C'de 150 rpm g¢alkalama hizina ayarlanmig
inktubatorde 10 gin inkiibasyona birakilmigtir.
Inkiibasyon siiresi sonunda kiltiir icerigi ve fungus
hiflerifiltre kagidindan (Whatman No 5) siiziilerek
filtrat toplanmistir (Tanis ve Cihangir, 2009). Filtrat,
daha sonraki ¢caligmalarda ham enzim kaynagi olarak
kullanilmigtir.

Enzimin Saflagtirilmas:

Tr-9 keratinaz enzim saflastirilmasi, filtrat tzerine
+4°C’de amonyum siilfat tuzu eklenerek ile fraksiyonel
presipitasyon seklinde gerceklestirilmigtir.
Presipitasyona birakilan enzim 6rnekleri % 40, % 50,
% 60, % 70, % 80 ve % 90k amonyum sulfat
konsantrasyonlar1 ile fraksiyonel olarak ayri ayri
toplanmigtir. Presipitatlarin toplama iglemi 4020 gve
+4°C’ de 30 dk santrifiijde (Hettich Mikro 22R)
gerceklestirilmistir. Enzim 6rnekleri daha sonra pH
7.5 daki 100 mM fosfat (Burhan ve ark. 2003)
tamponunda ¢ézdiriilerek ayni tampona karsi bir gece
diyaliz edilmigtir. Diyaliz edilen 6rnekler pH 7.5’ daki
100 mM fosfat tamponu ile dengelenmis sephadeks G-
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100 (Sigma) kolon kromatografisinden (1x 30 cm) 14
mL/sa hizda ayni tampon ile elue edilmistir. Daha
sonra bir kisim eluat DEAE-Sepharose CL-6B (Sigma)
kolondan (1x15 cm) gecirilerek ekstra saflastirmaya
tabii tutulmustur. Kolona enzim yiiklendikten sonra
20 mL/sa hizda 40 mL daki fosfat tamponu (pH7.5)
gecirilmistir. Kolonda tutulmus enzim daha sonra 0.1
den 2 M konsantrasyonda degisen NaCl ¢ozeltisi ile
toplanmigtir.

Molekiiler Agirlik ve Zymogram Analizleri

Tr-9 Keratinaz enziminin molekiiler agirhigi %10’1uk
SDS-PAGE (Laemmli, 1970) ile belirlenmistir. Markor
olarak, SDS6H2 (SIGMA) protein karisimi (Domuz
miyozini -200 kDa, E. coli B-Galaktosidaz1 -116 kDa,
tavsan kasi fosforilazi b -97 kDa, sigir albiimini- 66
kDa, ovalbumin- 45 kDa ve sigir eritrosit karbonik
anhidrazi- 29 kDa) kullamilmistir. Elektroforez sonrasi
protein bantlari gimis boyama ile gorunir hale
getirilmistir (Rabilloud, 1999). Enzimin zimogram
analizi i¢in ise % 10’ luk ayirici jele icerisine amonyum
persiilfat eklenmeden hemen ¢nce % 0.1’ lik kazein
eklenerek proteolitik aktivite tayini ile
gerceklestirilmistir(Ferrero ve ark.,1996).

Enzim Aktivite Iglemleri

Mumkin oldugu kadar kug¢uk parcalara bolinmis
keratin azure (Sigma Chemical, St, Louis, MO, USA)
kullanilarak enzim aktivitesi kolorimetrik olarak
tayin edilmistir (Suntornsuk ve Suntornsuk, 2003).
Bunun igin keratin azure 4mg/mL konsantrasyonda
0.01 M sodyum-fosfat (pH 7.5) tamponunda
karigtirilmistir (Esawy, 2007). Esit miktardaki enzim
ve subsratin 37°C’de 150 rpm ‘de 1saat inkiibasyonu
gerceklestirilmistir. Inkiibasyondan sonra 4000 gve,
+4°C’de, 15 dk santrifiij edilerek keratin azure
uzaklagtirilmigtir. Daha sonra karisimdan 1mL
alinarak spektrofotometrede (Perkin Elmer Lambda
EZ 150) 595 nm’de okunup serbest kalan azoboyasi
olgiilmiistiir. Bir tinite (U) keratinaz verilen
kogullarda, 1 saatte 595 nm’de 0.1absorbans artisina
neden olan enzim miktari olarak tanimlanmigtir. Tim
denemeler 3114 tekrarlar seklinde gergeklestirilmigtir.

Sicakhik ve pH'nin Enzim Aktiviteleri ve Stabiliteleri
Uzerine Etkisi

Enzimin optimum pH ve optimum sicaklik degerleri
pH 4.0-9.0 ve 20-45 °C sicakliklar arasinda test
edilerek belirlenmigtir. Optimum pH belirlemesi igin
Sitrat tamponu (pH 4.0-5.6), Sodyum fosfat (pH 6.0-
7.5) ve Tris (pHS8.0-9.0) tampon sistemlerinden
yararlanilmigtir. Tr-9 enziminin sicaklik stabilitesi
igin 20-70 °C arasinda optimum pHda 30 dk 6n
inkiibasyona maruz birakildiktan sonra belirlenmisgtir.
Diger taraftan pH stabilite denemeleri ise optimum
sicaklikta pH 4.0-9.0 arasinda farkl pH’larda 30 dk 6n
inkiibasyon yapilarak gergeklegtirilmigtir.
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Keratinaz Aktivitesi Uzerine Bazi Kimyasallarin
Etkisi

Farklh kimyasallarin Tr-9 tzerine etkisi farkh
konsantrasyonlarda (1-5 mM) optimum sicaklik ve
pH’daki 6n inkiibasyonu ile belirlenmigtir. Bunun i¢in
FeCls, 1,10-Phenanthrolin  monohidrat, @EDTA
(Ethylene diamine tetraacetic acid), PMSF
(Fenilmetilsiilfonil florit), ZnCls, Ure, CaCls, %171ik
Triton-X 114 ile %1’lik SDS kullanilmagtir.

Enzimin tiiy parcalama yeteneginin aragtirilmasi

Kapakli tupler igerisine eklenmis tavuk tiyleri
uzerine 100 mM pH 7.5 fosfat tamponu ilave edilerek
otoklavda 15 dk sterilizasyon gergeklestirildi. Oda
sicakligina ulasan tiplere 1 mL filtrat/enzim ilave
edilerek 150 rpm ve 37°C de inkiibe edilerek enzimin
tily parcalama yetenegi gozlemlenmistir (Korkmaz ve
ark., 2003).

BULGULAR ve TARTISMA

Toplam 15 Trichophyton sp.susuproteolitik aktivite
tayini i¢in test edilmis ve en yliksek proteolitik aktivite
gosteren suglar arasinda keratinolitik aktivite
gosterenlerden en genis hidrolitik zon olugturan Tr-9
Trichophyton sp.enzim ureticisi olarak segilmistir.

Enzimin saflagtirilmasi

Tr-9  Keratinaz enzimi 3 asamall islemle
saflastirilmigtir. Oncelikle Amonyum sulfat
presipitasyonu ile kismi saflagtirilmasi

gerceklestirilendrnekler daha sonra diyaliz (Sigma
D9777, MWCO > 14 000 Da) islemine tabii
tutulmustur. Diyaliz islemleri sonunda en yiksek
enzim aktivitesi %40’lik amonyum siilfat ¢oktirmesi
ile elde edilen oOrneklerde gorulmiistir. Sonraki
saflagtirma basamaklar1 %40 lik¢oktirme o6rnekleri
tizerinden yiritilmistir. Ikincil olarak enzim
ornekleri sephadeks G-100 (Sigma) kolonundan ve son
olarak ise DEAE-Sepharose CL-6B (Sigma)
kolonundan gegirilerek saflagtirma islemi
tamamlanmigtir. Sekil 1’de SDS-Page analizinde 3
nolu hat Tr-9 enziminin tek bant gorintasu
saflagtirma etkinligini géstermektedir.

Molekiiler Agirlik Tayini ve Zymogram Analizi

Saflagtirma etkinligi ve molekiiler agirlik analizi
%101uk SDS-PAGE ile gercgeklestirilmigtir. Protein
bantlar1 giimiis boyama (Rabilloud, 1999) ile
elektroforezden sonra gorinir hale getirilmigtir.
Yapilan calisma sonucunda Tr-9 keratinaz enziminin
molekiller agirlign yaklasik 34 kDa olarak tespit
edilmistir (Sekil 1). Keratinaz enzimlerinin molekiiler
agirhiklar tretildigi organizmalara goére farklhihiklar
gostermekle beraber genel anlamda 18-200 kDa
arasindadir (Nam ve ark., 2002). Genellikle yiiksek
molekiiler agirhkli  keratinazlar metalloproteaz
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sinifinda bulunurlar ve termofilik karakter gésterirler
(Farag ve Hassan, 2004). Ancak, Tr-9 keratinaz enzimi
50 kDa’dan daha dusiik,serin tip proteaz olmasi ve
mezofilik 6zelligi ile genel bir keratinaz profili
sergilemektedir. Bu sonuglar diger bir ¢ok
arastirmacinin Trichophyton sp.den izole ettikleri 30-

kDa

200

116
97

66

45 —

29 ]

50 kDa arasinda Keratinaz enzimleri ile uyum
icerisindedir (Day ve ark., 1968; Apodaca ve
McKerrow, 1985; Asahi ve ark., 1985; Tsuboi ve
ark.,1987; Rojanavanich ve ark., 1990; Qin ve

ark.,1992; Moallaei ve ark.,2006; Anbu ve ark., 2008;
Cai ve Zheng, 2009).

}

Sekil 1. Tr-9 Keratinaz enziminin giimiis boyama ve zimogram analizi géruntiisi.

Figure 1.Silver staining and zymogram analysis of the keratinase enzyme TR-9.

M)Markér (Sigma,SDS6H2)1)Siipernatant2)Amonyum siilfat presipitasyonunun (%40hk grup) ardindan Sephadeks G 100 kolon
kromotografisinden gecirilen enzim 6rnegi, 3) Amonyum siilfat presipitasyonunun (%40lik grup) ardindan sirasiyla Sephadeks G 100 kolon
kromotografisi ve DEAE sepharose kolon kromotografisinden (0.5 M’lik NaCl eluat1) gecirilen enzim 6rnegi,4)Tr-9 enzim érneginin zymogram

analizi

M) Marker (Sigma,SDS6H2) 1)Siipernatant 2) Enzyme sample subjected to Ammonium sulfate precipitation (40% )then Sephadex G 100
column 8) Enzyme sample subjected to Ammonium sulfate precipitation (40% )then Sephadex G 100 column and DEAE sepharose (0.5 M of

NaCl eluat) 4)Zymogram analysis of TR-9 enzyme

Tr-9 Keratinazin Enzimatik Ozellikleri

Tr-9 keratinaz enziminin farkli pH araliklarinda
tampon sistemleri kullanilarak belirlenen optimum
pH’sitnin 7.5 oldugu tespit edilmistir (Sekil 2).
Literatire bakildiginda keratinazlarin birgogunun
alkali ve mnoétral pH araliginda aktif oldugu
gorilmektedir, nadiren de asidik pH araliklarinda
aktiftirler (Takami ve ark., 1999; Asahi ve ark. 1985
McKerrow ve Apodaca, 1985; Riffel ve ark., 2003; Anbu
ve ark., 2008).

Optiumum sicaklik denemelerinde, enzim 20°C’de %52
rolatif aktivite gosterirken daha sonraki sicaklik
degerlerinde kademeli bir artig gostermis ve 37°C’de
ise %100’e ulagmistir (Sekil 3). Keratinaz enzimi ile
yapilan diger optimum sicaklik ¢alismalarinda bir ¢cok
arastirmaci 40-65 °C arasinda bir deger rapor ederken
(Bernal ve ark.,2003; Raju ve ark., 2007; Anbu ve ark.,
2008; Moreira ve ark. 2009) Myrothecium
verrucariddan izole ettikleri enzimin optimum
sicakligini benzer sekilde 37°C olarak saptamiglardir.
Tr-9 Keratinaz enziminin insan ve hayvan viicut
yuzeylerinde aktif oldugu dustuntlecek olursa 37°C
gibi bir optimum sicaklik degerinin normal oldugu
kabul edilebilir.
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Enzimin 30 dk on inkiibasyonu sonrasi1 20°C’de
enzimin aktivitesinin % 70’e yakin korundugu, 30°C’de
% 65 korundugu, 40°C’de % 63 oraninda korundugu
40°C’nin altindaki degerlerde ise enzim aktivitesinin
kademeli olarak diistiigii gérilmustiir. Sonugta enzim
20-40°C araliginda aktivitesini % 60 1n tizerinde
korundugu tespit edilmistir (Sekil 4). Anbu ve ark.
2008, ise Trichophyton HA-2 susundan elde ettikleri
ekstraseliiler keratinazin 20-45°C araliginda stabil
oldugunu bildirerek bu ¢aligmayla hemen hemen ayni
sonucu elde etmiglerdir.

Diger yandan Tr-9 enzimi pH: 5.5-7.5 araliginda
baglangic aktivitesinin yaklasik olarak % 100 oraninda
korudugu gériillmektedir (Sekil 5).

pH 8.0’den itibaren enzimin aktivitesinde kademeli bir
diustis yasanmaktadir 6yle ki pH: 9.0 ‘da enzim
aktivitesini %85 oraninda kaybettigi gorulmektedir.
Birgok arastirmaci pH 5.0 ile 12.0 arasinda degisen
oranlarda stabilite tespit etmisler (Gradisar ve ark.
2005; Anbu ve ark. 2008; Moreira ve ark. 2009) ve Tr-
9 Keratinaz enzimi de bu bulgular ile uyum igerisinde
oldugu goriulmustiir.
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Sekil 2. Tr-9 Keratinaz enzimi tizerine pH’nin etkisi
Figure 2.The effect of pH on the activity of Tr-9 Keratinase
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Sekil 3.S1cakligin Tr-9 keratinaz tizerine etkisi
Figure3.The effect of temperature on Tr-9 keratinase
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Sekil 4. Tr-9 keratinaz enziminin termal stabilitesi
Figure 4. Thermal stability of Tr-9 keratinase
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Sekil 5.Tr-9 keratinaz enziminin pH stabilitesi
Figure 5. Tr-9pH stability of Tr-9 keratinase
Enzim {izerine farkli kimyasallarin  etkisi oraninda g¢ikardigi goérilmektedir, ZnCl2'nin ise 1mM

arastirildiginda FeCls ve CaClohem 1mM hem de 5mM
konsantrasyonlarda aktiviteyi arttirdigi, ozellikle
CaCl2nin 5mM konsantrasyonda aktiviteyi % 148
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konsantrasyonda enzim aktivitesini %56 oraninda
azalttigi, 5mM konsantrasyonda ise aktiviteyl %66
oraninda azalttig1 goriilmektedir (Sekil 6).
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Sekil 6. Tr-9 Keratinaz enzimi izerine metal iyonlari, inhibitor, deterjanlar ve gelatérlerin etkisi
Figure 6. Tr-9 Effect of metal ions, inhibitors, detergents and chelators on Tr-9 keratinase enzyme

Benzer sekilde (Asahi ve ark. 1985) 7 rubrum’un
tirettigi ekstraseliiler proteazin ve (Tsuboi ve ark.
1989) T. mentagrophytesden elde edilen ekstraseliiler
proteazla yapilan ¢calismalarinda da CaClz2 ‘nin enzim
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aktivitesini %220 arttirdigr bildirilmistir. Bir non-
iyonik deterjanlar olan Triton-X 114 ‘“Gn % 1’lik
konsantrasyonu % 98 oraninda bir aktivite kaybina
sebep olmustur. SDS (% 1) ise enzimde % 51 oraninda
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bir inhibisyon gergeklestirmigtir. PMSF, enzimi
tamamen inhibe ederken EDTA ve lirekonsantrasyon
arttik¢a artan bir inhibisyon gergeklestirmigtir. PMSF
ile glclit EDTA ile kismi bir inhibisyon enzimin serin
tip proteaz oldugunu gostermektedir (Riffel ve ark.,
2003; Moreira ve ark., 2009; Dubey ve ark.,2010).
Enzim ayni zamanda bir metallo proteaz inhibitori

olan 1.10-phenantroline ile de kismen aktivite kaybina
ugramigtir. EDTA’min artan konsantrasyonunda
inhibisyonun varhg ve Ca?* varhiginda ise
aktivasyonun artmasi enzimin metalik kofaktor
ihtiyacitm1  ve enzim stabilizasyonunun arttigim
gostermektedir (Habbeche ve ark., 2013).

Sekil 7. Tr-9 Keratinaz ile inkiibasyona birakilan tavuk tiiyleri

A: 1. Giin B: 2.Giin C:4. Giin D: 6.Glin E: 9.Glin

Figure 7.Chicken feathers treated with Tr-9 keratinase enzyme

A:Day 1, B: Day 2, C: Day 4, D Day 6, E: Day 9

Trichophyton sp. keratinazlarinin tavuk tlyini
parcalamada olduk¢a basarili ve 6nemli bir rolinin
oldugu belirtilmistir (Okafor ve Ada,2000). Sekil 7 de
goruldiugi gibi Tr-9 keratinaz enzimi de tavuk tiyleri
iizerine aktivasyonu ortaya konmustur. (Anbu ve ark.

2008; Pandian ve ark.2012) da yaptiklar
calismalarda ekstraselliler keratinazlarin tavuk
tiyleri lzerine etkinliklerini ortaya

koymuslardir.Tavuk eti igletmelerinde ftretilen tiy
atiklar1 faydali protein ve aminoasitlerin tretim
potasiyellerini barindirmaktadir. Bu ise fayvan
beslemeciler i¢in ucuz ve alternatif yem katkisi olarak
oenm arz etmektedir (Onifade ve ark. 1998).

SONUC

Mikrobiyal keratinazlar, olduk¢a sert yapida olan ve
gu¢lil ¢apraz baglara sahip, ¢6zlinmesi zor olan olan
keratini parcalama kabiliyetleriniden otira
biyoteknolojik olarak &nemli yer tutmaktadir.
Ozellikle hayvan beslenmesinde, derilerin tabaklama
igslemlerinde, biyohidrojen tiretimindeve bazi tarimsal-
biyomedikal uygulamalarda keratinazlardan
faydalamilmaktadir (Balint, 2005; Friedrich ve ark,,
2005; Gradisarve ark., 2005; Mohorcic ve ark., 2007).

Mikrobiyal kaynaklar, keratin gibi bir¢ok polimerin
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biyolojik donltstimi iginbiyik Olgekli Uretimleri
acisindan 6nemli endistriyel aktorlerdir. Bu
calismada keratinaz enzimi Uretebilen 7richophyton
sp. Tr-9 susundan keratinaz tiretimi, saflagtirilmasi ve
kismi karakterizasyonu gergeklestirilmigtir. Notr bir
optimum pH’ya sahip olmasi, pH 5.5 — 7.5 arasinda
%100’e yakin bir pH stabilteye sahip olmasi, vicut
sicakliginda optimum sicaklik sergilemesi bir ¢ok
endistriye alanda ve 6zellikle farmakolojik-kozmetik
uygulamalarda potansiyele sahip keratinaz enzimidir.

Tesekkiir
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