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Keratinaz Uretimi ve Karakterizasyonu: Dogal izolat Bacillus proteolyticus
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Giris

Keratinazlar; suda ¢oziinmeyen keratin substratlari parcalama yetenegi ve substrat ¢esitliligi nedeni ile yogun
caligilan, enzim pazari i¢in kiymetli, hiicre digina salinan proteolitik enzim sinifidir. Deri, deterjan, tekstil, yem
endiistrisinde (prionlarin arindirilmasinda), medikal uygulamalarda (akne, nasir tedavisi, prion kontaminasyonlu
materyallerin temizlenmesi), ilag iiretiminde (topikal ilaglarin tirnak ve deriden gegisini arttirict etki) yaygin ve
etkin bir sekilde kullanilmaktadir. Mikroorganizma kokenli proteazlar endiistriyel enzimlerin en biiylk
gruplarindan birini temsil eder. Bu arastirmada, dogal izolat Bacillus proteolyticus’tan keratinaz iiretim
kosullariin optimizasyonu ve keratinazin karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

Geregler ve Yontemler

Keratinolitik Bacillus proteolyticus yogun keratin iceren Cukurova Universitesi Tavuk Uretim Ciftligi atik
alanindan izole edilmistir. Keratinaz tretimi i¢in Temel Tiylii Besiyeri (NH4Cl, NaCl, K;HPO4, KH,POy,
MgCl,.6H,0, Maya, Ogiitiilmiis Tavuk Tiiyii) kullamlmustir. Keratinaz aktivitesi keratin-azure ydntemi ile serbest
kalan azo boyasinin kolorimetrik yontemle Ol¢iilmesi ile belirlenmistir. Segilen izolatlar arasindan en yiliksek
aktivite gosteren sus 16S rRNA analizi ile tanilanmistir. Enzim karakterizasyonu i¢in ¢esitli tamponlar (Sitrat-
Fosfat, Sodyum-Fosfat, Glisin-NaOH, Borax-NaOH), ¢esitli kimyasallar (EDTA, Tween-20, Ure, SDS) ve metal
iyonlart (ZnCl,, MgCl,, NiCl,, CaCl,, HgCl,, CuCl,) tercih edilmistir.

Bulgular

Toplam 63 Bacillus izolatindan en yiiksek aktivite gosteren 30 nolu sus, 16S rRNA analizi ile Bacillus
proteolyticus (%100 benzerlik, OK605868.1) olarak belirlenmistir. Optimum tiretim kosullar1 pH=8,0 ve 30°C;
enzimin optimum aktivitesi pH: 9,0 ve 50 °C’de saptanmistir. Enzim 50-100 °C’lerde 30 dk inkiibe edildiginde 50
°C'lik 6n inkiibasyondan sonra aktivitesini yiiksek oranda (%90) korumus, 70 °C'nin iizerinde aktivite tamamen
inhibe olmustur. Kimyasallar ve metal iyonlarinin 1-5 mM konsantrasyonlari ile 30 dk 6n inkiibasyonundan sonra;
Tween 20 (%215) ve SDS’nin (%204) énemli oranda aktiviteyi arttirdigs, EDTA (%76), Ure (%40), ZnCls (%28),
MgCl, (%51), NiCl, (%24), CaCl, (%56), HgCls (%0) ve CuCls (%83)’iin aktiviteyi azalttig1 gézlenmistir.

Sonu¢ ve Tartisma

B. proteolyticus un mezofil ve alkali kosullarda optimum enzim iiretme yeteneginde oldugu; iiretilen alkali,
termotolerant enzimin, deterjanlarin varliginda yiiksek diizeyde aktivite artisi deterjan endiistrisi i¢in essiz
oldugunu kanitlar niteliktedir.
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