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АЛМАТЫ ОБЛЫСЫНЫҢ ЕКІ ЫСТЫҚ БҰЛАҚ КӨЗІНДЕГІ 
КЕРАТИНАЗАЛЫҚ БЕЛСЕНДІЛІГІ БАР ТЕРМОФИЛЬДІ 

БАКТЕРИЯЛАРДЫҢ СИПАТТАМАСЫ

Кератин – көптеген протеолитикалық ферменттердің ыдырауына төзімді әрі ерімейтін ақуыз. 
Барлық құс қалдықтарының ішінде қауырсын және мамық шикізаты ерекше қызығушылық 
тудырады, өйткені оның құрамында 65%-ға жуық азықтық протеин (мамандандырылған протеин 
– кератин) бар. Биотехнологиялық әдістер үнемді және экологиялық таза болып саналатындықтан, 
қалдықтарды басқарудың қызықты баламасы микробтық кератинолитикалық гидролиз арқылы 
қауырсын қалдықтарының тағамдық құндылығын арттыру үшін оңтайлы болып табылады. Бұл 
зерттеуде кератинолитикалық белсенділігі бар микроорганизмдер шығаратын кератиназалар 
туралы жалпы ақпарат берілген. Кератинолитикалық бактериялар Қазақстандағы Алматы облысында 
орналасқан Керімағаш және Нұрлы-Арасан ыстық көздерінен сегіз изолят бөлініп алынды. Kh5 және 
Nh2 екі изоляттары салыстырмалы жоғары белсенділік көрсетіп, сегіз изоляттан таңдалды және 
олардың шикі кератиназа белсенділігі ішінара сипатталды. Kh5 изоляты ең жоғары 
кератинолитикалық белсенділікті көрсетті. Әртүрлі рН пен температурада шикі кератиназаның 
зерттеу барысында Kh5 изоляты рН 5,5 көрсеткіш кезінде белсендірек екенін бақыланды, 
ал Nh2 изоляты үшін рН 6,0 оптималды көрсеткіш болды. Екі  изолят Kh5 және Nh2 600C 
аралығындағы тауық қауырсын кератинінің тиімді ыдырата алу қабілетін көрсетеді. Бөлініп 
алынған штаммдарды кератинолитикалық байы қалдықтардың биодеградациясына қолдануға 
болады.

Түйін сөздер: қауырсындар, кератиназа, кератинолитикалық белсенділік, жылу көздері.
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Description of thermophilic bacteria  
with keratinase activity from two hot springs in Almaty region

Keratin is an insoluble protein resistant to the degradation by many proteolytic enzymes. Among all 
poultry waste, feathers and down are of particular interest, as they contain about 65% feed protein (spe-
cialized protein– keratin). Biotechnological methods are considered economical and environmentally 
friendly, making microbial keratinolytic hydrolysis an optimal alternative for enhancing the nutritional 
value of feather waste. This study provides general information about keratinases produced by micro-
organisms with keratinolytic activity. Keratinolytic bacteria were isolated from eight isolates obtained 
from the hot springs of Kerimagas and Nurly-Arasan, located in the Almaty region of Kazakhstan. Two 
isolates (Kh5 and Nh2) showing relatively high activity were selected, and their crude keratinase activity 
was partially characterized. The Kh5 isolate demonstrated the highest keratinolytic activity. In the study 
of crude keratinase under various pH and temperature conditions, it was observed that the Kh5 isolate 
was most active at pH 5.5, while the Nh2 isolate showed optimal activity at pH 6.0. Both isolates (Kh5 
and Nh2) effectively degraded chicken feather keratin at a temperature of 60°C. The distributed strains 
can be applied to the biodegradation of keratinolytic wastes.
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Описание термофильных бактерий с кератиназной активностью  
из двух горячих источниках Алматинской области

Кератин – это нерастворимый белок, устойчивый к действию многих протеолитических фер-
ментов. Среди всех отходов птицеводства перья и пух представляют особый интерес, так как 
содержат около 65% кормового белка (специализированного белка – кератина). Биотехнологи-
ческие методы считаются экономичными и экологически чистыми, поэтому микробный керати-
нолитический гидролиз является оптимальной альтернативой для повышения питательной цен-
ности отходов перьев. В данном исследовании представлена общая информация о кератиназах, 
выделяемых микроорганизмами с кератинолитической активностью. Кератинолитические бак-
терии были выделены из термальных источников Керимагаш и Нурлы-Арасан, расположенных 
в Алматинской области Казахстана. Из выделенных 8 изолятов были отобраны два (Kh5 и Nh2), 
которые показали относительно высокую кератиназную активность. Изолят Kh5 продемонстри-
ровал наибольшую кератинолитическую активность. При исследовании неочищенной кератина-
зы в различных условиях pH и температуры было обнаружено, что изолят Kh5 наиболее активен 
при pH 5,5, а изолят Nh2 – при pH 6,0. Оба изолята (Kh5 и Nh2) эффективно разлагают кератин 
куриных перьев при температуре 60°C. Выделенные штаммы могут быть применены для биораз-
ложения кератинолитических отходов.

Ключевые слова: перья, кератиназа, кератинолитическая активность, термальные источники.

Кіріспе 

Кератиндер омыртқалылардың эпителий жа-
сушаларында ең көп таралған ақуыздар болып 
табылады. Бұл ерімейтін талшықты ақуыз тері-
де, тырнақта, шашта, жүнде және қауырсында 
кездеседі [1]. Негізгі компонент кератин болып 
табылады, ол α-кератиннің бөлігі болып табы-
лады, құрамында ақуызды талшықты құрылы-
мы дисульфидті айқаспалы байланыстар, сутегі 
және гидрофобты байланыстары бар [2]. Сон-
дықтан кератин суда ерімейді және оған трип-
син, пепсин және папаин сияқты протеолитика-
лық ферменттерге төзімділігі жоғары [3]. 

Кератин қауырсындардың салмағының ша-
мамен 90 %-ын құрайды, бұл ересек тауықтың 
жалпы салмағының 5-10% құрайды [4]. Мал 
терісін өңдеу зауыттары мен мал сою алаңда-
ры кератин құрамды жүн, қауырсын, мал жүні, 
мүйіздер және т.б.3.  қалдықтар  қалуда. Со-
нымен қатар құс етін өңдеу зауыттары жанама 
өнім ретінде миллиондаған тонна қауырсын 
шығарады, бұл қоршаған ортаның проблема-
ласы [4,5].Бұл ластануды азайтудың бір нұс-
қасы – мал азығы ретінде оны қайта пайдала-
ну, қоршаған ортада жиналудың алдын алуға 
және белгілі бір аурулардың дамуын азайтуға 
көмектеседі [6,7]. 

Қауырсында әлеуетті протеин мен амин-
қышқылдары өте көп болса да, олардың кейбі-
реулері ғана мал азығы ретінде пайдаланылады, 
себебі толық қорытыла алмайтындықтан [8]. 16. 
Қауырсынның сіңімділігін арттыруға болады 
NaOH, бу және термиялық өңдеуді қолдану ар-
қылы [9]. Дегенмен, бұл процесс көп энергияны 
қажет етеді [10] және аминқышқылды құрамдас 
бөлікті зақымдауы мүмкін, сапасы төмен жем 
шығаруы мүмкін [9,10]. Сондықтан кератин 
қалдықтарын өңдеудің балама әдісін табу керек 
[11].

Кейбір микроорганизмдер, мысалы, бакте-
риялар, актиномицеттер, сапрофитті саңырау-
құлақтар және дерматофиттер кератинді бұзады 
[12]. Бұл кератинді ыдырататын микроорганизм-
дер әртүрлі орталарда және қоршаған орта жағ-
дайларында, соның ішінде ыстық бұлақтарда 
кездеседі, бұл олардың кератинді және басқа 
қатты субстраттарды қоса алғанда, ақуызды 
ыдырататын кең мүмкіндіктерін көрсетеді [13].

Кератиназалар (EC 3.4.21) – күрделі және бі-
теу ақуыздардың толық ыдырауына мүмкіндік 
беретін температурасы мен рН диапазоны кең 
протеаздардың жалғыз тобы. Кератиназаларды 
басқа протеаздардан ажырататын бірегей сипат-
тама олардың күрделі және ерімейтін субстрат-
тарға (қауырсын, жүн, жібек, коллаген, эластин, 
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Алматы облысының екі ыстық бұлақ көзіндегі кератиназалық белсенділігі бар  термофильді бактериялардың сипаттамасы

мүйіз, стратум мөлдір қабығы, шаш, азокера-
тин, тырнақтар) байланыстыру қабілеті болып 
табылады [14]. Ферменттерді адсорбциялау 
механизмі әлі толық түсінілмесе де, адсорбция 
сыйымдылығы неғұрлым жоғары болса, кератин 
гидролизінің дәрежесі де соншалықты жоғары 
болатыны белгілі [15]. Ферменттерді байланыс-
тырып, дисульфидті байланыстарды кескеннен 
кейін кератин оның сәйкестігін өзгертеді және 
ферменттердің гидролитикалық әрекетіне ар-
налған көптеген учаскелерді әшкерелейді [16]. 
Кератинолиттік микроорганизмдер жүргізетін 
ферментативті гидролиз қауырсын қалдықтары-
ның тағамдық құндылығын арттырудың жақсы 
баламасы болып табылады [17]. Бұл зерттеуде 
кератинолитикалық бактерияларды Керімағаш 
және Нұрлы-Арасан ыстық бұлақтарынан оқ-
шаулап, олардың шикі кератиназасын сипатта-
дық.

Зерттеу материалдары мен әдістері

Дақылдарды бөліп алу
Су үлгілері Қазақстандағы Алматы облы-

сында орналасқан Керімағаш (Kh) және Нұрлы-
Арасан (Nh) екі геотермалды  су бұлақтарынан 
жиналды. Алынған  үлгілерді  дақылдау  үшін  
оңтайландырылған R2A қоректік ортасы қол-
данылды (литрге шаққанда): C6H12O6  – 0,5 г; 
K2HPO4 – 0,3 г; C3H3NaO3 – 0,3 г; C6H10O5 – 0,3 
г; MgSO4 – 0,024 г; ащытқы экстрактісі – 0,5 г; 
пептон – 0,5 г; казеин гидролизаты – 0,5 г. [18]. 
100мл қоректік ортаға 1 мл су үлгілері және шө-
гінді үлгілері енгізіліп, 60°C температурада төрт 
күн бойы инкубацияланды. Бактериялық оқшау-
лау майсыздандырылған сүт агары арқылы жүр-
гізілді. Ашық аймақ колониялары скринингтен 
өтіп, олардың протеолитикалық қабілетіне қа-
рай таңдалды.

Кератин ерітіндісін дайындау
Барлығы 5 г тауық қауырсындары тазар-

тылып, ұсақ кесектерге кесіліп, 250 мл диме-
тилсульфоксидке (DMSO) малынған және деф-
легматорда 100 °C температурада 2 сағат бойы 
қыздырылды. 500 мл ацетон қосылып, содан 
кейін -10 ° C температурада 2 сағат бойы сақ-
талады. Суспензия 10000 айн/мин жылдамдықта 
10 минут бойы 5 °C температурада центрифуга-
ланды. Содан кейін түйіршіктер сүзгі қағазында 
дистилденген сумен екі рет жуылды. Түйіршік-
тер 40 °C температурада кептіріліп, ұнтақталды. 
Кератин ерітіндісі 1 г кератин ұнтағын 20 мл 

0,05 М NaOH еріту арқылы дайындалды. 0,1 М 
HCl көмегімен рН 7-ге реттелді [19,20].  Содан 
кейін суспензия 1% кератин ерітіндісін алу үшін 
рН 6,5 200 мл фосфат буферінде қайта ерітілді.

Салыстырмалы кератинолитикалық сынама
Протеолитикалық изоляттардың кератинді 

гидролиздеу қабілеті сыналған. Әрбір изолят 
1% кератині бар қауырсын ұнды агарда өсірілді 
[21,22]. Дақылдар 60°C температурада 48 сағат 
бойы инкубацияланды. Кератиннің гидролиз ай-
мағы немесе кератинолитикалық индекс мөлдір 
аймақтың диаметрін бактериялар колониясы-
ның диаметріне бөліп, салыстыру арқылы өл-
шенді. Кератинолитикалық индекс ферменттің 
салыстырмалы күші ретінде қарастырылады. 
Кератинолитикалық индексі жоғары изоляттар 
әрі қарай зерттеу үшін таңдалды.

Кератиназаны бөліп алу
1 мл кератинолитикалық бактерия жасуша-

сы (≈108жасушалар/мл) 0,9% NaCl суспензия-
лары 1% кератині бар қауырсын ұны негізіндегі 
сорпада өсірілді рН 6,5. Дақылдар 72 сағат бойы 
60°C температурада су ваннасында (150 айн/
мин) инкубацияланды. Шикі ферментті бакте-
рия культурасын бөлме температурасында 10 
мин 10000 айн/мин центрифугалау арқылы ал-
дынды. Жоғарғы қабат шикі кератиназа ретінде 
жиналды [23].

Дөрекі кератиназа талдауы
1 мл 1% кератин ерітіндісі 1 мл фосфат бу-

фері (рН 6,5) және 1 мл шикі кератиназа қоспа-
сына қосылды. Қоспа бөлме температурасында 
5 минут бойы алдын ала инкубацияланды, содан 
кейін 60°C температурада 10 минут бойы инку-
бацияланды.  Ферментативті реакция 2 мл 10% 
үшхлорсірке қышқылын қосу арқылы тоқтатыл-
ды [24]. Содан кейін осы қоспаға 0,5 мл Фолин-
Чиокалтео реагенті қосылды және көк түс толы-
ғымен дамығанша бөлме температурасында 30 
минут бойы инкубацияланды. Абсорбция 660 нм 
спектрофотометрмен өлшенді. Ферменттік бел-
сенділіктің бір бірлігі минутына 1 мг субстратты 
гидролиздейтін кератиназа ферментінің мөлше-
рі ретінде анықталады.

Бактериалды кератиназа белсенділігіне рН 
пен температураның әсері

Кератиназа белсенділігіне рН әсері әртүрлі 
рН 4,0, 4,5, 5,0, 5,5 мәндерінде қышқыл буфер 
арқылы өлшенді, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 8,5 фос-
фатты буфермен және 8,5, 9 Tris-HCl буферімен 
анықталды [25]. Реакция 60°C температурада 10 
минут бойы жүргізілді. Температураның кера-
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тиназаға әсерін анықтау үшін шикі ферменттер 
40–80°С-қа дейінгі температурасы арасында ба-
қыланды. Реакция рН 6,5 кезінде жүргізілді. Ке-
ратиназа белсенділігі жоғарыда сипатталғандай 
өлшенді.

Зерттеу нәтижелері және оларды талдау

Зерттеуде нәтижесінде кератинолитикалық 
бактериялар Қазақстандағы Алматы облысында 

орналасқан Керімағаш және Нұрлы-Арасан екі 
ыстық бұлақтарынан сегіз дақыл оқшауланған. 
Протеолитикалық бактериялар изоляты коло-
ниясының айналасында айқын аймақтың пайда 
болуы анықталды (1-сурет). Протеолитикалық 
бактерия изоляттары қауырсын агарындағы ке-
ратинді ыдырату қабілеті бойынша өсті (2-су-
рет). Потенциалды изоляттардың айналасында 
кеңірек айқын аймақ бар екенін көрсетті қауыр-
сынды агарда өсетін колониялар.

             

(а)                                                                                (b)

1-сурет –  53°С температурада 48 сағат инкубациядан кейін изоляттардың гидролиздің айқын аймақтары (a) 
майсыздандырылған сүт агар петри табақшасында және (b) қауырсын ұнды агар петри табақшасында көрсетілген

2-сурет – Кератиназаны Керімағаш (Kh) және Нұрлы-Арасан (Nh) ыстық көздерінен алынған  
бактериалды изоляттардың кератинолитикалық индексі ретінде талдау
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Нәтижелерде сегіз изоляттың әртүрлі дә-
режедегі кератиназаны өндіру қабілетін көр-
сеткенін көрсетті (3-сурет). Екі Кh5 және Nh2 
изоляттары кератинолитикалық әсері бар, кера-
тинолитикалық қабілеті жоғары болып шықты. 
индексі тиісінше 1,2 және 1,1. Бұл екі изолят 
одан әрі зерттеу үшін тандалынды.

Бактериалды кератиназаның өсудің рН 
диапазоны алғашымен оптималды өсу темпе-

ратурасында анықталды. Кh5 изолятына мак-
сималды температура 92 °C болса, Nh2 изо-
лятына 72 °C анықталды. Бірақ бактериалды 
кератиназаның өсуіне оптималды температу-
ра 60°C екені анықталды (4-сурет). Кh5 изо-
лятына рН көрсеткіші 4,5-9,0 дейінгі аралық-
та жақсы өседі. Оптималды рН көрсеткіші 5,5 
болса, Nh2 изолятына Оптималды рН көрсет-
кіші 6.

3-сурет – 60 оС температурада pH 6,5 ортада 10 күннен кейін  
қауырсын сорпасындағы кератиназаның концентрациясы

4-сурет –  Кh5 және Nh2 кератиназаларының жалпы белсенділігі  
рН 6,5 әртүрлі қоршаған орта температураларында
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Нәтижесінде барлық оқшауламалар 60°С-та 
белсендірек болғанын көрсетті. Бактериялық 
оқшауламдар алынған ыстық бұлақтардағы су-
дың температурасына жақын болғандықтан. Кh5 
60°С-та белсендірек болды.

Қорытынды

Кератиназаларды өнеркәсіптің кейбір са-
лаларында қолдану қазірдің өзінде белгілі, 
бұл ретте олар ауыл шаруашылығы мен тамақ 
қалдықтарын кәдеге жаратудың перспектива-
лы құралы болып қала береді. Қазiргi уақыт-
та қолда бар көптеген ферменттердi неғұрлым 
кеңiнен пайдалануды шектейтiн негiзгi кедергi-

лер олардың күрделi табиғи субстраттардағы 
тиiмдiлiгi (қауырсындар мен сапасы төмен жүн 
сияқты), тұрақтылықтың төмендiгi және/не-
месе өндiрiстiң жоғары құны болып табылады. 
Осы ферменттердi жоғарыда аталған мақсат-
тарда пайдалануды үнемдi ету мақсатында осы 
кедергiлердi еңсерудiң әртүрлi тәсiлдерi барған 
сайын байқалады.

Керімағаш және Нұрлы-Арасын ыстық бұ-
лақтарының өнеркәсіптік маңызы бар фермент-
тер мен термозимдерді өндіретін құнды термо-
фильді микроорганизмдердің бай көзі екенін 
көрсетті. Бұл микроорганизмдерді әртүрлі өнер-
кәсіптік және биотехнологиялық процестерде 
қолдануға болады.
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