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DOKTORA TEZi

Fes04@PEl10kpa ILE DEKORE EDILMIS Komagataella phaffii TARAFINDAN
URETILEN Candida antarctica LIPAZ B KULLANILARAK BiYODIZEL URETIiMi

Seyda YILDIZ ARSLAN
Damisman: Do¢. Dr. Yagmur UNVER

Amag: Bu calismada, indiiklenebilir AOX1 promotorii (Paoxi) ve yapisal GAP promotdri
(Pcapr)’1n kontrolii altinda rekombinant Candida antarctica lipaz B’yi ifade eden Komagataella
phaffii (Pichia pastoris) hiicreleri elde edildikten sonra, rekombinant hiicrelerin manyetik
nanopartikiillerle dekore edilmesiyle hiicre disina salinan lipaz miktarini artirmak ve elde edilen
rekombinant CalB (rCalB)’nin biyokatalizor olarak kullanilmasiyla ticari ve atik kizartma
(ay¢icek) yagindan biyodizel iiretmek amaclandi.

Yontem: Bu calismada, CalB geninin kodon optimizasyonu yapildi ve optimize geni igeren
pPICZaA-CalB satin alindi. Kodon optimize CalB geni, pGKBa’ya entegre edilerek pGKBa-
CalB elde edildi. K. phaffii’nin protein disiilfit izomeraz geni (Pdi), pGKB’ye entegre edilerek
pGKB-PDI elde edildi. K. phaffii hiicrelerine, elde edilen plazmit DNA’larin siral1 bir sekilde
transfer edilmesiyle farkli gen kombinasyonlarina sahip rekombinant mayalar elde edildi. Elde
edilen hiicreler tarafindan rCalB {iretildi. Enzim aktivite tayini ve SDS-PAGE analizi yapildu.
Rekombinant K. phaffii hiicrelerinin manyetik nanopartikiillerle dekorasyonu igin
Fe3Os@PEli0kpa MNP’ler sentezlendi ve karakterizasyonu yapildi. En yiiksek lipaz tiretiminin
gozlendigi hiicreler MNP’ler ile dekore edildi. Ticari ve atik kizartma (aycicek) yagi
kullanilarak biyodizel iiretimi igin optimizasyon deneyleri gergeklestirildi ve gaz kromatografi
analizi ile yag asidi metil esteri (FAME) igerigi belirlendi.

Bulgular: Kodon optimize edildikten sonra CalB geninin kodon adaptasyon indeksi %69’dan
%87’ye yiikseltildi. Rekombinant plazmitler K. phaffii hiicrelerine transfer edilerek pGKB-
PDI/X-33, pPICZaA-CalB/X-33, pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 ve  pGKBo-
CalB+pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 hiicreleri elde edildi. Enzim aktivite tayini ve SDS-
PAGE analizi sonuglarina gore yaklasik 34 kDa’lik rCalB’nin rekombinant hiicrelerde
basariyla tretilerek hiicre disina salgilandigi gozlendi. En iyi iiretimin Pdi genini igeren
hiicrelerde oldugu gozlendi. FTIR ve TEM analizleriyle Fe3Os nanopartikiillerinin PEI ile
modifiye edildigi ve yaklasik 14-28 nm araliginda kiiresel yapiya sahip oldugu belirlendi.
Dekore edilen maya hiicreleri (pGKBa-CalB+pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33) SEM analizi
ile dogrulandi. En yiiksek lipaz aktivitesi, dekore edilen hiicrelerin 48 saatlik inkiibasyon
grubunda gozlendi. Biyodizel iiretimi i¢in optimum degerler; metanol:yag molar orani; 4:1,
reaksiyon sicakligi; 30 °C, enzim igeren kiiltiir sivisi; 8 ml (2,4 EU) ve reaksiyon siiresi; ticari
yagda 168 saat iken atik kizartma (aygicek) yaginda 96 saat olarak belirlendi. GC-FID
analizlerine gore, Uretilen biyodizelin yiiksek oranda C16 ve C18 yag asidi metil esterleri
icerdigi belirlendi.

Sonug: Bu tez ¢alismasinda, lipaz tireten K. phaffii hiicreleri elde edildi. MNP’lerle dekore
edilen hiicreler tarafindan iiretilen rCalB’nin hiicre digina daha fazla salgilandigi gortildii. Elde
edilen rCalB’nin transesterifikasyonu ile iiretilen biyodizelin mevcut biyodizellere alternatif
olabilecegi goriildii.

Anahtar Kelimeler: Komagataella phaffii, Candida antarctica lipaz B, protein disiilfit
izomeraz, manyetik immobilizasyon, biyodizel.

Subat 2025, 136 sayfa



ABSTRACT

DOCTORAL DISSERTATION

BIODIESEL PRODUCTION USING Candida antarctica LIPASE B PRODUCED BY
Komagataella phaffii DECORATED WITH Fez0Os@PEl1okpa

Seyda YILDIZ ARSLAN
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Yagmur UNVER

Purpose: In this study, after obtaining Komagataella phaffii (Pichia pastoris) cells expressing
recombinant Candida antarctica lipase B under the control of inducible AOX1 promoter (Paoxu)
and constitutive GAP promoter (Pcar), it was aimed to increase the amount of lipase released
out of the cell by decorating the recombinant cells with magnetic nanoparticles and to produce
biodiesel from commercial and waste frying (sunflower) oil by using the obtained recombinant
CalB (rCalB) as a biocatalyst.

Method: In this study, codon optimization of the CalB gene was performed and pPICZaA-
CalB containing the optimized gene was purchased. The codon optimized CalB gene was
integrated into pGKBa to obtain pGKBa-CalB. The protein disulfide isomerase gene (Pdi) of
K. phaffii was integrated into pGKB to obtain pGKB-PDI. Recombinant yeasts with different
gene combinations were obtained by sequential transfer of the obtained plasmid DNAs to K.
phaffii cells. rCalB was produced by the obtained cells. Enzyme activity determination and
SDS-PAGE analysis were performed. FesOs@PEliokoa MNPs were synthesized and
characterized for decoration of recombinant K. phaffii cells with magnetic nanoparticles. The
cells with the highest lipase production were decorated with MNPs. Optimization experiments
for biodiesel production using commercial and waste frying (sunflower) oil were carried out
and fatty acid methyl ester (FAME) content was determined by gas chromatography analysis.

Findings: After codon optimization, the codon adaptation index of the CalB gene was increased
from 69% to 87%. Recombinant plasmids were transferred to K. phaffii cells to obtain pGKB-
PDI/X-33, pPICZaA-CalB/X-33, pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 and pGKBa-
CalB+pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 cells. According to the results of enzyme activity
determination and SDS-PAGE analysis, it was observed that approximately 34 kDa rCalB was
successfully produced in recombinant cells and secreted into the extracellular space. The best
production was observed in cells containing the Pdi gene. FTIR and TEM analyses determined
that FesO4 nanoparticles were modified with PEI and had a spherical structure in the range of
approximately 14-28 nm. Decorated yeast cells (pGKBa-CalB+pPICZaA-CalB+pGKB-
PDI/X-33) were confirmed by SEM analysis. The highest lipase activity was observed in the
48 h incubation group of decorated cells. The optimum values for biodiesel production were
determined as methanol:oil molar ratio; 4:1, reaction temperature; 30 °C, enzyme-containing
culture broth; 8 ml (2.4 EU) and reaction time; 168 h in commercial oil and 96 h in waste frying
(sunflower) oil. According to GC-FID analyses, it was determined that the produced biodiesel
contained high levels of C16 and C18 fatty acid methyl esters.

Results: In this thesis study, lipase producing K. phaffii cells were obtained. It was observed
that rCalB produced by cells decorated with MNPs was secreted more outside the cell. It was
seen that biodiesel produced by transesterification of rCalB could be an alternative to existing
biodiesels.

Keywords: Komagataella phaffii, Candida antarctica lipase B, protein disulfide isomerase,
magnetic immobilization, biodiesel.

February 2025, 136 page
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GIRIS

Fosil yakitlar uzun yillardir motorlu makineler i¢in kullanilan en yaygin yakit olarak
bilinmektedir. Bununla birlikte, petrol kaynaklarmin giderek azalmasi, sera gazi
emisyonlarindaki yiikselme, mevcut geleneksel yakitlardan kaynaklanan ¢evresel problemler
ve enerji talebinin giderek artmasi nedeniyle alternatif olabilecek yeni enerji kaynaklar1 bulma
calismalar1 giderek onem arz etmektedir (Franssen et al.,, 2013). Alternatif olabilecek
potansiyele sahip enerji kaynaklarinda aranan o6zellikler arasinda; ekolojik ve ¢evre dostu
olmasi, diisiikk maliyetle elde edilebilmesi ve en dnemlisi sera gazi emisyonunda artisa Sebep
olmamasi yer almaktadir. Bu alternatif enerji kaynaklari arasinda bulunan biyodizel,

giiniimiizde giderek artan bir ilgiye sahiptir (Bisen et al., 2010; Sen, 2014).

Biyodizel, modifiye edilmemis dizel motorlu araglarda kullanilabilen (tek basina veya
geleneksel petrol-dizel ile harmanlanmis), tipik olarak bitkisel veya hayvansal yaglarin
transesterifikasyonu ile yapilan kisa zincirli alkil (metil veya etil) esterlerden olusan petrol bazli
olmayan dizel yakit olarak tanimlanir. Biyodizel kelimesindeki ‘Biyo’ kdkii biyolojik temelli
oldugunu gosterirken, ‘dizel’ kelimesi dizel yakit oldugunu gostermektedir. Biyolojik olarak
parcalanabilir ve toksik degildir, diisiik emisyon profiline sahiptir ve bu nedenle ¢evre i¢in daha
faydalidir (Hama et al., 2007; Krawczyk, 1996). Bununla birlikte, biyodizelin maliyeti, tiriiniin

ticarilestirilmesinin 6niindeki en biiyiik engeldir.

Ulke ekonomisine katki saglamada biiyiik 6neme sahip olan biyodizel iiretiminde en
yaygin kullanilan yontem, asit, baz veya lipaz gibi bir katalizor varliginda monohidrik alkol ile
reaksiyona giren sivi ve kati yaglarin transesterifikasyonudur (Bisen et al., 2010).
Transesterifikasyon reaksiyonu, katalitik bir yoldan gerceklesir. Katalizor alkali (Georgogianni
etal., 2007), asit (Haas et al., 2003; VVan Gerpen, 2005) veya enzim (Jodo et al., 2020; Wancura
et al., 2019, 2021) olabilir. Endiistriyel olarak giiniimiizde en yaygin kullanilan yontem alkali
transesterifikasyondur (Kaieda et al., 1999; Srivastava and Prasad, 2000; Y. Zhang et al., 2003;
Meher et al., 2006). Hem asit hem de alkali katalizorlii yontemlerde ¢ok miktarda metanoliin
kullanilmast, son tiriindeki tuzun giderilmesi ve yan {iriin olarak ortamdan uzaklastirilmasi zor
olan gliserini ortamdan uzaklastirma gerekliligi gibi sorunlar nedeniyle giiniimiizde kimyasal
transesterifikasyon yontemi yerine enzimatik yontem tercih edilmektedir (Gerpen et al., 2004).
Enzimatik transesterifikasyon yonteminde, alkali katalizérlerdeki gibi sabun olusumu

olmamakta ve fazladan yikama basamaklarina gerek kalmadan hem triagilgliserollerin hem de



serbest yag asitlerinin esterlesmesi miimkiin olmaktadir (Fjerbaek et al., 2009). Bundan dolay1,
enzimatik yontemle biyodizel liretimi gliniimiizde olaganiistii bir ilgi gérmektedir. Enzimlerin,
farkl1 kaliteye sahip hammadde ve geri doniigiimlii olan kaynaklarin gesitliligine daha uyumlu
olmalari, enerjiye ihtiyaglarmin daha az olmasi, olusan {irliniin ortamdan daha fazla
ayristirilmasiyla daha yiiksek kaliteye sahip gliserol veriminin elde edilebilmesi gibi sundugu
avantajlardan dolayi, alkali ve asit katalizorlere gore potansiyel olarak daha kullanisl olduklart
goriilmektedir (Kaieda et al., 1999; Fukuda et al., 2001; Kumari et al., 2007; Meher et al., 2006).
Enzim katalizli transesterifikasyon yonteminin sundugu diger avantajlari arasinda ise enzimin
tekrar tekrar kullanilabilirligi ve reaksiyon sicakliginin diger yontemlere kiyasla daha diisiik

(40 °C) seviyede olmasi yer almaktadir (Meng et al., 2011).

Enzim katalizli reaksiyonlar ¢evre dostudur, 1limli reaksiyon kosullar1 gerektirir ve ¢ok
¢esitli hammaddelerle uyumludur (B. Zhang et al., 2012). Transesterifikasyonda katalizor
olarak lipazlar1 igeren enzimatik reaksiyonlar, yliksek saflikta {iriin iirettigi ve yan iiriin olan
gliserolden kolayca ayrilmasini sagladigi i¢in biyodizel liretmek i¢in miikemmel bir alternatif
olabilir. Ancak enzimin maliyeti, endiistriyel uygulamasi ig¢in bir engel olmaya devam
etmektedir (Ranganathan et al., 2008). Protein miihendisligi, biyodizel fiiretimi igin
biyokatalizorler olarak lipazlarin katalitik etkinligini artirmada yararli olabilir. Yiiksek
miktarda lipaz tiretmek i¢in rekombinant DNA teknolojisinin kullanilmasi ve immobilize
edilmis tiim hiicrelerin kullanilmas: giincel yaklasimlar arasinda yer almaktadir. Ek olarak,
enzimatik yaklasim ¢evre dostudur, “yesil reaksiyon” olarak kabul edilir ve endiistriyel olarak
biyodizel iiretimi i¢in kesfedilmesi gerekmektedir (Akoh et al., 2007). Biyokatalizorler,
biyodizel hazirlamada giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. Ciinkii, bu katalizérlerin eninde
sonunda kimyasal katalizorlerden daha iyi performans gosterme yetenegine sahip olacagi
diisiiniilmektedir (Al-Zuhair et al., 2007). Biyokatalizorler, gliseroliin hidrolizi, alkoliz ve
asidoliz gibi baz1 reaksiyonlar1 katalize etmek i¢in kullanilan lipaz enzimleridir. Lipazlarin,
transesterifikasyon ve esterifikasyon reaksiyonlar1 i¢in de katalizor olarak kullanilabilecegi
kesfedilmistir. Hiicre dist ve hiicre i¢i lipazlar ayrica triagilgliseroliin transesterifikasyonunu
etkili bir sekilde katalize edebilir. Ayrica, biyokatalizorlerin sahip oldugu biyouyumluluk,
biyobozunurluk ve g¢evresel kabul edilebilirlik gibi tarimsal ve tibbi uygulamalarda istenen

ozellikler arasinda yer almasi onlar1 daha da 6nemli kilmaktadir.

Transesterifikasyon siirecinin genellestirilmis molekiiler yapis1 Sekil 1’de gosterilmistir
(Mofijur et al., 2021). Bir mol trigliserit (lipit), ii¢ mol alkol ile reaksiyona girerek {i¢ mol metil

ester (biyodizel) ve bir mol ham gliserol (yan {iriin) iiretmektedir.
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Sekil 1. Katalizlenmis transesterifikasyon prosesi

Sekil (Raza et al., 2022)’den alintilanmustir.

Tez Calismasinin Hedefleri

Bu tez calismasinin hedefleri genel olarak asagida listelenmistir.

e Candida antarctica lipaz B (CalB) geninin kodon optimizasyonunu yapmak ve sentetik

olarak temin etmek,

o Komagataella phaffii (K. phaffii) X-33’lin genomik DNA’sin1 izole etmek,

e Sentetik kodon optimize CalB genini ve K. phaffii genomundan elde edilen protein

disiilfit izomeraz genini (Pdi) Escherichia coli (E. coli)’de klonlamak,

e PCR ile dogru bakteri transformantlarin1 se¢mek ve saflastirilan plazmitleri dizi

(sekans) analizi ile kontrol etmek,

e Elde edilen rekombinant plazmitleri maya hiicrelerine (ekspresyon konagi) transfer

etmek ve rekombinant maya hiicrelerinde CalB ekspresyonunu dogrulamak. Bunun

i¢in;

1. pGKB-PDI'y1 K. phaffii hiicrelerine transfer etmek ve secilen kolonileri PCR ile

dogrulamak,
Hem K. phaffii hiicrelerine hem de onceki basamakta secilen pGKB-PDI’y1
iceren hiicrelere pPICZaA-CalB’yi transfer etmek ve segilen kolonileri PCR ile
dogrulamak,
* Dogrulanan kolonilerde post-transformasyonel vektdr amplifikasyonu
(PTVA) (zeosin antibiyotigi ile) analizini gergeklestirmek,
= PTVA analizi sonrasi seg¢ilen hiicreler tarafindan rCalB enzimini
tiretmek ve enzim aktivite tayini yapmak,
Onceki basamakta secilen hem pGKB-PDI’y1 hem de pPICZaA-CalB’yi igeren
hiicrelere pGKBa-CalB’yi transfer etmek ve segilen kolonileri PCR ile

dogrulamak,



» Dogrulanan kolonilerde PTVA (genetisin antibiyotigi ile) analizini
gerceklestirmek,
= PTVA analizi sonrasi segilen hiicreler tarafindan rCalB enzimini
iretmek ve enzim aktivite tayini yapmak,
e Hiicre ylizeyini kolayca kaplayabilecek boyutlarda (<100 nm) Fe3O4@PEliokpa
manyetik nanopartikiilleri (MNP) sentezlemek ve karakterizasyonunu yapmak,
e MNP’ler ile rekombinant K. phaffii hiicrelerini dekore etmek,
e Dekore edilen rekombinant hiicreler tarafindan rCalB enzimini iliretmek ve enzim
aktivite tayini yapmak,
e Uretilen rCalB enziminin transesterifikasyon aktivitesi sayesinde ticari aycicek yag: ve
atik kizartma (aycigek) yagi kullanilarak biyodizel tiretimi gergeklestirmek ve GC-FID

analizi ile FAME (yag asidi metil esteri) verimini belirlemek.

Arastirma Sorulari
Bu tez calismasinda merak edilen sorular sunlardir;

1. Fazladan Pdi genini igeren (pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33) ve igermeyen
(pPICZaA-CalB/X-33) rekombinant maya hiicrelerinde ifade edilen rCalB enziminin
aktivitesi arasinda fark var mi1?

2. PTVA analizi ile hiicrelerde rCalB enziminin ifadesi ve aktivitesi artirilabilir mi?

3. PTVA analizi ve Pdi geninin birlikteliginin, ifade edilen rCalB enziminin miktar1 ve
aktivitesi iizerinde dogrudan bir etkisi oldugu sdylenebilir mi?

4. Rekombinant maya hiicrelerinin MNP’ler ile dekore edilmesinin, ifade edilen rCalB
enziminin miktar1 ve aktivitesi iizerinde olumlu yonde etkisi var mi1?

5. Kiiltiir ortamina salgilanan rCalB enzimi ile ticari ve atik yaglardan biyodizel {iretimi

gerceklestirilebilir mi?

Arastirmanin Onem ve Gerekcesi

Yenilenebilir bir enerji kaynagi olarak fosil yakitlar yerine biyodizel iiretimi son
zamanlarda popiiler hale gelmistir. Biyodizel, ¢evreye zarar vermeyen, dogada kolayca
bozulabilen ve toksik etkisi olmayan bir yakittir. Bununla ilgili en énemli sorun, hammadde
maliyetlerinin yiiksek olmasidir. Bu sorunu agmak i¢in biyodizel iiretiminde atik yaglarin
kullanilmasina yonelik caligsmalar devam etmektedir. Bununla birlikte, atik yaglar ekotoksik
ozelliklere sahip olup canlilara ve ¢evreye zarar vermektedir. Enzimatik transesterifikasyon,
biyodizel tiretiminin artirtlmasi yoluyla hem iilke ekonomisi i¢in hayati 6nem tastyacak hem de

iilkenin enerji ihtiyacinda yabanci kaynaklara olan bagimliligi azaltmis olacaktir. Bu tez



calismasinda uygulanan yontemde atik yaglarin kullanilmasiyla hem atik yaglarin ¢evresel
sorunlarina ¢6ziim sunulmus olacagi, hem de iilke ekonomisini canlandirmak i¢in degerli bir

fikir olacag diistiniilmektedir.

Enzimatik transesterifikasyon iizerine kapsamli arastirmalar yapilmis olmasina ragmen,
ticari lipazlarin yiiksek maliyetleri ve uzun reaksiyon siireleri nedeniyle heniiz 6l¢ek biiylitmede
kullanilmamstir. Lipaz konsantrasyonu, tiim hiicre teknolojisi ve genetik miithendisligi yoluyla
tiretilen alternatif lipaz kaynaklari, nanopartikiiller dahil olmak iizere son immobilize edici
malzemeler ve enzimin yeniden kullanim kapasitesi dikkatle arastirilmasi gereken 6nemli

kriterlerdir.

Bu tez projesi kapsaminda, oncelikle kullanim agisindan daha ekolojik bir yakit olan
biyodizel iiretiminde hem hammadde maliyetini azaltmak hem de iiretimin ¢evre dostu olmasini
saglamak i¢in indiiklenebilir bir promotdr olan AOX ve/veya yapisal bir promotdr olan GAP’1n
kontrolii altinda rCalB enzimini kodlayan kodon optimize sentetik bir geni ifade eden K. phaffii
hiicrelerini elde etmek amaglandi. Bu amag¢ dogrultusunda, K. phaffii’nin kodon kullanim
egilimine dayanarak kodon optimize edilen ve sentetik olarak elde edilen lipaz geninin (CalB)
tek bir organizmada gen ifadesi giliclendirilmis oldu. Ayrica, yiliksek miktarda iiretimi
hedeflenen rCalB enziminin hiicresel endoplazmik retikulum (ER) stresinden etkilenmeden
dogru bir sekilde katlanmasina destek olmak i¢in K. phaffii hiicrelerinde dogal olarak {iretilen
PDI miktarinin artirilmasina yonelik dnerilen yaklasimimiz biyoteknolojik 6neme sahip olan
tim rekombinant proteinlerin elde edilmesinde uygulanabilecektir. Bunun yani sira, lipaz
tiretimini ve salinitmini daha da iyilestirmek i¢in gen dozajinin ve manyetik nanopartikiillerle
maya dekorasyonunun (literatiirde “immobilizasyon veya manyetik immobilizasyon” olarak da
ifade edilmektedir (Dagci, Solak, et al., 2024; Taghizadeh et al., 2022)) etkisi degerlendirilerek
dekore edilen hiicrelerde hiicre disina salgilanan rCalB enzim miktarinda artis oldugu gozlendi.
Sonug olarak, bu tez kapsaminda elde edilen kombine sistem ile lipaz liretiminin fazla ve enzim
aktivitesinin yiiksek oldugu ve buna bagli olarak ticari ve atik yag kullanilarak ytliksek miktarda
biyodizel iiretiminin saglandig1 gézlendi. Yapilan literatiir taramalar1 dogrultusunda, dnerilen
bu kombine sistemi kullanarak biyodizel iiretimi gergeklestiren herhangi bir caligmaya

rastlanmamustir.



KURAMSAL TEMELLER

Biyodizel ve Genel Ozellikleri

Fosil yakitlara olan artan talep ve yasanilabilir bir ¢evreye duyulan ihtiya¢ bliyiik
kiiresel endiseleri de beraberinde getirmektedir. Diinya’da birincil enerji tiiketimi yillik
yaklasik 12,5 milyar tep’tir (Ton Esdeger Petrol; 1 TEP = 41,87 GJ) ve hizla biiyliyen niifusla
birlikte ham petroliin fiyat1 giderek artmakta ve bu durum da dogrudan kiiresel ekonomiyi
etkilemektedir (He et al., 2010; Jess, 2010). Su anda, petrol bazli yakitlar birincil enerji
tilketiminin yaklasik %85’ini olusturmaktadir ve bunun %58’1 ulasim sektoriinde
kullanilmaktadir (Escobar et al., 2009; Nigam and Singh, 2011). Yenilenemeyen enerji
kaynaklarmin kitlesel kullanimi, kiiresel 1sinma ve ciddi iklim degisiklikleri gibi zararli
cevresel sonuglar nedeniyle endise giderek artmaktadir (Bao et al., 2015). Fosil kaynakli
yakitlarin yanmasi, karbon emisyonlarinin yaklasik %98’ini tiretmektedir (Balat, 2011). Enerji
tiretimi i¢in siirdiriilebilir olmayan enerji kaynaklari kullanilmaya devam edilirse Diinya,
yasamak i¢in ideal bir yer olmaktan giderek uzaklasacaktir. Bu nedenle, gelecek nesiller igin
cevreyi korumak adina fosil yakitlara olan talebi azaltmak igin bazi Onlemlerin alinmasi
gerekmektedir. Arastirmacilar, ham petrol fiyatlarindaki artis, kiiresel niifusun nispeten hizli
biiyiimesi ve fosil yakit rezervlerinin azalmasi nedeniyle potansiyel yenilenebilir enerji
kaynaklarimi gelistirmeye odaklanmaktadir. Uzun vadeli ¢evresel ve ekonomik biiylime igin,
fosil yakitlarin hakim oldugu enerjiden yenilenebilir enerji kaynaklarina dayali siirdiiriilebilir
teknolojilere ge¢is yapmak artik elzemdir. Bunun yani sira, enerji kaynaklarinin
cesitlendirilmesi mevcut kiiresel enerji talebini karsilamaya yardime1 olmaktadir (Farooq et al.,
2013). Biyodizel tretimi, geleneksel fosil yakitlara kiyasla bir dizi ¢evresel avantaj sagladigi
icin hizla artan bir biyoyakit teknolojisidir. Biyoyakit, birinci nesil yakit olarak

kullanilmaktadir.

Biyodizel, temiz yanma 6zellikleri ve siirdiiriilebilir kaynaklari nedeniyle yesil bir yakit
olarak ¢ok fazla ilgi gormektedir (Demirbas, 2007; Muanruksa et al., 2019). Biyolojik olarak
parcalanabilir olmasinin yami sira kiikiirt icermez, toksik degildir, daha diisiik egzoz
emisyonuna sahiptir ve aromatik maddelerden arindirilmistir (Muanruksa et al., 2019). Bunlarin
disinda, yiiksek parlama noktasi, olaganiistli yaglama 6zellikleri ve miikemmel bir setan sayisi
gibi gesitli 6zelliklere de sahiptir. Biyodizelin, benzin dizeline gore ¢esitli avantajlart Sekil 2°de
gosterilmistir (Yusuf et al., 2024).



* Daha az toksiktir ve biyolojik olarak parcalanabilir.
. . . * Yakit yaglama ozelligini ve setan sayisini iyilestirir.
Bly0dlzellll * Yasam dongiisii emisyonlarini azaltir.
f aydalarl * Hava kalitesini ve gevreyi iyilestirir.
* Taginmas1 ve depolanmas1 giivenlidir.
* Enerji giivenligini artirir ve giivenlik avantajlari sunar.

Sekil 2. Biyodizelin benzin-dizele gore avantajlar

Biyodizel, geleneksel dizel yakitina kiyasla daha yiiksek kayganlik gosterme 6zelligiyle
bilinmektedir. Kayganlik, yakit enjeksiyon sistemlerindeki siirtiinmeyi ve aginmay1 azaltmak
icin ¢ok onemlidir. Bu da ozellikle yiiksek basingli enjeksiyon sistemlerine sahip modern
motorlar i¢in faydalidir. Biyodizeldeki oksijen igerigi, yaglama 6zelliklerini artirmasiyla motor
bilesenlerini koruyarak kullanim Omiirlerini uzatmaktadir. Dizel yakitinin yanma kalitesini
Olcen setan sayist agisindan, biyodizel genellikle petrol dizel yakitindan daha yiiksek bir setan
sayisina sahiptir. Daha yiiksek bir setan sayisi, biyodizelin daha kolay tutusmasi anlamina
gelmektedir. Bu da daha diizgiin motor ¢alismasi, daha az giiriiltii ve daha diisiilk yanmamig
hidrokarbon ve partikiil madde emisyonu demektir (Mekonnen et al., 2024). Oksijen igerigi
nedeniyle biyodizel, fosil dizel yakitindan daha eksiksiz yanmaktadir ve bunun sonucunda ise,
karbon monoksit (CO), partikiil madde (PM) ve yanmamis hidrokarbon (HC) emisyonlari
azalmaktadir (Yusuf et al., 2024).

Biyodizelin Tarihcesi

[k biyoyakitlar ticari olarak 1880 yillarinda kullamlmustir. Dizel motorun mucidi olan
Alman miihendis Rudolf Diesel, 1898°de Paris fuarinda icadini yakit olarak bitkisel (yerfistigi)
yag kullanarak test etmistir. Daha sonra, esas olarak 1973 ve 1978 petrol krizleri nedeniyle,
ozellikle ABD’de fosil yakitlara olan bagimliligi azaltmak i¢in alternatif yakit arayisina
gidilmistir (Ullah et al., 2024). Biyodizel iiretimi, artan petrol fiyatlar1 ve sundugu cevresel
faydalar nedeniyle 6nem kazanmis ve bilim insanlarinin vurguladigi gibi modern ve gelismis

bir alan haline gelmistir (Marchetti et al., 2007).

Biyodizel pazarina Malezya, Avrupa Birligi (AB), Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
ve Brezilya hakimdir (Hosseini and Wahid, 2012; Leung et al., 2010). OECD (Organisation for

Economic Co-operation and Development; Ekonomik Kalkinma ve is Birligi Orgiitii) ve FAO



(Food and Agriculture Organization of the United Nations; Birlesmis Milletler Gida ve Tarim
Orgiitii) kuruluslarindaki verilere gore, diinyadaki yillik biyodizel iiretiminin yillara gére

degisimi Sekil 3’te verilmistir (Hosseini and Wahid, 2012; OECD-FAOQ, 2011).
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Sekil 3. 2005’ten 2020’ye kadar diinyadaki yillik biyodizel iiretimi
Sekil (Ullah et al., 2024)’ten alintilanmustir.

Biyodizel Uretim Hammaddesi

Biyodizel iiretim maliyetinin %70’ini olusturan hammadde maliyeti, biyodizelin
ticarilestirilmesinin oniindeki en 6nemli engeldir. Hammaddelerin erisilebilirligi, biyodizel
iiretiminin ekonomik uygulanabilirliginin 6nemli bir faktoriidiir. Bu baglamda, diisiik maliyetli
hammadde bulmak igin ¢esitli ¢abalar sarf edilmistir (Janaun and Ellis, 2010). Geleneksel
yakitlarla karsilastirildiginda, alglerden, hayvansal ve bitkisel yaglardan elde edilen yag asidi
metil esterlerinin gelistirilmis viskozite, uguculuk ve yanma davranisi nedeniyle biyodizel
liretimi i¢in bariz bir hammadde kaynagi oldugu gosterilmistir. Sigir yagi, domuz yagi, kiimes
hayvani yag1 ve balik yagi en yaygin hayvansal yag kaynaklaridir. Benzer sekilde, biyodizel
tiretimi icin kolza yagi, hint yagi, palmiye posasi, palmiye cekirdegi, aycicegi cekirdegi,
hindistan cevizi ¢ekirdegi, pamuk ¢ekirdegi, fistik tanesi ve kanola ¢ekirdegi gibi bitkisel yaglar
kullanilmustir (Leung et al., 2010). Biyodizel hammaddesi olarak kullanilan yag kaynaklarinin
cesitli formlar1 Sekil 4’te 6zetlenmistir (Borugadda and Goud, 2012; K. S. Chen et al., 2012;
Talebian-Kiakalaieh et al., 2013; H. Zhang et al., 2012).
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Sekil 4. Biyodizel hammadde ¢esitleri
Sekil (Yusuf et al., 2024)’ten alintilanmistur.

Bir¢ok iilke, ulasim sektdriinde yenilenebilir yakitlarin kullanilmasini tesvik etmektedir.
Bu sektoriin talebini karsilamak i¢in, siirdiiriilebilir ve ucuz hammaddeler kullanilarak
biyodizel tiretimi konusunda arastirma ve gelistirme yapilmalidir (Mofijur, Atabani, et al.,
2013; Mofijur, Masjuki, et al., 2013). Biyodizel iiretiminde bitkisel yag kullaniminda herhangi

bir sinirlama yoktur, ancak biyodizel maliyeti artmaktadir.

Atik yemeklik yag (WCO; Waste Cooking Oil), yenilebilir yag yerine biyodizel
hammaddesi olarak kullanilabilir. WCO dogrudan su yoluna birakilir veya ¢ogu kafeteryada,
otelde ve diger hizmet endiistrilerinde biriktirilir (Owolabi et al., 2011). WCO’dan biyodizel
iiretmek, atik yonetimi, ¢evresel ve ekonomik katki olmak tiizere ii¢ olas1 ¢6ziim sunmaktadir
(Knothe et al., 2010). WCO’dan biyodizel iiretmek g¢evre dostu bir yontemdir. Ciinki,
kullanilmig yag geri doniistiiriiliir ve daha diisiik emisyonlarla siirdiiriilebilir enerji saglanmig
olur. WCO’nun hammadde kaynagi olarak kullanilmasi durumunda hem biyodizel {iretim
maliyetinin %70’e kadar azaltilmasi, hem de atik yagin nasil bertaraf edilecegi konusundaki

endiselere de ¢oziim sunmasi anlamina gelmektedir (Balat, 2011).

Biyodizel Uretim Yontemleri

Biyodizel, geleneksel fosil dizel yakiti icin umut vadeden bir alternatiftir. Biyodizel
tiretmenin dort ana yolu vardir; seyreltme, mikroemiilsiyonlar, termal kraking (piroliz) ve

transesterifikasyondur (Farooq et al., 2013). Enzim katalizli transesterifikasyon, “yesil” bir



biyodizel iiretim yontemidir. Trigliseritlerin transesterifikasyonu, yag asidi alkil esterleri ve

gliserol tiretimiyle sonuglanir (Sundaramahalingam et al., 2021).

Hammadde olarak kanola, soya, aycicegi ve diger yagl tohum bitkilerinden elde edilen
bitkisel yaglar, hayvansal ve atik yaglar, uygun bir katalizor (asidik, bazik ve enzimatik
katalizorler) ve monohidrik bir alkol (metanol veya etanol) (Fukuda et al., 2001) ile yeniden
esterlestirilir ve esas iiriin olarak yag asidi esterleri ve gliserol olusturulur. Bu yontem, biyodizel
tiretiminde yaygin olarak kullanilan ve alkoliz olarak da ifade edilen transesterifikasyon
yontemidir (Meher et al., 2006) (Sekil 5) (Amais et al., 2010; V. F. De Almeida et al., 2015).
Genel olarak, bu transesterifikasyon reaksiyonu sirasinda ii¢ ardisik geri doniisiimlii reaksiyon
adimi meydana gelmektedir. Reaksiyonun her adiminda biyodizel (bir yag asidi metil esteri,
FAME) iiretilir. Bu nedenle, reaksiyon sirasinda toplamda {i¢ yag asidi metil esteri iiretilmis

olur (Amais et al., 2010; Mondal et al., 2017).
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Sekil 5. Genel transesterifikasyon reaksiyon mekanizmast

Sekil (Sundaramahalingam et al., 2021)’den alintilanmustir.
Biyodizel Uretiminde Kullanilan Katalizér Cesitleri

Daha o6nce belirtildigi gibi, bitkisel yag, hayvansal yag ve geri doniistiiriilmiis atik yagin
uygun bir katalizor varliginda alkol ile transesterifikasyonu sonucu, yan iiriin olarak gliserol
iceren uzun zincirli yag asidinin metil esteri (biyodizel) elde edilmektedir (Sankaranarayanan
etal., 2012). Genel olarak, biyodizel iiretimi, trigliseritlerin transesterifikasyonu i¢in kullanilan
farkli tiirde katalizorlerin kullanimini igermektedir. Bunlara homojen ve heterojen katalizorler

ile biyokatalizorler dahildir (Sekil 6).
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Sekil 6. Biyodizel katalizoriintin siniflandirilmasi
Sekil (Yusuf et al., 2024)’ten alintilanarak modifiye edilmistir.

Kimyasal katalizorler, daha hizli ve uygun maliyetli olmalarina ragmen, elde edilen
tiriiniin diisiik saflig1, yiiksek enerji tiiketimi, hammadde kalitesine duyarlilik ve atik su liretimi
gibi sinirlamalara sahiptir (Taher et al., 2020; Wilkanowicz et al., 2020). Siirdiirtilebilir
prosesler olusturma perspektifinde biyodizel iiretimi icin enzimler, kimyasal katalizorler i¢in
daha uygulanabilir bir alternatif gibi goriinmektedir. Modern kimyada lipazlar, yiiksek substrat
ozgiilligi, fonksiyonel grup ozgilligi ve enantiyoselektiflikleri vb. 6zelliklerinden dolay1
kimyasal katalizorlerin yerini almak i¢in kullanilmaktadir (Christopher et al., 2014; Y. Zhang
et al., 2003). Hammaddelerin kalitesindeki degisiklikler s6z konusu oldugunda, enzimler
olduk¢a uyumludur (Guldhe et al., 2015). Ayrica reaktorde daha diisiik sicakliklarda ¢alisirlar
ve bu da daha yiiksek reaksiyon verimleriyle sonuglanmasina yol agmaktadir (Bhatt et al.,
2022). Biyodizel tiretimi igin enzim katalizli reaksiyonlar olduk¢a se¢ici oldugundan, daha
verimli, daha az enerji ve daha az atik madde tiretilir. Lipaz katalizli biyodizel sentezi, olusan
tirtiniin yiiksek saflig1, cevre dostu olma, diisiik enerji tiikketimi ve yiiksek giivenlik gibi belirli
avantajlara sahiptir (Gao et al., 2013; Jiang et al., 2018). Bu nedenle, bu teknik gelecekteki
biyoenerji gelisimi i¢in siirdiiriilebilir bir yontem olarak kabul gormektedir (Q. Li et al., 2020).
Kimyasal ve enzimatik katalizli reaksiyonlarmin genel goriiniimii Tablo 1’de verilmistir
(Aarthy et al., 2014; Raza et al., 2022).
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Tablo 1. Farkli Biyodizel Uretim Siireglerinin Performans Degerlendirmesi

Parametre Asit katalizli Baz katalizli Enzimatik katalizli

Verim >%90 >%95 >%95

Serbest yag asidi Metil esterlere Sabuna doniisiim Metil esterlere
doniisiim doniisiim

Gliserol Geri kazanimi zor,  Geri kazanimi zor,  Geri kazanimi kolay,
diisiik kaliteli ham  diisiik kaliteli ham  yiiksek kaliteli ham
gliserol gliserol gliserol

Atik su miktari Daha ¢ok Daha ¢ok Daha az

Tepkime hizx Yavas Yiiksek Diisiik

Reaksiyon sicakhign  >100 °C 60-80 °C 20-50 °C

Katalizoriin geri Zor Zor Kolay

kazanilmasi

Katalizoriin yeniden Zor Kismen Yeniden kullanilabilir

kullanimi

Katalizér maliyeti Diisiik Diisiik Cok ytiksek

Kiitle transferi Daha az Daha az Daha yiiksek

simirlamalar:

Ekipman korozyonu Yiiksek Orta Diisiik

Reaktor basitligi Basit Basit Orta

Islem basitligi Basit Basit Orta

Enzimatik yontemin en 6nemli avantajlarindan biri, yiiksek oranda serbest yag asitleri
ve su iceren diisiik maliyetli ham maddelerin herhangi bir karmasik 6n islem yapilmadan
kullanilabilmesidir. Rafine kolza tohumu, soya fasulyesi ve palmiye yagi gibi rafine edilmis
yenilebilir yaglar artik cogu tilkede biyodizel liretimi i¢in temel yag hammaddesidir ve bu yag
hammaddesinin maliyeti toplam iiretim maliyetinin %85 ’inden fazlasini olusturmaktadir
(Moser, 2008). Diisiik kaliteli ham maddeler, kullanilmis yemeklik yag, hayvansal yag, ham
palmiye yag1 ve diger bitki veya cayir yaglari gibi islenmemis yaglar dahil olmak {izere cesitli
yerlerde bulunabilir (Encinar et al., 2011). Enzimatik yontem, kimyasal prosediirlerin aksine,
diisiik kaliteli ham maddeler i¢in kabul edilebilirdir ve serbest yag asidi ve su igerigi i¢in 6zel
bir gereklilik yoktur. Enzimatik yontemde sabun iiretilmediginden reaksiyon, daha iyi bir

doniisiim verimiyle sonug¢lanmaktadir (Lv et al., 2021).

Lipaz Kaynaklari

Lipazlar gesitli bitki, hayvan ve mikrobiyal kaynaklardan elde edilebilir. Bitki lipazlari,
yiiksek substrat ozgiilliigline ve diisiik liretim maliyetine sahiptir, ancak zayif ifadeleri ve
ekonomik olarak uygun olmadigindan dolay1 endiistriyel uygulamalarda yaygin olarak
kullanilmazlar (Vilas Boas and de Castro, 2022). Sigir ve domuz pankreas bezleri ve buzagi,

kuzu ve yeni dogmus kegilerden alinan mide dncesi sivilar, hayvan lipazlarinin kaynaklaridir.
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Hayvan lipazlari, daha az sayida ticari uygulamada kullanilmalarina ragmen siit ve gida
endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Goswami et al., 2013). Bakteriler (Bacillus sp.,
Pseudomonas sp., Achromobacter sp., Enterococcus faecalis, Moraxella sp.,), mantarlar
(Mucor miehei, Streptomyces sp., Rhizomucor miehei, Rhizopus oryzae, Humicola lanuginos,)
ve mayalar (Pichia sp., Candida sp., Saccharomyces lipolytica, Geotrichum candidum) en sik
kullanilan mikrobiyal lipaz kaynaklaridir (Moazeni et al., 2019). Mikroorganizmalar, hayvansal
ve bitkisel kaynaklara kiyasla endiistriyel lipaz tiretimi i¢in oldukga tercih edilen bir kaynaktir.
Mikroorganizmalarin yetistirilmesi kolaydir, iiretim siireleri ¢ok kisadir ve genetik olarak
manipiile edilebilirler. Mikroorganizmalar, yiiksek bir substrat-iiriin doniisiim oranina sahiptir,
yiiksek lipaz verimi saglayabilir ve ayrica ¢ok degiskenli ¢cevre kosullara tolerans gosterebilirler
(Cavalcante et al., 2021). Ayrica, mikrobiyal lipazlar asir1 sicakliklara, pH degisikliklerine ve
¢oziicli kosullarina dayanabilmesinin yani sira, genis bir 6zgiilliige ve segicilige sahiptirler
(Sharma and Kanwar, 2014). Mikrobiyal lipazlarin pH araligi 6,0 ile 10,0 arasindayken aktivite
gosterdigi sicaklik 30 °C ile 60 °C arasinda degiskenlik gostermektedir (Fan, 2012).

Diinya ¢apindaki enzim piyasasinda ¢ok sayida sirket lipaz tiretmektedir ve 20’den fazla
mikrobiyal lipaz ticari olarak elde edilmektedir (Shu et al., 2010). Ticari uygulamalarda tercih
edilen en oOnemli lipazlar Chromobacterium, Alcaligenes, Achromobacter, Arthrobacter,
Bacillus, Pseudomonas ve Burkholderia cinslerinden elde edilmektedir (Beisson et al., 2000).
Candida antarctica ve Candida rugosa’dan ticari oneme sahip maya kaynakli lipazlar elde
edilmektedir (Jaeger and Reetz, 1998). Novo Nordisk tarafindan ilk rekombinant lipaz olan
Lipolase, 1994 yilinda Aspergillus oryzae’den elde edilmistir (Marul, 2007). Novozyme firmasi
tarafindan iretilen Novozyme 735, Novozyme 435, Novozyme CALB-L lipazlari, C.

antarctica’dan elde edilen biyokatalizorlerdir (https://www.novozymes.com/en).

Mayalar

Neredeyse tiim mayalar lipaz tireticisidir ve GRAS (Genel olarak giivenli) kategorisinde
yer almaktadir. Gida isleme, farkli endiistriyel biyotransformasyon ve diger biyoteknolojik
uygulamalarda yaygin olarak kullanilirlar (Melani et al., 2020). Mayalar1 lipaz kaynagi olarak
kullanmanin avantajlari, genis substrat 6zgiilliigi, diisiik ¢coziinmiis oksijene ve agir metallere
kars1 azaltilmis duyarlilik, daha yiiksek {iriin verimi, hizl1 bilyiime ve genetik manipiilasyonun
kolayligidir (Putti Paludo et al., 2018). Yaygin lipaz iireten maya cinsleri Candida sp., Pichia
sp., Yarrowia sp., Saccharomyces sp., Trichosporon sp., Rhodotorula sp. ve Torulospora sp.’dir
(Gunasekaran and Das, 2005). Candida cinsine ait mayalar en ¢ok kabul goren ve kullanilan

ticari lipaz lreticileridir.
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C. antarctica mayasi lipaz A (CalA) ve lipaz B (CalB) olmak ftizere iki ¢esit lipaz
tiretebilir (Robert et al., 2019). C. antarctica lipase B (CalB) ilk olarak Antarktika’daki Victoria
topraklari, Vanda Goli’ndeki tortuldan izole edilen bir maya olan C. antarctica’dan
saflastirilmistir (Carrasco-Lopez et al., 2009). Yiiksek lipolitik aktivitesinin tanimlanmasi, bu
lipazin biyokimyasal (Kirk and Christensen, 2002; Rogalska et al., 1993; Solymar et al., 2002)
ve yapisal (Uppenberg et al., 1995; Xie et al., 2014) 6zelliklerini karakterize etmek igin gesitli
calismalara yol agcmustir. Ilk olarak, C. antarctica LF058’den klonlandigindan beri CalB,
Escherichia coli, Aspergillus oryzae (Hoegh et al., 1995; Jung and Park, 2008; Tamalampudi
et al., 2007) ve Pichia pastoris (Budisa et al., 2010; Larsen et al., 2008) gibi bir dizi konakgida
basarili bir sekilde ifade edilmistir. CalB’yi ticari olarak 6nemli kilan 6zellikler arasinda,
yiiksek enantiyoselektifligi ve ¢ok ¢esitli substratlara karsi se¢iciligi (Anderson et al., 1998),
yiiksek katalitik aktivitesi (Kirk and Christensen, 2002) ve termal kararliligi (N. Zhang et al.,
2003) bulunmaktadir. CalB’yi endiistriyel amaglar igin ilging kilan bir diger o6zelligi ise,
transesterifikasyon reaksiyonlarinda substrat olarak ikincil alkoller kullanildiginda 6zgilligi

ve katalitik etkinligidir (Wu et al., 2013).

Molekiiler agirlig1 yaklasik olarak 33 kDa olan CalB; 6,0 izoelektrik noktasi, 70 °C pH
7°de 20 dk.’lik inkiibasyondan sonra %15 tutulan aktivite, bazik pH’ta kararli (Cereghino and
Cregg, 2000; Cregg et al., 1993; Kirk and Christensen, 2002) ve triacilgliserol Sn-3’iin
hidrolizinin bdolgesel ozgilligi (Kirk and Christensen, 2002) gibi ozelliklere sahiptir. C.
antarctica’dan elde edilen lipaz B, biyokatalizde en yaygin kullanilan lipazlardan biridir
(Anderson et al., 1998; Gotor-Fernandez et al., 2006). Cok ¢esitli alanlarda kullanilabilir ve
biyodizel tiretimi (Ko et al., 2012; Yu and Lutz, 2010), polimer sentezi (Tanino et al., 2009),
kiral ¢ozlintirlik (Andrade and Barcellos, 2009) ve farmasotik hazirlama (Anderson et al.,

1998) agisindan diger tiim lipazlardan daha miikkemmel katalitik performansa sahiptir.

Lipaz Aktivite Belirleme Yontemleri

Bilim insanlar1 lipazlarin katalitik aktivitesini belirlemek icin c¢esitli yontemler
aragtirmaktadir (Hasan et al., 2009). Lipaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in kullanilan farkli

yontemler Sekil 7°de 6zetlenmistir.
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Sekil 7. Lipaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in kullanilan yontemler

Lipazlarin endiistriyel 6zelliklerinin (katalitik aktivite, termostabilite, substrat tercihi ve

¢oziicli toleransi) iyilestirilmesi i¢in hedef bolgeleri Sekil 8’de gosterilmistir.

N-terminal bélgesi

Sekil 8. Lipazlarin endiistriyel 6zelliklerini etkileyen kritik unsurlar
Sekil (Vardar-Yel et al., 2024)’ten alintilanmustir.

Sicakligin kararlilig: (termostabilite), lipaz igeren endiistriyel prosediirlerde dnemli bir
unsurdur (Haki and Rakshit, 2003) ve ¢ok sayida lipazda oldukg¢a aranan bir 6zellik olmaya
devam etmektedir (Veno et al., 2019). Disiilfit bagi, proteinin kararlilig1 i¢in 6nemli olan
kovalent bir baglant1 gorevi gérmektedir. Bu capraz baglarin her biri, proteine 2,3 ile 5,2
kcal/mol araliginda bir termodinamik kararlilik katar (Dombkowski et al., 2014). Hidrofobik
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etkilesimler, termal kararliliga yaklasik %60 oraninda katkida bulunarak o6nemli bir rol
oynamaktadir ve protein kararliligini belirlemede ¢ok onemlidir (Pace et al., 2011).
Elektrostatik etkilesim veya tuz kopriileri kavrami, protein stabilizasyonunda temel hususlardan
biridir ve termostabil proteinler, orta sicakliklara adapte olmus proteinlere kiyasla daha yiiksek
oranda tuz koprisii sergiler (Veno et al., 2019). Enzimlerin katalitik fonksiyonu tim

biyoteknolojik siireglerde temel bir 6zellik olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Lipazlarin Katalizledikleri Reaksiyonlar ve Uygulama Alanlari

Lipazlar (E.C 3.1.1.3), c¢esitlilikleri ve seri tretimlerinin kolayligi nedeniyle
biyoteknolojik acidan Onemli enzim kategorilerinden birini olustururlar (Ray, 2012) .
Lipazlarin enzimatik yeteneklerinin ve substrat 6zgilliigliniin ¢ok yonliiliigii, onlar1 endiistriyel
uygulamalar i¢in 6zellikle ¢ekici kilmaktadir (Vakhlu and Kour, 2006). Lipazlarin 6nemli
endiistriyel uygulamalar1 arasinda yaglar1 ve kati yaglar1 degistirerek biyodizel ve diger
yapilandirilmusg lipitler olusturmak yer alir (Rajendran et al., 2009). Bu sebeple, triagilgliserol
ester hidrolazlar1 olarak da bilinmektedir. Genellikle biiylik miktarda su molekiilii igeren atik
yaglar1 kullanirken, yiiksek su igeriginin varliginda bile biyodizel iiretilmesine olanak sagladig1
icin lipaz bazli bir yontem kullanmak iyi bir fikir olmaktadir (Lotti et al., 2015). Dogal
substratlarin (siv1 ve kat1 yaglar) suda ¢ézlinmez olmasi nedeniyle, bu tiir enzimler dogalari
geregi su-lipit arayiiziinde hareket etmek {izere secilmislerdir (Kapoor and Gupta, 2012). Ilging
bir sekilde, daha az miktarda su igeren reaksiyon ortaminda lipazlar, kofaktorlere ihtiyag
duymadan hidroliz, esterifikasyon, interesterifikasyon ve transesterifikasyon reaksiyonlarini

katalize eden enzimlerdir (Q. Li et al., 2020).
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Transesterifikasyonda lipazin ayrintili kinetik mekanizmas1 Sekil 9’da gosterilmistir

(Zhao et al., 2015).

CH30H CH:;00CR CH;:0H CH;O00CR

CH:00CR CH:0H CH:0H
I k| I k3 |
CHOOCR —— CHOOCR —_— CHOOCR
| k: ks
CH:200CR CH:00CR CH:0H
+ ks || ko ki || ks
CH:OH CH:00CR CH:0H CHsO0CR
H:0
CH:200CR CH:0H k CH:0H
| ks | —
—
Jous | | Ees CHOH o CHOH Jira CHOH
0
Gliserol | | |
\\ 4 CH:00CR CH:00CR CH:OH
kls
RCOOH + CH:OH +——— CH:O0CR + H:0
klﬁ

Sekil 9. Esterifikasyon, transesterifikasyon ve agil gé¢iinii hesaba katarak, biyodizel ve gliserol
tiretimi i¢in lipaz aracili gliserit metanolizine yonelik ayrintili bir kinetik model

Sekil (Raza et al., 2022)’den alintilanmustir.

Lipazlar, su anda kiiresel enzim pazarmin yaklasitk %5’ini olusturmaktadir ve
biyoteknoloji alaninda siklikla kullanilmaktadir. Gida (Basso and Serban, 2019), biyomedikal
(Lu et al., 2019), kozmetik (N. R. Khan and Rathod, 2015), biyosensor (Basso and Serban,
2019), icecek (Angajala et al., 2016), biyolojik bozunma (Salihu and Alam, 2015), kimyasal
(Basso and Serban, 2019), polimer (Salihu and Alam, 2015), deterjan (R. N. Lima et al., 2019;
Navvabi et al., 2018), kagit (Angajala et al., 2016; R. N. Lima et al., 2019), deri (Angajala et
al., 2016; Navvabi et al., 2018) ve yakit (R. N. Lima et al., 2019) uygulamalar1 gibi gesitli
alanlarda kullanildiklari i¢in yesil katalizorler olarak da adlandirilirlar (Moya Joélle Carole et
al., 2023). Ayrica biyodizel (N. W. Li et al., 2009), aromatik esterler (L. N. de Lima et al.,
2018), yapilandirilmis lipitler (Guo et al., 2020) ve diger bir¢ok iiriiniin (F. L. C. Almeida et
al., 2021) iretiminde de kullanilmaktadir. Lipazlarin gesitli uygulama alanlar1 Sekil 10’da

Ozetlenmistir.
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Sekil 10. Lipazlarin uygulama alanlari

Biyodizel

Enzimatik biyodizel, daha az enerji tiiketimi ve daha diisiik kimyasal yan iirlin {iretimi
nedeniyle genellikle gelencksel biyodizel tiretim yontemlerine gore daha ¢evre dostu bir
alternatif olarak tanitilmaktadir (Mustafa et al., 2023). Enzimatik reaksiyon tek adimda
gerceklesmektedir ve alkali ve asit katalizorlerin kullaniminin yerini alma potansiyeline sahiptir
(Ghaly et al., 2010). Son yillarda, 6zellikle lipaz kullanan enzimatik transesterifikasyonla
iliskili avantajlar, bircok arastirmacinin dikkatini kimyasal transesterifikasyondan
kaydirmasina sebep olmustur (Vasudevan and Briggs, 2008). Biyodizel iiretiminde ideal bir
lipaz, tiim serbest yag asitlerini (mono-, di- ve triagilgliseritler) yiiksek verimle kullanabilmeli,
iirtin inhibisyonu olmamali, daha az miktarlarda yiiksek aktivite gostermeli, suyun az oldugu
ortamlarda aktivitesini korumali, reaksiyonu kisa siirede tamamlamali, alkoller igeren reaksiyon
ortaminda stabilite gostermeli ve diisiik sicaklikta yiiksek aktivite gostermelidir (Bajaj et al.,
2010; Yoo et al., 2011). Literatiirde, ay¢iceginden, karisik bitkisel yaglardan, soya yagindan,
donyagindan ve gres gibi ¢esitli yaglardan enzim (lipaz) katalizli biyodizel tiretimi ile ilgili
aragtirmalar bulunmaktadir (Abigor et al., 2000; Kaieda et al., 1999; Kamini and lefuji, 2001;
Manoel et al., 2016; Mittelbach, 1990; Nelson et al., 1996; Watanabe et al., 2000). Diger
yandan, hiicre dist veya hiicre i¢i lipaz kullanilarak enzimatik biyodizel {iretimi
gerceklestirilebilmektedir (Marchetti et al., 2007). Bu konuda ¢ok sayida arastirma yapilmasina
ragmen, halen daha biyodizel iretimi igin yeni ve dstiin Ozelliklere sahip enzimler

aranmaktadir.
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Biyodizel Uretimi icin Proses Kosullari/Parametreleri

Lipaz aracili transesterifikasyonla biyodizel {iretimi ¢esitli faktorlerden etkilenmektedir.
Lipaz tiirii, miktari, kaynagi, 6zgiilliigii ve segiciligi, sicaklik ve pH toleransi, immobilizasyon
teknigi vb. 6zellikler transesterifikasyon siirecini etkilemektedir. Bu 6zellikler arasinda, uygun
lipazin se¢imi daha da Onem arz etmektedir (Sundaramahalingam et al., 2021).
Transesterifikasyon reaksiyonlari; alkoliin yaga molar orani, reaksiyon sicakligi, katalizor
miktar1 ve reaksiyon siiresi gibi ¢esitli kosullar altinda meydana gelmektedir ve bunlarin hepsi
biyodizel verimi tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir (Zhong et al., 2020). Yiiksek biyodizel
verimi elde etmek icin, bu kosullarin transesterifikasyon reaksiyonu sirasinda optimize edilmesi
gerekmektedir. Transesterifikasyon reaksiyonu sirasinda optimize edilmesi gereken cesitli
proses kosullart Sekil 11°de gosterildigi gibi, asagidaki boliimlerde de ayrintili olarak
aciklanmustir (Yusuf et al., 2024).

,

Sekil 11. Transesterifikasyon reaksiyonu sirasinda optimize edilmesi gereken cesitli proses
kosullar1

Metanoliin Yaga Molar Oraninin Etkisi

Alkol, biyodizel iiretiminde yaygin olarak kullanilan agil akseptoriidiir. Hem kisa
zincirli hem de uzun zincirli alkoller agil akseptorii olarak kullanilmaktadir. Ancak endiistriyel
biyodizel liretiminde en yaygin olarak kullanilan alkoller, daha diisiik maliyetleri ve daha kolay
bulunulabilirlikleri nedeniyle metanol ve etanoldiir (Manaf et al., 2019). Transesterifikasyon
reaksiyonu, alkoliz olarak da bilinmektedir (metanol kullaniliyorsa metanoliz, etanol
kullaniliyorsa etanoliz olarak adlandirilir). Etanol, tarimsal {riinlerden elde edilebildigi,
yenilenebilir oldugu ve g¢evre agisindan biyolojik olarak daha az sakincali oldugu igin tercih

edilen alkoldiir. Ote yandan metanol, diisiik maliyeti ve fiziksel ve kimyasal avantajlari
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nedeniyle Oncelikli olarak kullanilmaktadir (Richard, 2010). Metanol yaygmn olarak
kullanilmasina ragmen, enzimi inhibe edebilir ve enzim performansini diisiirebilir. Bu sorun,

reaksiyon ortamina adim adim metanol ekleyerek veya organik ¢oziiciiler kullanarak ¢oziilebilir

(Gog et al., 2012).

Transesterifikasyon reaksiyonunda yagin tam doniisiimii i¢in en az iic mol esdegeri
(stokiyometrik miktar) metanol gereklidir (Atadashi et al., 2012). Enzimatik siirecin
baslangicinda metanoliin molar esdegerinin yarisindan fazlasinin eklenmesiyle metanoliz
onemli dl¢lide azaltilir. Bu aktivite kaybi, enzimatik biyodizel iiretimindeki en biiyiik engeldir.
Bu sorunu ¢6zmek icin metanol, reaksiyon ortamia kademeli olarak eklenmelidir. Bu
genellikle iki adimli veya ii¢ adimli bir ekleme islemidir (Szczesna Antczak et al., 2009). Adim
adim eklemenin avantaji, metanol inaktivasyonu olmadan daha yiiksek biyodizel veriminin
saglanmasidir (>%85). Organik ¢oziicii sisteminde alkol:yag molar orani genellikle 3:1-6:1
araligindadir. Enzimatik biyodizel {iretimi i¢in gereken alkol miktari, lipaz ve yag kaynagina

bagli olarak degisiklik gostermektedir ve her ¢alismada 6zel olarak optimize edilmelidir.

Sicakhigin etkisi

Transesterifikasyon reaksiyonu sirasinda biyodizel verimini ve reaksiyon hizini
etkileyen bir diger 6nemli proses parametresi sicakliktir (Choi et al., 2018; Mata et al., 2012).
Prensip olarak, reaksiyon hizi sicaklik arttik¢a artar (Tomic et al., 2015). Yiiksek sicakligin
kullanilmasi; yag viskozitesini azaltir ve reaksiyon hizini artirir. Bu da biyodizel veriminin
artigina sebep olur (Jayaraman et al., 2020; Vasudevan and Briggs, 2008). Ancak, optimum
sicakligin iizerine ¢ikilmasi durumunda trigliseritlerin sabunlasma hizi artacagindan, reaksiyon
daha diisiik verimde biyodizel iiretimiyle sonuglanacaktir (Chaisutyakorn et al., 2018).
Biyokatalizor aracili transesterifikasyon, kimyasal katalizli transesterifikasyona kiyasla daha
diisiik sicaklikta gergeklestirilir. Bu durum, enerji tiiketimini azalttig1 i¢in ek bir avantaj olarak
ortaya ¢cikmaktadir (Sandoval et al., 2017). Genellikle, lipazlar yiiksek termostabiliteye sahiptir
ve optimum sicakliklar1 kaynaklarina bagli olarak 30 °C ile 60 °C arasinda degiskenlik
gostermektedir (Fan, 2012). Enzimatik transesterifikasyon orani, lipazin optimum sicakligina
ulasana kadar sicaklik arttik¢a artar (Dias Ribeiro et al., 2011). Cok yiiksek sicakliklarda lipaz
denatiire olur ve aktivitesini kaybeder. Optimum reaksiyon sicakligini etkileyen faktorler
arasinda lipaz stabilitesi, immobilizasyon yontemi ve destegi, alkol tiirii, alkol:yag molar orani

ve ¢oziicl tiiri yer almaktadir (Fan, 2012).
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Katalizor miktarinin etkisi

Bir katalizoriin, genel reaksiyon aktivasyon enerjisini diisiirerek reaksiyon hizini
artirdigina inanilmaktadir. Bu nedenle, trigliseritlerin biyodizele doniistiiriilmesinde
katalizorlerin varligi, gereken aktivasyon enerjisini azaltarak reaksiyon siirecini hizlandirir.
Tipik olarak, reaksiyon diisiik miktarda katalizor eklenmesiyle baslatilmali ve optimum bir
biyodizel verimi elde edilene kadar diger kosullar sabit tutulurken kademeli olarak artirilarak

optimize edilmelidir (Yusuf et al., 2024).

Reaksiyon siiresinin etkisi

Reaksiyon siiresi, stiperkritik kosullar altinda yagin biyodizele doniisiimiiniin reaksiyon
kinetigini belirlemede 6nemli bir rol oynamaktadir (Leung et al., 2010). Trigliseritlerin
transesterifikasyonunda  trigliseritlerin  biyodizele  doniisiimiinlin  zamanla  arttig1
gozlemlenmistir (Leung et al., 2010). Ayrica, yag-metanol katalizorii arasindaki kiitle transferi

siirlamasi nedeniyle, doniisiim hizi reaksiyon siiresiyle birlikte artig gostermektedir.

Sonug olarak, reaksiyon parametrelerinin birbirine bagimliligi, biyodizel {iretimi i¢in
kullanilan belirli hammaddelere ve katalizére gore uyarlanmasi gereken seri optimizasyon
calismalarini gerektirmektedir (Okwundu et al., 2019). Proses kosullarinin biyodizel iiretimine

etkisinin incelendigi 6rnek caligmalar asagida 6zetlenmistir.

(D. Huang et al., 2012)’nin yapmis olduklari bir ¢alismada, Rhizomucor miehei lipazini
ifade eden rekombinant Pichia pastoris’in tiim hiicre biyokatalizoriiniin kullanilmasiyla soya
fasulyesi yagindan elde edilen biyodizel veriminin 72 saatlik bir reaksiyon sonunda yaklasik

%83,14’e ulastigini ifade etmislerdir.

Bagka bir ¢alismada, Thermomyces lanuginosus lipazini iireten rekombinant Pichia
pastoris’in kullanilmasiyla, soya fasulyesi yagindan 108 saatlik bir reaksiyon sonunda yaklasik

%82 oraninda biyodizel verimine ulasildigi bildirilmistir (Yan et al., 2014).

(Sen, 2014) yapmis oldugu tez ¢alismasinda, Streptomyces lienomycini 350-2 (LipS350-
2) susu tarafindan hiicre dis1 iretilen lipazi tanimlamis ve karakterize etmistir. Kismi
saflastirma sonucu LipS350-2’nin spesifik aktivitesini 1466.8 (EU/mg), saflastirma verimini
%1,17 ve saflastirma katsayisin1 1,56 olarak hesaplamustir. Saf lipazin molekiiler agirligini
SDS-PAGE ile yaklagik 52 kDa olarak tespit etmistir. Biyodizel liretim reaksiyonunu ilk olarak,
zeytinyagi ile etanol ve metanol varliginda, 200 rpm’de, 40 °C’de, 48 saatte gergeklestirmis ve
standart olarak metil oleat kullanmistir. Pozitif kontrol olarak ise biyodizel iiretiminde
endiistriyel olarak kullanilan Novozym 435 (C. antarctica lipaz B)’i kullanmistir.

Zeytinyaginin yani sira aygicek yagi ve atik yag kullanarak da biyodizel reaksiyonunu
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gerceklestirmis ve biyodizel iiretimini kalitatif olarak TLC (ince tabaka kromatografisi) ile

belirlemistir.

(Jayaraman et al., 2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada pankreas lipaz katalizorii
kullanilarak WCO (Waste cooking oil; atik yemeklik yag) nun katalitik transesterifikasyonunu
incelenmistir. Bu katalizor kullanilarak %88’lik optimum yag doniisiimiiniin, 3:1 metanol:yag
molar orani, %1,5 agirlikca katalizér miktar1 ve 60 °C sicaklikta 4 saatlik inkiibasyon sirasinda

elde edildigi ifade edilmistir.

(lyyappan et al., 2022)’1n yapmis olduklar1 bir ¢alismada, Caulerpa racemosa racemosa
(bir alg tiirti) yagi1 ve bagl (rPp-BL) ve salgisal lipaz (rPp-SL) ifade eden rekombinant Pichia
pastoris’in kullanilmasiyla biyodizel iiretilmistir. Toplanan algler, ultrasonikasyon, mikrodalga
ve ¢oziicii ekstraksiyonu kullanilarak on isleme tabi tutulmustur. Hem rPp-BL hem de rPp-SL,
C. racemosa biyokiitlesi hidrolizatim1 ve gliseroliinii etkili bir sekilde kullanmistir. 4:1
metanol:yag molar oran1 ve 38 °C’de 30 saatlik reaksiyon sonunda maksimum biyodizel

veriminin yaklasik %93,64’e ulastigin1 gozlemislerdir.

Konak Organizmanin Sec¢imi
Komagataella phaffii

Bir enzimin heterolog ekspresyonu, daha diisiik maliyetle daha yiiksek miktarlarda
enzim elde etmek i¢in bir alternatiftir (Gomes et al., 2016). Bu teknik, diisiik protein
ekspresyonu, yavas biiylime hizi ve olas1 6zel ekipman ihtiyaci gibi yerli organizmalarin
yetistirilmesinde bulunan problemlerden kacinarak, enzimlerin yerlesik ekspresyon
vektorlerinde iiretimini miimkiin kilmistir (Potvin et al., 2012; Zerbs et al., 2009). Omegin,
Novozymes sirketi yerli mikroorganizmada tiretim yerine Aspergillus niger’de klonlanmis
CalB’nin iiretimini gergeklestirmektedir. Bu baglamda, K. phaffii yiiksek miktarda protein
iiretimi, salgilanmasi1 ve hedef proteinlerin translasyon sonrast modifikasyonlarini yapabilen,
yaygin olarak kullanilan bir maya ekspresyon sistemi olarak giindeme gelmektedir (Potvin et
al., 2012). Heterolog ekspresyon ve gen optimizasyonunun kombinasyonu yoluyla, daha
termostabil (H. J. Park et al., 2014; N. Zhang et al., 2003), aktif (Qian and Lutz, 2005) ve/veya
enantiyoselektif (Gaskin et al., 2001; Liebeton et al., 2000; Wu et al., 2013) enzimler elde etmek
miimkiindiir. CalB’nin K. phaffii kullanilarak yapisal promotor altinda heterolog ekspresyonu
yoluyla tiretimi rapor edilmistir (Brito e Cunhaetal., 2019; Robert et al., 2019). Bu rekombinant
enzim, biyodizel (Aguieiras et al., 2014), esterler (Barsé et al., 2019; Cipolatti et al., 2018) ve
farmasotik bilesiklerin (Manoel et al., 2016) sentezi gibi gesitli biyoteknolojik islemlerde
biyokatalizor olarak basarili bir sekilde kullanilmistir. Bu rekombinant lipaz, ticari CalB
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(Lipozyme® CalB) ile karsilastirildiginda, esas olarak ekstrem pH degerleri ve yiiksek sicaklik
altindaki stabilitesi ile ilgili olarak cesitli biyokimyasal farkliliklar gostermistir (Robert et al.,
2017).

Metilotrofik maya K. phaffii, rekombinant proteinlerin endiistriyel iiretiminde en yaygin
kullanilan konakgilardan biridir (Gao et al., 2021) ve son zamanlarda yapilan bir literatiir
arastirmasina gore heterolog protein iiretimi igin S. cerevisiae’dan daha sik kullanilmaktadir
(Bill, 2014; Vogl et al., 2018). Bu metilotrofik maya, diger konakgilara gore tstiinliikleri
nedeniyle, en ¢ekici konakgilardan biri haline gelmistir (Koutz et al., 1989; Zhan et al., 2016).
K. phaffii’nin CalB iiretimi i¢in bir ifade platformu olarak diger okaryotik veya prokaryotik

sistemlere gore ¢esitli avantajlar1 vardir (Gotor-Fernandez et al., 2006).
Bunlar;

1. Rekombinant protein iiretiminde “Genel olarak giivenli” (GRAS) mikroorganizma
statlisiinde yer almaktadir (Fickers, 2014; Ghaly et al., 2010; Z. Yang and Zhang, 2018).

2. Metanol tarafindan indiiklenen olagantistii giiglii ve sik1 diizenlenmeye sahip 6zel AOX1
promotorii bulunmaktadir (Liao et al., 2022).

3. K. phaffii’nin tiim genomu dizilenmistir, bu da molekiiler genetik manipiilasyonu igin
biiyiik fayda saglamaktadir (De Schutter et al., 2009).

4. Memeli hiicresi kiiltiir ortam ile karsilagtirildiginda, K. phaffii igin biiylime ortami ve
kiiltiir kosullar1 nispeten daha basittir ve kaliplasmig fermantasyon protokolleri
bulunmaktadir (Wu et al., 2013).

5. Ucuz karbon kaynagi iceren basit ortamda, yiliksek seviyelerde yabanci protein
ekspresyonu saglayabilen yiiksek yogunluklu fermentasyon elde edilebilir (Anderson et
al., 1998; Robert et al., 2017).

6. Hiicre i¢i veya hiicre dis1 olarak yiiksek diizeyde protein ekspresyonu saglamaktadir.

7. Hedef proteinin (iirlin) kiiltiir sivisina salgilanabilmesi, diger dkaryotik/prokaryotik
ekspresyon sistemleriyle karsilastirildiginda, proteinin daha etkin saflagtirilmasi i¢in
fayda saglamaktadir (Cregg et al., 1993; P. Li et al., 2007).

8. Glikozilasyon, disiilfit bagi olusumu ve proteolitik isleme gibi daha yiiksek okaryotik
protein modifikasyonlarin1 gergeklestirme yetenegine sahiptir (Aguieiras et al., 2014,
Zhan et al., 2016).

9. Ekspresyon sistemi, ticari olarak temin edilebilen bir kit olarak mevcuttur (Invitrogen,
2010Db).

10. Artan heterolog protein iiretimi i¢in metanol igermeyen substrat kullanim yollari

tizerinde ekspresyonu transkripsiyonel olarak yeniden diizenleyen de novo 6zel olarak
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tasarlanmig hibrit ve hibrit yapil giiglii sentetik promotoérler bulunmaktadir (Liao et al.,
2022).

Karbon kaynagi ile diizenlenen promotorler, gen ekspresyonunu kontrol etmek i¢in iyi
calisilmis standart araclardir. Promotorlerin dogal diizenlenmesi tizerinde kontrol elde etmek,
metabolik miihendislik ve sentetik biyoloji uygulamalar1 i¢in Onemlidir. Yaygin olarak
kullanilan protein iiretimi konakgis1 K. phaffii’de, siki diizenlemeleri ve olaganiistii giicleri
nedeniyle bagta AOX1 promotorii (Paoxi) olmak {izere metanol ile indiiklenebilir promotorler
kullanilmaktadir (Cereghino and Cregg, 2000; Vogl et al., 2018). 1960’larda, metanoliin bazi
mayalarda karbon kaynagi olarak kullanilabilecegi bulunmustur (Ogata et al., 1969). Bu
sistemde, yabanci genlerin ekspresyonu genellikle metanol kullanim yolundaki ilk enzimi
kodlayan alkol oksidaz I geninin (AOX1) promotdrii tarafindan yonlendirilir. Paoxi’in ifadesi,
farkli karbon kaynaklarina yanit veren hem baskilama hem de baski giderme mekanizmalariyla
diizenlenebilir. Paoxi yalnizca metanole yanit olarak indiiklenir, glikoz veya etanol gibi diger
karbon kaynaklar1 tarafindan baskilanir (Cereghino and Cregg, 2000; Cregg et al., 1989, 2000;
P. Zhang et al., 2010). Paox1’in diizenlemesi esas olarak, metanol varliginda yaklasik 1000 kat
artarken, glikoz ve etanole yanit olarak transkripsiyon seviyesinin diistigii bir
represyon/derepresyon mekanizmasi ile transkripsiyonel diizeyde gergeklestirilir (Tschopp et
al.,, 1987). Metanole ihtiya¢ duymadan iiretimi diizenlemek i¢in Paoxi’in varyantlari
gelistirilmektedir, ancak tiretim oranlar1 klasik Paoxi kadar iyi ¢alisilmamistir (Looser et al.,
2017). Diger yandan, yapisal ifade sistemleri, biyodizel endiistrisinin bir yan iiriinii olan ham
gliserol dahil olmak tizere farkli karbon kaynaklarinin kullanilabilmesi avantajiyla ¢ekici bir

alternatif sunmaktadir (Anastacio et al., 2014).

K. phaffii’den tiiretilen GAP (Waterham et al., 1997), ICL1 (Menendez et al., 2003),
FLD1 (S. Shen et al., 1998), PEX8 (H. Liu et al., 1995), TEF1 (Ahn et al., 2007), PGK1
(Moreira de Almeida et al., 2005) ve YPT1 (Segev et al., 1988) promotérleri mevcuttur. Bunlar
arasinda en yaygin olarak kullanilan yapisal promotor, giiglii bir sekilde diizenlenen ve asir1
ekspresyon yapabilen GAP promotéorii (Pear)’diir (A. L. Zhang et al., 2009). NAD-bagimli
gliseraldehid 3-fosfat dehidrojenaz, GAP geni tarafindan kodlanmaktadir ve tetramerleri
olusturmaktadir. Pcap, gliserol, glikoz, etanol ve oleik asit dahil olmak iizere diger karbon
kaynaklari tizerinde siirekli protein ekspresyonu saglayan bir yapisal promotordiir (Juturu and

Wu, 2018).
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Heterolog Protein ifadesinde Etkili Olan Parametreler
Kodon optimizasyonu

Heterolog gen ekspresyonu, kodon kullanim sikligindan 6nemli 6lgiide etkilenebilir.
Cogu organizma gibi, K. phaffii de es anlamli kodon kullaniminin bir modelini sergilemektedir
ve bir kodon alt kiimesine karsi genel bir egilim gostermektedir (Sinclair and Choy, 2002).
Orijinal diziyi iceren organizmadaki niikleotid dizilerini, konak¢1 organizmanin niikleotid
dizilerine doniistiirerek ifade edilmesi istenen genlerin translasyon verimliligini artirmak
amaciyla kodon optimizasyonu yapilmaktadir (Fuglsang, 2003; J. Yang and Liu, 2010). Kodon
optimizasyonu yapilirken, kodon adaptasyon indeksi (CAl), haberci RNA (MRNA)’ nin ikincil
yapisi Ve transfer RNA havuzu dahil olmak iizere diger faktorler de dikkate alinmalidir (Y. Tu
et al., 2016). Translasyon verimliliginin iyi olmasi i¢in CAI’nin 1’e¢ yakin olmasi tavsiye
edilmektedir (Al-Hawash et al., 2017). Yabanil C. antarctica LF 058’in orijinal CalB geni
dizisinde, K. phaffii’de muhtemelen ekspresyon etkinligini azaltacak ve hatta translasyon
mekanizmasini devre dis1 birakacak nadir ya da diistik frekansa sahip kodonlar bulunmaktadir
(X. Li et al., 2016). Bu sebeple ekspresyon seviyesini iyilestirmek amaciyla, konakg1 olarak
kullanilacak olan K. phaffii’nin kodon kullanim egilimine gore orijinal CalB dizisini kodon

optimize etmek dnem arz etmektedir.

(J. K. Yang et al., 2013) yapmis olduklar bir ¢aligmada, CalB’nin Pichia’da iist diizey
ifadesini elde etmek i¢in bir de novo tasarim ve sentez stratejisi kullanarak CalB geninin
kodonlarin1 ve a-faktoriinii optimize etmislerdir. Farkli ifade bilesenlerine sahip bir dizi
rekombinantin karsilagtirmali analizi yoluyla, kodon-optimize edilmis o-faktoriinii ve olgun
CalB genini (pPIC9KaM-CalBM) tasiyan metanolle indiiklenebilir ifade sisteminin en yiiksek
lipaz {iretim kapasitesine sahip oldugunu gostermislerdir. Ek olarak, kodon optimize edilmis
geni tagiyan Pichia transformantlarinin, CalB enziminin endiistriyel dlgekte tiretimi igin biiyiik

bir potansiyele sahip oldugunu bildirmislerdir.

(Wahyuni et al., 2016), yabamil tip CalB geninin Kkatalitik etkinligini ve
termostabilitesini artirmak amaciyla {i¢ amino asit dizisinde degisiklik yapmislardir. Elde
ettikleri CalBsyn sentetik geni, E. coli hiicrelerine transfer ederek pGAPZa-CalBsyn
rekombinant plazmitini elde etmislerdir. Daha sonra, lineer hale getirilen rekombinant plazmiti
elektroporasyon metodu ile P. pastoris SMDI1168H hiicrelerine gondermislerdir. Olusan
transformantlar1 zeosin igeren plakalarda taramislardir. Dogrulanan kolonilerin kullanilmasiyla
lipaz tiretimi gergeklestirmislerdir. Lipaz aktivitesini belirlemek igin substrat olarak p-nitrofenil
biitirat (p-NPB) kullanmiglardir. Uretilen rekombinant enzim igin pozitif kontrol olarak
Candida rugosa lipazi (CRL) kullanmiglardir ve en yiiksek lipaz aktivitesini 48 saatlik
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inkiibasyon sonunda 6,35 EU/ml olarak belirlemislerdir. Bunun yani sira kiiltiir siipernatantinin
kullanilmasiyla yapilan SDS-PAGE analizinde iiretilen CalB proteininin molekiiler agirliginin

yaklasik 45 kDa oldugunu belirlemislerdir.

(Karaoglan and Karaoglan, 2022)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada, kodon optimize edilmis
Geobacillus stearothermophilus lipaz enzimini kodlayan genin kodon optimizasyonu yapilmis
ve pPICZaA ekspresyon plazmitine yerlestirilmistir. P. pastoris hiicrelerine transfer edildikten
sonra en yiiksek lipaz liretimi yapan koloni belirlenmistir. Segilen koloni ile 72 saat boyunca
tiretim gerceklestirilmis ve elde edilen kiiltiir sivis1 ile toplam protein, enzim aktivitesi ve SDS-
PAGE analizi gergeklestirilmistir. Rekombinant lipaz enzimi, Ni-NTA afinite kromatografisi
ile saflagtirildiktan sonra SDS-PAGE analizi yapilmis ve saflastirma verimi hesaplanmistir. En

yiiksek tiretim gosteren koloninin 25,02 mg/l lipaz tiretim seviyesine ulastigi belirlenmistir.

Protein disiilfit izomeraz (Pdi) geni

Gegmisten giiniimiize kadar K. phaffii, ilaglarin (Dou et al., 2013; C. Liu et al., 2022)
ve heterolog proteinlerin (Xiang et al., 2021) {iretimi igin O6nemli bir konakg¢i olarak
kullanilmstir. K. phaffii’de protein salgilanmasi esas olarak Endoplazmik retikulum-Golgi yolu
lizerinden gerceklesir ve N-terminalindeki sinyal peptidine ihtiya¢ duymaktadir. Ornegin, alfa
sinyali pre-pro peptitlerini kullanarak ¢ogu protein, hiicre disi olarak ifade edilmektedir.
Bununla birlikte, bu sistemdeki bir¢ok protein, kalite kontrol sisteminin sinirlamalar1 nedeniyle
hala yiiksek miktarda hiicre dis1 ifadeye ulasamamaktadir (Werten et al., 2019). Eksojen
proteinlerin ekspresyonunu iyilestirmek i¢in hedef genlerin kopya sayisini artirmak, birgok
durumda basarili olmustur ve bu, K. phaffii’de etkili bir yontem olarak kabul edilmektedir
(Sallada et al., 2019; Q. Shen et al., 2012, 2020). Bununla birlikte, daha iyi bir sonug elde etmek
icin ylksek kopya sayisiyla genellikle molekiiler saperonlarin birlikte ifade edilmesi
gerekmektedir. Ciinkii asir1 yiiksek bir gen dozaji, ekspresyonda bir durgunluga yol agmaktadir
ve hatta ¢ogu zaman zararli olabilmektedir (Camara et al., 2016; Cos et al., 2005).

Heterolog proteinlerin asir1 ifadesi, maya hiicrelerinde kiimelenmeye sebep olabilir ve
salg1 stresini artirabilir (J. Huang et al., 2020). Genellikle, 6karyotik sekresyon yolundaki hiz
smirlayict adim, ER’de protein katlanmasidir (Orman et al., 2009). Endoplazmik retikulum
(ER)’da protein katlanmasidir (Orman et al., 2009). ER’de biiylik miktarlarda protein
oldugunda, bunlarin ¢ok azi uygun bir yapiya kavusabilir ve sonunda katlanmamis protein
tepkisine (UPR) ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna yol agacak olan katlanmamis
proteinler haline gelebilir (Hohenblum et al., 2004). Protein katlanmasina yardimci olmak ve
sekresyonu hizlandirmak i¢in Hacl, Bip ve Pdi gibi asag1 akis genlerin aktive edilmesiyle ER

stresi azaltilabilir (Hohenblum et al., 2004). ER’de yerlesik olan PDI ve endoplazmik retikulum
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oksidorediiksiyon 1 (ERO1) proteinleri bu stirece dogrudan dahil olmaktadir. PDI ve ERO1’in,
yalnizca hedef genin yiiksek kopya sayisina sahip oldugu durumlarda pozitif etkiler gosterdigi
bildirilmistir (Sallada et al., 2019). Tanimlanan ilk PDI oksidani, evrimsel olarak en ¢ok
korunan ERO1’dir (Jhaetal., 2021). ERO1, yanlis katlanmis proteinlerin toplanmasini 6nlemek
icin yeni {iretilen proteinin hidrofobik yapisini1 tanimlamakta (Mayer et al., 2000) ve daha sonra

disiilfit baglarinin olusumunu katalize eden PDI’y1 oksitlemektedir (B. P. Tu et al., 2000).

Disiilfit baginin olusumu, proteinlerin normal biyolojik fonksiyonlarinin yerine
getirilmesinde ve dogal yapilarinin korunmasinda ¢ok énemli bir role sahiptir. PDI’nin dahil
edilmesi, bildirilen ilk protein katlama katalizorii olan bu temel siiregte merkezi bir rol
oynamaktadir. PDI, a, b, a’ ve b’ olmak {izere dort farkli alandan olusmaktadir (Hatahet and
Ruddock, 2009). Tim PDI alanlarimin, saperon aktivitesi i¢in hedef proteinin baglanmasina
katkida bulundugu ileri siiriilmektedir (Sun et al., 2000). Ek olarak, protein katlanmasi, hedef
genin kopya sayisinin artmasiyla birlikte dnemli bir sinirlama faktorii olabilir. PDI, molekiiler
bir saperon gorevi gordiiglinden, hiicrelerdeki proteinlerin dogru katlanmasina katkida bulunur
ve ¢oziinmeyen ifadelerini azaltir (Deng et al., 2020). PDI, sadece disiilfit baglarinin redoks ve
izomerizasyonunu katalize etmekle kalmaz, ayn1 zamanda proteinlerin katlanmasina katkida
bulunan ER’de yerlesik bir molekiiler saperon gorevi goriir. PDI’nin daha fazla distilfit bagina
sahip proteinler ile birlikte ifade edilmesi, disiilfit icermeyen proteinlerle birlikte ifade
edilmesinden daha etkili oldugu goriilmektedir (Kerr et al., 2021). Ek olarak, PDI’nin dogru
glikozilasyonu, katalitik bolge yapisinin olusumunu desteklemektedir (Weil3 et al., 2021).

(X. Lietal., 2016) yapmis olduklar1 bir ¢alismada, bir P. pastoris sisteminde C. rugosa
lipaz Lipl (CRL1)’i asir1 ifade etmek igin birlesik stratejiler kullanmustir. Lipl geni optimize
edilerek kodon adaptasyon indeksi (CAI) 0,55’ten 0,85’e yiikseltilmis ve sentetik olarak temin
edilmistir. Kodon optimize Lipl geninin ii¢ kopyasini barindiran bir rekombinant susun LIP1
aktivitesinin, calkalamali kiiltiirde 1200 EU/ml’ye ulastign gdzlenmistir. Daha yiiksek lipaz
aktivitesi (1758 EU/ml), EROlp ve BIP saperonlarmin bir kopyas: Liplp ile birlikte ifade
edildiginde gozlenmistir. Boylece, Liplp’nin tek basina ifade edilmesi veya yalnizca bir
molekiiler saperonun birlikte ifade edilmesiyle elde edilenden 6nemli 6l¢lide daha yiiksek
olmustur. Dolayisiyla bu ¢caligma, kodon optimizasyonunu molekiiler saperonlarin ortak ifadesi
ile birlestirme stratejisinin endiistriyel dlgekte saf Lip1 iiretimi i¢in biiylik bir potansiyele sahip

oldugunu gostermektedir.

(J. Huang et al., 2020), ER stresi olan veya olmayan farkli suslarda PDI ve ERO1 dahil
olmak iizere protein katlama saperonlarinin birlikte ifadesini aragtirmistir. PDI’nin asiri

ekspresyonunun, protein katlama stresini hafifleterek pRML (Rhizomucor miehei lipaz)
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iiretimini 705 EU/ml’den 1430 EU/ml’ye, protein konsantrasyonunu 0,56 mg/ml’den 0,65
mg/ml’ye ve spesifik enzim aktivitesini ise 1238 U/mg’den 2186 U/mg’ye yiikselttigini
bildirmistir.

Post-transformasyonel vektér amplifikasyonu (PTVA)

K. phaffii’nin protein iiretimini iyilestirmek i¢in, in vitro multimerizasyon, PVTA (post-
transformasyonel vektor amplifikasyonu), ribozomal DNA (rDNA) lokusunu hedef alan
entegrasyon ve kusurlu belirteclerin kullanimi gibi farkli yaklasimlar kullanilarak istenen genin
kopya sayisini artirmaya odaklanan bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Piva et al., 2017). K. phaffii’de
eksojen genleri dahil etmenin en yaygin yolu, rekombinant vektdrler olusturmaktir (Gao et al.,
2021). Plazmitler, konak¢ida bulunma sekline gore epizomal plazmitler ve biitiinlestirici
plazmitler olarak ikiye ayrilabilir. pPIC vektor serisi, K. phaffii’de yaygin olarak kullanilan
biitiinlestirici vektorlerdir (Gaffar et al., 2019; Khan et al., 2020; Papakonstantinou et al., 2009;
Y. Wang et al., 2020), bu da cok kopyali entegrasyon suslarinin yiiksek konsantrasyonda
antibiyotik varliginda taranmasini saglar. Bu mekanizma, PTVA olarak bilinmektedir (Aw and
Polizzi, 2016; D. Lietal., 2017; Marx et al., 2009; Sunga et al., 2008). Transformasyon sonrasi
amplifikasyon yoluyla tandem tekrarlarin olusumuna ek olarak, ¢ok kopyali suslar, IDNA
dizileri gibi K. phaffii genomunun tekrarlayan dizilerine entegre edilerek olusturulabilir
(Yamada et al., 2019). 2008 yilinda Sunga ve arkadaslar1 antibiyotik konsantrasyonunda
kademeli bir artisa maruz kalmanin daha yiiksek kopya sayisina sahip suslarla sonuglandigini

kanitlayan bir yontem bildirmistir (Sunga et al., 2008).

PTVA yontemi, K. phaffii’de ¢ok kopyali klonlarin verimli bir sekilde tretilmesine
olanak saglamistir. Bununla birlikte, géreceli kolayligina ve basarisina ragmen, bu siire¢ pahali
ve zaman alici olabilir. Coklu kopya klonlarin daha hizli ve daha ucuz se¢imine olanak saglayan
stvi PTVA adi verilen yeni bir se¢ilim yontemi gelistirilmistir (Aw and Polizzi, 2016). Ek
olarak, sivi PTVA kii¢lik hacimlerde uygulanabildiginden antibiyotik maliyeti 6nemli dlciide
azaltilmis olmaktadir. Sasirtict bir sekilde, elde edilen sonuglara gore, kullanilan PTVA
yonteminden bagimsiz olarak, ilk susun baslangic kopya sayisinin, nihai ortalama kopya
sayisini ve Uretilen kopya sayis1 araligini etkiledigi kesfedilmistir (Aw and Polizzi, 2016). Aw
ve digerlerinin (2016) gelistirdikleri bu yontemle geleneksel 45 giin yerine 12 giinde ve yaklagik
yar1 maliyetle elde edilebilen ¢ok kopyali klonlar olugturmak miimkiin hale gelmektedir (Aw
and Polizzi, 2016). Ayrica sivi PTVA’da zeosin gibi se¢im belirteglerinin kullanilmasi,
rekombinant protein iiretim siirecleri icin faydali olabilecek daha yiiksek biiylime oranlarina
sahip suslarla sonuglandig1 bilinmektedir. Antibiyotik diren¢ genleri Sh ble ve kan (sirasiyla

zeosin ve (G418 direnci) tipik olarak mayalarda ¢oklu kopya klonlarimi se¢mek igin
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kullanilmaktadir. Bu belirteglerin kullanimi zahmetli ve pahali antibiyotik gerektirmesine
ragmen, yabanil tip maya suslarinda kullanilabilirler ve ¢ok kopyali sus elde etme imkani

saglarlar.

Manyetik Nanopartikiiller ile Mikrobiyal Hiicrelerin Dekorasyonu

K. phaffii ekspresyon sistemi, proteinleri hem intraseliiler (hiicre i¢i) hem de
ekstraseliiler (hiicre dis1) olarak iiretebilme yetenegine sahiptir. Proteinlerin ekstraseliiler olarak
uretilmesi, saflastirma proseslerinde fazladan is yikii, zaman ve maliyet gerektirmeden
tirtinlerin saf olarak elde edilmesine olanak tanimaktadir. K. phaffii ekspresyon sisteminde
tiretilen proteinlerin bilyiik cogunlugu ekspresyon vektoriinde yer alan alfa-faktor sinyal dizisi
sayesinde kiiltiir sivisina birakilsa da iiretilen proteinin bir kismi hiicre igerisinde
kalabilmektedir (Juturu and Wu, 2018; Unver et al., 2021). Bu nedenle, iiretilen proteinin hiicre
disina salimmmini artirici teknikler kullanilmasi, hem kiiltiir ortamindan elde edilecek
rekombinant protein verimi hem de iiretilen proteinin saflagtirilmasi sirasinda hiicrelerin
parcalanmasina ihtiyag duyulmamasi noktasinda biiylik avantaj saglamaktadir. Bu amag

dogrultusunda, mikro- veya nano-yapilar kullanilabilir.

Prokaryotik veya okaryotik olsun her hiicre, ¢evresindeki mikro- ve nano-yapilar ile
etkilesim halindedir ve genellikle bu iletisim hiicrelerin canlilik performanslarini olumsuz
yonde etkilemektedir. Ancak, bazi durumlarda hiicrelerde istenilen birtakim o6zelliklerin
iyilestirilmesi veya hiicreye ek 6zelliklerin kazandirilmasi agisindan mikro- ve nano-yapilardan
faydalanilabilir. Ornegin mikrobiyal organizmalar, biyoremediasyonda kullanilmaktadir
(Khatoon and Rai, 2018). Ancak, bu uygulamada serbest hiicreler kullanildiginda diisiik
biyobozunma hizi, smirlt hiicre ayrimi ve substrat inhibisyonu gibi bazi sinirlamalarla
karsilagilmaktadir. K. phaffii hiicrelerinin performansin1 artirmaya yonelik ¢aligmalar
yapilmakta olup hiicre immobilizasyonu da bu ¢abalardan biridir (Taghizadeh,
Ebrahiminezhad, et al., 2020; Taghizadeh et al., 2021, 2022). Hiicre immobilizasyonu, islemin
yogunlastirilmasi ve sonraki islem maliyetlerinin diigiiriilmesine yonelik etkili bir teknik olarak
kabul edilmistir. Tuzaklama, yiizeye baglanma (adsorpsiyon), kapsiilleme, muhafaza ve
toplama gibi hiicre immobilizasyonu i¢in ¢esitli teknikler bulunmaktadir. Ancak, bu konuda en
yaygin yaklasim tuzaklamadir ve kalsiyum aljinat gibi polimerik boncuklarda hiicre

immobilizasyonu igin ¢ok sayida ¢alisma yayinlanmistir (Igbinosa et al., 2016; Kamel, 2020).

Son zamanlarda manyetik immobilizasyon, dnceki yontemlerin teknik zorluklarini ve
dezavantajlarin1 agmak igin bir hiicre immobilizasyonu teknigi olarak tanitilmistir. Bu teknikte
hiicreler, elektrostatik, hidrofobik ve van der Waals kuvvetleri gibi spesifik olmayan

etkilesimler yoluyla manyetik nanopartikiiller ile immobilize edilmistir. Manyetik
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nanopartikiillerle immobilizasyon, hiicreleri manyetik agidan duyarli hale getirdigi i¢in
hiicreler, harici bir manyetik alanla manipiile edilebilmektedir (Zielinska et al., 2009). Simdiye
kadar, bakteriler (6rn. Escherichia coli, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis ve
Psychrobacter sp.), mikroalgler ve ayrica maya hiicreleri (S. cerevisiae ve K. phaffii) gibi ¢esitli
mikrobiyal hiicrelerin immobilizasyonu i¢in manyetik immobilizasyon teknigi kullanilmistir
(Dagci, Acar, et al., 2024; Dagci, Solak, et al., 2024; Hou et al., 2021; Nadi et al., 2019; Raee,
Ebrahiminezhad, Gholami, et al., 2018; Raee, Ebrahiminezhad, Ghoshoon, et al., 2018;
Taghizadeh, Berenjian, et al., 2020; Y. Wang et al., 2022; Ziclinska et al., 2009). Manyetit
nanopartikiillerine ek olarak, mikrobiyal hiicrelerin immobilizasyonu i¢in diger
nanopartikiillerin kullanilmasina yonelik bazi ¢alismalar da bulunmaktadir (Ba et al., 2010;
Chatraei and Emtiazi, 2019; Khatoon and Rai, 2018; Yuan et al., 2009). Ayrica
nanopartikiillerin, nematodlarin immobilizasyonu i¢in de kullanildig: bilinmektedir (E. Kim et

al., 2013).

Manyetik nanopartikiiller ile mikrobiyal hiicrelerin immobilizasyonunun, metabolik
bilesiklerin sitoplazmik membran yoluyla transferini de artirabilmesi oldukga ilgingtir. Yapilan
calismalardan elde dilen sonuglar, manyetik nanopartikiillerin mikrobiyal hiicrelerle
etkilesiminin sitoplazmik zarin gecirgenligini artiracagini ve hiicreleri daha yiiksek bir
metabolik duruma getirecegini gostermistir (Ansari et al., 2009). Demir oksit manyetik
nanopartikiiller (FesOs MNP), parcalayict enzimlerin indiiksiyonunu, enzimlerin aktivitesini ve
hiicre membran gegirgenligini artirma gibi avantajlarindan dolay1r immobilizasyon i¢in destek
olarak kullanilmaktadir (Brady et al., 1997; Taghizadeh, Ebrahiminezhad, et al., 2020;
Taghizadeh et al., 2021). immobilizasyon islemi icin MNP’lerin kullanilmasi, ayni1 zamanda
fermantasyon ortamindaki immobilize hiicrelerin bir miknatis ile kolay bir sekilde geri
kazanilmasina ve MNP’lerin hiicre membran gegirgenligini artirmasi sayesinde ekstraseliiler
rekombinant proteinlerin kiiltiir ortamina saliminin artiritlmasina olanak tanimaktadir (Ansari et

al., 2009; Brady et al., 1997; Dagci, Solak, et al., 2024; Taghizadeh et al., 2021).

Manyetik immobilizasyonun mikrobiyal hiicrelerin tiretkenligi lizerinde olumsuz bir
etkisi yoktur aksine, bazi durumlarda immobilize hiicrelerin serbest hiicrelerden daha fazla
¢ogaldigi bulunmustur (Raee, Ebrahiminezhad, Gholami, et al., 2018). Viral enfeksiyonlarin
tiim fermantasyon siirecini durdurabilecegi ve bir koruma segeneginin ¢ok degerli olabilecegi
aciktir. Manyetik immobilizasyonun mikrobiyal hiicreleri viral enfeksiyonlardan
koruyabilecegi bildirilmistir (Kim et al., 2011). Manyetik immobilizasyonda mikrobiyal
hiicrelerin yiizeyi manyetik nanopartikiiller ile dekore edilmektedir. Olusan bu dekorasyon

sekli, viral partikiillerin hiicrelere erisimini sinirlamak igin fiziksel bir bariyer gérevi gorebilir.
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Ote yandan nanopartikiiller, hiicre yiizeyindeki viral reseptdrleri bloke edebilir ve hiicrelerin
viral enfeksiyonlara karsi hassasiyetini de azaltabilir (Taghizadeh et al. 2020). Ayrica, demir
bazli nanopartikiillerden salinan demir iyonlarinin antiviral aktivite sagladigina dair bazi

kanitlar da bulunmaktadir (Kim et al., 2011).

(Taghizadeh et al., 2021) ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 bir ¢alismada, manyetik
immobilizasyonun rekombinant proteinin yapisi lizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla
model olarak insan serum albiimini (HSA) ifade eden P. pastoris hiicrelerini kullanmislardir.
Hiicreler, cesitli konsantrasyonlarda APTES kapli manyetit nanopartikiilleri ile immobilize
edilmistir. HSA iiretimi 5 giinliik indiiksiyonda yapilmis ve iiriiniin yapis1t UV-vis, floresans ve
ATR-FTIR spektroskopisi ile analiz edilmistir. HSA’nin ikincil yapisini analiz etmek i¢in ikinci
tiirev dekonvoliisyon yontemi kullanilmistir. 0,5 ve 1 mg/ml konsantrasyonda nanopartikiiller
ile immobilize edilen P. pastoris hiicrelerinde saglam yapida HSA iiretilmis, ancak 2 mg/ml
konsantrasyonda nanopartikiiller ile immobilizasyon sonucunda iiretilen HSA’nin ikincil
yapilarinda (yani, a-sarmallar ve B-doniisler) baz1 degisiklikler gozlenmistir. Bu verilere
dayanarak, P. pastoris hiicrelerinin 0,5 veya 1 mg/ml nanopartikiillerle immobilizasyonun,
hiicre hasadi i¢in tamamen etkili oldugu ve rekombinant {irliniin yapisi lizerinde herhangi bir
etkiye sahip olmadig1 bildirilmistir. Elde edilen bulgular, mikrobiyal hiicrelerin yiiksek
konsantrasyonlarda nanopartikiiller ile immobilize edilmesinin salgi proteinlerinin yapisi

tizerinde bazi etkileri oldugunu ortaya koymustur.

(Taghizadeh et al., 2022) ve arkadaslarinin diger bir calismasinda ise, rekombinant HSA
tireten P. pastoris hiicreleri, 3-aminopropiltrietoksisilan kapli manyetit nanopartikiiller
(APTES@Fe30a) ile immobilize edilmistir. Immobilizasyon ydnteminin giicii ve immobilize
hiicrelerin tekrar tekrar kullanim etkinligi, birbirini izleyen {i¢ parti fermantasyon dongiisii
lizerinde degerlendirilmistir. flging bir sekilde, manyetik immobilizasyonun, HSA iiretiminde
1,4 kat artisa ve verimliligin 0,7 mg/ml’den 1 mg/ml’ye ¢ikarilmasina neden oldugunu
gbzlemislerdir. Ancak, her iiretim dongiisiinden sonra, serbest ve immobilize hiicrelerde
verimlilikte onemli (iki kattan fazla) bir azalma kaydedilmis ve ardisik iiretim dongiileri
boyunca, manyetik immobilizasyon etkinliginde de azalma olmustur. Ug iiretim dongiisiinden
sonra, manyetik kuvvete duyarsiz hiicrelerin ortaya c¢ikmasi nedeniyle immobilizasyon
verimliligi %80°den %64’ e diigmiistiir. Alan emisyon taramali elektron mikroskobu (FESEM)
analizleri sonucunda, manyetik kuvvete duyarsiz hiicrelerin nanopartikiil igermeyen hiicreler
oldugu gozlenmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, bu serbest hiicrelerin hiicre

cogalmasindan ve nanopartikiillerin hiicre yiizeyinden ayrilmasindan kaynaklanabilecegi ve bu
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sebeple de ardigik iliretim dongiileri boyunca maya hiicrelerini toplamak i¢in etkili bir

immobilizasyon tekniginin gelistirilmesi gerektigi sonucuna varilmistir.

Yine (Tagizadeh et al., 2022)’nin yapmis olduklar1 diger bir ¢alismada, manyetik
immobilizasyonun, rekombinant P. pastoris’in biiyiimesi ve metabolik durumu iizerindeki
etkileri arastirilmistir. Koloni olusturan birim, ODeoo ve tripan mavisi testine dayali elde etmis
olduklar1 sonuglar, manyetik immobilizasyonun P. pastoris hiicrelerinin biiyiimesi ve canlilig
tizerinde olumsuz bir etkisinin olmadigini gostermistir. Ayrica, 0.5-2 mg/ml nanopartikiiller ile
immobilize edilmis hiicrelerde metabolik aktivitede yaklasik %2040 artis kaydedilmistir.
Hiicrelerin toplam protein ve karbonhidratlar1 da hiicre fonksiyonunun ana gostergeleri olarak
Ol¢iilmiis ve immobilize edilen hiicrelerde 6nemli bir degisiklik gézlenmedigi bildirilmistir.
Elde dilen sonuglara gdre, manyetik immobilizasyonun indiiklenmis rekombinant maya
hiicreleri iizerinde olumsuz bir etkisinin olmadigi, buna karsin ilging bir sekilde manyetik
immobilizasyonun hiicrelerin metabolik aktivitesini artirabilecegi ifade edilmistir (Dagci, Acar,

et al., 2024; Dagci, Solak, et al., 2024).
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MATERYAL VE METOT

Protokol Tasarimi ve Materyal Secimi

Bu baslik altinda, tez calismasinda kullanilan ana materyallerin neden sec¢ildigi ve nihai

olarak elde edilen tirtinler hakkinda genel bilgi verildi (Sekil 12).

Fe304@PEIokpa Rekombinant Dekore edilmis Transesterifikasyon iiriinii
K. phaffii hiicreleri rekombinant (FAME)
K. phaffii hiicreleri

Sekil 12. Tez galismasinda kullanilan ve elde edilen bilesenlerin sembolik gosterimleri

Bu tez caligmasi 5 asama olarak planlandi ve her bir basamak asagidaki yontemler takip

edilerek tamamlandi.

1.

Sentetik kodon optimize C. antarctica lipaz B (CalB) ve K. phaffii genomundan elde
edilen Pdi geninin E. coli hiicrelerinde klonlanmasi, koloni PCR ile dogru bakteri
transformantlarinin se¢imi ve saflastirilan plazmitlerin dizi analizi ile kontrolii.

Elde edilen rekombinant plazmitlerin maya hiicrelerine (ekspresyon konag1) transferi,
PTVA analizi ve rekombinant maya hiicreleri tarafindan CalB enziminin kiltiir
ortamina salgilanmasi.

Hiicre ylizeyini kolayca dekore edebilecek boyutlarda (<100 nm) Fe3Os@PEl1okpa
MNP’lerin sentezlenmesi.

Rekombinant K. phaffii hiicrelerinin MNP’ler ile dekorasyonu (immobilizasyonu) ve
dekore edilen (immobilize) hiicreler tarafindan salgilanan rCalB’nin aktivite tayini.

rCalB enziminin transesterifikasyon aktivitesi ile biyodizel tiretimi.

Tez galismasi hedeflerinin sematik gosterimi Sekil 13’°te verildi.
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*(1, 2, 3 ve 5 sirasiyla; pGKB-PDI/X-33, pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33, pPICZaA-CalB/X-33 ve
pGKBa-CalB+pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 rekombinant hiicrelerin elde edilmesi ve antibiyotik igeren
ortamda secilimini, 4, 6 ve 8 elde edilen hiicreler tarafindan rCalB’nin iiretilmesi ve aktivite analizlerini, 7 en
yiiksek lipaz iiretimine sahip hiicrelerin (pGKBa-CalB+pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33) FesOs@PEliokpa
MNP’ler ile dekorasyonunu ve 9 dekore edilen hiicreler tarafindan iiretilen rCalB kullanilarak biyodizel iiretimini
gostermektedir.)

Enzimatik transesterifikasyon yontemiyle ticari ve atik yaglardan biyodizel {iretimini
gerceklestirmek i¢in katalizor olarak CalB enzimi secildi. CalB, biyokataliz reaksiyonlarinda
en yaygin kullanilan lipazlardan biridir (Anderson et al., 1998; Gotor-Fernandez et al., 2006)
ve bir¢ok konakgida basarili bir sekilde ifade edilmistir (Budisa et al., 2010; Hoegh et al., 1995;
Jung and Park, 2008; Larsen et al., 2008; Tamalampudi et al., 2007). Cesitli substratlara kars1
seciciligi (Anderson et al., 1998), yiiksek katalitik aktivitesi (Kirk and Christensen, 2002) ve
termal kararliligi (N. Zhang et al., 2003) bu enzimi ticari olarak 6nemli hale getirmistir. Bunun
yani sira, transesterifikasyon reaksiyonlarinda substrat olarak ikincil alkoller kullanildiginda
Ozgiilliigi ve yiiksek katalitik etkinligi sayesinde endiistriyel alanda 6nemli yere sahiptir (Wu

etal., 2013).

Bir enzimin, daha diisiik maliyetle ve daha yiiksek miktarda tiretimini gergeklestirmek
icin ¢esitli ekspresyon sistemleri kullanilmaktadir. Bu ¢alismada K. phaffii ekspresyon sistemi,
yiiksek miktarda protein iiretimi yapabilmesi, proteini hiicre disina salgilayabilme yeteneginin
olmasi1 ve hedef proteinlerin translasyon sonrasi modifikasyonlarini dogru yapabilmesi gibi
ozelliklerinden dolay1 tercih edildi. Ayrica, K. phaffii hiicreleri kullanilarak CalB’nin
tiretiminin gerceklestirildigi ¢alismalar literatiirde yer almaktadir (Budisa et al., 2010; Larsen
et al., 2008, 2008; Xiao et al., 2023).

Heterolog gen ekspresyonu, kodon kullanim sikligindan 6nemli 6lgiide etkilenmektedir.
Bu sebeple, rCalB enziminin iretiminde verimi artirmak i¢in C. antarctica’nin orijinal
niikleotid dizileri, K. phaffii’nin kodon kullanim egilimine gére yeniden diizenlenerek kodon

optimizasyonu yapildi.

rCalB ifadesini gii¢lendirmek i¢in kodon optimizasyonunun yani sira, CalB geni hem
yapisal (Pcap) hem de indiiklenebilir (Paox) bir promotoriin ardina yerlestirilerek K. phaffii

hiicrelerine transfer edildi.

Heterolog proteinin asir1 ifadesinin, maya hiicrelerinde kiimelenmeye sebep olabilecegi
ve salgi stresini artirabilecegi yapilan ¢alismalarla bildirilmistir (J. Huang et al., 2020). Bu
sebeple, bu tez galigmasinda elde edilen rekombinant hiicreler tarafindan yiiksek miktarda
tiretilmesi hedeflenen rCalB enziminin hiicresel ER stresinden etkilenmeden dogru bir sekilde
katlanmasina destek olmak i¢in K. phaffii hiicrelerinde dogal olarak iiretilen PDI (protein

distilfit izomeraz) enzim miktarini artirmak amaglandi. Bu amagla, hiicre i¢inde (intraselliiler)
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tiretilecek sekilde Pdi geni yapisal promotér (Pcap) arkasina yerlestirilerek K. phaffii

hiicrelerine transfer edildi.

Elde edilen bu ekspresyon sisteminde rekombinant K. phaffii hiicrelerinin protein
tiretimini iyilestirmek i¢in, PVTA diye bilinen bir yaklasimla CalB enzim miktarini artirmak
amaclandi. Zaman ve maliyet olarak daha uygun olmasi agisindan kati PTVA yerine sivi PTVA

yontemi tercih edildi (Aw and Polizzi, 2016).

MNP’ler ile mikrobiyal hiicrelerin dekorasyonunun sitoplazmik zarin gegirgenligini
artirdigt ve dolayisiyla ekstraseliiler rekombinant proteinlerin kiiltiir ortamina saliminin
artirtlmasina olanak sagladigi yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Ansari et al., 2009; Brady et
al., 1997; Dagci, Acar, et al., 2024; Dagci, Solak, et al., 2024; Taghizadeh et al., 2021). Bu
bilgiler dogrultusunda, ekstraseliiler olarak iiretimi hedeflenen rCalB enziminin hiicre disina
salinmmini artirmak amaciyla FesOs@PEliokpa manyetik nanopartikiilleri sentezlendi ve

rekombinant K. phaffii hiicrelerinin dekorasyonunda kullanildi.

Son olarak, dekore edilmis hiicreler tarafindan iretilen rCalB enziminin
transesterifikasyon yetenegiyle biyodizel iiretimi amagclandi. Oncelikle ticari aygicek yagi
kullanilarak optimum reaksiyon sartlari belirlendi. Ardindan 6nceki ¢alismalarda bildirildigi
gibi (Altinok et al., 2023), bu tez ¢alismasinda da lipaz katalizli reaksiyonu baglatmak igin
substrat olarak atik kizartma (ayg¢igek) yagi kullanildu.

Biyodizelin yiiksek iiretim maliyeti, ticarilestirilmesinin 6niinde 6nemli bir engel teskil
etmektedir. Biyodizel {iretiminde kullanilan hammaddelerin maliyeti de bu maliyeti
belirlemede onemli bir rol oynamaktadir. Bu nedenle, farkli hammaddelerden fiiretilen
biyodizelin kullanimini tesvik etmek icin genellikle iiretim maliyetinin yiiksek bir oranini
olusturan hammadde maliyetini en aza indirmek esastir. Bu nedenlerden dolay1, son zamanlarda
biyodizel hammaddesinin maliyetini en aza indirmek i¢in atik yemeklik yaglar, atik hayvansal
yaglar, sabun kalintilari, sar1 ve kahverengi gresler biyodizel {iretimi icin hammadde olarak
tercih edilmektedir (Canakci and Sanli, 2008; Ors et al., 2021; Sanli, 2019). Mevcut
yonetmeliklere gore, atik yaglarin bazi olumsuz etkileri (insan saglig lizerindeki etkiler, su
kirliligi, hava kirliligi, kanalizasyon hatlarinin tikanmasi vb.) nedeniyle atik yag bertarafi i¢in
onayli tek yontem biyodizele doniistiiriilmesidir (Sahin et al., 2024). Bu baglamda, biyodizel
iiretiminde atik yaglarin tercih edilmesi sadece yakit maliyetlerini diisiirmekle kalmayacak,
ayni zamanda olas1 olumsuz ¢evresel etkilerin azaltilmasina da katki saglayacaktir (Sahin et al.,

2024).
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Tasarlanan Primerler ve Restriksiyon Enzimleri

Kodon optimizasyonu yapilan CalB genini ve Komagataella phaffii genomunda
bulunan Pdi genini amplifiye etmek i¢in dizayn edilen primerlere ait bilgiler Tablo 2’de verildi
(Tm Calculator programi; www.thermofisher.com). Calismada kullanilan plazmit DNA’lara ait

primerler ise Tablo 3’te verildi.

Tablo 2. CalB ve Pdi Geninin Amplifikasyonu I¢in Dizayn Edilen Primerler

Primer Adi Dizisi (5°-3%) Tm (°C) %GC Uzunluk
Dream Phusion (b¢)
Tag DNA HF DNA
polimeraz  polimeraz

EcoRI-CalB- GCGGAATTCATGAAGTTGTTGTCTTTG 61,7 64,0 40,74 27
Forward
Xbal-CalB- ATCTCTAGA AGGAGTAACTATACCAGA 61,9 64,4 44,44 27
Reverse
Bspl1191-PDI- GCGTITCGAAATGCAATTCAACTGGGATA 63,9 63,6 42,86 28
Forward
EcoRI-PDI- TAGAATTCTTAAAGCTCGTCGTGAGCGT 63,3 64,6 42,86 28
Reverse

*Alt ¢izili kisimlar, restriksiyon enzimlerinin tanima bolgelerini gostermektedir.

Tablo 3. Plazmit DNA’lara Ait Primerler

Primer Ad1  Dizisi (5°-3°) Tm (°C) %GC Uzunluk Plazmitler
(bo)

pGAP GTCCCTATTTCAATCAATTGAA 47,0 32,0 22 pGKB/pGKBa

Forward

3’A0X1 GCAAATGGCATTCTGACATCC 59,0 47,6 21 pGKB/pGKBa/

Reverse pPICZoA

5°’A0X1 GACTGGTTCCAATTGACAAGC 59,0 47,6 21 pPICZaA

Forward

Kodon optimize CalB ve Pdi gen dizilimlerine dayanarak www.restrictionmapper.org
adresinden belirlenen restriksiyon enzimlerinin tanima dizisi ve kullanim amaci Tablo 4’te

verildi.
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Tablo 4. Restriksiyon Enzimlerinin Tanima Dizisi ve Kullanim Amac1

Enzim ismi Hedef bolgesi Kullanilma Amaci

EcoRl 5’-GM"AATTC-3° Ligasyon islemi oncesinde ilgili genleri (PCR
uriinii; CalB ve Pdi) ve plazmit DNA’lari
(pGKBa ve pGKB) keserek yapiskan ug
olusturmada kullanildi.

Xbal 5’-T"CTAGA -3’ Ligasyon islemi Oncesinde ilgili geni (PCR
triinii; CalB) ve plazmit DNA (pGKBa)’y1
keserek yapiskan u¢ olusturmada kullanildi.

BstBI (Bsp119l) 5’-TTA"CGAA-3° Ligasyon iglemi oncesinde ilgili geni (PCR
triinii; Pdi) ve plazmit DNA (pGKB)’y1
keserek yapiskan ug¢ olusturmada kullanildi.

Avrll (XmaJdl) 5’-CrCTAGG-3’ Elde edilen rekombinant plazmiti (pGKB-
PDI) maya hiicrelerine transfer etmek igin
GAP promotdr bdlgesinden lineer héle
getirmede kullanildi.

Pmel (Mssl) 5’-GTTT"AAAC-3> Elde edilen rekombinant plazmiti (pPICZoA-
CalB) maya hiicrelerine transfer etmek ic¢in
AOX promotor bolgesinden lineer hale

getirmede kullanildi.

BsiWI-HF 5’-Cr"GTACG-3° Elde edilen rekombinant plazmiti (pGKBa-
CalB) maya hiicrelerine transfer etmek i¢in
AOX TT bolgesinden lineer hale getirmede

kullanilda.
*Kesim enzimlerinin hepsi hizli kesim (FastDigest) 6zelligindedir.

Plazmitler

Tez ¢alismasinda kalip olarak kullanilan (A, B ve C) ve klonlama sonrasi elde edilen
plazmitler (D, E ve F) Sekil 14’te verildi. Yapisal GAP promotor bolgesini iceren pGKB 6nceki
calismalarimizda kullanilmak tizere Addgene’den (USA, https://www.addgene.org/85077/)
temin edildi (Yildiz et al., 2021) ve bu tez c¢alismasinda Pdi genini klonlamak ve maya
genomuna transfer etmek i¢in kullanildi. Klonlama islemleri sonucunda pGKB-PDI elde edildi.
Diger yandan, kodon optimize edilen CalB geni metanol ile indiiklenebilen gii¢lii bir AOX
promotoriinii iceren pPICZaA igerisine yerlestirilmis halde pPICZaA-CalB olarak GenScript
firmasindan satin alindi. Rekombinant proteinlerin hiicre dis1 (ekstraselliiler) liretimi i¢in S.
cerevisiae a-eslesme faktorii (a-MF) sinyal dizisinin pGKB’ye yerlestirilmesiyle elde edilen
pGKBa laboratuvarimizda mevcuttur (Acar and Unver, 2022). pPICZaA-CalB’de yer alan
kodon optimize CalB geni, bu tez ¢alismasinda pGKBa’ya yerlestirilerek pGKBa-CalB elde
edildi. Calismada kullanilan rekombinant plazmit haritalar1 SnapGene® yazilimi

(www.snapgene.com) ile ¢izilerek gorsellestirildi (Sekil 14).
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Sekil 14. Calismada kullanilan plazmitler

*(Kalip olarak kullanilan plazmitler sirasiyla; A: pGKB, B:
sonrasi elde edilen plazmitler sirasiyla; D: pGKB-PDI, E: pPICZoA-CalB ve F: pGKBa-CalB’dir.
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Kullamilan Mikroorganizmalar, Besiyerleri, Kitler, Kimyasallar, Tampon ve Cozeltiler

K. phaffii X-33 susu, E. coli One Shot® TOP10 susu, Zeocin™, protein ve DNA
belirteci (markir) ve restriksiyon endoniikleaz enzimleri ThermoFisher Scientific™
firmasindan satin alindi. Phusion High-Fidelity DNA Polymerase, DreamTaq DNA Polymerase
ve Genelet Plasmid Miniprep Kit’i Thermo Scientific™ firmasindan, Geneticin (G418) Siilfat,
ChemCruz firmasindan, MEGAquick-spin™ Total Fragment DNA Purification Kit’1 Intron,

Genomic DNA Isolation Kit’i ise Hibrigen firmasindan satin alindi.

Transformasyondan sonra E. coli hiicreleri LS-LB (Low-Salt Luria Bertani; pH 7,5; %1
tripton, %0,5 maya Oziti ve %0,5 NaCl) plakalarinda kiiltiire edildi. Pozitif bakteri
transformantlarin segilimi i¢in 25 pg/ml zeosin veya 50 pg/ml kanamisin igeren LS-LB
plakalari1 kullanildi. K. phaffii hiicreleri YPD (%2 pepton, %1 maya ekstrakti ve %2 glikoz)
besiyerinde kiiltiire edildi. Pozitif maya transformantlarin segilimi i¢in 100 pg/ml zeocin veya
200 pg/ml genetisin igeren YPD (%2 pepton, %1 maya ekstrakti, %2 glikoz ve %?2 agar)
plakalar1 kullamldi. EasySelect™ Pichia Expression Kit (ThermoFisher Scientific™)’inde
Onerilen protokollere gore hazirlanan BMGY (buffered glycerol complex medium-
tamponlanmis karmasik gliserol besiyeri; %1 maya ekstrakti, %2 pepton, %1 KH2PO4 tamponu
(pH: 6; 100 mM), %1,34 YNB, 25 ul 500X B (%0,02 Biotin) ve %1 gliserol) ve BMMY
(buffered methanol complex medium- tamponlanmis karmasik metanol besiyeri; %1 maya
ekstrakti, %2 pepton, %1 KH2PO4 tamponu (100 mM; pH: 6), %1,34 YNB, %1 sorbitol, 50 pl
500X B (%0,02 Biotin), ve %1 kazaminoasit) besiyerleri ekspresyon ¢aligmalari i¢in kullanildi.
Enzim aktivite tayini i¢in tribiitirin agar plakasi (%] tribiitirin iceren) ve p-nitrofenil palmitat
(p-NPP) igeren substrat soliisyonu kullanildi. Demir(Il) kloriir tetrahidrat (FeCl2.4H20),
demir(IIT) kloriir hekzahidrat (FeCls.6H20) ve amonyak ¢ozeltisi (%25-30, NH4OH) Sigma-
Aldrich’ten satin alindi. Polietilenimin (PEI, dalli, 10 kDa, Polyscience), MNP’lerin yiizey
modifikasyonu i¢in kullanildi. Rekombinant K. phaffii hiicrelerinin MNP’lerle dekorasyonu

icin %0,9 NaCl iceren fizyolojik su kullanildi.
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Kullamlan Cihazlar
Bu tez ¢alismasinda kullanilan cihazlara ait bilgiler Tablo 5°te verildi.

Tablo 5. Kullanilan Cihazlara Ait Bilgiler

Cihaz Adx Marka/Model
Mikrobiyoloji biyogiivenlik kabini ESCO, Laminar flow cab.
Isitmali, ¢alkalamal1 inkiibator JSR, JSSI300C

Inkiibator Memmert

Ceker ocak Tolkim

Elektroforez Giig¢ Kaynagi Bio Rad

Elektroforez yiiriitme tanki Bio-rad, WideMini-Sub Cell GT
Mikroplaka Okuyucu Biotek-Epoch

Santrifiij Mini-G (IKA)

Santrifiij Hettich Rotofix 32A
UV-goriiniir spektrofotometre Shimadzu, UV-1800 240V
UV goriintiileme cihazi BIO-RAD Gel Doc™ XR*
Hassas terazi Shimadzu ATX224

Isiticili Manyetik Karistiricr Heidolph

PCR cihazi Proflex-Applied Biosystems

Rekombinant DNA’larin Elde Edilmesi
pPGKB-PDI’nin elde edilmesi

Genomik DNA izolasyonu ve Pdi geninin amplifikasyonu

Yapisal GAP promotdriinii igeren pGKB’ye yerlestirilecek olan Pdi geni (EMBL
AJ302014), BstBI (Bsp119l) ve EcoRlI restriksiyon enzim tanima dizilerini (Tablo 4) igerecek
sekilde tasarlanan primerler (Tablo 2) kullanilarak K. phaffii’nin genomik DNA’sindan
amplifiye edildi (J. Huang et al., 2020; Inan et al., 2006; Q. Shen et al., 2012). Amplifikasyon
sirasinda hata yapma orani Taq DNA polimerazdan 50 kat, Pfu DNA polimerazdan 6 kat daha
diisiik oldugu bildirilen Phusion High-Fidelity DNA Polymerase kullanildi (Warsame et al.,
2001). Pdi geni, Tablo 2’de verilen primerler kullanilarak optimum sartlarda PCR ile ¢ogaltild1
(Y1ldiz, 2020). Bu amagla oncelikle, K. phaffii hiicreleri YPD siv1 besiyerinde biiyiitiildii ve
ardindan genomik DNA izolasyonu gerceklestirildi. Saflastiritlan genomik DNA’lar
kullanilarak PCR amplifikasyonu i¢in optimizasyon deneyleri gergeklestirildi. En uygun sartlar
belirlendikten sonra Pdi gen bolgesi, Tablo 2’deki gibi dizayn edilen primerler ile Tablo 6 ve
Tablo 7’deki uygun PCR protokolii kullanilarak amplifiye edildi. Daha sonra, BstBI (Bsp119l)
ve EcoRI restriksiyon enzimleri ile kesildi ve genin insort edilecegi vektor de (pGKB) ayni
enzimlerle kesildikten sonra ligasyon islemi yapildi. Elde edilen rekombinant vektor pGKB-
PDI olarak adlandirildi.
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Daha onceden YPD siv1 besiyerinde biiyiitiildiikten sonra %15 gliserol i¢eren ortamda
karistirtlarak -80 °C’de saklanan hiicreler ¢ozdiiriildii ve YPD kat1 plakasina ekim yapilarak 48
saat boyunca 30 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda, biiyiiyen hiicreler toplanarak YPD
stvi besiyerine (10 ml) inokiile edildi ve ardindan, 30 °C’de 150 rpm’de gece boyunca inkiibe
edildi. Ardindan, toplanan maya hiicrelerinden “Genomik DNA izolasyon Kiti” kullanilarak
genomik DNA izolasyonu iglemi iiretici firma protokoliine gore gerceklestirildi. Genomik DNA
izolasyonu kisaca su sekilde gerceklestirildi; ODeoo degeri 1,5-2,0 ulasan maya kiiltiirii 1200
g’de oda sicakliginda 5 dk santrifiij edildi ve santrifiij sonras1 siipernatant uzaklastirilip, elde
edilen pelet lizerine dogrudan 2 ml hacimde steril distile su eklendi. Hazirlanan 6rnek iizerine
600 ul ML Tamponu 2 pl enhancer, 20 pl Proteinaz K (20 mg/ml) ve 10 ul RNaz A (10 mg/ml)
eklendi. Ornekler, en az 15 saniye vortekslendi ve ardindan 60 °C’de 30 dk inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresince 2-3 dakikada bir yavasca birkag kez alt iist edildi. Orneklerin
tizerine 220 ul MB Tamponu eklendi ve yavasca 10-15 kez alt iist edildi. Karigim {izerine 220
ul 6nceden sogutulmus etanol (%100-96) eklendi. Hazirlanan karigimin 750 pl’si alinip kolona
aktarild1 ve 10900 g’de 3 dk oda sicakliginda santrifiij edildi. Toplama tiipiine siiziilen siv1
atildiktan sonra kolona 500 pl MY Tamponu eklendi ve 10900 g’de 1 dk oda sicakliginda
santrifiij edildi (2 kere). Filtreli tliplin membranmnin tamamen kurumasi ic¢in higbir sivi
eklenmeden 10900 g’de 3 dk santrifiij edildi. Toplama tiipli siiziilen siviyla birlikte atild.
Ardindan, filtreli tiip temiz 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiipiine alindi ve membran {izerine 50-100
pl ME Tamponu eklendi. Oda sicakliginda 2 dk inkiibe edildi ve ardindan 10900 g’de 2 dk
santrifiij edildi. Elde edilen genomik DNA’lar nanodrop spektrofotometrede Olgiildii ve
konsantrasyonlari belirlendi. Ardindan, kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi (Y1ildiz, 2020).

Tablo 6. Pdi Geninin Amplifikasyonu I¢in PCR Karigimi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar (ul)
DNA (gDNA) 0,5 (45 ng)
dNTP mix (10 mM) 15

MgCl2 (50mM) 0,5

F primer (10 pmol/ul) 1

R primer (10 pmol/ul) 1

5X Phusion HF tamponu 5

Niikleaz igermeyen su 10

Phusion High-Fidelity (HF) DNA Polimeraz 0,5
Toplam hacim 20
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Tablo 7. Pdi Geninin Amplifikasyonu I¢in PCR Sartlart

Sicaklik (°C) Siire Dongii
98 30 sn 1

98 10 sn

64 30 sn 35

72 1dk

72 5 dk 1

4 o0 1

pGKBa-CalB’nin elde edilmesi
CalB geninin kodon optimizasyonu ve amplifikasyonu

C. antarctica LF 058 susuna ait CalB geninin kodonlar1 K. phaffii’ye gore optimize
edildi (C. G. Park etal., 2009; J. K. Yang et al., 2013). K. phaffii hiicrelerine gonderilecek CalB
geninin translasyon verimliligini artirmak i¢in NCBI’dan (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) C.
antarctica lipase B genine ait dizi (GenBank: Z30645; P41365) alindiktan sonra “Codon
optimization tool” (https://eu.idtdna.com/codonopt) araci kullanilarak K. phaffii’nin kodon
kullanim egilimi incelendi. Optimizasyon oncesi ve sonrasi kodon adaptasyon indekslerini
(CAI) belirlemek i¢in GenScript Rare Codon Analysis Tool (GenScript, Piscataway, NJ, ABD)
adl yazilim kullanildi. Yalnizca S, L, V, G ve A (serin, 16sin, valin, glisin ve alanin) amino
asitlerini kodlayan diisiik frekansa sahip kodonlar, K. phaffii’nin kodon kullanma sikligina gére
daha yiiksek frekansa sahip kodonlarla yer degistirildi. Kodon optimize CalB dizisi,
pPICZaA’ya yerlestirilmis olarak (pPICZaA-CalB) temin edildi.

pPICZoA-CalB igerisinde bulunan kodon optimize CalB geni, spesifik olarak dizayn
edilen primerler (Tablo 2) ile Tablo 8 ve Tablo 9’daki uygun PCR protokolii kullanilarak
amplifiye edildi. Daha sonra, EcoRI ve Xbal restriksiyon enzimleri ile kesildi ve genin insort
edilecegi plazmit de (pGKBa) ayni enzimlerle kesildikten sonra ligasyon islemi yapildi. Bakteri

transformasyonu sonrasi elde edilen rekombinant plazmit, pPGKBa-CalB olarak adlandirildi.

Tablo 8. CalB Geninin Amplifikasyonu I¢in PCR Karisimi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar (ul)
Plazmit DNA (pPICZaA-CalB) 2,5 (5ng)
dNTP mix (10 mM) 1,5

MgClz (50mM) 0,5

F primer (10 pmol/ul) 1

R primer (10 pmol/pl) 1

5X Phusion HF tamponu 5

Niikleaz igermeyen su 8,2

Phusion High-Fidelity (HF) DNA Polimeraz 0,3
Toplam hacim 20
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Tablo 9. CalB Geninin Amplifikasyonu I¢in PCR Sartlari

Sicaklik (°C) Siire Dongii
98 30 sn 1
98 10 sn
62 30 sn 35
72 1dk
72 5dk 1
4 o0 1

Bundan sonraki kisimda, Pdi ve CalB genlerinin PCR islemi ile amplifiye edilmesinden
pGKB-PDI ve pGKBoa-CalB’nin elde edilmesine kadar gergeklestirilen tiim Kklonlama
basamaklari birlikte verilerek agiklandi.

Klonlama deneyleri 6zetle su sekilde yapildi (Yildiz, 2020); PCR sonrasi elde edilen
Pdi ve CalB genlerine ait DNA &rnekleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra UV
goriintiileme cihazi ile goriintiilenerek dogrulugu teyit edildi (Sambrook and Russell, 2001).
Amplifiye edilen CalB ve Pdi genlerinin jelden saflastirilmasinda MEGAQuick-spin™ Total
Fragment DNA Purification Kit’i kullanildi ve saflagtirma islemi {iretici protokoliine gore
yapildi (Dagc1, 2024). Saflastirma sonucunda nanodrop spektrofotometrede (Epoch) 6lgiilen ve
kesim enzimlerinin tanima dizilerini igeren PCR iiriinleri, restriksiyon enzimleri ile kesildi (Pdi
geni i¢in BstBI (Bsp1191) ve EcoRI enzimleri kullanilirken, CalB geni i¢in EcoRI ve Xbal
enzimleri kullanildi). Rekombinant plazmitleri elde etmek i¢in pGKB ve pGKBa da entegre
edilecek genlerin kesiminde kullanilan ayni enzimlerle kesildi. Kesilen plazmitlerin 5’
ucundaki fosfat gruplari, CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase) enzimi ile uzaklastirildi.
Kesim reaksiyonu, iretici firmanin protokoliine uygun olarak gergeklestirildi. Kesim

reaksiyonlarina ait karisim igerikleri Tablo 10 ve Tablo 11’de verildi.

Tablo 10. pGKB-PDI Eldesi I¢in Kesim Reaksiyonu Karigim Igerigi

Kesim reaksiyonu icerikleri Miktar (ul) Miktar (ul)
(PGKB) (PCR iiriinii; PDI)

Niikleaz igermeyen su 13,38 19,97

10X FastDigest tamponu 2 2

DNA 2,62 (1 pg) 6,03 (200 ng)

FastDigest Bsp119I 1 1

FastDigest EcoRl 1 1

Toplam hacim 20 30
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Tablo 11. pGKBa-CalB Eldesi I¢in Kesim Reaksiyonu Karisim Icerigi

Kesim reaksiyonu icerikleri Miktar (ul) Miktar (ul)
(pGKBa) (PCRiiriinii; CalB)

Niikleaz igermeyen su 14,08 23,26

10X FastDigest tamponu 2 2

DNA 1,92 (1 pg) 2,74 (200 ng)

FastDigest Xbal 1 1

FastDigest EcoRlI 1 1

Toplam hacim 20 30

Elde edilen karigimlar, 37 °C’de 30 dakika boyunca inkiibe edilerek enzim aktivasyonu
saglandiktan sonra, 5 dakika boyunca 80 °C’de inkiibe edilerek enzim inaktive edildi. Daha
sonra, plazmit DNA igeren kesim tiiplerine CIAP (1ul) eklendi ve 60 dakika boyunca 50 °C’de
inkiibe edildi. Reaksiyon sonunda plazmitlerin kesilip kesilmedigi, %1°lik agaroz jelde 1,5 saat
boyunca 60 V’de yiiriitiildiikten sonra goriintiilenerek tespit edildi.

Iki enzim ile kesim islemi yapilan PCR iiriinlerinin fenol-kloroform ekstraksiyonu
gerceklestirildi ve elde edilen pelet, 10-20 ul TE tamponunda ¢oziildi (Yildiz 2020). Kesim
reaksiyonu sonrasi agaroz jele yiiklenip yiiriitilen plazmit DNA’lar da “MEGAquick-spin™
Total Fragment DNA Purification Kiti” ile jelden ekstrakte edildi (Dagc1, 2024). Elde edilen
Genler (Pdi ve CalB) ve yerlestirilecekleri plazmit DNA’lar ayni spesifik enzimlerle kesilip
saflastirildiktan sonra, Tablo 12°de verilen ligasyon karigimlari ayri ayri hazirlanarak 16 saat
boyunca 16 °C’de inkiibe edildi.

Tablo 12. Ligasyon Reaksiyonu

Ligasyon reaksiyon karisim Miktar (ul) Miktar (ul)
icerigi (pGKB-PDI) (pGKBa-CalB)

10X igasyon tamponu 4 4
Insort DNA 6,7 (134,12 ng) 4,14 (82,8 ng)
Cift kesilmis plazmit DNA 3 (100 ng) 4,4 (100 ng)
T4 DNA ligaz 1,5 1,5
Niikleaz igermeyen su 4.8 5,96
Toplam hacim 20 20

Ligasyon reaksiyonu basamaginda elde edilen {irlinlerin, bakteri hiicrelerine transfer
edilmesi i¢in 6nce kompetan E. coli One Shot TOP10 hiicreleri hazirlandi ve 100 ul’lik
aliquatlara ayrildi (Dagc1, 2024). Ardindan iizerine, 10 pg-100 ng (5 pl) ligasyon iiriinii ilave
edildi (Invitrogen, 2010a, 2010b). Ayn1 zamanda, ticari olarak temin edilen pPICZaA-CalB (30
ng) de transfer edildi.
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Transformasyon isleminin ardindan, tiiplerin kapag sikica kapatilarak 37 °C’de 1 saat
boyunca 225 rpm’de ¢alkalanarak inkiibe edildi. Siire sonunda, LB-kanamisin (0GKB-PDI ve
pGKBa-CalB) ve LSLB-zeosin (pPICZaA-CalB) se¢im plakalarmma transformasyon
karisimlarindan 100-200 pl yayilarak 37 °C’de gece boyu inkiibe edildi.

Biiyiiyen kolonilerden birer tane segilerek LB sivi besiyerinde 30 °C’de 180 rpm’de
inkiibe edilerek biiyiitiildii. Daha sonra, ‘GeneJET plazmid Miniprep Kit’i kullanilarak iiretici
firma protokoliine gore plazmit DNA izolasyonu yapildi (Dagci, 2024). Plazmit DNA’nin
miktari, nanodrop spektrofotometre ile belirlendi. Diger yandan, plazmitler agaroz jele yiiklendi

ve 60 V’de 1,5 saat yiirttiildiikten sonra goriintiilendi.

Elde edilen plazmit DNA’lar kullanilarak Tablo 2 ve Tablo 3’te verilen hem gen hem
de vektor DNA’lara ait spesifik primerlerle PCR yapildi. Reaksiyon i¢in gerekli olan karigim
icerigi ve PCR sartlar1 Tablo 13 ve Tablo 14°te verildi. Vektor primerlerinin baglanma sicakligi
56 °C olarak ayarlandi. Reaksiyon sonunda elde edilen PCR {iriinleri, %1°lik agaroz jelde, 60
V’de 90 dk. yiiriitiildiikten sonra goriintiilendi.

Tablo 13. PCR I¢in Karisim Igerigi

PCR karisim icerigi Miktar (ul) Miktar (ul)
(pGKB-PDI ) (pGKBa-CalB)

Plazmit DNA 30 ng 30 ng

dNTP mix (10 mM) 1,5 1

MgCl2 (50 mM) 1,5 1

F primer (10 pmol/ul) 1 1

R primer (10 pmol/pl) 1 1

10xPCR tamponu 1,5 1,5

Niikleaz igermeyen su 75 8,5

DreamTaq DNA polimeraz 1 1

Toplam hacim 15 15

Tablo 14. PCR Sartlar1

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (dk.)
1 94 10
94
PDI 64
35 CalB 62,5
PDI 72
CalB 72

8 Ul |N|kR|k|k
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Muhtemel rekombinant plazmitin dizi analizi ile dogrulanmast

Secilen kolonilerden izole edilen plazmit DNA’larin dogrulugunu teyit etmek i¢in ¢ift
yonlii (pGKB-PDI i¢in pGAP-F ve 3’AOX-R primerleri; pGKBa-CalB i¢in Alpha-F ve
3’AOX-R primerleri ile) Sanger dizi analizi BMLabosis firmasi’na (Ankara) hizmet alimi ile

yaptirildi.

Rekombinant K. phaffii Hiicrelerinin Elde Edilmesi

K. phaffii hiicrelerine, elde edilen plazmit DNA’larin sirali bir sekilde transfer
edilmesiyle farkli gen kombinasyonlarina sahip rekombinant mayalar elde edildi. Basarili bir
sekilde gen aktarimi yapilan rekombinant K. phaffii hiicreleri antibiyotikli ortamda ve PCR ile
secildi. Ardindan, segilen koloniler YPD sivi besiyerinde biiyiitiildiikten sonra %15 gliserol
iceren ortamda karistirilarak -80 °C’de saklandi (Manoel et al., 2016).

Gen kopya sayisindaki artiglar, ER’de proteinlerin asir1 birikimine yol agarak hiicresel
strese neden olmaktadir. Bu sebeple, dncelikle protein katlanmasina yardimci olmak ve
sekresyonu hizlandirmak i¢in K. phaffii genomunda dogal olarak bulunan Pdi geni, mayanin
genomik DNA’sindan spesifik primerler kullanmilarak cogaltildi. Daha sonra, yapisal bir
promotor ardina yerlestirilerek elde edilen pGKB-PDI K. phaffii hiicrelerine transfer edildi
(pGKB-PDI/X-33 hiicreleri elde edildi) (A). Ardindan elde edilen bu rekombinant hiicrelere,
metanolle indiiklenebilir giiclii bir promotér olan AOX1 ardina yerlestirilerek elde edilen
pPICZaA-CalB transfer edildi (pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 hiicreleri elde edildi) (B).
PDI’nin CalB enziminin iiretimine olan etkisini degerlendirmek amaciyla kontrol grubu olarak
pPICZoA-CalB, K. phaffii hiicrelerine transfer edildi (pPICZaA-CalB/X-33 hiicreleri elde
edildi) (C). Daha sonra, genomik DNA izolasyonu ve ardindan ¢apraz PCR ile dogrulanan
koloniler (rekombinant B ve C hiicreleri), PTVA yontemiyle sirali antibiyotik (zeosin) dozlari
ile muamele edildi. PTVA sonrasinda secilen koloniler iiretim kiiltiiriine alinarak lipaz {iretimi
sagland1 ve ardindan, lipaz aktivite testi ve tayin yontemleriyle en iyi etkinlik gdsteren grup
belirlendi. Hem metanolle indiiklenebilir AOX1 promotorii hem de yapisal GAP promotorii
arkasinda enzim tiretimi (rCalB) gerceklestirmek amaciyla en iyi aktivitenin gézlendigi, hem
PDI hem de CalB igeren rekombinant maya hiicrelerine (pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33)
pGKBa-CalB transfer edildi (pGKBa-CalB+pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 hiicreleri elde
edildi) (D). Yine, genomik DNA izolasyonu ve ardindan ¢apraz PCR ile dogrulanan koloniler
(rekombinant D hiicreleri), PTVA yontemiyle sirali antibiyotik (genetisin) dozlari ile muamele

edildi. PTVA sonrasinda segilen koloniler {iretim kiiltiiriine alinarak lipaz iiretildi ve aktivite
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tayin yontemleriyle en iyi etkinlik gdsteren koloni belirlendi. Bu siiregte elde edilen tiim

rekombinant K. phaffii hiicrelerine ait bilgiler Tablo 15’te verildi.

Tablo 15. Rekombinant K. phaffii Hiicrelerinin Elde Edilmesi ve Adlandirilmasi

Rekombinant  Transfer edildigi hiicre Elde edilen rekombinant hiicre Kisaltma
plazmit
A pGKB-PDI K. phaffii X-33 pGKB-PDI/X-33 P
B pPICZoA-CalB pGKB-PDI/X-33 pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 CP
C pPICZoA-CalB K. phaffii X-33 pPICZaA-CalB/X-33 C

D pGKBa-CalB  pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 pGKBa-CalB+pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33  CCP

pPpGKB-PDI/X-33 hiicrelerinin elde edilmesi
Rekombinant DNA’nin kesimi ve fenol-kloroform ekstraksiyonu

E. coli hiicrelerinden izole edilen pGKB-PDI, K. phaffii hiicrelerine transfer edilmeden
once FastDigest XmaJl (Avrll) enzimi kullanilarak lineer hale getirildi. Kesim islemi, iiretici
firma protokoliine gore gerceklestirildi. Tablo 16’daki gibi hazirlanan karigim, 37 °C’de 30
dakika boyunca inkiibe edildikten sonra CIAP (1 ul) eklenerek 5 dakika boyunca 50 °C’de
inkiibasyona birakildi. Reaksiyon sonunda, karistmin 3 pl’si agaroz jelde yiiriitilip UV

goriintiileme cihazinda goriintiilendi.

Tablo 16. Plazmit DNA’nin Kesim Reaksiyonu Karisim I¢erigi

Reaksiyon karisim igerigi Miktar (ul)
Niikleaz igermeyen su 15,82
10xFast Digest Tamponu 2

Plazmit DNA (pGKB-PDI) 1,18 (1 pug)
FastDigest Enzim 1

Toplam hacim 20

Lineer hale getirilmis vektorler fenol/kloroform/izoamilalkol ekstraksiyonu ile

saflagtirildi ve pelet, 50 ul niikleaz icermeyen su ile ¢oziildii (Yildiz, 2020).
Kompetan K. phaffii hiicrelerinin hazirlanmasi ve LiCl ile transformasyonu

Yaklagik 48 saat boyunca 30 °C’de YPD kati plakasinda inkiibe edilen K. phaffii
hiicreleri YPD sivi (50 ml) besiyerine inokiile edildi. ODsoo degeri 0,8-1’¢ ulagana kadar 30
°C’de (100-150 rpm) inkiibe edilen kiiltiir s1vis1 santrifiij edilerek hiicreler toplandi (+4 °C,
1500 g, 4 dakika). Elde edilen hiicre peleti 25 ml steril saf su ile yikandiktan sonra santrifiijlendi
(1500 g’de 10 dakika). Pelet iizerine 1 ml 100 mM LiCl eklenerek siispanse edildi ve steril

mikrosantrifijj tiipline alind1. Hiicre slispansiyonu, 15 saniye boyunca maksimum hizda (16000
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rpm) 24 °C’de santrifiij edilerek LiCl uzaklastirildi. Pelet tizerine 100 mM LiCl’den 400 pl
eklendi ve hiicreler siispanse edildi. Transformasyon isleminde kullanilmak {izere siispanse
edilen hiicreler 50 pl’lik aliquatlara ayrildi. Lineer hale getirilen rekombinant DNA’larin K.
phaffii hiicrelerine transformasyon islemi, iiretici firma protokoliine gore gerceklestirildi
(Invitrogen, 2010a, 2010b; Unver et al., 2015). Ardindan, hiicre peletinin iizerine antibiyotik
icermeyen YPD siv1 besiyerinden 1 ml eklenerek hiicreler tekrardan siispanse edildi. Hiicre
siispansiyonu, steril tiipe alinarak 30 °C’de 200 rpm’de calkalanarak inkiibe edildi. 4 ve 16
saatlik inkiibasyonun ardindan hiicre slispansiyonundan 100 pl alinarak antibiyotik iceren YPD
kat1 plakalarina steril drigalski ile yayma islemi yapildi. Transformant i¢eren plakalar, 30 °C’de
48-72 saat boyunca inkiibe edildi. pPGKB-PDI igeren transformantlarin segilimi igin antibiyotik
(200 pg/ml genetisin (G418)) igeren YPD kat1 plakalari kullanildi.

Pozitif maya transformantlarinin dogrulanmasi

Transformasyon islemi sonrasi lineer pPGKB-PDI’nin maya genomuna entegrasyonunu
teyit etmek amactyla genetisin antibiyotigine direng gosteren kolonilerden 5 tanesi se¢ildi. YPD
kat1 plakasina ekim yapilarak 48 saat boyunca 30 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
biiyiiyen hiicreler toplanarak YPD sivi (10 ml) besiyerine inokiile edildi ve ardindan, 30 °C’de
150 rpm’de gece boyu inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan toplanan maya hiicrelerinden
“Genomik DNA izolasyon Kiti” kullanilarak genomik DNA izolasyonu islemi daha énceki

basamakta anlatildig1 gibi iiretici firma protokoliine gore gerceklestirildi.

Elde edilen gDNA’lar kullanilarak PDI-F ve 3’ AOX-R primerleri ile ¢apraz PCR iglemi
gerceklestirildi. PCR igin primerler, Tablo 2 ve Tablo 3’te verilirken karisim igerigi ve
reaksiyon sartlar1 Tablo 17 ve Tablo 18’de verildi. Reaksiyon sonunda elde edilen PCR

tiriinleri, %1°lik agaroz jele yiiklenerek 60 V’de 90 dk. yiiriitiildiikten sonra goriintiilendi.

Tablo 17. PCR i¢in Karisim Igerigi

PCR Kkarisim icerigi Miktar (ul)
gDNA (pGKB-PDI/X-33) 1 (100 ng)
dNTP mix (10 mM) 1,5

MgCl2 (50 mM) 1,5

F primer (10 pmol/ul) 1

R primer (10 pmol/pl) 1

10xPCR tamponu 1,5
Niikleaz igermeyen su 6,5
DreamTaq DNA polimeraz 1

Toplam hacim 15
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Tablo 18. PCR Sartlar1

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (dk.)
1 94 10
9 1
35 62 1
72 2
1 72 5
4 00

pPICZoA-CalB+pGKB-PDI/X-33 ve pPICZaA-CalB/X-33 hiicrelerinin elde
edilmesi

E. coli hiicrelerinden izole edilen pPICZaA-CalB, onceki basamakta elde edilen
pGKB-PDI/X-33 hiicrelerine (P3) ve kontrol grubu olarak K. phaffii hiicrelerine transfer
edilmeden 6nce FastDigest Mssl (Pmel) enzimi kullanilarak lineer hale getirildi. Kesim islemi,
tiretici firma protokoliine gore gerceklestirildi. Tablo 19°a gore hazirlanan karigimlar, 30 dakika
boyunca 37 °C’de inkiibe edildikten sonra 65 °C’de 10 dakika inkiibe edilerek enzim inaktive
edildi. Daha sonra, CIAP (1 pl) eklenerek 5 dakika boyunca 50 °C’de inkiibe edildi. Reaksiyon

sonunda, karisimin 3 pl’si agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra goriintiilendi.

Tablo 19. Plazmit DNA nin Kesim Reaksiyonu Karisim Igerigi

Reaksiyon karisim igerigi Miktar (ul)
Niikleaz igermeyen su 14,32
10xFast Digest Tamponu 2

Plazmit DNA (pPICZaA-CalB) 2,68 (1 ug)
FastDigest Enzim 1

Toplam hacim 20

PCR iirinlerinin fenol-kloroform ekstraksiyonu, kompetan K. phaffii ve pGKB-PDI/X-
33 hiicrelerinin hazirlanmasi ve bu kompetan hiicrelerin ayr1 ayr1 LiCI ile transformasyonu
onceki boliimde anlatildig1 sekilde yapildi. Pozitif maya transformantlarinin dogrulamasinin
yapilmasi i¢in genomik DNA izolasyonu yapildi ve elde edilen gDNA’lar kullanilarak CalB-F
ve 3°’AOX-R primerleri ile ¢apraz PCR islemi gergeklestirildi. PCR i¢in primerler, Tablo 2 ve
Tablo 3’te verilirken karisim igerigi ve reaksiyon sartlar1 Tablo 20 ve Tablo 21’de verildi.

Reaksiyon sonrasi elde edilen PCR iiriinleri, 60 V’de 90 dk. yiiriitiildiikten sonra goriintiilendi.
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Tablo 20. PCR I¢in Karisim Igerigi

PCR Kkarisim icerigi Miktar (ul)
gDNA (pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 ve pPICZaA-CalB/X-33) 1 (100 ng)
dNTP mix (10 mM) 1

MgCl2 (50 mM) 1

F primer (10 pmol/ul) 1

R primer (10 pmol/ul) 1

10xPCR tamponu 1,5
Niikleaz igermeyen Su 7,5
DreamTaqg DNA polimeraz 1

Toplam hacim 15

Tablo 21. PCR Sartlar1

Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire (dk.)
1 94 10
94 1
35 61 1
72 1,5
1 72 5
4

PTVA ile Cok Kopyah Klonlarin Se¢ilimi (pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 ve
pPICZaA-CalB/X-33)

Genomik DNA izolasyonunun ardindan PCR islemi ile dogrulanan pPICZaA-
CalB+pGKB-PDI/X-33 ve pPICZaA-CalB/X-33 transformantlarina ait koloniler kullanilarak
stvi PTVA analizine gecildi. Bu islem; Sunga ve arkadaslarinin yaptigi yontem modifiye
edilerek sirastyla; 100, 500, 1000, 1500, 2000, 2500 ve 3000 pg/ml konsantrasyonlarda zeosin
antibiyotigi igeren YPD s1v1 besiyerleri kullanilarak gerceklestirildi (Sunga et al., 2008). Sivi
PTVA i¢in segilen koloniler, baglangi¢ antibiyotik konsantrasyonuna sahip (100 pg/ml) 5 ml
YPD s1v1 besiyeri i¢gine inokiile edildikten sonra 30 °C’de ¢alkalanarak (250 rpm) 24 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan Kkiiltiir sivis;, 4000 rpm’de oda sartlarinda 5 dk.
santrifiijlendikten sonra siipernatant (iist faz) atildi. Peletler toplanarak bir sonraki sirali
antibiyotik konsantrasyona sahip YPD sivi besiyerine inokiile edildi ve ayni sartlarda
inkiibasyona devam edildi. Bu seg¢ilim diizenegi, en yiiksek antibiyotik konsantrasyonuna

(3000 pg/ml) ulasilana kadar devam etti.

Spotlama testi i¢in; 24 saat boyunca inkiibe edilen kiiltiir sivisindan 6rnek alinarak
fizyolojik su ile 10! kat diliie edildi ve bu diliisyon islemine ilgili antibiyotigin her sirali
konsantrasyonunda 10 kat artirilarak devam edildi. Ilgili antibiyotigin 3000 pg/ml
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konsantrasyonundaki son iireme periyodundaki kiiltiir stvisindan &rnek almarak 10° kat diliie
edildi. Her diliisyon isleminden sonra 4 pl 6rnek alinarak antibiyotik icermeyen YPD kati

plakasina spot yapildi ve 30 °C’de 2-3 giin boyunca inkiibasyona birakildu.

Rekombinant Candida antarctica Lipaz B (rCalB)’nin Uretimi

PCR ile dogrulanan ve PTVA ile segilen rekombinant maya hiicreleri YPD agara
ekilerek 30 °C’de 48-60 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan biiyiiyen hiicreler dze ile
topland:r ve 12,5 ml’lik BMGY 6n kiiltiir besiyerine inokiile edildi. Ardindan 30 °C’de, 225
rpm’de ODeoo degeri yaklasik 2 oluncaya kadar inkiibe edildi. Istenilen OD degerine ulasan
kiiltiir sivis1 24 °C’de 10 dk. boyunca 4000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiijden sonra toplanan
hiicre peleti %1 kasamino asit (proteaz inhibitdrii) ve %1 sorbitol (karbon kaynagi) i¢eren son
hacim 25 ml olan BMMY ortamimna yeniden siispanse edildi. 250 ml hacimli ¢entikli
erlenmayerlerde 30°C’de, 280 rpm’de, 120 saat boyunca inkiibasyona birakildi ve promotor
indiiksiyonu icin kiiltiir ortamima 24 saatte bir %0,5 olacak sekilde saf metanol eklendi
(Bharathiraja et al., 2016; Unver et al., 2021). 120 saat inkiibasyon sonrasi kiiltiir sivisindan
aliman Ornekler, 4°C’de, 5000 rpm’de 5 dk. santrifiijj edildi ve rCalB enzimini igeren

slipernatantlar, enzim aktivite tayini ve SDS-PAGE analizinde kullanildi.

Rekombinant Lipazin Aktivite Analizi ve Goriintiilenmesi
Kalitatif analiz (Kuyu difiizyon testi)

Onceki basamakta elde edilen lipaz iceren siipernatantlar, Amicon® Ultra Santrifiij
filtreler (Merck Millipore; 30 kDa) kullanilarak 10 kat konsantre edildi. Onceden hazirlanmis
olan Tribiitirin agar plakasinda (%1 tributirin igeren) agilan kuyular 50 pl konsantre siipernatant
ile dolduruldu. Kontrol grubu olarak, lipaz iiretmeyen rekombinant susa (pPICZaA) ait
stipernatant kullanildi. Daha sonra, plakalar parafilmle sarilarak 30 °C’de 3-5 giin boyunca

inkiibasyona birakildi.

Kantitatif analiz (Spektrofotometrik analiz)

Konsantre 6rneklerdeki lipaz aktivitesini 6lgmek igin p-nitrofenil palmitat (p-NPP)
hidrolize edildi ve olusan iiriin (p-nitrofenol) spektrofotometrik olarak analiz edildi. p-NPP’nin
CalB katalizli reaksiyonu Sekil 15’te gosterildi (Heiligenthal et al., 2022). Aktivite deneyi
kisaca su sekilde yapildi; Oncelikle, iki ayr1 reaksiyon ¢ozeltisi olusturuldu. Bunlardan A
¢ozeltisi; 0,007 g gum Arabic, %0,4 triton X-100 ve 250 mM fosfat tamponu (pH 7,0) igerirken,
B ¢ozeltisi; 8 ml izopropanol icinde 24 mg p-NPP icermektedir. Lipaz emiilsifiye edici substrat

coOzeltisi (substrat reaktifi) ise, bir birim B ¢o6zeltisinin dokuz birim A ¢ozeltisi ile
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homojenlestirilmesiyle hazirlandi. Daha sonra, 0,9 ml substrat reaktifine 0,1 ml lipaz ¢ozeltisi
eklendikten sonra vortekslenen karisim 40 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. 1nkijbasy0n sonunda,
enzimi denatiire etmek ve hidroliz reaksiyonunu durdurmak i¢in reaksiyon karigimi 100 °C’de
5 dakika kaynatildi. Karisim, 10000 rpm’de 10 dakika oda sicakliginda santrifiij edildikten
sonra salinan p-nitrofenol miktar1 410 nm’de bir spektrofotometre (Shimadzu, UV-1800 240V)
kullanilarak 6l¢tildii. Kor olarak kullanilan karisima, enzim kaynag (siipernatant) yerine 0,1 ml
enzim igermeyen siipernatant eklendi (Kamel Ariffin and Idris, 2022). Gruplar arasindaki lipaz
aktivitesini degerlendirmek ve karsilastirmak amaciyla 410 nm’de Slgiilen absorbans degerleri
temel alinarak goreceli aktivite (relative activity) hesaplandi. Goreceli aktivite, salinan p-
nitrofenol tiretiminin yiizdesi olarak gosterilir, maksimum deger %100 olarak kabul edilir (Tian
et al., 2021). Deney kosullar1 altinda, 1 pmol/dakika p-NPP’yi hidrolize etmek igin gereken
enzim miktar1 bir birim (EU) lipaz aktivitesi olarak belirlenmektedir. p-nitrofenol igin 13,290
Mt cm™’lik bir molar ekstinksiyon katsayis1 (¢410) kullanildi (Hung et al., 2003; Komesli et
al., 2021; Kordel et al., 1991).

OH
e C15H31 CalB HO C15H31
. T
o}
e}
O,N O,N

p-NPP p-nitrofenol palmitik asit

Sekil 15. p-nitrofenil palmitatin (p-NPP) CalB katalizli reaksiyonu
Sekil (Heiligenthal et al., 2022)’den alintilanmustir.

SDS-PAGE analizi ve giimiis boyama

Toplam protein konsantrasyonu, standart olarak sigir serum albiimini kullanilarak bir
spektrofotometrik yontemle belirlendi ve her numune ii¢ tekrar halinde 6lgiildii (Bradford,
1976). Lipaz iceren drnekler, hazirlanan %10’ luk SDS-PAGE jelindeki kuyulara yiiklenerek 80
V’de 30 dk. ardindan, 120 V’de 90 dk. boyunca yiiriitiildii (U.K. Laemmli, 1970). Son olarak,
jeldeki protein bantlar1 glimiis boyama yontemi ile boyanarak goriiniir hale getirildi (Acar et
al., 2023). Giimiis boyama islemi su sekilde gergeklestirildi; Protein 6rneklerinin oldugu jel
“tespit soliisyonu (30 ml ultrapure saf su, 15 ml %9611k etanol ve 5 ml asetik asit)” i¢eren bir
kaba alinarak 30 dk. boyunca yavasga c¢alkalanmaya birakildi. Siire sonunda, tespit soliisyonu
uzaklastirilarak jel 6nce saf su ile ¢alkalanarak bir kez yikand1 ve ardindan iizerine “rediiksiyon
soliisyonu (22,5 ml saf etanolde ¢6ziinmiis 2,4 g sodyum asetat (pH 6), 40 ml ultrapure saf su,
75 mg sodyum tiyosiilfat ve 1,5 ml gluteraldehit, son hacim 75 ml)” eklendi. Ardindan, 30 dk.
boyunca calkalandiktan sonra saf su ile ¢alkalanarak yikama islemi yapildi (3 kez). Yikama

isleminin ardindan, jel “boyama soliisyonu (50 ml ultrapure saf su, 50 mg giimiis nitrat ve 15
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ul formaldehit)’na alinarak 20 dk. boyunca calkalandi. Boyamanin ardindan saf su ile yikanan
jel, “yikama-1 soliisyonu (135 ml ultrapure saf su, 1,875 g sodyum karbonat ve 60 pl
formaldehit)”’na alind1 ve standart olarak kullanilan protein bantlar1 (protein markir) gériinmeye
baslayana kadar yavas bir sekilde ¢alkalandi. “Yikama-1 soliisyonu” uzaklastirildiktan sonra
jel, “yikama-2 soliisyonu (300 ul gliserol, 6,25 ml asetik asit ve son hacim 125 ml)”na
alindiktan sonra rengi acilana kadar bekletildi. Ardindan, jel saf su iceren baska bir kaba
alindiktan sonra goriintiilendi (Abul, 2019).

pGKBa-CalB+pPICZoA-CalB+pGKB-PDI/X-33 hiicrelerinin elde edilmesi

E. coli hiicrelerinden izole edilen pGKBa-CalB, onceki basamakta elde edilen
pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 (CP31) hiicrelerine transfer edilmeden 6nce BsiWI-HF
enzimi (AOX TT bolgesinden lineer hale getirmek i¢in) kullanilarak lineer hale getirildi. BsiWI-
HF enzimi AOX TT bolgesinden kestigi i¢in lineer hale gelen plazmit DNA, GAP
promotoriinden farkli bir bolgeden genoma entegre olacagi i¢in pPICZaA-CalB+pGKB-
PDI/X-33 hiicrelerinde bulunan pGKB-PDI ekspresyon kasetinin ¢ikmasi ya da zarar gérmesi
ile ilgili olusmas1 muhtemel olan soru isaretlerini de giderecektir. Kesim islemi, tiretici firma
protokoliine gore gergeklestirildi. Tablo 22’ye gore hazirlanan karigimlar, 15 dakika boyunca
37 °C’de inkiibe edildikten sonra 80 °C’de 20 dakika inkiibe edilerek enzim inaktive edildi.
Ardindan, CIAP (1 pl) eklenerek 5 dakika boyunca 50 °C’de inkiibe edildi. Reaksiyon sonunda
rekombinant DNA’nin (5 pg) lineer hale geldigini teyit etmek icin reaksiyon karigimlar
birlestirildi ve 3’ser ul alinarak agaroz jelde yiiriitiiliip UV goriintiileme cihazinda goériintiilendi.
PCR iirtinlerinin fenol-kloroform ekstraksiyonu, kompetan pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33
hiicrelerinin hazirlanmas1 ve bu kompetan hiicrelerin LiClI ile transformasyonu dnceki boliimde
anlatildig1 sekilde yapildi. Pozitif maya transformantlarinin dogrulamasinin yapilmasi igin
genomik DNA izolasyonu yapildi ve elde edilen gDNA’lar kullanilarak pGAP-F ve CalB-R
primerleri ile ¢apraz PCR islemi gergeklestirildi. PCR i¢in primerler, Tablo 2 ve Tablo 3’te
verilirken reaksiyon karisim igerigi ve PCR sartlar1 Tablo 20 ve Tablo 21’de verildi. Farkli
olarak primerlerin ortak baglanma sicakligi olarak 56 °C se¢ildi. Reaksiyon sonunda PCR

iirlinleri, agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra goriintiilendi.

Tablo 22. Plazmit DNA’nin Kesim Reaksiyonu Karigim Icerigi

Reaksiyon karisim icerigi Miktar (ul)
Niikleaz igermeyen su 41,67

1X NEB Tamponu 5

Plazmit DNA (pGKBa-CalB) 2,33 (1 ng)
FastDigest Enzim 1

Toplam hacim 50
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PTVA ile Cok Kopyal Klonlarin Se¢ilimi

Genomik DNA izolasyonunun ardindan, PCR islemi ile dogrulanan pGKBa-
CalB+pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 transformantlarina ait koloniler kullanilarak sivi
PTVA analizine gegildi. Bu islem daha once anlatildigi sekilde yapildi. Bu kez, pGKBa-
CalB’nin i¢inde bulunan direng¢ geninden dolayr PTVA analizi i¢in, 500, 1000, 1500, 2000,
2500, 3000 ve 4000 pg/ml konsantrasyonlarda genetisin antibiyotigi iceren YPD s1v1 besiyerleri
kullanildi. Spotlama testi onceki basamakta anlatildig: sekilde gergeklestirildi.

PCR ile dogrulanan ve PTVA ile se¢ilen rekombinant maya hiicreleri kullanilarak rCalB
enziminin iretimi ve ardindan lipaz aktivitesi testleri onceki basamakta anlatildig1 sekilde

gerceklestirildi.

Manyetik Nanopartikiil (MNP) Sentezi ve Karakterizasyonu

1,0 g FeCl2.4H20 (Demir Il tuzu) ve 2,4 g FeCl3.6H20 (Demir III tuzu) tartilarak iki
boyunlu reaksiyon balonu igerisine alind1 ve 29 ml deiyonize suda ¢6ziildii. Reaksiyon diizenegi
hazirlandiktan sonra reaksiyon balonu inert atmosfer altinda 15 dakika bekletildi. Reaksiyon
karisimi, inert atmosfer altinda ¢6zelti kaynayincaya kadar 500 rpm’de calkalanarak 94 °C’ye
kadar 1s1tildi. Daha sonra, hizli bir sekilde ¢6zeltiye 5 ml amonyum hidroksit (agirlik¢a %28-
32) ilave edildi ve ardindan 1 ml (0,03 mol) PEI (polietilenimin; 10 kDa) ¢ozeltisi ilave edildi
(0,3 g PElwokpa tartildi ve 25 ml’lik bir beherde 1 ml deiyonize suda ¢6ziildii). PEI’nin
eklenmesinin ardindan reaksiyon 1 saat boyunca 94 °C’de 500 rpm’de karistirilarak MNP ler
sentezlendi. Reaksiyon sonunda sentez balonu ceketten ¢ikarilarak oda sicakliginda sogumaya
birakildi. Soguma isleminin ardindan, reaksiyon balonundaki karigim 50 ml’lik falkon bir tiipe
alind1 ve miknatis ile partikiillerin toplanmas1 saglandi ve iist fazda kalan sivi uzaklastirildi.
MNP’leri yikama islemi, 50 ml deiyonize su ekledikten sonra 10 sn boyunca sonikatérde
bekletilerek gerceklestirildi. Bu islem 3 kez tekrarlandi. Elde edilen FesO4@PEl10kpa MNP’ ler
50 ml deiyonize su igerisinde dagitildiktan sonra 2 dk. boyunca sonikatérde bekletildi. Elde
edilen MNP’ler kullanilincaya kadar inert gaz korumasi altinda +4 °C’de saklandi.
Fe3Os@PEl10kpa MNP lerin iiretildigi reaksiyon diizenegi Sekil 16°da verildi.
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Sekil 16. FesOs@PEli0kpa MNP’ lerin tiretildigi reaksiyon diizenegi (Schlenk sistemi)

Sentezlenen MNP’lerin sekil ve boyut karakterizasyonu i¢in Gegirimli Elektron
Mikroskobu (TEM, Transmission Electron Microscopy, Hitachi HighTech HT7700,
DAYTAM) kullanilirken nanopartikiillerin sahip oldugu fonksiyonel gruplarin belirlenmesi
icin Fourier Dontlisimliic Kizilotesi Spektroskopi (FTIR, Fourier Transform Infrared
Spectroscopy-Bruker VERTEX 70v, DAYTAM) kullanildi. Son olarak, elde edilen MNP’lerin
yapisinda bulunan Fe konsantrasyonu ise Indiiktif Olarak Eslestirilmis Plazma-Kiitle
Spektrometresi (ICP-MS, Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, Agilent 7800,
DAYTAM) analizi ile belirlendi.

Rekombinant K. phaffii Hiicrelerinin Dekorasyonu (immobilizasyonu)

Sentezlenen FesO4s@PEIl10kpa MNP lerin K. phaffii hiicreleri tizerindeki toksik etkisi bir
calismamizda incelenmisti. Sitotoksisite testi icin MNP’lerle dekore edilen K. phaffii hiicreleri
YPD besiyerinde 72 saat boyunca inkiibe edildi ve her 24 saatte bir 6rnek alinarak ODeoo’de
olgtim yapildi (Dagci, Solak, et al., 2024). Elde edilen sonuglara gore, FesOs@PEliokpa
MNP’lerin maya hiicreleri i¢in toksisite gostermedigi gozlendi. Bu tez ¢alismasinda, 250 ppm

Fe iceren MNP’ler ile rekombinant K. phaffii hiicrelerinin immobilize edilmesine karar verildi.

YPD agara transfer edilen rekombinant pGKBa-CalB+pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-
33 hiicreleri (CCP5 kolonisi), 30 °C’de 48-60 saat inkiibe edildi. Ardindan, biiyiiyen
hiicrelerden 6ze ile toplanarak BMGY besiyerine (6n kiiltiir besiyeri) inokiile edildi ve 30 °C’de
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225 rpm’de 600 nm’de 4 optik yogunluga (OD) ulasincaya kadar inkiibe edildi. Immobilizasyon
icin 5 ml kiiltiir, 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Hiicreler, 5 ml %0,9’luk fizyolojik tuzlu
su ile yikandi ve bu solisyonun 5 ml’sinde yeniden siispanse edildi (Taghizadeh,
Ebrahiminezhad, et al., 2020; Taghizadeh et al., 2022). immobilizasyon i¢in, maya hiicrelerine
(5 ml) Fe igerigi 250 ppm (son hacim konsantrasyonu) olan 5 ml MNP soliisyonu eklendi ve 30
°C’de ve 150 rpm’de, 15 dakika inkiibe edildi. Immobilize edilen hiicreler 5 dk. boyunca bir
miknatisla toplandi. Ustteki s1vi, immobilizasyon verimliligini belirlemek i¢in kullamildi. Hiicre
peletleri 25 ml BMMY besiyerinde (iiretim kiiltiirii besiyeri) siispanse edildikten sonra 30 °C
ve 280 rpm’de 48 saat boyunca inkiibasyona birakildi (Dagci, Solak, et al., 2024). Son olarak,

Paox indiiksiyonu i¢in kiiltlir ortamina her 24 saatte bir %0,5 (v/v) metanol eklendi.

Immobilizasyon etkinligi asagidaki denklem kullamlarak hesaplandi (Dagc1r 2024;
Taghizadeh, Ebrahiminezhad, et al. 2020).

Hicre/ml tO — Hucre/ml t1
Me = : * 100
Hiicre/ml tO

Manyetik immobilizasyon verimliligi (Me), manyetik alana maruz kalmadan 6nce
(Hiicre/ml t0) ve maruz kaldiktan sonra (Hiicre/ml t1) ml basina hiicre sayis1 belirlenerek

hesaplandi.

Dekore edilen maya hiicrelerinin goriintiilenmesi

MNP’lerle dekore edilen K. phaffii hiicrelerini goriintiilemek igin taramali elektron
mikroskobu (SEM, Scanning electron microscope, Zeiss Sigma 30, DAY TAM) kullanild1. ilk
olarak, 250 ppm Fe iceren FesOs@PEIl10kpa MNP’ ler kullanilarak hiicreler dekore edildi ve bir
cam slayt lizerine fikse edilerek goriintiilendi. Fiksasyon islemi su sekilde gergeklestirildi,
Dekorasyondan sonra, hiicreler bir cam slayta yayildi (cam slaytlar, %1 Triton X-100,
damitilmis su ve %70 etanolde 20 dakika boyunca sonikasyonla temizlendi) ve oda sicakliginda
hava ile kurumaya birakildi. 45 dakika boyunca 2 ml %2,5 glutaraldehit i¢inde fiksasyona tabi
tutuldu (Taghizadeh, Ebrahiminezhad, et al., 2020). %0,9 fizyolojik tuzlu suyla (15 dakika)
yikandiktan sonra, slaytlar sirasiyla %30, %50, %70, %80 ve %90 etanolde 10 dakika inkiibe
edildi. Son olarak slaytlar, 20 dakika boyunca %100 etanolde inkiibe edildi. Slaytlar, oda
sicakliginda bir gece inkiibe edilerek etanoliin tamamen uzaklasmasi saglandi. Numuneler, 20
mA’da 150 saniye boyunca altinla kapland1 (sputter coater, Quorum, Q150R S). Daha sonra,
dekore edilen hiicrelerin SEM (Zeiss, Sigma 300) goriintiileri 5000x biiyiitmede yiiksek vakum
altinda ¢ekildi.
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Dekore Edilmis Hiicreler Tarafindan Uretilen rCalB Enziminin Aktivite Tayini ve SDS-
PAGE Analizi

Onceki basamakta, rekombinant pGKBa-CalB+pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33
hiicreleri (CCP5 kolonisi) 0 (dekore edilmeyen) ve 250 ppm Fe igeren Fe3O4@PEliokpa
MNP’lerle dekore edildikten sonra 96 saat boyunca tiretim kiiltiiriinde inkiibasyona birakildi ve
her 24 saatte bir 6rnek alinarak kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi. Toplanan 6rnekler,
konsantre edilmeden kullanilarak daha 6nceki basamaklarda anlatildig: sekilde enzim aktivite
analizleri yapildi. Daha sonra, yapilan analiz sonucuna gore, en yiiksek lipaz aktivitesinin
gozlendigi inkiibasyon siiresinde toplanan 6rnekler 10 kat konsantre edilerek dekore edilen ve
edilmeyen hiicrelerden salgilanan lipaz enziminin aktivitesi karsilastirildi. Ayn1 zamanda, -20
°C’de saklanan lipaz orneklerinin stabilitesinin degerlendirilmesi i¢in birkag¢ giin arayla (1-12
giin) lipaz aktivitesi olgiildii. Diger yandan, dekore edilen hiicreler tarafindan iiretilen protein
orneklerinden alinarak SDS-PAGE analizi ve ardindan giimiis boyama yapildi. Kontrol olarak,
lipaz iretmeyen (CalB geni icermeyen rekombinant maya; pPICZaA/X-33) hiicrelerin kiiltiir

s1vist kullanilda.

Rekombinant Lipazin Transesterifikasyon Aktivitesi ve Biyodizel Uretim Optimizasyonu

Bu asamada, dekore edilen hiicreler tarafindan iiretilen rCalB enzimi ticari ay¢igek ve
atik kizartma (ayg¢igek) yaglarindan biyodizel iiretimi i¢in katalizor olarak kullanildi. Oncelikle,
biyodizel iiretimi i¢in optimum sartlar belirlenirken ticari ay¢i¢ek yagi kullanildi. Ardindan,
tim optimum sartlarda hem ticari hem de atik kizartma (aygicek) yagi kullanilarak
transesterifikasyon iglemi gergeklestirildi. Transesterifikasyon islemi, yag, metanol ve enzim
iceren reaksiyon karisimi elde edildikten sonra bir orbital ¢alkalayict (200 rpm) kullanilarak
yapildi (Tan et al., 2022). Optimizasyon deneylerinde; metanol:yag molar orami (3:1-5:1),
reaksiyon sicakligi (25-40 °C), enzim miktari (enzim igeren kiiltiir sivisi: 4-12 ml; 1,2-3,6 EU)
ve reaksiyon siiresi (12-168 saat) sirasiyla calisilarak optimize edildi. rCalB’nin metanole
duyarl bir lipaz oldugu daha onceki ¢alismalarda rapor edilmistir (Bhatt et al., 2022). Bu
sebeple, tiim optimizasyon deneylerinde metanoliin lipaz iizerindeki toksik etkisinin Oniine
geemek i¢in metanol, reaksiyon ortamina kademeli olarak eklendi (lyyappan et al., 2022; Xiao
et al., 2023).

Metanol:yag molar oraninin biyodizel verimine etkisi

Transesterifikasyon islemi icin, ilk olarak metanol:yag molar oraninin etkisi arastirildi.

Bunun ig¢in, aygicek yagi miktari (20,0 g), reaksiyon sicakligi (30 °C), enzim miktar1 (enzim
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iceren kiiltiir sivist: 10 ml; 3 EU) ve reaksiyon siiresi (24 sa.) sabit tutularak metanol:yag molar

orani 3:1, 4:1 ve 5:1 olacak sekilde reaksiyon gerceklestirildi.

Reaksiyon (Transesterifikasyon) sicakhiginin biyodizel verimine etkisi

En yiiksek transesterifikasyon etkinliginin gozlendigi metanol:yag molar orani
belirlendikten sonra ikinci olarak, reaksiyon sicakliginin etkisi arastirildi. Bunun i¢in, aygicek
yag1 miktar1 (20,0 g), metanol:yag molar orani (4:1), enzim miktari1 (enzim igeren kiiltiir sivisi:
10 ml; 3 EU) ve reaksiyon siiresi (24 sa.) sabit tutularak reaksiyon sicakligi 25, 30, 35 ve 40 °C
olacak sekilde reaksiyon gergeklestirildi.

Katalizor (enzim) miktarimin biyodizel verimine etkisi

En uygun reaksiyon sicakligi belirlendikten sonra katalizoér olarak kullanilan rCalB
enzim miktarinin transesterifikasyon reaksiyonuna olan etkisi arastirildi. Bunun igin, aygigek
yag1 miktar1 (20,0 g), metanol:yag molar orani (4:1), reaksiyon sicakligi (30 °C) ve reaksiyon
siiresi (24 sa.) sabit tutularak ve enzim miktar1 (enzim iceren kiiltiir stvis1) 4 (1,2 EU), 8 (2,4

EU) ve 12 (3,6 EU) ml olacak sekilde reaksiyon gerceklestirildi.

Reaksiyon siiresinin biyodizel verimine etkisi

En yiiksek transesterifikasyon etkinliginin goézlendigi enzim miktar: belirlendikten
sonra reaksiyon siiresinin biyodizel verimine olan etkisi arastirildi. Bunun i¢in, ay¢icek yagi
miktar1 (20,0 g), metanol:yag molar orani (4:1), reaksiyon sicakligi (30 °C) ve enzim miktari
(enzim igeren kiiltiir sivist: 8 ml; 2,4 EU) sabit tutularak 168 saat boyunca reaksiyona devam

edildi. Reaksiyon siiresi boyunca belirli araliklarla 6rnek alind1.

Ticari aygicek yagi ile belirlenen optimum reaksiyon sartlari kullanilarak atik kizartma

(ay¢icek) yagi i¢in de reaksiyon siiresinin biyodizel verimine olan etkisi arastirildi.

Yag Asidi Metil Ester (FAME) Analizi

Transesterifikasyon reaksiyonundan sonra, elde edilen karisimdan 1 ml 6rnek alinarak
12000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Biyodizel verimini (% FAME) 6lgmek icin
tiretilen yag asidi metil esterleri (iist tabaka) toplandiktan sonra n-hekzan ig¢inde 1 ml’ye
seyreltildi ve GC-FID (Gaz kromatografi Alev Iyonlasmali Dedektdr) analizi (Shimadzu
QP2010 ULTRA GC-FID, DAYTAM, Erzurum) yapildi (Xiao et al., 2023). Kisaca, 1 pul
numune, alev iyonizasyon dedektorii ve bir kilcal kolon (DB-FastFAME, 30,0 m 0,25 mm, 0,25
um) ile donatilmig Shimadzu QP2010 ULTRA GC-FID sistemine FAME analizi i¢in enjekte
edildi. Kolon sicakligi, 50 °C’de 0,5 dk. tutuldu ve dakikada 30 °C’lik artiglarla 194 °C’ye
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cikarildi ve bu sicaklikta 3,5 dk. tutuldu. Daha sonra, dakikada 5 °C’lik artislarla 240 °C’ye
¢ikarildi ve bu sicaklikta 2 dk. tutuldu. Enjektor ve dedektdriin sicakliklari sirasiyla 250 ve 260
°C’ye ayarlandi. Tasiyic1 gaz olarak helyum (He) kullamildi. Uretilen FAME’ler, tutulma
slireleri (retention time) agisindan bilinen “Supelco 37 Component FAME Mix” (Merck,
CRM47885) standart karisimi ile karsilastirilarak tanimlandi. Diger yandan, i¢ standart olarak
n-hekzan iginde ¢oziilen 2-metil-3-heptanon (Sigma-Aldrich, 103128) kullanilarak standart
grafik olusturuldu. GC-FID analizi sonucu elde edilen i¢ standarda ve olusan FAME’lere ait
toplam pik alanlarindan yola ¢ikilarak transesterifikasyon oranlar1 dolayisiyla tiretilen FAME

miktarlar1 tahmin edildi.

Istatistiksel Analizler

Deneysel veriler elde edildikten sonra, istatistik hesaplamalar ve ardindan verilerin
gorsellestirilmesi amaciyla OriginPro 2025 programi kullanildi. Deney gruplari en az 3 6rnek
icerecek sekilde tasarlandi ve spektrofotometrik okutmalar yine en az 3 kez tekrarlandi. Gruplar
arasi karsilagtirma yapilirken one-way ANOVA (analysis of variance) analizi kullanildi ve
gruplar arasindaki fark Tukey testi ile belirlendi. Gruplar aras istatistiksel olarak anlamli fark;
p>0.05 (n.s, anlamli degil), * p<0,05, ** p<0,01 ve *** p<0,001 olarak tanimlandi. Fotograflara

ait nicel verilerin toplanmasinda ise ImagelJ programi kullanildi.
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ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Plazmit DNA’larin Elde Edilmesi
CalB geninin kodon optimizasyonu

CalB enziminin ticari 6nemi, yliksek enantiyoselektifligi ve cesitli substratlara karsi
seciciligi (Anderson et al., 1998), yiiksek katalitik aktivitesi (Kirk and Christensen, 2002) ve
termal kararhiligindan kaynaklanmaktadir (N. Zhang et al., 2003). Ozgiilliigii ve katalitik
aktivitesi, Ozellikle transesterifikasyon reaksiyonlarinda substrat olarak ikincil alkoller
kullanildiginda, onu endiistriyel amaglar i¢in ilging hale getirmektedir (Wu et al., 2013). Ancak,
Novozyme 435 gibi lipazlarin yiiksek maliyeti endiistrilesmenin dniindeki biiyiik bir engeldir.
Bu engeli asip yiiksek verimli lipaz ekspresyonu saglamak icin yliksek kaliteli konak segimi,
kodon optimizasyonu ve kiiltiir kosullarinin optimizasyonu gibi stratejiler gelistirilmektedir

(Xiao et al., 2023).

Kodon kullanim siklig1, heterolog gen ifadesi lizerinde biiyiik bir etkiye sahip olabilir
(Sinclair and Choy, 2002). Kodon optimizasyonu, orijinal diziyi igeren organizmadaki
niikleotid dizilerini konak organizmanin niikleotid dizilerine doniistiirerek ifade edilecek
genlerin translasyon verimliligini artirmak igin kullanilir. Bu, heterolog protein iiretiminin
verimliligini artirir (Fuglsang, 2003; J. Yang and Liu, 2010). Kodon optimizasyonu yapilirken
transfer RNA havuzu, kodon adaptasyon indeksi (CAI) ve haberci RNA’nin ikincil yapis1 gibi
ek degiskenler de hesaba katilmalidir (Y. Tu et al., 2016). lyi bir translasyon verimliligi igin,
kodon adaptasyon indeksinin 1°¢ yakin olmasi 6nerilmektedir (Al-Hawash et al., 2017). Ciinkai,
yabanil C. antarctica LF 058 susu CalB geninin ifadesi i¢in nadir veya diisiik frekansli kodonlar
kullandigindan, K. phaffii’nin translasyonel mekanizmasinin ¢alismaz héle gelmesi ve/veya

ifade (ekspresyon) verimliliginin azalmasi da muhtemeldir (X. Li et al., 2016).

Bu tez ¢alismasinda, maya hiicrelerinde CalB geninin ifade diizeyini artirmak i¢in, C.
antarctica LF 058’nin orijinal niikleik asit ve amino asit dizilerine dayanarak ve K. phaffii’nin
kodon egilimine uygun olarak kodon optimize edildi (C. G. Park et al., 2009; J. K. Yang et al.,
2013). Kodon optimizasyonunun ardindan, orijinal CalB geninin kodon adaptasyon indeksi
(CAI) %69’dan %87’ye yiikseldi. Kodon optimize CalB dizisi pPICZaA’ya entegre edilmis
halde (pPICZaA-CalB) temin edildi (Sekil 14).
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Rekombinant plazmitleri elde etmek icin, sentetik olarak temin edilen kodon optimize
CalB geni ve K. phaffii’ye ait Pdi geni, spesifik primerler kullanilarak PCR ile amplifiye edildi.
Reaksiyon sonrasi elde edilen PCR iiriinleri, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek
goriintiilendiginde, beklenen boyutta bant uzunluklar1 gézlendi (CalB geni igin 1038 bg iken,
Pdi geni i¢in 1566 bg’dir) (Sekil 17).

1 M 2

3000 bg

1500 bg [ra—
@ [000b¢

500 be

100 bg

Sekil 17. PCR iiriinlerine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii
*(M: DNA markir; 1 ve 2 no’lu kuyular; sirasiyla, CalB ve Pdi genlerinin amplifikasyonu sonucu elde
edilen tirlinlere ait bantlar1 géstermektedir.)

Plazmit DNA’larin (pGKB ve pGKBa) kesilmesi ve goriintiilenmesi

Spesifik enzimlerle muamele edilen plazmit DNA’larin kesilip kesilmedigini teyit
etmek i¢in hem halkasal yapidaki plazmit DNA’lar hem de lineer hale getirilen DNA’lar, agaroz
jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra goriintiilendi. Agaroz jel elektroforez goriintiisii

incelendiginde plazmit DNA’larin kesildigi teyit edildi (Sekil 18).

pGKB pGKBa

Sekil 18. Plazmit DNA’larin agaroz jel elektroforez goriintiisii
*(1 ve 3 no’lu kuyular; kesilmemis, 2 ve 4 no’lu kuyular; kesilmis DNA’lara ait bantlar1 gostermektedir.)
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E. coli One Shot TOP10 hiicrelerinin transformasyonu

Ligasyon reaksiyonu sonrasi elde edilen iiriinler, 1s1 soku ile E. coli hiicrelerine transfer
edildikten sonra antibiyotik iceren se¢im plakalarina yayilarak gece boyu inkiibasyona

birakildi. inkiibasyon sonras1 gelisen bakteri kolonileri Sekil 19°da gdsterildi.

Sekil 19. Inkiibasyon sonrasi gelisen bakteri kolonilerine ait plaka gériintiisii
*(A; pPGKB-PDI, B; pPICZaA-CalB ve C; pGKBa-CalB transfer edilen bakteri kolonileri.)

Muhtemel rekombinant plazmit DNA’larin izolasyonu ve PCR islemi

Transformasyondan sonra antibiyotik igeren se¢im plakalarinda yetisen bakteri
kolonilerinden birer adet se¢ildi ve LB sivi besiyerinde biiyiitiildiikten sonra plazmit DNA
izolasyonu yapildi. Elde edilen iriinler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra
gortinttilendi (Sekil 20).

1 2 3M 4 5

3000 bg P—
2000 pc-—-

000
00T

- —

Sekil 20. Saf olarak elde edilen plazmit DNA’larin agaroz jel elektroforez goriintiisii
*(M: DNA markir; 1,2, 3, 4 ve 5 no’lu kuyular; sirasiyla pPICZaA-CalB, pGKBa-CalB, pGKBa, pPGKB
ve pGKB-PDIya ait bantlar1 gostermektedir.)

Saflastirilan plazmit DNA’lar PCR’da kullanildi. Gen ve plazmit DNA’lara ait spesifik

primerler kullanilarak gerceklestirilen reaksiyon sonrasi elde edilen PCR iiriinleri agaroz jel
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elektroforezinde yiiriitiildii ve jel, UV gorintiileme cihazinda goriintiilendi. Goriintiileme

sonucu iiriinlerin beklenen uzunlukta bant verdigi gézlendi (Sekil 21).

3000 b

2000 b
1500 b

L

1200 be
1000 bg

Sekil 21. Plazmit DNA’lara ait PCR iirlinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisii

*(M: DNA markir; 1: GAP-F ve 3°’AOX-R ile amplifiye edilen pGKB (276 bg), 2: PDI-F ve PDI-R ile
amplifiye edilen pGKB-PDI (1566 bg), 3: GAP-F ve 3°’AOX-R ile amplifiye edilen pGKB-PDI (1825 bg), 4: GAP-
F ve 3°’AOX-R ile amplifiye edilen pGKBa-CalB (1507 bg), 5: CalB-F ve CalB-R ile amplifiye edilen pGKBa-
CalB (1038 bg), 6: GAP-F ve 3’AOX-R ile amplifiye edilen pGKBa (551 bg), 7: 5’AOX-F ve 3’AOX-R ile
amplifiye edilen pPICZaA-CalB (1558 bg), 8: CalB-F ve CalB-R ile amplifiye edilen pPICZaA-CalB (1044 bg),
9: 5°’AOX-F ve 3°’AOX-R ile amplifiye edilen pPICZaA (589 bg)

Muhtemel rekombinant plazmitlerin dizi analizi

Transformasyon sonucu segilen kolonilere ait plazmitlerin dizi analizi islemi sonucu
elde edilen niikleotid dizileri, referans alinan Pdi ve kodon optimize edilen CalB genlerinin
niikleotid dizileri ile blastlandiginda (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) benzerliklerin
her iki plazmitte de %100 oldugu goriildii (Sekil 22 ve Sekil 23). Elde edilen rekombinant
plazmit DNA’lar sirasi ile pGKB-PDI ve pGKBa-CalB olarak adlandirildi.
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Sequence ID: Query_2711081 Length: 1554 Number of Matches: 2 Range 2:1031 10 1554
Range 1:1 10 1030
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Sekil 22. pGKB-PDI’ya ait niikleotid dizisinin blast sonucu
*(Query: K. phaffii’ye ait Pdi geninin yaymlanmus dizisi, Sbjct: Elde edilen rekombinant DNA’daki Pdi
geninin Sanger dizileme sonucu.)

Sequence ID: Query_3765133 Length: 1026 Number of Matches: 2 Range 2: 637 t0 1026
Range 1: 1 to 636
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Sekil 23. pGKBa-CalB’ye ait niikleotid dizisinin blast sonucu
*(Query: Kodon optimize CalB genine ait dizi, Sbjct: Elde edilen rekombinant DNA’daki CalB geninin
Sanger dizileme sonucu.)
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Rekombinant K. phaffii Hiicrelerinin Elde Edilmesi

Dizi analizi ile dogrulanan rekombinant DNA’lar lineer hale getirildikten sonra maya

hiicrelerinin genomuna entegrasyonu i¢in kompetan hale getirilen K. phaffii hiicrelerine transfer

edildi (Unver et al., 2021). Elde edilen rekombinant plazmit DNA’larin K. phaffii hiicrelerine

sirali bir sekilde transfer edilmesiyle farkli gen kombinasyonlarina sahip rekombinant mayalar

elde edildi. Rekombinant K. phaffii hiicrelerinin elde edilmesi ve isimlendirilmesine ait sematik

goriintii Sekil 24°te verildi.
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Sekil 24. Rekombinant K. phaffii hiicrelerinin elde edilmesine ait sematik goriintii
*(HR1, HR2 ve HR3 sirasiyla; pGKB-PDI, pPICZaA-CalB ve pGKBa-CalB plazmit DNA’larinin K.
phaffii hiicrelerinin genomuna homolog rekombinasyon ile entegrasyonunu ifade etmektedir.)
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pGKB-PDI/X-33 hiicrelerinin elde edilmesi

Rekombinant pGKB-PDI/X-33 hiicrelerinin elde edilmesi i¢in pGKB-PDI, FastDigest
XmaJdl (Avrll) enzimi ile kesilerek lineer hale getirildi. Kesim reaksiyon tirtinlerine ait agaroz

jel goriintiisti incelendiginde rekombinant plazmitlerin kesildigi teyit edildi (Sekil 25).

Sekil 25. Agaroz jel elektroforez goriintiisii
*(1 ve 2 no’lu kuyular; sirasiyla kesilmemis ve kesilmis pGKB-PDI’ya ait bantlari gostermektedir.)

Lineer rekombinant plazmitin K. phaffii hiicrelerine transfer edilmesi
K. phaffii hiicrelerine gen aktarimi gergeklestirildikten sonra transformantlar1 igeren

kiiltiir stvisindan 100 pl alinarak 200 pg/ml genetisin iceren YPD kati plakalarina yayildi.

Yaklasik 72 saat sonra ¢ekilen se¢im plakalarin goriintiisti Sekil 26°da verildi.

Sekil 26. pGKB-PDI/X-33 transformantlarina ait plaka goriintiisii
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Pozitif maya transformantlarinin dogrulanmas

Rekombinant plazmitin maya genomuna dogru bir sekilde entegre olup olmadigini
tespit etmek amaciyla, rastgele secilen kolonilere ait genomik DNA’lar kullanilarak PCR islemi
gergeklestirildi. PDI-F ve 3’AOX-R primerleri ile elde edilen PCR firiinleri, agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra goriintiilendi. Goriintiileme sonucu iiriinlerin beklenen

uzunlukta (1796 bg) bant verdigi gozlendi (Sekil 27).

Sekil 27. PCR sonucu elde edilen iriinlerin agaroz jel elektroforez goriintiisii
*(M: DNA markir; 1, 2 ve 3 no’lu kuyular pGKB-PDI/X-33 kolonilerine, 4 no’lu kuyu ise pGKB-PDI’ya
(pozitif kontrol) ait bantlar1 géstermektedir.)

pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 ve pPICZaA-CalB/X-33 hiicrelerinin elde
edilmesi

Rekombinant pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 ve pPICZaA-CalB/X-33 hiicrelerinin
elde edilmesi i¢in pPICZaA-CalB, FastDigest Mssl (Pmel) enzimi ile kesilerek lineer hale
getirildi. Ardindan, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilen kesim reaksiyon triinlerine ait jel

goriintiisii incelendiginde rekombinant plazmitlerin kesildigi teyit edildi (Sekil 28).

Sekil 28. Agaroz jel elektroforez goriintiisii
*(1 ve 2 no’lu kuyular; sirastyla kesilmemis ve kesilmis pPICZaA-CalB’ye ait bantlar1 gostermektedir.)
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Lineer rekombinant plazmitin pGKB-PDI/X-33 ve K. phaffii hiicrelerine transfer
edilmesi

K. phaffii hiicrelerine gen aktarimi gergeklestirildikten sonra transformantlari i¢eren
kiiltir stvisindan 100 pl alimarak 100 pg/ml zeosin igeren YPD kati plakalarina yayild:.
Yaklasik 72 saat sonra gekilen se¢im plakalarinin goriintiisii Sekil 29°da verildi.
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Sekil 29. A: pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 ve B: pPICZaA-CalB/X-33 transformantlarina
ait plaka goriintiisii

Pozitif maya transformantlariin dogrulanmas: igin rastgele secilen kolonilere ait

genomik DNA’lar kullanilarak PCR gergeklestirildi. CalB-F ve 3’AOX-R primerleri ile elde

edilen PCR iiriinleri, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii. Goriintiileme sonucu triinlerin
beklenen uzunlukta (1205 bg) bant verdigi gozlendi (Sekil 30).

pPICZaA-CalB/X-33

pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33

2 3 4 5 M6 7 8 910 11

pr—

—

1000 b
T S—

500 b s

Sekil 30. PCR sonucu elde edilen iiriinlerin agaroz jel elektroforez goriintiisii

* (M: DNA markar; 1, 2, 3, 4 ve 5 no’lu kuyular sirasiyla; pPICZaA-CalB/X-33 kolonilerine ait bantlari
gosterirken 6, 7, 8, 9 ve 10 no’lu kuyular sirasiyla; pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 kolonilerine ait bantlar
gostermektedir. 11 no’lu kuyu ise pPICZaA-CalB’ye (pozitif kontrol) ait bandi gostermektedir.)
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PTVA ile ¢cok kopyall klonlarin secilimi

K. phaffii mayasinda rekombinant protein ekspresyonunun verimini artirmak i¢in ayni
kokenli ¢oklu gen kopya klonlar1 siklikla kullanilmaktadir. Aw ve arkadaslarinin (2016)
gelistirdikleri stvi PTVA yonteminde, geleneksel yonteme nazaran 45 giin yerine 12 giinde ve
yaklagik yar1 maliyetle elde edilebilen ¢ok kopyali klonlar olusturmak miimkiin hale
gelmektedir (Aw and Polizzi, 2016).

PCR iglemi ile dogrulanan pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 ve pPICZaA-CalB/X-33
transformantlarina ait koloniler kullanilarak PTVA analizi gerceklestirildi. 100-3000 pg/ml
konsantrasyonlarda zeosin antibiyotigi iceren YPD siv1 besiyerleri sirali olarak kullanildi. Her
24 saatlik inkiibasyonun ardindan toplanan kiiltiir sivilari ile spotlama testi yapildi. PTVA ile
¢ok kopyali klonlarin segilimine ve spotlama testine ait plakalarin 48 saat inkiibasyon sonrasi

cekilen goriintiileri Sekil 31 ve Sekil 32°de verildi.

Sekil 31. PTVA ile ¢ok kopyali klonlarin se¢ilimi ve spotlama testinin gdsterimi
*(A: 0. saat, B: 168. saat inkiibasyon sonras1 kiiltlir sivisina ait tiip goriintiisii, C: Diliisyon sonrasi
spotlama testine ait plaka goriintiisii.)
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Sekil 32. PTVA ile ¢ok kopyali klonlarin seg¢ilimine ait plaka goriintiisii
*(pPICZaA-CalB/X-33 ve pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 kolonilerine ait spotlar1 géstermektedir.)

Rekombinant Lipazin Aktivite Analizi ve Gériintiilenmesi

PTVA ile ¢ok kopyali klonlarin se¢iliminde uygulanan en yiiksek dozda biiylime
gosteren koloniler yeniden YPD agar plakasina ekilerek biiyiitiildii. Daha sonra, 6n kiiltiire
alinarak biiyiitiilen hiicreler iiretim kiiltiiriine inokiile edilerek 120 saat boyunca rCalB
enziminin {iretilmesi saglandi. Inkiibasyonun ardindan, lipaz iceren siipernatantlar toplanarak
10 kat konsantre edildi ve farkli koloniler tarafindan iiretilen lipaz enziminin aktivite analizi

yapild.

Lipaz enziminin aktivitesi iki ayri1 yontemle degerlendirildi. Bunlardan biri, lipaz
enzimine spesifik substratlardan biri olan tribiitirin agar i¢eren “kuyu difiizyon testi” iken

p SN 1Y

digeri, substrat olarak p-nitrofenil palmitatin kullanildig1 “spektrofotometrik analiz”dir.

Tribiitirin, Candida antarctica lipaz B enziminin aktivitesini belirlemek i¢in kullanilan
en iyi substrat olarak bilinmektedir (Kirk and Christensen, 2002). Kuyulardaki lipaz aktivitesi,
opak tribiitirin emiilsiyonundaki berrak bolge (zon) ile tanimlanmaktadir (Xu et al., 2010) Su
ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢alismada CalB enzimi, MD (%4x107° biotin, %1,34 YNB,
%2 dekstroz, %1,5 agar) plakalarinda goriintiilendiginde maya kolonilerinin etrafinda bir zon
gozlemlenirken, kontrol transformantlarinin etrafinda herhangi bir zon gézlemlenmemistir (Su

etal., 2010).
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Bu tez calismasinda da, tribiitirin agar plakalarinda rCalB enzimini igeren kuyularin
etrafinda bir zon gézlemlenirken, CalB genini tagimayan hiicreler tarafindan iiretilen kiiltiir
stvisini igeren (kontrol) kuyularin etrafinda zon gozlemlenmedi (Sekil 33 A, Sekil 34 A, Sekil
35 A, Sekil 41 A, Sekil 45 B ve Sekil 46 A). Plakalardaki lipaz aktivitesi, inkiibasyon sonunda
kuyularin etraflarinda olusan berrak zonlar dlgiilerek degerlendirildi (J. K. Yang et al., 2013;
X. Yang et al., 2021). Tribiitirin agar plaka analizine ait gorsellerin nicel analizi Imagel
programi kullanilarak gergeklestirildi. pPICZaA-CalB/X-33 kolonilerinde iiretilen lipaz
orneklerine ait ortalama zon caplari sirasiyla; 19,24 (C2), 20,26 (C8), 18,83 (C12), 15,54 (C13)
ve 18,92 mm (C16) olarak olgildi (Sekil 33 A). pPICZoA-CalB+pGKB-PDI/X-33
kolonilerinde iiretilen lipaz 6rneklerine ait ortalama zon caplari ise sirasiyla; 18,77 (CP15),

16,20 (CP15), 15,68 (CP17), 19,14 (CP31) ve 15,89 mm (CP35) olarak slciildii (Sekil 34 A).

Diger yandan, farkli yag asidi zincir uzunluklarina sahip p-nitrofenil esterlerinin tipik
olarak lipaz aktivitesi arastirmalarinda substrat olarak kullanildig1 bilinmektedir (Huggins and
Lapides, 1947). Bu sebeple tez ¢alismasinda, p-NPP ve rCalB enziminin reaksiyonu sonucu
tirtin olarak elde edilen p-nitrofenol 410 nm’de spektrofotometrik olarak dl¢iildii (Gilham and
Lehner, 2005; Kamel Ariffin and Idris, 2022; Pencreac’h and Baratti, 1996; Winkler and
Stuckmann, 1979). Gruplar arasindaki lipaz aktivitesi, 410 nm’de Glgiilen absorbans degerleri
temel alinarak goreceli aktivite olarak hesaplandi. Goreceli aktivite, salinan p-nitrofenol
tiretiminin ylizdesi olarak gosterildi ve maksimum deger %100 olarak kabul edildi (Tian et al.,
2021).

Sekil 33 ve Sekil 34’te verilen lipaz aktivite sonuglarina gore en yiiksek lipaz
aktivitesine sahip kolonilerin sirastyla, C8 ve CP31 oldugu gozlendi. Segilen bu iki koloni i¢in
yapilan PTVA analizi (Sekil 32) ve lipaz aktivitesi sonuglari (Sekil 35) birlikte
degerlendirildiginde; C8 kolonisinin direng gosterdigi antibiyotik dozunun (1500 pg/ml) CP31
kolonisinin (500 pg/ml) 3 kat1 kadar olmasina ragmen (bu durum, C8’in daha fazla CalB genini
iceren ekspresyon kasetine sahip olduguna isaret etmektedir) aktivite sonuclarina gore, her iki
koloniyi olusturan hiicreler tarafindan {iiretilen enzim miktar1 ve aktivitesi arasinda PTVA
analizinde goriildiigii gibi biiyiik bir fark olmadigi sdylenebilir (Sekil 35 B). Diger yandan,
yeniden iiretime alinan her iki koloniye ait kiiltiir sivilar ile yapilan tribiitirin agar plakasinda

ortalama zon gaplar1 C8 i¢in 18,41 mm ve CP31 i¢in 18,91 mm olarak ol¢iildii (Sekil 35 A).

Bu durum, PDI varliginda kopya sayisindan bagimsiz olarak iiretilen rCalB enziminin

miktarinda ve aktivitesinde artis olduguna isaret etmektedir.
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Sekil 33. pPICZaA-CalB/X-33 kolonilerini olusturan hiicreler tarafindan iretilen lipaz
enzimine ait aktivite sonuglari
*(A: Tribitirin agar plaka gorintiisii; B: Goreceli lipaz aktivitesi (%) sonucu.)
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pPICZoA-CalB+pGKB-PDI/X-33

Sekil 34. pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 kolonilerini olusturan hiicreler tarafindan iiretilen
lipaz enzimine ait aktivite sonuglari
*(A: Tribitirin agar plaka goriintiisii; B: Goreceli lipaz aktivitesi (%) sonucu).

73



A B 12

Ko_ntrol

Goreceli lipaz aktivitesi (%)

C8 CP31

Sekil 35. C8 ve CP31 kolonilerini olusturan hiicreler tarafindan tiretilen lipaz enzimine ait
aktivite sonuglari
*(A: Tribiitirin agar plaka goriintiisii; B: Goreceli lipaz aktivitesi (%) sonucu).

Diger yandan, secilen C8 ve CP31 hiicrelerinde iiretilen 6rneklerde rCalB enziminin
varligimi teyit etmek i¢cin SDS-PAGE yapildi. SDS-PAGE, enzim ¢alismalarinda en ¢ok
kullanilan ve proteinleri molekiiler agirliklarina gére ayirma ilkesine dayanan bir elektroforetik
yontemdir (Copeland, 2000). Oncelikle kiiltiir ortamindan elde edilen siipernatantlar
kullanilarak Bradford tayini yapildi. Ardindan, protein 6rneklerinden yaklasik 90 pg alinarak
Laemmli tarafindan tarif edildigi gibi standart olarak molekiil agirligi belirlenmis olan
proteinler (10-180 kDa) ile birlikte SDS-PAGE jelinde yiiriitiildii. Daha sonra, giimiis boyama
yontemi ile protein bantlar1 gortiniir hale getirildi (Acar et al., 2023; U.K. Laemmli, 1970).
Sekil 36’da verilen giimiis boyama sonucuna ait jel goriintiisii incelendiginde hem C8
(pPICZaA-CalB/X-33) hem de CP31 (pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33) hiicrelerinde
literatiirle uyumlu olarak yaklasik 34 kDa molekiil agirligina sahip rCalB’nin basariyla

tiretilerek hiicre disina salgilandig1 gézlendi.

Kullanilan farkli hiicre konakgilarinda glikozilasyon gibi translasyon sonrasi
modifikasyonlar bazi yapisal modifikasyonlara neden olabilir ve bunlar da iiretilen lipazin
molekiiler agirligi, stabilitesi ve 6zgiilligiinde farkliliklara neden olabilir (Romanos, 1995).
Gutarra ve digerleri tarafindan elde edilen ve P. pastoris’te ifade edilen lipaz B’nin dogal
olandan daha fazla glikozile oldugu gosterilmistir (Gutarra et al., 2011). O-glikozilasyon veya
lipidasyon gibi translasyon sonras1 modifikasyona atfedilen benzer farkliliklar dogal lipaz ile
karsilastirildiginda, P. pastoris’te iiretilen rekombinant Rhizopus oryzae lipazinda gézlenmistir
(Guillén et al., 2011). Robert ve arkadaslar1 tarafindan (2017) yapilan bir ¢alismada PGK
promotorii altinda ifade edilen rLIPB (rekombinant C. antarctica lipaz B)’nin molekiiler

agirh@inin (yaklasik 36 kDa) AOX ve GAP promotorleri altinda ifade edilen enzimin molekiil
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agirhi@ina kiyasla higbir fark olmadig: bildirilmistir (Robert et al., 2017; Rotticci-Mulder et al.,
2001; J. K. Yang et al., 2013). Yine, Eom ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢aligmada
rekombinant P. pastoris X-33 susunda 34 kDa’lik goriiniir molekiiler agirligina sahip CalB’nin
basariyla salgilandig bildirilmistir (Eom et al., 2013).

M 12
E'--

7S kDa =—p &

3SKkDa ==—p <= 34 kDa

Sekil 36. SDS-PAGE analizine ait glimiis boyama sonucu
*(M: Protein markir; 1 ve 2. kuyular sirasiyla; C8 ve CP31 kolonilerinde ifade edilen lipaz enzimine ait
bantlari gostermektedir.)

pGKBa-CalB+pPICZoA-CalB+pGKB-PDI/X-33 hiicrelerinin elde edilmesi

Coklu kopya entegrasyonunun lipaz tiretimi ve aktivitesi iizerine olan etkisini gérmek
amaciyla, Pdi genini igeren CP31 kolonisinin (pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33) ¢ok
miktarda tiretilmesi muhtemel olan rCalB’nin dogru bir sekilde katlanmasinda ve hiicre disina
saliniminda C8 kolonisine (pPICZaA-CalB/X-33) gore daha etkili olacag diisiiniildiigiinden
CP31 kolonisini olusturan hiicrelere ikinci bir CalB geni (pGKBa-CalB) transfer edildi.

Rekombinant pGKBa-CalB+pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 hiicrelerinin  elde
edilmesi i¢in pGKBa-CalB, BsiWI-HF enzimi ile kesilerek lineer hale getirildi. Ardindan,
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilen kesim reaksiyon {riinlerine ait jel goriintiisii

incelendiginde plazmitlerin kesildigi teyit edildi (Sekil 37).

75



Sekil 37. Agaroz jel elektroforez goriintiisii
*(1 ve 2 no’lu kuyular sirastyla; kesilmemis ve kesilmis pGKBa-CalB’ye ait bantlar1 géstermektedir.)

Lineer rekombinant plazmitin kompetan hiicrelere transferi gergeklestirildikten sonra
pGKBa-CalB transformantlarini igeren kiiltiir sivisindan 100 pl alinarak 1000 pg/ml genetisin
iceren YPD kat1 plakalarina yayildi. Yaklagik 72 saat sonra ¢ekilen se¢im plakasina ait goriintii
Sekil 38°de verildi.

Sekil 38. pGKBa-CalB+pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 transformantlarina ait plaka
goruntisu

Pozitif maya transformantlarinin dogrulanmas: i¢in rastgele secilen kolonilere ait
genomik DNA’lar kullanilarak PCR gerceklestirildi. pGAP-F ve CalB-R primerleri ile elde

edilen PCR firiinleri, agaroz jel elektroforezinde yiriitildikten sonra goriintiilendi.

Goriintiileme sonucu {irlinlerin beklenen uzunlukta (1340 bg) bant verdigi gozlendi (Sekil 39).
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1200 b¢ mump-
1000 b¢ m=p-

Sekil 39. PCR sonucu elde edilen tiriinlerin agaroz jel elektroforez goriintiisii
*(M: DNA markir; 1, 2, 3, 4 ve 5 no’lu kuyular sirasiyla; pGKBa-CalB+pPICZoA-CalB+pGKB-PDI/X-
33 kolonilerine ait bantlar1 gosterirken 6 no’lu kuyu, pGKBa-CalB’ye (pozitif kontrol) ait band1 gostermektedir.)

PCR islemi ile dogrulanan pGKBa-CalB+pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33
transformantlarina ait koloniler kullanilarak PTVA analizi gerceklestirildi. 500-4000 pg/ml
arasindaki konsantrasyonlarda genetisin antibiyotigi igeren YPD siv1 besiyerleri sirali olarak
kullanild1. Her 24 saatlik inkiibasyonun ardindan toplanan kiiltiir stvilart kullanilarak yapilan

spotlama testine ait 48 saat inkiibasyon sonrasi plaka goriintiisii Sekil 40°ta verildi.

Genetisin konsantrasyonu (png/ml)

Koloni numarasi

10° 10 102 102 10* 105 10

Diliisyon katsayisi

Sekil 40. PTVA ile ¢ok kopyali klonlarin se¢ilimine ait plaka goriintiisii
*(pGKBa-CalB+pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 kolonilerine ait spotlar1 géstermektedir.)

PTVA ile ¢ok kopyali klonlarin seciliminde uygulanan en yiiksek dozda biiylime
gosteren koloniler YPD agar plakasina ekilerek biiyiitiildii. Daha sonra, 6n kiiltiire alinarak
blyiitiilen hiicreler liretim kiiltiiriine inokiile edilerek 120 saat boyunca rCalB enziminin

tiretilmesi saglandi. Daha sonra, konsantre edilen drneklerin enzim aktiviteleri belirlendi.
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pGKBa-CalB+pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33  kolonilerinde  {iretilen  lipaz
orneklerine ait ortalama zon gaplar sirasiyla; 16,70 (CCP1), 18,57 (CCP5), 16,63 (CCP6) ve
15,60 mm (CCP9) olarak olgiildii (Sekil 41 A). Tribiitirin agar plaka ve spektrofotometrik
olarak dlgiilen lipaz aktivitesi sonuglari birlikte degerlendirildiginde, CCPS5 kolonisi tarafindan
tiretilen rCalB enzimi miktarinin ve aktivitesinin daha fazla oldugu goriildii.
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Sekil 41. pGKBa-CalB+pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 kolonilerini olusturan hiicreler
tarafindan iretilen lipaz enzimine ait aktivite sonuglari
*(A: Tribiitirin agar plaka goriintiisii; B: Goreceli lipaz aktivitesi (%) sonucu.)

Fe304s@PEIl10kpa MNP’lerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Son yillarda, nanoteknolojinin bilimde biiyiik ilerlemeler kaydettigi gercegi gdz oniine
alindiginda, biyokatalizérlerin immobilizasyonunda nanoyapilarin kullanilmasina yonelik bir
egilim olmustur. Nanopartikiiller, nano lifler, nanotiipler, nano gézenekler, nano tabakalar ve
nanokompozitler gibi nanomalzemeler, endiistriyel biyoteknolojide bir¢ok uygulama alani
bulmustur. Dekorasyon i¢in, nanopartikiiller benzersiz boyutlar1 ve fiziksel O6zellikleri

nedeniyle avantajli olarak kabul edilmektedir (Amini et al., 2017; Verma et al., 2013).

Demir (Fe) oksit manyetik nanopartikiiller (MNP), biyouyumlu ve smirli toksisite
gostermeleri nedeniyle glivenilirdir. MNP sentezinde, ferrus ve ferrik kloriiriin (FeCl2 ve FeCls)
bazik bir ortamda birlikte ¢oktiiriildiigii kolay ve ucuz olan bir yontem kullanilmaktadir (Steitz
et al., 2007). Bu sebeple, bu tez calismasinda MNP’ler birlikte ¢oktiirme yontemi kullanilarak
sentezlendi. MNP’lerin kararliligin1 ve biyouyumlulugunu artirmak i¢in dalli yapiya ve pozitif
yiike sahip olan polietilenimin (PEI; 10 kDa) kullanildi. Negatif yiizey yiikiine sahip olan
MNP’lerin yiizeyi pozitif yiiklii olan PEI ile elektrostatik olarak etkilesmektedir. Sentezlenen
FesO4@PEliokpa MNP’ler, suda stabil halde bulunmaktadir. Ayrica, manyetik alan etkisi
altinda hareket edebilme yetenegine sahip oldugundan hedeflenen bolgeye kolaylikla
yonlendirilebilirler (Kami et al., 2011).
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Sentezlenen MNP’lerin TEM goriintiileri ve boyut dagilimi Sekil 42’de verildi.
Fe3O4@PEl10kpa MNP lerin kiiresel sekilde ve yaklagik 14-28 nm araliginda oldugu belirlendi.

A B 2

Partikiil sayisi
=

15 20 25 30
Partikiil boyutu (nm)

Sekil 42. Uretilen FesOs@PEliokpa manyetik nanopartikiillerin A. Gegirimli elektron
mikroskop goriintiileri ve bu goriintiilerden c¢izilen boyut dagilimina ait B. Histogram grafigi

Diger yandan, MNP’lerin fonksiyonel gruplari ve yiizey kimyasi1 FTIR ile belirlendi.
ATR modunda, 6rnekler 400 ile 4000 cm™ arasinda tarand1 ve FesOs@PEl1okoa MNP’ lerine ait
FTIR spektrumu Sekil 43’te verildi. Grafikte gzlenen -N-H (3353, 1546 ve 1450 cm™) ve -C-
H pikleri (2921 ve 2809 cm™), PEI varligim gostermektedir (Han et al., 2016; Islam et al.,
2014; Yildiz et al., 2021). Bunun disinda, -Fe-O etkilesimine ait pik ~567 cm™’de gdzlendi.
FTIR analizine ait sonuglar degerlendirildiginde, FesOa4 nanopartikiillerinin basaril bir sekilde

PEI ile modifiye edildigi anlagilmaktadir.
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Sekil 43. Sentezlenen FesO4s@PEl1okpa MNP’ lere ait FTIR spektrumu
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Numunelerdeki demir icerigini 6l¢gmek icin ise ICP-MS analizi kullanildi. Olgiim
yapilmadan 6nce malzemeler asit ve mikrodalga kullanilarak par¢alandi. Analiz sonucuna gore,
sentezlenen FesO4@PEl10kpa MNP lerin yaklasik olarak 6562379,854 ppb (6562,379854 ppm)

konsantrasyonunda Fe i¢erdigi belirlendi.

Rekombinant K. phaffii Hiicrelerinin Dekorasyonu (immobilizasyonu)

Rekombinant K. phaffii hiicreleri (CCP5) 250 ppm Fe i¢eren FesOs@PEli0koa MNP’ ler
kullanilarak immobilize edildi ve bir cam slayt iizerine fikse edilerek goriintiilendi. Immobilize
edilen ve edilmeyen (kontrol) hiicrelerin SEM goriintiileri Sekil 44°te verildi. Literatiirde,
ozellikle PEI ile modifiye edilmis MNP’lerin mikroorganizmalarin izolasyonu i¢in kullanildigi
ve yiiksek immobilizasyon verimliligi sergiledigi bildirilmistir (Jia et al., 2022; J. Li et al.,
2019). MNP’lerin yiizey morfolojisi ve yapisal o6zellikleri hiicrelerin yapisma ve biiyiime
yetenegini etkileyebilir. MNP’ lerin yiizey yikii, hedef hiicrelerle elektrostatik etkilesimleri
etkiler. Pozitif veya negatif yiiklii yilizeyler hiicrelerin hareketsizlestirilmesinde 6nemli bir rol
oynar ve bu da hareketsizlestirilmis hiicrelerin kararliligin1 ve verimliligini etkiler (Dagci,
Solak, et al., 2024; J. Li et al., 2019). Bu tez ¢alismasinda, immobilize edilen ve edilmeyen
hiicrelere ait SEM goriintiileri incelendiginde, maya hiicrelerinin basarili bir sekilde immobilize
edildigi gozlendi. Ayrica, manyetik alan (magnet) uygulanmadan 6nceki ve manyetik alan
uygulandiktan sonraki hiicrelere ait ODesoo degerlerinden yola c¢ikilarak immobilizasyon

etkinligi hesaplandiginda, manyetik immobilizasyon verimliliginin %96,76 oldugu goriildii.

Sekil 44. Rekombinant K. phaffii hiicrelerine ait SEM goriintiileri
*(A: Dekore edilmeyen rekombinant hiicreleri, B: Fes04s@PEliopa MNP’ler ile dekore edilen
rekombinant hiicreleri gostermektedir.)
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Dekore Edilen Hiicreler Tarafindan Uretilen rCalB Enziminin Aktivite Tayini ve SDS-
PAGE Analizi

MNP’lerin maya hiicrelerinin membran gegirgenligini artirmasi sayesinde ekstraseliiler
rekombinant proteinlerin kiiltlir ortamina salimmin artirilmasina olanak tanidigir yapilan
calismalarda ifade edilmistir (Ansari et al., 2009; Brady et al., 1997; Dagci, Solak, et al., 2024;
Taghizadeh et al., 2021). Aymi sekilde, manyetik immobilizasyon (dekorasyon) isleminin K.
phaffii hiicrelerinde hedef proteinlerin kiiltiir ortamina salgilanmasini artirdigina dair ¢alismalar
da bulunmaktadir (Taghizadeh, Ebrahiminezhad, et al., 2020; Taghizadeh et al., 2022). Bu
calismalara ek olarak oOnceki g¢alismamizda, Fe3Os MNP’lerin kullanilmasiyla yapilan
immobilizasyon isleminde MNP’ler mayanin tiim yiizeyini kaplamis olsa da FesO4@PEl10kpa
MNP’lerin kullanilmasiyla yapilan daha lokalize bir immobilizasyonun protein salgilanmasi

acisindan daha yiiksek bir fayda sagladig1 gozlemlenmistir (Dagci, Solak, et al., 2024).

Bu tez calismasinda, 250 ppm Fe igeren FesOs@PEliokpa MNP’ ler kullanilarak dekore
edilen CCP5 (pGKBa-CalB+pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33) hiicrelerinin rCalB enzimini
hiicre disina salgilama potansiyeline bakildi (Bundan sonraki kisimda immobilize (dekore)
edilen CCP5 hiicreleri ICCP5 olarak ifade edildi). 96 saatlik inkiibasyonun ardindan yapilan
lipaz aktivitesi analiz sonuglar1 Sekil 45°te verildi. Hem immobilize edilen hem de edilmeyen
hiicrelere ait goreceli lipaz aktivitesi sonucuna bakildiginda, en iyi lipaz aktivitesinin 48 saatlik
inkiibasyon grubuna ait oldugu goriildii. Bunun yani sira, dekore edilen hiicrelerde lipaz
aktivitesinin tiim inkiibasyon saatlerinde immobilize edilmeyen hiicrelerden daha fazla oldugu
gorildii (Sekil 45 A).

Diger yandan, immobilize edilen hiicrelere ait lipaz 6rnekleri kullanilarak yapilan
tribiitirin agar plaka sonucu incelendiginde de yine inkiibasyon siiresine bagli olarak zon
caplarinda dolayisiyla lipaz aktivitesinde giderek azalmanin séz konusu oldugu goriildii. ICCP5
hiicrelerinin kullanilmasiyla farkli inkiibasyon siirelerinde {iretilen lipaz orneklerine ait
ortalama zon caplari sirasiyla; 11,76 (24 sa.), 13,93 (48 sa.), 11,79 (72 sa.) ve 9,79 mm (96 sa.)
olarak ol¢iildii (Sekil 45 B). Her iki aktivite sonucu birlikte degerlendirildiginde, en yiiksek
lipaz aktivitesinin ICCP5 hiicrelerinin 48 saatlik inkiibasyon grubunda oldugu gdzlendi.
Bundan dolay1, sonraki deneylerde lipaz iiretimi i¢in inkiibasyon siiresinin 48 saat olmasina

karar verildi.

Ayni zamanda, ICCP5 hiicrelerinin 48 saat inkiibasyonu ile iiretilen ve -20 °C’de
saklanan lipaz enziminin stabilitesinin (depolama kararlilig1) degerlendirilmesi i¢in birkag giin
arayla 12. giine kadar lipaz aktivitesi incelendiginde, 12. giinliin sonunda goreceli lipaz

aktivitesinde ilk giine gore yaklasik olarak %17,12 oraninda bir azalma oldugu gdzlendi.
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Sekil 45. Farkli inkiibasyon siirelerinde tiretilen lipaz enzimine ait aktivite sonuglari

*(A: iImmobilize edilen ve edilmeyen hiicrelere ait goreceli lipaz aktivitesi (%) sonucu; B: Immobilize
edilen hiicrelere ait tribiitirin agar plaka goriintisi.)

Ayn1 zamanda hem ICCP5 hem de CCPS5 hiicrelerinde en yiiksek lipaz aktivitesinin
gozlendigi 48 saatlik inkiibasyonun ardindan toplanan ve konsantre edilen 6rnekler kullanilarak
lipaz aktiviteleri karsilastirildi. Konsantre dérneklerden 50 pl alinarak tribiitirin agar plakasinda
acilan kuyulara konuldu ve 30 °C’de 72 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Immobilize edilen
ve edilmeyen hiicreler tarafindan iiretilen lipaz 6rneklerine ait ortalama zon ¢aplari sirasiyla;
ICCP5 igin 22,66 mm ve CCPS5 igin 20,00 mm olarak &l¢iildii. Her iki aktivite sonucu birlikte
degerlendirildiginde, en yiiksek lipaz aktivitesinin ICCP5 grubunda oldugu gozlendi (Sekil 46).
Bundan dolayi, sonraki deneylerde MNP’lerle dekore edilen hiicrelerle lipaz iiretiminin

gerceklestirilmesine karar verildi.

A B 12-

Goreceli lipaz aktivitesi (%)

CCP5 iccps

Sekil 46. immobilize edilen ve edilmeyen hiicreler tarafindan iiretilen lipaz enzimine ait aktivite
sonugclari

*(A: Tribitirin agar plaka goriintiisii; B: Goreceli lipaz aktivitesi (%) sonucu.)
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Diger yandan, lipaz iiretmeyen (CalB geni icermeyen rekombinant maya; pPICZaA/X-
33) ve lipaz iireten immobilize edilmis hiicrelerin (ICCP5; pGKBa-CalB+pPICZaA-
CalB+pGKB-PDI/X-33) 48 saatlik inkiibasyonunun ardindan toplanan siipernatantlar
kullanilarak Bradford ile total protein tayini yapildi. Yaklasik 22 pg protein kullanilarak SDS-
PAGE analizi ve ardindan giimiis boyama yapildi. Sekil 47°de verilen giimiis boyama sonucuna
ait jel goriintiisii incelendiginde, kontrol grubundaki protein Orneginde lipaza ait beklenen
boyutta (yaklasik 34 kDa) bant varlig1 gézlenmezken ayni hizadaki ICCP5 hiicrelerine ait
ornekte protein bandi gdzlendi. Sonug olarak, yaklasik 34 kDa’lik rCalB enziminin i{CCP5

hiicreleri tarafindan basariyla tiretilerek hiicre disina salgilandigi gorilda (Sekil 47).

M 1 2
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Sekil 47. SDS-PAGE analizine ait glimiis boyama sonucu
*(M: Protein markir; 1 ve 2. kuyular sirasiyla; ICCP5 ve lipaz geni igermeyen (kontrol) hiicreler
tarafindan tiretilen protein 6rneklerine ait bantlar1 géstermektedir.)

Lipaz Enziminin Transesterifikasyon Aktivitesi ve Biyodizel Uretimi

Literatiirdeki daha oOnceki ¢alismalar, lipaz katalizli transesterifikasyonun
performansinin esas olarak metanol:yag molar orani, sicaklik, enzim miktar1 ve reaksiyon
stiresinden etkilendigini gostermektedir (Kaieda et al., 2001; Q. Li and Yan, 2010; C. H. Liu et
al., 2012). Bu nedenle, rCalB katalizli transesterifikasyon reaksiyonunda bahsedilen bu dort

faktoriin etkisi ayr1 ayri arastirildi.

Biyodizel {retimi sirasinda, transesterifikasyon verimliligini artirmak amaciyla
metanol:yag molar orani (3:1-5:1), sicaklik (25-40 °C), enzim miktar1 (enzim ig¢eren kiiltiir
stvist: 4-12 ml; 1,2-3,6 EU) ve reaksiyon siiresi (12-168 saat) sartlar1 sirastyla optimize edildi.
Tiim optimizasyon g¢aligmalarinda elde edilen FAME igeren iiriinlerin GC-FID analizi ile

karakterizasyonu yapildi.
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GC-FID analizinde i¢ standart olarak kullanilan 2-Metil-3-heptanon, Tay soya
sosundaki ucucu bilesik analizinde, dogrudan ¢oziicii ekstraksiyonunda ve es zamanli buhar
damitma-¢6ziicii ekstraksiyonunda Ornek hazirlamada i¢ standart (internal standart) olarak
kullanilmigtir (Wanakhachornkrai and Lertsiri, 2003). Diger yandan, baska bir ¢alismada,
depolanan yagsiz kuru siitiin ugucu tat bilesiklerinin gaz kromatografisi-olfaktometri ve aroma
0z seyreltme analizi kullanilarak tanimlanmasinda i¢ standart olarak kullanilmistir (Karagiil-
Yiiceer et al., 2002). Bu tez c¢alismasinda ise, tlim optimizasyon deneylerinde
transesterifikasyon oranlar1 (%) her grup igerisinde goreceli olarak belirlendikten sonra (C. H.
Liu etal., 2012), iiretilen FAME miktarlar1 (%) seri optimizasyon gruplari arasindaki optimum
transesterifikasyon oranlar1 temel alinarak goreceli olarak tahmin edildi (Yan et al., 2014). En
nihayetinde, transesterifikasyon orani ile FAME miktar1 ayn1 iiriinii ifade etmektedir (C. H. Liu
etal., 2012).

Biyodizel iiretim optimizasyonu deneylerinde ilk olarak, metanol:yag molar oraninin
etkisi arastirildi. Reaksiyon karisimina, reaksiyon substrati olarak uygun miktarda metanol
eklenmesi reaksiyonu biyodizel sentezine kaydirabilir ve biyodizel verimini artirabilirken, asir
miktarda metanol lipaz aktivitesinin denatiirasyonuna ve inaktivasyonuna yol agacaktir (Jun et
al.,, 2012; Y. Liu et al., 2018). Metanoliin ¢oziinmemesi, rCalB enziminin kararliligini
etkilediginden transesterifikasyonda bir dezavantaj olarak goriilmektedir (Kamel Ariffin and
Idris, 2022). Bu nedenle, yiiksek biyodizel verimi igin kataliz ve toksisite arasindaki metanol
konsantrasyonunda denge noktasina ulasmak gerekmektedir. Yakin zamana kadar, birgok
calisma, reaksiyon sistemine kademeli olarak metanol ekleme stratejisinin yiiksek verimlilikle
biyodizel iiretimini basarili bir sekilde tesvik etmek i¢in kullanilabilecegini bildirmistir (Amoah
et al., 2016; J. Huang et al., 2015; Kuo et al., 2015; Lee et al., 2009; Tan et al., 2022; You et
al., 2013).

Bu tez calismasinda yapilan tiim optimizasyon deneylerinde metanol, reaksiyon
ortamina kademeli olarak eklendi (lyyappan et al., 2022; Xiao et al., 2023). Sonugta, elde edilen
deney verilerine gore metanoliin kademeli olarak eklenmesiyle lipazin kararliligi tizerindeki
olumsuz etkisinin engellendigi sonucuna varildi. Sekil 48’den goriilebilecegi gibi, metanoliin
aycicek yagma molar orani 3:1 oldugunda biyodizel verimi en diisiik seviyedeydi ve ortalama
transesterifikasyon oran1 %34,86 idi. Metanoliin aygicek yagina molar oranindaki 4:1’lik artis,
en yiiksek transesterifikasyon oranini gosterdi. Calisilan en yiiksek molar orani olan 5:1’deki
artisin %45,20’lik biyodizel veriminde azalmaya neden oldugu gézlendi. Dolayisiyla, serbest
lipaz olarak kullanilan rCalB’nin  4:1°lik optimum metanol:yag molar oraninda

transesterifikasyon aktivitesini baskiladigi bilinen yiiksek metanol konsantrasyonunu tolere
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edebildigi soylenebilir (Fjerbaek et al., 2009; C. H. Liu et al., 2012). Sonug olarak, sonraki

optimizasyon deneylerinde 4:1 metanol:yag molar oraninin kullanilmasina karar verildi.
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Sekil 48. Metanol:yag molar oranmnin biyodizel verimine etkisinin transesterifikasyon

oranlariyla goreceli olarak karsilastirilmasi

*(Aygicek yagi miktar1 (20,0 g), reaksiyon sicakligi (30 °C), enzim miktar1 (enzim igeren kiiltiir sivist:
10 ml; 3 EU) ve reaksiyon siiresi (24 sa.))

En ytiksek transesterifikasyon etkinliginin gozlendigi metanol:yag molar orani (4:1)
belirlendikten sonra biyodizel iiretiminde 25 °C ile 40 °C arasindaki sicakliklarin etkisi
arastirildi. Genel olarak, daha yiiksek sicaklik lipaz aktivitesini artirabilir ve substratlarin enerji
bariyerini agmak i¢in gereken enerjiyi emmesine yardimei olarak reaksiyon hizinin artmasin
saglar (Kuepethkaew et al., 2017). Ancak, daha yiiksek sicaklik lipazlar1 denatiire etme ve
dolayisiyla reaksiyon hizini diisiirme potansiyeline de sahiptir. Ek olarak, biyodizel tiretimi i¢in
lipaz katalizli transesterifikasyon genellikle uzun bir reaksiyon siiresi boyunca gergeklestirilir
ve bu da lipaz aktivitesinin uzun bir siire korunmasini gerekli kilar. Bu nedenle, lipazlarin
optimum sicakligi ve termostabilitesinin saglanmasi yiiksek biyodizel verimi i¢in dnemlidir (Y.
Liuetal., 2018).

Sekil 49°da verilen goreceli transesterifikasyon oranlari karsilastirildiginda, en yiiksek
etkinligin 30 °C’lik reaksiyon sartlarinda oldugu ve 5 °C’lik artan sicaklik farkliliklarinda ise
transesterifikasyon etkinliginin giderek azaldigi goézlendi. Xiao ve arkadaslarinin (2023)
yapmis olduklar1 bir calismada da 30 °C’deki reaksiyon sartlarinda biyodizel veriminin (%) en
yiiksek oldugu ve sonraki sicakliklarda verimde azalmanin gozlendigi bildirilmistir (Xiao et al.,
2023). Yine bagska bir caligmada, CalB enzimi katalizorliigiinde (4:1 metanol:yag molar orani,
30 °C sicaklik, 200 rpm c¢alkalama hizi ve 24 saat reaksiyon siiresi) transesterifikasyon

reaksiyonu gergeklestirilmis ve %89 oraninda biyodizel verimi elde edildigi bildirilmistir (Tan
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et al., 2022). Diger yandan, daha diisiik sicakliklarin reaksiyon hizini azaltabilecegi ve yiiksek
biyodizel verimi igin reaksiyon siiresinin uzamasina neden olabilecegini bildiren ¢alismalar da
bulunmaktadir (Arumugam et al.,, 2018; Y. Liu et al, 2018). Elde edilen sonuglar
dogrultusunda, daha diisiik bir sicaklikta ve daha kisa reaksiyon siiresinde biyodizel tiretiminin
enerji tasarrufu, daha uygun reaksiyon kosullar1 ve daha yiiksek verimlilik gibi birgok avantaja
sahip oldugunu ve bdylece biyodizel iiretim maliyetinin de azaltilabilecegini gdstermistir.
Sonug olarak, bundan sonraki transesterifikasyon deneylerinde reaksiyon sicakliginin 30 °C’de

sabit tutulmasina karar verildi.
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Sekil 49. Reaksiyon (Transesterifikasyon) sicakliginin biyodizel verimine etkisinin
transesterifikasyon oranlariyla goreceli olarak karsilastiriimasi

*(Aygcigek yagi miktar1 (20,0 g), metanol:yag molar orani (4:1), enzim miktari (enzim igeren kiiltiir sivist:
10 ml; 3 EU) ve reaksiyon siiresi (24 sa.))

En uygun reaksiyon sicakligi belirlendikten sonra (30 °C) katalizor olarak kullanilan
rCalB enzim miktariin transesterifikasyon reaksiyonuna olan etkisi arastirildi. Sekil 50°de
verilen grafik incelendiginde transesterifikasyon i¢in enzim igeren kiltiir sivisinin optimum
miktar1 8 ml (2,4 EU) olarak belirlendi. 8 ml (2,4 EU) nin iizerindeki enzim konsantrasyonunda
transesterifikasyon veriminde %14,8 oraninda azalma goriildii. Bu azalma, enzim miktarindaki
artistan ziyade enzim igeren kiiltlir stvisinin su miktarindaki artisa baglanabilir. Cilinkii, su
miktarindaki artisin su:metanol oranini degistirerek transesterifikasyon verimliligini azaltmis
olmas1 muhtemeldir. Su, biyodizel iiretimi i¢in iki fazl sistemlerde 6nemli bir rol oynar. Uygun
su igerigi, lipazin aktivitesi i¢in ii¢c boyutlu yapisini korumak ve lipaz katalizi i¢in sulu ve
organik fazlar arasindaki kullanilabilir arayiizii artirmak i¢in esastir (J. Huang et al., 2015; You
et al., 2013). Ancak, asir1 su igerigi lipazin sulu fazdaki hidrolitik aktivitesini aktive ederek

transesterifikasyon veriminde bir azalmaya yol agabilir (J. Huang etal., 2015; You etal., 2013).

86



Optimum su igerigi, lipazin reaksiyonda yalnizca minimum hidroliz aktivitesiyle maksimum
transesterifikasyon aktivitesini korumasina yardimci olabilir (Y. Liu et al., 2018; You et al.,
2013). Sekil 50°de elde edilen sonuglar, enzim Katalizli reaksiyonlarda transesterifikasyon
verimliliginin su:metanol oranina baglh oldugu gercegiyle uyumlu oldugunu gosterdi (Altinok
etal., 2023; Firdaus et al., 2016; Lotti et al., 2018; X. Wang et al., 2011; Xiao et al., 2023). Elde
edilen sonuglar dogrultusunda, kalan deneylerde enzim igeren kiiltiir sivis1 miktarinin 8 ml (2,4

EU)’de sabit tutulmasina karar verildi.
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Sekil 50. Katalizoér (enzim igeren kiiltiir sivis1) miktarinin biyodizel verimine etkisinin

transesterifikasyon oranlariyla goreceli olarak karsilastirilmasi
*(Aygigek yagi miktar1 (20,0 g), metanol:yag molar orani (4:1), reaksiyon sicakligi (30 °C) ve reaksiyon
stiresi (24 sa.))

En yiiksek transesterifikasyon etkinliginin gozlendigi enzim miktar1 (enzim igeren
kultiir sivisi: 8 ml; 2,4 EU) belirlendikten sonra reaksiyon siiresinin biyodizel verimine olan
etkisi arastirildi. Biyodizel verimini etkileyen reaksiyon siiresinin transesterifikasyon oranina
etkisi Sekil 51’de gosterildi. Reaksiyon siiresi uzadikga, aygicek yaginin biyodizele
dontlistimiiniin daha yiiksek oldugu gozlendi. Lipaz katalizli transesterifikasyonun geri
doniisiimsiiz olmasi nedeniyle, reaksiyon siiresindeki artisin substrat ¢oziinmesine dogru
olumlu bir etkisi olacagi ve biyodizel doniisiimil i¢in etkili substrat-enzim etkilesimi i¢in daha
fazla sans olacagi varsayilmistir. Literatiirde yapilan benzer caligmalarda da aynmi etki

gozlenmistir (Altinok et al., 2023; Kamel Ariffin and Idris, 2022; C. H. Liu et al., 2012).
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Sekil 51. Reaksiyon siiresinin biyodizel verimine etkisinin transesterifikasyon oranlariyla
goreceli olarak karsilastiriimasi

*(Aygcicek yagi miktart (20,0 g), metanol:yag molar orani (4:1), reaksiyon sicakligi (30 °C) ve enzim
miktar1 (enzim iceren kiiltiir stvis: 8 ml; 2,4 EU))

Diger yandan, transesterifikasyon reaksiyonu i¢in ticari yag kullanilarak elde edilen tiim
optimum sartlarda atik kizartma (aygicek) yagi kullanilarak reaksiyon siiresinin etkisi
arastirlldi. Atik yagdaki transesterifikasyon doniisiimiinii etkileyen reaksiyon siiresinin
transesterifikasyon oranina etkisi Sekil 52°de gosterildi. Reaksiyon siiresi uzadik¢a, atik
kizartma (ay¢igek) yagmin biyodizele doniisiimiiniin 96 saate kadar giderek arttigi ve daha
sonra ise kismen sabit kaldig1 gozlendi. Ticari ay¢igek yagina kiyasla atik kizartma (ay¢igek)
yaginda transesterifikasyon veriminin daha disiik gozlenmesinin nedenleri arasinda atik
kizartma (ay¢icek) yagmin karmagik bilesimi ve serbest enzimlerin bu karisim ortamindaki

kararsizlig1 sayilabilir (Xiao et al., 2023).
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Sekil 52. Reaksiyon siiresinin biyodizel verimine etkisinin transesterifikasyon oranlariyla
goreceli olarak karsilastirilmasi (Atik kizartma (aycicek) yagi)

*(Atik kizartma (ay¢igek) yag1 miktar1 (20,0 g), metanol:yag molar orani (4:1), reaksiyon sicakligi (30
°C) ve enzim miktar1 (enzim iceren kiiltiir sivisi: 8 ml; 2,4 EU))
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Son olarak, ticari yag kullanilarak yapilan seri optimizasyon deneylerinde elde edilen
optimum reaksiyon sartlarinda olusan FAME miktarlar1 goreceli olarak karsilastirildi. Sekil
53’te verilen grafik incelendiginde ilk optimizasyondan son optimizasyon sartlarina kadar

FAME veriminde yaklasik %62’lik bir artis oldugu gozlendi.
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Sekil 53. Seri optimizasyon ile elde edilen optimum reaksiyon sartlarinda olusan FAME
miktarlarinin géreceli olarak yiizdesi (%)

Ticari aygicek yag1 ve atik kizartma (aygigek) yagi kullanilarak optimum reaksiyon
sartlarinda (yag miktar1 (20,0 g), metanol:yag molar orani (4:1), reaksiyon sicakligi (30 °C),
enzim miktar1 (enzim iceren kiiltiir stvisi: 8 ml; 2,4 EU) ve reaksiyon siiresi (168 sa.)) olusan
FAME miktarlar1 goreceli olarak karsilastirildiginda yaklasik %52,12’lik bir verim farki oldugu
gozlendi (Sekil 54).
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Sekil 54. Ticari ay¢icek yagi ve atik kizartma (aygigek) yagi kullanilarak optimum reaksiyon
sartlarinda olusan FAME miktarlarinin goreceli olarak yiizdesi (%)
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Ticari aycicek yagi ile optimum sartlarda gergeklestirilen transesterifikasyon reaksiyonu
sonucu elde edilen FAME firlinlerinin GC-FID analizine ait kromatogram grafigi
incelendiginde, 4.010, 7.788, 9.516, 9,790 ve 10.328 dakikalik alikonma siirelerine sahip
piklerin sirasiyla; kaprilik (C8:0), palmitik (C16:0), stearik (C18:0), oleik (C18:1n9c) ve
linoleik (C18:2n6¢) asitlerin metil esterlerine karsilik geldigi gozlendi (Sekil 55). Elde edilen
kromatogram verileri, iiretilen biyodizelin yiiksek oranda C16 ve C18 yag asidi metil esterleri
igcerdigini gostermektedir (%99,73) (Sekil 55).
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Peak Table Channell - Channel 1
Pealk# Ret. Time Cmpd Name Area Area%
1 4.010 Caprylic Acid (C8:0) 329 0.2651
2 7.788 Palmitic Acid (C16:0) 10254 8.2604
3 9.516 Stearic Acid (CI8:0) 3891 3.1348
4 9.790 Oleic Acid (C18:1n%¢ 28065 22.6087
5 10.328 Linoleic Acid (C18:2n6 81594 65.7309
Total 124133 100.0000

Sekil 55. Ticari aygicek yagi ile gerceklestirilen transesterifikasyon reaksiyonu sonucu olusan
FAME iiriinlerine ait GC-FID kromatogrami

*(Aycicek yagi miktar1 (20,0 g), metanol:yag molar orani (4:1), reaksiyon sicakligi (30 °C), enzim miktar1
(enzim igeren kiiltiir sivisi: 8 ml; 2,4 EU) ve reaksiyon siiresi (168 sa.))

Atik kizartma (aycicek) yagi ile optimum sartlarda gergeklestirilen transesterifikasyon
reaksiyonu sonucu elde edilen FAME f{iriinlerinin GC-FID analizine ait kromatogram grafigi
incelendiginde, 3.054, 4.009, 7.773, 9.494, 9,768 ve 10.304 dakikalik alikonma siirelerine sahip
piklerin sirasiyla; kaproik (C6:0), kaprilik (C8:0), palmitik (C16:0), stearik (C18:0), oleik
(C18:1n9c) ve linoleik (C18:2n6c) asitlerin metil esterlerine karsilik geldigi gozlendi (Sekil
56). Elde edilen kromatogram verileri, liretilen biyodizelin yiiksek oranda C16 ve C18 yag asidi

90



metil esterleri icerdigini gdstermektedir (%77,23) (Sekil 56). Uretilen biyodizelin metil ester
bilesiminin daha Onceki c¢aligmalarda atik kizartma (aygigek) yaglarindan iretilen
biyodizellerin bilesimine olduk¢a benzedigi gozlendi (Altinok et al., 2023; Y. Chen et al., 2009;
Chhetri et al., 2008; El-Batal et al., 2016; Karaman et al., 2024). Calismada ayrica, K. phaffii
tarafindan tretilen rCalB enziminin metanol varliginda atik kizartma (aygigek) yagindan

biyodizel iiretmek icin katalizor olarak kullanilabilecegi de gosterildi.
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| 3.054 Caproic Acid (Co:0) 2325 39113
2 4.009 Caprylic Acid (C8:0) 11205 18.8547
3 7.773 Palmitic Acid (C16:0) 7345 12.3594
4 9.494 Stearic Acid (C18:0) 2605 4.3835
5 9.768 Oleic Acid (CI18:1n9¢’ laleh 271906
6 10.304 Linoleic Acid (C18:2n6 19791 33.3005
Total 59431 100.0000

Sekil 56. Atik kizartma (aygicek) yagi ile gergeklestirilen transesterifikasyon reaksiyonu
sonucu olusan FAME f{iriinlerine ait GC-FID kromatogrami

*(Atik kizartma (aygicek) yagi miktar (20,0 g), metanol:yag molar orani (4:1), reaksiyon sicakligt (30
°C), enzim miktar1 (enzim igeren kiiltiir sivist: 8 ml; 2,4 EU) ve reaksiyon siiresi (168 sa.))

Biyodizel performans: i¢in ana parametrelerden biri setan sayisidir. Bu parametre,
gecikmeli yanma siiresini ve yanma kalitesini gosterdigi i¢in dizel yakit yaniciliginin 6nde
gelen gostergesidir (Meher et al., 2006). Daha yiiksek setan sayisi, motorun daha yiiksek
gliciinii ve daha iyi ekonomik performansini belirler (Knothe, 2005). Esterlerdeki daha uzun
yag asidi zincirleri daha yiiksek setan sayis1 degerleri iiretir. Ornegin, miristik (14:0), palmitik
(16:0) ve stearik (18:0) asitlerin metil esterleri 66,2, 74,5 ve 86,9 setan sayisina sahiptir
(Folayan et al., 2019; Knothe, 2005). Setan sayilar1 da 6rnegin linoleik (C18:2) ve linolenik
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(C18:3) gibi ¢ift doymamus bilesiklerin sayisiyla birlikte daha diisiiktiir (Knothe et al., 2003).
Biyodizelin hammaddesi uzun ve doymamus bir yag asidi zinciri igermelidir (Bajpai and Tyagi,
2006; Demirbas, 2005; Knothe et al., 1998). Onceki ¢alismalar, biyodizelin kalitesinin oleik
asit gibi yiiksek tekli doymamais yag asitleri, linoleik asit gibi diisiik coklu doymamis yag asitleri
ve optimum doymus yag asitlerinin varligina bagli oldugunu belirtmistir (Aparamarta et al.,
2020; Knothe, 2009; Pinzi et al., 2009).

Bu tez calismasinda yapilan GC-FID analizlerine gore, ticari aygicek ve atik kizartma
(aycicek) yaglar kullanilarak tiretilen biyodizelin yiiksek oranda C16 ve C18 yag asidi metil
esterleri igerdigi belirlendi. Bu bulgular, C16 ve C18 yag asidi metil esterlerinin biyodizelin
kalitesini artirdig1 bilindiginden (Katre et al., 2012; Taskin et al., 2016), iiretilen biyodizelin
yiiksek kalitesinin bir gostergesi olabilir. Ayrica, elde edilen sonuglardan biyodizelin tekli
doymamis yag asitlerinden olan oleik asiti yliksek oranda i¢erdigi goriildii. Tekli doymamis yag
asitlerinden elde edilen metil esterlerin soguk havalarda daha iyi akis 6zelliklerine sahip olmasi
dolayisiyla (Aparamarta et al., 2020; Taskin et al., 2015) bu o6zellik, iiretilen biyodizelin
kalitesini de artirabilir (Karaman et al., 2024). Sonug olarak, tekli doymamis yag asitleri de
dahil olmak iizere C16 ve C18 yag asitlerinin yiiksek igerigi nedeniyle, K. phaffii hiicreleri
tarafindan iiretilen rCalB enziminin transesterifikasyonu ile tiretimi gerceklestirilen biyodizelin

mevcut biyodizellere alternatif olabilecegi sonucuna varilabilir.
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v

SONUC VE ONERILER

K. phaffii’nin kodon kullanim egilimine gore yapilan kodon optimizasyonu ile C.
antarctica lipaz B geninin kodon adaptasyon indeksi %69’dan %87’ye yiikseltildi.
Kodon optimize CalB genini i¢geren pPICZaA-CalB satin alindi.

Kodon optimize CalB geni, pPGKBa’ya entegre edilerek pGKBa-CalB elde edildi.

K. phaffii’nin Pdi geni, pGKB’ye entegre edilerek pGKB-PDI elde edildi.

pGKB-PDI, K. phaffii hiicrelerine transfer edilerek pGKB-PDI/X-33 hiicreleri elde
edildi.

pPICZoA-CalB, hem K. phaffii hiicrelerine hem de pGKB-PDI/X-33 hiicrelerine
transfer edildi ve sirasiyla pPICZaA-CalB/X-33 ve pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33
hiicreleri elde edildi.

PCR ile dogrulanan maya kolonilerinden post-transformasyonel vektor amplifikasyonu
(PTVA) ile (zeosin antibiyotigi ile) secilen rekombinant hiicreler tarafindan CalB
enziminin ekstraselliiler tiretimi gergeklestirildi.

Coklu kopya entegrasyonunun lipaz iiretimi ve aktivitesi lizerine olan etkisini gormek
amaciyla, pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 hiicrelerine ikinci bir CalB geni (pGKBa-
CalB) transfer edildi ve pGKBa-CalB+pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 hiicreleri
elde edildi.

PCR ile dogrulanan maya kolonilerinden PTVA ile (genetisin antibiyotigi ile) secilen
rekombinant hiicreler tarafindan CalB enziminin ekstraselliiler tiretimi gergeklestirildi.
pGKBa-CalB+pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 hiicrelerinin manyetik
nanopartikiillerle dekorasyonu (immobilizasyonu) i¢in sentezlenen Fe3O4@PEliokpa
MNP’lerin kiiresel sekilde ve yaklasik 14-28 nm aralifinda oldugu, PEI ile modifiye
edildigi ve yaklasik olarak 6562,379854 ppm konsantrasyonunda Fe igerdigi belirlendi.
pGKBa-CalB+pPICZaA-CalB+pGKB-PDI/X-33 hiicreleri 250 ppm Fe igeren
Fe304@PEl10kpa MNP’ ler kullanilarak basarili bir sekilde dekore edildi.

Dekore (immobilize) edilen ve edilmeyen hiicreler tarafindan iiretilen rCalB enziminin
aktivite sonuglari birlikte degerlendirildiginde en yiiksek lipaz aktivitesi dekore edilen
hiicrelerin 48 saatlik inkiibasyonu sonucu elde edildi.

Uretilen rCalB enziminin transesterifikasyon aktivitesi sayesinde, ticari aycicek yagi ve
atik kizartma (aygigek) yaginin kullanilmasiyla gerceklestirilen biyodizel iiretiminde

elde edilen optimum degerler; metanol:yag molar orani i¢in 4:1, reaksiyon sicakligi i¢in
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30 °C, enzim miktar1 (enzim igeren kiiltiir s1vis1) i¢in 8 ml (2,4 EU) ve reaksiyon siiresi
icin ticari yagda 168 saat iken atik kizartma (aygigek) yaginda 96 saat olarak belirlendi.
Ticari yag kullanilarak yapilan seri optimizasyon deneylerinde ilk optimizasyondan son
optimizasyon sartlarina kadar FAME veriminde yaklagik %62’lik bir artis oldugu
gozlendi.

Ticari ve atik yag kullanilarak optimum reaksiyon sartlarinda olusan FAME miktarlari
goreceli olarak karsilastirildiginda, yaklasik %52,12°lik bir verim farkiyla ticari yagda
daha fazla oldugu gézlendi.

Hem ticari aygi¢cek yagi hem de atik kizartma (aygicek) yagi ile optimum sartlarda
gerceklestirilen transesterifikasyon reaksiyonu sonucu iiretilen biyodizelin yliksek
oranda C16 ve C18 yag asidi metil esterleri igerdigi belirlendi.

Sonug olarak, dekore (immobilize) edilmis K. phaffii hiicreleri tarafindan iiretilen rCalB
enziminin transesterifikasyonu ile iiretilen biyodizel mevcut biyodizellere alternatif
olabilir.

K. phaffii hiicreleri tarafindan iiretilen rCalB enziminin metanol varliginda atik kizartma
(aycicek) yagindan biyodizel iiretmek icin katalizor olarak kullanilabilecegi de
gosterildi.

Bu tez ¢alismasinda basarili bir sekilde tiretilen rCalB enzimi, immobilize edilerek
biyodizel iiretiminde yeniden kullanilabilirligi ve bu lipazin diger kullanim alanlar1
tizerinde arastirmalar yapilabilir.

Genel olarak, elde edilen bu olaganiistii ifade sistemi, ticari 6neme sahip baska enzim

ve proteinlerin ifadesi i¢in uyarlanabilir ve optimize edilebilir.
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