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Doktora Tezi
OZET

POLIHIDROKSIBUTIRAT VE TERMOFILIK BiR FERULIK ASIT ESTERAZIN
KLASIK VE MIKROBALONCUK FERMENTASYON YONTEMI iLE URETIMI

Fulya AY SAL

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali i
Danisman: Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ
2016, 104 Sayfa, 1 Ek Sayfa

Bu calismada, klasik ve mikrobaloncuk fermentasyonlarini kargilagtirmak amaciyla
rekombinant E. coli susundan polihidroksibutirat (PHB) tiretimi, ABD’de Utah Science
Technology and Research (USTAR)’da yapildi. Klasik fermentasyonda 0,8 vvm hava akis
hizinda ve 350 rpm g¢alkalama hizinda 48 saat sonucunda 6,21 hiicre yogunlugu (ODggo) Ve
%23 oraninda PHB iiretimi (kuru hiicreye gore) elde edildi. MBD fermentasyonda yine
ayni klasik fermentasyon sartlari kullanilarak 8,17 hiicre yogunlugu (ODggo) ve %43
oraninda PHB iiretimi elde edildi. Geobacillus thermoglucosidasius DSM 2542"a ait
ferulik esteraz geni, pET28a(+) ekspresyon vektoriine klonlanarak karakterize edildi.
Enzimin optimum sicakligi 50°C, optimum pH’s1 8,5 olarak tespit edildi. Enzimin 50°C’de
iki glin inkiibasyonunun sonucunda, aktivitesinin %64’e indigi goriildi. MBD cihazi daha
sonra ferulik asit esteraz lretimi i¢in kullanildi. Rekombinant E. coli’nin 3,5 saatlik klasik
ve mikrobaloncuk fermentasyonlart sonucunda klasik fermentasyonda; kuru hiicre agirlhigi,
protein miktari, hiicre yogunlugu 1,2 g/L, 244,48 pg/mL, 3,8 iken mikrobaloncuk
fermentasyonda; kuru hiicre agirligi, protein miktari, hiicre yogunlugu sirasiyla 1,5 g/L,
278 pg/mL ve 4,5 olarak bulundu. Bu tez kapsaminda bakteriyal yeni bir ferulik asit
esteraz geni literatlire kazandirildi. Tiirkiye’de ilk defa kullanilan MBD cihazinin
fermentor besiyerinde oksijen kiitle transferini, E. coli biliylimesini ve iiriin olusumunu

arttirdig tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: E. coli, Ferulik asit esteraz, Mikrobaloncuk, Polihidroksibutirat



PhD. Thesis
SUMMARY

PRODUCTION OF POLYHYDROXYBUTYRATE AND A THERMOPHILIC
FERULIC ACID ESTERASE WITH CONVENTIONAL AND MICROBUBBLE
FERMENTATION

Fulya AY SAL

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program }
Supervisor: Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ
2016, 104 Pages, 1 Appendix Page

In this study, a recombinant E. coli strain was used to produce polyhydroxybutyrate
(PHB) to compare conventional and MBD aerobic fermentation conditions at Utah Science
Technology and Research (USTAR), USA. In conventional fermentation operating at 350
rpm and 0.8 vvm air flow rate, an ODggo 0f 6.21 and PHB vyield of 23% (dry cell basis) was
achieved. MBD fermentation with similar bioreactor operating parameters produced an
ODgqo of 8.17 and PHB vyield of 43%. The ferulic acid esterase gene from Geobacillus
thermoglucosidasius DSM 25427 was cloned into pET28a(+) expression vector and
characterized. The enzyme had an optimum temperature of 50°C and optimum pH of 8.5.
The enzyme has been found to retain 64% of its activity after two days incubation at 50°C.
MBD generating device also was used for the production of ferulic acid esterase. After 3.5
hours of conventional and MBD fermentations of E. coli, it was observed that with
conventional fermentation, dry cell weight, protein concentration, cell density were found
to be 1.2 g/L, 244.48 pg/mL, 3.8 while with MBD fermentation, dry cell weight, protein
concentration, cell density were found to be 1.5 g/L, 278 pg/mL, 4.5, respectively. A new
bacterial ferulic acid esterase gene was added to the literature within the content of thesis.
This study demonstrated a MBD generator application which was used for the first time in
Turkey, the method can increase oxygen mass transfer, E. coli growth and bioproduct

generation.

Key Words: E. coli, Ferulic acid esterase, Microbubble, Polyhydroxybutyrate
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Birgok 6nemli endiistri dalinda, ihtiya¢ duyulan enzimlerin biiyiik 6lgekli ve daha
ucuz tretimi olduk¢a Onemlidir. Bunun i¢in de fermentorlere ihtiya¢ vardir. Fakat
fermentdrlerde bazi sorunlardan dolay: iiretim maliyeti olduk¢a artmaktadir. Endiistriyel
fermentasyonlarda mikroorganizmalarin tiremesini en fazla etkileyen islem, kiitle transfer
islemidir. Mikroorganizmalar, siirekli bir sekilde besin maddelerini tlikettikleri igin,
fermentasyondaki besin maddelerinin siirekli olarak yenilenmesi gerekmektedir. Glukoz
veya amonyak gibi besinler, fermentasyon ortamina 1 mol/L konsantrasyonunda ilave
edilirler ve bunlarin kiitle transfer problemleri azdir. Aerobik fermentasyonlarda besin
olarak oksijen de gereklidir. 35°C’de saf sudaki oksijenin ¢oziiniirliigii, 0,217 mmol/L’dir.
Mikroorganizmalarin tiremesi i¢in gerekli olan tuz ve diger besinler bu oram diisiiriir. Bu
nedenle, aerobik fermentasyondaki en biiyilkk problem, yiiksek oksijen kiitle transfer
oraninin kazanilmasidir. Fermentorlerdeki oksijen transportu, kabaca baloncuk yiizey
alaninin baloncuk hacmine oraniyla dogru orantilidir. Yani oksijen transportu, gaz
baloncuklarinin yarigapiyla ters orantilidir. Genellikle, baloncuklar ne kadar kiigiikse,
fermentordeki oksijen transfer orani o kadar yiiksektir. Kiiciik baloncuklar fermentrde
daha fazla kalabildiginden dolayi, mikroorganizmalar i¢in daha fazla oksijen saglanmis
olur. Endiistriyel fermentorlerdeki karistiricilar, baloncuk boyutunu kiigiiltmektedir. Buna
ragmen, kiigiik baloncuklar hizlica bir araya toplanirlar, bu nedenle fermentordeki geri
kalan baloncuklar yaklasik olarak 3-5 mm c¢apinda olurlar. Fermentasyon besiyerinde
oksijen seviyesini arttirmanin klasik metodu; ¢alkalama hizini, gaz akis hizin1 veya oksijen
basincini arttirmaktir. Bu da kullanilan enerjinin ve dolayisiyla maliyetin artmasina sebep
olmaktadir. Bu klasik yontemlere rakip olabilecek ve kullanilan enerjiyi ve dolayisiyla
maliyeti diislirecek diger bir yontem mikrobaloncuklarin kullanimidir. Fermentdrlerde
kullanilacak bu mikrobaloncuklarin oksijenin kiitle transfer oranini arttirdigi kanitlanmistir
(Hensirisak vd., 2002). Bu sistemin en onemli avantaji, ¢ok diisiik ¢alkalama hizlarinda
bile kiitle transferinin mikrobaloncuklar sayesinde artmasidir. Mikrobaloncuk
fermentasyonda fermentor tankina aktarilan baloncuklarin ¢apt 20-1000 um arasinda

degisir (Sekil 1). Klasik fermentasyonda ise ¢alkalama ile olusan baloncuklarin boyutlar



ise 3-5 mm capindadir. Yani ¢ok daha biyiliktir. Dolayisiyla mikrobaloncuk
fermentasyonda baloncuklarin ¢api1 daha kii¢iik oldugundan dolay:1 oksijen tutulumu ve
miktar1 daha fazla olur. Ayni ¢alkalama hizinda mikrobaloncuk fermentasyonda klasik
fermentasyona gore kLa (volumetrik kiitle transfer kat sayis1) degerlerinde %30’lara varan

artis goriilmistiir (Hensirisak vd., 2002).

Sekil 1. Mikrobaloncuklarin mikroskop goriintiileri. a) Disk hiz1
4000 rpm, 1vvm oksijen b) Disk hizi 5000 rpm, 1vvm
oksijen (Zhao vd., 2014)

Weber ve Agblevor, yiiksek Olgekli seliillaz {iretiminde ilk kez mikrobaloncuk
yontemini kullanmislardir (Weber ve Agblevor, 2005). ABD’de yapilan bu calismada,
besiyerindeki oksijen transferini etkili bir sekilde arttirmiglardir. Diisiik karigtirma oraninda
bile, ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonu kritik konsantrasyon seviyesinin tizerindedir. Bu
hizli ¢ogalma asamasinda, hiicre kiitle konsantrasyonu hizli bir sekilde artmistir. Bu
sayede, klasik karistirma islemi yerine MBD (micro bubble dispersion/mikrobaloncuk
dispersiyon) kullanildiginda hiicre kiitle verimi, saatte 0,10 dan 0,18 g/L’ye ¢ikmistir. Ayni
zamanda MBD yontemiyle, diisiik karistirma hizinda (350 rpm) kLa (volumetrik kiitle
transfer kat sayis1) degeri bes kat artmistir. Ayrica yine ABD’de 2014 yilinda yapilan
baska bir ¢aligmada; mikrobaloncuklarla desteklenen fermentasyon besiyerinde, ¢oziinmiis
oksijen miktarinin %60’tan %85’¢ yiikseldigi ve yiikselen oksijen miktarinin Nicotiana
tabacum’un sagak kok kiiltiirlerinde metabolit iiretimini tesvik ederek, besiyerinde iiretilen
nikotin miktarini arttirdigi tespit edilmistir (Zhao vd., 2014). Bu sonuglar biiyiik dlgekli
fermentasyonlarda daha az enerji harcanmasini saglayarak maliyetin diigiiriilmesinde
biiyiik avantaj saglayacagini gostermektedir (Zhang vd., 2005; Weber ve Agblevor, 2005;
Hensirisak vd., 2002). Mikrobaloncuk iireten cihazin ve bu cihazin fermentérle birlikte

calisma prensibinin sematik goriintiisii Sekil 2 ve 3’te verilmistir.
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Sekil 3. Mikrobaloncuk iireten cihazin fermentdrle ¢alisma mekanizmasinin
sematik goriintiisii (Zhang vd., 2005)

Mikrobaloncuklarin kullanimmin kii¢iik hacimli (1 L) fermentorlerde kuru hiicre
agirhginda onemli derecede artisa sebep oldugu ve kLa degerini arttirdigi yukarida
bahsedilen ¢aligmalarda kanitlanmistir. Klasik ve mikrobaloncuk fermentorlerdeki enerji
kullanimini karsilastirmak i¢in yapilan bir ¢alismada, kiigiik hacimli (1 L) fermentorlerde

klasik fermentore gore kullanilan enerjide 6nemli bir kazanim saglanamamistir. Buna



ragmen fermentor hacmi arttirildiginda (50 L ve yukarisi) klasik fermentorde kullanilan
enerjiden ti¢ kat daha diisiik enerji kullanilarak iiretim yapilabilecegi kanitlanmistir. Bunun
sebebi de mikrobaloncuklar sayesinde oksijenin kiiltiirde daha fazla tutulumudur.

Yapilan c¢alismalar fermentoriin hacmi arttik¢a kazanilan enerjinin daha fazla
olacagimi gostermektedir. Kiiglik hacimli fermentorlerde, diisiik calkalama hizinda, oksijen
tutulumunun az da olsa arttirilmasi, biiyiik 6lgekli fermentorlerde enerjiden ¢ok daha fazla
kazanim olacagini gosterir. Dolayisiyla endiistriyel boyutta biiylik 6l¢ekli tiretimlerde bu
metot ile beraber maliyet oldukga diisebilecektir (Hensirisak vd., 2002; Zhang vd., 2005).

E. coli’de aerobik olarak bir enzim iiretimi yapilabilmesi i¢in fermentasyon ortamini
iyice havalandirmak gerekir. Bu nedenle de genellikle ¢alkalama hizi arttirilmaktadir.
Buradaki temel sorun, fermentasyon besiyerinde oksijenin ¢ok az ¢dziinmesi ve bundan
kaynakli olarak besiyerini havalandirmak ve ¢alkalamak icin daha fazla enerjiye ihtiyac
olmasidir. Endiistriyel olarak 6nemli enzimlerin biiyiik 6lgekli iretiminin daha az maliyetle

tiretimi bu sebeple oldukga onemlidir.

1.2. Biyolojik Olarak Parcalanabilen Plastikler

Plastikler saglamlik, hafiflik, dayaniklilik ve parcalanmalara kars1 direnglilik gibi ¢ok
yonli 6zelliklere sahip materyallerdir. Bunlarin yapilar1 kimyasal olarak manipule edilerek
cok ¢esitli esneklikte ve sekillerde iiretilebilirler. Molekiiler agirliklar1 50.000-1.000.000
Da arasinda degisiklik gdosterirler. Otomobilden ilag sektoriine kadar birgok endiistri
alaninda kullanilirlar (Reddy vd., 2003). Plastik iretiminde yaygin olarak sentetik
polietilen, polivinil klorid ve polistiren kullanilmaktadir (Reddy vd., 2003). Toplam global
plastik esya tiretimi, 1950’de 1,5 milyon ton iken, 2008 yilinda 245 milyon tona ulasip,
yillik %9 biiyime orani gostermektedir (Chanprateep, 2010). Hayatin kalitesini ve
konforunu arttirmak i¢in oldukg¢a fazla kullanim alanina sahiptir. Paketlemede kagit ve
camin yerini alarak endiistride ¢gok 6nemli bir yere sahip olmustur. Fakat kullanim alanlar
arttikca da kendi problemlerini beraberinde getirmislerdir. Cevrede plastiklerin birikmesi
ve bozunmadan yillarca kalip ¢evre kirliligine sebep olmast biitiin diinyanin sorunu haline
gelmigstir. Plastik atiklarin yonetiminde kullanilan ¢ézlimler arasinda kaynaklar1 azaltma,
yakma, geri doniisiim ve biyo veya foto parcalama bulunmaktadir. Fakat bunlarin ¢cogu
problemli ¢ozlimlerdir. Plastikleri yakma potensiyel olarak tehlikelidir ve pahalidir. Bu

yakim esnasinda akrinonitril tabanli plastiklerden siyanid gazi olusmakta ve saglik



problemlerine yol agabilmektedir. Plastiklerin geri dontisiimii yapilabilir fakat ¢ok
mesakkatlidir. Atilan ¢ok ¢esitli plastiklerin ayristirilmasi ve siniflandirilmasi zaman alici
stireclerdir. Pigment, kaplamalar ve dolgu maddeleri geri donistiiriilen plastiklerin
kullanimim1 kisitlamaktadir. Kisaca tiim bu cevre kirliligi ve problemlerin {istesinden
gelebilmek i¢in tek ¢6ziim biyolojik olarak parcalabilen plastiklerin kullanilmasidir.

Biyolojik olarak parcalanabilen plastikleri iice ayrilabilir.

1. Kimyasal olarak sentezlenen polimerler
Poliglikollik asit, polilaktik asit, poli(€-kaprolakton), polivinil alkol, poli(etilenoksit) bu
kategorideki parcalanabilen plastiklerdendir. Bunlar enzimatik ve mikrobiyal saldirilara
karst duyarlhidir. Plastiklerin her o6zelligiyle uyusmadiklarindan dolay1 ticari olarak
plastiklerin yerine gecebilecek uygunlukta degillerdir.

2. Nisasta tabanli biyoparcalanabilen plastikler
Bu kategorideki plastiklere dolgu maddesi ve c¢apraz baglayici ajan olarak nigasta
eklenmistir ve plastik-nisasta karisimi elde edilmistir. Nisasta-polietilen buna Ornektir.
Toprak bakterileri nisastay1 kolayca pargalayabilir. Bu sayede de polimer matriksi
par¢alanmis olmaktadir. Bu olay pargalanma siiresini oldukca azaltmaktadir fakat bu tiir
plastikler kismen pargalanabilir 6zelliktedirler. Nisasta parcalanmasindan sonra kalan
kisimlar uzun yillar par¢alanmadan kalabilmektedirler.

3. Polihidroksialkanoatlar (PHA’lar)
Bu plastikler %100 olarak pargalanabilen tek plastiklerdir. Bir¢ok mikroorganizma
tarafindan ortamda ana besin maddesi olarak nitrojen veya fosfor varsa enerji deposu
olmak iizere sentezlenirler. Polipropilen gibi sentetik bir¢ok termoplastiklere benzer
ozelliklere sahiptirler. Aerobik sartlarda topraktaki, goldeki ve lagimlardaki
mikroorganizmalar tarafindan tamamen su ve karbondioksite, anaerobik sartlarda metana
pargalanabilirler. Polihidroksibutirat (PHB) ilk kesfedilen ve cokg¢a c¢alisilmakta olan
PHA’dir. Bakteriler PHB’1 yaklasik kuru agirligiklarinin % 80’ine kadar biinyelerinde
biriktirebilirler. Kimyasal 6zellikleri, kaliptan ¢ekilebilme, sekil verilebilme, diger sentetik
polimerlerle birlestirilerek heteropolimer yapilabilme gibi bir¢ok &zellikleri bakimindan
polipropilen veya polietilen gibi klasik plastiklerin ozelliklerine ¢ok benzerdir. Tim
bunlara ragmen yiikksek maliyeti acisindan klasik plastiklerin yerine tamamen
biyopargalabilen plastikler olan PHB’lar hala ¢ok fazla tercih edilmemektedir (Khanna ve
Srivastava, 2005).



1.2.1. PHA’lar ve Kullanim Alanlari

Birgok ¢esit biyoplastikten polihidroksialkanoatlar (PHA’lar), en iyi bilinen ve
tamamen biyosentetik olan ve sifir toksik atikla parg¢alanan olarak tanimlanandir. PHA’lar
hidroksialkanoatlarin (HA’lar) poliesterleridir ve genel yapis1 Sekil 4’te gosterilmistir.

Bir¢ok bakteri tarafindan hiicre i¢i karbon ve enerji stogu olarak sitoplazmada
graniiller halinde birikirler (Chanprateep, 2010). Uygun olmayan iireme kosullarinda
olusturulmaktadirlar. Bu hiicre i¢i depo materyalinin birikimi, genellikle fazla karbon
kaynagi varliginda, tireme i¢in gerekli azot kaynagmin, oksijenin ve fosfor, kiikiirt,
magnezyum, potasyum, demir gibi temel besin maddelerinin eksikliginde olmaktadir (Jan
vd., 1996). PHA lar; sukroz, nisasta, seliiloz, triagilgliserol gibi yenilenebilir kaynaklardan;
metan, mineral yag, lignit gibi fosil kaynaklardan; propiyonik asit, 4-hidroksi-butirik asit
gibi kimyasallardan ve karbondioksit gibi ¢esitli bir¢ok substrattan iiretilebilmektedir
(Reddy vd., 2003). Isiya kars1 esnek ve degisik mekanik 6zelliklerde 150°den fazla PHA
monomeri rapor edilmistir. Erime sicakliklar1 50-180°C’dir. PHA’larin molekiiler
agirliklar, lireten organizmaya bagli olarak 50.000-1.000.000 Da arasinda degisiklik
gosterir.

| I
O—CH—(CH)—C
100-30000

POLIMER

n=1 R=hidrojen  Poli(3-hidroksipropionat)

R=metil Poli(3-hidroksibutirat)
R=etil Poli(3-hidroksivalerat)
R=propil Poli(3-hidroksihekzanoat)
R=nonil Poli(3-hidroksidodekanoat)
R=metil Poli(3-hidroksibutirat)

n=2 R=hidrojen Poli(4-hidroksibutirat)

n=3 R=hidrojen Poli(5-hidroksivalerat)

Sekil 4. Polihidroksialkanoatlarin genel yapisi
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Monomer birimlerinin hepsi D- konfigiirasyonundadir (Reddy vd., 2003). PHA larin
yapilarina bagl olarak birgok oOzellikleri vardir. PHA’larin homopolimerleri, random
kopolimeri, blok kopolimerleri bakteriyal tiir ve iireme sartlarina gore degisiklik
gostermektedir (He vd., 1999). PHA’lar1 degisik kriterlere gére de smiflandirmak
miimkiindiir. Genellikle PHA’lar zincirlerindeki karbon atomlarmin sayisina bagli olarak;
3-5 karbonlu kisa zincirli PHA’lar (scl-PHA), 6-14 karbonlu orta zincir uzunlugundaki
PHA’lar (mcl-PHA) ve 14 karbon atomundan fazla karbon atomu igeren uzun zincirli
PHA’lar (Icl-PHA) olmak {izere 3 gruba ayrilabilmektedir. Bu farklilik, belirli sayida
karbon atomu igeren 3-hidroksialkanoatlar1 taniyan PHA sentezinin substrat
spesifikliginden kaynaklanmaktadir. Farkli tip PHA’lar degisik bakteriler kullanilarak elde
edilir. Mesela, Alcaligenes eutrophus bakterisi poli-3-hidroksibitiirat gibi kisa zincirli PHA
tiretirken, Pseudomonas oleovorans bakterisi ise orta zincir uzunlugunda PHAlar iretir.
Bu ¢esitlilik sayesinde PHA’lar, bioparcgalanabilir implantlarda, biofuel {iretiminde, ilag
veya kiral ara triinlerin gelistirilmesi gibi degisik alanlarda kullanilabilmektedirler.
PHA’larin oligomerleri hayvanlar igin besin kaynagi olarak kullanilmaktadir. 20°den fazla
sirket, PHA’lar1 ticari olarak kullanmaktadir (Chen, 2010). Bakteri-bazli PHB’1n petrol-
bazli polietilen ve polipropilene esdeger hatta bazen daha iistiin 6zelliklere sahip, biyo-
¢Ozlinir ve biyo-uyumlu bir malzeme olmasi, bu Dbiyo-plastik grubunun endiistriyel
Ooneminin her giin artmasmna sebebiyet verir. Imperial Kimya Endistrisi (Imperial
Chemical Industry — ICI) tarafindan iretilen ilk PHA ko-poliesterlerinden biri olan
BIOPOL®’{in iiretiminden bu giine kadar biyoplastik endiistrisi ¢ok geligsmistir. BIOPOL®
ilk olarak siseleme ve paketleme endiistrisinde kullanilmasina ragmen zamanla tibbi
malzeme, tarimsal iriinler, protezler, hijyen iriinleri, sentetik kan damar1 gibi biyo-
malzemeler ile, yapiskanlar gibi giindelik kullanimda ihtiya¢ duyulan birgok plastikte ve
ileri teknoloji polimer sistemlerinde kullanilmaya baglanmistir (Chen, 2009).

PHB"1n viicut i¢inde biyolojik par¢alanmasi yavastir. Insan viicudu PHB depolimeraz
enzimi icermez. Bu 6zelliginden dolayr da PHB cerrahi dikisler, protezler ve igneler gibi
cerrahi malzemelerin yapiminda kullanilmigtir (Holmes, 1985). PHB’lar tarimda; toprakta
parcalanma gerektiren uygulamalar ve kaplama islemlerinde kullanilabilmektedir.
Biyoplastikler, ekin  sulamast i¢cin  yapilan  oluklarin  iiretiminde  tohum
kapsiillendirilmesinde, fide tasimaciliginda 6rnekleri korumak igin, giibre ve pestisitlerin
kontrollii saliniminda plastik kiliflar olarak da kullanilabilmektedir (Holmes, 1985). (R)-

hidroksi karboksilik asitler, biiyilk oranda antibiyotikler, vitaminler, aromatikler ve
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feromonlar gibi ince kimyasallarin sentezi i¢in kiral yap1 bloklar1 olarak kullanilabilirler.
Birgok ilag, sadece bir kiral formda aktiftir ve D-3-hidroksibiitirat boyle bilesiklerin
organik sentezinde bir ¢imento blogu gibi kullanilir. D-3-hidroksibiitirat monomerinden,
Hindistan misirindaki hasaratin bir seks hormonu, bir balarisi hormonu, Cerambycidae
familyasindan bir bocegin koruyucu substrati ve giizel koku olarak S-citronellol gibi alti
saf kimyasalin organik olarak sentezlendigi belirtilmistir (Holmes, 1985). Ayrica,
biyoplastikler, 6zellikle uzun yan zincire sahip olan PHB’lar, basinca duyarli yapiskanlar
olarak kullanilabilmektedirler. Lateks gibi kagit ortiiler, giinliik krem Onciilleri iiretimi ve
gidalardaki unun dagilimini saglayan ajanlarin iiretiminde de PHB kullanilmaktadir
(Madison ve Huisman, 1999; Lootz vd., 2001). PHB ve kopolimerlerinin mekanik
ozellikleri polietilen, polipropilen vs. gibi baz1 ticari plastiklere benzediginden
termoplastik poliesterlerdir. PHB daha kirillgan olmasi ve zayif ¢ézgen dayaniklilig
disinda, polipropilenle benzer oOzelliklere sahiptir (Yilmaz, 2003). Diisiikk su buhari
gecirgenligi gibi besin paketleme endiistrisi agisindan 6nemli olan bir 6zelligi ile de, diisiik
yogunluklu polietilene benzemektedir. PHB miikemmel olan gaz bariyer 6zelliginden
dolayi, film seklinde kaplamacilikta kullanilmistir. Kanada'daki Hamur ve Kagit Arastirma
Enstitiisii, Montreal'deki Mc Gill Universitesi ile PHA iireten bir firma olan Ecole
Politeknik ve Imperial Kimya Sirketi arasindaki ortak bir projeyle PHB, kaplanmis kagit
ve yiiksek kalitede film yapmak i¢in kullanilmistir. Bu kaplanmis kagitlar tamamen
biyolojik olarak parcalanabilmektedir ve ticari olarak, kaplanmis kagitlarda geri doniigiim
daha kolay olmustur (Yilmaz, 2003).

Dogaya dost bu plastiklerin kullanimi dogada parcalanamayan plastiklerin sebep

oldugu kirliligin iistesinden gelebilecek ¢ok 1yi bir ¢oziimdiir.

1.2.1.1. PHA Sentezleyen Mikroorganizmalar

Toprak bakterilerinin %30’unda PHA sentezlenebilmektedir (Wu vd., 2000). A¢ik
denizlerde, ve ekstrem kosullarda yasayan bakteriler de PHA iiretme yeteneklerine sahiptir.
Simdiye dek 300 farkli mikroorganizmanin PHA sentezledigi goriilmiistiir fakat bunlardan
cok az1 PHA n yiiksek 6lgekli iiretiminde kullanilmaktadir. Bu organizmalar, Cupriavidus
necator (Ralstonia eutropha veya A. eutrophus olarak bilinir), Alcaligenes latus,
Azotobacter vinelandii, P. oleovorans, Pseudomonas denitrificans, Protomonas extorquens
ve rekombinant E. coli’dir (Steinbuchel ve Valentin, 1995; Lenz, 2007; Lee, 1996).



PHA elde edilmesinde kullanilan bakteriler, sentez icin gereken kiiltlir sartlarina
bagl olarak iki gruba ayrilabilmektedir: Birinci grup bakteriler PHA sentezi i¢in karbon
kaynagimmin fazlaligima ve azot, fosfor, magnezyum, kiikiirt gibi temel besinlerin
smirlandirilmasina ihtiya¢ duyarken (6rnegin; A. eutrophus), ikinci grup bakteriler PHA
sentezi i¢in besin sinirlandirilmasina ihtiyag duymamakta ve gelisme boyunca polimer

biriktirebilmektedir (6rnegin; A. vinelandii mutant susu) (Khanna ve Srivastava, 2005).

Degisik substratlar varliginda iretilen PHA’lar ve freticileri Tablo 1°de
gosterilmistir.
Tablo 1. PHA iiretici bakteriler (Reddy vd., 2003)

Mikroorganizma Karbon kaynag PHA iF::lf\gi (Yow/v)

A. eutrophus Glukonat PHB 46-85
Propionat PHB 26-36
Oktanoat PHB 38-45

Bacillus megaterium Glukoz PHB 20

QMB1551

Rekombinant Klebsiella Molaz PHB 65

aerogenes

Methylobacterium Fruktoz/Methanol  PHB 30

rhodesianum MB 1267

Methylobacterium Methanol PHB 40-46

extorquens (ATCC 55366)

Pseudomonas aeroginosa Siitlegen ve hint PHB 20-30
yagi

P. denitrificans Methanol P(3HV) 0,02
Pentanol P(3HV) 55

P. oleovorans Glukonoat PHB 1,1-5
Oktanoat PHB 50-68

Pseudomonas putida Oktanoat PHB 14-22

GPp104

P. putida Palm cekirdegi PHA 37
yagi PHA 25
Laurik asit PHA 28
Miristik asit PHA 19
Oleik asit

Sphaerotilus natans Glukoz PHB 40
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1.2.1.2. PHA’larm Biyosentezi

Asetil-CoA, PHA sentetazin substrati olarak kullanilan, degisik uzunluktaki 3-
hidroksialkanoyil-CoA firetimi i¢in anahtar bilesendir. 3-hidroksialkanoyil-CoA, ayni
zamanda degisik uzunluktaki yag asitlerinden B-oksidasyon ile de tretilmektedir. Enzim
kodlayan bir¢ok gen, direk veya indirek olarak PHA sentezinde gorev yapar. PHA’larin
biyosentezi sekiz degisik biyokimyasal yolla 6zetlenebilir (He vd., 1999).

Ilk yolda, ii¢ anahtar enzim gorev alir, p-ketotiyolaz, NADPH-bagimli asetoasetil-
CoA rediiktaz ve PHA sentaz. Bunlar sirasiyla, phaA, phaB ve phaC genlerinden kodlanr.
R. eutropha, bu yolla PHA sentezleyen bir organizmadir. ikinci PHA sentez yolu,
mikroorganizmalar tarafindan yag asidi alinimiyla alakalidir. Yag asidi B-oksidasyonundan
sonra, asetil-CoA PHA monomer sentez sirecine katilir. 3-ketoagil-CoA rediiktaz,
epimeraz, (R)-enol-coA hidrataz/enol-coA hidrataz I, agil-CoA oksidaz ve enol CoA
hidrataz I PHA sentezi i¢in gerekli olan PHA 6nciilii 3-hidroksiagil-CoA’nin iiretimi igin
gerekli olan enzimlerdir. Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa ve Aeromonas
hydrophila bu yolla orta uzunlukta PHA veya (R)-3-hidroksibutirat (R3HB) ve (R)-3-
hidroksihekzanoat (PHBHHx) kopolimerlerini iiretmektedir. Ucgiincii  yolda; 3-
hidroksia¢il-ACP-CoA transferaz (PhaG) ve malonil-CoA-ACP transagilaz (FabD), 3-
hidroksia¢il-ACP elde etmek icin kullanilmaktadir. Bundan da 3-hidroksiagil-CoA
monomeri iiretilerek PHA sentaz tarafindan PHA firetimi saglanmig olur. Dordiincii yolda;
(S)-3-hidroksibiitiril-CoA, NADH-bagimli asetoasetil-CoA rediiktaz ile okside edilir.
Besinci yolda; suksinik semialdehit dehidrogenaz (SucD), 4-hidroksibutirat dehidrogenaz
(4hbD) ve 4-hidroksibutirat-CoA:CoA transferaz (OrfZ) kullanilarak 4-hidroksibutiril-CoA
ve buradan da PHA sentezlenir. Bu yol, Clostridium kluyveri de kesfedilmistir (Valentin ve
Dennis, 1997). Altinc1 yolda; laktonaz ve hidroksiagil-CoA sentaz kullanilarak, 4,5-
alkanolakton, PHA sentezi igin 4,5-hidroksiacil-CoA’ya doniistiiriiliir. Yedinci yolda; A.
hydrophila 4AK+’te bulunan alkol dehidrogenaz kullanilir. 1,4-butanediol, 4-
hidroksibutirata ve ardindan 4-hidroksibutiril-CoA’ya okside edilerek PHA iiretilir (Xie ve
Chen, 2008). Sekizinci yolda; 6-hidroksi-hekzanoat, 6-hidroksihekzanoat-PHA’ya sekiz

enzim ile doniistiriiliir.
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1.2.1.2.1. PHA Olusumunundaki Genetik Faktorler

PHA sentezleyen genler phaA, phaB ve phaC biraradadir ve tek bir operonda
(phbCAB) bulunurlar. PHA olusumu igin lokuslar tarafindan kodlanan genler, 18 farkli
bakteri tiiriinden karakterize edilmistir. P(3HB)’nin biyosentezindeki ¢esitlilik pha
lokusunun ne kadar cesitli olabileceginin gostergesidir. Gen organizasyonlari tiirden tiire
degisiklik gostermektedir. Acinetobacter sp., A. latus, Pseudomonas acidophila ve R.
eutropa’da phbCAB genleri kromozom iizerinde ardarda dizilidir. P. denitrificans,
Rhizobium meliloti ve Zoogloea ramigera’da phbAB ve phbC lokuslari baglantisizdir.
Chromatium vinosum, Thiocystis violacea ve Synechocystis’te PHA polimerazin phbE ve
phbC genleri tarafindan kodlanan iki alt birimi vardir. phbAB ve phbEC genleri tek bir
lokustadir fakat birbirinden uzakta bulunmaktadir. C. vinosum, P. acidophila, R. eutropha,
R. meliloti ve T. violacea phb lokuslarinda ekstra bir gene (phbF) sahiptir fakat bunun da
PHA metabolizmasindaki gorevi heniiz aydinlatilamamistir. P. oleovorans ve P.
aeroginosa’da pha lokusu iki tane phaC genine sahiptir ve bu genlerin arasinda hiicre igi
PHA depolimeraz kodlayan phaZ geni vardir. Sonug olarak CAB operonunda genlerin

siralamasit tiirler arasinda korunmamistir (Reddy vd., 2003).

1.2.2. Polihidroksibutiratlar (PHB’lar)

PHB en iyi bilinen PHA’dir ve fermentasyon stratejilerinin gelistirilmesinde
kullanilan model iiriindiir (Galehdari vd., 2009). ilk kez, Lemoigne tarafindan, 1920'li
yillarda, topraktan izole edilen B. megaterium bakterisinde bilinmeyen bir materyalin
pargalanmast  sonucu  rastlanilan  3-hidroksibiitirik  asit,  poli-3-hidroksibiitirat
homopolyesteri (PHB) olarak tanimlamistir. Sonraki 30 yilda PHB polimerine olan ilgi
giderek artmis ve 1958 yilinda Macrae ve Wilkinson, Bacillus hiicresi i¢inde PHB sentezi
ve parcalanmasin1 yoOnlendiren hiicre i¢i sartlar1 ve mekanizmasini arastirmiglardir
(Braunegg vd., 1998; Anderson ve Dawes, 1990). PHB ile ilgili arastirmalarla,
termoplastik ve elastomerik bir materyal oldugu anlasilan polimer, patentli iriinlere
doniismiistiir (Poirier, 2002).

Aragtirmacilar, PHB'!n bircok mikroorganizma tarafindan, uygun olmayan iireme
kosullarinda olusturuldugunu ve PHB birikiminin genellikle, fazlaca karbon kaynagi

varliginda, ancak tireme i¢in gerekli nitrojen kaynagi, oksijen ve esansiyel elementler (N,
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P, S, Mg, K, Fe vb.) gibi besleyici maddelerin eksikliginde gerceklestigini
bildirmektedirler (Valentin vd., 1994; McCool vd., 1996; Findlay ve White, 1983; Brandl
vd., 1991; Anderson ve Dawes, 1990). Yapilan arastirmalarda, tireme ile PHB birikimi
arasinda yakin bir ilgi tespit edilmistir. Buna gore, bakteri gelisiminin eksponansiyel
fazinda PHB birikimi artmakta iken ge¢ eksponansiyel-erken durgun donemde maksimum
diizeye ulasmaktadir (McCool vd., 1996). Ureme sirasinda bdliinme olmayan hiicrelerde
de, PHB miktarmin yiiksek oranda arttigi bilinmektedir (Lee, 1996). Sporlu bakterilerde
PHB birikiminin spor olusumundan hemen dnce oldugu ve sporulizasyonda enerji kaynagi
olarak kullanildig: belirtilmektedir (Nickerson vd., 1981).

Diisiik molekiiler agirliga sahip olan ve depo edilmeyen formdaki bu PHA, P(3HB),
E. coli’nin sitoplazmik membran ve sitoplazmasinda bulunmaktadir. Bu PHA aym
zamanda maya, bitki ve hayvanlarin membranlarinda da bulunmaktadir. Bunlarin,
kalsiyum kanallar1 veya DNA transportunda, baglandiklari makromolekiilleri pargalayici
enzimlere karst koruma gibi fonksiyonlar1 vardir (Dawes, 1973). PHB’ler genel olarak
bakterilerde, hiicre iginde birikerek kuru agirligin %90’mn1 olusturabilirler ve besin stresi
varhiginda karbon ve enerji rezervi olarak kullanilirlar (Madison ve Huisman, 1999). PHB
3-5 karbon monomeri igeren kisa zincirli PHA’lardandir (Rahman vd., 2013).

Yapilan elektron mikroskopu (EM) calismalarinda, graniiliin igte yer alan bir merkezi
kisim ve birkag tabakali membranla ¢evrilmis kabuktan olustugu bildirilmistir. PHB'lar,
polipropilen gibi petrol tiirevli yaygin plastiklere benzer materyal 6zellikler gosterirler
(Madison ve Huisman, 1999). Ancak, bir termoplastik olan PHB"n sertligi, polietilene
kiyasla dort misli fazladir. Hiicre icinde sivi, atmosferde kati halde olan PHB, organik
¢oziicii ile hiicreden oziitlendiginde kristalize olur (Madison ve Huisman, 1999; Dave,
1996).

1.2.2.1. PHB Sentez Mekanizmasi

PHB sentezinde ii¢ anahtar enzim rol oynar; p-ketotiolaz, NADPH-bagimli
asetoasetil-CoA rediiktaz ve PHA sentaz. Bunlar sirasiyla phaA, phaB, ve phaC
genlerinden kodlanirlar. PHA depolimeraz, dimer hidrolaz, 3-hidroksibiitirat dehidrogenaz,
ve asetoasetil-CoA sentaz da PHA sentezi ve yikiminda yardimei olan enzimleridir (Chen,
2010) (Sekil 5 ve 6).
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RS phbC H phbA H phoB p=—
Promotor
B-ketotiolaz Asetoasetil CoA PHB Polimeraz

l | !

Asetil CoA ——>  Asetoasetil — 5 Poli3-OH butiril ~ _ Poli 3- OH butirat
CoA CoA

Sekil 5. Poli(3-hidroksibutirat)’in biyosentezi. phbCAB operonu ii¢ enzimi kodlar. Bu ii¢
enzim ile li¢ basamakta P(3HB) sentezlenir (Madison ve Huisman, 1999)

Asetil-CoA+Asetil-CoA

B-Ketotiolaz X
Asetoasetil-CoA Sentetaz

Asetoasetil- CoA Asetoasetat

AMP \

NADPH ATP CoA

NADP+ — | Reduktaz D(-)-3-hidroksibutirat

dehidrogenaz
NADH
D(-)-hidroksibutiril-CoA

NAD+

P(3HB),

PHA sentaz

P(3HB)n+1

D(-)-3-hidroksibutirat
PHA depolimeraz

Sekil 6. A. eutrophus bakterisine ait P(3HB)’nin metabolik yapim ve yikimi
(Lee, 1995)

PHB iiretiminden sonra PHB polimerleri yiizeyinde PHA sentaz ve phasin (PhaP1)
proteinleri tutunan hidrofobik kora sahip kiiresel graniiller olusturulur (Rahman vd., 2013)
(Sekil 7). Faz kontrast veya EM kullanildiginda, bakteriyel hiicrelerde PHB graniilleri
kolaylikla gozlenebilir. PHB, genellikle kiire seklinde olup, her graniil ¢ap olarak 100-800
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nm arasindadir. Bunlar 2-4 nm kalinliginda {initer olmayan bir membranla g¢evrilidir.
Graniillerin yaklagik %981 PHB, %?2'si ise protein i¢ermektedir (Dunlop ve Robards,
1973).

Sekil 7. Bakteride PHB birikimi (Montoro vd; 2013)

1.2.2.2. PHA’larin Uretimi

PHA’nin bol miktarda iiretimi igin yar1 kesikli (fed-batch) ve kesiksiz (continuous)
fermentasyon gereklidir. PHA nin yiiksek verimlilikle elde edilmesi i¢in ikinci gruba ait
bakterilerin yar1 kesikli kiiltiirlerinde besin takviyesi stratejisi 6nemlidir. Misir maserasyon
sivisl, maya Oziiti veya balik peptonu gibi kompleks nitrojen kaynaklari, hiicre
cogalmasini arttirmak icin ilave edilebilmektedir.

Dogal (rekombinant olmayan) PHA iireten bakteriler, uzun jenerasyon siiresine ve
nispeten diisiik optimum tireme sicakligina sahiptirler ve bu PHA iiretici bakterileri lizis
ederek trettikleri PHA’lar1 elde etmek zordur. Buna ragmen E. coli gibi, PHA
degredasyonu ve sentez yetenegine sahip olmayan bakteriler, cok hizli ¢ogalirlar (ayni
zamanda yiiksek sicakliklarda bile) ve bu bakteriler ¢cok kolaylikla lizis edilebilir. Hizli
tireyebildiklerinden dolayi, biiylik miktarlarda polimerin birikmesini saglarlar. Ayrica ucuz
substratlar1 karbon kaynagi olarak kullanmalar1 (Hahn vd., 1995; Fidler ve Dennis, 1992),
hiicrelerin kolay lizis edilerek PHA graniillerinin saflastirilip elde edilmesi maliyetin
diismesine sebep olur. Bu nedenlerden dolay1 PHA iiretiminde rekombinat E. coli siklikla
tercih edilir (Wang ve Bakken, 1998).

Ticari PHA iiretim sistemlerinin bagarili olarak uygulanmasi i¢in biitiin fermentasyon
kosullarim1 mutlaka standardize etmek gerekir. PHA’larin yliksek maliyetli lretimleri

bunlarin kullannmimm  kisitlamaktadir. Uriiniin fiyati tamamen kullamilan substratin
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maliyetine, kullanilan substrattan iiretilen PHA’nin verimine ve diger siiregler igin
kullanilmast agisindan {iriiniin formiiliiniiniin etkinligine baglidir (Lee, 1996). Ticari
uygulamalarda PHA nin kullanimi, maliyetinden 6tiirti zorlasmustir. A. eutrophus bakterisi
dogal konak olarak kullanilarak iiretilen PHA nin maliyeti kg basina 16 ABD dolaridir. Bu
da polipropilenden 18 kat daha pahali demektir. PHA {ireticisi olarak rekombinant E. coli
kullanildiginda, bu fiyat kg basma 4 ABD dolarina diistiriilmiistiir; ancak bu fiyat
petrokimyasal plastiklere gore yine de yiiksektir. 1 kg polipropilen’in maliyeti yaklasik
0,70 ABD dolaridir (Zinn vd., 2001).

PHA’larin biiyiik olcekli tiretimleri biyoreaktdrlerde genetik olarak degistirilmis E.
coli’den yapilmaktadir. Rekombinant E. coli’nin kullanimindaki avantajlar; hizli iireme,
yiiksek hiicre yogunlugu, bir¢ok ucuz karbon kaynagini kullanabilme yetenekleri ve kolay
saflagtirmadir (Khanna ve Srivastava, 2005). E. coli’nin aerobik olarak kiiltiirii yapilirken
fazla miktarda oksijen kaynagina gerek vardir. Bu nedenle oksijenin besiyerinde zayif
¢Oziinlrliglinli arttirmak i¢in calkalama ve havalandirma hizini daha da arttirmak
gerekmektedir. Bu da reaktorlerde kullanilan enerjiyi arttirarak bu siireci daha az ekonomik
kilmaktadir. Bu sorunun {istesinden gelmek i¢in oksijen kiitle transferini iyilestirerek
fermentasyon siireci boyunca daha az enerji kullanilmasini saglayacak mikrobaloncuk

sistemi gelistirilmistir (Hensirisak vd., 2002).

1.3. Ferulik Asit Esterazlar (FAE’lar)

Ferulik asit esterazlar (FAE’lar), bitki hiicre duvarindaki polisakkarit ve fenolik asit
arasindaki ester baginin yapimi ve yikimii katalizleyen hidrolaz smifi enzimlerdir.
FAE’lar (EC 3.1.1.73) sinnamoyl esterazlar ve sinamik ester hidrolazlari igeren karboksilik
asit esterazlarin (EC 3.1.1) bir alt smifidirlar ve bu enzimler bitki hiicre duvarindaki
hemiseliilozlar ve hemiseliiloz-lignin arasindaki ¢apraz bag i¢in gerekli olan ferulat ester
gruplar1 arasindaki baglari kirar (Faulds ve Williamson, 1993). FAE’lar, feruloyl esteraz,
sinnamoyl ester hidrolaz, sinnamoyl esteraz ve hidroksisinamoyl esterazlar olarak da
adlandirilirlar. Mezofilik ve termofilik kaynakli FAE’lar, sentetik hidroksisinamik asit
metil esterleri (ferulik asit, diferulik asit, p-kumarik asit, sinapinik asit ve kafeik asit)
tizerinde aktivite gosterirler (Sekil 8). Enzimin reaksiyonlar sonucu agiga ¢ikarttig ferulik
asit (C1oH1004), fitokimyasal fenolik bilesiklerden tiireyen, yaygin olarak bulunan bir

hidroksisinamik asittir (Ou ve Kwok, 2004) ve kimyasal doniisiimle diger kullanigh
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aromatik kimyasallara doniigsebilir (Mathew ve Abraham, 2006; Li vd., 2003; Ernst, 1992).
Ferulik asit, sinamik asitten tiirevlenen fenilpropenoiddir (Sekil 9). Adi, Umbelliferae
familyasinin bir tiyesi olan Ferula foetida’dan gelmistir ve bu bilesik ilk kez 1866 yilinda
izole edilmistir. Canli organizmalarda, dopa deoksidant enzim inhibisyonu, indolasetat
enzim inhibisyonu, mikroorganizma ve pestlere karst koruma gibi fonksiyonlar1 vardir
(Mathew ve Abraham, 2006; Li vd., 2003; Ernst, 1992).

FAE’lara hemiseliilaz yardimci enzimler de denilmektedir ¢linkii ksilanaz, seliilaz ve
pektinazlarla beraber bitki hiicre duvarindaki hemiseliilozu sinerjik olarak ¢alisarak
pargalayabilirler.

Ferulik asit ve FAE’larla alakali yayinlar, yillar gegtikge artig gostermektedir. 1990-
2000 yillar1 arasinda 242 dokiiman yayinlanmisken, 2001-2008 yillar1 arasinda bu say1 548
olmustur (Fazary ve Ju, 2007). Bugiine kadar FAE’larin mikrobiyal iiretimini konu alan
calismalar, mantar ve bakterilerden elde edilen FAE’larin izolasyon, saflastirma ve

karakterizasyonunu kapsamaktadir.

C3 C4 C5

H OH H p-Kumarik asit
OH OH H Kaffeik asit
OCH; OH H Ferulik asit
OCH; OH OCH3 Sinapik asit

Sinamik asit

Sekil 8. Hidroksisinamik asitlerin kimyasal yapisi

0

H.(1 =
. = OH

o
HO»

Sekil 9. Ferulik asidin yapist

1.3.1. FAE Uretici Mikroorganizmalar

Calisilan FAE’larin ¢ogu mantar kokenlidir. Bakteri ve bitki FAE’lar hakkinda ¢ok

az bilgi mevcuttur. Insanlarin FAE sentezlemedigi bilinmektedir bununla beraber
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insanlarin tiim bagirsak florasinda FAE aktivitesine rastlanmigtir. Bu da bagirsaklarda
besinlerdeki liflerden fitofenollerin salinmasini saglayabilen FAE’larm varliginm
gostermektedir (Kroon vd., 1997; Gonthier vd., 2006). Calisilan mikrobiyal FAE’lar su
organizmalara aittir; Streptomyces C254, Streptomyces olivochromogenes NRCC 2258
(Johnson vd., 1989), Streptomyces thermophile ATCC 34628 (Levasseur vd., 2004; Bhat
ve Maheshwari, 1987), Streptomyces avermitilis CECT 3339 (Garcia vd., 1998),
Schizophyllum commune ATCC 38548 (Mackenzie ve Bilous, 1988), Neocallimastix MC-
2 (Borneman vd., 1992), Penicillium brasilianum IBT 20888 (Panagiotou vd., 2006),
Streptomyces sp. S10 (Mukherjee vd., 2007), Aspergillus niger CS 180 (CMICC 298302)
(Kroon ve Williamson, 1996), Aspergillus oryzae VTTD-85248, A. niger VTTD-77050
(Tenkanen vd., 1991), Bacillus subtilis ATCC 7661, B. subtilis FMCCDL1, B.subtilis
NCIMB 3610 (Donaghy vd., 1998), Clostridium stercorarium NCIMB 11754 (Rumbold
vd., 2003) ve Sporotrichum thermophile (Vafiadi vd., 2005; Topakas vd., 2005).

1.3.2. Termofilik Bakterilerin Ozellikleri

Diinya iizerinde yasayan canlilara bakildiginda bunlarin ii¢ ana grup altinda
toplandigi goriilmektedir. Bunlar, okaryotlar, bakteriler ve arkebakterilerdir (Trent, 2000).
Bakteriler diinya iizerinde ¢ok genis bir yayilim gdstermektedir ve biiyiiyebildikleri en
uygun sicakliklilara gore ii¢ grup altinda toplanirlar. Sakrofiller, -10°C’ye kadar olan
diisiik sicakliklarda biiyiliyebilen fakat optimum {ireme sicakligi 15°C veya daha diisiik
sicakliklar olan bakterileri igermektedir. Mezofiller normal ortam sicakliklarinda (15-
50°C) biiyiiyebilirler ve insan sagligi agisindan patojen olan bakterileri igermektedirler.
Termofiller ise, genel olarak 50°C’nin iizerindeki sicakliklarda yasayabilen, hatta bazi
tiirlerinin ise 100°C’ nin iizerindeki sicakliklarda bile yasayabildigi bakteri grubudur.

Optimum {ireme sicakliklar1 50-105°C arasinda olan pek ¢ok termofilik bakteri
tanimlanmistir. Bu bakteriler yiiksek sicakliklarda yasayabildikleri icin, bunlar asiri
termofiller ve ¢ok asir1 termofiller olarak adlandirilmaktadirlar. Termofiller ve asiri
termofiller yiiksek sicakliklarda yalnizca hayatta kalmazlar, ayrica onlarin tiremeleri ve
cogalabilmeleri i¢in bu yiiksek sicakliklara ihtiya¢ duyarlar. Termofillerin optimum iireme
sicakligr 50°C’nin {izerindeki sicakliklarken, asir1 termofillerin optimum {ireme sicakligi
80°C’nin iizerindedir. Ayrica asir1 termofiller genellikle 60°C’nin asagisindaki

sicakliklarda tireyemezler (Inan, 2011).
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Termofilik bakterilerin dogal yasam alanlari, diinya iizerinde ¢ok genis yayilim
gosterir. En yaygin ve erisilebilir alanlari, termal alanlar, kaplicalar ve jeotermal sicak
topraklardir. Termofilik bakteriler ilk olarak 1879 yilinda Miquel tarafindan topraktan,
¢oplerden, diski ve pisliklerden, kanalizasyon ve nehir ¢amurlarindan izole edilmislerdir.

Izole edilen bu termofilik bakteriler, 72°C’de biiyiiyebilmektedirler (Miquel, 1888).

1.3.2.1. Termofillerin Diger Bakterilerden Farkh Olan Yonleri

Yiiksek sicakliklarda tiremeyi simirlayan faktorlerin ne oldugu veya iiremenin iist
sicakliginin ne oldugu, halen agiklanamamaktadir. Ancak, termofilik bakteriler yiiksek
sicakliklarda hiicre ve molekiillerinin fonksiyonel halde kalmasina izin verecek cesitli
adaptasyonlara sahiptirler. Bu adaptasyonlar su sekilde incelenebilir (Inan, 2011).

DNA vyapist: Lineer ¢ift zincirli DNA 65°C’de termal denatiirasyona ugrarken
siipersarmal plazmitlerin en az 107°C’ye kadar termal denatiirasyona direngli oldugu
goriilmektedir. Plazmit DNA’s1 topolojik olarak kapali oldugu i¢in termal denatiirasyona
kars1 daha direnglidir. Plazmit DNA’s1 termal denatiirasyona direncli olmasina ragmen,
termal degredasyona kars1 direngli degildir. Marguet ve Foreterre (1994) yapmis olduklari
bir ¢aligmada, yiliksek tuz konsantrasyonunun, ¢ift zincirli DNA’y1 107°C’de termal
degredasyona karst korudugu gosterilmistir. Tuzlar tarafindan DNA’nin termal
degredasyona kars1 korunmasi, termofilik bakterilerin yasamu ile ilgilidir. Ciinkii termofilik
bakteriler, hiicre i¢i yliksek tuz konsantrasyonuna sahiptirler (Marguet ve Forterre, 1994).

Protein yapisi: Termal proteinler, mezofilik proteinlerin denatiire oldugu yliksek
sicakliklarda aktivitelerini korurlar ve kararli halde kalirlar.

Querol ve arkadaslar1 (1996) yaptiklari bir calismada, termal kararlilig1 arttiran en az
13 farkl fiziksel ve kimyasal faktoriin oldugunu gostermistir. Bu faktorlerden bazilar tuz
kopriilerinin optimizasyonu, daha kisa halkalar, halkalarda glisin miktarinin azaltilmasi ve
prolin miktarinin arttiritlmasi, hidrojen baglar1 ve proteinlerin i¢ kisimlarindaki hidrofobik
paketlemelerdir (Querol vd., 1996).

Hiicre membran yapisi: Normal sicakliklarda yasayan canli organizmalar, lipid
bilayer yapisinda bir hiicre membranina sahiptirler ve lipid bilayer membran yapisi 1s1ya
karst direncli degildir. Hipertermofiller, yiiksek sicakliklarda hayatta kalabilmeleri igin
lipid monolayer yapisinda olan degisik bir membran yapisina sahiptirler. Bu hiicre

membrani, yiiksek sicakliklarda erimeye karsi direng gosterir. Ayrica arkeobakteriler,
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hiicre membran yapilarinda sicakliga ve degredasyona karst direngli olan eter lipitlerini
icerirler.

Termofilik organizmalarin hiicre membran proteinlerinin en 6nemli 6zelligi daha
etkili ve siki bir sekilde katlanabilen aminoasitlere, daha yogun bir sekilde sahip olmasidir.
Aspartik ve glutamik asitler icerdikleri amin gruplarindan dolayr heliks yapisim
kuvvetlendirirken, glisin ve serin kuvvetli hidrojen bagi yapma 06zelliklerinden dolayi
proteininin daha 1yi katlanmasini ve 1stya kars1 daha yiiksek bir direng gostermesini saglar
(Senes vd., 2000; Rinia vd., 2002; Adamian ve Liang, 2002).

RNA yapist: Galtier ve arkadaslar1 (1999) yapmis olduklari bir ¢alismada, rRNA’nin
GC icerigi ile optimum tireme sicakliklart arasinda pozitif bir iligkinin oldugunu

gostermistir (Galtier vd., 1999).

1.3.2.2. Geobacillus Cinsinin Ozellikleri

1991 ve 1994 yillarinda, 16S rRNA dizin analizlerine gore, Bacillus cinsi, grup 1 ve
grup 5 olmak {izere iki ana gruba ayrilmistir (Rainey vd., 1994; Ash vd., 1991). Grup 5,
16S rRNA dizinleri (%98,5-99,2) yiiksek benzerlik gosteren, fenotipik ve filogenetik
olarak birbirine ¢ok benzer olan termofilik basillerden olusan bir gruptur. Bu grup, Bacillus
stearothermophilus, Bacillus thermovatenulatus, Bacillus thermoleoverans, Bacillus
kaustophilus, Bacillus thermoglucosidasius ve Bacillus thermodenitrificans’1 igermektedir.
Nazina ve arkadaslar1 2001 yilinda, farkli cografik alanlardan bes tane termofilik sus izole
etmislerdir ve bu suslarin 16S rRNA analiz verilerini, Bacillaceae familyasinin iiyeleriyle
karsilastirmislardir.  16S  rRNA analiz verilerininin  karsilastirilmasi, DNA-DNA
benzerliklerinin, fizyolojik ve biyokimyasal o6zelliklerinin belirlenmesi sonucunda, bu
suslardan ikisinin Bacillus cinsi Grup 5 igerisinde smiflandirilan iki yeni tiir oldugu
belirlenmistir ve grup 5, Bacillus cinsinden ayrilarak Geobacillus adinda yeni bir cins
olarak sistematige kazandirilmistir (Nazina vd., 2001).

Yerylizii veya toprak basilleri anlamini ifade eden Geobacillus cinsi, su an
sistematigi yapilmis 16 tiirii igermektedir ve tip tiiri Geobacillus stearothermophilus’dur.
Bu cinsin tiyeleri Gram pozitif veya degisken, hiicreleri ¢cubuk seklinde, hareketli, elips
veya silindirik seklinde terminal veya subterminal sporlara sahip, koloni morfolojisi ve
biyiikligii degiskendir. Baslica kinonu, menakinon-7’dir ve noétrofilik 6zelliktedirler. Bu

cinsin % (G+C) igerigi, % 48,2-58 arasinda degismekte olup, baslica yag asitleri, iz0-Cjs.g,
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1S0-C16:0 Ve 120-Cy7’dir (Inan, 2011). Ureme sicakliklart en diisiik 35°C, en yiiksek
80°C’dir. Fakat cogu izolat, 45-70°C arasinda yasar (Nazina vd., 2001). Geobacilluslar,
deniz termalleri, geotermaller, 1liman topraklar, mandiralar, kaplicalar ve giibreli topraklar

gibi birgok alanda yasayabilmektedir (Zeigler, 2014).

1.3.3. FAE Uretici Mikroorganizmalarin Tanimlanmasi

FAE aktivitesi varligim tespit etmek i¢in kullanilan yontem ilk olarak Donaghy
tarafindan Lactobacillus’lar kullanilarak yapilmistir (Donaghy vd., 1998). Bu yontemde
model substrat olarak etil ferulat kullanilmistir. Yar1 ¢oziinebilen bir substrat olan etil
ferulat besiyerine %0,1 (w/v) oraninda eklendiginde, besiyeri bulanik bir hal alir.
Bakterilerin gece kiiltlirii bu agar besiyeri lizerine ekimi yapilip ii¢ giine kadar etiivde
bekletilir. Bakterilerin kolonilerinin etrafindaki seffaf zon varligi, etil ferulatin hidroliz
olmasindan kaynaklhidir ve ferulik asit esteraz aktivitesi varligin1 gdsterir. Bu yontem yine
Lactobacillus cinslerine ait olan Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus reuteri ve
Lactobacillus helveticus bakterilerinde Lai tarafindan basariyla uygulanmistir (Sekil 10)
(Lai vd., 2009).

Sekil 10. L. johnsonii bakterisinin olusturdugu seffaf
Z0on

1.3.4. FAE’larin Simiflandirilmasi

FAE’larin {igiinciil yapilar1 hakkindaki bilgiler kisithidir. Primer ve sekonder yapilari
da mantar ve bakteriler arasinda oldukca zayif korunmustur. Mantarlarla ilgili yayinlar
bakterilerden ¢ok daha fazla oldugundan dolay: bakteriyal FAE’larin genlerini tanimlamak
ve karakterize etmek oldukga zordur (Lai vd., 2012). Simdiye kadar tanimlanan ve FAE
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aktivitesi gosteren enzimlerin tespit edilen aminoasit dizileri sayesinde neighborhood-
joining filogenetik agaglari ¢izilebilmis ve bu genetik karsilagtirma, substrat spesifitesi ile

desteklenince, FAE’larin dort alt sinifi olusmustur, A, B, C ve D (Kroon vd., 1999; Faulds

ve Williamson, 1994). Bu siniflar Tablo 2’de gosterilmektedir.

Tablo 2. FAE’larin siniflandirilmasi (Fazary ve Ju, 2007)

FAE tipi Tip A TipB TipC TipD
Mikroorganizma | Aspergillus Penicillium | Talaromyces Pseudomonas
niger funiculosum | stipitatus florescens

FAE FAE-A FAE-B FAE-C XYLD
Secici besiyeri WB, OSX SBP SBP,WB WB
Hidrolizledikleri | MFA,MSA, MFA MFA,MSA, MFA ,MSA,
metil esterleri MpCA MpCA, MCA | MpCA, MCA
Bitki hiicre Sadece 5,5’- | Hayir Hayir Sadece 5,5’-
duvarindan diferulik asit diferulik asit
serbest
diferulatlarin
salinim
Dizi benzerligi Lipaz Sinnamoil Klorojenat Ksilanaz

esteraz aile | esteraz tannaz

1 asetil

ksilan

esteraz

1.3.5. FAE’larin Yapisal Analizi

Sinirlt sayida FAE’larin kristal yapilart aydinlatilmigtir. Bunlardan en ¢ok ¢alisilani,
Aspergillus niger’in tip A FAE’1dir (Thibault vd., 1998; Ralph vd., 1994; Hermoso vd.,
2004). Bu enzimin kristal yapisina gore, enzim, serin-histidin-aspartik asit katalitik
tigliistine sahip bir o/ hidrolazdir (Sekil 11). Bu grubun sekonder yapisi, merkez korda a-
helikslerle ¢evrili en az sekiz tane B-sheet dizisinden olusur. Bu diziyi tanimlamak i¢in o/
sandvi¢i ifadesi de kullanilir. Merkezdeki [B-sheet dizileri ve a-heliksler ¢ogunlukla
paraleldir. a- heliks ve B-sheet dizileri polipeptit zinciri boyunca arda arda siralanma
egilimi gosterirler. Protein databank’ta (PDB) oldukca az FAE bulunmaktadir. Sadece iki

tiirden bir mantar olan A. niger ve Butyrivibrio proteoclasticus bakterisinin kristal yapilar
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PDB’de bulunmaktadir. Probiyotik bakteri olan Lactobacillus johnsonii LJ0536’nin da
kismen yapist PDB’ye sonradan eklenmistir (Lai vd., 2012). Literatiirde yeni kesfedilecek
FAE’lara da oldukga ihtiyag vardir.

Asp

Sekil 11. o/ hidrolaz katlanmasinin sekonder yapist

1.3.6. Klasik Esteraz Motifi, GlyXSerXGly

Genel olarak karboksilik asit esterazlar1 klasik olarak korunmus bir adet
GlyXSerXGly dizisine sahiptir. Bununla birlikte L. johnsonii LJ0536’ya ait FAE’in
aminoasit dizisine bakildiginda iki adet GlyXSerXGly dizisine sahip oldugu goriiliir ve
klasik karboksilesterazlardaki bir adet GlyXSerXGly dizisi kuralin1 bozar. Coklu dizi
hizalama analizleri LJ0536 ile birlikte homologu olan LREU1684 FAE’lar1 da yine iki adet
GlyXSerXGly dizisine sahiptir. Bu siranin iki adet olmasinin sebebi heniiz agiklanmamustir
(Lai vd., 2012). LJ0536 FAE’1 tipik o/p hidrolaz katlanmasina sahiptir. 12 adet -sheet ve
9 adet a- heliksine sahiptir. ki adet GlyXSerXGly motifinden sadece biri (Gly104-X-
Ser106-X-Gly108) katalitik olarak aktiftir. Diger GlyXSerXGly motifi (Gly66-X-Ser68-X-
Gly70) hidrojen baglartyla proteinin katlanmasini siirdiiriir (Lai vd., 2011). Sekil 12’de
LJ0536’ye yakin dizilere sahip FAE’larin hizalanmasi gosterilmektedir (Lai vd., 2012).
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CLUSTAL ©(1.2.3) multiple sequence alignment

EFI73470.1 MIEMMNEKTLLAIATVCLGYVFEMOAQKTENFTLOGSKGKLAATL.OAPKLESGEKVRIVV
EGD34818.1 @ 0 o————- MEENIITLVLILITLMOTTERACOTEDLTLEGRKGKLAATL.OT PETEKGKKVEMVT
YFE_00 15-3352.1 MSRITIERDGLTLVG--—---- DREEP--FG-EIYDMATL
ADD119%1.1 MATITLERDGLOLVG-———--——- TREEP—-FG-EIYDMATL
¥P_815563.1 ELHEHEVG. YMATITIERDGLNLVG--——---- TREEP—-FG-EIYDMAL
¥F_00 1’44-;-.1 MEVAIKSRGLTLRG-—-——---- LLEGS--NQVENDRIAL
RDD11393z.1 METTIKRDGLNLHG--—---- LLEGT--DKIENDAIAL
YP_001272280.1

MEIT I%RDGI%‘EG ——————— LLEGT--TTIENDTIAL

. o &

EFI73470.1 ICHGFGSDK-—-ERPLLERIADSLOSKGIASIRFDFNGCGHSEGHEFQDMIVLNEIEDAKD

EGD34E818.1 ICHGFGEDE-—-DRPLLRT IADQLOKRGIAS IRFDFNGCGHSEGRFODMTIVLNE IEDAKK
¥P_001573032.1 IMEGFARNR---NIDLLROIADDLRDENVASVREFDFNGHGESDGEFEDMTVCNE IADGEL
ADD11591.1 IFHGFTANR-—-NHTSLLEEIANSLEDENIASVRFOFHGHGDSDGKFENMTVLNE IEDANA
¥P_815563.1 IFHGFTANR-—-NHTPLLEEIADELRDENIASVRFOFHGHGDSDGKFENMTVLNE IEDANA
¥YP_001844134.1 LMEGFHGDLGYTEENLLAOLAHRLNDGLAT LRFOFAGCGKS DGR FSOMTVLSELODGHE
RDD11592.1 LMEGFHGEDLGYDDSKILYALSHYLNDOSLET IRFDFDGCGESDGKFEDMIVY SEILDGIK
YP_001272260.1 IH}JFK“hIGIDDS{ IL“LSHLING GIET13EDFDGTC{SWFEFKQMTV?SEILE”HK
poEEE : HH LR TIEEEE F oW _dga ok gEwk w5 o
I

VVAYALTLEWVSDI SMVGHSQGGVVT SMVAGQLEGSIRSIALCAPAAVLEDDALRGSTQG
VIAYAEKLEYVSGI S IVGHSQGGVVASHMVAGELKKRTKSVALCAPAAVI.EDDALRGTTOS
.1 ILDYVRETDEHVRDIFLVGHSQGGEVVASMLAGLY PDVVEKVVLLAPALOLEDDALRESNTOG
ILHYVKETDEHVENIYLVGHS0GGVVASMLAGLYPDLIKKVVLLAPALTLEGDALEGNTQG
ILHYVETDEHVENIYLVGHSQGGVVASMLAGLYPDI IKKVVLLAPALTLETDALNGSTOG

34,1 IIDYARQEVOAKEIILVGESQGGVVASMLAAYYRDVIDKLVLLAPAATLEDDALIGTCQG
ILDYVENTVEAKHIYLVGESQGGVVASMLAGY YRDVIEKLALLAPARTLEKSDALDGVCQG
.1 IIDYAHTTMOAKKIYLIGESQGEVVASMLAL Y YRDI ITKLVLLAPALTLEDDALEGVCQG
L. L saEmEkmkEEkakEoh 2o a % ERkEE Ea kkE | R
——
EFI73470.1 SIYDPHHIPEYVDSPR-—-GLRIGRDYFMTAQTLPIYETARQYTGEVLLVHGTHDVIVEY

EGD34818 ATYNFHHIPEYIDLFR---GLEMGHDYVKTAQTLEFIYETAQQYKGSVLIITHGTWIVVVEY
YP_001578032.1 ATYDPNHIFDVVPLVGNELGMKLGGF Y LRTAOVLEIYEVSOCFIREVSVIAGTHDOVVDE
ADD11991.1 VIYNPDHIPDRLPFED-——-LILGGFYLRIAQOLPIYEVSAQFTEFVCLIHGIDDTVVSE
¥P_815563.1 VEYNPDHIFDRLPFKD----LILGGFYLRIAQQLPIYEVSVHFIRPVCLIHGRNDIVVSE
TP _001344134.1 TTYDFNHI PDYVIVGE-——-FEVGEDYFRTAQLLFIYETAQEYAGEVIMIHGLADTVVDE
ADD11%%2.1 4 TVIV3G-——-FEVGGRAYFRTAQLLPIYQT IREVLLIHGLADEVVSE
¥YP_001272260.1 SQYDPNHIPETVDVHG-——-FIVGGDYFRTAQLLPIYETAQHEYSGPTLLIHGLADNVVSE
ik kEky . L I A S TR T

Sekil 12. LJ0536 FAE’min homologlariyla ¢oklu dizi hizalamasi. ADD11991.1:
L. johnsonii N6.2, LJ0536 sinnamoyl esteraz. ADD11992.1: L.
johnsonii N6.2, LJ1228 sinnamoyl esteraz. YP_001272260.1: L.
reuteri DSM 20016, o/p katlanmasi ailesi hidrolaz benzeri protein.
YP_815563.1: L. gasseri ATTC 33323, a/p katlanmas: ailesi hidrolaz.
YP_001578032.1: L. helveticus DPC 4571, o/f katlanmasi ailesi
hidrolaz. YP_001844134.1: L. fermentum IFO 3956, hyphothetical
protein. EFI73470.1: Prevotella bryantii B14, o/f ailesi hidrolazi.
EGD34818.1: Capnocytophaga sp. oral taxon 338 str. F0234, o/p
ailesi hidrolaz1

1.3.7. FAE’lann Histidin, Serin ve Aspartik Asitten Olusan Katalitik Ucliisii ve
Reaksiyon Mekanizmalari

Ester hidrolizinde iki temel basamak vardir: agilasyon ve deagilasyon (Lai vd.,
2012). Acilasyonda katalitik serinin hidroksil oksijeni, ester substratindaki karbonil
karbonuna saldirir. Saldiridan sonra, katalitik ti¢liiniin histidini, katalitik serini deprotonlar
ve ilk tertrahedral ara iiriin olusur. Katalitik ti¢liiniin ti¢linci aminoasiti olan aspartik asit

protonlanmig histidinin stabilitesinde olduk¢a 6nemli bir rol oynar. Olusan tetrahedralin
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oksianyonu, oksianyon ¢ukurunun karsisinda pozisyonlanir. Oksianyon ¢ukuru, substratin
karbonil oksijen anyonu ve katalitik cebin diger aminoasitlerinin azot atomlar1 arasinda
hidrojen baglarinin olusmasiyla olusur. Histidin protonu o gruba transfer eder. Histidinin
deprotonlanmasi, ester oksijeninin protonlanmasini saglayarak, ilk {iriiniin salinmasinm
saglar (mesela substrat metil ferulat ise bu iirlin metanoldiir). Sonugcta tetrahedral ara iiriin
daralir ve karakteristik olan agilenzim ara iirtinii olugur. Bu nedenle substratin yarim kalan
kismu katalitik serine bagl kalir.

Reaksiyonun ikinci basamagi (deagilasyon), su varliginda gerceklesir. Su molekiilii
acilenzim ara iirliniine bagli kalan substratin karboksil grubuna saldirir. Histidin hemen bir
su molekiiliinii deprotonlar ve ikinci tetrahedral ara iiriin olusmus olur. Bundan sonraki
katalizleme acilasyon mekanizmasina benzerdir. Ikinci tetrahedral ara iiriin oksianyon
cukurunun olusmasiyla stabilize edilir. Histidinin protonu niikleofilik serine hareket eder.
Sonug olarak, ester oksijeni protonlanir ve tetrahedral ara tiriin daralir. Ester oksijeninin
protonlanmasi ikinci {irtiniin salinmasini saglar (6rnegin substrat metil ester ise {liriin ferulik
asittir). En sonunda da enzim dogal haline geri doner (Sekil 13).

Esterazlarin katalitik bolgeleri her zaman ii¢ kisimdan olusur: niikleofil (serin),
tamamen korunmus aminoasit (histidin), asidik aminoasit (aspartik asit). Enzimin
substratiyla ¢alisabilmesi i¢in histidin her zaman katalitik serinin yaninda ve aspartik asit

de histidinin yaninda olmas1 gerekir.
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1.3.8. FAE’larin Endiistriyel Onemleri

Termofilik bakterilerden elde edilen FAFE’larin, endiistride Onemli bir rol
oynayacagina dair beklentiler vardir. Bu nedenle sicakliga ve kimyasal denatiirasyona
dayanikli yeni enzimlerin elde edilmesine ihtiya¢ vardir. FAE’larin reaksiyon sonucunda
olusturdugu ferulik asit, fenolik —OH gruplariyla beraber serbest radikallere hidrojen
saglar. Bu sayede antioksidan etki gdsterir. Ferulik asit ayn1 zamanda organizmalar1 aktif
oksijenin toksitidesinden koruyan siiperoksit dismutaz gibi aktif oksijeni ortadan kaldiran
etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Bununla beraber UV’yi giiclii bir sekilde absorbladigi
da diisiiniilmektedir. Kozmetikte, giines kremlerinde UV absorblayici olarak
kullanilmaktadir. Insan, hayvan ve hiicre kiiltiirleriyle yapilan birgok in vivo ve in vitro
calismalar (Lin vd., 2005; Lesca, 1983; Kampa vd., 2004; Balasubashini vd., 2004) ferulik
asitin su fonksiyonlarinin oldugunu gostermistir. Bunlar:

1- Gogiis, kolon, akciger, mide kanserlerini inhibe eder veya onler;
2- Alzheimer proteinlerinin beyinde hasara yol agmasini onler;

3- Prostatin biiylimesini 6nler;

4- Kemiklerin gliglenmesini saglar;

5- Pankreatik adaciklarin geniglemesi saglar;

6- Lipid, trigliserit ve kan glukoz seviyeleri diisiirtir;

7- Kolestrol iiretimini azaltir;

8- Hiicre membranlarina serbest radikalerin zarar vermesini Onler;
9- UV’nin cilde zarar vermesini Onler;

10- iImmun sistemini uyarir.

Gilinlimiizde, bitki hiicre duvarinda daha fazla ferulik asit olmasina ragmen, dogal
ferulik asit ticari olarak, piring kepegindeki y-oryzanolden elde edilmektedir. Bunun bir
nedeni, ferulik asitin polisakkaritlerle capraz baglar yapmasidir. Ornegin otlarda
arabinoksilanla, 1spanakta pektinle ¢apraz bag yapmistir ve ferulik asiti polisakkaritlerden
koparip serbest birakarak saflastirmak zordur. Neyseki bitki hiicre duvarindaki bu capraz
bagi kirip ferulik asiti agiga ¢ikarmak igin iki metot gelistirilmistir (Mukherjee vd., 2007).
Bunlardan biri FAE’lart kullanarak enzimatik olarak bu isi yapmaktir. Fakat bazi
durumlarda FAE’lar, polisakkarit hidrolazlarla kombine bir sekilde kullanmak gerekir.
Alkalin hidrolizi diger bir yoldur ve bazen bugday kepegindeki ferulik asitin icerigini tespit
etmekte kullanilmaktadir (Oosterveld vd., 2000). Yiiksek alkalin konsantrasyonu,
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karbonhidratlara bagli olan ferulik asitin serbest kalmasini saglar fakat ferulik asiti bu
hidrolizattan saflagtirmak zordur ve enzimatik hidrolize gore dezavantajlidir. Ciinki
igeriginde birgok bilesik vardir ve koyu kahverengi bir renge sahiptir.

FAE’lar bazen hemiseliiloz yardimci enzimler olarak adlandirilirlar ¢linkii bitki hiicre
duvarint degrede eden ksilanaz ve pektinaza yardim ederler. Hiicre duvarindaki
hemiselulozun hidroliz edilmesinde iki grup enzim rol almaktadir. Ik grupta, ksilan ana
zincirlerini kiran endo-ksilanaz ve B-ksilosidaz enzimleridir. Ikinci grup enzimler ise hiicre
duvarindaki ksilan ve diger bitki polimerleri arasindaki g¢apraz baglar1 kirararak yan
zincirleri uzaklastiran o-L-arabinofuranosidaz, asetil ksilan esteraz ve FAE yer almaktadir.
Ikinci grup enzimler icerisinde FAE, en dnemli etkiye sahiptir. Bu enzim, ferulik asit yan
zincirleri ve c¢apraz baglar1 uzaklastirararak, endo-ksilanazlarin etki alanini artirarak
hemiselulozun hidrolizini artirir. Bu sayede, kagit endiistrisinde ve hayvan yemi
tiretiminde ksilanazlarla beraber kullanimi yaygindir (Wong, 2006).

FAE’lara, tekstil, kagit, tarim, besin, ilag endiistrisinde, ayrica endiistriyel atiklardan
ferulik asit eldesinde ihtiya¢ duyulmaktadir.

FAE’lar kagit endiistrisinde hemiseliilozun par¢alanmasini (Record vd., 2003) ve
hayvan yemlerinde besin asimilasyonunu kolaylastirmak amaciyla (Topakas vd., 2003)
kullanilmaktadir. Seker-fenolik ester sentezini katalizlerler (Topakas vd., 2004). Baz
organizmalar iizerinde fenolik bilesiklerin antimikrobiyal etkisi vardir. Bitki hiicre
duvarinin fenolik igerigi (6zellikle p-coumarik asit, ferulik asit, ve p-hydroksibenzaldehit),
rumen mikroorganizmalarinin iremesini inhibe eder (Williamson ve Vallejo, 1997;
Williamson vd., 1998) ve bitki hiicre duvarindan tiirevlenen fenolik asitlerin tiremesini
inhibe edici 6zelliginden yararlanarak besin koruyucu olarak kullanilirlar (Garcia-Conesa
vd., 1999).

Endiistri alaninda oldukga fazla ihtiya¢ duyulan FAE’larla ilgili yapilacak ¢alismalar,
bu alana olduk¢a 6nemli katkilar saglayacaktir.

Bu c¢alisma kapsamindaki asil hedefimiz, oksijen sorununu ¢6zmek i¢in
mikrobaloncuklarla oksijen transferini ve gaz tutulumunu arttirarak, fermentasyon
stirecinde kullanilacak olan enerjiyi diislirmek ve iiretimi arttirmaktir. Bu tez kapsaminda
Tirkiye’de ilk defa MBD cihazi iiretilmistir. Bu cihazin bir versiyonu ilk kez 1985 yilinda
Sebba tarafindan gelistirilerek patenti alinmistir (US 5314644 A) (Sebba, 1985). Fakat bu
cihazin patent siiresi dolmustur (US patents, 2015). Ayrica bu proje kapsaminda yapilacak

olan MBD cihazina ait Tiirk patent enstitlisiine kayitli bir patent yoktur, yani iilkemizde
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boyle bir cihaz patentlenmemistir (Tirk Patent Enstitiisii, 2015). Mikrobaloncuk
yonteminin PHB ve FAE {iretimini de arttirip artirmadigi bu tez sayesinde belirlenmistir.

Ayrica bu tez kapsaminda literatiire yeni termofilik bakteriyal bir FAE kazandirilmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Kimyasallar, Enzimler ve Kitler

Tripton, NaCl, Commassie Brillant Blue G-250, Commassie Brillant Blue R-250,
Nutrient Agar, Gliserol, p-merkaptoetanol, 4-Nitrofenol, 2-Propanol, Sodyum Asetat,
K2HPOy, Lizozim, KH,PO,4, EDTA, Amonyum Siilfat (Merck), Yeast Ekstrakt, M9 Tuzlar
(Becton, Dickinson and Co), Agar (Himedia), Glukoz (Acros Organics), Etil Alkol,
Ampisilin Na Tuzu, Kanamisin, X-Gal (Applichem), IPTG (Gold Biotechnology), Metil
Ferulat (Santa Cruz Biotech), N-N Dimetilformamid, Etil Ferulat, Etidyum Bromiir,
Agaroz, 4-Nitrofenil Butirat, 4-Nitrofenil Dekanoat, 4- Nitrofenil Stearat, 4- Nitrofenil
Palmitat, 4- Nitrofenil Miristat, 4- Nitrofenil Dekanoat, 4-Nitrofenil Asetat, Metanol,
Amonyum Asetat, Trizma Baz, Akrilamid (Sigma-Aldrich), CaCl, (Aktar Kimya), BSA
(NEB), PMSF (Amresco), SDS, Glisin, Bromo Fenol Mavisi (Gerbu), Asetonitril (Carlo
Erba), Bis-akrilamid, Protein Ladder, dNTP Seti (Promega), TEMED (Janssen Chimica),
NaOH (JTBaker), Asetik Asit (Riedel-dan Haen) kimyasallar1 kullanilmustir.

EcoRI, Xhol (Promega), Ncol (Fermentas) restriksiyon endoniikleaz enzimleri
kullanilmistir.

T4 DNA Ligaz, Taq DNA polimeraz, Genomik DNA Izolasyon Kiti, pPGEMT Easy
Vector System | (Promega), Plazmit DNA izolasyon kiti (Fermentas), GeneJET Jel
Ekstraksiyon Kiti (Qiagen), TALON®Metal Affinity Resin (Takara) ve Q-Sepharose

(Sigma) belirtilen firmalardan temin edilmistir.

2.1.2. Kullanilan Besiyerleri

Calismada kullanilan LB (Luria-Bertani) sivi besiyerinin hazirlanis1 soyledir: 1 L
ddH,0 igerisinde, %1 (w/v) tripton, %0,5 (w/v) yeast ekstrakt, %0,5 (w/v) NaCl olacak
sekilde hazirlandi. Besiyeri, 1 L’ye tamamlanmadan 6nce, pH degeri 7,4’e ayarland1 ve son
hacmi 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan besiyeri, 121°C’de 20 dk. siire ile otoklavda sterilize
edildi (Luria, 1984).
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LB (Luria-Bertani) kat1 besiyerinin hazirlanisi soyledir: 1 L ddH,O igerisinde, %1
(w/v) tripton, %0,5 (w/v) yeast ekstrakt, %0,5 (w/v) NaCl ve %1,2 (w/v) agar olacak
sekilde hazirlandi. Besiyeri, 1 L’ye tamamlanmadan 6nce, pH degeri 7,4’e ayarland1 ve son
hacmi 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan besiyeri, 121°C’de 20 dk. siire ile otoklavda sterilize
edildi (Luria, 1984).

Modifiye M9 besiyerinin hazirlanist soyledir: 1 L ddH,O igerisinde, 1 X M9 tuzu
(Na;HPQO,4, KH2PO4, NaCl, NH,CI), 0,002 M MgSOy, %1,5 (w/v) glukoz, %0,2 (w/v)
yeast ekstrakt olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan besiyeri, 121°C’de 20 dk. siire ile
otoklavda sterilize edildi.

Nutrient Agar besiyerinin hazirlanis1 séyledir: 1 L ddH,O igerisinde, 20 g olacak
sekilde hazirland1 ve 121°C’de 20 dk. siire ile otoklavda sterilize edildi.

2.1.3. Kullanilan Bakteriler ve Plazmitler

Tez kapsamindaki ¢alismalarda kullanilan bakteri suslar1 ve 6zellikleri Tablo 3’te ve

calismada kullanilan vektorler ve 6zellikleri Tablo 4°te listelenmistir.
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Tablo 3. Calismada kullanilan bakteri suslari

Kullanilan bakteri

Ozellikleri

Kaynag

E. coli XL1-Blue

E. coli IM101

E. coli BL21 (DE3) LysS

E. coli BL21-Gold (DE3)

Geobacillus

thermoglucosidasius

recAl, endAl, gyrA96, thi-
1, hsdR17, supE44, relAl,
lac [F" proAB laclqZAM15
Tn10 (TetR)]

F’, traD36, proA'B",
laclg,A(lacZ,)M15/A(lac-
proAB), gInV, thi*

F, ompT, hsdSg, (rs" mg’),
gal, dcm (DE3),
(Cam®)

F, ompT, hsdS(rg" mg),
dem*, Tet®, gal, MDE3),
endA, Hte

DSMZ 2542 Tip sus, toprak

pLysS

bakterisi, Japan, Kyoto,

Shimogamo kdkenli

Agilent Technologies, Santa
Clara, CA

Laboratuvar Stogu

Laboratuvar Stogu

Agilent Technologies, Santa
Clara, CA

DSMZ German Collection
of Microorganisms and Cell

Cultures
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Tablo 4. Calismada kullanilan vektorler ve dzellikleri

Kullamlan vektor Ozellikleri Kaynag

pGEMT Easy | Yiiksek kopya sayisi, T7 ve SP6 | Promega
RNA polimeraz promotorlari, -
galaktosidaz enziminin a-peptit
kodlama bolgesi igerisine
yerlestirilmis bir MCS (Coklu
Klonlama Bolgesi), 3'-T uglar,

Amp®

pET-28a(+) Yiiksek ekspresyon seviyesi, T7 | Novagen Inc.
promotor, trombin kesim bdlgesi,
N-terminal bolgesinde
His*Tag®/thrombin/T7+Tag® ve
C-terminal bolgesinde de
opsiyonel His*Tag dizisine ve lacl
genine sahip, Kan®, MCS

pBHR68 pBluescript SK—, R. eutropha’ya | Utah State

ait phbCAB genleri, T7 lac | Universitesi Biyoloji
promoter, Amp® Miihendisligi
Laboratuvar Stogu,

ABD

2.1.4. Veritabanlar1 ve Biyoinformatik Programlar

NCBI GenBank veritabani ile, ¢alismada kullanilan bakterilerin genomlar1 arastirildi
(Dennis vd., 2005).

NCBI Blast programi kullanilarak; klonlama ¢alismalarinda elde edilen gen dizileri,
NCBI veri tabanlarindaki diger gen dizileriyle karsilastirildi (Altschul vd., 1990).

Clustal Omega online programi ile, gen dizilerinin hizalamasi yapildi (McWilliam
vd., 2013).

Fast PCR programu ile, dizayn edilen primerin &zellikleri analiz edildi. Ayrica DNA-

protein doniisiimleri de bu program ile yapildi (Kalendar vd, 2009).
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Origin Pro8 programu ile, karakterize edilen enzimin kinetik parametreleri hesaplandi
(URL-1, 2007).

Mega (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) 6.06 programu ile, karakterize
edilen enzimin filogenetik agaci ¢izildi (Tamura vd., 2013).

PyMOL Molecular Graphics System ile, enzimin {i¢ boyutlu yapisi ¢izildi (Delano,
2002).

Expasy Bioinformatics Resourse Portal online programi ile enzimin molekiiler

agirlig1 ve izoelektrik noktasi belirlendi (Artimo vd., 2012).

2.2. Metot

2.2.1. Aktivitelerine Bagh Olarak Kullanilacak izolatlarin Segimi

Kullanilacak olan suslar1 belirlemek i¢in daha 6nce laboratuarimiz tarafindan gesitli
kaplicalardan izole edilen ve ayrica stoklarda bulunan suslar kullanildi. Bu suslarin tiimii
taranmadan Once nutrient agar besiyerinde bakterilerin iiremesi i¢in gerekli olan
sicakliklarda 24 saat inkiibe edildi.

Bu suslar, (g/L): 1,3 g (NH4)2SOs, 0,37 g KH;PO4, 0,25 g MgSO,.7H,0, 0,07 g
CaCl,.2H,0, 0,03 g FeCls, 1 g yeast extract ve 20 g bakteriyolojik agar i¢eren besiyeri
tizerinde FAE aktivitesi agisindan tarandi. Her bir petriye, petri dokiim agamasinda 0,3 ml
etil ferulat ilave edildi. Bu ilave aninda petrinin her yerine agar besiyerinin homojen bir
sekilde dagildigindan emin olmak icin, petriye dokiilen agar iyice karistirildi. 25°C'de {i¢
saat katilagsmaya birakilan nutrient agar petrilerinden (24 saat biiyiitiilmiis) ¢ok miktarda

alinan inokulum ile ¢izgi ekim yapilarak etiivde maksimum {i¢ giin inkiibe edildi.
2.2.2. Klonlama Calismalar:
2.2.2.1. Ekspresyon Primerleri
Laboratuvarimizdaki bakteri stoklarinda bulunan ve FAE aktivitesine sahip oldugu

tespit edilen Geobacillus thermoglucosidasius DSM 25427 ile klonlama calismalarina

baglandi.
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G. thermoglucosidasius’un, tanimlanmamis fakat tarafimizdan FAE geni oldugu
diistiniilen gen dizisi, bakterinin gen bankasindaki genom dizisinden elde edildi. Bu gen
dizisini, pET-28a(+) ekspresyon vektoriine klonlamak tizere, gerekli kesim bdlgelerini
igeren ekspresyon primerleri dizayn edildi. Bu primerlerden; GtexF ve GtexR, enzime His
Tag kuyrugu eklemeyecek sekilde dizayn edilirken, GtexHR, enzimin Kkolay
saflastirilabilmesi i¢in, N terminalinde His Tag kuyrugu yerlestirecek dizili olarak dizayn
edildi. Ncol restriksiyon endoniikleazinin, kesim bdélgesinde ATG dizisi oldugundan
dolay1, kodon okuma sirasinin kaymamasi i¢in GtexF primeri farkli olarak; gen dizisine,
glisin aminoasitini kodlayan GGA kodonu ekleyecek sekilde dizayn edildi. Dizayn edilen

primerler Tablo 5’te listelenmistir.

Tablo 5. Dizayn edilen ekspresyon primerleri

GtexF | 5’-CCC ATG GGA CAA AAA GCG ATA AC-3 23 nt, Tm:56,9 GC:
Ncol %47,8
GtexR | 5’-CGG AAT TCT TAG GAA ACA AAC CC-3 23 nt, Tm:54,3 GC:
EcoRlI %43,5
GtexHR | 5’- CCC TCG AGG GAA ACA AAC CC-3 20 nt, Tm:58,2 GC:
Xhol %60

2.2.2.2. Genomik DNA izolasyonu ve PCR

G. thermoglucosidasius bakterisinden genomik DNA izolasyonu, Promega Genomik
DNA izolasyon Kiti kullanilarak yapildi. G. thermoglucosidasius DSM 2542" bakterisi, 3
mL LB besiyerine ekildi ve 55°C’de gece boyunca bir sulu ¢alkalayicida inkiibe edildi.
Gece kiiltiirii, 13.000 rpm’de iki dk. santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Hiicreler 480 pl
50 mM EDTA igerisinde ¢oziildii. 120 pl 10 mg/mL lizozim ilave edildi, hafifce
pipetleyerek karistirildi ve 37°C’de 60 dk. inkiibe edildi. Elde edilen karigim, 13.000
rpm’de iki dk. santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Tiipe 600 ul Nuclei Lyzis soliisyonu
eklendi ve hafifce pipetle karigtirildi. Karigim 80°C’de bes dk. inkiibe edildi ve oda
sicakligina ulastiktan sonra 3 pl RNase soliisyonu eklendi. Tiip iki-bes kez alt-iist edildi ve
37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Karisgim oda sicakligina ulastiktan sonra 200 pl Protein
Precipitation solusyonu eklendi ve 20 sn. vortekslendikten sonra bes dk. siireyle buza
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birakildi. Bes dk. sonunda 13.000 rpm’de {i¢ dk. santrifiij edildi. Siipernatant iginde 600 pl
izopropanol bulunan yeni bir mikrosantrifiij tiipline aktarildi. Mikrosantrifiij tiipti, pelet
olusuncaya kadar alt tst edildi ve 13.000 rpm’de iki dk. santrifiij edildi. Siipernatant
dokiildii ve kurutma kagidi kullanarak tiim siipernatant sivisinin atildigindan emin olundu.
Pelletin tizerine 600 pul oda sicakliginda % 70’lik etanol eklendi ve alt iist edildikten sonra
13.000 rpm’de iki dk. santrifiij edildi. Pipetorle siipernatant uzaklastirildi ve etanolun
tamaminin uzaklagmasi i¢in mikrosantrifiij tiipii 15 dk. 37°C’de bekletildi. Pellet iizerine
100 ul DNA Rehydration soliisyonu eklendi ve 65°C’de bir saat inkiibe edildi. Genomik
DNA izolasyonu tamamlandiktan sonra, elde edilen DNA kullanilacagi zamana kadar 4
°C’de saklanda.

GtexF-GtexR ve GtexF-GtexHR primerleri ile G. thermoglucosidasius DSM
2542"un genomik DNA’s1 kalip olarak kullamlarak PCR reaksiyonlar1 gerceklestirildi.
Gen fragmentlerini elde ettigimiz PCR sartlar1 su sekildedir:

94°C’de ti¢ dk.’lik denatiirasyon basamagi ardindan 36 dongii; 94°C’de 45 sn.
denatiirasyon, 54-58°C’de 45 sn. baglanma (annealing) ve 72°C’de bir dk. uzama

(extention) ve son olarak da 72°C’de 7,5 dk. olacak sekilde son uzama.

2.2.2.3. G. thermoglucosidasius DSM 25427 FAE Geninin pGEM-T Easy
Klonlama Vektoriine Klonlanmasi

Yukarida agiklandigi gibi elde edilen DNA fragmentleri, baz dizilimi belirlenmek
tizere, pPGEM-T Easy | klonlama vektori ile Promega firmasinin 6ngérdiigii sartlar altinda
ligasyon i¢in inkiibasyona birakild1 ve CaCl, transformasyonuyla E. coli JM101 hiicresine
aktarildi.

pGEM-T Easy | vektoriine ligasyon icin tepkime bilesenleri
10X T4 DNA ligaz tamponu 1uL
Kalip DNA 3 uL

PGEM-T Easy klonlama vektorii 1 pL (1:1 sulandirilmis vektor)
T4 DNA ligaz (1 U) 1uL
ddH,0 4 nL
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Transformasyon igin; 200 pl alici konak hiicresi igeren santrifiij tiipiine, 10 ul
ligasyon fiiriinii eklendi ve 30 dk. buz iizerinde bekletildi. inkiibasyon sonrasinda numune,
42°C’lik 1s1tict blokta iki dk. bekletildi ve siire sonunda her bir tiipe 200 ul LB s1v1 besiyeri
eklendi. Numuneler, 37°C’de iki saat inkiibe edildikten sonra, 50 pg/mL ampisilin igeren
LB agar petrilerine yayilarak, 37°C’de bir gece inkiibe edildi (Sambrook vd., 1989). Ertesi
giin elde edilen mavi-beyaz kolonilerden, klon oldugu diisiiniilen beyaz koloniler segilerek,
bunlarin plazmit izolasyonu, plazmit DNA izolasyonu Kiti kullanilarak firmanin 6ngordiigi
sartlar altinda gerceklestirildi. Klonlamanin basarili olup olmadigi, plazmitlerin EcoRI
restriksiyon endoniikleaz ile kontrol kesimleri yapilarak tespit edildi. His Tag dizisine
sahip FAE genini igeren pGEM-T vektori pGEMGthFAE-His, His Tag dizisine sahip
olmayan FAE genini iceren pPGEM-T vektorii pPGEMGthFAE olarak adlandirildi.

2.2.2.4. G. thermoglucosidasius FAE Geninin pET-28a(+) Ekspresyon Vektoriine
Klonlanmasi

Ekspresyon vektorii pET-28a(+)'ya, ilgili genin klonlanmasi zor bir siireg
oldugundan, PCR iiriinleri 6ncelikle pGEM-T Easy klonlama vektoriine klonland: ve
klonun varligi, restriksiyon endoniikleazlar ve sekanslama ile kontrol edildi.
PGEMGhFAE olarak adlandirilan klon, FAE genini pET-28a(+) ekspresyon vektoriine
klonlamak tizere, Oncelikle Ncol restriksiyon endoniikleaz1 ile kesildi. Etanol
presipitasyonunun ardindan, ECORI ile kesildi ve jele yiiklenerek, kesilen FAE geni,
Qiagen Jelden Cikarma Kiti ile firmanmn 6ngordiigii yontemle jelden ¢ikarild.

Etanol Presipitasyonu: DNA numunesine, hacminin 1/10’u kadar sodyum asetat (3

M, pH 5,2) ve hacminin ii¢ kat1 kadar %96’lik etanol ilave edildi. 1ki saat -20 °C de veya
15 dk. -80°C de bekletildikten sonra 14.800 rpm’de 15 dk. santrifiij edildi. Supernatant
dikkatlice atilip geri kalan pelletin {izerine 500 pl %96’lik etanol ilave edildi ve alt iist
edildikten sonra 14.800 rpm’de 15 dk. santrifiij edildi. Supernatant yine dikkatlice atilip
geri kalan pelletin {izerine 500 ul %70’lik etanol ilave edildi ve alt st edildikten sonra
14.800 rpm’de 15 dk. santrifiij edildi. Santrifiijden sonra kalan pellet 37°C’lik etiivde 10
dk. veya kuruyuncaya kadar bekletildi. Kuruduktan sonra ddH,0’da ¢6ziildii.

Jelden ¢ikarilan FAE geninin, Ncol ve EcoRl ile kesilmis pET-28a(+)’ya T4 DNA
ligaz kullanilarak firmanin 6ngoérdiigii sartlar altinda ligasyonu yapildi. Ligasyon {irlinii, T7
promotorunun ¢alismasina ve FAE’in ekspresyonuna imkan saglayan E. coli BL21(DE3)

LysS susuna, yukarida anlatilan CaCl, transformasyonu yontemi ile aktarildi ve
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transformasyon iiriinii, 50 pg/mL kanamisin i¢eren LB agar petrilerine yayilarak, 37°C’de
bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda elde edilen kolonilerden, Klonun varligs,
restriksiyon endoniikleazlar ile kontrol edildi. His Tag dizisi icermeyen FAE genine sahip
olan klon, pETGthFAE olarak adlandirildi.

Diger taraftan pPGEMGthFAE-His’in, Ncol ve Xhol restriksiyon endoniikleazlar ile
iki saat boyuca ikili kesimi yapildi. Kesim tiriinlerinin, pET-28a(+) vektoriine ayn1 sekilde
ligasyonu yapildi ve E. coli BL21(DE3) LysS susuna, CaCl, transformasyon yontemi ile
aktarildi ve transformasyon iiriinii, 50 pg/mL kanamisin iceren LB agar petrilerine
yayilarak, 37°C’de bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda elde edilen kolonilerden,
Klonun varligi, restriksiyon endoniikleazlar ile tespit edildi. His Tag dizisi i¢eren FAE

genine sahip olan bu klon, pETGthFAE-His olarak adlandirildi.

2.2.3. FAE’mn Uc Boyutlu Yapisinin Cizimi ve Aktif Bolgesinin Tespiti

PyMOL Molecular Graphics System ile enzimin ii¢ boyutlu yapisi ¢izildi. Ug

boyutlu yapisi1 lizerinde, enzimin iki adet korunmus bolgesi gosterildi.

2.2.4. FAE’1n Klasik Esteraz Motifi (GlyXSerXGly) Analizi

FAE i klasik esteraz motifi (GlyXSerXGly) analizi, Lai’nin (2012) kullandig
bakterilere ait aminoasit dizileri kullanilarak Online bir program olan Clustal Omega
programi ile yapildi. Analizde kullanilan bakteriler ve proteinleri; L. johnsonii N6.2
sinnamoyl esterazi, L. reuteri DSM 20016 o/p katlanmas: ailesi hidrolaz benzeri proteini,
L. gasseri ATTC 33323 o/f katlanmasi ailesi hidrolazi, L. helveticus DPC 4571 o/
katlanmasi ailesi hidrolazi, L. fermentum IFO 3956 hyphothetical proteini, Prevotella
bryantii B14 o/ ailesi hidrolazi, Capnocytophaga sp. oral taxon 338 str. F0234 o/p ailesi

hidrolazidir.

2.2.5. Bakteriyal FAE’lann Filogenetik Analizi

NCBI GenBank’tan elde edilen bakteriyal FAE’larin amino asit dizileri, BioEdit
programi kullanilarak alt alta hizalandi. Daha sonra bu siralar analiz edilmek iizere Fasta

formatina doniistiiriildii. Fasta formatina dontstiiriilen diziler kullanilarak MEGA 6.06
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programi ile filogenetik agac ¢izildi. Filogenetik aga¢ ¢iziminde kullanilan aminoasit
siralart sunlardir; Butyrivibrio fibrisolvens sinamoyil esterazi (Cinl, AAC44493.1), B.
proteoclasticus B316 ferulik asit esteraz1 (EstlE, YP_003832182.1), L. johnsonii
sinamoyil esteraz1 (LJ0536, ADD11991.1), L. johnsonii NCC 533 sinamoyil esterazi
(LJ1228, NP_965083.1), Cellulosilyticum ruminicola JCM 14822 ferulik asit esteraz Ill
(AEA06597.1), B. fibrisolvens sinamoyil esterazi (Cinll, AAB57776.1), Caldanaerobacter
subterraneus subsp. tengcongensis MB4 ferulik asit esterazi (TtFAE, NP_623397.1),
Dickeya dadantii 3937 ferulik asit esteraz1 (DdFAET, YP_003883788.1), Cellvibrio
japonicus esterazi (Esteraz D, CAA41727.1), Pseudoalteromonas haloplanktis TAC125
ferulik asit esterazi (Phesterase, YP_339903.1), Ruminiclostridium thermocellum ferulik
asit esteraz1 (AAA23286.1), Cellulosilyticum ruminicola JCM 14822 ferulik asit esterazi
(CrFAEI, ACZ98598.1).

2.2.6. FAE Geninin Ekspresyonu ve Enzim izolasyonu

E. coli BL21(DE3) LysS/pETGthFAE ve E. coli BL21(DE3) LysS/pETGthFAE-
His’in gece kiiltiirlerinden LB besiyerine ODgo’si 0,1 olacak sekilde ekim yapildi. Bu
kiiltiirlerin ODggo’leri 0,6-0,9 oluncaya kadar inkiibe edilerek 1 mM IPTG ile indiiklendi ve
ardindan tli¢ bucuk-dort saat 37°C’de inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler, 10.000 rpm’de
bes dk. santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Coken hiicreler 50 mM fosfat tamponunda (pH 7,5)
vortekslendi ve bes dk. Sartorius Labsonic marka sonikator kullanilarak %80 giicte 0,6
dongii araliginda patlatilarak 14.800 rpm’de 15 dk. santrifiij edildi. Pellet kisimlar1 atilarak
siipernatant kisimlar1 saklandi.

Izole edilen enzimlerin aktiviteleri, 2 mg/mL etil ferulat igeren LB’de kontrol edildi.
Besiyeride kuyucuklar agilarak, enzimler bu kuyucuklara konuldu. Kontrol olarak da
enzimleri izole ederken kullanilan tampon kullanildi. Petride bu tamponun etil ferulati
pargalayip pargalamadigi kontrol edildi. Elde edilen enzimler, GthFAE ve GthFAE-His

olarak adlandirildi.

2.2.7. Enzimlerin Saflastirllmasi

GthFAE’1 saflastirmak igin ilk olarak, 1s1 soku uygulamasi yapildi. Yukarida
anlatildig gibi elde edilen 6ziit, 15 dk siireyle 50°C’de bekletildi. Ardindan 15 dk. 14.800
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rpm’de santrifiij yapildi. Slipernant alindi, ¢dken kisim uzaklagtirildi. Ardindan iyon
degisimi kolon kromatografisi yapildi. Iyon degisimi kromatografisi i¢in 50 cm
uzunlugundaki ve 1,5 cm ¢apindaki bir kolon kullanildi. Bu ¢alismada kolon malzemesi
olarak anyonik iyon degistirici olan Q-Sepharose, hareketli faz olarak 20 mM Tris-HCI
(pH 8.0) tamponu kullanildi. Kolon malzemesinin ve deneyde kullanilan tiim tamponlarin
gaz1 bir vakum pompasi ile alindi1 ve sonrasinda bir Pastor pipeti kullanilarak kolona yavas
bir sekilde dolduruldu. Doldurma islemi bittikten sonra kolon 500 mL 20 mM Tris-HCI
(pH 8.0) tamponu ile dengeye getirildi. Cozeltinin akis hiz1 1 mL/dk olarak ayarland1. Oziit
kolondan gecirilerek, icerisinde bulunan proteinlerin kolon dolgu malzemesine
baglanmalar1 saglandi. Sonrasinda kolondan 50 mL daha tampon gegirilerek kolona
tutunmayan proteinler uzaklastirildi. Kolona tutunan proteinlerin eliisyonu ise, 400 mL’lik
0 M-0,6 M tuz (NaCl) gradient kopriisii ile yapildi. Kolondan ¢ikan fraksiyonlar, cam
tipler icerinde 3,5 mL olacak sekilde toplandi. Tim tiiplerde FAE aktivitesi taramasi
yapilarak, en fazla aktivite bulunduran tiipler segilerek birlestirildi ve SDS-PAGE’de
saflig1 kontrol edildi. Elde edilen enzimi tuzdan arindirmak i¢in diyaliz yapildi. Bunun i¢in
enzim, diyaliz membrani iginde 20 mM Tris-HCI (pH 8.0) tamponu igerisine alindi ve
tampon, bir gece boyunca manyetik karistirici iizerinde karistirilarak, diyaliz edildi.
Diyalizden sonra 14.800 rpm’de 15 dk. santrifiij edilerek bozunan (denatiire olan)
proteinlerin atilmasi saglandi.

GthFAE-His’i saflastirmak i¢in kobalt (Co) affinite kolon kromatografisi
(TALON®Metal Affinity Resin iceren kit) kullanildi.

Caligmada kullanilan tamponlarin igerikleri Tablo 6’da verilmistir. 1-2 mL Co bagh
His-boncuklari, 10 mL yikama tamponu ile 15 mL’lik falkon tiip igerisinde li¢ kez yikandi.
Ardindan proteinler ayr1 ayr1 (4 mL) His-boncuklari igeren falkon tiiplere transfer edilerek
yikama tamponu ile son hacim 15 mL’ye tamamlandi. En az iki saat disiik hizda alt st
edilerek dikkatlice calkalandi. Inkiibasyon siiresi sonunda numune, 700 x g’de bes dk.
santrifiij edildi. Santrifiijiin ardinda siipernatant, pipetor yardimi ile uzaklastirildi. His-
boncuklart, en az tic kez 20 mL yikama tamponu ile yikanarak baglanmamis ilgisiz
proteinler elimine edildi. Eliisyon basamagina ge¢cmeden once yikama tamponu, His-
boncuklardan pipetér yardimi ile tamamen uzaklastirildi. Eliisyon tamponu kullanilarak

baglanmis proteinlerin ayrilmasi saglandi.
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Tablo 6. Co-Affinite kromotografisinde kullanilan tamponlar

Tampon NaH,PO, (mM) NaCl (mM) Imidazol (mM) pH
Liziz 50 300 10 7,0
Yikama 50 300 20 7,0
Eliisyon 50 300 250 7,0

Eliisyon tamponuyla elde edilen numunenin safligi, SDS-PAGE’de kontrol edildi.

2.2.7.1. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Protein jel elektroforezleri Hoeffer SE 600 marka elektroforezde %12’lik jel
kullanilarak 15 mA’lik akim altinda gerceklestirildi. GthFAE’in molekiiler agirhigini
hesaplamak ve safligin1 kontrol etmek amaciyla saflastirilan enzim, molekiiler agirlig1 belli
olan bir protein markir1 ile SDS poliakrilamid jel elektroforezinde ytiriitiilerek belirlendi.
Her bir 6rnekten 50 pg protein kullanilarak yiiriitiildii. Her bir numunenin iizerine esit
miktarda muamele tamponu (0,15 M Tris-HCI pH 6,8; %4 (w/v) SDS; %20 (v/v) Gliserol,
%6 (v/v) B-merkaptoetanol) ilave edildi ve sonrasinda 99°C’de dort dk. bekletilerek
%12’lik sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jele yiiklendi ve 15 mA akim altinda,
yiriitme boyasi jelden ¢ikana kadar yiiriitiildi (Sambrook vd., 1989). Yiiriitme islemi
sonrasinda jel, Commasie Brillant Blue (%0,125 (w/v) commasie Brillant Blue R-250,
%50 (v/v) metanol, %10 (v/v) asetik asit) boyasi ile bir saat boyandi ve hemen ardindan
birinci yikama soliisyonunda (%50 (v/v) metanol, %10 (v/v) asetik asit %40 (v/v) ddH,0)
bir saat bekletildi. Daha sonra ikinci yikama solusyonunda (%7 (v/v) asetik asit ve %5
(v/v)  metanol) bantlar belirginlesinceye kadar bekletildikten sonra tarayici ile

fotograflandi.

2.2.8. FAE Aktivitesinin Ol¢iimii

FAE aktivitesi ilk olarak etil ferulat ve metil ferulat ile kontrol edildi. Etil ve metil
ferulat, dimetilformamid igerisinde c¢oziilerek hazirlandi ve kullanildi. Degisik p-NP
esterleri lizerine etkisini incelemek icin enzimin optimum sicaklik ve pH’sinda

spektrofotometrik olarak aktivitesi 6l¢iildii. Enzim aktivitesinin spektrofotometrede tayini
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icin substrat ¢oOzeltisi; 1:4:95 (v/v/v) oraninda olacak sekilde sirasiyla; asetonitril-
izopropanol (1:1) karisiminda ¢6ziilmiis p-NP butirat (para-nitrofenil butirat, 4C’lu), p-NP
kaprilat (8 C’lu), p-NP kaprat (10 C’lu), p-NP laurat (12 C’lu), p-NP miristat (14 C’lu) ve
p-NP palmitat (16 C’lu) etanol, tampon bilesenlerinden hazirlandi. Rutin ¢alismalarda
Agilent 8453E UV-visible Spectroscopy System cihazinda kor olarak; 900 ul substrat
¢ozeltisi ve 300 pul 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) tamponu, numune olarak 900 ul substrat
¢ozeltisi, 270 ul 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) tamponu ve 30 pl enzim kullanilarak 405 nm’de
Olctimleri yapildi.

1 Unite, hazirlanan enzim 6ziitii ile pH 7,5 ve 50 °C’de p-NP biitirattan bir dk.’da
olusan 1 pmol p-NP (p-nitrofenol) olarak tanimlanmistir. 405 nm’de p-NP’iin molar

absorblama katsayzsi (g), 0,016 uM™cm™ olarak hesaplandi.

2.2.9. Protein Miktarlar1 Ol¢iimii

Protein miktarlar1 Bradford’un yontemine gore hesaplandi. 1000 mL boya solusyonu
hazirlanirken 100 mg Commassie Brillant Blue G-250 boyasi 6nce 50 mL %95°1ik etanol
icinde iyice ¢oziilerek, lizerine 100 mL %85’lik fosforik asit eklendi. Daha sonra olusan
karisim saf su ile 1000 mL’ye tamamlandiktan sonra hazirlanan ¢ozelti karanlik bir yerde
filtre kagidi ile filtre edildi. Bu boya ile ilk olarak BSA (Bovin Serum Albumin)
kullanilarak 595 nm dalga boyunda protein konsantrasyonu standardi grafigi olusturuldu.
Standart grafik i¢in 1, 2, 4, 6,10, 15, 20, 40, 60, 80, 90 ug BSA iceren ¢ozeltiler, 0,15 M
NaCl ile 100 pl’ye tamamlanip her bir 6rnegin iizerine 5 mL hazirlanan boyadan eklendi.
Protein ve boya karisimlari vortekslenip oda sicakliginda 15 dk bekletildi. Standart grafik
olusturulduktan sonra, 6rneklerin dl¢iimii yapilirken degisik miktarlarda 6rnek 0,15 mM
NaCl ile 100 pl’ye tamamlanarak 5 mL boya eklendi. Yine ayni prosediir uygulandiktan
sonra standart grafigin ytliklendigi Agilent 8453E UV-visible Spectroscopy System cihazi
kullanilarak 595 nm’de Olgiimler yapilip, protein konsantrasyonu pg/pl cinsinden

hesaplandi.
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2.2.10. FAE’mm Karakterizasyonu

Her iki FAE’in (GthFAE ve GthFAE-His) da karakterizasyonu yapildi. Yapilan

deneyler en az ti¢ kez tekrarlandi.

2.2.10.1. Substrat Spesifitesi

GthFAE ve GthFAE-His’in spektrofotometrik olarak 4-nitrofenol esterleri iizerine
etkisini incelemek i¢in, p-NP butirat (4 C’lu), p-NP kaprilat (8 C’lu), p-NP kaprat (10
C’lu), p-NP laurat (12 C’lu), p-NP miristat (14 C’lu) ve p-NP palmitat (16 C’lu)
substratlar1 kullanildi. Enzimin en iyi aktiviteye sahip oldugu substrat 100 kabul edilerek
% bagil aktivitesi hesaplandi.

2.2.10.2. Optimum Sicakhk

GthFAE ve GthFAE-His’in en iyi ¢alistigi optimum sicaklik degeri 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 65, 70 ve 75°C’ye ayarlanmis 1sitict blokta gergeklestirilen 20 dk.’lik seri
reaksiyonlar ile p-NP butirat varhiginda belirlendi. Bu reaksiyon serisinde enzimin en iyi
calistig1 sicaklik degeri daha sonraki caligmalarda kullanilacak olan reaksiyon sicakligi

olarak belirlendi.

2.2.10.3. Optimum pH

GthFAE ve GthFAE-His’in en iyi ¢alistig1 optimum pH degerini bulmak i¢in pH 5-
10 arasindaki tamponlar kullanildi (pH 5-5,5 igin 50 mM sodyum asetat tamponu, pH 6-6,5
icin 50 mM fosfat tamponu, pH 7-9 i¢in 50 mM Tris-HCI tamponu). Reaksiyonlar
belirlenen optimum sicaklik degerinde ve p-NP butirat varlifinda gergeklestirildi.
Gozlenen optimum pH aktivite degeri daha sonra yapilacak olan kinetik parametrelerin

belirlenmesi gibi ¢calismalarda reaksiyon pH’s1 olarak kullanildu.
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2.2.10.4. Is1l Kararhhik

GthFAE ve GthFAE-His’in kararliliklarina 1siin etkisini incelemek i¢in enzim, 30
dk. boyunca 50 mM Tris-HCI (pH 7,5) tamponunda, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80°C’de inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda kalan aktivite (%); optimum pH ve sicaklikta p-NP butirat
ile 20 dk.’lik bir reaksiyon sonucunda olgiildii. Ayrica enzimler, 40, 50 ve 60°C’de 150
dk.’ya kadar inkiibe edilerek, yine ayni sekilde kalan aktivite (%) hesaplandi.

2.2.10.5. pH Kararhhk

GthFAE ve GthFAE-His’in kararliliklarina pH’nin etkisini incelemek i¢in enzim, 50
mM sodyum asetat (pH 5-5,5) 50 mM fosfat (pH 6-6,5), 50 mM Tris-HCI (pH 7-9)
tamponlarinda 50°C’de 120 dk.’ya kadar inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda kalan
aktivite (%); optimum pH ve sicaklikta p-NP butirat ile 20 dk.’lik bir reaksiyon sonucunda

oOlgiilerek enzimin en kararli oldugu pH degeri belirlendi.

2.2.10.6. Metal iyon Etkisi

GthFAE ve GthFAE-His’in aktiviteleri {izerine metal iyonlarinin etkisi; Mg+2, Li*,
Ca*?, K*, Zn™ ve Co*™ metal tyonlarinin kloriir tuzlart ile gergeklestirildi. Enzim, ilave
edilen 1 mM ve 5 mM metal iyonlart ile 60°C’de bir saat inkiibe edildi. Bekletilen
enzimlerle p-NP butirat substrat olarak kullanilarak aktivite bakildi. Enzimin metalsiz hali

100 kabul edilerek metal iceren enzimlerin % kalan aktivitesi hesaplandi.

2.2.10.7. Organik Céziiciilerin ve Inhibitérlerin Etkisi

Deterjan ve organik ¢oziiciilerin GthFAE ve GthFAE-His’in aktiviteleri {izerine
etkileri incelendi. Enzim, 30 dk, % 1 (v/v) DMSO, B- merkaptoetanol, DMSO, etanol,
izopropanol, 5 mM EDTA, PMSF ve DTT, %0,1 (v/v) SDS, Tween 20, Triton X-100
icerecek sekilde 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) tamponunda 60 dk. inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda kalan aktivite; optimum pH ve sicaklikta p-NP butirat ile 20 dk.’lik bir
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reaksiyon sonucunda Ol¢iildii. Enzimin kimyasallar1 icermeyen hali 100 kabul edilerek

kimyasallar1 iceren enzimin % kalan aktivitesi hesaplandi.

2.2.10.8. Enzim Kinetigi

GthFAE ve GthFAE-His’in kinetik verileri, degisik substrat konsantrasyonlar1 ile
gerceklestirilen seri reaksiyonlar ile belirlendi. Michaelis-Menten sabiti (Ky,) ve maksimum
hiz (Vmax) degerleri hazirlanan Lineweaver—Burk grafiginde, x ve y eksenleri kestigi
noktalara karsilik gelen degerlerin tersi olarak belirlendi (Lineweaver ve Burk, 1934) ve
Km Ve Vinax degerleri, OriginPro8.1 programiyla hesaplandi. Ayrica enzimin Keyr Ve Kea/ K
degerleri de hesaplandi. Bu degerler, enzimin etki ettigi substratlar olan p-NP butirat (C4),
p-NP kaprilat (C8), p-NP kaprat (C10), p-NP laurat (C12) substratlarinin her biri i¢in
hesaplandi.

2.2.11. Klasik ve MBD Fermentasyonla PHB Uretimi

Klasik ve MBD fermentasyonlarini karsilagtirmak amaciyla rekombinant E. coli
XL1Blue bakterisinden PHB iiretimi, ABD’de Utah Science Technology and Research
(USTAR)’da yapilmistir. Deneyler en az ti¢ kere tekrar edilmistir.

2.2.11.1. Erlenlerde PHB Uretimi

E. coli XL1Blue/pBHR68’in gece kiiltiirii, 5 mL LB (50 pg/mL ampisilin) igerisinde,
37°C’de 220 rpm hizla ¢alkalanan inkiibatdrde yapildi. Ertesi giin gece kiiltiirli, 50 mL M9
besiyeri (100 pg/mL ampisilin ve 0,1 mM IPTG igeren) igeren 250 mL’lik erlenlere
ODggo’si 0,05 olacak sekilde ekim yapmak i¢in kullanildi. Erlenler, 4, 8, 12, 24 ve 48 saat
sonra sirastyla alindi ve PHB, glukoz ve kuru hiicre agirligi (DCW) analizleri yapildi. 0, 2,
4,6, 8, 10, 12, 24 ve 48. saatlerin herbirinde ODgy ve CFU/mL 6lglimleri yapildi (Rahman
vd., 2013).
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2.2.11.2. PHB’n Klasik Fermentorde Uretimi

PHB iiretiminde Biostat Q Multi-Fermentor Bioreactor System kullanild: (Sekil 14).
Tankin gerekli agikliklar1 folyo ile kapatildiktan sonra, tank otoklavda 121°C’de 1,1 atm
basing altinda steril edildi. Sterilizasyon islemi bittikten sonra tank oda sicakligina getirildi
ve DO ve pH problar kalibre edildi. Fermentore, 1 L olacak sekilde 100 pg/mL ampisilin
ve 0,1 mM IPTG igeren M9 besiyeri ilave edildi. Fermentor; ayr1 ayr1 350, 500 ve 750 rpm
calkalama hizlartyla ve igerisine yine ayr1 ayr1 0,4 ve 0,8 vvm’lik oksijen saglanarak
kullanildi. Fermentoriin sicakligt 37°C’ye ayarlandi. DO ve pH, inkiibasyon boyunca
kontrol edilmeden kendiliginden diismesi saglandi. Fermentor, E.coli XL1Blue/pBHR68’in
gece kiiltiirti ile ODggo’si 0,05 olacak sekilde inokule edildi. O, 4, 8, 12, 24 ve 48. saatlerde
fermentorden Ornekler alinarak bunlarin, PHB, glukoz, kuru hiicre agirligi ve CFU/mL
analizleri yapildi. ODgg Olgtimleri yapildi. Volumetrik oksijen transfer kat sayis1 (kLa),
“non-fermentative (Dynamic gassing-out)” metoduyla hesapland: (Tribe vd., 1995).

Sekil 14. PHB iiretiminde kullanilan fermentor

2.2.11.3. PHB’in Mikrobaloncuk (MBD) Fermentasyonla Uretimi

Mikrobaloncuklart tiretebilmek igin Sebba tarafindan gelistirilen bir spinning diske
sahip MBD cihazi kullanildi (Sebba, 1985). Bu disk yaklasik 5 cm eninde ve 3 mm
kalimligindadir. Disk kuvvetli bir motora baglanmistir ve 1 L’lik cam bir tankin

igerisindedir (Sekil 15). Bu cihaz fermentorden ayr1 bir sekilde, gerekli agikliklar: folyo ile
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kapatilarak fakat yine otoklavda ayni sartlarda steril edildi. Sterilizasyondan sonra icerisine
ayrica bir sisede steril edilmis 400 mL M9 besiyeri ilave edildi. Bakteri inokulasyonlar1 ve
gerekli kimyasallarin eklenmesi yine klasik fermentdrdeki gibi aseptik teknikler
kullanilarak fermentdriin igerisine yapildi. Hava 0,4 ve 0,8 vvm hizla MBD jeneratoriine
dagitildi (Sekil 16). Fermentoriin sicaklign 37°C’ye ayarlandi. MBD diskinin donme hizi
4000 rpm olarak ayarlanarak, mikrobaloncuk olusumu saglandi. Olusan bu
mikrobaloncuklar, fermentoére 150 mL/dk. hizla ¢alisan bir peristaltik pompayla beraber
pompalandi. Fermentorden de MBD jeneratore, fermentasyon besiyerini 40 mL/dK. hizla
transfer etmek icin, ayr1 bir peristaltik bir pompa kullanildi. Bu pompalama oraninda
mikrobaloncuk kanalinda ve fermentordeki sivi seviyesi stabil kaldi (Zhang vd., 2005;
Weber ve Agblevor, 2005; Hensirisak vd., 2002). Bu esnada ferment6r tankinin hizi 350
rpm’e ayarlandi. Yine klasik fermentasyondaki gibi inkiibasyon sirasinda, DO ve pH
degerleri kontrol altinda tutulmayarak kiiltiirde kendiliginden diismesi saglandi. Fakat bu
diistisler kayit altina alindi. E.coli XL1Blue/pBHR68’in gece kiiltiirii ile ODggo’si 0,05
olacak sekilde inokiilasyonu yapildiktan O, 4, 8, 12, 24, ve 48 saat sonra ornekler alinarak,
PHB, glukoz, kuru hiicre agirligi ve CFU/mL analizleri yapildi. ODggg Ol¢limleri yapildi.
KLa, yine “non-fermentative (Dynamic gassing-out)” metoduyla hesaplanda.

Sekil 15. Mikrobaloncuk tireten cihaz
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Sekil 16. Mikrobaloncuk iireten cihazin PHB iiretiminde fermentorle
birlikte kullanimi

2.2.12.Yapilan Analizler

Kuru hiicre agirhigini belirlemek icin, belirtilen saatlerde alinan numunelerden 50
mL’si, falkon tiiplere konularak 3500 rpm’de 20 dk. santrifiij edildi. Santrifiijden sonra
alinan pellet liyofilize edilerek, kuru agirligi g/L olarak hesaplandi.

Kiltiirdeki glukoz igerigi, glukoz assay reagent ile analiz edildi: 60 ul numuneye 120
ul glukoz assay reagent ilave edildi ve 30 dk boyunca 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra iizerine 120 ul H,SO4 (12 N) eklendi ve reaksiyon durduruldu.
Numunelerin absorbansi 96’11k mikroplate kullanilarak 540 nm’de 6l¢iildii. Konsantrasyon
hesabi, yapilan glukoz standardi egrisi ile hesaplanda.

CFU/mL analizi i¢in alinan numunelerin, 96’lik steril mikroplate kullanilarak 10 defa
seri sulandirmalart yapildi. Sulandirmalardan sonra herbirinden ayr1 ayr1 10’ar pl numune
alinip, agar petriye inokiilasyonlar1 yapildi. 37°C’lik etiivde 16 saat inkiibe edilerek, ertesi
giin her bir alanda olusan kolonilerin sayimi1 yapildi ve sulandirma katsayilari ile ¢arpilarak
ImL’deki CFU hesaplandi.

ODggo analizi i¢in, kiiltiirlerin inkiibasyonu siiresince belli zaman araliklarinda alinan
numunelerin spektrofotometrede 600 nm’de Slgiimleri yapildi ve ODggo’lin zamana karst
grafigi ¢izildi.

PHB analizi, NMR-GC methoduyla yapildi (Linton vd., 2012). Bu yodntemde,

yaklagik 15 mg numuneyle ayni hacimde sodyum hipoklorid ve kloroform ilave edilen
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numuneler, liyofilize edilerek santrifiij edildi ve 1 H NMR yapildi. PHB konsantrasyonu
NMR-GC standardina gére hesaplandi (Rahman vd., 2013).

2.2.12.1. Volumetrik Oksijen Transfer Kat Sayisi (kLa) Hesaplanmasi

kLa’y1 hesaplamak i¢in ilk olarak biyoreaktordeki oksijen, sisteme nitrojen verilerek
tamamen uzaklastirildi. Ardindan oksijen; 0,4 vvm, 0,8 vvm hizla dogrudan fermentére ve
ayrica daha sonra MBD ile fermentore verildi. % DO, %90-95’¢ ulasana kadar zamana

kars1 kaydedildi. kLa’y1 bulmak i¢in asagidaki denklemler kullanildi.

dCL/dt = kLa (C* - CL) 1)
kLa = In (C* - CL)/t @)

dCL/dt: Zamana kars1 (t) DO daki degisim
C*: Doymus DO konsantrasyonu
CL: Biyoreaktordeki DO konsantrasyonu

In (C* - CL)’nin zamana kars1 (t) grafigi ¢izilerek, buradaki lineer grafigin egiminden kLa

(h™) hesaplandi.

2.2.13. MBD Cihazinin Tiirkiye’de Uretimi

MBD cihazimin Tirkiye’de bizim laboratuvarimizda FAE iiretimi i¢in kullanilmasina
karar verildi. Fakat cihaz Tiirkiye’de bulunmadigindan dolayi, Kocaeli Universitesi
Makine Miihendisligi Boliimii’ne yaptirilarak ilgili ¢aligmalarda kullanildi. S6z konusu
MBD cihazinda kullanilan motorun 6zelliklerine sahip bir motor ABD’den siparis
verilerek Tiirkiye’ye getirtildi (Troemner Firmasi, Model 101 Light Duty Overhead Mixer,
New Jersey). Motorun hizi maksimum 7500 rpm’e ¢ikmaktadir. Ayrica bu motor, iistten
ayarlanabilir hiz diigmesine, maksimum 8,5 litrelik su karistirma kapasitesine, tek safta ve
dogrudan siiriiciili motora ve bir destege takilabilmesini saglayan ayarlanabilen
anahtarlara sahiptir. 3 mm kalinliginda ve 5 cm ¢apindaki paslanmaz ¢elikten olusan bir
spinning disk yapildi ve motora baglanarak 1 L’lik cam bir tankin igerisine yerlestirildi

(Sekil 17).
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Sekil 17. Tirkiye’de tiretilen mikrobaloncuk cihazi

2.2.14. Klasik ve MBD Fermentasyonla FAE Uretimi

2.2.14.1. FAE’n Erlen Kiiltiiriinde Uretimi

E. coli BL21(DE3) LysS/pETGthFAE-His'in, 37°C’de 220 rpm hizla ¢alkalanan
inkiibatérde, 5 mL LB (50 pg/ml kanamisin) igerisinde gece kiiltiirii yapildi. Ertesi giin
gece kiiltiirti, 50 mL LB besiyeri (50 ug/mL kanamisin i¢eren) iceren 250 mL’lik erlenlere
ODsggo’si 0,1 olacak sekilde ekim yapmak i¢in kullanildi. Hazirlanan kiiltiirler 37°C’lik
etiivde yine 220 rpm hizla galkalandi. Kiiltiirtin ODgpo’si 0,9 oldugunda 1 mM IPTG ile
indiikkleme yapildi. Erlen, ii¢ buguk saat sonunda alindi ve kuru hiicre agirligi, ODggo,

CFU/mL ve protein konsantrasyonu analizleri yapilda.

2.2.14.2. FAE’n Klasik Fermentorde Uretimi

FAE iretiminde Sartorius Biostat A Plus Bioreactor System kullanildi. Tankin
gerekli agikliklar folyo ile kapatildiktan sonra, tank otoklavda 121°C’de 1,1 atm basing

altinda steril edildi. Sterilizasyon islemi bittikten sonra tank oda sicakligina getirildi.
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Fermentore 1,5 L olacak sekilde 50 pg/mL kanamisin iceren LB besiyeri ilave edildi.
Fermentér 350 rpm calkalama hiziyla ve kompresorden 1,1 bar’lik hava saglanarak
kullanildi. Fermentoriin sicakligi 37°C’ye ayarlandi. DO ve pH'nin inkiibasyon boyunca
kontrol edilmeden kendiliginden diismesi saglandi. Fermentor, E. coli BL21(DE3)
LysS/pETGthFAE-His'in gece kiiltiirii ile ODggo’si 0,1 olacak sekilde inokule edildi.
Kiiltiiriin ODggg’si 0,9 oldugunda, 1 mM IPTG ile indiikleme yapildi. ii¢ buguk saat
sonunda islem durduruldu ve alinan numunelerin kuru hiicre agirligir, ODggo, CFU/mL ve

protein konsantrasyonu analizleri yapildi.

2.2.14.3. FAE’1n MBD Fermentasyonla Uretimi

Mikrobaloncuklar1 iiretebilmek i¢in Tiirkiye’de tarafimizca yapilan bir spinning
diske sahip MBD cihazi kullanildi (Sekil 18). Bu cihaz fermentérden ayr1 bir sekilde,
gerekli acikliklart folyo ile kapatilarak fakat yine otoklavda ayni sartlarda steril edildi.
Sterilizasyondan sonra igerisine ayrica bir sisede steril edilmis LB besiyerinden 400 mL
ilave edildi. Bakteri inokulasyonlari ve gerekli kimyasallarin eklenmesi yine klasik
fermentordeki gibi aseptik tekniklere gore fermentériin igerisine yapildi. 1,1 bar’lik hava
kompresdérden MBD jeneratoriine dagitildi. Fermentoriin sicakligi 37°C’ye ayarlandi.
MBD diskinin doéniis hiz1 4000 rpm olarak ayarlanarak, mikrobaloncuk olusumu saglandi.
Olusan bu mikrobaloncuklar fermentore peristaltik pompayla beraber pompalandi.
Fermentorden de gelen fermentasyon besiyeri, MBD jeneratore, ayri bir peristaltik bir
pompa ile pompalandi. Bu esnada fermentdr tankinin ¢alkalama hizi 350 rpm’e ayarlandi.
Yine klasik fermentasyondaki gibi inkiibasyon sirasinda, DO ve pH degerleri kontrol
altinda tutulmayarak kiiltiirde kendiliginden diismesi saglandi. Fermentor, E. coli
BL21(DE3) LysS/pETGthFAE-His in gece kiiltiirii ile ODggo’si 0,1 olacak sekilde inokule
edildi. Kiiltiirtiin ODggo’si 0,9 oldugunda 1 mM IPTG ile indiikkleme yapildi. {i¢ buguk saat
sonunda islem durduruldu ve alinan numunelerin kuru hiicre agirligir, ODggo, CFU/mL ve

protein konsantrasyonu analizleri yapildi.
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Sekil 18. Mikrobaloncuk iireten cihazin FAE iiretiminde fermentorle
birlikte kullanimi1



3. BULGULAR

3.1. Calismada Kullanilacak Tiirlerin Belirlenmesi ve Enzim Aktivite Deneyi

Segilen izolatlardan Geobacillus pallidus C1Noc, Geobacillus thermodenitrificans
Y2, Geobacillus sp. TF1 ve G. thermoglucosidasius DSM 25427 suslarinda ekim
cizgilerinin etrafinda seffaf zonun varhigi gozlendi. Bu seffaf zonun varligi FAE
aktivitesini gostermektedir (Sekil 19). Bu segilen suslar digindaki bakterilerde bu zon

gbzlenmedi.

Sekil 19. FAE aktivitesine sahip olan bakteri suslarindan
G. thermoglucosidasius DSM 25427

3.2. G. thermoglucosidasius DSM 25427 FAE Geninin pET-28a(+) Ekspresyon
Vektoriine Klonlanmasi

G. thermoglucosidasius DSM 25427 bakterisinden genomik DNA izolasyonu yapildi.
Ardindan yapilan PCR sonucunda, 759 bp’lik gen dizisi elde edildi (Sekil 20).
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Sekil 20. GtexF ve GtexR primerleri ile gergeklestirilen PCR’in
annealing sicakligt ile optimizasyon sonuglart 1-6:
Annealing sicaklig1 50-54°C’li PCR firtinleri 7: Kontrol 8:
Molekiiler agirliklar standardi

G. thermoglucosidasius DSM 2542"'un FAE geni 6ncelikle pGEM-T Easy
Klonlama Vektoriine klonlandi (Sekil 21). pGEMGthFAE; dizi analizine (Macrogen-

Hollanda) gonderildi ve gelen sonuglara gore istedigimiz gen bolgesinin ¢ogaltilmig

oldugu tespit edildi.

Sekil 21. Rekombinant plazmitlerin EcoRlI restriksiyon analizleri.
1-12: EcoRlI ile kesilmis pGEMT Easy vektori ve 759
bp’lik insert 13- 759 bp’lik FAE geni

Klonlamaya c¢alisilan gen, 491. niikleotitinden sonra Ncol kesim bolgesi
icermektedir. Klonlama asamasinda Ncol restriksiyon endonukleaziyla kesim yapilmasi
gerekmektedir fakat bu da genin yaklasik 500 ve 250 bp’lik iki fragmente ayrilmasina
sebep olmaktadir. Bu problemi asmak igin kismi kesim olup olmadigi denendi.
Restriksiyon endonukleazin kesim sartlarinda, bu reaksiyonu 37°C’de iki saat inkiibe

etmek gerekirken kismi kesmesi icin degisik zamanlarda inkiibasyon yaparak kismi kesim
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yapip yapmadigr arastirildi. Sonugta 10 dk’lik kesim sonunda kismi kestigi, yani genin
ortasindan kesmeyip sadece, klonlama yapabilmek i¢in primerle ekledigimiz genin 5 ug
tarafindaki kesim bolgesinden kestigi belirlendi (Sekil 22). Bu gen, jelden ¢ikarilarak pET-
28a(+) vektoriine ligasyon yapildi. Diger taraftan histidin kuyrugu igerecek sekilde
klonlamay1 saglayacak olan primerlerin kesim bolgelerinde bdyle bir problem
olmadigindan dolay1 gen direk olarak iki saat boyunca gerekli restriksiyon enzimleriyle

kesilerek pET-28a(+) vektoriine ligasyonu yapildi.

Sekil 22. FAE geninin pET-28a(+) ekspresyon vektdriine
klonlanmasi. 1: Ncol ve EcoRI restriksiyon
endoniikleazlar ile kesilen pET-28a(+) vektorii 2:
Ncol ve EcoRI restriksiyon endoniikleazlart ile
kismi kesilen pGEMGthFAE 3: 759 bp’lik FAE
geni.

3.3. G. thermoglucosidasius DSM 25427 FAE Kodlayan Genin Baz Dizilimi

G. thermoglucosidasius DSM 2542" bakterisinden elde edilen FAE kodlayan 759
bp’lik gen dizisi Sekil 23’te gosterilmektedir.
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Sekil 23. G. thermoglucosidasius DSM 25427 FAE’inin aminoasit ve baz
dizilimi

3.4. FAE’m U¢ Boyutlu Yapis1 ve Aktif Bolgesi

GthFAE’ i ii¢ boyutlu yapisi ¢izildi ve iizerinde enzimin sahip oldugu iki adet
GlyXSerXGly motifi gosterildi (Sekil 24 ve 25). Enzimin, 8 adet a-heliks ve birbirine
paralel 8 adet B-sheet tabakasina sahip ve katalitik bolgesinde Serin, Histidin ve Aspartik
asit aminoasitleri oldugu tespit edildi (Ser 114, Asp 202, His 232).
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Gly72 Ser74 Gly76

Gly112 Serl14 Gly116

Sekil 24. Ferulik asit esterazin li¢ boyutlu yapisi (Ribbon
model, PyMOL). Iki adet GlyXSerXGly motifi
oklarla gosterilmistir

Gly72 Ser74 Gly76

Gly112 Ser114 Gly116

Sekil 25. Ferulik asit esterazin ii¢ boyutlu yapisi (Yiizey
gosterimi, PyMOL). 1ki adet GlyXSerXGly motifi
oklarla gosterilmistir
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3.5. FAE’mm Klasik Esteraz Motifi (GlyXSerXGly) Analizi
GthFAE’1n klasik esteraz motifi (GlyXSerXGly) analizi Clustal Omega Programu ile

yapildi. GthFAE’n iki adet GlyXSerXGly motifine sahip oldugu tespit edildi. Sonuglar
Sekil 26°da gosterilmektedir.

CLUOSTAL 2(1.2.3) multiple seguence slignment

GthFAE
EFI73470.1
EGD34818_1

YP_0015758032.1

ADD11551.1
YP_B155€63.1

YP 001844134 1

ADD11552 1

YP 0012722601

GthFRE
EFI73470.1
EGD34218_1

¥P 0015780321

ADD11551 .1
Y¥P B15563.1

Y¥P 0018441341

ADD11352 .1

YP_001272260 .1

GthFAE
EFI73470_.1
EGD34818_1

YP_0015758032.1

ADD11551.1
YP_B155€63.1

YP_001844134.1

ADD11552 .1

YP 0012722801

GthFRAE
EFI73470.1
EGD34218_1

YP_001578032.1

ADD11551 .1
Y¥P B15563.1

YP 0018441341

ADDL11552 .1

YP_001272260 .1
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IFHGFTANR——-RTSLLREIANSLRDENIA SVRFDFNGHGDSDGEFERMTWVLNEIEDANE
IFHGFITANR———-RIPLLEELRDELRDENIASVREFDFNGHEGDSDEGRFERMIWVLNE IEDANE
LMHCFEGDLGEY TEENLLNQLEHRINDOGLATLRFDFAGCCKSDERE SIMTVLSELODGEME
LMHCFEGDLEY DD SKILYALSHY LNDOSLEFTIRFDFIGCCKSDERKFEDMTWVESELILDGTE
LMHGFEGHNLGY DD SKILYALSHY LNOOGIFTLRFDFIGTGHS DGEFFIMTVESE T LOGME.
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CEVEYNPDHIPDRLPFED————-LILGGFYLRIAOQLEFIYEVSVHETREVCLIHGANDTVY
CEITYDPNHI P VIVGG————FEVGEDYFRIAOLLFIYETAQHYAGEVLNIHGLADTVY
OGESTYDPTHIRETVIWSG————FEVGEEAYFRTAQLLEIYOTAEHYNREVLLIHGLADENW
OGS0 ¥YDPNHI PETVDVHG———— FIVGEDYFRTAQLLEIYETAOHY SGPTLLIHGLADHVY

P -

- - - ===

Sekil 26. GthFAE’in aminoasit dizisinin diger bakteriyal FAE’larin dizileri ile
karsilagtirilmasi. ADD11991.1: L. johnsonii N6.2, LJ0536 sinnamoyl
esteraz. ADD11992.1: L. johnsonii N6.2, LJ1228 sinnamoyl esteraz.
YP_001272260.1: L. reuteri DSM 20016, o/p katlanmasi ailesi hidrolaz
benzeri protein. YP_815563.1: L. gasseri ATTC 33323, o/p katlanmasi
ailesi hidrolaz. YP_001578032.1: L. helveticus DPC 4571, o/
katlanmas: ailesi hidrolaz. YP_001844134.1: L. fermentum IFO 3956,
hyphothetical protein. EF173470.1: Prevotella bryantii B14, o/f ailesi
hidrolaz1. EGD34818.1: Capnocytophaga sp. oral taxon 338 str. F0234,
o/ ailesi hidrolazi ve tez kapsaminda klonlanip karakterize edilen
GthFAE. Dizilerdeki GlyXSerXGly motifi alt1 ¢izilerek gosterilmistir
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3.6. Bakteriyal FAE’larin Filogenetik Analizi

Bakteriyal FAE’lara ait filogenetik aga¢ Neibour-Joining methodu ile ¢izildi (Sekil
27).

— AAC44493.1 Cinl -
L vPo03832182.1 Feruloyl Esterase Est1E

EDDHQQL‘I cinnamoyl esterase
NP 965083.1 hypothetical protein LJ1228

NP 623397.1 alpha/beta hydrolase

GthFAE L
B AEA06597.1 feruloyl esterase lll
AAB57776.1 Cinll
“7 YP 003883788.1 lipase/esterase
YP 339903.1 esterase
L CAA41727.1 esterase D -

ACZS8648.1 esterase

ACZ98598.1 esterase

e |
02

Sekil 27. Bakteriyal ferulik asit esterazlarin filogenetik analizi. Analizde kullanilan
bakteriler ve proteinleri sunlardir: B. fibrisolvens sinamoyil esterazi (Cinl,
AAC44493.1), B. proteoclasticus B316 ferulik asit esterazi (ESt1E,
YP_003832182.1), L. johnsonii  sinamoyil esteraz1  (LJ0536,
ADD11991.1), L. johnsonii NCC 533 sinamoyil esterazi (LJ1228,
NP_965083.1), C. ruminicola JCM 14822 ferulik asit esteraz Il
(AEA06597.1), B. fibrisolvens sinamoyil esteraz1 (Cinll, AAB57776.1), C.
subterraneus subsp. tengcongensis MB4 ferulik asit esterazi (TtFAE,
NP_623397.1), D. dadantii 3937 ferulik asit esterazi (DdFAET,
YP_003883788.1), C. japonicus esterazi (Esteraz D, CAA41727.1), P.
haloplanktis TAC125 ferulik asit esterazi (Phesteraz, YP_339903.1), R.
thermocellum ferulik asit esteraz1 (AAA23286.1 ), C. ruminicola JCM
14822 ferulik asit esterazi (CrFAEI, ACZ98598.1) ve tez kapsaminda
klonlanip karakterize edilen GthFAE. Bar; her bir aminoasit
pozisyonundaki 0,2’lik degisimi ifade eder

3.7. Enzim Uretimi ve Saflastiriimasi

GthFAE iiretildikten sonra, yapilan 1s1 soku uygulamasi ve iyon degisimi kolon

kromatografisi ardindan en yiiksek aktivite gosteren fraksiyonlar birlestirildi. GthFAE-His
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ise, tretildikten sonra kobalt affinite kolon kromatografisiyle saflastirildi. Safliklarin
kontrolii, SDS-PAGE analizi ile belirlendi (Sekil 28).

1 2 3 kDa

80
60
50
40
30
25
20
15
10

FAVANN

o _— ]

Sekil 28. Saflagtirllmis GthFAE’in SDS-PAGE analizi. 1) Saf enzim 2) Kaba
ekstrat 3) Protein marker

3.8. FAE’mm Karakterizasyonu
3.8.1. Substrat Spesifitesi

FAE aktivitesinin degisik p-NP esterleri lizerine etkisi Sekil 29’de gosterilmistir.
GthFAE ve GthFAE-His, 8 C’lu substrat (p-NP kaprilat) {izerinde en fazla aktiviteye
sahiptir. Aktivitenin 16 C’lu bir substrat olan p-NP palmitata dogru distiigi

anlasilmaktadir.
120 A 120 B

100 gloo
K] 2 30 -
E 80 S
£ 60 - 2 60 -
< <
Z 40 - = 40 -
>on ’%’)
& 20 S 20 -

0 - 0 -

4C 8C 10C 12C 14cC 16C 4C 8C 10C 12C 14C 1e6C
Substrat Substrat

Sekil 29. G. thermoglucosidasius FAE’1nin substrat spesifitesi. A) GthFAE B) GthFAE-
His
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3.8.2. Optimum Sicakhik

GthFAE ve GthFAE-His’in; 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 ve 75°C’de aktivitesi
Olciilerek sicakligin enzimin c¢alismasina etkisi arastirildi ve sicaklik-aktivite grafigi
olusturularak enzimin optimum sicakligi 50°C olarak belirlendi. Sonraki deneylerde

reaksiyonlar bu sicaklikta gerceklestirildi (Sekil 30).

120 A 120
;\3100 gloo
o 80 g 80
£ 4 3
£ 60 £ 60
< < J
= 40 = 40
0D >t
© 2 20
o 20 o
O T T T T T T T T T Y O T T T T T T T T T T T 1
30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Sicaklik (°C) Sicaklik (°C)

Sekil 30. G. thermoglucosidasius FAE’iin optimum sicaklik grafigi A) GthFAE B)
GthFAE-His

3.8.3. Optimum pH

G. thermoglucosidasius FAE’inin en iyi g¢alistigt pH’y1 belirlemek i¢in pH 5-9
araligindaki tamponlarda gerceklestirilen bir seri reaksiyon yapildi. Elde edilen aktivite
Olcimlerine gore pH-Aktivite grafigi olusturuldu. Sekil 31°de de gorildiigi tizere
GthFAE’1n aktivitesi en yiiksek pH 8,5’de gozlendi. GthFAE-His’in ise optimum pH’s1 7,5
olarak belirlendi.
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Sekil 31. G. thermoglucosidasius FAE’min optimum pH grafigi A) GthFAE B)

GthFAE-His

3.8.4. Isil Kararhilik

GthFAE ve GthFAE-His, 40, 50 ve 60°C’de 49 saate kadar inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda GthFAE’1m, GthFAE-His’e gore daha stabil oldugu goriildii. Her iki

enzimin de ikinci giin inkiibasyon sonunda kararli kalarak aktivitelerinin hala devam ettigi

tespit edildi (Sekil 32 ve 33).

FAE’in kararliligina 1simin etkisini incelemek igin ayrica, GthFAE-His; 30, 40, 50,
55, 60, 65, 70, 75 ve 80°C’de 30 dk. inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 60°C’ye kadar

aktivitenin 6nemli bir miktarda azalmadigi, 65 ve 70°C’de aktivitenin %50’nin altina

indigi, 75°C’de %3’e diistiigii ve 80°C’de ise aktivitesini kaybettigi belirlendi (Sekil 34).

120
glOO Ha o 17‘ °C
()] i T ~—
§ 80 %\F - o— 40
£ 60 p — | @
< 50
< 40
s 20 =60
0 T T T T T T T T T 1
0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Zaman (saat)
Sekil 32. GthFAE’n 1s1l kararliligt
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120 I_
100 -
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o 80 \ °C
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£ 60 ——140
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20 == 60
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0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
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Sekil 33. GthFAE-His’in 1s1l kararlilig
120
100 -
S
< 80
b
=
=)
= 60 \ —&—30 dakika
& 40
(T
3 T~
20
O T T T T |¥* 1
20 30 40 50 60 70 80 90
Sicaklik (°C)

Sekil 34. GthFAE-His’in 1s1l kararlilig

3.8.5. pH Kararhhik

GthFAE-His ve GthFAE’in pH kararliligin1 belirlemek i¢in enzim, pH 5’ten 9,5%e
kadar farkli pH’larda 120 dk.’ya kadar 50°C’de inkiibe edildi ve % kalan aktiviteleri
hesaplandi. Genel olarak yine GthFAE’in pH kararliliginin GthFAE-His’e gore ¢ok daha
iyi oldugu goriildii. GthFAE-His’in aktivitesinin pH 5 ve 5,5°de 120 dk.’nin sonunda %
50’nin altina indigi goriiliirken, GthFAE’1n aktivitesinin pH 5 ve 5,5’de %80 nin iistiinde
kaldig tespit edildi (Sekil 35 ve 36).
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100 pH
=5
® 9 —&=5,5
£ = 3 ——6
2
£ 90 - 6,5
<
g i ]
2 85 — —0-17,5
e 8
80 T T 815
0 60 120 9
Zaman (dk) —4=9,5
Sekil 35. GthFAE’1n pH kararlilig:
110
pH
100 —>5
2 80 =6
2
g 70 == 6,5
S 60 it
© =0=-7,5
< 50
e 8
40
8 5
30 T T T T 1 9
0 30 60 90 120 150
Zaman (dk) =95

Sekil 36. GthFAE-His’in pH kararlilig
3.8.6. Metal Iyon Etkisi
GthFAE’1n aktivitesi iizerine metal iyonlarinin etkisi; Mg+2, Li*, Ca+2, K", Zn+2, ve

Co™ metal iyonlarmin kloriir tuzlari ile gergeklestirildi ve sonuglar Sekil 37°de

gosterilmektedir.
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Sekil 37. Metal iyonlarmin GthFAE aktivitesi tizerine etkisi
3.8.7. Organik Céziiciilerin ve Inhibitorlerin Etkisi

Deterjan ve organik ¢oziiciilerin GthFAE aktivitesi tizerine etkileri incelendi. Enzim,
% 1 (v/iv) DMSO, B- merkaptoetanol, etanol ve izopropanol, 5 mM EDTA, PMSF ve DTT,
%0,1 (v/v) SDS, Tween 20 ve Triton X-100 igerecek sekilde 50 mM Tris-HCI (pH 8.0)
tamponunda 60 dk. inkiibe edildi ve sonuglar Sekil 38’de gosterilmektedir.

400
350
300
250
200
150
100

Aktivite (%)

H 1 saat

Sekil 38. Deterjan ve organik ¢oziiciilerin GthFAE aktivitesi tizerine etkisi
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3.8.8. Enzim Kinetigi

GthFAE-His ve GthFAE’in p-NP butirat (C4), p-NP Kkaprilat (C8), p-NP kaprat
(C10) ve p-NP laurat (C12) i¢in substrat-aktivite grafikleri ¢izilerek enzimin basit
Michaelis- Menten kinetigine uydugu tespit edildi. Cizilen Lineweaver-Burk egrilerinin
olusturdugu dogrunun x-eksenini kestigi nokta -1/ Kp’ye esitlenerek Ky, degeri, y-eksenini
kestigi nokta ise 1/ Vmax'a esitlenerek Vpyax degeri olarak hesaplandi (Origin Pro 8.1
programi ile). Michaelis- Menten egrileri Sekil 39, 40, 41 ve 42°de gosterilmektedir.

GthFAE’1n p-NP butirat (C4) substrati i¢in Ky, degeri 0,59 mM, Vyax degeri 31.591
umol/dk/mg olarak hesaplandi. K degeri 14.793 s ve kea/Km degeri 25.072 s*mM™
olarak hesaplandi.

GthFAE-His’in p-NP butirat (C4) substrati i¢in Ky, degeri 0,79 mM, Vpax degeri
28.170 pmol/dk/mg olarak hesaplandi. K¢y degeri 13.213 stve Keat/Km degeri 16.725
s'mM™ olarak hesaplandu.

Aktivite (pmolfdk)

Aktivite (pmolidk)

o
0 T T { J

0.0 0.5 10 15 0.0 07 1.4
Substrat (mM) Substrat (mM)

Sekil 39. G. thermoglucosidasius FAE’inin p-NP butirat (C4) i¢in Michaelis-
Menten egrileri A) GthFAE B) GthFAE-His

GthFAE’1n p-NP kaprilat (C8) substrati i¢in Ky, degeri 0,035 mM, Vpax degeri 11.735
umol/dk/mg olarak hesaplandi. Ke degeri 5491 s ve kea/Ky degeri 156.885 s'mM™
olarak hesaplandi.

GthFAE-His’in p-NP kaprilat (C8) substrati i¢in Ky, degeri 0,048 mM, Vpnax degeri
9542 umol/dk/mg olarak hesaplandi. K¢ degeri 4468 st ve keat/Kin degeri 93.083 stmm?

olarak hesaplandi.
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2.4

Aktivite (pmalfdk)

Aktivite (umolidk)

T T T
T T T 1 0.0 03 08
0.0 0.2 0.8 09

Substrat (mM)
Substrat (mM)

Sekil 40. G. thermoglucosidasius FAE’inin p-NP kaprilat (C8) icin Michaelis- Menten
egrileri A) GthFAE B) GthFAE-His
GthFAE’1n p-NP kaprat (C10) substrati i¢in Ky, degeri 0,034 mM, Vyax degeri 9787
umol/dk/mg olarak hesaplandi. Kgy; degeri 4579 st ve Keat/Km degeri 134.676 stmm?
olarak hesaplandi.
GthFAE-His’in p-NP kaprat (C10) substrati igin Kp degeri 0,08 mM, Vpax degeri
10.766 pmol/dk/mg olarak hesaplandi. Kea degeri 5041 s ve kea/ K degeri 63.012 s'mM™

olarak hesaplandi.

Aktivite (m ol/dk)
Aktivite (umolidk)

' T T T T T T
0.0 0.1 0.2

0.03 0.08 0.08
Substrat (mM) Sustrat (mM)

Sekil 41. G. thermoglucosidasius FAE’inin p-NP kaprat (C10) i¢in Michaelis- Menten
egrileri A) GthFAE B) GthFAE-His

GthFAE’in p-NP laurat (C12) substrati i¢in Ky, degeri 0,11 mM, Vyax degeri 7902

umol/dk/mg olarak hesaplandi. Ky degeri 3700 st ve KeatlKin degeri 33.636 stmM™ olarak
hesaplandi.
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GthFAE-His’in p-NP laurat (C12) substrati i¢in Ky degeri 0,07 mM, Vmax degeri

4173 pmol/dk/mg olarak hesaplandi. Kcq: degeri 2601 stve Keat/Knm degeri 37.157 stmm?

olarak hesaplandi.

Aktivite (Hmolidk)

T
002
Substrat (mM)

Aktivits (pmolidk)

T
0,00 0.03 0,06

Substar (mM)

Sekil 42. G. thermoglucosidasius FAE’inin p-NP laurat (C12) i¢in Michaelis- Menten

egrileri A) GthFAE B) GthFAE-His

GthFAE ve GthFAE-His’in bu veriler dogrusunda Origin Pro 8.1 programi ile

hesaplanan Km, Vimax, Keat V€ Keat/ K degerleri Tablo 7 ve 8’de 6zetlenmistir. Tiim veriler

g6z Oniine alindiginda GthFAE’mn substratlara ilgisinin GthFAE-His’e gore biraz daha

fazla oldugu goriismiistiir.

Tablo 7. GthFAE’1n kinetik parametreleri (Kmy, Vimax, Kcat Ve Kea K degerleri)

Km Vmax Kcat Keat/ Km
Substrat (MM) | (umol/dk/mg) | (sY) (s'mMY)
p-nitrofenil butirat (C4) 0,590 31.591 14,793 25.072
p-nitrofenil kaprilat (C8) 0,035 11.735 5491 156.885
p-nitrofenil kaprate (C10) 0,034 9787 4579 134.676
p-nitrofenil laurat (C12) 0,110 7902 3700 33.636

Tablo 8. GthFAE-His’in Kinetik parametreleri (Km, Vimax, Kcat Ve Keai/ K degerleri)

Km Vmax Kcat Keat/ Km
Substrat (mM) (umol/dk/mg) s™h (s'mM™
p-nitrofenil buirat (C4) 0,790 28.170 13.213 16.725
p-nitrofenil kaprilat (C8) 0,048 9542 4468 93.083
p-nitrofenil kaprat (C10) 0,080 10.766 5041 63.012
p-nitrofenil laurat (C12) 0,070 4173 2601 37.157
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Kullanilan substratlardan elde edilen sonuglara gore, GthFAE ve GthFAE-His’in her
ikisinin de en yiiksek Kea/Kn degerinin p-NP kaprilat (C8) icin gosterdigi, diger

substratlarda azaldig1 tespit edilmistir.

3.9. PHB’nin Klasik ve Mikrobaloncuk Fermentasyonla Uretimi

3.9.1. PHB’1n Erlenlerde Uretimi

PHB iiretiminde farkli saatlerdeki hiicre iireme egrisi, CFU/mL, kuru hiicre agirhigi
ve besiyerinin glukoz konsantrasyonu Sekil 43, 44 ve 45’de gosterilmektedir. E. coli
XL1Blue/pBHR68’in 48 saat sonunda kuru agirliginin %43,91 oraninda PHB biriktirdigi
belirlenmistir. CFU-zaman grafigine gore, bakteriler 12 saatte durgun faza ulasmislardir.
Hiicre tiremesi arttik¢a, glukoz konsantrasyonunun azaldigi tespit edilmistir. Bakteriler
ortamdaki glukozu 48 saat sonunda tamamen bitirmislerdir. Maksimum kuru hiicre

agirligina 24 saatte ulasilmistir (2,8 g/L).

10 1,00E+14
9 |—F = _jf .
Vi | - 1,00E+12
8
7 / - 1,00E+10
g &1 i/ - 1,00E+08 E
8 >/ 2 —e—op
4 - 1,00E+06 3
3 % - 1,00E+04 CFU
2
) / - 1,00E+02
0 V‘ 1,00E+00
0 20 40 60
Zaman (saat)

Sekil 43. E. coli XL1Blue/pBHR68’in erlende inkiibasyonu ile PHB iiretimi
stirecindeki ODggo Ve CFU/mL-zaman grafigi
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Sekil 44. E. coli XL1Blue/pBHR68’in erlende inkiibasyonu ile PHB iretimi
stirecindeki kuru hiicre agirhigir (g/L), glukoz konsantrasyonu (mg/mL),
ODgno-zaman grafikleri
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Sekil 45. E. coli XL1Blue/pBHR68’in erlende inkiibasyonu ile PHB iiretimi
stirecindeki besiyerinin glukoz konsatrasyonu (mg/mL) ve CFU/mL-zaman
grafigi

3.9.2. PHB’n Klasik Fermentorde Uretimi

E.coli XL1Blue/pBHR68’in klasik fermentor siirecindeki hiicre iireme egrisi,

CFU/mL,

PHB, glukoz konsantrasyonu ve kuru hiicre agirhg Sekil 46-50’de

gosterilmektedir. Klasik fermentordeki hiicre yogunlugu, fermentoriin ¢alkalama hizi
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arttikca artmistir. DO seviyesi, her bir ¢alkalama hizinda olduk¢a hizli diigmiistiir ve
ardindan artmaya baslayarak 12 ve 24. saatlerde sabitlenmistir. Fermentasyonun 48.
saatinde 350, 500 ve 750 rpm calkalama hizlarinda en yiiksek % PHB oranlarina
ulagilmistir fakat 24 ve 48. saatler arasinda da cok fark yoktur. 750 rpm ¢alkalama hizinda

en yliksek kuru hiicre agirligi elde edilmistir.

16

=750 rpm 0,8 vvm

== 750 rpm 0,4 vwvm

==e=500 rpm 0,8 vvm
==>¢=500 rpm 0,4 vvm

==3=350 rpm 0,8 vvm

=®=350 rpm 0,4 vvm

Zaman (saat)

Sekil 46. E. coli XL1Blue/pBHR68’in klasik fermentorde, 350, 500 ve 750 rpm
calkalama hizlarinda ve 0,4, 0,8 vvm oksijen varliginda, PHB iiretimi
stirecindeki ODggo- zaman grafigi
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1,0E+04
==3ie=750 rpm 0,4 vvm
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Sekil 47. E. coli XL1Blue/pBHR68’in klasik fermentorde, 350, 500 ve 750 rpm
calkalama hizlarinda ve 0,4, 0,8 vvm oksijen varliginda, PHB iiretimi
stirecindeki CFU/mL-zaman grafigi
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Sekil 48. E. coli XL1Blue/pBHR68’in klasik fermentérde, 350, 500 ve 750 rpm
calkalama hizlarinda ve 0,4, 0,8 vvm oksijen varlifinda, 12, 24, 48.
saatlerde iiretilen PHB (%) miktarlar
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Sekil 49. Klasik fermentdérde, 350, 500 ve 750 rpm ¢alkalama hizlarinda ve 0,4, 0,8
vvm oksijen varliginda, PHB {iretimi siirecindeki besiyerinin Glukoz

konsantrasyonu (mg/mL)-zaman (saat) grafigi
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Sekil 50. Klasik fermentérde, 350, 500 ve 750 rpm c¢alkalama hizlarinda ve 0,4, 0,8
vvm oksijen varliginda, PHB {iretimi siirecinde elde edilen kuru hiicre
agirlik (g/L) oranlari

3.9.3. PHB’in MBD Fermentasyonla Uretimi

E.coli XL1Blue/pBHR68’in MBD fermentasyonuyla hiicre iireme egrisi, CFU/mL,
PHB, glukoz konsantrasyonu ve kuru hiicre agirlig profili Sekil 51-55’de gosterilmektedir.

Klasik fermentasyonda; 24 saat sonunda, reaktoriin ¢alkalama hizi1 350 rpm iken
bakteri yogunlugu 4,22°dir, MBD fermentasyonda ise; 24 saat sonunda, MBD hiz1 5000
rpm ve fermentor reaktoriiniin ¢calkalama hizi 350 rpm iken bakteri yogunlugu 7,73 tiir.
MBD fermentasyonda; 48 saat sonunda, MBD hizi 5000 rpm ve reaktoriin ¢alkalama hizi
350 rpm iken kuru hiicre agirhigi 4,43 g/L’dir. Klasik fermentasyonda ise; 48 saat sonunda,
reaktoriin ¢alkalama hizi 350 rpm iken kuru hiicre agirhign 2,23 g/L’dir. MBD
fermentasyonda, MBD hiz1 5000 rpm oldugunda ise PHB {iretimi 48 saat sonunda %56’ya
cikmistir. Klasik fermentasyonda ise; 48 saat sonunda PHB {iretimi 23,93’dir. MBD’nin

hiz1 5000 rpm iken 48 saat sonunda ortamdaki glukoz tamamen tiikenmistir.
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Sekil 51. MBD ve klasik fermentasyonla, 350 rpm ¢alkalama hizinda ve 0,8 vvm
oksijen varliginda, PHB {iretimi siirecindeki ODggg-zaman grafigi
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Sekil 52. MBD fermentasyonda; MBD hiz1 4000 ve 5000 rpm, reaktoriin ¢alkalama

hiz1 350 rpm ve klasik fermentasyonda;

350, 500 ve 750 rpm calkalama

hizlarinda, PHB iiretimi siirecindeki CFU/mL - zaman grafigi
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Sekil 53. Klasik fermentasyonda; 350, 500 ve 750 rpm ¢alkalama hizlarinda ve
MBD fermentasyonda; MBD hizi 4000 ve 5000 rpm, reaktoriin
calkalama hiz1 350 rpm ve 0,8 vvm oksijen varliginda elde edilen kuru
hiicre agirlig1 (g/L) oranlari
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Sekil 54. Klasik fermentasyonda; 350, 500 ve 750 rpm ¢alkalama hizlarinda ve
MBD fermentasyonda; MBD hizi 4000 ve 5000 rpm, reaktoriin
calkalama hizi 350 rpm ve 0,8 vvm oksijen varliginda elde edilen
PHB (%) miktarlari
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Sekil 55. Klasik fermentasyonda; 350, 500 ve 750 rpm ¢alkalama hizlarinda ve MBD
fermentasyonda; MBD hiz1 4000 rpm, reaktoriin ¢alkalama hizi 350 rpm ve
0,8 vvm oksijen varliginda PHB iiretimi siirecindeki besiyerinin glukoz

konsantrasyonu (mg/mL)-zaman grafigi

3.9.4. Volumetrik Oksijen Transfer Kat Sayis1 (kLa) Hesaplanmasi

MBD sisteminin kLa degerleri, 350 rpm ve 500 rpm (0,4 ve 0,8 vvm)’de sirasiyla
18,108, 23,124, 30,606, 32,802 h dir. Bu degerler de aynmi calkalama hizinda Klasik

fermentordeki degerlerden yiiksektir (Tablo 9).

Table 9. Klasik ve MBD fermentasyonlarin kLa (h™) degerleri

350 rpm 350 rpm | 500 rpm | 500 rpm | 750 rpm | 750 rpm

0,4 vwm 0,8 vwm 0,4 vwm 0,8vwm | 04vvm | 0,8vvm
Klasik 16,812 22,014 23,472 27,528 32,862 34,29
MBD 18,108 23,124 30,606 32,802 - -

3.10. FAE’mn Klasik ve Mikrobaloncuk Fermentasyonla Uretimi

E .coli BL21(DE3) LysS/pETGthFAE-His’in erlendeki, klasik ve mikrobaloncuk
fermentasyonla fermentorde elde edilen {ireme egrisi, CFU/mL, kuru hiicre agirhig ve

protein konsantrasyon grafigi Sekil 56-59°da gosterilmektedir.
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Klasik fermentasyonda; ii¢ bucuk saat sonunda, reaktoriin ¢alkalama hizi 350 rpm
iken bakteri yogunlugu 3,8’dir, MBD fermentasyonda ise; MBD hiz1 4000 rpm ve
fermentor reaktoriiniin galkalama hizi 350 rpm iken bakteri yogunlugu 4,5°tir.

Klasik fermentasyonda; ii¢ bucuk saat sonunda, reaktoriin ¢alkalama hizi 350 rpm
iken protein miktar1 244,48 pg/mL’dir, MBD fermentasyonda ise; MBD hizi 4000 rpm ve
fermentor reaktoriiniin ¢alkalama hizi 350 rpm iken protein miktar1 278 pg/mL’dir.

Klasik fermentasyonda; ii¢ bucuk saat sonunda, reaktoriin ¢alkalama hizi 350 rpm
iken kuru hiicre agirligi 1,2 g/L’dir, MBD fermentasyonda ise; MBD hizi 4000 rpm ve

fermentor reaktoriintin ¢alkalama hizi 350 rpm iken kuru hiicre agirligi 1,5 g/L’dir.
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Sekil 56. GthFAE-His’in klasik ve mikrobaloncuk fermentasyonla ve
erlende tiretimi sonucu elde edilen protein miktar: (mg/mL)
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Sekil 57. GthFAE-His’in klasik ve mikrobaloncuk fermentasyonla ve
erlende tiretimi sonucu elde edilen kuru agirlik (g/L)
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Sekil 58. GthFAE-His’in klasik ve mikrobaloncuk fermentasyonla ve erlende tiretimi
sonucunda elde edilen bakteri yogunlugu
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Sekil 59. GthFAE-His’in klasik ve mikrobaloncuk fermentasyonla ve erlende tiretimi
sonucunda elde edilen CFU/mL profili



4. TARTISMA

Termofilik enzimler, yiiksek sicakliklara karsi gosterdikleri kararlilik ve bu yiliksek
sicakligin  getirdigi pek ¢ok avantajdan dolayi, birgok endiistriyel alanda tercih
edilmektedirler. Termofilik enzimlerin pH degisikliklerine ve yiiksek sicakliklara karsi
gosterdigi kararlilik, bu enzimlerin endiistri alanlarinda tercih edilme nedenleridir.
Termofilik enzimler, mikroorganizmalarin optimum tireme sicakligindan daha yiiksek bir
sicaklikta bile kararli ve aktiftir. Bu yiiksek sicakliklar, reaksiyon sirasinda meydana
gelebilecek kontaminasyon riskini onemli derecede azaltir, ¢linkii biyolojik dongiide
kontaminasyona sebep olan bakterilerin ¢ogu mezofiliktir (Burg, 2003). Ayrica bu yliksek
sicakliklarda, reaksiyona katilan maddelerin difiizyon hizlar1 ve ¢oziiniirliikleri onemli
derecede artar ve bu da daha fazla iirin olusumunu saglar (Mozhaev, 1993; Kumar ve
Swati, 2001).

Bu enzimlerden 6zellikle son zamanlarda FAE’lar, kagit ve kozmetik endiistrileri
basta olmak tiizere tekstilde, tarim, besin ve ilag endiistrisinde, ayrica endiistriyel atiklardan
ferulik asit elde edilmesi gibi pek ¢ok endiistri ve medikal alanda ¢ok biiylik 6nem
kazanmislardir. FAE’lar, bitki hiicre duvarindaki polisakkarit ve fenolik asit arasindaki
ester bagmin yapimi ve yikimini Kkatalizleyen hidrolaz smifi enzimlerdir. Enzimin
reaksiyonlar sonucu a¢iga ¢ikarttigi ferulik asit (CioH1004), fitokimyasal fenolik
bilesiklerden tiireyen, yaygin olarak bulunan bir hidroksisinamik asittir (Ou ve Kwok,
2004) ve kimyasal doniistimle diger kullanish aromatik kimyasallara doniisebilir (Mathew
ve Abraham, 2006; Li vd., 2003; Ernst, 1992).

FAFE’lar ile ilgili caligmalar son yillarda ¢ok biiylik 6nem kazanmasina ragmen, bu
enzim daha ¢ok mantarlar lizerinde ¢alisilmistir ve su ana kadar karakterizasyonlar1 yapilan
FAE’larin ¢ogunun 60°C’nin altinda optimum aktivite gosterdikleri bilinmektedir. Yani
cogu mezofiliktir. Ayrica, FAE’larin klonlanmasi ile ilgili ¢ok az ¢alisma bulundugu icin
bu enzimin gen ve amino asit dizileri ve bu bilgilere dayali siiflandirilmalart ile ilgili
literatiirde ¢ok az bilgi bulunmaktadir.

Endiistrideki bu ihtiyag  dogrultusunda, bu c¢alisma kapsaminda, G.
thermoglucosidasius DSM 25427 bakterisinde, FAE aktivitesini belirlemek i¢in model

substrat olan etil ferulat igeren besiyeri sayesinde, FAE varligi belirlenmistir.
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Geobacillus  thermoglucosidasius’un  gen bankasindaki genom  dizisinden
yararlanilarak bulunan, tanimlanmamis fakat tarafimizdan FAE geni oldugu diisiiniilen 759
bp’lik gen dizisini, pET-28a(+) ekspresyon vektoriine klonlamak tizere, gerekli kesim
bolgelerini iceren ekspresyon primerleri dizayn edilmistir. Bu primerlerden histidin
kuyrugu icermeyecek sekilde dizayn edilenler, ECORI ve Ncol restriksiyon enzim kesim
bolgeleri icermektedir. Fakat klonlamaya calistigimiz gen de, 491. niikleotitinden sonra
Ncol kesim bdlgesi igermektedir. Bu enzimle kesim yapip klonlamamiz gerektiginden, bu
da genin yaklasik 500 ve 250 bp’lik iki fragmente ayrilmasina sebep olmaktadir. Bu
problemi agmak i¢in kismi kesim olup olmadig1 denenmistir. Restriksiyon endonukleazin
kesim sartlarinda, bu reaksiyonu 37°C’de iki saat inkiibe etmek gerekirken kismi kesmesi
icin degisik zamanlarda inkiibasyon yaparak kismi kesim yapip yapmadig arastirilmistir.
Sonugta 10 dk.’lik kesim sonunda kismi kestigi, yani genin ortasindan kesmeyip sadece,
klonlama yapabilmek i¢in primerle ekledigimiz genin bas tarafindaki kesim bodlgesinden
kestigi gorilmistiir. Bu genin, jelden c¢ikarilarak pET-28a(+) vektoriine ligasyonu
yapilmistir. Diger taraftan histidin kuyrugu icerecek sekilde klonlamay1 saglayacak olan
primerlerin kesim bolgelerinde boyle bir problem olmadigindan dolay1, gen direk olarak 2
saat boyunca gerekli restriksiyon enzimleriyle kesilerek pET-28a(+) vektoriine ligasyonu
yapilmistir ve her iki vektér de E. coli BL21 (DE3) LysS susuna aktarilarak genlerin
ekspresyonlari basariyla gergeklestirilmistir.

Genel olarak karboksilik asit esterazlari, klasik olarak korunmus bir adet Gly-X-Ser-
X-Gly dizisine sahiptir. Bununla birlikte L. johnsonii LJ0536’ya ait FAE’in aminoasit
dizisine bakildiginda, iki adet Gly-X-Ser-X-Gly dizisine sahip oldugu goriilir ve klasik
karboksilesterazlardaki bir adet Gly-X-Ser-X-Gly dizisi kuralin1 bozar (Lai vd., 2012). G.
thermoglucosidasius FAE’inin da aminoasit sirasi incelendiginde, iki adet Gly-X-Ser-X-
Gly motifine sahip oldugu goriilmiistiir. Diger iki adet Gly-X-Ser-X-Gly motifine sahip
olan enzimler ve bakterileri ise sunlardir; L. johnsonii N6.2, LJ0536 sinnamoyl esterazi, L.
johnsonii N6.2, LJ1228 sinnamoyl esterazi, L. reuteri DSM 20016, o/p katlanmas1 ailesi
hidrolaz benzeri proteini, L. gasseri ATTC 33323, o/f katlanmasi ailesi hidrolazi, L.
helveticus DPC 4571, o/f katlanmasi ailesi hidrolazi, L. fermentum IFO 3956,
hyphothetical proteini, Prevotella bryantii B14, o/B ailesi hidrolaz1 ve Capnocytophaga sp.
oral taxon 338 str. F0234, o/p ailesi hidrolazidir.

Esterazlarin katalitik bolgeleri her zaman ii¢ kisimdan olusur: nukleofil (serin),

tamamen korunmus aminoasit (histidin), asidik aminoasit (aspartik asit). Protein
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Homology/Analogy Recognition Engine online program ile GthFAE’1n ii¢ boyutlu yapisi
cizilerek bu enzimin aktif bdlgesi tespit edilip incelenmistir. Enzimin, birbirine paralel 8
adet a-heliks ve 8 adet B-sheet tabakasina sahip ve katalitik bolgesinde, esterazlarda klasik
olarak bulunan serin, histidin ve aspartik asit aminoasitleri oldugu tespit edilmistir (Ser
114, Asp 202, His 232).

Filogenetik aga¢ ciziminde kullanilan bakterilere ait FAE’lar, Li ve arkadaslar
(2011) tarafindan iki subeye ayrilmistir. Bunlardan; B. fibrisolvens, B. proteoclasticus
B316, L. johnsonii, L. johnsonii NCC 533, C. ruminicola JCM 14822, B. fibrisolvens, C.
subterraneus subsp. tengcongensis MB4, D. dadantii 3937 ve P. haloplanktis TAC125
FAE’lari, sube II’ye, C. japonicus esterazi, R. thermocellum ve C. ruminicola JCM 14822
FAE’lar sube I’e dahil edilmistir. Li ve arkadaslar1 (2011) tarafindan tanimlanan FAEI ve
FAEII, sube I’e, FAEIII ise sube II’ye dahil edilmistir. Bu FAE’larin katalitik bolgeleri
sirastyla  Serl74-His262-Asp232, Serl63-His262-Asp231, ve Serl06-His227-Aspl97
olarak belirlenmistir. GthFAE ve yukarida siniflandirilan bakterilerin FAE’lar ile ¢izilen
filogenetik agaca gore, GthFAE’in, FAE 1l gibi sube II’ye ait olduguna karar verilmistir.
Yine GthFAE’in katalitik bolgesi Serll14-His 232-Asp 202 olarak belirlendiginden, bu
FAE, FAEIII’e daha ¢cok benzemektedir.

GthFAE’in diger mikroorganizmalara % aminoasit benzerligi Tablo 10’nda
gosterilmektedir. Genel olarak FAE’larin primer dizileri, tabloda da gorildiigii gibi,
birbirlerine ¢ok az benzerlik gosterirler. Bu nedenle sadece bakteriyal degil, mantar orijinli
FAE’lar1 da smiflandirmak zordur. Literatiirde tanimlanmis az sayida bakteriyal FAE

oldugundan, bunlar1 siniflandirmak daha da zordur.
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Tablo 10. GthFAE’1n diger mikroorganizmalara % aminoasit benzerligi

Mikroorganizma % Benzerlik
Lactobacillus Johnsonii Lj0536 40
Selenomonas ruminantium 37
Bacteroides salanitronis 37
Leuconostoc citreum LBAE C10 36
Bifidobacterium gallinarum 35
Lactobacillus helveticus 35
Capnocytophaga sp. oral taxon 338 35
Prevotella oris 34
Gracilibacillus halophilus 33
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 33
Lactobacillus fermentum 33
Paenibacillus wynnii 32
Alloscardovia omnicolens 30
Streptococcus sobrinus 30
Amphibacillus sediminis 30

GthFAE’in molekiiler agirhigi ve izoelektrik noktasi, Expasy Bioinformatics
Resourse Portal’da 28,11 kDa ve 5,53 olarak hesaplanmistir. Saflastirma sonucunda
yapilan SDS-PAGE analizi de enzimin molekiiler agirliginin 28,11 kDa oldugunu
desteklemektedir. Literatiirdeki FAE’lar birbirine ¢ok az benzemekte ve molekiiler
agirliliklart da oldukga farklilik gostermektedir. GthFAE’in molekiiler agirligma yakin
olan organizmalar ve agirliklar1 soyledir; Fusarium oxysporum FAE’1 27 kDa (Wong,
2006), Aspergillus niger FAE’1 28,55 kDa (Benoit vd., 2006).

Metal iyonlarinin GthFAE’1n aktivitesi lizerine etkisi; Mg+2, Li*, Ca™, K*, Zn*?, ve
Co*? metal iyonlarinin kloriir tuzlar ile gerceklestirilmistir. Enzimin 1 mM CoCl, ile bir
saat inkiibasyonu sonucunda; aktivitesinin %16,13’e, 5 mM CoCl; ile inkiibasyonu
sonucunda ise %17,86’ya indigi tespit edilmistir. 5 mM ZnCl,’{in ise, enzimi daha da fazla
inhibe ederek aktivitesini %6,15’¢ diistirdiigii belirlenmistir. Enzimin 1 mM CacCl, ile
inkiibasyonu sonucunda; aktivitesinin %81,46’ya, 5 mM CaCl, ile %72,22’ye, 5 mM LiCl,
ile de %92,6’ya indigi tespit edilmistir. 1 mM KCI ile enzimin aktivitesinin %133,33’a, 5
mM MgCl; ile %118,34’e ¢iktig1 belirlenmistir. Literatiirde, bu ¢aligmadaki gibi, Co™? ve
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Zn*?nin FAE’lar iizerine inhibe edici etkisi oldukc¢a fazladir. 5 mM’lik Zn+2, Pleurotus
eryngii (Mccrae vd., 1994) ve Aspergillus awamori FAE’larin1 (Nietera vd., 2014) inhibe
etmistir. Yine 5 mM’lik Co*?, Pleurotus eryngii FAE i1 (Mccrae vd., 1994) inhibe
etmistir. 50 mM’lik K*, Mg*? ve Li*, Pleurotus eryngii FAE min aktivitesini %10-20
oraninda arttirmistir.

Deterjan ve organik ¢oziiciilerin GthFAE’1n aktivitesi {izerine etkileri incelenmistir.
Enzim, %1 (v/iv) DMSO, B-merkaptoetanol, etanol, izopropanol, 5 mM EDTA, PMSF ve
DTT, %0,1 (v/v) SDS, Tween 20, Triton X-100 ig¢eren tamponlarda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonucunda B-merkaptoetanolun; enzimin aktivitesini %350’ye, tritonX-100’iin
%279,29’a, DTT’nin %171’e, Tween 20’nin %239’a ve DMSO’nun da %132’ye
cikararak, enzimin aktivitesini oldukca fazla arttirdiklar: belirlenmistir. SDS’in, enzimin
aktivitesini %85,14’e indirdigi, PMSF’nin ise enzimin aktivitesini %2,49’a indirerek
enzimi tamamen inhibe ettigi belirlenmistir. EDTA’nin ise aktiviteyi %103’e ¢ikartarak
enzimi ¢ok da fazla etkilemedigi tespit edilmistir. Literatiir incelendiginde, 1 mM PMSF,
L. plantarum FAE’min (Esteban-Torres vd., 2013) aktivitesini %12-35’e indirmis,
Pleurotus eryngii FAE’inin (Nietera vd., 2014) aktivitesini de tampon sistemine bagh
olarak %50-100 arasinda inhibe etmis ve Aspergillus terreus’in FAE m1 (Kumar vd.,
2013) tamamen inhibe etmistir. I mM’lik Tween 20’nin L. plantarum FAE’min (Esteban-
Torres vd., 2013) aktivitesini %250’ye ¢ikarmistir. DTT ve DMSO ise, farkli olarak
GthFAE’1 aktive ederken, Pleurotus eryngii FAE’m1 kuvvetli bir sekilde inhibe etmistir.
EDTA, Lactobacillus acidophilus FAE’ i (Wang vd., 2004) aktivitesini %75’e
indirirken, GthFAE’1 etkilemedigi goriilmiistir. EDTA, enzimi inhibe etmediginden, bu
enzim bir metalloprotein degildir sonucuna varilabilir. Disiilfit baglarint indirgeyici
kimyasallar olan - merkaptoetanol ve DTT, enzimi inhibe etmediginden dolay1 bu enzim
aktivitesi i¢in serbest SH gruplarina veya S-S kopriilerine ihtiya¢ duymamaktadir yorumu
yapilabilir. Ayrica B- merkaptoetanol ve DTT, enzimin aktif bolgesinin alanini genisletip,
enzimin daha fazla substratla etkilesmesini saglamis olabilir. PMSF, aktif bolgede
hidrolitik reaksiyondan sorumlu serini inhibe eder. GthFAE’1n aktivitesini tamamen inhibe
etmesi, aktif bolgesinde serin aminoasidi oldugunu kanitlamaktadr.

GthFAE ve GthFAE-His’in p-NP butirat (C4), p-NP kaprilat (C8), p-NP kaprat
(C10), ve p-NP laurat (C12) i¢in substrat-aktivite grafikleri c¢izilerek enzimin basit
Michaelis- Menten kinetigine uydugu tespit edilmistir. Degerler, Origin Pro 8.1 programi

ile hesaplanmistir. GthFAE’1n p-nitrofenil butirat (C4) icin Ky, Kea, Kea Km degerleri
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sirastyla 0,59 mM, 14.793 s*, 25.072 s'mM™ olarak hesaplanmustir. Streptomyces
cinnamoneus FAE’inn p-nitrofenil butirat (C4) i¢in Ky’si 0,17 mM (Uraji vd., 2014), B.
proteoclasticus FAE’inin p-nitrofenil butirat (C4) i¢in Ky’si (Goldstone vd., 2010) 24
mM’dir. B. proteoclasticus FAE’inin p-nitrofenil butirat (C4) icin K degeri 0,24 s™,
uncultured bacterium FAE’ i (Sang vd., 2011) Key degeri 203,2 s dir. Uncultured
bacterium FAE’min Kea/Kn degeri 1286 s'mM™ ve B. proteoclasticus FAE inmn Kea/Kn
degeri 100 s dir. Endiistriyel alanlarda kullanilabilecek esterazlarin K, degeri genellikle
0,1 M-0,00001 M arasinda degismektedir. G. thermoglucosidasius FAE’min tim
substratlarda Ky, sinin 1 mM’1n altinda oldugu gorilmiistiir ve bilinen FAE’lara gore iyi bir
Kn’ye sahiptir. Zaten literatiire bakildiginda karakterize edilen bakteriyal FAE’larin
sayisinin az olmasi ve bu ¢alismada kullanilan substratlarin ¢ok da ¢alisilmamasi nedeniyle
bu anlamda bu ¢aligma ile literatiire yeni bilgiler kazandirilacaktir.

Endistride ozellikle kagit endiistrisinde, daha c¢ok alkalin FAE’lar1 tercih
edilmektedir. Bununla birlikte ¢ok az sayida alkali ortamlarda kararli kalan FAE rapor
edilmistir (Li vd., 2011). GthFAE’in optimum sicaklikligi 50°C, optimum pH’s1 ise 8,5
olarak hesaplanmistir. GthFAE’in, yapilan pH kararliligi arastirmalarinin sonucunda,
50°C’de 120 dakikanin sonunda, alkali ortamlarda daha kararli kalabildigi (%90 {istii)
belirlenmistir. pH 5 ve 5,5°de ise enzim yine kararli kalarak aktivitesinin %80°nin istiinde
kaldig1 gézlemlenmistir. Isil kararlilik deneylerine gére, GthFAE’1n, 40, 50 ve 60°C’de 49
saate kadar inkiibasyonlariin sonucunda ise, 40 ve 50°C’de enzimin aktivitesinin %64’e,
60°C’de ise 36’ya indigi goriilmiistiir. Sekiz saatin sonunda ise, her li¢ sicaklikta da
aktivitesinin %80’in lizerinde oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglara goére enzim, iki giiniin
sonunda hala kararli kalabilmektedir. Literatiir incelendiginde, Thermobacillus
xylanilyticus FAE’min optimum sicakhigi 65°C’dir (Rakotoarivonina vd., 2011).
Thermobacillus xylanilyticus 50°C’de 24 saatten fazla, 55°C’de sekiz saat kararli
kalmaktadir. 50°C’de 24 saatin sonunda aktivitesinin %16’sm1 kaybetmistir. Enzim,
65°C’de kararliligin1 kaybederek, 30 dakikada aktivitesinin %50’sini kaybetmistir. 70 ve
80°C’de de 10 dakikada inkiibasyonla aktivitesi %50’nin altina inmistir. L. plantarum
FAE’min 45 ve 65°°C de bes dakika inkiibasyonu sonucunda, aktivitesinin %68 and 98’ini
kaybetmistir. 75°C’de bes dakika inkiibasyonda enzim aktivitesini tamamen kaybetmistir.
pH 8’de Myceliophthora heterothallica FAE’inin aktivitesi %80 (Topakas vd., 2005) iken
pH 7,7°de Talaromyces stipitatus FAE’ min aktivitesi %88’dir. Bu organizmalar disinda,

literatlirde tanimlanan ve karakterize edilen cogu FAE mezofiliktir ve mantar orijinlidir ve
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cok az sayida alkali ortamlarda kararli kalan FAE rapor edilmistir. Bu nedenle GthFAE’in
yiikksek sicakliklara ve pH’ya dayanikli olmasi, kagit endiistrisinde kullanima daha
uygundur ve literatiirde bu enzimi degerli kilacaktir.

G. thermoglucosidasius FAE’1, ekspresyon vektoriine histidin kuyruklu ve histidin
kuyruksuz olacak sekilde klonlanmis ve ekspres edilmistir. Bunlarin her ikisinin de
karakterizasyonu ayr1 ayrt yapilmistir. Genel olarak karakterizasyon c¢alismalarina
bakildiginda, histidin kuyrugunun, enzimin bazi1 6zelliklerini degistirdigi goriilmektedir.
Her ikisinin optimum sicakligi 50°C olarak belirlenmistir fakat optimum sicaklik grafik
profilleri birbirinden biraz farklidir. Optimum pH grafigine bakildiginda ise, optimum pH
degerleri birbirinden farklidir. GthFAE m optimum pH’s1 8,5 ve GthFAE-His’in optimum
pH’s1 7,5 olarak hesaplanmistir. Isil ve pH kararlilik grafikleri incelendiginde ise
GthFAE’m, GthFAE-His’e gore daha kararli oldugu goriilmektedir. GthFAE ve GthFAE-
His’in Origin Pro 8.1 programi ile hesaplanan Kp, Vimax, Keat Ve Kea/Km degerleri
incelendiginde, GthFAE’in substratlara ilgisinin GthFAE-His’e gore biraz daha fazla
oldugu tespit edilmistir. Histidin kuyrugu aktif bolgesine yakin olan enzimlerde, enzimin
aktif bolge geometrisini degistirerek, substrata olan ilgisini etkileyebilmektedir. Ayrica
kuyruk enzimin yapisal biitiinliigiinii degistirerek, optimum pH’nin da degismesine sebep
olabilmektedir.

Sentetik polimerlerden yapilan petrol kokenli plastiklerden iiretilen malzemeler,
dogada parcalanamadigi icin, ekosistemde kirlilik olusturmaktadir. Asir1 fazla olan
molekiiler agirliklari, bu kimyasallarin biyodegredasyona direngli olup toprakta uzun yillar
boyunca par¢alanmadan kalmalariin bir sebebi olarak géziikmektedir. Mikroorganizmalar
tarafindan tretilen biyopargalabilir plastikler (PHA’lar), kirlilik sorunu i¢in bir ¢dziim
Onerisi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. PHA’lar tamamen biyosentetik ve higbir toksik atik
aciga ¢ikarmadan biyoparcalanabilir ve tamamen organik atiklara geri donistiiriilebilir
olmasi, sentetik plastiklerle benzer fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle,
sentetik plastiklerin yerini tutabilecek 0Ozelliktedir. Fakat PHA’larin bu avantajlarina
ragmen, Uretimindeki yiiksek maliyetinden dolayi, endiistri alaninda, biiyiik olgekli
tiretimlerde tercih edilmemesine neden olmaktadir.

Dogal (rekombinant olmayan) PHA iireten bakteriler, uzun generasyon siiresine ve
nispeten diisiik optimum iireme sicakligina sahiptirler ve bu PHA {iretici bakterileri lizis
ederek trettikleri PHA’lar1 elde etmek zordur. Buna ragmen E. coli gibi, PHA

degredasyonu ve sentez yetenegine sahip olmayan bakteriler, cok hizli ¢ogalirlar (ayn1
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zamanda yiiksek sicakliklarda bile) ve bu bakteriler ¢ok kolaylikla lizis edilebilirler. Hizli
tireyebildiklerinden dolayi, biiylik miktarlarda polimerin birikmesini saglarlar. Ayrica ucuz
substratlar1 karbon kaynagi olarak kullanmalar1 (Hahn vd., 1995; Fidler ve Dennis, 1992),
hiicrelerin kolay lizis edilerek PHA graniillerinin saflastirilip elde edilmesi maliyetin
diismesine sebep olur. Bu nedenlerden dolayr PHA iiretiminde rekombinat E. coli siklikla
tercih edilir (Wang ve Bakken, 1998). PHA iireten 300’den fazla farkli mikroorganizma
olmasia ragmen, bunlardan sadece birkac1 biiyiik olgekli iiretimde kullanilmaktadir. Bu
organizmalar; C. necator (eskiden kullanilan adlar1, R. eutropha ve A. eutrophus), A. latus,
A. vinelandii, P. oleovorans, P. denitrificans, P. extorquens ve rekombinant E. coli
(Steinbuchel ve Valentin, 1995; Lenz ve Merchessault, 2005).

Ticari PHA dretim sistemlerinin basarili olarak uygulanmasi i¢in, biitiin
fermentasyon kosullarmi mutlaka standardize etmek gerekir. Uriiniin fiyati tamamen
kullanilan substratin maliyetine, kullanilan substrattan {iretilen PHA nin verimine ve diger
stiregler i¢in kullanilmas1 agisindan iiriiniin formiiliiniiniin etkinligine baglidir (Lee, 1996).
Bu nedenle, PHA’lar1, fermentorlerde iiretim maliyetini diisiirme calismalar1 devam
etmektedir.

E. coli’den PHA’nin fermentasyonla iretiminde, biiylik miktarda hava akisina
ihtiya¢ vardir. Bu da asir1 derecede enerji tiikketimiyle sonuglanir ve bu siireci ekonomik
olarak daha az verimli kilar. Coziilmesi gereken temel sorun, fermentasyon besiyerinde
oksijenin ¢ok az ¢oziinmesi ve bundan kaynakli olarak besiyerini havalandirmak ve
calkalamak i¢in ¢ok fazla enerjiye ihtiya¢ olmasidir. Fermentasyondaki maliyeti diisiirmek
icin PHA’larin ve endiistride 6nemli bir yeri olan FAE’in bu c¢alisma kapsaminda
mikrobaloncuklarla oksijen transferini ve gaz tutulumunu artirarak, fermentasyon
stirecinde kullanilacak olan enerjiyi diisiirmek amaglanmistir. Mikrobaloncuklar sayesinde
fermentordeki c¢alkalama hizini, gaz akis hizini veya oksijen basmcini arttirmadan,
fermentordeki oksijen transferini yiikseltmek hedeflenmistir. Ciinkii fermentorlerdeki
oksijen transportu, kabaca baloncuk yiizey alaninin baloncuk hacmine oraniyla dogru
orantilidir. Genellikle, baloncuklar ne kadar kiiciikse, fermentdrdeki oksijen transfer orani
o kadar yiiksektir. Kiiclik baloncuklar fermentdrde daha fazla kalabildiginden dolay,
mikroorganizmalar i¢in daha fazla oksijen saglanmis olur. Fermentorlerde kullanilacak bu
mikrobaloncuklarin oksijenin kiitle transfer oranini arttirdigi kanitlanmistir (Hensirisak vd.,
2002; Weber ve Agblevor, 2005). Bu sistemin en onemli avantaji, cok diisiik calkalama

hizlarinda bile kiitle transferinin mikrobaloncuklar sayesinde artmasidir. Mikrobaloncuk
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fermentasyonda, fermentor tankina aktarilan baloncuklarin ¢apt 20-1000 um arasinda
degisir. Oysa klasik fermentasyonda, ¢alkalama ile olusan baloncuklarin boyutlart 3-5 mm
capindadir. Yani ¢ok daha biiyiiktir. Dolayisiyla mikrobaloncuk fermentasyonun
baloncuklarin ¢ap1 daha kii¢iik oldugundan dolay1 oksijen tutulumu ve miktar1 daha fazla
olur. Ayni calkalama hizinda mikrobaloncuk fermentasyonda klasik fermentasyona gore
kLa degerlerinde %30’lara varan artis goriilmistiir (Hensirisak vd., 2002). Ayrica yine
ABD’de 2014 yilinda yapilan baska bir calismada; mikrobaloncuklarla desteklenen
fermentasyon besiyerinde, ¢oziinmiis oksijen miktarinin %60’tan %85°e yiikseldigi ve
yiikselen oksijen miktarinin Nicotiana tabacum’un sagak kok kiiltiirlerinde metabolit
tiretimini tesvik ederek, besiyerinde iiretilen nikotin miktarini arttirdigr tespit edilmistir
(Zhao vd., 2014). Bu sonuglar, biiyiik 6l¢ekli fermentasyonlarda daha az enerji harcanarak,
maliyetin diisiiriilebilecegini gostermektedir (Zhang vd., 2005; Weber ve Agblevor, 2005;
Hensirisak vd., 2002).

PHA’larin fermentdrlerde ekonomik olarak iiretilmesi i¢in optimizasyon ¢aligmalari
yapilmaktadir. Ancak Tiirkiye’de genellikle PHA’lar1 iireten mikroorganizmalar1 tespit
etmeye yonelik calismalar yapilmaktadir. Tiim bunlardan hareketle, PHB ve FAE’in
fermentdrde mikrobaloncuklarla iretimine karar verilmistir.

Uretimini karsilastirmak amaciyla PHB, E.coli XL1Blue/pBHR68’den, Klasik
olarak inkiibatorde erlenlerde, fermentdrde ve son olarak da mikrobaloncuk iireten cihazla
beraber yine fermentorde tiretimi gergeklestirilmistir. pPBHR68 plazmiti, R. eutropha’ya ait
phbCAB genlerini iceren pBluescript SK— vektoriidir (Spiekermann vd., 1999).
Fermentasyon siiresince, hiicre tireme, CFU/mL, kuru hiicre agirligi ve besiyerinin glukoz
konsantrasyonu analizleri yapilmistir.

E.coli XL1Blue/pBHR68’in, erlenlerde 48 saat iiretimi sonucunda bakteri
yogunlugu 9,2’ye ulagsmis ve kuru agirhiginin %43,9°’i kadar PHB biriktirdigi
belirlenmistir. CFU-zaman grafigine gore, bakteriler 12 saatte durgun faza ulasmislardir.
Bakteri iiremesi arttikga, besiyerindeki glukoz konsantrasyonunun azaldigi tespit
edilmigtir. Bakteri iiremesinin en hizli oldugu logaritmik fazda glukoz kullaniminin en
fazla oldugu, yani bakteri tiremesiyle parallel bir sekilde besiyerindeki glukoz
konsantrasyonunun diistiigli belirlenmistir. Bakteriler ortamdaki glukozu 48 saat sonunda
tamamen bitirmiglerdir. Maksimum kuru hiicre agirligina (2,8 g/L) 24 saatte ulagilmistir.

E.coli XL1Blue/pBHR68’in klasik fermentorde iiretimi yapilarak, bakteri tireme

egrisi ¢izilmis, CFU/mL, PHB, glukoz konsantrasyonu ve kuru hiicre agirligi analizleri
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yapilmistir. Fermentoriin ¢alkalama hizi 350, 500 ve 750 rpm olarak ayarlanmistir. Bu
calkalama hizlarindaki fermentdre, sirasiyla 0,4 ve 0,8 vvm’lik oksijen saglanarak iireme
gergeklestirilmistir. 750 rpm calkalama hizi ve 0,8 vvmlik oksijen varliginda bakteri
yogunlugu 13,86’ya ¢cikmustir. 350 rpm calkalama hizi ve 0,4 vvm’lik oksijen varliginda
ise, bakteri yogunlugu 3,67 ye ¢ikabilmistir. Diger ¢alkalama hizlar1 ve oksijen miktarlari
da goz Oniine alindiginda, fermentoriin ¢calkalama hizi arttikga, klasik fermentdrdeki hiicre
yogunlugu da artmustir. 750 rpm g¢alkalama hizlarinda da oksijen miktari arttik¢a tiremenin
artmasi da, oksijenin fermentorde ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir. DO seviyesi,
her bir ¢alkalama hizinda olduke¢a hizli diismiistiir ve ardindan artmaya baglayarak, 12 ve
24. saatlerde sabitlemistir. Bu sonu¢ da, oksijenin logaritmik fazda bakteriler tarafindan
cok hizli bir sekilde tiikettigini kanitlamistir. CFU/mL analizleri de yine ¢alkalama hizi
arttikga bakteri sayisinin arttigin1 gostermektedir. Fermentasyonun 48. saatinde, 350, 500
ve 750 rpm calkalama hizlarinda en yiiksek % PHB oranlarina ulagilmistir fakat 24 ve 48.
saatler arasinda da ¢ok fark yoktur. 750 rpm ¢alkalama hizinda ve 0,8 vvm oksijen
varliginda 48. saatin sonunda, en yiiksek PHB (%54,96) elde edilmistir. Yine 750 rpm
calkalama hizinda ve 0,8 vvm oksijen varliginda 48. saatin sonunda en yiiksek kuru hiicre
agirhigi (4,57 g/L) elde edimistir. Oksijen miktar1 ve ¢alkalama hizlar arttik¢a, kuru hiicre
agirhigr ve biriktirdikleri PHB miktarlar1 artmistir. Tiim bu verilerin beklenen bir sonucu
olarak da, besiyerindeki glukoz konsantrasyonunun, yiiksek calkalama hizi ve oksijen
varliginda, daha hizli tiikendigi tespit edilmistir.

E.coli XL1Blue/pBHR68’in MBD fermentasyonla iiretimi yapilarak, yine bakteri
tireme egrisi ¢izilmis, CFU/mL, PHB, glukoz konsantrasyonu ve kuru hiicre agirligi
analizleri yapilmistir. Fermentoriin ¢alkalama hizi sirasiyla 350, 500 ve 750 rpm olarak
ayarlanmigtir. MBD diskinin dénme hizi sirasiyla 4000 ve 5000 rpm olarak ayarlanarak,
mikrobaloncuk olusumu saglanmistir. Klasik fermentérden farkli olarak 0,8 vvm’lik
oksijen, MBD cihazina verilerek buradan, mikrobaloncuklar halinde fermentére dagilmasi
saglanmistir. Klasik fermentasyonda; 24 saat sonunda, reaktoriin ¢alkalama hizi 350 rpm
iken bakteri yogunlugu 4,22°dir. MBD fermentasyonda ise; 24 saat sonunda, MBD hiz1
5000 rpm ve fermentor reaktdriiniin ¢alkalama hizi 350 rpm iken bakteri yogunlugu 7,73’e
ulagsmistir. MBD cihaz1 ayni ¢alkalama hizinda bakteri iiremesini hemen hemen iki katina
cikarmistir. MBD diskinin hiz1 da arttik¢a, fermentére daha fazla mikrobaloncuk ve bu
sayede oksijen saglayarak, liremenin yine arttig1 tespit edilmistir. CFU/mL grafigine
bakildiginda ise, MBD diskinin hiz1 4000 rpm iken, 500 rpm ¢alkalama hiz1 ve 0,8 vvm’lik



87

oksijen saglanan klasik fermentordeki bakteri sayisini yakalamistir. MBD diskinin hizi
5000 rpm iken ise, 750 rpm calkalama hiz1 ve 0,8 vvm’lik oksijen saglanan klasik
fermentordeki bakteri sayisina hemen hemen ulagilmstir.

MBD fermentasyonda; 48 saat sonunda, MBD hizi 5000 rpm ve reaktoriin
calkalama hizt 350 rpm iken, kuru hiicre agirligr 4,43 g/L’dir. Klasik fermentasyonda ise;
48 saat sonunda, reaktdriin ¢alkalama hizi1 350 rpm iken, kuru hiicre agirlig 2,23 g/L’dir.
Kuru hiicre agirligi, ayni1 ¢alkalama hizinda MBD fermentasyonuyla iki katina ¢ikmustir.
MBD diskinin hiz1 5000 rpm iken ise, 750 rpm calkalama hizi ve 0,8 vvm’lik oksijen
saglanan klasik fermentordeki bakteri kuru agirligini hemen hemen ulasilmistir. Yine
MBD diskinin hiz1 arttik¢a, kuru agirligin da arttigi goriilmektedir.

MBD fermentasyonda, MBD hiz1 5000 rpm iken, PHB iiretimi 48 saat sonunda
%56’ya ¢cikmustir. 350 rpm ¢alkalama hizindaki klasik fermentasyonda ise; 48 saat sonunda
PHB iiretimi % 23,93 diir. MBD fermentasyonla PHB iiretimi, ayn1 ¢alkalama hizlarindaki
klasik fermentasyonla PHB firetiminin iki katindan fazladir. MBD diskinin hiz1 5000 rpm
iken ise, klasik fermentordeki 750 rpm galkalama hizi ve 0,8 vvm’lik oksijen saglanan
PHB iiretimine hemen hemen ulasilmistir. MBD diskinin hiz1 arttikca da, PHB iiretimi
artmistir.

750 rpm calkalama hizindaki klasik fermentdrde ve diskin hizi 5000 rpm olan MBD
fermentoriinde, 48 saat sonunda ortamdaki glukozun tamamen tiikendigi tespit edilmistir.

kLa, fermentoriin havalandirma Kkapasitesini belirler. Reaktoriin - ¢alkalama
hizi(rpm) ne kadar fazla olursa, besiyeri o kadar hizli bir sekilde doymus ¢6ziinen okijen
konsantrasyonuna ulasir. kLa’nin yiiksek olmasi, sistemin havalandirma kapasitesinin iyi
oldugunun gostergesidir. kLa degeri, “non fermentative method (gas out-gas in)” ile
hesaplanmigtir. MBD sisteminde diskin hizi 4000 rpm iken, kLa degerleri, 350 rpm ve 500
rpm (0,4 ve 0,8 vvm)’de sirasiyla 18,108, 23,124, 30,606, 32,802 h™ olarak hesaplanmustir.
Bu degerlerin de aymi calkalama hizlarindaki klasik fermentordeki degerlerden yiiksek
oldugu gozlenmektedir.

Tiim bu sonuglardan sonra, MBD cihazinin Tiirkiye’de bizim laboratuvarimizda
kullanilmasina karar verilmistir. Fakat cihaz Tiirkiye’de bulunmadigindan dolay1, Kocaeli
Universitesi Makine Miihendisligi Boliimii'ne yaptirilarak bu cihazin laboratuvarimizdaki
tretimlerde de kullanilmasina karar verilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda, G.
thermoglucosidasius FAE’1 kullanilmigtir. FAE firetimi i¢in yine rekombinant E. coli
kullanilmistir. E. coli BL21(DE3)LysS/pETGthFAE-His’in, klasik olarak inkiibatorde,
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erlenlerde, fermentdrde ve son olarak da mikrobaloncuk iireten cihazla beraber yine
fermentdrde liretimi gergeklestirilmistir. Calismalarda, MBD diskinin hiz1 4000 rpm, klasik
fermentoriin calkalama hizi1 350 rpm olarak ayarlanmustir.

Klasik fermentasyonda; ii¢ buguk saat sonunda, reaktoriin ¢alkalama hizi 350 rpm
iken bakteri yogunlugu 3,8, MBD fermentasyonunda ise; bakteri yogunlugu 4,5’tir. Klasik
fermentasyonda; ti¢ bucuk saat sonunda, reaktdriin ¢alkalama hizt 350 rpm iken protein
miktar1 244,48 ug/mL, MBD fermentasyonda ise; protein miktar1 278 pg/mL’dir. Klasik
fermentasyonda; ti¢ bucuk saat sonunda, reaktoriin ¢alkalama hizi 350 rpm iken kuru hiicre
agirhg 1,2 g/, MBD fermentasyonda ise; kuru hiicre agirhgr 1,5 g/L’dir. Genel olarak
yine MBD cihazi kullanildiginda, bakteri iremesini arttirdigi, bununla birlikte kuru hiicre
agirligini ve tiretilen protein miktarlarini da arttirdigi tespit edilmistir.

Tim bu calismalar 1s181nda, Ozetlemek gerekirse, calkalama hizinin ve oksijen
miktarinin, tiremeyi ve {iriin eldesini ne kadar etkiledigi goriilmektedir. PHB 1n {iretiminin
hiicre iiremesiyle iliskili oldugu belirlenmistir. Bakteriler, logaritmik fazin sonunda daha
fazla PHB iretmislerdir. Calkalama hiz1 arttirildiginda, besiyerindeki oksijen transferi
artmigtir. Oksijen transferi de ne kadar artarsa tireme o kadar artmistir. Hiicre iiremesi ve
PHB iiretimi ¢alkalama hizindan olduk¢a fazla etkilenmektedir. MBD cihazi, fermentor
diisiik calkalama hizlarinda kullanildiginda bile, fermentore etkili bir sekilde daha fazla
oksijen saglamaktadir.

Sonug olarak, rekombinant E. coli’den PHB ve FAE iiretimi, fazla miktarda oksijene
ithtiya¢ duymaktadir. Bu sorun da endiistride 6zellikle PHB nin iiretimini maliyetinden
dolay1 kisitlamaktadir. MBD cihazinin kullanimi, fermentdrdeki oksijen tutulumunu
arttirarak daha diisiik ¢alkalama hizlarinda daha fazla iiriin eldesi saglamaktadir. Yapilan
calismalar, fermentériin hacmi arttikca kazanilan enerjinin daha fazla olacagim
gostermektedir. Kii¢ilk hacimli fermentdrlerde, diisiik ¢alkalama hizinda, oksijen
tutulumunun az da olsa arttirilmasi, biiyiik 6l¢ekli fermentorlerde enerjiden ¢ok daha fazla
kazanim olacagimi gosterir. Dolayisiyla endiistriyel boyutta biiylik 6l¢ekli iiretimlerde bu

metot ile beraber maliyet oldukga diisebilecektir (Hensirisak vd., 2002; Zhang vd., 2005).



5. SONUCLAR

‘Polihidroksibutirat ve termofilik bir ferulik asit esterazin klasik ve mikrobaloncuk

fermentasyon yontemi ile iiretimi’ baslikli bu ¢alismadan su sonuglar elde edilmistir.

1. G. thermoglucosidasius DSM 25427 bakterisinde FAE aktivitesi i¢in model bir
substrat olan etil ferulat igeren besiyeri kullanilarak FAE varligi belirlenmistir.

2. G. thermoglucosidasius DSM 2542 un 759 bp’lik FAE geni, histidin kuyrugu
icerecek ve icermeyecek sekilde, pET-28a(+) ekspresyon vektoriine klonlanarak
E. coli BL21 (DE3) LysS susunda ekspresyonu gergeklestirilmistir. Histidin
kuyrugunun enzimin biyokimyasal 6zelliklerini degistirdigi belirlenmistir.

3. GthFAE’1in aminoasit sirasi incelendiginde, iki adet Gly-X-Ser-X-Gly motifine
sahip oldugu tespit edilmistir. Protein Homology/Analogy Recognition Engine
online program ile GthFAE’in ii¢ boyutlu yapisi ¢izilerek, bu enzimin aktif
bolgesi tespit edilip incelenmistir. Enzimin, birbirine paralel 8 adet B-sheet ve a-
heliks tabakasina sahip ve katalitik bolgesinde esterazlarda klasik olarak bulunan
serin, histidin ve aspartik asit aminoasitleri oldugu tespit edilmistir (Ser 113, Asp
201, His 231).

4. Bakteriyal FAE’lara ait filogenetik agag, Mega 6.06 programi kullanilarak
Neibour-Joining methodu ile ¢izilerek, enzimin sube II’ye ait oldugu
goriilmustir. GthFAE’1in molekiiler agirligi ve izoelektrik noktasi, Expasy
Bioinformatics Resourse Portal’da, sirasiyla 28,11 kDa ve 5,53 olarak
hesaplanmustir.

5. Metal iyonlarinin GthFAE’1n aktivitesi tizerine etkisi; Mg+2, Li", Ca+2, K", Zn+2,
ve Co*? metal tyonlarmin kloriir tuzlar ile, deterjan ve organik ¢oziiciilerin
GthFAE’in aktivitesi tlizerine etkileri de; DMSO, B-merkaptoetanol, etanol,
izopropanol, EDTA, PMSF ve DTT, SDS, Tween 20, Triton X-100 kimyasallar1
ile gerceklestirilmistir. Bunlardan; K, I\/Ig+2, -merkaptoetanol, tritonX-100,
DTT, Tween 20, DMSO, EDTA’nin enzimin aktivitesini arttirdig, Li*, Ca+2,
Zn*, Co™ SDS, PMSF, etanol ve izopropanoliin ise enzimin aktivitesini

diisiirdiigii tespit edilmistir.
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GthFAE’1n substrat olarak p-NP butirat (C4), p-NP kaprilat (C8), p-NP kaprat
(C10), ve p-NP laurat (C12) varliginda substrat-aktivite grafikleri Origin Pro 8.1
programu ile ¢izilerek ile Kn, Keat, Keat/Km degerleri hesaplanmistir. GthFAE’in p-
nitrofenil butirat (C4) i¢in Ky, Vimax, Keatv Keat/ Km degerleri sirasiyla 0,59 mM,
31.591 pmol/dk/mg, 14.793 s, 25.072 s'mM™ olarak hesaplanmustir. GthFAE’1n
p-nitrofenil kaprilat (C8) i¢in Km, Vimax, Keat, Kea/ Km degerleri sirasiyla 0,035 mM,
11.735 pmol/dk/mg, 5491 s, 156.885 s'mM™ olarak hesaplanmistir. GthFAE’1n
p-nitrofenil kaprat (C10) i¢in Kp, Vimax, Keat, Keat/ Km degerleri sirasiyla 0,034 mM,
9787 umol/dk/mg, 4579 s, 134.676 s'mM™ olarak hesaplanmustir. GthFAE’in
p-nitrofenil laurat (C12) igin Kn, Vimax, Keat, Keat/Km degerleri sirasiyla 0,11 mM,
7902 pmol/dk/mg, 3700 s, 33.636 s'mM™ olarak hesaplanmustir.

GthFAE’im optimum sicaklikligt 50°C, optimum pH’st ise 8,5 olarak
hesaplanmistir. Sicaklik ve pH’nin enzimin aktivitesi tizerine etkileri incelenerek,
enzimin oldukca kararli oldugu tespit edilmistir.

E.coli XL1Blue/pBHR68’in; erlenlerle, klasik ve MBD fermentasyonla PHB
iiretimi  gerceklestirilmistir. Ureme ortamindan belirli zaman araliklarinda
numuneler alinarak, PHB (%), glukoz, kuru hiicre agirligi ve CFU/mL analizleri
yapilmigtir. MBD fermentasyonla elde edilen PHB (%) ve kuru hiicre
agirliklarinin, ayni ¢alkalama hizlarindaki klasik fermentasyonla elde edilen PHB
(%) ve kuru hiicre agirliklarindan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Besiyerideki glukoz, MBD fermentasyonla iiretim esnasinda daha hizh
tilkenmistir.

Fermentorlerin kLa degerleri, “non fermentative method (gas out-gas in)” ile
hesaplanarak, fermentor tankinin havalandirma kapasitesi Ol¢lilmiistir. MBD
fermentasyonun kLa degerlerinin, ayn1 ¢alkalama hizlarindaki klasik
fermentasyonun klLa degerlerinden daha ytiksek oldugu tespit edilmistir.

MBD cihaz1 Tiirkiye’de bulunmadigindan dolay1, Kocaeli Universitesi Makine
Miihendisligi Boliimii’ne yaptirilarak, bu cihazin laboratuvarimizdaki tiretimlerde
de kullanilmasina karar verilmistir. Bu c¢alisma kapsaminda, GthFAE’in
ekpresyonunda kullanilmistir.

E. coli BL21(DE3) LysS/pETGthFAE-His'in; erlende, klasik ve MBD

fermentasyonla FAE {iretimi gerceklestirilmigti. MBD cihazinin, bakteri
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tiremesi, kuru hiicre agirligi ve fretilen protein miktarini arttirdigl tespit
edilmistir.

12. MBD cihazi, fermentdr diisiik ¢alkalama hizlarinda kullanildiginda bile,
fermentore etkili bir sekilde daha fazla oksijen saglayarak, bakteri tiremesini ve

tirtin eldesini arttirarak, tiretim maliyetini diisiirebilecegi belirlenmistir.



6. ONERILER

. FAFE’larin smiflandirilmasinda kullanilan dort model substrat olan metil kafeat,
metil ferulat, metil p-kumarat ve metil sinapat kullanilarak bunlarin HPLC
analizleri yapilabilir.

FAE iizerinde mutasyon ve immobilizasyon ¢alismalar1 yapilabilir.

. FAE, hemiseliilotik enzimler olan ksilanaz, selillaz ve pektinazlarla birlikte
kullanilarak, endiistriye yonelik kagit agartma ¢aligmalar1 yapilabilir.

FAE’a prolin kuyrugu eklenerek, enzimin o6zelliklerini etkileyip etkilemedigi
incelenebilir.

. Uretilen MBD cihazi, kullanilan fermentdriin sartlari degistirilerek, cihazin
verimliligi arastirilabilir.

MBD cihaziyla birlikte bagka enzimlerin de iiretimi yapilabilir.
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8. EKLER

Ek-1. G. thermoglucosidasius DSM 2542™°nin ferulik asit esteraz geninin acik okuma
cercevesi

GTGCAAAAAGCGATAACATTGACTCATCGGGGCATGACGCTGCGCGGGATGGAGCATATCC
CGGAAAAATCGCTTGATGAAAAGGTCCCTGCGGTTATTTTGTTTCACGGATTTACCGGCAC
GAAGCTGGAGCCGCATCGCTTGTTTTTAAAAATATCGCGCGCGCTTGAGAAGCAAGGAATT
GCCAGCTTCCGCTTTGACTTTTTAGGCAGCGGGGAAAGCGACGGCGATTTTGAAGAGATGA
CCGTGTCTAAAGAAATAGAGGAAGCGCATGCGATTGTCGACTTTGTCAAACGCGATGGGCG
CATTGATCCATCGCACATTTACTTGCTCGGTCTCAGCATGGGCGGGCTTGTTGCCAGCGTC
GTTGCTGGCGAAAGACCGAATGATGTCGCGAAATTAATTCTTATGGCGCCGGCGGGAAATA
TGTACGAGTTGATTACGGAGACGATTCGGCAAGAAAATATCGATGTGACTGCTCCTTATTT
TGACCATGGGGGCAACTTAGTCGGACGCTCGTTTTTGGAAGATTTACAAACGATCAACGTA
TTTGAACGGGCTAAGCCGTACGACGGCCCTGTGCTGCTGATTCATGGAACGGAGGATGATG
TTGTGCCGCATCGCGTCAGCCATCTGTATGAGCAATTATGCTATGGCAGCCGCGCTACCGT
CCATTTGATTGAAGGAGCCAACCATACGTTTGACGGACATCGCTGGGAAACGGAAGTCATT
AAGACGATTCTCGGGTTTGTTTCCTAA

759 nt
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