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1. Proje Ozeti (Proje Tanim)

Enzimler biyolojik sistemlerde meydana gelen reaksiyonlarin ¢ogunu saglayan biyolojik
katalizorlerdir. Oldukga spesifik biyokimyasal transformasyonlar1 icra etmeleri endustriyel
proseslerde  kullaniminm1  artirmaktadir.  Lignoseliilozik  enzimler polimer sekerleri
parcalayabilme kapasitesindeki hidrolitik enzimlerdir. Bu enzimler enzim aracili bir siire¢ olan
biyokiitleden biyoyakit iiretiminde seliilloz tabanli oligosakkaritlerden monomerik sekerler
iireterek biyokiitle hidrolizinde anahtar rol oynar. Bu enzimlerin biyoyakit iiretimi haricinde
tekstil, gida, hayvancilik icecek ve medikal endiistrisi dogrudan kullanilmaktadir. Son yillarda,
alternatif enerji kaynagi olarak lignoseliilozdan etanol {iretiminde kullanilan enzimlerin yetersiz
kalmasi, iyilestirmeye acik yonlerinin bulunmasi ve geleneksel biyoetanol {liretiminde
uygulanan yontemlerin ¢evreye verdigi zarar nedeniyle uygulamalar, lignoseliilozik enzimlerin
muamelesine yoOnelmistir. Boylece selilloz, hemiselilloz ve lignin polimerlerinin
sakkarifikasyonu saglanmis olacagindan bu durum enzimlere endistriyel talebi artirmistir.
Ulkemizde enzim iiretimi {izerine son birkac yilda baz1 girisimler olsa da enzimlerin cesitliligi
g0z Oniine alindiginda heniiz alinmasi gereken dnemli mesafelerin oldugu asikardir. Bu sebeple
lignoseliilozik polimerlerin hidrolizinde gerek endistriyel bir katalizér olarak kullanimi,
gerekse gida, tarim, yem sanayii ve saglik alanindaki 6neminden dolayi1 proje 6nerisinde Ekzo-
1,4-3-D-Glukanaz, R-Glukosidaz, Endo-1,4-B-D-Glukanaz, (-1,4-Endoksilanaz, (-1,4-
Ksilosidaz, R-Endomannanazlar (Glukuronidaz), Lakkaz, Lignin Peroksidaz, Mangan
Peroksidaz enzimlerinin rekombinant olarak Gretilmesi hedeflenmektedir. Tirkiye’de bu
enzimlere olan gereksinim ithalat yoluyla karsilanmaktadir. Bu enzimlerin yerli iiretilmesi ile
ulusal olgekte bir eksikligin giderilmesine katki saglanacaktir. Proje fikrimizde belirtilen
enzimlerin, vektorler aracihigiyla E. coli ekspresyon sisteminde yiiksek saflikta, yiiksek
aktivitede, yiiksek stabilitede ve diisiik maliyetli yerli iiretimi amaclanmaktadir.

Projede ilk olarak iiretimi hedeflenen proteinleri kodlayan genler biyoinformatik ¢alismalar
sonucunda tasarlanip ticari olarak sentezlettirilecektir. Bir vektor icerisinde gelen genin E.coli
DHS5Alpha hiicrelerine transformasyonu yapilacaktir. Ardindan proteinlerin tiretimi igin uygun
hiicrelere (E.coli BL21 pLysE hiicrelerine) transformasyonu yapilarak proteinler uretilecektir.
Uretilen proteinler afinite kolon kromotografisi yontemiyle saflastirilacak ve aktivite tayini
yapilacaktir. Son olarak ti¢ farkli enzim kokteyli olusturulacaktir.

2. Problem/Sorun:

Diinya’da genel olarak enerji tiikketiminde yenilenemeyen enerji kaynaklar1 hakimdir. Diinya
enerji tiiketiminin yaklasik yiizde seksenini fosil yakitlar olusturmaktadir. Uluslararas: Enerji
Ajansi (2020b) verilerine gore, tiim enerji tiikketiminin sadece yiizde yirmisi yenilenebilir temiz
enerji kaynaklarindan yararlanilmaktadir. Bu sebeple enerjinin arz giivenligi i¢in kaynaklarini
cesitlendirilmesi ¢ok Onemlidir. Kiiresel enerji tiikketiminin, 2035 yilina gelindiginde 1998
yilinda tiiketilen enerji miktarinin iki kati, 2055 yilinda ise ii¢ kat1 olacagi dngériilmektedir. Bu
kapsamda, zaman agisindan “siirdiiriilebilir” olmakla birlikte diinyanin her bdlgesinde var
olabilme 6zelligini de tasiyan yenilenebilir enerji kaynaklarina yonelmek ve bu konuda yatirim



yapmak gerekmektedir.

Diinyada ve lilkemizde yenilenebilir enerji olarak biyoetanol {iretimi yapilmaktadir. Hammadde
olarak seliiloz iceren fabrika atiklari, evsel atiklar, bitkisel atiklar ve biyoetanol iiretimi icin
yetistirilmis bitkiler kullanilmaktadir. Bu hammaddelerin islenmesinde dogrudan yakma,
piroliz (Seliilozik atiklarin anaerobik ortamda yiiksek sicaklikta islenmesi), gazlagtirma ve
anaerobik ortamda isleme (Biyokiitlenin oksijensiz ortamda ¢iiriitiilerek parcalanmasi)
yontemleri kullanilmaktadir. Fakat bu yontemler lignoseliilozik polimerlerin par¢alanmasinda
yetersiz kalmaktadir. Ayrica bu tekniklerin kullanimi sonucu ortama fazla miktarda 1s1,
karbondioksit ve kullanilan kimyasallarin salinimi ger¢eklesmektedir. Ardindan hava kirliligi,
kimyasallardan dolayi toprak kirliligi ve sera gazi emisyon miktar1 artmaktadir. Biyokiitleden
yenilenebilir enerji elde edilirken diger taraftan da gevreye zarar verilmektedir. Bu zarar fosil
yakitlarin kullanimiyla ortaya ¢ikan zarara benzemekte ve biyokiitle enerjisinin farkindaligini
azaltmaktadir.

Cozim

Enerji eldesine yenilenebilir enerji kaynaklarinin kullanimi gelismis Glkelerle birlikte
iilkemizde de yildan yila artmaktadir. Bu durum enerji problemlerine yonelik alternatif
¢ozumler tretmemizi gerektirmektedir (Horuz vd.2015). Bu sebeple, ana enerji kaynagi olarak
fosil yakitlarin yerini alacak en avantajli secenek biyoyakitlar olacaktir. Birinci nesil
biyoyakitlar toplu olarak, gida kaynaklarindan elde edilen bu biyoyakitlardir. Birinci nesil
biyoyakitlarin bir¢cok faydasi olmasina ragmen, bu biyoyakitlarin hammaddelerinin tiretimine
yer agmak i¢in biyolojik ¢esitlilik agisindan zengin ve nesli tilkenmekte olan tropik ormanlar
feda edilmektedir. Birinci nesil biyoyakitlarla ilgili tartismalara yol acan bu konular
dogrultusunda, uygun ana enerji arzi kaynagi olarak goriilmemektedir. Bu dogrultuda 6zellikle
ikinci nesil biyoyakit olan biyoetanol, giinimizde mevcut olan en iyi segenek olarak
gorilmektedir. Bu ikinci nesil biyoetanol, hammadde olarak sadece diinya genelinde kolayca
erisilebilinen ve maliyeti diisiik olan seliilozik biyokiitle gerektirir (Tan vd.,2018).

Proje dnerimizde yenilenebilir enerji olan biyoetanol Uretiminde yeni nesil bir yéntem olan
enzim aracili biyoteknolojik yontemin kullanilmasiyla polimer sekerler daha iyi hidrolize
edilecek ve yiiksek verimde iiretim yapilacaktir. Enzimlerin yerli liretimi saglanarak maliyet
diistirtilecek ve daha verimli biyoetanol iiretimi gergeklestirilecektir. Enzimlerin kullanilmasi
sayesinde eski yontemlerin ¢evreye verdigi zarar ortadan kaldirilacaktir. Cevreye verilen 1s1 ve
karbondioksit miktarinin azaltilmasiyla sera gazi emisyon degeri diisiiriilecektir. Hammadde
olarak maddi degeri olmayan lignoseliilozik yapidaki aycicegi sapt kullanilarak tarim
arazilerindeki hasat sonrasi artiklar degerlendirilecek ve artiklarin cevreye verdigi zarar ortadan
kaldirilacaktir.

Proje fikrimizde belirtilen enzimlerin, vektorler araciligiyla E.coli ekspresyon sisteminde
yiiksek saflikta, yiiksek aktivitede, yliksek stabilitede ve diisiik maliyetli yerli tiretimi
amaclanmaktadir. Projede ilk olarak {retimi hedeflenen proteinleri kodlayan genler
biyoinformatik ¢alismalar sonucundan tespit edilerek siparis edilecektir. Bir vektor icerisinde
gelen gen uygun restriksiyon enzimleriyle kesilerek jelden izolasyonu yapilacaktir ve ayni



restriksiyon enzimleri ile kesimi yapilan vektor ile ligasyon (birlestirme) islemi gerceklestirilip
E.coli DH5a hiicrelerine transformasyonu yapilacaktir. Uygun sekilde birlesmis plazmitlerin
jelden izolasyonu saglanacak ve ardindan proteinlerin tiretilmesi i¢in uygun hiicrelere (E.coli
BL21 pLysE hiicrelerine) transformasyonu yapilacaktir. Ardindan protein Uretilecektir.
Uretilen proteinler afinite kolon kromotografisi yontemiyle saflastirilacak ve aktivite tayini
yapilacaktir. Son olarak da aycicegi sapindaki seliiloz, hemiseliiloz ve lignin polimerlerini
hidrolize edecek spesifik 3 enzim kokteyli olusturulacaktir.

Yontem

1. Hedef Genin Belirlenmesi

Ekzo-1,4-B-D-Glukanaz, B-Glukosidaz, Endo-1,4-B-D-Glukanaz, R-1,4-Endoksilanaz, R-1,4-
Ksilosidaz, R-Endomannanazlar (Glukuronidaz), Lakkaz, Lignin Peroksidaz, Mangan
Peroksidaz enzimlerini kodlayan gen dizileri gerekli literatiir taramalar1 yapilarak NCBI veri
tabanindan elde edilecektir. E. coli’de tiretimi i¢in dizinin kodon optimizasyonu ve tasarimi
yapilan gen vektore klonlanmak {izere belirlenen genomik dizi yapay olarak
sentezlettirilecektir. Niikleotid dizilerinin basimna ve sonuna vektor sistemlerine spesifik
restriksiyon enzim kesim bolgeleri eklenir. Ayrica niikleotit dizisi {iretilen proteinin kolaylikla
saflastirilmasini saglamak igin vektor sistemlerinin His-taglar1 kullanilacak sekilde dizayn
edilir. Yapay olarak sentezlettirilen gen laboratuvarda klonlama amagli kullanilan hedef vektore
klonlamas1 gerceklestirilecektir.

2. Belirtilen Enzimlerin Genlerini Tasiyan Vektorlerin E. coli Hucrelerine
Transformasyonu

Gen dizisini tasiyan plazmitlerin E.coli hiicrelerine aktarimi ig¢in Oncelikle bu hiicreler
kompentent hale getirilir. Petri besi ortamindaki E.coli (DHS5a ve BL21(DE) pLysE)
kiiltiirtinden tek koloni olmasina dikkat edilerek 4 ml LB (Luria Bertani) besi yeri igeren cam
tlplere inokdile edilir. Cam tiipler 1 gece (12-14 saat) 120 rpm ve 37°C’de inkiibasyona birakilir.
Bu kiiltiirtinden 100 pl alinarak igerisinde 50 ml LB bulunan 250 mL’lik steril erlenlere inokiile
edilir ve 37 °C ve 240 rpm’de inkiibasyona birakilir. Optik dansite kontrol edilir ve yaklagik 3
saat sonra 600 nm’de absorbans yaklasik olarak 0,7 oldugunda erlen inkiibatorden alinir ve +4
°C 5 000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenir. Stipernatant uzaklastirilir, pelet iizerine +4°C’de
saklanan soguk FSB (dondurulmus saklama tamponu) ¢ozeltisinden 50 ml eklenir ve pelet
tamamen ¢Oziinene kadar vortekslenir. Ardindan 1 saat buz banyosunda inkiibe edilir. Daha
sonra +4 °C 4000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenir. Stipernatant uzaklastirilir ve elde edilen pellet
tizerine 8 ml soguk FSB ¢ozeltisi eklenir ve pellet vortekslemeden nazikge ¢ozulir. Pelletin
tamami ¢oziinlince tizerine 560 pl DMSO eklenir ve yaklasik 2-3 saat buza gomulir. Bu stirenin
ardindan transformasyon i¢in hazir hale gelen hiicreler ependorf tiiplere alinarak -80 °C’de
stoklanmustir.



Sekil 1: Kompatent E.coli bakterisine hedef genlerin transformasyonu, Bartin Universitesi
Biyokimya Laboratuvari

Transformasyon i¢in hazir hale getirilmis buz banyosu i¢indeki kompotent hiicrelerden 200’ er
ul alinarak sogutulmus gerekli sayida ependorf tiiplerine pipetleme yapilmistir. Uzerine 2-3 pl
plasmid DNA eklenip hassas bir sekilde karistirilarak 1 saat buz banyosunda bekletilir.
Ardindan 2 dakika 42°C’de 1s1 sokuna maruz birakilip, tekrar buza gomiilerek 5 dakika inkiibe
edilir. Daha sonra hicreler antibiyotikli petriye yayma yontemi ile ekilir ve 37°C’de 1 gece
inkiibasyona birakilir (Hao vd., 2020).

3. Hedef Enzimlerin Uretimi

Transformasyon isleminin basarili bir sekilde gerceklestirildikten ve koloni olusumu goriilen
BL21(DE3) pLysE petrilerinden birer koloni alinarak; antibiyotik iceren 4 ml lik steril LB
bulunan tuplerine inokile edilir ve 250 rpm de 37°C de bir gece de inkiibe edilir. Ardindan 600
ml besi yeri i¢eren 2L’lik antibiyotikli erlenlerde inokiile edilen kiiltiirler, 37 °C 240 rpm de
inkiibasyona  birakilir. Sonrasinda belirli araliklarla  kiiltirden Ornekler alinarak
spektrofotometrede 600 nm de Ol¢imler yapilir, OD degeri yaklasik 0.5-0.7 oldugunda
erlenlerindeki kiiltiir ortamina 600 pll M IPTG ilavesi ile BL21(DE) pLysE E. coli hicreleri
indiiklenir. Kiiltiirler ayn1 kosullarda 3-4 saat tekrar inkiibasyona birakilir. Daha sonra 250
ml’lik tiiplerinde +4°C’de 8000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenir. Santrifiigasyon ile elde edilen
peleteki E. coli BL21(DE3) pLysE hiicreleri saflastirma islemlerinde kullanilmak {izere -
20°C’de saklanir (Ibrahim vd., 2018).

Sekil 2: Gen aktarimi yapilmis E.coli bakterisinin iiretimi, Bartin Universitesi Biyokimya

Laboratuvari



4. Uretilen Enzimlerin His-tag Afinite Kromotografisi ile Saflastirilmasi

-20 °C’de saklanan indiiklenmis haldeki E. coli hiicreleri buzda bekletilir. Uzerine 100 mM
Tris/HCI (pH = 7,5) tamponundan 10 ml eklenerek siispansiyon haline getirilir. Stspansiyona
100 mM benzamidinden 100 ul eklenip ve vortekslendikten sonra tekrar iizerine 100 mM
PMSF’den 100 pl eklenerek buz tizerinde bekletilir. E. coli BL21(DE3) pLysE hicreleri buz
banyosu i¢ine gomiilii halde 6 mm ucu olan sonikator ile 1 saat pargalama islemi gerceklestirilir.
Par¢alanmayan hiicreleri ayirmak amaciyla +4°C ve 6000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapilir.
Stipernatant ayr1 bir tiipe alinir. Pelet tizerine Tris/HCI (pH = 7,5) tamponundan 10 ml eklenerek
onceki iglemler tekrar edilir. Bu sekilde tekrarlanan islemlerin ardindan parcalanan hiicreleri
iceren siipernatantlar birlestirilir. Bu islemleri takiben stipernatant 30 000 rpm ve +4 °C’de 1
saat santrifuj edilir ve istenmeyen hiicre materyalleri ¢coktirtlerek kromotagrafi uygulanacak
kisimdan ayristirilacaktir.

S

Sekil 3: E.coli bakterisinin 8 000 ve 30 000 rpm’de santrifiij sonucu, Bartin Universitesi
Biyokimya Laboratuvari

Saflagtirmanin gergeklestirilecegi polikarbonat kolona “QiagenNi-NTA agaroz Protein
Purification Resin” re¢ineden 4 ml kadar konulduktan sonra, kolon 50 ml 100 mM Tris/HCI
(pH = 7,5) tamponuyla yikanir. Santrifiij sonrasinda elde edilen siipernatant kolona tatbik edilir
ve kolondan gelen biitlin fraksiyonlar toplanir. Protein yiiklenmis kolon 50 ml 100 mM
Tris/HCI (pH = 7,5) tamponuyla yikanir. Ardindan kolon 50 ml 25 mM imidazol i¢eren 100
mM Tris/HCl (pH = 7,5) tamponuyla yikanarak kolonda tutunmus histidince zengin diger
proteinlerden arindirilir. Daha sonra 300 mM imidazol i¢eren, 100 mMTris/HCI (pH = 7,5)
tamponuyla kolona tutunmus olan protein 1’er ml’lik fraksiyonlar halinde 5 ml ile eliie edilir
ve butln fraksiyonlar toplanarak +4 °C’de saklanir. Kolondan elle edilen her fraksiyondan
alman numuneler SDS-PAGE’de analiz edilecektir (Hao vd., 2020; Ibrahim vd., 2018).



Sekil 4: Uretilen proteinlerin saflastiriimasi, Bartin Universitesi Biyokimya Laboratuvari

5. SDS-PAGE Analizi

Sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) %15’lik poliakrilamitte
Laemmli metodu kullanilarak gergeklestirilecektir (Laemmli,1970). Kiiciik miktarlarda
proteinler 3 dk kaynatilip jele yiiklenecek, Coomassie brilliant blue R 250 ile boyanarak
proteinlerin varlig1 ve saflig1 belirlenecektir. Toplanan her fraksiyondan ve yikama sonrasi elde
edilen ¢ozeltilerden alinan 100 pl’lik numuneler 500 pl jel yiikleme tamponuyla karistirilip,
100°C’de 2 dakika denatiire edilerek 6nceden hazirlanan SDS-PAGE jelinin kuyucuklarina
10’ar pl yiiklenir. SDS-PAGE tamamlandiktan sonra distile su ile yikanan jel Coomassie
mavisi ile boyanir. Boyanan jelden boya "destain" soliisyonu ile uzaklastirildiktan sonra olusan
bantlar gérintilenir (Laemmli, 1970).

Sekil 5: SDS-PAGE, Bartin Universitesi Biyokimya Laboratuvari

6. Saflastirllan Enzimlerin Aktivite Olciimii
Saflastirilan enzimlerin aktivitesi uygun substratlar kullanilarak belirlenecektir. Reaksiyon
karisimi olusturulur. Uygun absorbans degerlerinde mikroplaka okuyucuda 6l¢iim yapilarak
aktivite belirlenir.

Sekil 5: Saflastirilan enzimlerin spektrofotometrik aktivite dl¢iimii, Bartin Universitesi
Biyokimya Laboratuvari



7. Enzim Kokteyllerinin Olusturulmasi
Biyoyakait tiretimi i¢in olusturulacak kokteyldeki enzimler hammadde olarak kullanilacak olan
aycicegi sapindaki seliilloz, hemiseliiloz ve lignine gore belirlenmistir. Bu polimerlerin yapida
bulunma oranlarina goére enzim tiirlii ve orani optimize edilecektir. Yapilan literatiir taramasi
sonucu kokteyllerde kullanilacak enzim tiirleri belirlenmistir. Bunlar;

e Seluloz Kokteyli: Ekzo-1,4-B-D-Glukanaz, B-glikosidaz, Endo-1,4-B-D-Glukanaz,

e Hemiseliloz Kokteyli: B-1,4-endoksilanaz, [-1,4-ksilosidaz, R-endomannanazlar
(Glukuronidaz),

e Lignin Kokteyli: Lakkaz, Lignin Peroksidaz, Mangan Peroksidaz’dir.

Ekzo-14 oksilanaz gy . - o < B F~ch:":a:
B-D-Glukanaz Lakkaz 4—1@5
N
Endo-14 4-Endomananaz ¥ per
Seliilaz Hemiseliilaz Ligninaz
Kokteyli Kokteyli Kokteyli

Sekil 6: Proje Sonucunda Elde Edilecek Uriinler

Yukarida belirtilen kokteyllerde yer alan enzimlerin kokteylde bulunma orani optimizasyon
calismalar1 sonucunda belirlenecektir.

Yenilikci (inovatif) Yonii

Projemizin iiriinleri biyoetol endiistrisi, gida, saglik ve hayvan yemi islenmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Giiniimiizde biyoetanol liretiminde dogrudan yakma, piroliz, gazlastirma ve
anaerobik ortamda isleme gibi geleneksel yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler sonucu
ortama fazla miktarda 1s1, karbondioksit ve kullanilan kimyasallarin = salinimi
gerceklesmektedir. Ardindan hava kirliligi, kimyasallardan dolay: toprak kirliligi ve sera gazi
emisyon miktart artmaktadir. Ayrica iilkemizde biyoetanol iiretimi biyokimyasal yontemle
yapilamamaktadir. Projemizde geleneksel biyoetanol iiretim yoOntemlerinden farkli olan
biyokimyasal yontemin kullanilmasina yonelik {iriin tiretimi hedeflenmektedir. Biyokimyasal
yontemde lignoseliilozik biyokutlenin sakarifikasyonu igin kullanilan enzim kokteyllerinin
kullanilmast yenilik¢i yondiir. Geleneksel yontem olan kimyasal hidroliz, kisa siirede ytiksek
konsantrasyonlarda fermente edilebilir seker vermesine ragmen, bu yontem sert reaksiyon



kosullar1 gerektirir, sonraki fermantasyon islemi i¢in engelleyici yan iirtinler iiretir ve bol
miktarda bertaraf islemleri gerektirir. Buna karsilik, enzimatik hidroliz, inhibitor yan {irtinler
iiretmeden, daha az enerji harcayarak ilimli kosullar altinda yliksek miktarlarda fermente
edilelebilir sekerler Uretir (Chen ve ark. 2013; Raj vd.,2021).

Giliniimlizde biyokiitlenin enzimatik islenmesi ile ilgili arastirmalar polisakkaritlerin
dontstiirilmesine odaklanmis olsa da biyokiitlenin sekere doniistiiriilmesi ve enzimler
tarafindan lignin modifikasyonunun birbiriyle baglantili olduguna dair kanitlar artmaktadir.
Seliiloz, lignin ve hemizeliiloz gibi biyokiitlenin islenmesine yonelik {iriin olusturmay1
hedefleyen ¢aligmalara ilgi artmaktadir (Heidi,2020).

Yenilenebilir biyolojik kaynaklarin gelisimi, fosil kaynaklara dayali ekonominin en azindan bir
kismini azaltarak karbon ayak izini azaltmanin bir yolu olarak goriilmektedir. Bu baglamda,
biyoteknolojik iirlinlerin biyopolimerleri verimli bir sekilde parcalamak, degistirmek ve
biyolojik molekiilleri sentezlemek amaciyla kullaniminin artacagina inanilmaktadir (Filiatrault
vd.,2021).

Gecmiste yapilmis bir ¢alismada, bir dizi kimyasal 6n islem, enzimatik hidroliz ve
fermantasyon siirecleri ile tarimsal artiklardan ve kuru otlardan (arpa, bugday vb.) biyoetanol
tiretimi incelenmistir. Novozym 188 (selobiaz)- Celluclast 1.5 L enzim kombinasyonu ile
kimyasal olarak on isleme tabi tutulmus (%2,0 NaOH veya H2SOs) ve katilarin enzimatik
hidrolizi, Spezyme® CP-ksilanaz kombinasyonuna gore esit veya daha yiiksek glukan ve ksilan
doniisiimii oldugu goriilmiistiir. (Chen vd.,2007). Bu ¢alisma biyoyakit liretiminde enzimlerin
kullanilmasiyla yiiksek verimde monomer elde edilebilecegini gostererek proje fikrimizi
desteklemektedir. Proje fikrimizde ise aygigeginin degerlendirilmeyen atiklarmdan biyoetanol
dretimi i¢in yeni enzim kokteyli olusturulup polimer sekerlerdeki spesifik bolgeleri
parcalanarak diger yontemlere gore daha verimli hidrolizasyon beklenmektedir.

Uygulanabilirlik

Proje fikrimizde belirtilen enzimlerin, vektorler araciligiyla E.coli ekspresyon sisteminde
yiiksek saflikta, yiiksek aktivitede, yiiksek stabilitede ve diisiik maliyetli yerli iiretimi
amaclanmaktadir. Projede ilk olarak {iretimi hedeflenen proteinleri kodlayan genler
biyoinformatik ¢alismalar sonucundan tespit edilerek siparis edilecektir. Bir vektor igerisinde
gelen gen uygun restriksiyon enzimleriyle kesilerek jelden izolasyonu yapilacaktir ve ayni
restriksiyon enzimleri ile kesimi yapilan vektor ile ligasyon islemi gerceklestirilip E.coli DH5a
hiicrelerine transformasyonu yapilacaktir. Uygun sekilde birlesmis plazmitlerin jelden
izolasyonu saglanacak ve ardindan proteinlerin tiretilmesi i¢in uygun hiicrelere (E.coli BL21
pLysE hiicrelerine) transformasyonu yapilacaktir. Son olarak Uretilen proteinler afinite kolon
kromotografisi yontemiyle saflastirilacak ve aktivite tayini yapilacaktir.

Biyoktleden biyoyakit déniisiimii igin gerekli olan enzimlerin Gretimi, Bartin Universitesi Fen
Fakultesi, Molekiler Biyoloji  Arastirma  Laboratuvarinda  bulunan cihazlar
(http://laboratuvar.bartin.edu.tr/Arama/CihazListesi) ve kimyasal maddeler araciligiyla
uretilecektir.
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GriENzymes ekip danismani olan Dog¢. Dr. Dursun KISA, Bartin Universitesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik bolimii 6gretim tiyesidir. Genel biyoloji, molekiiler biyoloji, biyokimya ve
biyoteknoloji alanlarinda ders vermekte ve bu alanlarda bilimsel ¢alismalar yiiriitmektedir.
Ulusal ve uluslarararast hakemli dergilerde yayimlanan 23 makalesi, ulusal ve uluslarararasi
bilimsel toplantilarda sunulan 23 bildirisi bulunmaktadir. 2017 yilinda kurulmus olan medikal,
saglik, kimya, gida, miihendislik ve ziraat vb. alanlarda faaliyet gdsteren HidroGen
Biyoteknoloji Ltd. Sti. ‘nin kurucu ortagidir. Su an da biyokimya ve protein iiretimi laboratuvari
caligmalarinda yiiriitiicii ve danigsman olarak goérevine devam etmektedir.

GriENzymes ekip damismani Dr. Ogr. Uyesi Rizvan IMAMOGLU, Bartin Universitesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik boliimii 6gretim iiyesidir. Genetik miihendisligi, rekombinant
DNA teknikleri, molekdler biyoloji, biyoteknoloji ve biyoinformatik alanlarinda ders vermekte
ve bu alanlarda bilimsel ¢alismalar yiiriitmektedir. Ulusal ve uluslarararasi hakemli dergilerde
yayimlanan 9 makalesi, ulusal ve uluslarararasi bilimsel toplantilarda sunulan 32 bildirisi
bulunmaktadir. 2017 yilinda kurulmus olan medikal, saglik, kimya, gida, miihendislik ve ziraat
vh. alanlarda faaliyet gosteren HidroGen Biyoteknoloji Ltd. Sti. ‘nin kurucu ortagidir. Su an da
biyokimya ve protein liretimi laboratuvari calismalarinda yiiriitiicli ve danigsman olarak gérevine
devam etmektedir.

Takim lideri Ahmet CELIK, Bartin Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik boliimii 4. Smif
ogrencisidir. Biyokimya ve rekombinant enzim iiretimi laboratuvarinda 1 yillik is deneyimi
vardir. Bu is deneyiminde proje yazma, deney tasarlama, fikir iiretme ve laboratuvar cihazlari
kullanim1 gibi konularda tecriibe edinmistir. Arastirma projelerinde y(r(ticu ve stajyer gorev
yapmustir. Gorev aldig1 proje konulart ’Cesitli endemik bitkilerin tibbi 6neme sahip enzimler
lizerine inhibitdr etkilerinin ve fenolik igeriklerinin arastirilmasi’” konulu projede TUBITAK
STAR programi kapsaminda 6 ay bursiyer olarak staj yapti. ’B-Glikosidaz enziminin
rekombinant iiretimi ve inhibisyonu’’ konulu proje TUBITAK 2209-A programi kapsaminda
desteklendi ve yiirtitiicilisii oldugu projeye devam etmektedir. Agaricus bisporus’tan tirozinaz
enziminin saflastirilmast ve karakterizasyonu’’ konulu proje iizerinde lisans bitirme tez
calismasina devam etmektedir. Basvuruda bulundugumuz projemiz ‘1512 GIRISIMCILIK
DESTEK PROGRAMI BiGG YESIL BUYUME CAGRIST’ kapsaminda 1.Asamay1 gegmis
bulunmaktadir. Su an 2. Asama olan Panel Degerlendirme asamasindadir.

Ekibimiz {iyelerinin tecriibeleri ve laboratuvarimiz kosullarinin elverigliligi ile hedef enzimler
rekombinant DNA teknolojisiyle liretilerek ticari {lirline dontistiiriilebilecektir.

Takim Lideri: Ahmet CELIK Damsman: Dog. Dr. Dursun KISA

7. Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamasi
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. L . Zaman Kimler Tarafindan
Is Paketlerinin Adi ve Hedefleri o n o
Araligi (Ay) Gergeklestirilecegi
1 | Hedef Genin Belirlenmesi
2 | Her bir enzime ait DNA dizilerinin 1-2.
klonlanmasi .
3 Ahmet CELIK ve Dog. Dr. Dursun KISA
Ekspresyon igin transformasyon 3
islemlerinin yapiimasi '
4 | Enzimlerin dretimi 4-6.
5 | Enzimlerin Saflastirilmasi ve SDS-PAGE 7.8
Analizi ' .
Ahmet CELIK ve Dog. Dr. Dursun KISA
6 | AktiviteTayini 9.
7 . .
Enzim Kokteyllerinin Olusturulmasi 10-12.
Sarf Giderleri
Adi Kullanim Gerekgesi Bedeli
Otoklavlanabilir otomatik Her tirli mikrobiyoloji ve molekiler biyoloji deneylerinde 3.398,00 TL
Mikropitet Seti, kullanilacak Set igerigi;
Isolab, 1 set 1x 0,2-2ul,
1x 2-20ul,
1x 20-200ul,
1x 100-1000pl
DMSO PCR malzemesi ve nonpolar molekuller igin ¢bzucu, 1L 492,00 TL
dNTP Set, 100Mm Solutions PCR malzemesi, 4x1mi 4.518,00 TL
Magnesium Chloride Besiyeri hazirlanmasinda ve koloni PCR’da 1 kg 578,00 TL
Hexahydrate
Glycerol E. coli kompeten hicre hazirhgi ve bakterilerin uzun sureli 985,00 TL
muhafazasinda, 1 L
Kalsiyum klorit dihidrat E. coli kompetan hiicre hazirhgi, 1 kg 743,00 TL
0.2 em electropgifin Elektroporasyon islemlerinde, 5 adet 530,00 TL
cuvettes
LB broth Besiyeri (E. coli i¢in), 2 kg 3.960,00 TL
Agar Kati besiyeri hazirlanmasinda, 1 kg 2.121,00 TL
Agarose Elektroforez jel hazirlanmasinda, 500 g 2.339 TL
Ampicillin Sodium Salt Antibiyotik (E. coli igin selektif besiyeri hazirlama), 25 g 833,00 TL
Kanamycin Sulfate Antibiyotik (E. coli igin selektif besiyeri hazirlama), 25 g 606,00 TL
T4 DNA ligaz Ligasyon, plasmid konstriiksiyonu, 100 reaksiyon, 2 adet 1.894,00 TL
Taq DNA polimeraz Koloni PCR islemlerinde, 500 units, 1 adet 1.669,00 TL
EDTA Lizis tamponu ve plazmid ekstraksiyonu igin TAE tampon 492,00 TL
hazirlanmasinda, 500 g
izopropanol Plazmid ekstraksiyonunda, 2.5 L 454,00 TL

Etanol Temizlik ve plazmid ekstraksiyonunda, 5 L 622,00 TL
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Plasmid izolasyon Kkiti Plazmid ekstraksiyonu, 250 preps, 1 kit 3.740,00 TL
Steril kapakh kultur tipleri Hucrelerin buyutilmesinde, 1 kutu 6.002,00 TL
Restriksiyon enzimi ECoRI Restnkswon dijesti, Plazmid konstriiksiyonu ve insert kontrol(, 842,00 TL
1000 reaksiyon
Restriksiyon enzimi Hinll Restnkswpn dijesti, Plazmid konstriiksiyonu ve insert kontrol(, 1.782.00 TL
250 reaksiyon
RNAse | Plazmid ekstraksiyon tamponu hazirliginda, 100 mg 1.953,00 TL
Potasyum asetat ;:azmld ekstraksiyonu i¢in tamponunun hazirlanmasinda, 500 530,00 TL
Hidroklorik asit pH ayarlamasinda, 2.5 L 236,00 TL
Potasyum klorur Fosfat tamponu hazirlanmasinda, 1 kg 236,00 TL
Disodyum hidrojen fosfat Fosfat tamponu hazirlanmasinda, 1 kg 307,00 TL
dihidrat
Potasyum dihidrogen fosfat Fosfat tamponu hazirlanmasinda, 1 kg 348,00 TL
Falcon santrifijj tip (50 ml) Ekstraksiyon iglemi igin hiicrelerin ayristiriimasinda, 20 paket 767,00 TL
Santrifuj tup (15 ml) Ekstraksiyon islemi icin huicrelerin ayristiriimasinda, 20 paket 614,00 TL
Cryotuip Kutusu -80 °C’de saklanacak suslarin diizenli muhafazasi igin, 5 adet 366,00 TL
PCR Standi PCR islemlerinde tuplerin konulmasi icin, 3 adet 103,00 TL
Tup Standi, 4 Yizeyli Santrifilij tiplerin konulmasi icin, 5 adet 616,00 TL
Mikrosantrif(j Tup Standi Santrifiij tiplerin konulmasi igin, 5 adet 248,00 TL
PCR tupleri PCR islemlerinde, 2 paket 437,00 TL
Polistiren yari-mikro kiivet UV-Spektrofotometre ile yapilan 6lgimlerde, 1 paket 95,00 TL
Plaka- hiicre kiltiri- 0,2 ml-96 | in vitro reaksiyonlarin gergeklestirilip florimetrede 6lglilmesinde,
833,00 TL
kuyulu 1 paket
Sterilizasyon filtresi Substrat ve 1siya hassas besiyeri bilesenlerinin sterilasyonunda, 894.00 TL
1 paket
IPTG Rekombinant genlerin ekspresyonunun induklenmesi, 5 gr 682,00 TL
Hispur Ni-Nta Resin Rekombinant protein saflastirmasinda, 100 mL 14.337,00 TL
Pierce Centrifuge Columns, 10 | Rekombinant protein saflastirmasinda, 1 paket 1.304,00 TL
mL
Monosodyum fosfat Rekombinant protein icin tampon hazirliginda, 1 kg 307,00 TL
Phenylmethylsulfonyl fluoride | Protein ekstraksiyonunda, 5 g 606,00 TL
(PMSF)
Bovine serum albumin Proteinin in vitro reaksiyon tamponunda, 10 g 820,00 TL
Glycine SDS-PAG!E loading tampon hazirlanmasinda ve besiyeri 574.00 TL
malzemesi, 500 g
Ammonium persulfate SDS-PAGE jel hazirlanmasinda, 100 g 790,00 TL
Tetramethylethylenediamine .
(TEMED) SDS-PAGE jel hazirlanmasinda, 25 ml 354,00 TL
Actylamide-bis  ready-to-Use | oo paGE jel hazidanmasinda, 500 mL 676,00 TL
solution 40%
Bromophenolblue SDS-PAGE loading tampon hazirlanmasinda, 25 g 657,00 TL
Ethidium bromide Jel elektroforezde DNA fragmanlarinin gériintilenmesinde, 5 g 909,00 TL
Prestained Protein Ladder,10 | SDS-PAGE analizinde protein buyukliginin belirlenmesinde, 1 2.704.00 TL

to 180 kDa

tup
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Coomassie Brilliant Blue R-250 | SDS-PAGE analizinde protein boyama isleminde, 25 g 657,00 TL
Dye
Tris Base TAE tamponu ve SDS-PAGE hazirlanmasinda, 1 kg 201,00 TL
Glacial Asetik asit SDS-PAGE jel hazirlik ve boyanmasinda, plazmid ekstraksiyon 637,00 TL
tamponunun hazirlanmasinda, 5 L
Tris-HCI Lizis tamponu, Elisyon ve SDS-PAGE running tamponlarinin 1.054.00 TL
hazirlanmasinda, 500 g
- Plazmid ekstraksiyonu icin P2 tamponunun hazirlanmasinda,
Sodyum dodesil siilfat SDS-PAGE jel hazirligl, 500 g 791,00 TL
Sodyum hidroksit Lizis tamponu, Elisyon ve SDS-PAGE running tamponlarinin 212,00 TL
hazirlanmasinda, 1 kg
CMC (karboksimetil seliiloz) Ekzo-1,4-B-D-Glukanaz ve Endo-1,4-B-D-Glukanaz enzimlerinin 65.00TL
aktivite 6lgimiinde, ’
B-glikosidaz enziminin aktivite dlgimunde, 788,00 TL
ABTS = (2.2 .-azmo"-bls G Lakkaz enziminin aktivite slctimiinde, 771,00 TL
etilbenzotiazolin-6-silfonik asit)
Azure B Ligin peroksidazz enzimini aktivite 6lgiiminde, 647,00 TL
fenol kirmizi Mangan peroksidaz enziminin aktivite 6lcimiinde, 603,00 TL
4-Nitrofenil-B-ksilobiyosit 3-1,4-endoksilanaz ve [-1,4-ksilosidaz enzimlerinin aktivite
o 771,00 TL
Olciminde,
Galactomannan 3-1,4-endomannanazin aktivite lgiimiinde, 773,00 TL
Ekzo-1,4-B-D-Glukanaz Geni
6.435,00 TL
B-glikosidaz Geni 6.542,00 TL
Endo-1,4-B-D-Glukanaz Geni 6.445,00 TL
Lakkaz Geni 6.734,00 TL
Rekombinant protein Uretiminde kullanilacaktir.
Lignin Peroksidaz Geni 6.685,00 TL
Mangan Peroksidaz Geni 6.854,00 TL
3-1,4-endoksilanaz Geni 6.783,00 TL
13-1,4-ksilosidaz Geni 6.752,00 TL
31,4-endomannanaz Geni 6.770,00 TL

TOPLAM=

139.873,00 TL

Makine ve Techizat Giderleri

Kurulusta Bulunan

Techizat, vb.)

Altyapi/Ekipman Turii
(Laboratuvar, Arag, Makine-

Projede Kullanim Amaci

Kullanim Bedeli (TL)

FPLC

Protein saflagtirma galismalarinda
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Elektroporator Hucrelere vektor transformasyonunda
Yiksek Hizli Santrifij Yiksek Hizda Protein ¢oktlirme islemlerinde
Biyoreaktor Enzim/proteinlerin yuksek kapasiteli Gretiminde
Spektrofotometre/Mikro - plate Protein tayini, aktivite ve inhibisyon ¢alismalarinda
okuyucu
-80 dondurucu Orneklerin uzun siire muhafazasinda
Liyofilizator Protein ve enzimlerin kristilizasyonunda
Calkalamali inklibator Bakterilerin codaltim asamalarinda
Buz makinesi Soguk ortam ¢alismalari igin kar eldesinde
Buz dolaplari Ornek ve gozeltilerin saklanmasinda
. inkiibasyon ortami ve g¢ézeltilerin evaporasyonu igin
Etiv S 9
gerekli inkiibasyonun saglanmasi
Evaporator Co6zicl maddelerin karigimdan uzaklastiriimasi
Manyetik Karistirici Cozelti karisimlarinin hazirlanmasi
Saf su cihazi Cozeltilerde kullanilacak olan saf suyun temini
Ultrasonik bansyosu Ekstraksiyon ve ¢ézdiirme islemlerinde
Santrifuj Coktirme galismalarinda
pH metre Cozeltilerin pH dizenlemelerinde
. Cozeltilerin hazirlanmasinda gerekli miktar tartim
Terazi ; .
islemlerinde
Vorteks Cozeltilerin karistiriimasi
TOPLAM= | 12.000,00 TL

8. Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar):

is fikrimizin ilk hedef aldigi alan biyoetanol endiistrisidir. Bu alandaki iretim yapan firmalara geleneksel
yollardan farkl olan biyolojik Giretim yontemi anlatilarak Griiniim{ziin ¢evreye ve ekonomiye katkisi
vurgulanacaktir. Geleneksel yontem olan kimyasal hidroliz, kisa slirede yiksek konsantrasyonlarda
fermente edilebilir seker vermesine ragmen, bu yontem sert reaksiyon kosullari gerektirir, sonraki
fermantasyon islemi icin engelleyici yan Grlnler Uretir ve bol miktarda bertaraf islemleri gerektirir.
Buna karsilik, enzimatik hidroliz, inhibitér yan urinler Gretmeden, daha az enerji harcayarak ilimli
kosullar altinda yiksek miktarlarda fermente edilelebilir sekerler dretir (Chen ve ark. 2013; Raj
vd.,2021). Bu yontemin kullanilmasiyla hem lretimde verim artacak hem de ¢evreye zarar veren CO;
salinimi gibi olaylarin azaltiimasi saglanacaktir.

Uriin tanitimiilk nce (ilkemizde {iretim yapan firmalara yapilarak pazara giris yapilacaktir. Ulkemizdeki
pazarda yer edindikten sonra internet Uzerinde olusturulan sirket sitesi lzerinden yurt disindaki
biyoetanol Ureticilerine de satis gerceklestirilecektir. Biyoetanol endustrisi ticari olarak deger tasidigi
icin gelecekte bu alana yonelik farkli Griinlerin Gretimi hedeflenmektedir. Ulkemizdeki biyoetanol
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Ureticileri ile gorismelerimiz devam etmektedir.

Turkiyede misteri olarak hedefledigimiz biyoetanol Ureticileri; Tezkim Tarimsal Kim. San. Ve Tic. A.S.,
Tarimsal Kimya Teknolojileri San. Ve Tic. A.S, Konya Seker San. ve Tic. A.S. Cumra Biyoetanol Tesisi
Subesi ve Turkiye Seker Fabrikalari A.S. Eskisehir Seker Fabrikasidir. Dlinya genelinde hedefledigimiz
biyoetanol Ureticileri; AVA GmbH A.S. KG. Herrsching/ALMANYA, Abengoa Biyoenerji
Chesterfield/MONTANA (ABD), Bunge Limited, Archer Daniels Midland Company, Valero Energy Corp.,
Petrobras, Renewable Energy Corp., Wilmar International, Pacific Ethanol Inc., Flint Hills Resources,
The Andersons, Inc., Raizen S.A., Copersucar S.A., Abengoa, S. A., Alpha Biofuelsdir. Uriinimiizii
Urettikten sonra ilk yukarida belirtilen sirketlere tanitim gergeklestirilecektir.

Uriinlerimiz biyoetanol endiistrisi disinda tekstil, gida, tarim, hayvancilik, icecek ve medikal enddistrisi
alanlarinda dogrudan kullanilmaktadir. Biyoetanol sektori disinda bu sektorlerede satis
gerceklestirilecektir. Ulkemizde bu alanlarda kullanilan enzimler ithal edilmektedir, Griiniimiiz piyasaya
surdldiginde ithalat azaltilacak ve (ilke ekonomisine katkida bulunulacaktir.

9. Riskler:

Risk Yonetimi (B Plam)

1 Hedef Geni Tasivan Proje  Onerisinde  belirtilen  vektorlerin  disinda
Y laboratuvarda mevcut olan farkli vektor tiplerine klonlama

\I-/I?Ulc(::z{(l:rr;ne gl yapilacaktir. Is1 soku tekrar edilecek ya da laboratuvarda
Transformasyonu mevcut  olan  elektroporator ile  transformasyon

gerceklestirilecektir.

2 = e Bt Inkiibator .kosullflr, IPTG k9nsantrasyonu ve biliylime
ortami1 yeniden diizenlenecektir.
3 Enzimlerin His-tag
Afinite Kromotografisi | Kolon optimizasyonu yapilacaktir.
ile Saflagtirilmasi
4 SDS-PAGE Analizi Jel kc.)lsullar_l optime edilecek ve hedef enzimlere uygun
markor tercih edilecek
5 GOX enzime en uygun olan tampon pH’si, substrat

Aktivite Tayini konsantrasyonu, sicaklik ve enzim miktar1 yeniden
dizenlenecektir.
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