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Ozet

Lipaz, gida teknolojisi, klinik ve endiistriyel kimya gibi bir¢ok biyoteknolojik alanda yaygin olarak kullanilan
bir enzimdir. Endiistriyel alanda kullanilan lipazlarin ¢ogu funguslardan elde edilir. Bu enzimler ticari olarak
satilmaya uygun olup saflastirilir ve immobilize hale getirilir. Ancak tim bu islemler {irliniin maliyetini
arttirdigindan son iriin haline doniisen lipaz enzimi olduk¢a pahalidir. Kagit iiretiminde karsilasilan
problemlerin en 6nemlilerinden biri odun ekstraktiflerinin kagit hamuru ve kagitta kaliteyi diislirmesi ve atik
sularda toksisite olusturmasidir. Bu yapiskan bilesiklerden biyolojik yolla kurtulmak amaciyla lipaz enzimi
kullanilabilir. Bu ¢alismada, ¢iiriik¢iil bir fungus olan Phanerochaete chrysosporium ile bir halofilik arke olan
Haloarcula hispanica’dan elde edilen ekstraseliiler lipazlarin aktivite tayini yapilmis ve geri doniisiimli
karton iiretimi proseslerinden alinan kagit hamuru numunelerine uygulanmstir. Aseton ekstraksiyonuna tabi
tutulan kagit hamuru numunelerine nem analizi yapildiktan sonra lipaz eklenmistir. Hidrolizi daha detayli
6l¢mek amacryla asit degeri analizi yapilarak serbest yag asidi miktarini belirlemek amaciyla gaz kromatografi
uygulanmistir. Sonugclar, P. chrysosporium ve H. hispanica’dan diisiikk maliyetle elde edilen lipaz enzimlerinin
herhangi bir saflastirma veya immobilizasyon yapilmaksizin aktivite gosterdigini ve lipofilik bilesiklerin
hidrolizinde etkin bigimde kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Haloarcula hispanica, Kagit hamuru, Lipaz, Lipofilik bilesiklerin hidrolizi,
Phanerochaete chrysosporium.

Production of Fungal and Archaeal Lipases, Comparison of their
Enzymatic Activities and Utilization in Paper Production

Abstract

Lipases are used extensively in biotechnological fields such as food technology, clinical and industrial
chemistry. Many industrially used lipases are prepared from fungi. Hence, their consideration as industrially
relevant enzymes includes purification and immobilization processes which means an increase in the price of
the final product. One of the most important problems in paper production is wood extractives so-called pitch
that cause low quality pulp and paper, and create waste water toxicity. Lipase could be used for the hydrolysis
of those sticky compounds as a biological approach. In this study, extracellular lipases of a fungus
Phanerochaete chrysosporium and a halophilic archaeon Haloarcula hispanica were used in pitch component
and sticky material degradation in recycled paper production in comparison with controls. Acetone extraction
was applied on the samples. After the determination of the enzyme activity lipases were added to the pulp
samples. The amount of free fatty acids were determined by acid value analysis in order to get a better
quantification of the hydrolysis. Also gas chromatography was applied. The results demonstrated that P.
chrysosporium and H. hispanica extracellular lipases have substantially high enzyme activity without any
purification or immobilization processes and can be efficiently used for the hydrolysis of lipophilic compounds
in an environmentally friendly approach.

Keywords: Haloarcula hispanica, Hydrolysis of lipophilic compounds, Lipase, Paper pulp, Phanerochaete
chrysosporium.
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1 Giris

Kagit ve kagit hamuru enddistrileri, diinya ekonomisine et-
kileri nedeniyle pek ¢ok iilke i¢in ekonomik agidan 6nem-
lidir ve tiriinleri diinya ¢apinda tiiketilmektedir. Elektronik
iletisim bile kagit iriinlerinin 6nemine ve kullanimina
g06lge diistirememistir [1]. Her ne kadar geri-doniisiim yon-
temiyle liflerin tekrar kullanilabilir olmasi saf elyaf kulla-
nim hizint diigiirmiis olsa da, kagit tiikketiminin hizla art-
masi nedeniyle saf elyaflarin kullanimina devam edilmek-
tedir. Ikincil elyaf, kagit endiistrisinde cok énemli bir ham-
madde kaynagidir. Birgok 6nemli kagit tiriinii %100 geri
doniistimlil kagittan yapilir. Yiiksek seviyede iiretim yapan
fabrikalar, iiriin gamlarina geri doniistimlii karton veya ka-
git ekleyerek kapasitelerini artirmaya baglamistir. Bununla
birlikte, bu hammaddelerin kullanimi ¢gogunlukla {iriin ka-
litesinin diismesi veya makine islevlerinin bozulmasi gibi
cesitli sorunlar1 beraberinde getirir [2]. Onceden daha agik
sistemlerle kismen ¢ikarilan kir, zift ve yapigkanlar, geri
doniistimle birlikte kagit iiretim siirecinde kalmakta ve don-
giilere girmektedir. Sonug olarak, kagit geri doniisiimiiniin
cesitli avantajlart ve potansiyel faydalarina ragmen yapis-
kan bilesiklerin kagit iretim prosesinin ¢esitli agamalarinda
birikmesi kagit makinesi i¢in bir¢ok problem olugturmak-
tadir [3]. Temel olarak, bu degisiklikler, hamurlarin daha
distik lif kalitesi (uzunluk, esneklik) ve daha yiiksek drenaj
direncinden kaynaklanmaktadir. Birincisi, fiberler arasi
baglar1 ve buna bagli olarak elyaf mukavemetini etkiler.
Ikincisi, tabaka olusumunu daha zor hale getirir, kagit ma-
kinesi ¢aligtirilabilirligini azaltir ve kurutuculardaki enerji
tiketimini artirir [4]. Cesitli iyilestirme teknikleri, yani al-
kali islemi, rafine etme / atma islemleri, katki maddesi kul-
lanimi veya odun dis1 bitki lifi katilmasi bilinmektedir. Bu-
nunla birlikte, kagit direncinde ve kagit hamuru drenaj be-
cerisinde eszamanli artisin saglanamamasindan dolayi,
kagit imalatina sagladiklar1 avantajlar bazen smirlidir [5].
Bu tekniklerle karsilastirildiginda enzimlerin kullanimi
umut verici bir alternatiftir [6].

Enzimler, antik donemlerden beri peynir, ekmek, sarap tire-
timi ve nisasta modifikasyonu gibi bir¢ok imalat prosesinde
merkezi bir rol oynamaktadir. Mikroorganizmalarin, meta-
bolik tirtinlerinin ve enzimlerin temel aragtirmalarin genis
bir alanindaki kullanimlar1 ve potansiyel endiistriyel uygu-
lamalar1 hakkinda bilgi 1950'lerden giiniimiize giderek art-
maktadir. Ancak son 20 yilda, kagit hamuru ve kagit en-
dustrisinde ticari olarak mikrobiyal enzimler kullanilmigtir
[7]. Biyolojik zift giderimi, kagit ve kagit hamuru endiist-
risi i¢in gelistirilmis biyoteknolojik bir yontemdir. Kagit
fabrikalarinda odun eksraktiflerinin birikimi, diigiik kaliteli
hamur ve tikanmalara neden olur ve bu da islemlerin dur-
durulmasina ve 6nemli ekonomik kayiplara yol agar, {iriin
kalitesini diisiiriir ve atik su toksisitesi yaratir. Agag ekst-
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raktlari, diger adryla zift baslica triacilgliseroller, yag asit-
leri, recine asitleri, mumlar, steroller, sterol esterler, mono
ve diagilgliserollerden olusur. Geri doniisiimlii kagit kulla-
nildiginda, ¢esitli yeni lipid bilesikleri 6rnegin yag esash
mirekkep, kagit hamuruna dahil edildiginden zift sorunlari
artabilir. Problemli zift miktari, kagit {iretimi sirasinda bi-
yolojik ve kimyasal islemlerle azaltilabilmektedir. Biyolo-
jik zift kontroliinde, problemli adimin azaltilmasi i¢in fun-
guslar, mikroorganizmalar veya enzimler kullanilmaktadir.
Bu dogrultuda, zift bilesenlerinin pargalanmasi igin farkl
enzim tiirleri ve cesitli organizmalar secilebilir. Hamurdan
once ekstraktiflerin ortadan kaldirilmasi i¢in odunun biyo-
lojik olarak muamele edilmesi, zift kontroli icin geleneksel
yontemlere bir alternatif olarak 6nerilmis ve test edilmistir
[8]. Biyoteknoloji, giiriik¢iil funguslarin [9] veya enzimle-
rin [10] kullanimina dayali olarak zift kontrolii i¢in ¢evreye
dost ve ekonomik ¢oziimler sunar. Bu amacla ticarilestiri-
len Urainler lipaz ve benzeri enzimler icermektedir. Kraft pi-
sirme ve klorsuz (hidrojen peroksit ile) agartma sirasinda
sterollerin ve sterol esterlerin 6nemli bir yapisal degisiklige
ugramadig tespit edilmistir. Bunun aksine, klorin dioksit
ile agartma, sitosterol ve sitosterol esterleri gibi doymamis
sterol yapilarini pargalamakta ve sadece stigmastanol gibi
doymus olanlar bu agartma ajamyla muameleden sonra da
kalmaktadir [11]. Klorin dioksit, ¢cogu ahsap ekstraktinin
ana lipofilik bilesigi olan serbest ve esterifiye doymamis
sterolleri pargalar; ancak bu bilesikler, klorsuz agartma is-
leminde hidrojen peroksitle hayatta kalmaktadir [12]. Bun-
dan dolay1, yiiksek kaliteli kraft hamurlarinin tiretiminde
temel agartma yontemi klorsuz agartma yontemi ile degis-
tirildiginde zift problemleri dramatik bi¢cimde artmigtir. S6z
konusu problemlerin etkin kontrolu i¢in rasyonel bir strateji
tasarlamak amaciyla farkli calismalar yapilmistir. Birikinti
olusumundan sorumlu olan ekstraktiflerin belirlenmesi ve
bu sorunlu bilesiklerin ortadan kaldirilmasi veya kontrol al-
tina alinmasi igin yontemler arastirilmaktadir. Mekanik ha-
murun enzimatik muamelesinin zift problemlerini ¢ozdagii
ve agartict kimyasallarin gereksinimlerini azalttigi rapor
edilmistir [13]. Bu ¢aligmalar, kagit hamuru yapimi ve be-
yazlatma sirasinda olusan zift birikintilerinin ve odun ekst-
raktiflerinin enzimatik analizini icermektedir [9, 14, 15].

Bu ¢aligmada s6z konusu problem, dogal olarak zift bile-
siklerini parcalayan ¢iiriik¢iil bir fungus ve termostabil li-
paz Ureten bir arkebakteri kullanilarak ¢6ziilmeye ¢aligil-
mustir. Lipaz tiretiminde dnde gelen canlilardan Phaneroc-
haete chrysosporium ve Haloarcula hispanica'nin zift bo-
zunmasinda basartyla uygulanabilecegi hedeflenmistir. Bu
calismanin amaci, geri doniisiimlii kagitta bulunan zift bi-
lesenlerini analiz ederek uygun bir bozunma metodu gelis-
tirmektir.
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2 Materyal ve Metod

2.1 Fungal ve Arkeal Blyutme Kosullari

Beyaz curukeil bir fungus olan Phanerochaete chrysospo-
rium (ATCC 20696) 2.6 g/L (NH4)2SOs, 2.2 g/L 2,2 dime-
tilstiksinik asit, 1.1 g/L KH2PO4 ve mikronitrientler 0.5 g/L
MgS0..7H,O, 0.01 g/L FeS04.7H,O, 0.005 g/L
MnS0..H-0, 0.074 g/L CaCl,.2H-0, 0.001 g/L COCl,, 0.1
g/L tiamin igeren s1v1 besiyerinde 37 °C 80 dev/dak inkibe
edilmistir [16]. Lipaz sentezini indiiklemek amaciyla besin
ortamina ayrica %1°lik zeytinyag ilave edilmistir [17]. Log
fazindaki kulttrler 10.000 dev/dak, 4 *C’de santrifiij edile-
rek stipernatantlari toplanmistir (Sigma, Almanya).
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Halofilik bir arke olan Haloarcula hispanica (ATCC
33960) ise 180 g/L NaCl, 20 g/L MgS0..7H,0, 5 g/L maya
0ztd, 3 g/L C¢HsNaz07.2H,0 ve 2 g/L KCl igeren s1v1 be-
siyerinde tretilmistir [18]. Lipaz sentezini indiklemek
amaciyla besin ortamina ayrica %]1’lik ceviz yag ilave
edilmistir [19]. Kiiltiirler 40 °C 100 dev/dak inkiibe edil-
mistir. Bakteriyel lireme spektrofotometrik olarak 600
nm’de optik yogunluk 6lgiilerek belirlenmistir (Scinco S-
3100, Seul, Kore). Kiiltiirler ge¢ duragan fazda 10.000
dev/dak, 4 °C’de santrifiij edilerek toplanmisg ve kullanil-
madiginda +4 °C’de saklanmistir. Her iki kiiltiiriin de sant-
rifiij sonrasi elde edilen siipernatantlarinda sekonder meta-
bolizma {iriinii olarak hiicre digina salgiladiklar1 lipaz en-
zimi bulunmaktadir. Tiim deneylerde bu siipernatantlar kul-
lanilmistir. Her deney 3 tekrarhidir.

2.2 Lipaz Aktivitesinin Tayini

Enzim aktivitesinin tayininde pH-stat adli otomatik tit-
rator cihazi kullamlmigtir. pH-stat sistemi, reaksiyon haz-
nesinin pH degerini sabit bir degere ayarlayan otomatik tit-
ratordiir. Reaksiyon haznesi sabit bir degere ayarlanir ve re-
aksiyon siresi belirlenir. Daha sonra titrasyon icin reaksi-
yon haznesine eklenen NaOH nedeniyle pH degisir. Reak-
siyon verimi, ayarlanan pH' tekrar yakalamak i¢in titre edi-
len bazin miktari ile 6l¢iiliir. Emiilsiyon haline getirilmis
triacilgliseroller, reaksiyon haznesinin pH'" ve sicakligi uy-
gun bir pH tamponu (NaOH) ile kontrol edildiginde lipaz
ilave edildikten sonra yag asitlerine hidrolize edilebilir,
boylece sistemin pH't diiser. Lipazin tiim substrati tiikket-
mesi durumunda pH'daki diisiis durur. Otomatik titrasyon
baslar ve tepkime 6ncesi pH yakalanana kadar titrasyon ya-
pilir. Bu islem, ilave edilen lipaz 6rneginin etkisini ortadan
kaldiran standart bir NaOH ¢6zeltisinin hacmini hesaplar.
Lipaz aktivitesi, titre edilmis baz hacmi vasitasiyla tanim-
lanur.

Lipaz lretiminin gézlenmesi i¢in kiiltiirlere ait s1v1 besi or-
tamlarindan her 24 saatte bir 6rnek alinmigtir. Lipaz aktivi-
tesi, sabit sicaklik (30 °C) ve pH’da (7.5) 1 dakikada titre
edilen 0.01 M NaOH miktartyla belirlenmistir. Reaksiyon
Unitesi 45 mL Tris-glisin tamponu [1 mM Tris-glisin (pH
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7.5),0.1 M NaCl ve 5 mM CaCl;], 1.5 mL emulsifiye subst-
rat [distile su icinde %10 tributirin (emulsifiye edilecek tri-
acilglycerol), %1 gum Arabic (emilsifiye edici) ¢ozelti]
icerir. Substrat ¢ozeltisi sonikatér yardimiyla emiilsifiye
edilir ve tampon ¢ozeltiye eklendikten sonra optimum pH
degeri olan 7.5’e ayarlanir. 1 mL 6rnek sisteme eklenir ve
1 dakika sonra NaOH titrasyonu baslatilir. Orneklerin ya da
yag asitlerinin akiimiilasyonunun enzim aktivitesine etki-
sini onlemek amactyla her dlglimde tampon ve substrat ye-
nilenir.

2.3 Hamur Numuneleri

Bu ¢alismada kullanilan kagit hamuru humuneleri:

1. Saf elyaf: %80 uzun elyaf ve %20 kisa elyaf selillozdan
olusur.

2. 1. kalite geri doniisiimli kagit: Ofis kagit ve dokiiman-
larindan olusur, miirekkep ve yapistirict gibi kirlilikler
icerebilir. Bu nedenle miirekkepten arindirma iglemi uygu-
lanmustir.

3. Atik kagit: Bu numunelerin %801 gazete, %20’si oluklu
kartondan olugmaktadir.

4. Geri doniistimlii kagit: Her tiirlii atik kagittan olusur,
kirlilik oram1 en yiiksek numunelerdir. Bazi temizleme
islemlerinden gegirilmistir.

2.4 Sokslet Ekstraksiyonu

Kagit hamuru numuneleri oda sicakliginda kurulduktan
sonra aseton ile 6 saat sokslet ekstraksiyonuna tabi tutul-
mustur. Aseton rotari evaporator ile tamamen ugurulduktan
sonra hamur ekstraklar1 2 mL kloroform iginde ¢6ziindiirii-
liip 5000 dev/dak hizda 5 dak santrifiij edilmistir. Hamur
numuneleri bir¢ok atik bilesik icermektedir, bunlardan kur-
tulmak icin numuneler santrifij edilir ve koyu renkli stiper-
natant atilir ve kloroform ugurulur.

2.5 Asit Degeri Analizi

Asit degeri, 1 g numunedeki serbest yag asidini notralize
etmek icin gerekli mg KOH miktaridir. Enzim uygulamasi
oncesi ve sonrasinda serbest yag asidi miktarinin saptan-
masi i¢in asit degeri analizleri yapilmistir. Numuneler, li-
paz iceren supernatant ilavesinden énce ve sonra analiz
edilmistir. Bu analiz sisteminde, kagit hamuru numuneleri,
stipernatantlarin ilavesiyle 37 “C'de Tris-HCI tamponu (25
mM, pH 7.0) ile 3 saat mantar ve bakteri enzimleri ile in-
kiibe edilmistir. Ayn1 hacim, kontrollere sadece Tris-HCI
tamponunun eklenmesiyle elde edilmistir. Calisma bo-
yunca enzimlerin esit birimleri kullanilmstir. Inkiibasyo-
nun ardindan, numuneler vakumda filtrelenmis ve filtratlar,
hamur numunesi siiziintillerinde bulunan yag asitlerini
ekstrakte edebilen n-hekzan ile muamele edilmistir. Siizii-
len maddenin bir hunide n-hekzan ile hizli bir sekilde ¢al-
kalanmasindan sonra, alt faz atilmis ve {st faz temiz bir si-
seye alinmistir. 5 damla fenol fitalein bu faza ilave edilmis-
tir ve 0.005 N KOH ile titre edilmistir. Asit degeri tiiketilen
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KOH miktariin hesaplanmasiyla tespit edilmistir.

Hesaplama:

Asit degeri, 6rnekteki mg KOH = [(A-B) x N x 56.1]/W

A = titrasyonda kullanilan standart alkalinin mL cinsinden
miktari

B = koriin titrasyonunda kullanilan alkalinin mL cinsinden
miktari

N = standart alkalinin normalitesi

W = 6rnegin gram cinsinden miktari ifade eder.

2.6 Gaz Kromatografi Analizi

Sokslet ekstraksiyonundan sonra tim numuneler hidrofilik
polipropilen membran filtrelerden gegirilmistir. Gaz kro-
matografi analizleri alev iyonizasyon dedektorlii 6890N
network sisteminde yapilmistir (Agilent Technologies,
ABD). Kagit hamuru numuneleri 2 mL kloroformda ¢6ziil-
diikten sonra 0.22 pum filtreden siringa edilmistir (Milli-
pore, ABD). 1 uL filtrat bilegik-silika kapiler kolonda 24
dakika yiiriitiilmiistir (DB-5HT, 15 m x 0.25 mm 1.D., 0.1
um film inceligi; J&W, ABD). Firin sicakligr 100 °C’den
350 °C’ye dakikada 15 °C artigla ¢ikartilmistir. Mobil faz
olarak helyum kullanilmistir. Standartlar (palmitik asit,
stigmasterol, sitosterol, kolesteril oleat ve triheptadeka-
noin; Sigma, Almanya) 0.1 ile 1.0 mg/mL araliginda degi-
sen konsantrasyonlarda kullanilmistir. Her kosulda korelas-
yon katsayist 0.99’dan yiiksektir. Tiim pikler pik alanindan
hesaplanmigtir. Mumlar, sterol esterlerine ait kalibrasyon
egrisi kullanilarak 6l¢llurken, steroid ketonlar sitosterol,
squalen ise stigmasta-3,5-diene ait kalibrasyon egrisi kulla-
nilarak 6l¢tilmiistiir.

3 Bulgular ve Tartisma

3.1 Enzim Aktivitesinin Tayini

Bu ¢aligma kapsaminda, geri doniistiiriilmiis kagit hamur-
larinin zift igerigi fungal ve bakteriyel lipaz ile azaltilacak
sekilde incelenmistir. Zift bilesenlerinin saptanmasi, azal-
tilmas1 ve kontrollerle kiyaslanmasi igin farkli yontemler
uygulanmistir. Kiiltiirler ilk olarak agar iceren kat1 besiye-
rinde tretilmistir. Ardindan her iki kiiltiir de, ekstraseluler
bir enzim olan lipaz {iretimini incelemek i¢in sivi ortamda
yetigtirilmistir. Stv1 kiiltiirler i¢inde lipaz aktivitesinin var-
l1g1, pH-stat ile gosterilmistir. Kiiltiirlerdeki ekstraseliiler li-
paz aktivitesini belirlemek i¢in her 24 saatte bir 6rnek alin-
mustir. Phanerochaete chrysosporium kultlriinde en yik-
sek lipaz aktivitesine 5. giinde (964 U/L) ulasilmstir. Inkii-
basyonun ilk evresinden 3. haftaya kadar lipaz aktivitesi
tespit edilmistir. Bu sonu¢ Wymelenberg ve arkadaglarinin
rapor ettigi sonuclarla paraleldir [20]. Haloarcula hispa-
nica kalturinde ise en yuksek lipaz aktivitesine 24. glinde
ulasilmigtir (2190 U/L). P. chrysosporium, problemli lipo-
filik bilesikler lizerindeki hiicre dis1 ligninolitik 6zgiilliigi
nedeniyle tercih edilmistir, ancak pH-stat sonuglari, H. his-
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panica lipazinin P. chrysosporium lipazina kiyasla daha ak-
tif oldugunu gostermektedir. H. hispanica ekstrem kosul-
lara dayanikli bir mikroorganizma olup yiiksek aktiviteye
sahip termostabil bir lipaz tirettigi rapor edilmistir [19].

3.2 Asit Degeri Analizi

Asit degeri analizi, lipaz etkinligi ile serbest yag asidi arti-
sin1 gostermek igin standart lipid belirleme yontemleriyle
yapilmistir. Bu analiz sisteminde, tiretim hatlarindan 10 g
kagit hamuru 6rnegi alinmis ve asit degerleri mikrobiyal
besiyeri siipernatantlari igeren ve igermeyen (kontrol) grup-
lara gore belirlenmistir. Bu deneyde her deney i¢in kagit
hamuru miktar1 sabit olup kullanilan lipaz igeren siiperna-
tant miktar1 100 U olarak uygulanmustir.

Asit degeri

{mg KOH/g numune)

B

2 3

Kagit hamuru numuneleri

B Kontrol @ P.chrysosporium H.hispanica

Sekil 1. Farkli iiretim hatlarindan alinan 1, 2, 3 ve 4 no.lu
kagit hamuru numunelerinin asit degeri analizi. Sabit mik-
tarda kagit hamuruna (10 g) uygulanan P. chrysosporium
ekstraseliiler lipaz1 (100 U) ile H. hispanica ekstraseliler
lipaz1 (100 U) enzim igermeyen kontrol grubuyla karsilag-
tirmalt olarak incelenmistir.

Asit degeri analizlerinin sonuglari, lipaz igeren fungal ve
arkeal besiyeri slipernatantlarinin eklenmesiyle tiim numu-
nelerdeki asit degerinin arttirdigini gostermektedir. Sekil
1’den anlagilacagi gibi en sorunlu numuneler 1 ve 4 numa-
ralardir. Bu numunelerdeki asit degeri yiikselisi lipofilik bi-
lesiklerdeki yogunluga isaret etmektedir. Bu deneyle en
fazla zift bileseni igeren numunenin 4 no.lu numune oldugu
belirlenmis ve diger calismalarda bu numunenin kullanil-
masina karar verilmistir. Lipaz eklenen numunelerin asit
degeri, enzim igermeyen kontrol grubunun asit degerinden
2-10 kat daha yiiksektir. Ornegin, 4 no.lu numunede kontrol
grubunun asit degeri 0.02 mg/g iken P. chrysosporium ekst-
raseliiler lipaz1 eklendiginde bu deger 0.19 mg/g’a ¢ikmus,
H. hispanica ekstraseliiler lipaz1 ile 0.205 mg/g’a yiiksel-
mistir.

3.3 Kagit Hamuru Kuru Agirhgimin Etkisi

Bu boliimde en sorunlu iiretim hattindan alinan 4 numarali
kagit hamuru numunesi kullanilmistir. Kagit hamuru mik-
tar1 arttirtlarak 10, 20, 30, 40 ve 50 g kuru kagit hamuruna
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sabit miktarda lipaz eklenmistir. Her deneyde kontrol grubu
hari¢ 50 U enzim kullanilmistir. Deneyde sabit miktarda
enzim, artan miktar kagit hamuruna uygulanarak serbest
yag asidindeki artis incelenmistir.
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Sekil 2. Hamur agirliginin asit degerine etkisi. Deneyde ar-
tan miktarda kagit hamuruna (10-50 g), P. chrysosporium
ve H. hispanica ekstraseliiler lipazi enzim miktar1 sabit tu-
tulmak kosuluyla (50 U) kontrol grubuyla karsilastirmali
olarak uygulanmis ve serbest yag asidi artig1 incelenmistir.

Bu deneyde, kullanilan fungal ve arkeal lipazlarin hidroliz
kapasitesi tespit edilmistir. Sonuclar gostermektedir ki, ha-
mur agirhigi 10 gr'dan 50 gr'a ¢iktikca serbest yag asidi mik-
tar1 lipaz varliginda kontrol grubuna oranla yaklasik 10 kat
artmugtir (Sekil 2). Enzim tiirleri karsilastirildiginda arkeal
lipaz ile fungal lipazin asit degeri artigina etkisinin birbirine
yakin oldugu goriilmektedir. Lipazlar 6zgiilliigiinii organiz-
madan organizmaya degistirse de, diagilgliserol ve mono-
acilgliserol ile karsilastirildiginda, ayn: ortam igerisindey-
ken hepsinin tercihen triagilgliserol iizerinden hareket ettigi
bilinmektedir [21]. Hamur agirlig1 arttikga, lipaz ilaveli nu-
munelerin asit degeri artmaktadir. Bu da, hamur numunele-
rinin zift igeriginin hamurun miktariyla orantili bigimde
arttiginm gostermektedir. 50 g hamurun H. hispanica ekstra-
seliiler lipazi ile muamelesinde asit degerindeki diisiis
substrat inhibisyonunu akla getirmektedir. Sonuglar, sabit
miktarda enzim kullanilarak artan miktarda ziftin hidrolizi-
nin gergeklesebilecegini gostermektedir.

3.4 Enzim Miktarmn EtKkisi

Bu deneyde numune miktar1 sabit tutulmus, lipaz miktart
zift hidrolizini test etmek i¢in arttirilmigtir. Deneylerde me-
totta belirtilen kagit hamuru numunelerinden 4 no.lu nu-
mune kullanilmistir. Enzim aktivitesi, kontrol grubu (0
U/L) ile 50, 75, 100 ve 150 U/L olacak bicimde P. chrysos-
porium ve H. hispanica ekstraseliller lipaz1 kullanilarak
kargilagtirtlmistir. Her deneyde 20 g kuru kagit hamuru nu-
munesi kullanilmustir.
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Sekil 3. Artan enzim miktarinin kagit hamuru numunesinin
asit degerine etkisi.

Numune 4, en problemli {iretim hattindan alinan 6rnek olup
kontrolii fungal ve arkeal kaynakli lipazlarin yol agtig1 asit
deger artisinin belirlenmesini saglamigtir. Kontroliin asit
degeri 0.01 mg/g iken enzimatik hidroliz sonucu bu deger
10 kattan fazla yiikselmistir. Enzim tnitesi arttik¢a ortaya
¢ikan serbest yag asidi miktar1 Sekil 3’teki grafikte gorul-
mektedir. Bu sonuglar acikca, fungal ve arkeal kaynakli li-
paz iceren siipernatantlarin ortama eklenmesiyle serbest
yag asidi miktarinda artig oldugunu gdstermistir. Diger so-
nuglarla parallel olarak bu deney sonuglari da, H. hispanica
ve P. chrysosporium lipazi ile muamele edilen numunelerde
lipofilik bilesiklerin hidrolize oldugunu gostermektedir.
Asit degeri analizi sonuglariyla belirlenen ve enzimatik
muamele sonucu elde edilen serbest yag asidi artisi, hem P.
chrysosporium hem de H. hispanica stipernatantlarinin ka-
g1t hamurunda mevcut problemli yag bilesiklerinin hidroli-
zinden sorumlu oldugunu ifade etmektedir.

3.5 Gaz Kromatografi Analizi

Kagit hamuru numunelerindeki lipofilik bilesikler gaz kro-
matografi cihazi ile analiz edilmistir. Gaz kromatografi, 6r-
neklere fungal lipaz ve arkeal lipaz eklendiginde gergekle-
secek serbest yag asidi artigini gostermek icin kullanilmis-
tir. Ayrica, diger zift bilesenlerinin miktarlarindaki degisim
de bu sistemde analiz edilmistir. Gaz kromatografi yon-
temi, 100 - 350 °C arasinda bir sicaklikta 24 dakikalik bir
stireye sabitlenmistir. Kapiler kolonun temizlenmesi i¢in
dedektor sicaklik siiresi 3 dakika ile 10 dakika arasinda de-
gistirilmistir. Palmitik asit, stigmasterol, B-sitosterol, koles-
teril-oleat, triheptadekanoin sirasiyla yag asitleri, mumlar,
steroid hidrokarbonlar, sitosteroller ve sterol esterleri, ste-
roid ketonlar ve triacilgliserollerin kalibrasyonu i¢in kulla-
nilmistir.

4 no.lu numunenin gaz kromatografi analizi, lipaz ilave
edildiginde serbest yag asidi miktar1 artarken steroller, ste-
roid hidrokarbonlar, sitosteroller, steroid ketonlar ve tria-
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(/
cilgliserollerin azaldiginmi géstermistir (Sekil 4). Bu sonug-
lar, tiretilen lipazin kontrol grubuyla karsilastirildiginda
problemli zift bilesiklerinin par¢alanmasinda basarili oldu-
gunu kanitlamigtir.

Lipcfilik Bilesik Miktar (%)

N |

&

U

o+
B
g

M Kontrol B P.chrysosporium H.hispanica

Sekil 4. Numune 4’e ait sorunlu zift bilesiklerini gosteren
gaz kromatografi analizi sonuclart.

4 Sonug

Bu ¢aligmada geri doniistimlii kagit tiretiminde karsilagilan
problemli zift bilesiklerinin hidrolizine ait biyoteknolojik
bir yontem incelenmis ve rapor edilmistir. Deneyler Pha-
nerochaete chrysosporium ve Haloarcula hispanica lipaz-
lariyla tasarlanmig ve sonuglar enzim igermeyen kontrol
grubuyla karsilastirilmali olarak alinmistir. Sonuclar mik-
robiyal enzimlerin etkisini agikca gostermektedir ki kulla-
nilan ekstraseliiler lipazlar numunelerdeki zift bilesikleri ve
yapiskan elementlerin bagarili bi¢imde pargalanmasindan
sorumludur. Bu enzimlerin blyuk 6lcekli dretimi ve sana-
yiye uygulanmasi ileriki ¢alismalarda yapilacaktir.
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