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Özet 
Lipaz, gıda teknolojisi, klinik ve endüstriyel kimya gibi birçok biyoteknolojik alanda yaygın olarak kullanılan 
bir enzimdir. Endüstriyel alanda kullanılan lipazların çoğu funguslardan elde edilir. Bu enzimler ticari olarak 
satılmaya uygun olup saflaştırılır ve immobilize hale getirilir. Ancak tüm bu işlemler ürünün maliyetini 
arttırdığından son ürün haline dönüşen lipaz enzimi oldukça pahalıdır. Kağıt üretiminde karşılaşılan 
problemlerin en önemlilerinden biri odun ekstraktiflerinin kağıt hamuru ve kağıtta kaliteyi düşürmesi ve atık 
sularda toksisite oluşturmasıdır. Bu yapışkan bileşiklerden biyolojik yolla kurtulmak amacıyla lipaz enzimi 
kullanılabilir. Bu çalışmada, çürükçül bir fungus olan Phanerochaete chrysosporium ile bir halofilik arke olan 
Haloarcula hispanica’dan elde edilen ekstraselüler lipazların aktivite tayini yapılmış ve geri dönüşümlü 
karton üretimi proseslerinden alınan kağıt hamuru numunelerine uygulanmıştır. Aseton ekstraksiyonuna tabi 
tutulan kağıt hamuru numunelerine nem analizi yapıldıktan sonra lipaz eklenmiştir. Hidrolizi daha detaylı 
ölçmek amacıyla asit değeri analizi yapılarak serbest yağ asidi miktarını belirlemek amacıyla gaz kromatografi 
uygulanmıştır. Sonuçlar, P. chrysosporium ve H. hispanica’dan düşük maliyetle elde edilen lipaz enzimlerinin 
herhangi bir saflaştırma veya immobilizasyon yapılmaksızın aktivite gösterdiğini ve lipofilik bileşiklerin 
hidrolizinde etkin biçimde kullanılabileceğini göstermiştir.  
Anahtar Kelimeler: Haloarcula hispanica, Kağıt hamuru, Lipaz, Lipofilik bileşiklerin 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 Giriş 
Kağıt ve kağıt hamuru endüstrileri, dünya ekonomisine et-
kileri nedeniyle pek çok ülke için ekonomik açıdan önem-
lidir ve ürünleri dünya çapında tüketilmektedir. Elektronik 
iletişim bile kağıt ürünlerinin önemine ve kullanımına 
gölge düşürememiştir [1]. Her ne kadar geri-dönüşüm yön-
temiyle liflerin tekrar kullanılabilir olması saf elyaf kulla-
nım hızını düşürmüş olsa da, kağıt tüketiminin hızla art-
ması nedeniyle saf elyafların kullanımına devam edilmek-
tedir. İkincil elyaf, kağıt endüstrisinde çok önemli bir ham-
madde kaynağıdır. Birçok önemli kağıt ürünü %100 geri 
dönüşümlü kağıttan yapılır. Yüksek seviyede üretim yapan 
fabrikalar, ürün gamlarına geri dönüşümlü karton veya ka-
ğıt ekleyerek kapasitelerini artırmaya başlamıştır. Bununla 
birlikte, bu hammaddelerin kullanımı çoğunlukla ürün ka-
litesinin düşmesi veya makine işlevlerinin bozulması gibi 
çeşitli sorunları beraberinde getirir [2]. Önceden daha açık 
sistemlerle kısmen çıkarılan kir, zift ve yapışkanlar, geri 
dönüşümle birlikte kağıt üretim sürecinde kalmakta ve dön-
gülere girmektedir. Sonuç olarak, kağıt geri dönüşümünün 
çeşitli avantajları ve potansiyel faydalarına rağmen yapış-
kan bileşiklerin kağıt üretim prosesinin çeşitli aşamalarında 
birikmesi kağıt makinesi için birçok problem oluşturmak-
tadır [3]. Temel olarak, bu değişiklikler, hamurların daha 
düşük lif kalitesi (uzunluk, esneklik) ve daha yüksek drenaj 
direncinden kaynaklanmaktadır. Birincisi, fiberler arası 
bağları ve buna bağlı olarak elyaf mukavemetini etkiler. 
İkincisi, tabaka oluşumunu daha zor hale getirir, kağıt ma-
kinesi çalıştırılabilirliğini azaltır ve kurutuculardaki enerji 
tüketimini artırır [4]. Çeşitli iyileştirme teknikleri, yani al-
kali işlemi, rafine etme / atma işlemleri, katkı maddesi kul-
lanımı veya odun dışı bitki lifi katılması bilinmektedir. Bu-
nunla birlikte, kâğıt direncinde ve kağıt hamuru drenaj be-
cerisinde eşzamanlı artışın sağlanamamasından dolayı, 
kâğıt imalatına sağladıkları avantajlar bazen sınırlıdır [5]. 
Bu tekniklerle karşılaştırıldığında enzimlerin kullanımı 
umut verici bir alternatiftir [6]. 

 
Enzimler, antik dönemlerden beri peynir, ekmek, şarap üre-
timi ve nişasta modifikasyonu gibi birçok imalat prosesinde 
merkezi bir rol oynamaktadır. Mikroorganizmaların, meta-
bolik ürünlerinin ve enzimlerin temel araştırmaların geniş 
bir alanındaki kullanımları ve potansiyel endüstriyel uygu-
lamaları hakkında bilgi 1950'lerden günümüze giderek art-
maktadır. Ancak son 20 yılda, kağıt hamuru ve kağıt en-
düstrisinde ticari olarak mikrobiyal enzimler kullanılmıştır 
[7]. Biyolojik zift giderimi, kağıt ve kağıt hamuru endüst-
risi için geliştirilmiş biyoteknolojik bir yöntemdir. Kağıt 
fabrikalarında odun eksraktiflerinin birikimi, düşük kaliteli 
hamur ve tıkanmalara neden olur ve bu da işlemlerin dur-
durulmasına ve önemli ekonomik kayıplara yol açar, ürün 
kalitesini düşürür ve atık su toksisitesi yaratır. Ağaç ekst-

raktları, diğer adıyla zift başlıca triaçilgliseroller, yağ asit-
leri, reçine asitleri, mumlar, steroller, sterol esterler, mono 
ve diaçilgliserollerden oluşur. Geri dönüşümlü kağıt kulla-
nıldığında, çeşitli yeni lipid bileşikleri örneğin yağ esaslı 
mürekkep, kağıt hamuruna dahil edildiğinden zift sorunları 
artabilir. Problemli zift miktarı, kağıt üretimi sırasında bi-
yolojik ve kimyasal işlemlerle azaltılabilmektedir. Biyolo-
jik zift kontrolünde, problemli adımın azaltılması için fun-
guslar, mikroorganizmalar veya enzimler kullanılmaktadır. 
Bu doğrultuda, zift bileşenlerinin parçalanması için farklı 
enzim türleri ve çeşitli organizmalar seçilebilir. Hamurdan 
önce ekstraktiflerin ortadan kaldırılması için odunun biyo-
lojik olarak muamele edilmesi, zift kontrolü için geleneksel 
yöntemlere bir alternatif olarak önerilmiş ve test edilmiştir 
[8]. Biyoteknoloji, çürükçül fungusların [9] veya enzimle-
rin [10] kullanımına dayalı olarak zift kontrolü için çevreye 
dost ve ekonomik çözümler sunar. Bu amaçla ticarileştiri-
len ürünler lipaz ve benzeri enzimler içermektedir. Kraft pi-
şirme ve klorsuz (hidrojen peroksit ile) ağartma sırasında 
sterollerin ve sterol esterlerin önemli bir yapısal değişikliğe 
uğramadığı tespit edilmiştir. Bunun aksine, klorin dioksit 
ile ağartma, sitosterol ve sitosterol esterleri gibi doymamış 
sterol yapılarını parçalamakta ve sadece stigmastanol gibi 
doymuş olanlar bu ağartma ajanıyla muameleden sonra da 
kalmaktadır [11]. Klorin dioksit, çoğu ahşap ekstraktının 
ana lipofilik bileşiği olan serbest ve esterifiye doymamış 
sterolleri parçalar; ancak bu bileşikler, klorsuz ağartma iş-
leminde hidrojen peroksitle hayatta kalmaktadır [12]. Bun-
dan dolayı, yüksek kaliteli kraft hamurlarının üretiminde 
temel ağartma yöntemi klorsuz ağartma yöntemi ile değiş-
tirildiğinde zift problemleri dramatik biçimde artmıştır. Söz 
konusu problemlerin etkin kontrolü için rasyonel bir strateji 
tasarlamak amacıyla farklı çalışmalar yapılmıştır. Birikinti 
oluşumundan sorumlu olan ekstraktiflerin belirlenmesi ve 
bu sorunlu bileşiklerin ortadan kaldırılması veya kontrol al-
tına alınması için yöntemler araştırılmaktadır. Mekanik ha-
murun enzimatik muamelesinin zift problemlerini çözdüğü 
ve ağartıcı kimyasalların gereksinimlerini azalttığı rapor 
edilmiştir [13]. Bu çalışmalar, kağıt hamuru yapımı ve be-
yazlatma sırasında oluşan zift birikintilerinin ve odun ekst-
raktiflerinin enzimatik analizini içermektedir [9, 14, 15]. 

 
Bu çalışmada söz konusu problem, doğal olarak zift bile-
şiklerini parçalayan çürükçül bir fungus ve termostabil li-
paz üreten bir arkebakteri kullanılarak çözülmeye çalışıl-
mıştır. Lipaz üretiminde önde gelen canlılardan Phaneroc-
haete chrysosporium ve Haloarcula hispanica'nın zift bo-
zunmasında başarıyla uygulanabileceği hedeflenmiştir. Bu 
çalışmanın amacı, geri dönüşümlü kağıtta bulunan zift bi-
leşenlerini analiz ederek uygun bir bozunma metodu geliş-
tirmektir. 
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2 Materyal ve Metod 
2.1 Fungal ve Arkeal Büyütme Koşulları 
Beyaz çürükçül bir fungus olan Phanerochaete chrysospo-
rium (ATCC 20696) 2.6 g/L (NH4)2SO4, 2.2 g/L 2,2 dime-
tilsüksinik asit, 1.1 g/L KH2PO4 ve mikronütrientler 0.5 g/L 
MgSO4.7H2O, 0.01 g/L FeSO4.7H2O, 0.005 g/L 
MnSO4.H2O, 0.074 g/L CaCl2.2H2O, 0.001 g/L COCl2, 0.1 
g/L tiamin içeren sıvı besiyerinde 37 ˚C 80 dev/dak inkübe 
edilmiştir [16]. Lipaz sentezini indüklemek amacıyla besin 
ortamına ayrıca %1’lik zeytinyağı ilave edilmiştir [17]. Log 
fazındaki kültürler 10.000 dev/dak, 4 ˚C’de santrifüj edile-
rek süpernatantları toplanmıştır (Sigma, Almanya).  

 
Halofilik bir arke olan Haloarcula hispanica (ATCC 
33960) ise 180 g/L NaCl, 20 g/L MgSO4.7H2O, 5 g/L maya 
özütü, 3 g/L C6H5Na3O7.2H2O ve 2 g/L KCl içeren sıvı be-
siyerinde üretilmiştir [18]. Lipaz sentezini indüklemek 
amacıyla besin ortamına ayrıca %1’lik ceviz yağı ilave 
edilmiştir [19]. Kültürler 40 ˚C 100 dev/dak inkübe edil-
miştir. Bakteriyel üreme spektrofotometrik olarak 600 
nm’de optik yoğunluk ölçülerek belirlenmiştir (Scinco S-
3100, Seul, Kore). Kültürler geç durağan fazda 10.000 
dev/dak, 4 ˚C’de santrifüj edilerek toplanmış ve kullanıl-
madığında +4 ˚C’de saklanmıştır. Her iki kültürün de sant-
rifüj sonrası elde edilen süpernatantlarında sekonder meta-
bolizma ürünü olarak hücre dışına salgıladıkları lipaz en-
zimi bulunmaktadır. Tüm deneylerde bu süpernatantlar kul-
lanılmıştır. Her deney 3 tekrarlıdır.  

 
2.2 Lipaz Aktivitesinin Tayini 

Enzim aktivitesinin tayininde pH-stat adlı otomatik tit-
ratör cihazı kullanılmıştır. pH-stat sistemi, reaksiyon haz-
nesinin pH değerini sabit bir değere ayarlayan otomatik tit-
ratördür. Reaksiyon haznesi sabit bir değere ayarlanır ve re-
aksiyon süresi belirlenir. Daha sonra titrasyon için reaksi-
yon haznesine eklenen NaOH nedeniyle pH değişir. Reak-
siyon verimi, ayarlanan pH'ı tekrar yakalamak için titre edi-
len bazın miktarı ile ölçülür. Emülsiyon haline getirilmiş 
triaçilgliseroller, reaksiyon haznesinin pH'ı ve sıcaklığı uy-
gun bir pH tamponu (NaOH) ile kontrol edildiğinde lipaz 
ilave edildikten sonra yağ asitlerine hidrolize edilebilir, 
böylece sistemin pH'ı düşer. Lipazın tüm substratı tüket-
mesi durumunda pH'daki düşüş durur. Otomatik titrasyon 
başlar ve tepkime öncesi pH yakalanana kadar titrasyon ya-
pılır. Bu işlem, ilave edilen lipaz örneğinin etkisini ortadan 
kaldıran standart bir NaOH çözeltisinin hacmini hesaplar. 
Lipaz aktivitesi, titre edilmiş baz hacmi vasıtasıyla tanım-
lanır. 

 
Lipaz üretiminin gözlenmesi için kültürlere ait sıvı besi or-
tamlarından her 24 saatte bir örnek alınmıştır. Lipaz aktivi-
tesi, sabit sıcaklık (30 ˚C) ve pH’da (7.5) 1 dakikada titre 
edilen 0.01 M NaOH miktarıyla belirlenmiştir. Reaksiyon 
ünitesi 45 mL Tris-glisin tamponu [1 mM Tris-glisin (pH 

7.5), 0.1 M NaCl ve 5 mM CaCl2], 1.5 mL emülsifiye subst-
rat [distile su içinde %10 tributirin (emülsifiye edilecek tri-
açilglycerol), %1 gum Arabic (emülsifiye edici) çözelti] 
içerir. Substrat çözeltisi sonikatör yardımıyla emülsifiye 
edilir ve tampon çözeltiye eklendikten sonra optimum pH 
değeri olan 7.5’e ayarlanır. 1 mL örnek sisteme eklenir ve 
1 dakika sonra NaOH titrasyonu başlatılır. Örneklerin ya da 
yağ asitlerinin akümülasyonunun enzim aktivitesine etki-
sini önlemek amacıyla her ölçümde tampon ve substrat ye-
nilenir. 
 
2.3 Hamur Numuneleri 
Bu çalışmada kullanılan kağıt hamuru numuneleri:  
1. Saf elyaf: %80 uzun elyaf ve %20 kısa elyaf selülozdan 
oluşur. 
2. 1. kalite geri dönüşümlü kağıt: Ofis kağıt ve doküman-
larından oluşur, mürekkep ve yapıştırıcı gibi kirlilikler 
içerebilir. Bu nedenle mürekkepten arındırma işlemi uygu-
lanmıştır. 
3. Atık kağıt: Bu numunelerin %80’i gazete, %20’si oluklu 
kartondan oluşmaktadır. 
4. Geri dönüşümlü kağıt: Her türlü atık kağıttan oluşur, 
kirlilik oranı en yüksek numunelerdir. Bazı temizleme 
işlemlerinden geçirilmiştir. 
 
2.4 Sokslet Ekstraksiyonu 
Kağıt hamuru numuneleri oda sıcaklığında kurulduktan 
sonra aseton ile 6 saat sokslet ekstraksiyonuna tabi tutul-
muştur. Aseton rotari evaporatör ile tamamen uçurulduktan 
sonra hamur ekstrakları 2 mL kloroform içinde çözündürü-
lüp 5000 dev/dak hızda 5 dak santrifüj edilmiştir. Hamur 
numuneleri birçok atık bileşik içermektedir, bunlardan kur-
tulmak için numuneler santrifüj edilir ve koyu renkli süper-
natant atılır ve kloroform uçurulur. 
 
2.5 Asit Değeri Analizi 
Asit değeri, 1 g numunedeki serbest yağ asidini nötralize 
etmek için gerekli mg KOH miktarıdır. Enzim uygulaması 
öncesi ve sonrasında serbest yağ asidi miktarının saptan-
ması için asit değeri analizleri yapılmıştır. Numuneler, li-
paz içeren süpernatant ilavesinden önce ve sonra analiz 
edilmiştir. Bu analiz sisteminde, kağıt hamuru numuneleri, 
süpernatantların ilavesiyle 37 ˚C'de Tris-HCl tamponu (25 
mM, pH 7.0) ile 3 saat mantar ve bakteri enzimleri ile in-
kübe edilmiştir. Aynı hacim, kontrollere sadece Tris-HCl 
tamponunun eklenmesiyle elde edilmiştir. Çalışma bo-
yunca enzimlerin eşit birimleri kullanılmıştır. İnkübasyo-
nun ardından, numuneler vakumda filtrelenmiş ve filtratlar, 
hamur numunesi süzüntülerinde bulunan yağ asitlerini 
ekstrakte edebilen n-hekzan ile muamele edilmiştir. Süzü-
len maddenin bir hunide n-hekzan ile hızlı bir şekilde çal-
kalanmasından sonra, alt faz atılmış ve üst faz temiz bir şi-
şeye alınmıştır. 5 damla fenol fitalein bu faza ilave edilmiş-
tir ve 0.005 N KOH ile titre edilmiştir. Asit değeri tüketilen 
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KOH miktarının hesaplanmasıyla tespit edilmiştir. 
 
Hesaplama:  
Asit değeri, örnekteki mg KOH = [(A-B) x N x 56.1]/W  
A = titrasyonda kullanılan standart alkalinin mL cinsinden 
miktarı  
B = körün titrasyonunda kullanılan alkalinin mL cinsinden 
miktarı 
N = standart alkalinin normalitesi  
W = örneğin gram cinsinden miktarı ifade eder. 
 
2.6 Gaz Kromatografi Analizi 
Sokslet ekstraksiyonundan sonra tüm numuneler hidrofilik 
polipropilen membran filtrelerden geçirilmiştir. Gaz kro-
matografi analizleri alev iyonizasyon dedektörlü 6890N 
network sisteminde yapılmıştır (Agilent Technologies, 
ABD). Kağıt hamuru numuneleri 2 mL kloroformda çözül-
dükten sonra 0.22 µm filtreden şırınga edilmiştir (Milli-
pore, ABD). 1 μL filtrat bileşik-silika kapiler kolonda 24 
dakika yürütülmüştür (DB-5HT, 15 m x 0.25 mm I.D., 0.1 
μm film inceliği; J&W, ABD). Fırın sıcaklığı 100 ˚C’den 
350 ˚C’ye dakikada 15 ˚C artışla çıkartılmıştır. Mobil faz 
olarak helyum kullanılmıştır. Standartlar (palmitik asit, 
stigmasterol, sitosterol, kolesteril oleat ve triheptadeka-
noin; Sigma, Almanya) 0.1 ile 1.0 mg/mL aralığında deği-
şen konsantrasyonlarda kullanılmıştır. Her koşulda korelas-
yon katsayısı 0.99’dan yüksektir. Tüm pikler pik alanından 
hesaplanmıştır. Mumlar, sterol esterlerine ait kalibrasyon 
eğrisi kullanılarak ölçülürken, steroid ketonlar sitosterol, 
squalen ise stigmasta-3,5-diene ait kalibrasyon eğrisi kulla-
nılarak ölçülmüştür. 
 
3 Bulgular ve Tartışma 
3.1 Enzim Aktivitesinin Tayini 
Bu çalışma kapsamında, geri dönüştürülmüş kağıt hamur-
larının zift içeriği fungal ve bakteriyel lipaz ile azaltılacak 
şekilde incelenmiştir. Zift bileşenlerinin saptanması, azal-
tılması ve kontrollerle kıyaslanması için farklı yöntemler 
uygulanmıştır. Kültürler ilk olarak agar içeren katı besiye-
rinde üretilmiştir. Ardından her iki kültür de, ekstraselüler 
bir enzim olan lipaz üretimini incelemek için sıvı ortamda 
yetiştirilmiştir. Sıvı kültürler içinde lipaz aktivitesinin var-
lığı, pH-stat ile gösterilmiştir. Kültürlerdeki ekstraselüler li-
paz aktivitesini belirlemek için her 24 saatte bir örnek alın-
mıştır. Phanerochaete chrysosporium kültüründe en yük-
sek lipaz aktivitesine 5. günde (964 U/L) ulaşılmıştır. İnkü-
basyonun ilk evresinden 3. haftaya kadar lipaz aktivitesi 
tespit edilmiştir. Bu sonuç Wymelenberg ve arkadaşlarının 
rapor ettiği sonuçlarla paraleldir [20]. Haloarcula hispa-
nica kültüründe ise en yüksek lipaz aktivitesine 24. günde 
ulaşılmıştır (2190 U/L). P. chrysosporium, problemli lipo-
filik bileşikler üzerindeki hücre dışı ligninolitik özgüllüğü 
nedeniyle tercih edilmiştir, ancak pH-stat sonuçları, H. his-

panica lipazının P. chrysosporium lipazına kıyasla daha ak-
tif olduğunu göstermektedir. H. hispanica ekstrem koşul-
lara dayanıklı bir mikroorganizma olup yüksek aktiviteye 
sahip termostabil bir lipaz ürettiği rapor edilmiştir [19].  

 
3.2 Asit Değeri Analizi 
Asit değeri analizi, lipaz etkinliği ile serbest yağ asidi artı-
şını göstermek için standart lipid belirleme yöntemleriyle 
yapılmıştır. Bu analiz sisteminde, üretim hatlarından 10 g 
kağıt hamuru örneği alınmış ve asit değerleri mikrobiyal 
besiyeri süpernatantları içeren ve içermeyen (kontrol) grup-
lara göre belirlenmiştir. Bu deneyde her deney için kağıt 
hamuru miktarı sabit olup kullanılan lipaz içeren süperna-
tant miktarı 100 U olarak uygulanmıştır. 
 

 
Şekil 1. Farklı üretim hatlarından alınan 1, 2, 3 ve 4 no.lu 
kağıt hamuru numunelerinin asit değeri analizi. Sabit mik-
tarda kağıt hamuruna (10 g) uygulanan P. chrysosporium 
ekstraselüler lipazı (100 U) ile H. hispanica ekstraselüler 
lipazı (100 U) enzim içermeyen kontrol grubuyla karşılaş-
tırmalı olarak incelenmiştir. 
 
Asit değeri analizlerinin sonuçları, lipaz içeren fungal ve 
arkeal besiyeri süpernatantlarının eklenmesiyle tüm numu-
nelerdeki asit değerinin arttırdığını göstermektedir. Şekil 
1’den anlaşılacağı gibi en sorunlu numuneler 1 ve 4 numa-
ralardır. Bu numunelerdeki asit değeri yükselişi lipofilik bi-
leşiklerdeki yoğunluğa işaret etmektedir. Bu deneyle en 
fazla zift bileşeni içeren numunenin 4 no.lu numune olduğu 
belirlenmiş ve diğer çalışmalarda bu numunenin kullanıl-
masına karar verilmiştir. Lipaz eklenen numunelerin asit 
değeri, enzim içermeyen kontrol grubunun asit değerinden 
2-10 kat daha yüksektir. Örneğin, 4 no.lu numunede kontrol 
grubunun asit değeri 0.02 mg/g iken P. chrysosporium ekst-
raselüler lipazı eklendiğinde bu değer 0.19 mg/g’a çıkmış, 
H. hispanica ekstraselüler lipazı ile 0.205 mg/g’a yüksel-
miştir.  
 
3.3 Kağıt Hamuru Kuru Ağırlığının Etkisi 
Bu bölümde en sorunlu üretim hattından alınan 4 numaralı 
kağıt hamuru numunesi kullanılmıştır. Kağıt hamuru mik-
tarı arttırılarak 10, 20, 30, 40 ve 50 g kuru kağıt hamuruna 
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sabit miktarda lipaz eklenmiştir. Her deneyde kontrol grubu 
hariç 50 U enzim kullanılmıştır. Deneyde sabit miktarda 
enzim, artan miktar kağıt hamuruna uygulanarak serbest 
yağ asidindeki artış incelenmiştir. 
 

 
Şekil 2. Hamur ağırlığının asit değerine etkisi. Deneyde ar-
tan miktarda kağıt hamuruna (10-50 g), P. chrysosporium 
ve H. hispanica ekstraselüler lipazı enzim miktarı sabit tu-
tulmak koşuluyla (50 U)  kontrol grubuyla karşılaştırmalı 
olarak uygulanmış ve serbest yağ asidi artışı incelenmiştir. 
 
Bu deneyde, kullanılan fungal ve arkeal lipazların hidroliz 
kapasitesi tespit edilmiştir. Sonuçlar göstermektedir ki, ha-
mur ağırlığı 10 gr'dan 50 gr'a çıktıkça serbest yağ asidi mik-
tarı lipaz varlığında kontrol grubuna oranla yaklaşık 10 kat 
artmıştır (Şekil 2). Enzim türleri karşılaştırıldığında arkeal 
lipaz ile fungal lipazın asit değeri artışına etkisinin birbirine 
yakın olduğu görülmektedir. Lipazlar özgüllüğünü organiz-
madan organizmaya değiştirse de, diaçilgliserol ve mono-
açilgliserol ile karşılaştırıldığında, aynı ortam içerisindey-
ken hepsinin tercihen triaçilgliserol üzerinden hareket ettiği 
bilinmektedir [21]. Hamur ağırlığı arttıkça, lipaz ilaveli nu-
munelerin asit değeri artmaktadır. Bu da, hamur numunele-
rinin zift içeriğinin hamurun miktarıyla orantılı biçimde 
arttığını göstermektedir. 50 g hamurun H. hispanica ekstra-
selüler lipazı ile muamelesinde asit değerindeki düşüş 
substrat inhibisyonunu akla getirmektedir. Sonuçlar, sabit 
miktarda enzim kullanılarak artan miktarda ziftin hidrolizi-
nin gerçekleşebileceğini göstermektedir. 
 
3.4 Enzim Miktarının Etkisi 
Bu deneyde numune miktarı sabit tutulmuş, lipaz miktarı 
zift hidrolizini test etmek için arttırılmıştır. Deneylerde me-
totta belirtilen kağıt hamuru numunelerinden 4 no.lu nu-
mune kullanılmıştır. Enzim aktivitesi, kontrol grubu (0 
U/L) ile 50, 75, 100 ve 150 U/L olacak biçimde P. chrysos-
porium ve H. hispanica ekstraselüler lipazı kullanılarak 
karşılaştırılmıştır. Her deneyde 20 g kuru kağıt hamuru nu-
munesi kullanılmıştır. 

 
Şekil 3. Artan enzim miktarının kağıt hamuru numunesinin 
asit değerine etkisi. 
 
Numune 4, en problemli üretim hattından alınan örnek olup 
kontrolü fungal ve arkeal kaynaklı lipazların yol açtığı asit 
değer artışının belirlenmesini sağlamıştır. Kontrolün asit 
değeri 0.01 mg/g iken enzimatik hidroliz sonucu bu değer 
10 kattan fazla yükselmiştir. Enzim ünitesi arttıkça ortaya 
çıkan serbest yağ asidi miktarı Şekil 3’teki grafikte görül-
mektedir. Bu sonuçlar açıkça, fungal ve arkeal kaynaklı li-
paz içeren süpernatantların ortama eklenmesiyle serbest 
yağ asidi miktarında artış olduğunu göstermiştir. Diğer so-
nuçlarla parallel olarak bu deney sonuçları da, H. hispanica 
ve P. chrysosporium lipazı ile muamele edilen numunelerde 
lipofilik bileşiklerin hidrolize olduğunu göstermektedir. 
Asit değeri analizi sonuçlarıyla belirlenen ve enzimatik 
muamele sonucu elde edilen serbest yağ asidi artışı, hem P. 
chrysosporium hem de H. hispanica süpernatantlarının ka-
ğıt hamurunda mevcut problemli yağ bileşiklerinin hidroli-
zinden sorumlu olduğunu ifade etmektedir. 
 
3.5 Gaz Kromatografi Analizi 
Kağıt hamuru numunelerindeki lipofilik bileşikler gaz kro-
matografi cihazı ile analiz edilmiştir. Gaz kromatografi, ör-
neklere fungal lipaz ve arkeal lipaz eklendiğinde gerçekle-
şecek serbest yağ asidi artışını göstermek için kullanılmış-
tır. Ayrıca, diğer zift bileşenlerinin miktarlarındaki değişim 
de bu sistemde analiz edilmiştir. Gaz kromatografi yön-
temi, 100 - 350 ˚C arasında bir sıcaklıkta 24 dakikalık bir 
süreye sabitlenmiştir. Kapiler kolonun temizlenmesi için 
dedektör sıcaklık süresi 3 dakika ile 10 dakika arasında de-
ğiştirilmiştir. Palmitik asit, stigmasterol, β-sitosterol, koles-
teril-oleat, triheptadekanoin sırasıyla yağ asitleri, mumlar, 
steroid hidrokarbonlar, sitosteroller ve sterol esterleri, ste-
roid ketonlar ve triaçilgliserollerin kalibrasyonu için kulla-
nılmıştır.  
 
4 no.lu numunenin gaz kromatografi analizi, lipaz ilave 
edildiğinde serbest yağ asidi miktarı artarken steroller, ste-
roid hidrokarbonlar, sitosteroller, steroid ketonlar ve tria-
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çilgliserollerin azaldığını göstermiştir (Şekil 4). Bu sonuç-
lar, üretilen lipazın kontrol grubuyla karşılaştırıldığında 
problemli zift bileşiklerinin parçalanmasında başarılı oldu-
ğunu kanıtlamıştır. 
 

 
Şekil 4. Numune 4’e ait sorunlu zift bileşiklerini gösteren 
gaz kromatografi analizi sonuçları. 
 
4 Sonuç  
Bu çalışmada geri dönüşümlü kağıt üretiminde karşılaşılan 
problemli zift bileşiklerinin hidrolizine ait biyoteknolojik 
bir yöntem incelenmiş ve rapor edilmiştir. Deneyler Pha-
nerochaete chrysosporium ve Haloarcula hispanica lipaz-
larıyla tasarlanmış ve sonuçlar enzim içermeyen kontrol 
grubuyla karşılaştırılmalı olarak alınmıştır. Sonuçlar mik-
robiyal enzimlerin etkisini açıkca göstermektedir ki kulla-
nılan ekstraselüler lipazlar numunelerdeki zift bileşikleri ve 
yapışkan elementlerin başarılı biçimde parçalanmasından 
sorumludur. Bu enzimlerin büyük ölçekli üretimi ve sana-
yiye uygulanması ileriki çalışmalarda yapılacaktır. 
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