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Doktora Tezi
OZET

BAKTERIYEL KAYNAKLI LIGNINOLITIK UC ENZIMIN ES ZAMANLI VE
FUZYON OLARAK URETIMI VE KAGIT AGARTILMASINA ETKIiSi

Aysegiil OZER

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsu
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Sabriye CANAKCI
2018, 113 Sayfa, 4 Ek Sayfa

Bu ¢alismada bakteriyel kaynakli ligninolitik enzimler olan KpnGST, BmgLac ve
RjoLip genleri flizyon ve operon diizeni olusturacak sekilde klonlanarak ifade edildi ve
biyokimyasal O6zellikleri belirlendi ve kizilgam kraft ve atik kagit hamurlari iizerinde
optimize edildi. Optimize edilen enzimlerin tekli, ikili, Giglii ve flizyon protein formlarinda
her iki kagit hamurunda agartma dizinleri gerceklestirilerek elde edilen kagitlarin fiziksel
ve optik 6zellikleri belirlendi. Kizilgam hamuruna uygulanan TCF agartma dizini sonunda
delignifikasyon derecesi flizyon proteininde %68,11’den %76,62°ye, ig¢li enzim
kombinasyonunda %69,75’den %79,18’e yiikseldigi tespit edildi. Atik kagit hamuruna
yapilan TCF agartma dizini sonucunda delignifikasyon derecesi flizyon proteininde
%61,88’den %73,69’a, iiclii enzim kombinasyonunda %60,89’dan %74,65e yiikseldigi
tespit edildi. Ligninolitik enzimlerle muamele edilen kizilgam hamurlarindan elde edilen
kagitlarin ISO parlaklik degerlerinde flizyon ve ii¢lii enzim kombinasyonu i¢in sirasiyla
%20,21 ve %22, atik kagit hamurlarindan elde edilen kagitlarin ISO parlaklik degerlerinde
ise flizyon ve li¢lii enzim kombinasyonu igin sirasityla %15,2 ve %16,66 oraninda artis

meydana geldigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler : Agartma dizini, Fiizyon, Gen Ifadesi, Kappa numaras1
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PhD Thesis
SUMMARY

OVEREXPRESSION OF THREE BACTERIAL LIGNINOLYTIC ENZYMES AS
SIMULTANEOUSLY AND IN A FUSION FORM AND EFFECT OF PAPER
BLEACHING

Aysegiil OZER

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Sabriye CANAKCI
2018, 113 Pages, 4 Appendix Page

In this study, the genes encoding for KpnGST, BmgLac and RjoLip, which are
bacterial ligninolytic enzymes, were cloned in both fusion and operon form, expressed and
biochemical properties of the enzymes were determined and have been optimized over pine
kraft and waste paper pulps. Enzymes were treated with pine kraft and waste paper pulps
in single, double and triple combination. The bleaching sequences of pulps were carried out
and physical and optical properties of pulps were determined. TCF bleaching sequnce of
pine kraft pulp analyses were resulted as the delignification rate is increased from 68.11%
to 76.62%, 69.75% to 79.18% for fusion form, triple enzyme combination, respectively.
TCF bleaching sequnce of waste paper pulp analyses have showed that the delignification
rate is increased from 61.88% to 73.69%, 60.89% to 74.65% for fusion form, triple
enzyme combination, respectively. The 1SO brightness value of the enzymes treated with
pine kraft pulps were increased as 20.21% and 22% for fusion form and triple enzyme
combination respectively. In the same way, the ISO brightness value of the enzymes
treated with waste paper pulps were increased as 15.2% and 16.66% for fusion form and

triple enzyme combination respectively.

Key Words: Bleaching sequence, Expression, Fusion, Kappa number
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Kagit ve kagit hamuru endiistrisi, diinyanin en biiyiik endiistrilerinden biridir ve bu
alanda Amerika, Kanada, Finlandiya, Isve¢ ve Japonya gibi iilkeler lider durumdadur.
Avustralya, Yeni Zelanda ve Latin Amerika’da da kagit ve kagit hamuru endiistrisi 6nemli
Olclide geligmistir. Ayrica oniimiizdeki birka¢ yil icinde hem Cin hem de Hindistan’in
sektor bliyiimesinde anahtar rol oynamasi beklenmektedir (Bajpai, 2012).

Diinya’daki kagit tiretimi yaklasik olarak 380 milyon tonu bulmaktadir. Cin’deki
sanayinin hizli gelismesi sayesinde Asya’da biiylime ¢ok hizlidir. Asya, diinya kagit ve
karton tretiminin yaklasik iicte birinden fazlasimi olusturmaktadir. Kagit ve karton
tilkketimi ise gilin gectikce artmaktadir. Kagit tiikketim oranlari iilkeden iilkeye 6nemli dlgiide
degisiklik gostermektedir. Ortalama olarak bir kisi yilda 60 kg kagit tiiketirken bu rakam
Amerika i¢in 300 kg’a ¢ikmakta, Afrika icin ise 7 kg’a kadar diismektedir (Bajpai, 2012).

Kagit ve kagit hamuru endiistrisi bir {lilkenin ekonomik biiylimesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Sermaye anlaminda yogun olmakla birlikte, kapasite asimindan da
periyodik olarak etkilenmektedir. Geleneksel olarak, fazla enerji ve kimyasal madde
tiketimi nedeniyle ¢evre kirliligine biiyilk oranda neden olan bir alan olarak
tanimlanmaktadir.

Kagit ve kagit hamuru endiistrisi tiiketici standartlarinin yliksek olmasi ve rekabetci
iiretim agisindan zor zamanlar gegirmektedir. Maliyet diisiiriicii baskilar, sirketlerin
birlesme ve devralmalar yoluyla konsolidasyonuna neden olmaktadir. Bir¢ok arastirma ve
gelistirme laboratuvari kiigiiltiillmekte, kapatilmakta veya kisa vadeli nesnelere ve firsatlara
yonlendirilmektedir; kiiresellesme, ¢evresel kaygilar ve rekabet dahil olmak tizere karlilik
digsal faktorler tarafindan siirlandirilmaktadir. Orman kaynaklarini daha verimli sekilde
ve daha az gevresel sorunla kullanabilmek i¢in yeni yollar bulmaya ihtiya¢ vardir.
Yenilenebilir kaynaklarin stirdiiriilebilir kullanimina dayali yeni teknolojiler, kagit ve kagit
hamuru endiistrisinin genglestirilmesi ve biiylimesi i¢in umut vaat etmektedir.

Biyoteknoloji, kagit ve kagit hamurunun hammaddelerinin kalitesini ve tedarikini
artirma, liretim maliyetlerini azaltma, yiiksek degerli yeni trlinler yaratma potansiyeline
sahiptir (Anon, 2004; Mansfield ve Esteghlalian, 2003; Ojanpera, 2004; Viikari vd., 2009).



Biyoteknoloji, pratik veya ticari amaglar i¢in biyolojik organizma, sistem veya siireclerin
kullanim1 olarak tanimlanmaktadir. Bu genis anlamda, biyoteknoloji, son yillarda, genetik
transfer ve DNA manipiilasyonu teknikleri (genetik miihendisligi gibi) ile giderek daha
fazla tanimlanmasina ragmen, fermantasyon, immobilize hiicre ve enzim teknolojisi, hiicre
ve doku kiiltiirii ve monoklonal antikor teknikleri dahil olmak iizere ¢esitli aktiviteleri
kapsamaktadir. Biyoteknolojinin ¢ekiciligi, biyolojik olmayan siireglerin pratik olmadig:
siirecler ya da triinler saglama, tepkimelerin 6zgiilliiglinli artirma, ¢evresel agidan daha az
zararl siiregler saglama, enerji tasarrufu saglama ve maliyeti diisiirme gibi nedenlerden
ileri gelmektedir. Orman temelli endiistrilerdeki ham maddeler odun ve bilesenleridir. Bu
endiistrilerde biyoteknolojinin kullanilmasina yonelik olasiliklar, doganin en Onemli
biyolojik islemlerinden olan lignoseliilozik malzemelerin CO2, su ve hiimik maddelere
parcalanma islemleridir.

Kagit endiistrisinde biyoteknoloji olduk¢a uzun bir siiredir kullanilmaktadir (Bajpal,
2006). Biyoteknoloji, atik su aritma sistemlerinde askidaki kati maddelerin giderilmesi,
stilfit sivilarinin fermente edilmesi ve kagit boyutlandirma icin nisasta hazirlanmasi gibi
islemlerde endiistrinin bir pargasi haline gelmistir. Hatta kagit makinelerindeki ¢okelti ve
tortularin kontrolii bile biyoteknolojinin bir yonii olarak diistiniilebilir. Bununla birlikte,
biyoteknologlar, son birkag¢ yil iginde kagit ve kagit hamuru endiistrisinde mikroorganizma
ve enzim uygulamasina yonelik bir arayis icine girmislerdir. Biyoteknoloji alanindaki bu
biiytime; (i) enzimler ile kagit ve kagit hamuru islenmesinde kullanilan bilesenler
arasindaki etkilesimlerin daha iyi anlasilmasi (ii) endiistrinin ¢evresel olarak zararh
olmayan teknolojiyi benimsemesi i¢in artan bir ihtiyag (iii) ilgili enzimler i¢in uygun
maliyetli teknolojinin gelistirilmesi, gibi sebeplerden otiirli giderek koriiklenmektedir
(Bajpai, 2012).

Daha az yogun geleneksel yontem ile birlikte i¢ ige olarak kullanilan uygun biyolojik
sistemler, hali hazirda yapilan islemlerdeki birgok problemin ¢oziilmesine yardimci
olabilir. Endiistri, ¢evresel endiselere cevap olarak, hamuru agartma sirasinda olusabilen
klorlu aromatik yan iiriinleri bilyiik 6l¢iide azaltmistir. Mikrobiyal enzimlerin kullanimina
dayanan bir teknoloji, baski ve yazma kagitlarinin iiretiminde klor ihtiyacini azaltarak ve
hatta ortadan kaldirarak bu hedefe ulasmaya yardimci olmustur (Bajpai, 2009; Viikari vd.,
2002). Enzimler, baska yollarla da ¢evresel hedefleri karsilamaya yardimci olmuslardir.
Enzimler, miirekkep gidermeyle ilgili maliyetleri azaltarak, lifleri geri doniistiirebilme

kapasitesini arttirmis ve bdylece odun kaynaklarina olan talebi azaltmistir. Enzimler, geri



doniisiim akisindaki kirletici maddelerin de giderilmesine yardimci olur. Kisacasi enzimler,
mevcut slirece miidahale etmeden kimyasal kullanimini azaltmaya yardimci olur. Bu
teknoloji, hem TCF (Totally Chlorine Free-Tamamen Klorsuz) hem de ECF (Elemental
Chlorine Free-Temel Klorsuz) islemlerinde agartma hizini arttirmistir.

Ticarilesmis biyoteknolojik uygulamalarin cogu endiistriyel olarak iiretilen enzimlere
dayanmaktadir (Paice ve Zhang, 2005). Enzimler, tiim canlilardaki kimyasal reaksiyonlari
yonlendiren katalizorlerdir ve asagidaki 6zelliklere sahiplerdir:

— Cok kii¢iik miktarlarda etkilidirler. Birka¢ enzim molekiilii, saniyede binlerce
reaksiyonu katalize edebilir.

— Reaksiyonda degismez ve tiiketilmezler.

— Reaksiyondaki aktivasyon enerjisini yiikselterek reaksiyon hizini arttirirlar.

— Reaksiyona 6zgiildiirler.

— Aktif olduklar1 belirli bir sicaklik ve pH aralig1 vardir.

Enzimlerin kagit ve kagit hamuru endiistrisinde kullanimindaki temel amag, seliiloz-
lignin liflerini diger bilesenlerden Ozellikle de ligninden ayirmak olmakla birlikte
enzimlerin kullanimi, kagit hamuru tiretiminde, kabuk soymada, liflerin modifikasyonunda
ve agartma islemlerinde de artan bir Ol¢lide kullanilmaktadir. Yapilan calismalarin
sonucunda kagit hamurunun agartilmasinda oOncelikle enzimler ile muamele edilmesi
durumunda istenilen parlakligin elde edilmesi i¢in kullanilacak olan kimyasal miktarinin
oldukca diistiigli ortaya ¢ikarilmastir.

Kagit ve kagit hamuru endiistrisinde saflagtirmaya gerek kalmadan kullanilabilen, hig
selilaz  Uretimi olmadan diisik molekiiler agirlikta enzim {iretebilen yeni
mikroorganizmalarin bulunmasi énemlidir (Bakir, 2007). Hamurun enzimlerle muamelesi
lif kalitesinin artirilmast ve fiyatin diisiiriilmesinin yani sira yerli kaynaktan bir enzimin

kullaniminin disa bagimlilig1 azaltacak olmasi endiistriyel alanda umut vaadetmektedir.

1.2. Tiirkiye’de Kagit ve Kagit Hamuru Endiistrisi

Diinyada en c¢ok kagit tiikketiminin oldugu iilke Cin’dir. 2013 yili verilerine
bakildiginda Cin yaklasik 89 milyon ton kagit tiiketmistir. Cin’den sonra ikinci sirada 68,8
milyon ton ile Amerika yer almaktadir. Son yillarin verileri incelendiginde Amerika

pazarinin daraldig1 goriilmektedir. italya, Almanya, Fransa ve ingiltere gibi iilkeler Snemli



pazar paylarma sahipken, Ispanya ve Rusya’da tiiketim degisken bir seyir izlemektedir.
Ulkemizdeki kagit tiikketimine bakildiginda son yillarda artis oldugu gdze carpmaktadir.
Tiirkiye, 2013 yilinda 5,7 milyon ton kagit tiikketerek diinyada dokuzuncu sirada yer
almistir (TUIK, 2016). Ulkemiz kagit ve kagit diriinleri sektoriinde maalesef disa
bagimhidir. Tiiketimde dokuzuncu sirada olan Tiirkiye ihracatta yirmi birinci sirada olup
diinya ihracatindan aldig1 pay giderek yiikselmektedir.

1990’1 yillarin ortasina kadar sektor, kamu hakimiyetinde olmasi nedeniyle uzun
yillar dis rekabete kapali kalmistir. Avrupa Birligi giimriik siireci ve Ozellestirmeler ile
birlikte sektor, yeni ve rekabetci bir doneme girmistir. Kagit ve kagit tirlinleri endiistrisinde
teknoloji ve hammadde agisindan disa bagimlilik oldukg¢a yiiksektir. Sektorde en yiliksek
tiretim oluklu mukavvada gergeklestirilmektedir. Oluklu mukavva iiretimi Marmara ve Ege
Bolgesi’nde yogun olarak goriilmektedir. Yiksek iiretim teknolojisi bakimindan
Tiirkiye’de oluklu mukavva sektorii rekabet¢i konumdadir. Ulkemiz, Almanya, Italya,
Fransa, Ingiltere ve Ispanya’nin ardindan Avrupa’da altinci biiyiik iiretici konumundadir.
Uretiminin yaklasik %97°lik kismini i¢ pazara yapan sektdr Avrupa standartlarinda iiretim

yapmaktadir.

Tablo 1. Tiirkiye’deki kagit ve kagit hamuru endiistrisinde ithalat ve ihracatin yillara gore
dagilimi (TUIK, 2016)

Kagit ve Kagit Hamuru Dig Ticaret Rakamlar1 (Milyar Dolar)

Yil Ithalat Ihracat Dis Ticaret Agig
2012 2,88 1,03 1,85

2013 3,09 1,14 1,95

2014 3,17 1,20 1,97

2015 2,68 1,19 1,49
2016(Ocak- 1,87 0,89 0,98
Agustos)

Ulkemizde kagit sektoriiniin gelismesinin saglanabilmesi, iiretim tesislerinde siirekli

modernizasyonun  gerceklestirilebilmesi i¢in  yatirimlarin  artarak devam  etmesi



gerekmektedir. Tiirkiye’de kagit ve kagit {irlinleri imalatinda hammadde temininde ¢esitli
sorunlarla karsilasilmaktadir. Ulkemizde, kagit geri doniisiim oraninmn da diisiik seviyede
olmast nedeniyle kagit iireticileri ithalata bagimhidir. Kagit iiretimindeki maliyetlerin
yiiksek olusu ve bazi kagit tiirlerinde yeterli kaliteye ulagilamamasi nedeniyle yurtigi
tiiketimin neredeyse yarisi ithalat ile karsilanmaktadir. Bu nedenle sektdrde her zaman dis

ticaret ag1g1 goriilmektedir (Tablo 1).

1.3. Kagit Hamurlarmin Agartilmasi

1.3.1. Agartmanin Tanimi ve Amaci

Agartma islemi, belirli pH, sicaklik, siire ve konsantrasyon kosullari altinda,
selilozik materyallere, odun ya da odunsu olmayan hammaddelerden {iretilen kagit
hamurlarinin lif-su stispansiyonuna uygulanan ve hamur parlakligini arttiran kimyasal bir
yontemdir. Agartma islemi ile birlikte kagidin bir ¢ok 6zelliginde iyilesme meydana gelir.
Bunlardan birkagi, kagidin yazi ve basim Ozelliklerinde iyilesme ve buna bagli olarak
kullanilabilirligi ve ¢ekiciliginde artma, kagidin kullanim alani ve hizmet siiresinde artma
ve hamura kirlilik veren istenmeyen Kkirleticilerin uzaklagtirilmasidir (Okan, 2010;
Kalyoncu, 2011).

Agartma isleminin en temel amaci seliiloz liflerini kalint1 ligninden en diisiik fiziksel
zararla aymrmak ve liflerden miimkiin oldugunca fazla kalinti lignini ¢o6zerek
uzaklastirmak, bdylece istenilen parlaklik seviyesine ulagmaktir. Lignin, goriiniir 15181n
kagit hamuru lifleri tarafindan absorbe edilmesini saglar. Pisirilmemis bir hamurda ligninin
odunu renklendirme 6zelligi azdir fakat alkali bir ortamda uygulanan pisirme sirasinda
meydana gelen reaksiyonlar sonrasinda kalint1 lignindeki kromoforik gruplarin artmasiyla
goriiniir 15181 daha fazla absorbe etmeye baglar ve ligninin renginde koyulagma goriiniir.
Agartma islemi hamurun parlakligi, ligninin uzaklagtirilmasi veya ligninin liflere verdigi
rengin giderilmesi ile artirilir (Reeve, 1989; Farr vd., 1992; Fredette, 1996; Bajpai, 2005).

Pisirme isleminden sonra iiretilen kagit hamurlar1 olduk¢a koyu renkli olur. Bundan
dolay1 bu hamurlar agartma islemine ugratilmadan kagit yapimina uygun degildir. Kaliteli
kagit iiretimi saglam ve yliksek parlaklik 6zelligine sahip lifler ile yapilmaktadir. Kagit
hamurunun parlakligin1 arttirmak ve kalint1 lignini uzaklastirmak i¢in agartma isleminin

uygulanmasi zorunludur. Aym1 zamanda kagit hamurunda kirlilik olusturan maddelerin



arindirilmasi, olusan {irliniin yaslanmasi ve sararmasini Onlemek amaciyla renk
kararliligmin arttirilmas1 ve ¢evresel yonden problem olabilecek durumlarin ortadan
kaldirilmasi agartma isleminin diger hedeflerini olusturmaktadir (EPA, 1993, Kalyoncu
2011).

Kagit hamurunun agartilmasi, hamur igerisindeki oksitlenebilir yapilar1 da
etkilemektedir. Bu yiizden agartmada, lignin kadar hemiseliiloz ve seliiloz da bozunmaya
ugrayabilir. Ancak agartmada kullanilan kimyasal maddeler pisirmede kullanilan kimyasal
maddelere gore lignin uzaklastirma agisindan oldukea secici oldugundan agartma islemi bir

Olciide etkili bir temizleme siirecidir (Reeve, 1996).

1.3.2. Agartma Kademeleri ve Dizinleri

Agartma yapacagimiz hamura hangi agartma metodunu kullanacagimizin
secimini(Tablo 2), agartilmamis hamurun karakteri ve agartildiktan sonra kagit hamurunda
istenilen kalite belirler. Agartma isleminde miimkiin oldugunca az materyalin
uzaklagtirilarak hamur veriminin yliksek tutulmasi ve yiiksek parlaklik arzu edilen bir
durumdur (Okan, 2010). Kimyasal kagit hamurlarinin agartilmasinda tek bir agartici ile
elde edilen delignifikasyon orani ve parlaklik artis1 yeterli olmadigindan etkili agartma
islemi gergeklestirilmez. Bundan dolay1 agartma islemi birbirini takip eden ve farkl 6zellik
gosteren kademeler ve yikama islemlerinde olusan dizinler seklinde uygulanir. Bu sekilde
cok kademeli olarak kullanilmasinin agartma iizerine etkisi biiyiik olmakla birlikte kalinti

ligninin, liflerden segici sekilde uzaklastirilmasi da kolaydir (Reeve, 1996).

Tablo 2. Agartma iglemlerinde kullanilan kimyasal maddeler

A.Lignini Agartan Metodlar
(Rydholm, 1965)

B.Lignini Uzaklastiran

Metodlar (Rydholm, 1965,

Sjostrom, 1993)

C.Karbonhidratlar
Uzaklastiran Metodlar
(Rydholm, 1965)

1.Sodyum Bisiilfit

2.Sodyum veya Cinko ditiyonit
3.Sodyum borhidriir

4.Sodyum veya Hidrojen Peroksit

1. Klor

2. Hipoklorit

3. Alkali Ekstraksiyonu
4. Klor Dioksit

5. Hidrojen Peroksit ve
Oksijen

6. Ozon

1.S1cak ve Soguk Alkali
Saflagtirmast




Dizinin ilk kademeleri, hamurdaki ligninin uzaklagtiritlmasinda ve nihai hamurda
istenen parlaklik degerinin saglanmasinda en biiyiik gorevi iistlenir. Sonraki kademeler
ise, hamurdaki fazla lignini uzaklastirdigi, dolayisiyla parlakligin yiiksek seviyeye
ulastirlldigit  kademelerdir (Nelson, 1998). Agartma basamaklarinin agartma
fonksiyonlarma yiikledigi 6zel gorevler vardir, bu gorevler arasinda kalsiyum ve
ligninin uzaklastirilmasi ve uygun miktardaki karbohidratlarin ekstraksiyonu sayilabilir.
Bu gorevlerin de yapilabilmesi i¢in o0zel tekniklere ve ekipmanlara ihtiyag
duyulmaktadir (Rydholm, 1965).

Kimyasal hamurun agartilmasinda kullanilan oksidantlar, ligninin par¢alanarak
molekiiler biiyiikliigiiniin azaltilmasini saglarlar. Bir¢ok agartma kimyasallari, kalinti
ligninde asidik gruplar olusturan oksitlenme ajanlaridir. Asidik kosullar altinda yapilan
bir agartma kademesinden sonra uygulanan alkali ekstraksiyon kademesi ile ortamda
olusan, suda ¢oziinmeyen asidik lignin triinlerinin uzaklastirtlmasi saglanir (Nelson,
1998). Alkaliler, 6zellikle sodyum hidroksit, asidik 6zellik kazanan lignini hidrolize
etmede ve ¢ozmede gorev alir. Giliniimiizde agartilacak hamurun tiiriine ve istenen
parlaklik derecesine bagli olarak hamurdaki lignini oksitlemek, ¢6zmek ve hamur
rengini agmak gibi iglemler icin 4-6 adet agartma kademesinden olusan dizinler
kullanilmaktadir (Sekil 1). Her bir oksidatif agartma kademesi sonrasinda uygulanan
yikama islemleri ile hamurdan ¢6ziilmiis partikiiller uzaklastirilarak, agartmanin etkisi

gelistirilir (Nelson, 1998).

§38i

Sekil 1. Kraft hamurunun kademeli olarak agartilmasi sonucunda olusan renk
degisimi




Kimyasal kagit hamurlariin i¢inde kraft pisirme yontemi ile elde edilen kagit
hamurlar1 en koyu renkli ve agartilmasi en zor olan hamur tiiriidiir. Bu nedenle kraft
hamurlarin agartilmasinda daha ¢ok agartma dizini basamaklarina ve daha fazla kimyasala
ihtiya¢ duyulur (Tablo 3). Kraft hamurunun tam anlamiyla agartilabilmesi i¢in, agartma
dizini her kademe arasinda yikama yapilacak sekilde, sirayla alkali ve asidik kademeler

olarak diizenlenmelidir (Dahl, 1999).

Tablo 3. Kagit hamurlarinin agartiimasinda kullanilan kimyasallar ve sembolleri

Sembol | Kimyasal Sembol | Kimyasal

C Klor E Sodyum hidroksit

D Klordioksit X Enzim

H Hipoklorit Q Celatlama ajani

@) Oksijen A Asit

P Hidrojen peroksit Pa Perasetik asit

Z Ozon PX Peroksimonosiilfiirik asit

1.3.3. Oksijen Delignifikasyonu (O)

Oksijen delignifikasyonu ilk olarak Joy ve Camphell tarafindan kagit hamurlarinin
agartilmasindaki iyilestirmeler {izerine bir patent alimiyla yapilmaya baslanmistir. Kagit
hamurunun alkali bir ortamda oksijen kullanilarak kalint1 lignin fraksiyonunu uzaklastima
islemine oksijen delignifikasyonu adi verilir. Belirli bir basing altinda yapilan bu islem
hamurdaki kalint1 ligninin yaklagik olarak %35-50’sini uzaklastirmaktadir (Okan, 2010).

Oksijen delignifikasyonu genel olarak kraft hamurlar i¢in kullanilmakta olup, uygun
sicaklik ve basing altinda, yiiksek veya orta konsantrasyonda, tek veya kademeli olarak
tim hamurlara uygulanabilmektedir (Gullichsen ve Fogelholm, 1999). Oksijen
delignifikasyonunun uygulama kolayligi, islem sonras1 hamur kalitesi, toplam maliyet ve
cevresel agidan avantaj saglamaktadir (Suchy ve Argyropoulos, 2002). Bu yontemin en
onemli Ozelligi ¢evreye karsi oldukca zararsiz olmasidir. Atik sudaki COD (Kimyasal

oksijen istegi), BOD (Biyolojik oksijen istegi), renk ve klorlu organik bilesikler bu yontem



ile 6nemli oranda azaltilabilmektedir. Agartma isleminde kullanilan kimyasal madde
yiikiinii azaltmasi, kraft kimyasal madde dongiisiine uygun olmasi diger Onemli
ozelliklerindendir (Okan, 2010).

Oksijen delignifikasyonu isleminde hamur buharla karigtirildiktan sonra besleme
tankina gonderilir. Reaksiyon ortamini alkali yapmak i¢cin NaOH ya da asitlendirilmis
beyaz ¢ozelti kullanilir. Gerekli miktardaki alkali, besleme tankinin iistiinde bulunan bir
tahliye pompasi ile hamura karistirildiktan sonra, ek buharla birlikte oksijen gazi da orta
konsantrasyonda calisan makaslama etkisine sahip karistiriciya gonderilir. Bu karistiric
oksijeni hamura karigtirir. Daha sonra karigim yukart akimli bir reaktdre gonderilir.
Yikayic1 olarak, donen tambur tipi yikayici ya da basing altinda g¢alisan yikayicilar
kullanilabilir. Yikama kademesi oksijen delignifikasyonu ile ¢6zlinen maddelerin hamur
icerisinden tamamen ayrilmasini saglar. Ayni zamanda elde edilen siiziintii ¢6zelti alkali ve
hamurdan ¢oziinen bilesenler disinda zararli bilesikler icermez. Bundan dolay1 dogrudan
cozelti geri kazanma sistemine gonderilebilir. Boylece atik ¢ozelti icindeki alkali geri
kazanilabilir olmakta birlikte ¢cevre kirlenmesine de yol agmamaktadir.

Oksijenin isletmeler bakimindan diisiik maliyetli bir oksidasyon maddesi olmasi, atik
sularin korozyon yapici bilesik igermemesi birgok fabrika tarafindan bu yontemin
kolaylikla benimsenmesine yol ac¢mustir. Oksijen delignifikasyonunun ¢evresel
parametreler lizerinde ve bazi isletme maliyetleri {izerinde olumlu etkisi olmas1 avantajlar
arasindadir. Bununla birlikte ana dezavantaji da kapital maliyetlerinin yiiksek olmasi ve
fabrika geri kazanma sistemine ilave yiik getirmesidir (Nelson, 1998; Okan, 2010;
Kalyoncu, 2011).

1.3.4. Celat Yikamasi (Q)

Mangan, demir, bakir gibi baz1 gecis metalleri, agartma dizilerinde kullanilan oksijen
esasli agarticilarin bozulmasinda etkilidirler. Odun liflerinden ve fabrikalardan gelen
proses sularindan kaynaklanan bu kirletici metal iyonlari, agartilmis kimyasal hamurda
bulunmaktadir (Colodette vd., 1989; Abbot ve Hobbs, 1991; Presley vd., 1996). Gegis
metal iyonlar1 hamur viskozitesini diisiiriir ve agartma igleminin sonunda final hamurda
renk koyulugu olusumunu hizlandirir (Kutney ve Evans, 1985). Bu nedenle agartmada
metal iyonlarinin uzaklastirilmasi olduk¢a 6nemli olmakla birlikte uzaklastirilmasi igin asit

muamelesi ya da ¢elatlama islemi yapilmaktadir (Sixta, 2006).
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Kagit endiistrisinde genel olarak kullanilan c¢elatlar etilendiamintetraasetik asit
(EDTA) ve dietilentriaminpentaasetik asit (DTPA)’dir (Anderson vd., 1996).
Celatlayicilarin gorevi agir metal iyonlar1 ile ¢oziinebilir formda kompleksler olusturarak,
hidrojen peroksit gibi agartict kimyasallari, zararli metal iyonlarina karsi korumaktir
(Colodette vd., 1989). Ayn1 zamanda celatlayicilar agartma isleminde hamura ilave
edilerek viskoziteye de koruyucu etki yapmaktadir. Celatlama kademesinde bir sonraki
hidrojen peroksit, perasetik asit ve ozon gibi oksijen esash agarticilarin kullanildigi
kademelerde sorun olusturmamasi ag¢isindan hamurun metal igerigini diisiirmek
amaglanmaktadir (Heuts ve Gellerstedt, 1998). Hamurda oldukga kiigiik oranlarda bile
kalan metaller hamura sikica baglandigindan dolay1 ¢elatlama isleminin ardindan etkili bir

yikama islemi yapilmalidir (Sixta, 2006).

1.3.5. Hidrojen Peroksit Agartmasi (P)

Geleneksel agartma dizinlerinde etkili bir agartici olmayan hidrojen peroksit, TCF
agartma yonteminde kullanilan etkili agarticilardandir (Van Lierop vd., 1993; Troughton
vd., 1994; Bajpai, 2005). Kagit hamuru endiistrisinde yaygin ve ¢ok yonlii olarak
kullanilan oksidatif bir agartic1 olan hidrojen peroksit, alkalen kosullar altinda mekanik ve
kimyasal hamurlarin agartilmasinda ve miirekkep uzaklastirma islemlerinde kullanilan en
iyi kimyasaldir (Holladay ve Solari 1963; Andrews ve Singh, 1979; Anderson, 1992;
Troughton ve Sarot, 1992; Nelson vd., 1995; Nelson, 1998; Pikka vd., 2000).

TCF agartmasinin son kademesi olarak kullanilan hidrojen peroksit, agartilmig
hamurlarda parlaklik doniisiimiinii saglayan karbonil gruplarimi ve agartma dizinlerinin
baslangi¢ kademelerinde kullanilan klor, klordioksit veya oksijenin olusturdugu kinon
yapilarin1 uzaklastirma Ozelligine sahiptir. Bu sekilde kararli bir parlaklik degeri
saglanmaktadir. Ayn1 zamanda hidrojen peroksitin bozunma iiriinlerinin su ve oksijen
olmasi ¢evresel yonden problem olusturmaz (Kalyoncu, 2011).

Hidrojen peroksit kimyasal hamurlarin agartilmasinda ¢ogunlukla diger agarticilarin
etkinligini ve agartilmis hamurlarin son parlaklik degerlerini arttirmak tizere kullanilir
(Anderson, 1992; Anderson ve Amini, 1996). Arastirmacilar yiiksek parlaklik degerine
ulagsmak i¢in yapilan hidrojen peroksit agartmasinda iki reaksiyonun olustugunu
bildirmiglerdir. Bunlardan biri perhidroksil anyonu (HOQO") ile lignin yapisinda konjuge

karbonil yapilarini igeren kromoforlarin uzaklastirilmasi, digeri ise peroksidin ayrigmasi
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sonucu olusan HO" ve Oy’ radikalleri ile lignin degredasyonu, ¢6ziinmesi ve uzaklagsmasidir
(Anderson ve Amini, 1996; Backman ve Gellerstedt, 1993). Radikaller ligninin aromatik
halkas1 ile oksidatif bozunma reaksiyonu seklinde reaksiyona girer ve ligninin molekiiler
hidrofilik 6zelligini ve ¢Oziniirliigiinii arttirir (Bajpai, 2005; Kalyoncu, 2011). Bunula
birlikte hidrojen peroksit agartmasinda asil agartici fonksiyona sahip olan radikallerin
olusabilmesi i¢in alkalen sartlar mutlaka gereklidir. Delignifikasyon isleminde radikallerin
olumlu etkilerinin yaninda ¢ok olumsuz etkileri de bulunmaktadir. Bu nedenle yiiksek
miktarda bulunan ge¢is metalllerinin peroksit agartmasindan Once ya asit yikamasi
islemiyle ya da ¢elatlama islemiyle uzaklastirilmasi gerekmektedir (Sixta, 2006).

Peroksit agartmasinda mekanik ve kimyasal hamurlar arasinda farklilik meydana
gelir. Mekanik hamurlarda hamura renk veren kromoforik yapilar uzaklastirilirken, lignin
ve hamur verimi degismeden kalir. Bundan farkli olarak kimyasal hamurlarin peroksit ile
agartilmasi igleminde lignin kapsamli sekilde modifikasyona ugrar ve cesitli yeni yapilar
meydana gelir. Bu islemde peroksidin bozunma iiriinii olarak perhidroksil (HOO") iyonlari,
hidroksil (HO") radikalleri ve siiperoksit (O2") radikal iyonlar1 meydana gelir (Dence ve
Reeve, 1996; Hobbs ve Abbot,1992). Bu yapilar énemli ara {iiriinler olmakla birlikte
agartma islemi esnasinda yan reaksiyonlar vermektedir. Perhidroksil anyonunun (HOO)
olduk¢a kuvvetli bir niikleofil olmasindan dolayi, ligninin elektronca zengin aromatik
halkasina atakta bulunamaz ve lignindeki karbonil igerikli kromoforlar ile reaksiyona girer
(Gierer, 1982). Hidroksil (HO") ve ondan daha az oranda olusan siiperoksit (O2")
radikallerinin agartma reaksiyonlarinda katilimlar1 daha diisiik oranlardadir (Hobbs ve
Abbot, 1991; Gellerstedt ve Pettersson, 1982; Dence ve Reeve, 1996; Gellerstedt ve
Lindors, 1991; Lachenal vd., 1994). Hidroksil radikalleri hidrojen peroksitin gegis
metallerinin katalizorlenerek bozunmasi sonucu olusmaktadir (Dence ve Reeve, 1996;
Gierer vd., 1991). Hidroksil radikalleri, lignindeki fenolik yapilarla reaksiyona girmektedir
bununla birlikte karbohidratlar1 da bozundurma o6zelliklerine sahiptirler. Siiperoksit
radikalleri ise seliilozun bozunmasina neden olurlar (Dence ve Reeve, 1996). Bu nedenle
bu radikallerin olusturdugu reaksiyonlar delignifikasyon i¢in olumlu etki yaparken, seliiloz
icin olumsuz depolimerizasyona sebep olmaktadirlar (Kalyoncu, 2011).

Peroksit kademesinden once uygulanan celatlama kademesi sayesinde hamurlarin
direng oOzelliklerinde ©Onemli kayiplar olmaksizin daha yiiksek parlaklik degerlerine
ulasmak miimkiin oldugu icin peroksit kademesinde daha zorlu islem kosullar

secilebilmektedir (Abrantes vd., 2007). Oksijen bazli kimyasal olan hidrojen peroksit, TCF
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agartmasinda en c¢ok kullanilan agarticidir (Mariani vd., 1999; de la Rosa vd., 2002;
Khristova vd., 2003; Roncero vd., 2003; Shatalov ve Pereira, 2005).

1.4. Agartmanin Cevresel Etkileri

Glinlimiizde yapilan ¢aligmalarda, Kraft hamurunun agartilmasindan sonra olusan
atik suyun zehirli icerige sahip oldugu, su ekosistemine ve suda yasayan canlilara zarar
verdigi belirlenmistir. Yapilan testler sonucunda fabrika atiklarinin, baliklarda fiziksel
bozukluklar ve hormonal degisiklikler, ciger hastaliklari, solunum sisteminde
diizensizlikler, kan bilesiminde farkliliklar, deri ve solungaglarinda goriilen deformasyon,
hiicre fonksiyonlarinda goriilen bozukluk ve yeni nesillerde goriilen yapisal farkliliklar gibi
etkilere neden oldugu belirlenmistir (Leithe-Eriksen, 2001).

Yapilan c¢alismalarda, toksiditeye sadece klor iceren bilesiklerin degil, odun
ekstraktiflerinin de neden oldugu belirlenmistir (Kalyoncu, 2004). Ligninin bozunmastyla
olusan fenoller, katesoller, guyasiller ve aromatik hidrokarbonlar ile, ekstraktif madde
kaynakli diisitk miktarda re¢ine ve yag asitlerinin klorlanmasi ile toksik etki daha da
artmaktadir. Agartma sirasinda toksik Ozellikteki maddelerin olusumunu azaltmanin bir
yolu, agartma isleminde ilk kademe olarak hamurdaki lignin miktarin1 azaltmaktir (Reeve,
1996). Bu nedenle, pisirmede delignifikasyonu uzatmak, oksijen delignifikasyonu, 6n
enzim uygulamasi, klor basamagmin modifiye edilmesi, oksijen ve/veya hidrojen
peroksitle giiclendirilmis kostik ekstraksiyonu gibi yontemler kullanilmaya baglanmistir

(Barroca vd., 2001).

1.5. Kagit Hamurunun Agartilmasinda Ligninolitik Enzimler

Enzimlerin kullanim alanlarinin endiistriyel boyuta taginmasi, enzim kullanilabilecek
en biiyiik pazarlardan birinin kagit ve kagit hamuru endiistrisi oldugunu ortaya ¢ikarmigtir.
Diinyada, giin gectikge artan kagit ihtiyaci, ¢evre dostu ¢aligmalar ve etkili liretim siireci
onem kazanmaktadir (Karademir vd., 2002).

Kagit, dogal polimerler olan seliiloz, hemiseliilloz ve lignin bilesenlerinden olusur.
Lignin, kagit {iretimi agamasinda istenmeyen bir madde olarak kimyasal hamur iiretmede

ve agartma islemlerinde hamurdan uzaklastirilmaya calisilir (Karademir vd., 2002). Kagit
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ve kagit hamuru endiistrisinde enzimatik uygulamalar 1980°den sonra baglamistir. Kagit
hamuru ve kagit iretimini gelistirmek ic¢in ligninolitik enzimlere ek olarak
sellobiyohidrolaz, endoglukanaz, endoksilanaz, endomannanaz, galaktanaz,
poligalakturonaz, ferulik asit esteraz vb. gibi pek ¢ok farkli enzimlerin kullanilabilecegi
aciklanmistir (Aehle, 2004). Bunlarin disinda glutatyon-S-transferaz (GST) enzimininde
lignin degrede ettigi rapor edilmis fakat su ana kadar kagit agartma kapasitesi ile ilgili
higbir ¢alisma yapilmamaistir.

Kagit hamurundan ligninin giderilmesi ile yapilan agartma islemi genel olarak klor
ve hipoklorit (klor dioksit) gibi kimyasallar ile yapilmaktadir. Bu tiir kimyasallarin
kullanim1 sonucu olusan klorlanmig organik bilesiklerin toksik, mutajenik ve karsinojenik
etki gibi ¢ok sayida tehlikeleri oldugu bildirilmistir. Yapilan c¢alismalarda kagit
endiistrisinde agartma amaciyla klor yerine enzimlerin kullaniminin, kagit hamurlarindan
ligninin ayrilmasini kolaylastirdigir ve bu yolla ¢ok daha az klor kullaniminin saglandig:
saptanmistir (Beg vd., 2001). Enzimlerin, kagit hamurunun hazirlanmasinda beyazlastirma
ajani1 olarak klor kullanimininin azaltilmasi ve kagit hamurundan lignini ayirma 6zelligi en
timit verici uygulamalarindan biri olmustur (Viikari vd., 1986; Beg vd., 2001).

Enzim uygulamasi kagit hamurunun fibrilasyonunu ve su tutusunu artirir, islenmemis
kagit hamurunda dévme miktarini diisiiriir, hurda kagit hamurunda baglari onarir (Viikari
vd., 1986; Beg vd., 2001). Biyoteknolojik metodun prensibi, selillozu uzaklagtirmaksizin
ligninin hamurdan uzaklasmasini saglamaktir. Clinki seliilozun azaltilmasi, kagit kalitesine
etki eden asil problemdir.

Kagit hamurunda bulunan ligninin degredasyonu igin daha ¢ok mantarlardan elde
edilen ligninolitik enzimler kullanilmaktadir. Ama pratik uygulamalara bakildiginda
yiiksek pH, smirli oksijen ve lignin konsantrasyonu gibi ekstrem ¢evre ve substrat
sartlarinda mantarlarin kararliliklar1 pek iyi degildir. Bakteriler ise mantarlarin bu
dezavantajlarinin aksine genis ¢evresel adaptasyon yetenekleri ve ¢ok yonlii biyokimyalar1
sayesinde avantaj saglamaktadirlar. Bu nedenle son yillarda lignin degrede eden
bakterilerle ilgili yapilan ¢aligmalar agirlik kazanmaistir.

Yapilan caligmalara bakildiginda lakkazlar odun hamurundaki ve kraft hamur
fiberlerindeki lignini depolimerize ederler. Endiistride lakkazin en sik kullanildigi alan
kraft hamurunun agartilmasidir (Strebotnik ve Hammel, 2000). Arias vdadaglar1 (2003)
Streptomyces cyaneus tiiriiyle yaptiklari ¢aligmada bakterinin dkaliptustan elde edilen kraft

hamurunda kappa numarasimi %18,4 oraninda diisiiriip kagit parlakligin1 %2,2 oraninda
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arttirdigin1 bulmuslardir. Yine Singh (2008) yaptigi calismada, Gamma proteobacterium
grubuna ait JB susu ile calismis ve elde ettigi lakkaz enziminin 55°C’de dort saat
muamelesi sonucu kappa numarasint %21 oraninda azalttifin1 ve kagit parlakligin1 %5,89
oraninda arttirdigin1 rapor etmistir. Gelecekte kimyasal olarak ¢ok yonlii bilesiklerin fiber
yiizeylere tutturulmasinda bu enzim, kagit hamurlarinin geri doniistiiriilmiis olarak tekrar
kullanilmasini saglayabilir (Rodrigez ve Toca, 2006; Mocchiutti vd., 2005; Saparrat vd.,
2008). Lignin peroksidazlar lakkazlarla karsilastirildiginda agartma icin tercih edilen
biyokatalizorlerdir (Bajpai, 2004; Sigoillot vd., 2005). Lignin peroksidaz ve mangan
peroksidazin kagit hamurunun ve atiklarin rengini agmada etkili olduklar1 rapor edilmistir
(Ferrer vd., 1991; Michel vd., 1991; Moreira vd., 2003).

Yukarida bahsedilen c¢alismalardan da anlasilacagi gibi ligninolitik enzimler
giinlimiizde enddistriyel olarak uygulanan hem ECF hem de TCF denilen agartma
yontemlerinde kullanilmaktadir. TCF uygulamasi ile kagit parlakliginin arttig, lif
uzunlugunun korundugu ve agartma masraflarinda azalma oldugu belirtilmistir (Achle,
2004). Son zamanlarda, enzimlerle birlikte O. (oksijen), Oz (0zon) veya H>O> (hidrojen

peroksit)’in de kullanildigi TCF agartma yontemleri gelistirilmistir.

1.5.1. Lignin Peroksidaz (LiP)

LiP (EC 1.11.1.14) ligninin H20, bagimh oksidatif depolimerizasyonunu katalize
eder (Piontek vd., 2001). LiP, ilk olarak beyaz g¢iiriikliik mantar olan Phanerochaete
chrysosporium'un hiicre dis1 ortaminda kesfedilmistir (Kirk ve Farrell, 1987). LiP'lar,
yaklasik 40 kDa civarinda molekiiler agirliga sahip hemoproteinlerdir. Prostetik grup
olarak, fenolik olmayan lignin tnitelerinin oksidasyonunun katalizini baslatabilmek igin
hidrojen perokside gereksinim duyan demir protoporfirin i¢ermektedirler. Polimerik
substratlar da dahil olmak {izere gesitli indirgeyici substratlar1 okside etme kapasitesine
sahiptir (Oyadomari vd., 2003). Lignin peroksidaz, yiiksek redoks potansiyeli ve genis
substrat aralifi sayesinde cesitli endiistriyel islemlerin uygulamalari igin yiiksek
potansiyele sahiptir (Erden vd., 2009). Enzim ¢ok az substrat 6zgiilliigli gosterir ve gok
cesitli lignin modelli bilesiklerle hatta ligninle ilgili olmayan bilesiklerle bile reaksiyon
verir (Barr ve Aust, 1994). Serbest fenolik gruplari olmayan metoksilli aromatik halkalari

okside edebilmektedir. Bu oksidasyon sonucunda ileriki asamalardaki halka agma,
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demetilasyon ve fenol dimerizasyonu gibi metabolik yollarda reaksiyona girecek olan
katyonlar olusur (Haglund, 1999). Lakkazlarin aksine lignin peroksidaz, yiiksek redoks
potansiyelindeki bilesikleri pargalamak igin bir araci sisteme gereksinim duymaz. Fakat
katalizi baslatabilmek i¢in H2O2’ye ihtiya¢ duyar. Lignin peroksidaz, reaksiyonu ii¢
adimda gergeklestirir (Sekil 2).

H,O .

[LiP)-Fe(ll) H20; - AT [LiP] -Fe(IV)

— » Lip (Bilesik
Dogal LiP nlepl

A'w Lignin peroksidaz -
\ reaksivonu F
A A
»
[LiP] -Fe(IV)
Lip | (Bilesik IT)

Sekil 2. Lignin peroksidazin katalitik dongiisii (Datta vd., 2017)

Adim 1: Istirahat halindeki dogal LiP ([LiP]-Fe(I11)) H2O: ile oksidasyona girerek
Bilesik Ii (oxo-feril ara tirtinii [Fe(IV)]) olusturur
Adim 2: Bilesik I, elektron kazanmak i¢in fenolik olmayan aromatik indirgeyici

substrat (A) ile indirgenerek Bilesik II’yi olusturur

Adim 3: Son olarak, Bilesik II, indirgeyici substrat A'dan bir elektron daha alarak

dogal LiP formuna geri dondiigiinde oksidasyon dongiisii sona erer.

1.5.2. Lakkaz (Lak)

Lakkaz (EC 1.10.3.2, p-difenol oksidaz), ¢ok ¢esitli organik ve inorganik maddeleri
okside eden oksidorediiktaz grubuna ait bakir i¢eren bir enzimdir. Lakkaz, ilk kez Yoshida
tarafindan 1883'te Rhus vernicifera’dan elde edilmistir. Baslangicta, lakkazin lignin
peroksidaza kiyasla daha diisiik redoks potansiyeline sahip olmasi nedeniyle sadece fenolik
bilesikleri okside edebilecegi varsayilmistir (Kersten vd., 1990). Bununla birlikte, araci bir

molekiiliin (LMS: Laccase mediator system) dahil olmasiyla birlikte, cok ¢esitli maddeler
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lakkaz tarafindan oksitlenebilir. Lakkaz aracilari, enzim tarafindan kolayca oksitlenen ve
daha sonra substrat tarafindan indirgenen diigiik molekiil agirlikli bilesiklerdir. Enzimin
bliyiik boyutlu olmasi nedeniyle, substrat enzimin aktif bolgesine ulasamaz. Kiiglik
boyutundan dolay1 kullanilabilen araci bir molekiil, enzimden substrata bir elektronun
tastyicisi olarak iglev goriir (Li vd., 1999). Araci molekiil, enzimin aktif bolgesine kolayca
ulasir ve yiiksek redoks potansiyeline sahip daha kararli bir ara maddeye okside olur.
Oksitlenmis araci molekiil, enzimden uzaklasir ve orijinal haline donmeden 6nce daha
kompleks substratlar1 oksitler (Call ve Mucke, 1997). Enzimlerin ¢ogu, polifenoller,
difenoller, benzenetiol ve aromatik aminler gibi ¢esitli substratlar1 oksitleyebilen lakkazin
aksine substrat spesifiktir.

Lakkazin aktif bolgesi dort bakir atomu igerir ve li¢ grup seklinde (T1, T2, T3)
incelenir (Yaropolov vd., 1994; Solomon vd., 1996). Bakir atomlari paramanyetik
rezonans sinyallerine (EPR: Elektron Paramanyetik Rezonans) gore farklilik gosterirler
(Gianfreda vd., 1999). Fenolik substrat i¢in, katalizin birinci asamasinda proton, hidroksil
grubundan ¢ikarilir ve bir fenoksil radikaline doniistiiriiliir. Ayn1 zamanda, serbest
birakilan bir elektron T1 bakir atomu ile etkilesir ve onu Cu*? formundan Cu* indirgenmis
formuna doniistiiriir. Uretilen fenoksil radikalleri, kinonlara ayrica oksitlenebilir veya
hidrojenasyon, orantisizlagtirma ve polimerizasyon gibi enzimatik olmayan reaksiyonlara
katilabilir. Substrat oksidasyonunun bir sonucu olarak, Cu T1 {iizerindeki elde edilen
elektronlar, enzimin sabit formunun (tamamen oksitlenmis) aktif bir forma doniismesine
yol agan ii¢ atomlu kompleks T2 / T3'e aktarilir. Lakkazlarin aktif merkezinde, bakirin tam
indrgenmesi i¢in, 4 fenolik substrat molekiiliiniin 4 tek elektronlu oksidasyon reaksiyonu
gereklidir (Sekil 3) (Kaczmarek vd., 2017).

Lakkazing.
4 x substratyg. T1—Cut =T2/T3 —Cu* 0O;
4 x substrating. T1-Cu™c=T2/T3 —Cu™? ) ( H.0

Lakkaz,x.

Sekil 3. Lakkaz tarafindan katalizlenen reaksiyonun genel semasi (Kaczmarek vd.,
2017)
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1.5.3. Glutatyon-S-transferaz (GST)

Glutatyon-S-transferazlar, zararli ksenobiyotikleri ve endobiyotikleri detoksifiye
ederek hiicreyi koruyan bir protein ailesine dahildir (Hayes, 2005). Bunun disinda GST
farkl1 hiicresel fonksiyonlar1 da yerine getirir. Bu enzim grubu okaryot ve prokaryotlarin
her ikisinde de bulunur.

GST’lar; sistolik GST, mitokondriyal GST, mikrozomal GST ve bakteriyel
fosfomisin direngli proteinler olmak tizere dort temel sinifa ayrilir (Armstrong, 2000).
Sistolik GST’lar kimyasal, fiziksel ve yapisal 6zelliklerine gore kendi aralarinda oldukga
farkli smiflara ayrilirlar. Mitokondriyal GST’lar ayni zamanda GST’larin 6karyotlarda
karakterize edilen kappa sinifi olarak da bilinir (Robinson, 2004). Uciincii GST smifi ise
membran bagimli transferazlari kapsamaktadir ve bu simif glutatyon metabolizmasinda
gorev alir. Bu li¢ temel smif tim prokaryotlarda da temsil edilmesine ragmen dordiincii
siif sadece bakterilerde bulunur.

Bakterilerde GST varlig: ilk olarak Takashi Shishido tarafindan rapor edilmistir.
Daha sonra siyanobakteriler, proteobakteriler, fotootoroflar ve bazi gram pozitif
bakterilerin glutatyon icerdigi tespit edilmistir (Fahey ve Sundquist 1991).
Siyanobakterilerde de yiiksek seviyede glutatyon tespit edilmistir. Glutatyon
metabolizmasi hiicreleri fotosentez sirasinda olusan oksijene karst korur. E. coli ve diger
proteobakterilerde glutatyon ve glutatyon bagimli enzimler hiicrelerin oksidatif strese karsi
korunmasi, proteinlerin dogru katlanmasi, regiilasyon ve enzim degredasyonu gibi ¢ok
cesitli metabolik basamaklarda gorev alirlar.

Bu enzim genellikle dimer olusturdugunda aktivite gosterir. Su ana kadar yapilan
calismalarda hem homodimer hem de heterodimer GST enzimleri tespit edilmistir. GST
enzimleri yapisal olarak ifade edildikleri gibi gesitli substratlarla da indiiklenebilirler. GST
enziminin bilinen substratlarinin ¢ogu sentetik ksenobiyotiklerdir. Diklorometan
dehalojenaz karakterize edilen ilk bakteriyel GST’dir. Bu enzim diklorometanin (DCM)
formaldehit ve HCI’ye glutatyon bagimli doniisiimiinii katalizler. (Vuilleumier vd., 2002).
Boylelikle metilotrofik bakterilerin tek karbon ve enerji kaynagt DCM olan ortamlarda
biiyiimelerini saglar (Sekil 4A). GST tarafindan katalizlenen bir baska reaksiyon 1999
yilinda Masai tarafindan Sphingomonas paucimobilis’den elde edilen LigF’nin eter

baglarinin kirilmasi olarak rapor edilmistir.
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Sekil 4. Bakteriyel GST’lar tarafindan katalizlenen reaksiyon oOrnekleri: A.
Diklorometanin  dehalojenizasyonu; B. lignin yapisindaki eter
baglarinin kirilmasi (Vuilleumier vd., 2002)

1.6. Enzimlerin Fiizyon ve Operon Olusturacak Sekilde Kullanim

Evrim sirasinda proteinleri ilgili fonksiyonlara kodlayan genler siklikla fiizyon
olaylarindan gecerek cok islevli enzimler liretmistir. Biyokimyacilar ve biyomiihendisler,
protein evrimini anlamada ortak bir hedefi paylasirlar ve dogada gozlenen siiregleri taklit
etmek i¢in protein miithendisligi yontemlerini kullanmaktadirlar (Bloom ve Arnold 2009).
Iki ya da daha fazla reaksiyonu katalize edebilen ¢ok-alanli enzimler iiretmek ve tek bir
polipeptide ¢oklu Kkatalitik Ozellikler dahil etmek rekombinant iriin i¢in {iretim ve
saflastirma islemlerini basitlestirerek, endiistriyel islemlerde enzim maliyetlerini azaltmak
i¢cin potansiyel bir stratejidir. Dahasi, enzimler flizyon haline getirildiginde, ortaya ¢ikan
katalitik alanlar arasindaki fiziksel yakinlik, reaksiyonlarin oranimi arttirabilir ve flizyon
enzimler, ayri ayr1 ebeveyn enzimlerinin aktiviteleri ile karsilastirildiginda daha iyi bir
performansa sahip olabilirler (Gilbert vd., 1998).

Fiizyon proteinler gelistirilmis stabilite, yeni substrat spesifitelerinin olusturulmasi ve
arttirilmis biyosensor duyarlilii i¢in substrat afinitesinin arttirilmasi dahil olmak iizere
gesitli amaglar i¢in yapilandirilabilirler. Yapilan ¢alismalarda lignoseliilozik materyallere
etki eden ¢ok islevli enzimlerin yaratilmasinin, biyokiitle bozunmasi dahil olmak {izere
cesitli islemlerde yer alan enzimlerin iyilestirilmesi igin pratik bir secenek oldugu
gosterilmistir (Fan vd., 2009). Enzim flizyonlarinin yapiminda 6nemli bir 6zellik, ebeveyn
proteinlerinin katalitik 6zelliklerinin korunmasi veya gelistirilmesidir. Yaygin olarak

kullanilan bir yaklasim, ebeveyn enzimlerinin N ve C uglar arasindaki "ugtan uca"
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fiizyonu igerir; bununla birlikte bu teknik, yanls katlanma veya etki alanlar1 arasindaki
sterik engellemeden kaynaklanan kisitlamalara bagli olarak fonksiyonel olmayan
flizyonlarla sonuglanabilir. Baz1 durumlarda, bu kisitlamalar, etki alanlar1 aras1 esnekligi
arttirmak ve ebeveyn enzimlerinin islevselligini korumak i¢in fiizyon bolgesinde bir ilmik
sokulmasi ile asilabilir (Fan vd., 2009).

Yine operon olusumuna baktigimiz zaman, birlikte eksprese edilen proteinlerin
konsantrasyonlari arasindaki dalgalanmalar1 azaltmasi gibi bir yarar1 mevcuttur (Tabor vd.,
2008). Nispi protein konsantrasyonlarindaki dalgalanmalar, ¢oklu proteinler siki bir
kompleks olusturdugunda veya uyum halinde hareket ettiginde, savurgan olabilir (Swain
2004). Bir yukar akis genini ¢eviren ribozomlarin aynt mRNA molekiilii tizerindeki asagi
akis geninin translasyonuna yardimci oldugu translasyonel kuplaj, operon olusumunun bu
tiir dalgalanmalar1 azaltabilecegi bir yol olarak vurgulanmistir (Swain 2004). Ayrica tipki
fizyon olusumunda oldugu gibi ebeveyn enzimlerin tek tek eksprese edilmesindense tek

seferde eksprese edilmesi biyoteknolojik maliyet agisindan daha uygundur.

1.7. Calismanin Amaci

Bakterilerin ligninolitik enzimlerinin arastirilmasi ve bunlarin kagit endiistrisinde,
polisiklik aromatik maddelerin biyoremidiasyonunda, boya gideriminde ve sanayinin diger
alanlarinda kullanilmas ile ilgili giiniimiize kadar yapilan ¢alisma sayis1 ¢ok azdir. Bu tip
caligmalar genellikle mantarlar ile yapilmistir ve yapilmaktadir. Yapilan alternatif
caligmalarda lignin degrade eden mikroorganizmalardan yararlanilmaya c¢alisilmaktadir.
Mantarlarin lignini degrede edebilen bu tiirlii gli¢lii enzim sistemleri bulunmaktadir. Fakat
mantarlar yliksek pH, sinirli oksijen gibi ekstrem g¢evre ve substrat sartlarinda yararh
olamamaktadir. Bu yiizden giiniimiizde adaptasyon yetenekleri gii¢lii olan bakteriler dikkat
¢ekmeye baslamistir ve bakterilerin lignin degrade eden sistemleri tizerindeki ¢alismalarda
artis olmustur. Su ana kadar yapilan ¢alismalar gz oniine alindiginda lignin peroksidaz ve
ozellikle lakkaz enzimleri kullanilarak yapilan bir¢ok agartma ¢alismasi mevcuttur. Fakat
GST’nin lignin degrade ettigi tespit edilmesine ragmen herhangi bir agartma ¢alismasinda
kullanilmamustir.

Yapilan bu ¢alismada ligninolitik aktiviteye sahip olan GST, lignin peroksidaz ve

lakkaz genleri hem ayr1 ayr1 hem operon diizeni seklinde hem de flizyon olusturacak
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sekilde klonlanarak kraft lignin iizerindeki aktiviteleri ortaya konulmus ve kagit hamuru
tizerindeki agartma 6zellikleri incelenmistir.

Kizilgam kraft kagit hamuru ve atik kagitlardan elde edilen kagit hamurlar1 bu
enzimler ile hem ayr1 ayr1 hem de ikili ve ti¢lii kombinasyonlar seklinde muamele edilerek,
kagit agartilmasinda, klor dioksidin lignini okside etmesi ile baglayan reaksiyonlar
zincirinin sonunda olusan toksik ve kanserojen Ozellikteki klorlanmis organo bilesiklerin,
insan saglhigin1 ve ¢evreyi ciddi anlamda tehdit etme riskini azaltmasi ve bu alanda so6z
konusu enzimlerin kullanilarak biyolojik agartma islemlerinin yayginlasip bu tehditlerin

ortadan kaldirilmasina katki saglanmas1 amaglanmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Mikroorganizma ve Plazmitler

Lakkaz ve GST kaynagi olarak KTU, Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyoloji
Laboratuvari’nda daha oOnce yapilan calismalarda toprakdan izole edilen Bacillus
megaterium ve Klebsiella pneumonia bakterileri kullanildi. Lignin peroksidaz kaynagi
olarak ise DSMZ (Almanya) kiiltiir merkezinden satin alinan Rhodococcus jostii bakterisi
kullanildi. Genlerin klonlanmasi i¢in Dr. Yu Xia tarafindan temin edilen pMA0911 mekik
vektorii ve konak hiicre olarak Dr. Wong tarafindan temin edilen Bacillus WB800 hiicresi
kullanildi.

2.2. Arastirma Materyali

Calismada tilkemizde ibreli agactan kraft yontemiyle kagit hamuru iiretimi yapan
Oyka-Zonguldak-Caycuma fabrikasindan satin alinan kizilgam kagit hamuru O6rnekleri
(Kappa no: 50) ve Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi, Orman Fakiiltesi, Orman
Endiistri Miithendisligi laboratuvari tarafindan miirekkep giderme islemi yapilan atik kagit

hamuru (Kappa no: 25) kullanildi.

2.3. Ligninolitik Genlerin Dizinlerinin Belirlenmesi

Bacillus megaterium, Klebsiella pneumonia ve Rhodococcus jostii suslarina ait
lakkaz, GST ve lignin peroksidaz genlerinin ¢ogaltilmasi i¢in uygun primerler dizayn
edildi. Bu primerler, s6z konusu suslara ait GenBank’ta bulunan dizinler baz alinarak
olusturuldu. Cogaltilan genlerin daha sonraki ¢aligmalarda uygun bir ekspresyon vektoriine
aktarilabilmesi i¢in ileri primerine ECORI restriksiyon enzimi kesim bolgesi, geri primerine

de BamHI enzimi kesim bolgesi ilave edildi (Tablo 4).
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2.4. Ligninolitik Genlerin PCR ile Cogaltilmasi

Ligninolitik genler, Sambrook vd. (2001) prosediiriine gore izole edilen genomik
DNA’dan uygun primerler kullanilarak, PCR ile ¢ogaltildi. PCR reaksiyonlarinda, 12 ng
kalip DNA, 5 pl 10X PCR tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM KClI), 1,5 mM
MgClz, 1 U Tag DNA Polimeraz, 0,25 mM ileri primeri, 0,25 mM geri primeri, 170 mM
dATP, 170 mM dCTP, 170 mM dGTP ve 170 mM dTTP karisimi steril ddH20 ile 50 ul’ye
tamamlandi. Cogaltma islemi “Biometra Personal Cycler”da gerceklestirildi. Reaksiyon
sicakliklar1 ve siireleri ise: Ilk denatiirasyon basamagi 95 °C’de 2 dakika olarak
gerceklestirildikten sonra, 36 dongii DNA zincirinin denatiirasyonu i¢in 94 °C’de 30
saniye, primerlerin DNA’ya baglanmasi (annealig) i¢in 55 °C’de 1 dakika, yeni
sentezlenen DNA zincirinin uzatilmas: (extention) i¢in 72 °C’de 1,5 dakika ve son
basamak olarak 72 °C’de 5 dakika seklinde gergeklestirildi. Elde edilen PCR fiiriinlerinin 5
ul’si %1°lik agaroz jelde yiiriitiildii ve etidyum bromiir (0,5 pg/ml) ile boyandiktan sonra

“BioDocAnalyze” sistemiyle goriintiilendi.

2.5. Ligninolitik Genlerin Klonlanmasi ve Baz Dizisinin Ortaya Cikarilmasi

PCR reaksiyonlar1 ile ¢ogaltilan ligninolitik genler (GST, lakkaz ve lignin
peroksidaz), pGEM-T Easy Klonlama Kiti kullanilarak, pGEM-T Easy klonlama
vektoriine firmanin 6ngdrdiigii konsantrasyonlar [1,2 pg pGEM-T Vektor (50 ng/ ul); 12 ul
genomik DNA (4 ng/ ul); 100 U T4 DNA Ligaz; 200 ul 2X Ligasyon Tamponu] ve sartlar
gerceklestirilerek klonlandi. Klonlanma sonucunda olusan kolonilerden rekombinant
plazmitler, Maniatis vdadaslarinin (1982) gelistirdigi plazmit izolasyon yontemine gore
izole edildi. Izole edilen bu plazmitlerin hangilerinin istenilen pargay1 tasidigini belirlemek
amaci ile plazmitler ECORI restriksiyon enzimi ile kesildi. Dogrulugu teyit edilen klonlarin

baz dizisi, otomatik dizi analizatorleri araciligiyla (Macrogen, Hollanda) belirlendi.

2.6. Ligninolitik Genlerin pMA0911 Vektoriine Klonlanmasi

Ligninolitik genleri EcoRI-BamHI kesim bélgeleri arasina klonlayabilmek igin,
Tablo 4’de verilen GST0911F-GST0911R, Lak0911F-Lak0911R ve LiP0911F-LiP0911R
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primer giftleri ile Klebsiella pneumonia, Bacillus megaterium ve Rhodococcus jostii
genomik DNAlar1 sirasiyla kalip olarak kullanilarak PCR reaksiyonu gerceklestirildi. PCR
sartlar1 olarak Boliim 2.4.’de anlatilan sartlar kullanildi. PCR iiriinii EcoRIl ve BamHI
enzimleri ile kesilerek, ayn1 enzimlerle kesilmis pMA0911 vektorii ile ligasyon reaksiyonu
gerceklestirildi. Ligasyon iriinleri E. coli JM101 hiicresine aktarildi. Restriksiyon
endoniikleazlar ile dogrulugu teyit edilen klonlar pMAO0911GST, pMAOQ0911lLak ve
PMAOQ911LIP olarak adlandirildi ve Bacillus WB800 hiicresine aktarildi.

2.7.  Ligninolitik Genlerin pMAQ911 Vektoriine Fiizyon Proteini Olusturacak
Sekilde Klonlanmasi

pPMAO0911 vektoriine klonlanmis olan fiizyon fragmentinin olusturulmasi i¢in ilk
olarak GST geni Tablo 4’de verilen GST0911F ve GST0911R primerleri ile lakkaz ve
lignin peroksidaz genleri ise yine Tablo 4’de verilen Lak0911F ve Lak0911R, Lip0911F ve
Lip0911R primerleri ile ayr1 ayr1 standart PCR yontemi ile cogaltildi Bu PCR
reaksiyonlart sonucunda GST, lakkaz ve lignin peroksidaz genleri elde edildi. Genlerin tek
tek elde edildigi standart PCR reaksiyonundan sonra olusan triinler kalip olarak
kullanilarak Tablo 4’de verilen GST0911F ve Lak0911R primerleri ile GST-LiP-Lak tiglii
fragmentini elde etmek amaciyla PCR reaksiyonu gergeklestirildi. PCR sartlar1 su sekilde
olusturuldu: 94°C’de 2 dakikalik denatlirasyon basamaginin ardindan 35 dongli 94°C’de
10 saniye denatiirasyon, 55°C’de 30 saniye baglanma (annealing) ve 72°C’de 2 dakika
uzama (extention) son olarak da 72°C’de 5 dakika olacak sekilde son uzamaya tabi
tutularak gergeklestirildi. Olusan PCR iiriinii EcCORI ve BamHI restriksiyon enzimleriyle
kesildi. Ayn1 sekilde pMAO0911 ifade vektorii de ayn1 enzimlerle kesildi. Kesilmis PCR
tirtinli ve kesilmis pMAO0911 vektori %0,7°lik agaroz jelde yiiriitiildii, kesim sonucu olusan
PCR iiriinii ve pMA0911 vektor DNA’lar jelden kesilip ¢ikarildi ve Jelden Cikarma Kiti
(Fermentas) ile temizlendi. Temizlenen PCR iiriinii ve pMA0911 vektori ile ligasyon
reaksiyonu gerceklestirildi. Elde edilen ligasyon iiriinii E. coli JM101 hiicresine transforme
edildi. Inkiibasyon sonucunda elde edilen kolonilerden, klonun varligi restriksiyon
endoniikleazlar ile kontrol edildi. Restriksiyon endoniikleazlar ile dogrulugu teyit edilen

klon pMAO0911Fiiz olarak adlandirild1 ve Bacillus WB800 hiicresine aktarildi.
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Tablo 4. pMA0911 Vektoriine Klonlama Yapmak I¢in Kullanilan Primerler

GSTO0911 F 5’-G ATGTCAGAGCAAAACTAC -3’

GSTO0911 R 5’- CGGATCCTTACGCCTGGCGCTTATC -3’

Lak0911 F 5’- GGAATTCATGAATCCTGAGCATTA -3’

Lak0911 R 5’- CGGATCCTTACTCCTCCTTAAAGCCTATG -3°

Lip0911 F 5’- GGAATTCATGCCAGGCCCAGTCG -3’

Lip0911 R 5’- CGGATCCTCATTGCGATACTCCTTTGAGACC -3’

GSTOprF 5'- GCG CCT GCA GGA TGT CAG AGC AAAACT A -3

GSTOprR 5-TTT AGG TGG CAC AAATGT GAG GCT TACGCC TGG CGC TTAT -3
LipOprF 5'- ATA AGC GCC AGG CGT AAG CCT CACATT TGT GCC ACCTAAA -3
LipOprR 5'- AGG TGG CAC AAATGT GAG GCT TAT TGC GAT ACTCCTTTG A-3'
LakOprF 5'- TCA AAG GAG TAT CGC AAT AAG CCT CAC ATT TGT GCCACCT -3
LakOprR 5'-CGC CTG CAG GCT AGCTTACTCCTCCTT ATAGCC -3

2.8. Ligninolitik Genlerin pMA0911 Vektoriine Operon Diizeninde Klonlanmasi

Operon diizeninde klonlama yapmak i¢in pMAQ0911GST, pMAO0911lLak ve
pMAO911LiP klonlar1 kalip olarak kullanildi. GST, lignin peroksidaz ve lakkaz genlerinin
operon diizenindeki fragmentlerini olusturmak i¢in pMAO0911GST, pMAO0911Lak ve
pMAO911LiP klonlar1 kalip olarak kullanilarak boliim 2.7.’de anlatilan PCR (Wach, 1996)
gergeklestirildi.

Ik olarak GST geni Tablo 4°de verilen GSTOprF ve GSTOprR primerleri ile lignin
peroksidaz geni yine Tablo 4’de verilen LipOprF ve LipOprR primerleri ile lakkaz geni ise
LakOprF ve LakOprR primerleri ile standart PCR yontemi ile ayr1 ayrt bulunduklar
pMAO0911 klonlar1 kalip olarak kullanilarak cogaltildi. Olusan PCR iirtinleri kalip olarak
kullanilarak GSTOprF ve LakOprR primerleri ile PCR gergeklestirildi ve elde edilen
fragment Sbfl ve Nhel enzimleri ile kesildi ve yine ayni enzimlerle kesilen pMA(0911
vektoriiyle ligaz enzimi kullanilarak birlestirildi. Elde edilen ligasyon iiriinii E. coli JIM101
hiicresine transforme edildi. Inkiibasyon sonucunda elde edilen kolonilerden, klonun

varlig1 restriksiyon endoniikleazlar ile kontrol edildi. Restriksiyon endoniikleazlar ile
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dogrulugu teyit edilen klon pMA09110p olarak adlandirild: ve Bacillus WB80O hiicresine
aktarildi.

2.9. Bacillus WB800 Hiicresine Transformasyon ve Gen ifadesi

Kompotent hiicre hazirlamak igin Bacillus WB800 hiicre kiiltiirti 30°C’de bir gece
inkiibe edildi. Elde edilen gece kiiltiiriinden 10 ml’lik SPI besiyerine 1:100 oraninda
inokiilasyon gergeklestirildi. Hiicreler durgun faza gelene kadar yaklasik 4 saat 37°C’de
160 rpm’de inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda 1 ml hiicre kiiltirt 20 ml SPII
besiyerine transfer edildi ve 30°C’de 80 rpm’de 2 saat inkiibe edildi. 2 saat sonunda
hiicreler 14 ml’lik tiiplere alinarak {izerlerine 10 pul 100 mM EGTA ilave edildi ve oda
sicakliginda 5 dakika bekletildi. Daha sonra kompotent hale gelen hiicrelere 1 pg plazmit
eklendi ve 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Ardindan, hiicreler 100 pg/ml kanamisin igeren
LB besiyerine inokiile edildi. Genlerin ifadesi igin rekombinant plazmit igeren Bacillus
WBS800 hiicreleri 100 pg/ml kanamisin ve %1,5 oraninda misir nisastast iceren LB
besiyerinde 37°C’de 200 rpm’de 36 saat boyunca inkiibe edildi, daha sonra hiicreler 10000
rpm’de 10 dakika ¢oktiiriilerek siipernatant kismi enzim sollisyonu olarak kullanildi.

Kompotent hiicre hazirlanmasinda kullanilan besiyerleri:

SPI : 10 ml Spizizen’s salts, 100 pl %50 glukoz, 50 pul %2 kazein, 50 pl %10 maya
ekstrakti, 250 ul 2 mg/ml triptofan
SPII : 20 ml SPI, 50 pl 50 mM CaClz, 50 pul 250 mM MgClz, 50 ul 2 mg/ml triptofan

2.10. Lignin Peroksidaz Zimogram Analizi

Zimogram analizi ile lignin peroksidaz aktivitesini belirlemek i¢in substrat olarak o-
Dianisidine (Sigma, D9143) kullanildi. Oncelikle enzimler native poliakrilamid jel
elektroforezine tabi tutuldu. Bunun i¢in, proteinlerden uygun miktarda (40 pg) alinarak bu
tiriine esit miktarda 2X muamele tamponu (0,15 M Tris-HCI pH 6,8 ve %20 Gliserol)
ilave edildikten sonra, numuneler %15'lik poliakrilamid jeline (PAGE) yiiklendi. 0,75 mm
kalinligindaki her bir jel i¢in 15 mA akim uygulanarak ayirma islemi gergeklestirildi.

Yirlitme islemi tamamlandiktan sonra jel staining solution (50 mg o-dianisidine, 50
mM sodyum fosfat tamponu (pH 5,5) ve 0,75 ml %3 H20>) ile muamele edildi. Aktivite

gosteren protein bantlar1 seffaf zemin iizerinde koyu kirmizi-kahverengi olarak goriildii.
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2.11. Enzimlerin Kismi Karakterizasyonu

2.11.1. Optimum pH

Lignin peroksidaz, glutatyon-S-transferaz, lakkaz ve fiizyon formundaki enzimlerinin
aktivitesine pH’nin etkisi, 50 mM sitrat tamponu (pH 3,0-6,0), 50 mM fosfat tamponu (pH
6,0-8,0), 50 mM Tris-HCI tamponu (pH 8,0-9,0) ve 50 mM Glisin tamponu (pH 9,0)
degerlerinde gerceklestirildi.

2.11.2. Optimum Sicakhk

Lignin peroksidaz, glutatyon-S-transferaz, lakkaz ve fiizyon formundaki enzimlerin
en iyi ¢alistigi optimum sicaklik degeri, standart aktivite deneyi ile 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 70, 80, 90°C‘ye ayarlanmis 1siticilarda gerceklestirilen bir seri reaksiyonlar ile

belirlendi.

2.11.3. pH Kararhhgi

Lignin peroksidaz enziminin pH kararliligin1 belirlemek amaciyla enzim, pH’s1 3,0-
4,0 ve 5,0 olan 50 mM sitrat tamponunda enzimin en iyi ¢alistig1 optimum sicaklikta 90
dakika boyunca inkiibe edildi.

Lakkaz enziminin pH kararliligini belirlemek amaciyla enzim pH’s1 4,0- 4,5-5,0-5,5
ve 6,0 olan 50 mM sitrat tamponunda enzimin en iyi ¢alistig1 optimum sicaklikta 150
dakika boyunca inkiibe edildi.

GST enziminin pH kararliligini belirlemek amaciyla enzim, pH’s1 5,0 ve 6,0 olan 50
mM sitrat tamponunda; pH’s1 7,0 olan 50 mM fosfat tamponunda enzimin en 1yi ¢alistig1
optimum sicaklikta 90 dakika boyunca inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda kalan aktivite; optimum pH ve sicaklikta standart aktivite
testine gore Olciilerek enzimlerin en kararli oldugu pH belirlendi.

Yapilan c¢alisma sonucunda elde edilen flizyon formundaki enzimlerin pH

kararliliklar1 da tek tek enzimler i¢in yapilan testlere gore gerceklestirildi.
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2.11.4. Isil Kararhihik

Lignin peroksidaz enziminin kararliligia 1sinin etkisini incelemek i¢in enzim, 120
dakika 50 mM sitrat (pH 4,0) tamponunda, 20°C, 30°C, 40°C, 50°C ve 60°C’de inkiibe
edildi. Inkiibasyon boyunca belirli siirelerde tiiplerden alian &rneklerde kalan aktivite,
optimum pH ve sicaklikta standart aktivite testine gore ol¢iildii.

Lakkaz enziminin kararliligina 1sinin etkisini incelemek amaciyla enzim, 150 dakika
50 mM sitrat (pH 4,5) tamponunda, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C ve 80°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon boyunca belirli siirelerde tiiplerden alinan 6rneklerde kalan aktivite optimum
pH ve sicaklikta standart aktivite testine gore Sl¢iildii.

GST enziminin kararliligina 1sinin etkisini incelemek amaciyla enzim, 90 dakika 50
mM sitrat (pH 6,0) tamponunda, 20°C, 30°C, 40°C, 50°C ve 60°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon boyunca belirli siirelerde tiiplerden alinan drneklerde kalan aktivite optimum
pH ve sicaklikta standart aktivite testine gore ol¢iildii. Deney baslangicinda yani sifirinei
dakikada tiiplerden alinan 6rneklerin aktivitesi ile istenilen zamanlarda alinan 6rneklerdeki
aktiviteler kiyaslanarak bir 1s1l kararlilig1 grafigi ¢izildi.

Yapilan c¢alisma sonucunda elde edilen fiizyon formundaki enzimlerin 1s1l

kararliliklar1 da tek tek enzimler i¢in yapilan testlere gore gergeklestirildi.

2.11.5. Enzim Kinetigi

Ligninolitik enzimlerin kismi kinetik verileri degisik substrat konsantrasyonlari ile
gergeklestirilen reaksiyonlar ile belirlendi. Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum
hiz (Vmax) degerleri hazirlanan Lineweaver—Burk egrisinde x ve y eksenlerini kestigi

noktalara karsilik gelen degerlerin tersi olarak belirlendi.

2.12. Kraft Lignin Degredasyon Zonunun Belirlenmesi

%0,25 oraninda kraft lignin iceren LBM (g'l: KH2P0s 1g, CsH12N20e 0,5,
CuS04.5H20 0,001g, MgS04.7H20 0,59, Fe2(S04)3 0,001g, Maya oziiti 0,01g, CaCl2.2H20
0,019, MnS04.H20 0,001g, agar 16 g) temel besiyeri hazirlandi ve 7 cm’lik petrilere
dokiildii. Daha sonra besiyeri igerisine steril cam ¢ubukla 0,5 cm ¢apinda kuyucuk agildi

ve igerisine 100 pl enzim ilave edildi. Enzimlerin optimum c¢alisma sicakliklarina
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ayarlanmig etiivde 1 gece bekletilen petrilerde kuyucuklarin etrafinda acik renkli zon
olustugu gozlendi ve kraft lignini degredasyonlart gozle test edildi. Enzimlerin her biri ayr1
ayr1 kuyucuklara ilave edildigi gibi ikili kombinasyonlar, operon diizeninden elde edilen
ticlii kombinasyonlar ve fiizyon formundaki sekli de test edildi. Olusan zonlar Slgiilerek

milimetrik olarak hesaplandi.

2.13. Enzimlerin Kraft Lignin Degredasyon Oraninin Belirlenmesi

%0,25 oraninda kraft lignin iceren LBM (g'l: KH2P0s 1g, CsH12N20e 0,59,
CuS04.5H20 0,001g, MgS04.7H20 0,59, Fe2(S04)3 0,001g, Maya 6ziitii 0,01g, CaCl2.2H20
0,019, MnS04.H20 0,001g, agar 16 g) temel besiyeri kullanilarak yapilan deneyde 2 ml sivi
besiyeri igerisine 100 pl enzim ilave edildi. Enzimlerin optimum c¢alisma sicakliklarina
ayarlanmis etiivde 2 saat bekletilen medium spektrofotometre de 465 nm’de Olgiilerek
enzimlerin kraft lignin degredasyonlar tespit edildi. Kraft lignin ilavesi yapilmayan LBM
besiyeri kor olarak kullanildi. Enzim ilavesi yapilmayan %0,25 oraninda kraft lignin iceren
LBM besiyerinin absorbansi ilk absorbans olarak kabul edildi. Enzim ilavesi yapilarak 2
saat inokiile edilen besiyerinin absorbansi ise son absorbans olarak kabul edildi.
Enzimlerin her biri ayr1 ayr1 kullanildigi gibi ikili ve li¢lii kombinasyonlar ve fiizyon
proteini seklinde de test edildi. Kraft lignin degredasyon oranlarini belirlemek igin

asagidaki formiil kullanildi.

ilk Absorbans—Son Absorbans
0, =
% Degredasyon Tk Absorbans X100

2.14. Rekombinant Bakterilerin Kraft Lignin Degredasyon Oraninin
Belirlenmesi

%0,25 oraninda kraft lignin iceren LBM (gl: KH.P0s 1g, CsH12N.Os 0,5g,
CuS04.5H20 0,001g, MgS04.7H20 0,59, Fe2(S04)3 0,001g, Maya 6ziiti 0,01g, CaCl2.2H20
0,01g, MnS04.H20 0,001g, agar 16 g) temel besiyeri kullanilarak yapilan deneyde 10 ml
s1v1 besiyeri igerisine 100 pl bakteri inokiilasyonu yapildi. Inokiilasyonu yapilan bakteri
kiltirii 37°C’lik etiivlerde 120 rpm’de 5 giin boyunca ¢ogaltildi. 5 giin sonunda 6rnekler
10000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant kisimlar1 spektrofotometre
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de 465 nm’de Olgiilerek kraft lignin degredasyonlari tespit edildi. Kraft lignin ilavesi
yapilmayan LBM besiyeri kor olarak kullanildi. Bakteri inokiilasyonu yapilmayan %0,25
oraninda kraft lignin iceren LBM besiyerinin absorbansi ilk absorbans olarak kabul edildi.
Bakteri inokiilasyonu yapilarak 5 giin sonra santrifiij edilen kiiltiiriin absorbansi ise son
absorbans olarak kabul edildi. Kraft lignin degredasyon oranlarmi belirlemek icin

asagidaki formiil kullanildu.

ilk Absorbans—Son Absorbans

0, —
% Degredasyon = Tk Absorbans X100

2.15. Kagit Hamurunun Enzimle Muamelesi ve Kappa Numarasi Tayini

Kagit hamurunun enzim aracilifiyla delignifikasyonu i¢in 5 g tam kuru hamur %5
yogunlukta olacak sekilde GST, lakkaz, lignin peroksidaz ve fiizyon proteini i¢in sirastyla
pH 6,0, 4,5, 4,0 ve 5,0 olan sitrat tamponunda 120 dakika bekletildi. Enzim miktar1 0,5 kg/t
hamur olacak sekilde ayarlandi. ikili ve {i¢lii enzim kombinasyonlarinda her enzimin
calisabilecegi optimum sartlar saglanmaya calisildi. Bu kombinasyonlarda her ii¢ enzim
icinde uygun bir ¢calisma pH’1 olan pH 5 sitrat tamponu kullanildi.

Kraft hamurunun, delignifikasyonunun kontrolii i¢in kappa numarasi belirlendi.
Kappa numaras1 1 g tam kuru hamurun, belirli kosullar altinda tiikettigi 0,1 N KMnO4
¢Ozeltisinin mililitre cinsinden Olgiisiidiir. Kappa numarasi, hamur iiretim yontemi ve
kullanilan hammaddeye bagl olarak belirlenmis 0,15 faktoriiniin ¢arpilmasi sonucu elde
edilen deger % olarak hamurda kalan lignini vermektedir. Bu nedenle kappa numarasi,
agartma da kullanilacak reaktiflerin miktarinin hesaplanmasinda ve ligninden arindirilmis
hamur veriminin bulunmasinda yararlanilan kullanigh bir degerdir. Bu ¢alismada Kappa
numarasi tayini TAPPI T 236 om-99 standardina gore her hamur i¢in iki defa yapildi.
Kappa numarasinin belirlenmesi elde edilen her bir enzim ve bu enzimlerin ikili ve ii¢li

kombinasyonlar1 i¢in ayr1 ayr1 yapildi.
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2.16. Kagit Hamurunun Rekombinant Bakteri ile Muamele Sartlarinin
Optimizasyonu

Kizilgam kraft hamuru rekombinant bakteriler (her bir geni ayr1 ayri igeren, ii¢ geni
bir operon diizeninde iceren ve flizyon formunda iceren rekombinant bakteriler) ile
muamele edilerek delignifikasyonu saglamak amaciyla yapilan ¢alismada 24 saatlik 25 ml
bakteri kiiltiirii, 5 g tam kuru hamur igeren 500 ml MSM besiyerine (L': maya 6ziitii 6 g,
sodyum kloriir 4 g, magnezyum siilfat 0,2 g, kalsiyum karbonat 0,1 g, amonyum stilfat 0,5
g, malt 6ziitii 6 g) inokiile edildi ve bakterinin sahip oldugu enzimin optimum sicakligi ve
bakterinin tireyebildigi optimum sicaklik dikkate alinarak ayarlanan belli bir sicaklikta 250
rpm’de 7 giin boyunca inkiibe edildi. Daha sonra bakteri {iremesi ve enzim iiretimini
optimize etmek amaciyla farkli sicakliklar ve farkli pH’lar denendi. Ayrica enzim {iretimini
arttirmak amaci ile ortama farkli konsantrasyonlarda veratril alkol eklendi. Optimizasyon

parametreleri Tablo 5’de verildi.

Tablo 5. Rekombinant bakteri inokiilasyonu ile yapilan agartmanin optimizasyon sartlari

Sicaklik 30°C 40°C 50°C 60°C
pH 4,0 50 6,0 7,0
Veratril alkol 2mM 4 mM 6 mM 8 mM

Kontrol grubu olarak, her bir deney sart1 i¢in, rekombinant bakteri icermeyen hamur
ornekleri ayn1 sartlar altinda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra hamur distile su
ile yikand1 ve daha sonra hamurun rutubeti TAPPI T 264 om-88 standart metoduna gore
belirlendi. Optimum sartlarin belirlenebilmesi i¢cin TAPPI T 236 om-99 standardina gore
kappa tayini yapildi.

2.17. Kagit Hamurlarinin Enzimle Muamele Sartlarinin Optimizasyonu

Bu calismada kullanilan kizilgam kraft hamuru ve atik kagit hamuru iizerinde
ligninolitik aktivitenin arastirilmasi i¢in her ii¢ enzim agisindan ayri1 ayri optimizasyon

calismalar1 yapildi. Optimizasyon, hamur konsantrasyonu, enzim miktari, veratril alkol
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miktari, hidrojen peroksit miktar1 ve ABTS miktar1 gibi parametrelerin farkli degerlerde
degistirilmesi ile gergeklestirildi (Tablo 6). Optimizasyon parametreleri belirlenirken her
lic enziminde aktivitesini arttirmaya yardimci olacak aract maddeler kullanildi. KpnGST
enziminde boylesi bir araciya ihtiyag duyulmazken BmgLac i¢in ABTS, lignin peroksidaz
icin ise veratril alkol kullanildi. Yine RjoLip aktivitesini arttirmak amaciyla reaksiyonun
baslamasini saglayan H>O> konsantrasyonu da optimize edildi. Fiizligninaz proteini igin
ABTS, veratril alkol ve H20; konsantrasyonu da optimize edildi. Ikili ve fiiglii
kombinasyonda uygulanan enzimatik agartma i¢in ekstra bir optimizasyon ¢alismasi
yapilmadi. S6z konusu kombinasyonlar her enzimin optimum calistig1i sartlar birlikte
uygulanarak gerceklestirildi.

Kagit hamuru Orneklerinin enzim ile muamelesi, optimizasyon parametreleri
haricinde, enzimlerin optimum sicaklik ve pH’larinda polietilen poset igerisinde
karistirilarak ¢alkalamali su banyosunda inkiibasyona birakilarak gergeklestirildi. Kontrol
grubu olarak, her bir deney sart1 i¢in enzim igermeyen hamur 6rnekleri ayn1 sartlar altinda
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra hamur distile su ile yikand: ve daha sonra
hamurun rutubeti TAPPI T 264 om-88 standart metoduna gore belirlendi. Optimum

sartlarin belirlenebilmesi i¢cin TAPPI T 236 om-99 standardina gore kappa tayini yapildi.
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Tablo 6. Direkt enzim uygulamasi ile yapilan agartmanin optimizasyon sartlari

Enzim miktar1 (U/g) 4 Ulg 6 Ulg 8 Ulg 10 U/g
Hamur %3 %5 %7 %10
KpnGST
konsantrasyonu
Enzim miktar1 (U/g) 4 Ulg 6 Ulg 8 Ulg 10 U/g
Hamur %3 %5 %7 %10
konsantrasyonu
BmgLak
ABTS 1 mM 2mM 3 mM 4 mM
konsantrasyonu
Enzim miktar1 (U/g) 4U/g 6 Ulg 8 Ulg 10 U/g
Hamur %3 %5 %7 %10
konsantrasyonu
RjoLip Veratril alkol 1 mM 2 mM 3mM 4 mM
konsantrasyonu
H20, konsantrasyonu 0,1 mM 0,5mM 1mM 3 mM
Enzim miktar1 (U/g) 4 Ulg 6 Ulg 8 Ulg 10 U/g
ABTS 1 mM 2mM 3 mM 4 mM
konsantrasyonu
o Hamur %3 %5 %7 %10
Fiizligninaz
konsantrasyonu
Veratril alkol 1 mM 2 mM 3mM 4 mM
konsantrasyonu
H20- konsantrasyonu 0,1 mM 0,5mM 1mM 3mM

2.18. Kagit Hamuru Agartma Calismalar

Yapilan bu ¢aligmada her bir enzim i¢in belirlenmis olan optimum kosullar altinda,
klor ve klorlu bilesikler icermeyen, oksidatif 6zellikli, ¢evre dostu agarticilardan olsan
TCF agartma dizini kullanilarak kagit hamurunun agartilmasi gergeklestirildi. Buradaki

amac¢ agartict kimyasallarin gereksiz kullanimimin azaltilarak agartma maliyetinin
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diistiriilmesi olarak belirlendi. Buradan yola ¢ikarak yapilacak olan agartma dizini
basamaklar1 “XOQP” kademeleri olarak belirlendi. Bunlar: Enzim Delignifikasyonu (X),
Oksijen Delignifikasyonu (O), Celat Yikamasi (Q), Hidrojen Peroksit Agartmasi (P)

seklindedir. Yapilan agartma dizininin deney plan1 Tablo 7’de verildi.

2.18.1. Oksijen Delignifikasyonu (O)

Enzim agartmasi yapilmis kagit hamurlari i¢in oksijen delignifikasyonu Tablo 7°de
verilen sartlara gore gerceklestirildi. Deney i¢in kontrol gruplari ile birlikte her bir enzim
icin 50 g tam kuru hamur kullanildi. Bu basamakta kullanilan NaOH alkali bir ortam
olusturarak kagittaki ksilanlarin  uzaklastirilmasini ~ saglamaktadir  (Sixta, 2006).
Magnezyum siilfat ise selillozun c¢ozeltide meydana gelen radikaller tarafindan
bozunmasint ve katalitik ayrismasin1 Onlemek amaciyla agartma ortamina ilave
edilmektedir (Linden ve Ohman, 1997; Van Heiningen ve Violette, 2003). Oksijen
delignifikasyonu ile reaksiyon ortaminda olusan perhidroksil iyonlarinin lignindeki
kromoforik gruplar1 oksitleyerek renklerini agmasi parlaklik artisina neden olmaktadir

(Gullichsen ve Fogelholm, 1999).

2.18.2. Celatlama islemi (Q)

TCF agartmasinda kullanilan oksidatif agarticilardan en yaygin olarak kullanilan
hidrojen peroksit, diisiik secicilik 6zelligi nedeniyle hamurda ciddi viskozite kayiplari
olusturabilir (Gierer vd., 1991; Gierer, 1993). Bu duruma hidrojen peroksidin demir, bakir,
manganez gibi gecis metalleri katalizorliiginde bozunmasi sonucu Olusan HO- gibi aktif
radikaller neden olmaktadir (Johansson ve Ljunggren, 1991; Cardona-Barrau vd., 2001;
Duarte ve Lachenal, 2002; Cardona-Barrau vd., 2003). Bu metalin kompleks olusturucu
ajanlar ile ¢elatlanmas1 peroksit degredasyonunu ve dolayisiyla da seliilloz degredasyonunu
azaltir (Mariani vd., 1999; de la Rosa vd., 2002; Duarte ve Lachenal, 2002; Lapierre vd,
2003). Hamurlarin agartma isleminde genellikle son kademe olarak kullanilan peroksit
kademesinden Once, metal iyonlarmin uzaklagtirilmasi amaciyla hamurlara g¢elatlama
islemi uygulandi. Celatlama isleminde c¢elatlayici olarak EDTA (etilendiamin tetraasetik
asit) kullanildi. Islem kosullar1 Tablo 7°de yer alan plana gore her bir hamura enzim ve

kontrol grubuyla birlikte uygulandi ve her bir uygulamada 50 g tam kuru hamur kullanildi.
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Tablo 7. Kagit hamurlarinin agartma dizininde kullanilan deney plani

OKSIJEN DELIGNIiFIKASYONU (O)

NaOH Orant (%) 4
MgSO; Orant (%) 1
O, Basinc1 (Kg/cm?) 7
Islem Siiresi (Dk) 60 dk
Sicaklik (°C) 100°C
Konsantrasyon (%) 12
CELATLAMA iSLEMI (Q)
Celatlayict EDTA
Celat Orani1 (%) %2
Ik pH 7
Islem Siiresi (dk) 60 dk
Sicaklik (°C) 90°C
Konsantrasyon (%) 12
HiDROJEN PEROKSIT AGARTMASI (P)
H.02 (%) %5
NaOH (%) %4
MgSO. (%) %1
Islem Siiresi (dk) 120 dk
Sicaklik (°C) 80°C
Konsantrasyon (%) 12

2.18.3. Hidrojen Peroksit Agartmasi (P)

TCF agartmasinin son kademesi olarak hidrojen peroksit kullanildi. Son kademeler

daha ¢ok hamurlarin parlaklik degerlerinin arttirilmasi tizerine uygulanmaktadir. Hidrojen
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peroksit, yliksek verim ve parlaklik degerine sahip hamurlarin iiretilmesi amaciyla yaygin
bir sekilde agartma dizinlerinin son agartma kademesi olarak kullanilmaktadir (Renders,
1995). Hidrojen peroksit agartmasi kappa numarasindan ziyade parlaklik artisinda etkili
olan kimyasal bir maddedir. Yapilan agartmada hidrojen peroksidin aktif olabilmesi igin
ortama yeterli 6l¢iide alkali ilave edilmesi gerekmektedir. Bu kademede tim enzim ve
kontrol gruplarmna ayni sartlar uygulandi ve her uygulamada 50 g tam kuru hamur
kullanildi.

2.18.4. Delignifikasyon Derecesinin Hesaplanmasi

Delignifikasyon derecesi uygulanan islemler sonrasi hamurdan, ligninin ne kadarlik
kisminin uzaklastirildigi hakkinda bilgi veren 6nemli bir parametredir. Delignifikasyon

derecesi asagida belirtilen formiile gére hesaplandi.

Delignifikasyon derecesi = [(Ka — Kb)/Ka]x100

Burada;
Ka: Delignifikasyon dncesi kappa numarasi

Kb: Delignifikasyon sonras1 kappa numarasidir.

Her bir agartma kademesinden sonra kagit hamurlari distile su ile yikandi ve
kondisyonlanmas igin bekletildikten sonra rutubet tayini yapildi. Daha sonra uzaklastirilan
lignin miktarinin belirlenip delignifikasyon derecesinin hesaplanabilmesi i¢in kappa tayini

yapildi.

2.19. Kagitlara Uygulanan Fiziksel ve Optik Testler

2.19.1. Test Kagitlarinin Hazirlanmasi

Agartma yapilmig kagit hamurlarindan Regmed marka Rapid K&then laboratuar tipi
kagit makinesinde 70 +5 g/m? agirliginda kagitlar yapildi. Yapilan deneme kagitlari
TAPPI T 402 om-88 standardina gore 23+3°C ve bagil nemi % 50+3 olarak ayarlandi ve

kondisyonlama odasinda 24 saat siireyle bekletildikten sonra fiziksel testlere tabi tutuldu.
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Daha sonra da Sekil 5°de gosterildigi gibi kesilerek fiziksel 6zelliklerine bakilmak iizere

test kagitlar1 hazirlandi.

Kopma ve Cekme i¢im 2 adet

Patlama Yirtilma
Yirtilma Patlama

Sekil 5. Deneme kagitlarinin fiziksel testler i¢in hazirlanmasinda olusturulan
sablonu

2.19.2. Gramaj, Kalinhk, Yogunluk ve Hacimlilik Tayinleri

Kullanilan test kagitlarinin gramajlart TAPPI T 410 om-98 standardi kullanilarak
yapilmis ve sonuglar Im?’deki tam kuru madde miktar1 olarak verilmistir. Ayrica kagitlarin
kalinliklart TAPPI T 411 om-88 standardina uygun olarak belirlenirken hacimlilik ve

yogunluk degerleri ise hesaplama yoluyla bulunmustur.

2.19.3. Patlama Testi
Kagitlarin patlama testleri TAPPI 403 om-91 metoduna gére kg/cm? cinsinden

Miillen aletinde standart patlama testi ile gerg¢eklestirildi. Patlama direnci kadran iizerinden

kgf/cm? olarak kaydedildi ve patlama indisi asagidaki formiile gore hesaplandi.

Patl. Dir. (kgf/cm?)x98,06

Patlama indisi (kPa.m?/g)= .
Gramaj(g/m?)
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2.19.4. Kopma Testi

TAPPI 404 om-87 standardina uygun olarak Karl Frank-800 pendulum tipi kopma
cihaz1 ile kagit seritlerin gram-kuvvet cinsinden kopma direnci olgildi. 15 mm
genisliginde kesilen kagit seritler, 100 mm uzunlugunda araliga sahip koparma g¢eneleri
arasia yerlestirilerek ve ¢ekme hizi 120 mm/dak. olarak ayarlanarak kopmanin 20 + 5
saniyede gergeklesmesi saglandi. Kaydedilen gram-kuvvet (gf) cinsinden kopma direnci

asagidaki formiile gore kopma indisine gevrildi.

Kopma Direnci (gf) x 0,0098

Kopma indisi (N.m/g)= - — —
Serit genisligi (m) x Gramaj(g/m?)

2.19.5. Yirtilma Testi

Yirtilma testi, TAPPI 414 om-88 standardina gére Elmendorf-1650 tipi yirtilma
cihazinda yapildi. Kagit 6rnekleri 62x100 mm boyutlarinda kesildikten sonra 4 kat olacak
sekilde yirtilma islemi gergeklestirildi. Kadranda okunan deger asagidaki formiil yardimi

ile yirtilma indisine ¢evrildi.

Okunan deger x 3 x 9.8

Yirltilma indisi (mN.m?/g)=
Kagit ad. x Gramaj(g/m?)

2.19.6. Deneme Kagitlarina Uygulanan Optik Testler

Standart yontemlere gore elde edilen kagitlarin optik 6zelliklerinin tespitinde Elrepho
3300 model spektroskopik alet kullanildi. Kagitlarin parlaklik dl¢timleri ISO/DIS 2470
standardina uygun olarak gercgeklestirildi. Renk dl¢iimleri ISO/CD 5631 standardina uygun
olarak yapildu.
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2.20. SEM Analizi

Calismada ligninolitik enzimlerle tekli, ikili, ii¢lii kombinasyonlar ve fiizyon seklinde
muamele edilen kizilgam kraft ve atik kagit hamurlar1 Taramali Elektron mikroskobunda
(SEM) incelendi. Kraft hamur 6rnekleri altin film ile kaplandi. Daha sonra lifler 5 kV’de
incelendi (Nagar vd., 2013).



3. BULGULAR

3.1. Ligninolitik Genlerin PCR ile Cogaltilmast ve pMA0911 Vektoriine
Klonlanmasi

Ligninolitik proteinleri kodlayan GST, lakkaz ve lignin peroksidaz genlerini elde
etmek amaciyla, PCR ger¢eklestirildi. PCR sonucunda elde edilen DNA fragmentleri
PGEM-T Easy klonlama vektoriine klonlandi. Genlerin dizi analizi, baz dizini otomatik
dizi analizatorleri araciligiyla (Macrogen, Hollanda) gergeklestirildi. Dizin analizi
sonucunda, 868 bp’lik GST, 822 bp’lik lakkaz ve 1050 bp’lik lignin peroksidaz
fragmentleri elde edildi.

M. .. GSTaz LiP Lakkaz

1000 hp

Sekil 6. GST, lignin peroksidaz ve lakkaz genlerinin PCR sonucu olusan
tirtinlerinin agaroz jel goriintiisii M: Marker
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6000 bp

1000 bp

Sekil 7. pMAQ0911 ifade vektoriinde olusturulan klonlarin restriksiyon

enzimleriyle kesilmesi sonucu olusan agaroz jel goriintlisii
(EcoRI-BamHI kesimi), M: Marker; 1: GST klonu; 2: LiP
klonu; 3: Lakkaz klonu

3.2. Ligninolitik Genlerin pMA0911 Vektoriine Fiizyon Proteini Olusturacak
Sekilde Klonlanmasi

Flizyon proteini olusturmak amaci ile gerceklestirilen PCR reaksiyonlari sonucunda
GST geni igin 868, lignin peroksidaz geni i¢in 1050 ve lakkaz geni igin 822 bp
uzunlugunda fragmentler elde edildi. Daha sonra yapilan LFH PCR sonucunda ilk gen
GST, ikinci gen Lignin peroksidaz ve son gen lakkaz olacak sekilde yaklasik olarak 2753
bp’lik fragment elde edildi. Yaklasik olarak 2753 bp uzunlugunda olan fiizyon fragmenti
EcoRI ve BamHI enzimleri ile kesildi ve ayn1 enzimler ile kesilmis pMAO0911 vektoriine
klonlandi, daha sonra da Bacillus WB800 hiicresine transforme edildi (Sekil 8).

3.3.  Ligninolitik Genlerin pMAQ0911 Vektoriine Operon Diizeninde
Klonlanmasi

Ilgili genlerin operon diizeninde klonlanmalarinin yapilabilmesi igin dncelikle herbir
gen ayr1 ayrt pMAQ0911 vektoriine klonlandi. pMA0911 klonlar1 kalip olarak kullanilarak
gerceklestirilen PCR reaksiyonlart sonucunda GST geni 1050, lignin peroksidaz geni 1110
ve lakkaz geni ise 993 bp uzunlugunda fragmentler olarak elde edildi. Daha sonra yapilan
PCR sonucunda ilk gen GST, ikinci gen lignin peroksidaz ve son gen lakkaz olacak sekilde
yaklasik olarak 3153 bp’lik fragment elde edilmistir. Her bir genin oniinde proteinlerin
hiicre disina tasinmasina olanak saglayacak sinyal peptidini i¢erecek sekilde elde edilen bu
fragment pMAO0911 vektoriine klonlanarak Bacillus WB800 hiicresine transforme edildi
(Sekil 9).
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1 N M

B )

> 3000 bp

Sekil 8. Operon diizeninde ve fiizyon seklinde olusturulan PCR
fragmentinin  pMAO0911  klonlarinin  restriksiyon
enzimleriyle kesilmesi sonucu olusan agaroz jel
gorlintiisii, 1; Operon klonu (Sbfl-Nhel kesimi) , 2; fiizyon
klonu (EcoRI-BamHI kesimi), M; marker

Promoter

/‘/. TAG) s
=

Sekil 9. Operon diizeninde elde edilen fragment RBS: Ribozom baglanma bdlgesi, SP:
Sinyal peptidi, TAG: Stop kodonu

3.4. Bacillus WB800 Hiicresine Transformasyon ve Gen Ifadesi

Hem ayr1 ayr1 hem operon diizeninde hem de fiizyon olusturacak sekilde pMA0911
vektoriine klonlanan genler Bacillus WBS800 hiicresine tranforme edildi. Yapilan
indiiklemenin ardindan s6z konusu genler ifade edilerek protein bantlar1 tespit edildi (Sekil
10). Elde edilen proteinler BmgLac, KpnGST, RjoLip olarak adalandirildi. Elde edilen
fiizyon proteini ise Fiizligninaz olarak adlandirilirken operon diizeninde klonlamadan elde

edilen ii¢lii enzim i¢in herhangi adlandirma yapilmada.
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100 kDa <

Sekil 10. Bacillus WB800 hiicresindeki ¢oziiniir proteinlerin  SDS-PAGE
goriintlisi, 1: li¢ enzimin operon dilizeninde olusturulan protein
bantlari; 2: Lignin peroksidaz; 3. GST; 4. Lakkaz; M: Marker; 5:
Flizyon; 6: Bacillus WB800 kontrol hiicresi

Fiizligninaz proteininde yer alan her bir enzim i¢in spektrofotometrik aktivite testleri
yapildi ve enzim aktiviteleri tespit edildi. Fizligninaz iginde yer alan ligninolitik
enzimlerden lignin peroksidaz i¢in zimogram testleri mevcut oldugundan ve ayrica fiizyon
proteininin ii¢ boyutlu yapisinda ortada kalan lignin peroksidaz geninin aktivitesinde
sikint1 olabilecegi ve aktif bolgesinin kapanabilecegi diisiiniildiigiinden sikintili olabilecek
bu enzim igin spektrofotometre de yapilan aktivite testinden sonra Fiizligninaz ile
zimogram PAGE deneyi gergeklestirilerek jelde lignin peroksidaz aktivitesi test edildi ve

yapilan test sonucunda lignin peroksidaz aktivitesi jelde gozlendi (Sekil 11).
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Sekil 11. Fiizyon proteini iginde yer alan enzimlerden biri olan
lignin peroksidazin zimogram goriintiisii. 1; LiP, 2;
Flizyon proteini.

3.5. Enzimlerin Kismi Karakterizasyonu

3.5.1. Optimum pH

RjoLip, KpnGST, BmgLac ve Fiizligninaz proteinlerinin aktivitesine pH’ nin etkisi,
50 mM sitrat tamponu (pH 3,0-6,0), 50 mM fosfat tamponu (pH 6,0-8,0), 50 mM Tris-HCI
tamponu (pH 8,0-9,0) ve 50 mM Gilisin tamponu (pH 9,0) kullanilarak gergeklestirildi.
Elde edilen verilere gore RjoLip enziminin optimum pH’s1 4, KpnGST enzminin optimum
pH’s1 6 ve BmgLac enzminin optimum pH’s1 ise 4,5 olarak belirlendi. Ayni enzimlerin
olusturulan Fiizligninaz proteinindeki optimum pH degerleri ayri ayri belirlendi. Elde
edilen sonuglara gore olusturulan Fiizligninaz proteinindeki enzimlerin optimum pH

degerlerinin degisiklige ugramadigi belirlendi (Sekil 12, 13).
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Sekil 12. RjoLip, KpnGST ve BmgLac enzimlerinin optimum pH grafigi
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Sekil 13. Fiizligninaz proteini iginde yer alan RjoLip, KpnGST ve BmgLac
enzimlerinin optimum pH grafigi

3.5.2. Optimum Sicakhik

RjoLip, KpnGST, BmgLac ve olusturulan Fiizligninaz proteini i¢inde yer alan herbir
enzimin en iyi ¢alistigr optimum sicaklik degeri, standart aktivite deneyi ile 20, 25, 30, 35,

40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90°C‘ye ayarlanmis 1siticilarda gerceklestirildi ve bir seri
reaksiyonlar ile belirlendi. Yapilan reaksiyon serilerinde enzimlerin en iyi ¢alistigi sicaklik
degeri RjoLip, KpnGST ve BmgLac i¢in sirasiyla 35°C, 40°C ve 60°C olarak belirlendi.
Ayni enzimlerin olusturulan Fiizligninaz proteinlerindeki optimum sicaklik degerleri ayri

ayr1 belirlendi. Elde edilen verilere gore optimum sicakliklarda bir degisme olmadigi
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gozlendi (Sekil 14, 15). Belirlenen bu sicakliklar kagit hamuru agartilmasinda reaksiyon
sicakligr olarak kullanildi.

120 Optimum sicakhik
100
€ w0 / 1
g 7 \ —4—Lakkaz
g i —B—GSTaz
= 1\""\:
® a0 ——Lignin peroksidaz
= _\T
£
20
0
0 20 40 60 B0 100
\_ Zaman (dk.) y,

Sekil 14. RjoLip, KpnGST ve BmgLac enzimlerinin optimum sicaklik

grafigi
4 ™
120 - Optimum sicaklik
100 -
g€ 80 - X
8 K =—o—Lakkaz
2 o T l -
g 0 X i —B—GSTaz
’E” 40 - : Lignin peroksidaz
m T
20 -
0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
\_ Zaman (dk.) Y,

Sekil 15. Fiizligninaz proteini i¢inde yer alan RjoLip, KpnGST ve BmgLac
enzimlerinin optimum sicaklik grafigi.
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3.5.3. pH Kararhhg:

RjoLip enziminin pH 3,0-4,0 ve 5,0’da kararli oldugu fakat en kararli oldugu pH’in
pH 4,0 oldugu belirlendi. Zaten daha 6nceki ¢aligmalarda enzimin optimum pH’sida pH
4,0 olarak belirlenmisti. Yapilan Ol¢limler neticesinde 90 dakika sonunda enzimin
aktivitesinde yaklasik %50 diisiis oldugu belirlendi. Olusturulan Fiizligninaz proteinindeki

RjoLip enziminin pH kararliligina bakildiginda enzimin kararliliginin 6zellikle pH 3’de

azaldig1 belirlendi.

pH Kararlilig A pH Kararlilii B

Kalan Aktivite %]
z B
/
Kalan Aktivite [%
o [ -

0 20 40 0 ) 100 i
Zaman [dk]

0 40 &0 & 100

Laman {dk)

Sekil 16. RjoLip enziminin pH kararlilik grafigi, A; RjoLip, B; Fiizligninaz proteini
icindeki RjoLip

BmgLac enziminin optimum pH’1 olan 4,5’e yakin pH degerlerinde kararli oldugu
goriildii. pH 4 ve 4,5°de ilk 30 dakikada enzim aktivitesinde 6nemli bir diislis olmadig
belirlendi. 30. dakikadan sonra enzimin aktivitesi kismen azalarak ve 90 dakika sonunda
enzim aktivetisinin yaklasik % 68’e diistiigili tespit edildi. pH 5,5 ve 6,0°da diger pH’larla
karsilastirildiginda enzimin kararli olmadigi ve aktivitesinin yaklasik %36’ya diistiigii
belirlendi. Fiizligninaz proteini i¢inde yer alan BmgLac enziminin pH kararlilik grafigine
incelendiginde pH 4,5, 5 ve 5,5’de 6nemli bir degisiklik gézlenmezken, pH 4 ve pH 6’da
diisiis oldugu belirlendi (Sekil 17).
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Sekil 17. BmgLac enziminin pH kararlilik grafigi, A; BmgLac, B; Fiizligninaz proteini
icindeki BmgLac

KpnGST enziminin pH 5,0’da kararli olmadig1 belirlendi. pH 6,0 ve 7,0’da hemen
hemen ayni kararlilikda oldugu ve 90 dakika sonunda aktivitenin %50’ye diistligi
belirlenmistir. Fiizligninaz proteini i¢inde yer alan KpnGST enziminin pH kararlilig
incelendiginde pH 6’daki kararliligin arttig1 diger pH’lardaki kararliliginin ise diistiigi
gozlendi (Sekil 18).

120 10
pH Kararhligi A pH Kararhlhigi B
100 [,
¥ 3
: £
E ] E & ——
s =a=h § “ i
= " .
2 2
Fii]
(1]
o Ful &) ) L HLL] a Fil an &0 2 100
Zaman (dk} Zaman (dk)

Sekil 18. KpnGST enziminin pH kararlilik grafigi, A; KpnGST, B; Fiizligninaz proteini
icindeki KpnGST

3.5.4. Is1l Kararhhk
RjoLip enziminin 1s1l kararlilik grafigine bakildiginda 20 ve 30°C’de 2 saat boyunca

aktivitesinin yaklasik %80’ini korudugu fakat diger sicakliklarda 2 saatlik siire sonunda

aktivitesinin neredeyse %85’ini kaybettigi belirlendi. Fiizligninaz proteini i¢inde yer alan
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RjoLip enziminin 1s1l kararlig1 incelendiginde 20 ve 30°C’deki aktivitenin ¢ok degismedigi
fakat diger sicakliklardaki kararliliginin azaldigi belirlendi (Sekil 19).

120

Isil Kararlihk A Isil Kararlilk B

100

£ £

- ——20 % 0 ——20
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o o

'_E ) 40 .E w 40

2 —— 50 3 —_—0
—— i) rii] S

il M 40 60 B0 100 120 140 o o4 B B 10 10 40
Zaman [dk) Zaman (dk)

Sekil 19. RjoLip enziminin 1s1l kararlilik grafigi, A; RjoLip, B; Fiizligninaz proteini
icindeki RjoLip

BmgLac enziminin 1s1l kararlilik grafigine incelendiginde enzimin 40°C ve 50°C’de
kararli oldugu belirlendi. Enzimin optimum ¢alisma sicakligi olan 60°C’de 60. dakikadan
sonra bir miktar dislis oldugu 150. dakikada ise enzim aktivitesinin %74 oldugu tespit
edildi. 70°C ve 80°C’de ise enzim aktivitesinde dnemli bir diisiis oldugu, 80°C’de 150
dakika sonunda enzim aktivitesinin %20 oldugu tespit edildi. Fiizligninaz proteini iginde
yer alan BmgLac enziminin 1sil kararliligi incelendiginde 70°C ve 80°C’de enzim
aktivitesinde diislis oldugu ve kararliligin daha da azaldig: belirlenirken diger sicakliklarda

kayda deger bir farklilik gézlenmedi (Sekil 20).

Isil Kararlilik A Isil Kararlilik B

3 £

% ——i0 % ——i)

= ] = —a—50
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c L] E —i— )

= =

L —0 K] —_—T0
—80 —

[1] 1]
o S0 100 150 00 i S0 100 150 200
Zarman (dk) Zaman [dk)

Sekil 20. BmgLac enziminin 1s1l kararlilik grafigi, A; BmgLac, B; Fiizligninaz proteini
icindeki BmgLac
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KpnGST enziminin 1s1l kararlilik grafigine bakildiginda enzimin 20°C ve 30°C’de
kararlt oldugu, 40°C’de ise zamana bagli olarak 90. dakikada aktivitesinin %50’sini
kaybettigi goriildii. Enzimin 50°C ve 60°C’de ilk 30 dakika sonunda 6nemli 6l¢iide aktivite
kaybettigi ve 90 dakika sonunda enzim aktivitesinin neredeyse tamaminin kayboldugu
belirlendi. Fiizligninaz proteini i¢inde yer alan KpnGST enziminin 1sil kararliliginda

onemli bir degisiklik olmadigi tespit edildi (Sekil 21).

130

Isil Kararhihk A Isil Kararhlik B
£ z
E e T H] 1"
] =30 E 830
= . = .
] 0 £ 40
§ — L g ===50"C

——E0% —— il
100 i) 0 40 (2] ] 100
Zaman [dk) Zaman (dk)

Sekil 21. KpnGST enziminin pH kararlilik grafigi, A; KpnGST, B; Fiizligninaz proteini
icindeki KpnGST

3.5.5. Enzim Kinetigi

Ligninolitik enzimlerden KpnGST, RjoLip ve BmgLac enzimlerinin kismi kinetik
verileri sirastyla CDNB, veratril alkol ve ABTS substratlarinin degisik konsantrasyonlari
ile gerceklestirilen reaksiyonlar ile belirlendi. Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum
hiz (Vmax) degerleri hazirlanan Lineweaver—Burk egrisinde x ve y eksenlerini kestigi
noktalara karsilik gelen degerlerin tersi olarak belirlendi. Elde edilen verilere gore
KpnGST enziminin Ky degeri 0,93+0,23 mM, RjoLip enziminin Km degeri 3,5+0,18 mM
ve BmgLac enziminin Kn degeri ise 0,41+0,16 mM olarak belirlendi (Sekil 22).
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Sekil 22. Ligninolitik enzimlerin Michealis-Menten grafigi, A; KpnGST, B; BmgLac, C;
RjoLip

Olusturulan Fiizligninaz proteininde her bir enzim i¢in kismi kinetik veriler CDNB,
veratril alkol ve ABTS substratlarinin degisik konsantrasyonlar1 ile gergeklestirilen
reaksiyonlar ile belirlendi. Michaelis-Menten sabiti (Kyn) ve maksimum hiz (Vmax)
degerleri hazirlanan Lineweaver—Burk egrisinde x ve y eksenlerini kestigi noktalara
karsilik gelen degerlerin tersi olarak belirlendi. Elde edilen verilere gore KpnGST
enziminin Km degeri 1,01+0,26 mM, RjoLip enziminin Ky degeri 3,95+0,22 mM ve
BmgLac enziminin Kn degeri ise 0,58+0,19 olarak belirlendi (Sekil 23).
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Sekil 23. Olusturulan Fiizligninaz proteinindeki ligninolitik enzimlerin Michealis-Menten
grafigi, A; KpnGST, B; BmgLac, C; RjoLip

3.6. Kraft Lignin Degredasyon Zonunun Belirlenmesi

Enzimlerin kraft lignin degredasyon zonlarinin belirlenmesi i¢in yapilan calismada
asagidaki tabloda yer alan veriler elde edildi. Tablo 8’de verilen sonuglara bakildiginda
ticlii enzim kombinasyonuyla yapilan petri deneyindeki zonun digerlerine gore daha fazla

oldugu goriildii. Bu ¢alisma sonucunda enzimlerin bir arada calisabilecekleri belirlendi.
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Tablo 8. Ligninolitik enzimlerin kraft lignin degredasyon zonlar1

KpnGST- RjoLip -
L KpnGST | RjoLac- | KpnGST BmgLac (operon TR
KpnGST | RjoLip | Bmglac | _ RjoLip | BmgLac | -BmgLac | diizeni klonlamasindan Fiizligninaz
elde edilmis)
Zon
yarigapi 3 mm 5mm 2 mm 7mm 6 mm 5 mm 10 mm 8mm
(mm)

3.7. Enzimlerin Kraft Lignin Degredasyon Oraninin Belirlenmesi

Enzimlerin kraft lignin degredasyon oranlarinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismada

asagidaki tabloda yer alan veriler elde edildi. Tablo 9’da verilen sonuglara bakildiginda

icli enzim kombinasyonuyla yapilan deneyde degredasyon oraninin daha fazla oldugu

belirlendi. Bu sonuglardan yola cikilarak enzimlerin birlikte daha etkili calistiklar

belirlendi.

Tablo 9. Ligninolitik enzimlerin kraft lignin degredasyon oranlari

. KpnGST-
I KpnGST RjoLac- KpnGST- . Lo
KpnGST | RjoLip BmgLac B RjoLip - Fiizligninaz
- RjoLip BmgLac BmgLac BmgLac
Degredasyo | g %9 %7 % 12 % 15 %10 %18 %16
n orani
3.8. Rekombinant Bakterilerin Kraft Lignin Degredasyon Oraninin

Belirlenmesi

Rekombinant bakterilerin kraft lignin degredasyon oranlarmin belirlenmesi igin

yapilan calismada asagidaki tabloda yer alan veriler elde edildi. Tablo 10’da verilen

sonuclar incelendiginde ii¢lii enzim kombinasyonunun en fazla degredasyon oranina sahip

oldugu belirlenirken direkt enzim kullaniminin daha efektif oldugu sonucuna varildu.

Tablo 10. Rekombinant bakterilerin kraft lignin degredasyon oranlari

KpnGST

RjoLip

BmgLac

KpnGST
- RjoLip

RjoLac-
BmgLac

KpnGST-
BmgLac

KpnGST-
RjoLip -
BmgLac

Fiizligninaz

Degredasyon
orani

% 2

%4

%3

%7

%9

%5

%11

%10
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3.9. Kagit Hamurunun Enzimle Muamelesi ve Kappa Numarasi Tayini

Enzimlerin kappa numarasini diisiirme oranlarina enzimlerin tek baslarina muamelesi
olarak bakildiginda, beklenildigi gibi en iyi diisiisiin RjoLip enziminde gerceklestigi
belirlendi. Enzimlerin ikili ve ii¢li kombinasyonlar1 incelenmesi sonucu, Dbirlikte

kullanildiklarinda Kappa Numarasin diisiirmede daha etkili olduklar tespit edildi.

Tablo 11. Kagit hamurlarinin ligninolitik enzimlerle muamelesi sonrasi kappa numaralari

Kappa Numarasi Kontrol ve Enzim muamelesi
yapilmis hamurlarin Kappa
Enzimli Kontrol

numaralari arasindaki fark
KpnGST 43,3+0,12 44,1+0,13 0,8
RjolLip 41,2+0,17 43,9+0,19 2,7
Bmglac 42,4+0,22 44,2+0,15 1,8
KpnGST - RjoLip 41,8+0,21 43,88+0,16 2,08
RjoLip - BmglLac 41,3+0,18 43,9+0,11 2,6
KpnGST - BmglLac 42+0,1 44,1+0,16 2,1
KpnGST - RjoLip - BmglLac 40,240,2 44,1+0,17 3,9
Fiizligninaz 41,3+0,17 44,2+0,25 2,9

3.10. Kagit Hamurunun Rekombinant Bakteri ile Muamele Sartlarinin
Optimizasyonu

Elde edilen veriler incelendiginde KpnGST genini i¢eren rekombinant bakterinin
kappa numarasini en 1yi distirdiigii optimum kosullarin 40°C ve pH 4,0 olarak, BmgLac
genini igeren rekombinant bakterinin kappa numarasimi en iyi diislirdiigli optimum
kosullarin 50°C ve pH 6,0 olarak, RjoLip genini igeren rekombinant bakterinin kappa
numarasint en iyi diisiirdiigii optimum kosullarin 40°C, pH 4,0 ve 4 mM veratril alkol
olarak, her ii¢ enzimi operon diizeninde iceren ve genleri Fiizligninaz seklinde igeren
rekombinant bakterinin kappa numarasini en iyi diisiirdiigii optimum kosullarin ise 40°C,
pH 5,0 ve 4 mM veratril alkol oldugu belirlendi. Veratril alkol oraninin KpnGST ve

BmgLac genlerini igeren rekombinant bakteriler i¢in etki etmedigi tespit edildi. Elde edilen
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sonuclarin standart sapmalart dikkate alinarak olusturulan tabloda elde edilen verilerin
dogrulugu teyit edildi. Bu veriler dogrultusunda 6nceki ¢alismada belirtildigi gibi kontrol
grubu ve deney grubu arasinda belirgin bir fark olmadigi belirlendi. Bu veriler
dogrultusunda rekombinant bakterilerin kagit hamurunun kappa numarasini fazla
etkilemedigi belirlendi. Bu sonuglardan yola c¢ikarak kagit hamurlarin agartilmasina

bakterilerle degil saf enzimlerle devam edildi.
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Tablo 12. Kizilgam kraft hamurunun rekombinant bakterilerle muamelesi sonrasindaki elde
edilen kappa numaralari

Rekombinant Sicakhik KAPPA NO. pH KAPPA NO. Veratril KAPPA NO.
Bakteri alkol
30°C Kontrol 43,69+0,06 4,0 44.85+0 10 2mM Kontrol 44 57+0.03
Kontrol ’ ’ ’ ’
g 30°C 43541017 | 4,0 44.67:0,08 2mM 44.53£0.23
O 3
o 40°C Kontrol 44,17+0,03 5,0 4mM Kontrol
E 7 Kontrol 44,56+0,16 44,65+0,12
8 4 40°C 43,13+0,05 5,0 44,55+0,17 4mM 44,64+0,09
5 g 50°C Kontrol 44,62+0,29 ﬁ,;)erI 44.3440,10 6mM Kontrol 44.56£0,03
(;:0 @ 50°C 44,45+0,17 6,0 44,30+0,22 6mM 44,52+0,15
Na 60°C Kontrol 44,23+0,05 7.0 | 44.65£0.12 8mM Kontrol |, 584016
Kontro T T
60°C 44,18+0,10 7,0 44,63+0,13 8mM 44,54+0,09
30°C Kontrol 43,49+0,03 4,0 44.55+0 21 2mM Kontrol 44 4640 28
c Kontrol e T
g 30°C 43,44+0,06 [ 4,0 44,47+0,16 2mM 44,4320,11
L 32 40°C Kontrol 44,1310,05 5,0 44 4640 14 4mM Kontrol 44 6440 05
= Kontrol i T
5 @ 40°C 44,10+0,11 5,0 44,35+0,19 amM 44,61+0,06
o3 50°C Kontrol 44,62+0,08 6,0 6mM Kontrol
g ?‘g Kontrol 44,74+0,06 44, 57+0,11
= 0 50°C 44,45+0,06 6,0 44,62+0,11 6mM 44,52+0,13
qu 60°C Kontrol 44,23+0,13 E(?ntrol 44.6540,09 8mM Kontrol 44,24+0,12
60°C 44,18+0,10 7,0 44,64+0,08 8mM 44,21+0,17
= 30°C Kontrol 44,1240,07 i,o 44.650,12 2mM Kontrol 44,560,16
= ontrol
o) @ 30°C 43,94+0,14 4,0 44,53+0,14 2mM 44,36+0,08
O3 40°C Kontrol 43,96:0,16 | 5,0 44561013 | AmMMKontrol |, o oo
Eg‘ @ Kontrol T T
D= 40°C 43,75+0,05 5,0 44,53+0,03 4mM 44,37+0,10
R 50°C Kontrol 44,87+022 | 6,0 44.48:0.07 | 6MMKontrol |, o) o
] Kontrol T T
o8 50°C 44,77:022 | 6,0 44,45:0,15 | 6mM 44,2810,16
'g E_’, 60°C Kontrol 44,98+0,32 7,0 44 6540 16 8mM Kontrol 44 4840 12
T Kontrol T T
60°C 44,95+0,10 7,0 44,61+0,17 8mM 44,43+0,11
3 30°C Kontrol 43,89+0,11 iﬁntrol 44.67+0,06 2mM Kontrol 44664024
S i 30°C 43,64+0,02 4,0 43,68+0,07 2mM 44,63+027
5@ 40°C Kontrol 44,75+0,04 | 5,0 44.36£0.12 4mMKontrol [ 44 55,0 94
s £ Kontrol e o
57 40°C 43,78+0,08 50 44,24+0,13 4mM 44,11+0,08
o3 50°C Kontrol 44.23+0,01 6,0 44.4440.12 6mM Kontrol |, oot oo
o3 Kontrol T U
5 g 50°C 44.20+0,04 6,0 44,30+0,11 6mM 44,53+0,19
Tg 60°C Kontrol 43,78+0,07 7,0 44 56+0.08 8mM Kontrol 44 34+0.17
3 Kontrol e e
60°C 43,71+0,04 7,0 44,53+0,19 8mM 44,28+0,16
— 30°C Kontrol 43,87+0,12 4,0 44 69+0.06 2mM Kontrol 44 61+0.13
S Kontrol T T
o % s0°C 43,560,111 4,0 436120,11 | 2™M 44,58+0,15
é ; 40°C Kontrol 44,65+0,12 i,g)mro' 44,3240,17 4mM Kontrol 44.15£0,08
?,ﬂ? 40°C 43,67+0,15 50 44,21+0,11 4mM 43,33+0,21
N @ 50°C Kontrol 44.31+0,14 6,0 44.33+0 09 6mM Kontrol 44 4440 15
c5 Kontrol TR T
So 50°C 44.25+0,16 6,0 44,30+0,15 6mM 44,32+0,14
N 2 60°C Kontrol 43,75+£0,14 7,0 44 49+0.21 8mM Kontrol 44 26+0.16
e Kontrol e -
60°C 43,75+0,12 7,0 44,38+0,14 8mM 44 17+0,15
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3.11. Kagit Hamurunun Enzimlerle Muamele Sartlarinin Optimizasyonu

Kizilgam kraft hamuru ve atik kagit hamurunun enzimlerle muamele sartlar
optimize edilerek her bir enzimin kagit hamurlarinda en iyi sonucu verdigi sartlar
belirlendi. Kizilgam kraft hamuru i¢in elde edilen sonuglar Tablo 13, 14, 15 ve 16’ da
belirtildi. Tablo 13, 14, 15 ve 16’ da verilen sonuglara bakildiginda KpnGST enzimi igin
optimum sartlarin %5 hamur yogunlugu ve 8 U/g enzim miktar1 oldugu, BmgLac enzimi
icin optimum sartlarin % 5 hamur yogunlugu, 6 U/g enzim miktart ve 2 mM ABTS
konsantrasyonu oldugu, RjoLip enzimi i¢in optimum sartlarin %5 hamur yogunlugu, 6 U/g
enzim miktari, 0,5 mM H202 konsantrasyonu ve 4 mM veratril alkol konsatrasyonu,
Fiizligninaz seklinde olusturulan protein i¢in ise optimum sartlarin %5 hamur yogunlugu, 8
U/g enzim miktari, 0,1 mM H>0> konsantrasyonu, 4 mM veratril alkol konsantrasyonu ve

2 mM ABTS konsantrasyonu oldugu belirlendi.

Tablo 13. Kizilgam kraft hamuruna KpnGST enzimi uygulamasinin optimizasyon verileri

Hamur konsantrasyonu Kappa No. Enzim miktar Kappa No.

%3 Kontrol 44,81+0,12 Kontrol 44,45+0,06

%3 44.34+0,18 | 4 Ulg 44,23+0,1
[ %5 Kontrol 44,67+0,21 6 Ulg 43,67+0,09
8 %5 43,21+0,09 | 8 U/g 43,15+0,15
s %7 Kontrol 43,98+0,1 10 U/g 44,26+0,13
XY %7 43,45+0,11

%10 Kontrol 44,25+0,13

%10 43,97+0,16
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Tablo 14. Kizilgam kraft hamuruna BmgLac enzimi uygulamasinin optimizasyon verileri

BmgLac

Hamur Kappa Enzim | Kappa ABTS Kappa
konsantrasyonu | No. miktar1 | No. konsantrasyonu | No.

%3 Kontrol 44,46+0,16 | Kontrol |44,78+0,14 |1 mM Kontrol 44,45+0,28
%3 44,33+£0,12 | 4U/g  |44,11+0,13 |1 mM 43,56+0,26
%5 Kontrol 44,34+0,11 | 6 U/lg  |42,12+0,15 |2 mM Kontrol 44,55+0,14
%5 42,55+0,14 | 8U/g  |43,21+0,11 2 mM 42,11+0,17
%7 Kontrol 43,89+0,08 | 10 U/g |43,45+0,23 |3 mM Kontrol 44,45+0,13
%7 42,97+0,22 3 mM 43,67+0,19
%10 Kontrol 44,13+0,13 4 mM Kontrol 44,32+0,15
%10 43,87+0,2 4 mM 43,57+0,07

Tablo 15. Kizilgam kraft hamuruna RjoLip enzimi uygulamasinin optimizasyon verileri

RjoLip

Hamur | Kappa Enzim | Kappa VA mik. | Kappa H202 Kappa
kon. No. mik. No. No. mik. No.
%3 1 mM 0,1 mM
44,45+0,13 | Kontrol |44,22+0,06 44,69+0,13 44,15+0,14
Kontrol Kontrol Kontrol
%3 43,5+0,14 4 Ulg | 43,7+0,09 1 mM 44.6+0,18 | 0,AmM | 43,8+0,17
%5 2mM 0,5mM
44,56+0,15 | 6U/g | 40,9+0,12 44,33+0,13 43,85+0,16
Kontrol Kontrol Kontrol
%5 41,6+0,06 8 Ulg 42,7+0,1 2mM 43,4+0,17 | 0,5mM | 41,2+0,07
%7 3mM 1mM
4423+0,05 | 10 U/g | 43,8+0,14 44,35+0,12 44,45+0,1
Kontrol Kontrol Kontrol
%7 42,9+0,11 3mM 435+0,11 | 1mM | 43,3+0,13
%10 4 mM 3mM
44,78+0,2 44,34+0,14 44,86+0,1
Kontrol Kontrol Kontrol
%10 44,6+0,21 4 mM 42,2+0,11 | 3mM | 44,8+0,16




Tablo 16. Kizilgam kraft hamuruna Fiizligninaz proteini uygulamasmin optimizasyon verileri
Hamur Enzim VA ABTS
Kappa No. Kappa No. Kappa No. | H202miktar1 | Kappa No. Kappa No.
konsantrasyonu miktari miktari konsantrasyonu
1 mM 0,1 mM
%3 Kontrol 44,54+0,23 | Kontrol | 44,32+0,06 44,56+0,12 44,2+0,2 1 mM Kontrol 44,1840,18
Kontrol Kontrol
%3 43,34+0,14 4 Ulg 44,1+0,13 1mM 44,52+0,16 0,1mM 42,79+0,14 1mM 43,75+0,15
2mM 0,5mM
N %05 Kontrol 44,5440,15 6 Ulg |42,9+0,115 44,37+0,17 43,94+0,13 2 mM Kontrol 43,79+0,13
g Kontrol Kontrol
=
éﬂ %5 40,54+0,16 8 U/lg |41,78+0,13 2mM 43,29+0,22 0,5mM 42,38+0,16 2mM 40,76+0,17
S
= 3 mM
%7 Kontrol 44,34+0,15 10 U/lg | 43,78+0,2 Kontrol 44,45+0,17 | 1 mM Kontrol | 44,33+0,14 3 mM Kontrol 44,42+0,1
ontro
%7 43,89+0,13 3mM 43,61+0,13 1mM 43,41+0,15 3mM 43,56+0,2
4 mM
%10 Kontrol 44,84+0,14 44,38+0,17 | 3 mM Kontrol 44,46+0,1 4 mM Kontrol 44,7240,1
Kontrol
%10 44,71+0,17 4 mM 42,13+0,2 3mM 44,1+0,14 4mM 43,79+0,26

8§
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Atik kagit hamuru igin elde edilen sonuglar Tablo 17, 18, 19 ve 20°de belirtildi.
Tablo 17, 18, 19 ve 20’de verilen sonuglara bakildiginda KpnGST enzimi i¢in optimum
sartlarin %7 hamur yogunlugu ve 6 U/g enzim miktar1 oldugu, BmgLac enzimi i¢in
optimum sartlarn % 7 hamur yogunlugu, 6 U/g enzim miktar1 ve 2 mM ABTS
konsantrasyonu oldugu, RjoLip enzimi i¢in optimum sartlarin %7 hamur yogunlugu, 8 U/g
enzim miktar, 0,5 mM H20. konsantrasyonu ve 4 mM veratril alkol konsatrasyonu
oldugu, Fiizligninaz seklinde olusturulan protein i¢in ise optimum sartlarin %7 hamur
yogunlugu, 8 U/g enzim miktari, 0,1 mM H2O: konsantrasyonu, 4 mM veratril alkol
konsatrasyonu ve 2 mM ABTS konsantrasyonu oldugu belirlendi. Her bir enzim igin
belirlenen optimum sartlar tespit edildikten sonra kagit hamurlarma agartma dizini
uyguland1 ve ardindan fiziksel ve optik 6zellikleri tespit edildi. Agartma dizini sonunda
kullanilan enzimin etkisinin saglikli bir sekilde belirlenebilmesi igin agartma

basamaklarinda enzimli ve enzimsiz olmak tizere ¢aligma 2 grup iizerinden siirdiirtildi.

Tablo 17. Atik kagit hamuruna KpnGST enzimi uygulamasinin optimizasyon verileri

Hamur konsantrasyonu Kappa No. Enzim miktar Kappa No.

%3 Kontrol 24.82+0,15 Kontrol 24,43+0,16

%3 2423+0,13 | 4 Ulg 24,21+0,11
- %5 Kontrol 24,47+0,22 6 Ulg 23,19+0,19
§ %5 23,25+0,18 8 U/lg 23,59+0,15
g [ %7 Kontrol 24.98+0,1 10 U/g 24.27+0.21

%7 23,46+0,21

%10 Kontrol 24.2440,13

%10 23,92+0,13
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Tablo 18. Atik kagit hamuruna BmgLac enzimi uygulamasinin optimizasyon verileri
Hamur Kappa Enzim | Kappa ABTS Kappa
konsantrasyonu | No. miktar1 | No. konsantrasyonu | No.

%3 Kontrol 24,66+0,13 | Kontrol |24,88+0,18 {1 mM Kontrol 24,45+0,19

%3 24,43+0,11 | 4Ulg  |24,17+0,13 |1 mM 23,77+0,16
§ %5 Kontrol 24,35+0,11 | 6 U/g  |22,16+0,15 |2 mM Kontrol 24,494+0,19
E’ %5 23,67+0,12 | 8U/lg  |23,32+0,15 |2 mM 23,65+0,14
o0

%7 Kontrol 23,91+0,12 | 10 U/g |23,51+0,17 |3 mM Kontrol 24,41+0,16

%7 22,84+0,16 3 mM 23,69+0,21

%10 Kontrol 24,16+0,13 4 mM Kontrol 24,33+0,13

%10 23,92+0,18 4 mM 23,87+0,14

Tablo 19. Atik kagit hamuruna RjoLip enzimi uygulamasinin optimizasyon verileri
Hamur | Kappa Enzim | Kappa VA Kappa H20:2 Kappa No.
kons. No. mik. No. mik. No. mik.

%3 Kontrol 1mM 0,1 mM | 24,17+0,11
24,47+0,11 24,32+0,12 24,56+0,12
Kontrol Kontrol Kontrol
%3 23,45+0,16 | 4 Ulg 23,83+0,19 |1 mM 24,43+0,19 | 0,dmM | 23,83+0,08
%5 6 Ulg 2mM 0,5mM | 23,76+0,21
24,46+0,19 22,54+0,16 24,33+0,19
.il_l Kontrol Kontrol Kontrol
hc—;. %5 23,79+0,17 | 8 Ulg 21,23+0,16 |2 mM 23,51+0,23 | 0,5mM 21,26+0,09
%7 10 U/g 3mM 1mM 24,74+0,23
24,23+0,15 23,91+0,23 24,56+0,17
Kontrol Kontrol Kontrol
%7 22,85+0,14 3 mM 23,66+0,12 |1 mM 23,45+0,21
%10 4 mM 3mM 24,78+0,16
24,76+0,24 24,39+0,24
Kontrol Kontrol Kontrol
%10 24,62+0,22 4 mM 23,17+0,22 [3 mM 24,64+0,13




Tablo 20. Atik kagit hamuruna Fiizligninaz proteini uygulamasinin optimizasyon verileri

Fiizligninaz

Hamur Kappa No. Enzim Kappa No. VA Kappa No. H202 Kappa ABTS Kappa No.
konsantrasyonu miktari miktari miktari No. konsantrasyonu
1mM 0,1 mM
%3 Kontrol 24,48+0,16 Kontrol 24,28+0,11 24,63+0,11 24,23+0,15 | 1 mM Kontrol 24,121+0,2
Kontrol Kontrol
%3 23,34+0,18 4 Ulg 23,76+0,11 1mM 24,58+0,15 0,1ImM 22,63+0,16 1mM 23,69+0,11
2mM 0,5mM
%05 Kontrol 24,49+0,6 6 Ulg 22,9+0,16 24,41+0,14 23,86+0,13 2 mM Kontrol 23,82+0,14
Kontrol Kontrol
%5 23,61+0,17 8 Ulg 21,81+0,13 2mM 23,32+0,17 0,5mM 22,45+0,15 2mM 21,82+0,14
3mM 1 mM
%7 Kontrol 24,43+0,6 10 U/g 23,83+0,21 24,39+0,18 24,39+0,18 | 3 mM Kontrol 24,5+0,14
Kontrol Kontrol
%7 22,21+0,17 3mM 23,61+0,2 1 mM 23,45+0,15 3mM 23,53+0,16
4 mM 3mM
%10 Kontrol 24,91+0,18 24.42+0,17 24,53+0,1 | 4 mM Kontrol 24,69+0,19
Kontrol Kontrol
%10 24,75+0,18 4 mM 22.22+0,17 3mM 24.23+0,18 4mM 23,82+0,13

19
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3.12. Kagit Hamuru Agartma Calismalar:

Kizilgam kraft ve atik kagit hamuru ile yapilan galismalar sonucunda elde edilen
verilere bakildiginda tekli enzim kullaniminda en yiiksek delignifikasyon derecesinin
lignin peroksidaz enzimiyle muamele edilen kagit hamurlarinda oldugu belirlendi.
KpnGST ve BmgLac enziminleri ligninin sadece yan gruplarimi pargaladigi i¢in RjoLip
kadar delignifikasyona katki saglayamadiklar tespit edildi. ikili agartmalara bakildiginda
RjoLip-BmgLac enzim ikilisinin en yiiksek delignifikasyon oranina sahip oldugu tespit
edildi. Uglii enzim kombinasyonu ve Fiizligninaz proteini kullanilarak yapilan agartma
sonuclart karsilastirildiginda ii¢lii enzim kombinasyonunun delignifikasyon derecesinin
daha yiiksek oldugu belirlendi. Elde edilen veriler hem kizilgam kraft hamuru hem de atik

kagit hamuru icin agsagida yer alan tablolarda ayr1 ayr belirtildi.
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Tablo 21. Kizilgam kraft hamurunun rekombinant enzimlerle tekli olarak yapilan agartma

sonuglari
Agartma tipi Kappa no. Delignifikasyon derecesi (%)
X kontrol 44,97+0,59
% 4,13+0,97
X 43,11+0,18
|_
¢ | Okontrol 23,43+0,16
= % 26, 03+0,3
X o) 17,33+0,18
P kontrol 16,23+0,19
%18,61£0,75
P 13,19+0,05
X kontrol 44,34+0,12
% 5,05+0,31
X 42.10+0,17
o O kontrol 23,33+0,08
?ml % 27,77+1,18
£ O 16,85+0,27
M
P kontrol 16,11+0,05
% 19,49+0,49
P 12,97+0,04
X kontrol 44,67+0,24
% 7,88+0,56
X 41,15+0,03
o O kontrol 23,21+0,18
T % 30,59+0,31
(@]
ra O 16,11+0,06
P kontrol 15,89+0,17
% 25,99+0,74
P 11,76£0,22

X: enzimatik delignifikasyon, O: Oksijen delignifikasyonu, P: Hidrojen peroksit
agartmast
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Tablo 22. Rekombinant enzimlerin ikili kombinasyonlarinin kizilgam kraft hamuru
agartma sonuglari

Agartma tipi Kappa no. Delignifikasyon derecesi (%)
X kontrol 44,88+0,43
Q % 5,90+0,83
< X 42,23%0,19
g
o0 O kontrol 23,34+0,19
o % 33,3£0,28
Q O 15,55+0,15
o
4
P kontrol 15,36+0,21
%23,76+0,38
P 11,71+0,15
X kontrol 44,58+0,13
% 5,31+0,29
X 42.21+0,19
2
—
2 O kontrol 23,22+0,15
|°_F % 31,7493
n @) 15,85+0,21
O
S
Z P kontrol 15,81+0,18
% 27,76£0,35
P 11,42+0,14
X kontrol 44,77+0,24
% 6,54+0,65
X 41,84+0,12
[&]
©
= | O kontrol 23.25+0,15
c% % 34,92+0,31
& |0 15,13£0,11
-
2,
@ P kontrol 15,09+0,13
% 30,01+0,45
P 10,56+0,16

X: enzimatik delignifikasyon, O: Oksijen delignifikasyonu, P: Hidrojen peroksit
agartmast




Tablo 23. Rekombinant Fiizligninaz ve ig¢li enzim kombinasyonunun kizilgam kraft

hamuru agartma sonuglari
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Agartma tipi Kappa no. Delignifikasyon derecesi (%)
X kontrol 44,72+0,17
% 7,69+0,27
. X 41,28+0,21
=
Eﬂ O kontrol 23,21+0,13
= % 38,17+0,31
it 0 14,35+0,19
P kontrol 14,26+0,27
%32,32 £0,26
P 9,65+0,16
X kontrol 44,67+0,17
Q % 9,96+0,33
= X 40,22+0,26
S
cg_ O kontrol 23,16+0,19
;3 % 40,5+0,38
h? 0] 13,78+0,26
|_
& P kontrol 13,51+0,21
s % 38,04+0,29
X P 8,37+0,18

agartmasi

X: enzimatik delignifikasyon, O: Oksijen delignifikasyonu, P: Hidrojen peroksit
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Tablo 24. Atikk kagit hamurunun rekombinant enzimlerle tekli olarak yapilan agartma

sonugclari
Agartma tipi Kappa no. Delignifikasyon derecesi (%)
X kontrol 26,14+0,17
%1,02+0,23
X 25,87+0,12
|_
3 | Okontrol 16,48+0,19
=1 %13,6+0,13
¥ 1o 14,23+0,13
P kontrol 10,34+0,22
%14,02+0,32
P 8,89+0,11
X kontrol 26,23+0,15
%3,10+0,13
X 24,89+0,12
o O kontrol 16,87+0,14
2 %16,36+0,15
= @) 14,11+0,15
0
P kontrol 10,14+0,14
%17,75+0,22
P 8,34+0,13
X kontrol 25,98+0,15
%8,46+0,18
X 23,78+0,11
o O kontrol 15,88+0,12
T %15,99+0,29
o
T @) 13,34+0,16
P kontrol 10,11+0,13
%20,67+0,11
P 8,02+0,19
X: enzimatik delignifikasyon, O: Oksijen delignifikasyonu, P: Hidrojen peroksit
agartmasi
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Tablo 25. Rekombinant enzimlerin atik kagit hamurundaki ikili agartma sonuglari

Agartma tipi Kappa no. Delignifikasyon derecesi (%)
X kontrol 26,77+0,22
o %14,53+0,21
< X 22,88+0,14
£
o0 O kontrol 16,15+0,13
S %19,19+0,15
Q O 13,05+0,16
o
A4
P kontrol 10,09+0,21
%32,80+0,19
P 6,78+0,13
X kontrol 26,18+0,12
%14,78+0,15
X 22,31+0,13
2
_
=3 O kontrol 15,87+0,13
|°_F %20,28+0,13
wn O 12,65+0,18
@)
S
7 P kontrol 10,44+0,14
%34,67+0,14
P 6,82+0,22
X kontrol 26,79+0,16
%15,45+0,16
X 22,65+0,15
(&)
©
= | O kontrol 16,78+0,12
E %27,1740,15
4 |0 12,22+0,19
_
2,
@ P kontrol 10,66+0,13
%37,42+0,17
P 6,67+0,13

X: enzimatik delignifikasyon, O: Oksijen delignifikasyonu, P: Hidrojen peroksit

agartmasi




Tablo 26. Rekombinant Fiizligninaz ve {iglii

agartma sonuglari
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enzim kombinasyonu atik kagit hamuru

Agartma tipi Kappa no. Delignifikasyon derecesi (%)
X kontrol 26,55+0,12
%17,66+0,14
X 21,86+0,16
'Eﬂ O kontrol 16,15+0,15
= %22,10+0,16
= |0 12,58+0,13
P kontrol 10,12+0,22
%43,18+0,23
P 5,75+0,14
X kontrol 26,16+0,12
9 %18,53+0,21
| X 21,31+0,15
c%
g O kontrol 16,21+0,12
;3 %29,36+0,17
h? O 11,45+0,17
|_
¢ | Pkontrol 10,230,15
s %47,01£0,16
X P 5,42+0,12

X: enzimatik delignifikasyon, O: Oksijen delignifikasyonu, P: Hidrojen peroksit

agartmasi
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3.13. Kagitlara Uygulanan Fiziksel ve Optik Testler

Tablo 27 ve 28’de verilen bulgulara gore kontrol ve enzim ilaveli agartmalar
karsilastirildiginda, enzim kullanilan her iki hamur tipinde de kopma uzunlugu kontrole
gore artis gostermistir. Buna bagh olarak belirlenen ¢gekme indisi de ayn1 oranda artmuistir.
Patlama indisi enzim ilavesi ile azalma gostermis ve yirtilma indisi degerlerinde bir
degisim meydana gelmemistir. Hacimlilik ve yogunluk degerlerinde de onemli derecede
bir degisim belirlenmemistir. Bu tabloya genel olarak bakilacak olursa enzim kullaniminin

fiziksel ozelliklerde 6nemli bir degisiklige sebep olmadigi goriilmektedir.



Tablo 27. Enzimle muamele edilen kizilgam kraft hamurlarinin fiziksel 6zellikleri

Engim adi Cekme indisi | Patlamaindisi | Yirtilma indisi Kopma uzunlugu Kalinhik Gramaj Yogunluk Hacimlilik
(Nm/g) (kPa.m?.g) (mN.m?/g) (km) (mikron) (9/m?) (g/cm?®) (cm®/g)
KpnGST- Kontrol 2,62+0,14 4,18+0,14 2,75+0,13 2,63£0,11 136,27+0,11 71,33+0,23 0,55+0,12 1,85+0,22
BmgLac Enzim 2,69+0,22 4,11+0,14 2,46+0,18 2,75+0,18 136,51+0,18 | 71,65+0,18 | 0,54+0,16 1,79+0,11
KpnGST- Kontrol 2,67+0,14 4,15+0,24 2,76+0,14 2,68+0,12 135,32+0,17 70,56+0,16 0,54+0,15 1,87+0,16
RjoLip Enzim 2,73+0,18 3,99+0,13 2,43+0,15 2,81+0,18 135,23+0,21 72,31+0,18 0,58+0,14 1,85+0,11
RjoLip- Kontrol 2,75+0,13 4,21+0,11 2,86+0,14 2,65+0,16 134,28+0,21 71,64+0,12 0,53+0,17 1,89+0,13
BmgLac Enzim 2,86+0,17 3,94+0,23 2,134+0,18 2,88+0,24 136,17+0,17 75,12+0,16 0,55+0,16 1,83+0,16
o Kontrol 2,59+0,15 4,12+0,11 2,724+0,13 2,56+0,18 136,22+0,21 72,87+0,21 0,52+0,16 1,88+0,23
Fiizligninaz Enzim 2,62+0,23 4,02+0,18 2,11+0,17 2,77+£0,17 134,76+0,23 73,81+0,23 0,55+0,16 1,82+0,32
KpnGST- Kontrol 2,61+0,18 4,17+0,2 2,78+0,3 2,5540,18 135,55+0,13 70,14+0,15 0,56+0,16 1,83+0,12
RjoLip- ]
BmgLac Enzim 2,91+0,21 3,62+0,12 2,12+0,2 2,99+0,21 136,32+0,16 72,93+0,17 0,59+0,13 1,75+0,17
Kontrol 2,61+0,09 4,13+0,07 2,9540,14 2,61+0,25 135,23+0,13 69,83+0,4 0,53+0,13 1,92+0,24
KpnGST Enzim 2,64+0,12 4,09+0,05 2,35+0,15 2,76+0,18 137,58+0,14 71,82+0,13 0,55+0,16 1,89+0,21
Kontrol 2,69+0,13 4,11£0,21 2,89+0,18 2,74+0,14 134,33+0,1 70,57+0,15 | 0,52+0,11 1,88+0,15
Bmglac Enzim 2,83+0,08 3,98+0,23 2,3340,11 2,824+0,09 135,88+0,28 73,33+0,19 0,55+0,17 1,87+0,12
o Kontrol 2,65+0,15 4,14+0,18 2,90+0,14 2,7620,1 133,25+0,2 70,67+0,16 0,51+0,17 1,91+0,11
RieLip Enzim 2,89+0,17 3,75+0,19 2,29+0,15 2,92+0,21 137,13+0,07 | 75,81+0,12 0,54+0,1 1,82+0,17

0L



Tablo 28. Enzimle muamele edilen atik kagit hamurlarinin fiziksel 6zellikleri

Enzim ads Cekme indisi | Patlamaindisi | Yirtilma indisi Kopma uzunlugu Kalinhik Gramaj Yogunluk Hacimlilik
(Nm/g) (kPa.m?.g) (mN.m?/g) (km) (mikron) (9/m?) (g/cm?®) (cm®/g)
KpnGST- Kontrol 2,68+0,11 4,12+0,13 2,66+0,14 2,5440,16 136,33+0,11 70.88+0,17 0,56+0,11 1,76+0,13
BmgLac Enzim 2,73+0,12 4,08+0,22 2,53+0,15 2,62+0,15 136,43+0,15 71,02+0,15 0,53+0,12 1,74+0,14
KpnGST- Kontrol 2,65%0,24 4,18+0,18 2,68+0,15 2,724+0,12 136,24+0,14 71,21+0,16 0,52+0,14 1,78+0,16
RjoLip Enzim 2,69+0,15 4,02+0,16 2,51+0,15 2,81%0,15 136,28+0,08 72,11+£0,16 0,55+0,14 1,76+0,14
RjoLip- Kontrol |  2,66+0,16 4,18+0,13 2,78+0,18 2,67+0,15 135,88+0,14 | 72,43+0,16 | 053+021 | 1,75+0,22
BmgLac Enzim 2,69+0,17 3,98+0,18 2,35+0,22 2,7340,18 135,43+0,16 72,56+£0,16 0,57+0,12 1,71+0,15
e Kontrol 2,64+0,21 4,1440,13 2,65+0,17 2,63+0,15 136,55+0,14 72,22+40,18 0,55+0,14 1,82+0,17
Fiizligninaz Enzim 2,68+0,17 4,08+0,14 2,43+0,19 2,7540,11 136,66+0,18 72,23+0,18 0,58+0,19 1,79+0,11
KpnGST- Kontrol 2,64+0,14 4,12+0,24 2,66+0,21 2,63+0,16 135,54+0,13 71,45+0,17 0,53+0,15 1,79+£0,16
RjoLip- ]
BmgLac Enzim 2,87+0,23 3,74+0,18 2,32+40,26 2,85+0,15 136,12+0,15 71,78+0,12 0,57+0,17 1,73+0,13
Kontrol 2,48+0,15 4,09+0,14 2,89+0,21 2,62+0,21 136,18+0,19 70,54+0,21 0,52+0,15 1,84+0,16
KpnGST Enzim 2,58+0,23 4,02+0,13 2,7540,16 2,69+0,09 136,53+0,15 71,11+0,16 0,53+0,13 1,81+0,16
Kontrol 2,67+0,15 4,15+0,14 2,56+0,13 2,62+0,16 135,46+0,15 71,67+0,18 0,54+0,16 1,79+0,13
BmoLac Enzim 2,7240,16 4,10+0,22 2,44+40,16 2,71+0,17 135,39+0,2 72,12+0,21 0,55+0,21 1,76£0,11
o Kontrol 2,68+0,14 4,18+0,16 2,65£0,16 2,68+0,13 136,21+0,15 71,55+0,13 0,55+0,15 1,77+0,14
Riokip Enzim 2,77+0,23 4,02+0,13 2,34+0,14 2,75+0,16 136,87+0,13 72,09+0,15 0,56%0,15 1,74+0,13

TL
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3.14. Deneme Kagitlarina Uygulanan Optik Testler

Deneme kagitlarina uygulanan optik testlerden sonra kizilgam kraft hamurunun
parlakligindaki en etkili degisim beklenildigi lizere operon klonlanmasindan elde edilen
tcli enzim kombinasyonunda tespit edildi. Elde edilen veriler Tablo 29’de
belirtilmektedir. Yine Tablo 30’da goriildiigii gibi, azalan kappa numarasiyla dogru orantili
olarak ISO parlaklik degerlerinde artis belirlenmistir. Elde edilen sonuglara bakildiginda
parlakliktaki en fazla artisin {iglii enzim kombinasyonuyla muamele edilen kagit
hamurlarinda goriildiigii tespit edildi. Elde edilen verilere gore enzim ilavesi ile kagitlardan

yiiksek parlaklik elde edilebilecegi belirlendi.

Tablo 29. Rekombinant enzimlerle muamele edilen kizilgam kraft hamurunun agartma
sonrasi1 optik verileri

ISO Parlakhik (%)
Enzimli XOQP Kontrol OQP
KpnGST 53,51+0,25 51,15+0,22
BmgLac 56,86+0,21 51,17+£0,12
RjoLip 61,72+0,15 52,21+0,08
KpnGST-RjoLip 62,88+0,14 52,13+0,17
KpnGST-BmgLac 63,12+0,25 51,87+0,2
RjoLip- BmgLac 63,98+0,21 52,14+0,15
KpnGST-RjoLip-
BmgLac 66,45+0,17 51,78+0,16
Fiizligninaz 65,14+0,18 51,97+0,19




Tablo 30. Rekombinant enzimlerle muamele edilen atik kagit hamurunun agartma sonrasi
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optik verileri
ISO Parlakhk (%)
Enzimli XOQP Kontrol OQP
KpnGST 56,89+0,21 54,32+0,17
BmgLac 56,77+0,12 53,21+0,16
RjoLip 58,74+0,16 52,15+0,15
KpnGST-RjoLip 59,23+0,13 52,11+0,13
KpnGST-BmgLac 61,16+0,14 54,92+0,15
RjoLip- BmgLac 62,23+0,18 54,45+0,19
KpnGST-RjoLip-
- 64,67+0,21 53,89:+0,21
Fiizligninaz 63,56+0,12 53,85+0,15

3.15. SEM Analizinin Degerlendirilmesi

Kizilgam kraft ve atik kagit hamurlar1 ile optimum kosullar altinda yapilan enzimatik
agartma sonucu hamularin lif yapilari SEM mikroskobunda incelendi. Hamur liflerindeki
degisimlerin kargilastirilabilmesi i¢in kontrol gruplarinin da incelenmesi yapildi. Elde
edilen bulgularda her iki hamur tiirii i¢in liflerin yapisinda morfolojik degisimler meydana
geldigi belirlendi.

Sekil 24 ve 25’de verilen Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) goriintiilerine
bakildiginda her iki hamur tiirlinde enzim muamelesi yapilmis liflerin boyutlarinda
daralma meydana geldigi ve bazi liflerde ise lignin difiizyonu nedeniyle olusan delikler
goze carpmaktadir. Enzim uygulanan lifler incelendiginde, kagit hamur liflerinin enzim
muamelesi ile yiizeylerinde piiriizlerin meydana geldigi ve bazi liflerde sagaklanmalar

oldugu tespit edildi.
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Sekil 24. Kizilgam kraft hamuru liflerinin SEM goriintiisii, A; Kontrol, B; KpnGST, C;
BmgLac, D; RjoLip, E; KpnGST-BmgLac, F; KpnGST-RjoLip, G; RjoLip-
BmgLac, H; Fiizligninaz, I; KpnGST-RjoLip-BmgLac
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Sekil 25. Atik kagit hamuru liflerinin SEM goériinttisii, A; Kontrol, B; KpnGST, C;
BmgLac, D; RjoLip, E; KpnGST-BmgLac, F; KpnGST-RjoLip, G; RjoLip-
BmgLac, H; Fiizligninaz, |I; KpnGST-RjoLip-BmgLac



4. TARTISMA

Ligninolitik enzimler genel olarak lignin liyazlar olarak adlandirilirlar ve lignin
degredasyonunda gorev yaparlar. Ligninolitik enzimlerin kullanim alanlaria bakildiginda
kagit endiistrisinden kozmetik ve gida alanina kadar bir ¢ok sektorde kullanildigr goze
carpmaktadir.  Bakterilerin ligninolitik enzimlerinin arastirilmasit ve bunlarin kagit
endiistrisinde, polisiklik aromatik maddelerin biyoremidiasyonunda, boyalarin gideriminde
ve sanayinin diger alanlarinda kullanilmasi ile ilgili glinlimiize kadar yapilan ¢alisma sayisi
cok azdir. Bu tip caligmalar genellikle mantarlar ile yapilmistir ve yapilmaktadir. Yapilan
alternatif caligmalarda lignin degrede eden mikroorganizmalardan yararlanilmaya
calisilmaktadir. Mantarlarin lignini degrede edebilen bu tiirlii giiclii enzim sistemleri
bulunmaktadir. Fakat mantarlar yiiksek pH, sinirli oksijen gibi ekstrem g¢evre ve substrat
sartlarinda yararli olamamaktadir. Bu yiizden gilinlimiizde adaptasyon yetenekleri giiclii
olan bakteriler dikkat ¢cekmeye baslamistir ve bakterilerin lignin degrede eden sistemleri
tizerindeki calismalarda artis olmustur. Son zamanlarda calisilan ligninolitik enzimlere
bakildiginda bu enzimlerden ii¢ii lignin peroksidaz (EC 1.11.1.14), lakkaz (EC 1.10.3.2) ve
son yillarda yapilan ¢aligmalarda One ¢ikmaya baglayan glutatyon-S-transferazdir.
Literatiirler incelendiginde bakteriyal kaynakli bu tip enzimler iizerinde fazla miktarda
calismanin olmadig1 goriilmekte olup bakteriyal kaynakli bu tip enzimlerin klonlanmasi ile
ilgili ¢alismalar ise yok denecek kadar azdir.

Yapilan bu ¢aligmada, Klebsiella pneumonia ve Bacillus megaterium sirasiyla GST
ve lakkaz kaynagi olarak kullanildi. Yapilan literatiir arastirmalarinda, Rhodococcus
Jjostii nin lignin peroksidaza sahip oldugu, sahip oldugu genin mutasyon calismalar ile
kesinlikle lignin peroksidaz oldugu belirlenmis tek bir calismaya rastlanmistir (Ahmad vd.,
2011). Bu nedenle Rhodococcus jostii (QOSE24) bakterisi DSMZ bakteri deposundan satin
alinarak lignin peroksidaz kaynagi olarak kullanildi. Ligninolitik genler mekik vektor olan
PMAOQ911 vektoriine hem ayr1 ayr1 hem de operon diizeni ve flizyon olusturacak seklinde
klonlandi. Ligninolitik genlerin giiniimiize kadar c¢ok c¢esitli gen ifade sistemlerine
klonlanmasi yapilmistir. Bu gen ifade sistemleri dikkate alindiginda daha ¢ok E. coli ifade
sisteminin kullanildigi gbze carpmaktadir. Fakat bu ifade sistemi incelendiginde bir
indiikleyici varliginda calistiklar1 gdze garpmaktadir. Gen ifade sistemlerinin en 6nemli

elementi promotordur. Rekombinant genlerin ifadesi (i) konstitiitif, (ii) oto-indiiklenebilen



77

ve (iil) indiiklenebilen olmak iizere i¢ tip promotor gelistirilmistir. Yukarida da
bahsedildigi gibi E. coli ifade sistemleri indiiklenebilir promotorlar igermektedir. Oto-
indiiklenebilir ve konstitiitif promotorlar ise herhangi bir indiikleyiciye ihtiya¢ duymazlar.

Rekombinant proteinlerin bakteriyel sistemlerde yiiksek seviyede ifade edilmesi
genellikle ifade edilen protein molekiillerinin inkliizyon cisimcikleri halinde hiicre
sitoplazmasinda birikmesine neden olabilmektedir. Gen ifadesi sirasinda, yiiksek sicaklik
kullanimi, yiiksek indiikleyici konsantrasyonu ve gii¢lii promotor sistemleri altinda ifade,
genellikle arzu edilen proteinin yiiksek translasyon oraniyla sonuglanir. Bu durum, protein
iiretimi sirasinda “bakteriyel protein kalite kontrol sistemini” sekteye ugratir ve sonugcta
kismen katlanmig ve yanlis katlanmis protein molekiillerinden olusan inkliizyon
cisimcikleri hiicre ic¢inde biriktirilir (Carrio ve Villaverde, 2005). Bu duruma ilaveten,
gittikge daralan bakteriyel sitoplazma ortami, okaryotik saperonlarin ve post-translasyonel
sistemin translasyon tiriinlerinin katlamadaki eksikligi ya da yetersiz kalmasi da inkliizyon
cisimciklerinin olusumuna katk1 saglamaktadir (Singh vd., 2015).

Bu nedenle, bu ¢alisma ¢ercevesinde farkli gen ifade sistemleri denenerek ilgili
proteinlerin Bacillus sisteminde (konstitiitif promotora sahip pMA0911 mekik vektorii
iceren) ifadesine karar verildi. Ayrica yine gram pozitif bir bakteri olan Bacillus’un tek bir
membrana sahip olmasi bu sistemi, organik molekiillerin salinmasi icin ideal bir aday
haline getirmektedir.

Ligninolitik genlerin klonlanmasi ve Bacillus WB800 konak hiicresinde protein
ifadesinin ardindan ligninolitik enzimlerin biyokimyasal 0Ozelliklerinin belirlenmesi
amactyla protein aktivitesinin optimum pH’s1 ve sicakligi, 1s1l ve pH kararliligr belirlendi.
Bunun yaninda proteinin kismi kinetik parametreleri de belirlenerek ayni islemler flizyon
proteini i¢indeki herbir enzim i¢inde tekrar edildi.

RjoLip aktivitesi pH 3,0 ve 9,0 arasinda test edildi. RjoLip enziminin veratril
alkoliin substrat olarak kullanildig1 reaksiyonlarda en yiiksek aktiviteyi gosterdigi pH 4,0
olarak belirlendi. Baz1 durumlarda RjoLip optimum pH degerinin kullanilan substrata gore
degisiklik gosterebilecegi bilinmektedir. Literatiire bakildiginda bir mantar olan lrpex
lacteus’dan elde edilen lignin peroksidaz enziminin optimum pH degerinin veratril alkol
kullanildiginda pH 2,0 fakat 2,6-dimetoksifenol ve Reaktif Blue 19 kullanildiginda bu
degerin sirasiyla pH 3,0 ve pH 4,0 olarak degistigi rapor edilmistir (Salvachua 2013).
Rhodococcus jostii’den elde edilen lignin peroksidazin ABTS i¢in optimum pH degeri pH
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5,0 olarak belirlenmistir (Ahmad vd. 2011). Thermobifida fusca, Pseudomonas putida
MET94, Acinetobacter calcoaceticus ve Bacillus subtilis’dan elde edilen lignin peroksidaz
enzimlerinin veratril alkol kullanilarak yapilan reaksiyonlar1 sonucunda optimum pH
degerleri sirasiyla pH 3,5, 5,0, 1,0 ve 3,0 olarak belirlenmistir (van Bloois vd. 2010; Santos
vd. 2014; Ghodake vd. 2009). RjoLip enziminin optimum sicaklig1 35°C olarak belirlendi.
Bakteriyel lignin peroksidazlara bakildiginda birkag¢ istisna disinda (Acinetobacter
calcoaceticus ve Bacillus subtilis igin 50°C) optimum sicaklik degerlerinin 25°C -35°C
arasinda oldugu belirtilmistir (van Bloois vd. 2010; Santos vd. 2014; Ghodake vd. 2009;
Kyoungseon vd. 2015).

RjoLip enziminin pH kararliligin1 belirlemek amaciyla enzim pH’s1 3,0, 4,0 ve 5,0
olan sitrat tamponunda 35°C’de 90 dakika bekletildi ve siire sonunda hemen hemen biitiin
pH degerlerinde aktivitesinin %50’sini kaybettigi goriildii. Isil kararliliginin belirlenmesi
icin ise enzim, 20, 30, 40, 50, 60 ve 70 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonucunda
enzimin 20 ve 30°C’de 2 saat sonra aktivitesinin neredeyse %75’ini korudugu fakat diger
sicakliklarda %50’sini kaybettigi goriildii.

Rhodococcus jostii bakterisi lignin peroksidaz proteininin kismi kinetik parametreleri
incelendiginde veratril alkol i¢in Km degerinin 3,5 mM oldugu belirlendi. Daha 6nce
Ahmad vd. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada Rhodococcus jostii bakterisine ait
lignin peroksidaz enziminin kraft lignin i¢in Km degeri 0,02 mM olarak belirlenmistir.
Fakat bu deger ihmal edilebilir bir degerdir ¢iinkii kullanilan substrat heterojen bir yapiya
sahiptir ve enzim ligninin bu yapisindan dolayr tamamiyla degil sadece bir kismiyla
reaksiyona girebilmistir.

BmgLac enzimine pH’in etkisi pH 3,0 ve pH 9,0 arasinda test edildi. ABTS nin
substrat olarak kullanildigi reaksiyonlarda s6z konusu enzimin optimum pH’st pH 4,5
olarak belirlendi. Literatiirler incelendiginde genellikle lakkaz enzimi, ABTS substratinin
kullanildig1  reaksiyonlarda, optimum aktiviteyi pH 4,0 civarinda vermektedir
(Koschorreck, 2008). Bu verilerden yola cikarak elde edilen optimum pH degerinin
literatlirle uyumlu oldugu sdylenebilir. BmgLac enzim aktivitesine sicakligin etkisine
bakildiginda optimum sicaklik degeri 60°C olarak belirlendi. Yapilan literatiir
calismalarina bakildiginda 6zellikle Bacillus cinsi bakterilerden elde edilen lakkaz
enzimlerinin yiiksek sicakliklarda aktivite gosterdigi goriilmektedir (Koschorreck, 2008).

Bu calismalar incelendiginde Martins vd. 2002 yilinda Bacillus subtilis’den elde edilen
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lakkaz enziminin ¢alisma sicakligini 75°C, Roberts vd. (2002) ise yaptiklart ¢aligmada
yine bir bagka Bacillus cinsinden elde edilen lakkaz enziminin ¢aligma sicakligini 55°C
olarak belirtmislerdir.

BmgLac enziminin pH kararliligin1 belirlemek amaciyla enzim pH’s1 4,0- 4,5-5,0-5,5
ve 6,0 olan 50 mM sitrat tamponunda 60°C’de 150 dakika boyunca inkiibe edildi. BmgLac
enziminin optimum pH olan 4,5’e yakin olan pH degerlerinde kararli oldugu goriildii. Bu
pH degerlerinde enzim aktivitesinin 90 dakika sonunda yaklasik %68 civarina diistiigi,
diger pH degerlerinde ise kararli olmadig: tespit edildi. Isil kararliliga bakildiginda ise
BmgLac enziminin 40°C ve 50°C gibi disiik sicakliklarda kararli oldugu belirlendi.
Enzimin optimum ¢alisma sicaklig1 olan 60°C’de ilk bir saat sonunda diisiis oldugu 150.
dakikada ise enzim aktivitesinin %74 oldugu tespit edildi. 70°C ve 80°C’de ise enzim
aktivitesinde onemli bir diislis oldugu, 80°C’de 150 dakika sonunda enzim aktivitesinin
%20 oldugu tespit edildi.

BmgLac enziminin kismi kinetik parametrelerine bakildiginda ABTS substrati i¢in
Km degeri 0,41 mM olarak belirlendi. Literatiire bakildiginda bu Km degerinin yiiksek
oldugu goze carpmaktadir. Onceki calismalar incelendiginde Bacillus subtilis’den elde
edilen lakkaz enziminin Ky degeri 0,124 mM, Bacillus licheniformis’den elde edilen
lakkaz enziminin K degeri ise 0,065 mM olarak belirlenmistir (Durao vd.,2008).

Diger bir ligninolitik enzim olan KpnGST enzimine pH’n etkisi pH 3,0 ve pH 9,0
arasinda test edildi ve enzimin en yiiksek aktiviteyi pH 6,0’da gosterdigi gorildil.
Literatiire bakildiginda Shi vd. (2013) tarafindan yapilan bir ¢aligmada Pseudoalteromonas
sp. bakterisinden elde edilen GST enziminin optimum pH degeri pH 7,0 olarak
belirlenmistir. Calistigt optimum pH bakimindan Klebsiella pneumonia GST’min
literatiirdeki diger GST’lara benzedigi goriilmektedir. KpnGST enzimine sicakligin etkisi
incelendiginde enzimin en iyi ¢alistig1 sicakligin 40°C oldugu belirlendi. Pseudomonas sp
DJ77, E.coli JM83 ve P. mirabilis bakterilerine ait GST enziminin optimum sicakliklari
sirastyla 30°C, 35°C ve 50°C’dir (Jung vd. 1996, Arca vd. 1990, Federici vd. 2010).

KpnGST enziminin pH kararliligimmi belirlemek amaciyla enzim, pH’s1 5,0 ve 6,0
olan 50 mM sitrat tamponunda; pH’s1 7,0 olan 50 mM fosfat tamponunda 40°C’de 90
dakika boyunca inkiibe edildi. KpnGST enziminin pH 5,0°da kararli olmadigi fakat pH 6,0
ve 7,0’da ilk 40 dakikada aktivitesinin yaklasik %40’m1 korudugu, 90 dakika sonra ise

aktivitenin %50’ye diistigi belirlendi. Pseudoalteromonas sp. bakterisine ait GST
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enziminin pH 5,0’da aktivitesinin %47’sini korudugu Pseudomonas sp DJ77 bakterisine ait
GST enziminin ise pH 6,0 ve 9,0 arasinda kararli oldugu belirtilmistir. Pseudoalteromonas
sp. bakterisine ait GST enziminin 40°C’de 40 dakika sonra aktivitesinin %350’sini
kaybettigi E. coli B bakterisine ait GST enziminin ise 50°C’de hizla aktivitesini kaybettigi
belirlenmistir (Jung vd. 1996, Arca vd. 1990, Federici vd. 2010). Klebsiella pneumonia’ya
ait GST enziminin 1s1l kararligi incelendiginde enzimin 20 ve 30°C’de kararli oldugu,
40°C’de ise zamana bagl olarak 90. dakikada aktivitesinin %50’sini kaybettigi goriildi.
Bu verilere bakildiginda Klebsiella pneumonia’ya ait GST enziminin literatiirdeki diger
bakteriyel GST’lara gore daha kararli oldugu goriilmektedir.

KpnGST enziminin kismi kinetik parametreleri incelendiginde CDNB substrat1 i¢in
Km degeri 0,93 mM olarak belirlendi. Pseudoalteromonas sp bakterisine ait GST enziminin
Km degeri 0,22 mM olarak, P. mirabilis bakterisine ait GST enziminin Kn degeri 0,73 mM
olarak, Streptomyces griseus bakterisine ait GST enziminin Kpy degeri ise 1,26 mM olarak
belirlenmistir. Bu verilere bakildiginda yapilan bu calismada elde edilen Km degerinin
literatiirle uyumlu bir deger oldugu gorilmiistiir.

Olusturulan Fiizligninaz proteini i¢inde yer alan her bir enzim i¢in optimum pH,
optimum sicaklik, pH ve 1sil kararlilik ve kismi kinetik parametreler ayri ayri
belirlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, Fiizligninaz proteinindeki enzimlerin
optimum sicaklik ve pH degerlerinde bir degisikligin olmadigi goézlendi. pH kararlilik
verileri incelendiginde RjoLip enziminin 6zellikle pH 3,0’daki kararliliginin, BmgLac
enziminin ise pH 4,0 ve 6,0’daki kararliliginin azaldigi, KpnGST enziminin ise pH
6,0’daki kararliliginin artt1g1, 1s1l kararlhiliklarin ise tim enzimler i¢in azaldig: tespit edildi.
Kismi kinetik parametreler g6z 6niine alindiginda ise Fiizligninaz proteini icerisinde yer
alan enzimlerin Ky degerlerinde artis oldugu belirlendi. Literatiir ¢alismalari
incelendiginde flizyon proteini olusturulduktan sonra enzimlerin biyokimyasal verilerinde
degisme olmayan baska calismalara da rastlanmaktadir. B-glukanaz geniyle ksilanaz
geninin fiizyon yapildig1 bir ¢alismada glukanaz ve ksilanaz enzimlerin optimum sicaklik
ve pH degerlerinde onemli bir degisilik olmadig: bildirilmistir. Buna karsin bu enzimlerin
Km degerlerinin arttig1 katalitik aktivitelerinin ise azaldig goriilmiistiir (Lu vd., 2006).
Ksilanaz ve lakkaz genleriyle olusturulan bir bagka flizyon proteininde enzimlerin
optimum pH degeri 0,5 birimden daha az bir degisiklik gosterirken optimum sicaklik 5°C
degismistir (Ribeiro vd., 2011). Aspergillus niger’in karbohidrat baglanma modiilii
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Pycnoporus cinnabarinus lakkazi ile fiizyon yapilmis ve bu ¢alisma sonucunda enzimin
optimum pH ve Km degerlerinde hicbir degisiklik olmazken 1sil kararliliginin azaldigi
belirtilmistir (Ravalason vd., 2009). Yine bir baska ¢alismada Trichoderma reesei HFBI’i
ile Melanocarpus albomyces lakkazi fiizyon yapilmis ve olusturulan fiizyon proteinin
biyokimyasal ve kinetik parametreleri incelenmistir (Kiiskien vd., 2004). Kiiskien
vdadaslar tarafindan 2004 yilinda yapilan bu ¢alisma sonunda rekombinant ve yaban tip
lakkaz enziminin optimum pH, 1s1l kararlillk ve Km degerlerinin benzer olduklar
belirtilmistir. Bu veriler ve bu ¢alismada elde edilen fiizyon proteininin 6zellikleri dikkate
alindiginda gergeklestirilen bu ¢alismada da benzer durumlarla karsilasildig
goriilmektedir.

Biyokimyasal 6zellikleri tespit edilen enzimlerin kraft lignin degredasyon oranlari
Tablo 9’da verildigi gibidir. Bu oranlara gore enzimlerin {iglii kombinasyon seklinde
kullanimmnin en yiiksek degredasyon oranini verdigi goriilmektedir. Tabloda veriler
degerler incelendiginde enzimlerin ayri ayr1 olusturduklart degredasyon oraninin
toplamimin {i¢li kombinasyonda olusan degedasyon oranindan fazla oldugu goze
carpmaktadir. Fakat lignin molekiiliiniin yapist ve enzimlerin etki ettikleri baglar
diistiniildiiginde bu oranin normal oldugu diistiniilmektedir. Ligninin yapisina bakildiginda
kimyasal olarak heterojen, fenilpropanoid ara birimlerinin degisik tipteki kovalent
baglanmalarin1 (aril-eter,aril-aril, karbon-karbon gibi) igeren optik olarak inaktif bir
polimer oldugu goriilmektedir (Brunow, 2001). Ligninin bu heterojen ve kompleks yapisi
onun giicliikle degrede olmasina sebep olur. Lignin degrede eden enzimlere bakildiginda
bunlardan lakkazin, ligninin yan gruplarindaki aromatik bilesikleri okside edebildigi
bilinmektedir. Lakkaz fenolik bilesikleri okside edebilirken fenolik olmayan bilesikleri
okside edemez. Sadece lignin peroksidaz fenolik olmayan bilesikleri direkt olarak okside
edebilir (Wong, 2009, del Pilar Castillo vd., 1997). Lakkazin degrede ettigi baglara
bakildiginda karbon-karbon ve [-aril baglar1 bunlarin igindedir (Bourbonnais vd.,
1995; Kawai vd., 1999). GST’in da B-aril baglarini parcaladigi belirlenmistir (DeAngelis
vd., 2011). Yine lignin peroksidazin da p-aril baglarin1 pargaladigi bilinmektedir
(Umezawa ve Higuchi, 1987). Tiim bunlar g6z Oniine alindi§inda her {ic enziminde
kesistigi noktalarin oldugu ve ayni bag iizerine etki ettikleri belli durumlar oldugu
goriilmektedir. Bu nedenle enzimlerin ayr1 ayri1 olusturduklar1 degredasyon oraninin

toplaminin {iglii kombinasyonda olusan degedasyon oranindan fazla olusu, {i¢ enzimin de
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aynt bag iizerine etki etmesinden kaynaklanmaktadir. Ayni sekilde rekombinant
bakterilerin de kraft lignin degredasyon oranlari tespit edilmis fakat elde edilen veriler
incelendiginde direk enzim kullaniminin  daha efektif oldugu tespit edilmistir.
Rekombinant bakteriler tarafindan kiiltiir ortamina salinan enzimlerin ¢alisma sartlarinin
kiiltlivasyon ortamiyla birebir uyusmamasinin bakterilerin direkt kullanimini kisitladigi
diistiniilmektedir.

Enzimlerin biyokimyasal 6zellikleri incelendiginde kagit endiistrisinde kullanilabilir
Ozellikte olduklar1 sonucuna varilmistir. Kagit endiistrisinde ligninin uzaklastirilmasi en
onemli problemlerden biridir. Kagit endiistrisinde kraft kagit hamuru iretilirken hamurda
kalan lignin kraft kagit hamurunun kahve rengine neden olmaktadir. Bu durum kagit
sanayisinde tercih edilen bir durum olmamakla birlikte bu giine kadar yapilan ¢aligmalar
gostermistir ki kalan ligninin uzaklastirilmasinda kullanilan klasik metotlar klor tabanli
kimyasallarin kullanilmasma yoneliktir. Ancak bu kimyasallar toksik ve mutajenik
kloroorganik bilesiklerin olusmasina sebep olmaktadirlar. Bu nedenle klor kullanimina
alternatif olarak gelistirilen elementel klorsuz agartma anlamina gelen ECF yontemi
gelistirilmistir (EPA, 2003). Bu yontemle klorlu organik bilesiklerin orant 6nemli 6lciide
azaltilmis fakat tamamiyla bertaraf edilememistir. Daha sonra TCF yontemi adi verilen
klor igeren herhangi bir agartict kullanilmadan gergeklestirilen agartma teknigi
gelistirilmistir. Bu yontemde oksijen, peroksit, ozon ve peroksi asitler gibi oksijen bazli
agarticilar kullanildigr i¢in atik su bilesiminde klorlu organiklerin olusumu tiimiiyle
bertaraf edilmektedir (EPA, 2003).

Bu calismada oncelikle kagit hamuru agartilmasinda kullanilan kimyasal miktarini
azaltmak ve ¢evreye duyarl bir agartma gergeklestirmek amaciyla enzim uygulamasi TCF
yontemi ile birlikte yapildi. Yontem daha onceki ¢alismalar dikkate alinarak “XOQP”
olarak belirlendi (Okan, 2010). Yapilan “XOQP” agartmasi sonunda kizilgam kraft hamuru
ve atik kagit hamurlarindan deneme kagitlar1 tretilerek bu kagitlarin fiziksel ve optik
Ozellikleri incelendi. Enzim uygulamasina gecilmeden 6nce olusturulan rekombinant
bakteriler kagit hamurlarina direkt olarak uygulandi. Elde edilen veriler incelendiginde
KpnGST genini i¢eren rekombinant bakterinin optimum reaksiyon kosullar1 40°C ve pH
4,0 olarak, BmgLac genini igeren rekombinant bakterinin optimum reaksiyon kosullar
50°C ve pH 6,0 olarak, RjoLip genini igeren rekombinant bakterinin optimum reaksiyon

kosullart 40°C, pH 4,0 ve 4 mM veratril alkol olarak ve her ii¢ enzimi operon diizeninde
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iceren rekombinant bakterinin optimum reaksiyon kosullarinin ise 40°C, pH 5,0 ve 4 mM
veratril alkol oldugunu belirlendi. Tablo 12’de verilen rekombinant bakterilerle kagit
hamurlarmin muamelesi sonrasinda olusan sonuglara bakildiginda kappa numaralarinda
yaklasik 1 birimlik bile de§isim olmadigi tespit edilmistir. Bu veriler dogrultusunda
kontrol grubu ve deney grubu arasinda belirgin bir fark olmadigi belirlendiginden
rekombinant bakterilerin kagit hamurunun kappa numarasini fazla etkilemedigi sonucuna
vartlmistir. Kagit hamurlarinin rekombinant bakterilerle muamelesi kiiltiir ortaminda
yapilmaktadir. Bakteri kiiltiir ortaminin pH’s1 metabolik atiklar nedeni ile de§ismektedir
(Besiyerinde degisik pH’lar kullanilmis fakat bakteri biiylimesi sirasinda pH nétiire dogru
kaymuistir). Enzimler degisen bu pH ortaminda diizgiin olarak ¢alisamamaktadir. Halbuki
kagit hamurlarinin enzimlerle direkt olarak muamelesi sirasinda enzimlerin optimum
olarak calisabilecegi ve pH’1 sabit tutacak tampon sistemleri kullanilmaktadir. Bu nedenle
kagit hamurlarinin rekombinant bakterilerle direkt olarak muamelesi sonucu elde edilen
veriler enzimlerle elde edilen veriler kadar etkili degildir. Bu sonuglardan yola g¢ikilarak
kagit hamurlarin agartilmasina bakterilerle degil, saf enzimlerle devam edilmesine karar
verildi. Literatiirler incelendiginde, kagit hamurunda daha ¢ok mantarlarin kullanildig:
direkt bakterilerin kullanildig1 ¢calismalarin ise nadir oldugu goriilmektedir.

Adel ve EI-Mougy (2007) yaptiklar1 ¢alismada, baggase kagit hamurlarini
Pseudomonas flurescens ve Bacillus subtilis bakterileri ile 10, 20 ve 40 giin muamele etmis
ve bu kagitlarda parlaklik ve dayaniklilik 6zelliklerinde iyilesme tespit etmislerdir. Sharma
vd. (2015) okaliptus hamurunu ksilanaz iireten Bacillus halodurans bakterisi ile muamele
etmisler ve kappa numarasinda belirgin bir diisiis tespit etmislerdir. Bu ¢alismalara, genel
olarak bakildiginda bakterilerin kagit hamurlariyla muamele siirelerinin olduk¢a uzun
oldugu ve kullanilan kagit hamuru tiiriiniin ise kappa numarasinin 16 civarinda oldugu ve
lignin igeriginin ¢ok diisiik oldugu goze carpmaktadir. Bakterilerle uzun siire muamele
edilen hamurlarda goriilen delignifikasyon derecesinin enzimlerle daha kisa siirede elde
edildigi g6z Onilinde bulundurulursa, enzim muamelesinin daha efektif oldugu
diistiniilmektedir.

Yapilan bu calismada, enzimlerin en aktif olarak agartma yaptigi kosullarin
belirlenmesi i¢in, kizilgam kraft hamuru ve atik kagit hamuru ile optimizasyon ¢alismalari
gerceklestirildi. Optimizasyon her bir enzimin optimum pH ve sicaklik sartlarinda, ikili ve

ticli kombinasyonlarda ise, enzimlerin birlikte en iyi calisabilecegi pH ve sicaklik
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sartlarinda gergeklestirildi. Giiniimiizde var olan ticarilesmis enzimlerin kullanilabildikleri
pH ve sicaklik araliklarina bakildigi zaman; Cartazyme igin pH 5 — 7 ve 45 — 55 °C;
Irgazyme i¢in pH 7 — 8 ve 50 — 60 °C; Ecopulp i¢in pH 7 — 8 ve 50 °C, Pulpzyme i¢in pH 6
— 8 ve 50 — 55 °C; Resinase i¢in pH 7 ve 45 — 50 °C; Bleachzyme, Amano90 ve
XylanaseGS35 igin pH 4.5 — 7.0 ve 30 — 40 °C oldugu goriilmektedir (Techapun vd.,
2003). Bu degerlere bakildiginda bu calismada kullanilan ligninolitik enzimlerin ticari
enzimlerle hemen hemen ayni sartlar1 sagladig goriilmektedir.

Kizilgam hamuru i¢in yapilan optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda KpnGST enzimi
icin optimum sartlarin %5 hamur yogunlugu ve 8 U/g enzim miktar1 oldugu, BmgLac
enzimi i¢in optimum sartlarin % 5 hamur yogunlugu, 6 U/g enzim miktari ve 2 mM ABTS
konsantrasyonu oldugu, RjoLip enzimi i¢in optimum sartlarin %5 hamur yogunlugu, 6 U/g
enzim miktari, 0,5 mM H»O, konsantrasyonu ve 4 mM veratril alkol konsatrasyonu,
Fiizligninaz seklinde olusturulan protein i¢in ise optimum sartlarin %5 hamur yogunlugu, 8
U/g enzim miktar1, 0,1 mM H20 konsantrasyonu, 4 mM veratril alkol konsatrasyonu ve 2
mM ABTS konsantrasyonu oldugu belirlendi.

Atik kagit i¢in yapilan optimizasyon g¢aligmalart sonunda ise KpnGST enzimi igin
optimum sartlarin %7 hamur yogunlugu ve 6 U/g enzim miktart oldugu, BmgLac enzimi
icin optimum sartlarin %7 hamur yogunlugu, 6 U/g enzim miktar1 ve 2 mM ABTS
konsantrasyonu oldugu, RjoLip enzimi i¢in optimum sartlarin %7 hamur yogunlugu, 8 U/g
enzim miktari, 0,5 mM H20. konsantrasyonu ve 4 mM veratril alkol konsantrasyonu,
Fiizligninaz seklinde olusturulan protein i¢in ise optimum sartlarin %7 hamur yogunlugu, 8
U/g enzim miktari, 0,1 mM H20> konsantrasyonu, 4 mM veratril alkol konsatrasyonu ve 2
mM ABTS konsantrasyonu oldugu belirlendi.

Bu sonuclar incelendiginde enzimlerin optimum c¢alisma sartlarinin 6nemli bir
degisiklik gostermedigi tespit edildi. Atik kagit hamuru uygulamasinda hamur igerigindeki
lignin miktarinin  farkli olmasi sebebiyle kullanilan optimum hamur ve enzim
konsantrasyonunun arttig1 belirlendi. Lignin peroksidaz enzimi H.O> bagiml bir enzimdir
ve katalizi baslatabilmek i¢in bu maddeye gereksinim duyar. Yapilan optimizasyon
deneylerinde bu enzimin en iyi 0,5 mM H:O: konsantrasyonunda ¢alistig1 belirlenirken
flizyon proteini i¢in bu konsantrasyonun 0,1 mM’a distiigii belirlendi. Olusturulan
Fiizligninaz proteininde lignin peroksidaz geni ortada oldugundan bu enzimin g¢alisma

sartlarinda degisiklik olabilecegi beklenen bir sonugtu. Lignin peroksidaz uygulamasindaki
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bir diger Onemli faktdr veratril alkol miktaridir. Veratril alkol fazla H20;
konsantrasyonunda enzimi dengeleyerek substrat ve enzim arasindaki reaksiyonda
yardimcr olarak gorev yapar. Yapilan deneylerde optimum veratril alkol miktart 4 mM
olarak belirlenmistir. Literatiire bakildiginda lignin peroksidaz i¢in kullanilan veratril alkol
miktarinin 2,5-4 mM arasinda degistigi goriilmektedir (Faison vd. 1986; Arbeola et al.
1992).

Lakkaz enziminin ¢alisma mekanizmasi incelendiginde aktivitesinin artmasi igin
yardimci olarak bilinen ve araci olarak, adlandirilan birtakim kiigiik sentetik efektorelere
ihtiyag duydugu belirlenmistir (Bourbannis vd., 1995; Bourbannis vd., 1997; Call ve
Mucke 1997). Bu ¢aligmada araci sistem olarak 2 mM konsantrasyonunda ABTS, enzimin
calismasi i¢in optimum deger olarak belirlendi. Yapilan ¢alismalar incelendiginde lakkaz
enziminin boylesi diisiik konsantrasyonlardaki araci sistemlerle galistigi goriilmektedir. Bu
aract maddeler maliyeti arttirdigindan, biiyilk 0l¢ekli agartmalar igin dezavantaj
olusturmaktadirlar.

GST enzimi c¢alismak igin lignin peroksidaz ve lakkazin aksine harhangi bir araci
maddeye ihtiya¢ duymaz. Bu nedenle bu enzimin optimizasyonunda sadece hamur ve
enzim konsantrasyonu baz alimmistir. Literatiirler incelendiginde GST enziminin lignin
degredasyonunda gorev aldiginin Dbelirlendigi fakat herhangi bir kagit agartma
calismasinda kullanilmadig goriilmiistiir. Bu nedenle, bu ¢alismada GST enziminin kagit
agartmasindaki potansiyeli belirlenerek endiistriyel kullanim kapasitesi tespit edilmistir.
Her bir enzim igin belirlenen optimum sartlar tespit edildikten sonra kagit hamurlarina
agartma dizini uygulanarak ardindan fiziksel ve optik Ozellikleri tespit edildi. Agartma
dizini sonunda kullanilan enzim etkisinin saglikli bir sekilde belirlenebilmesi i¢in agartma
basamaklarinda enzimli ve enzimsiz olmak iizere ¢alisma 2 grup iizerinden siirdiiriildi.

Kagit hamurlarinin agartilmasinda enzimlerin kullanimina yonelik literatiirde pek
cok calisma mevcuttur. Literatlirde yapilan ¢alismalar géz oniine alindiginda, bu ¢alismada
kullanilan ligninolitik enzimlerin kraft kagit hamurlar1 iizerinde etkinliginin yiiksek
diizeyde oldugu belirlenmistir. Calismada kullanilan kizilgam, iilkemizde kraft yontemine
uygun olan, en yaygin ve en fazla yetisen agag tiiriidiir fakat enzimatik agartma uygulamasi
bakimindan litaretiirde sik rastlanmamakla birlikte lignin igerigi yiiksek, kappa numarasi
yiiksek ve agartilmasi zor olan kagit hamuru tiiridiir. Atik kagit hamuru ise geri doniisiim

acisindan biiylik bir pazar payr olan ve kizilgam kraft hamurlarina nazaran daha diisiik
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lignin igerigine sahip ve kappa numarasi daha diisiik bir hamurdur. Iki hamur arasindaki
farkliklar g6z Oniine alindiginda bu g¢alisma sayesinde ligninolitik enzimlerin farkli
hemiseliilloz ve lignin igerikli hamurlarda da enzimatik olarak etkili oldugu sonucuna
varilmistir (Tablo 23-Tablo 26).

Literatiir calismalarina bakildiginda genellikle bu ¢alismada kullanilan kizilgam kraft
ve atik kagit hamurlara gore ¢ok daha diisiik lignin icerigi ve kappa numarasina sahip
olan okaliptiis kraft hamurunun kullanildigr goze ¢arpmaktadir. Arias vd. (2003) lakkaz
enzimi kullanarak yaptiklar1 bir ¢alismada enzimle muamele edilen oOkaliptus kagit
hamurlarinin kappa numaralarinda 2,3 birimlik bir diisiis oldugunu rapor etmislerdir.
Antonopoulos vd. (2001) Streptomyces albus ATCC 3005’den elde ettikleri ksilanaz ve
peroksidaz aktivitesi tespit ettikleri hiicre digi enzim soliisyonuyla muamele ettikleri
okaliptus kraft hamurunda 2,85 birimlik bir diisiis belirlemislerdir. Carvalho vd. (1998) P.
crysosporium mantarindan elde ettikleri lignin peroksidaz enzimini 2-5 U/g arasinda
degisen konsantrasyonlarda okaliptus hamuruna uygulamislar ve bu g¢alisma sonucunda
%48-70 arasinda degisen delignifikasyon oranlar1 elde etmiglerdir. Karisik kraft
hamurunun (kappa numarast 16,2) kullanildigi bir baska ¢alismada bakteriyal kaynakli
ksilanaz, mannaz ve lakkaz enzimleri kombineli olarak kullanilmis ve kappa numarasinda
%40,7°1ik bir diistis belirlenmistir (Woldesenbet vd., 2013).

Yapilan bu tez kapsaminda ii¢lii enzim kombinasyonuyla muamele edilen kizilgam
kraft hamurunun kappa numarasinda %9 (3,9 birim) oraninda bir diisiis meydana gelmistir.
Fakat kullanilan bu hamur tiirli, kappasmin yiiksek olmasi nedeniyle agartilmasi1 zor bir
hamur tiirtidiir. Yukarida bahsedilen galismalarda kullanilan hamurlar ise daha once de
belirtildigi iizere kappa numaras: diisiik ve agartilmasi kolay olan hamurlardir. Ayrica
enzimlerin kagit agartilmasinda kullanimlarin optimizasyonlar1 yapildiktan sonra tabii
tutulduklar1 agartma dizini sonrasinda kappa numarasini diisiirme kapasitelerinde bir artis
meydana gelmistir.

Daha onceki ¢alismalar goz oniine alinarak TCF agartma dizini asamalar1 “XOQP”
olarak belirlenmistir. TCF agartmasi sonucunda kizilgam kraft hamurlarinin KpnGST,
BmgLac ve RjoLip enzimleri ig¢in kontrol ile Kkarsilastirildiginda delignifikasyon
derecesinin sirasiyla %63,9’dan %69,4’e, %63,7’den % 69,1°e ve %63,9’dan %71,4’e
yiikseldigi belirlendi. Yine bir diger hamur tiirii olan atik kagit hamurlarinin TCF

agartmasi sonucunda KpnGST, BmgLac ve RjoLip enzimleri i¢in Kkontrol ile
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karsilastirildiginda delignifasyon derecesinin sirastyla %60,4’den %65,63’e, %61,3’den %
66,49’a ve %61,08’den %66,27°e ylikseldigi belirlendi. Bu sonuglar incelendiginde
delignifikasyon derecesi en yiiksek olan enzimin beklenildigi gibi RjoLip oldugu tespit
edildi. Clinkii lignin peroksidaz enzimi lakkaz ve GST’mn aksine lignini sadece yan
gruplardan degil ana omurgadan da pargalamaktadir. Yapilan agartma sonunda BmgLac
enziminin KpnGST enzimine gore delignifikasyon derecesinin daha yiiksek olacag
beklenilmekteydi fakat sonuglar incelendiginde hemen hemen ayni oranda delignifikasyon
derecesine sahip olduklar1 goriildii. Bu da KpnGST enziminin kagit agartmasinda iyi bir
potansiyelinin oldugunu ve lakkazin aksine araci sistem ihtiyact olmadigindan daha diisiik
maliyetle agartma yaptigini géstermektedir ve bu 6zelligiyle lakkaza gore avantaja sahiptir.
Literatiirler incelendiginde GST enziminin delignifikasyon o6zelligi veriliyor olmasina
ragmen herhangi bir kagit agartma prosediiriinde bununla ilgili bir bilgi bulunmamaktadir.
Yapilan bu calisma ile bu enzimin hem bu aktivitesi ortaya g¢ikarilmis hemde kagit
agartmada etkisinin lakkaz enzimi ile yarisabilecek seviyede oldugu tespit edilmistir.

Enzimlerin tekli agartma dizinlerinden sonra KpnGST ve BmgLac’in RjoLip’e
yardimci olarak kullanilacagi ikili ve liglii agartma kombinasyonlariyla birlikte olusturulan
flizyon proteininin agartma dizini yapilmistir. Literatiir ¢aligmalar1 incelendiginde pek ¢ok
enziminin ikili kombinasyonlar seklinde kagit hamurlarina uygulandigi goriilmektedir.
Bunlarin baginda 6zellikle ksilanaz ve lakkaz enzimleri gelmektedir. Fakat lakkaz, lignin
peroksidaz ve GST kombinasyonlariyla ilgili bir ¢aligmaya rastlanmadigindan yapilan bu
calismanin literatiire 6nemli bir katki yapacagi diisiiniilmektedir. ikili ve iiglii enzim
kombinasyonlarinda yardimer olarak uygulanan KpnGST ve BmgLac enzimlerinin kagit
liflerinde bulunan ligninin yan gruplarmi uzaklagtirarak lignin peroksidaz igin substrat
yiizeyini genisleterek ¢alismasini kolaylastiracag diistiniilmiistiir.

Kizilgam kraft hamuruna uygulanan TCF agartma dizini sonunda delignifikasyon
derecesi Fiizligninaz proteininde %68,11°den %76,62’ye, KpnGST-RjoLip-BmgLac (iiglii
enzim kombinasyonunda) %69,75’den %79,18’¢, KpnGST-BmgLac kombinasyonunda
%65,77°den % 72,27°ye, KpnGST-RjoLip kombinasyonunda %64,53’den %72,94’¢ ve
RjoLip-BmgLac kombinasyonunda %66,29’dan %74,76’ya yiikseldigi tespit edildi. Bu
sonuclar  karsilastirildiginda en yiliksek delignifikasyon oraninin ¢l enzim
kombinasyonunda oldugu gériilmektedir. ikili enzim kombinasyonlarinin hepsi tekli enzim

agartmasindan daha yliksek delignifikasyon derecesine sahiptir. Bunlar arasinda en iyi
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deliginifikasyon derecesi RjoLip-BmgLac kombinasyonudur. En az delignifikasyon
kombinasyonu ise KpnGST-BmgLac kombinasyonudur. Daha dncede belirtildigi iizere en
yiiksek delignifikasyon yapan enzim lignin peroksidaz oldugundan bu enzimle yapilan ikili
kombinasyonlar daha yiiksek delignifikasyon derecesine sahiptir.

Atik kagit hamuruna yapilan TCF agartma dizini sonunda delignifikasyon derecesi
Flizligninaz proteininde %61,88’den %73,69’a, KpnGST-RjoLip-BmgLac (iiglii enzim
kombinasyonunda) %60,89’dan %74,65’¢, GST-Lakkaz kombinasyonunda %62,30’dan %
70,3’e, KpnGST-RjoLip kombinasyonunda %60,12’den %69,43’¢ ve RjoLip-BmgLac
kombinasyonunda %60,20°den %70,55’e yiikseldigi tespit edildi. Bu sonuglar
karsilastirildiginda enzimlerin 6zellikle birlikte kullanimlariin atik kagit hamurundaki
delignifikasyon derecesini ylikseltmede daha etkili olduklari tespit edildi. Bunun, atik kagit
hamurundaki lignin miktarinin diisiik olmas1 sebebiyle enzimlerin daha kolay degredasyon
yapmalarindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Ligninolitik enzimlerle muamele edilen kizilgam kraft hamurlarindan elde edilen
kagitlarin ISO parlaklik degerlerinde KpnGST, BmgLac, RjoLip, KpnGST-RjoLip,
KpnGST-BmgLac, RjoLip-BmgLac, Fiizligninaz ve KpnGST-RjoLip-BmgLac (iiglii
enzim kombinasyonu) igin sirasiyla % 4,41, %10, %15,4, %17,09, %17,8, %18,5, %20,21
ve %22, atik kagit hamurlarindan elde edilen kagitlarin ISO parlaklik degerlerinde ise
KpnGST, BmglLac, RjoLip, KpnGST-RjoLip, KpnGST-BmgLac, RjoLip-BmgLac,
Fiizligninaz ve KpnGST-RjoLip-BmgLac (ii¢lii enzim kombinasyonu) i¢in sirasiyla %4,5,
%6,2, %11,2, %12, %10,2, %12,5, %15,2 ve %16,66 oraninda artis meydana geldigi
belirlendi. Bu verilere bakildiginda parlaklik oranindaki en fazla artisin her iki kagit hamur
tirdi icinde {iglii enzim kombinasyonunda oldugu goriilmektedir. Kagitlarda parlaklik
oranindaki artis delignifikasyon oraniyla orantilidir. Onceki sonuglar da gdz oOniine
alindiginda en fazla delignifikasyon orani iiglii enzim kombinasyonunda belirlendiginden
parlaklik artisinin da beklenildigi gibi bu degerlere orantili oldugu belirlenmistir.

Elde edilen bulgulara gore enzimlerle muamele edilen agartma dizini kontrol ile
karsilastirildiginda kizilgam kraft ve atik kagit hamurlarinin son kappa degerlerinde diisiis
belirlenmesiyle birlikte tek bir istisna hari¢ kalan biitiin kagit parlakliklarinda da orantili
olarak iyilesme meydana geldigi goriildii. Kizilgam kraft hamuruyla KpnGST ve BmgLac
enzimleri kullanilarak yapilan agartma sonrasi her iki enziminin de esit derecede

delignifikasyon derecesine sahip oldugu belirlenmesine ragmen lakkaz enzimi kullanilan
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kagit hamurunda parlaklik artis1 daha fazla olmustur. Diger veriler incelendiginde en fazla
parlaklik artiginin {i¢lii enzim kombinasyonunda oldugu tespit edilmistir.

Yapilan agartma dizinlerinde kimyasali en az diizeyde kullanarak kappa numarasi
disiiriiliirken ayn1 zamanda parlakligi arttirmak tercih edilen bir durumdur. Yapilan
literatiir ¢alismalarina bakildig1 zaman; Streptomyces thermoviolaceus bakterisinden elde
edilen ksilanaz enzimiyle muamele edilen kraft kagit parlakliginda %6,9 artis meydana
gelmistir (Garg vd., 1998). Baska bir ¢alismada Bacillus sp. NCIM 59 bakterisinden elde
edilen ksilanaz enzimi kullanilarak seker kamisindan elde edilen kraft kagit parlakliginda
%2,5 artis meydana gelmistir (Kulkarni ve Rao, 1996). T. versicolor mantarindan elde
edilen lakkaz enzimi kullanilarak yapilan bir calismada parlakligin %24 oraninda arttig1
goriilmiistiir (Camarero, 2003). Bacillus tequilensis SN4 bakterisinden elde edilen
lakkazin kraft kagit parlakligint %7,6 oraninda arttirdigi araci sistem kullanilarak bu
degerin en fazla %12’ye ¢ikarilabilidigi rapor edilmistir (Sondhi, 2014). Phanorochaete
chrysosporium mantarindan elde edilen lignin peroksidaz enzimiyle yapilan bir agartma
dizini sonucunda hamur parlakliginin %73 oraninda arttig1 bildirilmistir (Carvalho, 1998).
Fakat bu ¢aligmada kullanilan kagit hamuru ¢ok diisiik bir lighin igerigine sahiptir ve
agartma dizininde kagit parlakligini arttiran ama bunun yaninda da ¢evre kirletici bir ajan
olan klor kullanilmustir. ikili enzim kombinasyonu olarak ksilanaz ve mangan peroksidazin
birlikte kullanildig1 bir agartma dizini sonrasinda kraft hamur parlakliginin yaklasik %54
oraninda artis gosterdigi bildirilmistir (Bermek, 2000). Fakat bu calismada da enzimler
kagit hamurlariyla 24 saat muamele edilmistir. Saleem vd. (2018) yaptiklar1 bir ¢alismada
kagit hamurunun agartilmasinda ksilanaz, lakkaz ve mangan peroksidaz enzimlerini ardisik
olarak kullanmiglar ve parlaklik degerinde %29’luk bir artis belirlemiglerdir. S6z konusu
calismada kullanilan kagit hamuru bugday sapindan elde edildigi i¢in agartilmasinin
nispeten daha kolay olmas1 ve diisiik lignin icerigine sahip olmas1 goz 6niine alindiginda su
an ki calismada kullanilan enzimlerin agartmada daha etkin olduklar1 diisiiniilebilir.
Comlekcioglu vd., (2014) tarafindan yapilan g¢alismada, TCF agartmasi sonucunda,
kizilgam kraft hamuru i¢in son parlaklik degeri %54,77 olarak elde edilirken yapilan bu tez
kapsaminda son parlaklik degeri ii¢li enzim kombinasyonu sonucu %66,45 olarak
belirlenmistir.

Fiziksel Ozelliklere ait bulgulara bakildiginda kizilgam kraft ve atik kagit

hamurlarinin ligninolitik enzimlerle muamelesi sonucunda patlama indisi, yirtilma indist,
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kopma uzunlugu ve ¢ekme indisi gibi direng 6zelliklerinde 6nemli derece bir degisim
olmadig1 belirlendi. Litaretiirde enzimlerle muamelesi sonucunda fiziksel oOzelliklerde
degisim olmayan ¢alismalar mevcuttur (Kim ve Paik., 2000; Saleem vd., 2009; Bissoon
vd., 2002; Comlekcioglu vd., 2014). Bunun yaninda fiziksel 6zellikleri iyilestiren enzim
caligmalarida bulunmaktadir (Sharma,2014). Yapilan calismalar incelendiginde enzim
uygulamalarinda kappa numarasindaki diistisle parlaklik degerlerindeki artisin daha ¢ok
dikkate alindig1 ve kayda deger oldugu goriildiigiinden, bu calismada fiziksel 6zelliklerdeki
belirgin olmayan degisiklikler goz ard1 edilmistir.

Kagit hamurlari ile yapilan enzimatik ¢alismalarda enzim, hamur lifleri {izerine etki
etmektedir. Liflerde meydana gelen morfolojik degisimleri belirlemek igin taramali
elektron mikroskobu kullanilarak inceleme yapilmaktadir (Paice vd., 1995; Wang vd.,
1997; Roncero vd., 2000; 2003; 2005, Nagar vd., 2012). Enzim muamelesinden

kaynaklanan bu degisimler, c¢atlaklar, pul, delik ve ipliklenme gibi morfolojik
bozulmalardir. Ayni zamanda enzimler hamur liflerinin hiicre duvarlarinda goézenekler
acmaktadir. Bu gozenek ve gatlaklar, biiyiik lignin makromolekiillerinin diflizyonundan
olugmaktadir (Roncero vd., 2000a; Paice vd., 1995; Wang vd., 1995). Lignin parcalarinin
bu sekilde disa dogru hareketi hamurlara agartici kimyasallarin erisebilirligini
artirmaktadir (Roncero, 2005).

Bu calisma kapsaminda yapilan enzim muamelesinden sonra elde edilen hamur lifleri
SEM ile incelenmistir. Kizilgam kraft ve atik kagit hamurlar1 kontrol hamur 6rnekleri ile
karsilastirildiginda enzim muamelesi yapilmis olan hamurlarin morfolojilerinde degisimler
meydana geldigi goriildii. Hamur liflerinde fibrillenme, baz1 bolgelerde porlarin meydana
gelmesi, gevsek dizilmeler gibi olusan morfolojik degisimler ligninin uzaklastirildigi
yerlerde goriilmektedir. Yapilan bu ¢alisma ile belirlenen SEM bulgularina gére enzim ile
hamurlarin muamele edilmesi sonucu enzimin hamurda lignini uzaklastirmaya yonelik bir
etki gosterdigi belirlendi.

Yapilan bu calisma ile birlikte ligninolitik enzimler olan KpnGST, BmgLac ve
RjoLip hem tekli hem de ikili ve ii¢lii kombinasyonlar ve fiizyon formunda kagit hamuru
agartmada etkili bir bi¢gimde kullanilabilecegi belirlenmistir. Kagit ve kagit hamuru
endiistrisinin ¢evreyi biiylik Olclide kirlettigi goz Oniine alindiginda kimyasallar yerine
enzimlerle ¢evre dostu agartma teknolojilerinin gelistirilmesinin olduk¢a 6nemli oldugu

diistiniilmektedir. Yukarida da bahsedildigi gibi bu tez kapsaminda elde edilen veriler
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1s1¢inda s6z konusu enzimlerin ¢evre dostu biyolojik agartma sistemlerinde etkin olarak

kullanilabilecegi belirlenmistir.



5. SONUCLAR

“Bakteriyel Kaynakli Ligninolitik U¢ Enzimin Es Zamanli veya Fiizyon Olarak

Uretimi ve Kagit Hamurunun Agartilmasinda Kullanimlarinin Optimizasyonu” baslikli bu

calismadan su sonuglar elde edilmistir.

1.

Ligninolitik ti¢ enzim olan KpnGST, BmgLac ve RjoLip genleri ayr ayr1, fiizyon
ve operon diizeni olusturacak sekilde klonlanmis ve ifade edilerek kismi
karakterizasyonlari yapilmis ve enzimler tek tek, ikili ve ti¢lii kombinasyonlar
seklinde iki farkli kagit hamuruna uygulanarak agartma dizini yapilmistir. Agartma
dizini yapilan kagitlarin fiziksel ve optik oOzellikleri belirlenerek karsilagtirma
yapilmustir.

Yapilan kismi karakterizasyon ¢alismalar1 sonrasinda RjoLip enzimin optimum
pH’s1 4, KpnGST enzminin optimum pH’s1 6 ve BmgLac enzminin optimum pH’s1
ise 4,5 olarak belirlenmistir. Yapilan reaksiyon serilerinde enziminlerin en iyi
calistigi sicaklik degeri RjoLip, KpnGST ve BmgLac igin sirasiyla 35°C, 40°C ve
60°C olarak belirlenmistir. Olusturulan Fiizligninaz proteininde ise enzimlerin
optimum pH ve sicaklik degerlerinin degismedigi tespit edilmistir.

RjoLip enziminin pH 3,0-4,0 ve 5,0’da kararli oldugu fakat en kararli oldugu pH’mn
pH 4,0 oldugu belirlenmistir. BmgLac enziminin optimum pH olan 4,5’e yakin olan
pH degerlerinde kararli oldugu belirlenmistir. KpnGST enziminin pH 5,0°da kararl
olmadigi, pH 6,0 ve 7,0’de kismen daha kararli oldugu tespit edilmistir.
Olusturulan Fiizligninaz proteininde enzimlerin kararliliklarinin nispeten azaldig
belirlenmisitir.

RjoLip enziminin 1s1l karalilik grafigine bakildiginda 20 ve 30°C’de 2 saat boyunca
aktivitesinin yaklagik %80’ini korudugu, BmgLac enziminin 1s1l kararlilik grafigine
bakildiginda enzimin 40°C, 50°C’de kararli oldugu ve KpnGST enziminin 1sil
kararlilik grafigine bakildiginda ise enzimin 20 ve 30°C’de kararli oldugu, 40°C’de
ise zamana bagl olarak kararliligin azaldigi belirlenirken Fiizligninaz seklinde
olusturulan proteinde yer alan enzimlerin 1sil kararliliklarinda diisiis oldugu
belirlenmistir.

Ligninolitik enzimlerden KpnGST, RjoLip ve BmgLac enzimlerinin kismi kinetik

verileri sirastyla CDNB, veratril alkol ve ABTS substratlarinin  degisik
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konsantrasyonlar1 ile gerceklestirilen reaksiyonlar ile belirlenmistir. Elde edilen
verilere gore, KpnGST enziminin Km degeri 0,93+0,23 mM, RjoLip enziminin Km
degeri 3,5+0,18 mM ve BmgLac enziminin Km degeri ise 0,41+0,16 mM olarak
belirlenmistir. Fiizligninaz proteini ile yapilan kismi kinetik ¢alismalar sonucunda
ise KpnGST enziminin Ky degeri 1,01+0,26 mM, RjoLip enziminin Ky degeri
3,95£0,22 mM ve BmgLac enziminin Kmn degeri ise 0,58+0,19 olarak
belirlenmistir.

Biyokimyasal o©zellikleri belirlenen enzimler kagit hamurlarina uygulanarak
calisma sartlar1 optimize edilmistir. Kizilgam kraft hamuruna uygulanan
enzimlerden KpnGST enzimi i¢in optimum sartlarin %5 hamur yogunlugu ve 8 U/g
enzim miktar1 oldugu, BmgLac enzimi i¢in optimum sartlarin % 5 hamur
yogunlugu, 6 U/g enzim miktart ve 2 mM ABTS konsantrasyonu oldugu RjoLip
enzimi i¢in optimum sartlarin %5 hamur yogunlugu, 6 U/g enzim miktari, 0,5 mM
H20> konsantrasyonu ve 4 mM veratril alkol konsatrasyonu, Fiizligninaz seklinde
olusturulan protein i¢in ise optimum sartlarin %5 hamur yogunlugu, 8 U/g enzim
miktar1, 0,1 mM H20> konsantrasyonu, 4 mM veratril alkol konsatrasyonuve 2 mM
ABTS konsantrasyonu oldugu belirlenmistir. Atik kagit hamuruna uygulanan
enzimlerden KpnGST enzimi i¢in optimum sartlarin %7 hamur yogunlugu ve 6 U/g
enzim miktar1 oldugu, BmgLac enzimi i¢in optimum sartlarin % 7 hamur
yogunlugu, 6U/g enzim miktar1 ve 2 mM ABTS konsantrasyonu oldugu RjoLip
enzimi i¢in optimum sartlarin %7 hamur yogunlugu, 8 U/g enzim miktari, 0,5 mM
H20> konsantrasyonu ve 4 mM veratril alkol konsatrasyonu, Fiizligninaz seklinde
olusturulan protein i¢in ise optimum sartlarin %7 hamur yogunlugu, 8 U/g enzim
miktar1, 0,1 mM H202 konsantrasyonu, 4 mM veratril alkol konsatrasyonu ve 2 mM
ABTS konsantrasyonu oldugu belirlenmistir.

Kagit hamurularmma uygulanacak olan optimum sartlar belirlendikten sonra
enzimlerin tekli, ikili ve iicli agartma kademeleri yapilmustir. Ikili ve {iclii
kombinasyonlarda her enzim i¢in ¢alistig1 optimum deger baz alinmistir.

Kizilgam kraft hamuruna uygulanan TCF agartma dizini sonunda delignifikasyon
derecesi  Fiizligninaz proteininde  %68,11°den  %76,62’ye, gl  enzim
kombinasyonunda %69,75’den %79,18’e, KpnGST-BmgLac kombinasyonunda
%65,77’den % 72,27°’ye, KpnGST-RjoLip kombinasyonunda %64,53’den
%72,94’e ve RjoLip - BmgLac kombinasyonunda %66,29°dan %74,76’ya
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yiikseldigi tespit edilmistir. Atik kagit hamuruna yapilan TCF agartma dizini
sonunda delignifikasyon derecesi Fiizligninaz proteininde %61,88’den %73,69’a,
lcli enzim kombinasyonunda %60,89°dan %74,65’e, KpnGST-BmgLac
kombinasyonunda %62,30’dan % 70,3’e, KpnGST-RjoLip kombinasyonunda
%60,12°den  %69,43’¢ ve RjoLip - BmgLac kombinasyonunda %:60,20’den
%70,55’e ytikseldigi tespit edilmistir.

Ligninolitik enzimlerle muamele edilen kizilgam kraft hamurlarindan elde edilen
kagitlarin ISO parlaklik degerlerinde KpnGST, BmglLac, RjoLip, KpnGST -
RjoLip, KpnGST-BmgLac, RjoLip-BmgLac, Fiizligninaz ve igli enzim
kombinasyonu igin sirasiyla % 4,41, %10, %15,4, %17,09, %17,8, %18,5, %20,21
ve %22, atik kagit hamurlarindan elde edilen kagitlarin ISO parlaklik degerlerinde
ise KpnGST, BmgLac, RjoLip, KpnGST-RjoLip, KpnGST-BmgLac, RjoLip-
BmgLac, Fiizligninaz ve ii¢lii enzim kombinasyonu i¢in sirasiyla %4,5, %6,2,
%11,2, %12, %10,2, %12,5, %15,2 ve %16,66 oraninda artis meydana geldigi
belirlenmistir.

Agartma dizini uygulanan kagit hamuru lifleri SEM ile goriintiilenmistir. Elektron
mikroskobu taramasi (SEM) goriintiileri incelendiginde her iki hamur tiiriinde
enzim muamelesi yapilmis liflerin boyutlarinda daralma meydana geldigi ve bazi
liflerde ise lignin difiizyonu nedeniyle olusan delikler goriilmiistir. Enzim
uygulanan lifler incelendiginde, kagit hamur liflerinin enzim muamelesi ile
yiizeylerinde piiriizlerin meydana geldigi ve bazi liflerde sacaklanmalar oldugu

gorilmiistiir.



6.ONERILER

. Ligninolitik enzimlerin birlikte daha iyi calisabilmeleri i¢in ii¢ enzimin iizerinde
mutasyon yapilarak enzimlerin ¢alisma sartlar1 iyilestirilebilir.

. Flizyon seklinde olusturulan gen ifadesi seviyesini ve aktivitesini arttiracak kuyruklar
eklenebilir.

. Enzimlerin 6zellikleri iyilestirildikten sonra patentleri alinarak ticarilestirilebilir.
Enzimlerin kagit endiistrisinde kullanim kapasitelerin tam olarak belirlenebilmesi i¢in
bir kagit fabrikasinda kiiciik 6l¢ekli pilot bir ¢aligma yapilabilir.

. Operon sistemi ile es zamanli olarak tiretilen enzimler dkaliptus gibi lignin icerigi daha
diistik olan kagit hamurlarinda optimize edilerek farkli kagit hamurlarindaki agartma
etkinlikleri daha genis 6lgekli olarak belirlenebilir.

. Optimum karakterleri ayn1 veya yakin ii¢ enzim operon diizeninde klonlanip etkisi

incelenebilir.

. Enzimlerin hamur viskositesi Uizerindeki etkileri incelenmelidir.
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8. EKLER

Ek 1. GST gen dizini

ATGTCAGAGCAAAACTACCAAGCCACCAAAAGTGTGGAATGGAAGCAAAACAGCGGCGGCGCGTTCGCCAACA
TCAACCCGTCCCGTTTCCGGCGCGACTCATGAACGCGTCCTGCCGGTAGGAACCCATCCGCTCCAGCTATACT
CACTCGGTACACCCAACGGCCAGAAGGTGACGATCATGCTGGAGGAGCTGCTGGCGCTGGGCGTCAGCGGCGC
GGAGTACGACGCCTGGCTGATACGCATTGGCGAAGGGGATCAGTTTTCCAGCGGCTTTGTCGAGATCAACCCG
AACTCGAAGATCCCGGCCCTCAGCGACCATTCCACCACGCCGCCGACCCGGGTATTTGAGTCCGGCAACATTC
TTCTCTATCTGGCGGAAAAATTTGGTTTCTTCCTGCCGAAAGATCCTGCCGGTCGCACCGAAACCCTCAACTG
GCTGTTCTGGCTGCAGGGCGCGGCGCCGTTCCTCGGCGGCGGCTTCGGCCACTTCTATAACTATGCGCCAGTG
AAGATCGAGTACGCGATCGACCGCTTTACGATGGAAGCTAAACGCCAGCTCGACGTGCTGGACAAACAGCTCG
CCCGCGGTCGCTATGTGGCCGGCGAGGAGTACACCATCGCCGATATGGCTGTCTGGCCGTGGTATGGCAACGT
AGTGCTGGGCAATGTCTATAACGCGGCGGAGTTCCTCGACGCCGGGAGCTATAAAAACGTGCTGCGCTGGGCG
CAGGATGTCGGCAACCGCCCGGCCGTCAAGCACGGACGCATCGTCAACCGCACCAACGGCCCGCTCAATGAGC
AGCTGCATGAGCGCCATGACGCCCGCGACTTTGACACCCAAACGGAAGATAAGCGCCAGGCGTAA

Ek 2. Lakkaz gen dizini

ATGAATCCTGAGCCATTAAAAAAAAGCCATCACGAGTCGTTTATGTGGCTGAGCCCTTGGGTAGAAAAGAATG
ATATGCTTGTTGCTGGTTTCACCACAAAAAATGGTGGCGTGAGTAAACGTCCATTTGCTTCTTTTAACCTAGG
GCTTCACGTAAACGATAACGTAGAAGATGTTATTACAAATAGAAAAATTTTAGCAGCCGAACTAGACATGTCT
TTTGAAAGCTTTGTATGTGCTGAACAAGTACATGAAGCAACTGTTCAAAAAGTAACAAAAGCCGACTGTGCAA
AAGGACTCTACAAGTATGAAGAGGGCATAAAAGCAACGGATGGCATTTATACAAATGAATCTGATATTTTGTT
AGCTTTATGTTATGCAGATTGTGTTCCGCTGTACTTCTATGCGCCAGATCACCATTTAGTTGGTCTTGCTCAT
GCTGGGTGGAAAGGCACAGTAAAAGATATTGCAGGAAATATGATTCGACGTTGGGTAGAACAAGAAAATGTTC
CAGTTGAAGATATTTACGTGGCGATTGGCCCTTCGATTGAAGATTGCTGTTATGTTGTCGATAACCGCGTCAT
TACACAAGTAAACGAAGTAGTTGGCCAAAATGGATATCAAGAAGTAAGCCCTGGACAATACGCGCTTAATTTA
AAAAAAGTCAATAAGCTGCTGATTCAACACGCAGGCGTATTGCCGGAACGAATTTTAACATCGTCGTATTGTA
CAAGCTGTGAAGATGACCTGTTCTTCTCACATCGCCGCGACCAAGGGAAAACAGGACGCATGTTTAACTTCAT
AGGCTTTAAGGAGGAGTAA
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Ek 3. Lignin peroksidaz gen dizini

ATGCCAGGCCCAGTCGCGAGATTGGCACCACAAGCAGTCCTCACTCCGCCCAGCGCCGCCTCCCTCTTCCTGG
TGCTCGTCGCCGGGGACTCCGACGACGACCGCGCGACGGTGTGCGACGTGATCTCCGGGATCGACGGACCGCT
CAAGGCGGTGGGATTCCGCGAACTCGCCGGTTCCCTGTCCTGCGTGGTCGGTGTCGGTGCGCAGTTCTGGGAC
CGCGTGAGCGCGTCGTCGAAGCCGGCGCACCTGCATCCGTTCGTCCCGCTGTCCGGGCCGGTCCACAGLCGLGC
CCTCCACGCCGGGTGACCTCCTGTTCCACATCAAGGCCGCCCGCAAGGATCTGTGCTTCGAACTGGGCCGCCA
GATCGTCTCCGCGCTGGGCTCCGCCGCCACCGTGGTCGACGAGGTGCACGGCTTCCGCTATTTCGACTCCCGC
GACCTCCTCGGATTCGTCGACGGCACCGAGAATCCCACCGACGACGACGCCGCGGACTCCGCCCTGATCGGCG
ACGAGGACCCCGACTTCCGGGGCGGCAGTTACGTGATCGTGCAGAAGTACCTGCACGACATGAGCGCGTGGAA
CACGCTGAGCACCGAGGAACAGGAACGGGTCATCGGGCGCACCAAGCTCGAGAACGTCGAACTCGACGACGAC
GCCCAGCCCAGCAATTCGCACGTCACCCTCAACACCATCGTCGACGACGACGGCGTCGAACACGACATCCTCC
GCGACAACATGGCATTCGGCAGCCTCGGCGAGGCGGAATACGGCACCTACTTCATCGGGTACGCCAAGGACCC
CGCCGTCACCGAGCTGATGTTGCGACGCATGTTTCTCGGCGAGCCGCCCGGCAACTACGACCGCGTCCTCGAC
TTCTCCACGGCGGCCACCGGCACATTGTTCTTCGTGCCGAGCCGGGACGTGCTCGAATCGCTCGGCGACGAGC
CGGCCGGCGCGGAGTCGGCACCCGAAGACCCGGTCGAGCCCGCCGCGGCCGGCCCGTACGACCTGTCCCTGAA
AATCGGTGGTCTCAAAGGAGTATCGCAATGA
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EKk 4. Fiizyon seklinde olusturulan gen dizini

ATGTCAGAGCAAAACTACCAAGCCACCAAAAGTGTGGAATGGAAGCAAAACAGCGGCGGCGCGTTCGCCAACA
TCAACCCGTCCCGTTTCCGGCGCGACTCATGAACGCGTCCTGCCGGTAGGAACCCATCCGCTCCAGCTATACT
CACTCGGTACACCCAACGGCCAGAAGGTGACGATCATGCTGGAGGAGCTGCTGGCGCTGGGCGTCAGCGGCGC
GGAGTACGACGCCTGGCTGATACGCATTGGCGAAGGGGATCAGTTTTCCAGCGGCTTTGTCGAGATCAACCCG
AACTCGAAGATCCCGGCCCTCAGCGACCATTCCACCACGCCGCCGACCCGGGTATTTGAGTCCGGCAACATTC
TTCTCTATCTGGCGGAAAAATTTGGTTTCTTCCTGCCGAAAGATCCTGCCGGTCGCACCGAAACCCTCAACTG
GCTGTTCTGGCTGCAGGGCGCGGCGCCGTTCCTCGGCGGCGGCTTCGGCCACTTCTATAACTATGCGCCAGTG
AAGATCGAGTACGCGATCGACCGCTTTACGATGGAAGCTAAACGCCAGCTCGACGTGCTGGACAAACAGCTCG
CCCGCGGTCGCTATGTGGCCGGCGAGGAGTACACCATCGCCGATATGGCTGTCTGGCCGTGGTATGGCAACGT
AGTGCTGGGCAATGTCTATAACGCGGCGGAGTTCCTCGACGCCGGGAGCTATAAAAACGTGCTGCGCTGGGCG
CAGGATGTCGGCAACCGCCCGGCCGTCAAGCACGGACGCATCGTCAACCGCACCAACGGCCCGCTCAATGAGC
AGCTGCATGAGCGCCATGACGCCCGCGACTTTGACACCCAAACGGAAGATAAGCGCCAGGCGATGCCAGGCCC
AGTCGCGAGATTGGCACCACAAGCAGTCCTCACTCCGCCCAGCGCCGCCTCCCTCTTCCTGGTGCTCGTCGCC
GGGGACTCCGACGACGACCGCGCGACGGTGTGCGACGTGATCTCCGGGATCGACGGACCGCTCAAGGCGGTGG
GATTCCGCGAACTCGCCGGTTCCCTGTCCTGCGTGGTCGGTGTCGGTGCGCAGTTCTGGGACCGCGTGAGCGC
GTCGTCGAAGCCGGCGCACCTGCATCCGTTCGTCCCGCTGTCCGGGCCGGTCCACAGCGCGCCCTCCACGLCG
GGTGACCTCCTGTTCCACATCAAGGCCGCCCGCAAGGATCTGTGCTTCGAACTGGGCCGCCAGATCGTCTCCG
CGCTGGGCTCCGCCGCCACCGTGGTCGACGAGGTGCACGGCTTCCGCTATTTCGACTCCCGCGACCTCCTCGG
ATTCGTCGACGGCACCGAGAATCCCACCGACGACGACGCCGCGGACTCCGCCCTGATCGGCGACGAGGALCCCC
GACTTCCGGGGCGGCAGTTACGTGATCGTGCAGAAGTACCTGCACGACATGAGCGCGTGGAACACGCTGAGCA
CCGAGGAACAGGAACGGGTCATCGGGCGCACCAAGCTCGAGAACGTCGAACTCGACGACGACGCCCAGCCCAG
CAATTCGCACGTCACCCTCAACACCATCGTCGACGACGACGGCGTCGAACACGACATCCTCCGCGACAACATG
GCATTCGGCAGCCTCGGCGAGGCGGAATACGGCACCTACTTCATCGGGTACGCCAAGGACCCCGCCGTCACCG
AGCTGATGTTGCGACGCATGTTTCTCGGCGAGCCGCCCGGCAACTACGACCGCGTCCTCGACTTCTCCACGGL
GGCCACCGGCACATTGTTCTTCGTGCCGAGCCGGGACGTGCTCGAATCGCTCGGCGACGAGCCGGCCGGLCGLG
GAGTCGGCACCCGAAGACCCGGTCGAGCCCGCCGCGGCCGGCCCGTACGACCTGTCCCTGAAAATCGGTGGTC
TCAAAGGAGTATCGCAAATGAATCCTGAGCCATTAAAAAAAAGCCATCACGAGTCGTTTATGTGGCTGAGCCC
TTGGGTAGAAAAGAATGATATGCTTGTTGCTGGTTTCACCACAAAAAATGGTGGCGTGAGTAAACGTCCATTT
GCTTCTTTTAACCTAGGGCTTCACGTAAACGATAACGTAGAAGATGTTATTACAAATAGAAAAATTTTAGCAG
CCGAACTAGACATGTCTTTTGAAAGCTTTGTATGTGCTGAACAAGTACATGAAGCAACTGTTCAAAAAGTAAC
AAAAGCCGACTGTGCAAAAGGACTCTACAAGTATGAAGAGGGCATAAAAGCAACGGATGGCATTTATACAAAT
GAATCTGATATTTTGTTAGCTTTATGTTATGCAGATTGTGTTCCGCTGTACTTCTATGCGCCAGATCACCATT
TAGTTGGTCTTGCTCATGCTGGGTGGAAAGGCACAGTAAAAGATATTGCAGGAAATATGATTCGACGTTGGGT
AGAACAAGAAAATGTTCCAGTTGAAGATATTTACGTGGCGATTGGCCCTTCGATTGAAGATTGCTGTTATGTT
GTCGATAACCGCGTCATTACACAAGTAAACGAAGTAGTTGGCCAAAATGGATATCAAGAAGTAAGCCCTGGAC
AATACGCGCTTAATTTAAAAAAAGTCAATAAGCTGCTGATTCAACACGCAGGCGTATTGCCGGAACGAATTTT
AACATCGTCGTATTGTACAAGCTGTGAAGATGACCTGTTCTTCTCACATCGCCGCGACCAAGGGAAAACAGGA
CGCATGTTTAACTTCATAGGCTTTAAGGAGGAGTAA

*Her bir genin baslangi¢ kodonu koyu ve alt1 ¢izili yazilmistir.
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EK 5. Operon diizeninde olusturulan gen dizini

AGGAGCGATTTACATATGAAAAAAAGAAAGAGGCGAAACTTTAAAAGGTTCATTGCAGCATTTTTAGTGTTGG
CTTTAATGATTTCATTAGTGCCAGCCGATGTACTAGCAAAATCTACAGAATTCATGTCAGAGCAAAACTACCA
AGCCACCAAAAGTGTGGAATGGAAGCAAAACAGCGGCGGCGCGTTCGCCAACATCAACCCGTCCCGTTTCCGG
CGCGACTCATGAACGCGTCCTGCCGGTAGGAACCCATCCGCTCCAGCTATACTCACTCGGTACACCCAACGGC
CAGAAGGTGACGATCATGCTGGAGGAGCTGCTGGCGCTGGGCGTCAGCGGCGCGGAGTACGACGCCTGGCTGA
TACGCATTGGCGAAGGGGATCAGTTTTCCAGCGGCTTTGTCGAGATCAACCCGAACTCGAAGATCCCGGCCCT
CAGCGACCATTCCACCACGCCGCCGACCCGGGTATTTGAGTCCGGCAACATTCTTCTCTATCTGGCGGAAAAA
TTTGGTTTCTTCCTGCCGAAAGATCCTGCCGGTCGCACCGAAACCCTCAACTGGCTGTTCTGGCTGCAGGGCG
CGGCGCCGTTCCTCGGCGGCGGCTTCGGCCACTTCTATAACTATGCGCCAGTGAAGATCGAGTACGCGATCGA
CCGCTTTACGATGGAAGCTARACGCCAGCTCGACGTGCTGGACARACAGCTCGCCCGCGGTCGCTATGTGGCC
GGCGAGGAGTACACCATCGCCGATATGGCTGTCTGGCCGTGGTATGGCAACGTAGTGCTGGGCAATGTCTATA
ACGCGGCGGAGTTCCTCGACGCCGGGAGCTATAAAAACGTGCTGCGCTGGGCGCAGGATGTCGGCAACCGCCC
GGCCGTCAAGCACGGACGCATCGTCAACCGCACCAACGGCCCGCTCAATGAGCAGCTGCATGAGCGCCATGAC
GCCCGCGACTTTGACACCCARACGGAAGATAAGCGCCAGGCGTAAGGATCCGTGCCACCTAAAAAGGAGCGAT
TTACATATGAAAAAAAGAAAGAGGCGAAACTTTAAAAGGTTCATTGCAGCATTTTTAGTGTTGGCTTTAATGA
TTTCATTAGTGCCAGCCGATGTACTAGCAAAATCTACAGAATTCATGCCAGGCCCAGTCGCGAGATTGGCACC
ACAAGCAGTCCTCACTCCGCCCAGCGCCGCCTCCCTCTTCCTGGTGCTCGTCGCCGGGGACTCCGACGACGAC
CGCGCGACGGTGTGCGACGTGATCTCCGGGATCGACGGACCGCTCAAGGCGGTGGGATTCCGCGAACTCGCCG
GTTCCCTGTCCTGCGTGGTCGGTGTCGGTGCGCAGTTCTGGGACCGCGTGAGCGCGTCGTCGARAGCCGGCGCA
CCTGCATCCGTTCGTCCCGCTGTCCGGGCCGGTCCACAGCGCGCCCTCCACGCCGGGTGACCTCCTGTTCCAC
ATCAAGGCCGCCCGCAAGGATCTGTGCTTCGAACTGGGCCGCCAGATCGTCTCCGCGCTGGGCTCCGCCGCCA
CCGTGGTCGACGAGGTGCACGGCTTCCGCTATTTCGACTCCCGCGACCTCCTCGGATTCGTCGACGGCACCGA
GAATCCCACCGACGACGACGCCGCGGACTCCGCCCTGATCGGCGACGAGGACCCCGACTTCCGGGGCGGCAGT
TACGTGATCGTGCAGAAGTACCTGCACGACATGAGCGCGTGGAACACGCTGAGCACCGAGGAACAGGAACGGG
TCATCGGGCGCACCAAGCTCGAGAACGTCGAACTCGACGACGACGCCCAGCCCAGCAATTCGCACGTCACCCT
CAACACCATCGTCGACGACGACGGCGTCGAACACGACATCCTCCGCGACAACATGGCATTCGGCAGCCTCGGC
GAGGCGGAATACGGCACCTACTTCATCGGGTACGCCAAGGACCCCGCCGTCACCGAGCTGATGTTGCGACGCA
TGTTTCTCGGCGAGCCGCCCGGCAACTACGACCGCGTCCTCGACTTCTCCACGGCGGCCACCGGCACATTGTT
CTTCGTGCCGAGCCGGGACGTGCTCGAATCGCTCGGCGACGAGCCGGCCGGCGCGGAGTCGGCACCCGARGAC
CCGGTCGAGCCCGCCGCGGCCGGCCCGTACGACCTGTCCCTGAARATCGGTGGTCTCARAAGGAGTATCGCAAT
GAGGATCCGTGCCACCTAAARAGGAGCGATTTACATATGAAAAAAAGAAAGAGGCGAAACTTTAAAAGGTTCA
TTGCAGCATTTTTAGTGTTGGCTTTAATGATTTCATTAGTGCCAGCCGATGTACTAGCAAAATCTACAGAATT
CATGAATCCTGACCCATTAAAAAAAAGCCATCACGAGTCGTTTATGTGGCTGAGCCCTTGGGTAGAAAAGAAT
GATATGCTTGTTGCTGGTTTCACCACAAAAAATGGTGGCGTGAGTAAACGTCCATTTGCTTCTTTTAACCTAG
GGCTTCACGTAAACGATAACGTAGAAGATGTTATTACAAATAGAAAAATTTTAGCAGCCGAACTAGACATGTC
TTTTGAAAGCTTTGTATGTGCTGAACAAGTACATGAAGCAACTGTTCAAAAAGTAACAAAAGCCGACTGTGCA
AAAGGACTCTACAAGTATGAAGAGGGCATAAAAGCAACGGATGGCATTTATACAAATGAATCTGATATTTTGT
TAGCTTTATGTTATGCAGATTGTGTTCCGCTGTACTTCTATGCGCCAGATCACCATTTAGT TGGTCTTGCTCA
TGCTGGGTGGAAAGGCACAGTAAAAGATATTGCAGGAAATATGATTCGACGTTGGGTAGAACAAGAAAATGTT
CCAGTTGAAGATATTTACGTGGCGATTGGCCCTTCGATTGAAGATTGCTGTTATGTTGTCGATAACCGCGTCA
TTACACAAGTAAACGAAGTAGTTGGCCAAAATGGATATCAAGAAGTAAGCCCTGGACAATACGCGCTTAATTT
AAAAAAAGTCAATAAGCTGCTGATTCAACACGCAGGCGTATTGCCGGAACGAATTTTAACATCGTCGTATTGT
ACAAGCTGTGAAGATGACCTGTTCTTCTCACATCGCCGCGACCAAGGGAAAACAGGACGCATGTTTAACTTCA
TAGGCTTTAAGGAGGAGTAA

*Herbir genin baslangi¢ ve sonlanma kodonu, sinyal dizisi ve ribozom baglanma bilgesi
koyu ve alt1 ¢izili yazilmistir.
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