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Yiiksek Lisans Tezi
OZET

LAKKAZIN KIZILCAM KRAFT VE ATIK KAGIT HAMURU UZERINDEKI
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Miray SAHINKAYA

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ
2016, 97 Sayfa, 1 Ek Sayfa

Lakkaz enzimi,kofaktor olarak oksijen molekiiliinii kullanarak fenolik bilesikleri
oksitleyen ve sonunda serbest radikaller iireten bir enzimdir. Ayrica katalitik bolgesi, ¢ok
iyl korunmus olan ii¢ tip bakir merkezi icerir. Diger avantajlar1 arasindaher tiirlii ortamda
cok cesitli organizmalarda bulunabilirligi ve genis substrat aralifina sahip olusu yer alir.
Bu avantajlar1 sebebiyle lakkaz, endiistriningesitli alanlarinda kullanilmaktadir.

Bu calismadabakteriyal kaynakli bir lakkaz enziminin, kagit hamurunun
agartilmasindaki etkilerinin arastirilmas1 amaglanmistir. Kagit hamuru uygulamalarindan
evvel, lakkaz, pMAO0911 vektoriine klonlandi, Bacillus subtilis WB800 hiicresine
transforme edildi ve ekspresyonu yapildi. Optimum sicakligi 60°C ve optimum pH’s1 4,5
olarak belirlendi ve enzim Kizilcam agaglarindan elde edilen Kraft hamuruna ve atik kagit
hamuruna uygulandi. Kizilgam Kraft ve atik kagit hamuru uygulamalar1 icin, agartma
caligmalar1 yapildi. Degredasyon zonu, degredasyon orani ve delignifikasyon dereceleri
analiz edildi. Atik kagidinin delignifikasyon derecesi %5,15 kizilgam Kraft hamurununki
ise %3,5 olarak belirlendi. Enzim uygulanan kagitlara yirtilma, ¢ekme, patlama indisi,
gramaj, kahnlik, yogunluk, kopma uzunlugu ve hacimlilik gibi fiziksel testler, ve optik
testleri yapildi. Lakkaz enzimi uygulamalari sonrasinda, kagidin parlakligi Kappa numarasi
12,97 olarak %56,86, atik kagitta ise %56,77 arttirdig1 goriildii. Lakkazin lignini zayiflatic
etkisi, SEM goriintiileriyle de incelendi.

Anahtar Kelimeler: Lakkaz, kraft, atik kagit, kappa numarasi



Master Thesis

SUMMARY

STUDYING THE EFFECTS OF LACCASE ON RED PINE KRAFT AND WASTE
PAPER PULP

Miray SAHINKAYA

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ
2016, 97 Pages, 1 Appendix Pages

Laccase is an enzyme that oxidizing phenolic substrates via using oxygen as a
cofactor and releasing free radicals. The catalytic region of the enzyme includes three
different types of copper molecules that highly conserved. The stability of the laccase is
quite higy because of the carbohydrates included in the enzyme structure. Some of the
most important advantages of the laccase are being existed in many different types of
organisms and environments, and wide range of substrat specificity. Because of these
advantages, laccase is used in various means of industry.

In this work we aimed to determine the effects of a bacterial laccase on bleaching of
paper pulp. Cloning of laccase gene into pMAO0911 vector was followed by expression
and application on paper bleaching analyses. Optimum temperature and pH of the enzyme
was 60°C and 4.5 respectively. Bleaching analyses were carried out with red pine Kraft
pulp and waste paper pulp. Degredation zone, degredation rate and delignification rate
were analysed. Delignification degree of waste water pulp was 5,1% and pine Kraft pulp
was 5,5%. Some physical tests as laceration, soaking, blow out, grammage, thickness,
intensity, rupture lenght and volume and optical tests were performed. The brightness of
the paper was increased 56.86% for pine Kraft pulp and 56.77% for waste water pulp
based on 12,97 Kappa number. The reducing effects of laccase on lignin was analyzed
through SEM.

Key Words: Laccase, kraft, waste paper, Kappa number
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Yiizyillardir insanoglunun yeryliziindeki yasama ortamina duydugu merak, yasam
standartlarin1 yiikseltecek bir etkinlige biirlinmeye basladi. Biyoloji bilimi i¢inde gecerli
olan bu durum, teknolojinin ve endiistrinin gelismesiyle birlikte, canlilig1 incelemekten
ziyade, canliligi kullanma ve modifiye ederek hayata gecirme yolunda Endiistriyel
Biyoteknoloji gibi yeni altbilim dallarinin agilmasina sebep oldu. Hem bu gelisimin iginde
hem de bu gelismeyle birlikte gelen kiiresel 1sinma ve gevre kirliligi gibi problemlerin
Ontline gecmek i¢in, Biyoteknoloji alaninda elde edilen verilerle, giiniimiizde yaygin olarak
biyodegradasyon c¢alismalar1 yapilmaktadir. Biyodegradasyon, hidrokarbonlar, poliklorlu
bifeniller (PCB) ve poliaromatik hidrokarbonlar (PAH) gibi pargalanmasi gii¢ organik
bilesiklerin bakteri ve mantar gibi mikroorganizmalar araciligi ile par¢alanmasidir (URL-1,
2016). Pargalanmasi gii¢ olan organik bilesikler, tip, eczacilik, tarim, hayvancilik, ¢evre,
gida, kagit, tekstil, deterjan gibi endiistrinin her alaninda karsimiza ¢ikmaktadir.
Mikroorganizmalarin bu alanlarda kullaniminin, onlarin her yerde bulunduklari ve
biyodegradasyon islemini kendi yasamsal faaliyetleri i¢in dogal olarak yaptiklari
distintilirse, hayatimiza bu denli yayilmis olmalarmin hi¢ tesadiif olmadigi goriliir.
Endiistri’de asil kullanilan, mikroorganizmalarin {irettikleri enzimlerdir. Enzimler,
hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eden protein yapisinda molekiillerdir.
Enzimler, biitiin canli sistemlerinde bulunsalar da, endiistriyel caligmalarda,
mikroorganizma kaynakli enzimler kullanilmaktadir. Bunun nedeni mikroorganizma
kaynakli enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere goére Kkatalitik
aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmalari, istenmeyen yan {iriin olusturmamalari, daha stabil ve
ucuz olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleridir (Wiseman, 1987). Ayrica, bu
mikroorganizmalar yalnizca enzim tliretme yeteneklerine gore degil, mikroorganizmalarin
toksik ve patojen olmamasina gore de secilmistir (Demain ve Solomon, 1981).

Bugiine kadar 2000’den fazla enzim tanimlanmis ve bunlardan yaklagik 100 tanesi
ticari olarak kullanima uygun bulunmustur. Fakat giinlimiizde bunlardan sadece 18 tanesi
endiistriyel amagla tiretilmektedir (Zeman ve McCrea, 1985). Ticari olarak kullanilan

enzimlerin %59’unu proteazlar, %28’ini karbohidrazlar, %3’linii lipazlar ve %10’unu ise



diger enzimler olusturmaktadir. Karbohidrazlar grubuna giren a-amilaz tiretimi %13 ile
onemli bir yer tutmaktadir (Wiseman, 1987). Bu enzimlerin ¢ogu ekstraselliiler olarak
bulunur ve yiiksek molekiiler agirliga sahip substratlarla gorev yaparlar. Ekstraselliiler
enzimler, besiyeri ve hiicre duvarmin disi ile baglanti halinde olan enzimler olarak
tamimlanir (Madsen vd., 1973; John ve Sons, 1998). Giiniimiizde enzimlerin ticari
hayattaki yerlerinin artmasinin paralelinde, enzimler iizerine yapilan biyoteknolojik
arastirmalar da artmistir.

Gliniimiizde endiistride ve biyoteknolojik arastirmalarda yaygin olarak kullanilan
enzimlerden biri de lakkazdir. Lakkazlar, calisilan en eski ve boylece en ¢ok caligilan
enzimler iginde yer alir (Williamson, 1994). Lakkazlar, mavi bakir igeren proteinlerdendir.
Bu enzimlerin %15-30’u karbohidrat yapidadir, molekiiler agirligi 60-90 kDa’dur ve 4,0
civarinda asidik izoelektrik noktasina sahiptir (Baldiran, 2006). Bu 6zellik onun yiiksek
stabilitesine katki saglar (Dur’an, 2002; Shraddha, 2011).

Oksidasyon reaksiyonlar1 ¢esitli sektorlerde gereklidir fakat geleneksel oksidasyon
teknolojilerinin ¢ogu spesifik olmayan ve istenmeyen yan etkilere sahiptir ve ¢evreye zarar
veren kimyasallarin kullanimini igerir. Giiniimiizde enzimatik oksidasyon gibi biyolojik
sisteme dayal1 yeni oksidasyon sistemleriyle bu problemlerin iistesinden gelinebilmektedir.
Enzimatik oksidasyon artik, gida, tekstil, kagit ve kagit hamuru endiistrileri gibi ¢ok ¢esitli
alanlarda kullanilmaktadir. Endiistriyel enzimler iginde bir elektron alicisi olarak oksijen
molekiiliinii kullananlar en 1ilging olanlardir. Bu agidan, bu 06zelligiyle lakkazlar,
endiistriyel amaglar i¢in iimit vadeden enzimlerdir (Xu, 2005).

Lakkazlar gida endiistrisi, kagit ve kagit hamuru endiistrisi, tekstil endiistrisi, sentetik
kimya, kozmetik, toprak biyoremediasyonu, cevresel fenolik kirleticilerin ve endokrin
bozucularin uzaklastirilmasi gibi alanlarda 6nemli rol oynamaktadir (Couto vd., 2006). Bu
enzimler kagit hamuru delignifikasyonu i¢in, pestisit ve insektisitlerin degredasyonu igin,
organik sentez, atik detoksifikasyonu, tekstil boya transformasyonu, gida teknoloji
kullanimlari, biyosensor ve analitik uygulamalarda kullanilir (Bourbonnais vd., 1995;
Bajpai, 1999; Breen ve Singleton, 1999;Faccelo ve Cruz, 2008). Ayrica lakkazlar,
dekolorizasyon, tekstil boyalarmin  detoksifikasyonu, ksenobiyotik  bilesiklerin
biyoremediasyonu, atik su ve diger poliaromatik hidrokarbon (PAH) bilesikleri igeren
kirliliklerin aritiminda kullanilir (Karam ve Nicell, 1997; Reyes vd., 1999; Cameron vd.,
2000; Abadulla vd., 2000; Pointing ve Vrilmoed, 2000; Mougin vd., 2002;Kandelbauer,
2005).



Lakkaz mediator sistemin gelistirilmesiyle, lakkazlarin biyoteknolojik alanlardaki
kullanim1 daha da genislemistir. Lakkazin tiretimi, veratril alkol, 2,5-ksilidin, guaisol,
gallik asit ve ferulik asit, etanol ve bakir gibi lignin ve lignin tiirevleriyle de iligkili olan
aromatik ve fenolik bilesiklerin varligiyla arttirilabilir. Enerji tasarrufu ve biyodegredasyon
ozelligi ile lakkaz bazli biyokalatistler yiiksek etkinlikte, siirdiiriilebilir ve ¢evreye dost
enddistri alanlarinin gelisimi i¢in uygun 6zelliktedir (URL-2).

Lakkazlar, son zamanlarda kofaktore ihtiyag duymaksizin elektron transfer edebilme
ozelligi sayesinde nanobiyoteknoloji alaninda da kullanilmaya baslanmistir. Tabaka
tabaka, mikromodelleme ve kendiliginden kurulan tek tabaka teknikleriyle lakkaz
enziminin immobilizasyonu saglanabilir (URL-2).

Lakkazin substrat spesifitesinin genis olusu ve kolayca temin edilebilirligi her alanda
onemli derecede kullanilabilirligini saglamistir. Lakkazin bu sekilde ¢ok fazla 6neme sahip
oldugu alanlardan biri de kagit ve kagit hamuru endiistrisidir.

Ulkemizde ve diinyada artan talep karsisinda hizla gelisen sanayilerden biri olan
kagit ve kagit hamuru endiistrisinde, neden oldugu ¢evre problemlerinin gittik¢e artan
baskist sonucu, ¢evre dostu yontemlerin kullanilmasi geregi ortaya ¢ikmistir (Tutus vd.,
2009). Bu nedenle ¢evreyi endiistriyel atiklardan korumak igin mikrobiyal enzim
sistemlerinin uygulanmasi 6nem kazanmistir. Kagit hamurunun mikrobiyal enzimlerin
kullanilarak 6n islemlerden gecirilmesi, agartma kimyasallarinin 6nemli derecede
indirgenmesine ve kirliligin azaltilmasina izin vermektedir.

Lakkazin kagit ve kagit endiistrisindeki kullanimi seliiloz biitiinliigline zarar
vermeyecek sekilde ligninin uzaklastirilmasmna dayalidir (Kuhad vd, 1997). Lakkazn,
endiistrideki kullanim1 klorin gibi zararli kimyasallara olan ihtiyaci ortadan kaldirir (Call
vd., 1997). Ayrica lakkaz kullanimi, enerji tasarrufu saglamasi ve ¢evreye dost 6zelligi ile
giinlimiiz endiistrisinin goz Oniinde aldig1 degerler iginde yer aldigi i¢in de Onem arz
etmektedir. Lakkazin, kagit ve kagit hamuru endiistrisinde kullanimi lakkaz mediator
sistemin (LMS) gelismesiyle birlikte onem kazanmistir ¢linkii dogal olarak fenolik
bilesiklere etkisi ile lignin yapisinin %10°luk fenolik olan kismini pargalayabilen lakkaz,
lakkaz mediator sistemi ile ABTS gibi aract diisilk molekiillii bilesikler kullanilarak
ligninin C-C ve B-aril baglarini hedef alan aromatik yapilarin1 da pargalayip lignini ¢esitli
bolgelerden ayristirabilmesiyle diger ligninaz enzimlerden daha 6nemli bir hale gelmistir.
Lakkaz enziminin kolay temin edilebilirligi, genis substrat aralig1 ve yiiksek stabilizasyon

ozelligiile ve bilhassa bir elektron alicis1 olarak ihtiya¢ duydugu kofaktoriin oksijen



molekiilii olmasiyla LMS sayesinde kagit ve kagit endiistriyel alan1 6nde olmak iizere
bircok alanda ¢ok degerli bir enzimdir. Ayrica son zamanlarda arastirilan lakkazin
immobilizasyon ¢alismalari da lakkazin Oneminin daha da artacaginin isaretgisidir

(Callvd., 1994, 1997; Crestini vd., 1998; Wong vd., 2012).

1.2. Lakkaz’in Genel Ozellikleri

Lakkaz (EC.1.10.3.2), oksidorediiktaz grubu bir enzimdir ve goklu-bakir oksidazlar
ailesine ait genellikle fenolik bilesikleri parcalayan bir fenoloksidaz enzimidir
(Bourbonnaise vd., 1997; Sirim vd., 2011).

Katalizledigi reaksiyon;

4 benzenediol + O, = 4 benzosemiquinone + 2 H,0

Sistematik adi; benzenediol:oxygen oxidoreductase ve sinonimleri ise; urishiol
oxidase; dioxygen oxidase; p-diphenol oxidase’ dir. Lakkaz, ¢esitli aromatik bilesenleri,
fenolleri, aminofenolleri, polifenolleri, o- vep-difenolleri, poliaminleri, methoksifenolleri,
arildiaminesleri, aromatik aminleri, tiolleri, iyodin ve ferrosiyadin iyonlar1 gibi inorganik
bilesenleri okside edebilmektedir (Chirstopher, 2014). Lakkaz, neredeyse tiim
organizmalarda bulunan bir enzimdir. Ik kez 1883°de, Japonya’da adim aldig1 bir Japon
vernik agaci (lacquer) olan Rhus vernicifera’danekstre edilmistir (Yoshida, 1883). Lakkaz,
once bitkilerde kesfedilmis olmasina ragmen en yogun caligma mantarlar tizerinde
yapilmistir. Bunun sebebi, bitki 6ziitiiniin lakkazdan baska genis bir substrat 6zgiilliigi
gosteren ¢ok sayida oksidatif enzimi i¢cermesidir (Ranocha vd., 1999). Lakkazin genis
yayitlimi ve her yerde bulunabilir olmasi, yapisinin ¢ok iyi incelenmesini saglamistir.
Ayrica, genis substrat aralig1 ve yiiksek stabilizasyon 6zelligi sayesinde biyoteknolojinin
hemen her alaninda literatiirler ve endiistride uygulamalar barindirmaktadir. Bu
uygulamalar arasinda,gevre kirleticilerin detoksifikasyonu, endiistriyel atik, kagit ve kagit
hamuru agartilmasi, biyosensorlerin ve kemoterapik ilaglarin yapimi,tekstil, kozmetik ve

petrokimyasal endiistri ¢aligmalar yer almaktadir (Sekil 1).



Sekil 1. Bacillus subtilis CotA (Enguitavd., 2003)

1.2.1. Coklu-bakir Oksidazlar

Bakir (biyolojik sistemde kullanilan Cu(I) ve Cu(ll) formlari), neredeyse tiim
organizmalarda kullanilan bir iz elementtir. Bakirin redoks aktif 6zelliginden dolay,
elektron transferi, organik yapi1 ve metal iyonlarinin oksidasyonu, siiperoksitlerin
dismutasyonu, monooksijenasyon, demir ve dioksijenin taginmasi, dioksijen, nitrit ve
azotlu oksitlerin rediiksiyonu gibi biyolojik rolleri vardir (Frausta daSilva, 2001; Sakurai
ve Kataoka, 2007). Bakir iceren proteinlerin bakira bagli ligandlari, ister prokaryotik ister
Okaryotik olsun tiim canlilarda {i¢ sekildedir. Bakir iceren proteinlerin bu {i¢ formu
spektroskobik ve manyetik Ozelliklerine gore siniflandirilmistir. Buna gore; Tip 1,
paramanyetik mavi bakir bolgesi; Tip 2, paramanyetik normal bakir bolgesi ve Tip 3,
diyamanyetik biniikleerbakir bolgesi olarak adlandirilir (Pleiss ve Schmid, 2011). Tip 1
ve Tip 2, elektroparamanyetik rezonans spektroskopisinde (EPR) sinyal verirken, Tip
3’deki iki bakir iyonu arasindaki antiferromanyetik bagdan dolayr EPR’ de sinyal vermez.
Tip 1, bakira bagl sistein siilfiiriinden dolayr mavi renkli goriiniir ve spektrofotometrede
yaklagik 610 nm’de pik verir. Plastosiyanin, azurin gibi 6nemli kiigiik mavi elektron
transfer proteinleri, mavi oksidazlar ve nitrit rediiktazlar Tip 1 mavi bakir bolgesini igerir.
Tip 2, disik yogunlugundan dolayr goriiniir 1sikta pik vermez. Cu/Zn siiperoksit
dismutazlar, dioksijenazlar, monooksijenazlar, nitrit rediiktazlar ve mavi olmayan
oksidazlar Tip 2 bakir bolgesini igerir. Tip 3, spektrofotometrede 330 nm’de pik verir ve
iki bakir iyonu igerdiginden dolayr biniikleerbakir bolgesi olarak adlandirilir. Katekol



oksidazlar, hemosiyaninler ve tirozinazlar da Tip 3 bakir bolgesi i¢eren proteinler arasinda
yer alir (Solomon, 1996; Fernandes, 2011).

Tip 1, Tip 2 ve Tip 3 domainlerinin iigiinii de bulunduran ¢oklu-bakir oksidazlar,
mavi oksidazlar olarak da adlandirilir. Bunlar arasinda en iyi bilinen mavi oksidazlar;
prokaryotik ve okaryotik ¢cogu organizmada bulunan lakkazlar, yiiksek yapili bitkilerde
bulunan askorbat oksidazlar ve kus ve memelilerde bulunan seruloplazminlerdir. Bunlarin
disinda son zamanlarda karakterize edilen fenoksazin sentaz, bilirubin oksidaz,
dihidrogeodin oksidaz, sulokrin oksidaz ve FET3 de mavi oksidazlar igerisinde yer alir.
Mavi oksidazlar, Tip 1 bulunduran bir mononiikleer ve Tip 2 ve Tip 3 bulunduran
triniikleer bakir merkezleri ile en az dort bakir igceren bir molekiiler diizene baglh

oksidasyon kapasitelerinden dolay1 6nem tasirlar (Sekil 2) (Solomon, 1996).

Sekil 2. Trametes trogii trinlikleer merkez. A: Tip 1 bakir bolgesi, B: Tip
2 ve Tip 3 bakir bolgeleri (Matera, 2008)

Mavi oksidazlar, bir fenolokdisaz olan lakkaz gibi biiyiik yapili bilesikleri okside
edenler ve metaloksidaz gibi metal iyonlarini okside edenler olarak iki smifa ayrilir
(Fernandes, 2011). Ornek olarak, seruloplazminler, demiri (Fell) okside ederek Fe(III)’iin
transferrine baglanmasini saglarken, lakkazlar, dioksijeni suya indirgeyerek fenolik yapili

bilesikleri okside ederler (Sekil 3) (Hoegger vd, 2006).
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Sekil 3. Coklu-bakir oksidaz reaksiyon mekanizmasi (Heppner,
2014)

1.2.2. Lakkazin Molekiiler Yapisi

Prokaryotlardan Okaryotlara ¢ok gesitli organizmalarda bulunan lakkaz ¢oklu-bakir

oksidazlarinin en genis grubunu olusturur (Hoegger vd, 2006).

Tek cekirdek
merkezi

C-terminal g &
bolgesi

- Uc
J cekirdek
merkezi

Sekil 4. Lakkaz pymol goriintiisti (Claus, 2004)

Molekiiler yapilari ¢ok iyi ¢alisilan lakkazlarin bir monomerdeki agirligi yaklasik 50-
130 kDa arasinda degisebilir. Lakkaz, agirliginin %10-45"1 (%86-91 olan 6rnekleri de var)
karbohidrat olan bir glikoproteindir (Kunamneni vd, 2008). Karbohidrat yapisi,
heksozamin, glikoz, mannoz, galaktoz, fruktoz ve arabinozdan olusmustur ve lakkazin
stabilitesiyle iliskilendirilmistir (Yarapolov vd, 1994). Monomerik, dimerik ya da



tetramerik yapida bulunabilir. Her monomerde dort bakir igeren aktif holoenzim yapi

gosterir (Tablo 1).

Tablo 1. Farkli organizmalarda bulunan lakkaz/lakkaz benzeri proteinlerin ¢esitli
ozellikleri (Tuncer, 2010)

Amino asit uzun- Molekiiler kiitle

Organizma Muhtemel fonksiyon b {Cae o) (KDa) Referans

Aquifex aeolicus (sufl)* Hiicre bélinme proteim 527 (NP_213779) 59.3 [109]

oy : Pigmentasyon, Elettron transportu, Multimerik: 3
Asospicsliam Bnefiron Fenolik bilseiklerin oksidasyom, = 489,978 1793 [6297.102]
Bacillus sp. (mnxG) Sporulasyon. Mn* oksidasyonu 1217 (AAB06489) Multimenik [60]
Bacillus sphaericus Sporulasyon, pigmentasyon - - [110]
Bacillus subtilis (CotA) Sporlann pigmentasyonu, UV ve H,0, direnclilig 511 (SP P07788) 65 [18.23]
Bacillus halodurans C-125 (Ibh 2082) Cui' direnchiligi 500 (NP_242948) 56 [111]

o2 o Cu’ akisy. Fenolat-siderofor oksidasyonu, - S5
Escherichia coli (yacK) Ferrooksidaz aktivitesi 516 (SP P36649) 56.5 [19.112]
Leptothrix discophora S51 el fz‘k"s‘;;‘fl‘nfl‘;’ﬁn i 1662 (CAA81037) 110 [113]
Marinomonas mediterranea (PpoA) Pigmentasyon 75 (AAF75831) 543 [103,104]
Oceanobacillu iheyensis (cotA)* Sporulasyon 513 (BAC13302) 59.08 [114]
a-Proteobakten SD 21 Mn?" oksidasyonu - 150 ve 250 [115]
y-Proteobakten JB Toksik bilesiklern oksidasyonu - 120 [66]
Pseudomonas fluorescens GB-1 ;in o }.sxfiasg, s, otk ok adjen lexuime 180 ve 230 [63]
estritksiyonu

Pseudomonas maltophila Nukleoside oksidaz aktivitesi - - [107]
Pseudomonas putida GB1 (cumA) Mn** oksidasyonu 460 (AAD24211.1) 50 [116]
Pseudomonas sp (cumA) Mn®* oksidasyonu - 50 [115]
Pseudomonas syringae pv tomato (copA) Cu*™ direnchiligi 609 (SP P12374) 67.35 [117]

seudomonas aerophilum (pael 888)* Bilinmiyor 477 (NP_559612) 529 [118]
Streptomyces antibioticus (PHS) Fenoksazinone sentezi 642 (AAARG668.1) 67.5 [108]
Streptomyces griseus (EpoA) Pigmentasyon. morfogenez 348 (BAB64332) 114(Homotnmer) [15.70]
Streptomyces cyaneus Lignin soliibilizasyonu ve mineralizasyonu - 75 [58]
Streptomyces lavendulae (STSL) - 631 (AB092576) [24]
Streptomyces coelicolor (SLAC) - 343(CAB45386) 32 [16.17]
Streptomyces psammoticus - - [71]
Thermus thermophilus HB27 - 462 (BAE16261) 53 [119]
Xanthomonas campesteris (copA Cu’ direncliligi 635 (AAAT2013 5

Bir ¢oklu-bakir oksidaz 6zelligi olarak dort bakir elementi, lakkazlarda, iki bakir
merkezi olusturacak sekilde diizenlenmistir. Bu merkezlerden biri Tip 1 bakir igeren
mononiikleer merkez ve digeri Tip 2 ve Tip 3 bakirlarini iceren triniikleer merkezdir.
Lakkazlar, farkli alemlerden ¢ok ¢esitli organizmalarda bulundugundan molekiiler yapilar
ne kadar cesitlilik gosterse de bakir baglanma bdlgeleri cok iyi derecede korunmustur. Tip
1 bakir baglanma bdlgesi, iki histidin ve bir sistein igeren trigonal yap: sergiler. Bazen
bakterilerde oldugu gibi buna zayif olarak bagli bir metiyonin ve funguslarda bir
fenilalanin ya da 16sin bulundurmasi ile tetragonal yapi1 gosterebilir. Tip 2 ve tip 3 bakir
baglanma bolgesi her zaman bir arada bulunarak triniikleer bakir merkezini olustururlar.
Trintikleer bakir merkeziyle iliskili Tip 2’de iki ve Tip 3’de alt1 olmak iizere sekiz histidin

bulunur (Sekil 5).
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Sekil 5. Lakkaz bakir merkezleri (Tuncer, 2010)

1.2.3. Lakkazin Biyokimyasal Ozellikleri

Bir enzimin katalitik etkinligi kantitatif olarak Michaelis-Menten sabiti Ky ve
katalitik etkinlik sabiti de ke, ile tanimlanir. Bu sabitler ¢ok sayida lakkaz i¢in 6l¢iilmiistiir.
Bunlar kaynaklarina bagl olarak degisiklik gosterir. Lakkazlarin Ky degerleri indirgenen
substrata ve enzimin kaynagma bagli olarak 2-500 uM araliinda degisir. Diisiik Km
degerleri siringaldazin ile 6lgtilmistiir (Xu vd., 1996). Katalitik etkinlik sabitlerinde (Kcat)
¢ok biiyiik farkliliklar gozlenmektedir. Ayni substrata karsi1 farkli lakkazlarin ke degerleri
arasinda 3500 kata kadar farklilik l¢iilmiistiir ancak ayni kaynakli lakkazlarin Ky degerleri
substrat farkliligina bagli olarak en fazla 2-10 kat farklilik gosterir ¢linkii Keye degeri
substratin enzime baglandiktan sonraki elektron transfer reaksiyon hizi olarak tanimlanir
(Xu, 2001). Bu veriler, sonuglar {izerinde biiyiikk etkisi olan degisik pH, iyonik siddet,
sicaklik kosullar1 ve farkli protein derisimlerinde Ol¢iimler yapilarak elde edilmistir.
Kinetik sabitlere ilave olarak lakkazlarin katalitik performanslari, farkli pH ve sicaklik
kosullarinda aktiviteleri ve kararliliklart ile tanimlanir. Lakkazlarin pH aktivite profili bir
can egrisi verir ve fenolik substrat kullanildiginda optimal deger 4-6 arasinda degisir
(Palmieri vd., 1993; Eggert vd., 1996;Chefetz vd., 1998; Garzillo vd., 2001). Nétral veya
bazik pH’larda lakkaz aktivitesindeki diislisiin nedeni OH'iyonlarinin inhibisyonundan

kaynaklanmaktadir. Diger yandan pH yiikselmesi fenolik substratlarin redoks potansiyelini
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disiiriir, bu da lakkazi substrat tarafindan oksidasyona direngli kilar. pH c¢an egrisi
profiliiki karsit etkinin sonucudur: AE° [lakkaz-substrat] yiikselmesi ve OH tarafindan
inhibisyonu (Xu, 1997). ABTS gibi fenolik olmayan substratlarin oksidasyonu proton
degisimi icermez ve bu yiizden tek diizelik gostererek optimal pH degerine 2-3 arasinda
ulasir (Hofman ve Esser 1997; Garzillo vd., 2001).

Lakkazlarin sicaklik kararliliklari, kaynak organizmaya bagli olarak anlamlidlgiide
degisiklik gosterir. Genellikle lakkazlar 30-50 °C’de kararhidirlar ve 60 °C iizerinde
aktivitelerini hizli bir sekilde kaybederler (Wood, 1980; Xu vd., 1996; Chefetz vd.,
1998;Galhaup vd., 2002;Jung vd., 2002; Palonen vd., 2003). Termo kararliliga sahip
lakkazlarin ¢ogu bakterilerden izole edilmistir. Ornegin; Streptomyces lavendulae (Suzuki
vd., 2003) lakkazinin yarilanma omrii 70 °C 100dk. iken, Bacillus subtilis CotA’nin
lakkaz1 80 °C’de 112 dk’dir (Martins vd., 2002). Fungal lakkazlarin yarilanma 6mrii
genellikle 70 °C’de 60 dk’nin altinda ve 80 °C’de 10 dk’nin altindadir (Wood,
1980;Nishizawa vd., 1995; Xu vd., 1996; Chefetz vd., 1998;Schneider vd., 1999;Galhaup
vd., 2002; Jung vd., 2002; Palonen vd., 2003).

1.2.4. Lakkaz Inhibitorleri

Lakkazlar cesitli reaktiflerle ¢ok giiclii bir sekilde inhibe edilebilir. Azid, halid,
siyaniir, tiyosiyaniir, flor ve Tip2-Tip3 bakira bagl hidroksit gibi kii¢lik anyonlar; i¢
elektron transferini bozarak enzim aktivitesinin inhibisyonuna neden olmaktadir (Baldrian,
2006). Diger inhibitorler; HgJ'2 gibi metal iyonlar, yag asitleri, stlfidril reaktifleri,
hidroksiglisin, kojik asit, desferal ve katyonik kuarterner amonyum deterjanlar1 sayilabilir.
Bunlar Cu iyonlarina baglanarak proteinin konformasyonunda degisiklige yol
acmaktadirlar. Bu, selatlayici ajanlara karsi olan duyarliligin bir sonucudur (Christopher
vd, 2014).

1.2.5. Lakkaz indiikleyicileri

Bakir lakkaz gen transkripsiyonun giiclii bir indiikleyicisidir. Bu indiiklemenin,

serbest bakir iyonlarinin neden oldugu oksidatif strese karsit bir savunma mekanizmasi
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sonucu gerceklestigi ifade edilmektedir (Collins ve Dobson, 1997; Palmieri vd., 2000;
Soden ve Dobson, 2001; Litvintseva ve Henson, 2002). Bakira ilave olarak Mg™?, Cd*?
veya Hg™ gibi metal iyonlarmin da lakkaz gen ekspresyonunu stimule edebildigi
gosterilmistir (Scheel vd., 2000;Galhaup vd., 2002). Yapisal olarak lignin dnciileri benzeri
2,5- ksilidin, sringaldazin, lignosiilfanat, gallik asit, veratril alkol ve fenulik asit gibi baz1
aromatik bilesiklerin T. villosa, P. sajor-caju ve T. versicolor lakkaz gen ekspresyonunu
yiikselttigi gosterilmistir (Yaver ve Golightly,1996; Collins ve Dobson, 1997; Soden ve
Dobson, 2001). Metal iyonlar1 ve fenolik bilesiklerin, genin promotor bolgesindeki spesifik
regiilator kismini etkileyerek, lakkaz genlerinin transkripsiyonunun indiiklediklerine

inanilmaktadir (Christopher vd, 2014).

1.2.6. Lakkazin Fonksiyonu

Substratin tek elektronlu oksidasyonu neticesinde oksijenin dort elektronlu
indirgenmesi s0z konusudur, dolayisiyla reaksiyon mekanizmasmin basit (dogrudan)
olmasi beklenemez. Olusan ilk {iriin kararsizdir ve baska bir enzim tarafindan katalizlenen
oksidasyon reaksiyonuna katilabilecegi gibi diger taraftan enzimatik olmayan hidrasyon ya
da polimerizasyon reaksiyonlarina da girebilir. Dogal bir substrat olan ligninde lakkaz
tarafindan gergeklestirilen reaksiyonlar, Ca- oksidasyon, Ca-Cp boliinme ve aril-alkil
boliinme reaksiyonlaridir (Bar, 2001).

Substratlarin oksidasyonu sonucunda enzimatik olmayan reaksiyonlara giren reaktif
radikaller olusur. Bu reaktif radikaller;

i. Monomerlerin ¢apraz baglanmasi: fenolik bilesiklerin ve anilinlerin lakkaz
tarafindan enzimatik oksitlenmesi sonucunda birbirine C-C, CO, C-N baglar ile
kovalent birlesebilen dimer, oligomer ya da polimerler olusmaktadir. Lakkazin bu
ozelliginden zehirli toprak ya da atik sularin arindirilmasinda faydalanilmaktadir
(Sjoblad ve Bollag, 1981; Filip ve Claus, 1995; Leonowicz vd, 2001).

Ii. Polimerlerin  pargalanmasi:  lakkazlar, = kompleks  dogal  polimerleri
parcalayabilmektedirler. Olusan reaktif radikaller, kovalent baglarin boliinmesini
ve boylece monomerlerin agiga c¢ikmasini saglamaktadir. Enzimlerin ulasamayip

direkt temas edemedigi polimerler, lakkaz tarafindan aktiflestirilen kiigiik organik
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bilesikler ya da metal iyonlar1 tarafindan depolimerize olabilir (Liv d, 1999; Claus
vd, 2002).
lii. Aromatiklerde halka agilmasi reaksiyonlarinin lakkaz tarafindan katalizlendigi

belirtilmistir (Kawai vd, 1988; Duran ve Esposito, 2000; Claus vd, 2002).

1.2.7. Lakkazin Katalitik Mekanizmasi

Lakkaz, aslinda bir fenoloksidazdir. Oksijen molekiilii varliginda, uygun
substratlardan fenolik bilesikleri oksitleyerek serbest radikaller tiretir (Hoegger vd, 2006).
Kararsiz radikal, lakkaz tarafindan daha ileri oksidasyona ugratilabilecegi gibi enzimatik
olmayan reaksiyonlar da verebilir (Thurston, 1994). Katalitik mekanizmada ilk adim,
mononiikleer bdlgedeki Tip 1 bakirin indirgeyici bir substrat tarafindan elektron alarak
indirgenmesidir. Burada substrat molekiilii yilikseltgenmis olur. Daha sonra elektronlar
triniikleer bolgeye transfer edilir. Trinlikleer bolge, dioksijenin baglandig1 ve 4 elektron
transferi ile 2 molekiil H>O’ya indirgendigi bolgedir. Lakkazlarin reaksiyon mekanizmalari
reaksiyon ¢evirimi esnasinda bakirlarin ytlikseltgenme basamaklart EPR, magnetik sirkular
dikroizm (MCD) ve X-isinlart spektroskopisi gibi spektroskopik yontemlerle izlenerek
aciklanmaya c¢alisilmaktadir. Ancak oksijenin triniikleer merkezde indirgenmesi
mekanizmasi, tam olarak agiklanamamistir. Molekiiler oksijen, tamamen indirgenmis
lakkaz1 muhtemelen peroksit ara {irlin iizerinden yiikseltgerken hemoksi suya indirgenir
(Shin vd., 1996; Soloman vd., 1996; Lee vd., 2002) . Lee ve arkadaslarina gore (2002)
peroksi ara {liriiniinlin yilikseltgenmesi oksijen ile aktive edilmis lakkaz ana ara {iriinliniin
olugmasina yol acar. Bu ana ara iiriinde dért Cu atomu da yiikseltgenmis formda ( Cu+2) ve
triniikleer merkezdeki ii¢ Cu atomu hidroksit veya okzo kopriileri ile baglanmis
durumdadirlar. Bu kdpriiler ana ara {irtiniin indirgenmesini ve enzimin hizli bir sekilde yeni
bir ¢evrime girmesine olanak saglar (Forootanfar vd., 2011).

Bir bilesigin lakkaz i¢in substrat olma uygunlugu iki faktore baglidir. Birincisi
substratin T1 bdlgesine geometrik uyumudur. Geometrik uyumu fenol halkasina bagh
molekiilerin yap1 ve pozisyonuna baghdir (Xu, 1996; Bertrand vd., 2002). Ikincisi
substratin redoks potansiyelinin yeterince diisiik olmasina baghdir. Ciinkii lakkaz kataliz
reaksiyonlarin hizinin, enzim ve substratin redoks potansiyelleri arasindaki farka (AEO)

bagl oldugu gosterilmistir (Xu vd., 2001). Substratin redoks potansiyeli onun kimyasal



13

yapisini belirler. Ciinkii farkli substitiienlerin, elektron ¢gekme ve verme arzularina bagh
olarak, substratin sahip olacagi redoks potansiyeli iizerinde farkli etkileri vardir. Substratin
redoks potansiyeli onun kimyasal yapisini belirler. Ciinkii farkli substitiienlerin, elektron
cekme ve verme arzularina bagli olarak, substratin sahip olacagi redoks potansiyeli
iizerinde farkli etkileri vardir. Ornegin metoksi substitiient elektron verici oldugu igin
fenoksi halkasinda elektron yogunlugu olugmasina yol acar ve onu yiikseltgenmeye
elverisli hale getirir (Xu, 1996; Garzillo vd., 1998). Cu*%/Cu*’in sudaki redoks potansiyeli
0.15 V iken, lakkazlarin redoks potansiyelleri 0.4-0.8 V arasinda degisir. Bunun degerini
belirleyen en 6nemli kriter T1 bolgesinde bulunan Cu’in g¢evresidir. T1 bakirinin aksiyal
ligandinin redoks potansiyelinin olusmasinda 6zel bir 6nemi oldugu diisiiniilmektedir.
Cinkii diger ¢oklu bakir (multicopper) oksidazlar aksiyal pozisyonda Metionin
tasidiklarindan redoks potansiyelleri lakkazlardan ¢ok distiktiir (Palmer vd., 1999; Xu vd.,
1999). Mutant Trametes villosa lakkazinda Phe yerine Met olusturuldugunda redoks
potansiyelinin 0.1 V distigli saptanmistir (Xu vd., 1999). Yiiksek redoks potansiyeline
sahip lakkazlarda (0.8 V) bu pozisyonda Phe artigi bulunurken diisiik (0.4 V) olanlarda
Leu bulundugu gosterilmistir (Eggert vd.,1998). Ancak redoks potansiyeli yiiksek
lakkazlarda Phe yerine Leu, diisiik olanlarda Leu yerine Phe mutantlariolusturuldugunda,
salgilanan lakkazlarin redoks potansiyellerinde bir degisme olmadigi yani Eq yiiksekse
yiiksek, diisiikse diisiik kaldigi gozlenmistir (Xu vd.,1999). Bu sonuglara dayanarak
Piontek ve arkadaglar1 (2002), redoks potansiyelinin genis bir etkilesim agindan
kaynaklanabilecegini, 6rnegin T1 bakirinin ¢evresindeki hidrojen baglarmin T1 bakiri ile
NHis arasindaki kordinasyon baginin boyunun belirlenmesi gibi, bagl olabilecegini iddia
etmektedirler. Ciinkii hidrojen baglar1t His artigin1 T1 bakirindan uzaklastirarak gerer.

Bunun sonucunda bakir atomunun {izerindeki elektron yogunlugu diiser (Sekil 6).
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Sekil 6. Lakkaz Aktivitesi (Matera, 2008)

Bazen substratlar enzimin aktif merkezine giremeyecek kadar biiylik olduklart i¢in
ya da yiksek redoks potansiyellerine sahip olduklart igin lakkazlar tarafindan
yiikseltgenemezler. Bu sinirlamayr ortadan kaldirmak g¢ogu kez ortama bir kimyasal
mediatorilave etmekle miimkiindiir. Kimyasal mediatorler, lakkazlar i¢in ara substrattirlar
ve bir redoks mekigi gibi davranarak bu enzimler tarafindan biiyiik ya da yiiksek redoks

potansiyeline sahip hedef substratla etkilesebilen radikal formlarina yiikseltgenirler.

1.3. Lakkaz Mediator Sistem (LMS)

Ideal bir lakkaz mediatorii, iyi bir lakkaz substrati 6zellifine sahip olmalidir;
yiikseltgenmis ya da indirgenmis formlar1 kararli olmali ve enzimatik reaksiyonu inhibe
etmemelidir ve redoks doniistimii ¢evrimsel olmalidir(Johannes ve Majcherczyk, 2000).

Mediator, enzimatik oksidasyonunda, yliksek redoks potansiyeline sahip kararh
iiriinler veren, diisiik molekiil agirlikli lakkaz substrati olarak diisiiniilebilir. Ideal bir
redoks mediatoriiniin yan iiriin olusturmadan ve kendisi bozunmadan ¢ok sayida katalitik
cevrimin gergeklestirilmesine olanak saglamalidir. Bu 6zellikleri tasiyan sinirh sayida
bilesik vardir. Bunlardan bazilari; gecis elementlerinin degisik kompleksleri (potasyum
oktasiyanomolibdat ve oktasiyanotungustat), demir-II’nin o-fenantrolin ve 4,4’-
dimetilbipiridin ile yaptigi kompleksler ile ABTS ve TEMPO (1,1,6,6-tetrametil-1-
piperidiniloksil)’dur. Bu bilesikler yeterli biiyiikliikte redoks potansiyeline sahip olup,

bozunmadan ¢ok sayida Kkatalitik ¢evrimin gerceklestirilmesine katkida bulunabilirler
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(Bourbonnais vd., 2000; Fabbrini vd., 2002). Metal kompleksleri organik mediatorlerle
kiyaslandiklarinda daha pahali olduklar1 ve ¢evre kirliligi agisindan yeterli derecede
giivenli olmadiklart igin tercih edilmezler. Organik bilesikler icerisinde redoks mediatorii
tanimina en iyi uyan bilesik ABTS’dir. Lakkaz-ABTS mediator sisteminin yiikseltgeme
islemini iki asamada gerceklestirdigi gosterilmistir (Bourbonnais vd., 1998; Fabbrini vd.,
2002). Ilk asamada ABTS'- katyon radikali olusur. Bunu katyon radikalinin ABTS"?ye
yavas bir sekilde yiikseltgenmesi izler (Sekil 7 ). Ag/AgCl referans elektroda karsi
ABTS/ABTS™ c¢ifti i¢in redoks potansiyeli 0.472 V ve ABTS* /ABTS™ icin 0.885 V

olarak dl¢iilmiistiir.
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Sekil 7. ABTS’de elektron akis1 (Fabbrini vd., 2002)

Yapilan  arastirmalarda  ligninin  fenol  gruplarimin  lakkaz  tarafindan
yiikseltgenmesinin  ABTS’nin varliginda arttigi gosterilmistir. Ancak ligninin fenol
gruplarinin  yiikseltgenmesi i¢in ABTS*’ye gereksinim duyulurken ABTS™ fenolik
olmayan gruplarin yiikseltgenmesinde rol alir. Fakat ABTS™ nin indigo gibi organik
boyalarin yikiminda mediatdr olarak islev gdérmesi Onerilen mekanizmaya kusku ile
yaklasilmasina yol a¢cmistir. Ciinkii indigo boya fenolik lignin yapisinda degildir ve
onerilen mekanizmaya gore ona ABTS ™ nin mediatér olarak etkimesi gerekirdi. Kaldi Ki
indigo boyanmn yikiminda mediatér olarak etkiyen ABTS' islem sonunda baslangic
yapisina (ABTS) indirgenir (Solis-Oba vd., 2005).

Simdiye dek lakkaz redoks mediatorii olarak biitiin beklentileri karsilayan bir bilesik

bulunamamistir. Lakkaz redoks mediatérii olarak tanimlanan bilesikler, enzimatik
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reaksiyon sirasinda diisiik kararliliga sahip ara iiriin olustururlar ve buna bagli olarak da
non-fenolik bilesiklerin katalitik oksidasyonu i¢in az sayida redoks c¢evriminin
gerceklestirilmesine olanak saglarlar. Bu yiizden bu bilesikler i¢in “mediator” olarak degil
lakkazin kinetik etkinligini “iyilestirici (enhancer)” teriminin kullanilmasi daha dogru
bulunmaktadir. Bu terim gercek redoks mediatoriinden farli olarak, oksidasyonlar1 daha
fazla doniisiime olanak veren aktif radikal olusumunu artiran bilesikleri kapsamaktadir
(Mediator, enzimatik oksidasyonla yiiksek redoks potansiyeline sahip {iriin olustururken
kendisi korunabilen bilesikleri kapsar). Son zamanlarda lakkazin katalitik etkinligini
iyilestiren (lakkaz iyilestirici, Li) bilesiklerle ve islem esnasinda yer aldigina inanilan
mekanizmalarin aydinlatilmasina yonelik arastirmalar yapilmistir. Bu bilesiklerin ¢ogu
gercek redoks mediatorii degildirler. Ciinkii bir veya birka¢ ¢evrimden sonra kimyasal
transformasyon sonucu elimine olmaktadirlar. Li olarak kullanilan bilesikler genel olarak
>N-OH veya >N-O yapisal gruplarini igerirler. 1-hidroksibenzotriazol (HBT), TEMPO, N-
hidroksiftalimid (NHP), violurik asit (VA) ve N-hidroksiasetanilit (HAA) bu bilesiklerden
bazilaridir (Xu vd.,2001;Fabbrini vd., 2002;Sheldon ve Arends, 2006). Deneyler, T. Villosa
lakkazi ile alkil arenlerin oksidasyonunda >N-OH tipi bu dort iyilestirici (HBT, HPI, VA
ve HAA) arasinda en etkililerinin HBT oldugunu gostermistir (Cantarella vd.,2003).
Degisik >N-OH bilesiginin katalitik oksidasyon yeterliligi, lakkazin T1 Cu potansiyeli ile
>N-OH bilesiginin redoks potansiyeli arasindaki farka bagli olan log (kca/ Kn) ifadesiyle
tanimlanmaktadir. Ayn1 fenolik olmayan substrat ve mediator/iyilestirici varliginda farkl
funguslardan elde edilen lakkazlarin katalitik etkinliklerinin farkli oldugu gosterilmistir (Li
vd., 1999). TEMPO’nun ABTS, HBT, VA, NHP ve dogal lakkaz mediatorii 3-
hidroksiantranilik asitten mediator/iyilestirici olarak daha etkili bir bilesik oldugu
gosterilmistir (Fabbrini vd., 2002). TEMPO ¢ozeltide kismen kararli N-oksil radikali
formunda bulunur. Bu da lakkaz ortamda olmadan substratin yiikseltgenmek tizere yiiksek
potansiyele sahip olacak sekilde dncli modifikasyonunu saglar.

Lakkaz, TEMPO’yu substratla etkilesecek form olan oksoamonyum olusturacak
sekilde yiikseltger. Proton ayrilmasi TEMPO’nun yiikseltgenmis ve indirgenmis (NOH)
formlarini  {irin olarak verir. Indirgenmis TEMPO lakkaz tarafindan yeniden
oksoamonyum verecek sekilde yiikseltgenir. Lakkaz iyilestirici olarak kullanilan diger
organik bilesik siniflarindan nitrozo bilesikleri ile fenotiyoazin tiirevleri sayilabilir (Sekil
8).
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Sekil 8. Yapay Olarak Uretilen (ABTS, HBT, PZ, TEMPO, VIO, NNDS) ve
dogal olarak kullanilan lignin tiirevli (Asetosringon, Asetovanillon,

Asetosringaldehit, Vanilin, Farulik asit, Kumarik asit, Sinapik asit)
mediator ornekleri (Christopher, 2014)

Bir fenotiyoazin tiirevi olan fenotiyoazin-10-propiyonik asit, tekstil endiistrisinde
indigo deklorizasyonunda lakkaz mediatorii olarak Novazymes firmasi (Danimarka)
tarafindan DeniLite® ticari formiilasyonunda kullanilmaktadir (Morozova vd., 2007).
Ancak firmanin Tirkiye distribitorliigii ile yapilan goriismelerde mediator olarak Metil-
Siringeyt kullanildig: ifade edildi. T. versicolor lakkazi igin fenoller ve aromatik aminler
yiiksek potansiyele sahip iyilestiricilerdendir. Fenol, anilin, p-hidroksibenzoat ve p-
hidroksibenzil alkol bu enzim i¢in ABTS ve HBT kadar yeterli mediatorik etkiye
sahiptirler. Metiyonin, sistein ve indirgenmis glutatiyon da T. versicolor lakkazi i¢in etkin
iyilestiricilerdendirler (Johannes ve Majcherczyk, 2000). Benzoik ve 3-hidroksiantranilik
asitler gibi dogal bilesikler de mediator olarak etkiyebilirler. Pycnoporus cinnabarinus
beyaz c¢iirlik¢iiliniin bir metaboliti olan 3- hidroksiantranilik asit, yine bu fungusun
lakkazinin, fenolik olmayan lignin yapilarini yiikseltgemesinde mediator olarak etki ettigi
gosterilmistir (De Jong vd., 1994). Genellikle indikator olarak bilinen fenol kirmizisi ve
onun tiirevlerinin (diklorofenol red gibi) Polyponus pinsitus lakkazi i¢in mediator etkisine

sahip oldugu gosterilmistir. Bu bilesiklerin fenolik olmayan 4-hidroksibenzil alkoliin
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yiikseltgenmesinde mediatér olarak etkilerinin, dogal lakkaz mediatéri = 3-
hidroksiantranilik asitten on kat daha etkili olduklar1 gosterilmistir (D'Acunzo ve Galli,
2003).

Kati1 besiyerinde dogal lignoseliilotik substratlar iizerinde salgilanan lakkazlarla
birlikte tanimlanmamis bilesiklerin varligi da fark edilmistir (Leontievsky vd., 1999).
Homojen, yogunlastirilmis ¢ozeltilerinin sari-kahverengimsi renginden dolay1 bu lakkazlar
“sar1” olarak adlandirilir. Bu lakkazlarim ilk olarak Pinus tigrinusun kati faz (bugday
samant) inkiibasyonunda ¢oklu formda olduklar1 fark edildi. Ayn1 fungus sivi besiyerine
inkiibe edildiginde “mavi” lakkaz salgiladig: belirtilmektedir. Sar1 ve mavi lakkazlarin ayni
molekiil agirligina, ayni izoelektrik pH degerine, aktif merkezlerinde dort Cu iyonuna ve
fenolik  substratlarin  oksidasyonunda aynmi1 kinetik degerlere sahip olduklar
belirtilmektedir. Aradaki fark sar1 lakkazin 600 nm’de mavi lakkazin sahip oldugu
absoprsiyon degerine sahip olmamasidir. Bu lakkazlar herhangi bir redoks iyilestirircisine
ya da mediatore gereksinim duymadan fenolik olmayan model lignin yapilarini (6rnegin
veratril alkol veya dimerik bilesikleri) yiikseltgeyebilmektedir. P. ostreatus’un kati faz
inokiilasyonuyla mediator olmaksizin antreseni, antrakinona yiikseltgeyen “sarilakkaz”
salgiladigi bilinmektedir (Pozdnyakova vd., 2006). Bu veriler kati faz inkiibasyonuyla
salgilanan lakkazlarin dogal mediatorleri enzimatik olarak yiikseltgemesi sonucu olusan
radikallerin, proteinin {¢iinciil yapisinda modifikasyona yol acacak sekilde yapilarinda
bulunan aminoasitlerle etkilesmis olabilecegi fikrini dogurmustur. Ancak bu diislinceyi
dogrulayacak deneysel veriler hala elde edilememistir.

Lakkaz mediatorii se¢iminde bir takim kriterlerin gézoniine alinmasi onerilmektedir
(Shleev vd., 2004); 1. Bilesik konjiige ¢ift baglar, hetero siklik atomlar, -OH ve —NH;
gruplar1 gibi fonksiyonel gruplardan birkagini ya da tiimiinii igermelidir. 2. Substarata bagl
olarak yeterli redoks potansiyeline sahip olmasi gerekir. 3. Izole edildigi kaynaga bagl
olarak lakkaz enziminin kinetik degerlerinde makul iyilestirmelere yol agmali ve kinetik
degerlerin deneysel Slgiimiinii engelleyici bir etkiye sahip olmamalidir. Bu kriterler goz
Oniine alindiginda lakkaz mediatorii potansiyeline sahip yeni bilesiklerin arastirilmasinin
gerektigi diisiiniilmelidir. Ornegin 1-fenil-3- metilpirazolon-5; metil ve fenil gibi elektron
verici siibstitiie gruplar igeren heterosiklik bir bilesiktir. Cozeltide iki tautomerik formda
bulunur.

Biyoteknolojide lakkaz ve LMS kullanilmasina yonelik ¢ok sayida makale ve patent

bulunmaktadir (Duran vd., 2002; Minussi vd., 2002; Baldrian, 2006; Riva, 2006). Ornegin
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Danimarka’nin Novozymes sirketi birka¢ lakkaz ve LMS formiilii gelistirmistir. DenLite®
kumas agartmada ve Novozymes 51003® sise fungusu iiretimi modifikasyonunda ve
Suberash® kagit hamurunun delignifikasyonunda, Diinya pazarinda 6nemli bir paya
sahiptir. Kagit hamurunun agartilmasi igin 40-65 °C sicaklik ve pH 4,5, basing 10-14 barr,
etki zaman1 1-4 saat, hamur kuru agirhiginin %0.01-2 kadar mediatér ve 20 U/g enzim
miktar1 regete olarak verilmektedir (Call ve Mucke, 1997). Bunlarin disinda insektisit
olarak kullanilan fosfoorganik bilesiklerin dogadaki parcalanma hizini artirmada da LMS
kullanilmaktadir (JP Appl. no. JR2003128835 2003, Int. Patent no. WO 00078274,
Morozova vd., 2000). Moda yaratmak adina denim iiriinlerinin eskitilmesinde pomza
tasinin yikama islemlerinde kullanilmasi yerini biiyiik Ol¢lide enzimatik yikamaya
birakmistir. Bu amagla en yaygin olarak kullanilan enzim seliilaz enzimidir. Bu enzimi
kullanmanin iki dezavantaji vardir; birincisi seliilaz, boyanmig pamuk (seliiloz) liflerini
kirarak etki gosterdiginden giysinin dayanikliligin1 azaltmaktadir. Ikincisi ve en dnemlisi
selillaz etkisiyle ¢ozeltiye gecen iiriinler hem c¢6zgii, hem de atki ipliklerini yeniden
boyamalaridir. Bir baska deyisle seliilaz ile yikamada geri boyama ger¢eklesmektedir.
Bunu 6nlemek i¢in boyay1 suda askida tutacak lineer etoksillenmis yag asitleri ve modifiye
poliakrilik asit gibi kimyasallar kullanmay1 zorunlu kilmaktadir ki, bu da hem maliyeti
artirmakta hem de g¢evre kirliligine yol agabilmektedir. 2001 yilindan bu yana 6zellikle
cevre kirliligini 6nemseyen ve gii¢lii tekstil endiistrisine sahip tilkelerde, denim kumaslarin
tizerindeki indigo boyanin agartilmasinda lakkaz enzimi ve kimyasal mediatorler yaygin
olarak kullanilmaya baglanmustir. Lakkaz-Mediator Sistemleri ile indigo boya pargalanarak
renksiz iiriine (Isatin, Indol-2,3-dion) déniistiiriildiigiinden geri boyama gibi bir problemle

karsilagilmamaktadir.

1.4. Lakkazlarm Organizmalardaki Yayilis1 ve Dogal Gorevleri

Lakkaz, her yerde bulunabilen, prokaryotlardan okaryotlara gesitli organizmalarda
yayilig gosteren bir enzimdir. Bu yilizden hem yapisal hem de fonksiyonel olarak c¢ok
cesitlilik gosterir. Lakkaz ilk once bitkilerde kesfedilmis fakat bitkilerin karmasik yapisi,
bulundugu bolgedeki lakkaz benzeri oksidazlarin ¢esitliligi dolayisiyla bitkilerde ¢ok iyi
aydinlatilamamis, daha sonra funguslarda lignin degredasyonundaki o6nemli roliiyle

kesfedilmis ve bu alanda bir¢ok ¢alisma ve makale ile lakkaz yapilar1 ve mekanizmalari iyi
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derecede aciklanabilmistir. Son yillarda ise endiistriyel alandaki biyoteknolojik
calismalarin gelismesiyle birlikte, funguslar kadar etkili olmayan bakteriyel lakkazlarin
etkinliklerinin iyi dereceye getirilme ¢alismalariyla endiistri alaninda kullanimi giderek
artmigs ve buna paralel olarak bakteriyel lakkaz calismalart da hizlanmistir. Ayrica,
lakkazin boceklerde de Onemli gorevlere sahip oldugunu gosteren c¢alismalar

bulunmaktadir (Fernandes, 2011).

1.4.1. Boceklerde Lakkaz

Lakkaz enzimi Bombyx, Calliphora, Diploptera, Drosophila, Lucilia, Manduca,
Musca, Orycetes, Papilio, Phormia, Rhodnius, Sarcophaga, SchistocercaveTenebrio gibi
bocek tiirlerinde karakterize edilmistir (Imran vd, 2012). Lakkaz, béoceklerin
sklerizasyonunda yani dis iskeletlerinin olusumunda 6nemli bir gérev alir. Dis iskelet,
eklembacaklilarda sadece korunma degil ayni zamanda solunum, hareket ve haberlesmeyle
iligkili bir yapidir. Bu yapi, yiiksek derecede reaktif olan kinonlarin ¢apraz baglanma
sekilleriyle olusur. Kinonlarsa, temel olarak hidroksifeniletanol ve dopamin tiirevli
katekollerin oksitlenmesiyle olusur. Bu difenol yapili bilesiklerin oksitlenmesi, lakkazlar
ve tirozinazlar tarafindan gergeklestirilir. Bocekler lakkazlar1 {izerinde yapilan
caligmalarda, boceklerin en az iki tip lakkaz geni icerdigi goriilmiis ve bu lakkazlardan
birinin larvadaki pigmentlesmeyle digerininse immiin sistemiyle iligkisi oldugu ortaya
konmustur (Fernandes, 2011). Bunun disinda bocek lakkazlari, bitkisel besinlerdeki toksik
bilesiklerin oksidasyonunda ve demir metabolizmasinda da kullanilmaktadir (Hoigger vd,
2006).

1.4.2. Bitkilerde Lakkaz

Bilinen en eski lakkazlar, bitkisel kaynaklidir ve ilk olarak Japonya’daki vernik agaci
olan Rhus vernicifera’dan izole edilmistir. Lakkaz adin1 vernik anlamina gelen ‘lacquer’
agacindan alsa da, bitkisel lakkazlar i¢in kullanilan sinonimi olan; “urishiol oksidaz’ad1 da
buradan gelir. Lakkaza, urishiol oksidaz denmesinin sebebi, vernik agacinda bir siit salgis1
olan urishiolun oksidasyonundan sorumlu olmasidir. Urishiol, aga¢ kabugu yaralandiginda

bitkinin kendisini boceklerden, mantarlardan ve fitofajlardan korumasi i¢in salgiladigr bitki
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Oziitlinlin i¢inde %60-65 oraninda bulunan c¢ok zehirli bir toksiktir. Vernik agacinin
disinda, bitkilerde lakkazlar, lahana, turp, pancar, elma, kuskonmaz, patates, armut
agaclarinda ve diger sebze gesitlerinde tespit edilmistir. Acer pseudoplatanus’da, Pinus
taeda ve Populus americana’nin ksilem dokusunda, Aesculus parviflora’nin yapraklarinda
ve ¢ayin siirgiinlerinde de gesitli sayilarda lakkaz bulundugu rapor edilmistir (Bligny ve
Douce, 1983; Gregory ve Bendall, 1966; Ranochavd., 1999; Satovd., 2001). Ayrica bitkisel
lakkazlarin, daha yiliksek yapili bitki tiirlerinde lignifikasyonun erken asamalarinda
monolignollerin oksidasyonunda gorev aldigi da bildirilmistir (Mayer ve Staples, 2002;
URL-2). Illging bir sekilde, bitkisel lakkazlarin, mantar kaynakli lakkazlarla
karsilastirildiginda tamamiyle zit fonksiyona sahip oldugu goriiliir; bitkilerde ligninin
polimerizasyonunda gorev alirken, mantarlarda ligninin  biyodegradasyonundan

sorumludur(imran vd, 2012).

1.4.3. Mantarlarda Lakkaz

Lakkazlarin mantarlardaki kesfi, ilk olarak, 1896°da, Bertrand ve Labordetarafindan
rapor edilmistir. Lakkazlarla ilgili giinimiize kadar elde edilen bilgilerin ¢ogu mantarlar
tizerinde yapilan c¢alismalarla elde edilmistir. Askomisetler, bazidiyomisetler ve
doteromisetler gibi 60’1n iizerinde mantardan lakkaz izole edilmistir. Askomisetlerlerden
elde edilen lakkazlarin, oksidasyon mekanizmasi ile fenoksi radikallerini ve quinonlari
olusturan bazidiyomiset ve doteromisetlerden elde edilen lakkazlarla karsilastirildiginda
daha etkili lignin degradasyon kabiliyetleri oldugu gosterilmistir. Iyi bilinen lakkaz
tireticileri arasinda Podospora anserina, T. versicolor, Polyporus ostreatus (yeni adi,
Trametes cubensis), Neurospora crassa, A. bisporus, Botrytis cinerea, Pleurotus ostreatus,
Phlebia radiata, Coriolus (Trametes) polyporus, Pycnoporus cinnabarinus, Chaetomium
thermophilum ve Coprinus cinereus gibi ¢ok sayida mantar bulunmaktadir. Trametes
versicolor’dan izole edilen lakkazlarin firinciliktan biyoremediasyona kadar kullanilan
cesitli uyuglama alanlar1 vardar.

Ligninoseliilozik materyalin delignifikasyonu, sporulasyon, pigmentlesme, fungal
morfogenez, toksik bilesenlere karsi koruma, meyve olusumu ve bitki patojenisi
mantarlarda var olan lakkazlarin dogal gorevleridir. Lakkazlar, hiicre i¢i orneklerinin de

varhigiyla birlikte cogunlukla hiicre dis1 enzimlerdir. Bitkiye karst patojenik olan



22

mantarlarda, lakkazlarin bitki tarafindan iretilen toksik savunma metabolitlerinin
detoksifikastonunu i¢eren 6nemli virulans faktorleri vardir. Bundan baska, kestane icin
patojenik olan kiif mantar1 Cryphonectria parasitica ve insanlar igin patojenik olan
Cryptococcus neoformans’da da patojenite ile ilgili rolleri bulunur. Aspergillus nidulans
da lakkaz geninin delesyonu sporun yesil renginin kaybolmasiyla sonuglanmistir.
Armillaria spp. Lentinus edodes ve Volvariella volvacea’da da lakkazin hiicre disi
pigmentlerin olusumunu katalizleyerek mantar morfoljisinin gelismesinde rol aldig1 rapor
edilmistir. Lakkazlar mantarlarda ayrica c¢evresel stresler karsisinda {iretilen
dihidroksinaftalin pigmentinin sentezinde gorevlidir. Mantar kaynakli lakkazlar bitkilerden
cok daha yiiksek redoks potansiyeline (+800 mV) sahip olduklari igin biyoteknoloji
alaninda kullanimlart bulunur. Bu lakkazlar, lignin degredasyonu ve toksik fenolik

bilesiklerin uzaklastirilmasinda kullanilirlar (Fernandes, 2011; URL-2).

1.4.4. Bakterilerde Lakkaz

[k bakteri kaynakli lakkaz Azospirillum lipoferum’da kesfedilmistir ve Azospirillum
lipoferum, Bacillus subtilis, Streptomyces lavendulae, S. cyaneus ve  Marinomonas
mediterranea gibi bakterilerde karakterize edilmistir. Bu bakteriler i¢inde en iyi ¢alisilan
lakkaz Bacillus subtilis’in CotA lakkazidir ve bu lakkazin, endospor ortiisiiniin H,O, ve
UV 1smlarina karst korunmasi icin melaninle ve morfoloji olusumu ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Bugday sapindan alian Streptomyces cyaneus’ un lakkazinin da ligninin
minerallesmesi ve ¢éziinmesinde gorevli oldugu rapor edilmistir. Funguslara oranla diisiik
redoks potansiyeline (0,45-0,54 V) sahip olmalarina ragmen, bakteriyel lakkazlar yiiksek
sicaklik (60°C’ de 66 saat), pH (7-9) ve tuz konsantrasyonlarinda aktif ve stabil
kalabildikleri i¢in endiistriyel alanda kullanimlar1 yaygindir (Tablo 2).
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Tablo 2. Organizmalardaki lakkaz 6zellikleri (Christopher, 2014)

Lakkaz Tapt (°C) PHapt Mw (kDa) Glikolizasyon (%) Kaynak
Bakteriyal
Bacillus subdilis a7 T8 b2 MND Phelan et al. {2013}
Bacillus hoheniformis A0 i) Bl ] Salkir salonen et al. (1999)
Streptomyces griseus 40 65 208 ND Lesigh {1997)

Bitkisel
Agaricus hlazai 0 55 &5 M Wilrich et al. (2005
Basidiomycota sp &0 45 -2 6.5 He and Li {20M13)
Melanocarpus albormyces BO=70 6.0 a0 ND Berdy (2005)
Trametes hirsuta 45 4.5 70 12 Shieev et al. (2004
Trametes varsicolor &0 30 &7 10-12 Sodomon et al, {19096)
Trichophyton mabwum 20 55 B5 ] Yang et al. (2007)
Fungal
Acer pseudoplatanus 15.5 6.6 a7 4045 Sterades et al. (19596)
Chagtmmigoeas sp. &l Tn T MO Jiao at al. (2006)
Fhus vermciiera 25 T 110 45 Meassarschmidt and Huber (1990)

1.5. Lakkaz Uygulama Alanlari

Lakkaz, fenolik ve fenolik olmayan aromatik 6zellikteki ¢cok sayida bilesigi okside
etme kabiliyetinden dolayr biyoteknolojinin ¢ogu alaninda kullanilmaktadir. Lakkazin
temiz endiistriyel etkilerinden dolayr da petrokimyasal, tekstil, kagit ve kagit hamuru
endiistrilerinde kullanim1 yaygindir. Hastalik teshisive kemoterapide ilag iiretimi i¢in tibbi
alanda, herbisit, pestisit ve bazi patlayicilarin temizlenmesi i¢in tarim alanlarinda ve toksik
etkileri ortadan kaldirmas1 amaciyla kozmetik alaninda da kullanimi vardir. Diger yandan
lakkazin ksenobiyotik maddeleri ortadan kaldirma ve polimerik iiriinler iiretme 6zelligi ile
de bioremediasyonda kullanilir. Ayrica, lakkazin kullanildigi enzimatik yolla organik
bilesenlerin sentezi, biyooksidasyon, biyotransformasyon ve biyosensor ¢alismalari da

vardir.

1.5.1. Gida Endiistrisi

Lakkazin gida endiistrisi alanindaki uygulamalari, molekiilleri polimerize etme
kabiliyetine dayanir. Lakkazin gida endiistrisinde kullanimi, iiriine yeni bir &zellik
kazandirabilir, kalitesini arttirabilir ya da maliyetini diisiirebilir. Ayrica lakkazin oksijen
temizleyicisi olarak kullanimi iriiniin depolama Omriinii uzatabilir. Lakkazlar, gida

endiistrisinde besin ya da igeceklerin goriiniimiinii degistirmek ya da yogunlastirmak, igki
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kalitesini ve bitkisel yag igeren bozulabilir tiriinlerin stabilizasyonunu arttirmak amaciyla
kullanilir. Lakkazin gida triinlerindeki substratlar1 arasinda, doymamis yag asitleri, tiol
iceren proteinler, fenoller ve karbohidratlar yer alir. Icki ya da iceceklerin kalitesine etkisi,
esmerlesmeden, puslu ve bulanik goriintiiden sorumlu fenolik bilesikleri pargalamasiyla

saglanir.

1.5.2. Tekstil

Tekstil sanayi, toplam boyar madde pazarmin tgte ikisini olusturmaktadir.
Lakkazlar, tekstil sanayinde tekstil atik sulariin renksizlestirilmesinin yani sira tekstillerin
agartilmasinda, kaynatilmasinda, denim yikamada ve hatta boyar maddelerin sentezinde de
kullanilmaktadir (Couto ve Herrera, 2006). Novozyme (Novo Nordisk, Danimarka)
1996°da kot agartmada lakkaz enziminin endiistriyel uygulamasini baslatmistir. DeniLite,
ilk endiistriyel lakkaz ve aracilar yardimiyla etki gosteren ilk agartici enzimdir. Ayrica
2001°de Zytex sirketi (Zytex Pvt. Ltd., Hindistan), ticari adi1 Zylite olan ve indigoyu ¢ok
spesifik bir sekilde parcalayabilen lakkaz aracili sisteme dayanan bir formiilasyon
gelistirmistir (Couto ve Herrera, 2006). Lakkazlar, seliilozik liflerde bulunan yaglar,
mumlar, pektinler, proteinler ve pigmentler gibi dogal renklendirici maddelerin
uzaklastirilmasi ve bu sayede boyama, baski ve bitim gibi islemlere hazirlanmasi amaciyla
kullanilmaktadir. Lakkaz kullanimi, diisiik maliyet ve az ¢amur olusturmalar1 nedeniyle

giderek onem kazanmaktadir (Bl’anquez,2004; Demiralp; 2015).

1.5.3. Nanobiyoteknoloji

Klinik ve attk suda fenolik Dbilesiklerin  analizlerinde  dedektorler
olarakkullanilmasina ¢alisilmaktadir. Lakkaz enzimlerine iliskin olarak biyosensor
duyarhilig1 iizerine ise enzim yapistirilmasinin 6nemli bir etkisi bulunmaktadir. Martele ve
arkadaglariyapmis olduklar1 ¢alismada kati bir yiizey iizerine lakkaz enziminin
tutuklanarak c¢ok fonksiyonlu birbiyosensor gelistirilebilmesi i¢in mikro-desenlemenin
etkili bir metot oldugunu gostermislerdir. Lakkaz enzimleri; biyo-yakit hiicrelerinin

katotlarina yapistirilarak, ornegin kiiclik transmitter sistemleri i¢in gerekli olan gili¢ gibi,
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gii¢ tiretmek amaciyla kullanilabilmektedirler. Biyo-yakit hiicreleri ise yakit kullanmadan
elektrik enerjisi tirettikleri i¢in ve temiz bir enerji kaynagi sagladigi i¢in ¢evresel acidan

oldukga cazip hale gelmistir (Fernandes, 2011; Demiralp, 2015).

1.5.4. Biyoremediasyon

Lakkaz enzimlerinin katalitik Ozellikleri ise PAH’lar ve klorofenoller gibi
bilesiklerin parcalanmasinda kullanilabilir (Pointing, 2001; Ahn, 2002). PAH kaynagi
olarak, fosil yakitlari ve petrollerin de lakkaz enzimleri tarafindan pargalandig
belirlenmistir. Lakkaz enzimleri indirgenmis TNT metabolitlerini organik toprak
matriksine baglayabilmekte, boylece de savas amacl kullanilan patlayici kalintilarinin

detoksifikasyonu saglanmaktadirlar (Duran vd., 2000).

1.5.5. Organik Sentez

Lakkaz, agik ortamda hidrojen peroksit kullanmadan iliman (benign) gevresel
kosullarda polimer tiretimini saglar. Ayrica mediator varliginda veya yoklugunda, radikal
akrilamid polimerizasyonunu indiikledigi rapor edilmistir. Lakkaz ek olarak lignin kraft
kopolimerlerinin kemoenzimatik sentezi i¢in de kullanilmaktadir. Daha yakin bir tarihte de
odunsu bilesiklerin fonksiyonelligi ve capraz baglanmasi i¢in bu enzimin potansiyeli

oldugu kesfedilmistir (Zille, 2005).

1.5.6. Farmakolojik Sektor

Lakkaz tarafindan antimikrobiyal, detoksifiye edici ve kisisel bakim maddesi olarak
pek cok iriin tretilmistir. Ayrica, lakkazin HIV -1 ters transkriptaz aktivitesine sahip
oldugu litratiirderapor edilmistir. Birka¢ yil evvelinde, lakkaz, ilaglardaki morfin ve
kodeini ayirt etmek i¢in bir enzimatik metotta kullanilmigtir (Wang ve Ng, 2004; Harris
vd, 2004). Ayrica lakkaz, viicutta demir dengesini diizenleyen, ferroksidaz aktivitesine

sahip bir ¢oklu bakir serumu olan ceruloplasmine de yardimci olur (Bauer vd., 1999).
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1.5.7. Kozmetik

Lakkaz temelli sa¢ boyalar1 ¢ok daha az tahris edicidirler ve normal sa¢ boyasi
igerisinde oksitleyici ajan olarak bulunan hidrojen peroksit (H,O;) yerine lakkaz
bulundugundan, bu tip sa¢ boyalarinin kullanimi geleneksel Sa¢ boyalarina gore daha
kolaydir (Raure vd., 1992; Aaslyng vd., 1996; Lang ve Cotteret, 1999; Xu,
1999)..Kozmetik malezemelerin yaninda temizlik iriinlerinde; deodorant, dis macunu,
gargara, deterjan, sabun ve ¢ocuk bezlerinde de lakkazlar bulunmaktadir (Golz-Berner vd.,
2004).

1.6. Hamur ve Kagit Hamuru Endiistrisinde Lakkaz

Kagit endiistrisinde, kagit hazirlama islemi sirasinda, lignini uzaklagtirmak igin
geleneksel olarak, klorin ve oksijen bazli kimyasal oksidantlar kullanilir. Ligninazlarin
kagit hamurunun agartilmasinda kullanilmasi, bu pahali ve zararli kimyasallara olan
ihtiyaci ortadan kaldirir.

Lakkazin kagit hamuru agartilmasinda kullanimiyla ilgili ilk ¢alisma 1994°de diisiik
lignin igerigi ile daha parlak kagitlar elde etme amaciyla yapilmistir. Lakkazin klorin
yerine kullanimi, seliiloz biitiinliigiine zarar vermeyen delignifikasyon stratejileriyle daha
hafif ve daha temiz agartma avantajlar1 sunar. Ancak, ligninin fenolik olmayan yapilarini
parcalamasi i¢in, mediator olarak adlandirilan yiiksek redoks potansiyeline sahip (>900
mV) diisiik molekiiler agirlikli bilesiklere ihtiya¢ vardir. Bu sistemde mediator lakkaz
tarafindan okside edilir ve okside edilen mediator ile lakkazin ulasamayacag biiytikliikteki
ligninin alt birimleri oksidasyona ugratilarak pargalanmis olur. Mediator ihtiyaci, onun
geri dontlisiimii, maliyeti ve toksik etkileri gibi dezavantajlar olustursa da, ¢evresel fayda ve
kolayca uygulanabilirligi acgisindan klorinin yerine kullanimi biiylik bir avantaj olarak
kabul edilir. Bunlarin haricinde, lakkaz kullanimi daha az enerji kaybi ile daha yiiksek
kagithamuru verimi sunar. Lakkazin substrat araligi oldukc¢a genis oldugu icin, renk
uzaklastiric1 olarak kagitlarin geri doniisiimiinde de kullanilabilir (Kunamneni vd, 2008;
Imran vd, 2012, URL-2).

Camarero ve arkadaslart (2004) yapmis olduklart ¢alismada yiiksek-kaliteli keten

hamurundan, renk olusumundan sorumlu olan lignin tiirevlerinin uzaklastirilmast igin
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LMS’nin potansiyelini arastirmiglardir. Bu arastirmacilar, yiiksek fiyatli bu keten
hamurlarinin ~ {iretiminde  kullanilan  klorin-igerikli beyazlatma yerine LMS’nin
kullanilabilir oldugunu gostermislerdir.

Lignin bilesiklerinde reaktif radikaller olusturma yetenegine sahip olan lakkazlar,
ayni zamanda odun liflerinin maksathi olarak modifikasyonunda da kullanilabilirler
(Chandra vd., 2002; Kenealy vd., 2003). Ornegin, sunta gibi lignoseliiloz temelli kompozit
materyallerin {retilmesinde odun liflerinin birbirine enzimatik olarak yapismasini
saglamak amaciyla lakkazlar kullanilabilir. Lakkazlar, sunta gibi odunlu kompozit
materyallerin {iretimi esnasinda odun liflerine bagli olan ligninin aktive edilmesini
saglayarak liflerin birbirine yapismasini saglayacak ve bdylece elde edilen suntalar, iyi bir
mekanik oOzellik tasirken ayni zamandada toksik olan sentetik yapistiricilar
icermeyeceklerdir (Felby cd., 1997; Huttermann vd., 2001). Diger bir olasilik ise lif
iriinlerinin kimyasal veya fiziksel Ozelliklerini iyilestirmek amaciyla, lignoseliiloz

liflerinin lakkaz enzimleri ile fonksiyonlastiritlmasidir (Lund vd., 2001; Kenealy vd., 2003).
1.7. Lignin Yapis1

Odunun yapisinda seliiloz, hemiseliiloz ve lignin olmak iizere ii¢ ana bilesik vardir.
Bunlardan seliiloz, kuru agac agirliginin %50-601n1 olusturan, agaca esneklik ve egilme
yetenegi veren bilesiktir. Kagit yapiminda kullanilan temel maddedir. Hemiseliiloz ve
lignin ise agaca dayaniklilik kazandirir. Hemiseliiloz, seliiloz, pektin ve ¢esitli karbohidrat
bilesikleri icerirken, lignin par¢alanmasi gii¢ aromatik yapilar iceren ¢ok kompleks bir
ozellik gosterir. Hemiseliiloz ve ligninin oranlart agacin tipini belirler. Sert yapili odunda
hemiseliiloz miktar1 daha az bulunurken, yumusak yapili odunda lignin miktar1 daha azdir

(Tablo 3) (Noberg, 2012).

Tablo 3. Agag yapilarina gore lignin igerigi (Noberg, 2012)

Agac tipi Seliilloz (%) Hemiseliloz (%) Lignin (%)
Yumusak agag 40-45 25-30 25-30
Sert agag 40-45 30-35 20-25

Okaliptus 45 20 30
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Lignin, bitki hiicre ¢eperinde bulunan ve bitki hiicrelerini, fibrillerini ve damarlarin
baglayan bir maddedir. Hemiseliilozla birlikte, bitkinin dayanikliligin1 arttiran ve seliiloz
mikrofibrillerini ¢evreleyen matriksi olusturur. Bitkiye dayaniklilik saglamasinin diginda,
hiicre ¢eperine hidrofobik 6zellik kazandirarak, besin ve su gegisine katki saglar ve agaci
mikrobiyal degradasyona karsi korur (Noberg, 2012). Genellikle, odunsu ve damarli
yapinin  %20-30’unu  olusturur. Molekiiler yapist amorf ve polimerdir. Lignin,
fenilpropanoit gruplarin olduk¢a dallanmis bir polimeridir. Bozunmasi ¢ok zor olan ¢ok
cesitli aromatik ve fenolik bilesikler igerir, bu ylizden son derece komplekstir. Genel olarak
yapisindakitii¢ fenilpropanoit grubu alkol;4-hidroksi-3-metoksisinamil (koniferil) alkol,
3,5-dimetoksi-4-hidroksisinamil (sinapil) alkol ve p -hidroksisinamil (p-kumaril)
alkolkarbon ve eter baglariyla birbirlerine baglanarak, sirasiyla, guasil, siringil ve p-
hidroksifenil {initelerini olustururlar. Ug¢ alkol grubu gelismis bitkilerde nadir olarak
birlikte bulunur (Sekil 9). Daha ¢ok ¢imen ve tek yillik bitkilerde tigli birlikte bulunabilir.
Sert yapili odunda, koniferil ve sinefil alkol ikisi birlikte bulunurken, yumusak yapili
odunda sadece koniferil alkole rastlanir (Kirk ve Farrel, 1987; Kirk ve Cullen 1998;
Palonen 2004).

p- kumaril alkol koniferil alkol sinapil alkol
HO HO HO
OCHy HiCO OCH:
OH OH OH
monolignol yapllaré
\ L Y
Ry ? "R R1/"L%\OCH-_. Hg:ojir/vlocna

oH OH oH

P- hidroksifenil guasil siringil

R,. Ry = H or Lignin

Sekil 9. Ligninin monolignol yapilar1 (Norberg, 2012)

Baglarin yaklasik olarak tigte ikisi karbon baglari, ti¢te biri de eter baglaridir (Tablo
4).
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Tablo 4. Lignin yapisinda bulunan baglar

isim Bag Yumusak odun (%) Sert odun (%)
p- aril eter p-0-4’ 35-60 50-70
Diaril eter 4-0-5 <4 7
Fenil kumaran p-5' 11-12 4-9
Dihidroksibifenal 5-5' 10 =5
Diarilpropan 1,3-diol p-1 1-2 1
Pinorezinol B-P 2-3 3-4
Dibenzadioksin 5-5-0-4 4-5 trace
Spirodienon B-1'o-0- o 1-3 2-3

Karbon baglari, eter baglarina gore daha kararli ve pargalamasi zordur. Ligninin
yapisinda, fonksiyonel grup olarak, fenolik hidroksil gruplar ve metoksil gruplar bulunur.
Metoksil gruplar, sinapil alkoliin varliginda olusurlar, dolayisiyla bu gruplar sert yapili
odunlarda goriiliir. Fenol gruplart ise en reaktif bolgelerdir, bu agidan ligninde fenolik
yapilarin bulunmasi, agartma ve biyodegradasyon islemleri acisindan daha Onemlidir.
Lignindeki aromatik halkalardaki oksijen atomunun %210-13’1, serbest fenolik bilesikleri,
kalan1 da eter baglarini olusturur. Lignin, biitiin bu baglarin disinda hemiseliilozla birlikte,
LCC (lignin karbohidrat kompleks) baglart da kurar.

Lignin biyosentezi, dehidrojeneratif polimerizasyon olarak isimlendirilen serbest
radikal baglanma mekanizmasi araciligiyla dretilir. Mekanizmada, fenilpropanoit alkol
gruplarinin oksidasyonuyla olusan serbest radikal gruplar iiretilir ve bu radikaller ¢apraz
baglanarak ¢ok dalli polimerleri olustururlar (Kirk ve Farrel 1987; Jeffries, 1994; Norberg,
2012).

Lignin, yeryiiziinde, seliilozdan sonraki en biiyiik yenilenebilir karbon kaynagidir ve
giiniimiizde, iretimi kismi olarak saglanabilmistir. Bu duruma gore, stilfiir icerenler ve
icermeyenler olarak iki gruba ayrilir. Ticarilesen yani lretimi saglanan grup silfiir
icerenler, diinya yillik iiretimi 500.000 ton olan lignosiilfonatlar1 ve 100.000 ton altinda
olan kraft ligninleri igerir. Uygun endiistriyel islemlerin eksikliginden dolayi, stlfiir
icermeyen ligninlerinse heniiz tiretimi yapilmamaktadir (Kirk ve Farrel, 1987). Lignin ve
lignin kaynakli iiriinler, topraklarin olusumunda ve hayvan besiciliginde énemli rol oynar.
Lignin icerdigi hidrofilik ve hidrofobik gruplarindan o6tiirii gida ve kozmetik sektoriinde

jellesmede veya emiilgator ve dispergatorlerin 6zelliklerinin iyilestirilmesinde kullanilir.
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Uygun maliyetinden otiiri dogal ve yenilenebilir hammadde olarak, giiniimiizde
petrokimyasal maddelerin yerine kullanilabilir. Ligninlerin antioksidan, antibakteryal ve

antiviral 6zelliklere de sahip oldugu belirtilmistir (URL-3).

1.8. Ligninazlar

Ligninaz, genel olarak kagit endiistrisinde kullanilan lignin pargalama o6zelligine
sahip enzimlere denir. Alternatif biyo-beyazlatma sistemlerinin gelistirilmesi amaciyla
gerceklestirilen  arastirmalarin =~ ¢ogunlugu  lignin-degredasyonunu  gergeklestiren
funguslardan ve bakterilerden elde edilen lignin peroksidaz (LiP), mangan bagimli
peroksidaz (MnP), ¢cok-yonlii peroksidaz (VP; LiP, MnP ve fenolik bilesikleri oksitleyen
bitkisel/mikrobiyal peroksidazlarin katalitik 6zelliklerine sahiptir) ve lakkazlar iizerinde
yogunlagmustir.

Peroksidazlar Hem (heme) grubu igeren enzimlerdir. Hem peroksidazlar
Phanerochaete crysosporium gibi lignini parcalayan bazidiyomisetler tarafindan iretilir
(Munirathinam vd., 1994) ve substrat spektrasina dayali olarak ikiye ayrilir. Birinci tiir
mangan peroksidaz (MnP)’dir ve Mn*? onun i¢in en iyi indirgen substrattir. Mangan
peroksidaz (MnP), hemen hemen tiim beyaz ve kahverengi ¢iiriik¢iil funguslarin en yaygin
trettigi  ligninolitik peroksidazdir (Hatakka, 1994; Willman ve Fakoussa, 1997).
P.chrysosporium'dan elde edilen manganaz peroksidaz ilk olarak yaklagik 25 yil 6nce
tanimlanmistir (Kuwahara vd.,1984; Paszcynski vd., 1986). MnP'in belirgin 6zelligi,
yapisindaki aktif boliimde iki adet kalsiyum iyonunun bulunmasidir. Aktif bolgesi Asp
reziidiisiine H- bagli bir His ligand1 ve cep igeren katalitik Arg ve His bagl peroksit distal
tarafi icerir (Banci, 1997). MnP bes adet distilfiir baga sahiptir. Besinci distilfiir bagi MnP'a

Ozgudiir. Bu bagin bir bileseni C terminal ugtur ve kismen proteinin ana govdesinden C-

+21 +3
g

terminal ucu uzak tutmak i¢in uygulanan kuvetten sorumludur. MnP, Mn™“'yi Mn
yiikseltgeme kabiliyeti konusunda essizdir. MnP'in substrat baglanan bolgesinin Kristal
yapisi, sadece bir Mn baglanma bdlgesi oldugunu gosterir. Mn*? baglanma bolgesi, bir
Hem propiyonik asit, ii¢ asidik ligan ve iki su molekiilii i¢erir (Glenn ve Gold, 1985).
Mangan peroksidaz iki domainden olusur ve Hem grubu bu iki domain arasinda sikisip
kalmistir. Domainlerin herbiri 10 biiyiik ve 1 adet kiigiik heliks yap1 icerir (Welinder ve

Gajhede, 1993).Lignin peroksidaz (LiP) ise, nonfenolik ve fenolik aromatik bilesikleri
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oksitler. Lignin ve benzeri bilesikleri oksitleyebilmeleri i¢in hidrojen peroksite (H,0)
ihtiya¢ duyarlar (Mester vd., 1996). Lignin peroksidaz (LiP), beyaz ciiriik¢iil fungus P.
crysosporium’un ligninolitik  kiiltiirlinden izole edilmis Hem grubu igeren bir
glikoproteindirve  oksidatif ~ lignin  depolimerizasyonunu  elektron  transferiyle
gergeklestirebilen hidrojen peroksit bagimli olduk¢a énemli bir enzimdir. LiP ayrica fenol
icermeyen, elektron yoniinden zengin aromatik lignin benzeri bilesiklerin oksidasyonunu
katalizleyebilmektedir (Kertsen vd., 1985; Schoemaker ve Leisola, 1990). Lignin
peroksidaz tarafindan kullanilan indirgen substrat tlirleri mangan peroksidazin
substratindan biraz farklilik gosterir. Lignin peroksidaz i¢in bir bilesigin substrat olup
olmadigin1 belirlemede iki faktor etkilidir; birincisi molekiiliin biiyiikligii ikincisi de
redoks potansiyelidir. Lignin peroksidazin diger peroksidazlardan daha yiiksek redoks
potansiyeline sahip olmasi bu enzimi poliaromatik hidrokarbonlar (PAH) ig¢in iyi bir
yiikseltgen yapar. Lignin peroksidaz da indirgen substratin baglanma bdlgesi tam olarak
dogrulanamamis olmasi lignin gibi biiyilkk molekiillerle lignin peroksidazin kinetik
parametrelerini belirlemenin oldukg¢a zor olmasina sebep olur (Ferapontova vd., 2006).
Lakkaz ise lignin biyodegredasyonu i¢in en yaygin kullanilan enzimdir. En yaygin
olarak kullanilmasinin sebebi, patenti de alinmis olan, kraft hamuru igin gelistirilmis
Lakkaz mediator sistemi (LMS) delignifikasyon teknolojisidir. LMS delignifikasyon
teknolojisi oldukga segici olup, kagit hamurundan ¢ok az karbonhidrat kaybina veya hasara
yol agmaktadir ve lakkazin oksidasyon potansiyelini artirir. Diger sebepler arasinda, LiP ve
MnP enzimlerine gore daha kolay temin edilebilmesi, kullaniminin kolayli1 vebilesiklerin
oksidasyonlarin1 ¢ok daha az 6zgiilliikte sagladiklarindan dolayr da ¢ok fazla gesitlilikteki
bilesiklerin parcalanmasinda kullanilabilecek bir potansiyele sahip olmasi yer alir

(Demiralp, 2015).

1.9. Kimyasal Kagit Hamuru Uretim Yontemleri

Kimyasal hamur, odundaki lifleri bir arada tutan ve ¢ogunlukla ligninden olusan orta
lameli kimyasal yolla ¢ozerek (delignifikasyon=lignin giderme) liflerin bagimsiz hale
getirilmesidir. Bu islem sirasinda hiicre ¢eperi i¢indeki lignin ve hemiseliilozlarin biiyiik
bir kism1 da ¢oziindiiglinden bagimsiz hale gecen liflerin esneklikleri artar. Lifleri serbest

hale getirmek icin mekanik enerji kullanilmadigindan, lifler iizerinde hasar bulunmaz.
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Dolayisiyla, mekanik ve yarikimyasal hamurlara gore, kimyasal hamurdan yapilan kagitlar

daha saglam lifler aras1 bag yapar ve kagidin direng 6zellikleri yiliksek olur (Kirci, 2006).

1.9.1. Kraft (Siilfat) Pisirme Yontemi ve Kraft Kagit Hamurlarinin
Ozellikleri

Kimyasal hamur firetimi ¢esitli kimyasallar kullanilarak lifleri bagimsiz hale
getirmek i¢in ligninin uzaklastirilmas: (delignifikasyon) olayidir. Bu islemde 6nemli olan
seliloz ve hemiseliilozlar1 uzaklastirmadan lignini uzaklagtirmaktir. Kimyasal kagit
hamuru iiretim yontemlerinden biri olan kraft (siilfat) yontemi, diger yontemlere gore
hamurlarin direng 06zellikleri bakimindan daha verimlidir. Bu nedenden dolayi, kraft
yontemi en yaygin olarak kullanilan kagit hamuru tiretim yontemidir.

Kraft pisirime yonteminin temeli, Alman kimyaci1 Carl DAHL tarafindan 1879
yilinda kesfedilmis olup pisirmede kimyasal olarak sodyum hidroksit ve sodyum siilfiir
kullanilmaktadir (Casey, 1960). Yontem hidroksit iyonlart veya bistilfiir iyonlar: tarafindan
hidrosiilfiir iyonlarinin olugmasiyla odundaki ligninin suda ¢oziiniir hale getirilmesiyle
gerceklesir (Gellerstedt, 2007). Siilfat alkali geri kazanma islemi sirasinda indirgenerek
stilfiire doniisiir. Siilfat terimi aktif pisirme maddesinden ziyade eksilen kiikiirdii telafi
etmek i¢in kullanildigindan yonteme ismi verilmistir. Kraft yontemi, koyu renkli
hamurlardan yumusak ve kolay beyazlatilabilir hamurlara kadar bir¢ok cins kagit hamuru
tiretiminde kullanilir. Kraft yontemi, koyu renkli ve son derece dayanikli bir hamur tiretimi
anlaminda kullanilir. Kraft kelimesi Almanca’dan alimmistir ve “kuvvetli, saglam,
dayanikli” anlamina gelmektedir (Casey, 1960).

Kraft yonteminde delignifikasyon baslica OH- ve HS- iyonlarindan olusan gii¢lii bir
alkali ¢ozelti ile saglanir. Bu esnada, hemiseliilozlarin 6nemli bir kismi (yaklasik %75°1),
bir miktar seliiloz (yaklasik %10’u) ve ekstraktifler (yaklasik %90°1) lignin ile birlikte
uzaklasir. Kraft yonteminde biitlin polisakkaritler yapilarindaki glikozidik baglarin alkali
hidrolizi ve soyulma (peeling) reaksiyonuna maruz kalmalari sonucu degrade olabilirler
(Kleppe, 1970; Kocurek vd., 1989).

Kraft yonteminde, pigsirme ¢ozeltisi NaOH (sodyum hidroksit) ve Na,S (sodyum
stlfit) kimyasal maddeleri kullanilarak hazirlanir ve bu ¢o6zeltiye beyaz c¢ozelti adi
verilmektedir. Beyaz c¢oOzelti kuvvetli alkali soliisyon olarak nitelendirilir (pH=14).

Laboratuar kosullarinda pisirme ¢ozeltisinin hazirlanmasi, iki kimyasalin uygun
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miktarlarda almip suda c¢oziindiirilmesiyle gerceklestirilmektedir. Kraft pisirme
coOzeltisinde baslica aktif elemanlarin OH- ve HS- iyonlar1 olmasi ortamdaki siilfidite
yiizdesini tayin eden NaS’in pisirme sirasinda seliilozun degradasyonunu onledigi ve
pisirmeyi siiratlendirdigi bildirilmistir (Kirc1, 2006; Deniz, 2011).

Yillik bitki saplariin kraft yontemi ile pisirilmesinde tam kuru sapa oranla %10-12
NaOH ve %2 Na,S kullanilmasi yeterlidir. Bu yontemle 150-170 °C sicaklik ve 2,5-4 saat
stire ile %35-40 hamur verimi elde edilebilmektedir (Jeyasingam, 1987b). Kraft yontemi
ile diger yontemlerle tiretilen hamurlara gore daha yiiksek verim ve saglamlik 6zelliklerine
sahip hamurlar elde edilmesine ragmen kraft hamurlarimin agartilmas: digerlerine gore
daha zordur (Kalyoncu, 2011).

Kraft yontemi kullaniminda 1930°lu yillardan beri ¢ok hizli bir sekilde gelisme
meydana gelmistir. Bu gelismeye sebepler ise sunlardir (Casey, 1960):

¢ Odun cinsleri yoniinden en biiyiik esneklik (her cins odun, hatta atik odun bile
kullanilabilir),

e Pigirme siiresinin kisaligi,

e Kagit hamurunun daha yiiksek beyazlik derecelerine kadar agartilabilmesi,

e Recinelerden ileri gelen sorunlarin olmamast,

e Seliilozun saglamlik 6zelliklerinin yiliksek olmasi,

e Tall-oil ve terpentin seklinde kiymetli {iriinler elde edilebilir olmast,

e Kullanilan ¢ozeltinin geri kazanilmasinin oldukga kolay olmasidir.

Siilfat yonteminin baglica sakincalari ise (Casey, 1960):

e Tesislerin kuruluslart i¢in gerekli yatirimlarin yiiksekligi,

e Artik gazlarin ortaya ¢ikardigi koku sorunlari,

e Esmer hamurun renklerinin kotiiliigii, agartma giderlerinin ytiksekligi,

e Cozilinlir hamurlarin tiretiminde alkali ekstraksiyonunun giigliik gdstermesi,

o Seliilozlarin yavas doviilebilmeleridir.

Kagit hamuru iretiminde verim artigi, karbohidrat kaybi, uzaklastirilan lignin
miktarinin azaltilmasi gibi yontemlerle saglanabilmektedir (Kirci, 2000). Baska basit bir
yontemde, pisirme siiresini diisiirerek yliksek kappa numarast elde etmektir. Kappa
numarasindaki her on birimlik artig yaklasik olarak verimde %1,5’luk bir artisa sebep
olmaktadir. Verim artiginin avantajlar1 oldugu gibi direng degerlerindeki azalma gibi

dezavantajar1 da vardir. Kappa numarasi artarken direng degerleri diiser ve dovme zamani
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artar. Hamura sonradan bazi ilave maddelerle diren¢ degerleri yeniden kazandirilabilir
olmasina ragmen bu da gii¢ kaybin1 artirmasina sebep olmaktadir.

Kraft yontemi diger yontemlere goére oldukca iistlindiir, bu istiinliigiin sebebi
dayanim oOzelliklerinden ileri gelmektedir. Bununla birlikte kraft yonteminde odun
yongasinin life doniisme siiresi oldukca kisadir. Hamurun rengi koyu olmasina ragmen,
farkli hammaddelerden kuvvetli hamurlar elde edilebilmesi bu yontemi ¢ekici kilmaktadir
(Okan, 2010).

Kraft (stilfat) yontemi ile elde edilen kagit hamurlarinin 6zelliklerini agsagidaki gibi
aciklamak miimkiindiir.

1. Ayn1 Kappa numarasinda bile siilfit hamurlarindan daha koyu renklidir.

2. Siilfat hamurunun lifleri daha esnek olup, daha zor hidratlanir ve siserler,
dolayisiyla doviilmeleri bisiilfit hamurundan ¢ok daha zordur.

3. Bisiilfit hamuru seliiloz zincirinde zayif noktalar belirli yerlere toplandigi halde
stilfat hamurunda tesadiifi olarak dagilmistir. Bu nedenle siilfat hamuruna ait lifler daha
saglamdir.

4. Pisirmeden sonra siilfat hamuru lignini lif igerisinde diizenli dagildigi halde,
bisiilfit hamuru liflerinde daha ¢ok liflerin dis kisminda toplanmistir. Bu nedenle siilfat
hamurlar1 daha zor agartilir.

5. Siilfat hamurlarindan elde edilen kagitlar bisiilfit hamuruna oranla o6zellikle
yirtilma direnci yoniinden ¢ok daha tistiindiir.

6. Siilfat hamurlarinin hemiseliiloz oran1 daha diisiiktiir. Bisiilfit hamurunun
hemiseliilozlar1 daha ¢ok degredasyona ugramistir. Bisiilfit hamuru daha ¢ok glukomannan
daha az pentozan igerir. Siilfat hamurunda iironik asitler bulunmaz (Casey, 1980;

Eroglu,1981).

1.9.2. Kimyasal Kagit Hamurlarinin Agartilmasi

1.9.2.1. Agartmanin Tanimi ve Amaci

Agartma islemi, belirli pH, sicaklik, siire ve konsantrasyon kosullari altinda,
sellilozik materyallere, odun ya da odunsu olmayan hammaddelerden iiretilen kagit

hamurlarinin lif-su siispansiyonuna uygulanan, hamur parlakliklarini arttirmak igin
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uygulanan kimyasal bir yontemdir. Agartma islemi ile birlikte kagidin bir cok
Ozelliginde iyilesme meydana gelir. Bunlardan birka¢i, kagidin yazi ve basim
ozelliklerinde iyilesme ve buna bagli olarak kullanilabilirligi ve c¢ekiciliginde artma,
kagidin kullanim alan1 ve hizmet siiresinde artma ve hamura kirlilik veren istenmeyen

kirleticilerin uzaklastirilmasidir (Okan, 2010; Kalyoncu 2011).

Agartma igleminin en temel amaci seliiloz liflerini kalint1 ligninden en diisiik fiziksel
zararla aymrmak ve liflerden miimkiin oldugunca fazla kalinti lignini ¢ozerek
uzaklastirmak, bdylece istenilen parlaklik seviyesine ulagsmaktir. Lignin, goriiniir 15181in
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 baslar ve ligninin renginde koyulasma goriintir.
Agartma isleminde hamurun parlakligi, ligninin uzaklastirilmasi veya ligninin liflere
verdigi renk giderilmesi ile arttirihir (Reeve, 1989; Farr vd., 1992; Fredette, 1996;
McDonough, 1992, Bajpai, 2005).

Pisirme isleminden sonra iiretilen kagit hamurlar1 oldukca koyu renkli olur. Bundan
dolay1 agartma islemine ugratilmadan pek ¢ok kagit ve karton tiirliniin yapimina uygun
degildir. Kaliteli kagit iiretimi saglam ve yiliksek parlaklik 6zelligine sahip lifler ile
yapilmaktadir. Kagit hamurunun parlakligini arttirmak ve kalint1 lignini uzaklastirmak icin
agartma isleminin uygulanmasi zorunludur. Ayni zamanda kagit hamurunda kirlilik
olusturan safsizliklarin arindirilmasi, olusan {irliniin yaslanmasi ve sararmasini 6nlemek
amactyla renk kararliliginin arttirilmasi ve ¢evresel yonden problem olabilecek durumlarin
ortadan kaldirilmas1 agartma isleminin diger hedeflerini olusturmaktadir (EPA, 1993;
Kalyoncu, 2011).

Kagit hamurunun agartilmasi, hamur icersindeki oksitlenebilir yapilart 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 segici oldugundan agartma islemi bir

ol¢iide etkili bir temizleme siirecidir (Reeve, 1996).
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1.9.2.2. Agartma Kademeleri ve Dizinleri

Agartma yapacagimiz hamura hangi agartma metodunu kullanacagimizin se¢imine,
agartilmamis hamurun karakteri (Tablo 5) ve agartildiktan sonra kagit hamurunda istenilen
kalite belirler. Agartma isleminde miimkiin oldugunca az materyalin kaldirilarak hamur
veriminin yiiksek tutulmasi ve yiiksek parlaklik arzu edilen bir durumdur (Okan, 2010).
Kimyasal kagit hamurlarinin agartilmasinda tek bir agartici ile elde edilen delignifikasyon
oran1 ve parlaklik artig1 yeterli olmadigindan etkili agartma islemi gergeklestirilmez.
Bundan dolay1 agatma iglemi birbirini takip eden ve farkli 6zellik gosteren kademeler ve
yikama islemlerinde olusan dizin sekline uygulanir. Bu sekilde cok kademeli olarak
kullanilmasimin agartma iizerine etkisi biiylik olmakla birlikte kalint1 ligninin, liflerden

secici sekilde uzaklastirilmasi kolaydir (Reeve, 1996).

Tablo 5. Agartmada kullanilan kimyasal maddelerin siiflandiriimasi

o B.Lignini Uzaklastiran C.Karbonhidratlar:

A.Lignini Agartan

Methodlar (Rydholm, 1965, Uzaklastiran Methodlar
Methodlar (Rydholm, 1965) |

Sjostrom, 1993) (Rydholm, 1965)
1.Sodyum Bisiilfit 1. Klor
2.Sodyum veya Cinko 2. Hipoklorit
ditiyonit 3.Alkali Ekstraksiyonu 1.S1cak ve Soguk Alkali
3.Sodyum borhidriir 4. Klor Dioksit Saflastirmasi
4.Sodyum veya Hidrojen 5.Hidrojen Peroksit ve Oksijen
Peroksit 6. Ozon

Dizinin ilk kademeleri, hamurdaki ligninin uzaklastirilmasinda ve nihai hamurda
istenen parlaklik degerinin saglanmasinda en biiyiik gorevi tistlenir. Sonraki kademeler ise,
hamurdaki fazla lignini uzaklastirdigi, dolayisiyla parlakligin yiliksek seviyeye ulastirildigt
kademelerdir (Nelson, 1998). Agartma basamaklarinin agartma fonksiyonlarina yiikledigi
0zel gorevler vardir, bu gorevler kalsiyum ve ligninin uzaklastirilmasi ve uygun miktardaki
karbohidratlarin ekstraksiyonu bu gorevler arasinda sayilabilir. Bu gorevlerin de

yapilabilmesi i¢in 6zel tekniklere ve ekipmanlara ihtiyag¢ vardir (Rydholm, 1965).
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Kimyasal hamurun agartilmasinda kullanilan oksidantlar, ligninin pargalanarak
molekiiler biiyiikliigiintin azaltilmasini saglarlar. Birgok agartma kimyasallari, ligninde
asidik gruplar olusturan oksitlenme ajanlaridir. Asidik kosullar altinda yapilan bir agartma
kademesinden sonra yapilan alkali ekstraksiyon kademesi ile ortamda olusan, suda
¢oziinmeyen asidik lignin tiriinlerinin uzaklastirilmasi saglanir. Alkaliler, 6zellikle sodyum
hidroksit, asidik 0Ozellik kazanan lignini hidrolize etmede ve c¢ozmede gorev alir.
Glinlimiizde agartilacak hamurun tiirline ve istenen parlaklik derecesine bagli olarak
hamurdaki lignini oksitlemek, ¢ozmek ve hamur rengini agmak gibi iglemler i¢in 4-6 adet
agartma kademesinden olusan dizinler kullanilmaktadir. Her bir oksidatif agartma
kademesi sonrasinda uygulanan yikama islemleri ile hamurdan c¢oziilmiis partikiiller

uzaklagtirilarak, agartmanin etkisi gelistirilir (Nelson, 1998).

Sekil 10. Kraft hamurunun kademeli olarak agartilmasi sonucunda renk

degisimi
Kimyasal kagit hamurlarimin iginde Kraft pisirme yontemi ile pisirilen kagit
hamurlar1 en koyu renkli ve agartilmasi en zor olan hamur tiiridiir. Bu nedenle kraft
hamurlarin agartilmasinda daha ¢ok agartma dizini basamaklarina ve daha fazla kimyasala
ihtiya¢ duyulur (Tablo 6). Kraft hamurunun tam anlamiyla agartilabilmesi i¢in, agartma

dizini her kademe arasinda yikama yapilacak sekilde, sirayla alkali ve asidik kademeler

olarak diizenlenmelidir (Dahl, 1999).
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Tablo 6. Kimyasal kagit hamurlarinin agartilmasinda kullanilan kimyasallar

Sembol  Kimyasal Sembol Kimyasal

C Klor E Sodyum hidroksit

D Klordioksit X Enzim

H Hipoklorit Q Selatlama ajani

@) Oksijen A Asit

P Hidrojen peroksit Pa Perasetik asit

Z Ozon Px Peroksimonosiilfiirik asit

1.9.2.3. Oksijen Delignifikasyonu (O)

Oksijen delignifikasyonu ilk olarak Joy ve Camphell tarafindan kagit hamurlarinin
agartilmasindaki iyilestirmeler lizerine 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 yaklasik olarak %35-50’sini uzaklastimaktadir (McDonough,
1996).

Oksijen delignifikasyonu genel olarak Kraft hamurlart igin kullaniimakta olmakla
birlikte, uygun sicaklik ve basing altinda, yiiksek veya orta konsantrasyonda, tek veya
kademeli olarak tiim hamurlara uygulanabilmektedir (Gullichsen ve Fogelholm, 1999).
Oksijen delignifilasyonunun uygulama kolayligi, islem sonrasi hamur kalitesi, toplam
maliyet ve cevresel acidan avantaj saglamaktadir (Suchy ve Argyropoulos, 2002). Bu
yontemin en 6nemli 6zelligi cevreye karst oldukca zararsiz olmasidir. Atik sudaki COD,
BOD, renk ve klorlu organik bilesikler bu yontem ile dnemli 6lgiide azaltilabilmektedir.
Agartma isleminde kullanilan kimyasal madde yiikiinli azaltmasi, kraft kimyasal madde
dongiisiine uygun olmasi diger 6nemli 6zelliklerindendir (Okan, 2010).

Oksijen delignifikasyonu isleminde hamur buharla karistirildiktan sonra besleme
tankina gonderilir. Reaksiyon ortamini alkali yapmak i¢in NaOH ya da asitlendirilmis
beyaz ¢ozelti kullanilir. Gerekli miktardaki alkali, besleme tankinin iistiinde bulunan bir
tahliye pompasiile hamura karistirildiktan sonra, ek buharla birlikte oksijen gazi da orta

konsantrasyonda c¢alisan makaslama etkisine sahip karistirictya gonderilir. Bu karistirici
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oksijeni hamura karistirir. Daha sonra karigim yukari akimli bir reaktore gonderilir.
Yikayict olarak donen tambur tipi yikayic1 ya da basing altinda calisan yikayicilar
kullanilabilir. Yikama kademesi oksijen delignifikasyonu ile ¢6ziinen maddelerin hamur
icerisinden tamamen ayrilmasini saglar. Ayni1 zamanda elde edilen siiziintii ¢ozelti alkali ve
hamurdan ¢oziinen bilesenler disinda zararh bilesikler icermez. Bundan dolay1 dogrudan
cOzelti geri kazanma sistemine gonderilebilir. Boylece atik ¢ozelti igindeki alkali geri
kazanilabilir olmakla birlikte ¢evre kirlenmesine de yol agmamaktadir (McDonough,
1996).

Oksijenin isletmeler bakimindan diisiik maliyetli bir oksidasyon maddesi olmasi, atik
sularin korozyon yapict bilesik igermemesi bir¢cok fabrika tarafindan kolaylikla
benimsenmesine yol agmistir. Oksijen delignifikasyonunun gevresel parametreler iizerinde
ve bazi igletme maliyeti {izerinde olumlu etkisi olmasi avantajlar1 arasindadir. Bununla
birlikte ana dejavantaji da kapital maliyetlerinin yiliksek olmasi ve fabrika geri kazanma
sistemine ilave yiik getirmesidir (Kiviaho, 1995; Nelson, 1998; Okan,2010; Kalyoncu,
2011).

1.9.2.4. Selat Yikamasi (Q)

Mangan, demir, bakir gibi baz1 gecis metalleri, agartma dizilerinde kullanilan oksijen
esaslt agarticilarin bozulmasinda etkilidirler. Odun liflerinden ve fabrikalardan gelen
proses sularindan kaynaklanan bu kirletici metal iyonlar1 agartilmis kimyasal hamurda
bulunmaktadir (Colodette, 1989;Abbot ve Hobbs, 1991; Presley vd., 1996). Gegis metal
iyonlar1 hamur viskozitesini diigiirlir ve agartma isleminin sonunda final hamurda renk
koyulugu olusumunu hizlandirir (Kutney ve Evans, 1985). Bu nedenle agartmada metal
iyonlarinin uzaklastirilmas1 oldukg¢a 6nemli olmakla birlikte uzaklastirilmast icin asit

muamelesi ya da selatlama islemi yapilmaktadir (Sixta, 2006).

Kagit endiistrisinde genel olarak kullanilan selatlar, etilendiamintetraasetik asit
(EDTA) ve dietilentriaminpentaasetik asit (DTPA)’dir (Anderson vd., 1996).
Selatlayicilarin gorevi agir metal iyonlart ile ¢ozlinebilir formda kompleksler olusturarak,
hidrojen peroksit gibi agartic1 kimyasallari, zararli metal iyonlarina karst korumaktir

(Colodette vd., 1989). Aymi zamanda celatlayicilar agartma isleminde hamura ilave
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edilerek viskoziteye de koruyucu etki yapmaktadir. Selatlama kademesinde bir sonraki
hidrojen peroksit, perasetik asit ve ozon gibi oksijen esasli agarticilarin kullanildigi
kademelerde sorun olusturmamasi agisindan hamurun metal igerigini diisiirmek
amaglanmaktadir (Heuts ve Gellerstedt, 1998). Hamurda oldukga kiigiik oranlarda bile
kalan metaller hamura sikica baglandigindan dolayi, selatlama isleminin ardindan etkili bir

yikama iglemi yapilmalidir (Sixta, 2006).

1.9.2.5. 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 (Beeman ve Reichert, 1953; Holladay ve Solari, 1963; Andrews ve Singh,
1979; Anderson, 1992; Troughton ve Sarot, 1992; Lachenal ve Muguet, 1992, Lachenal
vd., 1992b;Nelson vd., 1995; Anderson ve Amini, 1996; Lachenal, 1996; Nelson, 1998;
Pikka vd., 2000).

TFC 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 o6zelligine 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
bildirmislerdir. Bunlardan biri perhidroksil anyonu (HOO) ile lignin yapisinda konjuge
karbonil yapilarini iceren kromoforlarin uzaklastirilmasi, digeri ise ligninin peroksidin

ayrismast sonucu olusan HO- ve O, radikalleri ile degredasyonu ile ¢dzlinmesi ve



41

uzaklagsmasidir (Backman ve Gellerstedt, 1993; Anderson ve Amini, 1996). Radikaller
ligninin aromatik halkasi ile oksidatif bozunma reaksiyonu seklinde reaksiyona girer ve
ligninin molekiiler hidrofilik 6zelligini ve ¢oziiniirliiglini 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 gecis metallerinin peroksit agartmasindan Once ya asit yikamasi
islemiyle ya da ¢elatlama iglemiyle 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 isleminde lignin kapsamli sekilde modifikasyona ugrar ve cesitli yeni yapilar
meydana gelir. Bu islemde peroksidin bozunma iiriinii olarak perhidroksil (HOO") iyonlari,
hidroksil (HO-) radikalleri ve stiperoksit (O,+") radikal iyonlar1 meydana gelir (Hobbs ve
Abbot,1992; Dence ve Reeve, 1996). Bu yapilar 6nemli ara triinler 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 icerikli kromoforlarla reaksiyona girer
(Gierer, 1982). Hidroksil (HO:) ve ondan daha az oranda olusan siiperoksit (O2)
radikallerinin agartma reaksiyonlarinda katilimlar1 daha diisiik oranlardadir (Gellerstedt ve
Pettersson, 1982; Hobbs ve Abbot, 1991; Gellerstedt ve Lindors, 1991; Lachenal vd.,
1994;Dence ve Reeve, 1996). Hidroksil radikalleri hidrojen peroksitin gecis metallerinin
katalizorlenerek bozunmasi sonucu olusmaktadir (Gierer vd., 1991; Dence ve Reeve,
1996). Hidroksil radikalleri, lignindeki fenolik yapilarla reaksiyona girmektedir, bununla
birlikte karbohidratlar1 da bozundurma 6zelliklerine 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 i¢in olumsuz
depolimerizasyona sebep olmaktadirlar (Kalyoncu, 2011).

Peroksit kademesinden Once uygulanan selatlama kademesi sayesinde hamurlarin
direng oOzelliklerinde ©nemli 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 ¢ok kullanilan agarticidir (Mariani vd., 1999; de la Rosa vd., 2002;
Khristova vd., 2003; Roncero vd., 2003; Shatalov ve Pereira, 2005).

1.9.2.6. Agartmanin Cevresel Etkileri

Glinlimiizde yapilan g¢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
bozukluklara neden oldugu belirlenmistir (Leithe-Eriksen, 2001).

Yapilan galismalar sonucunda toksiditeye sadece klor igeren bilesiklerin degil, odun
ekstraktiflerinin de neden oldugu belirlenmistir (Kalyoncu, 2004). Ligninin bozunmasiyla
olusan fenoller, katekoller, 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 miktarini 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 baslanmigtir

(Barroca vd., 2001).

1.10. Cahismanin Amaci

Lakkaz, gelistirilen Lakkaz Mediator Sistem (LMS) sayesinde etkin bigimde lignin
degrede etme oOzelligiyle kagit ve kagit hamuru endiistrisinde timit vadeden bir enzim
olmustur. Buna gore, bu calismada, daha énceden Karadeniz Teknik Universitesi, Biyoloji
Bolimii, Molekiiler Biyoloji Laboratuari’nda, Bacillus megaterium bakterisinden izole
edilerek klonlanan lakkaz enzimi, kagit ve kagit hamuru endiistrisinde lignini uzaklastirma
caligmalar1 sirasinda kullanilan klorin gibi organik bilesiklerin biyolojik hayata ve

ekosisteme karsi olusturdugu istenmeyen yan etkilerini ortadan kaldirma ve boylece



43

zahmet veren islemlerin yerine daha kolay ve enerji tasarrufu saglayan enzimatik
caligmalarin endiistride kullanimina katki saglama amaciyla karakterize edilmis ve kagit

hamuruna uygulama c¢aligsmalar1 yapilmustir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Kimyasallar

Tripton (Merck V441613949), Yeast ekstrakt (Merck VM175053), NaCl (Merck
K34243404), Etil alkol, Kanamisin (Applichem A1493), IPTG (Applichem A1008),
Amfisilin (Applichem A0839), BamHI (Promega), EcoRl (Promega), T4 DNA ligaz
(NEB), Taq DNA polimeraz (Promega), Genomik DNA Izolasyon Kiti (Promega A1125),
Jelden Cikarma Kiti (Fermentas K0513), EDTA (Merck 84211000), dNTP seti (Promega),
PGEM-T Easy Klonlama Vektorii (Promega A1360), CaCl, (Aktar Kimya), X-Gal
(Applichem A10070005), Commassie Brillant Blue G-250, Commassie Brillant Blue R-
250 (Merck 2C2133453), Fosforik Asit (Merck 563.2500), BSA (NEB), Sodyum Asetat
(Merck TA867065), K,HPO, (Merck A678671), KH,PO, (Merck 567300), Trizma Baz
(Sigma T1503), Nutrient Agar (MerckVL646350), SDS, Akrilamid (Sigma A8887), Bis-
akrilamid (Promega), Bromofenol mavisi (Gerbu 080702), B-merkaptoetanol (Merck
805740), Metanol, Asetik asit (Riedel-dan Haen 27225), Gliserol (Merck K40789992008),
NaH,PO42H,0 (Merck K91147745938), MgS0O,.7H20, Lignin Alkali (Aldrich 471003),
Spizizen’s salts, Glukoz (Sigma G7528), Kazein (Himedia RMO014), Triptofan,MgCl,,
EGTA (Biobasic Canada ED0077), Misir nisastasi, Pepton (Himedia RM-001),CaCOj3
(Botaforma lab), Amonyum Siilfat (Merck A734116), Malt Ekstrakt (Merck
VM264491106),C4HI2N0g, CuS04.5H20,MgS0,4+7H20, Fe4(S04)4, CaCl,+2H,0,
MnS04.H,0, Agar (Himedia RM026), ABTS (Sigma A9941-100Tab), H,O,, KMnQO,
(Merck), Sodyum Sitrat tribasic dihidrat (Sigma S4641)

2.2. Kullamilan Hiicreler

Escherichia coli JIM101, Bacillus WB800, Bacillus megaterium
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2.3. Molekiiler Calismalar

2.3.1. Mikroorganizma ve Kiiltiir Kosullar:

Trabzon ve ¢evresinden gesitli toprak, giibre, petrole bulasmis toprak, ¢iirlimiis odun
ve bitki 6rnekleri steril sartlar altinda laboratuvara getirilerek lignin igeren sivi besiyerine
inokiile edildi ve zenginlestirme kiltiirleri yapildi. 30°C’ de, 2-3 giin siireyle inokiile
edilen 6rnekler daha sonra lignin agar (5 g lignin; 17,3 g agar; 1000 ml fizyolojik distile
su) besiyerine ekildi ve olusan koloniler gozle veya binokiiler mikroskopla gozlenerek saf
kiiltirleri yapildi. Lignin degrede edebildigi belirlenenve saf kiiltiirleri yapilan 16 farkli
izolatin genomik DNA’s1 izole edilerek16S rDNA primerleriyle PCR gerceklestirildi. Elde
edilen PCR iriinlerinin Macrogen (Hollanda) firmasi tarafindan gergeklestirilen dizin

analizlerine gore 16 tiir belirlendi.

2.3.2. Lakkaz Aktivitesinin Varhgmin Belirlenmesi

Tanimlanan lignolitik izolatlar 6ncelikle NA (Nutrient Agar) besiyerinde biiyiitildii.
Olusan koloniler guaiacol ile muamele edildi ve 4 saatlik inkiibasyon periyodu sonunda

mor rengi alan izolatlarin lakkaz igerdigi tespit edildi.

2.3.3. Lignin Degradasyon Hizimin Belirlenmesi

Lignin degradasyon oranlarmin belirlenmesi i¢in izolatlar, lignin degredasyon sivi
besiyerine (KH,PO, 1 g; NaHPO, 4 g; NaCl 0,2 g; MgS0O,.7H,0 0,2 g; CaCl, 0,05 g;
Maya ekstrakti 2 g; Lignin 5 g; Distile su ile 1000 m1’ye tamamlanmis) inokiile edilip 37
°C’de 120 rpm’de 1 hafta siire ile inkiibasyona birakildi. Deneyde iki farkli kontrol
kullanildi. Bunlardan birisi bakteri inokiile edilmeyen ligninli sivi besiyeri digeri ise
yukarida tanimlanan besiyerinin lignin igermeyen versiyonuna bakteri inokulasyonu

yapilarak olusturulanidir (ElI-Gammal vd., 1997).
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Sekiz haftalik siire sonunda bakteri asilanmis ve 37°C’de inkiibe edilmis olan kiiltiir
otoklavda steril edildikten sonra, énceden kurutulmus ve agirliklart kaydedilmis olan filtre
kagitlarindan siiziildii. Stizme isleminden sonra filtre kagitlarinin iizerinde kalan lignin,
Pastor firmninda tekrar kurutuldu. Bu islemin ardindan tartim islemi tekrarlandi ve kagidin
kaydedilen ilk agirligi son agirligindan ¢ikarildi. Boylece olusan fark filtre kagidi tizerinde
kalan lignin agirligi olarak belirlendi (EI-Gammal vd., 1998).

Sonug olarak %57 oraninda lignin degradasyon hizina sahip Bacillus megaterium

calismaya uygun bulundu.

2.3.4. Genomik DNA izolasyonu

Bacillus megaterium’un genomik DNA izolasyonu Promega Genomik DNA
izolasyon Kiti kullanilarak yapildi. Bakteri 3 ml LB besiyerine ekildi ve 37°C’de gece
boyunca sulu calkalayicida inkiibe edildi. Biiyiimiis olan gece kiiltiirii 13.000 rpm’de 2 dk
santrifiij edildi ve silipernatant atildi. Hiicreler 480 pl 50 mM EDTA igerisinde ¢oziildii.
120 pl 10 mg/ml lizozim ilave edildi, hafif¢ce pipetleyerek karistirildi ve 37°C’de 60 dk
inkiibe edildi. Elde edilen karisim 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi ve siipernatant atildi.
Tipe 600 pl Nuclei Lyzis soliisyonu eklendi ve hafifce pipetle karistirildi. Karigim
80°C’de 5 dk inkiibe edildi ve oda sicakligmma ulastiktan sonra 3 pl RNaz soliisyonu
eklendi. Tiip 2-5 kez alt-iist edildi ve 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Karisim oda sicakligina
ulastiktan sonra 200 pl Protein Precipitation solusyonu eklendi ve 20 sn vortekslendikten
sonra 5 dk siireyle buza birakildi. 5 dk sonunda 13.000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi.
Stipernatant i¢inde 600 pl izopropanol bulunan yeni bir ependorfa aktarildi. Ependorf
pellet olusuncaya kadar alt tist edildi ve 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Siipernatant
dokildii. Pelletin tizerine 600ul oda sicakliginda %70’lik etanol eklendi ve alt {ist
edildikten sonra 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Pipetorle siipernatant uzaklastirildi ve
etanolun tamaminin uzaklagmasi i¢in mikrosantrifiij tiipii 15 dk 37°C’de bekletildi. Pellet
tizerine 100 pl DNA Rehydration soliisyonu eklendi ve 65°C’de 1 saat inkiibe edildi.
Genomik DNA izolasyonu tamamlandiktan sonra, elde edilen DNA kullanilacagi zaman
kadar +4 °C’de saklandi.
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2.3.5. Primer Dizaym

GenBank’ta daha Onceden var olan Bacillus megaterium’un genomundan
yararlanilarak lakkaz geninden, genin bas ve son kismina uygun geri primeri, primerlerin
uclarina endoniikleaz kesim bolgeleri ilave edilerek dizayn edildi. Genin klonlanacagi
PMAOQ911 shuttle vektoriiniin ¢oklu klonlama bdlgesinde bulunan ve gen igerisinde kesim
bolgesi bulunmayan ECORI kesim bolgesi ileri primerine ve BamHI kesim bolgesi geri

primerine eklendi. Dizayn edilen primerler asagidaki gibidir:

Lak0911F: 5°- ggA ATT CAT gAATCC TgA gCC ATT A-3° 25nt

Lak0911R: 5'- Cgg ATC CTT ACT CCT CCT TAA AgC CTA Tg -3' 29 nt

2.3.6. PCR ile Lakkaz Geninin Elde Edilmesi

Lak0911F ve Lak0911R primerleri ile Bacillus megaterium’un genomik DNA’si
kalip olarak kullanilarak PCR gergeklestirildi. PCR sartlar1 su sekildedir: 95°C’de 3
dakikalik denatiirasyon basamagi ardindan 36 dongii, 94°C’de 30 sn denatiirasyon,
53°C’de 30sn baglanma (annealing) ve 72°C’de 45 sn uzama (extention) ve son olarak da
72°C’de 5 dakika olacak sekilde son uzamaya tabi tutularak gergeklestirildi. PCR
sonucunda olusan DNA fragmentleri, 0,5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden %0,7’lik
agaroz jelde yiiriitiilerek BioDoc Analyze jel goriintiileme sistemi ile goriintiilendi. PCR ile
cogaltilan pargalar, pPGEM-T Easy Klonlama Kiti kullanilarak pGEM-T Easy klonlama
vektoriine, firmanin 6ngordiigii konsantrasyonlar ve sartlar gergeklestirilerek klonlandi (5
pl 2X tampon, 1 pul pGEM-T vektor, 3 ul PCR iirtinii ve 1 pul T4 DNA ligaz). Klonlama
sonunda olusan kolonilerden rekombinant plazmitler, Maniatis vd. (1982) gelistirdigi
plazmit izolasyon yontemine gore izole edildi ve agaroz jelde yiiriitiilerek rekombinant
genler secildi. Klon oldugunu teyit etmek ig¢in ECORI restriksiyon enzimi ile kesim
yapildive PCR iiriiniin elde edilip edilemedigi kontrol edildi. Bu sekilde dogrulugu teyit

edilen klonlarin baz dizini, otomatik dizi analizatorleri araciligi ile (Macrogen, Hollanda)
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belirlendi. Dizin analizi sonuglar1 Genbank’taki (NCBI, NIH, Washington, DC) verilerle

karsilastirildi ve elde edilendizinin lakkaz genine ait oldugu tespit edildi.

2.3.7. Lakkaz Geninin pMA0911 Shuttle Vektoriine Klonlanmasi

Icerisinde lakkaz geni oldugu kesinlesen pGEM-T vektorii E. coli IM101 hiicresinde
cogaltildive plazmit izolasyonu yapildi. PCR ile iiretilen lakkaz genin u¢ kisimlarinda
EcoRlve BamHI restriksiyon endoniikleaz kesim bolgeleri bulunmaktadir. pMAQ0911
shuttle vektorii ve igerisinde lakkaz geni tasiyan pGEM-T vektorii EcoRIl ve BamHI
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesildi. Kesim reaksiyonu, 1X enzim tamponu
igerisinde, 3 U enzim varliginda 37°C’de 2 saat boyunca gergeklestirildi. Kesim {irlinleri
%0,8’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Lineer hale getirilen pMAOQ911 shuttlevektorii ve ug
kisimlarindan kesilen PCR iirlinliniin bulundugu bantlar jelden kesilip alindive bir Jelden
Cikarma Kiti (Fermentas) araciligi ile temizlendi. Temizlenen iirlinler ligasyon iglemi ile
halkalagtirildi. Ligasyon; 1 pl 10X tampon, 1 U T4 DNA ligaz enzimi icerecek sekilde 10
pl son hacimde 16°C’de 16 saat boyunca gerceklestirildi.

Ligasyon triinii, Bacillus WB800 ekspresyon hiicresine aktarildi. Transformasyon
i¢in, kompetent hiicre hazirlamak iizere Bacillus WB80030°C’de gece boyu biiyiitiildii. Bir
gecelik kiiltiirden 10 ml SPI (10 ml Spizizen’s salts, 100 pl %50 glukoz, 50 pl %2 kazein,
50 pl %10 maya ekstrakti, 250 pl 2mg/ml triptofan) besiyerine 1:100 oraninda ekim
yapildi. Hiicreler durgun faza gelene kadar yaklasik 4 saat 37°C’de 160 rpm’de iiremeye
birakildi. Bu siire sonunda 1 ml hiicre 20 ml SPII (20 ml SPI, 50 pl 50 mM CacCl2, 50 ul
250 mM MgCly, 50 pl 2mg/ml triptofan) besiyerine transfer edildi ve 30°C’de 80 rpm’de 2
saat inkiibe edildi. 2 saat sonunda hiicreler 14 ml’lik tiiplere alinarak 10 ul 100mM EGTA
ilave edildi ve oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Daha sonra kompetent hale gelen
hiicrelere 1 pg plazmit eklendi ve 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Petri {izerinde olusan
kolonilerin hangisinin geni tasidiginibelirlemek icin kolonilerden rastgele se¢cim yoluyla
tarama yapildi. Kontrol olarak lakkaz icermeyen pMAO0911 shuttle vektoriiyle birlikte
secilen koloniler 3 ml (50 pg/ml kanamisin i¢eren) LB besiyeri igerisinde bir gece boyunca

37°C’de inkiibe edildi. Uretilen hiicrelerden plazmitler izole edildi. izole edilen
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plazmitlerden %0,8’lik agaroz jel elektroforezde vektorden agir olanlar secildi ve BamHI

ve EcoRI restriksiyon endoniikleaz ile kesilerek klonlamanin olup olmadig: kontrol edildi.

2.4. Biyokimyasal Calismalar

2.4.1. Lakkaz Proteinin Ekstraksiyonu

Lakkaz genini igerdigi belirlenen koloniden, 50 pg/ml kanamisin iceren 50 ml LB’ye
inokiilasyon yapilarak geceboyu biiylimeye birakildi ve olusan kiiltiiriin optik yogunlugu
ol¢iildii. Bu kiiltiir kullanilarak, 2 L 100 pg/ml kanamisin igeren %1,5 oraninda musir
nisastasi igeren LB besiyerine (1g pepton, 0,5 g yeast, 0,5 NaCl, ve 1,5 g misir nisastasi
100ml ddH,0) optik yogunlugu 0,1 olacak sekilde tekrar ekim yapildi. 37°C’de 200
rpm’de36saatlik inkiibasyonun ardindan biiyiitiilen hiicreler 10.000 rpm’de 10 dk santrifiij
edilerek coktiiriildii. Elde edilen siipernatant i¢in kontrol olarak enzim aktivitesi yapildi ve

protein SDS poliakrilamid jel elektroforezinde yiiriitiilerek tespit edildi.

2.4.2. Lakkaz Enzim Aktivitesinin Arastirilmasi

Lakkaz aktivitesinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi i¢in ABTS substrati
kullanildi. Reaksiyon, 0,5 mM ABTS 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic
acid), 0,1 M sodyum asetat tamponu (pH 5,0) ve uygun miktarda enzim igerecek sekilde
hazirland1 ve 420nm’de pik veren okside haldeki iiriin; ABTS?" absorbansi olciilerek

aktivite tayini yapildi (More vd., 2011).

2.4.3. Protein Konsantrasyon Tayini

Protein konsantrasyonu tayini Bradford’un (1976) yilinda gelistirdigi yonteme gore
yapilmistir. Commassie Brillant Blue G-250 boyasi kullanilmistir. Bu boya ile ilk olarak
BSA (Bovin Serum Albumin) kullanilarak 595 nm dalga boyunda protein konsantrasyonu
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standard1 grafigi olusturuldu. Standart grafik i¢in 2, 4, 6,10, 15, 20, 40, 60, 80 ug BSA
iceren ¢ozeltiler 0,15 M NaCl ile 100 pul’ye tamamlandi. Her bir 6rnegin lizerine 5 ml
Commasie Brillant Blue eklenildi. Protein ve boya karisimlarivortekslendi ve oda
sicakliginda 15 dk bekletildi. Standart grafik olusturulduktan sonra, drneklerin 6l¢limii
yapilirken degisik miktarlarda 6rnek 0,15 M NaCl ile 100 pl’ye tamamlandive {izerine 5 ml
boya eklendi. Protein ve boya karisimivortekslendikten sonra oda sicakliginda 15 dk
bekletildi. Siiresonunda standart grafigin yiiklendigi Agilent 8453E UV-visible
Spectroscopy System cihazi kullanilarak 595 nm’de Olgiimler yapildi ve protein

konsantrasyonu pg/pl cinsinden hesaplandi.

2.4.4. Lakkaz Protein Varh@immin SDS Jel Elektroforezi ile Teyit Edilmesi

Protein jel elektroforezleri Hoeffer SE 600 marka elektroforezde %12’lik
jelkullanilarak 15 mA’lik akim altinda gergeklestirildi. Bacillus megaterium lakkazinin
varligini kontrol etmek ve molekiiler agirligini hesaplamak i¢in enzim, molekiiler agirlig
belli olan bir protein markiriile birlikte SDS poliakrilamid jel elektroforezinde yiiriitiildii.
Her bir 6rnekten 50 pg protein kullanildi. Her bir Ornek iizerlerine esit miktarlarda
muamele (0,15 M Tris-HCI pH 6,8; %4 SDS; %20 Gliserol; %6 p-merkaptoetanol)
tamponu ilave edildi ve sonrasinda 99°C’de 4 dakika bekletilerek Maniatis ve arkadaglari
(1982) tarafindan tanimlanan %12’lik sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jeline (SDS-
PAGE) yiiklendi ve 15 mA akim altinda, yliriitme boyasi jelden ¢ikana kadar yiiriitiildii.
Yiiriitme islemi sonrasinda jel, Commasie Brillant Blue (%0,125 Commasie Brillant Blue
R-250, %50 metanol, %10 asetik asit) boyasiile 1 saat boyand1 ve hemen ardindan 1.
yikama soliisyonunda (%50 Metanol, %10 Asetik asit %40 ddH2O) 1 saat bekletildi. Daha
sonra 2. yikama solusyonunda (%7 asetik asit ve %5 metanol) bantlar belirginlesinceye

kadar bekletildikten sonra bilgisayar tarayicisiile fotograflandi.
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2.4.5. Lakkaz Karakterizasyonu

2.4.5.1. Lakkaz Optimum Sicaklik ve Isil Stabilitesi ile Optimum pH ve pH

Stabilite Degerlerinin Belirlenmesi

Lakkazin optimum sicakligi, uygun pH tamponunda 20-80°C araligindaki sicakliklar
denenerek belirlendi. Lakkaz enziminin kararliligina 1sinin etkisini incelemek i¢in enzim50
mM sitrat (pH 4,5) tamponu igerisinde, 150 dakika siireyle 40°C, 50°C, 60°C, 70°C ve
80°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon boyunca belirli zaman araliklarinda tiiplerden alman
orneklerde kalan aktivite, optimum pH ve sicaklikta standart aktivite testine gore dlgiildii.
Deney baglangicinda yani sifirinci dakikada tiiplerden alinan orneklerin aktivitesi ile
istenilen zamanlarda alinan orneklerdeki aktiviteler kiyaslanarak bir 1sil kararlilig: grafigi
cizildi.

Lakkazin, 50 mM sitrat tamponu (pH:4,0-6,0),50 mM fosfat tamponu (pH 6,0-8,0),
50 mM Tris-HCI tamponu (pH 8,0-9,0) igeren reaksiyonlari karsilagtirilarak optimum
pH’s1 belirlendi. Lakkaz enziminin pH kararliligin1 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. Inkiibasyon sonrasinda kalan aktivite;
optimum pH ve sicaklikta standart aktivite testine gore Olciilerek enzimin en kararli oldugu

pH belirlendi.

2.45.2. Lakkaz Ky, ve Viyax Degerlerinin Hesaplanmasi

Bacillus megaterium lakkazinin  kinetik  verileri, yapilan 6n ¢aligmalar
sonucundabelirlenen, 0,1-4 uM arasindaki substrat konsantrasyonlariile gergeklestirilen
serireaksiyonlar ile belirlendi. Reaksiyonlar 100 mM sodyum asetat tamponu (pH 5,0)
kullanilarak 60°C degergeklestirildi. Bacillus megaterium lakkazinin Ky, ve Vs degerleri

Orijin programiyla hesaplandi.
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2.5. Lakkazin Kagit Hamuruna Uygulama Calismalari

2.5.1. Kagit Hamuru Kaynag

Calismada tilkemizde ibreli agagtan kraft yontemiyle kagit hamuru liretimi yapan
Oyka-Zonguldak-Caycuma fabrikasindan satin alinan kizilgam kagit hamuru kullanildi.
Deneyler igne yaprakli kizilgam tiirlerinden elde edilen orijinal Kappa numarasi 45 olan
Kraft hamuru {izerinden yiiriitiildii. Calismada ayrica, Kahramanmaras Siitcii Imam
Universitesi, Orman Fakiiltesi, Orman Endiistri Miihendisligi laboratuvarinda yapilan atik

kagit hamuru kullanildu.

2.5.2. Kagit Hamuru Agartma Calismalari

Yapilan bu ¢aligmada kagit hamurlarinin agartilmasinda, “XOQP” kademelerinden
olusan TCF agartma dizini uygulandi. Bunlar: Enzim Delignifikasyonu (X), Oksijen
Delignifikasyonu (O), Selat Yikamasi (Q), Hidrojen Peroksit Agartmasi (P).

2.5.2.1. Kagit Hamurunun Rekombinant Bakteri ile Muamele Sartlarinin

Optimizasyonu

Kagit hamuru rekombinant bakteri ile muamele edilerek delignifikasyonu saglamak
amaciyla yapilan ¢alismada 48 saatlik 25 ml bakteri kiiltlirii, 5 g tam kuru hamur iceren
500 ml MSM besiyerine (L™: yeast ekstrakt 6 g, sodyum kloriir 4 g, magnezyum siilfat 0,2
g, kalsiyum karbonat 0,1 g, amonyum siilfat 0,5 g, malt ekstrakt 6 g) inokiile edildi ve
bakterinin sahip oldugu enzimin optimum sicakligir ve bakterinin biiyiiyebildigi optimum
sicaklik dikkate alinarak ayarlanan belli bir sicaklikta 250 rpm’de 7 giin boyunca inkiibe
edildi. Daha sonrabakteri bilylimesi ve enzim iiretimini optimize etmek amaciyla farkli

sicakliklar ve farkli pH’lar denendi. Optimizasyon parametreleri Tablo 7 *de verilmistir.
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Tablo 7. Rekombinant bakteri ile agartma optimizasyon sartlari
Sicaklik 30°C 40°C 50°C 60°C

pH 4,0 5,0 6,0 7,0

Kontrol grubu olarak, rekombinant bakteri icermeyen hamur Ornegi ayni sartlar
altinda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra hamur distile su ile yikandi ve daha
sonra hamurun rutubeti TAPPI T 264 om-88 standart metoduna gére belirlendi. Optimum

sartlarin belirlenebilmesi i¢in TAPPI T 236 om-99 standardina gore Kappa tayini yapildu.

2.5.2.2. Kagit Hamurunun Enzimle Muamele Sartlarinin Optimizasyonu

Lakkazin, kizilgam kagit hamuru {izerindeki ligninolitik aktivitesinin arastirilmasi
amaciyla enzim optimizasyon caligmalari yapildi. Optimizasyon, hamur konsantrasyonu,
enzim miktar1 ve ABTS miktar1 gibi parametrelerin farkli degerlerde degistirilmesi ile
gerceklestirildi (Tablo 8). Optimizasyon parametreleri belirlenirken ABTS substrati

enzimin aktivitesini arttirmaya yardimei olan mediatér madde olarak kullanildi.

Tablo 8. Enzimatik agartma optimizasyon sartlari

Enzim miktar1 4 Ulg 6 Ulg 8 Ulg 10 U/g

(Ulg)

Hamur %3 %5 %7 %10
Lakkaz

konsantrasyonu

ABTS 1mM 2 mM 3 mM 4 mM

konsantrasyonu

Kagit hamurunun enzim ile muamelesi, enziminoptimum sicaklik ve pH’s1 da
polietilen poset igerisinde kagit hamuru ve enzimin karistirilarak sulu sallayicida

inkiibasyona birakilmasiyla gergeklestirildi. Kontrol grubu olarak, enzim icermeyen hamur
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ornegi ayn sartlar altinda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra hamur distile su ile
yikanarak hamurun rutubeti TAPPI T 264 om-88 standart metoduna gore belirlendi.
Optimum sartlarin belirlenebilmesi icin TAPPI T 236 om-99 standardina gore kappa tayini
yapildi.

2.5.2.3. Oksijen Delignifikasyonu (O)

Enzim agartmasi yapilan kagit hamurlar i¢in oksijen delignifikasyonu tabloda
verilen sartlara gore gergeklestirildi. Hem kontrol hem enzim igin ayr1 ayr1 50 g tam kuru
hamur kullanildi. Kagittaki ksilanlar1 uzaklastirmak i¢in %4 oraninda NaOH kullanildi
(Sixta, 2006). Magnezyum siilfat ise, selillozun c¢ozeltide meydana gelen radikaller
tarafindan bozunmasini ve katalitik ayrismasini 6nlemek amaciyla %1 oraninda kullanild:

(Tablo 9) (Linden ve Ohman, 1997; Van Heiningen ve Violette,2003).

Tablo 9. Oksijen delignifikasyon sartlart

OKSIJEN DELIGNIFIKASYONU (O)

NaOH Orani (%) 4
MgSO, Oran1 (%) 1
0, Basinci (kg/cm?) 7
Islem Siiresi (dk) 60dk
Sicaklik (°C) 100°C
Kons. (%) 12

2.5.2.4. Selatlama islemi (Q)

Hamurlarin agartma isleminde genellikle son kademe olarak kullanilan peroksit
kademesinden oOnce, metal iyonlarinin uzaklastirilmasi amaciyla hamurlara ¢elatlama
islemi uygulandi. Selatlama isleminde selatlayici olarak EDTA (etilendiamin tetraasetik
asit) kullanildi. Hem kontrol hem enzim i¢in 50°ser gr tam kuru hamur kullanilarak

tablodaki sartlar altinda selatlama yapildi (Tablo 10 ).
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Tablo 10. Selatlama sartlar

SELATLAMA ISLEMI (Q)
Selatlayici EDTA
Selat Orani (%) %?2
Ik pH 7
Islem Siiresi (dk) 60 dk
Sicaklik (°C) 90°C
Kons. (%) 12

2.5.2.5. Hidrojen Peroksit Agartmasi (P)

TCF agartmasinin son kademesi olarak hidrojen peroksit kullanildi. Hidrojen
peroksit agartmas1 Kappa numarasindan ziyade parlaklik artisinda etkili olan kimyasal bir
maddedir. Bu asamada %4 oranindaki NaOH, hidrojen peroksidin aktif olabilmesi i¢in
gereken alkali bir ortam olusturma amaciyla kullanildi ve bu son kademede de yine hem

enzim hem kontrol grubu igin 50’ser gram tam kuru hamur kullanildi (Tablo 11 ).

Tablo 11. Hidrojen Peroksit agartma sartlari

HIDROJEN PEROKSIT AGARTMASI (P)

H,0, (%) %5
NaOH (%) %4
MgSO, (%) %1
Islem Siiresi (dk) 120 dk
Sicaklik (°C) 80°C

Kons. (%) 12
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2.5.3. Kagit Hamuruna Uygulanan Analiz Yontemleri

2.5.3.1. Kraft Lignin Degredasyon Zonunun Belirlenmesi

%0,25 oraninda Kraft lignin igeren LBM (L: KH,PO, 1 g, C4HI:N2Og 0,5 g,
CuSQO4.5H,0 0,001 g, MgSO,4+7H,0O 0,5 g, Fe,(SO4)3 0,001 g, Yeast Extract 0,01 g,
CaCly*2H,0 0,01 g, MnS0O4.H,0O 0,001 g, agar 16 g) bazal medyumu hazirlandi ve 7
cm’lik petrilere dokiildii. Daha sonra besiyeri igerisine steril cam ¢ubukla 0,5 cm ¢apinda
kuyucuk agilarak icerisine 100 pl enzim koyuldu. Enzimin optimum c¢aligsma sicaklikligina
gore ayarlanan etiivde 1 gece bekletilen petride kuyucugun etrafinda agik renkli zon

olustugu gozlendi ve kraft lignini degredasyonu gozle test edildi.

2.5.3.2. Kraft Lignin Degredasyon Oraninin Belirlenmesi

%0,25 oraninda kraft lignin iceren LBM bazal medyumu kullanilarak yapilan
deneyde sivi besiyeri igerisine 100 pl enzim koyuldu. Enzimin optimum c¢alisma
sicaklikligina gore ayarlanan etiivde 2 saat bekletilen medium, spektrofotometrede 465
nm’de Olgiilerek enzimin kraft lignin degredasyonlar1 tespit edildi. Kraft lignin

degredasyon oranlarini belirlemek i¢in asagidaki formiil kullanildi:

Ik Absorbans—Son Absorbans
% Degr = - X1
% 2 edasyon Ilk Absorbans 00

2.5.3.3. Kagit Hamurunun Enzimle Muamelesi ve Kappa Numarasi Tayini

Zonguldak Caycuma’dan temin edilen ve orijinal Kappa numarasi1 45 olan Kraft
hamurunun enzim aracilifiyla delignifikasyonu i¢in 5 g tam kuru hamur %S5 yogunlukta
olacak sekilde pH 4,5 olan sitrat tamponunda 120 dakika bekletildi. Enzim miktar1 0,5 kg/t
hamur olacak sekilde ayarlandi.

Kappa numarasi, 1 g tam kuru hamurun, belirli kosullar altinda tiikettigi 0,1 N

KMnQO; ¢ozeltisinin mililitre cinsinden Sl¢iisiidiir. Kappa numarasi, hamur {iretim yontemi
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ve kullanilan hammaddeye bagli olarak belirlenen 0,15 faktoriiniin ¢arpilmasi sonucu elde
edilen deger % olarak hamurda kalan lignini vermektedir. Bu nedenle Kappa numarasi,
agartmada kullanilacak reaktiflerin miktarinin hesaplanmasinda ve ligninden arindirilmig
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 uygulandi.

2.5.3.4. 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 hesaplanmistir.

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

Burada;
Ka: Delignifikasyon 6ncesi Kappa numarasi

Kb: Delignifikasyon sonras1 Kappa numarasidir.

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

yapildi.

2.5.4. Kagitlara Uygulan Fiziksel ve Optik Testler

Yapilan “XOQP” agartmasi1 sonucu lakkaz enzimiyle muamale edilerek agartma
dizinine tabi tutulan hamurlardan elde edilen deneme kagitlarinin fiziksel ve optik
ozellikleri incelendi. Standart yontemlere gore yapilan test kagitlar1 {izerinden kopma
uzunlugu, patlama ve yirtilma indisleri gibi fiziksel diren¢ 6zelliklerinin yaninda parlaklik
gibi optik 6zellikleri ve gramaj, kalinlik, yogunluk ve hacimlilik gibi diger 6zellikleri ayri

ayr1 belirlendi.
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2.5.4.1. Test Kagitlarinin Hazirlanmasi

Agartma yapilmis kagit hamurlarindan Regmed marka Rapid Kdéthen laboratuar tipi
kagit makinesinde 70 +5 g/m2 agirliginda kagitlar yapildi. Yapilan deneme kagitlar1 TAPPI
T 402 om-88 standardina gore sicaklik 23+3°C ve bagil nemi % 5043 olarak ayarlandi ve
kondisyonlama odasinda 24 saat siireyle bekletildikten sonra fiziksel testlere tabi tutuldu
(Sekil 11).

Cekme icin 2 adet

-

Patlama Yirtilma

Yurtilma Patlama

Sekil 11. Deneme kagitlarinin fiziksel testlere hazirlanmasinda

olusturulan kesim sablonu

2.5.4.2. Gramaj, Kalinlhk, Yogunluk ve Hacimlilik Tayinleri

Kullanilan test kagitlarinin gramajlart TAPPI T 410 om-98 standardi kullanilarak
yapildi ve sonuglar 1 m? deki tam kuru madde miktar1 olarak verildi. Ayrica kagitlarin
kalinliklart TAPPI T 411 om-88 standardina uygun olarak belirlenirken hacimlilik ve

yogunluk degerleri ise hesaplama yoluyla bulundu.
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2.5.4.3. Patlama Testi

Kagitlarin patlama testleri Tappi 403 om-91 metoduna gore Miillen aletinde kg/cm?
cinsinden tipi standart patlama test cihazinda gerceklestirildi. Patlama direnci kadran

tizerinden kgf/cm2 olarak kaydedildi ve patlama indisi asagidaki formiile gére hesaplandi.

Patl. Dir.(k $)x 98,06
Patlama indisi (kPa.m?/g) = . Giafncif(/;;lngc

2.5.4.4. Kopma Testi

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

asagidaki formiile gére kopma indisine ¢evrildi.

Kopma Direnci (gf) x 0,0098
Serit genisligi (m) x Gramaj (g/m?)

Kopma indisi (N.m/g) =

2.5.45. Yirtilma Testi

Yirtilma testi, Tappi 414 om-88 standardina gore Elmendorf-1650 tipi yirtilma
cithazinda 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.
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Okunan Deger x 3 x 9,8
Kagit ad. x Gramaj ( g/m?)

Yirtilma indisi (mN.m?/g) =

2.5.4.6. Deneme Kagitlarima Uygulanan Optik Testler

Standart yontemlere gore elde edilen kagitlarin optik Ozelliklerinin tespitinde
Elrepho 3300 model spektroskopik cihaz kullanilmistir. Kagitlarin parlaklik 6l¢timleri
ISO/DIS 2470 standardina uygun olarak gergeklestirilmistir.

2.6. SEM Analizi

Calismada lakkaz ile muamele edilen kizilgam Kraft lignin hamurlar1 tarama elektron
mikroskobunda (SEM) incelendi. Kraft hamur Ornekleri 6nce nemden tamamen
uzaklasacak sekilde etiivde kurutuldu. Ardindan hamur, altin ile kaplandi. Daha sonra lifler
5kV’da incelendi (Roncero vd., 2000,2003; Nagar vd., 2013).



3. BULGULAR

3.1. Lignin Degrede Eden Bakterler

Trabzon ve gevresinden gesitli toprak, giibre, petrole bulagmis toprak, ¢ilirlimiis odun
ve bitki Orneklerinden alinan ve 30°C’ de, 2-3 giin siireyle lignin agar besiyerinde
biiyiitiilen izolatlarin, genomik DNA’lar1 izole edilerek 16S rDNA primerleriyle PCR
gerceklestirildi. Elde edilen PCR iiriinleri dizin analizine tabi tutuldu ve sonugta izolatlarin
Klebsiella pneumonia (Klebsiella pneumonia T1, T2, T3), Bacillus sp. (Bacillus sp. Al,
A2, A3, A4), Pseudomonas sp. (Pseudomonas sp. B1l, B2, B3), Streptomyces sp.
(Streptomyces sp. C1, C2, C3, C4) ve Enterobacter sp. (Enterobacter sp. D1, D2)
cinslerine ait oldugu tespit edildi. Daha sonra guaiacol ile muamele edilen kolonilerden
Bacillus megaterium’a ait kolonilerin 4 saatin sonunda mor rengini almasi ile Bacillus
megaterium‘un lakkaz aktivitesine sahip oldugu teyit edildi ve galismaya bu bakteri ile
devam edildi. Bacillus megaterium ile yapilan analizde, lignin degradasyon hizinin %57

oldugu belirlendi.

3.2. Bacillus megaterium’a Ait Lakkazin Gen Dizisinin Belirlenmesi

Bacillus megaterium’un genomik DNA’s1 kalip olarak kullanilarak Lak0911F ve
Lak0911R primerleri ile elde edilen PCR iriinii, pGEM-T Easy klonlama vektoriine
klonlanarak rekombinant plazmit dizin analizine tabi tutuldu. Elde edilen diziler
Genbank’ta (NCBI, NIH, Washington, DC) var olan verilerle karsilastirildi ve sonugta 822
nt’lik bu dizinin lakkaz genine ait oldugu belirlendi. (Elde edilen niikleotit siras1 Ek-
1’dedir.) (Sekil 12).
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M Lakkaz

1000bp <

Sekil 12. M: Marker, Lakkaz genine ait DNA fragmentinin PCR

goruntisu

3.3. Lakkaz Geninin pMA0911 Shuttle Vektoriine Klonlanmasi ve
Ekpresyonu

PGEM-T vektoriineklonlanmis olan lakkaz geni ve pPMAQ0911 vektoriiniin her ikisi
de BamHI ve EcoRI restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesildi. Ardindan %1,0’lik
agaroz jelde yiiriitiilerek gen bolgesi ve pMAO0911 vektorii jelden ¢ikarma kiti ile jelden
cikarilarak ligasyonlari yapildi. Elde edilen rekombinant plazmit, ekspresyon hiicresi
Bacillus WBB800 ‘ye aktarildi (Sekil 13).

6000 bp

1000 bp

Sekil 13. M: Marker, 1: Lakkaz igeren pMA0911 vektoriiniin kesimi
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3.4. Lakkaz Proteninin SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezinde Gosterilmesi

Bacillus WB800 ekspresyon hiicresine transforme edilen lakkaz proteini, hiicrelerin
100 pg/ml kanamisin i¢eren misir nisastali besiyerideki 36saatlik inkiibasyonu sonucunda
elde edildi ve lakkaz igermeyen Bacillus WB800 proteiniyle birlikte %12’lik SDS

poliakrilamid jel elektroforezinde goriintiilendi ve agirhigi yaklasik 30 kDa olarak

belirlendi (Sekil 14).

98]
N
[y

30kDa <+— [

Sekil 14. Lakkaz proteinin SDS goriintiisti 1: Marker, 2: Lakkaz iceren
Bacillus WB80O0 siipernatant1 3: Lakkaz igermeyen Bacillus
WB800 siipernatanti

3.5. Lakkazin Biyokimyasal Karakterizasyonu

3.5.1. Optimum Sicakhk

Lakkazin optimum sicakligini belirlemek i¢in, lakkaz aktivitesi i¢in 20, 30, 40, 50,
60, 80°C’deki sicakliklarda reaksiyon oOlgiimleri yapildi ve bir sicaklik-aktivite grafigi

olusturuldu. Olusan grafige gore, elimizde bulunan Bacillus megaterium’a ait lakkazin

optimum sicakligr 60°C olarak belirlendi (Sekil 15).
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120 - Optimum Sicakhk

100
80
60

40

Bagil Aktivite (%)

20

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Sicakhik
g J

Sekil 15. Bacillus megaterium'a ait lakkazin optimum sicaklig

3.5.2. Optimum pH

Enzimler {izerindeki 6nemli etkilerden biri olan pH’nin lakkazla iliskisini belirlemek
icin pH4,0-9,0araligindaki tamponlar kullanilarak gergeklestirilen ayr1 ayr1 reaksiyonlarin
Ol¢iimleri sonucu pH-aktivite grafigi olusturuldu. Bu grafige gore, lakkazin en iyi

aktiviteyi pH 4,5’da gosterdigi goriildii (Sekil 16).

. N
120 - Optimum pH

100
80

60 -

Bagil Aktivite (%)

pH
- J

Sekil 16. Bacillus megaterium'a ait lakkazin optimum pH's1
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3.5.3. Isil Kararhilik

Lakkazin kararliligina 1sinin etkisini incelemek i¢in enzim 150 dakika siireyle 50
mM sitrat (pH 4,5) tamponunda, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C ve 80°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon boyunca belirli zaman araliklarinda tiiplerden alinan &rneklerde kalan
aktivite,optimum pH ve sicaklikta standart aktivite testine gore Olglildii. Deney
baslangicinda yani sifirinc1 dakikada tiiplerden alinan orneklerin aktivitesi ile istenilen
zamanlarda alinan Orneklerdeki aktiviteler kiyaslanarak bir 1s1l kararliligi grafigi cizildi

(Sekil 17).

4 120 - )
Isil Kararhhik
__ 100
S
g ® ——0
>
£ 60 ~—50
<
S 40 60
] =4=70
¥ 2
=80
0 T T T 1
0 50 100 150 200
Zaman (dk)
g J

Sekil 17. Lakkaz 1s1] kararliligt

Lakkaz 1s1l kararlilik grafigine bakildiginda enzimin 40°C ve 50°C’de kararli oldugu
belirlendi. Enzimin optimum ¢alisma sicakligi olan 60°C’de 60. dakikadan sonra bir miktar
diistis 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.
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3.5.4. pH Kararhhg:

Lakkaz pH kararliligini belirlemek amaciyla enzim pH’st 4,0- 4,5-5,0-5,5 ve 6,0
olan 50 mM sitrat tamponlarinda, enzimin en iyi ¢alistigi optimum sicaklikta 150 dakika
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kalan aktivite; optimum pH ve sicaklikta
standart aktivite testine gore Olciilerek enzimin en kararli oldugu pH’nin, optimum pH’s1
olan 4,5’e yakin olan pH degerleri oldugu goriildi. pH 4,0 ve 4,5’de ilk 30 dakikada enzim
aktivitesinde Onemli bir diisiis olmadigir belirlendi. 30. dakikadan sonra enzimin
aktivitesinin kismen azaldigi ve 90 dakika sonunda enzim aktivitesinin yaklasik %68’e

diistiigii tespit edildi (Sekil 18).

4 120 -+ o )
pH Kararlihg
__ 100
X
g % ——
>
£ 60 45
<
S 40 >
'} —=6=5,5
~ 20 -
=i 6
0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Zaman (dk)
- J

Sekil 18. Lakkazin pH kararliligi

3.5.5. Lakkazin K,ve Vo Degerleri

Bacillus megaterium lakkazinin substrat olarak ABTS varliginda substrat-aktivite
grafigi ¢izilerek enzimin basit Michaelis- Menten kinetigine uydugu tespitedildi. Substrat
olan ABTS i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk egrilerininolusturdugu dogrunun x-eksenini
kestigi nokta -1/ Ky, ye esitlenerek Kp, degeri 0,41+0,16 mM,y-eksenini kestigi nokta ise 1/
Vmax’a esitlenerekVmax degeri 2,39583E-6 U/mg olarakhesaplandi (Sekil 19 ).
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0,0000021

Aktivite (pmol/dk)
L

0,0000014 —

Substrat (mM)

Sekil 19. Bacillus megaterium ‘a ait lakkazin Michaelis- Menten grafigi

3.6. Kagit Hamuru Agartma Calismalariyla flgili Bulgular

3.6.1. Kagit Hamurunun Rekombinant Bakteri ile Muamele Sartlarin

Optimizasyonu

48 saatlik 25 ml bakteri kiiltiirii, 5 g tam kuru hamur igeren 500 ml MSM
besiyerinde, farkli sicaklik ve pH’larda, 250 rpm’de 7 giinlikk siireyle muamele edildi.

Ardindan herbir faktoriin Kappa numaralar belirlenerek optimum sartlar belirlendi (Tablo
12).

Tablo 12. Rekombinant bakteri agartma sonuglari

Rekombinant | Sicakhik KAPPA pH KAPPA NO.
Bakteri NO.
. 30°C 43,49+0,03 | 4,0 Kontrol 44,55+40,21
2 Kontrol
% 30°C 43,44+0,06 | 4,0 44,47+0,16
(4] o
o 40°C 44,13+0,05 | 5,0 Kontrol 44,46+0,14
£ Kontrol
g . 40°C 44,10+0,11 |5,0 44,35+0,19
:"E' g 50°C 44,62+0,08 | 6,0 Kontrol 44,7440,06
g Kontrol
@ 50°C 44,45+0,06 | 6,0 44,62+0,11
N
S 60°C 44,234+0,13 | 7,0 Kontrol 44,65+0,09
= Kontrol
= 60°C 44,18+0,10 | 7,0 44,64+0,08
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Elde edilen veriler incelendiginde Lakkaz genini igeren rekombinant bakterinin
optimum kosullar1 50 °C ve pH 6,0 olarak belirlendi. Elde edilen sonuglarin standart
sapmalar1 dikkate alinarak olusturulan tabloda verilerin dogrulugu teyit edildi. Bu veriler
dogrultusunda 6nceki ¢alismada belirtildigi gibi kontrol grubu ve deney grubu arasinda
belirgin bir fark olmadig1 ve rekombinant bakterilerin kagit hamurunun Kappa numarasini
fazla etkilemedigi goriildii. Bu sonuglardan yola c¢ikarak kagit hamurlarin agartilmasina

bakterilerle degil saf enzimlerle devam edildi.

3.6.2. Kagit Hamurunun Enzim ile Muamele Sartlarimin Optimizasyonu

Enzimin optimum sicaklik ve pH sartlari altinda kagit hamuru, farkli enzim, hamur
ve ABTS konsantrasyonlarindaenzim ile muamele edildi ve Kappa numaralari belirlendi
(Tablo 13).

Tablo 13. Lakkaz optimizasyon sonuglari

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 | 4 U/g 44,114+0,13 |1 mM 43,56+0,26
%5 Kontrol 4434+0,11 | 6 Ulg  [42,12+0,15 [2 mM Kontrol 44,55+0,14
Lakkaz | 945 42,55+0,14 | 8Ulg  [43,21+0,11 [2mM 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 13’de verilen sonuglara bakildiginda lakkaz i¢in optimum sartlarin %5 hamur
yogunlugu, 6 U/g enzim miktart ve 2 mM ABTS konsantrasyonu oldugu belirlendi.
Optimum sartlar belirlendikten sonra kagit hamurlarina agartma dizini uygulandi ve

ardindan fiziksel ve optik Ozellikleri tespit edildi. Agartma dizini sonunda kullanilan
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enzimin etkisinin saglikli bir sekilde belirlenebilmesi i¢in agartma basamaklarinda enzimli
ve enzimsiz olmak iizere 2 grup iizerinden ¢alisma siirdiiriildii. Ayrica atik kagitlari iginde

bu optimizasyonlar kullanildi.

3.7. Kagit Hamuruna Uygulanan Analizlerin Bulgulari

3.7.1. Kagit Hamurunun ‘XOQP’ Delignifikasyon Sonuclari

Kagit hamuru, her bir kademede kontrol kullanilmak {izere sirasi ile enzimatik

agartma, oksijen delignifikasyonu, selatlama ve Hidrojen peroksit agartma islemlerinden

gegirildi. Kappa numaralar1 ve delignifikasyon %’lik dereceleri hesaplandi (Tablo 14).

Tablo 14. Kizilgam kraft hamuru ve atik kagit hamuru agartma sonuglari

Agartma tipi Kappa no: Delignifikasyon derecesi (%)

= X kontrol 26,23+0,15 %35,10+0,13
é X 24,89+0,12
<
E O kontrol 16,87+0,14 %16,36+0,15
% O 14,11£0,15
% Pkontrol 10,140,14 %17,75+0,22
Z P 8,34+0,13

Agartma tipi Kappa no: Delignifikasyon derecesi (%0)
= X kontrol 44,34+0,12 % 5,05+0,31
% X 42,10+0,17
LE; O kontrol 23,33+0,08 % 27,77€1,18
v 0 16,85+0,27
‘E} P kontrol 16,11+0,05 % 19,49+0,49
5 P 12,97+0,04

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

agartmasi
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Lakkazin degredasyon orani Kizilgam Kraft hamurunda % 63,7°den %:69,1’¢, atik

kagit hamuruda ise %61,3’den %66,49’a yiikseldigi gozlendi.

3.7.2. Kraft Lignin Degredasyon Yaricapi

%0,25 lignin igeren LBM besiyeri 7cm’lik petrilere dokiildii ve petrilerde 0,5¢cm
kuyucuklar agildi. Kuyucuklara 100ul enzim koyularak bir gece enzimin optimum
sicakliginda inkiibe edildi. Sonug olarak, lakkaz bulundugu kuyucukta yaricapi 2mm olan

degradasyon zonu tespit edildi.

3.7.3. Kraft Lignin Degredasyon Oram

%0,25 oraninda lignin igeren LBM s1v1 besiyerine 100pul enzim eklendi ve 2 saat
emzimin optimum sicakhiginda inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan spektrofotometrede

465nm’de yapilan dl¢lim sonucu

ilk Absorbans—Son Absorbans
% Degredasyon = . X 100
% g y 11k Absorbans

formiiliine gore, Kizilgcam Kraft hamurunun degradasyon orani %7 olarak bulunmustur.

3.8. Kagit Hamuruna Uygulanan Fiziksel Testler

Bu calisma, agartmada enzim kullanimiin kontrol gruplar ile karsilastirilmasi
temeline dayandigindan deneme kagitlart yapilmadan dnce dovme iglemi yapilmamustir.
Dovme islemi yapilmasi direng 6zelliklerini artirmaktadir. Tablo 14’da verilen bulgulara
gore kontrol ve enzim ilaveli agartmalar karsilastirildiginda, enzim kullanilan hamurlarda
cekme indisi, kopma uzunlugu, gramaj ve kalinlik kontrole gore artis gostermistir. Patlama
indisi ve yirtilma indisi enzim ilavesi ile azalma gostermektedir. Hacimlilik ve yogunluk

degerlerinde de onemli derecede bir degisim belirlenmemistir. Bu tabloya genel olarak
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bakacak olursak enzim kullanimi fiziksel Ozelliklerde belirli bir degisiklige sebep

olmamustir (Tablo 15).

Tablo 15. Enzim uygulanan kizilgamve atik kagidihamurlarinin fiziksel 6zellikleri

Kizilgam Kraft kagit hamuru Atik kagit hamuru
uygulamasi uygulamast
Enzim adi
Kontrol Enzim Kontrol Enzim
ekme indisi
¢ 2.60:0.13 2.83:0,08 2,6740,15 | 2,72+0,16
(Nm/qg)
Patlama indisi
(kPa.m“/qg)
Yirtilma indisi
, 2.89+0,18 2.33+0,11 2,56+0,13 2,44+0,16
(mN.m“/g)
Kopma
uzunlugu 2,74+0,14 2,82+0,09 2,620,16 | 2,7120,17
(km)
Kalinlik
_ 134,330, 1 135,88+0,28 135,46+0,15 | 135 3940,
(mikron)
Gramaj
) 70,57+0,15 73,33+0,19 71,67+0,18 72,12+0,21
(gr/ m?)
Yogunluk
3 0,52+0,11 0,55+0,17 0,54+0,16 0,55+0,21
(gr/cm?)
Hacimlilik
3 1,88+0,15 1,87+0,12 1,79+0,13 1,76+0,11
(cm°/gr)
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3.9. Kagit Hamuruna Uygulanan Optik Testler

ISO parlaklik, kappa numarasina bagli olarak degisiklik gdsterir. Kappa numarasi ne
kadar diiserse, parlaklik o kadar fazla demektir. Bu asamada, agartma uygulanan kizilgam

Kraft ve atik kagit hamurunun ISO parlaklik degerleri Tablo 16°de gosterildigi gibidir.

Tablo 16. Enzim uygulanan kraft hamurlarinin optik 6zellikleri

Lakkaz Kizilgam Kraft Hamuru | Atik Kagit Hamuru

Kontrol

51,17+0,12 53,210,16

OoQP
ISO parlaklik

Enzim

(%) 56,86+0,21 56,77+0,12
XOQP

3.10. SEM Analizi Sonuglari

Lakkaz ile Kraft kagit hamurlart muamele edildiginde hamur liflerinde morfolojik
degisimler meydana gelmektedir. Enzimden kaynaklanan bu degisimler, catlaklar, pul,
delik ve ipliklenme gibi morfolojik bozulmalardir.

Kizilgam Kraft hamuru ve atik kagit hamuru ile optimum kosullar altinda yapilan
enzimatik agartma sonucu hamurlarin lif yapilar1 SEM mikroskobunda incelendi. Hamur
liflerindeki degisimlerin karsilastirilabilmesi icin kontrol gruplarininda incelenmesi
yapildi. Elde edilen bulgularda her iki hamur tiirii i¢in liflerin yapisinda morfolojik

degisimler meydana geldigi belirlendi (Sekil 20).
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Sekil 20. Kizilgam Kraft ve atik kagit hamurunun SEM goériintiileri A: Kontrol
kizilgam Kraft hamuru, B: Lakkaz uygulanmis kizilgam Kraf hamuru, C:
Kontrol atik kagidi, D: Lakkaz uygulanmis atik kagidi
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Sekil 24°de verilen Elektron mikroskobu taramasi (SEM) goriintiilerine bakildiginda
her iki hamur tiiriinde enzim muamelesi yapilmis liflerin boyutlarinda daralma meydana
geldigi goriildi. Sekil B ve D’de bazi liflerde lignin difiizyonu nedeniyle olusan delikler
goriildii. Sekil A ile B ayr1 ayr incelendiginde, kagit hamur liflerinin enzim muamelesi ile
yiizeylerinde piiriizlerin meydana geldigi ve bazi liflerde dallanmalar oldugu goriildii. Ayni
sekilde Sekil C ve D ayr1 ayr incelendiginde liflerin yiizeyinde piirlizlenme meydana
geldigi, siki dizilmis olan liflerin daha gevsek sekilde dizilmis oldugu goriildii. Bu da

lakkazin hamur lifleri tizerinde etkili oldugunu géstermektedir.



4. TARTISMA

1132741 nolu TUBITAK projesiyle desteklenen bu ¢alismada, lakkaz klonlanmus,
ekspres edilmis, kismi karakterizasyonu yapilmis ve enzimin kagit hamuru ve atik kagit
tizerindeki lignin uzaklastiric1 etkisi arastirllmistir. Bu proje, kagit ve kagit sanayinde
zararli bir kimyasal yerine enzim kullanilmasi ile Molekiiler Biyoloji’nin, endiistriyi
ilgilendiren bir arastirmasi olmasi agisindan dnemlidir.

Ilk kez 1883°de elde edilen lakkaz, calisilan en eski enzimler arasinda yer alir.
Dogada yayilis1 ve yiiksek kararlilik ve diisiik spesifite gibi avantajlar sunan molekiiler
yapist sayesinde, endiistrinin ¢ogu alaninda kullanilan ve molekiiler ve biyokimyasal yapisi
cok iyi aragtirilmis olan bir enzimdir. Lakkaz, oksidorediiktaz grubu bir enzimdir; g¢esitli
aromatik bilesenleri, fenolleri, aminofenolleri, polifenolleri, o- ve p-difenolleri,
poliaminleri, methoksifenolleri, arildiaminesleri, aromatik aminleri, tiolleri hem de iyodin
ve ferrosiyadin iyonlari gibi inorganik bilesenleri okside edebilmektedir (Christopher,
2014). Gida, kozmetik, medikal, tekstil, petrokimyasal endiistri gibi endiistrinin ¢ogu
alaninda kullanilan lakkaz, endiistriyel enzim smifina tagiyan ozellikleri; iyi derecedeki
oksidasyon o6zelligi, i¢erdigi karbohidrat yapisi sayesinde sahip oldugu yiiksek derecede
kararl1 yapisi, her yerde bulunur olusu ve diisiik substrat spesifitesidir.

Lakkaz, birgok organizmada yayilis gosterdigi i¢in, molekiiler dzellikleri ve ¢alisma
sartlar1 acisindan oldukca cesitli Ozelliklere sahiptir. Lakkaz, ilk olarak bitkilerde
kesfedilmis olmasina ragmen bitkilerin kompleks yapisindan dolayr bu alandaki
caligmalar1 kisith kalmistir. 1896’da mantarlarda kesfi ile ve buradaki yiiksek redoks
potansiyeli (+800 mV) sayesinde mantarlar alaninda bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Lakkazin
molekiiler ve biyokimyasal yapilari mantarlarla yapilan ¢aligsmalarda ayrintili olarak ortaya
konulmustur. Fakat mantarlarin pH ve sicaklik gibi uygun olmayan calisma sartlari,
calisma zorlugu, kontaminasyon riskleri, kompleks yapilari ve molekiiler calisma
alanindaki yetersizligi gibi olumsuz yonleri ile endiistriyel c¢alismalar i¢in uygun
olmayislari, arastirmacilar1 bakteriyal kaynakli lakkazlar1 aragtirmaya yoneltmistir.
Bakteriyal lakkazlar diisiik redoks potansiyeline (0,45-0,54 V) sahip olsalar da, yliksek
sicaklik (60°C’ de 66 sa), pH (7,0-9,0) ve tuz konsantrasyonlarinda aktif ve stabil olmalari

nedeni ile endiistriyel alanlarda tercih edilmektedirler. Bakteriyal lakkazlar ilk olarak
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1993’de Azospirillum lipoferum ‘da kesfedilmis ve Azospirillum lipoferum, Bacillus
subtilis, Streptomyces lavendulae, S. cyaneus ve Marinomonas mediterranea gibi
bakterilerde karakterize edilmistir (Givaudan vd.,1993). En iyi arastirma ise Bacillus
subtilis CotA lakkazi tizerinde yapilmustir.

Bacillus subtilis CotA’nin molekiiler agirligi 65 kDa’dur. Literatiirde bulunan diger
lakkazlarin molekiiler agirliklart 50 kDa ile 209 kDa arasinda degismektedir. Bu ¢aligmada
kullanilan Bacillus megaterium kaynakli lakkazin molekiiler agirligi ise 30 kDa olarak
tespit edilmistir. Bu, endiistride kullanilan enzimlerin diisiik molekiiler agirlikta olmasinin
istenen bir 6zellik olmasi agisindan bir avantaj olarak goriilebilir.

Fenolik substratlar i¢in lakkaz enzimlerinin pH bagimliliklari ¢an egrisi seklindedir.
Bunun nedeni ise pH’daki artisin, fenolik bilesiklerin pH’ya bagli olarak fenol-fenolat
dontisiimleri nedeniyle rediiksiyon potansiyelindeki bir diisiise baglanirken, aktivitenin pH
ile olan yarigmaci korelmesi ise trinuklear kiimedeki hidroksit inhibisyonuna baglanmistir
(Adams ve Ghiorse, 1987). Can egrisi seklindeki egrinin maksimum noktasi ise bu
calismada kullanilan Bacillus megaterium’da (4,5 pH) oldugu gibi genellikle asidik
pH’larda meydana gelmektedir. Ornegin, Dubé ve ark. (2008) tarafindan tekstil sektdriinde
ticarilesmis olan S.coelicolor kaynakli lakkazin (SLAC), ABTS’ye karst pH’s1 4,0 olarak
belirlenmistir.

Bu ¢alismada kullanilan Bacillus megaterium lakkazinda oldugu gibi (60°C), lakkaz
enzimleri genel olarak 70 °C’ye kadar optimum aktivite gosterirken, optimum sicakligin 70
°C’ nin tizerine ¢ikabildigi ornekleri de mevcuttur. Bu 6rneklerden biri olan B.subtilis
endospor kilif proteini olan CotA, substrat olarak ABTS’ye karsi en yliksek lakkaz
aktivitesini 75°C’de gostermistir. (Martins vd., 2008). Bacillus megaterium‘da ise lakkaz,
40 ve 50°C’lerde kararli iken enzimin optimum c¢alisma sicaklifi olan 60°C’de 60.
dakikadan sonra bir miktar diigiis gosterdigi, 150. dakikada ise enzim aktivitesinin %74
oldugu tespit edilmistir. 70°C ve 80°C’de ise enzim aktivitesinde 6nemli bir diisiis oldugu,
80°C’de 150 dakika sonunda enzim aktivitesinin %20 oldugu tespit edilmistir. Sonug
olarak, bu calismada kullanilan lakkazin optimum pH ve sicaklik agisindan, literatiirdeki
fungal lakkazlarla karsilastirildiginda iyi, bakteriyal lakkazlarla ise uyumlu oldugu
goriilmektedir. Kagit endiistrisinde ticarilesen diger enzimlerle karsilastirildiginda ise 45 —
55 °C Cartazyme, 50 — 60 °C Irgazyme, 50 °C Ecopulp, 50 — 55 °C Pulpzyme, 45 —50 °C
Resinase, 30 — 40 °C Bleachzyme, Amano90 ve Xylanase GS35 enzimleri arasinda iyi bir

sicaklik stabilitesine sahip oldugu goriilmektedir.
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Kagit ve kagit hamuru endiistrisi, odunun ve kagit hamurunun islenmesi, agartilmast,
kagidin yapimi ve atik suyun giderilmesi gibi islemleri igerir. Aquazym® BAN (Bacterial
Amylase Novo), Fungamyl® Novozym® 342 Pulpzyme™ HC Resinase® A 2X, MetZyme,
Lignozym® kagit endiistrisinde ticarilesen enzim markalaridir. Bu markalar icinde, kagida
sertlik veren nisasta molekiillerini ayrigtiran amilazlar, boya uzaklagtiran seliilaz,
hemiseliilaz (xylanase) ve esterazlar, zift aritimi i¢in lipazlar ve atik suyun giderilmesinde
kullanilan proteazlar yer almaktadir. Bunlarin yaninda lignin yapilarini uzaklastirmak
tizere son yillarda peroksidazlar ve lakkaz ile yapilan galismalar artmaktadir. LMS
sisteminin gelismesiyle birlikte peroksidazlardan daha avantajli hale gelen lakkaz kagit
endiistrisinde {imit vadeden 6nemli bir enzim haline gelmistir. Kagit hamurundan lignini
uzaklastirma islemi i¢in oncelikle ligninin %90’a etki eden mekanik ya da termal etkiler
uygulanmaktadir. Enzimatik uygulama bu asamanin ardindan kalan lignin kalintilarii
uzaklastirmak iizere oksijen, peroksit, ozon ve peroksi asitler gibi oksijen bazl
agarticilartyla birlikte kullanilmaktadir. Bu sistem, toksik ve mutajenik 6zellikteki
kloroorganik bilesiklerin yerine kullanilmasi agisindan ¢ok biiyiikk 6nem tagimaktadir.
Kagit endiistrisinde, yiliksek enerji tasarrufu, ekonomik ve c¢evre dostu enzimatik
uygulamalar ic¢in yiiksek pH ve sicaklikta kararli olan enzimler arastirilmaktadir.
Gilintimiizde var olan ticarilesmis enzimlerin kullanilabildikleri pH ve sicaklik araliklarina
bakildiginda ise; 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 igin pH 6 — 8 ve 50 — 55 °C; Resinase igin
pH 7 ve 45 — 50 °C; Bleachzyme, Amano90 ve XylanaseGS35 igin pH 4.5 — 7.0 ve 30 — 40
°C oldugu ve bu calismada kullanilan lakkazin da ticari enzimlerle uyumlu oldugu
goriilmektedir (Techapun ve ark., 2003).

Kappa numaralarinin hesaplanmas1 icin gereken sartlar i¢in hem rekombinant
bakteriye gére hem de enzime goére denenen optimizasyon sartlar1 belirlenirken bakterinin
kagit hamuruna onemli etkisi olmadigina karar verilmis ve ¢aligmaya enzime uygun olan
optimizasyon sartlariyla devam edilmistir.

Bu ¢alismada kullanilan kizilgam kagit hamurunun Kappa numarasi yiiksek (45),
agartilmas1 zor, yogun lignin igerigine sahip ve literatiirde c¢ok fazla calismanin
bulunmadigi bir hamur tiirtidiir. Genel olarak yapilan ¢alismalarda, agartma islemi daha
kolay olmasi ag¢isindan Kappa numaralar1 disik (14,2) Okaliptus hamurlari
kullanilmaktadir. Streptomyces cyaneus lakkaziyla mediator olarak ABTS kullanilarak

Kappa numarasinin % 18,4 ve bugday samaninda ¢alisilan Gammaproteobacterium ile %
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21.1, ve Pynoporus cinnabarinus ile yine Okaliptusta kappa %7 oraninda distirildigi
caligmalar bulunmaktadir. 2015°de Sondhi ve arkadaglari tarafindan yayinlanan bir
makaleye gore, Bacillus tiiriine ait lakkazin kappa numarasina etkisinin farkli sartlar
altinda ve farkli tipteki hamurlar tlzerine ¢esitli indikleyiciler uygulanarak kappa
numarasinda %47 ‘ye varan Ornekleri bulunmaktadir. Kizilgam Kraft hamurunun
delignifikasyon derecesinin % 63,7°den %69,1’e, atik kagit hamurunun derecesinin ise
%61,3’den %66,49’a yiikseldigi gézlendi. Bu sonuglara gore atik kagidi ile kizilgam Kraft
hamuru arasinda ¢ok Onemli bir farklilik olmadig1 goriilmiistiir. Buna gore, yapilan
calismada kagit hamurlarinin Kappa numaras: arttiginda delignifikasyonunun giiclestigi
goriilmektedir.

Yapilan literatiir ¢aligmalarina bakildiginda enzimlerin daha ¢ok kagit hamurlarinin
parlakligin1 arttirdigr fiziksel ozelliklerini ise belirli derecede degistirmedigi tespit
edilmistir. Camarero ve ark. 2003 yilinda lakkaz ile yaptiklar1 bir c¢alismada enzim
uygulanan kagitlarin patlama indeksinde belirli bir degisiklik gozlemlemezken, enzim
uygulamasinin yirtilma ve ¢ekme indeksini diisiirdiigiinii tespit etmislerdir. Yine Ibarra ve
ark. 2006 yilinda lakkaz kullanarak bir agartma dizini uygulamigslar ve bu c¢alisma
sonucunda enzim uygulamasinin patlama ve yirtilma indeksinde bir degisiklik meydana
getirmezken ¢ekme indeksini diisiirdiigiinii belirlemislerdir.

Kizilgam Kraft hamurunda ‘XOQP’ o6l¢iilen parlaklik degeri %56,86 olarak, atik
kagidinda da ISO parlaklik derecesi %56,77 olarak bulunmustur. Kappa numaralarinda da
cok onemli farklilik olmayan hamurlarin parlaklik numaralart da yakin ¢ikmistir. Parlaklik
sonuglarma bakildiginda, Kappa numarasiyla parlaklik arasinda bir oranti oldugu
goriilmektedir. Ornegin, Pynoporus cinnabarinus ‘da  kappa numarasit 5 birimlik
oranindaki diisiiste parlakligin %91 oraninda artarken, yapilan bu ¢aligmada 2 birimlik

diististe %56,86 oraninda arttig1 goriilmektedir.



5. SONUCLAR

Bu calismada Bacillus megaterium’a ait lakkaz geni klonlanip ekspres edilerek
vekismi olarak karakterize edilerek enzimin kraft hamuru ve atik kagit lizerindeki agartma
etkisi aragtirilmistir.

Calismada oncelikle Trabzon ve ¢evresinden gesitli toprak, giibre, petrole bulagmis
toprak, ciiriimiis odun ve bitki Orneklerinin ligninli besiyeride biiyiiyen kiiltiirleri
igerisinden lignolitik enzim igerme ihtimali olan izolatlar belirlendi. Bunun i¢in 6nce
ligninli besiyeride biiyiiyen koloniler saflastirildi. Ardindan 16S rRNA gen bdlgeleri
cogaltilarak dizin analizi gergeklestirildi. 16S rRNA dizin analizi sonuglaria goére elde
edilen izolatlarin Klebsiella pneumonia (Klebsiella pneumonia T1, T2, T3), Bacillus sp.
(Bacillus sp. Al, A2, A3, A4), Pseudomonas sp. (Pseudomonas sp. Bl, B2, B3),
Streptomyces sp. (Streptomyces sp. C1, C2, C3, C4) ve Enterobacter sp. (Enterobacter sp.
D1, D2) cinslerine ait oldugu belirlendi. Ardindan bu tiirlerin kolonileri iizerinden lakkaz
aktivitesi varligi arastirilip yeterli lignin degredasyon hizina sahip olan izolatlar secildi. Bu
izolatlardan lakkaz pozitif ve %57 oraninda lignin degradasyon hizina sahip olan Bacillus
megaterium ile ¢alismaya devam edildi.

Dizin analizi sonucu 822 nt uzunluga sahip oldugu tespit edilen Bacillus
megaterium’ un lakkaz geni, bir ekspresyon vektorii olan pMAQ0911 shuttle vektoriine
aktarildi ve olusan rekombinant plazmit Bacillus WB800 hiicresine transforme edildi ve
ekspresyonu yapildi. Yapilan kinetik analizler sonucu lakkazin optimum pH’st 4,5 ve
optimum sicakligt 60°C olarak belirlendi. Enzimin 1s1l kararliligi ve pH kararliliginin,
optimum pH ve sicakligindaki degerlere yakin oldugu goriildii. Buna gére enzim pH 4,5 ve
4,0° de, 40°C, 50°C ve 60°C’ lerde kararlh iken, 70 ve 80°C’ de aktivitesini Onemli
derecede kaybettigi gozlemlendi. Ayrica SDS poliakrilamid jel goriintiisiiyle de
desteklenen lakkazin molekiiler agirliginin 30 kDa oldugu tespit edildi.

Lakkazin kagit hamuru uygulamalar1 agartma c¢alismalarini, analiz yontemlerini,
fiziksek ve optik testlerini igermektedir.

Agartma c¢aligmalar icerisinde kraft ve atik kagit hamurunun enzim ile muamelesinin
optimizasyon sartlarina bakildi ve agartma sonucu olarak en iyi disiisiin %5 hamur

yogunlugu, 6 U/g enzim miktar1 ve 2 mM ABTS konsantrasyonunda oldugu belirlendi.
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Lakkaz kullanilarak yapilan analiz yontemleri i¢inde, Kizilgam Kraft hamuru ve atik
kagit hamurundaki degredasyon zonu, degredasyon orani ve ‘XOQP’ delignifikasyon
dereceleri hesaplandi. Kizilgam Kraft hamurunun delignifikasyon derecesinin % 63.7° den
%69.1°e, atik kagit hamurunun derecesi ise %61,3’den %66,49’a yiikseldigi gézlendi.

Lakkaz uygulanan Kraft ve atik kagit hamuruna yapilan fiziksel testler iginde,
cekme indisi, patlama indisi, yirtilma indisi, kopma uzunlugu, kalinlik, gramaj, yogunluk,
hacimlilik 6zellikleri incelendi, sonug¢ olarak fiziksel ozelliklerde belirgin bir degisim
olmadig1 gorildii.

Enzim kullanilarak elde edilen kagit hamuru ile yapilan optik testler; 1SO/DIS
2470standartlarina uygun olarak yapilan parlaklik o6l¢iimleridir.  Kizilgam Kraft
hamurunda ‘XOQP’ olgiilen parlaklik degeri %56,86 olarak, atik kagidinda da ISO
parlaklik derecesi %56,77 olarak bulundu.

Enzim uygulanan ve uygulanmayan kagit hamuru materyallerinin SEM goriintiileri
incelendi ve enzim uygulanan materyallerin uygulanmayana oranla lignin yapisindaki

delik, catlak, ipliklenme gibi yipranmalarin daha fazla oldugu goriildii.



6. ONERILER

Lakkaz, kolay ulasimi, diisiik substrat spesifitesi, yiiksek kararlilik gibi birgok
Ozelliginden dolay1 zaten endiistrinin bir¢ok alaninda kullanilmaktadir. Lakkazin
prokaryotlardan Okaryotlara kadar ¢ok g¢esitli organizmalardaki yayilisi ve her tiirlii
ortamda bulunabilirligine dayanarak endiistride kullanimi i¢in endiistriyel sartlara en iyi
derecede uyum gosteren mikroorganizmalardan lakkazin varligive bu organizmalardaki
molekiiler yap1 ve islevleri arastirilabilir. Bu zamana kadar en ¢ok mantarlarda
arastirtlmasi yapilan lakkazin, en iyi redoks potansiyeline mantarlarda sahip olmasina
karsin, mantarlarin endiistrideki kullanimin zorlugu neticesiyle son zamanlarda yapilan
caligmalar1 bakteriler iizerine yonelmistir. Lakkazin endiistriyel amagli olarak ¢ok fazla
bakteride ayrintili olarak arastirilmasi yapilmamistir. Bunun i¢in endiistride kullanilabilir
olan lakkaz tasiyan termofilik bakteriler arastirilabilir. Ayrica lakkazin gesitli tipteki
organizmalarda yapilan degisken molekiiler yapilar1 ve aktiviteleri géz Oniine alinarak
mutasyon c¢aligsmalari ile performans: arttirilabilir.

Fenolik bilesiklere etki edip fenolik olmayan bilesiklere dogrudan etki edemeyen
lakkazlar, kagit endiistrisinde diger ligninaz enzimleriyle birlikte kullanilarak TCF agartma
sisteminin etkisi arttirilabilir.

Lakkazin endiistrideki kullaniminda, kesfi yeni sayilan Lakkaz Mediator Sistemin
(LMS) gelistirilmeye ihtiyact vardir. LMS sistemi lakkazin substrat araligini
cesitlendirerek biiyiik bir avantaj saglasa da, kullanilan mediatorler, kiiclik zararsiz
kimyasallar olmalar1 sebebiyle gbze batmayan fakat kullanimlarimin yan etkileri
bilinmedigi i¢in dnemli olabilecek bir dezavantajdir. Ayrica LMS’nin kagit hamurunun
beyazlatilmasinda ABTS gibi sentetik redoks aracilarina gereksinim duymasi ise bu
sistemlerin endiistriyel 6lgekte kullanilmasinin maliyetini artirmaktadir. Bu nedenle, LMS
sistemleri ile kullanilabilecek ve maliyeti diisiirecek bazi lignin tlirevi fenoller gibi dogal
redoks aracilarminkesfedilmesine yonelik ¢aligmalar yapilabilir ya da iiriinde 6nemli bir

etki birakmayacak zararsiz mediatorler arastirilabilir.
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8. EKLER
EK-1

Ekspresyon primerleri kullanilarak PCR yontemi ile c¢ogaltilan Bacillus

megaterium’a ait 822 niikleotitlik lakkaz geninin baz dizilimi

ATGAATCCTGAGCCATTAAAAAAAAGCCATCACGAGTCGTTTATGTGGCTGAGCCCTTGGG
TAGAAAAGAATGATATGCTTGTTGCTGGTTTCACCACAAAAAATGGTGGCGTGAGTAAACG
TCCATTTGCTTCTTTTAACCTAGGGCTTCACGTAAACGATAACGTAGAAGATGTTATTACA
AATAGAAAAATTTTAGCAGCCGAACTAGACATGTCTTTTGAAAGCTTTGTATGTGCTGAAC
AAGTACATGAAGCAACTGTTCAAAAAGTAACAAAAGCCGACTGTGCAAAAGGACTCTACAA
GTATGAAGAGGGCATAAAAGCAACGGATGGCATTTATACAAATGAATCTGATATTTTGTTA
GCTTTATGTTATGCAGATTGTGTTCCGCTGTACTTCTATGCGCCAGATCACCATTTAGTTG
GTCTTGCTCATGCTGGGTGGAAAGGCACAGTAAAAGATATTGCAGGAAATATGATTCGACG
TTGGGTAGAACAAGAAAATGTTCCAGTTGAAGATATTTACGTGGCGATTGGCCCTTCGATT
GAAGATTGCTGTTATGTTGTCGATAACCGCGTCATTACACAAGTAAACGAAGTAGTTGGCC
AAAATGGATATCAAGAAGTAAGCCCTGGACAATACGCGCTTAATTTAAAAAAAGTCAATAA
GCTGCTGATTCAACACGCAGGCGTATTGCCGGAACGAATTTTAACATCGTCGTATTGTACA
AGCTGTGAAGATGACCTGTTCTTCTCACATCGCCGCGACCAAGGGAAAACAGGACGCATGT
TTAACTTCATAGCTTTAAGGAGGTAA
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