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Aspergillus oryzae Kaynakh Ksilanazin ReliZyme EA403 Destegi Uzerine Kovalent immobilizasyonu ve

Karakterizasyonu
Ali TOPRAK!
One Cikanlar: OZET:
: E(S)l\llzrllem Bu calismanin amaci, Aspergillus oryzae kaynakl ksilanaz enzimini ReliZyme EA403 destegi

tizerine kovalent olarak immobilize etmek ve immobilize enzimin biyokimyasal &zelliklerini
karakterize etmektir. Enzim immobilizasyonu, glutaraldehit ile aktive edilmis ReliZyme EA403
destegi kullanilarak gergeklestirilmistir. Optimum immobilizasyon kosullari belirlenmis ve
serbest ile immobilize enzimin optimum sicaklik, optimum pH, kinetik parametreler, termal
kararhlik ve tekrar kullanim kararlilig1 karsilastirmali olarak incelenmistir. Immobilizasyon
islemi sonucunda hem serbest hem de immobilize enzimin optimum pH degerinin 6 oldugu
tespit edilmistir. Kinetik parametrelerden Km degerleri serbest ksilanaz i¢in 10.66 mg/mL ve
immobilize ksilanaz i¢in 17.21 mg/mL olarak bulunurken, Vmax degerleri sirasiyla 1660.5
U/mg protein ve 112.5 U/mg protein olarak hesaplanmustir. Immobilize enzimin termal
kararliliginda 6nemli bir artis gézlemlenmistir. Immobilize enzimin 80°C'deki yarilanma 6mirii
serbest enzime kiyasla yaklasik 12.5 kat artmugtir. Ayrica, immobilize ksilanazin kesikli bir
reaktor sisteminde 12 kullanim dongiisiinden sonra baslangic aktivitesinin %82'sini korudugu
tespit edilmistir. Elde edilen bulgular, ReliZyme EA403 {izerine kovalent olarak immobilize
edilen ksilanazin, yiiksek sicaklik gerektiren endiistriyel uygulamalarda ve tekrarli kullanimda
etkin bir biyokatalizor olarak potansiyelini ortaya koymaktadir.

immobilizasyon
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Covalent Immobilization and Characterization of Xylanase from Aspergillus oryzae on ReliZyme EA403 Support

Highlights: ABSTRACT:
: )C((})]\l;rllent This research focused on developing a stabilized biocatalyst by fixing xylanase, derived
immobilization from Aspergillus oryzae, onto a ReliZyme EA403 carrier through covalent bonds. The support

was first activated with glutaraldehyde to facilitate the binding of the enzyme. A
comprehensive evaluation was then conducted to compare the operational properties of the
enzyme before and after immobilization, including its optimal working conditions, kinetic
behavior, heat tolerance, and performance over multiple reaction cycles. As a result of the
immobilization process, the optimum pH value for both the free and immobilized enzyme was
determined to be maintained at pH 6.0. According to kinetic analysis, the Km values were
found to be 10.66 mg/mL for the free xylanase and 17.21 mg/mL for the immobilized xylanase,
while the Vmax values were calculated as 1660.5 U/mg protein and 112.5 U/mg protein,
respectively. Furthermore, a significant enhancement in the thermal stability of the
immobilized enzyme was observed as a consequence of the immobilization. The half-life of the
immobilized xylanase at 80°C was approximately 12.5-fold higher compared to its free
counterpart. Operational stability tests further revealed that the immobilized biocatalyst
maintained 82% of its initial catalytic efficiency after being reused twelve times in a batch
system. These outcomes highlight the suitability of the prepared immobilized xylanase for
repeated utilization in industrial processes that operate under high-temperature conditions.
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GIRIS

Ksilan, dogada seliilozdan sonra en yaygin bulunan ikinci dogal biyokiitledir. Ksilan, D-ksiloz
birimlerinin beta-1,4-glikozidik baglarla birlesmesinden olusan diiz zincirli bir polimerdir (dos Santos
ve ark., 2018). Bu biyokiitlenin endiistriyel kullanimi i¢in onu daha kiiglik seker birimlerine
parcalayacak enzimlere ihtiya¢ duyulur (Gao ve ark., 2025). Bu enzimlerin i¢inde, "endo-1,4-ksilanaz"
(EC 3.2.1.8) ad1 verilen tiirii temel bir rol oynar. Bu enzim, ksilan polimerinin ana iskeletindeki baglar
hidroliz yoluyla keserek onu kiiciik fragmanlara ayirir (Sarangi ve Thatoi, 2024). Ksilanaz
enzimlerinin endiistride birgok kullanim alani vardir. Bu uygulamalar arasinda meyve sularinin
berraklastirilmast (Ristovi¢c ve ark., 2025), tarimsal atiklarin degerli {iriinlere doniistiirilmesi
(Chaiyates ve ark., 2025), ekmek kalitesinin iyilestirilmesi (Cetiner ve Koksel, 2024) bitkilerden yag
cikarma verimliliginin artirilmasi, (Dent ve ark., 2023) biyoetanol iiretim siirecinin iyilestirmesi
(Saharan ve ark., 2024) ve hayvan yemlerinin sindirilebilirliginin artirtlmasi (Anwar ve ark., 2023)
sayilabilir. Ancak ksilanaz enziminin endiistriyel kullanimi; kisa dayanim siiresi, ortam kosullarina
asir1 duyarlilik, diisiik termal kararlilik ve ayni zamanda geri kazanim ile tekrar kullanimdaki
giicliiklerden kaynaklanan yiiksek iiretim maliyetleri nedeniyle sinirli kalmaktadir (Shahrestani ve ark.,
2016). Bu nedenle, ksilanaz enzimlerin kati tastyicilar iizerine immobilize edilerek, yeniden
kullanilabilirligi artirilmasi ve toplam iiretim maliyetini diisiiriilmesi bu sorunlar1 ¢6zebilir (Aslam ve
ark., 2025). Bunun yan1 sira endiistriyel proses kosullari, genellikle yiiksek sicaklik, pH degisimleri ve
inhibitér varligi gibi faktorler bakimindan oldukca zorlayicidir. Bu tiir proseslerde kullanilacak
enzimler, bu zorlu kosullara dayanabilecek kadar giiglii yapida olmalidir. Bahsi gegen sinirlamalarin
astlmasi i¢in, enzimlerin ¢esitli destek materyalleri lizerine sabitlenmesi etkili ve ekonomik bir yontem
olarak One ¢ikmaktadir. Enzim immobilizasyonu, islevsel kararliligi artirmakta ve biyokatalizorii
reaksiyon ortamindan kolayca ayrilabilmeyi saglamakta, boylece biiyiik dlgekli uygulamalarda enzim
kullanim maliyetini diisiirmektedir (dos Santos ve ark., 2018; Ariaeenejad ve ark., 2020; Bilal ve ark.,
2021; Qamar ve ark., 2021).

Cesitli biyokimyasal Ozellikleri ve substrat ozgiilliikleri ksilanaz enzimlerini hem 6nemli bir
aragtirma hem de pek ¢ok endiistri i¢in vazgeg¢ilmez bir uygulama alani haline getirmistir (Bhardwaj ve
ark., 2019). Bu nedenle literatiirde ksilanaz immobilizasyonu icin ¢esitli yontemler kullanilmistir
(Ashikin ve ark., 2022; Rezayat ve ark. 2023; Yang ve ark., 2024; Abd Rahman ve ark., 2025). Bu
yontemlerden ksilanazin kovalent immobilizasyonu, reaksiyon sirasinda enzimlerin tastyicidan
ayrilmasini Onleyebildigi icin genellikle tercih edilmektedir. Bu yontem, enzimlerin yeniden
kullanilabilirligini ve kararliligin1 gelistirebilmektedir (Soozanipour ve ark., 2015; Royvaran ve ark.,
2016). Glutaraldehit ile 6nceden aktiflestirilmis, primer amino gruplari igeren tastyicilar, enzimlerin
kovalent immobilizasyonu i¢in yaygin sekilde kullanilmaktadir (Alagdéz ve ark., 2016; Ozdemir ve
ark., 2024). Arastirmalar, glutaraldehit ile Onceden aktiflestirilmis tasiyicilar {lizerindeki enzim
immobilizasyon mekanizmasinin iki asamada gergeklestigini gdstermektedir. ilk asamada, enzimin
tasiyici iizerinde iyonik adsorpsiyonu meydana gelir. Ikinci asamada ise glutaraldehitin aldehit gruplar
ile enzimin terminal primer amino gruplar1 arasinda Schiff bazi olusumu yoluyla kovalent baglar
tesekkiil eder (Barbosa ve ark., 2014; Melo ve ark., 2017). ReliZyme tasiyicilar, diisiik sisme egilimine
sahip, oldukc¢a gozenekli ve rijit bir metakrilik polimer matristen olusur ve immobilizasyon i¢in ¢esitli
fonksiyonel gruplar (epoksi, amino veya hidrofobik) icerir (Mateo ve ark., 2002; Kahar ve ark., 2016).
Bu tastyicilarin liretiminde kullanilan hammaddeler, gida maddelerinin islenmesine yonelik AB kayit
listelerinde yer almaktadir (Martinez ve ark., 2024). S6z konusu tastyicilar, glutaraldehit kimyasi
kullanilarak ¢esitli enzimlerin hem adsorpsiyon hem de kovalent baglama yontemleriyle
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immobilizasyonunda kullanim alan1 bulmustur (Neto ve ark., 2015; Bilgin ve ark., 2016; Ozdemir ve
ark., 2024). Bu desteklerden ReliZyme EA403 (etilediamino) primer amino gruplari icermektedir ve
kovalent immobilizasyon i¢in uygun bir destek tiirtidiir. Bu arastirmada, Aspergillus oryzae kaynakl
bir rekombine ksilanaz enzimi glutaraldehit ile aktive edilmis ReliZyme EA403 destek iizerine
kovalent olarak immobilize edilmistir. Immobilize ksilanaz drneklerinin enstriimental analizleri ile
serbest ve immobilize ksilanazlarin biyokimyasal karakterizasyonlar1 (optimum pH sicaklik, kinetik
parametreler, termal kararlilik ve tekrar kullanim) gergeklestirilmistir.

MATERYAL VE METOT

Materyal

Bu calismada kullanilan ksilanaz (2500 U/g; rekombine; Aspergillus oryzae) ve ksilan
(Birchwood) Sigma (ABD) firmasindan satin alinmistir. ReliZyme EA403 (fonksiyonel grup:
Etilamino, partikiil biiyiikligii: 200-500 pum) destegi Resindion (Milan, Italy) firmasindan temin
edilmistir. Glutaraldehit (%50, a/a), sodyum hidroksit, Folin-Ciocalteu reaktifi, bakir (II) siilfat,
sodyum karbonat, sigir serum albiimini, glasiyel asetik asit, fosforik asit (%85, h/h), hidroklorik asit
(%37, h/h) ve diger kimyasallar Sigma firmasindan temin edilmistir.

Ksilanazin ReliZyme EA403 destege kovalent immobilizasyonu

Ksilanazin glutaraldehit ile aktiflestirilmis ReliZyme EA403 destege kovalent immobilizasyonu
Tiilek ve ark. (2023) tarafindan Onerilen yontem kullanilarak gerceklestirilmistir. ReliZyme EA403
tasiyict destegin aktivasyonu igin 1gram destek % 2.5 (h/h) glutaraldehit iceren 25 mL sodyum fosfat
tamponu (50 mM, pH 7.0) ile oda sicakliginda ve siirekli karigtirarak 2 saat boyunca inkiibe edildi.
Glutaraldehit ile aktiflestirilmis destek daha sonra siiziintiide serbest glutaraldehit varligini tespit
edilmeyince kadar saf su ile iyice yikand1 ve immobilizasyona hazir hale getirmek i¢in 50°C'de 2 saat
siireyle kurutuldu. Enzim immobilizasyonu icin, 0.5 g aktiflestirilmis ReliZyme EA403 destege 1 mL
ksilanaz ¢ozeltisi (0.1 M pH 7.0 sodyum fosfat tamponda hazirlanmis 0.25 mg/mL protein iceren)
ilave edildi. Immobilizasyon islemi, ¢alkalayicili bir inkiibatérde 20°C ve hafif ¢alkalama kosullarinda
(125 rpm) 2 saat bekletilerek gergeklestirildi. Siire sonunda elde edilen immobilize ksilanazlar
stizlintiide protein tespit edilmeyene dek saf su ile ardisik olarak yikandi ve immobilize enzim
preparati 4°C'de bir gece siireyle inkiibatorde kurumaya birakildi. Serbest enzimin ve siiziintiideki
protein miktarlarinin tayini, Lowry ve ark. (1951) tarafindan Onerilen yonteme uygun sekilde
gerceklestirildi.

Ksilanaz aktivitesinin belirlenmesi
Serbest ve immobilize ksilanazin aktiviteleri Alagdéz ve ark. (2022) tarafindan onerilen yontem
modifiye edilerek belirlenmistir. Yontemde, ksilanin hidrolizi sirasinda agiga ¢ikan indirgen seker
miktarinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi esasindan yararlanilmistir. 50 pL ksilanaz ¢ozeltisi
(0.25 mg/mL protein) veya 5 mg immobilize enzim ile 250 pL % 0.5 (a/h)’lik ksilan ¢ozeltisi (50 mM
pH sodyum asetat, pH 5.0) 50 °C'de kapali bir cam tlipte karistirllmistir. Reaksiyon 10 dakika sonra
300 uL DNS (3,5-dinitrosalisilik asit) reaktifi eklenerek durdurulmustur. Ardindan, karisim kaynar
suda 10 dakika bekletilmis ve oda sicakliginda sogutulmustur. Sogutulan 6rneklere 3.4 mL saf su
ilavesinden sonra, elde edilen ¢ozeltinin absorbansi 530 nm'de dl¢iilmiistiir. Ayni yontemle ksilanaz
enzimi kullanilmadan bir kor hazirlanmistir. Enzimatik reaksiyon sonucu olusan indirgen seker miktari
iretilen ksiloza esdeger miktarda olacak sekilde ksiloz standart egrisi referans alinarak hesaplanmustir.
Bir ksilanaz aktivite birimi (IU), belirtilen deneysel kosullarinda dakikada 1 pmol ksiloza esdeger
indirgen seker {iretimini katalizleyen enzim miktar1 olarak tanimlanmastir.
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Ksilanaz immobilizasyonu icin optimum enzim derisiminin belirlenmesi

Farkli derigimlerde (10.0, 5.0, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312 ve 0.156 mg protein/mL) ksilanaz
coOzeltileri hazirlanip immobilizasyon gerceklestirilmistir. Tasiyict destege baglanan enzim proteini
miktari, sliziintiide gerceklestirilen bir protein tayini ile belirlenmistir. Ardindan spesifik aktivite
(U/mg protein) hesaplanmis ve en yiiksek spesifik aktiviteyi saglayan enzim protein konsantrasyonu
tespit edilmis ve daha sonraki deneysel calismalarda belirlenen bu optimum enzim derisimi
kullantlmistir.

Immobilize ksilanaz 6rneklerinin karakterizasyonu

Destegin immobilizasyon Oncesi ve sonrasi ylizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu
(SEM, Quanta 650 Alan Emisyon SEM) ile incelendi. Orneklerinin termogravimetrik analizi (TGA),
TGA analizorii (TGA/DSC 3+, Mettler Toledo) kullanilarak gerceklestirildi. TGA analizi, 100
mlL/dakika argon gazi akisi altinda, 25 °C ile 600 °C arasinda, 10 °C/dakika hizda gergeklestirildi.
Ayrica immobilize Ornekler Fourier doniisiimlii kizilotesi (FTIR) spektroskopisi incelenerek
karakterize edildi.

Opimum sicaklik ve pH belirlenmesi

Serbest ve immobilize ksilanaz aktivitesi lizerine pH’ nin etkisini belirlemek amaciyla, reaksiyon
karisimi i¢in farkli pH degerlerinde 50 mM tampon ¢ozeltiler hazirlandi. Aktivite 6lgiimleri sodium
asetat (pH 4.0-5.5) sodyum fosfat (pH 6.0-8.0) ve sodium karbonat tamponlari (pH 9.0-10.0)
kullanilarak gergeklestirildi ve en yiiksek aktivitenin gozlendigi pH degerleri tespit edildi. Katalitik
aktiviteler 30-85 °C sicaklik araliginda degerlendirilerek her bir preparat i¢in maksimum aktiviteye
karsilik gelen sicaklik belirlendi.

Kinetik parametrelerinin belirlenmesi

Serbest ve immobilize edilmis ksilanaz enzimlerinin kinetik parametreleri, 1.0 ila 25.0 mg/mL
konsantrasyon araliginda hus agaci (Birchwood) kaynakli ksilan kullanilarak, enzim i¢in belirlenmis
optimum pH ve sicaklik kosullarinda incelenmistir. Reaksiyon hizlar1 6l¢iilmiis ve elde edilen veriler
Lineweaver-Burk grafigi araciligiyla lineerlestirilerek Michaelis-Menten sabiti (Km) ile maksimum
reaksiyon hiz1 (Vmax) degerleri tayin edilmistir.

Termal kararhihigin belirlenmesi

Serbest ve immobilize ksilanazlarin termal kararliliklarii belirlemek amaciyla, enzimler 70 °C
ve 80 °C'de 15 saat siireyle inkiibe edilmis ve belirli zaman araliklarinda (1, 3, 5, 7 ve 15 saat) kalan
aktiviteleri Olclilerek baslangic aktivitelerine gore bagil aktivite seklinde hesaplanmigtir. Serbest ve
immobilize ksilanaz tiirevlerinin inaktivasyon sabitleri (k4) ve yarilanma omiirleri (ti2) Alagoz ve ark.
(2022) tarafindan onerilen yonteme gore hesaplanmistir.

Immobilize ksilanazin tekrar kullamim kararhliginin belirlenmesi

Kesikli reaktorde immobilize ksilanazin yeni tekrar kullanilabilirlik ¢aligmalart i¢in, 1.5 cm
capinda ve 8 cm uzunlugunda bir reaktor kullanilmistir. Kolon igerisine 50 mg immobilize ksilanaz
ilave edilmis ve 300 pL % 0.5’lik ksilan igeren asetat tampon (50 mM, pH 6.0) eklenmistir. 70 °C'de
10 dakika bekledikten sonra kolondaki ¢6zelti hizla uzaklastirilmistir. Her bir tekrar isleminden sonar
immobilize enzim 6rnegi pH 6.0 asetat tampon ile yikanmistir. Aktivitenin belirlenmesi igin DNS
yontemi kullanilmistir. Tekrar kullanima bagli aktivite degisimini hesaplamak i¢in islem 12 kez
tekrarlanmistir.
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BULGULAR VE TARTISMA

Optimum Enzim derisimi

Ksilanaz enziminin immobilizasyonu i¢in optimum enzim Kkonsantrasyonunu belirlemek
amaciyla, 10.0, 5.0 2.5, 1.25, 0.625, 0.312, ve 0.156 mg/mL protein konsantrasyonlarina sahip ksilanaz
cozeltileri test edilmistir. Baslangicta eklenen ksilanaz protein miktari, immobilize olan protein miktari
ve immobilize enzimlerin spesifik aktivitelerinin bagil oranlar1 Tablo 1'de gdosterilmistir.
Immobilizasyon ortaminda toplam protein miktar1 0.312 mg olan enzim ¢dzeltisi kullanildiginda en
yiiksek bagil spesifik aktivite elde edilmistir.

Tablo 1. EA 403 destege immobilizasyon i¢in optimum enzim konsantrasyonunun belirlenmesi

Immobilize olan protein

Baslangicta eklenen protein miktari Bagil Aktivite
(mg protein/g destek) (mg protein/g destek) (%)

10.0 8.5 11

5.0 4.5 19

2.5 2.5 28

1.25 1.25 45
0.625 0.625 57
0.312 0.312 100
0.156 0.156 85

Ksilanaz immobilizasyonu i¢in optimum enzim konsantrasyonunun belirlenmesinde enzimin
spesifik aktivite degeri ve baglanan protein miktar1 dikkate alinmistir. Elde edilen bulgular, diisiik
protein eklemelerinde immobilizasyon verimliliginin yiiksek oldugunu ve enzimatik aktivitenin
arttigm gostermistir. Ozellikle 0.312 mg/g destek noktasinda maksimum bagil aktiviteye ulasilmasi,
bu konsantrasyonda destek yiizeyinin optimal sekilde doygunluga ulastigini ve enzim molekiilleri
arasindaki sterik engellemelerin veya konformasyonel kisitlamalarin minimize edildigini
diisiindiirmektedir. Yiiksek protein konsantrasyonlarinda (6rnegin 10 mg/g destek) gézlemlenen diistik
bagil aktivite (%]11), muhtemelen asir1 yliklemeye baglh olarak enzim molekiilleri arasinda olusan
agregasyon, ¢cok katmanli adsorpsiyon veya aktif bolgelerin engellenmesi gibi faktorlere baglanabilir.
Bu durum, destek yiizeyinin asir1 doygunluga ulasmasi ve enzimlerin serbest¢e hareket edememesi
veya substratla etkilesimde fiziksel sinirlamalarla karsilagsmasi sonucunu dogurmustur. Optimum
noktanin altindaki konsantrasyonlarda (0.156 mg/g destek) aktivitedeki hafif diisiis ise, yetersiz protein
yiiklemesi nedeniyle destek ylizeyinin tam olarak verimli kullanilamamasi veya enzimlerin
stabilizasyonu i¢in yeterli molekiiler etkilesimlerin saglanamamasi ile acgiklanabilir. Sonug olarak,
immobilizasyon verimliligi ve enzim performansi agisindan baslangic protein konsantrasyonunun
kritik bir parametre oldugu ortaya konmustur. Optimizasyon c¢alismalarinda, hem yiiksek aktivite hem
de ekonomik verimlilik dikkate alinarak optimum protein yiikiiniin belirlenmesi 6nerilmektedir (Zhang
ve ark., 2022; Parandi ve ark., 2023; Sasi ve ark., 2024). Alagdz ve ark. (2022) immobilizasyon
ortamina farkli miktarlarda ksilanaz proteini (0.25, 0.5, 1.0 2.0 ve 4.0 mg) ekleyerek, Thermomyces
lanuginosus ksilanazini farkli yontemlerle karbon nanotiiplere immobilizasyonunu rapor etmislerdir.
Her bir immobilizasyon yonteminde immobilizasyon ortamindaki protein miktar1 0.5 mg/g destek
oldugunda en yiiksek aktivitenin elde edildigini hesaplamiglardir. Substratin oldukca biiyiik olmasi
nedeniyle, yiiksek enzim yiiklemelerindeki (1.0 2.0 ve 4.0 mg/g destek) spesifik aktivitenin difiizyonla
ilgili problemlerden dolay1 azaldiginmi bildirmislerdir.

Immobilize ksilanaz 6rneklerinin karakterizasyonu
Sekil 1'de ReliZyme EA403 desteginin ksilanaz immobilizasyonu Oncesi ve sonrast SEM

goriintiileri sunulmaktadir. Enzim immobilizasyonu oOncesinde destek yiizeyi piiriizsiiz bir yapi
1105



Ali TOPRAK 16(3), 1101-1114, 2026

Lélspergillus oryzae Kaynakl Ksilanazin ReliZyme EA403 Destegi Uzerine Kovalent immobilizasyonu ve
Karakterizasyonlﬂ

sergilemistir (Sekil 1 A, B ve C). Ote yandan, ksilanaz immobilizasyonu sonrasinda yiizey
puriizliiliigiiniin arttig1 goézlemlenmis (Sekil 1. D, E ve F) ve bu durum ksilanaz molekiillerinin basarili
bir sekilde immobilize oldugunu dogrulamistir.

Sekil 1. Destek materyalilin SEM goriintiileri: ReliZyme EA403; A (10000x), B (500x) ve C (250x) ; ksilanaz immobilize
edilmis ReliZyme EA403; D (10000x), E (500x) ve F (250x)

Fourier doniigiimlii kiziltesi (FT-IR) spektroskopisi, destek materyalin yiizeyinde gerceklesen
kimyasal degisimleri ve enzim immobilizasyonunun dogrulanmasini saglayan dnemli bir tekniktir. Bu
yontem, destek ylizeyinde yer alan fonksiyonel gruplarin titresimsel bantlarimi tespit ederek
glutaraldehit aktivasyonu ve enzim baglanmasi sonrasi olusan yeni bag tiirlerinin belirlenmesine
olanak tanir. EA403 destegi, glutaraldehit ile aktiflestirilmis formu (EA403-GLU) ve ksilanaz
immobilizasyonu sonras1 formu (EA403-KSL) icin alinan FT-IR spektrumlar1 karsilastirilarak
kovalent baglanmanin gergeklestigi dogrulanmistir (Sekil 2).

EA403 destegine ait FT-IR spektrumunda 2925 cm™ civarinda goriilen C—H gerilme titresimleri
ile 3300-3400 cm™ bolgesinde yer alan N-H gerilme titresimi tipik olarak etilamino gruplarina ait
karakteristik bantlar1 gostermistir. Destegin yapisinda bulunan karbonil pikinin (1720 cm™) yaninda,
EA403-GLU 6rneginde 1650 cm™ civarinda yeni bir C=0O (amit karbonil) gerilme bandinin ortaya
c¢ikmasi, glutaraldehitin yiizeye basariyla baglandigin1 gostermektedir. Ksilanaz immobilizasyonundan
sonra (EA403-KSL) bu karbonil bandinin siddetinde artis, enzim molekiiliindeki amino gruplarinin
glutaraldehitin aldehit uclari ile kovalent baglanmanin gerceklestigini dogrulamaktadir. Ayrica 1540
cm! civarindaki band, immobilize enzimin proteik yapisina ait tipik titresimleri yansitmaktadir. Bu
sonuclar, ksilanazin EA403 destegine glutaraldehit aracilifiyla basarili sekilde kovalent olarak
immobilize edildigini kanitlamaktadir.
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Sekil 2. EA403 destegi, glutaraldehit ile aktiflestirilmis formu (EA403-GLU) ve ksilanaz immobilizasyonu sonrasi
(EA403-KSL) yapilarinin FT-IR spektrumu

Termogravimetrik analiz (TGA), immobilizasyon siirecinde destege baglanan organik gruplarin
ve enzim molekiillerinin termal davraniglarint belirlemek i¢in kullanilan tamamlayict bir
karakterizasyon yontemidir. Bu analiz, destek materyalin 1s1l kararliligini degerlendirmede ve
immobilizasyonun ardindan yapisal degisiklikleri nicel olarak gozlemlemede onemlidir. EA403,
EA403-GLU ve EA403-KSL o6rneklerinin 25-900 °C araliginda azot atmosferi altinda elde edilen
TGA egrileri karsilastirilarak, her bir asamadaki kiitle kayiplar1 analiz edilmigtir. Numunlerin TGA
analizleri oda sicakligindan 600 °C’ye kadar 10 °C/dk 1sitma hizinda argon atmosferinde
gerceklestirildi. Karsilagtirnmali TGA egrileri Sekil 3’te gosterilmistir.

TGA
%
100.00 TN
EA403
EA403-GLU
EA403-KSL
50.00-
0.00-
-0.00 100.00 200.00 300.00 200.00 500.00 600.00
Temp [C]

Sekil 3. EA403 destegi, glutaraldehit ile aktiflestirilmis formu (EA403-GLU) ve ksilanaz immobilizasyonu sonrasi
(EA403-KSL) yapilarinin TGA egrileri

EA403 desteginde 100 °C’ye kadar gozlenen yaklasik %2-3’liik kiitle kaybi, yilizeydeki adsorbe
suyun uzaklasmasindan kaynaklanmaktadir. 200—400 °C araliginda belirlenen kiiclik kiitle kaybi ise
organik etilamino gruplarinin ayrismasiyla iliskilendirilmistir. Glutaraldehit ile aktiflestirilmis destek
(EA403-GLU) o6rneginde bu sicaklik araliginda daha belirgin bir kiitle kayb1 gozlenmis, bu da yiizeye
eklenen aldehit gruplarinin termal bozunmasina isaret etmistir. Ksilanaz immobilizasyonundan sonra
elde edilen EA403-KSL o6rneginde 250-500 °C arasinda daha yiiksek bir kiitle kaybi (%8-12)
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saptanmis, bu kayip immobilize enzimin protein yapisina ait termal bozunmadan kaynaklanmaktadir.
600 °C’deki artik kiitle miktart EA403 > EA403-GLU > EA403-KSL sirasin1 gostermistir. Bu durum,

immobilizasyon sonrasi yiizeydeki organik yiikiin artisin1 ve ksilanazin destege basariyla baglandigini
nicel olarak desteklemektedir.

Optimum sicakhik ve pH belirlenmesi

Enzim aktivitesi lizerine pH’ nin etkisini incelemek iizere, sodium asetat (pH 4.0-5.5) sodyum
fosfat (pH 6.0-8.0) ve sodium karbonat tamponlart (pH 9.0-10.0) dahil olmak iizere bir dizi 50 mM
tampon c¢ozelti hazirlanmig ve bunlarin aktiviteleri 50°C'de Olglilmiistiir. Serbest ve immobilize
ksilanaz i¢in optimum pH degeri 6.0 olarak bulunmustur (Sekil 4A). Bu durum immobilizasyon
isleminin enzimin aktif bolgesinin elektrostatik yapisini ve dolayisiyla optimum pH'sin1 kritik diizeyde
degistirmediginden kaynaklanabilecegi diisiinlilmektedir. Literatiirde benzer sekilde optimum pH’nin
immobilizasyonun ardindan degismedigini gosteren ¢aligsmalar mevcuttur. Soozanipour ve ark. (2015)
manyetik nanopartikiile kovalent olarak immobilize ettikleri ksilanazin her iki enzim formu igin
optimum pH’y1 6.5 olarak bildirmislerdir. Tanwar ve ark. (2024) glutaraldehitle aktiflestirilmis
aluminyum oksit peletlerine ksilanazi immobilize etmisler ve immobilizasyonun ardindan optimum
pH’nin (7.0) degismedigini rapor etmislerdir.

120 : 120 . »
—@— Serbest - Immobilize A —&— Serbest - [mmobilize B

100
-~ 100+ -

& < 80+
2 2
= 80 =

z £ 607
« <

”f:ﬁ 60 ’gﬂ 40
[=-] -]

20+

40—
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Sekil 4. Serbest ve immobilize enzimin aktivitesinin pH’ya bagl degisimi (A) ve sicakliga bagl degisimi (B)

Sekil 4B'de gosterildigi gibi, serbest ksilanaz ve immobilize ksilanazin maksimum aktivite
gosterdigi sicaklik 70°C olarak bulunmustur. Serbest ve immobilize enzimin sicaklik profili benzer
ozellikler gostermistir. Optimum sicakliga kadar benzer oranlarda artis gézlenmis 80°C’den sonra ise
her iki enzimin aktivitesinde hizli bir diisis goézlenmistir. Bu diisiisiin nedeni enzimin yapisi ve
cevresel kosullarin degismesinden kaynaklanmaktadir. Bakar ve ark. (2024) ayni enzim kaynagi
kullanilarak yapilan immobilizasyon calismasinda serbest ve Mn/ZIF-67 destege immobilize edilmis
ksilanazin optimum sicaklik degerini 70°C olarak rapor etmislerdir. Rezayat ve ark. (2023)
Thermomyces lanuginosus ksilanazim B-siklodekstrin ile fonksiyonlastirilmis manyetik nanopartikiile
immobilize etmisler ve optimum sicaklig1 her iki enzim i¢in 70°C olarak bildirmislerdir.

Kinetik parametreler

Tablo 2'de verildigi {izere, K, degerleri serbest ksilanaz i¢in 10.66 mg/mL ve immobilize
ksilanaz i¢in 17.21 mg/mL olarak bulunurken, V... degerleri sirastyla 1660.5 U/mg protein ve 112.5
U/mg protein olarak hesaplanmistir. Enzimatik performansin standart bir gostergesi olan katalitik
etkinlik (Vmax/Km) degerleri, serbest enzim igin 155.76 iken immobilize enzim igin 6.53 olarak
belirlenmistir. Immobilizasyonun ardindan katalitik etkinlikteki diisiisiin nedeni; substratin molekiil
agirhginin yiiksek olmasi, destegin gozenekli yapisi, immobilizasyonun enzimin substrata erigimini
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kismen kisitlamasi ve difiizyonel siirlamalar getirmesinden kaynaklantyor olabilir. Ozdemir ve ark.
(2024) Relizyme EA403 destegine immobilize ettikleri L-asparajinaz eziminin Vyuax degerinin
243.9 U/mg protein iken immobilizasyondan sonra 44.6 U/mg protein’e diistiigiinii rapor etmislerdir.
Irfan ve ark. (2020) B-1,4-ksilanaz’nin kalsiyum alginata immobilizasyonundan sonra K,, degerinin 8.6
mg/ml’den 10.97 mg/ml’ye yiikseldigini ayn1 zamanda Vmax degerininde 43.71 pmol-mg'dk!’den
6.18 pmol-mg'dk™! diistiigiinii rapor etmislerdir.

Tablo 2. Serbest ve immobilize ksilanazin kinetik parametreleri

K Vimax Vmax/ Ky
Enzyme (mg/mL) (U/mgprotein)
Serbest ksilanaz 10.66 1660.5 155.76
Immobilize ksilanaz 17.21 112.5 6.53

Termal kararhhk

Immobilizasyonun sagladigi kararlilik artigini belirlemek iizere, serbest ve immobilize ksilanazin
termal kararlilig1 karsilagtirmali olarak incelenmistir. Enzimlerin, 70°C ve 80°C'de degisen siirelerle
maruz birakilmalarinin ardindan kalan aktiviteleri O6l¢iilmistiir. Elde edilen bulgular, immobilize
ksilanazin her iki sicaklikta da serbest enzime kiyasla anlamli ve yiiksek bir 1s1 direnci sergiledigi
saptanmustir (Sekil 5). Ozellikle 80°C’de serbest enzim ilk 1 saatlik inkiibasyon sonunda aktivitesinin
%70’ini kaybederken, immobilize enzimin %96 oraninda aktivitesini korumasi, kovalent baglanmanin
sagladig1 stabilizasyonun bir gostergesidir. Serbest ve immobilize ksilanazin belirlenen sicakliklardaki
yartlanma Omiirleri (ti2) karsilastirildiginda, 70°C'deki yarilanma Omiirleri sirasiyla 11.63 ve 16.23
saat olarak hesaplanmistir. 80°C gibi daha zorlu sicaklik kosullarinda ise serbest enzimin yarilanma
omrii 1 saatin altina diiserken, immobilize enzimin bu siireyi 12.47 saate ¢ikararak termal direncini
yaklasik 12.5 kat artirdigi nicel olarak saptanmistir. Wahba ve ark. (2024) glutaraldehit ile
aktiflestirilmis gellan sakizi-agar boncuk destege immobilize ettikleri Aspergillus flavus AW1
ksilanazinin termal kararliligimi 50, 60 ve 70 °C sicakliklarda test etmiglerdir. Enzimin bu
sicakliklardaki yarilanma Omiirlerini sirasiyla 3.85, 2.31 ve 1.65 saat olarak bildirmislerdir. Teng ve
ark. (2021) Streptomyces rochei ksilanazini adsorpsiyon yontemiyle Eudragit S-100 destegine
immobilize etmisler. 70°C’deki termal kararlilik calismasinda yarilanma Omiirleri serbest ve
immobilize enzim igin sirastyla 1.38 ve 3.26 saat belirlemistir. Enzimin 80°C’deki termal kararliligi ise
yine sirastyla 18.3 ve 31.6 dakika olarak hesaplanmistir. Immobilize edilmis enzimlerde termal
dayanikliliktaki farkliliklarin temel sebebi, tasiyici sistemin yapisal ve kimyasal Ozelliklerinden
kaynaklanmaktadir. Enzimle tasiyic1 ylizey arasinda kurulan baglar, molekiiler diizeyde bir sertlik
olusturarak enzimin ii¢ boyutlu yapisinin korunmasina katki saglamistir. Bu kararlilik mekanizmasi,
yiiksek sicaklik kosullarinda enzimin dogal yapisim1 kaybetmesini (denatiirasyon) engelleyerek, termal
kararlilik parametrelerinde belirgin bir iyilesmeye yol agmistir (Pekdemir ve ark., 2024).
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Sekil 5. Serbest ve immobilize ksilanazin 70 °C ve 80 °C'deki inkiibasyon siiresine bagli olarak aktivitesindeki degisim

Immobilize ksilanazin tekrar kullamim kararhligin belirlenmesi

Immobilize ksilanazin  kesikli reaktdrdeki yeniden kullanim kararlihig Sekil 6’da
gosterilmektedir. Immobilize enzim, 12 kullanim déngiisiinden sonra baslangi¢ aktivitesini % 82
oraninda korumustur. Enzimin tasiyiciya kovalent baglarla giiglii bir sekilde tutunmasi, kataliz
stirecinde sizintty1 minimize ederek aktivite kaybini diistirmekte ve bu durum immobilize enzimlerin
yeniden kullanilabilirligi agisindan genel bir avantaj saglamaktadir ( Teng ve ark., 2021). Pekdemir ve
ark. (2024) Aspergillus oryzae ksilanazi ZnO nanopartikiillere fiziksel adsorpsiyon yoOntemiyle
immobilize etmisler ve 6 tekrar kullanimdan sonra immobilize enzimin baglangi¢ aktivitesinin
%50’sini korudugu bildirilmistir. Yine Aspergillus oryzae ksilanaz kaynag: kullanilarak yapilan diger
calismada ise; Bakar ve ark. (2024) ZIF-67 ve Mn/ZIF-67 desteklere ksilanaz1 immobilize etmisler ve
8 tekrar kullanimdan sonra her iki immobilize enzimin baglangic aktivitelerini %70 oraninda
koruduklarini rapor etmislerdir.
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Sekil 6. immobilize enzimin kesikli reaktdrde tekrar kullanimina bagli olarak aktivitesindeki degisim

SONUC

Bu calismada, Aspergillus oryzae'den elde edilen ksilanaz enzimi, ReliZyme EA403 destegi
lizerine glutaraldehit kullanilarak basariyla immobilize edilmistir. Immobilizasyon islemi, enzimin
yapisal kararliligini ve dayanikliligini 6nemli 6l¢iide artirmistir. Elde edilen immobilize enzim, serbest
forma kiyasla ¢ok daha yiiksek bir termal kararlilik sergilemistir. Ozellikle 80°C gibi yiiksek bir

1110



Ali TOPRAK 16(3), 1101-1114, 2026

Aspergillus oryzae Kaynakl Ksilanazin ReliZyme EA403 Destegi Uzerine Kovalent Immobilizasyonu ve
Karakterizasyonu

sicaklikta dahi aktivitesini uzun siire koruyabilmesi, enzimin pratik uygulamalar i¢in 6nemli bir
avantaj saglamaktadir. Ayrica, kesikli bir reaktdr sisteminde 12 kullanim dongiisiiniin sonunda
baslangi¢ aktivitesinin %82'sini korumasi, immobilize enzimin yeniden kullanilabilirlik potansiyelini
ve ekonomik verimliligini acik¢a ortaya koymustur. Tiim bu bulgular, gelistirilen immobilize
ksilanazin, yiiksek sicaklik gerektiren ve tekrarlanan proseslerin yiiriitiildiigii endiistriyel alanlarda
(g1da isleme, biyoyakit liretimi vb.) gilivenle kullanilabilecek etkin ve dayanikli bir sistem oldugunu
gostermektedir.

Cikar Catismasi
Makale yazar1 herhangi bir ¢ikar catismasi olmadigini beyan eder.
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Yazar, makalenin tlim agamalarinda tek basina gorev almistir.
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