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Ozet: Avrupa deniz levregi (Dicentrarchus labrax) pilorik sekasindan tripsin enzimi,
amonyum siilfat ¢oktiirmesi (%30-%60) ve bir boyut diglama kromotografisi olan
Sephacryl S-200 kolonu kullanilarak saflagtirilmig; safligi, sicaklik ve pH’ya hassashgi
hesaplanarak karakterize edilmistir. Avrupa deniz levreginden tripsin enzimi 52,71 kat
saflastirilmis olup, %8,60 verimlilik oranina sahiptir. Enzimin molekiil biiytikligii SDS-
PAGE elektroforez analizi sonucu 24 kDA molekiil biiyiikliigiinde tek bant olarak tespit
edilmistir. Tripsin enzimi substrat olarak BAPNA (N«-Benzoyl-L-arginine 4-nitroanilide
hydrochloride) kullanilarak yapilan stabilite analizlerinde pH 8,0 ve 55 °C’de optimal
aktivite gostermistir. Ancak, aktivitesinin 50 °C’den sonra %30 ve fazlasini, 70 °C’de ise
tamamin1 kaybetmistir. En iyi stabiliteyi pH 7,0-10,0 arasinda gostermistir. Boylece
Avrupa deniz levreginden genis pH ve sicaklik araliklarinda aktivite gosteren, farkli
sanayi dallarinda kullanilabilecek tripsin enzimi elde edilmistir. Bulgular, sicaklik ve pH
faktorlerinin tripsin enzimi aktivitesini Onemli diizeyde -etkiledigini gostermistir
(P<0,05).
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Abstract: Trypsin was isolated from pyloric caeca of European seabass (Dicentrarchus
Labrax) by ammonium sulphate fractionation (30-60%) and size exclusion (Sephacryl S
200) gel filtration chromatography. The enzyme was purified at a rate of 52.71 fold with
a yield of 8.60%. The molecular weight of the enzyme was estimated using a low
molecular weight marker (Sigma Low Range M3193) and wide molecular weight marker
(Sigma Wide Range S8445). The molecular weight of the purified trypsin was estimated
to be 24 kDA by sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide (SDS-Page) gel
electrophoresis, which showed only one band in bromophenol blue staining. The
optimum temperature and pH for the trypsin activity were 55 °C and pH 8.0,
respectively. The enzyme was extremely stable in the pH range of 7.0-10.0 and highly
(70%) stable up to 50 °C after 30 minutes incubation. Ne-Benzoyl-L-arginine 4-
nitroanilide hydrochloride (BAPNA) was used as a substrate for all activity and stability
analyzes. Data of the study showed that temperature and pH factors that significantly
affect trypsin enzyme activity.
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1. GIRIS

Denizel ortam, genetik olarak ¢ok ¢esitli tiirleri barindirdig1 igin farkli 6zellikteki enzimlerin elde
edilmesinde en Onemli kaynak olarak goriilmektedir. Deniz ortami, ekstrem kosullart da
tastyabildiginden deniz canlilarindan elde edilen enzimler de bu sartlara uyum gostermistir (Zhou vd.,
2011; Fouz vd., 2021).

Balik, karides, kabuklular gibi deniz canlilarinin sindirim sistemlerinden elde edilen hidrolitik
enzimler essiz biyoteknolojik potansiyeli olan protein molekiilleridir. Sindirim enzimlerinin
ozelliklerinin elde edildikleri tiirlere ve organa gore farklillk gostermesi, ¢esitli alanlarda
kullanilmasina olanak saglamaktadir. Ornegin, salmon baliginin mide suyundan elde edilen Zonase X
isimli ticari enzim insan viicudundaki eski derilerin uzaklastirilarak derinin yenilenmesini
saglamaktadir (Sarkar vd., 2010).

Baliklar poikilotermik canlilar oldugu igin yasamlarimi devam ettirebilmeleri ig¢in sindirim
enzimlerinin ortamin sicakligina adapte olmasi gerekir. Soguga dayanikli balik tiirlerin genelde sicak
kanli hayvanlara gore diisiik sicaklikta daha yiiksek enzimatik aktivite gosterdigi tespit edilmistir
(Ahsan ve Watabe, 2001; Yang vd., 2009; Fouz vd., 2021).

Tirkiye su {riinleri tiretimi 2020 yili igin 785.811 ton olarak gerg¢eklesmistir. Toplam {iretimin
%69°u yetistiricilik kaynakli, geri kalan kismu ise avcilik kaynakli ger¢eklesmistir (Anon, 2021a).
Tiirkiye su iirlinleri yetistiricilik sektoriinde ekonomik olarak en dnemli tiirler sirasiyla Avrupa deniz
levregi (%35,34), gokkusagi alabaligi (%30,36) ve (%26,05) ¢ipuradir (Anon, 2021b). Avrupa deniz
levregi Moronidae familyasina ait bir tath su baligidir (Lopez ve ark., 2015). D. labrax Akdeniz
tilkelerinde de yetistiriciligi yapilan 6nemli bir kiiltiir tiiriidiir. Beyaz eti, diisiik yag icerigi ve arzu
edilen aroma gibi kalite 6zellikleri sayesinde pazardaki yeri giderek artmaktadir (Kocatepe ve Turan,
2012; Alparslan ve ark., 2014). Baliklar islendikten sonra deri ve kemik gibi atiklar olusmaktadir
(Kamer ve ark., 2018). Bas, deri, i¢ organlar, kemik, kan ve bagl su gibi balik artiklar1 avlanan
baliklarin %70-80’ini olusturmaktadir. Bu kaynaklar ¢ok iyi enzim potansiyeli olusturmaktadir. Balik
artiklarindan enzimlerin eldesi hem diisiik maliyeti hem de yiiksek ticari degerinden dolay1r son
zamanlarda dikkatleri {izerine g¢ekmektedir (Klomklao, 2008). Deniz canlilarindan elde edilen
enzimler, kara canlilarindan da elde edilebilmektedir. Fakat molekiiler agirlik, aminoasit
kompozisyonlari, optimum sicaklik ve pH, stabilite ve katalitik giic gibi karakteristik farkliliklari
vardir (Kim ve Dewapriya, 2014; Poonsin vd., 2019; Anati, vd., 2021).

Proteinlere 6zgii sindirim enzimleri etkili olduklar1 peptit bagina gére endo ve ekzopeptidazlar
olarak ikiye ayrilirlar. Proteinlerin pargcalanmasinda gorevli olan, peptit veya proteinlerin i¢
kisimlarindaki peptit baglarmin hidrolizini katalize ederek daha kisa peptitleri olusturan pepsin,
tripsin, kimotripsin gibi enzimlere endopeptidaz denir. Proteinlerin pargalanmasinda gorevli olan,
peptit veya proteinlerin son kisimlarindaki peptit baglarinin hidrolizini katalize ederek serbest amino
asitleri olusturan karboksipeptidaz ve aminopeptidaz gibi enzimlere ise ekzopeptidaz denmektedir
(Kim ve Dewapriya, 2014). Ticari peptidazlar diinyada enzim piyasasinin %60’ m1 olusturan 6nemli
bir gruptur. Balik sindirim sisteminden elde edilen en 6nemli enzim de tripsindir (Liu ve ark, 2011,
Silva ve ark., 2011). Suda yasayan canlilardan elde edilen tripsin enziminin molekiil bilyiikliigi, diger
memelilerden elde edilen tripsin enzimleri gibi 22-30 kDa arasindadir (Khandagale ve ark., 2013).

Su triinlerinden elde edilen proteolitik enzimlerinden tripsin, gida sanayisinde deniz iiriinii aroma
iiretimi ve balik sosu iiretiminde, siit endiistrisinde peynir iiretiminde, boya sanayisinde parlak renk
eldesinde, saglik ve eczacilikta tedavi edici, yara kapatici ve veteriner ilaci olarak, deterjan
endiistrisinde ise temizleme ajani olarak kullanilmaktadir (Kim ve Dewapriya, 2014). Tripsin gibi
alkali proteazlar ytiksek sicaklik, alkali pH, oksidasyon ajanlari gibi zorlu kosullarda yiiksek aktivite
gosterdigi i¢in ¢ogu endiistriyel uygulamalarda yiiksek siklikta kullanilmaktadir (Ktari ve ark., 2012).

Tripsin ve kimotripsin gida endiistrisinde besin takviyesi olarak ve saglik endiistrisinde ise
pankreas tedavisinde kullanilmaktadir. Ozellikle tripsin biyomedikal deneylerde hiicre ayiric1 olarak
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ve basarili bir sekilde deterjan enzimi olarak kullamilmaktadir. Ozellikle kan, yumurta, siit iiriinleri
gibi maddelerden protein hiicrelerinin uzaklastirilmas: konusunda olduk¢a basarilidir. Yapilan
caligmalarda bu enzimlerin 1 saat boyunca deterjanlarla temasindan sonra bile %80 oranindan katalitik
aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Esposito vd., 2009). Bu dikkat cekici endiistriyel 6nemden dolay1
saf tripsin ve kimotripsin yiiksek ticari talep gérmektedir.

Su iiriinleri isleme endiistrisi atiklarmin 6nemli kismini olusturan i¢ organlar giiniimiizde yem
hammaddesi ve giibre iretiminde kullanilmakta, bir kismi da kullanilmadan atilmaktadir. Balik i¢
organlarinda midenin ¢ikis boliimiinde veya bagirsaklarin baglangicinda yer alan, sayilari 1-200
arasinda degisen uglart kapali parmak bi¢iminde uzantilar1 olan ve sindirim enzimlerinin iyi bir
kaynagini olusturan organ pilorik sekadir ve sindirim enzimlerinin 6nemli kaynagini
olusturmaktadirlar. Bu ¢aligma ile Avrupa deniz levregi (D. labrax) pilorik sekasindan yiiksek saflikta
tripsin enziminin saflastirilmasi, enzimin gida, saglik, kimya gibi farkli endiistrilerde kullanim
olanagin belirleyen optimum pH ve sicaklik dayaniminin (stabilitesi) belirlenmesi ve bdylece bolge-
tilke ekonomisine yiiksek katma degerli bir tiriiniin kazandirilabilmesi amaglanmustir.

2. MATERYAL VE METOT
2.1. Hammadde ve Ornekler

Aragtirmada kullanmilan Avrupa deniz levregi isleme artiklar1 (kafa, omurga ve i¢ organlar)
Milas/Mugla blgesinde bulunan yerel isleme fabrikalarindan (NOORDZEE Su Uriinleri Isleme tesisi)
temin edilmistir. Hasat sonrast hemen iglenmis baliklardan alinan atiklar buzlanmig strafor kutulara
yerlestirilmis ve vakit gecirilmeden soguk zincir kurallar1 icerisinde Mugla Sitki Kogman Universitesi
Su Uriinleri Fakiiltesi, Su Uriinleri Isleme Teknolojisi Laboratuvarina getirmistir. Yaklasik 60 kg
Avrupa levrek baligi artigindan elde edilen pilorik sekalar saf su ile temizlenerek bir kismi analiz igin
ayrilmig, geri kalani ise -80 °C’de saklanmuglardir. Her bir baliktan ayrilan pilorik sekalarin ortalama
agirlhigr 10.35+0.45 g’dur.
2.2. Enzim Ekstrakti Hazirlama

Avrupa deniz levregi pilorik sekalar1 (16g) 0.01 M Tris-HCI, pH 8.0, %0,9 NaCl tamponu (80 ml)
ile ortalama 1 dakika homojenize (IKA Ultratrax Homojenizator, Staufen, Almanya) edilmistir
(Solovyev vd., 2021). Homojenat, 600 g hizda 4 °C’de 15 dakika santrifiij (Hanil Supra-22K, Kore)
edilmis, siv1 iist faz (Stipernatant) alinarak ham enzim ekstrakti olarak kabul edilmistir. Enzim
saflastirma i¢in ayrilan fazda otolizi 6nlemek igin materyal -80 °C’de saklanmustir (Balti vd., 2009;
Khandagale vd., 2009; Silva vd., 2009; Freitas-Junior vd., 2012; Fouz vd., 2021; Anati vd., 2021).
2.3. Enzim Saflastirma

Ham enzim ekstrakti 45 °C’de 30 dakika su banyosunda (Memmert WNB22) tutulmustur. Su
banyosundan sonra hemen sogutulan ekstrakt 13000 g’de 4 °C’de 25 dakika santrifiij edilmis ve sivi
st faz ayrilmistir. Sivi iist faz %0-30, %30-60 ve %60-90 doygunlukta amonyum siilfat ile muamele
edilerek tiim proteinler ¢oktiiriilmiistiir. On ¢aligmalarda tripsin enzimin en bol bulundugu ¢oktiirme
araliginin %30-60 arasi oldugu belirlenmistir. Amonyum siilfat ile ¢oktiirme islemi sonrasi 6rnek 4
°C’de bir giin bekletilmis, s1v1 iist faz 13000 g’de 4 °C 25 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijden
sonra sivi iist faz dokiilmiis ve kalan ¢okelti (pellet), ortalama 3 ml 0,01 M Tris-HCI, pH 8, %0,9 NaCl
tamponu ile sulandirilmustir. 0.01 M Tris-HCL- %0,9 NaCl tamponunda tamamen g¢oziindiiriilen
ornekler fazla tuzun uzaklastirilmasi amaci ile diyaliz torbasmna (SnakeSkin Dialysis Tubing, 10K
MWCO, Thermo Scientific) yerlestirilmistir. 20 kat fazla hacimde en az 2 kere degistirilmek suretiyle
ayni tampona kars1 diyaliz islemi 1 gece boyunca 4 °C de devam edilmistir. Diyaliz islemi sonrasi
ornek 0,22 p siringa filtreden (Millex-GP) gecirilerek kolona yiiklemek i¢in hazir hale getirilmistir.
Son olarak 6rnek, tripsin enziminin yiiksek saflikta eldesi igin otomatik protein saflagtirma cihazina
(GE Healthcare AktaPrime Plus) bagli Hi-Prep 16/60 Sephacryl S200 HR (GE Healthcare) kolonuna
yiiklenmistir. Cihaz, 42 ml h?' akis hiz1 ve 0,5 mPa kolon basinci ayarlanarak ¢alistirilmis, kolon
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¢ikisinda 6rnek mikroprotein, spesifik enzim aktivitesi ve elektroforetik analizler igcin 2 ml’lik
hacimler halinde toplanmistir. Her bir hacimde yapilan analizler sonucunda spesifik enzim aktivitesi
birbirine yakin olarak hesaplanan bélintiiler birlestirilmis ve Amicon Ultra-15 (Merck Millipore
UFC900308) ultra santrifiij tiiplerinde 5000 g, 4°C’de 15 dakika santrifuj edilmistir. Santrifiij sonrasi
tiipiin {istiinde kalan s1vi kistm almnustir. (Silva vd., 2009; Unliisayin vd., 2009; Barkia vd., 2010;
Freitas-Junior vd., 2012; Ktari vd., 2013).

2.4. Total Protein Hesaplama

Orneklerin toplam protein igerikleri Mikroprotein Kit (Sigma TP0300) ile Lowry vd., (1951) ve
Peterson (1977) tarafindan bildirilen yontem kullanilarak yapilmistir.

Kor deney i¢in de bir deney tiipiine 1 ml saf su eklenmis, diger deney tiiplerine de 1 ml seyreltilmis
ornek alinmistir. Standarda, kore ve o6rnek tiiplerine 0,1 ml %0,15’lik DOC (deoxycholate) ilave
edilerek iyice karistirilmig, 10 dakika oda sicakliginda bekledikten sonra 0,1 ml %72’lik TCA
(trichloroacetic acid) eklenip tekrar iyice karigtirilmigtir. Bu igslemlerden sonra ¢ozeltiler 20000 g 4°C
de 15 dk santrifiij edilmis, elde edilen ¢okelti 1 ml Lowry ajani ile ¢oziindiirtilmistiir. 1 ml saf su ile
durulanan 6rnekler 20 dakika oda sicakliginda birakilarak her tiipe Folin Ciocalteu’s Phenol Reagent
calisma soliisyonundan 0,5’er ml ilave edilerek renk olusumu igin 30 dakika beklenmistir.
Spektrofotometre (Shimadzu UV-1201V, Japonya) kiivetlerine alinan soliisyonlar en yiiksek
absorbans degerinin elde edildigi dalga boyu olan 700 nm’de analiz edilmistir. Tiim okumalar 30
dakika i¢inde tamamlanmistir. Bovinserum albimin standart kullanilarak hazirlanmus kalibrasyon
egrisine karsilik gelen protein konsantrasyonlara karsi orneklerin absorbans degerleri kodlanarak
protein icerikleri pg/ml cinsinden tespit edilmistir (Lowry vd., 1951; Peterson, 1977).

2.5. Spesifik Enzim Aktivitesi

Spesifik enzim aktivite analizi i¢in drnekler, dimethylsulphoxide (DMSO) ile hazirlanan 8 mM N-
a-benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilide (BApNA) (30pl), enzim (30ul) ve 0,01 M Tris-HCI-%0,9 NaCl
(140pl) tamponu beraber oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 drnekler
410 nm dalga boyunda Multiskan GO Microplate Spectrophotometre UV/Vis (Thermo-Scientific
51119300) cihazinda okumasi yapilmistir. Cikan sonuglar asagidaki formiile gore total aktivitesi
hesaplanmustir (Freitas-Junior vd., 2012; Charu ve Ragini, 2020).

(A- Ag)*Toplam 6rnek hacmi(ml)*1000*df
8800*Islem zamani(dak)*Enzim Mik (ml)
A= Ornek absorbans degeri A;=Kor absorbans degeri

— Total Aktivite

2.6. Sodium Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-Page)

Orneklerin tamimlanabilmesi icin bir sonraki asama olan SDS-Page elektroforez analizi Laemmli
(1970) metoduna bagli kalinarak %4 yigma ve %12 ayirma jeli kullanilarak yapilmistir. Ornekler
yigma jel kuyucugunda 25 pg protein olacak sekilde 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8, %10 SDS, Gliserol ve
bromfenolblue ile hazirlanan yiikleme tamponu ile karistirilarak 100 °C’de 4 dakika 1sitilarak
denatiirasyonu saglanmustir. Bromfenolblue jelin en alt kismina gelinceye kadar 30 mA direng
uygulanmustir. Elektroforez uygulamasinda Sigma Aldrich S8445 ve Sigma Aldrich M3193 protein
markerlar kullanilmigtir. Elektroforez islemi sonrasi jeller, %0,15 commassie blue R-250, %40
metanol ve %7 asetik asit bulunan boya ¢ozeltisi igerisinde su banyosunda 4 saat kadar boyanmustir.
Jeldeki fazla boya, %5 metanol ve %7,5 asetik asit igeren c¢ozelti ile her 20 dakikada bir ¢ozelti
degistirilmek suretiyle, bir saat boyunca yikanarak ortamdan uzaklastirilmistir. Jel boyadan
arindirildiginda ¢6zeltiden ¢ikarilmig ve beyaz 1sik altinda bantlar gézlemlenmistir.

2.7. Optimum pH ve Sicakhik Analizleri

Optimum pH analizinde 0.01 M sodyum asetat (pH 4-6), 0,01 M Tris-HCI (pH 7-9), ve 0,01 M

Glisin-NaOH (pH 10) tamponlar1 kullanilmistir. Analiz, total aktivite metodu ile aynmidir. 140ul
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Tampon 30 pl 6rnek ile karistirildiktan sonra 30 ul BAPNA (8uM) eklenerek 10 dakika 25 °C’de
inkiibe edilmistir. Son olarak 410 nm dalga boyunda mikroplate reader cihazinda okuma yapilmistir
(Balti vd., 2009; Barkia vd., 2010; Silva vd., 2011; Poonsin vd., 2019).

Optimum sicaklik analizinde 30, 40, 50, 55, 60, 65 ve 70 °C sicakliklarda (Binder BD53 Inkiibatér)
0,01 M Tris-HCI pH 8,0 tamponunda yine ayni sekilde 410 nm dalga boyunda okuma yapilmistir.

2.8. Sicaklik ve pH Stabilite Analizleri

pH stabilite analizinde, optimum pH analizinde 0,01 M sodyum asetat (pH 4-6), 0,01 M Tris-HCI
(pH 7-9), ve 0,01 M Glisin-NaOH (pH 10) tamponlar1 kullanilmistir. Fakat bu analizde enzim ile
tampon 1:1 oranminda karigtirilmis ve 25 °C de 30 dakika inkiibe edilmistir. Sonra total aktivite analizi
yapilmigtir. 140pul tampon 30 pl 6rnek ile karistirildiktan sonra 30 ul BAPNA (8uM) eklenerek 10
dakika 25 °C’de inkiibe edilmistir. Son olarak 410 nm dalga boyunda mikroplate reader cihazinda
okuma yapilmistir (Van Hau ve Benjakul., 2006; Silva vd., 2011; Khangembam ve Chakbarti, 2015;
Poonsin vd., 2019).

Sicaklik stabilite analizinde ise, Tris-HCI pH 8.0 tamponu ile enzim 1:1 oraninda karistirilmistir.
30-40-50-55-60-65-70°C sicakliklarda su banyosunda (Memmert WNBA45) 30 dakika bekletilmistir ve
hemen buza konularak sicakligi 25 °C’ ye diistiriilmiistiir. Sonra total aktivite analizi yapilmistir (Van
Hau ve Benjakul., 2006; Silva vd., 2011; Zamani ve Benjakul., 2015).

Okumalarm hepsi 410 nm dalga boyunda mikroplate reader cihazinda yapilmistir. Hesaplamalar
yukarida “Total Aktivite Analizi” bagligi altinda belirtilen formiil ile yapilmistir.

2.9. Istatiksel Analizler

Verilerin degerlendirilmesinde SPSS 23 istatistiki paket programindan yararlanilmig, ve sonuglar,
faktoriyel deneme desenine varyans kaynaklar1 kullanilarak P<0,05 6nem diizeyinde test edilmistir.
Faktorlerin seviye ortalamalarinin arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde Duncan testi kullanilmustir.
Tiim analizler ti¢ tekrarli analiz sonuglarinin ortalamasi ve standart hatasi olarak verilmistir.

3. SONUC ve TARTISMA

Avrupa deniz levregi pilorik sekasindan tripsin ii¢ asamali saflagtirma (Amonyum siilfat ile
¢oktiirme, diyaliz ve Sephadex G200) ile elde edilmis ve bulgular Tablo 1’de verilmistir. Bu
calismada ham enzim ekstrakti (1,13 Units/mg protein) saflastirmanin ilk basamaginda farkli
boliintiilerde amonyum siilfat (%0-90) ile ¢oktiirilmiigtiir. Cokeltinin en yiiksek spesifik tripsin
aktivitesini gosterdigi araliktaki (%30-60) boliintii alinarak diyaliz igslemine tabi tutulmustur. Tripsin
amonyum siilfat ile ¢oktiirme ve diyaliz basamaklarinda 2-3 kat saflastirma ve %10-20 verimlilik
rakamlar1 yakalanmistir (Tablo 1). Benzer ¢alismalarda 1-2 kat saflagtirma ve %30-60 aras1 verimlilik
rakamlar1 yakalanmigtir (Silva vd., 2011; Freitas Junior vd., 2012; Ktari vd., 2012; Semiz vd., 2013;
Khandagale vd., 2017). Verimlilik degerlerinin benzer ¢alismalardan diisiik olmasi avrupa deniz
levregi ham ekstraktinin total aktivite sonuclariin yiliksekliginden kaynaklandigi degerlendirilmistir.

Calisma sonuglarina gore diyaliz islemi sonucunda saflagtirma katsayist 1,87 den 2,30’a ¢ikmustir
(Tablo 1). Bu sonuglar diyalizin spesifik aktivite ve saflastirma katsayisini arttirdigin1 géstermektedir.
Bir gece diyalizde bekletilen ekstrakt bir sonraki saflagtirma asamasi olarak boyut dislama
kromotografisi (Sephacryl S-200) kolonuna yiiklenmistir. Kolondan gegirilen 6rnegin daha sonra
mikro plaka okuyuculu spektrofotometre ile (Multiskan GO Microplate Spectrophotometre) 410 nm
dalga boyunda aktivite belirlenmesi i¢in 6l¢iimler yapilmistir. Boyut dislama kolon kromatografisi
grafiginde bir biiyiik bir de ¢ok kiigiik iki pik elde edilmis yapilan aktivite testleri sonucunda en
yiiksek aktivitenin belirlendigi boliintiiler 40-44 numarali tiiplerde tespit edilmistir (Sekil 1).
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Tablo 1. Avrupa deniz levregi pilorik sekasindan tripsin enziminin saflagtirma agsamasi analiz sonuglari
Total Protein ~ Total Aktivite  Spesifik Aktivite Verimlilik

ASAMA (mg)* (Unit)* (U/mg)* (%o)* Saflagtirma*
Ham ekstrakt 470,52 +15,03% 533,51 +12,20° 1,13+0,02° 100,00 +0,00? 1,00 +0,00°
Enzim aktiflestirme 421,21 +8,64> 534,53 +10,36P 1,27+0,02° 100,19 £0,43" 1.12 £0,04°
Amonyum Siilfat Céktiirme 41,63 +1,56° 87,59 +1,54¢ 2,11+0,11° 16,41 0,56 1,87 +0,10°
Diyaliz 228340960 5943 +1,10 2604013 111440187  2.30 40,13
Sephadex G200 0,77 +0,08¢ 45,86 +1,04¢ 59,26 +1,972 8,60 +0,20° 52,71 +3,932

*Ortalama %Standart hata (N=3), Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiki olarak énemli fark vardir (P<0,05).

Avrupa deniz levregi pilorik sekasindan farkl saflastirma agamalarinda tripsin enziminin aktivitesi,
spesifik aktivitesi, verimlilik ve saflagtirma katsayilar1 arasindaki farkin istatistiksel olarak Snemli
oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Ayn1 sekilde, tripsin enzimi total protein degerleri arasindaki farkin
istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulunmustur (p<0,05) (Tablo 1).
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Sekil 1. Boyut dislama kromotografisi (Sephacryl S 200) sonrasi boliintiilerin aktivite ve toplam protein grafigi

Orneklerin kolon kromotografisi sonrasinda 52,71 kat saflastirilma, %8,60 verimlilik ve 59,26
units/mg tripsin spesifik aktivite degerlerine ulasildigi tespit edilmistir (Tablo 1). Enzimin saflik
kontrolii i¢in yapilan SDS PAGE analizinde Tripsin enzimine ait tek bant (24 kDA) goriintiilenmistir
(Sekil 1).




Karasu ve Giinlii, 2022 Acta Aquat. Turc., 18(2): 259-272 265

200 kDA
116 kDA
97 kDA

66kDA
55kDA
45kDA

66kDA
45kDA

36kDA 36kDA

29kDA

24kDA '

Sekil 1. Avrupa deniz levregi (D.labrax) pilorik sekasindan saflastirilan tripsin enziminin SDS-Page Jel
Goriintisii (1. Diistik molekiil agirligindaki marker, 2.Ham ekstrakt, 3. Enzim aktiflestirme, 4. Amonyum siilfat
ile ¢oktiirme, 5. Diyaliz, 6. Sephadex G200, 7. Yiiksek molekiil agirligindaki marker)

Genel olarak baliklardan elde edilen tripsin enziminin molekiil biiyilikliigii 22-28 kDa arasinda
oldugu belirtilmistir (Ktari vd., 2012). Avrupa deniz levreginden saflastirilan tripsinin molekiil agirlig
Epinephelus coioides (Liu vd., 2012), Kaliforniya Korfezi’nde bulunan pasifik uskumrusu (Valdez-
Melchor vd., 2013), pasifik beyaz karides (Sephan vd., 2015), Labeo rohita (Charu ve Ragini, 2020)
ve Coryphaena hippurus (Dos Santos vd., 2020) gibi su iiriinlerinden elde edilen tripsin ile yiiksek
benzerlik gostermektedir.

Yapilan benzer ¢alismalarda tripsin enziminin saflagtirma katsayis1 Boops boops’da 8,7 kat (Barkia
vd., 2010), Salaria basilisca’da 4,2 kat (Ktari vd., 2012), E. coioides’de 161,85 kat (Liu vd., 2012),
Karadeniz hamsisinde (Engralius encrasicholus) 6,23 kat (Temiz vd., 2013), pasifik uskumrusunda
(Scomberomorus sierra) 11,93 kat (Valdez-Melchor vd., 2013), Cirrhinus mirgala’da 35,64 kat
(Khangembam ve Chakbarti, 2015), beyaz karideste 50,4 kat (Sephan vd., 2015), Sardinella
longiceps’de 23,5 kat (Khandagale vd., 2017) ve C. hippurus’te 2,99 kat (Dos Santos vd., 2020) olarak
bulunmustur. Calisma sonuglarimiza gére Avrupa deniz levreginden tripsin enziminin saflastirma
katsayis1 52,71 kat olarak bulunmus olup diger balik tiirlerinde yapilan galismalarin ¢ogundan yiiksek
oranda saflagtirma yaptigimiz ortaya ¢ikmaktadir. Liu vd., (2012) ¢alismasinda saflagtirma
katsayisinin yiiksek olmasinin sebebi 3 basamak kolon kullanilmasi oldugu diistiniilmektedir.

Calisma bulgularimiza gore saflastirilan tripsin enziminin spesifik aktivitesi 59,26 units/mg
proteindir (Tablo 1). Bu da Sepia officinalis (Balti vd., 2009), B. boops (Barkia vd., 2010), Diapterus
rhombeus (Silva vd., 2011), Salaria basilisca (Ktari vd., 2012), Karadeniz hamsisi (Temiz vd., 2013),
C. mirgala (Khangembam ve Chakbarti, 2015), Luphiosilurus alexandri (Santos vd., 2016), Rutilus
frisii Kutum’dan (Hasebi vd., 2020) ¢ok yiiksek olup; S. longiceps (Khandagale vd., 2017) ile 2 adet
boyut dislama kolonu basamagi uygulanmig Theragra chalcogramma (Kishimura vd., 2008)’nin elde
ettigi tripsin enziminin spesifik aktivitesine benzerlik gosterdigi belirlenmistir.




Karasu ve Giinlii, 2022 Acta Aquat. Turc., 18(2): 259-272 266

Tripsin enziminin endiistriyel anlamda kullanimim belirleyen en énemli 6zelligi pH ve sicaklik
stabilitesidir. Bu kapsamda, Avrupa deniz levregi pilorik sekasindan saflastirilan tripsin enziminin pH
ile sicaklik stabilite testleri yapilmis ve sonuglar Sekil 2 ve 3’te sunulmustur.
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Sekil 2. Avrupa deniz levregi pilorik sekasindan saflastirilan tripsinin aktivitesi iizerine pH’ nin etkisi. (Sodyum
asetat_pH 4-6, Tris-HCI_pH 7-9 ve Glisin-NaOH_pH 10)(Farkl: harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiki
olarak fark vardir (P<0,05)).

Avrupa deniz levregi pilorik sekasindan elde edilen tripsin enziminin aktivitesi tizerine pH’ nin
etkisinin belirlenmesine yonelik yapilan analiz sonuglarina gére pH 4’den pH 8’e¢ kadar spesifik
aktivite diizenli olarak artmis (P<0,05), takiben pH 9 ve 10’da da 6nemli (P<0,05) oranda azaldigi
belirlenmistir (Sekil 2). Sonu¢ olarak enzimin optimum pH degeri pH 8 olarak tespit edilmistir.
Benzer sekilde Siniperca chuatsi (Lu vd., 2008), Gadus macrochephalus (Fuchise vd., 2009), D.
rhombeus (Silva vd., 2011), E. coioides (Liu vd., 2012), Pasifik uskumru (Valdez-Melchor vd., 2013),
C. mirgala (Khangembam ve Chakbarti, 2015), beyaz karides balig1 (Sephan vd., 2015), Engraulis
achoita (Lamas vd., 2017), C. hippurus (Dos Santos vd., 2020), L. rohita baligi (Charu ve Ragini,
2020) gibi farkli su tiriinlerinden elde edilen tripsin enziminin optimum pH degerinin belirlenmesine
yonelik yapilan galigmalarin optimum pH sonuglar1 da bulgularimiz ile uyumludur.
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Sekil 3. Avrupa deniz levregi pilorik sekasindan saflagtirilan tripsinin, farkli pH’lar da 25 °C’de, 30 dak.
inkiibasyon sonrasi stabilitesi. (Farkli harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiki olarak fark vardir
(P<0,05)).
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Avrupa deniz levregi pilorik sekasindan yiiksek saflikta elde edilen tripsin enziminin farkli pH’lar
da 25 °C’de, 30 dk. inkiibasyon sonrasi stabilitesi Sekil 3’te verilmis olup en iyi stabilite degeri pH 7,0
de belirlenmistir. Bu sonuca gore pH 4’ten pH 7’ye kadar stabilite énemli (P<0,05) oranda artmus,
sonra pH 7’den pH 10’a dogru 6nemli (P<0,05) oranda azalarak %76,25’ya dismiistiir (Sekil 3).
Sonuglar tripsin enziminin pH 7-10 arasindaki spesifik aktivitesinin diger pH degerlerine gére 6nemli
oranda yiiksek oldugunu géstermistir (Sekil 3).

Yapilan benzer bir ¢alisma da sucul canlilardan elde edilen tripsinin pH 7,5-10,0 arasinda stabil
kaldig1 bildirilmistir (Freitas-Junior vd., 2012). Avrupa deniz levregi pilorik sekasindan elde edilen
tripsin enziminin pH stabilitesi, S. chuatsi (Lu vd., 2008), G. macrochephalus (Fuchise vd., 2009), B.
boops (Barkia vd., 2010), D. rhombeus (Silva vd., 2011), beyaz karides balig1 (Sephan vd., 2015), S.
longiceps (Khandagale vd., 2017), C. hippurus (Santos vd., 2020) ve Arapima gigas (Freitas-Junior
vd., 2021) tiirleri ile benzer stabilite aralig1 gosterdigi, E. coioides (Liu vd., 2012)’in bulgularindan
farkl1 olarak daha genis aralikta stabilite gosterdigi belirlenmistir. Bulgularimizdan farkli olarak
Pricanthus macracanthus (Van Hau ve Banjakul, 2006), A. gigas (Freitas-Junior vd., 2012) ve S.
basilisca (Ktari vd., 2012) tiirlerinden elde edilen tripsinlerin daha genis pH araliginda stabilite
gosterdigi belirlenmistir. Bu farkin sebebi olarak balik tiirlerinin farklilig1 ve tiirlerin yagama ortami
farkliliklarindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Sicakligin Avrupa deniz levregi pilorik sekasindan elde edilen tripsin enzimi {izerine etkisi total
aktivite formiilii ile hesaplanmis ve sonuglar Sekil 4 ve 5’te sunulmustur.
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Sekil 4. Avrupa deniz levregi pilorik sekasindan saflastirilan tripsin enziminin aktivitesi iizerine sicakligin etkisi
(Farkli harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiki olarak fark vardir (P<0,05)).

Calisma bulgularimiza goére pilorik sekadan saflastirilan tripsinin optimum spesifik aktivite
gosterdigi sicaklik 55 °C olarak tespit edilmistir. Bu sicakliktan sonra diizenli olarak aktivitede
diistisler belirlenmis olup, enzimin 70 °C’de %60 oraninda aktivite kaybina ugradigi belirlenmistir
(Sekil 4). Bulgularimizla uyumlu sekilde S. basilisca baliginin i¢ organlarindan elde edilen tripsinin
optimum sicaklig1 55 °C olup, 70°C’de aktivitesinin yarisint kaybettigi bildirilmistir (Ktari vd., 2012).
Benzer sekilde Silva vd. (2011) tarafindan saflastirilan tripsin enziminin optimum sicakligr 50-55 °C
araliginda olup, 70 °C’de aktivitenin %80’i kaybolmustur. Diger bir ¢alismada da P. macracanthus
balig1 pilorik sekasindan elde edilen tripsinin ise 55 °C’de en yiiksek aktiviteyi gostermis oldugu,
aktivitesini 70 °C’de %90 oraninda kaybettigi bildirilmistir (Van Hau ve Benjakul, 2006). Ayrica
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Pasifik uskumru (Valdez-Melchor vd., 2013), beyaz karides (Sephan vd., 2015), E. achoita (Lamas
vd., 2017), C. hippurus (Santos vd., 2020) gibi farkli deniz tiriinlerinde yapilan tripsin enziminin
optimum sicaklik sonuglari ile bulgularimiz benzerdir. C. mirgala (Khangembam ve Chakbarti, 2015),
Colossoma macropomum (Balti vd., 2010), B. boops (Barkia vd., 2010) ve L. rohita (Charu ve Ragini,
2020)’da yapilan caligma sonuglarmna gore daha yiiksek sicakliklarda aktivitenin korundugu
belirlenmistir.
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Sekil 5. Avrupa deniz levregi pilorik sekasindan saflastirilan tripsin enziminin 25°C’de, 30 dak. inkiibasyon
sonrast stabilitesi. (Farkli harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiki olarak fark vardir (P<0,05)).

Calisma bulgularimiza gére avrupa deniz levregi pilorik sekasindan elde edilen tripsin enziminin
30 dakika farkli sicakliklarda su banyosunda inkiibasyon sonucunda 30°C’de en yiiksek spesifik
aktiviteyl gostermis oldugu ve 70°C’de tamamen denatiire olarak stabilitenin kayboldugu
belirlenmistir. Ozellikle 50°C’den sonra aktivitenin yiiksek hizda azaldigi goriilmiistiir (Sekil 5).
Calisma sonuglarimizla uyumlu olarak, Balti vd. (2009) S. officinalis mirekkep baliginin
hepatopankreasindan elde edilen tripsin enziminin spesifik aktivitesinde 50°C’den sonra hizli bir
diistis gorildigiinii ve 70°C’de tamamen denatiire oldugu bildirilmistir. Diger bir ¢alismada, B. boops
(Kopez) baligindan saflastirilan tripsin enzimin 55°C’den sonra hizli bir aktivite kaybettigi, 60°C’de
15 dakika sonra ise tamamen denatiire oldugu tespit edilmistir (Barkia vd., 2010). E. coioides
baligindan elde edilen tripsin enzimin sicaklia dayanikliligr 50°C’den sonra azalmis olup, 70°C’de
%801 kaybolmustur (Liu vd., 2012). S. longiceps i¢ organlarindan elde dilen tripsin {izerinde yapilan
stabilite deneylerinde 50°C’den sonra spesifik aktivitenin hizla azaldig1 ve 70°C’de %90’1m1 kaybettigi
goriilmistir (Khandagale vd.,2017). Tirsi baligindan elde edilen tripsinin ise 50°C’den sonra yiiksek
aktivite kayb1 yasadigi, 60°C’de ise tamamen denatiire oldugu tespit edilmistir (Zamani vd., 2017).

Elde edilen tripsin enzimi sicaklik stabilitesi Sephan ve ark., (2015) ve Freitas-Junior vd., (2012)
haricinde benzerlik gostermistir. Sephan ve ark., (2015) ve Freitas-Junior vd., (2012) tarafindan elde
edilen tripsinlerin sicaklik stabiliteleri elde ettigimiz tripsinin stabilitesinden yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Bunlarin sebebi s6z konusu aragtirmadaki analiz farkliliklari oldugu diisliniilmektedir.
Arastirma metodunda stabilite analizinde 30 dakika su banyosunda tutulurken, belirtilen yazarlarin
analizlerinde 15 dakika su banyosunda tutuldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak Avrupa levrek baligi iilkemizde ve bolgemizde yetistiricilik tiretiminde ekonomik
olarak 6nemli bir tiir olup onemli miktarda islenerek degerlendirilmekte ve bunun sonucunda yiiksek
miktarda i¢ organ atiklar1 ortaya ¢ikmaktadir. Mevcut calismamizla deniz levregi sindirim sistemi
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pilorik sekasindan ii¢ asamali saflastirma yontemi uygulanarak yiiksek saflikta tripsin enzimi
saflastirilmistir. Boylece s6z konusu balik atiklarindan pek ¢ok endiistri igin kullanim olanagi sunan,
katma degeri yiikseltilmis iiriin gelistirilmistir. Sindirim enzimlerinin kullanimin belirleyen en 6nemli
unsur olan pH ve sicaklik stabilite testleri de yapilarak saflastirilan tripsin enzimlerinin kara
hayvanlarindan saflagtirilana gére daha genis pH ve sicaklik araliklarindan stabilite gosterdigi tespit
edilmistir. Avrupa deniz levregi baligindan elde ettigimiz tripsin enzimi literatiirde bildirilen ¢ogu su
iiriinleri ve kara hayvanlarindan saflastirilan enzimlerden daha iyi 6zellikler gostermistir. Saflastirilan
tripsin enziminin genis sicaklik ve pH degeri araligina sahip oldugu gz oniine alindiginda deterjan,
boya, saglik ve gida endiistrisi gibi farkli endiistriyel alanlarda kullanimi miimkiin olabilecektir.
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