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OZET

BAZI HAYVANSAL KAYNAKLARDAN SULFATLANMIS
GLIKOZAMINOGLIKAN ELDESI VE iSLEM
PARAMETRELERININ OPTIMiZASYONU

KARAMAN, Cise
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Seher KUMCUOGLU

Ocak 2022, 85 sayfa

Glikozaminoglikan (GAG) dallanmamis bir tiir heteropolisakkarittir. Bu
dogal makromolekiil hayvanlarin kikirdagindan ekstrakte edilebilmektedir.
Kikirdak dokusunun yiiksek bir bdliimiinii olusturan kondroitin-4-stilfat
stlfatlanmig bir glikozaminoglikan olarak bilinmektedir.  Genellikle artrit
tedavisini Onlemek ve desteklemek igin fonksiyonel gida takviyesi olarak

kullanilmaktadir.

Bu c¢alismanin amaci, tavuk sternumu ve dana tendonundan enzimatik
hidroliz ile siilfatlanmis glikozaminoglikan elde etmek ve Yanit Yiizey Yontemi

kullanarak istatistiksel deney tasarimi ile optimum hidroliz kosulunu belirlemektir.

Bu tez calismasinda, enzim miktari, pH degeri, ekstraksiyon sicakligi ve
stiresi olarak se¢ilen dort parametrenin GAG verimi tizerindeki etkilerini belirlemek
amaciyla Merkezi Kompozit Tasarim ile olusturulan bir deneme tasarim
uygulanmistir. En kisa siirede ve en az miktarda enzim kullanilarak en yiiksek GAG
verimine ulasilmasi hedeflenmistir. Tavuk sternumundan GAG ekstraksiyon islemi
igin en optimum proses kosullart %0.6 enzim miktari, 6.99 pH degeri, 62.96°C
ekstraksiyon sicakligt ve 10.79 saat ekstraksiyon siiresi olarak bulunmustur. Bu
kosullar altinda, ekstraksiyon verim degerinin %26.07 olmasi 6ngoriilmiistiir. Dana
tendonundan ekstraksiyon islemi i¢in ise optimum e kosullar %0.8 enzim miktari,

7.02 pH degeri, 63.20°C ekstraksiyon sicakligi ve 10.89 saat ekstraksiyon siiresi



viii

olarak bulunmustur. Bu kosullar altinda ekstraksiyon verim degeri %1.72 olarak
tahmin edilmistir. Ongoriilen ekstraksiyon verim degerleri deneysel olarak

dogrulanmistir.

Calismanin ikinci kisminda, optimum kosullarda iiretilen siilfatlanmig
GAG’larin baz1 ozelliklerinin Kkarakterizasyonu amaciyla SEM analizi, FTIR
analizi, toplam amino asit analizi, renk analizi, 1s1l analiz, molekiil agirlik tayini ve
reolojik olgtimler gergeklestirilmistir. Tavuk sternumu ve dana tendonundan elde
edilen GAG orneklerinin FTIR spektrumunda yer alan karakteristik piklerin
kondroitin-4-siilfat standardi spektrumu ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.
SEM analizi sonucunda kondrositlerin ve kollajen fibrillerin GAG yapisina entegre
oldugu gortlmistir. GAG orneklerinin renk degerlerinin kondroitin-4-siilfat
standard1 ile kiyaslanabilir diizeyde oldugu tespit edilmistir. Kondroitin-4-siilfatin
molekiil agirligi 2078 Da olarak belirlenirken tavuk sternumundan ve dana
tendonundan elde edilen GAG &rnegine ait polimerlerin ortalama molekiil agirligi
sirastyla 2597 Da ve 5391,5 Da olarak bulunmustur. GAG o6rnekleri kullanarak
hazirlanan ¢ozeltilerin akis davranist Newton modeli ile agiklanmistir. Tavuk
sternumundan ve dana tendonundan elde edilen GAG 6rneklerinin agirlik¢a toplam

aminoasit igerigi sirastyla %23.90 ve %37.74 olarak elde edilmistir.

Analiz sonuglar1 enzimatik ekstraksiyon yoluyla tavuk sternumu ve dana

tendonundan siilfatlanmis GAG’1n basarili bir sekilde elde edildigini gostermistir.

Anahtar sozciikler: Tavuk sternumu, dana tendonu, glikozaminoglikan,

enzimatik ekstraksiyon, optimizasyon



ABSTRACT

EXRACTION OF SULPHATED GLYCOSAMINOGLYCAN FROM
ANIMAL SOURCES AND OPTIMIZATION OF THE PROCESS
PARAMETERS

KARAMAN, Cise
MSc in Food Eng.
Supervisor: Assoc. Dog. Dr. Seher KUMCUOGLU

January 2022, 85 pages

Glycosaminoglycan (GAG) is known one kind of unbranced
heteropolysaccharide. The natural macromolecule can be extracted from the
cartilage of animals. Chondroitin-4-sulfate is known as a sulfated
glycosaminoglycan, which is the highest proportion of cartilage tissue. It is
generally using as a supplement of functional food for preventing and supporting
treatment of arthritis.

The aim of this study is to obtain sulfated glycosaminoglycan from chicken
sternum and bovine tendon by enzymatic hydrolysis and optimize a suitable
hydrolysis condition by statistical experimental design using Response Surface
Method.

In this thesis, in order to determine the effects of the selected four parameters
as enzyme amount, pH value, extraction temperature and time on GAG vyield, a trial
design created with Central Composite Design was applied. It was aimed to reach
the highest GAG% efficiency in the shortest time and by using the least amount of
enzyme. The most suitable process conditions for the GAG extraction process from
chicken sternum were found to be 0.6% enzyme amount, 6.99 pH value, 62.96°C
extraction temperature and 10.79 hours extraction time. Under these conditions, the
extraction yield value was predicted to be 26.07%. The most suitable process

conditions for the GAG extraction process from bovine tendon were found to be



0.8% enzyme amount, 7.02 pH value, 63.20°C extraction temperature and 10.89
hours extraction time. Under these conditions, the extraction yield value was
predicted to be 1.72%. The predicted exraction yield values were confirmed

experimentally.

In the second stage of the study, some properties of sulphated GAGs produced
under optimized process conditions were determined by performing SEM analysis,
FTIR analysis, total amino acid analysis, color analysis, thermal analysis molecular
weight determination and rheological measurements on sulphated GAG to
charactarize. It was determined that the characteristic peaks in the FTIR spectrum
of GAG samples obtained from chicken sternum and calf tendon were similar to the
spectrum of the chondroitin-4-sulphate standard. As a result of SEM analysis, it
was observed that chondrocytes and collagen fibrils were integrated into the GAG
structure. It was determined that the color values of the GAG samples were
comparable to the chondroitin-4-sulphate standard. While the molecular weight of
chondroitin-4-sulfate was determined as 2078 Da, the average molecular weight of
the polymers of the GAG sample obtained from chicken sternum and calf tendon
were found to be 2597 Da and 5391.5 Da, respectively. The flow behavior of
solutions prepared using GAG samples were explained with Newton model. Total
amino acid content by weight of GAG samples obtained from chicken sternum and

calf tendon was obtained as 23.90% and 37.74%, respectively.

The results of the analysis showed that sulfated glycosaminoglycan was
successfully obtained from chicken sternum and bovine tendon by enzymatic

extraction.

Keywords: Chicken sternum, bovine tendon, glycosaminoglycan, enzymatic

extraction, optimization
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“Bazi Hayvansal Kaynaklardan Siilfatlanmis Glikozaminoglikan Eldesi ve Islem
Parametrelerinin  Optimizasyonu” isimli tez calismasi, Ege Universitesi Fen

Bilimleri Enstitiisti, Gida Miihendisligi Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir.

Calisma kapsaminda, farkli hayvansal kaynaklar kullanilarak enzimatik
ekstraksiyon yontemiyle GAG elde edilmistir. Calisma kapsaminda tavuk sternumu
ve dana tendonu materyal olarak kullanilmistir. Her iki materyal igin ekstraksiyon
yonteminin uygulanabilirligi ve elde edilen son driindeki GAG verimi
incelenmistir. Ekstraksiyon isleminde uygun islem kosulunun belirlenmesi igin
optimizasyon prosediirii uygulanmistir. Optimizasyona ait bagimsiz degiskenler
pH, sicaklik, enzim miktari, siire olarak belirlenirken yanit olarak ise GAG verimi
secilmistir. Belirlenen matematiksel modele gore optimum islem parametrelerinde
bes adet deneme deneyi gergeklestirilmistir ve optimum islem parametresinin

deneysel olarak dogrulanmasi saglanmistir.

Optimum kosullarda iiretilen GAG 6rneklerini karakterize etmek amaciyla birtakim

analizler uygulanmstir.

Bu tez calismasmin yiiriitilmesinde FYL-2020-22497 nolu projeye finansal

desteklerinden dolay1 Ege Universitesi BAP Koordinatorliigiine tesekkiir ederim.

[ZMIR
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Cise KARAMAN
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1. GIRIS

Ekstraselliiller matriks, hiicreler arasi bosluklar1 dolduran ve hiicreleri
birbirine baglayan, ¢ogu protein, hormon, proteoglikan ve biiylime faktorlerini
iceren bir yapidan olusmaktadir (Uslu ve Eltas, 2015). Siklikla bag doku olarak
adlandirilan  ekstraselliiler matriks, kikirdak ve kemikte fazla miktarda
bulunmaktadir. Tavuk sternumu ve dana tendonu ekstraselliler matriks
bilesenlerince zengin kaynaklardir (Coulson et al., 2015). Bu nedenle enzimatik
ekstraksiyon icin kullanilan hammadde sternum ve dana tendonu olarak

belirlenmistir.

2020 yilina ait Abalioglu Lezita Gida San. A.S. alinan bilgiye gore tavuk
islendikten sonra yillik ortalama 6.376.000 kg gogiis kafesi meydana gelmektedir.
Bu miktarin %10’u sternumu olusturmaktadir. Dana tendonu ise et isleme endiistrisi
sonucu hayvansal bir yan iiriin olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ortaya ¢ikan atik ve yan
iriinlerin etkili bir sekilde degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu nedenle
hammaddeden ekstraksiyon yontemi ile degerli bilesenin elde edilmesi ve olusan
bu atiklarin degerli iirlinlere doniistliriilmesi i¢in yeni yontemler gelistirilmesi

gerekmektedir (Martone, Pérez ve Sanchez, 2005).

Ticari olarak GAG ekstraksiyonunda kullanilan yiiksek hammadde maliyeti
g6z oniinde bulunduruldugunda ise ticari olarak farkli GAG kaynaklarina ihtiyacin
arttig1 goriilmektedir. Yapilan ¢aligmalar da tavuk ayagi kikirdaginin potansiyel bir
GAG kaynagi oldugu belirtilmistir (Widyaningsih et al., 2016).

Asit mukopolisakkarit olarak da bilinen GAG’lar, bir tiir heteropolisakkarittir
(Yunchang et al., 1995). Dogrusal bir polisakkarit olan GAG’lar disakkarit
bilesimine ve siilfatlanma derecelerine gore adlandirilmaktadir (Terzioglu, 2002).
GAG’lar siilfatlanmis ve stilfatlanmamis olarak iki temel smifa yarilmaktadir.
Kondroitin siilfat, dermatan siilfat, keratan siilfat, heparin ve heparan siilfat
stlfatlanmis  glikozaminoglikanlar ~ hyalironik asit ise  siilfatlanmamis
glikozaminoglikan olarak bilinmektedir. Kondroitin siilfat kikirdak, tendon ve aort
damar1 duvarinda; dermatan siilfat kalp kapakgiklarinda ve kan damarlarinda;

keratan siilfat kornea, kikirdak, kemik, sag, tirnakta bulunmaktadir (Otles vd, 2015).



Alkali ortamda enzimatik hidroliz, kikirdaktan ve bag dokudan kondroitin
stilfat eldesi i¢in kullanilan en yaygin yontem olarak kabul edilmektedir. Alkaliler,
kondroitin ~ siilfat ile c¢ekirdek proteini arasindaki kovalent baglar
pargalayabilmektedir. Papain, alkalaz, tripsin ve pepsin gibi enzimler ise genellikle
kikirdaktan kondroitin = stilfat saliniminda proteini  hidrolize etmek i¢in
secilmektedir (Wang et al., 2019). Glukozamin, eklemlerde olusan hasarin etkisini
azaltan bir amino monosakkarit olarak bilinirken; kondroitin siilfat artrit,
arteriyoskleroz (damar sertlesmesi) ve kanser gibi hastaliklarin terdavisinde
kullanilmaktadir (Nakano et al., 2001; Theocharis et al., 2006; Kozak¢ioglu, 2009).
Ayrica GAG’lar antikoagiilan, hipolipidemik, antitiimdr, antiviral gibi viicudun
bagisikligini destekleyici birgok biyolojik aktiviteye sahiptir (Cui et al., 2012).

Bu tez ¢alismasinda tavuk sternumundan ve dana tendonundan enzimatik
ekstraksiyon yontemi ile GAG elde edilmesi, ekstraksiyon parametrelerinin (pH,
enzim miktari, sicaklik, siire) GAG verimi {izerine olan etkisinin ve optimum
ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesi amaglanmigtir. Bu amacgla Design Expert
Paket Programi ile belirlenen deneme desenine gore farkli ekstraksiyon
kosullarinda GAG eldesi gergeklestirilmistir. Tavuk sternumu ve dana tendonundan
optimum kosullarda elde edilen GAG o6rneklerine karakterizasyon analizleri
yapilmistir. Boylece tavuk kesim yan {iriinii olan sternumun ve dana tendonunun
alternatif GAG kaynagi olarak degerlendirilmesi ve katma degeri yiiksek

glikozaminoglikan eldesi saglanmis olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Glikozaminoglikanlarin Yapisi

Cok hiicreleri canlilarda hayvan dokularinda hiicre diginda bulunan hiicre dis1
matriks, hiicreye oksijen ve besin difiizyonu saglanmasinda gozenekli bir yol
saglamaktadir. Hiicre dis1 matriks, fibroz proteinler ve heteropolisakkaritlerin bir
arada bulundugu ag seklinde bir jel yapidan olusmaktadir (Sekil 2.1). Bu jel yiiksek
viskoziteye sahip, mukoz ve siinen bir ipliksi yapidadir. Fibroz proteinler (kolajen,
elastin, fibrinojen) kikirdak, tendon, deri gibi bag dokularinin hiicrelerarasi
bosluklarinda glikozaminoglikanlardan olusan jel yapist igerisinde gomiili

vaziyette bulunmaktadir (Otles vd, 2015).

£&1—> Proteoglikan

Kondrosit

Kolajen fibrilleri

Sekil 2.1. Hiyalin eklem kikirdaginda proteoglikanlar, kolajen ve kondrositlerin sematik gosterimi
(Kotecha et al., 2013)

Glikozaminoglikanlar genellikle dallanmamis bir heteropolisakkarit olarak
bilinmektedir. Cekirdek proteinine kovalent olarak baglanan heteropolisakkarit
zincirlerinden  dogal  olarak  olusan  makromolekiillerdir.  Dallanmig
makromolekiiliin tamami proteoglikan olarak adlandirilmaktadir. Bu yap1 tiip
fircas1 (bottlebrush) benzeri bir konfigiirasyona sahiptir. Baska bir deyisle
proteoglikani olusturan bu polisakkarit zincirlerine GAG’da denmektedir. Bu
yapiin yaklasik olarak molekiil agirligi 10° kDa’dur (Alexander et al., 1996;
Coulson et al., 2015).



Firca benzeri bir konfiglirasyona sahip olan Agrekan-Hyaliironik asit
kompleksi eklem kikirdaginda mevcut olan proteoglikan yapisi olarak
bilinmektedir. Bu yapida glikozaminoglikan molekiilleri baglayict protein ile
merkezi ana zinciri olugturan hyaliironik asite baglanmaktadir. Ayrica, hyaliironik
asit ana zincire baglh ¢ok sayida uzantilar mevcuttur. Bu uzantilarin merkezinde
cekirdek proteini ve ¢ekirdek proteinine bagli keratan siilfat ve kondroitin stilfat
glikozaminoglikanlar1 bulunmaktadir. Sekil 2.2’de Agrekan-Hyaliironik asit

kompleksine ait sematik gosterim goriilmektedir.

AGREKAN-HA KOMPLEKS

AGREKAN
Kondroitin silfat i
/
Cekirdek protein ~ Keratan stilfat | Hyaliironik asit

Sekil 2.2. Eklem kikirdagi proteoglikan1 Agrekan-Hyaliironik asit Kompleksine ait sematik gosterim
(Horkay et al.,2021)

Glikozaminoglikanlar ilk tanimlandiklarinda mukopolisakkarit olarak
adlandinlmigtir.  Proteoglikanlar, glikoproteinlerin  aksine, %95'den fazla
karbonhidrat ve %5 kadar protein igermektedir. Bu sebepten dolay1 proteoglikan
ozelliklerinin, proteinlerden ziyade polisakkaritlere daha yakin oldugu
bilinmektedir (Devlin, 1997). Glikozaminoglikan ¢6zeltilerinin mukoz ve ipliksi bir
yapiya sahip olmasindan dolay: yiiksek viskoziteye ve elastikiyete sahip oldugu
bilinmektedir (Saldaml11,2017).

Glikozaminoglikanlar birbirini tekrarlayan disakkarit birimlerinin birbirine
baglanmasiyla olusmaktadir. Disakkarit birimini olusturan monosakkaritler,
genellikle heksozamin (N-asetil-galaktozamin veya N-asetil-glukozamin) ve diger
monosakkarit tiirevi (iironik asit, D-glukuronik asit veya L-iduronik asit) gruplarini

icermektedir. (Schaefer and Schaefer, 2010). Uronik asidin siilfat ve karboksilat



gruplarinin ~ bir arada bulunmasi1  glikozaminoglikanlara negatif  yiik
kazandirmaktadir. Tablo 2.1’de GAG’larin temel disakkarit yapisint olusturan

monosakkaritler belirtilmistir.

Tablo 2.1. GAG'larin temel disakkarit birimleri (Lee et al., 2016)

1.Seker 2.Seker Glikozaminoglikan

N-asetil-D-glukozamin D-glukuronik Asit ~ —  Hyaliironik asit
D-galaktoz —»  Keratan siilfat

D-glukozamin D-glukuronik Asit ~ —»  Heparan siilfat
L-iduronik asit —>  Heparin

N-asetil-D galaktozamin D-glukuronik Asit —» Kondroitin siilfat
L-iduronik asit — Dermatan siilfat

Ekstraselliiler matriks hiicrelerin birarada tutunmasini saglayan, dokularda gerilme
ve mekanik etkiye karsi direng saglayan, suda c¢oziinebilen molekiillerin

diftizyonuna yardime1 olan bir yapidir (Seyfeli vd., 2001).

2.2. Glikozaminoglikanlarin Simiflandirilmasi

Dogrusal bir polisakkarit olan GAG disakkarit bilesimine ve siilfatlanma
derecelerine gore adlandirilmaktadir (Terzioglu, 2002). Glikozaminoglikanlar
silfatlanmis ve siilfatlanmamis olarak iki temel sinifa ayrilmaktadir. Kondroitin
stilfat, keratan siilfat, dermatan siilfat, heparan siilfat ve heparin siilfatlanmisg
glikozaminoglikanlar hyaliironik asit ise siilfatlanmamis glikozaminoglikan olarak

bilinmektedir (Sekil 2.3).



—{Stilfatlanmamis GAG Hyaliironik asit

— Kondroitin Sulfat

Glikozaminoglikanlar —

— Keratan Sulfat

— Siilfatlanmis GAG Dermatan Siilfat

—  Heparan Siilfat

— Heparin

Sekil 2.3.Glikozaminoglikanlarin siniflandirilmasi

Hyaliironik asit disindaki siilfatlanmis glikozaminoglikanlar proteoglikanlara

kovalent bag yapisiyla baglanan daha kii¢iik yapidaki polimerlerden olusmaktadir.



Sekil 2.4’de siilfatlanmis glikozaminoglikanlarin kimyasal yapist verilmistir.

(‘H,OH C( )() C Ha( )S();
() S()w() 0
OH
-\ ) )
NHCOCH 4 NHCOCH,
Kondroitin-4-silfat Kondroitin-6-silfat
CH,OH ( H wOH CH wOSO
0O S0,0 0O
CO0O
OH
NHCOCH; NHCOCH;
Dermatan stilfat Keratan siilfat
FH2050s C00  CHOH
0]
OH
O
0S0: mso_ HAC
Heparin Heparan siilfat

Sekil 2.4. Siilfatlanns glikozaminoglikanlarin kimyasal yapisi (Uggiil vd., 2018)

Kondroitin siilfat, art arda gelen N-asetil-D-galaktozamin (GalNAc) ve D-
glukuronik asit (GIcUA) birimlerinden olugmaktadir.

Kondroitin siilfat siilfatlanma konumuna bagli olarak kondroitin-4-siifat ve
kondroitin-6-siilfat olarak ikiye ayrilmaktadir. Kondroitin-4-siilfat yapisinda 4 nolu
karbon atomu siilfat grubu tasirken, kondroitin-6-siilfat yapisinda 6 nolu karbon
atomu stlfat grubu tagimaktadir (Lohmander et al., 1980). Kondroitin siilfat
molekiilleri viicutta proteinlerle birleserek proteoglikanlar1 olusturmaktadir.
Cekirdek proteinine bagli olarak bulunan kondroitin siilfat, eklem kikirdagindaki

proteoglikanlarda bulunmaktadir. Papain enzimi aktivitesi ile glikozaminoglikanlar



bagli  bulunduklart  proteinden  ayrilarak  serbest  kalabilmektedirler
(Garnjanagoonchorn et al., 2007).

Kondroitin siilfat, 15.000-25.000 Da molekiiler agirliklara denk gelen 30 ile
50 disakkarit birimi i¢ermektedir. Proteoglikan yapisinda bulunan protein
cekirdegine bagl kondroitin siilfat yaklagik 100 disakkarit biriminden olugmakta
ve bu, 1.5-2 x 10° Da molekiil agirhigma denk gelmektedir (Devlin, 1997).

4. pozisyonda ve 6.pozisyonda monosiilfatlanmis N-asetil-D-galaktozamin
en bilinen kondroitin siilfat yapisidir. Bu duruma ek olarak farkli sayida ve
pozisyonda siilfat i¢eren kondroitin siilfat yapilart da mevcuttur (Volpi, 2007).

Farkli birimlerden olusan kondroitin siilfat yapilar1 Sekil 2.5’da verilmistir.

COOH CH20R?
Y 0 R?0 _J 0
OH H.OH
0

OR? NHACc
Kondroitin siilfat adx R! R? R3 Kisaltma
Kondroitin-4- stilfat H SO~ H A
Kondroitin-2,4-distilfat H SO-3 SO B
Kondroitin-6-siilfat SO+ H H C
Kondroitin -2,6-disiilfat SO H SO D
Kondroitin-4,6-distifat SO SO+ H E

Sekil 2.5. Farkli birimlerden olusan kondroitin siilfat yapilari

Kondroitin siilfat; kollajen fibril biitlinliigli, hiicre i¢i sinyal iletimi, hiicre
tanima, akson olusumu sirasinda hiicre yonlendirme, ekstraseliller matriks
bileseninin glikoprotein yiizeyine baglanmasi gibi bir¢ok biyolojik fonksiyona
sahiptir (Gilbert et al, 2004). Kikirdakta kan dolasimi olmadigi i¢in dokunun ana
bileseni olan kondroitin siilfat suyun, besin 6gelerinin ve diger molekiilllerin

hareketinde rol almaktadir (Saldaml1,2017).



Kondroitin siilfat, tek basina, glikozamin veya diger bilesenler ile
kombinasyon halinde, Avrupa ve ABD’de bir nutrasotik olarak kullanilmaktadir
(Volpi, 2009).

Kemik yapisinin olusumunda baslica rol alan glikozaminoglikanlarin,
kondroitin-4-stilfat, kondroitin-6-siilfat ve keratan siilfat oldugu bilinmektedir.
Keratan  siilfat, tekrarlayan N-asetilglikozamin-6-siilfat ve D-galaktoz
birimlerinden olusmaktadir Yapilarinda siilfat gruplar tasimaktadir. Keratan
siilfatin 6zellikle dokularda kikirdak, intervertebral diskler gibi yapilarda,
kondroitin siilfatin ise oksijen agisindan zengin, gen¢ ve kiiciik dokularda

yogunlukta oldugu belirlenmistir (Terzioglu, 2002).

Dermatan siilfat, N-asetil-D-galaktozamin ve L-iduronik asit olan disakkarit
biriminden olugmaktadir. Kondroitinde bulunan glukuronat biriminin besinci
atomunda  epimize  olarak  iduronata  doniismesiyle  olugmaktadir.
Glikozaminoglikan zinciri ¢ekirdek proteininde sentezlenmektedir. Baslica deride,
tendonlarda, kan damarlarinda ve kikirdakta bulunmaktadir (Saldamli, 2017; Uggiil
vd., 2018).

Heparin, antikoagiilan etkiye sahip, karaciger ya da akcigerde sentezlenen
cekirdek proteine kovalent olarak baglanan hiicre yiizeyinde ya da hiicre dist
matriste bulunan bir glikozaminoglikandir (Wardrop and Keeling, 2008). Bu
nedenle tip alaninda yaygin kullanim alanina sahip oldugu bilinmektedir. Heparin,
D-glukozamin ve D-glukuronik birimlerinden olusurken heparan siilfat, D-
glukozamin ve L-iduronik asit birimlerinden olusmaktadir (Shriver et al., 2012).
Heparin memeli dokularinda bulunmakta ve diger glikozaminoglikanlarin aksine
bag dokusunun bir bileseni degildir. Atardamar duvarindaki mast hiicrelerinin
graniillerinde bulunmaktadir (Saldamli, 2017). Heparan siilfat reseptor gorevinde,
hiicre biiylimesinde ve hiicrelerarasi baglantida rol almaktadir. Hiicre yiizeyinde ve
bazal membranlarda bulunmaktadir (Gardiyanoglu, 1999). Heparan siilfat
genellikle tim hayvan dokularinda bulunmaktadir. Heparinden farkli olarak

antikoagiilan 6zellik gostermemektedir (Garg et al., 2011).
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Hyaliironik asit B-1,3 baghi D-glukuronik asit ve N-asetilglukozamin
birimlerinden olusmaktadir. Hyaliironik asit birbirini takip eden 30000 kadar
disakkaritin B-1,4 bag ile baglanmasiyla olusmustur ve yaklasik olarak 100 kDa’dan
yiiksek molekiil agirhiga sahiptir (Price, 2007; Otles vd, 2015). Hyaliironik asit,
cildin bag dokusunda, gobek kordonunda, gézdeki vitréz sivida ve eklemlerdeki
sinoviyal sivida bulunmaktadir. Hyaluronik asit bazi bakteriler tarafindan
sentezlenebilmektedir (Papakonstantinou et al., 2012, Devlin., 1997). Hyaliironik
asitdin yapisinda bulunan disakkarit birimleri anyonik gruplara sahip oldugundan
katyonlar1 ve su molekiillerini baglamaktadir. Boylece hyaliironat ¢ozelti icerisinde
kuru hacmini yaklagik 1000 kat arttirmaktadir. Hyaliironat ¢6zeltisinin
viskozitesinin kayma hiziyla degistigi bilinmektedir. Diisiik kayma hizinda yiiksek
viskoziteye sahip hyaliironik asit ¢ozeltisi diisiik kesme hizinda bir ag yapisi
olusturmaktadir ve akis1 engellemektedir. Kesme hizi yiikseldik¢e hyaliironat
molekiilleri akig yOniinde dizilmekte ve akmaya karsi gosterdigi direng
azalmaktadir. Bu nedenle hyaliironat molekiillerinin absorbe edici ve

kayganlastirict madde olarak bilinmektedir (Saldamli, 2017).

2.3. Glikozaminoglikan Kaynaklari

Etlik piliglerin yaklasik %70-75’1 yenilebilir kisimlardan olusurken, %25-
30’luk kistm dogrudan insan tiiketimine uygun olmayan bas, ayak, bagirsak, tiiy,
kan ve i¢ organlar gibi kisimlardan olugmaktadir. Kesim sonucu olusan yan
tirtinlerden dogru bir sekilde faydalanmak ekonomi ve siirdiiriilebilir ¢cevre adina
onem teskil etmektedir. Bu sebepten dolay1 yan iiriin ve kesim atiklarinin etkin
sekilde degerlendirilmesi gerekmektedir. Mezbaha ve kiimes hayvancilig
kesiminden kaynaklanan atiklar, kikirdak kaynaklari olarak hizmet edebilmektedir.
Kikirdak, ise esas olarak glikozaminoglikanlar ve kollajenlerden olusmaktadir
(Garnjanagoonchorn et al., 2007; Vazquezet al., 2013). Tavuk kesimhane
atiklarindan  biri  goglis kafesi kemigi (sternum), ekstraselliiler matriks
bilesenlerince zengin olan bir atiktir. Ekstraselliller matriks, hiicreler arasi
bosluklar1 dolduran ve hiicreleri birbirine baglayan, protein, hormon, proteoglikan

igeren kompleks ve dinamik bir yapidan olugsmaktadir (Uslu ve Eltas, 2015).
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Kondroitin siilfat kikirdak, tendon ve aort damari1 duvarinda; dermatan siilfat
kalp kapakgiklarinda ve kan damarlarinda; keratan siilfat kornea, kikirdak, kemik,

sag, tirnakta bulunmaktadir (Otles vd, 2015).

Gida endiistrisinde et sektoriinde kesim sonrasi ortaya ¢ikan atiklar, ¢evresel
kirlilige sebep olmakta ve olusan bu atiklarin degerli tiriinlere doniistiiriilmesi igin

yeni yontemler gelistirilmesi gerekmektedir (Martone et al, 2005).

Kopek baligi, sigir eti, karides ve domuz 6nceden glikozaminoglikan kaynagi
olarak kullanilmaktayken sonrasinda bu hammaddelerin glikozaminoglikan
kaynagi olarak kullanilmasinda pahali olmasi, alerji etkisinin olmasi ve tiiketiminin
yaygin tercih edilmemesi sorunlar1 ortaya ¢ikmistir. Bu sebeple kullanilacak olan
diger kaynaklardan birinin tavuk ayaginin kikirdagt oldugu belirtilmistir
(Widyaningsih et al., 2016).

Kondroitin siilfata olan talebin artmaya devam etmesi, ticari olarak farkli
GAG kaynaklarina ihtiyag duyulacagini gostermektedir. Sigirlarda goriilen
enfeksiyon gibi bazi durumlarin GAG eldesinde potansiyel bir risk oldugu
diistiniilmektedir. Kopekbaligi kikirdagi kullanilarak —gergeklestirilen GAG
eldesinde ise kopekbaligi kikirdagi tedariginin gelecekte sinirli olabilecegi
diisiiniilmektedir. Belirtilen kisitlar farkli GAG kaynaklar1 arayisinin oldugunun
gostergesidir (Garnjanagoonchorn et al., 2007; Xiong et al., 2009; Luo et al., 2002).
Nakano ve ark. (2012) yaptig1 ekstraksiyon ¢aligmasinda yukarida belirtilen
nedenlerden dolayr alternatif kaynak olarak etlik piliclerin omurga kikirdagin

kullanarak GAG ekstraksiyonu gerceklestirmistir (Nakano et al., 2012).

Sulityowati ve ark. (2015) kopekbalhigi kikirdagindan glukozamin ve
kondroitin siilfat ekstraksiyonu gergeklestirrmistir. Kondroitin siilfat ticari olarak,
sigir kikirdagi, sigir nefes borusu ve kopekbaligi yiizgeci gibi kaynaklardan elde
edilmektedir (Rani et al., 2017). Kondroitin siilfat ekstraksiyonu ile ilgili yapilan
calismalarda timsah kikirdagi, vatoz kikirdagi ve tavuk omurgasi, kopekbaligi
yiizgeci (Garnjanagoonchorn et al., 2007); tavuk ayagi kikirdagi (Widyaningsih et
al., 2016); geyik boynuzu (Gujral et al., 2014); 6rdek soluk borusu (Vittayanont and
Jaroenviriyapap, 2013); kemikli baliklar (Maccari, Galeotti, and Volpi, 2015);
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deniz patlican1 (hiyari) (Zou et al., 2016); kopekbaligi kikirdag: (Sulityowati et al.,
2015) kaynak olarak kullanilmigtir.Maccari ve ark. (2015) fener baligi,
mezgitgiller, dikenli kdpek baligi, somon ve ton balig1 kullanarak yaptigi ¢alismada
glikozaminoglikan polisakkaritinin alternatif kaynaklarinmi arastirmiglardir. He ve
ark. (2015) tarafindan yapilan ¢aligmada patojenik olmayan E. coli susundan
metabolik yol ile kondroitin siilfat elde edilmistir. Elde edilen kondroitin siilfatin
yiiksek maliyete sahip olmasi ve ticarilestirilebilir siilfasyon ydnteminin

uygulanamamasi gibi bazi dezavantajlar1 oldugu belirtilmistir.

2.4. Glikozaminoglikan Ekstraksiyon Yontemleri

Kondroitin siilfat genel olarak alkali yontem, enzimatik yontemve ultrasonik
yontem olmak {lizere ili¢ farkli sekilde ekstrakte edilmektedir (He et al., 2014).
Endiistriyel uygulamalarda sigir ve domuz soluk borusu, kopekbaligi yiizgeci, vb.
gibi hammaddelerden kondroitin siilfat izolasyonu i¢in gergeklestirilen dort temel

islem basamagi asagidaki siralanmaktadir (Shi et al., 2014; Vazquezet al., 2013)

» Hammadedin kimyasal maddeler ile hidrolizi

» Proteoglikan ¢ekirdeginin pargalanmasi

» Proteinlerin segici olarak ortadan kaldirilmast ve Kondroitin siilfat
izolasyonu

» Kondroitin siilfatin saflastirilmasi

Hayvansal dokudan GAG ekstraksiyonu genellikle hammaddenin kimyasal
maddeler ile hidrolizi ile gergeklestirilmektedir. Ekstraksiyon sonucunda GAG’mn
farkli yollardan geri kazanimi ve saflastirma asamalar1 i¢in alkaliler, sistein,
guanidin  hidroklorik asit ve setilpiridinyum kloriir, trikloroasetik asit
kullanilmaktadir (Michelacci and Horton, 1989; Souza et al., 2007).

Proteoliz, dokulardan glikozaminoglikan-peptit yapisinin eldesi igin
kullanilan genel bir yontemdir. Proteoliz i¢in iki kez kristalize edilmis papain,
bircok arastirmaci tarafindan kullanilan proteinazlardan birisidir. iki kez kristalize

edilmis proteinaz, daha ekonomik bir proteinaz ile degistirilebilir. Kullanilacak olan
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proteolitik enzim GAG zincirlerine bagl peptitlerin boyutuna bagl olarak farklilik
gosterebilmektedir (Nakano et al., 2010).

Alkali ortamda enzimatik hidroliz, kondroitin siilfat eldesi i¢in en yaygin
yontem olarak kabul edilmektedir. Alkaliler, kondroitin siilfat ile ¢ekirdek proteini
arasindaki kovalent baglarin pargalanmasina olanak saglamaktadir. Papain, alkalaz,
tripsin ve pepsin gibi enzimler ise genellikle kikirdaktan kondroitin siilfat
salimimminda proteini hidrolize etmek i¢in se¢ilmektedir. Ayrica, kondroitin siilfat
iretimi sirasinda proteoglikanlarin  ayrismasin1  desteklemek i¢in, alkali
konsantrasyonu arttirilabilmektedir. Kondroitin siilfatin saflagtirilmast igin,
kromatografi ve membran ayirma teknolojileri yaygin olarak kullanilmaktadir

(Wang et al., 2019).

2.4.1. Enzimatik ekstraksiyon yontemi

Olgunlagsmamis papaya meyvesinden elde edilen papain (EC 3.4.22.2), pH 3
ile 12 araliginda etkin bir proteazdir (Jin and Toda 1988). Papain proteinlere,
peptidlere, amino asit esterlerine ve amid baglarima karsi proteolitik aktivite

gostermekte; genellikle gida ve tip alanlarinda kullanilmaktadir (Uhlig, 1998).

Garnjanagoonchorn ve ark. (2007) timsah, kopekbaligi, vatoz ve tavuk
omurgast kullanarak enzimatik yontem ile kondroitin siilfat ekstraksiyonu
gerceklestirmistir. 10 g kikirdak 6rnegine 4 mg papain/g kikirdak enzimi eklenerek
1: 10 oraninda pH’1 7.0 olan 0.1M sodyum fosfat tamponu igerisinde (0.005 M
etilendiamintetra asetik asit, 0.005 M sistein hidroklorit ve %0.02 sodyum azid)
65°C’de 48 saat ekstrakte edilmistir. Tavuk omurgasi, timsah dil kemigi ve
sternumu kikirdag: potansiyel kondroitin siilfat kaynagi olarak kullanilmistir. 100
g kurutulmus kikirdakta bulunan kondroitin-4-siilfat miktarinin 11.55 ile 14.84 g

PR

araliginda degistigi belirlenmistir.

Luo ve ark. (2002) yaptig1 ¢alismada hammadde olarak kullandigi tavuk
omurga kikirdagini (8g) 40 mL tamponlanmamis 3 M MgCl: igerisinde 24 saat ve
48 saat; oda sicakligi ve 4°C’de ekstrakte etmistir. Ayni1 miktardaki ornekler ayrica
40 mL 3M guanidin- HCI ve 50 mM sodyum asetat tamponu pH 5.8 (10 mM
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disodium EDTA) ile ayni siire ve sicaklikta ekstrakte edilmistir. Ekstraktlar diyaliz
edildikten sonra liyofilize edilip proteinleri proteoglikan yapisindan uzaklastirmak
i¢in papain (40 mg/g kuru 6rnek) kullanilmustir. 48 saat 3 M MgCl: ile ekstraksiyon
isleminin veriminin (%88,4 + 2.6) 3M guanidin-HCI ile ekstraksiyon igleminin
verimine (%82,1 £ 1.5) kiyasla daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ekstraksiyondan
sonra gram tavuk omurga kikirdagi basina ortalama 32,9 mg toz firiin elde
edilmistir. Uriindeki ortalama kondroitin siilfat miktar1 ise %75,5 olarak

belirlenmistir.

Khan ve ark. (2013) tavuk omurga kikirdagini (10g) pargalayip 50mL 3M
MgCl2.6H20 (60.9g /100mL) ile 4°C’de 48 saat inkiibasyona birakmistir. Ardindan
diyaliz edilip papain ile glikozaminoglikan ekstraksiyonu gergeklestirilmistir.
Tavuk omurgasi kikirdaginin siilfatlh GAG igeriginin yiiksek oldugu belirlenmistir.
Ekstraksiyon sonucu elde edilen iiriinde %70,77 oraninda GAG tespit edilmistir.

Nakano ve ark. (2012) etlik pili¢ biyokiitlesinden (ezilmis kemik, kikirdak,
deri, kas) doku proteolizi ile kondroitin siilfat eldesi gergeklestirmistir. Tavuk
kesim sonucu ortaya ¢ikan mekanik siyirma artiklarindan farkli preteolitik enzimler
kullanarak (papain, pankreatin, kivi meyvesi homojenati, flavourenzim) kondroitin
stiilfat elde edilmistir. Yagi uzaklastirilmis kuru doku ornekleri papain (4mg
enzim/g doku)ve 1l: 20oraninda pH5.5 0.1 M sodyum asetat
tamponu ile 65°C’de 1 gece; pankreatin ile 50°C’de 1 gece; flavourenzim ile
50°C’de 1 gece ve kivi meyvesi homojenati ile 65°C’de 8 saat boyunca sindirime
birakilmistir. Kullanilan proteolitik enzimlerin kondroitin siilfat-peptit yapisinin
iretimi i¢in yeterli aktiviteye sahip oldugu gézlenmistir. Calismada kloroform ve
methanol ile yag uzaklastirma islemi yerine santrifiij ve filtrasyon uygulanabilecegi
onerilmistir. Gergeklestirilen iyon degistirme kromotografisi sonuCuna gore
kondroitin siilfatin geri kazaniminin papain ve flavour enzimde daha yiiksek oldugu

belirlenmistir.

Widyaningsih ve ark. (2016) tavuk ayagi kikirdagindan kondroitin siilfat ve
glikozamin eldesi igin farkli ekstraksiyon yontemlerini karsilastirmiglardir.
Orneklere su, asetik asit ve papain enzimi olmak iizere 3 farkli yontem ekstraksiyon

yontemi uygulamiglardir. Uygulanan ekstraksiyon kosullarini 100°C’de 2 ve 2.5
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saat kaynar su; 37°C’de 7 ve 17 saat boyunca asetik asit; 65°C’de 24 ve 48 saat
papain olarak belirlemislerdirtir. Elde edilen toz iiriinde en yiiksek glikozamin
seviyesine (%8.1) 2.5 saatlik kaynar su uygulamasi ile ulasilirken, en yiiksek
kondroitin siilfat seviyesine (%2.47) 48 saatlik enzim muamelesi ile ulagilmistir.
2.5 saatlik kaynar su uygulamasi sonucunda %2.03 kondroitin siilfat seviyesine
ulagilmistir boylece 2.5 saatlik kaynar su uygulamasinin digerlerine kiyasla en

uygun ekstraksiyon yontemi olduguna karar verilmistir.

Srichamroen ve ark. (2013) hammadde olarak etlik pili¢ kikirdag1 kullanarak
doku otolizi ile kondroitin siilfat-peptit eldesi gerceklestirmistir. Kikirdak doku
ornekleri ait 1: 10 oraninda 0.5 M pH 4.5 Sodyum asetat tamponu ile 37°C’de 17
saat ekstrakte edilmistir. Kikirdak doku 6rnekleri art arda 2 ve 3 kez tekrar ekstrakte
edilmis ardindan kalinti kikirdak doku ekstraksiyonu i¢in ise papain enzimi
ilavesiyle ekstraksiyon gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda 100 g kuru kikirdak
dokudan 20 g kondroitin siilfat-peptit elde edilmistir. zole edilen kondroitin siilfat-
peptit bilesimini ortalama olarak %82,5 ile kodroitin-4-siilfat olusturmaktadir. Iki

kez ektraksiyonun GAG eldesi i¢in ekonomik agidan yeterli oldugu belirlenmistir.

Talmoudi ve ark. (2020) kikirdakli baliklar sinifindan olan kedibalig
(Scyliorhinus canicula) kullanarak glikozaminoglikan ekstraksiyonu iizerine
yapilan bir calismada papain enzimi kullanilarak gerceklestirilen enzimatik
ekstraksiyon sonrasinda trikloroasetik asit ve alkali hidrolizi uygulamasinin
ekstraksiyon verimine etkisi arastirilmistir. Enzimatik ekstraksiyon sonrasinda
trikloroasetik asit 1ile gerceklestirilen deproteinizasyon isleminin GAG
ekstraksiyonu i¢in en uygun oldugu belirlenmistir. Agaroz jel elektroforezi ve FTIR
analizi sonuglar1 ekstrakte edilen GAG'larin bilesiminin %12.889 kondroitin
stilfattan %87.111’inin ise dermatan siilfat olustugu belirlenmistir. Ekstraksiyon
akabinde saflastirma basamaginda gerceklestirilen etanol uygulamasinin iiriin

safliginin arttirilmasi i¢in gerekli bir islem oldugu belirlenmistir.

Tavuk omurga kikirdag: kullanilarak yapilan bir kondroitin siilfat eksraksiyonu
calismasinda 100 g kikirdak, et ve bag dokularin uzaklastirilmasi amaciyla boyutu
kiiciiltiilerek 15 dakika boyunca kaynatilmistir. Et ve bag dokularindan

uzaklastirilan kikirdak ornekleri saf su ile yikanmistir. Ekstraksiyon iglemi igin
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temizlenen kikirdaklar, 0.1 M sodyum asetat tamponu, 2.4 mM EDTA ve 10 mM
sistein HC1 igeren karisimda (pH 6.8) papain (1U / 100 mg doku) enzimi yardimiyla
65 °C'de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Ekstraksiyondan sonra proteinlerin
uzaklastirilmas: i¢in karistm 4 hacim etanol ilave edilerek ¢Oktiirilmiistiir.
Ardindan ¢ozelti, 4 °C'ye kadar sogutulup bir gece bekletilmistir. Karisim 13,000 g
ve 4 °C'de 30 dakika santriftijlenmistir. Santrifiij sonras1 ¢okelti ayrilmistir ve 50
mM sodyum asetat tamponu (pH 6.8) igerisinde yeniden siispanse edilmis ve 2 kat
oranda etanol ile presipite edilmistir. Karisim oda sicakliginda siirekli karistirilarak
damla damla 2 hacim etanol ilave edilerek ¢oktiiriilmiistiir. Ardindan ¢ozelti
kondroitin siilfatca zengin presipitat eldesi icin 5 ml 50 mM sodyum asetat tamponu
ile (pH 6.8) karistirilmig ve tekrar 4 ° C'ye sogutularak 1 gece bekletilmistir.
Coktiirme isleminin ardindan saf suya karst 1 gece boyunca diyaliz islemi
gerceklestirilmistir. Diyaliz edilen kondroitin siilfat 6rnekleri liyofilize edilmistir.
Kondroitin siilfat ekstraksiyon verimi %15 olarak belirlenmistir. FTIR analizi
sonuglarindan, kondroitin siilfat omurgasinin igerdigi kondroitin siilfat tiiriiniin

kondroitin-4-siilfat oldugu belirlenmistir (Rani et al., 2017).

Balbinot Alfaro ve ark. (2022) hindi kesim sonrasinda ortaya ¢ikan yiiksek
miktarda bag dokusu igeren ve potansiyel bir GAG kaynagi olan hindi ¢enesinden
sarkan ibige benzer etimsi yapiyr kullanarak elde edilen GAG’in biyoaktif
Ozelliklerini  arastirmiglardir.  Ekstraksiyon ¢alismasinin ilk basamaginda
hammaddeden yag uzaklastirma islemi gerceklestirilmis ve ardindan papain ile
enzimatik ekstraksiyon gerceklestirlmistir. Calisma sonucunda dokudan %2,7
verim orantyla GAG ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Etanol ile ¢oktiirme
isleminin 48 saatten 72 saate arttirilmasi ile daha yliksek ekstraksiyon verimlerine

ulasilacag diistiniilmektedir.

Wu ve ark. (2022) iskeleti kismen kemiklesmis olan hibrit mersin balig1
kikirdag: kullanarak enzimatik hidrolizasyonla diisiik molekiil agirlikli kondroitin
siilfat ekstraksiyonu gerceklestirmistir. Ekstraksiyon c¢alismasimnin ardindan
molekiil agirligini géz oniinde bulundurularak kondroitin siilfat diisitk molekiil
agirlikli fraksiyonuna ayrilmistir. Kondroitin siilfat yapisinin glikozidik p-1,3 ve B-
1,4 baglarmi igeren N-asetil-galaktozamin ve glukuronik asit birimlerinden

olustugu tespit edilmistir.
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Le Vien ve arkadaslar1 (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada tavuk omurga
kikirdagindan GAG ekstraksiyonu ve optimizasyonunun gergeklestirilmesi
hedeflenmistir. Calismada 0.1 M fosfat tamponu ve papain enzimi kullanarak GAG
ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Optimizasyona ait bagimsiz degiskenler pH
(6.0-8.0), sicaklik (55°C-75°C), papain miktari (%0,2- %]1), siire (60 dk-420 dk)
olarak belirlenirken yanit olarak ise glikozaminoglikan igerigi segilmistir.
Ekstrasiyon islemi sonucunda proteinler %10 trikloroasetik asit ile
uzaklastinlmistir.  Ardindan  trikloroasetik asit ve kiicik molekiillerin
uzaklagtirilmasi i¢in ¢ozelti 14 kDa cut off’daki membran i¢inde saf suya karsi
diyaliz edilmistir. Diyaliz isleminin ardindan, diyaliz edilen ¢6zelti GAG eldesi i¢in
etanol ile ¢oktiiriilmiistiir. Optimum islem kosullar1 olarak, enzim miktar1 = %0.85,
pH =5.81, ekstraksiyon sicakligi=53,34°C ve ekstraksiyon siiresi=204 dakika
olarak belirlenmistir. Optimum kosullardali GAG verimi %25.7 olarak tespit

edilmistir.

Sekil 2.6’da tavuk kikirdagindan GAG ekstraksiyonuna ait akim semasi

verilmigtir.

‘ Tavuk Kikirdag

‘ Hammaddenin temizlenmesi

‘ Is1 uygulamasi

Boyut kiigtiltme ve 65titme
1slemlert

\ Hidroliz

. Proteinlerin
Coktiriilmesi

‘ Alkol ile l Kurutma

‘ Filtrasyon ‘ Diyaliz coktiirme fslemi

Sekil 2.6. Tavuk kikirdagindan GAG ekstraksiyonu akim gsemasi (Le Vien et al, 2017)
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2.4.2. Diger yontemler

Kim ve ark. (2014) geyik boynuzlarindan kondroitin siilfat eldesini yiiksek
hidrostatik  basing ve enzimatik  hidrolizin  birlikte  kullanimi  ile
gerceklestirmislerdir. 100 MPa'dan daha yiiksek basing, suyun proteinin i¢ kismina
penetrasyonunu arttirmakta ve hiicre zarmma zarar vermektedir. Yeni bir
ekstraksiyon yaklasimina sahip bu yontem ile etkili bir sekilde kondroitin siilfat
eldesi gerceklestirilmistir. Yapilan c¢alisamalar sonucunda 0.1 MPa ortam
basincinda diisiik verime (%19 £ 1.1) 100 MPa ortam basincinda yiiksek kondroitin
stilfat verimine (%95,1+ 2.5) ulagilmistir. Yiiksek hidrostatik basing ve enzimatik
hidroliz uygulamasinin birlikte kullanilmasi etkili ve ekonomik bir kondroitin siilfat

izolasyonu saglamaktadir.

Jin ve ark. (2015) geyik boynuzundan glikozaminoglikan eldesinde sicak su
ekstraksiyonu ve ultra yiiksek basing ekstraksiyonu yontemlerini kullanmislardir.
En yiiksek miktarda GAG eldesi icim optimum kosullar sicak su ekstraksiyonu i¢in
90C, 20 saat, 1: 29,34 kati-¢6zgen orani; ultra yiiksek basing ekstraksiyonu i¢in 200
MPa, 30 dakika ve 1: 30 kati-¢bzgen orani olarak belirlenmistir. Sicak su
ekstraksiyon verimininin yiiksek basing ekstraksiyon veriminden daha yiiksek

oldugu bulunmustur.

He ve ark. (2014) yiiksek yogunluklu vurgulu elektrik alan (PEF) kullanarak
balik kilgiklarindan kondroitin siilfat ekstraksiyonunu ve ekstraksiyon kosullariin
optimizasyonu gergeklestirmistir. Ekstraksiyon denemeleri 1, 2, 3, 4, 5 ve %6
NaOH konsantrasyonunda, g hammadde basina 1: 5, 1:10, 1:15, 1:20 ve 1:25 g/
mL olacak sekilde NaOH ¢ozeltisi igerisinde; (5, 10, 15, 20 ve 25 kV/cm elektrik
alan kuvvetinde ve 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 darbe sayis1 kosullarinda gerceklestirilmistir.
1:15 g/ mL malzeme-sivi orani, 16.88 kV/cm elektrik alan yogunlugu, 9 darbe
sayist ve %3.24 NaOH konsantrasyonu kosullar1 altinda maksimum kondroitin
stilfat verimi 6,92 g/L olarak elde edilmistir. Geleneksel yontemlere kiyasla ytliksek
yogunluklu vurgulu elektrik alan metotu ile daha hizli ekstraksiyon saglanmakta ve
yiiksek kondroitin siilfat icerigine sahip GAG eldesi gergeklestirilmektedir.
Kondroitin siilfat iceriginin darbe sayisi, elektrik alan kuvveti ve NaOH

konsantrasyonunun artmasiyla arttig1 tespit edilmistir. PEF’in 1s1l olmayan bir
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ekstraksiyon stili ile yiiksek hizda ve ¢evreye salinan diisiik kimyasal kirlilik ile
kondroitin ~ siilfat ekstraksiyonu i¢in yaygin olarak kullanilabilecegini

belirtmislerdir.

2.5. Glikozaminoglikanlarin Fonksiyonlari

Kondroitin siilfat hiicre bolinmesi, merkezi sinir sisteminin gelisimi gibi
temel biyolojik siireglerde rol almaktadir. Kondroitin stilfatin temel islevi, kikirdak
igindeki tistlendigi roldiir. Kondroitin siilfat fazla miktarda su ¢ekmesi nedeniyle
bir ozmotik sisme basinci olusturmakadir. Bu basing, matriksin ¢esitli sikistirma
giiclerine kars1 direng gostermesini saglamaktadir. Kondroitin siilfat, oral olarak

kapsiil ve tabletlerde, yiyecek ve igeceklerde, kremlerde, goz damlasinda,

kozmetikte ve tip alaninda kullanilmaktadir (Lauder, 2009).

Kondroitin siilfat yapisi sayesinde kikirdaklarin su ve besin hareketinde rol
alan bir molekiildiir. Dejeneratif eklem rahatsizhiginda kikirdak asinmasindan
kaynakli kondroitin siilfat kayb1 mevcuttur. Glukozamin ve kondroitin siilfatin
farkli etki mekanzimalar1 sayesinde artrit semptomlarin1 azalttigi bilinmektedir.
Ornegin, glukozamin eklemde olusan agriy1 azaltirken kondroitin siilfat ise eklem
yikimmi engellemekte ve hastaligin ilerlemesini yavaslatmaktadir. Glukozamin,
glikozaminoglikan sentezininde kullanilirken kondroitin siilfat kikirdak dokusunu
bozan enzimleri inhibe etmektedir. Boylece bu iki molekiil beraber etki gostererek
artrit tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Banoglu, 2004). Sekil 2.7°de

kondroitin siilfatin terapdtik rolleri gosterilmistir.

Kondroitin
sulfat

[—\

+ Inflamasyon
 Antoksidan Etki
* Alerjik Yanit

» Uriner Sistem

Sekil 2.7. Kondroitin siilfatin terapotik rolleri (Lauder, 2009)
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Kismen saflagtirilmis kondroitin siilfatin gida koruyucu ve emiilsifiye edici
ajan olarak kullanilig1 bilinmektedir (Hamano et al., 1989; Véazquez et al., 2013).
Kondroitin siilfatin, doku miihendisligi ve ilag¢ endiistrisinde de gelecekteki
kullanimi diisiintildiiglinde tavuk omurgasi kikirdaginin daha ucuz ve siirdiiriilebilir

bir kaynak oldugu diisiiniilmektedir (Rani et al., 2017).

Jin ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada geyik boynuzundan
glikozaminoglikan ekstraksiyonu gerceklestirilmis ve geyik boynuzu Oziiniin
yaglanma ve stres Onleyici Ozelliklerinden dolay1r son zamanlarda tiiketicilerin
dikkatini ¢ektigi belirtilmistir. Saglik tizerinde olusturdugu bu etkilerden dolay1
tilkketici talepleri gbz Oniine alindiginda geyik boynuzu 6zleri ilaveli kahve ve

iceceklerin iiretimin gergeklestirilmistir (Jin et al., 2015).

Kozmetik alanda ve eczacilik sektoriinde de kondroitin siilfat ve hyaliironik

aside olan ilgi giderek artmaktadir (Vazquez et al., 2013).

2.6. Glikozaminoglikanlarin Saghk Uzerindeki Etkileri

Glikozaminoglikanlarin antikoagiilan, hipolipidemik, antitiimér, antiviral,

gibi birgok biyolojik aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir (Cui et al., 2012).

Kondroitin siilfatin ekstraseliiler matriksin anabolik/katabolik dengesini
ayarlamak, inflamasyon ve katabolik siirece etki eden faktorleri azaltmak,
osteoartritte yeni kikirdak olusumunda yer alan anabolik siirecleri uyarmak gibi
etkileri de mevcuttur (Huskisson, 2008). Glukozamin, eklemlerde olusan hasarin
etkisini azaltan bir amino monosakkaritdir. Kondroitin siilfat artrit, arteriyoskleroz
(damar sertlesmesi) ve kanser gibi hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir

(Nakano et al., 2001).

Diisiik molekiil agirlikli kondroitin siilfat, eklem hastalig1 tedavisi i¢in oral
nutrasotik takviye olarak kullanilmaktadir (Raynauld et al., 2016). Kondroitin siilfat
tek basina, hyaliironik asit veya kitosan ile birlikte, hasarli dokularin yenilenmesine
ve kemik onarimina katki saglamaktadir (Biancheraet al., 2014). Ayrica, kondroitin

silfatin serbest radikal olusumunda engelleyici bir rol {stlendigi; DNA
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fragmentasyonunu o6nledigi, protein par¢alanmasinit ve hiicre 6liim oranini da

azalttig1 bilinmektedir (Campo et al, 2006; Henrotin et al., 2010).

Eklem hastaliginin  en yaygin sekli olan osteoartrit, kikirdak
proteoglikanlarinin katabolik kaybi sonucunda olusmaktadir. Osteoartrit; eklem
agrisi, eklem hassasiyeti ve sislik gibi semptomlarla ortaya ¢ikmaktadir (Gottlieb,
1997). Osteoartrit; genetik, metabolik ve biyokimyasal faktorlerin etkilesimiyle
meydana gelen eklem kikirdaginda olusan bir yetmezlik durumudur. Osteoartrit, 50
yildir siiregelen yaklasik 40 milyon Avrupalinin eklemlerinde mekanik fazla
yiiklenme ile gelisen, kikirdak ve sinoviyal sivilarin kaybina neden olan, kemik
bozulmasini, iltihaplanmay1, hareketliligin azalmasini ve yasam kalitesini etkileyen
yaygin, ilerleyici, dejeneratif bir eklem ve kas-iskelet sistemi hastaligidir.
Kondroitin stilfat, giiniimiizde Avrupa Romatizma Birligi (EULAR) ve Avrupa
Osteoporoz ve Osteoartrit Klinik ve Ekonomik Yonleri Dernegi (ESCEO)
tarafindan diz, el tedavisinde yavas etkili semptomatik molekiiller olarak
onerilmektedir (Restaino et al.,2019). Kondroitin siilfat kullanimda tavsiye edilen
glinliik tiiketim miktar1 800-1200 mg’dir (Henrotin et al., 2010).

2.7. Yanit Yiizey Yontemi

Yanit Yiizey Yontemi, 1951 yilinda ilk olarak Box ve Wilson tarafindan
ortaya atilmis ve gelistirmistir (Mead and Pike, 1975). Yanit Yiizey Yontemi,
deneysel tasarimlart Taylor birinci ve ikinci dereceden denklemleri ile birlestiren
optimum kosullar1 belirlemeye yonelik bilimsel bir yaklasimdir. Ayrica emprik
model gelistirmeyi ve modeli degerlendirmeyi igeren iteratif bir prosestir. Yanit
Yiizey Yonteminin prensibini, istatistiksel ve matematiksel tekniklerin birbiri
ardina uygulanmasi ve her bir asamada elde edilen verilerin bir sonraki asamada
kullanilmasi olusturmaktadir. Yanit Yiizey Yontemi eleme denemeleri, bolge
arastirmasi ve islemin optimizasyonu olarak 3 ana asamadan olusmaktadir.
Oncelikle sisteminin ¢iktilarmin ya da yanitlarin ve bu yanitlar iizerinde etkili
olabilecek bazi faktorlerin belirlenmesi gerekmektedir. Genellikle bu faktorler
oldukca uzun bir liste olusturmaktadir. Eleme denemeleri sayesinde isleme etki
eden faktorler arasindan 6nemli olanlar optimizasyon calismasina dahil olmaktadir.

Yapilan bu eleme denemeleri istatistiksel onem agisindan degerlendirilmektedir ve
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boylece daha etkin bir deneme c¢alismasinin olusturulmasi saglanmaktadir.
Ardindan sistem faktorlerin, sistem yanitinda olusturduklart degerlerin istenilen
optimum islem kosullar1 ile karsilastirilmasi gerekmektedir. Yamit Yiizey
Yonteminin son asamasinda ise, islem optimum noktaya yaklastiginda yanit
fonksiyonu optimum nokta etrafinda belirgin bir egrilik gostermektedir. Bu
egriligin tahmin edilmesinde genellikle lineer olmayan genellikle ikinci dereceden
polinomiyal esitlikler kullanilmaktadir (Eren, 2004).

Yanit Yiizey Yontemi endiistriyel gida sektoriinde genellikle {iriin
formiilasyonun saglanmasi, {irliniin  gelistirilmesi ve tasarimimna katki
saglamaktadir. Bagimsiz degiskenler yanitta istenilen degisimi saglamak amaciyla

manipiile edilen degiskenlerdir (Myers and Montgomery, 1995).

Yanit Yiizey Yontemi uygulama tarafindan belirlenen deneme deseninde
daha az deney sayist ile sistem hakkinda bilgi sahibi olmamizi saglamakta, sisteme
etki eden faktorlerin etkilerini yalnizca tek basina incelememekte, birbirleriyle
interaksiyonu g6z Oniine almaktadir. Bu durumlarin yani sira Yanit Yiizey
metodolojisi simetrik olmayan fonksiyonlari modellemesinde yetersiz kalmaktadir

(Myers and Montgomery, 1995).

Yanit Yiizey Yonteminde genellikle tam faktoriyel tasarim, kismi faktoriyel

tasarim ve merkezi kompozit tasarimindan olusmaktadir.

2.7.1 Merkezi kompozit tasarim

Merkezi Kompozit Tasarimi eksenel ve merkez noktalar1 olarak bilinen ikKi
faktoriyel noktadan olugmaktadir. Merkezi Kompozit tasariminda yer alan
faktorlerin seviyeleri, faktoriin en yiiksek ve en diisiik diizeylerinden olugmaktadir.
Eksenel noktalar; k bagimsiz degisken sayisina gore hesaplanmakta (o = 2k/4) ve
+a ve -a olarak tanimlanmaktadir. Merkez noktalar ise deneysel calismadan
kaynakli hatayr 6ngormek igin tekrar edilen noktalardan olusmaktadir. Merkezi
Kompozit Tasarimda belirlenen her bir faktore bes diizeyden olusmaktadir. Bu bes
diizey; +1 ve -1 ile ifade edilen faktdriyel noktalar, +a ve —a ile ifade edilen eksenel

noktalar, O olarak ifade edilen merkez noktalaridir (Tiirk, 2016). Merkezi kompozit
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tasariminda, sonuglar  Esitlik 2.1°de  belirtilen  denklem  kullanilarak

degerlendirilmektedir.
Y=B0+ Z%;l BiXi+ Z%(Sl ij Binin + Z%(zl BﬁXiz (21)

Belirtilen matematiksel modelde Y yanit degiskenini, §, ve f; sirasiyla sabit
ve lineer katsayryr temsil etmektedir. §;; degiskenler arasindaki katsayiyr ve k

faktor sayisini temsil etmektedir (Leong et al., 2013).

En kiigiik kareler yontemi ile regresyon analizi ile de ikinci derece modeldeki
katsayilar tahmin edilerek regresyon denklemi olusturulmaktadir. Olusturulan
denklem yardimi ile de yanitlar i¢in tahmini sonuglar1 elde edilerek, tahminlerin

dogrulugu, modelin yeterli olup olmadigi kontrol edilmektedir.
2.7.2. Optimizasyon

Yanit Yiizey Yontemi uygulamasi bazi asamalardan olusmaktadir. i1k olarak
gerceklestirilmek istenilen optimizasyonda bagimsiz degiskenler, yapilan 6n
calismalara bagli olarak Dbelirlenirken arastirmanin amacina gore, tarama
calismalariyla deneysel bdlgenin siirlandirilmasi gerceklestirilmis olmaktadir.
Ardindan deney tasarimin planinin olusturulmasi ve segilen deneme desenine gore
deneylerin gergeklestirilmesi saglanmalidir. Deneme desenine goére denemeler
gerceklestirildikten sonra elde edilen verilerin matematiksel olarak analizi

gerceklestirilmeli ve uygun model se¢imi saglanmalidir (Bezerra et al., 2008).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg

Tez caligmasi kapsaminda tavuk sternumu Abalioglu Lezita Gida San. A.S.
tarafindan dana tendonu Sanli Et Pazarlama ve Gida San. Ltd. Sti tarafindan tedarik
edilmistir. GAG ekstraksiyonunda kullanilan papain (EC 3.4.22.2; 30000 units/mg)
enzimi ve gerekli kimyasal maddeler Merck (Merck KGaA, Darmstadt, Almanya)

firmasindan temin edilmistir.
3.2. Yontem

Tavuk sternumu ve dana tendonundan GAG ekstrakti eldesi i¢in
gergeklestirilen ¢calismanin ilk asamasinda tavuk sternumdan ve dana tendonundan
farkli ekstraksiyon parametrelerinde (tampon ¢ozeltisinin pH degeri, enzim miktart,
sicaklik, siire) enzimatik ekstraksiyon yontemi ile GAG ekstraktt eldesi
gerceklestirilmis ve Design Expert Paket Programi araciligiyla optimum islem
kosulu belirlenmistir. Calismanin ikinci asamasinda optimize edilen islem
parametrelerinde iretimler gerceklestirilmis ve elde edilen glikozaminoglikan

orneklerine karakterizasyon analizleri uygulanmustir.
3.2.1. Glikozaminoglikan ekstraksiyonu

3.2.1.1. Uygulanan 6n islem

GAG ekstraksiyonu i¢in kullanilan tavuk sternumu ve dana tendonu, kirletici
maddelerin ve safsizliklarin temizlenmesi amaciyla su ile durulanmistir. Boyutlari
Il cm x 1 cm x 0,5 cm olacak sekilde kiigiiltiilen tavuk sternumu ve dana tendonu
porsiyonlara ayrilmis ve ekstraksiyon uygulamasina kadar -18°C sicakliktaki soguk
depoda polietilen poset igerisinde vakumlanarak muhafaza edilmistir. Her iiretim

periyodunda ayni1 partiden hammadde kullanimi gergeklestirilmistir.
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3.2.1.2. Ekstraksiyon asamasi

On islemleri tamamlanmis tavuk sternumu ve dana tendonundan GAG eldesi Sekil

3.1°de verilen akim semasina gore gerceklestirilmistir.

Tavuk Sternumu ve Dana Tendonu

\Z

Boyut Kiigiiltme Islemi(0.5cm x 0.5c¢m)

N7

Papain Enzimi ve 1:10 oraninda (v/w) Fosfat Tamponu ile Enzimatik
Ekstraksiyon Gerceklestirilmesi

Enzim Inaktivasyonun Saglanmasi

N7
1:1 oraninda %10 TCA ile 4°C’de 1 Gece Bekletme

\Z
Santrifiij (9000 rpm, 4°C, 30 dk)

\Z

Stipernatant

\Z
%95'lik (v/v) Etanol ile 1:2 Oraninda 4°C’de 1 Gece Boyunca
Glikozaminoglikanlarin Coktiiriillmesi

Santrifiij (9000 rpm, 4°C, 30 dK)
\Z

Presipitat

\Z
48 Saat Boyunca Saf Suya Kars1 Diyaliz

\Z
Liyofilizasyon (-56°C’de 48 saat)

Sekil 3.1. Materyalden glikozaminoglikanin ekstraksiyonuna ait akim semasi

On islemler sonras1 tavuk sternumu ve dana tendonuna 1:10 (w/v) oranda
farkli pH degerlerinde hazirlanan fosfat tamponu ve papain enzimi eklenmis
ardindan karigim ¢alkalamali su banyosu (WSB-30, Dahian, Kore) i¢inde belirli bir
sicaklikta belirli bir siire ekstraksiyona tabi tutulmustur. Ekstraksiyon isleminin

sonunda papain enziminin inaktivasyonu i¢in 6rnek 100°C’deki kaynayan suda 10
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dakika bekletilerek 1sil islem uygulanmasi saglanmistir. Enzim inaktivasyonunun
ardindan 6rnek karisimi sogutulmus ve proteinlerin ¢oktiiriilmesi amaciyla, 4°C'de
bir gece boyunca 1:10 oraninda(v/v) %10’luk TCA ile karistirilmistir. Islem
sonunda santrifiij islemiyle (9000 rpm, 4°C, 30 dakika) (Universal 320R Hettich
Zentrifugen, Tuttlingen, Almanya) alt faz (presipitat) uzaklastirilms, iist faz ise 1:2
(v/v) oraninda eklenen %95’lik (v/v) etanol ile 1 gece boyunca karistirilarak
coktirilmistiir. Elde edilen presipitat 9000 rpm’de 4°C’de 30 dakika santrifiij

edilerek toplanmustir.

3.2.1.3. Diyaliz ve liyofilizasyon

Santrifiij sonrasinda toplanan alt fazlar saf suda 1:20 (w/v) oranda
cozdiiriilerek 48 saat boyunca saf suya kars1 3.5 kDa’luk diyaliz membran (Thermo
Fisher SnakeSkinTM, 3.5 K MWCO, 16 mm) icerisinde diyaliz edilmistir. Diyaliz
islemi sonunda ornekler liyofilizator (Martin Christ Alpha 1-2 LD plus, Osterode
am Harz, Germany) kullanilarak -56°C’de 48 saat liyofilize edilmistir. Liyofilize
GAG ornekleri analiz edilinceye kadar -18°C’de saklanmustir.

3.2.2. Design Expert program ile ekstraksiyon islem parametrelerinin

belirlenmesi ve optimizasyonu

Ekstraksiyon iglem kosullarinin optimizasyonu i¢in 4 faktor Merkezi
Kompozit Tasarim (Central Composite Design) tasarimi kullanilmistir. Bagimsiz
degiskenler tampon ¢ozeltinin pH degeri, enzim miktari, ekstraksiyon sicakligi,

ekstraksiyon siiresi; yanit degiskeni ise GAG verimi olarak secilmistir.

Tavuk sternumdan GAG eldesi icin ekstraksiyon islem kosullarinin sinir
degerleri Tablo 3.1°de; ekstraksiyon islem parametrelerimin optimizasyonu
asamasinda izlenecek olan deneme plani Tablo 3.2’de verilmistir. Belirtilen deneme
planinda degiskenler sirasiyla A: enzim miktart (YoW/W protein), B: tampon ¢6zeltinin

pH degeri, C: ekstraksiyon sicakligi (°C) D: ekstraksiyon siiresi olarak kodlanmistir.
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Tablo 3.1. Tavuk sternumdan GAG eldesi igin belirlenen bagimsiz degiskenler ve kodlanmig
seviyeleri

Bagimsiz Degiskenler Kodlanmig Sembol Kodlanmis Seviyeler
2 -1 0 1 2
03 06 09 12 15

6.0 650 7.0 7.50 8.0
55 60 65 70 75

5 10 15 20 25

Enzim Miktar1 (Y%oW/W protein)
Tampon ¢6zeltinin pH degeri
Ekstraksiyon Sicakligi (°C)

O O w >

Ekstraksiyon Siiresi (saat)

Tablo 3.2. Tavuk sternumundan GAG eldesi i¢in olusturulan deneme plani

Deneme No A B C D

1 1.20 7.50 70.00 20.00
2 0.90 7.00 65.00 15.00
3 0.90 7.00 65.00 15.00
4 1.20 6.50 60.00 20.00
5 1.20 7.50 70.00 10.00
6 1.20 7.50 60.00 20.00
7 0.60 6.50 60.00 10.00
8 1.20 6.50 70.00 10.00
9 0.90 8.00 65.00 15.00
10 0.60 7.50 70.00 20.00
11 0.60 7.50 60.00 10.00
12 0.60 6.50 70.00 10.00
13 0.90 7.00 65.00 5.00
14 0.90 7.00 55.00 15.00
15 0.60 7.50 70.00 10.00
16 0.60 7.50 60.00 20.00
17 0.90 7.00 65.00 15.00
18 1.20 7.50 60.00 10.00
19 0.60 6.50 70.00 20.00
20 0.90 7.00 65.00 15.00
21 1.20 6.50 60.00 10.00
22 0.90 7.00 65.00 15.00
23 0.90 6.00 65.00 15.00
24 1.20 6.50 70.00 20.00
25 0.60 6.50 60.00 20.00
26 0.90 7.00 65.00 25.00
27 1.50 7.00 65.00 15.00
28 0.90 7.00 75.00 15.00
29 0.30 7.00 65.00 15.00

30 0.90 7.00 65.00 15.00
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Dana tendonundan GAG eldesi i¢in ekstraksiyon islem kosullarinin sinir degerleri
Tablo 3.3’de; ekstraksiyon islem parametrelerimin optimizasyonu asamasinda

izlenecek olan Deneme Dizayni1 Tablo 3.4’de belirtilmistir.

Tablo 3.3. Dana Tendonundan GAG eldesi i¢in belirlenen bagimsiz degiskenler ve kodlanmsg
seviyeleri

Bagimsiz Degiskenler Kodlanmig Sembol Kodlanmis Seviyeler

2 -1 0 1 2
Enzim Miktar1 (Y%W/W protein) A 05 08 11 14 17
Tampon ¢ozeltinin pH degeri B 6.0 650 7.0 7.50 8.0
Ekstraksiyon Sicaklig: (°C) C 55 60 65 70 75
Ekstraksiyon Siiresi (saat) D 5 10 15 20 25

Tablo 3.4. Dana tendonundan GAG eldesi i¢in olusturulan deneme plani

Deneme No A B C D

1 1.10 8.00 65.00 15.00
2 0.80 6.50 60.00 20.00
3 1.10 7.00 65.00 15.00
4 1.10 7.00 65.00 15.00
5 1.40 6.50 70.00 20.00
6 0.80 7.50 60.00 10.00
7 1.70 7.00 65.00 15.00
8 1.10 7.00 65.00 15.00
9 0.80 7.50 70.00 20.00
10 0.80 6.50 60.00 10.00
11 0.80 6.50 70.00 10.00
12 1.10 7.00 65.00 15.00
13 1.10 7.00 65.00 15.00
14 1.10 7.00 65.00 5.00
15 1.40 7.50 70.00 20.00
16 0.80 7.50 70.00 10.00
17 1.10 7.00 65.00 15.00
18 1.10 7.00 75.00 15.00
19 1.40 7.50 70.00 10.00
20 0.50 7.00 65.00 15.00
21 0.80 7.50 60.00 20.00
22 1.40 7.50 60.00 20.00
23 1.40 6.50 70.00 10.00
24 1.40 6.50 60.00 20.00
25 1.40 7.50 60.00 10.00
26 0.80 6.50 70.00 20.00
27 1.40 6.50 60.00 10.00
28 1.10 6.00 65.00 15.00
29 1.10 7.00 65.00 25.00

30 1.10 7.00 55.00 15.00
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Merkezi Kompozit Tasarim deneme dizaynina gore her bir iirlin igin altisi
merkez noktada olmak iizere toplam 30 deneme gergeklestirilmistir. Optimum
islem kosullar1 belirlenenmesi i¢in GAG veriminin maksimize edilmesi

hedeflenmistir.

Islem degiskenleri ile yanit olarak secilen GAG verimi arasindaki iliskiyi
ifade eden kuadratik matematiksel model regresyon analizi sonucunda
belirlenmistir. Matematiksel modelde yer alan degiskenin lineer ve interaksiyon
etki terimleri, etkilerin istatistiksel olarak matematiksel model agisindan dnemliligi
F ve p-degerleri goz Oniine alinarak incelenmistir. Daha sonra kareler toplamindaki
artis ve model uygunsuzlugu testi degerleri analiz edilmistir. Matematiksel modelde
yer alan yanit terimlerinlerinin 6nemi varyans analizi ile belirlenmis ardindan
optimum noktanin belirlenmesi gerceklestirilmistir Modele gore belirlenmis
optimum igslem kosullarinda da bes deneme gerceklestirilmistir. Boylece optimum

islem kosullarinin deneysel olarak dogrulanmasi saglanmistir.

3.2.3. Hammadde bilesim analizleri

Tez kapsaminda hammadde olarak kullanilan tavuk sternumunun ve dana
tendonunun kimyasal komposizyonunu belirlemek amaciyla nem, kiil, yag ve
protein analizleri gergeklestirilmistir. Orneklerin nem igerigi gravimetrik yontem
AOAC (950.46 B), kiil miktar1 gravimetrik yontem AOAC (920.153), yag miktari
Soxhlet yontem AOAC (960.39), protein igerigi AACC (2000) metot 46-30'da
verilen yontemler kullanilarak belirlenmistir. Toplam karbonhidrat igerigi, toplam
agirliktan (100g) protein, yag ve kiil miktar1 ile nem igerigi arasindaki farkin

hesaplanmasiyla tespit edilmistir (Vazquez vd., 2016).

3.2.4. Glikozaminoglikan analizi

Liyofilize GAG o6rneklerinin kondroitin siilfat igeriginin belirlenmesinde
dimetilmetilen mavisi (DMMB) yontemi kullanilmistir (Farndale et al., 1986). ilk
olarak, Whattman® 3MM filtre kagidi kullanarak DMMB reaktifi hazirlanmistir
(pH=3.0). 1 Litre boya ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 3.04 g glisin, 1.6 g NaCI ve 95 ml
0.1 M asetik asit iceren 1 litre su i¢cinde 16 mg DMMB ¢oziilmiistiir. Standart ¢ozelti
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kondroitin-4-siilfat kullanilarak 500 pg/ ml su olacak sekilde hazirlanmistir.
Standart ¢ozelti su ile 20 ul’ye tamamlanmigtir. Pipet ile 96 kuyulu mikroplaka
icine her numuneden 20 pl ¢ekilmistir. Ardindan 200 pl DMMB eklenerek 5 saniye
calkalanmistir. Daha sonra 525 nm dalga boyunda plaka okuyucu (UV/VIS Multi
well Spektrofotometre/ Thermo Scientific Multiskan GO) kullanarak absorbans
degeri ol¢iilmiistiir (Ferndale et al., 1986).

Standart egrinin ¢izilmesi i¢in 1 mg kondroitin siilfat standardi1 (Sigma C9819) 5
mL saf suda c¢Ozdirilmistir. Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 0-70 ppm
konsantrasyon araliginda kondroitin siilfat ¢ozeltileri hazirlanmistir. Sekil 3.2°de
reaksiyon sonucu konsantrasyona bagli olarak farkli renk veren kondroitin siilfat
standart ¢ozeltileri goriilmektedir. Sekil 3.2°den anlasilacag lizere kondroitin siilfat

standardi konsantrasyonu arttikga renk maviden pembeye dogru degisim

gostermektedir.

Sekil 3. 2. Reaksiyon sonucu konsantrasyona bagl olarak farkli renk veren kondroitin siilfat standart
¢ozeltileri (Oug/mL-70 ug/mL)

Sekil 3.3’de kondroitin-4-siilfat standart egrisinin grafigi verilmistir.
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Sekil 3. 3. Kondroitin-4-siilfat standart egrisi

Orneklerin analizinde ise; liyofilize GAG 6rnekleri saf suda Smg/50mL
konsantrasyonda hazirlanmistir. Analiz islemi i¢in 20 pL 6rnek alinarak 200 pl
DMMB boyasi ilave edilmistir. Olusan ¢dzetinin absorbans degeri 525 nm dalga
boyunda 6l¢ililmiistiir. GAG verimi Esitlik 3.1 kullanilarak elde edilmistir.

liyofilize truniin g GAG icerigi
Y g S8 2100 G.1)

GAG verimi (%)=
verimi (%) hammaddenin kuru temelde g agirhg

Orneklerin kondroitin siilfat miktar1 Sekil 3.3 ’de belirtilen denkleme (R?= 0.99)

gore hesaplanmistir.
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3.2.5. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR) Spektrometresi analizi

Glikozaminoglikan 6rneklerinin Fourier dontisiimlii kizil6tesi spektroskopisi
(FTIR) analizi hizmet alim1 yoluyla Ege Universitesi-Merkezi Arastirma Test ve
Analiz Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde (MATAL) Spectrum
Two™ FTIR spektrometre (Perkin Elmer Inc., Norwalk, CT, USA) cihaz1
kullanilarak  400-4000 cm™ dalga boyu araliginda oda kosullarinda
gergeklestirilmistir (Zhou et al., 2016).

3.2.6. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Glikozaminoglikan ekstrakti 6rneklerin morfolojik 6zellikleri mikro yapisi
taramali elektron mikroskobu (ThermoFisher, QUANTA FEG 250, ABD)
kullanilarak Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test Analiz Laboratuvar
Uygulama ve Arastirma Merkezinde belirlenmistir. Ornekler, goriintiilemeden dnce

iletken altin-paladyum tabakasi ile kaplanmistir (Zhou et al., 2016).

3.2.7. Renk analizi

Orneklerin renk degerleri Minolta Colour Reader (CR-400 Japan)
kullanilarak belirlenmistir. Hesaplamalarda CIE Lab (L*, a* ve b*) renk skalasi
kullanilmistir. Tim Slgtimler 3 tekerriir yaparak ve her tekerriirde en az 3 6lgiim
yaparak gergeklestirilmistir. Cihaz, beyaz standart levhasi ile kalibre edildikten
sonra Orneklerin renk Ozellikleri L*, a* ve b* degerleri cinsinden Ol¢lilmiistiir

(Bougatef et al., 2018).

3.2.8. Molekiil agirhig tayini

Elde edilen GAG o6rneklerinin molekiiler agirlik dagilimi ve indeksi analizi
hizmet alimi yoluyla TUBITAK-Marmara Arastirma Merkezi'nde yapilmistir.
GAG orneklerine Jel Gegirgenlik Kromotografisi ile polimerde molekiil agirlig
tayini gergeklestirilmistir. Analiz i¢in GAG 6rnegi PBS (fosfat tamponlu salin)
tamponu igeren ultra saf su i¢inde ¢6ziiliip daha sonra 0.45 pm gézenek ¢apli naylon

filtreden gegirilerek hazirlanmistir. Ornegin molekiil agirhg refraktif indeks
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detektorii ve PL-aquagel-OH 8 pum kolonundan olusan bir Agilent 1260 jel
gecirgenlik kromatografi sistemi kullanilarak belirlenmistir. Mobil faz olarak ultra
saf su (tampon olarak PBS ilave edilmistir) kullanilmistir. Mobil faz i¢in akis hiz
1.0 mL/dKk olarak ayarlanmustir. Kalibrasyon lineer poliethyleneoxide standartlari
kullanarak, kalibrasyon araligi Mp:109-1.522.000 g/mol olarak belirlenerek analiz
gerceklestirilmistir.  Molekill — agirhik  Olgimleri  iki  tekerriir  olarak

gergeklestirilmistir.

3.2.9. Akis ozelliklerinin belirlenmesi

GAG c¢ozeltilerinin viskozite dlgiimleri 25°C sicaklikta, Ege Universitesi
Gida Miihendisligi boliimiinde bulunan gerilim kontrollii DHR-3 reometre (TA
Instruments, ABD) ile es merkezli silindir prob (prob ¢api: 27.99 mm, uzunlugu:
42.07 mm, Ol¢iim kab1 ¢api: 30 mm) kullanilarak gergeklestirilmistir. Farkli {i¢
konsantrasyonda (%1, %2 ve %3) hazirlanan GAG ¢ozeltilerinin akis davranisinin
belirlenmesi hedeflenmistir. Analiz i¢in 6rnek hacmi yaklasik 23 ml ve 6l¢iim
acikligr 5917.1 pm olarak verilmistir (Li vd., 2017).

Orneklerin akis davramislarmi incelemek amaciyla, kayma hizi 0.01-100 s*
araliginda lineer olarak arttirnlmistirtir. Gergeklestirilen analiz sonucunda kayma
geriliminin ve goriiniir viskozitenin kayma hiz1 ile degisimi belirlenmistir. Ornekler
Ol¢lim Oncesi manyetik karigtirict yardimiyla tamamen c¢oziindiiriilerek olglim
sirasinda heterojen yapi nedeniyle olusabilecek hatalar minimize edilmistir.
Viskozite Olgtimleri iki paralel olarak ve her denemede yeni 6rnek kullanilarak

gergeklestirilmistir.

3.2.10. Aminoasit icerigi

GAG orneklerinin toplam aminoasit i¢erigi HPLC-DAD yontemi ile Ege
Universitesi Merkezi Arastirma Test Analiz Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezinde hizmet alimu ile belirlenmistir. 0.1 g numune tizerine 2.5 ml 6 N HCI
eklenmistir. Oksidasyonu onlemek i¢in 125 pul. 2 mM fenol ve sistin eklenmistir.
Methionin ve tyrosinin geri kazanimini optimize etmek i¢in 1 ml %2 DTDPA
¢Ozeltisi eklenmistir. Ardindan ornekler 110 °C etiivde 24 saat bekletilmis ve

numune pH degeri notre yakin (6.7-7.3) olacak sekilde ayarlanmigtir. Son hacim
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degeri 50 mL olacak sekilde saf su ile tamamlanarak 4000 rpm de 5 dk santrifiij
edilmistir. 1 ml 6rnek viale aktarilip HPLC (HPLC Agilent 1260 Infinity I1)
cihazina verilmistir. Solvent A, 7.8 pH’da 40 mM borat tamponu; Solvent B,
asetonitril: methanol: su (45:45:10, v/v/v) karisimindan olusmaktadir. Analiz 40°C
firm sicakliginda 338 nm dalga boyunda 2 mL/dk akis hizinda 20 pL enjeksiyon
hacminde gergeklestirilmistir. Toplam analiz siiresi 26 dk olarak belirlenmistir.
Analiz iki tekerriir olarak gergeklestirilmistir. Zamana bagl olarak degisen gradient
akis Tablo 3.5’de cihazda kullanilan zamana bagli olarak degisen gradient akis

yiizdeleri verilmistir.

Tablo 3. 5. Gradient Tablosu Agilent Eclipse AAA (150 mm kolon i¢in)

Zaman (dk) Solvent A (%) Solvent B (%)
0 100 0

1.9 100 0

18 43 57

18.6 0 100

22.3 0 100

23.2 100 0

26 100 0

3.2.11. Isil o6zelliklerin belirlenmesi

GAG orneklerin 1s1l 6zelliklerinin belirlemesi i¢in DSC cihazi (TA Q2000
DSC, New Castle, USA) kullamilmistir (Cavalcanti vd., 2005). Vasconcelos
Oliveirave ark. (2017)’de verilen yontem kullanilarak analizler gergeklestirilmistir.
Ornekler 3.0-3,5 mg agirhiginda tartildiktan sonra hermetik aliiminyum ornek
kaplarina yerlestirilmis ve 20°C’den 400°C’ye 10°C/dk sicaklik artis1 ile

sitilmastir.

3.2.12. istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler SPSS 22.0 ve Design Expert 7.0 paket programlart
kullanilarak gergeklestirilmistir. Tahminlenen degerler ile deneysel veriler arasinda
fark olup olmadigi tek ornek t-testi kullanilarak, uygulanan regresyon analizi,

istatistiksel analizler, izohips grafikleri, yanit yiizey grafikleri ve optimizasyon
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islemleri Design Expert 7.0 (Stat-Ease Inc., ABD) paket programi kullanilarak
gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bilesim Analizleri

Tavuk sternumu ve dana tendonun kimyasal bilesimi Tablo 4.1°de
verilmistir. Tavuk sternumu (yas temelde) %81,01 nem, %12,64 protein, %4,18
karbonhidrat, %1,75 kiil ve %0,42 yag icermektedir. Dana tendonu ise %63 nem,
%27 protein, %8,7 yag, %0,48 kiil ve %0,33 karbonhidrat igermektedir.

Tablo 4.1. Tavuk sternumu ve dana tendonunun bilesimi (Yow/w)

Kimyasal Bilesim Tavuk Sternumu Dana Tendonu
Nem 81,01+0,43 63,00+£0,61
Protein 12,64+0,36 27,49+0,43
Yag 0,42+0,05 8,70+0,27
Karbonhidrat? 4,18+0,52 0,33+0,07

Kaiil 1,7540,01 0,48+0,00

a;, 100 g’daki hammaddede yas temelde ortalama nem, protein, kiil ve yag
degerlerinin ¢ikartilarak hesaplanmasiyla bulunmustur.

Dana tendonu kimyasal yapisi itibari ile daha fazla miktarda protein
icermektedir. Dana tendonunun yapisinda belirlenen %8,7 miktarindaki yagin,
kesim sirasinda mekanik olarak yag dokusunun uzaklastirilamamasindan kaynakl
oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan bir calismada kikirdak matriksinin genel olarak
%10-25 kolajen, %5-15 proteoglikan %70-80 sudan olustugu belirtilmistir
(Horkay, 2012). Akram ve Zhang (2020), tavuk sternal kikirdagindan kolajen
ekstraksiyonu tizerine yaptig1 ¢alismada kikirdak dokusunun bilesiminde %74,32
nem, %0,17 yag, %2,30 kiil, %12,7 protein ve %10,51 karbonhidrat bulundugunu
tespit etmislerdir. Tavuk sternumunun kimyasal bilesimi literatiirde yapilan

caligmalar ile kiyaslandiginda sonuglarin benzer oldugu tespit edilmistir.
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4.2. Tavuk Sternumundan GAG Eldesi icin Islem Kosullarinin

Optimizasyonu

Tez galigmasi kapsaminda tavuk sternumundan Sekil 3.4’de belirtilen akim
semasina gore ekstrakte edilen glikozaminoglikan ekstraktina ait goriintii Sekil

4.1’de verilmistir.

Sekil 4.1. Tavuk sternumu(a) ve tavuk sternumundan tiretilen GAG(b)

Tavuk sternumundan GAG ekstraksiyonuna ait olan deneme plani ve bu plana
gore gercgeklestirilen denemelere ait sonuglar Tablo 4.2 *de belirtilmistir. Belirtilen
deneme planinda sirasiyla A: enzim miktar1 (%w/w protein), B: pH, C: ekstraksiyon
sicakligr (°C) D: ekstraksiyon siiresi degiskenler olarak; GAG verimi yanit olarak

degerlendirilmistir.



38

Tablo 4.2. Optimizasyon denemeleri i¢in gergeklestirilen ekstraksiyon kosullarinda elde edilen
GAG verimi sonuglari

Deneme No A B C D GAG verimi (%)
1 1.20 7.50 70.00 20.00 15.862
2 0.90 7.00 65.00 15.00 26.586
3 0.90 7.00 65.00 15.00 28.504
4 1.20 6.50 60.00 20.00 12.18
5 1.20 7.50 70.00 10.00 20.048
6 1.20 7.50 60.00 20.00 14.546
7 0.60 6.50 60.00 10.00 22.19
8 1.20 6.50 70.00 10.00 11.004
9 0.90 8.00 65.00 15.00 16.632
10 0.60 7.50 70.00 20.00 13.384
11 0.60 7.50 60.00 10.00 20.72
12 0.60 6.50 70.00 10.00 12.824
13 0.90 7.00 65.00 5.00 12.39
14 0.90 7.00 55.00 15.00 17.934
15 0.60 7.50 70.00 10.00 17.01
16 0.60 7.50 60.00 20.00 13.664
17 0.90 7.00 65.00 15.00 28.154
18 1.20 7.50 60.00 10.00 11.046
19 0.60 6.50 70.00 20.00 11.55
20 0.90 7.00 65.00 15.00 28.658
21 1.20 6.50 60.00 10.00 10.416
22 0.90 7.00 65.00 15.00 27.832
23 0.90 6.00 65.00 15.00 11.76
24 1.20 6.50 70.00 20.00 10.766
25 0.60 6.50 60.00 20.00 18.032
26 0.90 7.00 65.00 25.00 11.004
27 1.50 7.00 65.00 15.00 13.538
28 0.90 7.00 75.00 15.00 13.202
29 0.30 7.00 65.00 15.00 21.616
30 0.90 7.00 65.00 15.00 27.258

Tavuk sternumundan glikozaminoglikan eldesine ait olan optimizasyon
caligmasinda bagimsiz degiskenler ile yanit arasindaki iliskiyi agiklayan quadratik
matematiksel model, regresyon analizi yapilarak tespit edilmistir. Optimizasyon
sonucunda elde edilen matematiksel model denklemine her bir degiskenin dncelikle
lineer etki terimleri, daha sonra quadratik ve interaksiyon etki terimleri sirasiyla

matmatiksek denkleme eklenmistir.

Her bir faktoriin yanit {izerindeki lineer, interaksiyon ve quadratik etkilerinin
istatistiksel olarak onemliligi Tablo 4.3 'de belirtilmistir. Etkilerin istatistiksel

acidan onemliligi F ve p-degerleri degerlendirilerek belirlenmistir. GAG verimi
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tahminlenmesi i¢in en uygun ikinci dereceden (kuadratik) polinomiyal model ile

aciklanmistir.

Tablo 4.3. Tavuk sternumundan GAG ekstraksiyonunda islem parametrelerinin etkisi

Varyasyon Kaynagi Serbestlik GAG verimi (%)
Derecesi Hata Kareler p-degeri
Toplami
Model 14 1114.55 <0.0001
A-Enzim Miktar1 1 65.54 <0.0001
B-pH 1 30.51 0.0012
C-Sicaklik 1 16.35 0.0109
D-Siire 1 13.57 0.0183
AB 1 17.96 0.0082
AC 1 53.77 <0.0001
AD 1 17.96 0.0082
BC 1 33.07 0.0009
BD 1 3.48 0.2000
CD 1 0.71 0.5535
A2 1 181.62 <0.0001
B? 1 320.53 <0.0001
C? 1 259.44 <0.0001
D2 1 448.39 <0.0001
Kalint1 15 29.05
Uyum Eksikligi 10 25.93 0.0647
Saf Hata 5 3.12
Toplam 29 1143.60

Olusturan modelin matematiksel formunun uygunsuzlugundan kaynaklanan
hataya uyum eksikligi (lack of fit) denmektedir. Ideal olarak modelin, matematiksel
formunun uyum eksikligi degerinin 6nemsiz olmasi gerekmektedir (Myers and
Montgomery, 1995). GAG verim yanmiti i¢in kuadratik model, %95 giiven
seviyesinde énemli ve model uygunsuzlugu %95 giiven seviyesinde dnemsizdir.
Modellerin deneysel veriyi ne olgiide karsiladigi regresyon katsayisi, R? ve
diizeltilmis regresyon katsayisi, Ragj?, varyasyon Katsayist (C.V.) incelenerek
belirlenmektedir. Regresyon katsayis1 R? deneysel verideki model tarafindan
aciklanabilen varyasyonun toplam varyasyona orani olarak tanimlanmaktadir
(Myers and Montgomery, 1995; Khuri and Cornell, 1996). Elde edilen modelde
varyasyonun biiyiik bir kism1 (R?>>0.9746) model tarafindan agiklanabilmektedir
(Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Modelin uygunlugunun test edilmesi i¢in kullanilan istatistikler

Istatistikler GAG verimi (%)
R? 0.97
RZ% 0.95
Rzpre 087
CV.% 8.02
PRESS 153.83
Yeterli Tahminleme 18.24

R? ve R%gj degerlerinin birbirlerine yakin olmasi modellerin istatistiksel
olarak onemsiz terimleri icermedigini gostermektedir (Myers and Montgomery,
1995). Bir regresyon modelinin daha sonra yapilacak gézlemler i¢in bir tahminleme
modeli olarak kullanilabilmesi i¢in ise yeterli tahminleme ve PRESS istatistigi
onem tasimaktadir. Yeterli tahminleme degerinin 4’ten biiyiikk olmasi
gerekmektedir (Myers and Montgomery, 1995). Optimizasyon sonucu elde edilen
yeterli tahminleme degeri 18.236; PRESS degeri 153,83 olarak belirlenmistir.
Varyasyon katsayisi (C.V. %) deneysel verilerdeki kalint1 varyasyonun ortalamaya
bagli bir Olgiisiidiir. Varyasyon katsayist 8,02 olarak belirlenmistir. Biiyiik
varyasyon katsayis1 degerleri, verilerin ortalamadan ¢ok fazla saptiklarmi, kiigiik
varyasyon katsayist degerleri ise verilerin hemen hemen ortalamayla ayni degere

sahip oldugunu gostermektedir (Lazi¢, 2004).

GAG verimi i¢in regresyon analizi sonucunda elde edilen quadratik model,
kodlanmis degiskenler cinsinden asagida Esitlik 4.1°de belirtilmistir. GAG verimi
icin R? katsayis1 0.97 olarak belirlenmistir. Bu durum GAG verimi degiskenliginin

%97,46’s1in1in model tarafindan aciklandigin1 gostermektedir.

GAG verimi (%)= 27.83-1.65*A+1.13*B-0.83*C-0.75*D+1.06*A*B+1.83*A*C

+1.06*A*D+1.44*B*C-0.47*B*D-0.21*C*D -2.57*A2-3.42*
B2-3.08*C?-4.04*D? (4.1)
Tahminlenen degerler ile deneysel degerler arasindaki iligki Sekil 4.2°de
gosterilmistir. Sekil 4.2’de goriildiigii lizere tahminlenen ve deneysel verim
degerleri lineer dogru etrafinda dagilmaktadir. Sekil incelendiginde sternumdan
elde edilen %GAG verimi i¢in model tahmin degerleri deneysel degerlerle
karsilastirildiginda sapma miktarinin yiiksek olmadigi belirlenmistir. Tahminlenen

degerler (R%pe =%86,55) ile deneysel degerler arasindaki uyum mevcuttur.
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Sekil 4.2. %GAG verimi i¢cin modelden (Es. 4.1) deneysel verilere karsi tahminlenen degerler grafigi

Elde edilen kuadratik model kullanilarak islem degiskenlerinin GAG verimi
tizerindeki etkilerinin gorsel olarak incelenmesi i¢in olusturulan yamt yiizey
grafikleri ve izohips egrileri Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6 ‘da
verilmistir. Sternumdan elde edilen glikozaminoglikan ekstraktina ait verim
degerlerinin %10.42 ile %28.66 arasinda degistigi belirlenmistir. ANOVA tablosu
(Tablo 4.3), enzim miktari, pH, sicaklik ve siire degiskenlerinin GAG verimine
etkisinin anlamli oldugunu gostermektedir (p<0.05). ANOVA tablosunda
goriildiigii lizere enzim miktarinin GAG verimine olan etkisi yiiksektir (p<0.0001).
Enzim miktarinin belli bir seviyeye kadar arttirilmasi verim degerini optimum
noktaya ulastirirken enzim miktarinda artisin devam etmesi ile verim degerinde

azalma gdzlemlenmistir.
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Sekil 4.3. %GAG verimi {izerine enzim miktar1 ve pH interaksiyon etkisini gosteren grafikler a) 3
boyutlu yanit yiizey grafikleri izohips egrileri; b) 2 boyutlu kontur grafikleri

Sekil 4.3 incelendiginde enzim miktarinin ve pH degerinin belli bir seviyeye
kadar arttirilmas1 verim degerini yiiksek verim degerine ulastirirken enzim
miktarinda artisin devam etmesi ile verim degerinde azalma goézlemlenmistir.

Enzim miktar1 ve pH degeri sabit tutulup sicaklik arttirildiginda ise GAG veriminin

azaldig1 anlagilmaktadir.
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Sekil 4.4. %GAG verimi iizerine enzim miktar1 ve sicaklik interaksiyon etkisini gosteren grafikler
boyutlu yanit yiizey grafikleri izohips egrileri; b) 2 boyutlu kontur grafikleri
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Sekil 4.4 incelendiginde enzim miktarinin ve sicaklik degerinin yiiksek
seviyelere kadar arttirllmast GAG verimini disiirmektedir. Bu durum enzimin
calistigt ~ optimum  sicaklik  kosulunun 65°C  civarinda oldugu ile

iliskilendirilmektedir.
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Sekil 4.5. %GAG verimi lizerine enzim miktar1 ve siire interaksiyon etkisini gosteren grafikler a) 3
boyutlu yanit yiizey grafikleri izohips egrileri; b) 2 boyutlu kontur grafikleri
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Sekil 4.6. %GAG verimi iizerine pH ve sicaklik interaksiyon etkisini gosteren grafikler a) 3 boyutlu
yanit yiizey grafikleri izohips egrileri; b) 2 boyutlu kontur grafikleri

Sekil 4.5 ve Sekil 4.6 incelendiginde enzim miktar1 ve siirenin belli bir
seviyeye kadar arttirllmast GAG verim degerini optimum seviyeye ulagtirmistir.

Ekstraksiyon i¢in optimum pH degerinin 7 civarinda oldugu kontur grafiginden
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anlasilmaktadir. GAG verimi iizerinde pH-siire ve sicaklik-siire ikili etkisi
incelendiginde etkinin diger etkilere kiyasla onemli derecede GAG verimini
etkilemedigi belirlenmistir (p>0.05). Model biitiinliigiiniin bozulmamasi1 adina

verilen matematiksel modelden bu terimler ¢ikarilmamustir.

Elde edilen matematiksel modeller kullanilarak caligilan deneysel bolge
icerisinde enzim miktar1 ve ekstraksiyon siiresi minimize edilmesi, pH ile
ektraksiyon sicakligi degerlerinin kodlanmis seviyeler araliginda birakilmasi, GAG
verimi degerinin ise maksimize edilmesi kriteri belirlenerek optimum islem
kosullarini elde edilmistir. Optimum islem kosullar1 olarak, enzim miktar1 = %0,6,
pH = 6.99, ekstraksiyon sicaklig1i=62,96°C ve ekstraksiyon siiresi=10.79 saat olarak
yanit olan GAG verimi ise 0.912 istenilirlik degeriyle %26.07 olarak program

tarafindan belirlenmistir.

Garnjanagoonchorn ve ark. (2007) timsah, kopekbaligi, vatoz ve tavuk
omurgast kullanarak enzimatik metot ile kondroitin siilfat ekstraksiyonu
gerceklestirmiglerdir. 100 g kurutulmus oOrnekte kondroitin-4-siilfat miktarinin
11.55 ile 14.84 g araliginda degistigini belirlemislerdir. Luo ve ark. (2002) tavuk
omurga kikirdagi kullanarak yaptiklar1 c¢alismada yaklasik %30,8 verim ile
kondroitin siilfat eldesi ger¢eklestirmislerdir. Srichamroen ve ark. (2013) tarafindan
yapilan ¢alismada etlik pili¢ kikirdagindan doku otolizi ile kondroitin siilfat-peptit
eldesi gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda 100 g kuru kikirdak dokudan >20 g
kondroitin siilfat-peptit elde edilmistir. izole edilen kondroitin siilfat-peptitin
%82,5’inin kodroitin-4-siilfat oldugu tespit edilmistir. Calisma sonucunda tavuk
sternumundan elde edilen GAG ekstraktinin verim degerlerinin literatiirle

kiyaslanabilir nitelikte oldugu belirlenmistir.

Matematiksel modelden tahminlenen yanit ile optimum noktanin validasyonu
saglanmistir. Dogrulama denemeleri ile modelden tahminlenen yanit arasinda
istatistiksel agidan 6nemli bir fark olup olmadigi tek ornek t testi ile belirlenmistir.
Ekstraksiyon iglem parametrelerinin etkisi ikinci dereceden polinomiyal model ile
aciklanmistir. Yanit igin tek Ornek t—testi sonuglari Tablo 4.5’de goriilmektedir.

Dogrulama denemeleri sonucunda, deneysel GAG veriminin minimum %95 giiven
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araligl (%23.69) ile maksimum %95 giiven araligi (%26.64) sinirlar1 dahilinde

oldugunu gostermistir.

Tablo 4.5. Optimum noktada ortalama deneysel degerlerin modelden tahminlenen degerler ile karsilagtirilmasi

Yanit Tahminlenen  Deneysel SHP Fark  %Hata® p-degeri
Deger (%) Deger (%)?

GAG verimi 26.07 25.58+0.46  0.207 0,48 1,92 0.078

2 Deneysel sonuglar standart sapma ile birlikte verilmistir.
® Ortalama standart hata
¢ % Hata = (lyden - ytahllyden) X 100

Dogrulama denemeleri sonucunda sternumdan elde edilen GAG verimi modelden
tahminlenen degerlere oldukga yakin olmakla beraber, istatistiksel olarak da

aralarindaki fark 6nemsiz bulunmustur (p>0.05).

4.3. Dana Tendonundan GAG Eldesi Icin islem Kosullariin

Optimizasyonu

Dana tendonundan glikozaminoglikan ekstraksiyonuna ait olan deneme plani
ve bu plana gore gergeklestirilen denemelere ait sonuglar Tablo 4.6 ’da
belirtilmistir. Belirtilen deneme planinda sirasiyla A: enzim miktar1 (%w/w
protein), B: pH, C: ekstraksiyon sicakligi (°C) D: ekstraksiyon siiresi degiskenler

olarak; GAG verimi yanit olarak degerlendirilmistir.
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Tablo 4.6. Optimizasyon denemeleri i¢in gerceklestirilen ekstraksiyon kosullarinda elde edilen
%GAG verimi sonuglari

Deneme No A B C D GAG verimi (%)
1 1.10 8.00 65.00 15.00 1.111
2 0.80 6.50 60.00 20.00 1.205
3 1.10 7.00 65.00 15.00 1.914
4 1.10 7.00 65.00 15.00 1.97
5 1.40 6.50 70.00 20.00 0.720
6 0.80 7.50 60.00 10.00 1.384
7 1.70 7.00 65.00 15.00 0.904
8 1.10 7.00 65.00 15.00 1.776
9 0.80 7.50 70.00 20.00 0.894
10 0.80 6.50 60.00 10.00 1.382
11 0.80 6.50 70.00 10.00 0.857
12 1.10 7.00 65.00 15.00 1.77
13 1.10 7.00 65.00 15.00 1.860
14 1.10 7.00 65.00 5.00 0.828
15 1.40 7.50 70.00 20.00 1.060
16 0.80 7.50 70.00 10.00 1.136
17 1.10 7.00 65.00 15.00 1.821
18 1.10 7.00 75.00 15.00 0.882
19 1.40 7.50 70.00 10.00 1.340
20 0.50 7.00 65.00 15.00 1.444
21 0.80 7.50 60.00 20.00 0.913
22 1.40 7.50 60.00 20.00 0.972
23 1.40 6.50 70.00 10.00 0.735
24 1.40 6.50 60.00 20.00 0.814
25 1.40 7.50 60.00 10.00 0.738
26 0.80 6.50 70.00 20.00 0.772
27 1.40 6.50 60.00 10.00 0.696
28 1.10 6.00 65.00 15.00 0.786
29 1.10 7.00 65.00 25.00 0.735
30 1.10 7.00 55.00 15.00 1.198

Dana tendonundan GAG eldesine ait olan optimizasyon c¢aligmasinda
bagimsiz degigkenler ile yanit arasindaki iliski regresyon analizi yapilarak tespit
edilmistir. Optimizasyon sonucunda elde edilen matematiksel model denklemine
her bir degiskenin Oncelikle lineer etki terimleri, daha sonra quadratik ve

interaksiyon etki terimleri sirasiyla eklenmistir.

Her bir faktoriin yanit tizerindeki lineer, interaksiyon ve kuadratik etkilerinin
istatistiksel olarak ©nemliligi Tablo 4.7°de belirtilmistir. Etkilerin istatistiksel

acidan onemliligi F ve p-degerleri degerlendirilerek belirlenmistir. GAG verimi
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tahminlenmesi ikinci dereceden polinomiyal model ile agiklanmistir. Program

tarafindan herhangi bir transformasyon dnerilmemistir.

Tablo 4.7. Dana tendonundan GAG ekstraksiyonunda iglem parametrelerinin etkisi

Varyasyon Kaynagi Serbestlik GAG verimi (%)
Derecesi Hata Kareler p-degeri
Toplami
Model 14 4.86 <0.0001
A-Enzim Miktar1 1 0.27 <0.0001
B-pH 1 0.15 0.0012
C-Sicaklik 1 0.062 0.0217
D-Siire 1 0.051 0.0352
AB 1 0.067 0.0182
AC 1 0.22 0.0002
AD 1 0.067 0.0182
BC 1 0.13 0.0022
BD 1 0.022 0.1456
CD 1 6.617E-003 0.4170
A? 1 0.80 <0.0001
B? 1 1.42 <0.0001
C? 1 1.15 <0.0001
D2 1 1.99 <0.0001
Kalint1 15 0.14
Uyum Eksikligi 10 0.11 0.2739
Saf Hata 5 0.031
Toplam 29 5

Elde edilen modelde varyasyonun biiyiik bir kismi (R?>0.9715) model
tarafindan aciklanabilmektedir (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Dana tendonundan elde edilen GAG' a ait modelin uygunlugunun test edilmesi i¢in
kullanilan istatistikler

[statistikler GAG verimi (%)
R? 0.97
RZaj 0.94
RZpre 0.86
CV.% 8.45
PRESS 0.69
Yeterli Tahminleme 17.16

Varyasyon katsayisi 8,45 olarak belirlenmistir. Biiylik varyasyon katsayisi

degerleri, verilerin ortalamadan ¢ok fazla saptiklarini, kii¢iik varyasyon katsayisi
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degerleri ise verilerin hemen hemen ortalamayla ayni degere sahip oldugunu

gostermektedir (Lazi¢, 2004).

GAG verimi igin regresyon analizi sonucunda elde edilen kuadratik model,
kodlanmis degiskenler cinsinden asagida Esitliklik 4.2‘de belirtilmistir. GAG
verimi igin R? katsayis1 0,97 olarak belirlenmistir. Bu durum GAG verimi

degiskenliginin %97,15’inin model tarafindan agiklandigini gostermektedir.

GAG verimi (%)=1.85-0.11*A+0.079*B-0.051*C-0.046*D+0.065*A*B+0.12*A
*C+0.065*A*D+0.090*B*C-0.037*B*D-0.020*C*D -0.17*A>?-
0.23*B2-0.20*C?-0.27*D? (4.2)

Sekil 4.7°de tahminlenen degere karst standartlastirilmis kalinti  grafigi
goriilmektedir. Deneysel veriler ile modelden tahminlenen veriler arasindaki olusan
fark kalint1 degeri ve sifira yakin olmasi beklenmektedir. Kalint1 degerlerinin diisiik
ve modeldeki biitiin verilerin limit (£3) icinde olmasi1 gelistirilen modelin

uygunlugunu dogrulamaktadir.
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Tahminlenen deger

Sekil 4.7. %GAG verimi i¢in modelden (Es. 4.2) tahminlenen degerlere karsi i¢sel studentlestirlmis
kalintilar grafigi

Elde edilen kuadratik model kullanilarak islem degiskenlerinin GAG verimi
tizerindeki etkilerinin gorsel olarak incelenmesi i¢in olusturulan yanit yilizey
grafikleri ve izohips egrileri Sekil 4.8, Sekil 4.9 ve Sekil 4.10 ‘da verilmistir. Dana
tendonundan elde edilen glikozaminoglikan ekstraktina ait verim degerlerinin
%0,70 ile %1,97 arasinda degistigi belirlenmistir. ANOVA tablosu (Tablo 4.7),
enzim miktar1, pH, sicaklik ve siire degiskenlerinin GAG verimine etkisinin anlaml
oldugunu gostermektedir (p<0.05). ANOVA tablosunda goriildiigi tizere enzim
miktarinin GAG verimine olan etkisi yiiksektir (p<0.0001). Enzim miktarinin belli
bir seviyeye kadar arttirilmas: verim degerini optimum noktaya ulastirirken enzim

miktarinda artisin devam etmesi ile verim degerinde azalma gozlemlenmistir.
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Sekil 4.8. %GAG verimi iizerine enzim miktar1 ve pH interaksiyon etkisini gosteren grafikler a) 3
boyutlu yanit yiizey grafikleri izohips egrileri; b) 2 boyutlu kontur grafikleri

Sekil 4.8 incelendiginde enzim miktarinin ve pH degerinin belli bir seviyeye kadar
arttirtlmasi verim degerini yiiksek verim degerine ulastirirken enzim miktarinda
artisin devam etmesi ile verim degerinde azalma gdzlemlenmistir. Enzim miktari
ve pH degeri sabit tutulup sicaklik arttirildiginda ise GAG veriminin azaldigi

goriilmektedir.
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Sekil 4.9. %GAG verimi {lizerine enzim miktar1 ve sicaklik interaksiyon etkisini gosteren grafikler
boyutlu yanit yiizey grafikleri izohips egrileri; b) 2 boyutlu kontur grafikleri

Sekil 4.9 incelendiginde enzim miktarinin ve sicaklik degerinin optimizasyon

araliginin iist seviyesine kadar arttirilmast GAG verimini diistirmektedir.
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Sekil 4.10. %GAG verimi {izerine pH ve sicaklik interaksiyon etkisini gosteren grafikler a) 3 boyutlu
yanit yiizey grafikleri izohips egrileri; b) 2 boyutlu kontur grafikleri

Sekil 4.10 incelendiginde ekstraksiyon i¢in optimum pH degerinin 7 civarinda
oldugu kontur grafiginden anlagilmaktadir. GAG verimi lizerinde pH-siire ve
sicaklik-siire ikili etkisi incelendiginde etkinin diger etkilere kiyasla Onemli

derecede verimi etkilemedigi belirlenmistir (p>0.05).

Elde edilen matematiksel modeller kullanilarak calisilan deneysel bolge
icerisinde enzim miktar1 ve ekstraksiyon siiresi minimize edilmesi, pH ile
ektraksiyon sicaklig1 degerlerinin kodlanmis seviyeler araliginda birakilmasi, GAG
verimi degerinin ise maksimize edilmesi kriteri belirlenerek optimum islem
kosullarini elde edilmistir. Optimum islem kosullar1 olarak, enzim miktar1 = %0,8,
pH =7,02, ekstraksiyon sicakligi=63,20°C ve ekstraksiyon siiresi=10,89 saat olarak
yanit olan GAG verimi 0.884 istenilirlik degeriyle %1.72 olarak program tarafindan

belirlenmistir.

Matematiksel modelden tahminlenen yanit ile optimum noktanin validasyonu
saglanmistir. Dogrulama denemeleri ile modelden tahminlenen yanit arasinda
istatistiksel agidan 6nemli bir fark olup olmadigi tek 6rnek t testi ile belirlenmistir.
Yanit i¢in tek Ornek t—testi sonuglar1 Tablo 4.9’de goriilmektedir. Sonuglar,
deneysel olarak dlgiilen GAG veriminin minimum %95 giiven araligt (%1.55) ile

maksimum %095 giiven araligi (%1.76) sinirlar1 dahilinde oldugunu gostermistir.
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Tablo 4.9. Optimum noktada ortalama deneysel degerlerin modelden tahminlenen degerler ile
karsilastirilmasi

Yanit Tahminlenen  Deneysel SHP Fark  %Hata® p-degeri
Deger (%) Deger (%)?

GAG verimi 1,72 1,68+0,08 0,04 0,045 2,38 0,263

2 Deneysel sonuglar standart sapma ile birlikte verilmistir.
® Ortalama standart hata
€% Hata = (lyden - ytahllyden) x 100

Dogrulama denemeleri sonucunda dana tendonundan, elde edilen GAG verimi
modelden tahminlenen degerlere olduk¢a yakin olmakla beraber, istatistiksel olarak da

aralarindaki fark dnemsiz bulunmustur (p>0.05).
4.4. GAG Orneklerinin FTIR Spektrumlari

Tavuk sternumundan ve dana tendonundan optimum kosullarda iiretimi
gerceklestirilen GAG  Orneklerinin  ve  kondroitin  siilfat standardinin
karsilastirilmali  FTIR analizi sonucu Sekil 4.11°de goriilmektedir. Tavuk
sternumundan ve dana tendonundan edilen GAG-a ait FTIR spektrumu Ek 1 ve Ek

2’de verilmistir.
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Sekil 4.11. Kondoroitin-4-siilfat standardi, tavuk sternumu ve dana tendonundan elde edilen GAG
orneklerinin FTIR spektrumlari

FTIR spektrumlart incelendiginde tavuk sternumundan elde edilen
glikozaminoglikan ekstraktina ait karakteristik piklerinin 851 cm™,1033 cm™,1226
cm™,1402 cm™,1630 cm™? bantlarinda oldugu gériilmektedir. Dana tendonundan
elde edilen glikozaminoglikan ekstraktina ait karakteristik piklerinin ise 1033 cm’
11220 cm™,1402 cm™,1635 cm™ bantlarinda oldugu goriilmektedir.

Yaklasik 1240-925 cm™ dalga boyu araligindaki bantlarin, sakkarit halkasi ve
stilfat gruplarina ait karakteristik bantlar olabilecegi belirtilmistir (Zhao et al.,
2013). Amit grubuna ait -CONH titresiminde karakteristik piklerin varligi, C—O
germe titresimi, S=0O germe titresimleri ve C-O-S molekiillerinin FTIR
spektrumunda olusturdugu pikler glikozaminoglikan yapisinin etkili bir sekilde
eksrakte edildigini gostermektedir (Sundaresan et al., 2018).

1633 cm™ — 1639 cm™ dalga boyu aralig1 karbonil grubunun (CHs-CONH);
1228 cm™ — 1238 cm™ dalga sayis1 araligs siilfat grubunu (O=S=0) gostermektedir
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(Ramdhani, 2017). Khan ve ark. (2013) tarafindan tavuk omurga kikirdagindan
kondroitin siilfat ekstraksiyonu gerceklestirilen caligmada, ekstrakte edilen
kondroitin siilfat 6rneklerinde -CONH grubunun varligin1 gosteren C=0 germe
titresimini 1640 cm™ dalga boyunda; S=O germe titresimlerini 1240,42 cm™ dalga

boyunda gozlemlemislerdir.

Tavuk sternumu ve dana tendonuna ait glikozaminoglikan eksraktlarin
spektrum sonuglar1 incelendiginde elde edilen sonuglarin literatiirde verilen

sonuglarla benzerlik gosterdigi goriilmektedir.

Sulityowati ve ark. (2015) yaptig1 bir ¢alismada, eksrakte edilen kondroitin
siilfatin; karboksil gruplarmin, amin ve siilfatin varligma isaret eden 1637.63 cm™
ve 1420.03 cm? dalga boyunda giiclii bir sogurma zirvesine sahip oldugunu

bildirmistir.

845 cm! dalga boyu civarinda olusan pikin kondroitin-4-siilfat;; 820 cm ™!
dalga boyu civarinda olusan pik ise kondroitin-6-siilfati tanimlamakta oldugu
diisiiniilmektedir (Brezinski, 1980). Sundaresan ve ark. (2018) tarafindan yapilan
calismada kondroitin-4-siilfat standardi ve GAG ekstrakti i¢in karakteristik C—O-S
piklerinin 854 cm™’de; -CONH karakteristik piklerinin ise 1640 cm™’de oldugu

gorilmiistiir.

Khan ve ark. (2013) yaptig1 bir calismada 1411,2 cm™* dalga sayisindaki piki
C=0 germe titresimi ile; 1257,9 cm™* ve 1057,4 cm™* dalga sayisindaki pikleri

sirastyla S=0O ve C-O-S germe titresimi ile iliskilendirilmistir.

3272 cm dalga boyu civarinda olusan pik serbest hidroksil gruplarina ait (-
OH) gruplarinin varligmi; 2928 cm™- 2852 cm™ araliginda gozlenen pikin varligi

ise CH2 grubunun varligint gostermektedir (Oliveira, 2017).

FTIR analizi sonucunda farkli kaynaklardan elde edilen glikozaminoglikan

ile kondroitin siilfat standardi spektrumlarinin benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.
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4.5. GAG Orneklerinin SEM Analizi

Calisma kapsaminda elde edilen glikozaminoglikan eksraktinin yiizey
Ozellikleri SEM analizi yapilarak incelenmistir. Sternumdan elde edilen
glikozaminoglikan ekstraktina ait SEM goriintiileri Sekil 4.12’de; tendondan elde
edilen glikozaminoglikan ekstraktina ait SEM goriintiileri ise Sekil 4.13°de

verilmistir.
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Proteoglikanlar, agrekan, kondrosit hiicreleri tarafindan iiretilen biyosentetik
tirtinler olarak bilinmektedir (lozzo, 2000). Kikirdak matriksinin kondrositler
tarafindan sentezlendigi yapilan bagka bir ¢alismada da belirtilmistir (Horkay.,
2012). Proteoglikanlar, glikozaminoglikanlardan ve ¢ekirdek proteinlerinden
olugsmaktadir. Geri kalan kisim ise temel olarak tip 11 kolajen ve agrekan, kondroitin
ve keratan stilfattan olusmaktadir. Agrekan, hyaliironik asit ile kovalent olmayan
bir sekilde etkilesime girme egilimiyle, kolajen aginda hapsolmus biiylik agregatlar
olusturmaktadir (Chadha, 2009). Bu bilgiler dogrultusunda tavuk sternumuna ait
SEM goriintiileri incelendiginde a ve b kodlu goriintiilerde gozenekli yapi, ¢ ve d
kodlu goriintiilerde lifli yapi, e ve f kodlu goriintiilerde ise kondrositler agikga
goriilmektedir. Dana tendonuna ait SEM goriintiilerinde ise gozenekli yap1 SEM
goriintiilerinde agik¢a goriilmektedir. Tavuk sternumu ve dana tendonuna ait
glikozaminoglikanlarin yilizey yapisinda olusan gdzenekli yapinin kondroitin siilfat

b o

miktarina bagl olarak degistigi belirlenmistir.
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Sekil 4.13. Tendondan elde edilen glikozaminoglikan ekstraktina ait SEM gorintiileri
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Watanabe ve ark. (2016) tendonda yaptig1 bir calismada, GAG zincirlerinin
kolajen fibrilleri ile ¢evrili halka o6rgii bir yap1 olusturdugunu tespit etmistir (Sekil
4.14). Tavuk sternumunun ve dana tendonunun igerigideki yiiksek protein miktari
g0z Ontine alindiginda elde edilen SEM analizi sonuglarinda kolajen fibrilleri de yer
almaktadir. Gorilintiilerden de anlasilacagr gibi kondrositlerin kolajen fibrilleri ile
GAG yapisina entegre oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle glikozaminoglikanlar,
kondrositler ve kolajen matriks ile birlikte yapisal agidan bir biitiin halinde
degerlendirilmistir.  Yapilan bir c¢alismada SEM sonuglarinda go6zlenen
glikozaminoglikan disindaki organik kalintilarin kolajen fibrilleri ve yag molekiili

olabilecegi belirtilmistir (Oliveira, 2017).

Kolajen fibrilleri

GAG zincirleri

Sekil 4.14. GAG zincirlerine ait halka 6rgii modelinin sematik gdsterimi (Watanabe et al., 2016)
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4.6. GAG Orneklerinin Renk Ozellikleri

Tavuk sternumu ve dana tendonundan elde edilen GAG orneklerine ve
kondroitin-4-siilfat standardina ait elde edilen renk degerleri Tablo 4.10‘da

verilmigtir

Tablo 4.10. Tavuk sternumu ve dana tendonundan elde edilen GAG ekstraktina ve kondroitin-4-
stilfat standardina ait elde edilen renk degerleri

Ornek L* a* b*
GAG ekstrakti (tavuk 93,92+0,60° -1,04+0,12% 1,85+0,092
sternumundan)

GAG ckstrakti (dana tendonundan) ~ 91,47+0,83% -1,14+0,13°>  2,04+0,12?
Kondroitin-4-stlfat standardi 96,89+0,37° -1,04+0,11*  10,14+0,37°

a-b-c Ayni stitunda farkli harflerle isaretlenen gruplar arasindaki fark istatistiksel acidan 6nemlidir

(p< 0,05).

Renk degerleri incelendiginde tavuk sternumundan elde edilen GAG
eksraktinin L* degeri 93,92, a* degeri -1,04, b* degeri 1,85; dana tendonundan elde
edilen GAG eksraktinin L* degeri 91,47, a* degeri -1,14, b* degeri 1,04;
kondroitin-4-siilfat standardina ait L* degeri 96,89, a* degeri -1,04, b* degeri 10,14
olarak bulunmustur. L* renk degerleri g6z 6niinde bulunduruldugunda kondroitin-
4-siilfat standardinin digerlerine kiyasla en yiiksek aydinlik degerine sahip oldugu;
tavuk sternumu ve dana tendonundan elde edilen GAG ekstraktiyla istatistiksel
acidan aralarinda anlamli fark bulundugu tespit edilmistir (p<0.05). Bu durumun
ekstraksiyon  i¢in  kullanilan  hammaddenin  farkliligindan  kaynaklandig:
diistinilmektedir. Kondroitin-4-siilfat standardi ile tavuk sternumu ve dana
tendonundan elde edilen GAG ekstraktinin a* renk degeri arasindaki fark

istatistiksel agidan 6nemli bulunmamistir (p> 0,05).

Sayari ve ark. (2018) karides yan triinleri Kullanarak siilfath GAG
ekstraksiyonu gergeklestirdigi c¢alismada, L* degerini 80,75+0,05, a* degerini
3,62+0,01, b* degerini 12,49+0,04 olarak tespit etmislerdir. Bougatef ve ark.
(2018), eskina baligindan elde ettikleri kondroitin siilfatin L* degerini 53,38, a*
degerini 3,825+0,07, b* degerini 2,29+0,07 olarak 6l¢miislerdir. Yapilan ¢caligsmalar
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g6z oniinde bulunduruldugunda tez kapsaminda ekstrakte edilen GAG 6rneklerinin

renk degerlerinin literatiirde verilen degerlerle benzerlik gosterdigi goriilmektedir.
4.7. GAG Orneklerinin Molekiil Agirhgimin Tayini

Glikozaminoglikan 6rneklerine ait molekiil agirlik degerleri Tablo 4.11°de
goriilmektedir. Deneyle ilgili detayli analiz raporu Ek 4, EK 5, Ek 6 ve Ek 7°de
belirtilmistir.

Tablo 4.11. Molekiil agirliklar

Kondroitin

Molekiil Agirhig iilfat Tavuk sternumundan ~ Dana tendonundan

standard elde edilen GAG elde edilen GAG
Mn 2011 Da 2468,5 Da 4186,5 Da
Mw 2078 Da 2597 Da 5391,5 Da
PDI 1.033 1.052 1.288

Elde edilen analiz sonuglarina gore polimerlerin diisik molekiil agirligina
sahip olduklar1 gozlenmistir. GPC analiz sonuclarinda standarda ait elde edilen
pikin agirlik¢a ortalama molekiil agirligi (Mw) 2078 g/mol, sayica ortalama molekiil
agirhi@ (Mn) 2011 g/mol, polidispersite indeksi (PDI) ise 1.033 bulunmustur.

Ek 4 ve Ek 5 incelendiginde tavuk sternumundan elde edilen
glikozaminoglikan eksraktina ait iki adet dagilim piki gozlenmistir. Diisiik molekiil
agirlikli olan ikinci pike ait polimerlerin agirlik¢a ortalama molekiil agirligr 2597
g/mol, sayica ortalama molekiil agirligi 2468,5 g/mol, polidispersite indeksi ise
1.052 bulunmustur. Birinci pike kiyasla daha yiiksek molekiil agirliklt polimerin
agirlikga ortalama molekiil agirligr 7380,5 g/mol, sayica ortalama molekiil agirlig

(Mn) 6649,5 g/mol, polidispersite indeksi ise 1.1 bulunmustur.

Ek 6 ve Ek 7 incelendiginde dana tendonundan elde edilen glikozaminoglikan
eksraktina ait diisiik molekiil agirlikli olan pike ait polimerlerin agirlik¢a ortalama
molekiil agirhigr 5391,5 g/mol, sayica ortalama molekiil agirligi 4186,5 g/mol,

polidispersite indeksi ise 1.288 bulunmustur.
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Siilfatlanmamis GAG olan hyaliironik asidin molekiil agirligi 50-500 kDa
araliginda degismekte iken, siilfatlanmig glikozaminoglikanlarin  molekiil
agirliklart ise 5-60 kDa araliginda degistigi bilinmektedir (Ratner et al., 1996).
Agrekan yapisi, yaklasik olarak 200 kDa molekiil agirligina sahip bir protein
¢ekirdegine sahiptir ve yaklasik olarak molekiil agirligi 10-25 kDa arasinda degisen
100 adet kondroitin siilfat zinciri ve molekiil agirlig1 3-15 kDa arasinda degisen 30-

60 keratin siilfat zinciri igermektedir (Hardingham et al.,1992).

Luo ve ark. (2002) tavuk omurga kikirdagi kullanarak kondroitin siilfat
ekstraksiyonu gergeklestirmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen {iriiniin
ortalama molekiil agirliginin 48 kDa olarak belirlemiglerdir. Sundaresan ve ark.
(2018)’nin bufalo eklem kikirdagi kullanarak enzimatik yontemle kondroitin siilfat
ekstraksiyonu gergeklestirdigi ¢calismada elektroforetik desende kondroitin siilfat, 5

ile 10 kDa molekiil agirlig1 arasinda kalin bir bant sergilemistir.

Kondroitin siilfat/Dermatan siilfat yapisinin molekiiler agirliginin 2 ile 50
kDa arasinda oldugu bilinmektedir. Siilfat grubunun molekiildeki konumuna ve her
bir kondroitin siilfatin igerdigi iironik asit tiiriine gore kondroitin siilfat; A, B (DS

olarak bilinmektedir), C, D, E ve K olarak adlandirilmaktadir (Sugahara, 2003).

Kondroitin siilfatlar, degisen molekiil agirliklarina ve siilfatlasma modeline
sahip heterojen bilesikler olarak bilinmektedir (Volpi, 2007). Sigir, domuz, tavuk
ve balik kikirdagindan kondroitin siilfat ekstraksiyonunun gergeklestirildigi
calismada sigir, domuz ve tavuktan elde edilen kondroitin siilfatin 14-26 kDa
molekiil agirhiginda oldugu belirlenmistir. Balik kikirdagindan elde edilen
kondroitin siilfatin molekiil agirliginin ise standarda (21.4 kDa) kiyasla daha yiiksek
(50-70 kDa) oldugu belirlenmistir (Volpi, 2007).

Hayvansal kaynaklardan ekstrakte edilen kondroitin siilfat 6rneklerinin farkli
molekiil agirliklarina ve kondroitin-4-siilfat/kondroitin-6-siilfat oranina sahip
oldugu bilinmektedir (Volpi, 2004). Ornegin, domuz soluk borusundan ekstrakte
edilen kondroitin siilfat rneklerinin molekiil agirhigr yaklagik olarak 18 kDa ve
kondroitin-4-siilfat/ kondroitin-6-siilfat oran1 2,4 olarak belirlenirken kdpekbaligi

kikirdagindan elde edilen kondroitin siilfat 6rneginin 50 kDa’dan daha yiiksek
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molekiil agirligina ve daha diisiik kondroitin-4-siilfat/kondroitin-6-siilfat oranina

sahip oldugu tespit edilmistir (Surapaneni, 2017).

Molekiil agirlik analiz sonuglar incelendiginde tavuk sternumundan elde
edilen GAG ekstraktinin standarda yakin molekiil agirligina sahip oldugu, dana
tendonunun elde edilen ekstraktin molekiil agirliginin ise daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bu durumun kullanilan hammadde ve elde edilen kondroitin siilfatin
niteligi ile ilgili oldugu disiiniilmektedir. Yapilan bir ¢alismada GAG’lara ait yan
zincirin molekiil agirhigi ve baglayici proteinin molekiil biyiikligi goz oniinde
bulunduruldugunda tendon yapisinda bulunan proteoglikanlarin, kikirdak
proteoglikanlarina benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Heinegard et al.,1981).

4.8. GAG Orneklerinin Akis Ozelliklerinin Belirlenmesi

Tavuk sternumu ve dana tendonu Orneklerinden %1, %2 ve %3
konsantrasyonda hazirlanan siilfatlanmis GAG igeren ekstraktin ¢ozeltilerinin akis
davraniglar1 25 °C’de belirlenmistir. Sternum 6rneklerinin konsantrasyonlari %1S,
%28, %3S tendon Orneklerinin konsantrasyonlar1 ise %1T, %2T, %3T olarak

kodlanmis ve grafik {izerinde gosterilmistir.

Analiz verileri, IBM SPSS Istatistik 25 programi kullanilarak non-lineer regresyon
analiz tiirinde Newtonian, Power Law, Herschel-Bulkley, Bingham ve Casson
modelleri secilerek incelenmistir. Deneysel kayma gerilimi degerlerinin farklh

reolojik modeller ile uyumlulugu arastirilmastir.

Kayma hizina (1/s) karsilik kayma gerilimi (Pa) verileri grafiksel olarak
gosterilmistir ve elde edilen verilere 5 farkli matematiksel denklik uygulandiginda
(Newtonian, Bingham, Casson, Power Law, Herschel-Bulkley) 6rneklerin akis
davranigina en uygun modelin bulunduruldugunda Newton modeli oldugu

belirlenmistir.
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Tavuk sternumuna ait glikozaminoglikan ekstraktina uygulanan kayma hizi ile

kayma gerilimi grafigi Sekil 4.15’de verilmistir.
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Sekil 4.15. Tavuk sternumuna ait %1, %2 ve %3 konsantrasyonda hazirlanan siilfatlanmig
glikozaminoglikan ¢6zeltisinin kayma hizi-kayma gerilimi degisimi grafigi

Tavuk sternumu kullanarak hazirlanan %1 konsantrasyondaki ¢ozeltinin
viskozite degeri 0,0023+0.0002 Pa.s, %2 konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltinin
viskozite degeri 0,0037+0.0003 Pa.s, %3 konsantrasyonda hazirlanan ¢dzeltinin
viskozite degeri 0,0059+0.001 Pa.s olarak belirlenmistir Konsantrasyon arttikca

viskozite degerinin arttig1 tespit edilmistir.

Dana tendonuna ait glikozaminoglikan 6rnegine uygulanan kayma hiz ile

kayma gerilimi grafigi Sekil 4.16°de verilmistir.
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Sekil 4.16. Dana tendonuna ait %1, %2 ve %3 konsantrasyonda hazirlanan siilfatlanmig
glikozaminoglikan ¢6zeltisinin kayma hizi-kayma gerilimi degisimi grafigi

Dana tendonu kullanarak hazirlanan %31 konsantrasyondaki c¢ozeltinin
viskozite degeri 0,0026+0.0001 Pa.s, %2 konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltinin
viskozite degeri 0,0035+0.0001 Pa.s, %3 konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltinin
viskozite degeri 0,0045+0.0002 Pa.s olarak belirlenmistir. Konsantrasyon arttik¢a
viskozite degerinin artti1 belirlenmistir. Sternum ve dana tendonu 6rnekleri genel
olarak degerlendirildiginde ise sternumdan elde edilen glikozaminoglikanin

viskozite degerinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Genel olarak, akis davranis1 indeks degeri n, 0 ile 1 arasinda degismektektedir
Akis davranis ideksi n’in 1 olmasi sivinin ideal bir akis davranisi gosterdigi

anlamina gelmektedir (Chevalley, 1975).

Kondroitin siilfat, hyaliironik asit, agrekan ve agrekan-hyaliironik asit kompleksi
yapisinin reolojik 6zelliklerinin incelenmesi igin yapilan bir ¢alismada kondroitin

stilfat ¢ozeltisinin viskoz sivi Ozellikte oldugu, hyaliironik asit ¢ozeltisinin ise
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viskoelastik 6zellikte kayma hiz1 ile incelen bir yapida oldugu belirlenmistir. %5,
%10, %20, %30 konsantrasyonundaki kondroitin siilfat ¢ozeltilerinin belirlenen
frekans araligi i¢in viskoz modiiliis degerinin elastik modiiliis degerinden yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Cozeltinin %30 konsantrasyonda dahi viskoz siv1 olarak
davrandigi belirlenmistir. Tiim konsantrasyonlara ait akis davranisinin Newtonian
modele uygun oldugunu belirlemislerdir. Hyaliironik asit ¢ozeltisinin yiiksek
frekans degerlerinde depolama modiiliis degerinin (G’-elastik modiiliis), kayip
modiiliis (G"-viskoz modiiliis, G) degerinden yiiksek oldugu belirlenmistir (Horkay
et al., 2021). GAG igeren ¢ozeltilerin viskoz sivi ozellikte oldugu ve akis

ozelliklerinin literatiir ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.
4.9. GAG Orneklerinin Aminoasit Icerigi

Tavuk sternumundan ve dana tendonundan elde edilen GAG o&rneginin

aminoasit igerigi Tablo 4.12°de verilmistir.



67

Tablo 4.12. Tavuk sternumu ve dana tendonunudan elde edilen GAG 6rneklerinin toplam amino
asit igeriginin karsilastirilmasi

Tavuk sternumundan elde Dana tendonundan elde edilen

Aminoasit edilen GAG (g/100g) GAG (g/100g)
Aspartik asit 1,1355 2,4355
Glutamik asit 2,3875 4,1995
Serin 0,6215 1,1245
Histidin 0,174 0,3155
Glisin 4,8865 9,197
Treonin 0,785 1,1615
Arjinin 0,8435 1,185
Alanin 1,562 3,198
Tirozin 0,1115 0,4615
Sistin 0,224 0,435
Valin 0,5125 0,9555
Metiyonin 0,153 0,2685
Norvalin 0,8365 0,4545
Triptofan 0,8095 0,7425
Fenilalanin 0,305 0,614
Izolosin 0,324 0,664
Losin 0,5885 1,2965
Lizin 0,8705 1,195
Hidroksiprolin 1,0715 1,44
Sarkozin 0,6585 0,8685
Prolin 5,0345 5,523

Tavuk sternumu ve dana tendonundan elde edilen GAG yiiksek saflik
diizeyinde olmadigindan ekstrakt bilesiminde amino asitlerde yer almaktadir.
Tavuk sternumundan elde edilen liyofilize GAG ekstraktinin agirlik¢a toplam
%23,90; dana tendonundan elde edilen liyofilize GAG ekstraktinin agirlikga toplam
%37,74 aminoasit igerdigi belirlenmistir. Her iki hammaddeden elde edilen GAG
iceriginde yirmi bir farkli amino asit bulundurmaktadir ve zorunlu amino asitlerden
izol6sin, 16sin, lizin, fenilalanin, metiyonin, treonin, triptofan ve valini icermektedir
(Li and Wu, 2018). Miktar1 en yiiksek olarak bulunan aminoasitler prolin, glisin,
glutamik asit, alanin, aspartik asit ve hidroksiprolin olarak Tablo 4.14’te
goriilmektedir. Dumas yontemile liyofilize {iriinde protein igerigi bilesim analizi
sonucuna gore tavuk sternumundan elde edilen GAG 6rneginin protein igerigi %26;

dana tendonundan elde edilen GAG Orneginin protein igerigi %36 olarak
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belirlenmistir. Dumas yontemi ile liyofilize iiriinde protein igerigi ile elde edilen

aminoasit miktar1 sonuglar1 birbirlerini destekler niteliktedir.

Oligosakkaritlerin ¢ekirdek proteinine asparijinin amid azotundan N-glikozit
bag ile baglandigi bilinmektedir. Keratan ve kondroitin siilfat zincirleri ise proteine
serin ya da treonin yan zincirindeki oksijen atomuna glikozidik bag yaparak
baglanmaktadir (Saldamli, 2017).

Srichamroen ve ark. (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada tavuk omurgasi
kikirdag: ve sternum kikirdagi kullanilarak doku otolizi ile kondroitin siilfat-peptit
eldesi gergeklestirilmistir. Elde edilen kondroitin siilfat-peptit igeriginin on bes
farkli aminoasit igerdigitespit edilmistir. Elde edilen aminoasit profilinde serin,
glutamik asit, glisin, treonin, alanin, prolin, valin, izol6sin, 16sin ve fenilalanin
baskin olarak belirlenen aminoasitler arasinda yer almaktadir. Kondroitin stilfat ya
da keratan siilfat zincirinin ¢ekirdek proteini ile arasinda olusan baglanma bolgesi,
ksiloz rezidiiyle konjuge bir serin-glisin dizisi igermektedir (Silbert and
Sugumaran, 2002). Bu nedenle elde edilen yapida serin diger aminoasitlere kiyasla

toplam amino asidin bilesiminin yaklasik tigte birini olusturmaktadir.

Tez kapsaminda uygulanan diyaliz islemi ile belirli bir noktaya kadar
saflagtirma islemi saglanmistir. Sonug olarak elde edilen ekstraktin igerisindeki yer
alan aminoasitlerin uzaklastirilmasi igin bir saflastirma prosesi gerekmektedir. Bu
nedenle bu c¢alismanin kromotografik yontemler kullanilmasi ile desteklenmesi ile

amino asit iceriginin azalacag diisiiniilmektedir.

4.10. GAG Orneklerinin Isil Ozelliklerinin Belirlenmesi

Optimum islem kosullar1 altinda dana tendonundan ve tavuk sternumundan

ekstrakte edilen GAG orneklerine ait termogramlar Sekil 4.17°de verilmistir.
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Sekil 4.17. GAG 6rneklerinin DSC termogrami a) tavuk sternumundan GAG b) dana tendonundan
GAG

Tavuk sternumundan elde edilen GAG o6rneklerinin DSC termograminda
1.bolgede 150-160°C araliginda endotermik bir pik goriilmektedir. Bu durum
1sitma islemiyle birlikte numunenin igerisinde bulunan su kaybinin oldugunun
gostergesidir. Sekil 4.18’de tavuk sternumundan elde edilen GAG 6rnegine ait DSC
termogrami detayli sekilde verilmistir. Tavuk stermunundan elde edilen GAG
cams1 gegis sicakligi 158°C olarak belirlenmistir. Ayrica 2.bdlgede 170-180°C
araliginda keskin bir endotermik pik gozlenmektedir. Bu endotermik pik GAG
molekiillerinin stabilizasyonunun azalmasi ve molekiiliin termal yikiminin
baglamasiyla iliskilendirilmektedir. Son olarak 270-280°C araliginda gdzlenen
liciincli endotermik pik ise yiiksek sicakligin etkisiyle Ornegin igerisindeki
glikozaminoglikanin yapisinin bozulmasindan kaynaklanmaktadir. Polisakkarit
degredasyonunun 331°C’de tamamlanmasiyla birlikte termogramda sabit bir ¢izgi

devam etmektedir.
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Sekil 4.18. Tavuk sternumundan elde edilen glikozaminoglikan 6rneginin DSC termogrami

Dana tendonundan elde edilen GAG 6rneginin DSC termograminda
1.bolgede 150-165°C araliginda endotermik bir pik goriilmektedir. Isitma iglemi
sonucu numune icerisinde su kayb1 gerceklesmektedir. Zamanla GAG
stabilizasyonunun azalmakta ve molekiiliin termal yikimi1 ger¢eklesmektedir. Son
olarak 240°C araliginda gozlenen ekzotermik pik ise yliksek sicakligin etkisiyle
ornegin igerisindeki glikozaminoglikanin bozulmasiyla iliskilendirilebilir.
Polisakkarit degredasyonunun 330°C’de tamamlanmasiyla birlikte termogramda

sabit bir ¢izgi devam etmektedir.

Ornekler arasinda endotermik ve ekzotermik pik sicaklik degerlerinin
degisiklik gostermesinin ekstraksiyon islemi igin kullanilan hammaddenin

farkliligindan kaynaklanabilecegi diisiinilmektedir.

Vasconcelos Oliveira ve ark. (2017)’nin Tilapia baligindan kondroitin siilfat
ekstrakte ettigi calismada ekstrakte edilen kondroitin siilfata TGA ve DSC
analizleri uygulanmistir.  Elde edilen termogramlardan 20-126,5°C sicaklik
araliginda ilk endotermik gecisin bulundugu; 126.5- 203°C araliginda ikinci
endotermik pikin bulundugu ve son olarak 233°C’de ekzotermik bir pikin oldugu
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goriilmiistiir. Cams1 gegis sicaklig1 128°C olarak belirlenmistir. Ikinci endotermik
pikin varligi kondroitin siilfatin stabilitesinin bozulmas: ve degredasyonun
baslamasi olarak; ekzotermik pikin varlig1 ise kondroitin stilfatin degrade olmasi ile

iliskilendirilmistir.

Fajardo ve ark. (2012) saf kondroitin siilfata ait ekzotermik pik sicakligini
245°C olarak belirlemislerdir. Bu sicaklik kondroitin siilfatin degredasyona
baslama sicaklig1 olarak agiklanmistir. Fajardo ve ark. (2012) yaptig1 ¢alismada
belirlenen kondroitin siilfatin degredasyona basladig1 pik sicakligi, bu ¢alismada
tavuk sternumu ve dana tendonundan elde edilen GAG o6rnekleri igin belirlenen

degradasyona baglama sicakliklari ile benzerlik gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Endiistride ortaya ¢ikan havvansal kaynakli atik ve yan iirtinlerin etkili bir
sekilde degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu nedenle tez kapsaminda enzimatik
ekstraksiyon yontemi ile degerli bilesenin elde edilmesi hedeflenmistir. Ticari
olarak GAG iiretiminde kullanilan hammaddenin yiiksek maliyeti gz Oniinde
bulunduruldugunda ticari olarak farkli GAG kaynaklarina ihtiyacin arttig1

gorilmektedir.

Tavuk islendikten sonra ortaya c¢ikan gogiis kafesinin icerisinde bulunan
tavuk sternumunun ve et isleme endiistisinde hayvansal bir yan iiriin olarak ortaya
¢ikan dana tendonunun bilesiminde bulunan degerli bir bilesen olan GAG

enzimatik ekstraksiyon ile eldesi gerceklestirilmistir.

Yanit Yiizey Yontemi kullanilarak gergeklestirilen — optimizasyon
calismasinda deneme desenleri olusturulmus ve GAG ekstraksiyonu i¢in islem
kosullar1 optimize edilmistir. Tavuk sternumundan elde edilen GAG
ekstraksiyonunda optimum islem kosulu: enzim miktar1 %0.6, pH degeri 6.99,
ekstraksiyon sicakligi 62.96°C ve ekstraksiyon siiresi 10.79 saat olarak
belirlenmistir. Bu islem kosullarinda {iretilen liyofilize iiriindeki GAG verimi
%26.07 olarak belirlenmistir. Dana tendonundan elde edilen GAG
ekstraksiyonunda optimum islem kosulu: enzim miktar1 %0.8, pH degeri 7.02,
ekstraksiyon sicakligi 63.20°C ve ekstraksiyon siiresi 10.89 saat olarak
belirlenmistir. Bu islem kosullarinda iiretilen liyofilize iirlindeki GAG verimi
%1.72 olarak belirlenmistir. Tavuk sternumunun son iiriindeki GAG igerigi 9oz
ontinde bulunduruldugunda tavuk sternumunun GAG eldesinde potansiyel bir

hammadde olabilecegi diisiiniilmektedir.

Optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen GAG ekstraktlarinda bazi
karakterizasyon analizleri yapilmistir. FTIR analizi sonucunda tavuk sternumu ve
dana tendonundan elde edilen GAG o&rneklerinin  spektrumunda yer alan
karakteristik piklerin kondroitin-4-siilfat standardi spektrumu ile benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. Tavuk sternumu ve dana tendonu kullanarak ekstrakte
edilen GAG orneklerine ait SEM goriintiilerinde kolajen fibrillerine de
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rastlanmistir. GAG zincirlerinin Kolajen fibrilleri ile ¢evrili oldugu gézlenmistir.
GAG ekstraktlarinin renk degerlerinin literatiir ile kiyaslanabilir diizeyde oldugu
tespit edilmistir. Kondroitin-4-siilfatin molekiil agirligt 2078 Da olarak
belirlenirken tavuk sternumundan elde edilen GAG o6rneklerine ait polimerlerin
ortalama molekdl agirhgt 2597 Da, dana tendonundan elde edilen
glikozaminoglikan eksraktina ait polimerlerin ortalama molekiil agirlig1 5391,5 Da
bulunmustur. Tavuk sternumundan elde edilen GAG’in standarda yakin molekiil
agirhigina sahip oldugu gézlemlenmistir. GAG ornekleri kullanarak %1, %2 ve %3
konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltilerin akis davranisinin Newton modeli ile
uyumlu oldugu belirlenmistir. Cozeltilerin konsantrasyon degeri arttikca viskozite
degerinin de arttigi belirlenmistir. Tavuk sternumundan elde edilen liyofilize
glikozaminoglikanin agirlik¢a toplam %23.90; dana tendonundan elde edilen
liyofilize glikozaminoglikanin agirlik¢a toplam %37.74 aminoasit igerigine sahip

oldugu belirlenmistir.

Osteoartrit eklem hastaliginin en yaygm bilinen hali olup kikirdak
proteoglikanlariin katabolik olarak kaybi sonucu eklem agrisi, eklem hassasiyeti
ve siglik gibi semptomlarla rahatsizlik ortaya ¢ikmaktadir. Glinlimiizde kondroitin
siilfat yaygin olarak artrit tedavisinde kullanilmaktadir. Saglik {izerindeki olumlu
etkilerinin yani1 sira kozmetik ve eczacilik sektoriinde biyo ve nanoteknolojik
stireglerdeki uygulamalarinda kondroitin siilfat ve hyaliironik asite olan ilginin
giderek arttig1 bilinmektedir. Bu nedenle ekstrakte edilen GAG’in gida {iriine
entegre edilmesi ile GAG’ igeren fonksiyonel iiriinlerin elde edilmesi miimkiindiir.
GAG’mm gida matriksinde sergiledigi davranis ve dahil edilecegi tiriindeki miktari

son lirliniin kalitesini belirlemekte rol oynayan iki temel unsurdur.

Gelecek yillarda GAG tizerinde daha spesifik ¢alismalarin yapilacagi ve calisma

sonucunda elde edilen verilerin yeni ¢caligsmalara 151k tutacagi diisiiniilmektedir.
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Ek 6 Tendondan elde edilen GAG 6rnegine ait molekiiler agirlik grafigi
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Ek 7 Tendondan elde edilen GAG 6rnegine ait molekiiler agirlik grafigi
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Ek 8 Sternumdan elde edilen GAG 6rnegine ait aminoasit profili
Ek 9 Sternumdan elde edilen GAG 6rnegine ait aminoasit profili
[ DAD1 A, Sig=338, 10 Ref=390, w T o)
%




Ek 10 Tendondan elde edilen GAG &rnegine ait aminoasit profili

DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (2021-Aminoasitseher_kumiuoglu2 20210429 09-5246\03.0)

)

Ek 12 GAG ckstraktlarinin renk degerlerinin incelenmesine ait istatistiksel

degerlendirme
ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
L Between Groups 132,281 2 66,141 168,633 ,000
Within Groups 9,413 24 ,392
Total 141,695 26
a Between Groups ,115 2 ,058 4,097 ,029
Within Groups ,338 24 ,014
Total 453 26
b Between Groups 403,261 2 201,631| 3806,216 ,000
Within Groups 1,271 24 ,053
Total 404,533 26




Ek 13 GAG ekstraktlarinin L* degeri iceriklerigine ait istatistiksel sonuglar

L*
Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

Ornek N 1 2 3

dana tendonu 91,4722

tavuk sternumu 93,9167

Kondroitin-4-siilfat standart 96,8856
Sig. 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9,000.

Ek 14 GAG ekstraktlarinin a* degeri igeriklerigine ait istatistiksel sonuglar

a*
Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

ornek N 1 2

dana tendonu -1,1422
Kondroitin-4-sulfat standart -1,0356 -1,0356
tavuk sternumu -,9856
Sig. ,158 ,649
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9,000.

Ek 15 GAG ekstraktlarinin b* degeri icerigine ait istatistiksel sonuglar

b*
Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

ornek N 1 2

tavuk sternumu 1,8544

dana tendonu 2,0367
Kondroitin-4-sulfat standart 9 10,1422
Sig. ,233 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9,000.




Ek 16 Tavuk sternumundan GAG ekstraksiyonuna ait optimizasyon i¢in belirlenen

ardisik kareler toplami

Source Sum of df | Mean F p-value
Squares Square Value Prob > F
Mean vs Total 9024.08 1 9024.08
Linear vs Mean 125.98 4 31.50 0.77 0.5526
2F1 vs Linear 126.96 6 21.16 0.45 0.8351
Quadratic vs 2FI 861.62 4 215.40 111.24 <0.0001 Suggested
Cubic vs Quadratic 23.48 8 294 3.69 0.0510 Aliased
Residual 5.56 7 10.79
Total 10167.68 30 | 338.92

Ek 17 Tavuk sternumundan GAG ekstraksiyonuna ait yapilan optimizasyonun

verim lizerindeki etkisini belirten istatistik sonuglari

Varyasyon Serbestlik %GAG Verim
Kaynag Derecesi Hata Kareler Mean FValue | p-degeri
Toplamu Square
Model 14 1114.55 79.61 41.11 < 0.0001
A-Enzim Miktar1 1 65.54 65.54 33.85 <0.0001
B-pH 1 30.51 30.51 15.76 0.0012
C-Sicaklik 1 16.35 16.35 8.44 0.0109
D-Siire 1 13.57 13.57 7.01 0.0183
AB 1 17.96 17.96 9.28 0.0082
AC 1 53.77 53.77 27.77 < 0.0001
AD 1 17.96 17.96 9.28 0.0082
BC 1 33.07 33.07 17.08 0.0009
BD 1 3.48 3.48 1.80 0.2000
CD 1 0.71 0.71 0.37 0.5535
A? 1 181.62 181.62 93.79 <0.0001
B2 1 320.53 320.53 165.53 <0.0001
c? 1 259.44 259.44 133.98 <0.0001
D? 1 448.39 448.39 231.56 <0.0001
Kalint1 15 29.05 1.94
Uyum Eksikligi 10 25.93 2.59 4.16 0.0647
Saf Hata 5 3.12 0.62
Toplam 29 1143.60




Ek 18 Tavuk sternumundan elde edilen GAG ekstraktlarina ait optimizasyon igin

belirlenen kriterler

Name Goal Lower Upper Lower Upper Importance
Limit Limit weight weight

Enzim Miktar minimize 0.6 1.2 1 1 3

pH in range 6.5 7.5 1 1 3

Sicaklik in range 60 70 1 1 3

Siire minimize 10 20 1 1 3

%GAG miktari maximize 10.416 28.658 1 1 5

Ek 19 Tavuk sternumundan elde edilen GAG ekstraktlarina ait optimizasyon

¢Oziimler

No | Enzim Miktar1 | pH Sicaklik Siire %GAG Desirability
1 ]0.60 6.99 | 62.96 10.79 | 26.0666 | 0.912 Selected
2 |0.60 6.99 | 62.94 10.78 | 26.0616 | 0.912

3 |0.60 6.98 | 62.92 10.78 | 26.0604 | 0.912

4 |0.60 6.99 | 62.84 10.82 | 26.0982 | 0.912

5 0.60 6.99 | 63.10 10.74 | 26.022 0.912

6 |0.60 7.00 | 63.08 10.78 | 26.0597 | 0.912

7 0.60 7.00 | 62.83 10.74 | 26.0216 0.912

8 |0.60 6.98 | 62.87 10.66 | 25.9319 | 0.912

9 |0.60 7.00 | 63.41 10.66 | 25.9162 | 0.911

10 | 0.60 6.95 | 62.56 10.76 | 26.0085 | 0.911

11 | 0.60 7.00 | 62.97 10.02 | 25.1971 0.908

12 | 0.60 6.96 | 64.27 10.83 | 25.8577 | 0.905

13 | 0.60 7.06 | 63.88 11.81 | 26.7936 | 0.902

14 | 0.60 6.99 | 61.95 11.96 | 26.9222 | 0.900

Ek 20 Tavuk sternumundan GAG ekstraksiyonuna ait optimum noktada ortalama

deneysel degerlerin modelden tahminlenen degerler ile karsilastirilmasi

One-Sample Statistics

N Mean Std. Deviation Std. Error Mean

deneyselsternum 5 25,5792 ,46302 ,20707




One-Sample Test
Test Value = 26.066

95% Confidence

Interval of the

Difference

Mean
t df Sig. (2-tailed) | Difference | Lower Upper

deneyselsternum -2,351 4 ,078 -,48680 -1,0617 ,0881

EK 21 Dana tendonundan GAG ekstraksiyonuna ait optimizasyon i¢in belirlenen

ardisik kareler toplami

Source Sum of | df | Mean Square | FValue | p-value
Squares Prob> F
Mean vs Total 39.93 1 39.93
Linear vs Mean 0.54 4 0.13 0.75 0.5676
2FI vs Linear 0.51 6 0.085 0.41 0.8661
Quadratic vs 2FI 3.82 4 0.95 100.47 <0.0001 | Suggested
Cubic vs Quadratic 0.094 8 0.012 1.69 0.2508 Aliased
Residual 0.049 7 6.933E-003
Total 44.94 30 | 1.50

Ek 22 Dana tendonundan GAG ekstraksiyonuna ait yapilan optimizasyonun verim

tizerindeki etkisini belirten istatistik sonuglari

Varyasyon Serbestlik %GAG Verim
Kaynag Derecesi Hata Kareler Mean F Value p-degeri
Toplami Square
Model 14 4.86 0.35 36.55 <0.0001
A-Enzim Miktar1 1 0.27 0.27 28.51 <0.0001
B-pH 1 0.15 0.15 15.97 0.0012
C-Sicaklik 1 0.062 0.062 6.56 0.0217
D-Siire 1 0.051 0.051 5.36 0.0352
AB 1 0.067 0.067 7.02 0.0182
AC 1 0.22 0.22 22.75 0.0002
AD 1 0.067 0.067 7.02 0.0182
BC 1 0.13 0.13 13.58 0.0022
BD 1 0.022 0.022 2.36 0.1456
CD 1 6.617E-003 6.617E- 0.70 0.4170
003
A? 1 0.80 0.80 84.51 <0.0001
B? 1 1.42 1.42 149.50 <0.0001
c? 1 1.15 1.15 120.91 <0.0001
D? 1 1.99 1.99 209.38 <0.0001
Kalint1 15 0.14 9.498E-
003




Uyum Eksikligi 10 0.11 0.011 1.77 0.2739
Saf Hata 5 0.031 6.268E-

003
Toplam 29 5.00

Ek 23 Dana tendonundan elde edilen GAG ekstraktlarina ait optimizasyon igin

belirlenen kriterler

Name Goal Lower Upper Lower Upper Importance
Limit Limit weight | weight

Enzim Miktar minimize 0.8 1.4 1 1 3

pH in range 6.5 7.5 1 1 3

Sicaklik in range 60 70 1 1 3

Siire minimize 10 20 1 1 3

%GAG miktari maximize 0.6957 1.97 1 1 5

Ek 24 Dana tendonundan elde edilen GAG ekstraktlarmma ait optimizasyon

¢Oziimler
No Enzim pH Sicaklik Siire %GAG Desirability
Miktar1

1 0.80 7.02 63.20 10.89 1.72368 0.884 Selected
2 0.80 7.01 63.22 10.93 1.72632 0.884

3 0.80 7.02 63.14 10.89 1.72332 0.884

4 0.80 7.03 63.22 10.77 1.71553 0.884

5 0.80 7.01 63.07 10.73 1.71226 0.884

6 0.80 7.02 63.48 10.86 1.72077 0.884

7 0.80 7.01 62.95 10.72 1.71112 0.884

8 0.80 7.03 63.19 11.15 1.74017 0.884

9 0.80 7.05 63.45 10.88 1.72135 0.884

10 0.80 7.05 63.41 10.90 1.72435 0.883

11 0.80 7.04 62.92 11.23 1.74427 0.883

12 0.80 6.88 62.31 10.70 1.69011 0.876

13 0.80 6.90 60.21 10.56 1.62643 0.853

Ek 25 Dana tendonundan GAG ekstraksiyonuna ait optimum noktada ortalama

deneysel degerlerin modelden tahminlenen degerler ile karsilastirilmasi

One-Sample Statistics

N

Mean

Std. Deviation

Std. Error Mean

deneyseltendon

5

1,6780

,07855

,03513

One-Sample Test




Test Value = 1.7237

95% Confidence
Interval of the
Difference
Sig.(2- Mean
df tailed) Difference | Lower Upper
deneyseltendon -1,301 ,263 -,04570 -,1432 ,0518




