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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

DENiZ URUNLERINDEN ULTRASON DESTEKLi EKSTRAKSIYON YONTEMI ile
KOLAJEN ELDESI

Kiibra GUL

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Kimya Miihendisligi Anabilim Dah

Temel Islemler ve Termodinamik Program

Damisman : Do¢. Dr. Ash GOK
I1. Damisman : Dr. Ogr. Uyesi Emre YEMISKEN

Kolajen, insan viicudunda bulunan toplam proteinin yaklasik %30’unu olusturur ve
ekstraseliiler matrisin ana bilesenidir. Diinyada artan niifus sonucu gida ihtiyacinin artmast,
saglik ve kozmetik sektoriindeki gelismeler, beslenme aliskanliklarinda artan biling, salgin
hastaliklar sonucu gida takviyelerinin yayginlagsmasi gibi etkenler kolajenin daha popiiler
olmasina neden olmustur. Kolajenin kozmetik, gida, farmasotik, doku miithendisligi gibi bir¢cok
uygulama alani bulunmaktadir. Genel olarak sigir ve domuz gibi karasal memelilerden elde
edilir fakat bazi zoonotik hastaliklar ve dini engeller gibi nedenlerden dolayr kullanimi
kisitlanmaktadir. Kolajen ekstraksiyonu i¢in yapilan son g¢alismalar daha ¢ok omurgali ve
omurgasiz deniz canlilar iizerinedir. Diinya’nin %’ sularla kapli olup bunun biiyiik bir kismini
denizler olusturmaktadir. Bu durum denizel kaynaklarin ne kadar zengin oldugunu ve deniz

canlilarinin potansiyel aragtirma konusu olabilecegini gostermektedir.

Balik isleme proseslerinde bir baligin tiiriine ve yapilan isleme gore %?20-80’1 atik

olabilmektedir. Atik olarak goriilen kisimlarin 6nemli yag asitleri, baz1 vitamin ve mineraller,

Xii



protein gibi bilesenlere sahip oldugu arastirmalar sonucu kanitlanmigtir. Kolajen eldesinde
onemli bir potansiyel kaynak olarak goriilen deniz canlilarindan biri de denizanasidir. Tiirline
bagli olarak agirlikca %1-2 protein igermektedir ve neredeyse tamamini kolajen

olusturmaktadir.

Bu calismanin amaci bazi balik tiirlerinin (S. solea, L. sceleratus, G. niger, U. scaber, R.
clavata) derilerinden ve denizanasindan (A. aurita) modern ve yesil teknoloji olan ultrases
destekli kolajen ekstraksiyonu gergeklestirmek olup ayrica denizanasi kolajeni igin yanit yiizey
metodu ile optimizasyon ¢alismasi yaparak ticari degeri olmayan denizel kaynaklardan ¢evreci,
stirdiiriilebilir kalkinma hedefine uygun ve katma degeri yiiksek iiriin elde etmektir. Calisma
sartlarinin optimizasyonu igin sicaklik (4,14,24 °C), siire (10,15,20 dk), genlik (%20,30,40),
atis (1,2,3 s) olmak tizere 4 degisken belirlenmistir ve en yiliksek verim 6,25 olup optimum
kosullarin 4°C, %30, 25,15 dk oldugu goriilmiistiir.

Elde edilen kolajene ait FTIR ve SDS PAGE analiz sonuglar1 denizel kaynakli kolajenin
agirlikli olarak Tip I kolajen igerdigini, yapisindaki {iglii sarmalin bozulmadigini ve sigir

kolajeniyle benzer 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir.

Haziran 2023,

...88.. sayfa.

Anahtar kelimeler: ultrases destekli ekstraksiyon, yanit yiizey metodu, deniz kolajeni,

siirdiiriilebilirlik |
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

COLLAGEN EXTRACTION FROM SEA PRODUCTS BY ULTRASOUND
ASSISTED EXTRACTION METHOD

Kiibra GUL

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Chemical Engineering

Basic Operations and Thermodynamics Program

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Ash GOK
Co-Supervisor: Assist. Prof. Dr. Emre YEMISKEN

Collagen is the main componentof the extracellular matrix and constituting approximately 30%
of the total protein in the human body. Factors such as the increase in the need for food as a
result of the increasing population in the world, the developments in the health and cosmetics
industry, the spread of food supplements as a result of epidemics and the increasing awareness
about nutrition have made collagen more popular.Collagen has many different applications
such as cosmetics, food, pharmaceutical, tissue engineering. It’s generally obtained from
terrestrial mammals such as bovine and porcine but its use is restricted due to some zoonotic
disease and religious barriers. Recent studies for collagen extraction are mostly on marine
vertebrates and invertebrates. Three fourths of the Earth’s surface is covered with water. This
situation shows how rich the marine resources and that sea creatures can be a potential research

topic.

In fish processing processes, 20-80% of a fish can be waste, depending on the type of fish and
the process. It has been proven as a result of research that the parts seen as waste include

Xiv



components such as essential fatty acids, some vitamins and minerals, and protein. One of the
marine organisms that is seen as an important potential source for collagen production is
jellyfish. Depending on the species, it contains 1-2% protein by weight and almost all of the

protein is collagen.

The aim of this study is to perform ultrasound assisted collagen extraction which is a modern
and green technology from the skins of some fish species (S. solea, L. sceleratus, G. niger, U.
scaber, R. clavata) and jellyfish (A. aurita). At the same time, it is to obtain an environmentally
friendly product with high added value, suitable for sustainable development, from marine
resources that have no commercial value, by performing an optimization study for jellyfish
collagen with the response surface method. For the optimization of the working conditions, 4
variables were determined as temperature (4,14,24 °C), time (10,15,20 min), amplitude
(20,30,40%) and pulse (1,2,3 s). Optimum conditions were found to be 4°C, 30%, 2s,15

minutes.

The FTIR and SDS PAGE analysis results of the obtained collagen showed that the marine-
derived collagen mainly contained Type | collagen, the triple helix in its structure was not

disrupted and it had similar properties to bovine collagen.

June 2023, ..88... pages.

Keywords: ultrasound assisted extraction, response surface methodology, marine collagen,

sustainability
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1. GIRIS

1.1. GIRIS VE AMAC

Kolajen, omurgali viicudunda bulunan tendon, kikirdak, deri, kemik, eklem gibi ¢esitli bag
dokularin yapisinda bulunan lifsi yapida bir proteindir. Ayn1 zamanda hiicre dis1 matrisin ana
bilesenidir [1], [2]Bununla birlikte viicuttaki toplam proteinin yaklasik %30’ unu olusturur.
Doku ve organlart korumak, desteklemek, eklem hareketlerini kolaylagtirmak en onemli
gorevlerindendir. Giiniimiize kadar en az 29 tip kolajen tanimlanmis olup her biri farkli
aminoasit bilesimine sahiptir. Kolajenin suyu emme ve tutma, nemlendirme, diisiik viskozite,
emiilsifikasyon gibi 6zelliklere sahip olmasi genis bir kullanim alan1 sunmaktadir. Basta gida,
kozmetik, tip olmak iizere bir¢ok farkli sektérde kolajen kullanilmaktadir. Giintimiizde farkli
kaynaklardan kolajen eldesi miimkiin olmakla beraber biiyiik oranda sigir veya domuz deri ve
kemiklerinden elde edilir. Fakat bazi hayvan hastaliklar1 ve dini hassasiyetler domuz veya
sigirdan kolajen eldesini smirlandirmistir. Bu gibi nedenler arastirmacilari alternatif kolajen
kaynaklar1 aramaya tesvik etmistir [3]. Alternatif kolajen kaynaklarindan en 6nemlisi deniz

tirtinleridir. Balik, denizanasi, siinger baslica kolajen kaynaklarina 6rnek olarak verilebilir [4].

2050 yilina kadar diinya niifusunun yaklasik 2 milyar daha artarak 9,6 milyar olacagi
ongoriilmektedir. Artan niifusa karsilik mevcut kaynaklarin etkili ve verimli sekilde
kullanilmas: giderek daha 6nemli hale gelmektedir. Balik ve deniz {iriinleri diinya genelinde
ticareti en fazla yapilan gida iiriinleri arasindadir [116]. Niifus artarken balik¢ilik sektoriinde de
her gegen giin biiyiime gozlenmektedir. 2020 yilinda yaklasik 214 milyon ton balik¢ilik ve su
iriinleri tiretimi gergeklesmistir. Su {riinleri tiiketimi kisi bagina 1960’larda ortalama 9,9 kg
iken 2020 yilinda 20,2 kg olmustur. Bu miktarin, degisen beslenme programlar1 ve insanlarin
gida tiikketimi konusunda giderek bilinglenmesi sonucu 2030 yilinda kisi basina 21,4 kg olacagi
diisiiniilmektedir [117]. Isleme asamasinda bir balign tiiriine ve uygulanan isleme gére yaklasik

%20-80’ 1 atik olabilmektedir [5].

Diinya genelinde sayilar1 giderek artan ve ciddi anlamda sorunlara yol a¢an denizanalar1 daha
cok yerel pazarlarda bulunmakta ve tiikketimi ¢ok fazla yapilmamaktadir. Deniz anasi, tiiriine

bagl olarak yapisinda agirlik¢a yaklasik % 95-99 su, % 1-2 protein, % 2-3 tuz bulundurur ve



yapisindaki proteinin biiyiik bir cogunlugu kolajendir. Dogada bol miktarda bulunan, bulasici
hastalik riski olmayan ve diisiik maliyetli bu deniz canlisindan kolajen eldesi son yillarda ¢ok
daha ilgi ¢ekici hale gelmistir. Yapilan galismalar, deniz anasindan kolajen ekstraksiyonunun

sigir ve domuz kaynakli kolajene alternatif olabilecegini gostermistir [6].

2022 yilinda kolajenin kiiresel ¢apta pazar pay1 yaklasik 9,1 milyar ABD dolaridir ve 2030’a
kadar yillik %10,2 gibi bir biliylime orani ile daha da artmasi ongoriilmektedir. Saglik
sektoriindeki gelismeler, niifusla birlikte artan gida ihtiyaci, kisisel bakim endiistrisinin 6n
plana ¢ikmasi, koronaviriis salgini ve diger salgin hastaliklara karsi bagisikligin giiclendirilmesi

gibi nedenler pazar hacminin biiyiimesine katki saglamaktadir [118].

Kolajen ekstraksiyonu igin literatiirde yer alan ¢alismalarin ¢ogunda geleneksel yontemler
kullanilmistir ve bu yontemlerden en sik kullanilani asitle ekstraksiyondur (ASC). Geleneksel
yontemler; ekstraksiyon siiresinin uzun olmasi, fazla miktarda ¢6ziicii kullanimi, verimin diisiik
olmasi gibi dezavantajlara sahiptir [7]. Bu dezavantajlari ortadan kaldirmak igin son yillarda
kolajen ekstraksiyonunda kullanilabilecek modern, yenilik¢i ve ayni zamanda cevreci bazi
yontemler gelistirilmistir. Bu modern yontemlerden biri de ultrases destekli ekstraksiyon
yontemidir. Bu yontem; iirlin verimini ve kalitesini artirmak, islem siiresini kisaltmak, daha az
¢oziicii kullanmak gibi avantajlarindan dolayr hizla gelisen yontemlerden biri olarak
goriilmektedir. Karistirma, homojenizasyon, kurutma ve ekstraksiyon islemlerindeki kiitle

transferini hizlandirmak amaciyla ultrases tekniginin kullanildigi ¢aligmalar artis gostermistir
[8].

Bu calismada, elde edilmek istenen maddenin 1s1ya kars1 duyarlili§i ve katma deger oraninin
yiiksek olmasi g6z oniine alindiginda miimkiin olan en iyi yontem olan ultrasonik ekstraksiyon
tercih edilmistir. Ekstraksiyon sirasinda denizanasi numunesi i¢in ¢alisma parametreleri (siire,

genlik, sicaklik, vurus) degistirilerek optimizasyonu saglamak amag¢lanmstir.

Tez kapsaminda balikcilik faaliyetleri sirasinda atik olarak goriilen ve ekonomik degeri

olmayan canl tiirleri kullanilmistir.

1.2. GENEL BIiLGILER

1.2.1. Kolajen Yapisi ve Ozellikleri
Kolajen hiicre dis1 matrisin (ESM) 6nemli bir kismini olusturan yapisal bir proteindir. Lifsi

veya agst formda olabilmektedir. Daha ¢ok tendon, deri, kemik, kikirdak, eklem gibi bag



dokularda bulunmakla birlikte kan damarlar1 ve korneada da bulunmaktadir [5], [9], [10].
Omurgali viicudundaki toplam proteinin yaklasik {i¢te birini olustururken doku ve organlara
destek saglama, dokularin kendini yenileme siirecini hizlandirma, yeni hiicrelerin olusumu veya
olusan hiicrelerin hizli sekilde gelismesi, cildi ¢evresel zararlara (mikroorganizma, toksin,

patojen) kars1 koruma gibi temel gérevleri bulunmaktadir [9].

Kolajen yapisal olarak 3 polipeptit zincirden olugsmus sarmal (iiglii heliks) bir formdadir. Uglii
sarmali olusturan zincirler a-zincirleridir. Bir zincir, kolajenin tipine bagli olarak 1000 veya
daha fazla aminoasitten olusabilir. Kolajenin yapisindaki aminoasit dizisi tekrarlayan tripeptit
birimleridir. Tekrarlayan birimler Gly-X-Y (Glisin-Prolin-Hidroksiprolin) seklindedir [11],
[12]. Kolajen proteininin &zel aminoasit dizilimi ve igerigi onu diger proteinlerden farkli kilar.
Igeriginde yaklasik %20 glisin, %25 prolin ve hidroksiprolin, %11 glutamik asit, belirli
miktarda da hidroksilizin ve alanin bulunmaktadir. Sadece kolajen proteininde yer alan
hidroksilizin bagka bir proteinde bulunmaz. Yapidaki bu ¢esitlilik ve karmasiklik kolajenin ¢ok
fazla uygulama alan1 bulmasina olanak saglamaktadir [12]. Sekil 1.1°de kolajenin yapisinda
bulunan aminoasitlerden biri olan prolin molekiil yapisi, Sekil 1.2°de diger fazla bulunan
aminoasitlerden biri olan hidroksiprolin molekiil yapisi, Sekil 1.3’te prolinden sonra en fazla

bulunan aminoasit olan glisin molekiil yapisi gosterilmistir.

0
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Sekil 1. 1: Prolin molekiil yapisi
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Sekil 1. 2: Hidroksiprolin molekiil yapisi
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Sekil 1. 3: Glisin molekiil yapisi

Kolajeni olusturan ii¢lii sarmal yapilarin bir araya gelerek paket¢ik olusturmalari ve igerdikleri
hidrojen baglar1 yapinin stabilitesini artirir [13]. 3 polipeptit zincirinin sarmal sekilde birbirine
baglanarak olusturdugu temel birim tropokolajen olarak adlandirilir ve yapilan ¢aligmalarda
yaklagik olarak 300 nm uzunlugunda ve 2 nm ¢apinda oldugu belirlenmistir [9], [14]. Sekil

1.4°te kolajenin ti¢lii sarmal yapist goriilmektedir.



Sekil 1. 4: Uglii sarmal yap [15]

1.2.2. Kolajen Tipleri

Simdiye kadar bilinen 29 ¢esit kolajen mevcuttur [15] [16], [17]. En yaygin kolajen tipleri ve
bulundugu dokular Tablo 1.1°de belirtildigi gibidir. Bunlardan ilk tigii (Tip-1, Tip-I1, Tip-I11)
omurgal1 viicudunda en fazla bulunan kolajen ¢esitleridir. Bu {i¢ kolajen viicuttaki toplam
kolajen miktarinin yaklasik %80-85’ini olusturur ve bu da viicut i¢in ne kadar Snemli

olduklarini gosterir. Diger tipler ise farkli doku ve organlara dagilmistir [18].

Tablo 1. 1: Viicutta yaygin olarak bulunan kolajen ¢esitleri ve bulundugu noktalar [16]

Kolajen Cesidi Bulundugu Doku
TiP-I Kas ve kemik bag, cilt, kornea
TiP-11 Omurlar arasi disk, kikirdak, géz
TiP-111 Akciger, deri, bagirsak, da.lak, karaciger, damar
ceperi

TiP-1V Bazal membran



Literatiirde farkli kolajen aileleri yer almaktadir. Bunlarin en basit ve yaygin olani fibril
olusturan fibriler kolajen ailesidir. insan viicudunda bulunan kolajenin biiyiik bir kism fibril
kolajen ailesindendir [19]. Fibril olmayan (non-fibriler) kolajen ailesi ise ag olusturucu
(network-forming), kesintili ti¢lii sarmallarla fibril iliskili (FACIT), kesintili Giglii sarmallarla
membran iligkili (MACIT), kesintili ¢oklu t¢lii sarmal alan (MULTIPLEXIN) olarak
smiflandirilir [20], [21]. Kolajen tiplerinin hangi doku veya organlarda bulundugu Tablo 1.2°de

belirtilmistir.
Tablo 1. 2: Farkli kolajen tipleri ve bulunduklari dokular
Familya Tip Bulundugu Doku
| Tendon, bag, cilt, kornea [15],
[22]
Il Camsi cisim, kikirdak [16]
ibril " Akciger, deri, bagirsak, dalak,
Fibri karaciger, damar ceperi [16]
v Plasenta, hiicre ylzeyi [23]
Xl GOz sivisi, kikirdak [24]
Ag olusturucu VI Endotel hiicreleri [23]
(Network-forming) X Hipertrofik kikirdak [20]
X Kornea, kikirdak [23], [25]
Xl Ligament, kikirdak zari [23], [24]
Plasenta, akciger, karaciger [23],
XIV [24]
FACIT XIX Rabdomiyosarkom [24]
Kornea epiteli, embriyonik deri
XX [24]
XX Kan damari duvari [24]
o Epidermis, sag foliklli [24]
MACIT
VI Epidermis ve dermis bagi [24]
Pankreas, diiz kas hicreleri,
XV fibroblast [24]
MULTIPLEXIN XVI Fibroblast, keratinosit [24]
XVII| Akciger, karaciger [24]




1.2.3. Kolajen Uygulamalari

Kolajen; biyolojik olarak uyumlulugu, yeni hiicre olusumunu desteklemesi, herhangi bir yan
etkisinin bulunmamasi, nem tutma kapasitesinin yiiksek olmasi, viicudun ihtiyact olan
aminoasitleri icermesi, kemik ve bag dokuyu desteklemesi gibi daha bir¢ok avantajindan otiirii
basta gida, kozmetik ve saglik olmak lizere ¢ok ¢esitli uygulama alanlarinda tercih edilen bir

biyopolimerdir [26].
Kolajenin uygulama alanlarindan bazilari sdyledir:
e (Gida (Sekerleme, tatli, besin takviyesi, yiyecek-igecek...)
e Tip (Doku rejenerasyonu, kemik-eklem sivi enjeksiyonu...)
e Doku Miihendisligi (Doku iskelesi, deri modellemesi...)
e Dis Hekimligi (Implant, kemik rejenerasyonu i¢in membran...)
e Eczacilik (Ilag, vitamin-mineral takviyeleri...)
e Kozmetik (Ten iiriinleri, nutrikozmetik, sag-tirnak tirtinleri...)

Niifusun artmasi, diyet gidalarin daha fazla tercih edilmesi, iiriin yelpazesinin genislemesi gibi
nedenlerden dolay1 gida sektdrii kolajen uygulama alanlarinin baginda gelir. Uriiniin
stabilizasyonu, tad1 ve kokusu, rengi gibi 6zelliklerine fayda saglamak amaciyla tercih edilir.

Meyve-sebze sulari, enerji igecekleri, diyet igeceklerinde de kullanilir [118].

Kolajenin yapisinda bulundurdugu hidrofobik ve hidrofilik kisimlar film olusturma, kopiirtme,
emiilsifiye etme gibi Ozellikler kazandirmakta ve bu sayede gida endiistrisinde kullanimina
olanak saglamaktadir. Bunun yaninda bazi ¢alismalar, denizel kaynaklardan elde edilen
kolajenin yiyecek {irtinlerinde bulunan protein miktarini artirma, gidalarin bozulmasini 6nleme

ve gida trlinlerinde antioksidan olarak yer alma gibi 6zelliklerinin oldugunu gostermistir [27].

Rejeneratif tibbin en 6nemli pargasindan biri doku miihendisligidir. Kaza veya yaralanma
sonucu yasanan doku ve organ kayiplarinin islevselligini yeniden kazandirmak, hiicre onarimini

saglamak amaciyla ¢aligmalar yapilir. Bu ¢aligmalarda en 6nemlisi biyolojik olarak uyumlu,



yan etki yaratmayacak biyomalzemeler kullanmaktir. Kolajen de biyouyumlulugu, hiicre dis1
matristeki miktar1 ve gorevleri, yeni hiicre olusumunu desteklemesi vb. 6zelliklerinden dolay1

bu alanda tercih edilen biyomalzemelerin basinda gelmektedir [28].

Doku miihendisliginde hiicrelerin tutunmasi ve ¢ogalmasi i¢in ortam saglamak amaciyla yap1
iskeleleri olusturulur. Yapr iskelesinde kullanilacak materyaller hiicre dis1 bosluk ve hiicre ile
temas halinde oldugu icin biyouyumlu, biyobozunur ve diisiik alerjen Ozelliklere sahip
olmalidir. Burada gorev alacak biyomateryal dogal (kolajen, jelatin) veya sentetik (PGA, PLA)
polimer olabilir. Alternatif olarak polisakkaritler (kitosan, seliiloz) de yap1 iskelelerinde
kullanilabilir [29].

Biyomedikal ve farmasdtik alanda kullanimi kolajenin daha ziyade yiiksek hiicre baglanma

yetenegi, diisiik antijenite ve biyolojik olarak bozunabilirlik avantajlarindan ileri gelmektedir

[22].

Insanlar ilk ¢aglardan giiniimiize kadar hos ve giizel goriinmek i¢in bircok yontem ve malzeme
kullanmistir. Zaman ilerledik¢e de bu giizellik algist degismeye baslamistir. Son yillarda sosyal
medya kullaniminin yayginlagsmasi ve estetik teknolojilerinin gelismesi insanlar {izerinde
giizellik baskisini artirmaktadir. Bugiin neredeyse her yas grubundan insan kozmetik iiriin satin
almakta ve bu pazar giderek biiylimektedir. Giizellik ve kisisel bakim sektoriindeki payin 2023
yilinda yaklasik olarak 570 milyar ABD dolar1 olmasi beklenmektedir [119].

Sicak veya nemin diisiik oldugu hava sartlarinda ciltte su kayb1 meydana gelir. Bu durum
transepidermal su kaybi olarak isimlendirilir. Cilt ylizeyinde dogal olarak bulunan koruyucu
tabaka sayesinde bu kaybin oniine gegilir. Bu tabakanin yapisinda da biiylik oranda kolajen
mevcuttur. Kolajenin suyu emme ve tutma kapasitesi oldukea yiiksektir. Bu 6zelligi sayesinde
hem nemlendirici hem de cilt bariyerini onarici olarak birgok kozmetik iiriinde yer almaktadir.
Yas aldikea cilt elastikiyetini kaybeder ve su tutma kapasitesi diiser. Sadece yaslanma ile degil
son yillarda yasanan hava kirliligi, iklim degisikligi, UV 1sinlarina maruz kalma, stres ve
hastaliklar da viicudun en dis katmani olan cilt lizerinde lekelenme, cildin parlakliginin
azalmasi, deri tabakasinin incelmesi, cildin elastikiyetinde azalma, kirigiklik gibi olumsuz
etkilere neden olmaktadir. Bu durumda sadece icten degil distan da topikal destek on plana
cikmaktadir. Kozmetik endiistrisi de her gegen giin artan talebe yonelik ¢dziim odakli tirlinler

gelistirmektedir. Hiicre yenileme, cilt elastikiyetini artirma, biyouyumluluk, toksik etki



olusturmama gibi bir¢ok 6zelliginden dolay1 gelistirilen iiriinlerin biiyiik bir bolimiinde kolajen

bagroldedir [30].

Kozmetikte genel olarak fibril olusturma 6zelliginden dolay1 Tip-1 kolajen kullanilir. Tirnak ve
saclarin giiclendirilmesi, ince kirisikliklarin giderilmesi, cildin elastikiyetinin artirilmasi gibi
faydalari bulunur [5]. Omurgali viicudunda bulunan kolajenin gok biiyiik bir kism1 Tip-1’dir ve
en fazla bulundugu organ ise deridir. Bu durum cilt saglig i¢cin ne kadar 6nemli oldugunu

kanitlar niteliktedir [9].

Gida ve llag Dairesi (FDA) nin yapmis oldugu tanimlamaya gore Kozmetik iiriin; dis, sac,
tirnak, deri gibi viicudun dis kisimlarinin daha giizel goriinmesini ve hijyenini saglama,

temizleme, hos koku verme gibi amaglarla kullanilan tirtinlerdir [31].

Son yillarda kolajenin en yaygin kullanildig: alanlardan biri de kozmetik dermatolojidir. Daha
giizel goriinmek veya herhangi bir dermatolojik hastaliga bagl kusurlar1 gidermek amaciyla
kolajen belirli dozlarda deri altina enjekte edilir. Yaslanmayla birlikte viicuttaki kolajen {iretimi
azalir ve buna bagl olarak ciltte sarkma, kirisiklik, seliilit, nem kaybi, elastikiyetin azalmasi
gibi sorunlar ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan ¢alismalar, deri alt1 enjeksiyonunun yani sira oral
yolla alinan kolajen takviyesinin de cilt problemlerinde etkili oldugunu ortaya koymustur.
Biyolojik olarak parcalanabildigi i¢in de toksik etki birakmayan bu kolajen dolgularina ilgi her
gecen giin artmaktadir [32].

1.2.4. Kolajen Kaynaklari

Kolajen dogal ve sentetik kaynaklardan elde edilebilir. Dogal kaynaklar da kendi arasinda
hayvansal ve bitkisel olmak tizere ikiye ayrilir [24]. Kolajen eldesinde en yaygin tercih edilen
hayvansal kaynaklarin basinda sigir ve domuz gelmektedir [24], [33]. Sekil 1.5°te farkli kolajen

kaynaklar1 gosterilmistir.
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Kolajen
Kaynaklari

Dogal Sentetik

Hayvansal Bitkisel

Sekil 1. 5: Kolajen eldesinde kullanilan kaynaklar

1.2.4.1. Hayvansal Kaynaklar

Endiistriyel olarak en fazla kullanilan hayvansal kolajen kaynagi sigir ve domuz olmakla
birlikte tavuk, inek, koyun gibi karasal hayvanlar da kullanilmaktadir [34], [35]. Bu canlilarin
tendon, deri, kemik, kikirdak gibi farkli dokularindan kolajen ekstraksiyonu gergeklestirilir [20]
[27].

S1g1ir kolajeni, insan viicuduyla uyum saglayabilen ve biyobozunur 6zellikleri sayesinde gida,
kozmetik, biyomedikal gibi bir¢ok alanda kendine yer bulmustur. Domuz kolajeni ise daha ¢ok

yumusak dokularda greftleme gibi cerrahi islemlerde tercih edilmektedir [24].

Karasal hayvanlardan elde edilen kolajen kullanim1 yaygin olsa da baz1 dezavantajlara sahiptir.
Ornegin; sigirlarda goriilen ve halk arasinda deli dana olarak bilinen BSE, TSE, ayak-agiz
hastalig1 veya yaygin adiyla sap hastaligi olan FMD gibi zoonotik hastaliklar ilag, gida, mama,
kozmetik tiriinlerle insana bulasabilmektedir [33], [36], [37]. Kiimes hayvanlarinda goriilen kus
gribi de kolajen eldesini sinirlandirmaktadir [29]. Bunun disinda Hindularin inek tiirevi
uriinleri, Muslimanlarin ve Yahudilerin ise domuz tiirevi Uriinleri tiiketmesi dini olarak

yasaktir. Bu gibi inanca dayali kisitlamalar da kaynaklarin yetersiz ve sinirli kalmasina neden



11

olmaktadir [38]-[40]. Bu dezavantajlar, arastirmacilar1 alternatif kolajen kaynaklari bulmaya
tesvik etmistir. Son yillarda yapilan calismalar, deniz iiriinlerinin giivenli ve alternatif kolajen

kaynagi olabilecegini gostermektedir [41].

Suda yasayan canlilar, omurgali ve omurgasiz olarak siiflandirildiginda ¢ogunluk omurgasiz
canlilardan olusur. Bunlara denizanasi, siingerler, denizyildizi, deniz kestanesi, yumusakgalar
ornek verilebilir. Bu canlilardan kolajen ekstraksiyonu icin bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir ve
Ozellikle son yillarda bu calismalar hiz kazanmistir. Sadece akademik c¢alismalarda degil
endiistriyel alanda da giderek genisleyen bir yer edinmektedir. Kolajen eldesi i¢in omurgasiz
su canlilarindan iizerinde en ¢ok ¢aligma yapilan denizanasi ve slingerler olarak goriilmektedir.
Omurgali su canlilar1 da alternatif kolajen kaynagi olarak gosterilmektedir. Bu canlilara baliklar
ve suda yasayan memeliler 6rnek verilebilir. Omurgali su canlilarindan iizerinde en ¢ok ¢aligma
yapilan diinya genelinde isleme prosesi sonucunda ortaya ¢ikan fazla miktarda yan {iriin, sayica
fazla olmas1 ve ekonomik olarak da katma degerinin yiiksek olmasi sebebiyle baliklardir [35],

[42]. Tablo 1.3’te kolajen ekstraksiyonunda kullanilan kaynaklar belirtilmistir.

Tablo 1. 3: Kolajen ekstraksiyonunda kullanilan kaynaklar

Suda Yasayan Suda Yasayan
Karasal Hayvanlar

Omurgahilar Omurgasizlar

Sigir akcigeri [5]

Sigir derisi [37], [43], [44]
S1gir tendonu [45]

Si1gir kemigi [45]

Domuz derisi [16], [37], [43]
Domuz testisi [23]

Tavuk kikirdag: [46]

Balik derisi [10], [24], [47]
Balik yiizgeci [9], [22], [29]
Balik pulu [48]-[51]

Balik kilg1g1 [20], [27], [52]
Balina derisi [28]
Kopekbaligi derisi [14]

Yumusak kabuklu

kaplumbaga [38]

Siinger [33], [41], [53]-[55]
Kalamar [49], [56]
Denizanast [21], [57]-[60]
Ahtapot [21], [25], [56]
Deniz hiyar1 [21], [25]

Mercan [49], [53], [54]
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1.2.5. Kolajen Ekstraksiyon Yontemleri

Ekstraksiyon, bir karisimdan istenilen bilesenin (organik/inorganik) uygun bir ¢oziicii
yardimiyla elde edilmesi amaciyla gergeklestirilen en 6nemli temel islemlerden biridir [61].
Kolajen, genel olarak ekstraksiyon yontemiyle elde edilir. Tercih edilen ekstraksiyon yontemi
ve ham maddeye bagl olarak kolajen 6zellikleri degisebilir. Ekstraksiyon parametreleri, 6n
islemler, ham madde yapis1 gibi 6zellikler de elde edilen kolajenin kalitesini etkilemektedir

[25].

Kolajen ekstraksiyonunda geleneksel ve yeni olmak iizere iki yontem bulunmaktadir.
Geleneksel yontemler, tuzla ¢oktiirme ve kimyasal hidroliz olarak tanimlanabilir. Yeni
yontemler ise ultrases destekli ekstraksiyon (UAE), mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE)
ve enzimatik hidroliz olarak karsimiza ¢ikmaktadir [5], [39]. Genel olarak kolajen ekstraksiyon

yontemleri Sekil 1.6’da belirtilmistir.

Kolajen
Ekstraksiyonu
|
I 1
Geleneksel Modern
| |
I 1 I I 1
Kimyasal Tuzla Ulirases Mikrodalga Enzimatik
Hidroliz Coktiirme Destekli Destekli Hidroliz
Ekstraksiyon Ekstraksiyon
|
I 1
Asit Hidroliz Alkali Hidroliz

Sekil 1. 6: Kolajen ekstraksiyon yontemleri [25]
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Modern ekstraksiyon yontemlerinin geleneksel yontemlere gore avantajlart soyledir:
e (ok az ¢oziicii sarfiyat
e Kisa siirede ekstraksiyon
e Yiiksek verim
e Enerji tasarrufu
e Yiiksek saflik derecesi
e (Cevreci (yesil teknoloji)
e Yiiksek iiriin giivenligi
e Yiiksek kalite

o Kolay tekrarlanabilirlik

1.2.5.1. Tuzla Coktiirme Yontemi

Proteinler suda ¢ok az ¢oziiniir. Bu yilizden ¢ozeltiye belirli bir miktarda (diisiik konsantrasyon)
noétral tuz ilave edilir. Boylece protein molekiillerinin hidrofobik uclarinin su ile etkilesimi
sonucu ¢oziintirliigii artar. Tuz konsantrasyonu artirildiginda ise hidrofobik uclarda bulunan su
molekiilleri tuz iyonlar tarafindan uzaklastirilir ve ¢oziiniirlik azalir. Proteinler de bu olay

sonucu ¢oker [23], [62].

Bu ekstraksiyon yonteminde tuz konsantrasyonu kilit rol oynamaktadir. Ayrica notral tuz olarak
genellikle fosfat, sitrat, sodyum kloriir (NaCl), Tris-aminometan hidrokloriir (Tris-HCI)
kullanilmaktadir [25].

Kolajen ekstraksiyonu i¢in sodyum kloriir (NaCl) en ¢ok tercih edilen nétral tuzdur. Bu yontem

sonucu elde edilen kolajen tuzda ¢6ziiniir kolajen (SSC) olarak adlandirilir [5].

Tuzla ¢oktiirme yonteminde amag ilk olarak kolajeni dokulardan ekstrakte etmek daha sonra
¢cozlnlirliigli azaltarak kolajenin ¢okmesini saglamaktir. Hayvansal kaynakli kolajenin

¢Oziiniirligl igerdigi capraz baglardan dolay1 ¢ok daha az oldugundan ekstraksiyon islemi
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diisiik verimle neticelenmektedir. Bu durum tuzla ¢oktiirme yonteminin sinirli kalmasina ve

pek tercih edilmemesine neden olmaktadir [12].

1.2.5.2. Asit Hidroliz Yontemi

Kolajen lifleri sulu ¢ozeltide asidik ¢ozeltiye kiyasla daha az ¢oziinmektedir. Bu nedenle
ekstraksiyon sirasinda kolajen molekiillerinin daha 1yi ¢6zlinmesini saglamak amaciyla asidik
¢ozeltiler kullanilir [5]. Sitrik asit, laktik asit, asetik asit gibi organik asitlerin haricinde
hidroklorik asit gibi inorganik asitler de bu yontemde kullanilmaktadir [26]. Fakat asetik asit
(0,5 M) kolajen ekstraksiyonunda en fazla tercih edilen ve tizerinde en ¢ok ¢alisma yapilan
organik asittir. Ekstraksiyon siirecinde yalniz asit ¢ozeltisi kullanildiginda elde edilen kolajen

asit ¢Oziiniir kolajen (ASC) olarak isimlendirilir [18].

Organik asitler, ¢capraz bagli olmayan kolajen liflerinin neredeyse tamamini ve ¢apraz bagh
liflerin de bir kismin1 pargalayarak kolajenin dokudan ¢ok daha kolay ekstrakte edilmesini
saglar [23]. Asidik ortam, ayni zamanda kolajen liflerinin zayiflamasini ve gevsemesini

saglayarak Schiff ve iyonik baglarin koparilmasina yardimei olmaktadir [12], [63].

1.2.5.3. Alkali Hidroliz

Alkali hidroliz metodu daha ¢ok ¢apraz bag sayisinin nispeten fazla oldugu kemik doku gibi
kolajen kaynaklari i¢in kullanilmaktadir [63]. Ayni zamanda deri atiklarindan kolajen
ekstraksiyonu icin de kullanilan bu yontemde kire¢, sodyum hidroksit, sodyum karbonat gibi
alkali maddeler tercih edilmektedir. Ekstraksiyon sonrasinda kiil ve krom igeriginin nispeten
yuksek olmasi, molekiil agirligimin diisiik ¢ikmasi, stilfidril ve hidroksil igeren aminoasitleri
olumsuz etkilemesi gibi dezavantajlarindan dolay1 bu metotla elde edilen kolajenin medikal ve

gida alanlarinda kullanilmasi uygun degildir [12].

1.2.5.4. Enzimatik Hidroliz

Enzimatik hidroliz, polimerlerin kendini olusturan daha kii¢iik birimlere ayrilmasi isleminde
enzimlerin de rol almasi ile ger¢eklesen bir biyoprosestir. Bu proses, protein gibi polimerlerin

kimyasal, fiziksel ve fonksiyonel 6zelliklerini gelistirmek amaciyla gergeklestirilir [23].
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Genel olarak kolajen ekstraksiyonunda asidik ¢ozeltiler kullanilmaktadir. Fakat yapilan bazi
calismalarda deniz yan {iriinlerinden kolajen eldesinde sadece asit hidrolizinin tiim kolajeni
ekstrakte etmedigi ve verimin disik kaldigr goriilmiistir. Bu nedenle kolajen verimini

maksimize etmek i¢in enzimatik ekstraksiyon gelistirilmistir [45].

Enzimatik hidroliz metodunda hayvansal kaynakli tripsin veya pepsin enzimleri kullanilabildigi
gibi bitkisel kaynakli bromelin, papain, ficin gibi enzimler de kullanilmaktadir [25]. Proteaz
enzimleri ¢apraz bagl kisimlar1 ayirir ve telopeptitleri pargalayarak daha kolay ekstraksiyon
saglar. Ayn1 zamanda kolajenin tiglii sarmal yapisini koruyarak kolajen olmayan proteinleri de

hidroliz eder. Boylece daha yiiksek saflikta kolajen ekstrakte edilmis olur [18], [23].

Yapilan ¢alismalarda deniz kaynakli iiriinlerden kolajen ekstraksiyonunda en sik kullanilan
enzimlerden biri pepsin enzimidir. Pepsin kullanilarak ekstrakte edilen kolajene ise pepsin
¢ozinir kolajen (PSC) denir [45].

Enzimatik hidroliz, yukarida belirtilen geleneksel yontemlere kiyasla daha kisa ekstraksiyon
stiresi ve daha yiiksek saflikta kolajen eldesi saglamaktadir. Fakat kullanilan enzimler nispeten

pahalidir [26].

1.2.5.5. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon (MAE)

Mikrodalga 1simalari, frekans1 300-300.000 MHz araliginda olan elektromanyetik dalgalara
denir. Bu 1simalar, ekstraksiyon sirasinda ornegin molekiiler yapisint koruyarak isinmasini
saglamaktadir [39]. Isitmanin prensibi, iyonlarmn iletimi ve dipol rotasyonu araciligiyla
maddenin molekiilleri iizerine direkt olarak etki etmesine dayanmaktadir. Isinma molekiiler

diizeyde gerceklesmektedir [64].

Mikrodalga destekli ekstraksiyon igin 2 tiir sistemden soz edilebilir. A¢ik kap (atmosfer
sicaklig) ve kapali kap (kontrollii sicaklik ve basing) olarak adlandirilan bu sistemlerden en
cok tercih edilen kapali sistem olmaktadir. Aralarinda kiiciik bazi farklar vardir. Ornegin, kapali
kapta ornekler ayni anda 1sinirken agik kapta sirali olarak 1sinmaktadir. Kapali kapta sicaklik
basingla yiikseltilebilirken acik kapta sicaklik ¢oziiciiniin atmosfer basinci altindaki kaynama

noktastyla siirli kalmaktadir [65].
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Bu yontemde ¢oziicii se¢imi onemlidir. Coziiciiniin matrisle etkilesimi, ¢oziiciiniin dielektrik
sabitinin yliksek olmasi, solventin mikrodalga enerjisini iyi absorplamasi gibi dikkat edilmesi

gereken noktalar bulunmaktadir [66].

Mikrodalga destekli ekstraksiyon metodunun en biiyiik yarari ekstraksiyon siiresinin kisa
olmasi ve ¢oziicii miktarinin nispeten az olmasidir. Bunun yani sira bu yontem polifenollerin

eldesi gibi daha ¢ok bitki ekstraksiyonunda kullanilmaktadir [67].

1.2.5.6. Ultrases Destekli Ekstraksiyon

Ultrases, 20 kHz’in iizerinde frekansa sahip ve insan kulaginin isitemedigi ses dalgalarini ifade
etmektedir [68]. Ultrases dalgalar diisiik frekansli (yiiksek siddetli) ve yiiksek frekansli (diisiik
siddetli) olarak ikiye ayrilmaktadir. Diislik frekansli ultrason uygulamasi daha ¢ok gida
teknolojisinde kullanilmaktadir. Ornegin, patojenik bakterilerin inaktivasyonu, dondurma,
kurutma ve emiilsifikasyon gibi siireglerde yararlanilmaktadir. Yiiksek frekansli ultrason ise
genellikle maddenin fizikokimyasal veya biyokimyasal 6zelliklerinin farklilastirilmasi igin
tercih edilmektedir [23], [64], [69].

Ultrases destekli ekstraksiyonda mekanizma, kavitasyon ve mekanik etki olmak tizere iki
sekilde gerceklesir. Kavitasyon, ultrases dalgalarinin siv1 i¢inde olusturdugu kabarcik anlamina
gelir. Bu da hiicre zarlarinin gegirgenligini arttirir ve solventin matris igerisine etkili bir sekilde
niifuz etmesini saglar. Mekanik etki ise solventle temas edecek ylizeyin alanini artirarak

ekstrakte edilecek biyoaktif bilesiklerin serbest kalmasini kolaylastirir [70].

Ultrases uygulamalarinda molekiillerin titresimiyle 1s1l enerji kisa siirede esit sekilde matrise
yayilir. Kiitle transferi dogrudan 1s1 alarak degil mekanik destek ile gergeklestiginden 1siya karst
duyarli bilesenlerin ekstraksiyonunda ¢ok Onemlidir. Ugucu yaglarin veya bilesenlerin
ekstraksiyonu, antioksidan maddelerin ekstraksiyonu, ila¢ endiistrisinde 6nemli yere sahip

biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonunda genellikle tercih edilmektedir [71].

Ultrases destekli ekstraksiyon yontemi; daha az solvent kullanimi, enerji tasarrufu, daha yiiksek

verim, daha kisa siirede ekstraksiyon, daha yiiksek iiriin saflig1 gibi avantajlariyla geleneksel
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yontemlerden ayrilir [72]. Kompleks yapida olmamasi, diisiik maliyetli olmasi, ¢ok yonli

olmasi gibi 6zellikleriyle de diger modern yontemlerden siyrilarak 6ne ¢ikmaktadir [61].

1.2.6. Deniz Uriinlerinin Kolajen Eldesindeki Potansiyeli

Diinyada su iiriinleri ve balik¢ilik faaliyetleri isleme siirecinde birgok yan iiriin (kil¢ik, pul, i¢
organlar, deri vb.) olusmaktadir. Isleme prosesinin farkli asamalarinda yaklasik %50-80 kat1 ve
sivi atik meydana gelmektedir. Olusan bu iirlinler genelde deniz ve okyanuslara atik olarak
birakilir ve agiga ¢ikan nitrat ve fosfat bilesikleri sudaki ¢6zlinmiis oksijen seviyesini azaltarak
sudaki yasami tehdit eder [47]. Karada ise yakilarak veya depolanarak bertaraf edilen bu atiklar

hem gevre kirliligine hem de 6nemli biyomolekiillerin kaybina neden olur [5].

Balik isleme tesislerinden elde edilen yan iiriinlerin, yiiksek kalitede protein (kolajen, jelatin)
igerdigine ait ¢calismalar mevcuttur. Bunlarin diginda bazi vitamin (A, D, B) ve mineraller (Ca,
P, Zn), omega-3 yag asitleri, lipidler agisindan da zengin oldugu bildirilmistir [73], [74]. Yan
iriinlerde bulunan protein miktarinin ham maddeye bagli olarak yaklasik 20-80 g/100 g oldugu
saptanmustir [74].

Balik kolajeni, farmasotik (doku miithendisligi, ilag, biyomateryal, dental uygulamalar) ve gida
(takviyeler, katki maddeleri, yenilebilir film ve kaplamalar, icecekler) endiistrisinde

kullanilmaktadir [29].

Deniz iirlinlerinden ilk akla gelen balik olsa da bircok iilke besin degeri yiiksek olan diger su
tirtinlerinden de farkli alanlarda yararlanmay1 tercih etmektedir. Balik disinda en bol bulunan
ve farkli amaglarla kullanilan diger bir su tiriinii de deniz anasidir. Denizlerdeki asir1 avlanma,
kirlilik, kiiresel 1sitnma gibi faktorler balik popiilasyonunu ciddi anlamda tehdit etmektedir. Bu
sebeple dev biyokiitleler halinde yasayan ve sayilar1 her gegen giin artan deniz analar1 gelecegin

gida kaynagi olarak goriilmektedir [75].

Denizanasi, son yillarda iklim degisikligi sonucu deniz ve okyanuslarda meydana gelen
degisimlere bagli olarak niifus patlamasi yasamaktadir. Bu durum belli bir bdlgeye ait sorun

olmaktan ¢ok kiiresel anlamda ekolojik kriz haline gelmistir [76]. Diinya ¢apinda artan
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denizanasi niifusu beraberinde insan sagligi, kiy1 turizmi, kiy1 endiistrisi, balik¢ilik faaliyetleri

gibi farkli alanlar1 da olumsuz etkilemektedir [77], [78].

Bir denizanasi tiiriine bagli olarak agirlik¢a yaklagik %95-99 su, %1-2 protein, %2-3 tuz
icermektedir. Icerdigi proteinin biiyiik bir kismi ise kolajenden olusmaktadir [40]. Buna ek
olarak iyot, fosfor, demir ve kalsiyum da icermektedir. Bu durum tibbi ve besin kaynagi olarak
arastirtlmasini tesvik etmistir [76]. Ayn1 zamanda bilesiminde bulunan kolajen miktar1 ve
yapisi, denizanasindan elde edilen kolajenin memeli kolajenine alternatif olabilecegini

gostermektedir [79]-[81].

Yapilan son arastirmalar, denizanasi kolajeninin memeli kolajenlerinden Tip I, I ve V’ e ¢ok
benzer oldugunu gostermistir. Ayrica; hiicrelerin farklilasmasini destekledigi ve hiicresel
fenotipi korudugu, kolajen iiretiminden sorumlu osteoblast ve fibroblast hiicrelerinin canliligin
sigir kolajenine kiyasla daha yiiksek oranda korudugu, uzun vadede antiinflamatuvar etki
gosterdigi saptanmugtir. Bu 0Ozelliklerinden o6tiiri doku miihendisligi ve rejeneratif tip
uygulamalarinda denizanasi kolajeninin ¢ok biiyiik potansiyel kaynak oldugu bildirilmistir

[81]. Karasal ve denizel kaynakli kolajen arasindaki farklar kisaca Tablo 1.4’te belirtilmistir.

Tablo 1. 4: Karasal ve denizel kaynakli kolajen arasindaki farklar [57]

Karasal (Memeli) Kaynakh Kolajen Denizel Kaynakh Kolajen
Yiiksek viskozite Diisiik viskozite
Pahali Ucuz
Yiiksek erime noktasi Diisiik erime noktasi
Organik ¢oziiclide ¢éziinme Suda ¢6zlinme
Bulasici hastalik riski Hastalik riski yok
Diisiik glisin ve alanin igerigi Yiiksek glisin ve alanin igerigi

Yiiksek prolin igerigi Diisiik prolin igerigi

Denizel kaynakli elde edilen kolajenin biyoaktif 6zelliklerinden bazilar1 asagida belirtilmistir
[36]:

» Yara iyilestirici
» Antioksidan

» Anti-aging
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> Nemlendirici
» Antimikrobiyal

Deniz tirtinlerinden elde edilen kolajenin yukarida da belirtildigi tizere bir¢ok yonden karasal
hayvanlardan elde edilen kolajene alternatif olabilecedi yapilan arastirmalar sonucu ortaya
konmustur. Bu ¢aligmalarda alinan olumlu sonuglar, bilim insanlarini bu alanda daha fazla

arastirma yapmaya tesvik etmistir.

Bu tez kapsaminda lilkemizde en fazla bulunan denizanasi tiirlerinden biri olan ay denizanasi
(Aurelia aurita) ve sofralik olarak tiiketilmeyen bazi balik tiirlerinden (Gobius niger,
Lagocephalus sceleratus, Uranoscopus scaber, Solea solea, Raja clavata) kolajen ekstraksiyonu

calismasi yapilmistir.

1.2.7. Tez Kapsaminda Kullamlan Denizel Kaynakh Tiirler

S. Solea

Tiirkiye’de bulunan en yiiksek ticari degere sahip yassi balik tiirlerinden biridir [82]. Kumlu ve
camurlu zeminlerde yasar [83]. Ayn1 zamanda Marmara Denizi ve Istanbul Bogazi dahil giineye
dogru genis alanda yayilim gosteren bir dil balifi olan bu tiir 8-24 °C arasinda degisen

sicakliklarda hayatta kalabilir [84].

Akdeniz bolgesinde ekonomik degeri yiiksek ve avlanan yassi baliklarin arasinda S. solea 6.857
ton/y1l avlanma miktar: ile ilk sirada yer alir. Genellikle 0-150 m derinlikte yasar, kis
mevsiminde daha derinlere gomiiliirler ve boylari ortalama 30-35 cm civarindadir [85]. Sekil

1.7°de S. solea tiiriine ait genel bir gorsel sunulmustur.
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Sekil 1. 7: S. solea genel goriiniisii [120]

Taksonomi

Alem: Animalia

Sube: Chordata

Smif: Teleostei

Takim: Pleuronectiformes
Familya: Soleidae

Cins: Solea

Tiir: S. solea [121]

L. Sceleratus

Hint-Pasifik okyanusunda yaygin olarak goriilen bu tiir, Stiveys Kanali yoluyla Akdeniz, Ege
ve Marmara Denizi’'ne kadar gelmistir [86]. Yaygin adi balon veya kirpi baligi olan L.
sceleratus, Tiirkiye kiyilarinda goriilen istila giicii yiliksek tiirlerdendir [87]. Biinyesinde
bulunan tetrodotoksin (TTX) ¢ok kuvvetli bir zehir olup tiiketildiginde insan sagligini ciddi
anlamda tehdit etmektedir [88]-[91].

Istila ve yayilma potansiyeli yiiksek olan balon baliklari, son derece hizli iireme ve biiyiime
yetenegine sahiptir. Ayni zamanda bulunduklar1 ekosisteme kolay uyum saglamalari ve zehirli

olmalar1 nedeniyle avci konumundadirlar. Boylece hem bulunduklar1 ekosisteme hem de
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balikeilik sektoriine biiyiik zarar veren bu tiirler diinya genelinde biiyiik sorun haline gelmistir.
[92].

En tehlikeli balon balig: tiirlerinden biri olan L. sceleratus, maksimum 110 cm boy ve 7 kg
agirliga kadar ulagabilmektedir. Yaklasik 25-200 m arasinda degisen derinlikte yagsamaktadirlar
[87]. Boy ve kilo degerleri biyolojik ve c¢evresel kosullara, yasa, cinsiyete gore
degisebilmektedir [93]. Ilkbahar ve yaz aylar1 iireme donemleridir. Balon baliklarmin
beslendigi tiirler arasinda karides, kalamar, yengeg ve baliklar bulunmaktadir [94]. L.sceleratus

tiirline ait genel goriiniim Sekil 1.8’de sunulmustur.

Sekil 1. 8: L. sceleratus genel goriiniisii [122]

Taksonomi

Alem: Animalia

Sube: Chordata

Sinif: Actinopterygii
Takim: Tetraodontiformes
Familya: Tetraodontidae
Cins: Lagocephalus

Tiir: L. sceleratus [123]
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R. Clavata

Dikenli vatoz veya deniz tilkisi olarak da bilinen R. clavata, Dogu Atlantik ve Giineybat1 Hint
Okyanusu civarinda genis yayilim gostermektedir [95]. Tirkiye’de Akdeniz kiyilari ve

Karadeniz’de goriilen bu tiir kumlu ve ¢camurlu zeminde yasamaktadir [95], [96].

Yapilan ¢alismalarda R. clavata tiiriine ait kas dokudan elde edilen hidrolizatlarin antioksidan,

antihipertansif ve antitimor 6zelliklere sahip oldugu gortilmistiir [97].

R. clavata, Mang Denizi ve Kuzey Deniz’de yasayan ekonomik degeri yiiksek balik tiirlerinden
biri olarak gosterilir. Gilindiiz daha ¢ok kuma gomiilii halde ve hareketsiz olan bu tiirlin gece
oldugunda aktif sekilde hareket ettigi bilinmektedir. Cogu zaman ortama gore renk
degistirmekle birlikte genelde kahverengi veya siyah olarak goriiliir [96]. Cevresel ve biyolojik
faktorlere bagli olarak 28-625 m arasinda degisen derinlikte yasayabilmektedir [98]. Genellikle
kabuklular (yengeg, karides) ve bazi balik tiirleri (mezgit, kayabaligi) ile beslenir [95].

R.clavata’ya ait genel goriiniim Sekil 1.9°da yer almaktadir.

Sekil 1. 9: R. clavata genel goriiniisii [124]
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Taksonomi

Alem: Animalia
Sube: Chordata

Sinif: Chondrichthyes
Takim: Rajiformes
Familya: Rajidae
Cins: Raja

Tiir: R. clavata [125]

U. Scaber

Dogu Atlantik’ten Karadeniz ve Akdeniz’e kadar uzanan bolgede yaygin olarak goriillmektedir.
Kurbaga balig1 olarak da bilinen tiir, kuma goémiilii halde durarak basinin iistiindeki gozleriyle

kiigiik baliklar1 avlar. Ayn1 zamanda akustik ve elektrik darbeler iiretebilen 6zellige sahiptir

[99].

Bentik bir tiir olan U. scaber, ortalama 17-18 c¢cm uzunlugundadir. Omuz dikenleri agrili
sokmalara sebep olmaktadir [100]. 15-400 m derinlikte ve kumlu-¢amurlu zeminde yasar.

Yumurtlama dénemi ¢evresel sartlara bagl olarak Mart-Eyliil aylarinda gergeklesir [101].

U. scaber her ne kadar ekonomik degeri yiiksek olmayan bir tiir olsa da 6zellikle Karadeniz
ekosisteminde onemli rol oynamaktadir [100]. U. scaber tiiriine ait genel goriiniim Sekil

1.10’da yer almaktadir.
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Sekil 1. 10: U. scaber genel goriiniisii [126]

Taksonomi

Alem: Animalia

Sube: Chordata

Sinif: Actinopterygii
Takim: Trachiniformes
Familya: Uranoscopidae
Cins: Uranoscopus

Tiir: U. scaber [127]

G. Niger

Komiircii kayabaligi olarak bilinen G. niger, daha ¢ok 1liman denizlerde ve tatli sularda
yasamaktadir [102]. Belli bir orana kadar ac1 sularda da yasayabilen bu tiir denizlerdeki en genis

balik ailesine mensuptur. Ailenin bir¢ok tiirii akvaryum balig1 olarak taninir [103].
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G. niger, kumlu dibe sahip hemen hemen tiim denizlerde yayilis gostermekte ve resif ya da

deniz cayirlarina gizlenebilmektedir. Ortalama olarak bes yil dmiirleri vardir [104].

Bu tiir, Tiirkiye’de tiim kiyilarda goriilmesine ragmen hakkinda fazla ¢alisma bulunmamaktadir
ve ticari olarak degerlendirilememektedir. Kirliligin izlenmesinde yararlanilabilecek indikator

tiirlerden biri olup besin zincirinde de 6nemli role sahiptir. Yaklasik 2-70 m derinlikte yasar
[105].

Bu tiirlin de icinde bulundugu ailenin diinyada yaklasik 2000 tiirti bulunmaktadir ve 29’u
iilkemiz sularinda yasamaktadir. Boylar1 ortalama 10 cm olup agirliklar1 13 g civarindadir

[102]. G. niger tiirline ait bir gorsel Sekil 1.11°de yer almaktadir.

Sekil 1. 11: G. niger genel goriiniisii [128]
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Taksonomi

Alem: Animalia
Sube: Chordata
Sinif: Actinopterygii
Takim: Gobiiformes
Familya: Gobiidae
Cins: Gobius

Tiir: G.niger [129]

A. Aurita

Kozmopolit bir tiir olan A. aurita ya da bilinen adiyla ay denizanasi, diinya genelinde genis
yayilim alanina sahip denizanasi tiirlerindendir. Farkli ¢evresel kosullara adapte olabilen bu tiir,

tiim 1liman deniz kiyilarinda gortilmektedir [106].

Semsiye bi¢iminde ve sapsiz olan ay denizanalarinin ¢ap1 10 cm ile 3 m arasinda olabilir.
Viicutlar1 yar1 saydam bir goriiniime sahip olup yaklasik % 95 su, % 4 protein ve % 1 tuz igerir
[107].

Yapilan ¢alismalarda A. aurita tiiriiniin basta glisin, glutamik asit, triyonin, tirozin, serin ve lizin

olmak tizere toplam 15 gesit aminoasit i¢erdigi belirlenmistir [108].

Ay denizanasindan elde edilen kolajenin diger tiirlerden ekstrakte edilen kolajene kiyasla suda

¢ozliniirliigii cok daha yiiksektir. Bu 6zelligi onu benzersiz kilar [109].

A. aurita, patolojik ve periodontal hastaliklar sebebiyle olusabilen alveolar kemik defekti
rahatsizligina ¢6ziim olabilecek potansiyel kolajen kaynagi olarak goriilmektedir. Biyobozunur,
biyouyumlu ve gbzenekli yapist ile alveolar kemigin rejenerasyonunda tercih edilebilecek ideal
se¢imdir [108].

Mevsimlere bagli olarak bu tiiriin biyokiitlesi degismekle birlikte ilkbahar ve yaz aylarinda

maksimum seviyeye ulasir [110].
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Denizanas1 popiilasyonundaki hizli artis ciddi sosyo-ekonomik ve ekolojik sorunlara yol
acmaktadir. Fakat diinya genelinde artan kaygilara ragmen bu olumsuzluklarin 6niine gegmek

i¢in heniiz net bir adim atilamamaktadir [111].

Biyokiitlenin biiyiikligl, yiliksek rejeneratif ve iireme potansiyeli nedeniyle denizanalari,
nutrasotik, farmakolojik, doku miihendisligi ve gida alanlarinda tercih edilebilecek alternatif
kaynak olarak gorilmektedir [77]. A. aurita tiirii denizanasinin bir gorseli Sekil 1.12°de

verilmistir.

Sekil 1. 12: A. aurita genel goriindisii [130]

Taksonomi

Alem: Animalia

Sube: Cnidaria

Sinif: Scyphozoa
Takim: Semaeostomeae
Familya: Ulmaridae
Cins: Aurelia

Tiir: A. aurita [131]
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Literatiirde balik kolajeni i¢in en fazla kullanilan yontemlerden biri asitle hidroliz yontemidir.
Fakat bu yontem fazla ¢6ziicii sarfiyatina neden olmasi, uzun zaman almasi, verimin ve {liriin
giivenliginin diisiik olmasi1 gibi dezavantajlara sahiptir [25]. Bu dezavantajlart minimum
seviyeye indirmek i¢in Son yillarda alternatif ve ¢evreci metotlar gelistirilmis olup ultrasonik
ekstraksiyon bunlardan biridir. Bu yontem dogrudan 1s1 saglamayip hiicre zarlarin1 mekanik
olarak ses dalgalarinin olusturdugu kavitasyon etkisiyle parcalamakta ve materyal aktarimi
gerceklesmektedir. Ozellikle protein gibi 1siya karst duyarliligt olan maddelerin
ekstraksiyonunda tercih edilmektedir [62], [72].

Isleme asamasinda bir bahigin tiiriine ve uygulanan isleme gore yaklasik %20-80° i atik
olabilmektedir [5]. isleme sirasinda aciga ¢ikan yan iiriinlerin yiiksek kalitede kolajen ve jelatin
icerdigi ayn1 zamanda vitamin, mineral ve yag asitleri agisindan da zengin oldugu yapilan

arastirmalar sonucunda tespit edilmistir [74], [75].

Bir denizanasi viicudunda bulunan proteinin tamamina yakininin kolajen oldugu tespit
edilmistir [40]. Bunun haricinde insan viicudu i¢in Onemli olan bazi mineralleri de

bulundurmaktadir [77].

Bu ¢aligma kapsaminda amag, ekonomik degeri olmayan bazi balik tiirlerinin derilerinden ve
A. aurita tiirii denizanasindan memeli kolajenine alternatif olabilecek, gevreci ayni zamanda
katma degeri yiiksek kolajen eldesi saglamaktir. Ekstraksiyon metodu, ekstrakte edilecek
maddenin 1s1ya kars1 duyarliligi ve bir¢ok avantajindan otiirli ultrases destekli ekstraksiyon

olarak belirlenmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. MATERYAL

Calismada kullanilan denizanasi tiirii (A. aurita) ve balik derisi numuneleri dondurulmus
sekilde Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Hidrobiyoloji A.B.D tarafindan

saglanmustir.

2.1.1. On Hazirhk ve Ekstraksiyon Asamasinda Kullamlan Kimyasallar
On hazirhik asamasinda NaOH ¢ozeltisi (Merck KGaA, Almanya), saf su ve etanol (Merck
KGaA, Almanya) kullanilmstir.

Ekstraksiyon islemi sirasinda ¢6ziicii olarak 0.5 M asetik asit (Merck KGaA, Almanya) ¢ozeltisi

kullanilmistir.

2.2. METOT

2.2.1. Orneklerin Temizlenmesi
Calismada kullanilan balik derisi ve denizanasi numuneleri istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi

Biyoloji Boliimii Hidrobiyoloji A.B.D tarafindan dondurulmus olarak temin edilmistir.

Calisilan maddenin protein yapida olmasi nedeniyle sicaklik denemeler yapilincaya kadar sabit

(-4°C) tutulmustur.

Ik olarak deri pargalar1 soguk su altinda gozle goriiliir yabanci maddelerden arindirilmasi
amaciyla iki kez yikanmistir. Sonrasinda ¢ok kiigiik parcalara ayrilarak bir sonraki isleme hazir

hale getirilmistir.

2.2.2. Kolajen Olmayan Proteinlerin Uzaklastirilmasi
Calismada kullanilan oOrneklerin yapisinda bulunan ve Kkolajen olmayan proteinlerin

uzaklastirilmasi amaciyla 0,1 M NaOH c¢ozeltisi kullanilmistir.

Bir 6nceki asamada kiiciik parcalara ayrilan 6rnek tizerine 1:10 (w:v) oraninda 0,1 M NaOH
¢ozeltisi eklenmistir. Bu karisim 4°C’de 24 saat bekletilmistir. 24 saat sonunda karisima 1:5

(w:v) oraninda saf su ilavesi yapilip pH noétrlenmistir. Daha sonra karisim 4500 rpm hizda 20
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dk santrifiij edilmistir. Santrifiijden alinan ¢ozelti siiziilerek bir sonraki agamaya hazir hale

getirilmistir.

2.2.3. Yaglarm Uzaklastirilmasi
Kolajen olmayan proteinlerin uzaklastirilmas: asamasindan sonra Orneklerin yiizeylerinde

bulunan yaglarin uzaklastirilmasi gereklidir. Bunun i¢in %10 biitanol ¢ozeltisi kullanilmistir.

Ekstraksiyona hazirlanan 6rnek iizerine 1:5 (w:v) oraninda %10 biitanol eklenmistir. Cozelti
4°C’de 24 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda ¢6zelti 4500 rpm hizda 20 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiijden alinan ¢6zelti siiziilerek biitanolden arindirilmig ve ekstraksiyon agamasina hazir

hale getirilmistir.

On islemler burada tamamlanmis olup ekstraksiyon asamasina gecilmistir. Sekil 2.1°de 6n

hazirlik asamasinin sematik olarak gdsterimi yer almaktadir.
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Numune

NaOH 1:10 (w:v)

Saf su 1:5 (w:v)

Santrifiij (20 dk-4500
rpm)

Stizme

Biitanol 1:5 (w:v)

Santrifiij (20 dk-4500
rpm)

Stizme

Sekil 2. 1: On hazirlik siireci sematik gdsterimi

2.2.4. Ultrases Destekli Ekstraksiyon
On hazirlik siireci tamamlanan numune 1:5 (w:v) 0,5 M asetik asit ¢dzeltisinde ultrases destegi
ile ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon sicakligi, ultrases cihazina bagli su banyosu

termostatindan ayarlanmistir ve ekstraktdr probundan kontrol edilmistir.

Balik tiirleri igin ekstraksiyon islemi 4 °C, %30 genlik, 01:01 atis ve 30 dk. olarak
gergeklestirilmistir.

Denizanast numunesi i¢in RSM kullanilarak optimizasyon kosullar1 belirlenmistir.
Ekstraksiyon parametreleri (sicaklik, atig, genlik, siire) yukarida bahsedilen degerlerden farkli

olup ayrica belirtilmistir.
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Ekstraksiyon islemi tamamlandiktan sonra ekstraktérden alinan ¢6zelti, membrana alinir. 72
saat 0,05 M asetik asit ¢ozeltisinde diyaliz i¢in bekletilir. 72 saat sonunda membran agilir ve
numune temiz bir behere aliir, dondurarak kurutma islemi i¢in liyofilizatére konulur.
Liyofilizatérden ¢ikarilan numune verim ve diger analizler i¢in kullanilabilir. Ekstraksiyon
asamast genel olarak Sekil 2.2°de sematik olarak verilmistir. Sekil 2.3’ten 2.7’ye kadar

denemede kullanilan tiirlere ait liyofilizasyon sonrasi goriintiiler yer almaktadir.

N\

Asetik asit 1:5
(w:v)

Ultrasonik
ekstraksiyon

Diyaliz

Liyofiliz

Sekil 2. 2: Kolajen ekstraksiyonu akis semasi
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Sekil 2. 3: Liyofilize edilmis L. sceleratus goriiniimii

Sekil 2. 4: Liyofilize edilmis R. clavata goriiniimi
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Sekil 2. 5: Liyofilize edilmis S. solea goriiniimii

Sekil 2. 6: Liyofilize edilmis U. scaber goriiniimii
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Sekil 2. 7: Liyofilize edilmis G. niger goriinimii

2.2.5. Yamt Yiizey Yontemi (RSM) ile Optimizasyon Calismasi

Literatiirdeki ¢calismalarin bazilarinda denizel kaynakli kolajen ekstraksiyonunda ekstraksiyon
sicakligi 4 °C [59], [113] olarak belirlenirken bazi calismalarda 25 °C’ye kadar ¢ikilmistir [64],
[114]. Ekstraksiyon siiresinin 10-30 dk, genligin %20-80 [72], [113] ve atis (vurus) siiresinin
2-5 s [38], [72] olarak degisebildigi goriilmiistiir.

Denizanasindan ultrason destekli kolajen ekstraksiyonunun optimizasyonunda laboratuvar
imkanlar1 ve yukarida bahsedilen literatiir calismalar1 dikkate alinarak bagimsiz degiskenler

asagidaki gibi belirlenmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda kullanilan denizanasindan (A. aurita) ultrason destekli ekstraksiyon
calisma sartlarinin optimizasyonu i¢in 4 farkli bagimsiz degisken belirlenmis olup ekstraksiyon
sicakligi (X1) (4,14,24 °C), ekstraksiyon siiresi (X2) (10,15,20 dk), genlik (X3) (%20,30,40) ve
atis (X4) (1,2,3 s) seklindedir.

Tez kapsaminda balik tiirlerinden farkli olarak denizanasi (A. aurita) drnegi i¢in ekstraksiyon
sartlarinin optimizasyon ¢aligmasi yapilmistir. Genel olarak 6n hazirlik ve ekstraksiyon
basamaklar1 ayni olup sadece ekstraksiyon sirasindaki parametreler (sicaklik, siire, genlik, atig)

farklidir.
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Denizanasindan kolajen ekstraksiyonunun optimizasyonu Yanit Yiizey Yontemi (RSM)
Merkezi Kompozit Tasarim (CCD) modeli kullanilarak gergeklestirilmistir. Merkezi Kompozit
Tasarim modeline gore hazirlanan deney plani ile elde edilen kolajen 6rneklerinde ekstraksiyon
verim degerleri belirlenip veriler tasarim modelinde yerine yazilmistir. Elde edilen verilerin
istatistiksel analizinden faydalanarak bagimsiz degiskenler (sicaklik, siire, genlik, atig) optimize
edilmistir. Asagida Tablo 2.1°de Merkezi Kompozit Tasarim modeline gore olusturulan ¢gizelge
yer almaktadir. Sekil 2.8’den 2.11°e¢ kadar denizanasina ait ekstraksiyon asamalarindaki

gorseller yer almaktadir.

Tablo 2. 1: Merkezi Kompozit Tasarim modeline gore olusturulan deneme ¢izelgesi

Deney No Sicaklik (°C) Siire (dk) Vurus (s) Genlik (%)
1 14 15 2 30
2 4 20 3 20
3 24 10 1 40
4 4 20 1 20
5 4 10 3 20
6 24 10 1 20
7 24 10 3 20
8 4 15 2 30
9 24 15 2 30
10 4 10 1 20
11 24 10 3 40
12 4 10 3 40

13 24 20 1 20
14 24 20 3 40
15 14 20 2 30
16 4 20 3 40
17 24 20 1 40
18 14 15 2 20
19 24 20 3 20
20 14 10 2 30
21 4 10 1 40
22 4 20 1 40
23 14 15 3 30
24 14 15 2 40
25 14 15 1 30
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Sekil 2. 8: Denizanasinin diyaliz agsamasindaki goriintimii

Sekil 2. 9: Ultrasonik ekstraksiyon agamasi
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Sekil 2. 10: Denizanasinin ultrasonik ekstraksiyon sirasinda goriiniimii

Sekil 2. 11: Liyofilize edilmis denizanasi numunesinin goriiniimii

2.2.6. SDS-PAGE Analizi
Bu calismada Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
(Laemmli,1970) tarafindan Onerilen protokol modifiye edilerek uygulanmistir. Tris/HCI
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tampon sistemi, %7,5 ayirma jeli ve %3 toplayici jel kullanilmistir. Kolajen ¢ozeltisi Smg/ml
B-merkaptoetanol igeren numune tamponunda 70°C sicaklikta 10 dk denatiire edilmistir. 10 pl
kolajen 6rnegi molekiiler isaretleyici ile birlikte yiiklenmistir. Elektroforez Mini-PROTEAN
Tetra Cell sistemi (Bio Rad Laboratories, Inc) kullanilarak yapilmistir. Jeller %40 (v:v) su, %50
(v:v) metanol, %10 asetik asit ¢ozeltisi icinde hazirlanan %0,1 (w:v) Coomassie Brilliant Blue
R250 ile boyanmis ve sabitlenmistir. Bantlar belirginlesinceye kadar %5 metanol (v:v) ve %7

(V:v) asetik asit igeren ¢ozelti ile muamele edilmistir [112].

2.2.7. FTIR Analizi

FTIR, maddeleri karakterize etmek i¢in 15181 infrared yogunluguna kars1 dalga sayisini 6lgen
analiz yontemidir. IR spektrumu, molekiiller arasindaki baglarin titresimi sonucu olusan
frekanslara karsilik gelen absorpsiyon pikleri ile maddeyi karakterize etmektedir. Spektrum
aralig1 genis oldugu i¢in bircok alanda (kimya, tip, gida vb.) uygulanmaktadir. Ayrica hizl
sonug alinmasi, az miktarda 6rnek ile detayli sonug vermesi, malzeme maliyeti olmamasi gibi
avantajlar1 sayesinde maddelerin karakterizasyonunda siklikla tercih edilmektedir. Kati, sivi,
gaz fazindaki maddelerin yapisinda bulunan baglar, fonksiyonel gruplar, alifatik veya aromatik
yapilar hakkinda bilgi edinilebilir. Katt numuneler KBr ile pellet haline getirilip analiz
edilmektedir [113].



40

3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. EKSTRAKSIYON VERIMi

Kolajen ekstraksiyonu sonucunda elde edilen verim esitlik 2.1 kullanilarak hesaplanmistir [58].
Verim (%) = dondurulmus madde (g) / Baslangigtaki madde (g) *100 (2.1)
Esitlik 2.1°de belirtilen verim yas agirlik bazindadir.

Denemede kullanilan tiirlere ait verim degerleri Tablo 3.1°de goriilmektedir.

Tablo 3. 1: Calismada kullanilan balik tiirleri i¢in ekstraksiyon verim degerleri

Tiir Verim (%)
S. solea 6.32
L. sceleratus 25.92
U. scaber 3.09
G. niger 5.80
R. clavata 3.04
A. aurita 6.25

Tablo 3.1° de belirtilen sonuglar ¢alismada kullanilan balik tiirlerinin derilerinden (4 °C, %30

genlik, 01:01 atis ve 30 dk) elde edilen ultrases destekli kolajen ekstraksiyon verim degerleridir.

Denizanasi (A. aurita) i¢in elde edilen en yiiksek verim 4 °C, %30 genlik, 02:02 atis ve 15 dk

kosullarinda elde edilmistir.

3.2. SDS-PAGE SONUCLARI

Sekil 3.1 SDS-PAGE analizi sonrasi kolajen orneklerinde olusan molekiil agirliklarma gore

protein dagilimlarini géstermektedir.
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Standart
A. aurita
G. niger

L. sceleratus
U. scaber
S. solea

R. clavata
Standart

Sekil 3. 1: Balik derisi kolajeni SDS- PAGE bant goriiniimii

Ultrason destekli ekstraksiyon sonucu balik tiirlerinden ve denizanasindan elde edilen kolajenin
karakteristik protein bantlarini icerdigi Sekil 3.1°de goriilmektedir. SDS-PAGE analizi sonucu
olusan bant goriintiilerinde numunelerin tamaminda Tip 1 (100-190 kDa) kolajenini olusturan
a-1, a-2 ve B zincirlerinin belirgin oldugu goriilmektedir. L. sceleratus, U.scaber ve S. solea
tiirlerinden elde edilen bant gériiniimlerinin en istlinde yer alan ve yiliksek molekiil agirligina

sahip B (a zincirlerinin dimerleri) zincirlerinin varlig1 digerlerine gére daha belirgindir.

Balik derisi kolajeni i¢in elde edilen sonuglarin literatiirde bildirilen Catla catla (112-220 kDa)
ve Cirrhinus mrigala (114-210 kDa) [10] , golden carp 108 kDa) [71]tiirlerinden ekstrakte
edilen balik derisi kolajeni ile yakin molekiil agirliklarina sahip oldugu goriilmiistiir. Bant
goriintimiinde ¢ok diisiik molekiil agirligina sahip proteinlerin varligi da saptanmis olup bunun
sebebi olarak ultrases destegiyle birlikte kolajen olmayan az miktarda proteinin de agiga ¢ikmis

olabilecegi tahmin edilmektedir.
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Denizanasindan elde edilen kolajenin molekiiler agirliginin balik derisinden elde edilen

kolajene ¢ok yakin oldugu goriilmektedir.

Tez kapsaminda kullanilan deniz canlilarindan elde edilen kolajene ait SDS-PAGE sonuglarinin
literatiirde belirtilen sigir tendonu kolajeniyle [114]benzer sekilde Tip 1 kolajeni fibrilleri

bulundurdugu saptanmistir.

3.3. KOLAJEN FTIR SPEKTROSKOPIiSi SONUCLARI

Kolajen FT-IR analizinde genellikle goriilebilecek olan bantlar amit I bandi olup yaklasik 1650
cm? goriiliir. Bu bag peptit baglarinin ¢evresinden ve proteinin ikinci amininden etkilenebilir.
Amit II band1 1530 cm™ civarinda gdzlenebilirken amit III band1 1245 cm™ civarinda gozlenir.
Goriilebilecek diger bantlardan bazilari sunlardir. 1450 em™,1390 cm™,1310 cm™. Bu bilgiler
1s181nda tiirlere gore yapilan FTIR analiz sonuglar1 asagidaki gibidir [115]. Sekil 3.2°de S. solea

tiiriine ait deri kolajeni icin FTIR sonucu grafikle gosterilmistir.

A
- /(W W“ \
:5 /W‘ /@ \ /

2921 \/1562

Transmisyon

65

60 — \\ \/ 15L32

55 -

341 9¢ ? 2360

v T ’ T ¥ T L T T L T Y T X T
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalgaboyu (cm-1)

Sekil 3. 2: S. solea deri kolajeni FTIR analiz grafigi

3419°da C=N-H grubundaki N-H gerilme titresimi goriilmektedir. 2921°de -CH2NHs*
fonksiyonel grubu asimetrik NHs gerinimi goriillmektedir. 2844°te Alifatik C-H gerinimleri



43

gortilmektedir. 2360’ta >C=NH" fonksiyonel grubuna ait titresim goriilmektedir. 1662
karakteristik amit I bandi1 goriilmektedir. 1562°de amit Il band1 goriilmektedir. 1455°te halkali
yapilara ait olan -C=C- baglar1 goriilmektedir. 1247°de amit III B heliks yapis1 titresimi
gozlemlenmektedir. 1040’ta fosfat grubuna ait asimetrik gerinim titresimleri goriilmektedir.

670’te amit V band1 goriilmektedir.

Sekil 3.3’te L. sceleratus tiiriine ait deri kolajeni i¢in FTIR sonucu grafikle gosterilmistir.

r’\//\\\

Transmisyon
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4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Sekil 3. 3: L. sceleratus deri kolajeni FTIR analiz grafigi

3300’de C=N-H grubundaki N-H gerilme titresimi gozlemlenmistir.2933’te -CHoNH3"
fonksiyonel grubu asimetrik NH3z gerinimi goriilmektedir.2359 ve 2341°de >C=NH"
fonksiyonel grubuna ait titresim goriilmektedir. 1653’ de amit I bandi1 goriilmektedir. 1552” de
amit II band1 goriilmektedir.1451°de halkali yapilara ait olan -C=C- baglar1 goriilmektedir.
1396’da amit II bandinin diisiikk yogunluklu hali gézlenmektedir.1331°de sekonder aminlere ait
(cis formu) -C-N gerilmesi goriilebilir.1235’te amit III B heliks yapis1 titresimi

gozlenmektedir.1074’te serbest amino asitlere ait olan NH3z" / -C-N gerinim titresimi
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goriilmektedir.937°de —C-C- gerilme titresimi

goriilmektedir.

Sekil 3.4’te R. clavata tiiriine ait deri kolajeni igin FTIR sonuc

goriilmektedir.

670’te amit V bandi

u grafikle gosterilmistir.

5 ‘ \M /ﬂ\%‘}h
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\ / k1238
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Sekil 3. 4: R. clavata deri kolajeni FTIR analiz grafigi

3400-3300 arasinda olmasi gereken C=N-H grubundaki N-H Gerilme titresimi 3400’de

gbzlemlenmistir. 2918°de -CH2NH3z* fonksiyonel grubu asimet
1658°de amit 1 bandi goriilmektedir.1538’de amit II bandi

rik NHz gerinimi goériilmektedir.

goriilmektedir.1450°de halkali

yapilara ait olan -C=C- baglar1 gériilmektedir.1399’da N(CHzs) fonksiyonel grubuna ait simetrik

deformasyon titresimleri goriilmektedir. 1236’da amit I11 B heliks yapis1 1077’de serbest amino

asitlere ait olan NH3" / -C-N gerinim titresimi goriilmektedir.704’te amit V bandi

goriilmektedir.
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Sekil 3.5’te G. niger tiiriine ait deri kolajeni i¢in FTIR sonucu grafikle gosterilmistir.
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Sekil 3. 5: G. niger deri kolajeni FTIR analiz grafigi

3427°de C=N-H grubundaki N-H gerilme titresimi goriilmektedir.2921°de -CH2NH3
fonksiyonel grubu asimetrik NH3z gerinimi gériilmektedir. 2360 ve 2340 >C=NH" fonksiyonel
grubuna ait titresim goriilmektedir. 1647°de amit I band1 goriilmektedir. 1555°te amit 11 band1
goriilmektedir.1408’de N(CHs) fonksiyonel grubuna ait simetrik deformasyon titresimleri
goriilmektedir.1240°ta da amit III  heliks yapis1 ve 1064’te serbest amino asitlere ait olan NH3*

/ -C-N gerinim titresimi goriilmektedir.
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Sekil 3.6’da U. scaber tiiriine ait deri kolajeni igin FTIR sonucu grafikle gosterilmistir.

Transmisyon
—_—
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Sekil 3. 6: U. scaber deri kolajeni FTIR analiz grafigi

3400°de C=N-H grubundaki N-H Gerilme titresimi gdzlemlenmistir.2930°da -CH2NH3*
fonksiyonel grubu asimetrik NHs gerinimi goriilmektedir. 1650’de amit I bandi goriilmektedir.
1550’de amit II bandi goriilmektedir.1450’de halkali yapilara ait olan -C=C- baglar
goriilmektedir.1400°de amit II bandmmn disiik yogunluklu hali gozlenmektedir.1340’ta
sekonder aminlere ait (cis formu) -C-N gerilmesi goriilebilir.1240’ta amit III B heliks yapisi
titresimi gozlemlenmektedir.1080°de serbest amino asitlere ait olan NH3* / -C-N gerinim

titresimi goriilmektedir.700’de amit V bandi goriilmektedir.
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Sekil 3.7°de A. aurita tiirline ait deri kolajeni i¢in FTIR sonucu grafikle gosterilmistir.
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Sekil 3. 7: A. aurita kolajeni FTIR analiz grafigi

3390°’de de C=N-H grubundaki N-H Gerilme titresimi goriilmektedir. 2360°ta >C=NH"
fonksiyonel grubuna ait titresim goriilmektedir. 1585°te amit II band1 goriilmektedir. 1423’te
ve 1346°’da 1450-1340 arasinda olmasi beklenen Nitrat titresimi gozlemlenmektedir. 1017°de

her zaman goriilemeyen NH2(CH2-CO-NH)n-CH2COOH grubu titresimi goriillmektedir. 660°ta
amit V band1 goriilmektedir.

FTIR spektrometresinde kolajen 6rnekleri icin amit A bantlar1 yaklasik 3400-3440 cm™ olup
calismadaki tiirler icin elde edilen amit A bantlarmin 3300-3427 cm™ araliginda degistigi
goriilmektedir. Amit A bantlar1 N-H ve O-H gerilimini temsil etmektedir. L. sceleratus tiiriine
ait amit A band1 3300 dalga sayisiyla diger tiirlerden elde edilen kolajenlere gore daha diisiik

frekansa sahiptir. Bunun nedeni daha fazla sayida N-H fonksiyonel grubunun polipeptit

zincirinde bulunan hidrojen bagina katilmasidir.
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Amit B bandi simetrik veya asimetrik CH> gerilimini ifade etmektedir. Caligmadaki tiirler i¢in
elde edilen amit B bant degerleri A. aurita tiirii disinda yaklasik 2921-2933 cm™ olarak
goriilmektedir. 2800-3000 cm™ araligindaki pikler C-H gerilmelerinden kaynaklanmaktadir.

Amit I band1 denemede kullanilan ¢ogu tiir igin 1647-1662 cm™ araligindadir ve C=0O gerilim
titresimlerinden meydana gelir. Amit II band1 ¢alismada kullanilan tiim tiirler igin 1538-1585
araliginda olup C-N gerilimi ve N-H biikiilmesini gostermektedir. Amit III bandi ¢alisma
kapsamindaki balik tiirlerinden elde edilen kolajen igin 1235-1247 araligindadir. Amit III

baginin 1’e yakin olmasi kolajenin ti¢lii sarmal yapisinin bozulmadigini gostermektedir.

Bu ¢aligmada kullanilan deniz canlilarina ait FTIR spektroskopi sonuglari literatiirde yer alan
Centroluphus niger [47] balik tiirii ve sigir tendonundan [114] elde edilen kolajene ait FTIR

sonuclariyla benzerlik géstermektedir.
3.4. YANIT YUZEY METODU (RSM) OPTIMIiZASYON SONUCLARI

Asagida Sekil 3.8’de model tarafindan 6ngoriilen veriler ile deneysel verilerin uyumlulugu

arasindaki iligki grafik tizerinde gosterilmistir.

Normal Plot of Residuals

Normal % Prohahilitv
[
o

I T I I I
-2.25 -1.09 0.06 1.22 2.37

Internally Studentized Residuals

Sekil 3. 8: Ongoriilen veriler ile deneysel veriler arasindaki iliski grafigi
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Denizanasindan ultrases destekli kolajen ekstraksiyonu i¢in yapilan optimizasyon ¢alismasi

sonucunda en uygun modelin kuadratik model oldugu belirlenmistir.

Denizanas: tiirii i¢in yapilan ultrases destekli kolajen ekstraksiyonunun deneysel verilerine

ANOVA testi uygulanmis olup sonuglar1 Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3. 2: Ultrases destekli ekstraksiyonda elde edilen deneysel veriler icin ANOVA test sonuglari

Kareler Kareler
Toplam df Ortalamasi F-degeri p-degeri
(KT) (KO)

Model 10,15 14 0,73 13,51 0,0001
A 5,44 1 5,44 101,41 0,0001
B 3,289 1 3,289 0,061 0,8079
C 0,023 1 0,023 0,43 0,5225
D 0,27 1 0,27 511 0,0391

AB 1,984 1 1,984 0,037 0,8501
AC 0,045 1 0,045 0,84 0,3728
AD 0,77 1 0,77 14,25 0,0018
BC 0,046 1 0,046 0,86 0,3693
BD 0,19 1 0,19 3,46 0,0826
CD 0,22 1 0,22 4,04 0,0628
A? 2,36 1 2,36 43,95 0,0001
B2 0,13 1 0,13 2,35 0,1458
C? 0,23 1 0,23 4,23 0,0575
D2 4,061 1 4,061 7,566 0,9318

R?=0,9265 Ragi® =0,8579 AP=11,518 %CV=26,58 SD=0,23

Verim (%) = 0,60-0,55A-0,014B+0,036C-0,12D+0,011AB-0,053AC+0,22AD-0,054BC-
0,11BD+0,12CD+0,95A%-0,22B2-0,30C%+0,013D?



Sonuglar, ekstraksiyon sartlar1 arasinda iyi bir kuadratik iliski oldugunu (R2

gostermektedir. Modelin F-degerinin 13,51 olmasi anlamli oldugunu ifade etmektedir.

50

= 0,9265)

Tablo 2.1°de belirtilen parametreler dogrultusunda denemeler yapilmis olup yanit yiizey

metodu uygulanarak verim lizerine etkileri Sekil 3.9-3.20 arasindaki grafiklerle gosterilmistir.

Verim %

R SRR \\\\ ’;;Illllllll,
1.2 e

GLLTT

S L AT

S e AL AT

=R e ee
SEAIATHT
AT

3.00 297.15
292.15

287.15

DongU 1.50 282.15

P
1.00 277.15

Sicaklik

Sekil 3. 9: Ekstraksiyonda vurus dongiisii ve sicakligin verime etkisinin ii¢ boyutlu ¢izimi
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Sekil 3. 10: Ekstraksiyonda siire ve sicakligin verime etkisinin i¢ boyutlu ¢izimi

25
1.975
=2 145 S
()]
S 0925
0.4
40.00 -~ 297.15
35.00 202.15
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20.00 ~ 277.15

Sekil 3. 11: Ekstraksiyonda genlik ve sicakligin verime etkisinin ii¢ boyutlu ¢izimi
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0.61
0.4575

0.305

Verim %

0.1525

3.00

Déngl

1.00 10.00

Sekil 3. 12: Ekstraksiyonda vurug dongiisii ve siirenin verime etkisinin ii¢ boyutlu ¢izimi
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Sekil 3. 13: Ekstraksiyonda genlik ve siirenin verime etkisinin ii¢ boyutlu ¢izimi
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0.75

0.5725

0.395

0.2175

Verim %

0.04

40.00 3.00
35.00
30.00
Genlik
20.00 1.00

Sekil 3. 14: Ekstraksiyonda genlik ve vurus dongiisiiniin verime etkisinin {i¢ boyutlu ¢izimi

1 0,
20.00 — Verim %
17.50 —
1.50165 0836675
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Sicaklik

Sekil 3. 15: Siire ve sicakligin ekstraksiyon verimine etkisinin iki boyutlu ¢izimi
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Sekil 3. 16: Vurus dongiisii ve sicakligin ekstraksiyon verimine etkisinin iki boyutlu ¢izimi
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Sekil 3. 17: Genlik ve sicakligin ekstraksiyon verimine etkisinin iki boyutlu ¢izimi
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Sekil 3. 18: Siire ve vurus dongiisiiniin ekstraksiyon verimine etkisinin iki boyutlu ¢izimi
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Sekil 3. 19: Siire ve genligin ekstraksiyon verimine etkisinin iki boyutlu ¢izimi
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Sekil 3. 20: Vurus dongiisii ve genligin ekstraksiyon verimine etkisinin iki boyutlu ¢izimi

Yanit yiizey metodu uygulanarak yapilan optimizasyon g¢alismasi, denizanasi (A. aurita) igin

en yuksek verimin 4 °C, %30 genlik, 02:02 atis ve 15 dk kosullarinda elde edildigini
gdstermistir.
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4. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda yapilan denemeler sonucunda balik isleme prosesleri sirasinda olugan yan
triinlerin ve ekonomik degeri olmayan denizel tiirlerin kolajen kaynagi olarak biiyiik

potansiyele sahip oldugu goriilmiistiir.

Ultrases destekli ekstraksiyon sonucu elde edilen kolajene ait FTIR ve SDS PAGE analiz
sonuglart genel olarak normal araliktadir ve {iglii sarmal yapinin korundugu saptanmistir. Deniz
kaynakli kolajenin SDS PAGE analiz sonucuna gore agirlikli olarak Tip I kolajen igerdigi ve
RSM ile optimizasyon ¢alismalarinda denizanasindan (A. aurita) ultrases destekli ekstraksiyon

icin optimum kosullarin 4 °C, %30 genlik, 02:02 atis ve 15 dk oldugu sonucuna varilmistir.

Memeli kolajeniyle benzer 6zelliklere sahip oldugu belirlenen deniz kaynakli kolajenin hem
kaynaklart daha verimli kullanma hem de gelistirme yoniinde ¢ok iyi bir alternatif olabilecegi
anlagilmistir. Denizel kaynakli kolajen; dini ag¢idan engel bulunmamasi, hastalik riski
tasimamasi, yiiksek {irlin giivenligi, suda ¢6ziiniirliigiiniin yiiksek olmasi gibi avantajlariyla da

karasal hayvan kolajeninden {istiin konumdadir.

Diinya niifusunun giin gectikce artmasi sonucu beraberinde gida tiikketiminin de artmasi,
insanlarin estetik agidan kaygi ve takintilarina bagl olarak her gecen giin gelisen kozmetik
endiistrisi, beslenme konusunda giderek artan biling, salgin hastaliklar sebebiyle takviye
gidalarin yayginlasmasi gibi etkenler kolajene olan ilgiyi daha da artirmistir. Balik yan
tiriinlerinin ve denizanalarinin igerdigi besin degerleri ve bunlardan ekstrakte edilen biyoaktif
bilesiklerin bir¢ok alandaki potansiyel faydalari géz oniine alindiginda deniz kaynaklarinin

stirdiiriilebilir kullanimi ¢ok biiyiik 6nem arz etmektedir.

Kiiresel olarak artan insan niifusu i¢in iiriin kalitesinin ve giivenliginin miimkiin olan en yiiksek
seviyeye ulasmasina izin veren, ¢evreci (yesil) ve aym zamanda siirdiiriilebilir kalkinma

hedeflerini karsilayan ekstraksiyon teknolojilerini belirlemek kritik 6neme sahiptir.

Literatiirde deniz kaynakli kolajen ekstraksiyonu hakkinda bir¢ok ¢alisma bulunmakla birlikte
modern ve c¢evreci teknolojilerden biri olan ultrases destekli deniz kolajeni ekstraksiyonu i¢in

yapilan az sayida ¢alisma bulunmaktadir.
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Tez kapsaminda denizanasi kolajeni i¢in RSM kullanilarak yapilan optimizasyon ¢aligmasi ve
ultrases destekli deniz kolajeni ekstraksiyonu calismalariyla literatiire yenilik¢i bir ¢alisma

kazandirilacagi diisliniilmektedir.

Yapilan bu ¢alismayla ticari degeri olmayan, dogal ve bol kaynaga sahip deniz canlilarindan
katma degeri yiiksek, siirdiiriilebilir kalkinma hedefine uygun, g¢evreci ve bircok alanda

ekonomiye katkisi yiiksek iiriin elde edilebilecegi ortaya konmustur.
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