T.C.

EGE UNIVERSITESI

Fen Bilimleri Enstitiisi

KUZU AYAKLARINDAN BAZI
EKSTRASELLULER MATRIKS BILESENLERININ
(KOLAJEN VE GAG) ULTRASON DESTEKLI
EKSTRAKSIYONU VE KARAKTERIZASYONU

Ozge ATA

Gida Miihendisligi Anabilim Dali

iZMIiR

2019






T.C.
EGE UNIVERSITESI

Fen Bilimleri Enstitiisti

KUZU AYAKLARINDAN BAZI
EKSTRASELLULER MATRIKS BILESENLERININ
(KOLAJEN VE GAG) ULTRASON DESTEKLI
EKSTRAKSIYONU VE KARAKTERIZASYONU

Ozge ATA

Tez Danigmani: Prof. Dr. Sebnem TAVMAN

Gida Miihendisligi Anabilim Dali
GIDA Miihendisligi Yiiksek Lisans Programi

Sunus Tarihi: 08/08/2019

Bornova- IZMIR

2019






Ozge ATA tarafindan Yiiksek Lisans Tezi olarak sunulan “Kuzu
Ayaklarindan Bazi Ekstraselliiler Matriks Bilesenlerinin (Kolajen ve GAG)
Ultrason Destekli Ekstraksiyonu ve Karakterizasyonu™ baslikli bu calisma EU
Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yonetmeligi ile EU Fen Bilimleri Enstitiisii Egitim
ve Ogretim Y&nergesi’nin ilgili hitkiimleri uyarinca tarafimizdan degerlendirilerek
savunmaya deger bulunmus ve 08.08.2019 tarihinde yapilan tez savunma

sinavinda aday oybirligi ile basarili bulunmustur.

Jiiri I"Jyeleri: imza

Jiiri Baskam :Prof Dr Sebnem TAVMAN (a/\"’)

Raportor Uye:Dr.Ogretim Uyesi Burcu Kaplan Tiirkoz

Uye: Dr Ogretim Uyesi Tuncay YILMAZ







EGE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
ETiK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI

EU Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yénetmeliginin ilgili hitkiimleri uyarinca Yiksek
Lisans Tezi olarak sundugum “ Kuzu Ayaklarindan Bazi Ekstraselliiler Matriks Bilesenlerinin
(Kolajen ve GAG) Ultrason Destekli Ekstraksiyonu ve Karakterizasyonu ” baglikli bu tezin
kendi calismam oldugunu, sundugum tiim sonug, dokiiman, bilgi ve belgeleri bizzat ve bu tez
caligmas1 kapsaminda elde ettigimi, bu tez ¢aligmasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlara atif yaptigimi ve bunlar1 kaynaklar listesinde usuliine uygun olarak verdigimi, tez
calismasi ve yazimu sirasinda patent ve telif haklarim ihlal edici bir davranisimin olmadign,
bu tezin herhangi bir boliimiinii bu {iniversite veya diger bir tiniversitede bagka bir tez
calismasi i¢inde sunmadigimi, bu tezin planlanmasindan yazimina kadar biitin safhalarda
bilimsel etik kurallarina uygun olarak davrandiimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her

tiirlii yasal sonucu kabul edecegimi beyan ederim.

08/08/2019

Imzas1

Ozge ATA






vii

OZET

KUZU AYAKLARINDAN BAZI EKSTRASELLULER
MATRIKS BILESENLERININ (KOLAJEN VE GAG) ULTRASON
DESTEKLI EKSTRAKSIYONU VE KARAKTERIZASYONU

ATA, Ozge

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miithendisligi Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Sebnem TAVMAN
Agustos 2019, 91 Sayfa

Bu tez c¢alismasinda, ekstraselliiler matriks bilesenlerinden kolajen ve
glukozaminoglikanlarin (GAG) ultrason destekli esktraksiyonu ve saflastirilmasi
hedeflenmistir. Calisma kapsaminda, kuzu ayaklari, hammadde kaynag: olarak
kullanilmig ve en yiiksek diizeyde verim eldesi i¢in uygun ekstraksiyon kosullar
belirlenmistir. Farkli sic aklik ve siirelerde uygulanan ultrason isleminin kolajen

ve GAG yapisi lizerine etkileri incelenmistir.

Calismanin ilk asamasinda, kolajen eldesi i¢in uygun ekstraksiyon
parametreleri belirlenmistir. Ekstraksiyon isleminde enzimatik hidroliz yontemi
secilmis ve pepsin enzimi kullamlmustir. On islemleri tamamlanan kuzu ayaklar,
ekstraksiyon islemi i¢in % 0.1 (w/v) pepsin igeren 1:20 (w/v) oranda %5’lik laktik
asit ¢ozeltisi iginde 6 saat bekletilmistir. Ardindan 3 farkli sicaklik (20+ 2°C, 25+
2°C ve 30+ 2°C) ve siirede (20, 40, 60 dk.) ultrason destekli ekstraksiyon
gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon isleminin ardindan 6rnekler saflagtirma islemi
icin diyaliz edilerek -56°C’de 32 sa boyunca dondurarak kurutulmustur. En
yiiksek kolajen konsantrasyonuna 25°C-60 dk parametresinde (5061,75+171,41
ug/ul) ulasilmistir. SDS-PAGE elektroforez ve FTIR analizi sonuglari, farkli
sicaklik ve siirelerde uygulanan ultrason isleminin, kolajen yapisina zarar
vermedigini ve tiim kolajenlerin yapisal biitlinliigiinii korudugunu gostermistir.
SEM analizi sonucunda, tiim kolajen 6rneklerinin lifli ve gézenekli yapiya sahip

oldugu gozlenmistir.
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Kolajen 6rneklerinin b* ve L* degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Orneklerin a* degerleri arasindaki fark ise sadece dort grup

icin anlamli bulunmustur (p<0.05).

Calismanin ikinci asamasinda, GAG eldesi i¢in uygun ekstraksiyon
parametreleri belirlenmistir. Ekstraksiyon isleminde papain enzimi ve sodyum
asetat cozeltisi kullanilmigtir. Kati:¢6zgen oranit 1:20 (w/v), enzim miktar1 (5 mg
papain / 1 gr kuzu ayag1), sicaklik (60°C) ve ekstraksiyon siiresi 20 saat olarak
belirlenmistir. 20 saat ekstraksiyon isleminin ardindan ultrason uygulamasinin
etkilerinin incelenmesi amaciyla, 3 farkli sicaklik (60+ 2°C, 65+ 2°C ve 70+ 2°C)
ve siirede (20, 40, 60 dk.) ultrason destekli ekstraksiyon gerceklestirilmistir.
Ekstraksiyon isleminin ardindan 6rnekler saflastirma islemi i¢in diyaliz edilerek -
56°C’de 24 sa boyunca dondurarak kurutulmustur. En yiiksek kondroitin siilfat
konsantrasyonuna 60°C-20 dk parametresinde (471,38+49,96 mg/L) ulasilmustir.
FTIR analizi sonucunda, farkli ekstraksiyon kosullar1 altinda elde edilen GAG
ornekleri ile standarda ait spektrumlarinin benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. SEM
analizi sonuglari, GAG o6rneklerindeki kiimelesmis yapinin ultrason siiresi ve
sicakligina bagl olarak degistigini gdstermistir. Genel olarak farkli sicaklik ve
stirelerde uygulana ultrason isleminin GAG o6rneklerinin renk degerleri iizerine

anlamli bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir.

Anahtar sozciikler: Ekstraselliiler matriks, kolajen, glukozaminoglikan, ultrason,

ekstraksiyon



ABSTRACT

ULTRASOUND-ASSISTED EXTRACTION AND
CHARACTERIZATION OF SOME EXTRACELLULAR MATRIX
COMPONENTS (COLLAGEN AND GAG) FROM LAMB FEET

ATA, Ozge

MSc in Food Eng.
Supervisor: Prof. Dr. Sebnem TAVMAN
August 2019, 91 Pages

In this thesis, ultrasound-assisted extraction and purification of
collagen and glucosaminoglycans (GAG), one of the extracellular matrix
components, was aimed. Within the scope of the study, lamb legs were used as
raw material source and suitable extraction conditions were determined for
obtaining the highest yield The effects of ultrasound treatment on collagen and

GAG structure were investigated at different temperatures and durations.

In the first stage of the study, suitable extraction parameters for the
production of collagen were determined. Enzymatic hydrolysis method was
selected for extraction and pepsin enzyme was used. The lambs which were pre-
treated were left for 6 hours in a 1:20 (w / v) 5% lactic acid solution containing
0.1% (w / v) pepsin for extraction. Then, ultrasound-assisted extraction was
performed at 3 different temperatures (20+ 2°C, 25+ 2°C and 30+ 2°C) and time
(20, 40, 60 min). After extraction, the samples were dialyzed for purification and
freeze-dried at -56 ° C for 32 hours. The highest collagen parameter was reached
at 25°C-60 min (5061,75+£171,41 pg/ul). The results of SDS-PAGE
electrophoresis and FTIR analysis showed that ultrasound applied at different
temperatures and times did not damage the collagen structure and retain the
structural integrity of all collagen. As a result of SEM analysis, it was observed
that all collagen samples have fibrous and porous structure. The difference

between b * and L * values of collagen samples was statistically significant



(p<0.05). The difference between the a * values of the samples was significant

only for the four groups.

In the second stage of the study, suitable extraction parameters for GAG
were determined. Papain enzyme and sodium acetate solution were used in the
extraction process. The solid to solvent ratio was 1:20 (w / v), the amount of
enzyme (5 mg papain / 1 g lamb's foot), temperature (60°C) and extraction time
was determined as 20 hours. After 20 hours of extraction, ultrasound assisted
extraction was performed in 3 different temperatures (60+ 2°C, 65+ 2°C and 70+
2°C) and time (20, 40, 60 min) to examine the effects of ultrasound application.
After extraction, the samples were dialyzed for purification and freeze-dried at -
56°C for 24 hours. The highest chondroitin sulfate concentration was reached at
60°C-20 min (471,38+49,96 mg/L). As a result of FTIR analysis, it was seen that
GAG samples obtained under different extraction conditions were similar to the
spectra of the standard. The results of SEM analysis showed that the clustered
structure of GAG samples changed depending on the ultrasound time and

temperature.

Key words: Extracellular matrix, collagen, glucosaminoglycan,

ultrasound, extraction
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ONSOZ

“Kuzu Ayaklarindan Bazi1 Ekstraselliiler Matriks Bilesenlerinin
(Kolajen ve GAG) Ultrason Destekli Ekstraksiyonu ve Karakterizasyonu” baslikli
bu tez calismasi, Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Gida Miihendisligi

Anabilim Dali’nda gerceklestirilmistir.

Calisma kapsaminda kuzu ayaklarindan kolajen ve GAG ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. Her iki bilesen i¢in uygun ekstraksiyon kosullar1 yapilan 6n
denemelerle belirlenmistir. Ekstraksiyon isleminin ardindan 6rnekler saflagtirma

amaciyla diyaliz edilmistir.

Ug farki sicaklik ve siirede uygulanan ultrason isleminin kolajen ve GAG
yapist ile verim tizerine etkileri incelenmistir. Kolajen veriminin artan ultrason
siiresiyle beraber arttigi, GAG ornekleri iginse ultrason uygulamasinin verim
lizerine anlamli bir etkisi olmadigr goriilmiistiir. Kolajen yapisinin, ultrason
uygulamasiyla birlikte bozulmadigi, tiim kolajen 6rneklerinin {iglii sarmal yapiya
sahip oldugu vyapilan analizlerle dogrulanmistir. Benzer sekilde ultrason

uygulamasinin GAG yapisi lizerine de olumsuz bir etkisi gézlenmemistir.

[ZMIR

08/08/2019

Ozge ATA
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1.GIRiS

Ekstraselliiler matriks (ESM), hiicreler arasi bosluklar1 dolduran ve
hiicreleri birbirine baglayan, ¢ogu protein, hormon, proteoglikan ve biiyiime
faktorlerini iceren, hiicrelerin 6zel fonksiyonlar1 gergeklestirebilmesi i¢in hiicre ici
sinyalleme yollar ile etkilesimlerini saglayan, kompleks ve dinamik bir yapidir
(Uslu ve Eltas, 2015). Siklikla bag doku olarak adlandirilan ESM, kikirdak ve
kemikte fazla miktarda bulunur. Kolajen ve glukozaminoglikanlar ESM’nin

onemli bir kismini olusturan iki temel ekstraselliiler bilesendir.

Kolajen, deri, kemik, kikirdak ve tendon gibi farkli bag dokularda bulunan
ve memelilerde toplam proteinin yaklasik %30'unu olusturan lifli bir proteindir.
Bag dokuda son derece Onemli yapisal bir protein olan kolajen molekiili,
genellikle ags1 veya lifsi yapidadir (Yang and Shu, 2014). ESM’nin 6nemli bir
kismini olusturan kolajen biyolojik yapilardaki bag rolii nedeniyle bir¢ok canli
organizmada en ¢ok bulunan molekiillerden biridir. Kolajen molekiillerinin ana
gorevi omurgalilara yapisal ve mekaniksel ozellikler saglamaktir (Ferraro et al.,

2017).

Genis hammadde kaynaklarina sahip olmasi, yenilenebilir, pargalanabilir,
biyouyumlu ve yapisinin ayarlanabilir olmasi kolajen proteinin sahip oldugu
avantajlardandir. Bu nedenle, saglik iiriinlerinde, gidalarda, kozmetikte, tibbi
malzemelerde yaygin sekilde kullanilmaktadir (Yang and Shu, 2014). Bununla
birlikte kolajenin, eklem agrilarin1 azaltma, kas kiitlesini koruma ve arttirma,
sindirimi iyilestirme, cilt ve doku esnekligini arttirma gibi saglhiga yararl birgok

fonksiyonu vardir (Song and Li, 2017).

Kolajen ekstraksiyonu icin en sik kullanilan hammaddeler, deri veya
postlar, kemikler, tendonlar ve kikirdaklardir (Gomez-Guillén et al., 2011). Ticari
kolajenlerin bir¢ogu, ozellikle sigir ve domuz gibi memeli hayvanlarin yan
iiriinlerinden elde edilmektedir (Arumugam et al., 2018). Bununla beraber, balik
yan triinleri ve kiimes hayvani kesim atiklar1 da kolajen eldesi i¢in hammadde

olarak kullanilmaktadir.



Molar kiitlenin, yapinin, bilesimin dagilimi ve kolajenin fonksiyonel
ozellikleri, elde edildigi hammaddenin islem kosullarina ve ekstraksiyon
stirecinde kullanilan enzimin 6zgiinliigiine baglidir. Bu nedenle, yiiksek verim ve
en 1yi kolajen o6zelliklerini elde etmek i¢in her hammaddeye uygun ekstraksiyon
siirecinin belirlenmesi gereklidir. En ¢ok kullanilan ekstraksiyon yontemleri
kolajenin nétr tuzlu cozeltiler, asit ¢ozeltileri ve enzimlerin eklendigi asit
cozeltilerindeki ¢oziliniirliigline dayanmaktadir (Schmidt et al., 2016). Son yillarda
yapilan caligmalar, ultrason kullaniminin ekstraksiyon verimini artirmada etkili
oldugunu gostermektedir (Ali et al., 2018; Ran and Wang, 2014; Kim et al., 2013;
Li et al., 2009).

Glukozaminoglikanlar, mukus salgilari, bag dokusu, deri, tendon, bag ve
kikirdaklardaki negatif yiiklii karbonhidrat zincirlerinin genis kompleksleridir
(Anderson et al., 2005). Farmasotik, kozmetik ve gida endiistrilerinde genis bir
uygulama alanina sahip olan GAG, kikirdak dokusunda su tutma Ozelligi ve
elektrolit kontrolii dahil olmak iizere onemli fizyolojik fonksiyonlara sahiptir
(Nakano et al., 2001).

Glukozaminoglikanlar, genellikle papain veya pronaz gibi hiicre dis
(eksojen) bir enzim araciligryla ekstrakte edilir. Papain veya pronaz ile proteoliz,
birka¢ amino asitten olusan kiiciik bir peptidin kovalent olarak baglandig: tek bir
GAG zincirini vermektedir (Nakano et al., 2010). Bununla beraber, son derece
negatif yiiklii =zincirlere sahip olan glukozaminoglikanlar pozitif yiikli
kimyasallarla da ¢oktiiriilebilmektedir (Raghuraman, 2013). Ultrason kullaniminin
ise GAG yapis1 ve ekstraksiyon verimi lizerine etkisiyle ilgili caligmalarin siirh

oldugu goriilmektedir.

Bu tez caligmasi kapsaminda, kuzu ayaklarindan sagliga yararli etkileri
bilinen kolajen ve glukozaminoglikanlarin ultrason destekli ekstraksiyon

yontemiyle eldesi ve karakterizasyonu amaglanmustir.



2.GENEL BILGIiLER

Hiicre dis1 matriks olarak da bilinen ESM molekiilleri temel olarak su,
polisakkaritler ve proteinlerden olugsmasina ragmen, doku gelisimi sirasinda
meydana gelen farkli hiicresel bilesenler arasindaki dinamik etkilesimler sonucu
6zel bir kompozisyona sahip olmaktadir (Frantz et al., 2010). Ozellikle kemik ve
kikirdakta fazla miktarda bulunan ESM bilesenleri, glukozaminoglikanlar ve
fibroz proteinler olmak iizere 2 sinifta incelenmektedir. Tablo 2.1’de ESM

bilesenleri goriilmektedir.

Tablo 2.1. Ekstraselliiler Matriks Bilesenleri

Glukozaminoglikanlar Fibroz Proteinler
Siilfatlanms GAG: Yapisal Proteinler:
a) kondroitin siilfat a) kolajen
b) dermatan siilfat b) elastin
c) keratan siilfat Yapistiric: Proteinler:
d) heparin a) fibronektin
e) heparan siilfat b) laminin
Siilfatlanmams GAG: c) tenaskin
a) hyaliironik asit d) vitronektin

e) integrin

2.1. Kolajen Yapisi ve Kolajen Tipleri

Hayvanlarda bulunan farkli bag dokularin temel yapisal proteini olan
kolajen, genellikle tendonlar ve ligamentler gibi lifli dokularda bol miktarda
bulunmaktadir (Sibilla et al., 2015). Bag doku proteini olarak da bilinen kolajen,
cogunlukla ags1 veya lifsi yapidadir (Yang and Shu, 2014). ESM’nin 6nemli bir
kismin1 olusturan kolajen molekiillerinin temel goérevi omurgalilara yapisal ve

mekaniksel 6zellikler saglamaktir (Ferraro et al., 2017).

Kolajen molekiilleri, sarmal yapida ii¢ polipeptit zincirinden olugmaktadir.

Polipeptit alt birimler olan a-zincirler, kolajen molekiiliiniin ti¢lii sarmal (heliks)



yapisim olusturmaktadir. Iki a zinciri, B-peptit zinciri olarak bilinen bir peptit
zincir dimerine doniisiirken, ii¢ a zinciri, y-peptit zinciri (tropokolajen molekiilii)

olarak bilinen peptit zincir trimerine dontsiir (Yang and Shu, 2014).

¢
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Sekil 2.1. Kolajen heliks yapist (Brodsky and Persikov, 2005)

Her bir peptit zinciri yaklagik 100 kDa’lik molar kiitle ile ortalama 300 nm
uzunluga sahiptir. Bununla birlikte, karakteristik ii¢clii bir sarmalda birbiri etrafina

sartlmis tam 1050 amino asit kalintisi i¢erir (Lodish et al., 2000).

Kolajen, 6zel bir amino asit bilesimine sahip olmasiyla diger proteinlerden
ayrilmaktadir. Yapisinda on dokuz farkli amino asit bulunduran kolajen, zorunlu
amino asitlerden histidin, 1zoldsin, 16sin, lizin, metiyonin, fenilalanin, treonin,

tirozin ve valini igermektedir (Li and Wu, 2018).

Kolajenin sarmal yapist baslica alanin, fenilalanin, asparajin, glutamin,
histidin, 16sin, metiyonin ve tirozinden olusmaktadir. Yan zincirlerin biiyiik
boyutundan dolay1 valin ve izolosin a-sarmalinin kararli yapisina katilmaz.
Sarmalin diizenli yapis1 serin, treonin, prolin ve hidroksiprolin tarafindan bozulur

(Wtodarczyk et al., 2017).

Genel olarak, kolajendeki amino asit dizisi tekrarlayan tripeptit birimidir
(Gly-X-Y). Gly, glisin, X siklikla prolin, Y ise hidroksiprolindir. Sekil 2.2°de

kolajene ait amino asit dizisi goriilmektedir.



gly pro y gly x hyp

Sekil 2.2. Kolajendeki amino asit dizisi- birincil yap1 (Friess, 1998)

Prolin ve hidroksiprolin, kolajene sertlik kazandirir. Kolajenin amino asit
karakteristigi olan hidroksiprolin, kolajenin termal stabilitesini belirler (Liu and
Huang, 2016). Hidroksiprolinin, hayvanlarin ¢oklu dokularinda glisin sentezi, bag
doku yapisinin onarimi, hiicresel redoks reaksiyonlarinin diizenlenmesi gibi
birgok fonksiyonu vardir (Li and Wu, 2018). Kolajendeki toplam amino asitlerin
%10°nunu olusturan hidroksiprolin, kolajenin kantitatif tayininde kullanilmaktadir

(Bhagwat and Dandge, 2018).

Kolajen molekiiliiniin ayirt edici 6zelliklerinden biri de, t¢lii sarmal
yapinin her li¢ konumunda da glisin kalintilarinin sikligidir. Glisin, ti¢lii sarmalin
merkez cekirdegindeki kisith alana sigacak kadar kiiciik olan tek amino asittir
(Stuart et al., 2008). Glisin, prolin ve hidroksiprolin kolajendeki toplam amino
asitlerin %57’sini1 olusturmaktadir (Li and Wu, 2018). Kolajenin bu ii¢ amino
asidi yiiksek diizeylerde icermesi, viicuttaki kolajen sentezi ve onarimi agisindan

Onemlidir.

Insanlarda bulunan ve literatiirde rapor edilen en az yirmi farkli kolajen
tipt bildirilmistir (Bhagwat et al., 2018; Ehrlich et al., 2018; Avila-Rodriguez et
al., 2018; Ferraro et al., 2017; Ricard-Blum, 2011; Shoulders et al., 2009).
Bununla beraber, viicuttaki kolajenlerin %80-90°1 tip I, tip II ve tip III grubuna
aittir. Diger kolajen tipleri ¢ok diisiik miktarlarda, 6zellikle bagirsak mukozasi,
akciger, kalp kast ve bazal membran gibi spesifik organlarda bulunur (Schmidt et

al., 2016). Baslica kolajen tipleri asagida 6zetlenmistir.

e ki esdeger al ve bir a2 zincirinden olusan Tip I kolajen [al(I)]2 a2(I)

insan viicudunda en fazla bulunan ve en dayanikli kolajen tipidir. Baglica



deride, ligamentlerde, tendonlarda, kemikte ve bag dokusunda bulunur
(Krishnamoorthi et al., 2017).

Uc al(Il) zincirinden olusan Tip II kolajen [a1(II)]3 kikirdak dokusunun
esas kolajenidir. Kikirdaktaki toplam protein igeriginin % 90-95'ini
olusturur (Jeevithan et al., 2015). Etki mekanizmasi1 itibariyle,
osteoartrit/romatoid artrit gibi eklem hastaliklarinin tedavisinde kullanilir.
Ug al(Il) zincirinden olusan Tip III kolajen [al(IlI)]3 ag yapili liflere
sahiptir. Genellikle Tip I kolajenle birlikte bulunur. Cildin elastikiyetini ve
sikiligini saglar. Kan damarinda, yaralarda ve belirli timorlerde bulunur

(Liuetal., 2001).

Kolajen yapist ve ii¢ boyutlu organizasyonu temel alinarak yapilan

simiflandirmada kolajenler; fibril olusturan kolajenler, ag olusturucu kolajenler,

kesintili ¢l sarmalli fibril iligkili kolajenler (FACIT), ankraj fibrilleri,

transmembran, bazal membran, mikrofibriler kolajen ve multipleksin olarak

gruplandirilmaktadir. Tablo 2.2°de farkli kolajen yapilarina ait kolajen tipleri ve

dokudaki dagilimlari goriilmektedir.

2003)

Tablo 2.2. Farkli yapidaki kolajen tipleri ve dagilimlari (Gelse et al.,

Familya Kolajen Tipi ve Hiicre Dagilimi

Fibril olusturan kolajenler Tip II : kikirdak, camsi cisim

Tip | : tendon, ligamentler, kemik, dermis

Tip NI : deri, retikiiler lif
Tip V: akciger, plasenta, kornea

Tip XI: camsi cisim, eklem kikirdagi

Ag olusturucu kolajenler Tip X: hipertrofik kikirdak

Tip VIII: endotel hiicreleri

FACIT kolajenler Tip XII: perikondrium, ligamentler, tendon

Tip IX: kikirdak, kornea, camsi cisim

Tip X1V: dermis, tendon, plasenta, akciger
Tip XIX: rabdomiyosarkom hiicresi

Tip XX: embriyonik deri, sternal kikirdak,
tendon)

Tip XXI: kan damar1 duvari




Ankraj fibrilleri Tip VII: oral mukoza, deri

Transmembran kolajenler Tip  XIII:  epidermis, sa¢  folikiilii,
endomisyum)

Tip XVII: dermal - epidermal eklemler

Bazal membran kolajenler Tip IV: bazal membran
Mikrofibriler kolajen Tip VI: deri, kikirdak, plasenta, omurlar arasi
disk
Tip XV: fibroblastlar, diiz kas hiicreleri,
Multipleksin bobrek

Tip XVI: fibroblastlar, amniyon, keratinositler

Tip XVIII: karaciger, akciger

2.2. Kolajenin Uygulama Alanlar

Kolajen, suda c¢oziinmeyen ve genellikle lifli yapida bir proteindir.
Kolajenin lifimsi ve a-heliks yapisi, kolajene yiiksek gerilme ve direng 6zelligi
saglar (Yoru¢ ve Ugraskan, 2017). Kolajenin homojenlik, esneklik, gerilme
direnci, biyo-uyumluluk ve biyo-bozunabilirlik gibi benzersiz fiziksel 6zelliklere
sahip olmasi, farkli uygulama alanlarinda kullanimina olanak saglar. Kolajen
molekiilleri, doku miihendisliginde iskele olarak, cerrahi uygulamalarda
implantasyon veya yara pansuman malzemesi yapiminda, farmasotik
uygulamalarda kapsiil matris malzemesi veya baglayici olarak kullanilmaktadir
(Oechsle et al., 2016). Ayrica, iyi bir nemlendirici 6zellige sahip olan kolajen,
kozmetik {irtinlerinin iiretiminde de tercih edilmektedir (Nagai et al., 2015).
Kolajenden elde edilen biyopolimerik lifler ilag tasiyici (drug delivery) sistemleri,
enzim immobilizasyonu ve ileri biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadir
(Dhakal et al., 2018).

Gida endiistrisinde ise kolajen, kopiirme ajani, emiilgator, stabilizator,
mikroenkapsiilasyon ajani ve biyo- bozunur film olusturucu malzemeler olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadir (Gémez-Guillén et al., 2011). Bununla beraber,
dogal bagirsak kaynakli sosis kiliflarinin maliyetlerindeki hizli artis nedeniyle,
kolajen, gida endiistrisindeki ¢esitli uygulamalarda biyopolimer esasli dogal
kaplamalar olarak baskin hale gelmistir (Dhakal et al., 2018). Kolajen filmler veya

kaplamalar, {iriinlerin raf dmriinii uzatmaya yardimci olur ve ayn1 zamanda aktif



maddelerin tasiyicilar1 olarak islev goriir (Bhagwat and Dandge, 2018). Tablo

2.3°de kolajenin farkli uygulama alanlar1 gosterilmistir.

Tablo 2.3. Kolajenin uygulama alanlari

Gida alanindaki uygulamalar Medikal alandaki uygulamalar

»  fonksiyonel gidalar (Lordan et | »  membranlar (Nakahara et al.,
al., 2011) 2017)

»  igecekler (Bilek and Bayram, | » tiipler (Fujimaki et al., 2017)

2015) »  kompozitler (Fu et al., 2017)

> diyet takviyeleri (Clark et al., »  enjekte edilebilir sollisyonlar
2008) (Moreira et al., 2016)

> sekerleme (Cai etal., 2017) »  dispersiyonlar (Mottahedi and
»  tathlar (Lietal., 2015) Han, 2016)

»  katki maddesi (Baziwane and
He, 2003)

2.3. Kolajen Kaynaklar

Kolajen ekstraksiyonunda yaygin olarak kullanilan hammaddeler, deri
veya postlar, kemikler, tendonlar ve kikirdaklardir (Gémez-Guillén et al., 2011).
Ticari kolajenlerin bir¢ogu, 6zellikle domuz ve sigir gibi memeli hayvanlarin yan
iirlinlerinden elde edilir (Arumugam et al., 2018). Ancak, sigirlarda goriilen deli
dana hastalig1 (BSE), ayak-agiz hastaligi (FMD) ve inanca dayali kisitlamalar gibi
problemler, arastirmacilari, kolajen ic¢in farkli hammaddeler arayisina
yonlendirmistir ( Liang et al., 2014; Ninan et al., 2014; Jeevithan et al., 2015;
Mohammadi et al., 2016; Sun et al., 2017).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, balik yan iiriinleri kolajen eldesi i¢in
alternatif ve giivenli bir kaynak olarak goriilmektedir. Ozellikle deri, pul ve

ylizgeg gibi kolajence zengin olan yan iiriinlere ilgi artmaktadir (Dun vd., 2008).



Kiimes hayvani kesim atiklar1 da kolajen ekstraksiyonu i¢in hammadde
olarak kullanilmaktadir. Tablo 2.4’de kolajen ekstraksiyonu igin kullanilan

hammaddeler goriilmektedir.

Tablo 2.4. Kolajen ekstraksiyonunda kullanilan hammaddeler

Memeliler Kiimes hayvanlar Balik

sigir derisi (De Moraes | tavuk ayagi (Hashim et al., | deri (Sadowska et al., 2003;

and Cunha, 2013) 2014; Zhou et al., 2016; | Tamilmozhi et al.,, 2013;
sigir kemigi (Ferraro et Dhakal et al., 2018) |2_(|)L18§t al.,2015; Ali et al.,
al., 2017) tavuk kemigi (Dong et al.,

- 2014) hava kesesi (Kaewdang et
sigir tendonu (Ran and al., 2014)

Wang, 2014) tavuk derisi (Lin et al.,
2013; Oechsle et al., 2016) | pul (Chuaychan et al.,,

domuz testisi (Simdes et 2015:  Mahboob, 2015

al., 2014) Chen et al.2016)

gﬁg‘uzzofz;'s' S kilgik  (Kittiphattanabawon
’ et al., 2005; Liu and Huang,

koyun kemikleri (Gao et 2016)

al., 2017)

kikirdak (Jeevithan et al.,
2015)

Kolajen ekstraksiyonunda kullanilan hammaddelerin genelde deri, kemik,
ayak ve pul gibi insan tiiketimi amaciyla kullanilmayan hayvansal yan iiriinlerden
olustugu gozlenmistir. Bu yan iriinlerin kullanilarak katma degeri yiiksek olan
kolajen {tiretilmesi, hayvansal atiklarin da verimli bir sekilde degerlendirilmesine

olanak saglamaktadir.

2.4. Ekstraksiyon Yontemleri

Kolajen 6zellikleri hammaddeye ve ekstraksiyon kosullarina bagli olarak
degisir. En sik kullanilan ekstraksiyon yontemleri kolajenin nétr tuzlu ¢ozeltiler,

asit ¢ozeltileri ve enzimlerin eklendigi asit ¢ozeltilerindeki ¢oziiniirliigline dayanir

(Schmidt et al., 2016).

2.4.1. Tuzla Coktiirme

Genel olarak tuz ile ¢oktiirme yontemi, ekstraksiyon ve ¢oktliirme olarak

iki asamadan meydana gelir. Tuzun konsantrasyonunu kontrol etmek, bu
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yontemdeki kilit noktadir. Bir protein ¢6zeltisine diisiik tuz konsantrasyonlarinda
notral tuz ilave edildiginde, tuz molekiilleri proteinlerin ¢oziiniirliigiinii arttiran
molekiiller arasindaki elektrostatik enerjiyi azaltarak protein molekiillerinin
¢Ozlinlrliglinii  arttinr  (tuzla  ¢Ozlndlirme=salting 1in). Yiksek tuz
konsantrasyonlarinda nétral tuz ilave edildiginde ise, hidrofobik gruplar
etrafindaki su molekiilleri tuz molekiilleri tarafindan uzaklastirilir; bu durumda
hidrofobik etki artar, ¢oziiniirlik azalir ve proteinler ¢oker (tuzla ¢oktliirme=
salting out). Tuzla c¢oktiirme yonteminde, Oncelikle c¢oziiniirliik arttirilarak
proteinler ekstrakte edilir, sonrasinda ise ¢Ozilniirliik azaltilarak proteinlerin
¢okmesi saglanir (Duong-Ly and Gabelli, 2014). Coktiirme isleminde genellikle,
NaCl (sodyum kloriir), Tris-HCI (Tris (hidroksimetil) aminometan hidroklortir),
fosfat veya sitrat ¢cozeltisi gibi notr tuz ¢ozeltileri kullanilir (Yang and Shu, 2014).

Tuzla ¢oktiirme isleminden sonra tuzun uzaklastirilmasi amaciyla diyaliz
islemi gerceklestirilir (Duong-Ly and Gabelli, 2014). Diyaliz, yar1 gecirgen bir
membran yardimiyla proteinleri tuz gibi diger kii¢iik molekiillerden ayiran bir
protein saflagtirma islemidir. Gozenek c¢apindan daha biiyiikk boyutlara sahip
protein molekiilleri diyaliz torbasi iginde tutulurken, kii¢iik molekiiller ve tuz
tampon c¢ozeltisine diflizyonla gecer. Uygulama kolayligi ve diisiik maliyetli
olmasi nedeniyle protein saflagtirmada, diyaliz islemi siklikla tercih edilmektedir

(Rigaud and Levy, 2003).

Kolajen ekstraksiyonunda tuzla ¢oktiirme yOnteminin prensibi esas olarak
¢Oziinlir kolajeni dokulardan ekstrakte etmektir. Zhou ve arkadaglar1 (2016)
tarafindan yapilan ¢alismada, tavuk ayaklarindan tuzda (sodyum kloriir), asitte
(asetik asit) ve enzimde (pepsin) ¢Oziiniir kolajen ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. Tavuk ayaklari, tuzla ekstraksiyon isleminde (0.05 M Tris-
HCI iginde 0.45 M NaCl, pH 7.5) tuz ¢ozeltisi iginde; asitle ekstraksiyon
isleminde 0.5 M asetik asit ¢ozeltisinde; enzimle ekstraksiyon isleminde % 0.1
(w/v) pepsin iceren 0.5 M asetik asit ¢ozeltisinde 48 saat bekletilmistir.
Ekstraksiyon islemi sonunda elde edilen her bir kolajen c¢ozeltisi, bir gece
boyunca 2.4 M NaCl ¢ozeltisi ile ¢oktiiriilmiis ve ardindan tuzun uzaklastirilmasi

amaciyla diyaliz edilmistir. Tuzda, asitte ve enzimde ¢dziiniir kolajen verimlerinin
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sirastyla %1.13, % 14.49 ve % 49.10 (kuru agirlik bazinda) sahip oldugu

gozlenmistir.

Hayvan dokularinda, protein molekiillerinin birbirine c¢apraz bagh
olmasindan dolay1 ¢6ziiniir kolajen miktarinin az olmasi, genellikle diisiik kolajen
verimi ve safligina yol ag¢maktadir (Liu et al., 2015a). Bu yiizden tuzla

ekstraksiyon yonteminin kullanimi diger yontemlere gore sinirlidir.

2.4.2. Asitle Hidroliz

Asit hidrolizi, asetik asit, sitrik asit ve laktik asit gibi organik asitler ve
hidroklorik asit gibi inorganik asitler kullanilarak gerceklestirilir. Organik asitler
capraz baglanmamis kolajenleri ¢6zme yetenegine sahiptir. Ayni1 zamanda kolajen
icindeki zincirler arasi ¢apraz baglarin bir kismini kirarak ekstraksiyon sirasinda
kolajenin daha fazla ¢oziinmesini saglar (Liu et al., 2015b). Asetik asit, kolajen

ekstraksiyonu i¢in en yaygin kullanilan organik ¢ozgendir.

Wang ve arkadaslar1 (2008), farkli asetik asit konsantrasyonlarinin (0.3,
0.5 ve 0.8 M), sicakligin (10, 20 ve 30 °C) ve ekstraksiyon siirelerinin (12, 24 ve
36 saat) ekstraksiyon verimine olan etkisini degerlendirerek ot sazani
(Ctenopharyngodon idella) derisinden asitte ¢6ziiniir kolajen (ASC) ekstraksiyon
kosullarin1  optimize etmiglerdir. Test edilen i¢ degiskenin de kolajen
ekstraksiyonunu belirgin sekilde etkiledigi gdzlenmistir. Sicaklifin ve asetik asit
konsantrasyonunun artmasiyla verim belirli bir degere kadar artis gdstermis, daha
sonra ise azalmistir. Ot sazani derisinden en yiiksek verimle asitte ¢Oziiniir
kolajeni (ASC) elde etmek i¢in optimum kosullar; asetik asit konsantrasyonu 0.54

M, sicaklik 24.7°C ve siire 32.1 saat olarak belirlenmistir.

Liu ve arkadaglar1 (2001) tarafindan yapilan ¢alismada, tavuk ayaklarindan
kolajen ekstraksiyonu i¢in farkli asitlerin etkisi degerlendirilmistir. Ekstraksiyon
islemi %5 oraninda 4 farkli asit (asetik asit, sitrik asit, hidroklorik asit ve laktik
asit) kullanilarak tavuk ayagi/¢ozelti oram1 1:8 (w/v) olacak sekilde farkli
stirelerde (12, 24, 36 ve 48 saat) gerceklestirilmistir. Calisma sonucunda, (%)
kolajen verimi, (%) kolajen, saf kolajen (g /100g) ve (%) kolajen kayb1 miktarlar
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kiyaslandiginda optimum kosul 36 saat laktik asit uygulamasi olarak

belirlenmistir.

Arumugam ve arkadaglarinin  (2018) balik derisi ile yaptiklar
optimizasyon calismasinda, asetik asit konsantrasyonu (0.2-1 M), ¢dzgen/kati
orani (8-16 ml/g), ekstraksiyon siiresi (12-60 saat) ve tuz konsantrasyonu (0.5-2.5
M) degiskenlerinin kolajen verimine etkisi incelenmistir. Varyans analizi ve
kontur grafikleri, secilen tiim degiskenlerin kolajen ekstraksiyonu iizerinde
anlamli bir etkisi oldugunu gdostermistir. Asetik asit konsantrasyonu arttikca,
kolajen veriminin kademeli olarak artti§i, ancak 0.6 M iizerindeki
konsantrasyonlarda, kolajen denatiirasyonunun basladig1 gozlenmistir. Yaklasik 2
M tuz konsantrasyonunda en yiiksek kolajen verimine ulagilmistir. 2 M tizerindeki
konsantrasyonlarda ise kolajen veriminin azaldig1 gériilmistiir. En yiiksek kolajen
verimi, 36 saat sonra goOzlenmistir; bu siireden sonra asetik asitin kolajen
denatiirasyonuna sebep olmasi nedeniyle verimde kademeli bir diisiis
gbzlenmistir. 0.54 M asetik asit, 8.97 ¢ozgen/kat1 orani, 32 saat ve 1.9 M NaCl
konsantrasyonlarinda maksimum verime (19.27 mg kolajen /g balik derisi)

ulagilmistir.

Skierka ve Sadowska (2007) tarafindan morina balig1 derisi ile yapilan bir
diger calismada, farkl asitlerin (asetik asit, laktik asit, hidroklorik asit ve sitrik
asit) kolajen verimine etkisi incelenmistir. Ekstraksiyon islemi 1:16 (w/v) kati:s1vi
oraninda farkli siirelerde (24, 48 ve 72 saat) 4°C’de gergeklestirilmistir.
Hidroklorik asit, sitrik, laktik ve asetik asit ¢ozeltilerinin son pH'lar1 sirastyla 2.0,
2.2, 2.8, 2.9 olarak belirlenmistir. Calisma sonunda, asetik asit ve laktik asitteki
kolajen ¢oziniirlikklerinin ¢ok benzer oldugu gozlenmis ve %90 kolajen
verimlerine ulagilmistir. Sitrik asitle gerceklestirilen ekstraksiyonda maksimum
%060 kolajen verimine ulagilirken, hidroklorik asitle 72 saat ekstraksiyon

sonrasinda bile sadece %18 kolajen verimine ulagilmstir.

Giglii asitlerin (diisiik pH ve yliksek ka degeri) kolajen ekstraksiyon hizini
arttirdig1 bilinmektedir. Ancak, pH degeri (<2.0) olan asitler, ekstraksiyon
sirasinda kolajen denatiirasyonu ve sindirimine yol agmakta ve kolajenin su

emilimini azaltmaktadir. (Gémez-Guillén and Montero,2001; Cheng et al., 2009;
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Skierka and Sadowska, 2007). Asit ile hidroliz yonteminde konsantrasyon, pH
degeri, sicaklik ve islem siiresi gibi faktorler ekstraksiyon verimini etkilemektedir.
Bununla birlikte, enzim destekli asit hidrolizinin kolajen verimini arttirdig1

bilinmektedir.

2.4.3. Enzimatik Hidroliz

Enzimatik hidroliz, enzimlerin molekiillerdeki baglarmn bdliinmesini
kolaylastirdigi bir islemdir. Proteinlerin enzimatik hidrolizi, proteinlerin fiziksel,
kimyasal ve fonksiyonel Ozelliklerini gelistirmek icin Onemli bir biyoproses
olarak goriilmektedir (Sarbon et al., 2018). Proteazlar, proteinlerdeki peptit
baglarim1 hidrolize eder ve bu amagla gida endiistrisinde de yaygin olarak
kullanilirlar (Temiz, 2014). Pepsin, papain ve tripsin kolajen ekstraksiyonu i¢in
yaygin olarak kullanilan proteaz enzimleridir. Yan tirlinlerin enzimatik hidrolizi,
ozellikle hayvan ve balik isleme endiistrilerinde etkili protein geri kazanim

yontemi olarak goriilmektedir (Bhaskar et al., 2008).

Hashim ve arkadaslar1 (2014) tarafindan yapilan calismada, tavuk
ayaklarindan kolajen ekstraksiyonu icin papain ve pepsin enzimlerinin
ekstraksiyon verimine olan etkisi incelenmistir. Tavuk ayaklari, ekstraksiyon
islemi i¢in % 0.1 (w/v) enzim igeren 0.5 M asetik asit i¢cinde 4 °C’de 24 saat
boyunca hidroliz edilmistir. Papain ve pepsinle ekstrakte edilen kolajen verimleri
sirastyla % 18.16 ve % 22.94 (kuru agirlik bazinda) olarak belirlenmistir. Cheng
ve arkadaglar1 (2009), kolajenin enzimatik hidrolizinde farkli asitlerin etkisini
incelemislerdir. Bu kapsamda, c¢alismada kullanilan tavuk ayaklari, o6n
islemlerinin tamamlanmasinin ardindan % 0.1 pepsin + 0.5 M ( asetik asit, sitrik
asit, laktik asit, hidroklorik asit) ile 4 °C’de 24 saat boyunca hidroliz edilmistir.
Calisma sonunda en yliksek kolajen igerigi, asetik asit+pepsin uygulamasinda
goriiliirken, en diisiik kolajen icerigi hidroklorik asit+pepsin uygulamasinda
goriilmiistiir. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid jel elektroforez (SDS-Page)
sonuglar1 ise, farkli asitler tarafindan ekstrakte edilen kolajenlerin protein
dagilimlar1 arasinda bir fark olmadigini gostermistir. Tiim kolajenlerin, kolajenin

ana bilesenleri olan al, 02 ve B zincirleri i¢erdigi goriilmiistiir. Tablo 2.5°de
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farkli hammaddelerden enzim destekli kolajen ekstraksiyonu ile ilgili ¢calismalar

goriilmektedir.

Tablo 2.5. Enzim destekli kolajen ekstraksiyonu ile ilgili ¢alismalar

Hammadde | Uygulanan On | Kullanilan Enzim Sonug Kaynak
Islemler ve Yontem
Tavuk Kloroform-metanol | Pepsin (%1, %0.5, | %0.5 pepsin ile Cao and
sternunil (2:1,v/v)ile yag | %0.25 oranlarinda) 20°C’dg 32 saat Xu, 2008
kikirdagi uzaklastirma islemi ekstraksiyon
ardindan 0.05 M farkl sicaklik (4, siiresinde en yiiksek
Tris-HCI 20 ve 37°C) ve kolajen verimine
¢ozeltisinde (pH ulagilmigtir
7.5) 4°C’de 24 saat | siirelerde (16, 32,
pekdetms 48 saat) hidroliz
Kalamar Kolajen olmayan | %0.1 pepsin (w/w) | Kolajen verimi | Kittiphatt
derisi proteinlerin + 0.5 M asetik asit | %75.3 (kuru agirlik | anabawon
uzaklastirilmasi ile 4°C’de 72 saat | bazinda) olarak | et al.,
amaciyla 0.1 M | hidroliz belirlenmistir 2015
NaOH ile 6 saat
karigtirma iglemi ve
%210 butil alkol ile
18 saat boyunca
yag uzaklastirma
%20’lik etanol ile | %0.1 pepsin | Asetik  asit/pepsin | Lin et al.,
Tavuk yag 'uzaklastlrllma (WV)+1:10  (wiv) k('?mbinasyonunda'en 2013
derisi 1slem1 ardindan oranlr}da _0.5 M yuk_sek kolajen
kolajen  olmayan | organik asit (laktik | verimine  (%3.68);
proteinlerin asit, asetik asit, | sitrik asit/pepsin
uzaklagtirilmasi sitrik  asit)  ile | kombinasyonunda
amaciyla 0.2 M | 4°C’de 24 saat | ise en diislik kolajen
NaOH ile 24 saat | hidroliz verimine (%1.99)
karistirma islemi ulasilmigtir
Tavuk 0.8 M NaCl ile 20 | %1 papain (w/v), | 30°C’de 28 saat | Dhakal et
ayagl dk bekletme ve | farkli sicaklik (4, | optimum hidroliz | al., 2018
kolajen olmayan |30 ve 56 °C) ve | kosulu olarak
proteinlerin siirelerde (20, 24 ve | pelirlenmistir
uzaklastirilmasi 28 saat) hidroliz

amaciyla 0.1 M
NaOH ile 24 saat
karistirma islemi

Yapilan ¢alismalar, enzimatik hidrolizde yaygin olarak kullanilan pepsinin

kolajenin tiglii sarmal yapisin1 bozmadigini gostermektedir. Gao ve arkadaslarinin

(2017), koyun kemikleriyle yaptiklar1 ¢calismada, pepsin igeren 0.5 M asetik asitte
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4°C’de 3 giin boyunca enzimatik hidroliz gergeklestirilmistir. Fourier Dontisiimlii
Kizil6tesi Spektroskopisi (FTIR) sonuglari, kolajendeki glii sarmal yapinin
korundugunu gostermistir. Tamilmozhi ve arkadaslarinin (2013) yelken baligi
derisiyle; Zhou ve arkadaslarinin (2016) tavuk ayagiyla yaptiklari ¢calismalarda da
benzer sonuglar elde edilmis, pepsin hidroliziyle ii¢lii sarmal yapinin bozulmadigi

belirtilmistir.

Enzimatik hidroliz yontemi diger yontemlere gore daha maliyetli olmasina
ragmen; yiiksek kolajen verimi ve safligt sunmaktadir. Liang ve arkadaslar
(2014), Amur mersin balig1 (Acipenser schrenckii) kikirdagindan kolajen
ekstraksiyonu gergeklestirerek tuzda (sodyum kloriir), asitte (asetik asit) ve
enzimde (pepsin) ¢Oziinlir kolajen verimlerini ve ozelliklerini kiyaslamiglardir.
Tuzda ¢oziiniir kolajen verimi %2.18, asitte ¢Oziiniir kolajen verimi %27.04 ve
enzimde ¢oziinlir kolajen verimi %55.92 bulunmustur. Her bir kolajenin amino
asit igeriginin benzer oldugu gorilmiistiir. Genel olarak, pepsinde ¢oziiniir
kolajenin termal kararlilig1 (denatiirasyon sicakligi Td ve erime sicakligit Tm),
tuzda ve asitte ¢Oziiniir kolajene gore anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur.
SDS-PAGE sonuglari, tuzda ve asitte ¢oziiniir kolajenlerin tip I kolajen oldugunu,
enzimde ¢dzlinilir kolajenin ise diger kiiciik tiplerle birlikte agirlikli olarak tip II

kolajen oldugunu gdstermistir.

Enzimatik hidroliz yonteminin, yiiksek kolajen verimi sunmasiyla birlikte
diisiik enerji tiiketimi, proses kontrolii kolayligi, reaksiyon kosullarinin hafif
olmasi1 ve son liriin kalitesini iyilestirmesi gibi avantajlara sahip olmasi, kolajen
ekstraksiyonu i¢in siklikla tercih edilen bir yontem olmasini saglamaktadir

(lltchenco et al., 2017).

2.5. Ultrason Destekli Ekstraksiyon

Ultrases, 20 kHz'in (maksimum insan isitme sinir1) iizerinde bulunan
mekanik titresimlerden meydana gelmis bir enerji cesididir. Ultrases dalgalari,
ultrasonik banyolar ve problar yardimiyla proseslere uygulanmaktadir. Ultrasonik
problar, transdiiserden (doniistiiriicli) aldig1 enerjiyi sabit bir noktaya odaklarken;

ultrasonik banyolarda transdiiserler genellikle banyo haznesinin alt kismina
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konumlandirilmistir (Glingéren vd., 2017). Ultrasonik banyolar, problu sistemlere
gore daha ucuz ve basit sistemlerdir. Problu sistemler, ultrasonik banyolara
kiyasla daha yiiksek ultrases yogunlugu tiretebilmektedir. Ancak kullanima bagl
olarak probun i¢ine daldirildig: iirliniin 1s1nmas1 sicaklifa duyarli maddeler i¢in

sorun olusturmaktadir.

Ses dalgalarindaki birbirine yakin iki tepe arasindaki mesafe dalga boyu
(A); ses dalgalarinin yiiksekligi genlik; bir saniyede olusan ses titresim sayisi
frekans olarak ifade edilmektedir (Dinger ve Topuz, 2018). Ultrason mekanik bir
dalga oldugundan, frekans, dalga boyu ve genlik gibi parametreler akustik
kavitasyonu ve dolayisiyla ekstraksiyonu etkilemektedir. Akustik kavitasyon,
genel olarak, bir ultrason dalgasinin siv1 bir ortamda yayilmasi sirasinda meydana
gelen kabarcik olusumunu, biiylimesini ve patlamasini ifade eder (Tavman vd.,
2009). Bir s1v1 ultrasona maruz birakildiginda; sivi ortam i¢inden gegen yliksek
yogunluklu ses dalgalari, kabarcik olusumuna sebep olmaktadir. Kabarciklarin
biiyiikliigii kritik bir noktaya ulastiginda, kabarciklar patlamakta ve patlama
sonucunda yiiksek bir enerji agiga ¢ikmaktadir. “ Sicak nokta (Hot spot) ”
teorisine gore, patlama sonucunda yaklasik 5000 K ve 1000 atm iizerinde basinca
ulagilmaktadir. Patlama esnasinda kabarciklarin etrafinda meydana gelen sok
dalgalar1 ve mikrojetler, kiitle transferini arttirmakta ve bununla birlikte yilizey
temizlemede kullanilmaktadir (Tiwari and Mason, 2012; Kim et al., 2013; Chemat
etal., 2017).

Ultrasonun, gida endiistrisindeki farkli igslemler {izerinde 6nemli bir etkisi
oldugu bilinmektedir. Tablo 2.6’da gida islemede bazi ultrason uygulamalar1 ve
avantajlar1  goriilmektedir. Gida gilivenliginin saglanmasi, islem siiresinin
kisaltilmasi1 ve {irlin kalitesinin arttiritlmasinda ultrason uygulamasi etkili bir
yontem olarak goriilmektedir (Majid et al., 2015). Diger yontemlere kiyasla
giivenli, ucuz, c¢evre dostu olmasi ve siirdiiriilebilir ‘yesil’ kimyas: hedefine
ulasmada Onemli bir rol oynamasi, ultrason uygulamasinin yaygin sekilde

kullanilmasini saglamaktadir (Zou et al., 2017).
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Tablo 2.6. Gida islemede ultrason uygulamalar1 (Chemat et al., 2011)

Uygulama

Avantaj

Uriin

Pisirme

1s1 transferi ve organoleptik
kalitenin iyilestirilmesi, daha kisa
islem siiresi

et, sebzeler

Dondurma

difizyonun 1iyilestirilmesi hizli
sicaklik diisiisliniin  saglanmasi,
daha kisa islem siiresi

et, sebze ve meyveler siit
riinleri

Kurutma

1s1 transferi ve organoleptik
kalitenin iyilestirilmesi, daha kisa
islem siiresi

kuru iiriin (meyve, sebze
vb.)

Emiilsifikasyon

emiilsiyon olusumu ve kararliligs,
daha kisa islem siiresi

emiilsiyonlar (ketcap,

mayonez vb.)

Kesme

irin  kayiplarimin  azaltilmasi,
dogru ve tekrarli kesim, daha kisa
islem siiresi

kirilgan  drtnler  (kek,

peynir vb.)

Kopiik giderme

hijyenin iyilestirilmesi, daha kisa
islem siiresi

gazli icecekler, fermente
iiriinler

2.5.1. Ultrason Destekli Kolajen Ekstraksiyonu

Ultrason destekli ekstraksiyon, proteinlerin enzimatik hidrolizinin
tyilestirilmesinde etkili bir yontem olarak goriilmektedir (Chen et al., 2011). Son
yillarda yapilan ¢alismalarda, kolajen ekstraksiyonunda ultrason kullaniminin artis
gosterdigi goriilmiistiir. Kim ve arkadaglar1 (2013), Japon levregi (Lateolabrax
japonicus) derisiyle yaptiklar1 ¢aligmada, farkli asetik asit konsantrasyonlarinda
(0.01, 0.05, 0.1 M) 0-24 saat araliginda ultrason destekli (%20, %40, %60, %80
genlik, 20 kHz frekans, 750 W) kolajen ekstraksiyonu (darbeli modda 20/20
saniye) gerceklestirmislerdir. Kontrol 6rnegi, ultrason uygulamasi olmaksizin ayni
kosullar altinda 0.5 M asetik asitle ekstrakte edilmistir. Tim islemler 4°C’de
gergeklestirilmistir. Kolajen veriminin genlik ve ultrason siiresinin artigina bagh
olarak arttig1 gdzlenmistir. 0.1 M asetik asit konsantrasyonunda, %80 genlikte 24
saatlik ultrason uygulamasiyla en yiiksek kolajen verimine (% 90.40) ulasilmistir.

Kontrol 6rnegiyle (0.5 M asetik asit) kiyaslandiginda kolajen veriminin 4.4 kat

daha fazla oldugu goriilmiistir.
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Ali ve arkadaglar1 (2017), ultrasonun sazan baligi (Probarbus Jullieni)
derisinden asitte ve pepsinde coziiniir kolajen ekstraksiyonu {iizerine etkilerini
incelemislerdir. Ultrason destekli ekstraksiyon (20 kHz, 750 W), farkli
zamanlarda (10, 20 ve 30 dakika; darbeli modda 5/5 saniye) ve farkli genlik
seviyelerinde (%20, %50 ve %80) gerceklestirilmistir. Asitte ¢oziiniir kolajen
ekstraksiyonu i¢in, deriler 1:15 (w/v) oraninda 0.5 M asetik asitle; pepsinde
¢oOziiniir kolajen ekstraksiyonu iginse ayni oranda 0.5 M asetik asit ve farkli
oranlarda pepsinle (%0.1, %0.5 ve %I1) muamele edilmistir. Ultrason
uygulamasinin ardindan, oérnekler 4°C’de 48 saat boyunca siirekli karistirilmistir.
Genlik seviyesi arttikca kolajen veriminin artis gosterdigi ve %80 genlik
seviyesinde %1 pepsin ve 30 dakika ultrason uygulamasiyla pepsinde ¢oziiniir
kolajen veriminin %94.88; benzer sekilde %80 genlik seviyesinde 30 dakika
ultrason uygulamasiyla asitte c¢oziiniir kolajen veriminin %81.53 oldugu
goriilmiistiir. Dairesel dikroizm (CD), FTIR ve elektroforez sonuglari, tiim
kolajenlerin iiglii sarmal yapida oldugunu gostermistir. Kolajenlerin protein
bantlar1 incelendiginde, ultrason uygulamasinin kolajenin ana bilesenleri olan al,

a2 ve B zincirlerini degistirmedigi gorilmiistiir.

Sigir tendonuyla yapilan diger bir calismada, enzimatik hidroliz ve
ultrason uygulamasinin kolajen verimine etkisi incelenmistir. Enzimatik
hidrolizde 6rnekler, pepsin igeren 0.5 M asetik asit ¢ozeltisinde 2 giin boyunca
ekstrakte edilmistir. Ultrason uygulamasinda ise ekstra ultrason basamagi disinda,
yontem enzimatik hidrolizle tamamen aymidir. Ornekler, sicakligi 20°C' de sabit
tutulan bir su banyosunda ultrasona (40 kHz, 120 W) maruz birakilmistir.
Sonuglar, ultrason uygulamasinin enzimatik hidrolize kiyasla daha yiiksek verim
sundugunu gostermistir. 48 saat sonunda, enzimatik hidroliz sonucu elde edilen
kolajen verimi %71.4 iken ultrason uygulamasinda %88 olarak belirlenmistir.
Ultrason uygulamasiyla enzim aktivitesinin arttig1 dolayistyla enzimatik hidrolizin
kolaylastig1 goriilmistiir. Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) goriintiileri, her iki
yontemle elde edilen kolajenlerin aynmi fibril yapida olduklarini géstermistir. CD
ve FTIR analizi sonuglari, ultrason uygulamasindan sonra bile kolajenin iiclii

sarmal yapisinin bozulmadan korundugunu ortaya koymustur. (Li et al., 2009).
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Kolajen ekstraksiyonunda ultrason kullanimi kullanilan ¢6zgen miktarini
ve ekstraksiyon siiresini dnemli Ol¢lide azaltmakla beraber, verimi de biiyiik
Olglide arttirmaktadir. Yapilan c¢aligmalar, ultrasonunun ekstraksiyon etkinligini
arttirmak i¢in etkili bir ara¢ oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, ultrasonun
enzim aktivitesi iizerindeki etkisine dair ¢alismalarin smirli oldugu goriilmiistiir.
Ultrasonun enzim aktivitesi iizerine etkilerinin daha iyi degerlendirilmesi ve diger
yontemlerle birlikte kullaniminin etkilerinin detayli incelenmesi i¢in ¢aligmalar

yayginlastiriimalidir (Schmidt et al., 2016).

2.6. Glukozaminoglikanlarin Yapisi

Glukozaminoglikanlar, kolajen molekiillerine ek olarak ESM’de en ¢ok
bulunan yapisal bilesenlerdir (Lee et al., 2016). Uzun, dogrusal ve tekrar eden
disakkarit ~ birimlerden  olusan  glukozaminoglikanlar, negatif  yiikli
polisakkaritlerdir. Cekirdek proteindeki GAG zincirleri, asetillenmis amino seker
pargalar1 (N-asetil-galaktozamin veya N-asetil-glukozamin) ve agirlikli olarak
tironik asit (D-glukronik asit veya L-iduronik asit) i¢eren tekrarlayan disakkarit
birimlerinden olusmaktadir (Schaefer and Schaefer, 2010). GAG zincirleri,
dokuya mekaniksel destek vermekle beraber ayni zamanda suda ¢oziinebilen
molekiillerin hizl difiizyonunu ve hiicre go¢iinii saglamaktadir (Uggiil vd., 2018).
GAG’lar siilfatlanmis (Kondroitin siilfat, Dermatan siilfat, Keratan siilfat, Heparin
ve Heparan siilfat) ve siilfatlanmamis (Hyaliironik asit) olmak iizere olarak iki

sinifa ayrilmaktadir (Sekil 2.3).

Glukozaminoglikanlar

! g

Sulfatlanmis GAG lar Silfatlanmamis GAG

—I"' kondroitin siilfat —I" hyaltironik. asit
dermatan siiliat
keratan silfat
heparan siilfat
heparin

Sekil 2.3. Glukozaminoglikanlarin siiflandiriimasi
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Kondroitin siilfat, dermatan siilfat, keratan siilfat, heparan stlfat ve
heparini igeren siilfatlanmis glukozaminoglikanlar, hiicre icine salgilanan siilfat
ile sentezlenir (Uggiil vd., 2018). Proteoglikanlar olarak adlandirilan spesifik bir
cekirdek proteinine kovalent olarak baglanan GAG’lar, siilfatlanmamis GAG olan
hyaliironik aside gore daha karmasik bir yapiya sahiptir (Lee et al., 2016). Tablo
2.7’ de glukozaminoglikanlarin temel disakkarit birimleri ve ilgili proteoglikanlari

verilmistir.

Tablo 2.7. GAG'larin temel disakkarit birimleri ve ilgili proteoglikanlar
(Lee et al., 2016)

1. SEKER 2. SEKER
D-glukozamin N-asetil-D
N-asetil-D-glukozamin galaktozamin
D-glukuronik Asit Hyaliironik asit Heparan siilfat Kondroitin
siilfat
L-iduronik asit Heparin (HP) Dermatan
stilfat
D-galaktoz Keratan siilfat

Disakkarit birimi N-asetil-D-glukozamin ve D-glukuronik asit olan
hyaliironik asit ¢ekirdek proteine sahip degildir. Cildin bag dokusu, gdobek
kordonu ve eklemlerdeki sinoviyal sivi olmak iizere viicudun genelinde dogal
olarak bulunmaktadir (Papakonstantinou et al., 2012). Proteine bagh sekilde
bulunan keratan siilfatin disakkarit birimi N-asetil-D-glukozamin ve D-
galaktozdur. Keratan siilfat I, korneada bulunurken keratan siilfat II kikirdak ve
kemikte bulunmaktadir (Funderburgh, 2002). Cekirdek proteinine bagli olarak
hiicre yiizeyinde veya hiicre digi matriste bulunan heparin ve heparan siilfatin
disakkarit birimi D-glukozamin ve D-glukuronik asit veya L-iduronik asittir
(Shriver et al., 2012). Tibbi uygulamalarda yaygin olarak kullanilan heparin iyi bir
antikoagiilan (kanin pihtilagsmasini onleyen bir madde) olarak bilinmektedir
(Wardrop and Keeling, 2008). Disakkarit birimi N-asetil-D-galaktozamin ve L-
iduronik asit olan dermatan siilfat glukozaminoglikan zinciri ¢ekirdek proteininde
sentezlenir. Baslica deride, tendonlarda, kan damarlarinda ve kikirdakta bulunur
(Hileman and Linhardt, 1995).
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Eklem kikirdagindaki proteoglikanlarda en cok  bulunan
glukozaminoglikan olan kondroitin siilfat, hayvansal dokunun temel yap1
maddeleri arasinda yer alir (Garnjanagoonchorn et al., 2007). Cekirdek proteinine
bagl olarak bulunan kondroitin stilfat, doniisiimlii baglarla birbirine bagli bir D-
glukuronik asit ve N-asetil-D-galaktozamin-4/6-siilfat tortusundan olusmaktadir
(Sekil 2.4).

A. Chondroitin 4-sulfate B. Chondroitin 6-sulfate
[=4 GlucUA 1 -3 GalNAc(4S) fI—], [=4 GlucUA B1—3 GalNAc (6S) Bl =]
COOH CH,OH ~| i i
] "O0H H,0S0:H
" H Hoj--o N
5 ot H g 0\
H H
H  NHCOCH;

Sekil 2.4. Kondroitin 4- Siilfat ve Kondroitin 6- Siilfat Yapis1 (Nakano, 2010)

Glukozaminoglikanlarin yapi tast olan glukozamin ve kondroitin siilfat
kikirdak koruyucu ajanlar olarak da bilinmektedir. Kikirdak koruyucu terimi,
dejeneratif eklem hastaliginin ilerlemesini durduran ve zarar gérmiis kikirdagin
onarimini uyaran her ila¢ veya bilesimi tanimlamak i¢in kullanilir (Akgilin ve
Ogiit, 2002). Glukozamin, kikirdakta kolajen sentezinden sorumludur. Kondroitin
siilfat ise eklem sivisinda ve kikirdakta yikici enzimleri inhibe eder (Bhathal et al.,
2017). Kolajen ve GAG molekiillerinin bir arada sinerjistik etki gosterdiklerini
bilinmektedir (Zhong et al., 2007).

2.7. GAG Kaynaklar

GAG kaynaklarindan kikirdakta en yaygm olarak bulunan kondroitin
stilfat ticari olarak sigir kikirdagi, sigir nefes borusu ve kdpekbalig yiizgeci gibi
cesitli kaynaklardan temin edilmektedir (Rani et al., 2017). Ancak sigirlarda
goriilen deli dana hastaliginin potansiyel bir risk oldugu bilinmektedir. Kondroitin
siilfata olan talebin gelecekte de artmaya devam etmesi durumunda, kopekbaligi
kikirdagi kaynagindan eldesinde kisitlar olacag: diigiiniilmektedir (Nakano et al.,
2012). Yiiksek hammadde maliyeti ve GAG’lara olan taleple birlikte, ticari olarak
farkli GAG kaynaklarina ihtiyacin arttigi goriilmektedir. Yapilan ¢alismalarda,

timsah kikirdagi, vatoz kikirdagi ve tavuk omurgasi (Garnjanagoonchorn et al.,



22

2007); tavuk ayagi kikirdagi (Widyaningsih et al., 2016); geyik boynuzu (Gujral
et al., 2014) kondroitin siilfat kaynagi olarak degerlendirilmistir.

2.8. GAG Ekstraksiyonuyla Ilgili Yapilan Cahsmalar

Glukozaminoglikanlar, genellikle papain veya pronaz gibi hiicre dis
(eksojen) bir enzim araciligtyla ekstrakte edilir. Papain veya pronaz ile proteoliz,
birka¢ amino asitten olusan kiigiik bir peptidin kovalent olarak baglandig: tek bir
GAG zincirini vermektedir (Nakano et al., 2010). Bununla beraber, son derece
negatif yiiklii zincirlere sahip olan glukozaminoglikanlar pozitif yiikli

kimyasallarla da ¢oktiiriilebilmektedir (Raghuraman, 2013).

Widyaningsih vd. (2016) tarafindan yapilan c¢alismada, tavuk ayagi
kikirdagindan kondroitin siilfat (CS) ve glukozamin (GS) eldesi igin farkli
ekstraksiyon yontemleri degerlendirilmistir. Ornekler 37°C’de 7 ve 17 saat
boyunca asetik asit ile 100°C’de 2 ve 2.5 saat kaynar su ile; 65°C’de 24 ve 48 saat
papain ile ekstrakte edilmistir. En yiiksek GS seviyesine (% 8.1) 2.5 saatlik
kaynar su uygulamasi ile ulasilirken, en yiiksek CS seviyesine (% 2.47) 48 saatlik
enzim muamelesi ile ulagilmistir. Uygulanan ekstraksiyon yontemlerinin GS ve
CS seviyelerini onemli Olclide etkiledigi goriilmiistiir. Nakano vd. (2012),
ogiitiilmiis kemik, kikirdak, deri, kas ve yag dokusu karisimindan elde edilen
tavuk mekanik siyirma artifi kemiklerinden farkli proteolitik aktiviteye sahip
kaynaklarla (papain, pankreatin, flavourzyme ve kivi meyvesi homojenati) CS
ekstraksiyonu gergeklestirmisler ve kaynaklarm CS-peptid yapist tizerindeki
etkilerini degerlendirmislerdir. Bu kapsamda kemik karigimi, papain ile 65°C’de 1
gece; pankreatin ile 50°C’de 1 gece; flavourzyme ile 50°C’de 1 gece ve kivi
meyvesi homojenat1 ile 65°C’de 8 saat boyunca inkiibe edilmistir. Calisma
sonunda, kullanilan tiim enzim kaynaklarmin CS-peptid iiretimi igin yeterli
aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir. Bununla beraber, iyon degisim
kromatografisi sonuglart CS’nin geri kazaniminin papain ve flavourzymede daha

yiiksek oldugunu gdstermistir.

Qingman Cui vd. (2012) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada deniz taragi

(Patinopecten  yessoensis) atigindan GAG  ekstraksiyonu, cevap-ylizey
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metodolojisi ile optimize edilmistir. Tek faktor deneyi temel alinarak, enzimatik
hidroliz, reaksiyon sicakligi, reaksiyon siiresi ve kati-sivi oran1 bagimsiz degisken,
cevap degeri (response value) ise ekstraksiyon hizi olarak belirlenmistir.
Optimizasyon sonucunda enzimatik pH’in glukozaminoglikan ekstraksiyon hizini,
kati-s1v1 orani, reaksiyon siiresi ve reaksiyon sicakligina gore daha ¢ok etkiledigi
gorlilmiistiir. Optimum kosullar altinda (enzimatik hidroliz pH degeri 8.0,
reaksiyon sicakligi 40°C, reaksiyon siiresi 3.5 saat ve kati sivi orani 1:2)
ekstraksiyon hizi % 0.265 olarak belirlenmistir. Khan vd. (2013) ¢alismalarinda
GAG kaynagi olarak tavuk omurgasi kikirdagini kullanmiglardir. Bu kapsamda
GAG'lar 3M MgCl2 kullanilarak 6nceden yikanmis ve Ogitiilmiis tavuk
kikirdaklarindan ekstrakte edilmistir. Ardindan diyaliz uygulanmis ve papainle
sindirim gergeklestirildikten sonra etanol ile ¢oktiiriilmiis ve kuru toz haline
liyofilize edilmistir. Ekstrakte edilen 6rneklerde toplam GAG miktar1 %70.77 +
2.27 ve tahmini protein miktar1 %4.64 + 0.29 olarak tespit edilmistir. Kang ve vd.
(2006) tavuk omurgasi kikirdagindan kondroitin siilfat iceren mukopolisaakkarit
protein eldesi i¢in sicak su ekstraksiyonu (100°C’de 30-60-90-120 dak.) ve
alkalaz hidrolizi ((%2 alkalaz, 55°C, pH 8.0), 30-60-90-120 dak.) yontemlerini
incelemislerdir. Her iki yOntem igin optimum ekstraksiyon siiresi 120 dakika
olarak belirlenmistir. Sicak su icin %40.09 verim ve %28.46 kondroitin siilfat
icerigi; alkalaz hidrolizi iginse %75.87 verim ve %26.61 kondroitin siilfat icerigi

gozlenmistir.

Genellikle hayvansal yan iiriinler normal sartlarda giibre, hayvan yemi ve
yakit iretiminde kullanilmaktadir. Bu yan fdirlinlerden ¢esitli mineraller,
vitaminler, yag asitleri, protein hidrolizatlari, kolajen ve GAG gibi katma degeri
yuksek iirtin eldesi i¢in giderek biiyliyen bir pazar mevcuttur. Bu ¢alismada
hammadde olarak segilen kuzu ayaklari, katma degeri yiiksek kolajen ve GAG

eldesi i¢in degerlendirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Gereg¢

Tez ¢alismas1 kapsaminda, kolajen ve GAG firetimi i¢in hammadde olarak
kuzu ayagi kullanilmistir. Kuzu ayaklari, yerel bir kasaptan satin alinmis ve kil,
kan vb. kirletici maddelerin uzaklastirilmas1 amaciyla yikandiktan sonra boyut
kiigiiltmesi amaciyla endiistriyel bir mekanik 6giitiiciide (Beehive Mechanical
Grinder, ABD) égiitiilmiistiir. Ogiitiilen kuzu ayaklar kiigiik paketlere koyularak
isleme alinincaya kadar soguk odada (-18°C) muhafaza edilmistir. Kolajenin
enzimatik ekstraksiyon isleminde kullanilan pepsin (EC 3.4.23.1; 0.7 FIP-U / mg)
ve laktik asit ile GAG ekstraksiyonunda kullanilan papain (EC 3.4.22.2; 30000
units/mg) ve sodyum asetat SIGMA-ALDRICH firmasindan temin edilmistir.
Kolajen analizi i¢in kullanilan Total Collagen Assay Kit (Colorimetric, K218,

ABD) Biovision firmasindan temin edilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Kolajen Ekstraksiyonu

Kuzu ayaklarindan kolajen eldesi i¢in enzimatik hidroliz yontemi
kullanilmistir. Ardindan, ultrason uygulamasinin kolajen verimi ve kolajen
yapisina etkilerinin incelenmesi amaciyla farkli sicaklik ve siirelerde ultrason

destekli ekstraksiyon gergeklestirilmistir.

3.2.1.1. On islemler

Kolajen ekstraksiyonu oncesinde kuzu ayaklarina bazi 6n islemler

uygulanmistir. Kuzu ayaklar1 6n iglemler 6ncesi 4°C’de ¢ozdiiriilmiistiir.

Ik olarak, kuzu ayaklar1 1:20 (w/v) oraninda 0.15 M NaClI igeren 0.05 M
Tris-HCI (pH 7.5) ile 50 dk boyunca Waring Comercial marka blender iginde
parcalanmistir. Parcalama islemi asir1 1sinmay1 onlemek amaciyla kesikli (toplam
6 saat olacak sekilde) olarak yapilmistir. Daha sonra, santrifiij (Universal 320R,
Hettich Zentrifugen, Almanya) islemi uygulanarak (9000 rpm, 4°C, 25 dk.) iist faz
(stipernatant) uzaklastirilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Kuzu ayaklarinin Tris-HCI ile par¢alama iglemi sonrasinda elde

edilen alt faz.

Santrifiij sonras1 alinan alt faz, yagin uzaklastirilmasi amaciyla 1:10 (w/v)
oranda %50’lik (v/v) etanolde 3 saat bekletilmistir. Yag uzaklastirma sonucu,
santrifiij islemi (9000 rpm, 4°C, 20 dk.) uygulanarak {iist faz uzaklastirilmstir.
Yagdan arindirilmis alt faz, kalsiyum tuzlarinin uzaklastirilmas: amaciyla 1:10
(w/v) oranda 0.5 M EDTA-2Na ile 4°C’de 6 saat karistirilmistir. Ardindan
santrifiij (9000 rpm, 4°C, 25dk.) islemi uygulanmis ve elde edilen alt faz, kolajen
olmayan proteinlerin uzaklastirilmas: amaciyla 1:10 (w/v) oranda 0.1 M NaOH
icinde 4°C’de 6 saat bekletilmistir. Daha sonra, santrifiij islemi (9000 rpm, 4°C,
25 dk.) uygulanarak iist faz uzaklastirilmis ve elde edilen alt faz, ekstraksiyon
islemine kadar 4°C’de muhafaza edilmistir (Hashim et al., 2014; Zhou et al.,
2016; Gao et al., 2017). Kuzu ayagina uygulanan 6n islemler i¢in akis semasi

Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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Kuzu Ayagi

4

1:20 (w/v) Tris-HCI (pH
7.5) tamponu ile 50 dk.
parcalama

2

9000 rpm, 4°C, 25 dk —»

Santrifiij

3

Alt fazin 1:10 (w/v)
%350°1ik (v/v) etanolde 3
saat bekletilmesi

) 4

9000 rpm, 4°C,20dk ——>

Santrifiij

4

1:10 (w/v) 0.5 M EDTA-
2Na 1ile 4°C’de 6 saat

karigtirma

9000 rpm, 4°C, 25 dk ——»

Santrifiij

o

1:10 (w/v) 0.1 M NaOH ile
4°C’de 20 saat karistirma

!

9000 rpm, 4°C,25dk —»

Santrifiij

— 5 Ust faz ayrilir, alt
faz alinarak isleme
devam edilir

— 5 Ust faz aynlr, alt
faz alinarak isleme
devam edilir

Ust faz aynlir, alt
faz alinarak isleme
devam edilir

Ust faz ayrilir,
alt faz almarak
ekstraksiyon

islemine gecilir

—

Sekil 3.2. Kuzu ayagina uygulanan 6n islemlerin akis semasi
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3.2.1.2. Ekstraksivon Asamasi

Enzimatik hidroliz igleminde pepsin enzimi (enzim aktivitesi 0.7 FIP-
U/mg) kullanilmistir. Enzim miktar1 ve kati:¢dzgen orani parametreleri yapilan 6n
denemeler ve literatlir caligmalar1 goz 6nlinde bulundurularak sirasiyla %0.1 (w/v)
ve 1:20 (w/v) olarak belirlenmistir ( Cheng et al., 2009; Hashim et al., 2014; Ran
etal., 2014).

On islemleri tamamlanmus kuzu ayaklari, ekstraksiyon islemi i¢in % 0.1
(w/v) pepsin igeren 1:20 (w/v) oranda %5’lik laktik asit icinde 6 saat boyunca
4°C’de karnistirilmistir. Daha sonra karisima, yapilan 6n denemeler sonucu
belirlenmis olan sicaklik ( 20 + 2°C, 25 + 2°C, 30 £ 2°C) ve siirelerde (20, 40, 60
dk) Sekil 3.3°de verilen ultrasonik banyo (Bandelin Sonorex Digitec, Almanya)
icinde ultrases (35 kHz; 140/560 W) uygulanmustir.

Sekil 3.3. Calismada kullanilan ultrasonik banyo

3.2.1.3. Diyaliz

Ekstraksiyon iglemi sonrasi, karisim santrifiij (9000 rpm, 4°C, 30 dk.)
edilmis ve iist faz alinarak 2.5 M NaCl ile 4°C’de 1 gece boyunca ¢oktiiriilmiistiir.
Coktiirme islemi sonrasi, karigim santrifiij (9000 rpm, 4°C, 30 dk.) edilerek, alt
faz toplanmistir. Toplanan alf fazlar, %5’lik laktik asitte c¢ozdiiriilerek 24 saat
boyunca 0.1 M laktik asite, 48 saat boyunca saf suya kars1 diyaliz torbasi iginde
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(Sigma- Aldrich, 33 mm, Molekiiler agirlik esigi (MWCO)-14 kDa) diyaliz

edilmistir. Kuzu ayaklarindan kolajen eldesi i¢in uygulanan tiim islemler Sekil

3.4’te gosterilmektedir.

9000 rpm, 4°C, 30 dk

9000 rpm, 4°C, 30 dk

-56°C’de 32 saat

On islemleri tamamlanmis kuzu ayagi

—

4

%0.1 (w/v) pepsin igeren 1:20 (w/v)
%5’lik laktik asit i¢cinde 4°C’de 6

saat karistirma

!

Farkli sicaklik (20, 25, 30°C) ve
siirelerde (20, 40, 60 dk) ultrason
uygulamasi (35 kHz; 140/560 W)

4

Santrifiij

_ Ust faz aynlr, alt faz

4

alinarak isleme devam
edilir

2.5 M NaCl ile 4°C’de bir gece

coktiirme

—

Santrifiij

_ 5 Ust faz aynhr, alt faz

$

alinarak igleme devam
edilir

24 saat boyunca 0.1 M laktik
asit, 48 saat boyunca saf suya
kars1 diyaliz

4

<

Liyofilizasyon

Sekil 3.4. Kuzu ayaklarindan kolajen tiretimi akis semasi
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3.2.2. GAG Ekstraksiyonu

Kuzu ayaklarindan GAG eldesi i¢in enzimatik ekstraksiyon yontemi
kullanilmigtir. Kuzu ayaklarinin kikirdak ve kemikge zengin kisimlart secilmistir.
Ekstraksiyon islemi Oncesinde, kuzu ayaklarma herhangi bir 6n islem
uygulanmamustir. Ekstraksiyon isleminin ardindan farkli sicaklik ve siirelerde

ultrason destekli ekstraksiyon ger¢eklestirilmistir.

3.2.2.1. Ekstraksiyon Parametrelerinin Belirlenmesi

Ekstraksiyon isleminde papain enzimi (enzim aktivitesi 30000 units/mg)
ve sodyum asetat ¢ozeltisi kullanmilmistir. Papain enziminin optimum diizeyde
calismasi i¢in (pH 6.0-7.0), farkli ekstraksiyon parametreleriyle (kati: ¢ozgen
orani, enzim miktari, sicaklik, siire) on denemeler yapilmistir. Yapilan on
denemeler ve literatiir ¢aligmalar1 gz oniinde bulundurularak, kati:cozgen orani
1:20 (w/v), enzim miktar1 (5 mg enzim / 1 gr ornek), sicaklik 60°C ve
ekstraksiyon siiresi 20 saat olarak belirlenmistir ( Nakano et al., 2012;
Widyaningsih and Wijayanti, 2016; Nogueira et al., 2019).

Kuzu ayaklari, ekstraksiyon islemi i¢in 1:20 (w/v) oranda 0.1 M sodyum
asetat ¢ozeltisinde (pH 5.6) 25 dk boyunca Waring Comercial marka blender
iginde parcalanmistir. Pargalama islemi asir1 1sinmay1 onlemek amaciyla kesikli
olarak (toplam 2 saat olacak sekilde) yapilmistir. Daha sonra karigima, on
denemelerle belirlenen miktarda papain ( 5 mg / 1 gr 6rnek) eklenmis ve 60°C’
deki calkalamali su banyosunda 20 saat boyunca karistirilmistir (¢alkalama hizi:
85 rpm). Ardindan, karigima, farkl sicaklik ( 60 £+ 2°C, 65 & 2°C, 70+ 2°C °C) ve
siirelerde (20, 40, 60 dk) ultrasonik banyo (Bkz. Sekil 3.3) icinde ultrases (35
kHz; 140/560 W) uygulanmustir.

3.2.2.2. Diyaliz

Ekstraksiyon islemi sonrasi, karisim santrifiij (9000 rpm, 4°C, 30 dk.)
edilmis ve siipernatant kisim alinarak %80’lik (v/v) etanol ile 4°C’de 1 gece
boyunca ¢oktiiriilmiistiir. Coktiirme islemi sonrasi, karigim santrifiij (9000 rpm,

4°C, 30 dk.) edilerek, alt faz toplanmistir (Sekil 3.5). Elde edilen alt faz, suda
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cozdiiriilerek 24 saat boyunca saf suya karsi1 diyaliz torbasi iginde (Thermo Fisher,
16 mm, MWCO-3.5 kDa) diyaliz edilmistir. Kuzu ayaklarindan GAG eldesi i¢in

uygulanan tiim islemler Sekil 3.6’da 6zetlenmistir.

Sekil 3.5. Etanol ile ¢oktiirme sonrasi santrifiij ile ayrilan alt faz

3.2.3. Dondurarak Kurutma (Liyofilizasyon)

Diyaliz edilen kolajen 6rnekleri -56°C’de 32 saat, GAG ornekleri ise -
56°C’de 24 sa boyunca liyofilize edilmistir (Martin Christ alpha 1-2 LD plus,
Germany).



Enzim orani: 5 mg/
1 gr 6rnek

Sicaklik: 60°C
Siire: 20 saat

9000 rpm, 4°C, 30 dk

9000 rpm, 4°C, 30 dk ——»

-56°C’de 24 saat

—

—
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Kuzu ayagi

!

Enzimatik ekstraksiyon

Farkli sicaklik (60, 65, 70°C) ve
stirelerde (20, 40, 60 dk) ultrason
uygulamasi (35 kHz; 140/560 W)

Alt faz ayrilir,

Santrifiij —® ist faz alinarak

isleme devam
l edilir

%80’lik (v/v) etanol ile 4°C’de
bir gece ¢oktiirme

!

s Ust faz ayrilr,
Santriftj —* alt faz almarak
diyaliz islemine
l gegilir
24 saat boyunca saf suya kars1
diyaliz

!

—

Liyofilizasyon

Sekil 3.6. Kuzu ayaklarindan GAG iiretimi akis semast



32

3.2.4. Analiz Yontemleri

Hammade, kolajen ve GAG orneklerine yapilan tiim analizler 3 paralel ve

2 tekrarl olarak ytiriitiilmiistiir.

3.2.4.1. Protein Miktari Tavini

Hammadde olarak kullanilan kuzu ayaklarimin toplam protein miktar
Kjeldahl yontemi (Kjeldahl, 1883) referans alinarak belirlenmistir (Gerhardt Co.
Bonn Almanya). Yaklasik 1 gram 6rnek tartilarak Kjehdahl balonuna konduktan
sonra tlizerine 10 g katalizor ve 25 ml derisik siilfirik asit (H2SOa4) ilave edilerek
Kjehdahl balonu yakma setine yerlestirilmistir. Ardindan, 6rrnek ilk 15 dakika
200-250°C’de, daha sonra 350-400°C’de siyah nokta kalmayincaya kadar
yakilmistir. Yakma isleminin ardindan yas yakma tiipleri oda sicakliginda
sogutulmustur. Daha sonra, iizerine 25 ml saf su ilave edilerek destilasyon
cihazina yerlestirilmistir. Bir erlene 50 ml borik asit ¢ozeltisi koyularak adaptoriin
agzi1 erlenin dibine degecek sekilde yogunlastiricinin altina yerlestirilmistir. Borik
asit ¢ozeltisi mavi-yesil renk aldiginda destilasyon islemi sona erdirilmistir.
Ardindan erlen igindeki ¢ozelti, 0.1 N hidroklorik asit (HCI) ile pembe renk
gozleninceye kadar titre edilmistir. Kor deney icin ornek yerine filtre kagidi

koyularak ayni islemler tekrarlanmistir.

% azot = [0,014 x N x (V1-V2) x 100] / m

V1= Titrasyonda harcanan HCI ¢ozeltisinin mL hacmi

V2= Sahit deneyde titrasyonda harcanan HCI ¢6zeltisinin mL hacmi

N= Ayar1 yapilan hidroklorik asit ¢ozeltisinin derigimi

m= Alinan 6rnegin g agirlig1

Orneklerin % azot miktar1 belirlendikten sonra 6.25 doniisim faktorii ile

carpilarak toplam protein miktar1 hesaplanmustir.

3.2.4.2 Yag Miktar: Tavini

Kuzu ayaklarinin yag igerigi, AOAC 960.39’a gdre belirlenmistir. Ik
olarak oOrnekler 105°C’de etlivde nemin uzaklastirilmasi amaciyla 1-2 saat

kurutulmustur. Ardindan, kaba siizge¢ kagidi tlizerine yaklasik 10 gram Ornek
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tartilarak ekstraktore yerlestirilmistir. Analizde kullanilacak balonlar etiivde sabit
tartima getirildikten sonra desikatorde sogutularak daralar1 kaydedilmistir. Balona
ve govdeye yaklasik 1.5 sifon yapacak kadar hekzan ilave edilmistir. Balon,
ekstraktor ve geri sogutucu birbirine baglanarak, su banyosu {izerine yerlestirilmis
ve yaklasik 6 saat ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra balonun
icerisindeki hekzan rotary evaporatdrde uzaklastirilmistir. Balonun son agirlig
kaydedildikten sonra i¢indeki yag miktar1 % yag olarak asagidaki formiilden

hesaplanmuistir:

% Yag Miktar1 = [100 x (M2 — M1 ) / Mo]

Mo:Deney numunesinin kiitlesi, g
Mzi:Ekstraksiyon balonunun darasi, g

Mz:Ekstraksiyondan sonra yag ve balonun birlikte kiitlesi, g

3.2.4.3. Kiil Miktar1 Tayini

Kuzu ayaklarmin kiil miktari, AOAC 920.153’¢ gore saptanmustir. On
yakmasi tamamlanan Ornekler, sabit tartima getirilmis krozede 550°C’deki kiil
firin1 (Carbolite Ltd., Almanya) i¢inde acik gri kiil elde edene kadar yakilmstir.

Sonuglar % kiil olarak ifade edilmistir.
Hesaplama: % Kiil= [ kiil agirligi (g) / 6rnek agirhigi (g) ] x 100

3.2.4.4. Nem Analizi

Hammadde, liyofilize kolajen ve GAG oOrneklerinin nem analizi AOAC
950.46 B (a) referans alinarak yapilmistir. Agirlig1 bilinen petri kaplaria 6rnekler
tartilmis ve 105°C etiivde (Memmert Model 30-1060, Almanya) sabit tartima
gelene kadar kurutulmustur. Kurutma isleminin ardindan, ornekler desikatorde
sogutularak tartilmigtir. Tartim farki bulunarak ornegin nem yiizdesi

hesaplanmustir.

Hesaplama: %o0Nem = [ nem agirhigi (g) / 6rnek agirhigi (g) ] x 100
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3.2.4.5. Renk Tayini

Liyofilize kolajen ve GAG o6rneklerinin renk 6lgiimleri, Minolta Colour
Reader (CR10, Minolta Camera Co., Osaka, Japan) kullanilarak CIE (L*a*b*)
renk uzayina gore Ol¢iilmiistiir (Liu et al., 2001). Bu renk uzayina gore, L* degeri
parlaklik/koyuluk, a* degeri yesillik (-a*)/kirmizilik (+a*), b* degeri ise sarilik
(+b*)/mavilik (-b*) degerini gostermektedir (Hunter, 1975). Tim Ol¢iimler 4

paralel seklinde yapilarak, ortalama degerler alinmistir.

3.2.4.6. Kolajen Analizi

Kolajen miktar1 Total Collagen Assay Kit (K218, BioVision, ABD)
kullanilarak belirlenmistir. Analizdeki temel prensip hidroksiprolin ve hidrolizat
olusturmak igin érnegin asit hidrolizine dayanmaktadir. Ornekler kitteki prosediire
uygun olarak hazirlanmistir. 10 mg ornek / 100 pl saf suda ¢ozdiirtilmistiir.
Ardindan 100 pl homojen o6rnege, 100 pl (~12 M) HCI eklenerek basinca
dayanikli Teflon kapakli vial iginde 120 °C de 3 saat hidrolize edilmistir. Hidroliz
islemi sonrasi, 0rnekler aktif komiir ile temizlenmistir. Ardindan santrifiij edilerek
aktif komiirlii ¢okelti uzaklastirilmistir. Berrak hidrolize edilmis 6rneklerden 20 ul
aliarak, 96 oyuklu plakaya transfer edilmis ve 6rnekler tamamen kuruyana kadar
70°C deki vakumlu etiivde buharlastirilmistir. Buharlastirma islemi sonrasinda,
her bir 6rnege 100 pl Kloramin T reaktifi eklenerek oda sicakliginda 5 dakika
inklibe edilmistir. 5 dakika sonunda, her bir oyuga 100 pl DMAB reaktifi
eklenmistir ve 6rnekler 60°C’de 90 dk inkiibe edilmistir. Ardindan, 560 nm dalga
boyunda plaka okuyucu (UV/VIS Multi well Spektrofotometre/ Thermo Scientific

Multiskan GO) kullanilarak 6rneklerin absorbans degerleri okunmustur.

Standart egri grafigi i¢in ise, teflon kapakli viallere 0, 20, 40, 60, 80, 100
ul saf tip I kolajen standardi (1 mg/mL) aktarilmistir. Ardindan 100 pl 0.02 M
asetik asit ve 100 pul (~12 M) HCI eklenerek 120 °C de 3 saat hidrolize edilmistir.
Hdiroliz islemi sonunda, her bir vialden 15 pl cekilerek, 96 oyuklu plakaya
transfer edilmistir. Bu asamadan sonra uygulanan tiim islemler, Grneklere
uygulanan islemlerle aynidir. Absorbans degerleri okunduktan sonra, standart egri

cizilmistir (Ek 1).
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Hesaplama: Toplam Kolajen Konsantrasyonu= (B/V) x D pg/uL

B: Standart egriden alinan 6rnekteki kolajen miktari (ug)
V: Reaksiyon kuyucuguna eklenen 6rnek hacmi ( 20 pl)
D: seyreltme faktorii (2100 pl)

Orneklerin absorbans degerlerinden kor degeri ¢ikarilarak, standart egriden
alinan Ornekteki kolajen miktar1 (pg) bulunmustur ve toplam kolajen

konsantrasyonu hesaplanmistir. Sonuglar (ug / pl) olarak ifade edilmistir.

3.2.4.7. Sodyum Dodesil Siilfat Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Kolajen oOrneklerinin protein dagilimlarmi karsilagtirmak i¢in Biorad
Protean Tetrad sistemi ile SDS- poliakrilamid jel elektroforezi yapilmistir
(Laemmli 1970). Liyofilize kolajen 6rnekleri, % 10 (w/v) SDS ve 0.1 M NaCl
iceren 0.1 M Tris-HCI (pH 6.8) igerisinde % 0.2 (w/v) oraninda ¢ozdiiriilerek,
yikleme boyasiyla 95°C’de 10 dk kaynatilarak kuyulara yiiklenmistir.
Elektroforez islemi i¢in %10’luk ayirma jeli ile %5°lik toplama jeli kullanilmigtir.
20 pl ornek, jele yiliklendikten sonra, oncelikle 85 voltta 15-20 dakika, ardindan
120 voltta yaklasik 2 saat elektrik alan altinda yiiriitiilmistiir. Elektroforez sonrasi

jel, Coomassie Brilliant Blue R-250 ile boyanmis ve goriintiilenmistir.

3.2.4.8. HPLC Analizi

GAG orneklerindeki kondroitin siilfat miktar1 HPLC yontemi ile
belirlenmistir (Nagarajan et al., 2013). Mobil faz ve 6rnek hazirlamada, asetik asit
(Merck-537020), asetonitril HPLC grade (Sigma Aldrich-34851), oktan siilfonik
asit (Merck-1.18307) ve trietilamin (Merck-T0886) kullanilmustir.

Mobil faz ve cozeltilerin hazirlanmasi: Ornek ve standart hazirlamada
kullanilan ¢6zelti, 0.3 mL asetik asit ile 5 mL asetonitril karisiminin ultra saf su
ile 100 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlanmistir. Mobil faz olarak, sulu oktan
stilfonik asit: asetonitril: trietilamin (90.65: 8.96: 0.381) karisimi1 hazirlanmustir.
Orto fosforik asit ile pH 4’e ayarlanmistir. Hazirlanan mobil faz ve ¢6zelti, vakum
altinda 0,45 pum membran filtreden gecirilmis ve 5 dakika ultrasonik banyoda

degaz edilmistir.
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Standart hazirlama: Kondroitin siilfat standardindan (Merck- 9819) 80
mg tartilarak, 25 ml asetik asit: asetonitril karisiminda ¢ozdiiriilmistiir. Cozdiirme
isleminin ardindan standart karisim 5 dakika boyunca ultrasese tabi tutularak
asetik asit: asetonitril karigimi ile 100 ml’e tamamlanmistir. Hazirlanan stok
¢ozeltiden, 45, 85, 200, 400 ve 600 ppm (mg/L) ¢alisma ¢ozeltileri hazirlanmustir.

Karigim 0.45 um membran filtreden gegirilerek HPLC viallerine aktarilmustir.

Orneklerin hazirlanmasi: 5 mg liyofilize GAG &rnegi tartilarak, 1 ml
asetik asit: asetonitril karisiminda ¢ézdiiriilmiistiir. Cézdiirme isleminin ardindan
ornek karigim 5 dakika boyunca ultrasese tabi tutularak 0.45 pm filtreden

gecirilmistir. Ardindan HPLC viallerine aktarilmistir.

Kromatografik Analiz: Calismada ters fazli, C18 kolonlu HPLC (Agilent
Technologies 1260 Infinity 1lI, ABD) kullanilmistir. Hazirlanan 6rnek
cozeltisinden 20 ul HPLC sistemine enjekte edildikten sonra, mobil faz ¢ozeltisi

Tablo 3.1°de verilen kromatografik kosullar altinda yiiriitilmustiir.

Tablo 3.1. Kromatografik Kosullar

Kolon sicakligi 25°C
Kolon akis hiz1 1 ml/dk
Enjeksiyon hacmi 20 ul
Dalga boyu aralig1 195 nm

Analiz sonunda farkli konsantrasyonlara denk gelen pik alanlar
belirlenerek standart kalibrasyon egrisi (Ek 2) cizilmistir. Kalibrasyon egrisinden
elde edilen denklem ile kondroitin siilfat miktarlar1 hesaplanmistir. Orneklerin

kondroitin siilfat icerigi (mg/L) olarak ifade edilmistir.
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3.2.4.9.Ekstraksiyon _verimlerinin __belirlenmesi: Kolajen ve GAG

ekstraksiyon verimleri, asagida belirtilen formiile gore kuru agirlik bazinda

hesaplanmustir.

% Ekstraksiyon Verimi (kuru agurlik) = (A/ (B — C) x 100)

A Ekstraktin kuru agirlig
B: kuzu ayaginin agirhigi

C: kuzu ayaginin nem igerigi

3.2.4.10. Taramalh Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Kolajen ve GAG orneklerinin morfolojik ozellikleri, taramali elektron
mikroskobu (ThermoFisher, QUANTA FEG 250, ABD) ile incelenmistir.
Ornekler, goriintiilemeden once iletken altn-paladyum tabakasi ile kaplanmigtir
(Zhou et al., 2016). SEM analizi hizmet alimi1 yoluyla Ege Universitesi-Merkezi
Aragtirma Test ve Analiz Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde

(MATAL) gergeklestirilmistir.

3.2.4.11. Fourier Doniisumlii Kizilotesi (FTIR) Spektrometresi analizi

Kolajen ve GAG Orneklerinin kizilotesi spektrumlari, Zayiflatilmis
Toplam Yansima (ATR)- FTIR cihaz1 (Thermo Scientific NICOLET iS10, ABD)
kullanilarak 4000-400 cm™ dalga boyunda &lgiilmiistiir (Ferraro et al., 2017).
FTIR analizi hizmet alimi yoluyla Dokuz Eyliil Universitesi- Elektronik
Malzemeler Uretim ve Uygulama Merkezi’nde (EMUM) gergeklestirilmistir.

3.2.4.12. istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen sonuglarin istatistiksel analizi SPSS (SPSS 11.0, Chicago, IL,
ABD) paket programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Sonuglar arasinda énemli
diizeyde fark (p<0.05) olup olmadigi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
degerlendirilmistir. Ortalamalar arasindaki farklililar Duncan ¢oklu karsilastirma

testi ile %95 giliven araliginda incelenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu béliimde, ¢alismada hammadde olarak kullanilan kuzu ayagi ile kuzu
ayagindan elde edilen kolajen ve GAG tozlarina iliskin analiz sonuglar

degerlendirilmistir.

4.1 Kuzu Ayaklarina Ait Analiz Sonug¢lar:

Yikama ve boyut kiiciiltme amaciyla mekanik 6giitliciide parcalanan kuzu
ayaklarmin toplam nem igerigi %45+4,06 olarak bulunmustur. Kuru maddenin
yaklasik %40’1n1 protein, %30 unu kiil, %17 1sini ise yag olusturmaktadir. Geriye
kalan %13°lik kismi1 ise karbonhidrat olusturmaktadir. Kuzu ayaklarinin bilesimi

Tablo 4.1°de goriilmektedir.

Tablo 4.1. Kuzu ayaklarinin kimyasal bilesimi (Yas temel)

Nem(%) %45 + 4,06
Protein(%) %21.86 £1.42
Kiil (%) %16.72 + 3.04
Yag (%) %9.44 £ 1.73
Karbonhidrat* %6.98

Literatiirde yapilan caligmalar incelendiginde, kuzu ayaklarinin bilesimine
yonelik bir calismaya rastlanmamistir. Kolajen kaynagi olarak degerlendirilen
tavuk ayagi ve balik derisi ile kiyaslandiginda, kuzu ayagi protein igeriginin
(%21.86), tavuk ayagi protein igeriginden (%17.42, Liu et al., 2001) fazla oldugu,
balik derisinin (Osteochilus vittatus) protein icerigi (%21.80, Anto et al., 2018) ile
benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Kuzu ayaginin protein iceriginin fazla olmasi,
kolajen ekstraksiyonu i¢in alternatif hammadde olarak kullanilmasina olanak
saglamaktadir. Ticari kolajenlerin birgogunun ozellikle sigir ve domuz gibi
memeli hayvanlarin yan {iriinlerinden elde edildigi, ancak sigirlarda goriilen deli
dana hastaligi, inanca dayali kisitlamalar gibi problemlerin arastirmacilari kolajen
icin farkli hammaddeler arayisina yonlendirdigi goriilmistiir. Bu tez caligmast ile

kuzu ayaklar alternatif kolajen kaynagi olarak degerlendirilmistir.



39

Kuzu ayaklarmin kiil igeriginin yiiksek olmasinin yiiksek oranda kemik
kalintis1 icermesiyle iliskili oldugu diisiiniilmektedir. On islemlerle birlikte
kolajen saflig1 ve ekstraksiyon veriminin arttigi bilinmektedir (Schmidt et al.,
2016; Xu et al., 2017). Kiil ve yag iceriginin fazla olmasi, nedeniyle, ekstraksiyon

islemi 6ncesinde yag uzaklastirma ve dekalsifikasyon islemleri uygulanmustir.

Yapilan bir ¢aligmada kemik, kikirdak, deri, kas ve yag dokusundan olusan
tavuk yan triinleri karisimi kondroitin stilfat kaynagi olarak degerlendirilmistir
(Nakano et al., 2012). Et endiistrisinde, kikirdak, kemik, deri ve tendon dokularini
igeren bag dokular1 nispeten katma degeri diisiik olan yan {irtinler sayildig icin,
bu yan triinlerden katma degeri yiiksek GAG eldesinin endiistri i¢in oldukca
onemli oldugu belirtilmektedir (Nakano et al., 2010). Kuzu ayag1 karbonhidrat
iceriginin yaklasik %13 (kuru temelde) oldugu g6z Oniine alindiginda, kuzu

ayaklarinin alternatif GAG kaynagi olarak degerlendirilebilecegi 6ngoriilmektedir.

4.2. Kolajen Analizi Sonuclar:

Farkli sicaklik ve siirelerde uygulanan ultrason isleminin Kolajen

konsantrasyonlarina etkisi Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Kolajen konsantrasyonlari(pg/ul)
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Sekil 4.1. Ekstraksiyon sicakligt ve ultrason siiresinin kolajen

konsantrasyonuna etkisi
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Ayni sicaklikta artan ultrason siiresine bagli olarak kolajen
konsantrasyonlarinda da artis gozlenmistir. 25°C sicaklikta farkli ultrason
stirelerinde elde edilen kolajen 6rneklerinin en yiiksek kolajen konsantrasyonuna
sahip oldugu gorilmistiir. 25°C sicakligin tlizerindeki sicaklik ve siirelerde
kolajen konsantrasyonunun azalmaya basladig1 gozlenmistir. Farkli ekstraksiyon
kosullar1 altinda iiretilen ekstraktlarin kolajen konsantrasyonlari Tablo 4.2°de

goriilmektedir.

Tablo 4.2. Farkli ekstraksiyon kosullar1 altinda tiretilen 6rneklerin kolajen

konsantrasyonlari

Ekstraksiyon Kosulu Kolajen igerigi (ug/ul)
20°C-20dk 715,13+70,942
20°C-40 dk 1618,51+127,96
20°C- 60dk 4655,31+290,73¢
25°C- 20 dk 1354,10+204,452°
25°C- 40 dk 3358,60+499,14¢
25°C- 60 dk 5061,75+171,41¢
30°C- 20 dk 946,28+96,15%
30°C- 40 dk 1372,56+86,69%°
30°C- 60 dk 2852,49+265,39°

ab-cdeAyny siitunda farkli harflerle isaretlenen gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan
6nemlidir (p< 0,05).

Tim kolajen Orneklerinin, kolajen konsantrasyonlar1 arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05) (Ek 3). Genel olarak ultrason
stiresinin, Kkolajen konsantrasyonunu sicakliga gore daha fazla etkiledigi
goriilmektedir. 60 dk ultrason siiresinde elde edilen ekstraktlarin kolajen
konsantrasyonlarinin daha fazla oldugu goriilmiistiir. Kolajen konsantrasyonunun
en fazla oldugu ekstraksiyon kosulu 25°C-60dk ultrason uygulamasi (5061,75
pg/ul) olarak belirlenmistir. Bu kosullar altinda maksimum 14.49+0.72 mg /g
Kuzu ayagi kolajen verimi elde edilmistir. Arumugam ve ark. (2018), balik
derisiyle yaptiklar1 ¢alismada, maksimum kolajen verimini 19.27 + 0.05 mg/g
balik derisi olarak bildirmiglerdir. Sonuglarin birbiriyle uyumlu oldugu

goriilmektedir. Kolajen ekstraksiyon verimleri Tablo 4.3’de verilmistir.
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Tablo 4.3. Kolajen Ekstraksiyon verimleri (Kuru temel)

Ekstraksiyon Kosulu Ekstraksiyon verimi (% 9o/ ¢
kuzu ayag)

20°C-20 dk 2.06+0.28
20°C- 40 dk 5.15+0.64
20°C- 60 dk 2.5+0.41
25°C- 20 dk 1.77+£0.12
25°C- 40 dk 3.2240.15
25°C- 60 dk 2.73+0.25
30°C- 20dk 2.11+0.11
30°C-40 dk 2.44+0.13
30°C- 60dk 3.34+0.36

Ekstraksiyon  verimlerinin ~ %1.77-%5.15  arahiginda  degistigi
goriilmektedir. 20 dk ultrason siiresinde elde edilen kolajen 6rneklerinin daha
diisiik verime sahip oldugu goriilmiistiir. En yiiksek ekstraksiyon verimine, 20°C-
40 dk ultrason uygulamasinda ulasilmistir. Tan ve Chang (2018), farkli balik
tiirlerinden elde edilen kolajen verimlerinin %2 ila %51,4 arasinda degistigini
bildirmistir. Farkli asitlerin tavuk ayagi kolajeni verimine etkisinin incelendigi
diger bir ¢aligmada, maksimum kolajen verimine laktik asit ile (%8.34+0.99)
ulagilmistir (Cheng et al., 2009). Literatiirdeki ¢alismalar ile kiyaslandiginda,
kuzu ayagi kolajen verimlerinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Kuzu ayagindaki
capraz baglarin fazla olmasi, ekstraksiyon siiresinin literatiirdeki caligmalara
kiyasla daha kisa olmasi gibi sebeplerden dolay1 ekstraksiyon veriminin daha

diisiik oldugu diistiniilmektedir.

Kolajen analizi sonuglari, kuzu ayaklarinin alternatif kolajen kaynagi

olarak kullanilabilecegini gostermistir.

4.3. Elektroforez

Kolajen 6rneklerinin protein dagilimlarini gosteren SDS-PAGE bantlar1 ve

alt birim bilesenleri Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Farkli ekstraksiyon kosullarinda elde edilen kolajen
orneklerinin SDS-PAGE bantlari. (M: Molekiiler agirlik belirteci. 1- 20°C-20 dk.
ultrason uygulamasi. 2- 20°C-40 dk. ultrason uygulamasi. 3- 20°C-60 dk. ultrason
uygulamasi. 4- 25°C-20 dk. ultrason uygulamasi. 5- 25°C-40 dk. ultrason
uygulamasi. 6- 25°C-60 dk. ultrason uygulamasi. 7- 30°C-20 dk. ultrason
uygulamasi. 8- 30°C-40 dk. ultrason uygulamasi. 9- 30°C-60 dk. ultrason

uygulamast)

Farkli ekstraksiyon kosullar altinda iiretilen tiim kolajenlerin, al, o2, B ve
y zincirlerinden olustugu gozlenmistir ( ~130 kDa/ al; ~ 116 kDa/ o2; 250 kDa/
B ; ~300 kDa/ y ). Yiiksek molekiiler agirliga sahip B (a- zincirlerinin dimerleri)
ve v (a- zincirlerinin trimerleri) zincirlerinin varligi, kuzu ayag: kolajenin yiiksek
capraz baglara sahip oldugunu gostermektedir (Shoulders and Raines, 2009;
Skierka and Sadowska, 2007). Kuzu ayag1 kolajeni molekiiler agirlik dagiliminin
(al- MW 130 kDa; a2- MW 116 kDa), literatiirde kolajen kaynagi olarak
bildirilen sigir tendonu kolajeni (a1- MW 120 kDa; a2- MW 116 kDa) (Ran and
Wang, 2014), Tilapiya baligi derisi kolajeni (a1- MW 130 kDa; 02- MW 120
kDa) (Chen et al., 2016) ve levrek pulu kolajeni (al- MW 118 kDa; a2- MW 105
kDa) (Chuaychan et al., 2015) molekiiler agirlik dagilimi ile benzerlik gosterdigi
goriilmiistiir. 55 kDa altinda ihmal edilebilir diisiik molekiil agirligina sahip
proteinlerin varlig1 da tespit edilmistir. Bu durumun, ultrason uygulamasi ile
birlikte kolajen olmayan bazi proteinlerin de ortaya ¢ikmis olmasindan kaynakli
oldugu diisiiniilmektedir (Kim et al., 2012; Ali et al., 2018).
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SDS-Page elektroforez sonuglarina gore, 30°C-60 dk. ultrason uygulamasi
disindaki tiim sicaklik ve siirelerde uygulanan ultrason isleminin, kolajen
orneklerinin protein bantlarini, molekiiler agirlik veya yogunluk agisindan
etkilemedigini gostermistir. 30°C-60 dk. ultrason uygulamasindaki kolajenin ise
diger parametrelerdeki kolajen Orneklerine kiyasla daha disik o-zinciri
yogunluguna sahip oldugu gézlenmistir. Bu durumun, artan sicaklik ve ultrason
stiresine bagli olarak, protein yapisinin etkilenmeye baslamasindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Elektroforez sonuglari, farkli ekstraksiyon kosullart altinda iiretilen tim
kolajenlerin yapisal biitiinliiglinii korudugunu ve Tip I kolajenin [al(1)]2 a2(1)]
kuzu ayag1 kolajeninin ana bileseni oldugunu goéstermistir (Kittiphattanabawon et

al., 2005; Hashim et al., 2014; Zhou et al., 2016).

4.4. Kolajen Orneklerinin FTIR Spektrumlari

Farkli sicaklik ve siirelerde elde edilen kolajen Orneklerinin FTIR
spektrumlart Sekil 4.3, 4.4 ve 4.5’de goriilmektedir. Her bir kolajen 6rneginin
FTIR spektrumlart ayr1 ayri olarak EK 4-12°de verilmistir. Her bir tepe noktasina
karsilik gelen fonksiyonel gruplar ve atamalar1 Tablo 4.4’de verilmistir. Tim
kolajen 6rneklerinin FTIR spektrumunda karakteristik olan amit A, amit B, amit I,

amit II ve amit III bantlar1 goriilmiistiir.

Amit A bandi, genellikle N-H germe titresiminden kaynaklanir ve 3400-
3440 cm? dalga sayist (Wavenumber) araliginda meydana gelir (Riaz et al.,
2018). Farkli ekstraksiyon kosullar1 altinda iiretilen kolajen drneklerinin Amit A
bantlari, “3303-3307 cm™” dalga sayisi araliginda gériilmiistiir. Bu durum, N-H
fonksiyonel grubunun hidrojen baglar1 ile birlestiginde, bant konumunun daha
diisiik frekans bolgelerine kaymasindan kaynaklanmaktadir (Doyle et al., 1975).
30°C-20 dk ultrason uygulamasindaki kolajen 6rneginin Amit A band1 “3303.97
cm-1” diger kolajen 6rneklerine gore daha diisiik frekans gostermistir. Bu durum,
polipeptit zincirindeki hidrojen bagina katilan N-H grubunun, 30°C-20 dk’daki

kolajen 6rneginde daha fazla oldugunu gostermektedir.
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Amit B bandi, asimetrik CH2 gerilmesi ve —CHz alkil zincirinden
kaynaklanan emilim ile ilgilidir (Hsu et al., 2005). Kolajen 6rneklerinin amit B
bantlar1 “2922-2924 cm™” dalga sayis1 araliginda goriilmiistiir. Amit I, 1T ve III
bantlarinin, kolajende bulunan molekiiler diizenin derecesinden sorumlu oldugu
ve sirasiyla C=0 gerilmesi, N-H biikiilmesi ve C-N gerilmesi sonucu meydana
gelen ticlii sarmal yapinin olusumunda rol oynadig: bilinmektedir (Muyonga et al.,
2004). Kolajen oOrneklerinin amit I, II ve III bantlarinin dalga sayisi araligi
sirastyla “1631-1636 cm™”, “1547-1549 cm™”, “1236-1237 cm™” olarak
bulunmustur. Amit I ve II bantlari, 25°C-60 dk ultrason uygulamasinda en yiiksek
frekans1 “1636.85 ve 1549.46 cm™” gostermistir. Bantlarin daha yiiksek frekans
bdlgesine kaymasi, 25°C-60 dk’daki kolajen 6rneginin daha yiiksek bir molekiiler
diizene sahip oldugunu, dolayisiyla molekiiller arasi ¢apraz baglarin da fazla

oldugunu gostermektedir (Liang et al., 2014).

Tiim kolajen &rneklerinde “1451-1453 cm™'” dalga sayis1 araliginda CH2
biikiilmesi gdzlenmistir. Amit III band: ile “1450-1454 cm-!" bandi arasindaki
yogunluk oraninin, 1’¢ yakin olmasi kolajenin tglii sarmal yapisinin
bozulmadigimi gostermektedir (Plepis et al., 1996). Tiim kolajen 6rnekleri i¢in bu

oran 1.17 olarak bulunmustur.

Kuzu ayagindan elde edilen kolajenlerin, literatiirdeki diger kolajen
ornekleri ile benzer FTIR spektrumlar: sergiledigi goriilmiistiir (Sinthusamran et
al., 2013; Kaewdang et al., 2014; Gao et al., 2017). Farkl1 sicaklik ve siirelerde
uygulanan ultrason isleminin, kolajen yapisina zarar vermedigi FTIR sonuclari ile

desteklenmistir.
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Sekil 4.3. 20°C’de farkli ultrason siirelerinde elde edilen kolajenlerin FTIR

spektrumlari
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Sekil 4.4. 25°C’de farkli ultrason siirelerinde elde edilen kolajenlerin FTIR

spektrumlart
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Sekil 4.5. 30°C’de farkli ultrason siirelerinde elde edilen kolajenlerin FTIR

spektrumlari

Tablo 4.4. Kuzu ayagi kolajenine ait FTIR spektrumunda yer alan bantlar

ve atamalari

Bant Dalga sayis1 arahg (cm™) Atamalar (Liang et al., 2014)
Amit A 3303-3307 N-H gerilmesi ile intermolekiiler H
bag1

Amit B 2922-2924 CH: asimetrik gerilmesi
o 3072-3088 CH2 asimetrik gerilimi

Amit | 1631-1636 C=0 gerilmesi/ COO" ile birlikte

H bagi

Amit 11 1547-1549 N-H biikiilmesi, C-N gerilmesi

. 1451-1453 CHz2 biikiilmesi
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L 1400 COO" simetrik gerilmesi
L 1337 CHzsallanma

Amit 111 1236-1237 N-H biikiilmesi, C-N gerilmesi
. 1082 C-O gerilme titresimi
o 644-656 Iskelet titresimi

— ! spektral bolge igin ortak bir isim yok.

4.5. Kolajen Orneklerinin SEM Analizi

Kolajen orneklerinin yiizey morfolojisi ve pargacik boyutlari, taramali
elektron mikroskobu ile belirlenmistir. SEM goriintiileri 5000x biiyiitme ile
alinmigtir. Farkli ekstraksiyon kosullarinda elde edilen kolajen 6rneklerinin SEM

goriintiileri Sekil 4.6 - 4.14° de verilmistir.

% 7/16/2019 HV spot usecase mag O WD det — T |

827:34AM 5.00kv 7.0 Standard 5000x 9.5mm ETD EGE-MATAL

Al: biiyiitme = 5000x

Sekil 4.6. 20°C- 20 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen kolajen
orneginin 5000 kat biiyiitiilmiis SEM goriintiisii
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spot | use case mag] | wD det —20 pm ————
5.00 kV 7.0 Standard | 5000x | 9.4mm | ETD EGE-MATAL

Al: biiyiitme = 5000x

Sekil 4.7. 25°C- 20 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen kolajen
orneginin 5000 kat biiyiitilmiis SEM goriintiisii

i )
0 4
i/ TN
7/16/2019 HV spot usecase mag O WD det  — T e |

8:46:14 AM 5.00kv 7.0 Standard 5000x 9.3 mm ETD EGE-MATAL

Al: biiyiitme = 5000x

Sekil 4.8. 30°C- 20 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen kolajen
orneginin 5000 kat biiyiitilmiis SEM goriintiisii
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% 7/16/2019 HV spot | use case magd | WD det 20 ym —
83132AM | 5.00kV | 7.0 Standard | 5000x | 94mm | ETD EGE-MATAL

Al: biiyiitme = 5000x

Sekil 4.9. 20°C- 40 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen kolajen
orneginin 5000 kat biiyiitiilmiis SEM goriintiisii

ﬁ; 7/16/2019 HV spot | use case mag] | wD det 40 ym ———
13 8:39:08 AM 5.00 kV 7.0 Standard | 2500x | 9.2mm ETD EGE-MATAL

Al: biiyiitme = 5000x

Sekil 4.10. 25°C-40 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen Kkolajen
orneginin 5000 kat biiyiitiilmiis SEM goriintiisii
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7/16/2019  HV spot usecase |mag O WD det —30pm—

8:50:50 AM 5.00kV 7.0 Standard 5000x 9.1mm ETD EGE-MATAL

Al: biiyiitme = 5000x
Sekil 4.11. 30°C- 40 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen kolajen

orneginin 5000 kat biiyiitilmiis SEM goriintiisii

/2019 HV spot | use case mag] | wD det 20 ym ——
1AM 5.00kV | 7.0 Standard | 5000x | 9.3 mm | ETD EGE-MATAL

Al: biiyiitme =5000x

Sekil 4.12. 20°C- 60 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen kolajen
orneginin 5000 kat biiyiitiilmiis SEM goriintiisii



o1

¢ 7/16/2019 | HV spot usecase mag O WD det  — e T e

8:41:33AM 5.00kVv 7.0 Standard 5000x 9.3 mm ETD EGE-MATAL

Al: biiyiitme = 5000x

Sekil 4.13. 25°C- 60 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen Kkolajen
orneginin 5000 kat biiyiitiilmiis SEM goriintiisii

%, 7/16/2019 HV spot usecase 'mag O WD det | — (AT}
8:52:38 AM 5.00kV 7.0 Standard 5000x 9.5 mm ETD EGE-MATAL

Al: biiyiitme = 5000x

Sekil 4.14. 30°C- 60 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen Kkolajen
orneginin 5000 kat biiyiitiilmiis SEM goriintiisii

Kolajen orneklerinin yiizey morfolojileri ve mikroyapilar incelendiginde,
tim Orneklerin lifli ve gozenekli yapiya sahip oldugu goriilmektedir. Kolajen
orneklerinin ortalama lif ¢apinin 0.1~0.9 um araliginda degistigi goriilmiistiir.
Ultrason sicakligt ve siiresine bagli olarak bazi farkliliklar gozlenmistir.
20°C’deki kolajen Orneklerinde daha diizenli ve belirgin lif yapist goriiliirken

sicaklik arttik¢a, daha diizensiz, piiriizlii ve kiigiik gbézeneklere sahip siingerimsi
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yap1 goOzlenmistir. Sicakligin ve artan ultrason siirelerinin kolajen yapisini
etkiledigi acik sekilde goriilmektedir. Daha yiiksek sicakliklarda, kolajendeki lif
yapisinin kaybolmaya basladigi gozlenmistir. Bu durumun, kolajendeki tglii
sarmal yapmin kirilmasindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle
30°C’de farkli ultrason siirelerinde elde edilen kolajen Orneklerinde, piiriizli ve
cok katmanli yap1 gozlenmistir. Bu durumun liyofilizasyon sirasindaki
dehidrasyondan kaynakli olabilecegi bildirilmistir(Wang et al., 2014; Zou et al.,
2017).

I¢ ice gecmis tabakalar arasindaki bosluk, kolajene gozeneklilik
kazandirmaktadir. Spiral benzeri goriinimdeki lifler, literatiirde bildirildigi gibi,
birbirine baglanmis bir tabaka olarak gozlenmistir (Zhou et al., 2016; Zou et al.,
2017; Arumugam et al., 2018). Gozeneklilik, gézeneklerin biiytikligi ve malzeme
yiizey alani, biyomalzemelerin biyomedikal agidan 6nemli parametreleri olarak
kabul edilmektedir. Kuzu ayagindan elde edilen kolajendeki homojen ve diizenli
ag yapis, ilag tasiyici olarak kolajeni elverisli hale getirmektedir (Ho et al., 1997;
Tamilmozhi et al., 2013; Veeruraj et al., 2013; Jeevithan et al., 2015).

SEM analizi sonuglari, kolajen orneklerinin mikroskobik yapisinin
ultrasonik dalga uygulamasindaki kavitasyondan ve mekanik salinimlardan
etkilendigini ve ultrason uygulamasinin goriiniir fiziksel degisikliklere neden

oldugunu gostermistir.

4.6. Kolajen Orneklerinin Renk Degerleri

Farkl1 ekstraksiyon kosullar1 altinda (sicaklik ve ultrason siiresi) iiretilen
kolajen orneklerinin renk degerleri (L*, a* ve b*) Tablo 4.5°de, liyofilize kolajen
ornegi (25°C- 60 dk) gorseli Sekil 4.15°de verilmistir.



53

Tablo 4.5. Farkli ekstraksiyon kosullar1 altinda iiretilen kolajen 6rneklerinin

renk degerleri

Parametre L* a* b*
20°C-20dk 67,51+0,47° 0,82+0,02° 9,39+0,13¢
20°C-40 dk 63,97+1,87° -0,11+0,05° 8,39+0,53"
20°C- 60dk 64,37+1,022 0,42+0,05" 8,92+0,18%
25°C- 20 dk 63,17+0,52° -0,03+0,08? 8,75+0,14°
25°C- 40 dk 71,31+0,22° -0,09+0,022 7,720,162
25°C- 60 dk 69,48+0,28% 1,02+0,06¢ 11,93+0,31
30°C- 20 dk 71,4440,56° 0,45+0,02° 10,40+0,14°
30°C- 40 dk 71,39+0,36° -0,075+0,012 8,14+0,03%®
30°C- 60 dk 81,64+0,07° -0,025+0,01° 8,47+0,008"

ab-cdefAyn; siitunda farkli harflerle isaretlenen gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan
onemlidir (p< 0,05).

Sekil 4.15. 25°C- 60 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen liyofilize
kolajen 6rnegi

Kolajen orneklerinin L* degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.05) (Ek 13). Ultrason siiresi sabitken, sicaklik artigina
bagl olarak L* degerlerinin genellikle arttig1 goriilmektedir. 30°C sicaklikta elde
edilen kolajen orneklerinde daha parlak renk gézlenmistir. Sicaklik artisina bagh

olarak a* ve b* degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p<0.05) (Ek 14-15).

Ticari sigir jelatininin L* degeri (69.70+0.56), a* degeri (2.36+0.10), b*
degeri (21.38+0.12) olarak bildirilmistir (Widyasari and Rawdkuen, 2014). Kuzu
ayag1 kolajeni ile kiyaslandiginda, parlaklik (L*) degerinin 25°C-60 dk ultrason
uygulamasiyla elde edilen kolajen o6rnegiyle (L*: 69,48+0,28) benzerlik
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gosterdigi, ancak kirmizilik (a*) ve sarilik (b*) degerlerinin tamamen farkli
oldugu goriilmiistiir. Bu durum, jelatinin kolajene gore daha yiiksek sicakliklarda
ve uzun siirelerde ekstrakte edilmesi, 6n islem esnasinda kullanilan kimyasallar,
hammadde farklili§1 vb. nedenlerden kaynaklanmaktadir (Erge ve Zorba, 2016).
Tavuk ayagiyla yapilan bir ¢alismada ise, laktik asit ile 12-48 saat araliginda
ekstraksiyon islemiyle elde edilen kolajenin renk degerleri araligi L* degerleri
(64.06+1.78- 69.20+0.93), a* degerleri (4.47+0.67 — 2. 27+0.51), b* degerleri
(18.88+0.19 — 19.2740.17) olarak bildirilmistir (Liu et al., 2001). Kuzu ayag:
kolajeni renk degerleriyle kiyaslandiginda, 6zellikle a* ve b* degerlerinin farkhi
oldugu goze carpmaktadir. Kolajen renk degerlerinin, elde edildigi hammadde ve

PR

islem kosullarina bagli olarak degistigi goriilmektedir.
4.7. Kondroitin Siilfat Analiz Sonuclari

Farkl1 sicaklik ve siirelerde uygulanan ultrason isleminin kondroitin siilfat

konsantrasyonlarina etkisi Sekil 4.16’da gdsterilmistir.

Kondroitin stlfat konsantrasyonlari(mg/L)

600
< 500
(@]
& 400
©
£ 300
2 500 *
5 I I
~

100

0

60°C 65°C 70°C
Sicakhk

m20dk m40dk m60dk

Sekil 4.16. Ekstraksiyon sicaklii ve ultrason siiresinin kondroitin stilfat

konsantrasyonuna etkisi

60°C- 20 dk ultrason uygulamasinda en yiiksek kondroitin stilfat
konsantrasyonuna ulagilmistir. 60°C sicaklikta artan ultrason siiresine bagli olarak
kondroitin siilfat konsantrasyonlarinda azalma gdzlenmistir. 65°C ve 70°C’deki

orneklerin kondroitin siilfat konsantrasyonlarinin yakin oldugu goriilmektedir.
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Farkli ekstraksiyon kosullar1 altinda iiretilen Orneklerin kondroitin stilfat

konsantrasyonlar1 Tablo 4.6’da goriilmektedir.

Tablo 4.6. Farkli ekstraksiyon kosullari altinda dretilen Orneklerin

kondroitin siilfat konsantrasyonlar1

Ekstraksiyon kosulu Kondroitin siilfat konsantrasyonu
(mg/L)
60°C-20dk 471,38+49,96"
60°C-40 dk 250,26:+31,962
60°C- 60dk 196,35+17,43?
65°C- 20 dk 194,16+5,26%
65°C- 40 dk 196,52+6,05%
65°C- 60 dk 199,24+33%
70°C- 20 dk 253,47+17,15%
70°C- 40 dk 273,45+25,592
70°C- 60 dk 232,60+10,05%

60°C-20dk ultrason uygulamasi disindaki, farkli sicaklik ve siirelerde elde
edilen kondroitin siilfat konsantrasyonlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p<<0.05) (Ek 16). Kondroitin siilfat konsantrasyonunun en
fazla oldugu ekstraksiyon kosulu 60°C-20dk ultrason uygulamasi (471,38+49,96
mg/L) olarak belirlenmistir. Bu kosullar altinda maksimum 8,98+1.19 mg /g kuzu
ayag1 kondroitin siilfat verimi elde edilmistir. Sundaresan ve ark. (2018), bufalo
soluk borusu, burun kemigi ve eklem kikirdaklarindan elde edilen kondroitin
stilfat verimlerini kuru temelde 62.05+0.5, 60.47+1.19 ve 60.76+0.38 mg/g olarak

bildirmislerdir. Kondroitin siilfat ekstraksiyon verimleri Tablo 4.7’de verilmistir.

20 g / 100 g kuru kikirdak dokusu olusturan CS-peptidin yiiksek verim

ekstraksiyonunun miimkiin oldugunu gdstermistir.
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Tablo 4.7. Kondroitin siilfat ekstraksiyon verimleri (Kuru temel)

Ekstraksiyon Kosulu Ekstraksiyon verimi (%
g/ g kuzu ayagy)
60°C-20 dk 9.54+0,09
60°C- 40 dk 8.24+0,15
60°C- 60 dk 8.56+0.13
65°C- 20 dk 6.77+0.09
65°C- 40 dk 8.40+0.07
65°C- 60 dk 7.27+0.11
70°C- 20dk 7.82+0.08
70°C-40 dk 8.56:+0.09
70°C- 60dk 8.82+0.13

Kondroitin = siilfat konsantrasyonun en fazla oldugu 60°C-20 dk
parametresinde en yiiksek ekstraksiyon verimine ulasilmustir. Ekstraksiyon
verimlerinin %6.77- %9.54 araliginda degistigi gorilmektedir. Tavuk omurgasi
ile yapilan iki farkli ¢aligmada kondroitin siilfat verimi %15 olarak bildirilmistir
(Khan et al., 2013; Rani ve Goyal, 2017). Cin mersin balig1 kikirdag: ile yapilan
bir optimizasyon ¢alismasinda ise maksimum kondroitin siilfat verimi %26.51
olarak bildirilmistir (Zhao et al., 2012). Bu calismada elde edilen ekstraksiyon
verimleri ile literatiire gore daha disiik bulunmustur. Calismalarda genellikle
kondroitince zengin kikirdak dokularmin kullanildigi goriilmistiir. Bu ¢alismada
ise kikirdakla birlikte deri, kemik parcalar1 vb. igeren kuzu ayaklar1 kullanilmistir.

Dolayistyla  kuzu ayaklarinin  kondroitin — siilfatla  birlikte farkli GAG

fraksiyonlarini da icerdigi bu durumunda verimi etkiledigi diisiiniilmektedir.

Kondroitin siilfat analizi sonuglari, kuzu ayaklarinin alternatif GAG

kaynag1 olarak kullanilabilecegini gostermistir.

4.8. GAG Orneklerinin FTIR Spektrumlari

GAG ornekleri ve saf kondroitin 4-siilfat standardinin (Merck- 9819) FTIR
spektrumlari sirasiyla Sekil 4.17, Sekil 4.18, 4.19 ve 4.20°de goriilmektedir. Her
bir GAG o6rneginin FTIR spektrumlari ayri ayri olarak Ek 19-27°de verilmistir.
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Orneklere ait karakteristik bantlar ve dalga sayis1 araliklari Tablo 4.8’de

verilmistir. Orneklerin spektrum sonuglar1 standart spektrumla karsilastirilmstir.

Tablo 4.8. Tum GAG ornekleri ve kondroitin 4-siilfat standardina ait FTIR

spektrumundaki karakteristik bantlar ve dalga sayisi araliklari

Karakteristik Bantlar Dalga sayisi arahg (cmt)
Standart GAG ornekleri
O-H gerilme titresimi (Christou et al.,
3285 3290 - 3304
2018)
Alifatik C-H (Ramdhani, 2017) 2879 2927- 2853
Amit grubunun -CONH titresimi
1608 1633 - 1639
(Khan et al., 2013)
C-O gerilme titresimi  baglantisi,
1403 1435 - 1454
Serbest COO- varlig1 (Khan et al., 2013)
C=0 (-COO0) titresimi (Zhao et al.,
1374 1334- 1336
2013)
S=0 gerilme titresimi (Khan et al.,
1221 1228 - 1238
2013)
C-0O (Ramdhani, 2017) 1025 1072 -1081

FTIR analizi sonucunda, farkli ekstraksiyon kosullar1 altinda elde edilen
GAG Ornekleri ile standarda ait spektrumlarinin benzerlik gosterdigi goriilmustiir.
1633 — 1639 cm* dalga sayis1 aralig1 karbonil grubunu; 1228 — 1238 ¢cm * dalga
sayist araligr siilfat grubunu (O=S=0) gostermektedir (Ramdhani, 2017).
Saarakkala vd. (2010), 1374 cm™ dalga sayisinda glukozaminoglikanlara ait CHs
gerilme titresiminin oldugunu bildirmistir. Tim GAG ornekleri bu degere yakin
dalga say1s1 aralig1 (1334- 1336 cm™ ) gostermistir. Yaklasik 1240-925 cm™ dalga
say1st araligindaki bantlarin, sakkarit halkasi ve siilfat gruplarina ait karakteristik

bantlar olabilecegi belirtilmistir (Zhao et al., 2013).

Ayni sicaklikta farkli ultrason siirelerinde elde edilen GAG o6rneklerinin
FTIR spektrumlarinin benzer oldugu gozlenmistir. Ancak sicaklik artigina baglh

olarak orneklerin parmak izi bolgesinde farkliliklar gézlenmistir. Bu farkliligin
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sicaklik artigina bagl olarak yapida bazi degisikliklerin meydana gelmesinden

kaynaklandig: diistiniilmektedir.

parmak izi

Transmittance %

e 60C-
20dk
e 60C-
40dk

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber ( cm)

Sekil 4.17. 60°C’de farkli ultrason siirelerinde elde edilen GAG

orneklerinin FTIR spektrumlari
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Sekil 4.18. 65°C’de farkli ultrason siirelerinde elde edilen GAG

orneklerinin FTIR spektrumlari
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parmak izi bolgesi
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Sekil 4.19. 70°C’de farkli ultrason siirelerinde elde edilen GAG

orneklerinin FTIR spektrumlari
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Sekil 4.20. Saf kondroitin 4- siilfat standardinin FTIR spektrumu

4.9. GAG Orneklerinin SEM Analizi

GAG orneklerinin ylizey morfolojisi ve parcacik boyutlari, taramali
elektron mikroskobu ile belirlenmistir. SEM goriintiileri 5000x biiyiitme ile
alimmustir. Farkli ekstraksiyon kosullarinda elde edilen GAG o6rneklerinin SEM
goriintiileri Sekil 4.21-4.29” da verilmistir.




HV spot use case magtl WD’
5.00 kV 7.0 Standard | 5000x | 8.6 mm

B1: biiyiitme = 5000x

Sekil 4.21. 60°C- 20 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen GAG 6rnegi

) s
use case magd] | WD det 20 ym ———
Standard | 5000x @ 8.6 mm ETD EGE-MATAL

B1: biiyiitme = 5000x

Sekil 4.22. 60°C- 40 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen GAG 6rnegi



o iy Q7 A%
spot | use ca mag[] VD det
6.0 Standard | 5000x | 8.9 mm | ETD

B1: biiyiitme = 5000x

Sekil 4.23. 60°C- 60 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen GAG 6rnegi

HV spot | use case magd] | wD det | —— — |
4.00 kV 7.0 Standard | 5000x | 8.3 mm ETD AL

B1: biiylitme = 5000x

Sekil 4.24. 65°C- 20 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen GAG 6rnegi
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% 7/19/2019 HV spot use case mag[] | wD
8:24:51 AM 4.00kV | 7.0 Standard | 5000x | 85mm

B1: biiyiitme = 5000x

Sekil 4.25. 65°C- 40 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen GAG 6rnegi

spot | use case mag[] | wD det 20 ym ————
4.00kv | 7.0 Standard | 5000x @ 87mm | ETD EGE-MATAL

B1: biiyiitme = 5000x

Sekil 4.26. 65°C- 60 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen GAG 6rnegi
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HV spot | use case mag[] | WD
A 4.00 kV 7.0 Standard | 5000x | 8.5 mm EGE-MATAL

B1: biiylitme = 5000x

Sekil 4.27. 70°C- 20 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen GAG 6rnegi

W 2 =4

AR Pl
% 7/19/2019 HV spot | use case mag] | wD det 20 ppm ————
8:28:09 AM 4.00 kV 7.0 Standard 5000x | 85mm ETD EGE-MATAL

B1: biiylitme = 5000x

Sekil 4.28. 70°C- 40 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen GAG 6rnegi
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spot | use case
6.0 Standard

B1: biiyiitme = 5000x

Sekil 4.29. 70°C- 60 dk ultrason uygulamast ile elde edilen GAG 6rnegi

GAG orneklerinin ortalama parcacik boyutunun 1~5 pm arasinda degistigi
goriilmistir.  Polisakkaritler genellikle 0.1-1 nm ¢apindaki zincirlerden
olusmaktadir (Li et al., 2017). GAG orneklerinin daha genis cap araliginda
zincirlere sahip olmasi, kondroitin siilfat ile kiime olusturan ¢ekirdek proteinlerin

varligindan kaynaklanmaktadir (Rani et al., 2017).

GAG orneklerindeki kiimelesmis yapinin ultrason siiresi ve sicakligina
bagli olarak degistigi goriilmiistiir. 60°C sicakliktaki ultrason uygulamalarinda
elde edilen GAG’larda daha sik ve diizenli kiime yapisi gozlenmistir. Kolajen
orneklerinde oldugu gibi, GAG molekiillerinin mikroskobik yapisinin da farklh

ultrason kosullar1 altinda degistigi goriilmiistiir.

4.10. GAG Orneklerinin Renk Degerleri

IFarkll ekstraksiyon kosullar1 altinda iiretilen GAG 6rnekleri ve Kondroitin

4-siilfat standardina ait CIELAB (L*, a* ve b*) degerleri Tablo 4.9’da verilmistir.



Tablo 4.9. Farkli ekstraksiyon kosullar1 altinda tiretilen GAG 6rnekleri ve
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kondroitin 4-siilfat standardina ait renk degerleri

Parametre L* a* b*
60°C-20dk 90,99+1,22% | 0,30+0,02° 10,20+0,37°°
60°C-40 dk 90,78+0,452 0,33+0,05" 9,41+0,692°
60°C- 60dk 91,57+1,23% | 0,40+0,05° 9,281,123
65°C- 20 dk 93,01+1,11%® | 0+0,08° 7,05+0,622
65°C- 40 dk 88,43+2.81° 0,24+0,02° 7,84+0,45%
65°C- 60 dk 92,63+0,82% | -0,15+0,06" 8,68+0,893¢
70°C- 20 dk 88,45+0,372 0,28+0,02° 14,38+0,08¢
70°C- 40 dk 89,62+2,342 0,03+0,01° 8,581,202
70°C- 60 dk 89,56+4,082 0,03+0,01° 8,3242,328
Kondroitin 4-siilfat 95,49+1,23° | -1,23+0,20? 11,02+0,95¢

ab-c-0-Ayny siitunda farkli harflerle isaretlenen gruplar arasindaki fark istatistiksel acidan nemlidir

(p< 0,05).

Sekil 4.30. 60°C- 20 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen liyofilize
kolajen 6rnegi

Kondroitin 4-siilfat standardi (Kontrol 6rnegi) ile GAG 6rneklerinin L*, a*
ve b* degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05)
(Ek 28-30). Bu durumun hammadde farkliligi, saflik derecesi ve islem

kosullarinin farkli olmasi gibi faktorlerden kaynaklandigi diigiiniilmektedir.
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Kontrol 6rnegine en yakin renk degerini 65°C- 60 dk ultrason
uygulamasiyla elde edilen GAG 6rnegi gostermistir. Genellikle ayni sicakliktaki
farkli ultrason siirelerinin GAG o6rneklerinin L* ve a* degerleri iizerine dnemli bir
etkisi olmadig1 goriilmektedir. Orneklerin a* degerleri arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamustir. Sarilik degerlerinin, genellikle artan ultrason
stiresine bagli olarak azalis egilimi gosterdigi gorilmustiir. Farkli sicaklik ve
stirelerde uygulanan ultrason isleminin genel olarak GAG oOrneklerinin renk

degerleri iizerine anlamli bir etkisi olmadig1 gorilmustiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez calismasi kapsaminda, elde edilen sonug ve oneriler asagida maddeler

halinde sunulmustur.

1- Hayvansal yan irlinlerin genellikle giibre, hayvan yemi ve yakit
iretiminde kullanildig1 bilinmektedir. Bu yan iirlinlerden katma degeri yliksek
triin elde etmek igin giderek biiyliyen bir pazar mevcuttur. Bu kapsamda
hammadde olarak secilen kuzu ayaklarinin katma degeri yiiksek kolajen ve GAG
eldesi i¢in degerlendirilebilirliginin incelenmesi hedeflenmistir. Kuzu ayaklarinin
protein igerigi kuru madde bazinda %39 olarak belirlenmistir. Literatiirdeki diger
kolajen kaynaklar1 ile karsilagtirildiginda, kuzu ayaklarinin protein igeriginin
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bununla beraber, kuzu ayaklarinin karides ve yengeg
gibi kabuklu deniz hayvanlarinda oldugu gibi alerjen maddeleri igermemesi ve
daha ucuz olmasi a¢isindan, GAG tretiminde iyi bir hammadde olabilecegi

distintilmektedir.

2- Kolajen eldesinde, tuzla ¢oktiirme, asitle hidroliz ve enzimatik hidroliz
yontemleri kullanilmaktadir. Enzimatik hidroliz yonteminin diger yontemlere gore
daha yiiksek kolajen verimi sundugu bilinmektedir. Bununla beraber, kolajen
ekstraksiyonunda ultrason uygulamas: ile ilgili ¢aligmalarin son yillarda artis
gosterdigi goriilmiistiir. Bu calisma kapsaminda, yliksek protein verimi elde etmek
ve ultrason uygulamasinin kolajen yapisi iizerine etkilerinin incelenmesi amaciyla
enzimatik hidroliz yontemi ile birlikte 3 farkli sicaklik (20°C, 25°C, 30°C) ve
siirede (20, 40, 60 dk) ultrason ultrason destekli ekstraksiyon gerceklestirilmistir.
Farkli sicaklik ve ultrason siiresinde elde edilen kolajenler arasindaki verim
istatistiksel olarak anlamli  bulunmustur (p<0.05). En yiiksek kolajen
konsantrasyonuna 25°C-60 dk’lik ultrason uygulamasi ile ulasilmistir. Bu kosullar

altinda maksimum 14.49+0.72 mg /g kuzu ayagi kolajen verimi elde edilmistir.

3- GAG ekstraksiyonunda 3 farkli sicaklik (20°C, 25°C, 30°C) ve ultrason
stiresi (20, 40, 60 dk) kullanilmigtir. 60°C-20dK ultrason uygulamasi disindaki,
farkli sicaklik ve siirelerde elde edilen kondroitin siilfat konsantrasyonlari

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p<0.05). En yiiksek
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kondroitin igerigine 60°C-20 dk’lik ultrason uygulamasi ile ulasilmistir. Bu
kosullar altinda 8,98+1.19 mg /g kuzu ayag kondroitin siilfat verimi elde

edilmisgtir.

4- Farkli parametrelerdeki kolajen orneklerinin L* degerleri arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Ozellikle sicakligin L*
degerlerini etkiledigi goriilmiistiir. Orneklerin a* degerleri arasindaki fark 5 grup
icin anlamli bulunmazken, kalan 4 grup ile fark anlamli bulunmustur. Ayni
sicaklikta, artan ultrason siiresine bagli olarak sarilik (+b*) degerleri arasindaki
fark istatistiksel agidan anlamli bulunmustur. islem kosullara bagli olarak rengin

farklilik gosterdigi goriilmiistiir.

5- Kondroitin 4-siilfat standardi (Kontrol 6rnegi) ile GAG 6rneklerinin L*,
a* ve b* degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). Orneklerin a* degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmazken, b* degerleri arasindaki fark 3 grup i¢in anlamli bulunmustur. Genel
olarak farkli sicaklik ve siirelerde uygulana ultrason isleminin GAG O6rneklerinin

renk degerleri lizerine anlamli bir etkisi olmadig goriilmiistiir.

6- SDS-Page elektroforez sonuglarina gore, farkli ekstraksiyon
kosullarinda iiretilen tiim kolajenlerin, sirasiyla ~130 kDa, ~ 116 kDa, 250 kDa
ve ~300 kDa molekiiler agirliga sahip al, a2, B ve y zincirinden olustugu
goriilmiistiir.  Kolajenlerin elektroforetik desenleri, ¢l sarmal yapinin
korundugunu ve Tip I kolajenin [a1(l)]202(1)] kuzu ayag1 kolajeninin ana bileseni
oldugunu gostermistir. Literatiirdeki caligmalar incelendiginde, kolajen yapisinin
bozulmamasi ig¢in ekstraksiyon isleminin genellikle daha diisiik sicakliklarda
gerceklestirildigi goriilmiistiir. Yapilan calisma ile birlikte artan sicaklik ve
ultrason siiresine bagli olarak, kolajenin bantlar1 arasinda bir farklilik
gozlemlenmemistir. Ancak sicaklik ile birlikte ultrason uygulamasinin kolajen
yapist lizerine etkilerinin daha detayli sekilde incelenmesi igin yeni ¢alismalara
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu calismanin, gelecekteki ¢alismalara katki saglayacagi

diistiniilmektedir.
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7- Farkli sicaklik ve siirelerde uygulanan ultrason isleminin, kolajen
yapisina zarar vermedigi FTIR sonuglari ile desteklenmistir. Tim kolajen
orneklerinin FTIR spektrumunda karakteristik olan amit A, amit B, amit I, amit 1l

ve amit III bantlar1 goriilmuistiir.

8- FTIR analizi sonucunda, farkli ekstraksiyon kosullar1 altinda elde edilen
GAG ornekleri ile standarda ait spektrumlarinin benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.
Aymi sicaklikta farkli ultrason siirelerinde elde edilen GAG 6rneklerinin FTIR
spektrumlarinin benzer oldugu gozlenmistir. Ancak sicaklik artigina bagl olarak
orneklerin parmak izi bolgesinde farkliliklar gozlenmistir. Bu farkliligin sicaklik
artisgina  baglhh olarak yapida bazi degisikliklerin meydana gelmesinden

kaynaklandig: diistintilmektedir.

9- SEM analizi sonuglari, tiim kolajen oOrneklerinin lifli ve gozenekli
yapiya sahip oldugunu gostermistir. Kolajen orneklerinin ortalama lif ¢apinin
0.1~0.9 pm araliginda degistigi gortilmistiir. Ultrason sicakligi ve siiresine bagh
olarak bazi farkliliklar gozlenmistir. Kolajen 6rneklerinin mikroskobik yapisinin
ultrasonik dalga uygulamasindaki kavitasyondan ve mekanik salinimlardan
etkilendigi ve ultrason uygulamasinin goriiniir fiziksel degisikliklere sebep oldugu

gorilmiistiir.

10- SEM analizi sonucunda, GAG Orneklerinin ortalama parcacik
boyutunun 1~5 pum arasinda degistigi goriilmiistiir. 60°C sicakliktaki ultrason
uygulamalarinda elde edilen GAG’larda daha sik ve diizenli kiime yapisi
gozlenmistir. Kolajen drneklerinde oldugu gibi, GAG molekiillerinin mikroskobik

v

yapisinin da farkli ultrason kosullart altinda degistigi gorilmiistiir.

Gergeklestirilen tez calismasi kapsaminda, hayvansal yan iirlin olarak
kabul edilen kuzu ayaklarindan katma degeri yiiksek yeni triinler elde edilmistir.
Ekstraksiyon veriminin arttiritlmasi ig¢in sicaklik ve siire digindaki Snemli
parametrelerin (enzim miktar1, kullanilan ¢dzgen ve orani, ultrason genligi,
frekansi gibi) goz oniinde bulunduruldugu optimizasyon ¢alismalarinin yapilmasi

oOnerilmektedir.
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Ekstraselliiler matriksin 6nemli iki bileseni olan kolajen ve GAG
molekiillerinin bir arada sinerjistik etki gosterdikleri bilinmektedir. Bununla
beraber, kolajen ve kondroitin siilfat igeren gida takviyeleri eklem
rahatsizliklarinda siklikla kullanilmaktadir. Gida takviyelerine ilave olarak,
kolajen ve GAG igeren fonksiyonel gidalarin gelistirilebilecegi diisiiniilmektedir.
Bu iki bilesenin gida matriksindeki davraniglarinin detayli sekilde incelenmesi ile

birlikte literatiire birgok yenilik¢i ¢alismanin kazandirilacag: diisiiniilmektedir.
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TESEKKUR

Yiiksek lisans siirecim boyunca bilgi ve birikimleri ile bana rehberlik eden
ve beni cesaretlendiren, akademik alandaki en biiytlik ilham kaynagim degerli tez

danismanim sayin Prof. Dr. Sebnem TAVMAN’a,

Tez c¢alismama fikirleriyle her daim katkida bulunan ve bu siirecte
destegini hi¢ esirgemeyen hocam saymn Dog. Dr. Seher KUMCUOGLU’na,
Laboratuvar ¢alismalarimda emegi gegen ve bana sabirla yol gosteren Saymn Dr.
Ogr. Uyesi Burcu Kaplan TURKOZ’e, degerli katkilar1 ve yardimlari i¢in Ar.
Gor. Onur OZDIKICIERLER e,

Tez ¢aligmamla ilgili yagsadigim teknik sorunlarda bana her daim yardimeci1

ve destek olan emekli idari personel Siilleyman ISIKLIya,

Tez c¢alismamda kullandigim kuzu ayaklarinin parcalanmasi igin

yardimlarini esirgemeyen Izmir- PINAR ENTEGRE ET ve UN SANAYI A.S’ye,

Bu siirecte manevi destegini her zaman hissettigim sevgili dostum Yagmur
KOMUSCU’ye, ayni projede calistigim sevgili ekip arkadasim Burcu KUBAN’a
ve laboratuvar calismalarinda destegini her zaman hissettigim sevgili Ebru
ORMANLI, Ayca AKYUZ, idil TEKIN ve Arzu Yalgin MELIKOGLU’ na,
analizlerimde yardimlarin1 esirgemeyen sevgili Buket AMCA ve Bahar

BAKAR’a ve yanimda olup beni motive eden tiim arkadaglarima,

Tez c¢alismamin gerceklesmesinde maddi desteklerinden dolayi, yiiksek
lisans bursiyeri oldugum 118-0-135 no’lu 1002 projesi ile TUBITAK a, 17 MUH

020 no’lu proje ile Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Koordinatorliigiine,

Son olarak hayatim boyunca verdigim her kararda beni destekleyen, maddi
ve manevi desteklerini hi¢bir zaman esirgemeyen babam Ibrahim ATA’ya, annem

Nazire ATA’ya ve kardesim Beril ATA’ya ¢ok tesekkiir ederim.

Ozge ATA
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EK 1 Kolajen standart egrisi
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0,45
04 y = 0,0037x + 0,0453 .
’ R?=0,9895 :
03 [ e

o
w

0,25 @

o
N

0,15

Absorbans (560 nm)

o
o

0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (ug/ul)

Ek 2 Kondroitin stilfat standart egrisi
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EK 3 Farkli ekstraksiyon kosullar1 altinda elde edilen kolajen 6rneklerinin

kolajen konsantrasyonlarina ait istatistiksel sonuglar

ANOVA
VARDOODD1
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 631559656,18 A | 7894857 023 92 963 ooo
Within Groups 1628659 641 18 84925 536
Total f46883156,83 26
Homogeneous Subsets
VAROO00D1
Tukey HSD?
Subsetforalpha=0.05
parametre M 1 2 3 4 3
20°C-20 dk 3 715,1350
30°C- 20 dk 3 546,2800 946,2800
25°C-20 dk 3 | 13541000 | 13541000 | 13541000
30°C- 40dk 3 | 13725667 | 13725667 | 13725667
20°C- 40dk 3 16185133 | 16185133
30°C- 60dk 3 185245833
25°C- 40dk 3 3358,6033
20°C-60 dk 3 46553133
25°C- 60dk 3 5061,7567
Sig. 1494 75 505 1,000 735

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.



EK 4 20°C- 20 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen kolajen 6rneginin

FTIR spektrumu
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EK 5 20°C- 40 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen kolajen 6rneginin

FTIR spektrumu
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EK 6 20°C- 60 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen kolajen 6rneginin

FTIR spektrumu
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EK 7 25°C- 20 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen kolajen 6rneginin

FTIR spektrumu
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EK 8 25°C- 40 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen kolajen 6rneginin

FTIR spektrumu

% Transmittance
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EK 9 25°C- 60 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen kolajen 6rneginin

FTIR spektrumu
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EK 10 30°C- 20 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen kolajen 6rneginin
FTIR spektrumu

% Transmittance
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EK 11 30°C- 40 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen kolajen 6rneginin
FTIR spektrumu
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EK 12 30°C- 60 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen kolajen 6rneginin
FTIR spektrumu
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EK 13 Kolajen 6rneklerinin L* degeri igeriklerine ait istatistiksel sonuglar

ANOVA

I_*

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 1035,580 8 129,445 | 206,615 000
Within Groups 16,916 27 627
Total 1052,506 35

Homogeneous Subsets

L*

Tukey HSD*®

Subsetfor alpha=0.05
3 4 A

(%]

drnek parametreleri M 1
25°C 20 dak 63172500

20°C 40 dak £3,870000
20°C 60 dak £4,370000
20°C 20 dak
25°C 60 dak
25°C 40 dak
30°C 40 dak
30°C 20 dak
30°C 60 dak 81,645000
5ig. 469 1,000 063 1,000 1,000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a.lJses Harmonic Mean Sample Size = 4,000.

67,510000
69487500
71,312500 | 71,312500
71,395000
71,445000

L R e T T T R




EK 14 Kolajen 6rneklerinin a* degeri igeriklerine ait istatistiksel sonuglar

ANOVA
a*
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 5883 3 748 349,194 .oon
Within Groups 058 27 ooz
Total G,041 35

Homogeneous Subsets

at
Tukey HSD'?

Subsetforalpha=0.05
Parametre M 1 2 3 4
20°C 40 dak 4 [ -110000
26°C 40 dak 4 | -092500
30°C 40 dak 4 | -078000
26°C 20 dak 4 | -032500
30 °C 60 dak 4 |- 025000
20°C 60 dak 4 420000
30°C 20 dak 4 A50000
20°C 20 dak 4 822500
26°C 60 dak 4 1,020000
Sig. 234 R=l=ln] 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4,000.



EK 15 Kolajen 6rneklerinin b* degeri igeriklerine ait istatistiksel sonuglar

ANOVA
h*
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 54 688 a 6,836 121,898 ooo
Within Groups 1,514 27 056
Total 56,202 35

Homogeneous Subsets

b*
Tukey HSD"?
Subsetfor alpha=0.05

Parametre M 1 2 3 4 3 f
25°C 40 dak 4 | 7,725000

30°C 40 dak 4 | 8145000 | B,145000

20°C 40 dak 4 8,395000 | 8,395000

30 °C 60 dak 4 8,470000 | 8470000

25°C 20 dak 4 8,755000

20°C 60 dak 4 8,927500 | 8,927500

20°C 20 dak 4 9,395000

30°C 20 dak 4 10,407500

25°C 60 dak 4 11,935000
Sig. 272 594 078 164 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. lUses Harmaonic Mean Sample Size = 4,000.



EK 16 Farkli ekstraksiyon kosullar1 altinda elde edilen GAG 6rneklerinin

kondroitin siilfat konsantrasyonlarina ait istatistiksel sonuglar

ANOVA
CS konsantrasyon
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 133816276 a 16727034 18,765 0on
Within Groups 15153640 17 891,391
Total 145969 916 25

Homogeneous Subsets

Tukey HSD*P

CS.konsantrasyon

Subsetforalpha=0.05

parametre. 1 2
65°C-20 dk 3 | 194161000

G0°C-60 dik 3 | 196,350333

65°C-40 dk 3 | 196,523000

G65°C-60 dik 3| 199,245333

T0°C-60 dk 3 | 232600333

G0°C-40 dk 3 | 250,264000

T0°C-20 dk 3 | 253472667

T0°C-40 dk 3 | 273,455333

G0°C-20 dk 2 471386000
Sig. 085 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are

displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size= 2,842,




EK 17 Saf kondroitin 4- stilfat standardina ait kromatogram

DADT A, Sig= 1954 Ref=of (BAHAR Burculzpe5equence 2016-07-10 23-56- 2010404 20100000022-077 0]
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Signal 1: DAD1 A, 5ig=195,4 Refsoff

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAL] x
e BT R |---mmeee | === mmn - |------ | _
1 1.712 MF  ©.8932 422.96839 75.68345 43,8234 _, [Fondroitin stlfat

2 1.836 FM @.8833 542.18646 188.421%4 56.1756 CGlulkozamin

Totals : 965.14685 184.82538



EK 18 60°C- 20 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen GAG 6rnegine ait
kromatogram
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
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Totals : 487 . 77167 63.83184



EK 19 60°C- 20 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen GAG 6rneginin
FTIR spektrumu

%Transmittance
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EK 20 60°C- 40 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen GAG 6rneginin
FTIR spektrumu
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EK 21 60°C- 60 dk ultrason uygulamas: ile elde edilen GAG 6rneginin
FTIR spektrumu

T ransmittance

EK 22 65°C- 20 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen GAG 6rneginin
FTIR spektrumu
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EK 23 65°C- 40 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen GAG 6rneginin
FTIR spektrumu
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EK 24 65°C- 60 dk ultrason uygulamas: ile elde edilen GAG 6rneginin
FTIR spektrumu
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EK 25 70°C- 20 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen GAG 6rneginin
FTIR spektrumu
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EK 26 70°C- 40 dk ultrason uygulamasi ile elde edilen GAG 6rneginin
FTIR spektrumu

o5
E
85
a0
75
70

85

60

553

WTr
3296.40
2853.48

50

1443.81

45

a0

2023.40

359

1520.35

303

253

1636.16

203

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)




EK 27 70°C- 60 dk ultrason uygulamas: ile elde edilen GAG 6rneginin
FTIR spektrumu
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EK 28 GAG orneklerinin L* degeri igeriklerine ait istatistiksel sonuglar

ANOVA
L.deqgeri
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 177,303 g 15,700 5,333 000
Within Groups 110816 30 3,654
Total 288118 38

Homogeneous Subsets

L.degeri

Tukey HSD#

Subsetfor alpha= 0.05
parametre I 1 2
G5"C-40 dik 4 88,4300
TO"C-20 dk 4 28 4525
TO"C-60 dk 4 89 5625
TO®C-40 dik 4 89,6250
G0°C-40 dk 4 a0, 7250
6O~ C-20 dik 4 90,9925 90,9925
GO C-60 dik 4 91,5775 91,5775
65°C-60 dk 4 92 6375 92 6375
65" C-20 dik 4 93,0100 93,0100
lkontrol 4 a5 4950
Sig. 055 062

Means for groups in homogeneous subsets are

displayed.

a. lUses Harmonic Mean Sample Size =

4,000,




EK 29 GAG orneklerinin a* degeri igeriklerine ait istatistiksel sonuglar

ANOVA
a.degeri
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups a.214 ] 13 12,810 .ooo
Within Groups 2,139 30 071
Total 10,358 39

Homogeneous Subsets

a.degeri

Tukey HSD-®

Subsetforalpha=0.05
parametre 1 2
kontral 4 -1,2350
G5°C-60 dk 4 -, 1550
65°C-20 dk 4 0000
70°C-40 dk 4 ,0300
T0"C-60 dk 4 0350
65°C-40 dk 4 2425
T0"C-20 dk 4 2825
60°C-20 dk 4 3050
60°C-40 dk 4 3375
60°C-60 dk 4 4050
Sig. 1,000 ich

Means for groups in homogeneous subsets are

displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size =

4,000.




EK 30 GAG orneklerinin b* degeri iceriklerine ait istatistiksel sonuglar

ANOVA
h.degeri
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 1623745 ] 16,931 16,280 ,aoo
Within Groups 33218 a0 1,107

Total 185,593 39
Homogeneous Subsets

b.degeri
Tukey HSD"®
Subsetforalpha=0.05

parametre N 1 2 3 4
G5°C-20 di 4 7,0500

65°C-40 di 4 7,8474 7,8475

TO"C-60 dik 4 8,3250 28,3250

FO"C-40 dk 4 28,5874 8,5875 8,5B875

65°C-60 dik 4 8,6850 8,6850 8,6850

G0°C-60 dk 4 89,2825 89,2825 §,2825

G0°C-40 di 4 9,4125 §,4125 54124

G0°C-20 dk 4 10,0200 | 10,0200

kontrol 4 11,0274

TO"C-20 dk 4 14,3825
Sig. 085 144 067 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4,000.



