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OZET

Jelatin, balik, domuz, si8ir ve tavuk gibi hayvansal kaynaklardan {iretilen pek ¢ok
kullanim alani bulunan dogal bir proteindir. Jelatin, kolajenin bu kaynaklardan kontrollii
olarak hidrolize edilmesiyle elde edilir. Jelatin jellestirme, kivam artirma, film olusturma
ve emiilsifiye etme gibi bir¢ok fonksiyonel ve teknolojik 6zellige sahip saf bir proteindir.
Kesimhanelerde kesim sonrasi ortaya ¢ikan deri ve kemikler ile renderinge gonderilen
mekanik olarak eti siyrilmis kemik (MKS) artiklar1 zengin bir kolajen kaynagidir. Bu
caligmanin amaci, sigir derisi ve kemigi, koyun derisi ve kemigi, tavuk derisi, tavuk takozu
ve MKS artiklarindan 6n islem (asit ile muamele), demineralizasyon ve 1s1l ekstraksiyon
islemleriyle kolajen ve jelatin elde ederek bir takim fizikokimyasal, fonksiyonel ve
tekstiirel oOzelliklerini karsilagtirmali olarak incelemektir. Caligmada, farkli hayvansal
kaynaklardan ekstrakte edilen kolajen/jelatin fraksiyonlariin protein igerigi Ve
konformasyonu, su ve yag baglama kapasitesi, emiilsiyon 6zellikleri, renk ve seffafligi, jel
kuvveti ve TPA parametreleri degerlendirilmistir. Bulgulara gore, deri ve kemik
orneklerindeki jelatin miktar: farkliliklar gdstermistir.

Kemik orneklerinde tavuk takozu en yiiksek (~31 mg/ml) protein igerigine sahip
olurken, en diisik (=25 mg/ml) protein igerigi sigir kemiginde tespit edilmistir. Deri
orneklerinde ise tavuk deri en yiiksek (~60 mg/ml) protein igerigine sahip oluken, en diisiik
(~30 mg/ml) protein igerigi sigir derisinde tespit edilmistir. Bunun yaninda en yiiksek
kolajen ve jelatin verimi sirasiyla %3,54 ve %3,97 ile tavuk takoz Orneginde elde
edilmistir. Deri 6rnekleri arasinda ise en yiiksek kolajen ve jelatin verimi sirasiyla %5,92

ve %38,60 ile tavuk deri 6rneginde elde edilmistir. Kemik ve deri 6rneklerinin protein



profilleri y, B, a ve alt-a zincir protein birimlerini igermekle birlikte protein
konformasyonunda farkliliklar izlenmistir. Seffaflik en yiiksek sigir derisinde (~%2100)
gortliirken, su ve yag baglama kapasiteleri en yliksek jelatin fraksiyonlar1 sirasiyla takoz
orneginde (~%185), koyun deri 6rneginde (~%384) elde edilmistir. Elde edilen jelatinler
jel giicti bakimindan degerlendirildiginde, tavuk derisinin (~109 g) diisiik, koyun kemigi
(~204 g) ve tavuk takozunun (~182 g) orta, tavuk MKS karisimi (~336 g), koyun derisi
(~230 g) ve sigir derisinin (~476 g) ise yiiksek jel giicline sahip oldugu bulunmustur.
Sunulan c¢alisma, hayvansal atiklardan farkli 6zelliklerde ve endiistride kullanilabilecek

protein elde edilebilecegini ortaya koymustur.
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ABSTRACT

Gelatin is a natural protein with many uses, produced from animal sources such as
fish, pork, bovine and chicken. It is obtained by the controlled hydrolysis of collagen from
these sources. Gelatin is a pure protein with various functional and technological properties
such as gelling, thickening, film forming and emulsifying. Skin and bones after slaughter
in slaughterhouses and mechanically deboned meat (MDM) residues sent to rendering are
rich sources of collagen. The aim of this thesis study was to obtain collagen and gelatin
from bovine skin and bone, sheep skin and bone, chicken skin, chicken shanks and MDM
residues by pretreatment (acid treatment), demineralization and thermal extraction
processes and to compare their physicochemical, functional and textural properties. In the
study, protein content and conformation, water and oil binding capacity, emulsion
properties, color and transparency, gel strength and TPA parameters of collagen/gelatin
fractions extracted from different animal sources were evaluated. According to the
findings, the amount of gelatin in the skin and bone samples indicated remarkable
differences.

According to the findings, chicken shanks had the highest (~31 mg/ml) protein
content, while bovine bone had the lowest (~25 mg/ml) protein content among bone/MDM
samples. In skin samples, chicken skin had the highest (~60 mg/ml) protein content, while
the lowest (~30 mg/ml) protein content was found in bovine skin. In addition, the highest
collagen and gelatin yields were obtained in chicken shanks sample with 3,54% and
3,97%, respectively. Among the skin samples, the highest collagen and gelatin yields were

obtained in chicken skin samples with 5,92% and 8,60%, respectively. Although the

vii



protein profiles of bone and skin samples included v, B, o ve sub-a chain protein units,
differences in protein conformation were observed. The highest transparency was observed
in bovine skin (~100%), while gelatin fractions with the highest water and fat binding
capacities were obtained in the shanks sample (~185%), sheep skin sample (~384%),
respectively. When the gelatins obtained were evaluated in terms of gel strenght, chicken
skin (~109 g) was low, sheep bone (~204 g) and chicken shanks (~182 g) medium, chicken
MKS mixture (~336 g), sheep skin (~230 g) and bovine skin (~476 g) were found to have
high gel strength. The presented study revealed that it is possible to obtain protein with

different properties and which can be used in industry from animal waste.
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SiIMGE VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.
Simgeler Aciklama
A’ Angstrom
°C Santigrat Derece
cm Santi Metre
cm? Santi Metre Kare
cP Santi Poise
g Gram
Hidrojen
h Saat
kDa Kilo Dalton
kg Kilo Gram
mg Miligram
mi Mililitre
pH Aktif Asitlik
rpm Round Per Minute
w Weight

Vv Volume
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1. GIRIS

Jelatin; hayvansal dokularda fazlaca bulunan kolajenin kontrollii sartlarda hidrolizi
ile tiretilen biopolimer yapidaki bir proteindir. Jelatin kendine 6zgii bir¢cok teknolojik ve
fonksiyonel 6zelliklerinden dolay1 fotograf, kozmetik, gida, tip, eczacilik, beslenme ve
saglik endiistrisinde uygulama alani bulabilmektedir.

Diinyada jelatin ihtiyac1 giderek artmakta olup, lretilen jelatinin %23,1°1 kemik,
%?29,4°1 biiyiikbas hayvan derisi, %46’s1 domuz derisi ve %1,5’inin diger kaynaklardan
tiretildigi belirtilmektedir [1].

Jelatin, glinlimiizde endiistride genellikle ¢oziicli ekstraksiyonu ile farkli parametre
ve parametre diizeyleri uygulanarak iiretilmektedir. Kolajen bakimindan zengin dokulardan
jelatin iiretimi hayvansal isleme yan {riinlerinin degerlendirilmesi ve ekonomiye
kazandirilmasi agisindan 6nem arz etmektedir. Hayvansal {iriinlerin tiiketim bi¢imlerinin
degismesi ve diinya niifusunun gittikce artmast hayvansal artiklarin miktarinin da
artmasina sebep olmustur. Son zamanlarda jelatin tiretiminde alternatif hammaddeler 6nem
kazanmistir. Kanatli isleme yan iiriinleri, yliksek kolajen igerigine sahip olmasi sebebiyle
jelatin iiretiminde alternatif hammadde olarak kullanilabilmektedir. Kanatli isleme yan
tirtinii olan kemikte %16, deride ise %12 civarinda protein bulunmaktadir ve bu proteinin
yaklagik olarak %90°’1 kolajenden meydana gelmektedir [2,3].

Jelatin, kolajen proteininin seyreltik alkali ve/veya seyreltik asit ile muamele edilerek
yipratilmasi, safsizliklarin uzaklastiritlip 40°C’nin {izerindeki sicakliklarda ekstraksiyon
islemine tabi tutulmasi ve ardindan ekstraksiyon ¢ozeltisinin siiziiliip buharlagtirilmasiyla
elde edilir [4].

Jelatin, insan viicut sicakliginin altinda, sicaklifa bagl olarak eriyip jellesebilen tek
biyopolimer maddedir. Jelatinin jellesme ve erime sicakligi arasindaki fark diger jellestirici
ajanlara kiyasla daha kiicliktlir. Jelatinin bu 6zelligi diger jellestirci ajanlara gore bazi
avantajlar sunmaktadir [5]. Jelatin jelinin, berrak ve parlak goriintiisii, piiriizsiiz bir sekilde
agizda eriyerek olusturdugu tekstiirel 6zellikleri jelatini diger posakkaritler karsisinda daha

avantajli hale getirmektedir [6]. Jelatin bu 6zelliginden dolay1 jole tatlilarda 6zellikle tercih



edilmektedir [7]. Jelatin gida sanayinde ¢ok fonksiyonluluk agisindan Onemli
hidrokolloidler arasinda gosterilmektedir. Jellestirici, su baglayici, kivam artirici, kopiik
olusturucu, emiilsifiye edici ve film olusturucu olarak kullanilmaktadir. Bu 6zelliklerin
timiinii bagka hi¢bir hidrokolloid iizerinde barmmdirmamaktadir [1]. Ayrica jelatin tip ve
eczacilik endistrisinde serumlarda (plazma ikamesi olarak), kapsiillerde, vitamin kaplama
materyallerinde, tabletlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Jelatinin kolesterol, yag ve
seker igermemesi, sindiriminin kolay olmasi, bag ve destek dokular1 gii¢lendirerek deriyi
sikilagtirmasi ve saglara parlak bir goriinim vermesi gibi 6zellikleri nedeniyle saglik ve
beslenme endiistrisinde jelatin tercih edilmekte ve yaygin olarak kullanilmaktadir [8].

Bu arastirmada kanatli sanayisinde rendering islemine gonderilen mekanik olarak eti
styrilmis kemik (MKS) o6rnekleri, tavuk ayak takozu ve deri pargalar1 gibi yan triinler ile
koyun ve sigir kemik ve deri 6rneklerinin islenerek ekonomik degeri daha yiiksek olan
jelatin eldesi amaglanmigtir. Ayrica, iretilen tavuk, koyun ve sigir kemik ve deri
jelatinlerin kalite ve fonksiyonel Ozellikleri ve verimlerinin birbirleriyle kiyaslanarak
verilmesi literatiire daha kapsamli bilgi sunulmasini saglayacaktir. Ayrica 6zellikle MKS

kemik karisimi ve tavuk ayak takozu jelatin liretimine alternatif bir kaynak olusturacaktir.



2. LITERATUR OZETIi

2.1. Kolajen ve Jelatin

Jelatin; hayvansal kaynakli yapisal bir protein olan kolajenin kismi hidrolizi ile elde
edilen fonksiyonel bir tiriindiir [4]. Jelatinin hammaddesi olan kolajen tavuk, balik, sigir ve
domuz gibi hayvanlarin kemik, deri ve bag dokularinda fazla miktarda bulunmakta ve
memelilerde en fazla bulunan yapisal bir protein olarak bilinmektedir [9,10]. Kolajen ii¢
adet ¢oklu prolin zincirinden olusan ii¢lii sarmal bir yapiya sahiptir. Burada zincirlerde her
ic aminoasitten biri glisindir (Gly). Bu da kolajen molekiiliiniin en karakteristik 6zelligidir
[11]. Bu zincirlerin aminoasit dizilimi genel olarak GLY-X-Y seklindedir. Aminoasit
diziliminde genellikle X prolin (PRO), Y prolinin hidroksillenmis hali olan hidroksiprolini
(HYP) gosterir [10, 12]. Kollajenin PRO ve HYP igerigi oransal olarak diger proteinlerden
farklidir. Oransal olarak diger higbir proteinde kolajende oldugu kadar HYP ve PRO
bulunmaz [13, 14, 9, 10]. Kaynaga bagl olarak degismekle birlikte kolajenin toplam HYP
ve PRO oran1 %20 civarindadir. Kolajenin HYP igerigi kaynagina baglh olarak degisir ve
%10 civarindadir [13, 10]. Kolajen miktarinin belirlenmesinde kollajene 6zgii bir

aminoasit olan HYP miktarindan faydalanilmaktadir [13].
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Sekil 2.1 Kolajen proteininin molekiiler organizasyonu [8]

Kolajen proteinin yap1 tasi olan ve polipeptit alt birimlerinden olusan alfa zincirler ortak
bir eksen etrafinda donerek 15A° ¢apinda ve 3000 A° uzunlugunda kati ¢ubuk benzeri

molekiiller olustururlar. Alfa zincirler mikrofibrilleri, mikrofibriller makrofibrilleri,



makrofibriller bir araya gelerek kolajen fiberlerini olustururlar (Sekil 2.1). Kollajen tek
¢esit bir protein olmayip, glinlimiize kadar, 27 farkli tipte kolajen tespit edilmistir. En
yaygin olan Tip | kolajendir ve daha ¢ok kemik, deri ve tendon gibi bag dokularda bulunur.
Tip II kolajen kikirdak dokuda, Tip III kolajen ise yasa bagli olarak biiyiik farklilik
gosteren bir proteindir [1, 15].

Jelatinin hammaddesi olan kolajenin molekiiler agirligi yaklasik olarak 330 kDa’dir
[11, 16]. Kolajenin kismi hidrolizi sirasinda molekiiller arasindaki H baglar1 ve kovalent
baglar kopar. Peptit baglarinin da kopmasi ile alfa zincirler daha kiigiik pargalara ayrilir. 30
kDa’un iizerinde molekiiler agirliga sahip kolajen parcalari olusur. Bunlar jelatin olarak
adlandirilir [5, 17]. 30 kDa’un altinda molekiiler agirliga sahip olan kolajen pargalar ise
kolajen hidrolizat1 olarak adlandirilir ve bu pargalar tek baslarina jel olusturma kabiliyetine
sahip degildir [5, 18]. Yapilan ¢alismalar molekiiler agirligi 10 kDa’dan az olan jelatin
hidrolizatinin giiglii antioksidan 6zellige sahip oldugunu gostermektedir [19]. Sekil 2.2°de
gorildiigi gibi, 1s1l isleme bagl olarak kolajenin yapisini olusturan alfa zincirler agilir ve
daha kiiciik pargalara ayrilir. Bu islemi yiiksek sicaklik ve/veya uzun siirede yapmak
kollajenin asir1 hidroliz olmasi ve daha kisa peptit zincirlerinin olugmasi anlamina gelir [4].
Suda ¢oziinmeyen kolajenin daha fonksiyonel bir yapiya sahip olan ve suda ¢6ziiniir haline

jelatin denilmektedir [20].
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Sekil 2.2 Kolajen ve jelatinin sematik gortiniimii [4]

2.2. Jelatinin Ozellikleri

Jelatin; %51 karbon, %7 hidrojen, %25 oksijen ve %17 azot molekiillerinden
olugmaktadir. Jelatinin %85-92’sini kolajen proteini olusturmaktadir. Geriye kalan kismi

mineraller ve kurutma sonrasinda kalan nemden olusmaktadir [21].



Jelatin diger jellestirici karbonhidratlarla kiyaslandiginda en 6nemli avantaji, insan
viicut sicakliginin altindaki sicakliklarda geri doniisiimli olarak erimesi ve jellesmesidir
[4]. Jelatin soliisyonu sogutuldugunda (35-40 °C’nin altinda) jelatin molekiilleri sonsuz
sayida gecici konfigilirasyonlar meydana getirmektedir. Dagiik halde bulunan jelatin
molekiilleri kiimelenerek heliks bir yap1 olusturarak ve daha diizenli hal alirlar [22]. Sekil

2.3’te jelatinin sogumasi ile olusan jel yapist gosterilmektedir.

a b

Sekil 2.3 Farkli sicakliklardaki jelatin jellerinin sematik gosterimi. a.Amorf bukleler
b.Uglii heliks bukleler c.Uglii heliks ve bukle yigimnlar [23]

Jelatin jellestirici, emiilsifiye edici, kivam artiric1 gibi bircok fonksiyonel 6zelligi
yerine getirebilmektedir. Gida endiistrisi basta olmak iizere ilag, kozmetik ve boya
endiistrisinde de dnemli bir yere sahiptir. Gida endiistrisinde su baglama, berraklagtirma,
kopiik olusturma, jel olusturma, emiilsifikasyon gibi fonksiyonel Ozellikleri yerine
getirmektedir. Jelatin kozmetik alaninda deri ve sa¢ bakim {iriinlerinde kullanilmaktadir.
[lag endiistrisinde kapsiil tiirii ilaglarda, serum formiilasyonlarinda ve ilaglarm ve
vitaminlerin kaplanmasinda kullanilmaktadir [24]. Jelatin hidrolizatlar1 ise gidalara ilave

edilmesinin yani sira meyve suyu, bira ve saraplarin berraklastirilmasinda kullanilir. Jelatin



sekerleme endiistrisinde kopiik olusturma ve stabilizasyonu, 1si1l tersinir jel olusturma,
kontrollii seker kristalizasyonu ve emiilsifikasyon gibi bir¢cok fonksiyonel ozelligi
gerceklestirdigi i¢in bu alanda genis bir kullanim alani bulmaktadir [1, 24]. Jelatin genel
anlamda GRAS (Generally Recognized As Safe) statiisiindedir. Jelatin Tiirkiye’de ve diger
birgok iilkede katki maddesi olarak degerlendirilmemektedir ve kullanimi
sinirlandirilmamaktadir.

Alkali ile 6n islem yapilmis jelatinin aminoasit kompozisyonu, kolajenin aminoasit
kompozisyonundan farkli olmaktadir. Alkali kullanarak yapilan 6n islemde iyonize
olmamig asparajin ve glutamin aminoasit kalintilar1 karboksil gruplarina doniigerek
amonyak ag¢iga c¢ikmakta ve jelatin asidik bir karakter kazanmaktadir. Alkali ile 6n islem
gbérmiis jelatinin izoelektrik noktasi 4,8-5,5 arasinda iken asit ile 6n islem goérmiis jelatinin
izoelektrik noktasi 7,0-9,4 arasinda olmaktadir [25].

Bloom degeri, jelatin jel direncinin veya sertliginin bir ifadesidir. Jelatinin
endistriyel olarak smiflandirilmasina  yarayan en Onemli kalite kriteri olarak
gosterilmektedir. Bloom degeri artik¢a jelatinin pazar degeri de artmaktadir [3]. Jel
kuvveti 150°den diisiik olanlar diisiik, 150-200 arasinda olanlar orta ve 220’den yiiksek
olanlar yliksek jel kuvvetine sahip jelatin olarak deger gormektedir. Genelde sanayide 250-
260 bloom degerine sahip jelatinler kullanilmaktadir [26].

Jelatinin mekanik ozelliklerinin, molekiiler agirlik dagilimina ve ortalama molekiil
agirhigina baglh oldugu; uygulanan 6n islem ve ekstraksiyon proseslerinin bu parametreleri
belirledigi ifade edilmektedir. Uygulanan alkali veya asidik islemler de farkli kolajen
fragmentleri olusmasina neden olmaktadir. Uygulanan kimyasal islemler ilimli sartlarda ise
yiiksek bloom degerine sahip jelatin, uzun siire ve yiiksek sicaklikta uygulanan bir iglem
ise, polipeptid zincirlerinin hidrolizi sebebiyle, daha diisilk bloom degerine sahip jelatin
elde edilmektedir [27].

Viskozite, jelatinin en onemli ikinci kalite kriteri olarak gosterilmektedir. Gida
endiistrisinde stabilizor olarak kullanilan jelatinin yiliksek viskoziteye sahip olmasi arzu
edilmektedir. Fakat gsekerleme gibi iriinlerde 1ise diisiik viskoziteli jelatinler
kullanilmaktadir [1]. Jelatin soliisyonunun viskozitesi, molekiiller arasindaki hidrodinamik
interaksiyonlara baghidir. Piyasadaki jelatinlerin viskoziteleri 2-7 cP arasinda

degismektedir. Bazi 6zel olarak iiretilen jelatinlerin viskozitelerinin 13 cP olabildigi



sOylenmektedir. Yiiksek viskoziteye sahip jelatinlerin sert ve daha esnek oldugu, diisiik
viskoziteli jelatinlerin yumusak ve zayif oldugu bildirilmektedir [28].

Jelatin iiretiminde 6n islem basamaginda kullanilan alkali veya asit konsantrasyonu
viskoziteyi etkilemektedir. Bu basamakta asit ile 6n islem goérmiis jelatin, ayn1 molekiiler
agirhiga sahip alkali 6n islem gormiis jelatinden daha diisiik viskoziteye sahip oldugu
bildirilmektedir. Bu farkliligin sebebi, asit uygulamasiyla fretilen jelatinlerin, alkali
uygulamasiyla iiretilen jelatine kiyasla daha az dalli yap1 gostermesine baglanmaktadir
[25].

Jellesme noktasi, jelatin sollisyonunun jellestigi sicaklik olarak; erime noktasi ise
jelatin jelinin soliisyon haline geldigi sicaklik olarak belirtilmektedir. Jellesme ve erime
sicakliklari, ilag kapsiilii iiretimi olmak iizere bunun gibi bircok uygulamada kalite kriteri
olarak bildirilmektedir, bu sebeple jelatin iiretim optimizasyonlarinda dikkate alinmaktadir.
Jellesme ve erime sicakliklari, jelatin konsantrasyonu ve bloom degerinin artisiyla arttigi
bildirilmektedir [1]. Jelatinin jellesme ve erime dereceleri lizerinde, 6n islem ve termal
ekstraksiyon asamalarinin bir sonucu olan molekiiler agirlik dagiliminin 6nemli etKisi
oldugu bildirilmektedir [27].

Jelatinin rengi ve saydamligi, tiiketiciyi dogrudan etkileyebilecek bir unsur
oldugundan teknik ve ticari olarak 6nemli bir kalite kriteri olarak gosterilmektedir [29].
Jelatin tretiminde, termal ekstraksiyon prosesi sirasinda ortamda az miktarda bulunan
karbonhidratlar ve materyali olusturan proteinler arasinda Maillard reaksiyonu
gerceklesmektedir. Buna bagl olarak ilk ekstrakte edilen partinin jelatin rengi berrak, son
ekstrakte edilen partinin jelatin rengi ise koyu renkli olmakta ve koku oraninin yiiksek
oldugu bildirilmektedir [30]. Diger yandan, renk parametresi jelatinin dig goriiniis
kalitesini diistirdiigli, fakat fonksiyonel oOzellikler iizerinde bir etkisinin olmadigi da
belirtilmektedir [29]. Bir oksidasyon etmeni olan hidrojen peroksit jelatin rengini
acabilmektedir [30].

2.3. Tiirkiye’de ve Diinya’da Jelatin

Tiirkiye’de ve diger iilkelerde kanatli ve islenmis kanatl {irlinlerinin {iretiminin

artmasiyla kanatl isleme yan iiriinlerinin degerlendirilmesi 6nem kazanmaktadir. Kanath



isleme yan iriinleri zengin besin icerigine sahip olmasi sebebiyle hayvan yemlerine
katilmaktadir. Tirkiye’de toplam et iiretiminin yaklasik %65’i kanatli et tiretimi ile ilk
sirada yer almaktadir [31]. Yillik tavuk eti iiretimi yaklasik 1 milyon 600 bin tondur. Bu
tiretimden a¢iga ¢ikan tavuk isleme yan triinleri miktar1 ise yillik yaklasik 600 bin ton
oldugu tahmin edilmektedir [32]. Bu atiklarin toplanarak jelatin iiretiminde kullanilmasi
biyolojik kaynaklardan fazlaca yararlanilmasina, ¢evre kirliliginin Onlenmesine ve
ekonomiye katki saglayacaktir. Literatiir arastirmalarinda tavuk derisinden jelatinin
ekstrakte edildigi ve iiretilen jelatinin kalite 6zelliklerinin belirlendigi bildirilmistir [3].
Ulkemizde yilda yaklasik 5000 ton jelatin kullanilmaktadir. Jelatinin taman
neredeyse ithal edilmektedir. ithal edilen iilkeler arasinda ABD, Almanya, italya, Brezilya,
Kore, Pakistan, Fransa, Hindistan, Kolombia, Cin, Kanada, Japonya’nin da bulundugu
birgok tlilke yer almaktadir. Jelatin {iretimi Diinya’da 2006 yilindan bu yana 315 bin ton
olup, tiretimde kullanilan ham materyallerin %46’s1, Avrupa’da jelatin iiretiminde
kullanilan ham materyallerin ise %69’u domuz derisinden saglanmaktadir (Sekil 2.4).
Ulkemizde 2008 yilinda Usak ilimizde Tiirkjel isminde bir jelatin fabrikasi kurulmus, fakat
heniiz iiretime baslayamamistir. Ulkemizde basarili bir girisim olarak Balikesir ilimizde
Gonen de kurulmus olan Seljel isletmesinin 2010 yilinda sigir derisinden jelatin iiretmeye

basladig1 ve yillik yaklasik 2000 ton kapasite ile ¢alistigr bildirilmektedir [8].

Avrupa Jelatin Uretimi
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Sekil 2.4 2006 yili Diinya ve Avrupa jelatin iiretiminde hammadde dagilimi

(http://www.gelatine.org/en /gelatine/overview/127.htm).




Jelatinin bir¢ok teknolojik ve fonksiyonel 6zelliklere sahip dogal bir protein olmasi,
son yillarda jelatin iiretimine alternatif kaynak arayisinin hiz kazanmasi ve bu alternatif
kaynaklardan jelatin liretmek i¢in uygun metotlarin gelistirilmesi i¢in ¢alismalarin siirmesi

jelatin tiretim ve tiiketiminin 6ntimiizdeki yillarda daha da artacagini gostermektedir.

2.4, Jelatin Uretimi

Jelatin iiretiminde kolajenin hidrolize edilerek suda c¢oziiniir daha kiiclik parcalara
bolinmesi ve istiin jellesme Ozelliklerine sahip olmasi amaglanmaktadir. Ekstraksiyon
isleminde kolajen asir1 parcalanmadan, yeterli diizeyde parcalanarak en iyi jellesme
ozelligi gosteren jelatinin {iretilmesi saglanmalidir [17, 33]. Uretim kosullar1 elde edilecek
jelatinin kalitesini biiyiik dlciide etkilemektedir. On islem asamasinda kullanilacak asit
ve/veya alkali konsantrasyonu ile ekstraksiyon isleminin siiresi ve sicakligi jelatin
kalitesine etki eden en 6nemli faktorlerden biridir [34, 35].

Jelatin kolajence zengin dokularin temizleme, kiiciik pargalara bolme, safsizliklarin
uzaklastirilmasi, asit ve/veya alkali ile muamele gibi 6n iglemlerden gegirilip, 40°C’nin
tizerindeki sicakliklarda gerceklestirilen ekstraksiyon isleminden sonra elde edilen
¢ozeltinin yogunlastirilmas1 ve kurutulup toz haline getirilmesi ile elde edilmektedir.
Jelatin temelde kolajence zengin hayvansal dokulardan {ic asamada elde edilir. (A) On
islem (temizleme, boyut kiigliltme, safsizliklarin uzaklastirilmasi, seyreltik asit ve/veya
alkali ile muamele), (B) jelatin ekstraksiyonu ve (C) ekstraksiyon ¢ozeltisinin siiziiliip,

yogunlastirilip, kurutulmasidir [33, 36].

2.4.1.Hammadde

Jelatin iretiminde tavuk, sigir, koyun ve domuz gibi hayvanlarin deri ve
kemiklerinden faydalanilmaktadir. Bu ham materyallerin jelatin iiretiminden once

boyutlarinin kii¢iiltiilmesi ve safsizliklarin uzaklastirilmasi saglanmalidir.



2.4.1.1. Kemik

Et isleme tesisleri ve kesimhanelerden elde edilen kolajen i¢in 6nemli bir kaynak
olusturan kemiklerin ¢ogunlugu jelatin iiretiminde kullanilmaktadir. Kemik materyali
hijyenik sartlarda 0,5 cm’lik kiipler haline getirilip, 30 dakika boyunca 85-90 °C’de sicak

su icerisinde karistirilarak deriler ve kalint1 etler uzaklasana kadar yikanmaktadir [37].

2.4.1.2. Deri

Deri materyali ise kan, yag, et artiklar1 gibi safsizliklardan arindirildiktan sonra
yikanip, 1 cm’lik kiipler haline getirildikten sonra 3 saat boyunca ~65°C’de sicak su
icerisinde karigtirilarak temizleme islemi gergeklestirilmektedir. Ardindan seyreltik asit

ve/veya alkali ile muamele edilmektedir.

2.4.1.3. Mekanik Olarak Siyrilmis Kemik Posas1

Karkas tizerindeki etler ayrildiktan sonra kemiklerin {izerinde kalan etin parcalama
ve basing gibi mekanik islemlere maruz birakilarak uygun makinalarda ayristirilmasiyla
mekanik ayrilmis et (MAE) iiretilmektedir. Elde edildigi hayvanin tiirline gére mekanik
ayrilmis tavuk eti (MATE), mekanik ayrilmis kanath eti (MAKE), mekanik ayrilmis hindi
eti (MAHE), mekanik ayrilmig dana/sigir eti, mekanik ayrilmig balik eti olarak
isimlendirilmektedir [38, 39, 40]. Mekanik olarak ayristirilmis et iiretiminde kullanilan

makina Sekil 2.5’de verilmistir.

Sekil 2.5 Mekanik ayrigtirilmis et iiretim makinasi
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Kanatl etlerinin mekanik olarak ayrilmasinda kullanilan en yaygin iki sistem; tek
asamali pres sistemi ve iki agamali burgu tipi siirekli sistemdir. Bu sistemlerde kullanilan
makinalar, tiretici firmaya gore bazi farkliliklar gosterse de ¢alisma prensipleri genel olarak
aynidir [41, 42].

Burgu tipi kemik ayirma makinalar1 bir¢ok iilkede yaygin olarak kullanilmaktadir.
Uzerinde et pargalar1 bulunan kemigi kii¢iik pargalara ayiran ogiitiicli, ogiitiilen et ve
kemik karisiminin bir sonraki boliime ge¢isi saglanarak ayrilmasini saglayan basingli bir
bolme ve delikli plakalar, elek veya silindirden ibarettir. Par¢galanmis kemik ve et karisimi
basing ¢gemberi araciligiyla ince delikli elege dogru beslenir. Et ince bir akint1 seklinde elek
altina gecer. Artik iirlin olan, istenmeyen bag doku ve kemik kalintilar1 elek iistiinde kalir
[41, 20].

Diger bir sistem ise Hollanda’da gelistirilen ve Avrupa’da kullanilan tek asamali
hidrolik pres tipi makinalardir. Bu sistemin en bilinen 6rnegi Stork Protecon makinalaridir.
Mekanik ayrilmig et iiretiminde iizerindeki et ile birlikte kemikler 6n parcalama olmadan,
direkt olarak makinaya beslenir. Et kemiklerden yiliksek basing uygulamasiyla (315-473
kg/m?) ayrilarak bir seri filtreden gegirilir [41, 42].

Tavuk isleme tesislerinde karkas tizerindeki et ayrildiktan sonra iizerinde
azimsanamayacak miktarda et bulunan boyun, incik kemigi, gogiis kemigi, gogiis kafesi,
butsirt gibi kemikler makinalara beslenerek MAE iiretimi yapilmaktadir. Uretim esnasinda
MAE’nin yani sira igerisinde kemik, kikirdak ve bag doku bulunan artiklar ayrilmaktadir.
Bu artiklar genel olarak renderinge gonderilerek yem iiretiminde kullanilmaktadir. Ancak
bu artiklarin protein igerigi bakimindan zengin olmasi gida, tip, eczacilik gibi birgok
endiistride kullanilmak iizere fonksiyonel ve katma degeri yiiksek iiriin iiretmek amaciyla
artiklardan geri kazanimin1 6nemli kilmaktadir. Bu sebeple de jelatin iiretiminde alternatif

kaynak olusturmaktadir.

2.4.2.0n islem
Kolajenin yapisinda bulunan capraz baglar genel itibariyle kimyasal uygulamasi

yapilarak pargalanmaktadir. Jelatin kalitesi lizerinde olumsuz etkisinden dolay1r c¢apraz

baglarin parcalanmasinda yiiksek sicaklik uygulamasi tercih edilmemektedir. Kismi
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kimyasal hidroliz uygulamasinda seyreltik asit ve/veya alkali ¢ozeltisi ile ¢apraz baglar
parcalanmaktadir. Fakat kolajen protein zincirleri zarar gormemektedir [43].

On islemde kullanilacak ydntem hayvanin yasina, materyale, materyaldeki capraz
bag miktarina ve jelatin kalitesine gore belirlenmektedir. Bu basamakta hayvan yas1 jelatin
kalitesi ve verimini etkileyen 6nemli bir faktordiir. Capraz bag orani diisiik olan geng
hayvanlarin kolajenine seyreltik asit ile kisa siireli 1limli bir muamele uygulanmakta ve
bunun sonucunda A tipi jelatin iiretilmektedir. Capraz bag orani yiiksek olan yash
hayvanlarda derisik bazik ¢ozelti icerisinde daha kuvvetli bir uygulama ile B tipi jelatin
tiretilmektedir [1, 30]. Uygulanan alkali ve/veya asidik 6n islem, materyaldeki kolajen
olmayan proteinlerin uzaklastirilmasini, kolajen matriksinin istenen diizeyde sismesini ve
kolajendeki molekiiller arasi ve molekiil i¢i kovalent olmayan baglarin kopmasini
saglamaktadir [44]. Jelatin tiretiminde hammadde olarak kullanilan deri, kikirdak, balik
pulu ve kemikte bulunan kolajen miktar1 farklilik gdstermektedir. Hammadde kikirdak,
balik pulu ve kemik ise elde edilen verim %5 civarinda, deri ise %10 civarindadir. Kemik
ve kikirdak gibi dokularda verimin diisiik olmasinin sebebi 6zellikle kalsiyum gibi yiliksek
mineral madde igermesidir ve ekstraksiyon isleminden dnce uzaklastirilmast zorunludur.

Bu nedenle elde edilen jelatin verimi ve kalitesinde diisiis gézlenmektedir [45].

2.4.3. Ekstraksiyon

Ekstraksiyon asamasi jelatin liretiminde en Onemli proses asamasidir. Jelatin
hayvansal dokulardan genellikle ¢o6ziicii ekstraksiyonu ile elde edilmektedir. Coziicii
ekstraksiyonu; uygun bir ¢oziicii yardimi ile kati bir maddenin icerdigi bilesenlein birini
veya bir bolimiinii ekstrakte etmeye yarayan tekniktir. Burada ekstrakte edilmek istenen
bileseni en iyi ¢ozen organik ve/veya inorganik c¢oziiciiler kullanilmaktadir. Coziicliye
gecen hedef bilesenler, ¢ozeltinin filtre edilmesi ve/veya kurutularak ¢o6ziiciiniin
uzaklastirilmasi ile elde edilmektedir [46]. Kolajence zengin hayvansal dokular 6n islem
basamaklarindan gegirildikten sonra ¢oziicli ekstraksiyonu metodu ile jelatinin ¢oziiciiye
gecmesi saglanir. Uygun bir ¢oziicii igerisinde 1s1l isleme maruz birakilan ham materyalden
elde edilen jelatince zengin ¢oOzelti genel olarak 1sil islemle kurutulmakta veya
liyofilizasyon islemiyle toz haline getirilmektedir [4]. Jelatin {iretim akis semasi sekil

2.6’da verilmistir.
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Hayvansal atik
(deri, kemik vb.)

¥

Yikama

Safsizliklarin giderilmesi

(Soguk su & depolama & sicak su)

: |

Dograma / rendering

(kiiciiltiilmiis boyut & artan yiizey)

 }

Demineralizasyon
(kemikler i¢in, derisik HCI )

| §

Alkali ve asit ile muamele

(kolajen yapisinin bozulmasi)

|

Ekstraksiyon
(50°C - 100°C, 4-7 saat)

|

Evaporasyon / kurutma
(40°C — 80 °C) veya dondurarak kurutma

|

Jelatin

yaprak & toz

Sekil 2.6 Hayvansal atiklardan jelatin tiretim akis semasi [47]
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2.5. Proteinlerin I¢erik, Miktar ve Yapisal Ozellikleri Bakimindan Analiz Yéntemleri

Gidalarda protein miktarinin tayini i¢in Kjeldahl, Bradford, Lowry, Biiiret metotlari,
protein profilini belirlemek igin elektroforez ve yapisal/konformasyonel Ozelliklerini

belirlemek i¢in ise FTIR yontemleri kullanilmaktadir.

2.5.1. Protein Miktar Tayini

Gidalarda bulunan proteinlerin miktarlarinin tayini i¢in Bradford, Lowry, Bitiriet,
Kjeldahl yontemleri kullanilmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda MKS karisimi, koyun ve sigir deri ve kemigi, tavuk takozu ve
tavuk deri Orneklerinin protein miktarinin belirlenmesi amaciyla Bradford yontemi
kullanilmigtir. Bradford yontemi spektrofotometrik bir yontemdir. Bu yontemde negatif
yiike sahip organik boyar madde olan Commassie brillant blue G-250 proteindeki pozitif
yiiklii gruplara baglanabilme 6zelligine sahiptir. Kuvvetli bir asit icerisinde ¢oziindiigiinde
elde edilen kahverengi kirmizi renkte bulunan bu boya proteine baglandiginda mavi renk
olusturmaktadir. Mavi renkli boya-protein kompleksi maksimum 595 nm dalgaboyunda
absorpsiyon piki verir ve boylelikle 6rnek igerisindeki protein miktar: tespit edilir. Yiiksek
duyarhilikta bir reaksiyon olup (0,01-0,05 mg protein/ml) tekrarlanabilir ve hizli sonug
vermektedir [48].

Lowry yonteminde alkali bir ortamda +2 yiiklii bakir iyonu proteinlerdeki peptid
baglari ile bir kompleks olusturur ve +1’e indirgenir. indirgenmis bakir ve proteinlerin yan
zincirinde yer alan Trp, Tyr ve Cys aminoasitleri Folin-Fenol reaktifini indirgeyerek renk
olusumuna sebep olur. Olusan rengin siddeti protein konsantrasyonu ile dogru orantili
olmakla birlikte 660 nm’de spektrofotometrik olarak dl¢iiliir.

Biiiret yonteminde alkali ortamda Cu*? iyonlarinin protein ve peptitlerdeki peptit
bagi azotuyla verdigi reaksiyon sonucu olusan mavi-mor rengin 540-560 nm’deki
absorbansindan faydalanilir.

Kjehldahl yontemi materyalin bilesiminde bulunan azotun katalizor ve siilfirik asit
varhiginda yas yakma yoOntemi ile amonyaga doniistiiriiliip, amonyagin amonyumstilfat

olarak tutulmasina dayanir.
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2.5.2. SDS-PAGE Yontemi

Proteinler yapilarindaki fonksiyonel grup ve aminoasitlere bagli olarak negatif veya
pozitif yiikk tagimaktadirlar. Protein molekiillerini iceren bir ¢bzeltiye uygun bie destek
ortam1 lizerinde elektriksel alan uygulandiginda protein biiyiikliigiine ve net ylikiine baglh
olarak belirli bir hizda hareket eder. Proteinlerin hareket etmesini saglayacak destek ortami
poliakrilamit jeldir. Poliakrilamit jel sentetik bir yapiya sahip olan akrilamit ve akrilamit
tiirevi olan N-N’-metilen bisakrilamidin polimerlesmesiyle olusur. Ornekler olusan bu jel
tizerinde kosturulur. Polimerlesme reaksiyonunda bulunan akrilamit molekiilleri diiz
zincirler olustururlar. Iki akrilamit zinciri ile bisakrilamit molekiilleri ¢capraz baglanmalar
olusturur. Boylece agimsi bir yap1 meydana gelir. Polimerlesmenin etkinligi amonyum
persiilfat (APS), sicaklik, pH ve N,N,N’,N’-tetrametil-etilendiamin (TEMED) miktarina
gore degisiklik gosterir. Polimerlesmenin serbest radikal olusturabilmesi icin TEMED
katalizor, APS reaksiyon baslatici olarak gorev alir.

Proteinler, gii¢lii negatif bir yiik tasiyan deterjan olan sodyum dodesilsiilfat (SDS)
iceren bir ¢ozelti ile muamele edilir. SDS proteinlerin hidrofobik kisimlarina baglanarak
protein yapisinin acgilmasina, bagli proteinlerin birbirinden ayrilarak ¢ozelti iginde serbest
olarak hareket etmesine neden olur. Proteinlerdeki S-S baglarin1 kirmak igin
betamerkaptoetanol gibi bir indirgeyici ajan kullanildiginda fazla alt birimli molekiilleri
olusturan polipeptitlerin analizi gergeklestirilebilmektedir. Her protein molekiilii uygun
voltaj kullanarak olusturulan elektriksel alanda belirli siire ilerleyip ¢ok sayida eksi yiiklii
deterjan molekiilii baglar. Bunlar deterjanin gercek yiikiinii orterek voltaj uygulandiginda
art1 elektroda dogru ilerlemesine neden olur. Biiylik proteinler daha biiyiik elektriksel
kuvvet etkisinde kaldiklarindan dolayr daha hizli ilerlemeleri gerekir. Sonug¢ olarak
molekiiler agirliklarina gére karmagik bir protein karigimi bir dizi belirli protein bantlarina
ayrilir. Bu karisim igerisindeki onemli proteinler Coomasie mavisi gibi bir boya ile
belirlenebilir. Daha az (10 ng kadar) protein igeren bantlar altin ya da giimiis iceren

boyalar kullanilarak belirlenebilir [49].
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2.5.3. FTIR Yontemi

FTIR yontemi, Fourier doniisiimii ile 15181 kizilétesi yogunlugunda dalga sayisinin
Olclilmesine yarayan spektroskopik bir yontemdir. Bu yontemin prensibi, kizil 6tesi olarak
adlandirilan radyasyonun absorbsiyonu ile kimyasal baglarin titresimlerinin olgiilmesine
dayanmaktadir. Kizil otesi 1ginlar kimyasal baglarin biikiilme, gerilme ve biiziilme gibi
degisik titresim hareketleri ile absorbe edilir. Kizilotesi bolgelerdeki kimyasal baglarin
titresimlerindeki farklilik ve absorbsiyon Ozellikleri spektral piklerin olusmasini saglar.
Fonksiyonel her grup kendine has titresim frekansina sahiptir [50].

Elektromanyetik 151k dizilerinin kizil Stesi bolgesi 14000 cm™ ile 10 cm™ arasinda
degisiklik gostermektedir. Ayrica yakin dalga boylu kizil Gtesi (NIR; 4000~14000 cm™),
orta dalga boylu kizil Gtesi (MIR; 400~4000 cm™) ve uzak dalga boylu kizil otesi (FIR;
4~400 cm™) olmak iizere ii¢ ana bolgeden meydana gelmektedir. MIR bolgesindeki bantlar
ile proteinler, niikleik asitler ve hiicre duvari bilesenleri gibi bakteri hiicrelerinin toplam
bilesenleri belirlenebilir [51].

MIR spektroskopisi ile organik bilesenlerin tanimlanmasi yapilir. Organik bir
maddenin 151k dizisinde 3600-1200 cm™ araligy fonksiyonel gruplar bolgesidir. ikinci bolge
1200-700 cm™ araligi parmak izi bolgesi olarak adlandirilir. Parmak izi bolgesi dzellikle
molekiildeki kiigiik yapisal degisiklikleri incelemek amaciyla kullanilir. Molekiiliin
yapisinda meydana gelen kiigiik degisiklikler, bu bolgedeki absorbsiyon piklerinin biiyiik
Olciide yer degistirmesine sebep olur. Bu bolgede iki 151k dizisinin ¢akismasi, bu iki 151k
dizisinin ayn1 madde oldugunu gosterir. Bu bolge araliklarinda tek baglarin ¢ok biiyiik bir
kismi absorpsiyon bantlar1 olusturur. Bu bdlgenin olduk¢a dar olmasindan dolayi
bolgedeki titresimlerin frekanslari, enerjilerinin birbirine yakin olmasindan kaynakli olarak

birbirlerini fazlasiyla etkiler [51, 52, 53].

2.6.Calismanin Amaci ve Ozgiinliigii

Gincel literatiir incelendiginde, hayvansal atiklardan kolajen ve jelatin ekstraksiyonu
ve karakterizasyonu iizerine gesitli calismalar bulundugu goriilmiistiir. Ancak sinirli sayida

materyal ile yapilan calismalar ¢ogu zaman kiyaslama yapmaya imkan vermemektedir.
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Sunulan bu tez ¢aligmasinin mevcut arastirmalardan farki; MDM posa, koyun ve sigir deri
ve kemigi, tavuk derisi ve tavuk takozu olmak tizere 7 farkli 6rnekten elde edilen
jelatinlerin fizikokimyasal, fonksiyonel, tekstiirel Ozellikleri ile protein igerigi ve
konformasyonu bakimindan karsilastirmali olarak incelenmesine imkan saglamasidir. Bu
tez calismasinin hem literatiire hem de alternatif kaynaklarin degerlendirilmesine katki

saglayacag diistiniilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

On calisma asamasinda hammadde olarak tavuk kesimhanelerinde ayrilan kanath
deri, boyun, incik kemigi, gogiis kemigi, kanat ucu, tavuk takozu, gogis sirt, but sirt ve bu
kemiklerin tiimiiniin karisim1 kullanilmistir. Boyun, incik kemigi, gogiis kemigi, kanat ucu,
tavuk takozu, gogilis sirt ve but sirt kemik Ornekleri ayri ayr1t MDM makinasinda
ogitilmistir. Kemik karisim oOrnegi ise tim kemik Orneklerinin karigtirtlip MDM
makinasinda 6giitiillmesiyle hazirlanmigtir. Tiim kanath deri ve kemik 6rnekleri Gedik Pili¢
A.S. kesimhanesinden temin edilmistirr Ham materyallerin listesi Cizelge 3.1°de

verilmistir. Materyaller analizler gergeklestirilinceye kadar -18°C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1 On ¢aligmada kolajen/jelatin ekstraksiyonunda kullanilan deri, kemik ve posa
ornekleri

Ornekler
Tavuk deri (Chicken skin)
Tavuk boyun (Chicken neck)

Z
o

Tavuk incik kemigi (Chicken shinbone)

Tavuk gogiis kemigi (Chicken breastbone)

Tavuk kanat ucu (Chicken wing tip)
Tavuk takozu (Chicken shanks)

Tavuk gogiis sirt (Chicken upper backbone)

Tavuk but sirt (Chicken lower backbone)
MKS (Mechanically deboned meat)

O O N| o O | W N
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Ana ¢alismada ise hammadde olarak tavuk kesimhanelerinde mekanik kiyma iiretimi
sirasinda yan iriin olarak ortaya c¢ikan, kemik, kikirdak ve bag dokudan olusan ve genel
olarak renderinge gonderilen boyun, gégiis kemigi, incik kemigi, kanat ucu, gégiis sirt ve
but sirt igeren kemik karisimi olan MDM posasi, tavuk derisi, tavuk ayak takozu, koyun
derisi ve kemigi, sigir derisi ve kemigi kullanilmigtir. Tavuk MDM posasi, tavuk deri ve
takoz materyalleri Gedik Pili¢ A.S. kesimhanesinden temin edilmistir. Koyun ve sigir
kemik oOrnekleri yerel bir kasaptan, koyun ve sigir deri Ornekleri ise yerel bir
mezbahaneden temin edilmistir. Materyaller denemeler gergeklestirilinceye kadar Kilitli
posetler iginde -18°C’de muhafaza edilmistir. Listesi Cizelge 3.2°de verilen
hammaddelerin 6giitilmiis ve trimlenmis gorselleri Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3, Sekil
3.4, Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2 Ana calismada kolajen/jelatin ekstraksiyonunda kullanilan deri, kemik ve posa
ornekleri

No | Ornekler
MKS (Mechanically deboned meat)

Koyun kemigi (sheep bone)

S1gir kemigi (bovine bone)

Tavuk takozu (chicken shanks)

Tavuk derisi (chicken skin)

Koyun derisi (sheep skin)

~N| O o1 B~ W N -

Si1gir kemigi (bovine skin)
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Sekil 3.1 MDM kemik karisimi 6rnegi. 1. Boyun 2. But sirt 3.Gogiis kemigi 4. Incik
kemigi 5. Kanat ucu 6.Gogiis sirt 7. MDM posast

Sekil 3.2 Koyun kemigi 6rnegi. 1. Biitiin koyun kemigi 2. Ogiitiilmiis koyun kemigi
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Sekil 3.5 Tavuk derisi 6rnegi. 1. Biitiin tavuk derisi 2. Trimlenmis tavuk derisi
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Sekil 3.7 Sigir derisi 6rnegi. 1. Biitlin s18ir derisi 2. Trimlenmis s1g1r derisi

3.2. Yontem

Bu tez ¢aligsmasinin ilk asamasinda, tavuk deri ve boyun, incik kemigi, gégiis kemigi,
kanat ucu, ayak takozu, gogiis sirt, but sirt ve bu kemiklerin kariggminin MKS artiklarinda,
on islem (seyreltik alkali ve asit ile muamele), mineral ve yagdan arindirma ve 1s1l
ekstraksiyon islemleriyle kolajen ve jelatin ekstraksiyonu islemi ve karsilastirmali olarak
bazi fizikokimyasal 6zellikleri incelenmistir. Bu amagla, belirtilen deri ve kemik posasi
orneklerinin kuru madde, nem, kiil, yag ve protein tayinleri ile SDS-PAGE analizleri
yapilmistir. Ayrica, deri ve karisim MDM o6rneklerinde viskozite ve tekstiir analizleri de

yapilmustir.

22



On denemelerden edinilen bilgiler dogrultusunda, calismanin ana asamasinda tavuk
deri ve MDM Kkarisim, koyun deri ve kemigi, sigir deri ve kemigi ornekleri kullanilarak
jelatin ekstraksiyonu ger¢eklestirilmistir. Elde edilen fraksiyonlarin protein miktari, igerigi,

yapisal, fonksiyonel ve tekstiirel 6zellikleri karsilastirmali olarak incelenmistir.

3.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

On denemelerde kullanilmak iizere hazirlanan 6rnekler; tavuk deri, boyun, incik
kemigi, gogiis kemigi, kanat ucu, takoz, gégiis sirt, but sirt ve bu kemiklerin karisimi olan
MKS artiklaridir. Kemik 6rneklerinin tiimiit MDM makinasinda 6giitiilerek hazirlanmigtir.
Tavuk deri (~1x1 cm) ise, yag ve et parcalar1 temizlendikten sonra kii¢iik pargalara
ayrilmistir. Ornekler analizler gerceklestirilinceye kadar -18°C’de muhafaza edilmistir.

Calismanin ikinci asamast i¢in, MDM makinasinda esit miktarda (1,5 kg) boyun, but
sirt, gogiis kemigi, incik kemigi, gogiis kafesi, kanat ucu ham materyallerinin pargalanmasi
sonucu artik olarak ayrilan MDM posasi, MDM makinasinda 6giitiilmiis tavuk ayak takozu
posasi, elde satir yardimiyla 6giitiilmiis koyun ve sigir kemikleri -18 °C’de bekletilmistir.
Yag ve et pargasi gibi safsizliklardan uzaklastirilmis, trimlenmis tavuk deri (~ 1x1 cm),
koyun deri (~3x3 cm) ve sigir deri (~ 3x3 cm) -18 °C’de bekletilmis, analizlerden 6nce

tiim ornekler +4 °C’de gece boyunca ¢ozlindiiriilmiustiir.

3.2.2. On Cahsma

3.2.2.1. Tavuk orneklerinin Fizikokimyasal Analizleri

Deri (~ 1x1 cm) ve MDM kalinti 6rneklerinin kuru madde ve nem, kiil, yag ve
protein igerikleri AOAC (1990, 2000) yontemlerine gore belirlenmistir:

Kurumadde ve nem igerigi, orneklerin bir hava sirkiilasyonlu etiivde (Memmert
UNBA400, Schwabach, Almanya) 105°C'de (AOAC yontemi 927.05) kurutulduktan sonra
sabit agirligi elde edilerek belirlenmistir [54].

Kiil igerigi, orneklerin bir kiil firininda (Carbolite, Hope Valey, UK) 550°C'de 7 saat
yakilmasiyla belirlenmistir (AOAC yontemi 942.05) [54].

23



Yag igerigi, Gerhardt Soxtherm sistemi (Konigswinter, Almanya) kullanilarak
Soxhlet yontemiyle belirlenmistir.
Protein igerigi, toplam nitrojene dayali Kjeldahl yontemi ile belirlenmistir ve

nitrojen-protein doniisiimii i¢in 6,25 faktori kullanilmistir (AOAC yontemi 984.13) [55].

3.2.2.2. On islem ve Ekstraksiyon

25 gram ¢oziindiiriilmiis ve dogranmis (~ 1x1 cm) deri numuneleri, sirasiyla oda
sicakliginda 100 ml seyreltik asit (0,1 N HCI) ve alkali (0,1 N NaOH) ¢ozeltileri ile igsleme
tabi tutulmustur. Asit ve alkali muameleleri arasinda ara yikama ve siizme asamalari
uygulanmigtir. Daha sonra jelatin ekstraksiyonu, 55 °C'de distile suda 7 saat boyunca
gerceklestirilmistir ve ardindan filtrasyon yapilmistir. Her islem adimindan sonra soliisyon
4 katmanl bir tiilbentten siiziilmistir ve deri 6rnekleri damitilmig su ile yikanmuistir.
Ekstraksiyon igleminin sonunda, son siiziintli ileriki analizler i¢in 4 °C'de tutulmustur.
Coziindiiriilen 6giitiilmiis MDM o6rnekleri (25 g) distile suda (100 ml) 65 °C'de 150 rpm'de
calkalamali inkiibatorde 3 saat boyunca temizleme islemine tabi tutulmustur. 4 katl bir
tilbentten siiziildikten sonra numuneler 24 saat boyunca %4 HCI ile demineralize
edilmistir. Bu islem kemigin mineral kismini zayiflatmak ve kalsiyum fosfatlari
uzaklastirmak i¢in yapilmistir. Yag alma isleminde numunelerin yag igerigi n-hekzan ile
35 °C'de 18 saat siireyle uzaklastirilmigtir. Protein olmayan nitrojen bilesiklerini
uzaklastirmak i¢in 24 saat 0,1 N NaOH ile muamele edilmistir ve kanatli kemik kollajeni
elde edilmistir. MDM kemik o6rneklerinin asitle muamelesi demineralizasyon asamasinda
gerceklestirilmistir. MDM kemik 6rnekleri, ekstraksiyondan dnce yapidaki ¢apraz baglari
kirmak i¢in 0,1 N NaOH ile muamele edilmistir. Bu islemlerden sonra jelatin
ekstraksiyonu, 24 saat boyunca 60 °C'de ¢alkalamali bir inkiibator kullanilarak distile suda
gerceklestirilmistir.  Ekstraksiyon islemi sonucunda elde edilen jelatin soliisyonu
stiziilmustir ve daha sonraki analizler i¢in +4 °C'de saklanmistir. Tavuk derisinden ve
kemiklerinden (MDM o6rnegi dahil) kolajen/jelatinin ekstraksiyonunda izlenen prosediirler,

asagidaki Sekil 3.8 ve 3.9'da verilmistir.

24



Yikama/Filtrasyon

Kanatlh Kemigi & MDM Ormegi

N\

Yikama & Parcalama

A4

Depolama (-18°C)

Safsizliklar

A4

Temizleme (65 °C, 3 saat)

Yikama/Filtrasyon

N\

Demineralizasyon
(4% HCI, 24 saat)

Kan ve Diger
Safsizliklar

Yikama/Filtrasyon

~

NS

Yag Giderme
(n-hegzan 35 °C, 18 saat)

~

NS

Kemik Kolajeni

NaOH ile Muamele
(0.1 N, 24 saat)

Ekstraksiyon
(su ile, 60°C, 24 saat)

Jelatin

Sekil 3.8 Kanatli kemigi ve MDM karisimi kolajen/jelatin ekstraksiyonu akis semasi
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Kanath Deri

\Z

Trimleme & Yikama

i = Safsizliklar
/

Depolama (-18°C)

A4

Deri Orneklerinin Kesilmesi

Asitle Muamele
(0,1 N HCI, 3 saat)
-y

Yikama/Filtrasyon

N
Alkali Muamele

(0,1 N NaOH, 3 saat)
Yikama/Filtrasyon € ‘{,7

Kolajen

=
AN

Ekstrakstyon

(60 °C, 7 saat)

Filtrasyon <

Jelatin

Sekil 3.9 Kanatli deri kolajen/jelatin ekstraksiyonu akis semasi

3.2.2.3 SDS-PAGE Analizi

Orneklerdeki protein fraksiyonlari, Laemmli protokoliine gére SDS-PAGE ile analiz
edilmistir [56]. Kolajen/jelatin &rnekleri sample buffer (1:1 v/v) ile karstirilmistir ve
proteinleri denatlire etmek igin 5 dakika boyunca kaynatilmistir. Her bir kuyuya her
ornekten 20 pl yiiklenmistir. Elektroforez, Mini Protean Tetra System (Biorad Lab Inc,
ABD) kullanilarak %4-12 poliakrilamid jel iizerinde gergeklestirilmistir. Tris glisin
tamponu igerisinde ilk 15 dakika 75 V’ta, ardindan bir saat boyunca 150 V’ta
kosturulmustur. Coomassie Brillant Blue R250 kullanarak 30 dakika boyunca
gerceklestirilen protein boyamasiin ardindan, Coomassie Brillant Blue R-250 Destaining
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Solution (BIO-RAD) kullanilarak 1 saat boyunca protein olmayan bolgelerdeki boyanin

uzaklastirilmasi saglanmistir. Daha sonra protein bantlar incelenmistir.

3.2.2.4. Vizkozite ve Jel Kuvveti Tayini

Kolajen/jelatin ¢ozeltilerinin viskozite degerleri, oda sicakliginda DV2T Brookfield
Viskozimetre (MA, ABD) kullanilarak belirlenmistir. Ol¢iimler igin 50 ml’lik genis agizli
bir tiip igerisinde 40 ml 6rnek ve paslanmaz ¢elik RV-5 mil (400 ila 800 000 cP arasinda
degisen) kullanilmistir. Viskozite dl¢timleri oda sicakliginda 4 farkli mil hizinda (25, 50,
100, 200 rpm) gergeklestirilmistir. Ug tekrarin ortalama degerleri alinmistir.

Kolajen/jelatin soliisyonlarinin jel sertlik Olgitimleri, 4,5 kg’lik bir yiik hiicreli
Brookfield CT3 Texture Analyzer (MA, ABD) kullanarak gergeklestirilmistir. 25,4 mm
capinda diiz tabanli bir silindir (seffaf akrilik), prob (TA11-1000), g cinsinden maksimum
kiitleyi belirlemek i¢in 0,5 mm/s’lik bir penetrasyon hiziyla 6rnege 10 mm niifuz etmeye
zorlanmustir. 1. ve 2. Cevrim penetrasyon testlerinde sertlik (g) ve yapilan is (mJ)

kaydedilmistir.

3.2.3. Ana Calisma

3.2.3.1. Kolajen izolasyonu

Tavuk, koyun, sigir kemigi ve derisinden yiiksek verim ve kalitede jelatin
ekstraksiyonu gergeklestirmek igin protein disindaki yag ve mineral gibi bilesenlerin
yeterli diizeyde uzaklastirilmasi gerekmektedir. Kolajen izolasyonu ile jelatin
ekstraksiyonundan 6nce, MDM kemik karisimi, koyun kemigi, sigir kemigi, tavuk ayak
takozu, tavuk deri, koyun deri ve sigir deri orneklerindeki protein digindaki kan, yag,
kalsiyum ve diger safsizliklar uzaklastiritlmaya c¢alisilmistir. Kemik orneklerinde kolajen
izolasyonu i¢in baglangigta temizleme (safsizliklarin ayrilmasi) ve demineralizasyon; deri
orneklerinde ise temizleme ve seyreltik asit ile muamele olmak tizere 2’ser asamali bir 6n
islem gerceklestirilmistir. Kemik ve deri 6rneklerinin tiimii i¢in on islemlerde alkali ile

muamele ve yag ayirma igin ¢oziicli ekstraksiyonu (n-hekzan) 6n denemelerde yiiksek
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miktarda kolajen kaybina neden oldugu i¢in prosediire dahil edilmemistir. Kemik ve deri
orneklerinden kolajen izolasyonu ve jelatin ekstraksiyonu icin proses akis semalar1 Sekil

3.10 ve Sekil 3.11°de verilmistir.

Kemik

I ]

Kirliliklerin Giderilmesi

5 Safsizliklar

Ogiitme/Pargalama

X

Depolama (-18 °C)

X

Temizleme (65°C, 3 saat)

Yikama | -—— Filtrasyon

Demineralizasyon
(%4 lik HCI, 24 saat)

Yikama

Mineral ekstrakti

Filtrasyon

/ Ekstraksiyon (55°, 24 saat)

Filtrasyon * Jelatin ekstrakti

Santrifiij (4000xg, 20 dakika)

; Yag

Kurutma (50°C, 18 saat)

L1

Ogiitme

!

Toz Jelatin

Sekil 3.10 Kemik 6rneklerinden jelatin ekstraksiyonu icin akis semast
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Deri

|

Kirliliklerin Giderilmesi

Et artiklar ve
Yikama safsizliklari
Dograma/Trimleme
Depolama (-18 °C)
Temizleme (65°C, 3 saat)
Yikama Filtrasyon
Seyreltik asitle yikama
(0.1 HCI, 3 saat)
Yikama Filtrasyon

Ekstraksiyon (55°C, 24 saat)

!

Santrifiij (4000xg, 20 dakika)

] e S

Kurutma (50°C, 18 saat)

Ll

Ogiitme

L1

Toz Jelatin

Sekil 3.11 Deri 6rneklerinden jelatin ekstraksiyonu i¢in akis semasi

3.2.3.1.1. Kemik Orneklerinde Kolajen izolasyonu

Coziindirilen kemik kalintilar1 70-100 g arasinda 250 ml’lik erlenlerde tartildiktan
sonra iizerlerine 1:1 (w/v) oraninda saf su ilave edilip, erlenlerin agz1 parafilm ile

kapatilmistir. MDM karisim ve takoz Ornegi tam 100’er gram tartilmistir. Hazirlanan
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ornekler, kan ve yag gibi safsizliklardan arindirilmast amaciyla 65°C’de ve 110 rpm
hizindaki ¢alkalamali inkiibatorde 3 saat bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler 4 katli peynir
bezinden siiziilmiistiir. Siiziilen 6rnekler demineralizasyon asamasi igin tekrar erlenlere
alinip tizerlerine 1:1 (w/v) oraninda %4’lik (v/v) HCI ¢ozeltisi ilave edilmis ve erlenlerin
agz1 parafilm ile kapatilmistir. Oda sicakliginda, 110 rpm hizindaki c¢alkalamali
inkiibatorde 24 saat bekletilmislerdir. Bu asamada mineral maddelerin uzaklastiriimasi
amaglanmistir. Bekletme sonrasinda siizme islemi gerceklestirilmistir. Daha sonra peynir
bezinin {izerinde kalan posalar saf su ile iki kez yikanmigtir. Stizme islemlerinden sonra
ayrilan soliisyonlarin timi 50 ml’lik tiiplere konularak diger analizler gerceklestirilinceye

kadar +4 °C’de saklanmustir.

3.2.3.1.2. Deri Orneklerinde Kolajen izolasyonu

Tavuk, koyun ve sigir deri 6rnekleri (70-100 g) temizleme islemi i¢in 250 ml’lik
erlenlere tartildiktan sonra {izerlerine 1:1 (w/v) oraninda saf su ilave edilip erlenlerin agz1
parafilm ile kapatilmigtir. Tavuk deri 6rnegi tam 100 gram olarak tartilmistir. Kemik
orneklerinde oldugu gibi kan, yag ve diger safsizliklarin uzaklastirilmasi amaciyla deri
ornekleri de, 65°C’de ve 110 rpm hizindaki ¢alkalamali inkiibatérde 3 saat bekletilmistir.
Islem sonunda deri &rnekleri 4 kath peynir bezinden siiziilmiistiir. Siiziilen &rnekler
seyreltik asit ile muamele edilmek {izere erlenlere alinip tizerlerine 1:1 (w/v) oraninda 0,1
N HCI ¢ozeltisi ilave edilmistir. Erlenlerin agzi parafilm ile kapatilip oda sicakliginda
calkalamal1 inkiibatorde 3 saat boyunca bekletilmistir. Boylelikle kolajen igeren dokunun
sismesi ve dokunun kontrollii bir sekilde yipratilmasi saglanmustir. islem sonunda deri
ornekleri 4 katli peynir bezinden siiziilmiistiir. Siiziilen deri 6rnekleri saf su ile iki kez
yikanmigtir. Tiim slizme igslemlerinden sonra ayrilan soliisyonlarin timii 50 ml’lik tiiplere

konularak diger analizler yapilincaya kadar +4 °C’de saklanmustir.

3.2.3.2. Jelatin Eldesi

Bu asamada kismen hidrolize olmus kolajenin jelatine doniismesi ve ¢oziinerek suya

gecmesini saglamak amaciyla, yikanip siiziilen kemik ve deri 6rneklerinin tizerine 1:1
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(w/v) oraninda saf su eklenmis ve erlenlerin agzi parafilm ile kapatilarak 55°C’de 24 saat
boyunca g¢alkalamali inkiibatérde (110 rpm) ekstraksiyona tabi tutulmustur. Ekstraksiyon
sonrasinda Ornekler 4 kath peynir bezinden siiziilmiis tistte kalan posa atilarak alta gegen

soliisyon 50 mI’lik tiiplere alinmistir. Diger islemler gerceklestirilinceye kadar 6rnekler +4

°C’de saklanmustir. Siizme islemi Sekil 3.8°de gosterilmektedir.

Sekil 3.12 Orneklerin siizme ,islemi. 1. Ekstraksiyon sonrasi siiziilecek 6rnekler 2. Dort
katli peynir bezi ile siizme islemi 3. Stizme isleminden sonra ayrilan deri 4. Ekstraksiyon
¢Ozeltisi

3.2.3.3. Yag Ayirma

Elde edilen jelatin soliisyonlar1 4000xg’de, 20 dakika santrifiij edilmistir. Sekil
3.9°da gosterildigi gibi sollisyonda bulunan yag tiipiin iist kisminda, slizmeden
kaynaklanan tortular tiipiin en alt kisminda birikerek ayrigtirma saglanmistir. Tiipiin st

kisminda bulunan yag fazi mikropipet yardimiyla yiizeyden alinmistir.

yag tabakasi

Sekil 3.13 Ekstraksiyon isleminde santrifiij sonrasi yag fazinin ayrilmasi
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3.2.3.4. Kurutma

Jelatin soliisyonlariin bir kismi diger analizler i¢in +4 °C’de saklanmaya devam
edilmistir. Bir kismu ise jel giicli ve tekstiir profil analizi hesaplamalari igin etiivde petri
kaplar igerisinde 50 ‘C’de 18 saat kurutulmustur. Kurutma islemi sonunda petri kaplarinda
bulunan kuru jelatin, spatiil yardimiyla kazinmig ve havanda doviilerek toz haline

getirilmistir. Toz jelatin tartilip 6rnek kaplarina alinarak +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3.5. Film Uretimi

Santrifiij sonrasinda jelatin soliisyonlar1 9 cm ¢apindaki petri kaplarina dokiilerek 30
‘C’de % 40 bagil nemde 24 saat kurumaya birakilmistir. Kurutma sonrasi olusan jelatin
filmler petri yiizeyinden soyularak g¢ikarilmus, fiziksel 6zellikleri ve elastikiyetleri gorsel

olarak degerlendirilmistir.

3.2.3.6. Protein Miktarinin Tespiti (Bradford Yontemi)

Bu calismada temizleme, kolajen ve jelatin soliisyonlarinin protein igeriginin
belirlenmesi amaciyla Bradford yontemi kullanilmustir. Ik olarak, konsantre Bradford
boya ¢ozeltisi (Bradford Dye Reagent, Biorad) 1/5 oraninda seyreltilerek kullanima hazir
hale getirilmistir. Temizleme, kolajen ve jelatin soliisyonlarindan 100 pl alinarak 5 ml
boya ¢ozeltisi ile karistirlmistir. Elde edilen protein/boya soliisyonlart 5 dakika karanlikta
tutulmustur. Ardindan UV-VIS Spektrofotometrede (Libra S70, Biochrom Ltd, Cambridge,
UK) 595 nm'de absorbans 6l¢iimleri yapilmis ve kaydedilmistir. Her bir 6rnekten tiger defa
okuma yapilmis ve deneyler ikiser defa tekrarlanmistir. Olgiilen absorbans degerlerinden,

oncesinde hazirlanan standart egri yardimiyla protein miktarlar1 hesaplanmistir.

3.2.3.6.1. Standart Egri Hazirlanmasi

Jelatin standart egrisinin ¢izimi igin kullanilacak bir seri protein diliisyonu (0.1
mg/ml, 0.5 mg/ml, 1 mg/ml, 5 mg/ml) hazirlanmistir. Diliisyonlarin her birinden 100 ul

alimarak 5 ml seyreltilmis boya ¢ozeltisi ile karigtirilmig, bir 6nceki boliimde anlatildigi
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gibi absorbans olgtimleri yapilmistir. Elde edilen veriler kullanilarak absorbansa karsilik
konsantrasyon grafigi olusturulmastyla jelatine ait standart egri ve regresyon denklemi elde

edilmistir (Sekil 3.14).

1,2
y=0,1187x + 0,3351 0,9615
2 _
1 R? = 0,9642 ¢
0,8015
0,8 0,6515
mn
% 06 0,496
< *
0,4
0,2
0
mg/ml

Sekil 3.14 Bradford analizinde jelatin standart egrisi

3.2.3.7. Ekstraksiyon Verimi
Ekstraksiyon sonrasi elde edilen jelatin soliisyonu Bradford yontemine dayali protein

icerigi dikkate alinarak ekstraksiyon verimi agagidaki formiille hesaplanmistir [5, 57].

Verim (%) = (geri kazanilan kolajen/ jelatin miktar1 / hammaddenin yas agirligi) * 100

3.2.3.8. SDS-PAGE Analizi

Tavuk, koyun, sigir kemik ve deri kolajen/jelatin soliisyonlarnin igerdigi protein
fraksiyonlar1 Laemmli (1970)’e gore SDS-PAGE ile analiz edilmistir [56]. Istifleme ve
ayirma jelleri sirastyla % 4’likk ve % 12’lik olarak hazirlanmistir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3 SDS-PAGE jelleri formiilasyonu

Ayirma Jeli Istifleme Jeli
(resolver, %12)* (stacking, %4)*

Resolver A 3aml -

Resolver B 3ml -

Stacking A - 1ml

Stacking B - 1ml

APS 30 pl 10 pul

TEMED 3ul 2 ul

*Miktarlar bir jel hazirlamaya yetecek kadar verilmistir.

Elektroforez islemi igin ornekler hazirlanirken, her birinden 15 pl alinip, tizerine 15
ul sample buffer ilave edilmistir. Daha sonra 95 °C’de 5 sakika boyunca 1s1l isleme tabi
tutularak proteinlerin denatiire edilmesi saglanmistir. Boylece 6rnekler elektroforez jeline
yiiklemeye hazir hale getirilmistir. Elektroforez i¢in Mini Protean II Sistemi (Biorad, CA,
USA) kullanilmistir. Jellere 20 pl yiiklenen protein ornekleri ilk 15 dakika 75 V’ta,
ardindan 60 dakika 100 V’ta kosturulmustur. Protein bantlarinin molekiiler agirliklarini
belirlemek amaciyla jellerde bir kuyuya protein standardi da (Precision plus protein dual
xtra standards, BIO-RAD) yiiklenmistir.

Elektroforez islemi bittikten sonra, jeller tizerindeki protein bantlarini sabitlemek amaciyla
yarim saat boyunca fiksasyon soliisyonuna (%40 metanol, %10 asetik asit) birakilmstir.
Bu islemin ardindan jel saf su ile yikanmig ve Coomassie Brillant Blue R-250 Staining
Solution (BIO-RAD) kullanilarak 30 dakika boyunca boyama islemi gerceklestirilmistir.
Boyama isleminin ardindan Coomassie Brillant Blue R-250 Destaining Solution (BiO-
RAD) kullanilarak 1 saat boyunca protein olmayan bolgelerdeki boyanin uzaklastiriimasi
saglanmustir. Daha sonra jeller UV-Transilluminatér (BIO-RAD) iizerine alinarak protein

bantlar1 incelenmistir.
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3.2.3.9. Jelatinin Kalite Ozellikleri

3.2.3.9.1. Jel Giicii (Bloom Degeri)

Ekstraksiyon sonrasi elde edilen jelatin Ornekleri saf su i¢inde agirlikca %6,67
konsantrasyonunda c¢oziindiiriilerek jelatin = soliisyonlar1 hazirlanmistir.  Cozlinmeyi
kolaylastirmak igin 1sitic1 kullanilarak 60 °C de homojen hale gelene kadar bekletilmistir.
Daha sonra jelatin soliisyonlar1 50 ml’lik polipropilen kapakl tiipler icinde +4 °C’de 16-18
saat boyunca jellestirilmistir. Brookfield CT3 Tektiir analiz (MA, USA) cihaz1 kullanilarak
jelatin jelleri iizerinde penetrasyon testi yapilmistir. 12,7 mm ¢apinda ve diiz tabanli bir
silindirin jel lizerinde 4 mm derinlige inmesi saglanmistir. Penetrasyon hizi 0,5 mm/s

olarak ayarlanmistir. Jel giicli g cinsinden verilmistir [58].

3.2.3.9.2. Seffaflik

Jelatin soliisyonlar1 daha once tarif edildigi gibi hazirlandi. Jelatin soliisyonlarmin
seffaflik 6l¢timii icin UV-VIS Spektrofotometrede (Libra S70, Biochrom Ltd, Cambridge,

UK) 640 nm’de absorbans 6l¢iimii alinmistir ve % olarak ifade edilmistir.

3.2.3.9.3. Renk Olgiimii

Renk o6l¢iimii yapmak i¢in yaygin olarak kullanilan metotlardan birisi iic boyutta
rengi Olgmemizi saglayan CIE (Commission Internationale de'Eclairge,Uluslararasi
Aydinlatma Komisyonu) L*a*b* renk aralik sistemidir [59]. Renk degisimleri giin 1s1g8inda
CIELab renk skalas1 (L=agiklik-koyuluk,a=kirmizi-sar1 renk veb =mavi-yesilrenk)
kullanilarak belirlenmistir. Aydinlik 6lgiisti L* degerinde O siyah rengi tamimlarken, 100
beyazi tanimlar. a* degerinde pozitif deger kirmiziy1 tanimlarken negatif deger yesili
tanimlar. b* degerinde ise pozitif deger sarty1 tanimlarken negatif deger maviyi tanimlar
[60, 61].

Ekstraksiyon sonrasi +4°C’de bekleyen kemik ve deri jelatin soliisyonlari
¢Oziindiiriildiikten sonra renk 6l¢limii i¢in cihazinin cam kabina alinmistir. Giin 15181nda

ekstraksiyon soliisyonlarinin renk 8l¢iim degerleri alnip kaydedilmistir. Olgiimlerden 6nce
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cihaz beyaz plakaya kars1 kalibre edilmistir. Jelatin soliisyonlarinin renk degisimleri (AE"),

beyazlik indeksi (WI) ve sarilik indeksine (YI) gore hesaplanmaistir.

AE"=[(Lo™~L")*+(a0™-a ") +(bo -b")’*?
WI=100-[(100-L")2+(@")2+(b")2]¥?
Y1=(142,86 x b")/L"

Esitlikte yer alan Lo ap ve bp igerisinde jelatin soliisyonu bulunmayan bos seffaf
Olciim kabmin renk parametreleri, L, a ve b degerleri ise film oOrneklerinin renk

parametreleridir.
3.2.3.10. Jelatinin Fonksiyonel Ozellikleri
3.2.3.10.1. Su Tutma Kapasitesi

Su tutma kapasitesi (STK) hesaplamalari i¢in Cho ve arkadaslar1 (2004) tarafindan
verilen prosediire gdre baz1 modifikasyonlar yapilarak gerceklestirilmistir. Oncelikle tiip
icerisinde 10 mg jelatin tartilmistir ve 0,5 ml saf su ile karistirilmistir. Cozelti, vorteks
karistirict kullanilarak her 15 dakikada bir 5 s boyunca karistirilmistir. Bu isleme bir saat
boyunca devam edilmistir. Tiip igerisindeki igerik oda sicaklifinda 20 dakika boyunca
4000xg’de santrifiij edilmistir. Daha sonra tiipiin en alt kismindaki pelet ve tistteki saydam
kismin ayrilmasi icin tiip egik tutularak 30 dakika boyunca siiziilmesi saglanmistir ve

ardindan tartim alinmistir. Su tutma kapasitesi asagidaki formiile gére hesaplanmustir [62].

%STK = {[Pelet agirlig1 (mg) — Jelatin agirlig1 (mg)] / Jelatin agirligi (mg)} x 100

3.2.3.10.2. Yag Baglama Kapasitesi

Yag baglama kapasitesini (YBK) hesaplamalar1 i¢in Cho ve arkadaslar1 (2004)
tarafindan verilen prosediire gore bazi modifikasyonlar yapilarak gerceklestirilmistir.

Oncelikle santrifiij tiipiinde 10 mg jelatin tartilmistir ve 0,1 ml aycicek yagi ile
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karistirtlmistir. Cozelti, vorteks karistirict kullanilarak her 15 dakikada bir 5 s boyunca
karigtirilmistir. Bu isleme bir saat boyunca devam edilmistir. Tiip icerisindeki icerik oda
sicakliginda 20 dakika boyunca 4000xg’de santrifiij edilmistir. Daha sonra tiipiin en alt
kismindaki pelet ve iistteki saydam kismin ayrilmasi i¢in tiip egik tutularak 30 dakika
boyunca siiziilmesi saglanmistir ve ardindan tartim alinmistir. Yag baglama kapasitesi

asagidaki formiile gore hesaplanmistir [62].
%YBK = {[Pelet Agirlig1 (mg) — Jelatin Agirhigi (mg)] / Jelatin Agirligi (mg)} x 100
3.2.3.10.3. Emiilsiyon Olusturabilme

3 mg jelatin tartilmistir ve 1 ml aycigek yagi ile 1 dakika boyunca oda sicakliginda
homojen hale getirilmistir. Bu soliisyondan 50 ul alinarak %1 sodyum dodesil siilfat
soliisyonu ile 100 kez seyreltilmistir. Cozeltiyi homojen hale getirmek ig¢in 10 saniye
boyunca vortekslenmistir. Homojenizasyondan kisa bir siire sonra ve homojenizasyondan
10 dakika sonra seyreltilmis ¢ozeltiden 6rnekler alinarak 500 nm’de absorbans Ol¢limii
yapilmistir. Sonuglar emiilsiyon aktivite indeksi (EAI) ve emiilsiyon stabilite indeksi (ESI)

icin asagida verilen formiillere gore hesaplanmistir [63].

EAI (m%/g) = (2 x 2,303 x A0 x N)/ (¢ x & x 10,000)
ESI (dak) = (A0 x 10) / (A0 — A10)

AO0: Homojenizasyon hemen sonra okunan absorbans

A10: Homojenizasyondan 10 dakika sonra okunan absorbans
N: Diliisyon faktorii

C: Birim hacim basina jelatin miktar1 (g/ml)

@: Yagin hacim fraksiyonu (0,25)
3.2.3.10.4. Tekstiir Profil Analizi

Tekstiir profil analizi (TPA) i¢in kuru jelatin 6rnekleri alinarak 15 ml saf su i¢inde 1

gram jelatin 60°C’de 1siticida ¢oziindiirtilerek jelatin ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Genis agizli
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50 ml’lik tiplerde +4°C’de 16-18 saat jellestirilmistir. Buzdolabindan ¢ikarilan
olgunlagsmis jel orneklerinin analizi 50ml’lik tiip igerisinde 12,7 mm c¢apinda silindirik
bashk takilan Brookfield CT3 Texture Analyzer (MA, ABD) kullanilarak
gergeklestirilmistir. 1 mm/s’lik bir penetrasyon hiziyla 6rnege 10 mm sikigtirma

uygulanmugtir.

3.23.11L FT-IR

Jelatin Uretiminin temizleme, kolajen izolasyonu ve ekstraksiyon asamalarinda
ayrilan ¢ozeltilerin IR bant titresimleri sonucu olusan spektrumlar1 Perkinelmer/Spectrum
400 (ABD) ile elde edilmistir. Her rnek igin 400-4000 cm™ dalga sayisi araliginda, 4 cm™

tarama hiziyla 64 tarama yapilmstir. Elde edilen spektrumlar kaydedilmistir.
3.2.3.12. Istatistiksel Analiz

Tavuk, koyun, sigir kemik ve deri orneklerinin analizleri sonucunda elde edilen
bulgular1 karsilastirmak i¢in Tukey testi kullanilarak tek yonli ANOVA analizi

yapilmistir. Istatistiksel testler igin IBM© SPSS© V23 ve V28 yazilimlar1 kullanilmistir ve
anlamlilik diizeyi 0,05 tir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. On Cahisma Bulgular:

4.1.1. Tavuk Derisi ve MDM posalariin kimyasal kompozisyonu

Kanatli derisi ve MDM kalintisi hammaddelerinin kimyasal 6zellikleri Cizelge 4.1'de

verilmistir.

Cizelge 4.1 Kanatli deri ve MDM posalarinin kimyasal kompozisyonu

Protein (%) Kuru

Ornek Nem (%) Yag (%) Kiil (%) N (%) (NXx6,25) Madde (%)
Kanath Deri  44,06+2,07% 16,33+1,18"  0,33+0,07°  2,42+0,19"  15,13+1,17"  55,93+2,07*
Boyun 62,1442,14"  5,90+0,86° 12,52+1,72%¢  3,00+0,41*  18,76+2,58"  37,85+2,15°
incik
Kemigi 55,03+1,58"%  3,28+0,20° 20,51+1,54" 3,47+0,10"  21,68+0,63"  44,95+1,58"®
Gogiis
Kemigi 56,28+3.22"  4,18+0,21¢ 18,47+2,04"® 2,98+0,43"  18,69+2,66"  43,71+322"%
Kanat Ucu  61,78+0,90* 9,57+0,11%  4,31+0,38°%  2,51+0,17*  15,73+1,10%  38,21+0,90°
Takoz 63,89+2,17"  5,64+0,97° 11,17+1,55%°P 3,26+0,05"  20,41+0,30"  36,09+2,16°

Gogiis Sirt  59,71£0,11%  3,43£0,08° 15,17+0,26"%¢ 3.34+0,11"  20,92+0,68"  40,28+0,11°

Burt Sirt 58,4742,25%  4,71+0,40° 14,42+1,87°%C 291+0,21*  18,20+1,31"  41,5242,25"°
Kemik
Karisimi 64,26+2,99”  6,51+0,195¢  10,04+0,79°°  3,16+0,07"  19.80+0,46"  35,72+3,00°

* 2'den 8'e kadar olan numuneler, verilen kemiklerin ayr1 ayr1 alinan MDM kalintilarini
temsil eder ve numune 9, kemik karisimmin (boyun, incik kemigi, gogiis kemigi, kanat
ucu, takoz, gogiis sirt, but sirt) MDM kalintisini temsil eder. Ayni siitundaki farkli harfler
onemli bir farki temsil etmektedir (p < 0,05).

*Kanath deri 6rneginde yag ekstraksiyonunda kayip meydana gelmistir.

Ornekler arasinda kanatli derisi ~ %44 ile en diisiik nem igerigine sahiptir (p < 0,05).
En yiiksek yag igerigine sahip 6rnek, ~ %16 ile deri 6rnegidir ve bunu ~ %9,6 ile kanat ucu
ornegi izlemistir (p < 0,05). Ancak her ikisi de diger numunelere kiyasla en diisiik kiil
icerigine sahiptir (p < 0,05). incik kemigi kalintisi, ~ % 20,5 ile en yiiksek kiil igerigine
sahipken, % 3,3 ile en diisiik yag icerigine sahiptir (p < 0,05). incik kemigi kalintis1 en

yiiksek protein igerigine (~ %21,7) sahip gibi goriinse de, numuneler arasindaki protein
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icerigi farki 6nemli degildir (p > 0,05). Jelatin iretimi i¢in boyun, gogiis ve omurganin
MDM kalintilart ile ilgili daha 6nceki bir ¢alismada, protein, kiil, yag ve nem igerikleri
sirasiyla %18.,92, %12,67, %6,17 ve %60,26 olarak rapor edilmistir [64]. Domuz derisinin
yaklagik kimyasal bilesimi %34,9 protein, %22,6 yag ve %44,4 nemdir [65]. Ferraro et. al
[66], 4 ve 7 yasindaki siit inekleri i¢in femur ve tibia kemiklerinin nem, kuru madde ve
kjeldahl protein igeriginin sirastyla 10,8+0,1, 89,2+0,3 ve 29,5+0,2 oldugunu belirtmistir.

Sunulan ¢alismanin sonugclari ilgili literatiir ile karsilastirilabilir.

4.1.2. Kolajen ve Jelatin Miktarlari ve Ekstraksiyon Verimi

Bradford yontemiyle belirlenen kolajen/jelatin ¢ozeltilerinin protein igerikleri
(mg/ml) Sekil 4.1'de verilmistir. Koyu renkli siitunlar kolajenli materyali ve agik renkli
siitunlar ekstrakte edilmis jelatini temsil etmektedir. Ust omurga ve karissk MDM
kalintisinin, diger tiim numuneler arasinda en yiiksek protein (kolajen) igerigine sahip
oldugu goriilmiistiir (p < 0,05). Genel olarak, kolajen soliisyonlarindaki protein igeriginin
jelatin soliisyonlarindakinden daha yiiksek (p < 0,05) oldugu bulunmustur, bu da
ekstraksiyon islemi yoluyla protein kaybimi gosterir. lIlging bir sekilde, kolajen
soliisyonunda oOlgililen protein igerigi, boyun ve kanat ucu kalintt numunelerinin jelatin
soliisyonlarinda olgiilenden biraz daha disiktir (p > 0,05). Bunun nedeni, tetiklenen
protein ¢oziinmesi ve verilen islem adimlar1 yoluyla ekstraksiyon olabilir. Ekstrakte jelatin
ile ilgili olarak, boyun kalintilar1 en yiiksek (10,50 mg/ml) jelatin igerigini olustururken,
goglis kemigi kalintilart en disiik (6,06 mg/ml) jelatin igerigini ortaya koymustur (p <
0,05). Kiimes hayvanlarindan ve diger kaynaklardan elde edilen kolajen ve jelatinin protein
icerikleri ¢ogunlukla yiizde veya verim olarak ifade edildiginden, burada verilen sonuglar
literatiir ¢aligmalariyla dogru bir sekilde karsilastirmak zordur. Ornegin, Almedia et. al
[67], % 85 protein igerigi ile tavuk ayagmin deri ve tendonlarindan jelatin elde etmistir.
Cok asamali tavuk kemigi kolajen geri kazanimu ile ilgili baska bir ¢calismada Cansu ve
Boran [68] temizleme, demineralizasyon ve pargcalama agamalarinda protein kayiplarinin

strastyla %6,4, %13,4 ve %18,6 oldugunu bildirmistir.
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Sekil 4.1 Bradford yontemi kullanilarak belirlenen kolajen/jelatin soliisyonlarindaki
protein igerikleri. Sayilar, deri ve MDM kalint1 6rneklerini asagidaki gibi temsil eder. 1:
deri; 2: boyun; 3: incik kemigi; 4: gogiis kemigi; 5: kanat ucu; 6: takoz; 7: gogiis sirt; 8: but
sirt; 9: kemik karigimi (boyun, incik kemigi, gégiis kemigi, kanat ucu, takoz, gogiis sirt, but
sitt) . Orneklerin ayni grubundaki farkl harfler anlamli fark: temsil etmektedir (p < 0,05)

Geri kazanilan kolajen ve jelatin ¢ozeltilerindeki protein igerigi, Cizelge 4.2'de
sunulan ekstraksiyon verimlerinin hesaplanmasinda kullanilmigtir. Bunlar, nemli ham
maddenin deri ve MDM ornekleridir. Giincel literatiirde, 6zellikle ham madde agirlig
basina geri kazanilan toz jelatin/kollajenin kuru agirligmma dayali olarak benzer
hesaplamalar verilmektedir [67, 69]. Ancak bizim durumumuzda nihai ¢ozeltiler kurutulup
toz haline getirilmemistir. Buna gore elde edilen ekstraksiyon veriminde bildirilen
calismalara gore farkliliklar olabilir. Ornegin, Almedia ve digerleri, [67] tavuk derisinden
geri kazanilan kolajen veriminin yaklasik %7,83 oldugunu bildirmistir. Sunulan ¢alismada
deri orneklerinden ekstrakte edilen kolajen ve jelatin verimleri sirasiyla %1,32 ve %1,62
idi. Kemik kalintilar1 ile ilgili olarak, en yiiksek kolajen verimi ~ %2,15 (p < 0,05) ile iist
omurga ve karistk MDM numunelerinde elde edilirken, en yiiksek jelatin verimi ~% 1,85

ile tist omurga ve boyun kalintilarinda elde edilmistir (p < 0,05) .
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Cizelge 4.2 Deri ve MDM kalint1 6rneklerinden elde edilen kolajen ve jelatin verimi

Ham materyal* Kolajen verim (%)  Jelatin verim (%)

1 Kanatli deri 1,32+0,13° 1,62+0,06"°¢
2 Boyun 1,890,148 1,89+0,19%

3 incik kemigi 1,72+0,12"8 1,15+0,20¢

4 Gogiis kemigi 1,86+0,02° 1,03+0,06°

5 Kanat ucu 1,39+0,04"° 1,50+0,09"8¢
6 Takoz 2,02+0,45"8 1,26+0,015¢
7 Gogiis sirt 2,16+0,17% 1,83+0,16"8
8 Butsirt 2,06+0,29"" 1,24+0,275¢
9 Kemik karigimi 2,15+0,09" 1,6140,1978¢

* 2'den 8'e kadar olan numuneler, verilen kemiklerin ayr1 ayr1 alinan MDM kalintilarini
temsil eder ve numune 9, kemik karisimmin (boyun, incik kemigi, gogiis kemigi, kanat
ucu, takoz, gogiis sirt, but sirt) MDM kalintisini1 temsil eder. Aym siitundaki farkli harfler
onemli bir farki temsil etmektedir (p < 0,05).

Kanatli hayvan 6rneklerinden elde edilen kolajenin SDS-PAGE profilleri Sekil 4.2'de
gosterilmistir. Farkli molekiiler agirliklara karsilik gelen protein bantlari, kolajen/jelatinin
farkli fraksiyonlarni temsil eder. Literatiirlere gore kolajen/jelatindeki yiiksek molekiiler
agirhikli proteinler, 230-340 kDa araliginda “y” zinciri, 123-230 kDa araliginda “B”
zincirleri ve 80-125 kDa araliginda “a” zincirleridir. Ayrica ortamda bulunan daha disiik
molekiiler agirlikli a zinciri alt birimleri de vardir ve bunlar alt birim-1 (50-80 kDa), alt
birim-2 (35-49 kDa), alt birim-3 (25-35 kDa) ve . alt birim-4’diir (10-25 kDa) [25].
Kollajenin jelatine doniisiimii sirasinda peptit baglar1 ve zincirler arasindaki ¢apraz baglar
kirilarak gesitli agirliklarda protein parcgalart olusur. Sonuglarimiza gore, kanath derisinde
(bant 1) molekiiler agirliklar1 ~200, 130, 115 kDa olan ii¢ ana bant gézlenmistir ve B, a1,
a_2 kollajeni temsil etmistir. ~130 ve 10 ile 80 kDa arasinda, sirasiyla o-kollajen
birimlerini ve alt birimlerini gosteren hafif ve giiglii bantlar, kemik 6rneklerinde (bant 2, 3,
4,5, 6, 7, 8) tespit edilmistir. Kemiklerin mezbahada son islenmesinden sonra elde edilen
karisik MDM kalintist, ~130 ile 10 kDa arasinda, a-kollajen birimlerine ve alt birimlerine
de (bant 9) karsilik gelen birgok protein bandi sergilemistir. Tim MDM numunelerinde,
~50 kDa'da yiiksek yogunluklu bir bant baskin olarak gézlenmistir. Ancak deri drneginin
kolajen profilinde tespit edilmemistir. Jelatin ekstraksiyonu durumunda, bir siire

(denatiirasyon sicakliginin {izerinde) uygulanan 1s1l islem, {i¢lii sarmallarin tahrip olmasina
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ve peptit baglarinin pargalanmasina neden olabilir [70]. Termal denatiirasyon, daha 6nce
bildirildigi gibi sarmal-bobin gecisi ile baglantili olarak 43 °C'nin {izerinde jelatin i¢inde
meydana gelir [71]. Bu durum, sekil 4.2'te gosterilen jelatin profillerinde (bant 1g - 99)
gbzlemlenen leke benzeri goériiniimii ile tutarliydi. Karisgm MDM kalinti 6rnegi, diger
kalint1 6rnekleri (bant 2¢c-8c) ile karsilastirildiginda, protein fraksiyonlarinin/birimlerinin
ve alt birimlerinin (bant 9¢) ¢ogunu daha iyi sergilemistir.

Hayvan derisinden ve kemiklerinden ekstrakte edilen kolajen ve jelatin, jellesme,
kalinlastirma, emiilsifikasyon ve film olusumu gibi ¢esitli uygulamalar i¢in kullanilabilir.
Bu c¢alismada bildirilen farkli kemiklerin MDM kalintilar ile ilgili olarak, boyun, {ist
omurga ve kemik karigimi, digerlerine kiyasla daha yiiksek protein igerigine sahip

olduklari i¢in bu amagclar i¢in daha 1iyi islevsellik saglayabilir.
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Sekil 4.2 Kanath deri ve MDM artiklarinin kolajen ve jelatin SDS-PAGE profilleri (Bio-
Rad, CA, ABD). M. Marker, 1.Deri, 2. Boyun, 3. incik kemigi, 4. Gogiis kemigi, 5. Kanat
ucu, 6. Takoz, 7. Gogiis sirt, 8. But sirt, 9. Kemik karisimi. ¢ ve g sirasiyla kolajen ve
jelatini temsil etmektedir.

4.1.3. Vizkozite ve Jel Sertligi Olciimleri

Sekil 4.3, kanatli derisi ve MDM numunelerinin kolajen ve jelatin soliisyonlarinda mil

hiziyla degisen goriinlir viskozitesini gostermektedir. Viskozite, kayma kuvvetini
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indiikleyen artan hiz ile azaldi, bdylece oda sicakliginda oOlciilen kolajen/jelatin
¢ozeltilerinin incelen akis davranisini gosterdi. Li ve ark. [72], kolajen ¢ozeltilerinde artan
akis hiz1 ile viskozitenin azaldigini, bu da akisin incelmesi olgusunu gosterdigini bildirdi.
Kollajen ve jelatin g¢ozeltilerinin Newtonian olmayan akis incelmesi davranisi, kayma
kuvveti nedeniyle protein agregatlarinin dolasikliginin azalmasi ve c¢dzeltilerin akisini
kolaylastiran i¢ ve molekiil i¢i siirtinme kuvvetlerinin azalmasiyla agiklanabilir [73].

Boylece artan kayma hizi, kolajen/jelatin ¢dzeltilerinin viskozitesinin azalmasina yol

acmistir.
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Sekil 4.3 Deri 6rnegi (A) ve MDM kemik karisimi 6rnegi (B) igin ekstrakte edilmis
kolajen/jelatinin mil hiz1 ile degisen goriiniir vizkozitesi. Mil hizlar1 25, 50, 100 ve 200
rpm’dir.
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On islem ve ekstraksiyon asamalarinda kullanilan solvent miktar1 fazla oldugu igin
elde edilen viskozite degerleri de buna bagli olarak diisiik olmustur. Deri 6rnegi, kolajen ve
jelatinin viskoziteleri hemen hemen aynidir. Ancak, kemik karisimini iceren MDM kalint1
orneginin jelatin soliisyonu, kolajenden daha yiiksektir (p < 0,05). Bu, ikinci durumda
jelatin alt birimlerinin molekiil i¢i ve molekiiller arasi etkilesimlerinin arttigini 6ne siirerek,
bunlarin  ekstraksiyon  prosediirlerindeki  bir  farklilhiktan  kaynaklanabilecegi
distintilmektedir. Sekil 4.1°de verildigi gibi jelatin ¢ozeltilerinde her iki numunenin
kolajen cozeltilerine gore daha diisiik bir protein iceriginin (mg/ml) belirlendigine dikkat
edilmelidir. Derinin gorlniir viskoziteleri ve kemik karisimmin MDM kalintis
karsilastirildiginda, kolajen soliisyonlarinda 6nemli bir fark gézlenmistir. Bununla birlikte,
jelatin c¢ozeltilerinde, kemik karistmi MDM kalintisinin - goriiniir  viskozitesi, deri
numunelerininkinden daha yiiksektir (p < 0,05).

Jel giicii, kolajen/jelatin ¢ozeltilerinin 6nemli bir parametresidir. Bu ¢alismada birkag
denemeye ragmen maalesef diizenli prosediirlerde (Bloom testi) jel giicli Sl¢iilememistir.
Ekstraksiyon sirasinda asir1  solvent kullanimi ve higbir konsantrasyon adimi
uygulanmamasi  nedeniyle, son kolajen ve jelatin c¢ozeltilerindeki protein
konsantrasyonlarinin diisiik oldugu goriilmistiir. Bunun yerine, kolajen ve jelatin
soliisyonlariin jel giiclinii karsilastirmali olarak belirlemek icin tekstlir analizi ile
sikistirma testi yoluyla sertlik olglilmistiir. Deriden ve MDM o6rneklerinden ekstrakte
edilen kolajen ve jelatin ve orneklerinin sertlik degerleri Cizelge 4.3'te verilmistir.
Sonuglara gore 1. ve 2. dongii sertlik degerleri diisiik protein konsantrasyonu nedeniyle
oldukca diisiik ¢ikmistir. Bununla birlikte, her ikisinde de her bir ilgili dongiide oldukc¢a
yakin degerlere sahip olduklarni, test edilen protein ¢ozeltilerinin diisiik yapisal
deformasyona ve iyi viskoelastik ozellige sahip olduklarmi gosterdiler. Ayrica deri
jelatininde elde edilen sertlik digerlerine gore daha yiiksektir (p < 0,05). Viskozite
bulgulan ile karsilagtirildiginda, ilging bir sekilde, deri jelatinin sertligi (~ 21,75 g), MDM
jelatinden (~ 17,75 g) daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Daha 6nceki bir calismada, sertlik
Ol¢iimlerine dayali olarak balik kil¢igr jelatin sertliginin (~ 201,48 g) bu ¢alismaya gore
neredeyse on kat daha yiiksek oldugu rapor edilmistir [74]. Ancak, bu c¢alismada jelatin

¢ozeltilerinin protein konsantrasyonu da buna uygun olarak daha yiiksektir.
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Cizelge 4.3 Deri ve MDM kalint1 6rneklerinden ektrakte edilen kolajen/jelatin sertligi

Oleiilen etrel Deri Kemik Karisimi1

fuien parametreiet Kolajen Jelatin Kolajen Jelatin
Sertlik dongii 1 (g) 17,25+0,75" 21,75+1,75" 17,00+0,50"  17,75+0,75"
(Srff;)hk dongdi Iyaptlanis 41,6034 | 132005  0,87£0,02®  0,94+0,06*
Sertlik dongii 2 (g) 17,00+0,00° 21,50+0,50" 16,50+0,00°  17,25+0,75°

Sertlik dongii 2 yapilan is

(mJ) 0,810,048 1,03£0,04"  0,65+0,04% 0,820,008

Protein orneklerinin ekstraksiyon islemi sirasinda NaOH ile muamele edilmesi,
kolajen molekiiliiniin bozunmasi ile a-zincir alt birimlerini ortaya ¢ikarmasi ve dolayisiyla
uygun sarmal yapilarin olusumunu engellemesi nedeniyle jel mukavemetini etkileyebilir
[75]. Sinirli bir muamele periyodunda diisiik miktarda NaOH kullanimi, elde edilen
kolajen veya jelatin {irliniiniin c¢esitli uygulamalar1 icin arzu edilebilen jel giicilinii
tyilestirebilir.

On calismadan elde edilen bulgular 1518inda, ¢alismanin ana safhasi planlanmistir.
Buna gore, tez Onerisine uygun olarak ekstraksiyon i¢in kullanilacak yeni hammaddeler
saglanmis ve miktarlar: artirilmig, ekstraksiyon prosediiriinde modifikasyon yapilmis ve
son {riin olan jelatinin yapisal ve fonksiyonel ozelliklerini degerlendirmek i¢in uygun

analizler yapilmistir.

4.2. Ana Calisma Bulgular

4.2.1. Kolajen ve Jelatin Soliisyonlarmin Degerlendirilmesi

MDM kemik karigimi, koyun kemigi, sigir kemigi, takoz, tavuk derisi, koyun derisi
ve sigir derisi orneklerinin iki paralelli olarak kolajen izolasyonu ve jelatin iiretimi
gerceklestirilmisgtir.  Temizleme, demineralizasyon, asitle muamele ve ekstraksiyon
basamaklarindan sonra ayrilan soliisyonlarin gorselleri Cizelge 4.4°de verilmistir.
Temizleme islemi ile Orneklerde bulunan yagin bir kismi ve kan gibi safsizliklar
uzaklastirilmaya ¢alisilmistir. Bu sebeple Cizelge 4.4’de de goriildiigii gibi tiim soliisyonlar
kirmizimsi bir renk almistir ve daha yogun kivamlidir. Takoz 6rneginin 8. soliisyonu ve

sigir deri O0rneginin 13 ve 14. temizleme soliisyonlar1 jellesmistir. Bu durum temizleme
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isleminde proteinlerin bir kisminin temizleme soliisyonuna gectigini gostermektedir. Diger
orneklerin temizleme soliisyonlarinda jellesme s6z konusu degildir.

Kemik 6rneklerine %4’liikk HCI ile uygulanan demineralizasyon ve deri orneklerine
0,1 N HCl ile uygulanan asitle muamele islemi sonucu siiziilen soliisyonlar tiim 6rneklerde
temizleme soliisyonuna kiyasla daha berraktir. Bu asamada sadece takoz Orneginin
demineralizasyondan sonra elde edilen 8. soliisyonu jellesmistir.

Ekstraksiyon sollisyonlar1, yukarida belirtildigi gibi kemik ve deri orneklerine
uygulanan farkli konsantrasyonlardaki HCI ile muamele islemlerinden sonra elde edilen
soliisyonlara kiyasla ¢ok daha berraktir. Bu asamada ise sigir kemik 6rneginin haricinde
tiim ekstraksiyon soliisyonlarinda jellesme goriilmiistiir. Bu da jelatinin ekstrakte edildigini

gostermektedir.
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Cizelge 4.4 Temizleme, demineralizasyon, asitle muamele ve ekstraksiyon ¢ozeltilerinin
gorselleri

Hammadde 1. Paralel 2. Paralel
1 MDM
Karisim

2 Koyun

Kemik
3 Sigir

Kemik

4 Takoz

5 Tavuk
Deri

6 Koyun
Deri
7 Sigir
Deri
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4.2.2. Ekstraksiyon Sonrasi Elde Edilen Jelatinlerin Degerlendirilmesi

Optimum kosullarda gergeklestirilen jelatin ekstraksiyonu sonrasi elde edilen jelatin
soliisyonlarinda jellesmeler meydana gelmistir. Boylelikle kemik ve deri ham
materyallerinin yapisinda bulunan kolajenin jelatine doniisiip, ¢oziinerek ekstraksiyon
soliisyonuna ge¢cmesi saglanmistir. Jelatin soliisyonlarmin kurutulmasiyla elde edilen
jelatinin toz hali, jelatin jelleri ve jelatin filmleri Cizelge 4.5’de verilmistir.

Jelatinin rengi ve saydamligi, tiiketiciyi dogrudan etkileyebilecek bir unsur
oldugundan teknik ve ticari olarak 6nemli bir kalite kriteri olarak gosterilmektedir [29].
Deri ve kemigin yapisinda bulunan seker nedeniyle Maillard reaksiyonu daha koyu renkli
jelatin elde edilmektedir [76]. Ancak bu c¢alismada, kemik ve deri Orneklerinde
ekstraksiyon igleminin 1limli kosullarda gergeklestirilmis olmasi sebebiyle jelatinlerde
herhangi bir renk degisimi gozlenmemistir.

Jelatinin jel olusturma 6zelliginin, ortalama molekiil agirligina, aminoasit dagilimina
ve ¢Ozelti sicakligina bagli oldugu belirtilmektedir [77]. Yiiksek kalitedeki jelatinler
genellikle, kolajenin kismi olarak hidroliz edilmesiyle ve homojen yapidaki hammaddeden
50 °C sicaklikta elde edilmektedir [78]. Kemik ve deri o6rnekleri 55°C’de gergeklestirilen
ekstraksiyon iglemiyle gorsel olarak giiglii jel giiciine sahip jelatin jelleri elde edilmistir.
Tavuk deri 6rneginin diger orneklere kiyasla jel yapisinin zayif oldugu goriilmiistiir.

Jelatin soliisyonlarinin optimum kosullarda kurutulmasiyla elde edilen jelatin filmleri
arasinda en seffaf film tavuk deri 6rnegine aittir. Ancak tavuk deri jelatin filminin esnekligi
diisiik oldugu fark edilmistir. Kemik Ornekleri arasinda en esnek film takoz Ornegine

aitken, deri orneklerinde en esnek filmin sigir deri 6rnegine ait oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 4.5 Kemik ve deri orneklerine ait jelatin tozu, jelatin jeli ve jelatin filminin

gorselleri
No | Ornek Jelatin Tozu Jelatin Jeli Jelatin Filmi
1 MDM
Karisim
2 Koyun
Kemik
3 Sigir
Kemik - - -
4 Takoz
5 Tavuk
Deri
6 Koyun
Deri
7 Sigir
Deri




4.2.3. Kolajen ve Jelatin Soliisyonlarinin Protein Icerigi Bulgulari

MDM karisim, koyun kemigi, sigir kemigi, takoz, tavuk deri, koyun deri ve sigir deri

orneklerinin temizleme, demineralizasyon, asitle muamele ve ekstraksiyon c¢ozeltilerinin
protein miktarini belirlemek amaciyla Bradford yontemi kullanilmistir.
Jelatin standart egrisi kullanilarak tavuk, koyun ve sigir ham materyallerinden jelatin
iretim asamalarinin her birinden alinan kolajen ve jelatin soliisyonlarinin protein miktarlari
(mg/ml) Sekil 4.4’de verilmistir. Sttunlar koyudan agiga dogru sirasiyla temizleme
soliisyonu, kolajen soliisyonu ve ekstrakte edilmis jelatini temsil etmektedir. Temizleme
soliisyonunda koyun kemigi, takoz ve koyun derisinin diger 6rnekler arasinda en yiiksek
protein igerigine sahip oldugu gorilmustir (p<0,05). Genel anlamda, temizleme
sollisyonlarinin protein igeriginin kolajen ve jelatin soliisyonlarininkinden daha yiiksek
oldugu bulunmustur. Bu durum 6n islem ve ekstraksiyon adimlarinda protein kaybi
oldugunu gosterir. Kemik ve deri Orneklerinde birbirine benzer olarak kolajen
sollisyonlarinda dlgililen protein igerigi, jelatin soliisyonlarinda Olgiilenden biraz daha
diisiik oldugu tespit edilmistir. Bunun nedeni, demineralizasyon ve asit ile muamele
adimlarinda kolajenin kismi hidrolizi ile proteinlerin ¢6ziinmesini tetiklenmesinden
kaynaklandig1 disiintilmektedir. Ekstrakte edilen jelatin ile ilgili olarak, kemik
orneklerinde takoz en yiiksek (31,29+2,68) protein icerigini olustururken sigir kemigi en
diisiik (25,48+2,44) protein igerigini ortaya koymustur (p<0,05). Deri Orneklerinde ise
tavuk deri en yiiksek (60,53+7,21) protein igerigini olustururken siir deri en diisiik
(30,79+0,42) protein igerigini ortaya koymustur (p<0,05). Du ve arkadaslar1 (2013), tavuk
ve hindi kafalarindan sirasiyla 88,69+0,54 ve 90,30+0,04 protein igerigiyle jelatin
tiretmistir [79].
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Sekil 4.4 Bradford yontemi kullanilarak belirlenen kolajen/jelatin soliisyonlarindaki
protein icerikleri. Sayilar, MDM kalint1, kemik ve deri 6rneklerini agagidaki gibi temsil
eder. 1. MDM karisim (boyun, butsirt, gogiis kemigi, incik kemigi, kanat ucu, gogiis
kafesi) 2. Koyun kemigi 3. Sigir kemigi 4.Takoz 5. Tavuk deri 6. Koyun deri 7. Sigir deri
Orneklerin ayn1 grubundaki farkli harfler anlamli fark: temsil etmektedir (p < 0,05)

Geri kazanilan kolajen ve jelatin soliisyonlarindaki protein igerigi, Cizelge 4.6’da
verilen kemik ve deri Orneklerinin ekstraksiyon verimlerinin hesaplanmasinda
kullanilmistir. Bu ¢aligmada kemik 6rnekleri arasinda en yiiksek kolajen ve jelatin verimi
stirastyla %3,54 ve %3,97 ile takoz Orneginde elde edilmistir (p<0,05). Deri Ornekleri
arasinda ise en yiiksek kolajen ve jelatin verimi sirasiyla %5,92 ve %8,60 ile tavuk deri
orneginde elde edilmistir (p<0,05). Yapilan bir ¢alismada boyun, gogiis ve sirt MDM
posalarindan 90°C’de, %3 HCl ve 250 dakika ekstraksiyon kosullarinda kuru madde
bazinda en yiiksek verimin %13,45 oldugu tespit edilmistir [80]. Tavuk deri ornegi
kullanilarak yapilan bir baska ¢alismada ise yas deri miktarina goére %6,6 protein verimi
elde edilmistir [81].
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Cizelge 4.6 Deri ve kemik kalintilarindan elde edilen kolajen ve jelatin verimi

No Ornek Kolajen verimi (%)  Jelatin verimi (%)
1 MDM Karisim 3,47+0,61°¢ 3,55+0,54°¢

2 Koyun Kemik 3,45+0,595¢ 2,84+0,15¢

3 Sigir Kemik 1,99+0,46¢ 2,49+0,05°

4 Takoz 3,54+1,00°%¢ 3,97+0,735¢

5  Tavuk Deri 5,92+0,69" 8,60+0,79"

6 Koyun Deri 4,44+0,06"° 6,02+1,32°®

7 Sigir Deri 2,93+0,075¢ 2,99+0,44°

* Ayni stitundaki farkli harfler 6nemli bir farki temsil etmektedir (p<0,05).
4.2.4. SDS-PAGE Profilleri

Tavuk, koyun, sigir kemik ve derilerinden jelatin elde edilmesi esnasinda ayrilan
temizleme, kolajen ve jelatin soliisyonlarinda gergeklesen degisimler SDS-PAGE analizleri

ile izlenmistir. Ayrilan soliisyonlardaki proteinlere ait profiller Sekil 4.5’de verilmistir.

M1 123456 789 10MI 121314151617 18 19M 20 212223
: L -

150
100

o ~o
sjrun-qns 0

Lo

Sekil 4.5 Deri ve kemik kalintilarinin kolajen ve jelatin protein profilleri (Bio-Rad, CA,
ABD). M. Marker, 1. MDM karisim (TM) 2. MDM karisim (DM) 3. MDM karisim (EKS)
4. Koyun kemigi (TM) 5. Koyun kemigi (DM) 6. Koyun kemigi (EKS) 7. Sigir kemigi
(TM) 8. Sigir Kemigi (DM) 9. Sigir kemigi (EKS) 10. Takoz (TM) 11. Takoz (DM) 12.
Takoz (EKS) 13. Tavuk deri (TM) 14. Tavuk deri (AM) 15. Tavuk deri (EKS) 16. Koyun
deri (TM) 17. Koyun deri (AM) 18. Koyun deri (EKS) 19. Sigir deri (TM) 20. Sigir deri
(AM) 21. Sigir deri (EKS) 22. Ticari jelatin 23. Ticari kolajen
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MDM karisim boyun, but sirt, gogiis kemigi, incik kemigi, kanat ucu ve gogiis kafesi
icermektedir. TM: temizleme, AM: asitle muamale DM: demineralizasyon, EKS:
ekstraksiyon.

Farkli molekiiler agirliklara karsilik gelen protein bantlari, kolajen/jelatinin farkl
fraksiyonlarini temsil etmektedir. Sonuclarimiza gore, 13 ve 14. 6rneklerde belirgin sekilde
280, 250, 200 ve ~140 kDa olan dort ana bant gozlenmistir ve bunlar y ve B protein
fraksiyonlarin1 temsil etmistir. 4, 7 ve 17. 6rneklerde ~220, 200 kDa arasinda yogun B
zincirleri gorilmektedir. 1, 2, 3, 5, 20 ve 21. orneklerde ise 150 kDa olan B protein
fraksiyonlar1 goriilmektedir. Sekil 4.3’te a-zincirleri alt {initelerine ait protein
fraksiyonlarina ait bantlar agisindan degerlendirildiginde 1, 4, 7, 10, 13, 14, 16, 17, 18, 19,
20 ve 21. orneklerde farkli yogunluklarda a-zincirleri alt tinitelerine ait protein bantlarinin
gozlenebilir oldugu tespit edilmistir. Diger taraftan 3, 6, 9, 12, 15, 18 ve 21. 6rnekler
jelatin soliisyonlarini temsil etmektedir. Bu 6rneklere ait bantlarda 9 ve 15. 6rneklerin
haricinde a-zincir bantlarinin genelde bozulmamis ve belirgin olduklari tespit edilmistir. 9.
ve 15. orneklerde bant olusumu gézlenmemistir. Bu durumda 3, 6, 12, 18 ve 21. érneklerin
jel giicli degerleri incelendiginde (Cizelge 4.10) 9. ve 15. 6rneklere kiyasla daha yiiksek
jel giici degerine sahip oldugu goriilmektedir. Literatiir incelendiginde a-zincir
fraksiyonlari ile jelatin jel giicii degeri arasinda pozitif bir korelasyon oldugu bildirilmistir

[25, 27, 44]. Dolayisiyla bu sonuglar ilgili literatiir bilgisi ile paralellik gostermektedir.

4.2.5. Jelatin Jellerinin Su Tutma, Yag Baglama ve Emiilsiyon Ozellikleri

Tavuk, koyun, sigir kemik ve derisinden optimum kosullarda elde edilen jelatinlerin

su tutma (ST), yag baglama (YB) ve emiilsiyon 6zellikleri Cizelge 4.7’de verilmistir.
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Cizelge 4.7 Jelatin 6rneklerinin fonksiyonel 6zellikleri

No Ornek %STK %YBK ESI (dak) EAI (m?/g)
1 MDM Kanisim  152,1049,11°%  22859+7,54%  37,22+0,27"®  20,74+0,32"
2 Koyun Kemik  112,04+14,025°0 177,26+17,08% 30,23+8,44"®  31,55+4,19"
3 Sigir Kemik - - - -

4 Takoz 185,88+8,67"  206,68+11,03° 24,66+0,40°  28,17+5,61*
5 Tavuk Deri 91,58+3,46°°  176,36+12,64% 23,82+4,64°  28,19+4,57"
6 Koyun Deri 132,84+1,42°8C  384,79+1,61°  22,92+1,04®  25,95+1,35"
7 Sigir Deri 73,90£16,26°  245,62+27,35% 47.23+0,82"  24,244226"

*Ayni siitundaki farkli harfler 6nemli bir farki temsil etmektedir (p<0,05). STK: su tutma
kapasitesi, YBK: yag baglama kapasitesi, ESI: emiilsiyon stabilite indeksi, EAI: emiilsiyon
aktivite indeksi

Kemik ornekleri arasinda en yiiksek su tutma kapasitesine sahip Ornek takozdur
(185,88+8,67). Takozdan sonra en yiiksek su tutma kapasitesine sahip érnek MDM kemik
karisimidir (152,1049,11). Deri ornekleri arasinda ise koyun deri en yiiksek su tutma
kapasitesine (132,84+1,42) sahiptir. Ardindan en yiiksek su tutma kapasitesine sahip drnek
tavuk deridir (91,58+3,46).

Kemik ornekleri yag baglama kapasitesi acisindan kiyaslandiginda en yiiksek yag
baglama kapasitesine sahip 6rnek MDM kemik karigimidir (228,59+7,54). Bunu takoz
(206,68+11,03) ve koyun kemik (177,26+17,08) takip etmektedir. Deri 6rneklerinin yag
baglama kapasite degerleri en yiiksekten diisiige dogru koyun deri (384,79+1,61), sigir deri
(245,62+27,35) ve tavuk deri (176,36+12,64) seklinde gitmektedir.

Kemik orneklerinden MDM karisim ve koyun kemigi ornekleri benzer emiilsiyon
ozellikleri gostermistir. Deri drneklerinde ise tavuk ve koyun derileri benzer emiilsiyon
ozellikleri gostermistir. Deri 6rneklerinden sigir deri en yliksek (47,23+0,82) emiilsiyon
stabilitesine sahip oldugu goriilmistiir.

Tavuk deri kullanilarak yapilan bir calismada su tutma kapasitesi %683+49, yag
baglama kapasitesi %116+6 ve emiilsiyon stabilite indeksinin ise 12,7+0,2 oldugu
bulunmustur [82]. Bu ¢alismada tavuk deri ile kiyaslandiginda su tutma kapasitesinin
yaklasik 7 kat daha yiiksek, yag baglama kapasite degerinin ise benzer degerler oldugu

sOylenebilir. Tavuk kemigi kullanilarak yapilan bir baska g¢alismada ise su tutma
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kapasitesinin  %1227+12, yag baglama kapasitesinin %221+3, emiilsiyon stabilite
indeksinin 12,3+0,7 oldugu bulunmustur [83]. Bu ¢alismada 6 farkli kemigi igeren MDM
kemik karigimi1 ile kiyaslandiginda su tutma kapasitesinin diisik, yag baglama
kapasitesinin ise benzer oldugu sonucuna ulagilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, su tutma kapasitesi, yag baglama kapasitesi ve emiilsiyon
Ozellikleri agisindan ornekler arasinda farkliliklar oldugu goriilmektedir . Bunun farkh

hayvansal kaynaklardan ekstrakte edilen jelatinlerin i¢indeki safsizliklardan kaynaklandigi

distintilmiistiir.

4.2.6. Jelatin Jellerinin Renk ve Seffafliklarinin Degerlendirilmesi

Jelatinin rengi ve saydamligi, tiikketiciyi dogrudan etkileyebilecek bir unsur oldugu
icin teknik ve ticari olarak ©nemli bir kalite Ozelligi olarak gosterilmektedir [29].
Ekstraksiyon sonrasi elde edilen jelatin soliisyonlarinin renk ve seffaflik degerleri Cizelge
4.8’de verilmistir.

Seffaflik degeri en yiiksek Ornegin sigir deri oldugu tespit edilmistir. Diger

orneklerin  diisiik seffafliginin  safsizliklar, yiiksek yag, ve mineral igeriginden
kaynaklandig: diistintilmektedir.
Cizelge 4.8 Jelatin soliisyonlarinin renk ve seffafliklar

No Ornekler L a b" % Seffaflik

1 MDMKanisim  35,2840,96"°  0,11+0,06" 2.41+0,26™°  40,08+7,53°°

2 Koyun Kemik 40,68+0,07"  0,07+0,10"  1,10+0,01%¢  27,68+2,435C

3 Sigir Kemik 36,64+0,83"%  0,34+0,06" -0,79+0,13°  58,38+5,23°

4 Takoz 39,35+1,10"%  0,06+0,09"  1,22+0,14%¢  23,25+2,05°

5  Tavuk Deri 32,98+0,97°°%  0,47+0,12%  3,41+0,02*  38,75+10,10°¢

6  Koyun Deri 36,89+3,41"%  0,30+£0,10"  3,48+0,68"  36,80+5,20°¢

7 Sigir Deri 31,71£0,22%  0,27+0,05*  -0,13+0,15°®  100,00+0,80"

*Ayni siitundaki farkli harfler 6nemli bir fark: temsil etmektedir (p<0,05).

Aydmlik (L") degerleri kemik jelatin soliisyonlar i¢in 35,28+0,96 ve 40,68+0,07

arasinda, deri jelatin soliisyonlar1 i¢in 31,71+0,22 ve 36,89+3,41 arasinda bulunmustur.
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Kirmizilik-yesillik (a") degerlerinin kemik jelatin soliisyonlar1 igin 0,060,09 ve 0,34+0,06
arasinda, deri jelatin soliisyonlar1 i¢in 0,27+0,05 ve 0,4710,12 arasinda oldugu tespit
edilmistir. Sarilik-mavilik (b") degerlerine bakildiginda kemik jelatin soliisyonlar igin
0,7940,13 ve 2,41+0,26 arasinda, deri jelatin soliisyonlar i¢in 0,13+0,15 ve 3,48+0,68
araliklarinda oldugu goriilmektedir. Du ve arkadaslari, tavuk ve hindi kafalarindan farkli
ekstraksiyon sicakliklar1 kullanarak {irettikleri jelatin renklerinde 6nemli farkliliklar
oldugunu tespit etmislerdir. Ayn1 6rnekte 60 “C’de 6 saat ekstraksiyon siiresinde lretilen
jelatinin; 50 °C’de 18 saat ekstraksiyon siiresinde iiretilen jelatine kiyasla daha ytiksek L*
degerine sahip oldugu gozlenmistir. Burada ekstraksiyon siiresinin artmasiyla L* degerinin
distigii goriilmistiir. Ekstraksiyon periyodunun uzatilmasi jelatindeki degredasyonu

artirdig1 ve Maillard reaksiyonunu destekleyerek L* degerini diistirdiigii belirtilmistir [79].

Ekstraksiyon sonrast jelatin soliisyonlarinin renk degisimleri (AE"), beyazlik indeksi

(WI) ve sarilik indeksi (Y1) i¢in ortalama degerler Cizelge 4.9’da verimistir.

Cizelge 4.9 Jelatin soliisyonlarinin renk degisimleri, beyazlik ve sarilik degerleri

No Ornek AE Wi Yl

1  MDMKanigim  2,84+0,25"% 3523+1,34"® 9,72+1,14"°
2 Koyun Kemik  537+0,10" 40,66+0,11"  3,85+0,08°C
3 Sigir Kemik 1,49+0,81%  36,63+1,17"®  -3,09+0,82°
4 Takozu 4,15+1,51°% 39,33+1,54"%  4,42+0,545¢
5  Tavuk Deri 4,54+0,75"  32,89+1,37"®  14,76+0,46"
6  Koyun Deri 5,28+0,59" 36,79+4.86"% 13,82+5,56"
7 Sigir Deri 3,82+0,33*® 31,70+0,30°  0,59+0,96°

* Ayni stitundaki farkli harfler nemli bir farki temsil etmektedir (p<0,05).

Jelatin soliisyonlarimin renk degisimlerine (AE) bakildiginda en fazla renk
degisiminin koyun kemigi Orneginde oldugu ve bunu koyun deri orneginin izledigi
goriilmiistiir. En az renk degisimi ise s1gir kemiginde goriilmiistiir.

Elde edilen jelatin soliisyonlarinin beyazlik indekslerine (WI) bakildiginda aralarinda

cok belirgin bir fark olmadig1 goriilmiistiir.
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Jelatin soliisyonlarmin sarilik indeksleri (Y1) degerlendirildiginde sigir kemigi ve
sigir derisi ¢ok diisiik ve neredeyse beyaza yakin oldugu tespit edilmistir. Tavuk deri,
koyun deri ve MDM karisim Ornekleridiger Orneklere kiyasla daha fazla sarilik

gostermistir.

4.2.7. Jelatin Jellerinin Tekstiir Profil Analizi ve Jel Giicii (Bloom Testi)

MDM karigim, koyun kemigi, sigir kemigi, takoz, tavuk derisi, koyun derisi ve sigir
derisi kuru jelatin orneklerinden hazirlanan jelatin jelleri TPA parametreleri ve jel giicii
bakimindan karsilastirilmistir. Orneklerin aymi kosullarda hazirlanan jelleri iizerinde
yapilan tekstiir profil analizi ve bloom degerleri Cizelge 4.10’da verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, kemik ve deri rneklerinin jelatin jellerinin sertliklerinin
jel giicti ile dogru orantil1 olarak arttig1 tespit edilmistir. Kemik 6rneklerinden sertlik degeri
en yiksek 6rnek MDM karisim iken deri orneklerinde sigir derisidir (p<0,05). Koyun
kemigi ve koyun derisi kendi i¢inde yapiskanlik degeri bakimindan kiyaslandiginda en
yiiksek degere sahip olduklar1 goriilmektedir. Tim orneklerin esneklik degerleri ise
birbirine benzerdir. Cignenebilirlik indeksi en yiiksek jelatin jeli sigir deridir. Bunu koyun
kemigi ve MDM karisim jelleri takip etmektedir. Takoz ve koyun derisi jelatin jelleri
benzer ¢ignenebilirlik indeksi gostermistir.

Kemik drnekleri arasinda en yiiksek jel giicii degerine sahip 6rnek MDM karigimidir.
Deri ornekleri jel giicii bakimindan birbirleriyle kiyaslandiginda ise sigir derisinin en
yiiksek jel giicline sahip oldugu goriilmiistiir. Literatiirde jel giicii 150’den kiiciik olanlar
diisiik, 150-220 arasinda olanlar orta ve 220’den yiiksek olanlar yiiksek jel giiciine sahip
jelatin olarak degerlendirilmektedir [26]. Bu anlamda tavuk derisi diisiik, koyun kemigi ve
takoz orta, MDM karisim, koyun derisi ve sigir derisi yiiksek jel giicline sahiptir. Tavuk
derisinden elde edilen jelatinin diisiik jel giiciine sahip olmasi laboratuar kosullarinda
yeterince saflastirilamamasindan kaynaklandigr disiiniilmektedir. Yapilan caligmalar
molekiiler agirlik dagiliminin jelatinin jel gilici degerini etkiledigini gostermektedir.
Yiiksek molekiil agirhigindaki fraksiyonlar, yiiksek jel giicliniin belirleyicisi olarak
gosterilmektedir. Jel giicii degerinin, toplam a, B ve daha yiiksek molekiiler agirliktaki

fraksiyonlarin oran1 arasinda iyi bir korelasyon oldugu bildirilmektedir [25]. Bu ¢alismada
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da Sekil 4.3°’de SDS-PAGE goriintiisiinde gortldigi gibi 3, 6, 12, 18, 21. 6rneklerin 125-
150 kDa agirligindaki B zincirlerinin jel giicii degerini biiyik olgiide etkiledigi tespit
edilmistir. Eysturskard ve ark. [27]’nin yaptigi c¢alismada sigir kemik jelatini (tip B),
domuz derisi jelatini (tip A) ve soguk su baligi jelatinlerinin a-zincir, B-zincir ve yiiksek
molekiil agirhigr ve diisiik molekiil agirligindaki fraksiyonlar1 igerdigi belirlenmistir.
Calisma sonucunda memeli hayvanlardan elde edilen jelatinlerin jel giicii ile i¢erdigi a-
zincir, B-zincir ve yiiksek molekiil agirhigindaki molekiiller arasinda pozitif; 100 kDa’un
altindaki fraksiyonlar ile negatif bir korelasyon oldugu tespit edilmistir. Bu tez

calismasinda elde edilen sonuclar da literatiirii desteklemektedir.
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Cizelge 4.10. Tavuk, koyun, sigir kemik ve derilerinin TPA parametreleri ve jel giicti degerleri

Geri Geri
kazanilabilen kazanilabilen

Sertlik deformasyon Sertlik deformasyon Esneklik | Cignenebilirlik

dongii 1 (g) dongiisii 1(mm) dongii 2, (g) Yapigkanlik | dongii 2 (mm) indeksi indeksi (g) Jel Giicii (g)
1 | MDMkarigim | 660,75+32,25"8 2,96+1,13% 170,50+26,005¢ | 0,25+0,01¢ 2,83+0,02" | 1,00+0,00” | 161,75+13,155¢ | 336,25+32,75°
2 | Koyunkemik | 491,50+63,505¢ 5,32+1,06" 228,75+10,255%¢ | 9,19+0,10" 0,41+0,05° | 1,00£0,01* | 195,55+6,45"5¢ | 204+10,50°°
3 Sigir kemik - - - - - - - -
4 Takoz 302,75+34,25P 3,03+0,54% 169,50+19,005¢ | 6,67+0,78"% |  0,40+0,08% | 0,92+0,08" | 107,800,505 | 182,75+19,25°P
5 Tavuk deri 176,75+7,25° 1,86+0,10" 101,7544,25 | 2,33+£1,94%° | 0,99+0,56° | 0,88+0,05" | 63,05+3,95° | 109,5+12,50°
6 Koyun deri 320,00+14,00°P 3,31+0,85" 157,25+21,25%¢ | 6,03+0,90" | 0,33+0,03% | 0,98+0,01" | 104,65+14,25°%¢ | 230,5+29,505¢
7 Sigir deri 818,50+81,50" 2,55+0,35" 237,75+46,25° | 0,26+0,03¢ 2,90+0,12% | 1,00+0,00" | 216,90+48,50"® |  476+25,50"
8 | Ticari jelatin 504,25+0,255¢ 3,44+0,57% 426,50+12,00% | 0,70+0,07° 3,19£0,20% | 0,91+0,03" | 318,05+45,55" | 206,25+2,25P

* Ayni stitundaki farkli harfler 6nemli bir farki temsil etmektedir (p<0,05).
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4.2.8. FT-IR Analizi

MDM kemik karisimi, tavuk deri, tavuk takozu, koyun ve sigir deri ve kemigi
orneklerinin temizleme, asitle muamele, demineralizasyon ve ekstraksiyon asamalarindan
sonra elde edilen soliisyonlarinda bulunan proteinlerin yapisindaki konformasyonel
farkliliklarin belirlenmesi amaciyla FTIR analizi yapilmustir.

Polipeptitlerin ve proteinlerin  kizilotesi spektrumlarinda karakteristik bantlar
arasinda Amid I, Amid II ve Amid III bulunmaktadir. Bunlar aminoasitleri baglayan peptit
baglarindan (-CONH-) kaynaklamr [84]. Amid | 1700-1600 cm™, Amid 11 1575-1400 cm™
ve Amid 111 1300-1220 cm™ dalga boyu araliklarinda gbriiliir [85]. Amid I bantlar1 C=0
gerilmesinden, Amid II bantlar1 N-H biikiilme ve C-H gerdirme titresimlerinden ve Amid
III bantlart C-N gerdirme ve C=O0 biikiilme titresimlerinden kaynaklanir [86, 87].

Bantlarin pozisyonlar1 proteinlerin ikincil yapilar1 hakkinda bilgi verir [88].
Proteinlerin ikincil yapilarinin analizinde genel anlamda Amid I bandi kullanilmaktadir.
Bu durum Amid I bandi polipeptitlerin en yogun absorbsiyon bdlgesi olmasindan
kaynaklanmaktadir [89]. Amid I bantlar1 genellikle 1640-1600 cm™ arasinda B-yaprak,
1650-1640 cm™ arasinda rastgele, 1660-1650 cm™ arasinda a-sarmal ve 1700-1660 cm™

arasinda B-doniis ikincil yapilarimni belirtmektedir [90].
4.2.8.1. Kemik Orneklerine Ait FT-IR Sonuclar1

Kemik o6rneklerinin proteinlerinin FT-IR sonuglar1 Sekil 4.6’da verilmigtir. MDM
kemik karisimi 6rneginde Amid I bolgesinde TM 1650 cm™, DM 1644 cm™ ve EKS 1643
cm™ de pik verdigi goriilmiistiir. Amid II bélgesinde TM 1554 cm™, EKS 1556 cm™ de pik
verdigi, DM’nin ise 1554 cm™ de ¢ok zayif pik verdigi goriilmiistiir.

Koyun kemigi érneginde Amid I bdlgesinde TM 1650 cm™, DM 1644 cm™ ve EKS
1639 cm™ de pik verdigi goriilmiistir. Amid II bdlgesinde ise TM 1552 em™, EKS 1555
cm™ de pik verdigi, DM nin 1552 cm™ de ¢ok zayif pik verdigi goriilmiistiir.

Sigir kemigi 6rneginde Amid I bolgesinde TM 1650 cm™, DM 1644 cm™ ve EKS
1650 cm™ de pik verdigi goriilmiistiir. Amid II bolgesine bakildiginda TM 1553 cm™, EKS
1554 cm™ de pik verdigi, DM’nin 1552 cm™ de cok zayif pik verdigi goriilmiistiir.
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Takoz 6rneginde ise Amid I bolgesinde TM 1648 cm™, DM 1645 cm™ ve EKS 1639
cm™ de pik verdigi gériilmiistiir. Amid II bolgesinde TM 1552 cm™, EKS 1557 cm™ de pik
verdigi, DM 1554 cm™ de ¢ok zayif pik verdigi gorilmiistiir.

TM, DM ve EKS ¢ozeltilerindeki proteinlerin Amid I bolgesinde verdikleri pikler
proteinlerin yapilarinda bulunan C=0 gerilme titresimlerinden, Amid II bdlgesindeki pikler
N-H biikiilme ve C-N gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir [91].

Kemik orneklerinin Amid I bodlgesinde ayni alana yakin bolgelerde pik verdigi
goriilmiistiir. Uygulanan ekstraksiyon isleminde DM esnasinda proteinlerin ikincil -
yaprak yapilar1 daha fazla agilmis ve daha fazla 15181 absorbe etmistir. Protein igeriginin
fazla olmasindan dolay1 serbest aminoasitlerden kaynaklanan en yogun pikleri DM
cozeltisi vermistir. TM ve EKS ¢ozeltileri birbirine benzer pik yogunluguna sahip oldugu

goriilmiistiir. Tiim kemik 6rnekleri birbirine benzer profil sergilemistir.

MDM Kkarisim

Tavuk Takoz

1644
1652

()
e
o

0,038 0,038
0.028 0.028
0,018 0.0
< 018
0,008 0.008
-0,002 -0.002
-0.012 -0,012
1280 1380 1480 1580 1680 1780 1280 1380 1480 1580 1680 1780
dalga sayisi, cm! dalga sayisi, em™!
. ~
Sigar Kemik Koyun Kemik ey
0,038 0.038 =
0.028 0.028
0,018
< 0.018 <
0,008 0,008
-0.002 / 0.002
-0.012 -0,012
1280 1380 1480 1580 1680 1780 1280 1380 1480 1580 1680 1780

dalga sayisi, cm™! dalga sayisi, cm!

Sekil 4.6 Kemik kolajen/jelatin proteinlerine ait IR spektrumlari
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4.2.8.2. Deri Orneklerine Ait FT-IR Sonuclari

Deri 6rneklerinin proteinlerinin FT-IR sonuglar1 Sekil 4.6’da verilmistir. Tavuk deri
orneginde Amid I bolgesinde TM 1652 cm™, AM 1654 cm™ ve EKS 1650 cm™ de pik
verdigi goriilmiistiir. Amid II bolgesine bakildiginda TM 1545 cm™, AM 1560 cm™ ve
EKS 1543 cm™ de pik verdigi goriilmiistiir. Koyun deri 6rneginde Amid I bolgesinde TM
1650 cm™, AM 1660 cm™ ve EKS 1650 cm™ de pik verdigi goriilmiistir. Amid II
bélgesinde TM 1557 cm™, AM 1558 cm™ ve EKS 1554 cm™ de pik verdigi goriilmiistiir.
Sigir deri 6rneginde Amid I bolgesinde TM 1630 cm™, AM 1644 cm™ ve EKS 1642 cm™
de pik verdigi goriilmiistiir. Amid II bélgesinde ise TM 1556 cm™, AM 1550 cm™ ve EKS
1556 cm™ de pik verdigi goriilmiistir. Deri 6rneklerinde ikincil yapr a-heliks, B-yaprak,
rastgele doniislerde konformasyonel degisiklikler goriilmiistiir. Yapilan bir ¢alismada
tavuk derisi kolajeni Amid I ve Amid II bolgelerinde sirsiyla 1633,98 cm™, 1549,08 cm™
de pik verdigi tespit edilmistir [92].

0.012 Tavuk Deri

0,008

<0.004

-0.004
1280 1380 1480 1580 1680 1780

dalga sayisi, cm™!

1557

0,012 | Sigir Deri o012 Koyun Deri

0.008

0,008

<0.004 < 0,004

-0.,004 -0,004
1280 1380 1480 1580 1680 1780 1280 1380 1480 1580 1680 1780
dalga sayisi, em™! dalga sayisi, cm!

Sekil 4.7 Deri kolajen/jelatin proteinlerine ait IR spektrumlari

63



5. SONUC

Gida ve gida dis1 uygulamalarda kullanilacak kolajen ve jelatin ihtiyaci diinya
genelinde her gegen giin artmaktadir. Ote yandan, mevcut kaynaklarin yetersiz olmasi
nedeniyle, siirdiiriilebilir alternatiflerin giivence altina alinmasi ve hammadde kaynaklarina
dayali iiretim kosullarinin optimizasyonu konusunda yogun cabalar vardir. Diinyada her yil
oldukca yiiksek miktarda kanatli isleme yan iriinleri ve artiklar1 olugsmaktadir. Bu yan
iiriinlerin/atiklarin islenmesi, katma degeri yiiksek, ekonomiye faydali ve ¢evre kirliliginin
onlenmesi i¢in gerekli alternatif iirlinlerin liretimi i¢in dnemlidir.

Sunulan tez ¢alismasinda, hem kiimes hayvanlarindan hem de biiylikbas
hayvanlardan kesim sonrasinda agiga cikan deri ve kemiklerden sinirli sayida islem
basamag: iceren prosediirlerle yiiksek verimlilikte kollajen/jelatin elde edilmistir. Sigir
derisi ve tavuk kemigi artiklarindan olusan MDM karisimindan elde edilen jelatin diger
orneklere oranla daha yiiksek jel giicli sergilemistir. Tavuk deriden diger deri ve kemik
orneklere kiyasla daha yiiksek kolajen ve jelatin verimi elde edilmistir. MDM kemik
karisimi ve takoz Orneklerinin tiim islem basamaklarinda optimum sonuglar vererek
endiistriyel ¢aligmalar icin daha elverisli olacag1 diistiniilmektedir. Bu anlamda, iiretimde
cesitli amaclarla kullanilabilecek bir hammadde eldesi saglanmistir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar jelatinin yenilebilir film ve kaplama materyali olarak
farkli bilesiklerle kombine edilerek kullanildigi ve basarili sonuglar alindigini ortaya
koymustur. Bu arastirmalar elde edilen film ve kaplama materyallerinin kaynagia bagh
olarak farkli sonuglar gostermektedir. Bu anlamda bu tez ¢alismasinda elde edilen basta
MDM kemik jelatini olmak tizere, tavuk deri, tavuk takozu, sigir derisi, koyun derisi ve
kemiginden iiretilen jelatin filmlerinin formiilasyonuna farkli hidrokolloid o6zellikteki
bilesenler ilave edilerek gida dokusuna kaplanabilir film ve kaplama materyalleri
tiretilebilir ve avantaj/dezavantajlar arastirilabilir. Ayrica sadece gida endiistrisinde degil

tip ve eczacilik alanlarinda da kullanilabilir.
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