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OZET

. FARKLI TUR BALIK PULLARINDAN ALKALAZ ENZi.Mi iLE
BiYOMALZEME AMACLI KOLAJEN ELDESI VE KARAKTERIZASYON

Gézde KOYLU BILGIN
Yiiksek Lisans Tezi, Malzeme Bilimi ve Miihendisligi Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. Numan HODA
Temmuz 2021; 35 sayfa

Kolajen kelimesi “kola” nin sakiz ve “gen” tiretmek anlamina geldigi bir Yunanca
kelimeden tiiretilmistir. Kolajen son dénemde degerine deger katan bir proteindir. Clinkii
birgok sanayide kendine yer agmustir. Ozellikle gida ve kozmetik sanayisi bagsi
cekmektedir. Bu nedenle kolajen elde edilmesi ve uygulamalar alanindaki ¢alismalar
calismalan hiz kazanmustir.

Bu ¢alismada; grany6z (Argyrosomus regius), levrek (Dicentrarchus labrax) ve
cipura (Sparus aurata) balik tiirlerinin iglem atig1 olarak ¢ikan balik pullarindan alkalaz
enzimi ile hidrolize kolajen eldesi ve potansiyel biyomalzeme olarak
kullanilabilirliklerinin aragtirilmast yapilmigtir. Caligmada enzim oranlari degistirilerek
(90,1, %0,3, %0,5) pH 10 da (NaOH ile pH ayarlanmistir) ve 45°C de 5 saat boyunca
enzim ekstraksiyonu yapilmig ve kolajen verimleri belirlenmigtir. En diisiik verim biitiin
tiirlerde %0,1 enzim oraninda elde edilirken, en yiiksek verimin %0,5 oraninda oldugu
tespit edilmistir. Caligilan tiirler arasinda ise en yiiksek kolajen verimi biitiin ¢aligilan
oranlarda ¢ipura balig1 pullarinda oldugu belirlenmistir. Enzim oranlarinin elde edilen
hidrolize kolajenlerin molekiiler agirhk dagilimlarina etkileri jel elektroforezi (SDS-
PAGE) ile tespit edilmistir. Cipura pullar1 i¢in %0,1 enzim orantyla yapilan ¢alismadan
elde edilen kolajenin SDS-PAGE ile yapilan molekiiler agirlik dagilinm analizinde elde
edilen hidrolize kolajenin molekiiler agirhgimin 29 kDa’dan kiigiik oldugu ve agirlik
yogunlugunun 6,5 kDa civarinda oldugu tespit edilmistir. Cipura pullarindan %0,3 ve
%0,5 oranlarinda ve grany6z baliginin pullarindan biitlin enzim oranlarinda elde edilen
hidrolize kolajenlerin molekiiler agirlik dagilimlarinda da yoguntugun 6,5 kDa civarinda
oldugu goriilmektedir. Levrek balig1 pullarin %0,1 enzim oraniyla elde edilen hidrolize
kolajenin molekiiler agirhik dagiliminda biiytik bir yayilim oldugu tespit edilmis bu
yayihimin herhangi bir bslgesinde yogunluk olusmadigi belirlenmistir. Levrek bahgi
pullarinda kolajen eldesinde ¢aligilan diger oranlarda elde edilen kolajenlerin molekiiler
agirhk dagilimimda yogunlugun yine 6,5 kDa civarinda oldugu sonucuna varilmustir.
Projede balik pullarinin enzimatik hidrolize kolajen kaynagi olarak kullanilabilecegi, atik
pullarin ekonomiye katilabilecegi sonucuna ulasilmistir. Ayrica elde edilen hidrolize
kolajenin karakterizasyonu sonucunda literatiirde biyomalzeme olarak kullanilanlarla
benzerlik gosterdigi bu nedenle elde edilen kolajenlerin biyomalzeme olarak kullanim
potansiyellerine sahip olduklar: ortaya ¢ikartilmigtir.

ANAHTAR KELIMELER: Alkalaz enzimi, Balik atigi, Biyomalzeme, Enzimatik
hidroliz, Hidrolize kolajen, Jel elektroforezi.
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ABSTRACT

OBTAINING AND CHARACTERIZATION OF COLLAGEN FOR
BIOMATERIALS BY ALKALASE ENZYME FROM DIFFERENT KINDS OF
FISH SCALS

Gézde KOYLU BILGIN
MSc in Material Science and Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Numan HODA
July 2021; 35 pages

The word collagen is derived from a Greek word "cola" meaning to produce gum
and "gene". Collagen is a protein that has attracted much interest due to its valuable
properties in the last period. It has unusual applications in many industries. Especially the
food and cosmetics industry are leading the way. For this reason, studies in the field of
collagen production and applications have accelerated.

In this study, the production of hydrolysed collagen using alkalase enzyme from
fish scales of graniose (Argyrosomus regius), sea bass (Dicentrarchus labrax) and sea
bream (Sparus aurata) and their use as potential biomaterial were investigated. In the
study, collagen extraction was performed at pH 10 (pH adjusted with NaOH) and at 45°C
for 5 hours by changing the enzyme ratio (0.1%, 0.3%, 0.5%) and the collagen yields
were determined, and their characterization were performed. While the lowest yield was
obtained at 0.1% enzyme ratio in all species, the highest yield was found to be at 0.5%.
Among the studied species, the highest collagen yield was determined in sea bream scales
in all studied ratios. The effects of enzyme ratios on the molecular weight distributions of
the obtained hydrolysed collagens were determined by gel electrophoresis (SDS-PAGE).
In the molecular weight distribution analysis of the collagen obtained from the study with
0.1% enzyme rate for sea bream, it was determined that the molecular weight of the
hydrolysed collagen obtained by SDS-PAGE was less than 29 kDa and its weight density
was around 6.5 kDa. Molecular weight distributions of hydrolysed collagens obtained at
0.3% and 0.5% ratios from sea bream scales and at all enzyme ratios from graniose scales
show that the density is around 6.5 kDa. It was determined that there was a large
distribution in the molecular weight distribution of the hydrolysed collagen obtained with
0.1% enzyme rate of sea bass fish scales, and it was determined that there was no density
in any region of this distribution. It was concluded that the density in the molecular weight
distribution of the collagen obtained at other ratios studied in the production of collagen
in sea bass fish scales was around 6.5 kDa. It was concluded that fish scales could be used
as a source of enzymatic hydrolysed collagen in the project, and waste scales could
contribute to the economy. In addition, as a result of the characterization of the obtained
hydrolysed collagen, it has been revealed that the collagens obtained are similar to those
used as biomaterials in the literature, therefore the obtained collagens have the potential
to be used as a biomaterial.

KEYWORDS: biomaterial, enzymatic hydrolysis, fish scales, fish processing waste, gel
electrophoresis, hydrolysed collagen.
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GIRIS G. KOYLU BILGIN

1. GIRIS

Viicutta, doku ve organlarda yer alan ¢ok sayida farkli tipte protein mevcuttur. Bu
tiir yapilarin gerek yapisal gerekse de fonksiyonel 6zelliklerinin korunmasi viicudun geng
ve zinde kalmasini saglamaktadir. Farkli tiplerdeki proteinler, farkli goérev ve yapilari ile
bir arada uyumlu bir sekilde viicudun saglikli kalmasini saglamaktadirlar. Bu proteinlerin
en 6nemli olanlarindan birisi de kolajendir.

Kolajen, kemik, deri, tendon, ligamentler vb. yapilar basta olmak iizere viicudun
bircok bolgesindeki farkli organ ve dokularda yer alan yapisal proteindir. Viicutta en ¢ok
yer alan protein olmakla birlikte tiim viicut proteinlerinin dortte birini olugturmaktadirlar.
Bag dokularda 6nemli bir yere sahip olan kolajen, dokular1 yapistirici gibi bir arada tutma
ozelligi ile 6n plana ¢ikmaktadir. Viicutta bol miktarda yer alan ve farkli dokularda cesitli
gorevlere sahip olan kolajen, viicut yapisini koruma gorevini iistlenen temel maddelerden
bir tanesidir. Yasin ilerlemesi ile viicutta kolajen {iretimi azalmakla birlikte iiretilen
kolajenin kalitesi de diismektedir. Bu durum, cildin esnekligini kaybetmesine ve ciltte
kirisikliklar olugsmasina sebebiyet vermektedir. Bununla beraber, kikirdak dokunun da
zayiflamasi sonucu eklemlerle ilgili problemler de ortaya ¢ikmaktadir. Yasin ilerlemesi
ile kolajen iiretiminin azalmasi dogal bir siiregtir. Bunun yaninda farkli sebeplerden
dolay1 da kolajen iiretimi zayiflayabilir. Bu etkenlerden bazilari, fazla miktarda rafine
edilmis karbonhidrat tiiketimi, asir1 miktarda seker tiikketimi, giines 1s18ina uzun siire
maruz kalmak, sigara igmek gibi etkenler de kolajen iiretimini azaltabilir ve kalitesini de
diistirebilmektedir. Bu durumda viicuda kolajen takviyesi yapilmasi bu tiir sikintilarin bir
miktar Oniine ge¢ilmesinde yardimci olabilecek niteliktedir.

Kozmetik ve medikal sektérde yapilan ¢aligmalar, viicuttaki kolajen miktarini
artirarak daha saglikli bir yasami saglayabilmeyi hedeflemektedir. Kolajen takviyesi, sa¢
ile ilgili problemlerden kikirdak problemlerine, yiizde ve ciltte olusan kirisiklardan, bacak
bolgesindeki seliilitlerden, kalp rahatsizliklarina kadar uzanan genis bir yelpazeye
sahiptir. Bu tiir problemlerin azaltilmasina yardime1 bir uygulama olarak yer almaktadir.

Ozellikle kozmetik endiistrisi ve medikal sektorde olduk¢a yaygmn
kullanilmaktadir. Kozmetik olarak, kolajen takviyesi cilt esnekligini artirarak, cildin nem
dengesini diizenlemeye yardimci olmaktadir. Cildin daha derin tabakalarindaki kolajen
yogunlugunu artirarak, kirisikliklart onler ve cildin daha gen¢ goriinmesini
saglamaktadir. Kolajen takviyesi kas hacmi ve Kkiitlesinin artirilmasinda da
kullanilabilmektedir. Diizenli egzersiz yapan ve kolajen alan bireylerde kas kiitlesinin
normale gore daha ¢ok arttigin1 gosteren bazi ¢alismalar da bulunmaktadir. Kolajen, ayni
zamanda, kikirdak tiretiminde de yer alan onemli bir proteindir. Kikirdak, eklemlerin
esnek ve rahatga hareket etmesini saglamaktadir. Yasin ilerlemesi ile kikirdak ve eklem
yapist bozularak viicutta eklem agrilarina sebep olmaktadir. Kolajen takviyesi ile
eklemlerdeki bu agrilarin hafifletilmesi de saglanmaktadir. Bunlara ek olarak, kolajen
takviyesi kalp rahatsizliklarinda da kullanilabilmektedir. Kolajen takviyesi ile, koroner
arter, kalp krizi gibi rahatsizliklarin oniine gecilebilmektedir. Kolajen, sa¢ koklerinin
saglikli kalmasina da yardimci olarak, saglarda beyazlamanin azalmasina da katkida
bulunmaktadir. Ayrica sag¢ koklerini igeren cilt dokusunu koruyarak, yaslanma ile ortaya
cikabilecek sac giigsiizlesmesi ve dokiilmesi gibi problemlere de ¢oziim olabilmektedir.
Bunun yaninda kolajen takviyesi viicutta daha bircok yerde de onemli katkilar
saglayabilmektedir.
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Kolajen, hammaddesi kaynagina gore farklilik gosteren bir malzemedir. Bu
hammaddeleri su sekilde siralayabiliriz. Karasal hayvan kolajen kaynaklari, sigir, inek,
tavuk, geyik ve kegi olarak siralanabilir. Bu hayvanlarin 6zellikle kemik, deri ve sakatat
bolgelerinde kolajen miktar1 daha fazladir. Kara hayvanlarinda domuzun helal gida olarak
goriilmemesi, sigirlarda ¢ikan hastaliklar kolajen tiretiminde deniz kaynaklarina olan
ilgiyi arttirmaktadir. Deniz kaynaklarinda ise hem omurgali ve hem de omurgasiz
canlilarda kolajen oldugu bilinmektedir. Omurgali deniz canlilar1 grubundan olan
baliklarda ise deri, i¢ organlarda ve pullarda kolajen oldugu bilinmektedir.

Diger taraftan, yaklasik dortte {i¢ii su ile ¢evrili olan diinyada, deniz mahsulleri ve
balik¢ilik olduk¢a 6nemli bir yer tutmaktadir. Deniz mahsulleri, énemli bir yiyecek
kaynag1 olarak ifade edilirken diger taraftan da endiistride bazi iiriinler i¢inde temel bir
hammadde kaynag olarak ele alinmaktadir. Ug tarafi denizlerle cevrili olan Tiirkiye’de
ise Karadeniz, Ege ve Marmara denizi basta olmak iizere balik¢ilik 6nemli bir ge¢im
kaynag1 olarak ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla, Tiirkiye’de balikeilik ve su liriinleri ile
ilgili endistri alanlarinin gelismesi ve bu alanlarda yeni atilimlarin gerceklestirilmesi
biiylik 6nem tagimaktadir. Bu amagla, deniz {iriinleri {izerine yapilan arastirmalarinda hiz
kazanmas1 gerekmektedir. Deniz iiriinleri arasinda en ¢ok tiiketilen ve en yaygin bulunan
mahsul baliklardir. Baliklar gida sektoriinde oldukga yaygin bir yer tutmakta iken,
yiyecek olarak tiikketimi sonrasi atik olarak bir¢ok kemik, pul ve i¢ organlar ortaya
cikmaktadir. Bu baglamda balik atiklar1 temizleme islemi sirasinda atilarak degersiz hale
gelmektedir.

Oysaki yukarida bahsedilen kolajen iiretimi saglanan hammadde kaynaklari
arasinda, deniz mahsulleri ve 6zellikle baliklar kaynak olarak biiyiik bir kitleye sahiptir.
Ug tarafi denizlerle gevrili bir iilke igerisinde, boyle bir atik maddeyi hayata ve iiretime
gecirmek, ulusal ve uluslararasi anlamda 6nemli bir katk: saglayacaktir.

Insan viicudunda, yas ilerlemesi ile kolajen iiretiminin azalmasi ve kalitesinin
diismesi ile ortaya cikan eksikliklerin giderilmesi adina kolajen takviyesine katkida
bulunmak oldukg¢a énemlidir. Ulkemize ¢ok biiyiik paralar 6denerek ithal edilen kolajenin
tilkemizde {tretimi istenmektedir. Bu bilgilerden yola ¢ikilarak planlanan tez
caligmasinda, oncelikle literatiir ¢alismast yapilmis ve literatiir calismasi sonucunda,
kolajen iiretiminin farklt hammadde ve farkli iiretim teknikleri ile kazanimlar1 mercek
altina alinmistir.

Kolajen farkli kaynaklardan elde edildigi gibi en 6nemli elde edilme kaynaklari,
hayvansal kaynaklardir. Gergeklestirilen tez ¢alismasinda, Tirkiye’nin denizlerle ilgili
cografi konumu ve atik maddelerin yogunlugu géz oniinde bulundurularak bir kolajen
tiretim hammaddesi ve bu hammaddenin islenmesi ile ilgili arastirmalar yapilmistir. Bu
arastirmalar sonucunda, iilkede yaygin olarak yetistirilen granydz, ¢ipura ve levrek
baliklarinin pullar1 degerlendirilmis ve ¢alismaya dahil edilmistir.

Calismada, ilk etapta, hammadde temini saglanmistir. Hammadde temininden
sonra elde edilen balik pullar1 bir takim &n islemden gecirilmistir. On islem sonucunda
elde edilen madde farkli yontemlerle islenmis ve degerlendirme analizlerine tabi
tutulmustur. Calisma Akdeniz Universitesi Malzeme Bilimi ve Miihendisligi ile Gida
mithendisligi laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Hammadde ise yine Antalya
Organize Sanayi Bolgesi (AOSB) biinyesinde bulunan Antalya Balik A.S. firmasindan
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temin edilmistir. Calisma kapsaminda elde edilen numunelerin analizleri
gergeklestirilmis ve sonuglar tezin igerisinde acgiklanmustir.

Tezin giris boliimiinde ¢alismanin yapilmasina neden ihtiya¢ duyuldugu ve tezin
gerceklesmesi ile ekonomiye ve bilime nasil bir katki saglayacagi kisaca 6zetlenmistir.
Tezin ikinci boliimiinde ise konu ile ilgili bir literatiir taramasi yapilmis ve calisma ile
ilgili karsilastirilmast yapilmistir. Tezin {iclincli kisminda materyal ve metotlardan
bahsedilmistir. Dordiincii kisimda ise tezin sonuglarinin bulundugu bulgular kismi ve
literatiirde yapilan ¢aligmalar ile karsilagtirma ve ¢alismanin verimliligi ile ilgili tartisma
kismi ve son olarak besinci boliimde ise ¢aligmanin literatiire genel katkisi ile sonug kismi
yer almaktadir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Kolajen kelimesi “kola” nin sakiz ve “gen” tiretmek anlamina geldigi bir Yunanca
kelimeden tiiretilmistir. Kolajen, hiicre disi matriste ve hayvanlarin bag dokusunda
bulunan lifli bir yapisal proteindir (Ramshaw vd. 2009). Hayvanda en bol bulunan
proteindir ve bitkilerde ve tek hiicreli organizmalarda yoktur. Omurgasizlarda viicut
duvarlarinda ve tirnak etlerinde bulunur. Kolajen, 6zellikle memelilerde tiim viicudun
protein igeriginin %25'ini olusturur (Muller 2003). Hayvanlarda kornealarda, kemiklerde,
kan damarlarinda, kikirdakta, dis kemiklerinde vb. bulunur.

Deri, tendonlar ve baglar gibi lifli dokularda uzun lifler olarak bulunur.
Endomisyumun en 6nde gelen bileseni olan kas dokusunun%1-2'sini olusturur. Kolajen,
cogunlukla bag dokusunun fibroblast kismindan ve epitel dokulardan sentezlenmektedir
(Lullo vd. 2002; Kadler vd. 2007).

2.1. Kolajenin Yapisi

Kolajenin temel yapisal birimi, iki 6zdes zincirli (al) ve tliglinciisii kimyasal
bilesiminde (02) bir dereceye kadar degisen iiclii bir sarmal seklinde diizenlenmis {i¢
polipeptit zincirinden olusan bir heteropolimerdir. Her bir zincir, 300 nm uzunlugunda
olan tipik bir sag el sarmal yapi icerisinde birbirlerinin etrafina sarilmig 1050 amino asite
sahiptir. Cap1 yaklagik 1,5 nm'dir ve molekiil agirlig1 yaklasik 290 kDa'dur. Yapisi, X ve
Y'nin herhangi bir amino asit olabilecegi, ancak ¢ogunlukla prolin ve hidroksiprolin
oldugu yinelenen bir motif Gly-X-Y'ye sahiptir. Her {i¢iincli amino asit pozisyonunda
glisin, tropokolajen molekiiliinde 3o zincirlerinin siki bir sekilde paketlenmesini
saglamak i¢in ¢ok onemlidir. Kolajen, fibril kolajen tiplerini olusturan altigen ve yari
altigen sekillerde paketlenir. Bu paket, tabaka benzeri veya mikrofibriller olabilir.
Mikroskopik olarak kolajen, uzun lifler olarak bulunur (Szpak 2011). Sekil 2.1°de kolajen
yapisi gosterilmektedir (Yetim 2011).

Kolajen Fiberleri

a Zincirler
S — +

Makro

Fibriller = Mikro Fibriller

e

'-”,\" Tropokolajen Heliks

Sekil 2.1. Kolajen yapisi
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2.2. Kolajen Cesitleri

Su ana kadar 46 ayri polipeptit zincirinden olusan yaklasik 28 kolajen tiirii
tanimlanmstir. Kolajen tiirlerinin hepsi karakteristik iiclii sarmala sahiptir, ancak
sarmalin uzunlugu, sarmal olmayan kismin biiylkligli ve yapisi bir tiirden digerine
degisir (Miller 1984). Bunlar arasinda en yaygin 5 tanesi sunlardir:

Kolajen I: Cilt, kemik, disler, tendon, bag, damar baglari, organlar (kemigin
organik kisminin ana bileseni). Viicutta en ¢ok bulunan dayanikliligi saglayan kolajendir.
Bu kolajen gesidi genellikle Tip 1 olarak adlandirilmaktadir (Krishnamoorthi vd. 2017).

Kolajen II: Kikirdak yapimin olugsmasini saglayan kolajendir. Kikirdak yapinin
%90-95’ni karsilayan tip 2 kolajenidir (Jeevithan vd. 2015). Gozin yapisinda da
bulundugu bilinmektedir.

Kolajen I1I: Genelde kolajen 1 ile bulunur. Viicuda elastikiyet katar ve sarkmalari
onler (Liu vd. 2001). Diger bulundugu yerler ise kas, kan damarlaridir.

Kolajen IV: Bazal membran ve bazal laminanin epitel salgilanan tabakasini
olusturur (Wtodarczyk vd. 2017).

Kolajen V: Sag, hiicre ylizeyleri, goziin korneasinda ve plasenta da bulunmaktadir
(Gelse vd. 2003).

Viicuttaki kolajenin %90 tip I'dir ve bunu tip II ve III izler. Tip I kolajen
bollugunun nedeni, hemen hemen tiim bag dokularinda yaygin olarak bulunmasindan
kaynaklanmaktadir (Cheah 1985).

2.3. Kolajenin Ozellikleri

Hiicre dist matris formundaki dokularin ¢ogunu destekler ve hiicrelere yap:
kazandirir. Tendonlarda, kemiklerde, kikirdakta, fasyada, vb. Varliginda sergilenen
biiylik cekme mukavemeti vardir. Cilde esneklik ve kuvvet kazandirir, doku ve organ
gelisimine yardimer olur. Kolajen, toksinlerin ve patojenlerin emilimini engelleyerek
cilde koruma saglar (Fratzl 2008). Bir hiicrenin biyolojik fonksiyonlarinda rol oynar
(hiicre yasamasi, ¢ogalmasi ve farklilasmasti), hasarli kemiklerin veya kan damarlarinin
iyilesmesine yardimci olur ve yapisal biitiinliigii korur (Buehler 2006).

2.4. Hayvandan Kolajen Kaynaklar:

Sigirlarin, derisinden ve kemiklerinden faydalanilir. En biiyiik endiistriyel kolajen
kaynaklarindan biridir. insanlara tehdit olusturan BSE, TSE, FMD, &zellikle de deli dana
hastalig1 gibi hastaliklarin patlamasi nedeniyle arastirmacilar alternatif daha giivenli bir
kolajen kaynagi aramaktadirlar. Sigir kolajeninin en biiylik dezavantajlarindan biri,
kullanilan popiilasyonun yaklasik %3"inde alerjik etki gostermesidir. Sigir asil tendonu,
tip I kolajen elde etmek i¢in endiistriyel olarak kullanilir. Tip IV plasental villiden
(bagirsak igi kils1 ¢ikinti) ve tip 11 nazal veya eklem kikirdaktan elde edilir.

Domuzlarin derisi ve kemikleri, endiistriyel amagli kolajen elde etmek i¢in yaygin
olarak kullanilir. Domuz kolajeni neredeyse insan kolajenine benzer oldugundan,
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kullanildiginda fazla alerjik soruna yol agmaz. Ancak sigir kaynaginda oldugu gibi,
zoonozun (insanlara gegebilen hayvan hastalig1) olusmasina yol agan kirlenme riski tasir
ve ayrica dini kisitlamalar nedeniyle domuz kolajeninin kullanilmasinda zorluklar
yasanmaktadir. Yetiskin domuz i¢ derisi ve ince bagirsak mukozasindan elde edilen
kolajenler tendon takviyesi, fitik onarimi, cilt ve yara iyilesmesi, plastik ve rekonstriiktif
cerrahi i¢in kullanilmaktadir (Cortial vd. 2006).

Diger hayvansal kaynaklar tarafindan bakildiginda ise, tavuk, kanguru kuyrugu,
sigan kuyrugu tendonu, ordek ayagi, at tendonu, timsah kemik ve derisi, kus ayaklari,
koyun derisi, kurbaga derisi ve hatta bazen insansal kaynaklari icermektedir (Johnson vd.
1999; Wood vd. 2008). Rekombinant insan Kkolajenin, immiinojenikligin diger
kaynaklarla karsilagtirildiginda daha diisiik oldugu zaman kullanilir. Yetiskin at
perikardiyum (kalp dis zar1) kolajeni tendon takviyesi, cilt ve yara iyilesmesi ve fitik
onarimi i¢in kullanilir. Tip I ve II kolajen at derisinden, eklem kikirdagindan ve fleksor
tendonundan izole edilir (Cortial vd. 2006). Tip I kdlenin baskin olarak bulundugu tavuk
boynundan tip I, 11, Il ve V kolajenleri elde edilmistir. Tavuk ayagi 6nemli bir kolajen
kaynagidir. Tip IX tavuk embriyosunda sternal kikirdakta bulunur ve derisinden tip I ve
I1l, kas dokularindan tip IV elde edilir (Mayne vd. 1980; Hutmacher 2000; Quereshi
2010). Tip I kolajen, su kurbagasinin yumurtalik tiiplerinden de elde edilmistir (Wang vd.
2011).

Giinlimiizde kolajen elde etmek i¢in deniz kaynaginin en giivenli kaynak oldugu
tespit edilmistir. Bu kaynagi onaylamanin bir diger nedeni de “yasamin deniz kaynakli”
oldugu inancidir. Sigir ve domuz gibi kara hayvanlari kaynaklarindan kolajen
ekstraksiyonu karmagik, zaman alict ve pahalidir. Elde edilen verim diger kaynaklara
kiyasla daha diisiiktiir. Olumsuz enflamatuar ve immiinolojik cevap ve saglik sorunlarina
neden olan kara hayvanlar1 arasinda ¢esitli hastaliklarin yayginligi konusundaki endiseler
nedeniyle, deniz kaynaklari arastirilmaya baslanmistir (Exposito vd. 1999, 2002; Addad
vd. 2011; Krishnan ve Perumal 2013).

Diinyada ve Tiirkiye’de, deniz balik¢iliginin ve yetistirme balik¢iligin sayisi her
gecen giin artmaktadir. Bu artig tiiketilir olmayan balik yan {irlinlerinin artigina da sebep
olmaktadir. Balik yan iiriinleri (balik pulu, organlari, derisi, kilgiklari vb.) yiiksek protein
icermelerine ragmen atik olarak cevreyi kirletmektedir ve bu kirlilik hi¢ de yadsinacak
kadar az degildir. Insanlarin tiikettigi su {iriinlerinin %20-50’si yenilebilir kisim olurken,
kalan kisimlar ise atik haline gelmektedir. Diinya genelinde su {iriinlerinin islenmesinden
sonra yaklagik olarak yillik 200 milyon ton atik ortaya ¢ikmakta ve bu atiklar uygun
sekilde degerlendirilememektedir (Pal ve Suresh 2016). Atik kisminin biiyiik
cogunlugunu da kemikler, deri ve pullar olusturmaktadir. Bu atiklar degerlendirilerek
ucuz kolajen elde edilmesi saglanabilmektedir (Srikanya vd. 2017).

Bu kirlenmenin azaltilmasi igin birgok alanda ¢alismalar yiritiilmektedir. Balik
atiklan yiiksek protein igerikleri sayesinde, hayvan yemi, toprak giibresi, protein tozlari
olarak sporcu beslenmesinde ve daha birgok alanda kullanilmaktadir. Ancak bu {irtinler
ekonomik olarak balik¢ilik endiistrisi i¢in yeterli degildir.

Bu kadar degerli bir proteinin daha fazla getirisi olan bir alanda kullanilmasi
gerekmektedir. Clinkii balik, insan viicudunda en bol bulunan protein olan tip 1 kolajen
bakimindan zengin bir {iriin olarak siirdiiriilebilir kolajen kaynagidir (Arvanitoyannis ve
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Kassaveti 2008). Balik atiklarindan kolajeni elde etme orani uygulanan deney tiirlerine,
mevsime, balik ¢esidine gore bazi farkliliklar gosterebilmektedir. Balik kolajeni, memeli
kolajenine alternatif bir hammadde olarak kullanilabilir. Boylelikle, biyoatik olarak
kaybedilen bu yan friinlerin degerlendirilmesi saglanacak, bu sayede, ¢evre kirliligi
azalacak ve ayni zamanda bu iriinler ile canlilar i¢in faydali kolajen ortaya ¢ikarilacaktir.

Deniz kaynaginin asagidaki gibi kara hayvani kaynaklarina gore biiyiik avantajlar1 vardir:

i)
i)
i)

iv)

v)
Vi)
vii)
viii)
iX)
X)

BSE, TSE ve FMD gibi zoonoz igermez.

Yiiksek kolajen icerigine sahiptir.

Cevre dostudur.

Hayvanlardan daha diisiik viicut sicakligina sahiptir, boylece daha biiyiik emilim
saglar.

Diistik molekiiler agirlik nedeniyle daha fazla emilim saglar.

Daha az dini ve etik kisitlamalar vardir.

Biyolojik Kkirleticilerin ve toksinlerin neredeyse ihmal edilebilir diizeyde
bulunmasi.

Diisiik inflamatuar cevap.

Daha az immiinojenik.

Metabolik olarak uyumlu.

Bu kaynak, baliklar, yildiz baliklari, deniz anasi, siingerler, deniz kestanesi,

ahtapot, kalamar, miirekkep balig1, deniz anemonu ve karides gibi deniz omurgasizlarinin
ve omurgalilarin kullanimini igerir (Strawich ve Nimni 1971; Song vd. 2006; Sugiura vd.

2009).

Literatiirde derisinden Tip I kolajen elde edilen balik tiirlerinden bazilari;

) Gadus morhua

i) Giimiis sazan Hipoftal michthysmolitrix,
iii) Japon levrekleri,

iv) Tombul uskumru boga bas1 kdpekbaligi,
V) Dil baligy;

Seklindedir.

Genel olarak, balik pulu ve balik kemiginden elde edilen 6rnekler ise:

i)
i)
iii)
iv)
v)
vi)
vii)
viii)
IX)

X)

Gadus morhua
Thunnus obesus
Orkinos atla,

Japon levrekleri,

Sar1 ¢ipura,
Uskumru'da; ylizgeci
Japon levrek skalasi
Pagrus major
Oreochromis niloticus
Sazan

Seklinde siralanabilmektedir (Nagai vd. 2004; Bhagwat ve Dandge 2016; Abdollahi vd.
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2018; Subhan vd. 2020).

Sazanin (Cyprinus carpio) pulu, derisi ve kemiginden (Duan vd. 2009), dev kizil
deniz hiyarinin (Parastichopus californicus) derisinden (Liu vd. 2010), biiyiik goz aslanin
(Priacanthus tayenus ve Priacanthus macracanthus) derisinden (Benjakul vd. 2010), stislii
iplik c¢ipurasinin (Nemipterus hexodon) derisinden (Nalinanon vd. 2011), yilan
(Ophiocephalus, Argus) kafasinin pullarindan (Liu vd. 2009), sardalya (Sardinops
melanostictus), kizil deniz ¢ipurast (Pagrus major) ve Japon levreklerinin (Lateolabrax
japonicas) (Nagai vd. 2004) pullarindan kolajen ekstrakte ve karakterize edilmistir.

Bagka bir ¢alismada, rohu (Labeo rohita) ve catla (Catla catla) pullarindan elde
edilen kolajenin, memelilerde bulunan kolajenlerle benzerlik gosterdigini rapor
etmiglerdir (Pati vd. 2010). Ayrica, al, a2, a3 heterotrimerlerinin sazan balig
(Ctenopharyngodon idellus) pullarindaki kolajende de bulunmustur (Li vd. 2008). 0,5 M
asetik asit ile ekstrakte edilen sazan (Cyprinus carpio) pullarindan elde edilen kolajenin,
dogal formda oldugu tespit edilmis ve ayrica 28 °C civarinda denatiirasyon sicakligi
gosterdigi bulunmustur (Duan vd. 2009). Kolajenin amino asit kompozisyonlarinda,
ozellikle amino asit igeriginde (prolin, hidroksiprolin) genis Olciide degistigi
gosterilmistir (Muyonga vd. 2004). Sardalya, kizil deniz ¢ipurasi ve japon levregi
pullarindan elde edilen kolajenlerin bol miktarda glisin ve alanin, prolin, hidroksiprolin
ve glutamik asit icerdigi rapor edilmistir (Nagai vd. 2004). Temel oOzelliklerdeki
farkliliklar, suda yasayan hayvanlara alternatif kolajen kaynaklar1 olarak ilgide artis
gostermis ve ¢esitli hastaliklarda hastalik bulagma eksikligi ve diyet kisitlamasi nedeniyle
potansiyel kaynaklar olarak taninmistir (Liu vd. 2010).

2.5. Ekstraksiyon ve Hayvansal Kaynaklardan Kolajen Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon iki veya daha ¢ok bilesene sahip olan iriinlerin birbirinden
ayrilmasina yarayan bir sistemdir. Bu ayirma islemi, dogal yollarla olusan maddelerden
istenilen kismin ayrilmasi olabilecegi gibi, karigimlardan da istenilen iiriintin ayrilmasi
seklinde de yapilabilmektedir. Bu sistem ilk olarak 1879 yilinda F. Soxhlet tarafindan
kullanilmis ve bugiin de hala gelismis ekstraksiyon yontemleri de eklenerek kullanimi
devem etmektedir.

Enzimler ekstraksiyon yontemlerinde sik¢a kullanilmaktadir. Ozellikle
reaksiyonlart1 hizlandirmalar1 ve malzemeleri katma degeri yliksek iiriinlere
dontistirmektedirler (Hordur vd. 2000). Cok spesifik yapiya sahip olan enzimler iiriine
0zgl olarak se¢ilmektedirler. Enzimler ¢esitlerine gore siniflandirilmaktadir. Bu gesitlere
bakilacak olunursa, proteazlar protein zincirini belirli bolgelerden peptit baglarimi
kestikleri i¢in bu isimleri almiglardir (Neil vd. 2013). Proteaz enzimlerinin {iretimleri
farkli yontemlerle gergeklestirilebilmektedir. Bu yoOntemler hayvan, bitki ve
mikrobiyolojik kaynaklart kullanilarak saglanabilmektedir. Ancak son yillarda
mikrobiyolojik yontemler hiz kazanmistir. Ciinkii hayvan ve bitkisel kaynaklar talebi
karsilamada yetersiz kalmaya baslamistir (Kristinsson vd. 2000). Mikrobiyal proteaz
enzimleri Bacillus cinsi bakteriler tarafindan iiretilmektedir.

Genel olarak hayvansal kaynaklardan kolajen elde edilmesi ile ilgili islem
basamaklari ise asagidaki sekilde siralanmaktadir.
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) Hammaddenin -25 ° C veya -4 ° C'de saklanmasi.

i) Sodyum kloriir/sodyum hidroksit/kalsiyum hidroksit kullanilarak kolajen
olmayan pigmentlerin ve proteinlerin uzaklastirilmasi.

iii) Demineralizasyon isleminden gegirilmesi

Iv) Asit veya enzim ile sindirim.

V) Morfolojik analiz.

vi) Asetik asit veya disodyum hidrojen fosfat kullanilarak diyalizle kolajen
ekstraksiyonu.

vii)  Amino asit analizi, elektroforez, denatiirasyon sicaklik analizi, X-1s1n1 difraksiyon
analizi, UV-goriiniir spektrum metodlarla kolajenin incelenmesi yapilmaktadir
(Mocan vd. 2011).

2.6. Kolajenin Uygulamalari

Kolajen, ila¢ endiistrisinde mikropartikiiller, enjekte edilebilir dispersiyonlar,
oftalmolog siingerlerdeki kalkanlar, ila¢ dagitim sistemlerinde kullanilir. Biyomedikal
alaninda oldugu gibi, farmasétik uygulamalarda da tercih edilmesinin nedeni diisiik
antijenite, yiiksek hiicre baglama kabiliyeti, biyobozunurluk ve biyouyumluluk gibi
ozelliklerinden kaynaklanmaktadir (Leitinger ve Hohenester 2007).

Doku miihendisligi agisindan incelendiginde ise, Kolajen tip I, yiiksek
biyouyumluluk nedeniyle bu alan i¢in altin standart olarak kabul edilir. Hiicre kiiltiir
sistemi i¢in temel matris olarak kullanilir. Kolajen bazli biyomalzemeler, enjekte
edilebilir matrisler, kemik rejenerasyonu i¢in tasarlanmis iskeleler vb. gibi formlarda
doku miihendisliginde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu biyomalzemeler esas olarak tip
L, II, 111, V, XTI igeren fibril olusturan kolajenlerden iiretilir (Oliveira vd. 2009; Parenteau-
Bareil vd. 2010).

Biyomedikal endiistrisi acisindan bakildiginda ise, doku yenilenmesi igin
iskeletler gereklidir. Kolajen yapi iskeletleri, sinir sistemindeki hiicreleri gorsellestirmek
i¢in sayisiz amaca hizmet eder.

Modern tipta da kolajen bazl yapi iskeletleri hayati bir rol oynamaktadir. Kikirdak
ve kemik rekonstriiksiyonunda yardimci olur. Iskeleler asilamada basarisizlik veya
kacinma durumlarinda ve bu gibi kusurlar yiiksek bir seviyeye yiikseldiginde implante
edilir. Vaskiiler ve kardiyak rekonstriiksiyonda, doku tasarimli kan damarlar1 seklindeki
kolajen, hastalarda basariyla asilanir. Kolajen filmleri ve tozlar1 seklinde yaralar veya
yaniklar i¢in siinger formunda kolajen bazli pansuman, cerrahi dikis seklinde tip alaninda
kullanimlar1 mevcuttur. Ayrica, iirogenital bozukluklarda kornea defektlerinde, kemik
greftlerinde ve obezite ¢alismalarinda da kullanilmaktadir (Sanz-Herrera vd. 2011;
Cunniffe ve Brien 2011). Kolajen, kardiyoloji (kalp kapak¢igi) dermatoloji (cilt
degistirme, yumusak doku biiyiitme, cilt doku miihendisligi, yapay deri dermisi) gibi
boliimlerde ¢esitli uygulamalara sahiptir. Cerrahi (hemostatik ajan, yara onarimi ve
pansuman, sinir onarimi, kan damar1 protezleri), ortopedik (tendon, kemik ve ligament
onarimi, kikirdak rekonstriiksiyonu), oftalmoloji (kornea greftleri, kontakt lensler),
iroloji (diyaliz zar1 hemodiyaliz, sfinkter onarimi1) ve vaskiiler (vaskiiler greft, damar
replasmani) alanlarinda da kullanilmaktadir (Rose ve Oreffo 2002).
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2.7. Doku Miihendisligi Kolajen Kullamm Alanlari

Kolajen, miikemmel biyouyumlulugu, diisiik antijenik yapiya sahip olmasi,
yiiksek biyobozunurlugu sayesinde doku miihendisligine olduk¢a uygun bir malzemedir.
Ayrica, iyi bir mekanik yapiya sahip olmasi, hemostatiginin yiiksek olmasi, hiicre
baglama ve hiicre ¢ogalmasina katki saglamasi gibi ozelliklerinden dolay1 doku
miihendisligi uygulamalart i¢in siklikla kullanilmaktadir. Sekil 2.2°de kolajenin hangi
dokularda kullanildigz ile ilgili bir gorsel sunulmaktadir.

Sekil 2.2. Kolajenin doku miihendisliginde kullanim alanlari

Farkli ekstraksiyon cesitleri kullanarak, farkli balik tiirlerinden elde edilen
kolajenler cesitli biyomalzeme uygulama alanlarinda kullanilabilmektedir. Bu kullanim
alanlan ile ilgili baz1 6rnekler Cizelge 2.1°de gosterilmektedir (EI-Rashidy vd. 2015;
Manikandan vd. 2018; Govindharaj vd. 2019). Cizelgede, kullanilan kolajen kaynagi,
ekstraksiyon yontemi ve elde edilen kolajenin hangi biyomalzeme alaninda kullanildig:
ile ilgili bilgiler gosterilmektedir.

10



KAYNAK TARAMASI G. KOYLU BILGIN

Cizelge 2.1. Farkli ekstraksiyon teknikleri kullanilarak ¢esitli balik tiirlerinden elde edilen
kolajen 6rneklerinin biyomalzeme olarak kullanim alanlari

Kolajen
Kolajen kaynag | ekstraksiyon [ Uygulama alanlari Referanslar
yontemi

Insan gébek kordonundan

pee | st | | oo
Pep Doku miihendisligi '
Nil tilapia bahk Fibroblast hiicreleri (El-Rashidy vd.

Pepsin enzimi | iizerine denemistir.

Doku mithendisligi 2015)

pulu

Balik pazarindan Doku miihendisligi Yara | (Manikandan

toplanan bahk Asit ¢ozunur iyilesmesi vd. 2018)
pullar:

. e . (Raftery
Somon derisi Asit ¢oziinlir Kikirdak ve kemik doku vd. 2016)

2.8. Jel Elektroforezi

Elektroforez, makromolekiillerin elektrik akimina maruz kalmasi ile agaroz olarak
adlandirilan 6zel bir matrikste bir yon boyunca taginarak analizlenmesini saglayan yaygin
bir yontemdir. Bu prensibi temel alan teknik, 1807 yilinda Frederic Reuss tarafindan her
ne kadar “Elektrokinetik Goriingli” adiyla ortaya atilsa da 1900’1 yillarin basinda
electron (elektrik) ve phore (tastyici) kavramlarinin sentezi olan elektroforez olarak
degistirilmistir (Mozioglu 2019). 1948 yilinda Arne Tiselius kimya alaninda, serum
proteinlerinin kompleks yapilarinin analizlenmesinde elektroforez yontemini kullanarak
nobel odiliinii almaya hak kazanmustir (Tiselius 2015). 1955 yilinda ise Oliver
Smithies’in nisasta jelleri elektroforez i¢in ayirici ortamlar olarak kullanmasi, biyokimya
alaninda makromolekiillerin analizlenmesinde yol gosterici olmustur. Elektroforezin,
kagit ve seliilloz asetat elektroforezi, poliakrilamid jel elektroforezi, ince tabaka
elektroforezi (PAGE), kapiler elektroforez, agaroz jel elektroforezi olmak tizere farkli
tiirleri mevcuttur.

Makromolekiillerin tasnif edilmesinde yaygin olarak kullanilan jel elektroforezi,
bu molekiillerin boyut ve elektrik yiiklerine gore ayirt edilmesini saglar. SDS-PAGE
teknigi ilk olarak et proteinlerinin ayirimi i¢in kullanilmis ve daha sonralar1 bu metodun,
et karisimlarindaki ve et iriinlerindeki et tiirlerini belirlemede ¢ok degerli bir metot
oldugu anlagilmistir. SDS-PAGE metodu kullanilarak yapilan bir calismada, SDS-PAGE
metodunun  yiikksek  ¢Oziinlirlik  saglamasi, kolay  tekrarlanabilirligi  ve
elektroferogramlarda proteinlerin molekiil agirliklarina gore hareket etmesinden dolay1
istiin oldugu bildirilmistir (Ekici ve Akyiiz 2003).

Tim elektroforez tiplerinin temeli; V=IR ve P=I’R elektriksel esitliklerine
dayanir. Islem sirasinda yiikli molekiillerin bir elektriksel alandaki hareketleri
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izlenmektedir. Coziinmiis durumdaki molekiillerin elektrik yiiklerinin kiitlelerine
orantyla belirlenen hizlarda elektriksel alanda hareket etmeleri prensibine dayanir.
Proteinler izoelektrik noktalarinin (pl) {izerindeki pH degerlerinde (-) yiiklidiirler ve
elektriksel alanda anoda dogru hareket ederler; bu noktanin altinda ise, proteinler (+)
yiiklidiir ve katoda hareket ederler (Gedikli ve Gokge 2015).

Literatiir taramasindan da goriilecegi lizere, kolajen elde etmek i¢in bir¢ok farkli
hammadde ve bunlarin islenmesi ile ilgili de c¢ok farkli metotlar yer almaktadir.
Calismalar genellikle bitkisel ve hayvansal hammaddeleri kullanmiglardir. Ayrica deniz
mahsulleri ile ilgili de oldukca fazla ¢aligma mevcuttur. Bu tez kapsaminda, literatiirden
farkli olarak, iilkemizde yetistiriciligi yapilan ve en fazla tiiketilen balik tiirlerinden,
granyoz, levrek ve ¢ipura baliklarinin pullart kullanilmig ve {iretim prosesi i¢inde enzim
ekstraksiyonu metodu kullanilmistir. Ayrica, elde edilen kolajenlerin biyomalzeme
olarak kullanim potansiyelleri belirlemek amaciyla bu ¢alisma yapilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calismadaki temel amag, kiiltiir balig1 olarak yetistirilen grany6z, levrek ve
cipura baliklarmin dis kisminda bulunan ve tamami atik olarak degerlendirilen balik
pullarindan enzimatik yontemle ticari degeri yiiksek kolajen elde edilmesi ve potansiyel
biyomalzeme olarak kullanilabilirligini arastirmaktir. Bu amag igin deneyler ve analizler
ylritilmistir.

Akdeniz Universitesi Malzeme Bilimi ve Miihendisligi Anabilim Dalinda
gergeklestirilen bu proje kapsaminda, ilk etapta, belirlenen balik tiirlerinin (yetistirme
levrek, ¢ipura ve granyoz baligi) pullari Antalya Balik firmasindan temin edilerek, islem
zamanina kadar -20°C de saklanmistir. Bu 6rnekler Sekil 3.1°de gosterilmektedir. Sekil
3.1.a’da grany6z balik pulu, Sekil 3.1.b’de levrek balik pulu, Sekil 3.1.c’de ise ¢ipura
balik pulu gériilmektedir. Islemden 6nce dondurucudan gikartilarak oda sicakligina
geldiginde isleme alinmistir.

() (b) (©)

Sekil 3.1. Hammadde olarak temin edilen balik pullar1 a) Grany6z balik pulu; b) Levrek
balik pulu; ) Cipura balik pulu

Kolajen tiretim basamaklari ile ilgili akis diyagrami Sekil 3.2°de goriilmektedir.
Diyagramda goriildligii iizere, calismanin en basinda, hammadde temini yapilmistir.
Calismada kullanilan hammadde, calisma siiresince tedarik edilen levrek, ¢ipura ve
granyoz balik pullaridir. Laboratuvara gelen baliklarin pullarinin ayiklanip temizlenmesi
ise ikinci islem basamagini olusturmaktadir. Ayiklanip temizlenmesi saglanan balik
pullar1 daha sonra én isleme tabi tutulmustur. On islemlerde kolajen olmayan proteinlerin
uzaklastirilmasi i¢in pullar NaOH igerisinde 24 saat bekletilmistir. 24 saatin sonunda yag
arindirma islemine gegilmistir. Balik pullar1 24 saat boyunca %20’lik biitanol ¢6zeltisine
alimmustir. Yagi arindirilan balik pullar1 demineralizasyon islemi i¢in EDTA ¢6zeltisine
alinarak 48 saat bekletilmistir. On iglemleri tamamlanan balik pullar1 kurutma igin, 24
saat boyunca 80°C sicaklikta firinda tutulmustur. Kurutma isleminden sonra 6giitme
islemine tabi tutulmustur. Ogiitme isleminde pullar toz haline gelinceye kadar 6giitme
makinasinda &giitiilmiistiir. Ogiitiilmiis olan pullarin enzim ekstraksiyonu i¢in 5 saat
boyunca 45°C’de bekletilmesi islemi gerceklestirilmis ve sonrasinda, santrifiij i¢in hazir
hale gelmistir. Santrifiij sirasinda, ogiitiilmiis ve ekstrakte olmus pullar, 30 dakika
boyunca, +4 °C’de ve 7500 rpm’de islemi gerceklestirilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda
ise, dondurarak kurutma ve jel elektroforez karakterizasyonundan sonra hazir hale gelen

13



MATERYAL VE METOT G.KOYLU BILGIN

kolajen numuneleri etiketlenip +4 °C’de saklanmistir. Burada verilen ¢alisma basamaklari
detayl olarak asagida agiklanmaktadir.

; Pullarin Kurutma
Hanlgrgggfjﬁenm . Temizlenmesi ve . o
On Islemler 80°C'de 24 saat

e

Santrifiij Enzim
+4°C'de 7500 ‘ Ekstraksiyonu . Ogiitme
rpm'de 30 dakika 45°C'de 5 saat

\ 4

Dondurarak . Jel elektroforezi . Etiketleme ve
Kurutma (SDS-PAGE) +4°C Saklama

Sekil 3.2. Kolajen iiretim basamaklari

3.1. Cahsmada Kullamlan Cihazlar ve Malzemeler

Balik pullariin temizlik asamasinda kullanilan kimyasallar; Sodyum Hidroksit
(NaOH), Biitanol (CsH9OH), EDTA (etilendiamintetraasetik asit) bu kimyasallar
sirastyla kullanilarak temizlik gerceklestirilmistir. Kurutma islemlerinde Niive EV18
vakumlu firin, temizlenmis kurutulmus balik pullarinin 6giitiilmesinde Fakir marka
aromatik 6gilitme robotu ve porselen havan kullanilmistir. Kolajen ekstraksiyon isleminde
Xtisinobest sirketine ait alkalin proteaz 200.000 U/g aktiviteye sahip enzim kullanilmustir.
Ekstraksiyon islemi KA C-MAG HS 7 marka ve modele sahip manyetik karistirici
kullanilarak istenilen 1s1da ve karistirma saglanmstir. Istenilen pH degeri igin Mettler
Toledo Five Easy pH metre ile ayarlama yapilmistir. Santrifiij i¢in, Hermle markali Z 236
X modeli cihaz kullanilmistir. Akdeniz {iniversitesi Gida Miihendisligi boliimii temel
bilimler laboratuvari biinyesinde bulunan dondurarak-kurutma cihazt OPERON FDU &
FDB marka Kore iiretimi cihaz kullanilmistir. Molekiiler agirlik dagilimi belirlemek igin
sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) igin OWL P8D8
(Thermo Scientific, IL, ABD) cihazi kullanilmistir. Bu islemde kullanilan kimyasallar ise
TEKKIM firmasimna ait iire, SIGMA firmasma ait Trizma ve MERCK firmasina ait
Dithiothreitol kullanilmistir. Protein standarti SIGMA firmasina ait M3313-1VL kodlu
tirtin kullanilmastir.
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3.2. On islemler

Calismadaki ilk once, gelen balik pullarmin kolajen harici iceriklerinden
temizleme asamasidir. Bu asamanin 6nemi kolajen olmayan kisimlar1 uzaklastirmak ve
verimi arttirmak i¢in yapilmaktadir. Temizleme asamasinda ilk olarak, balik pullar 0,1
M NaOH igerisinde (1:10 (a/h)) 24 saat bekletilerek balik pullarmin iizerinde bulunan
protein artiklari temizlenmistir. 24 saatin sonunda pullar nétral hale gelene kadar saf su
ile yikanmistir. Sonrasinda pullardan yagi uzaklastirmak icin pullar %10 biitil alkol
¢ozeltisine pul/cézgen orani 1:15 (a/h) olacak sekilde konularak 24 saat bekletilmistir.
Her 8 saatte taze ¢ozgen ile degistirilmistir. Siire sonunda pullar alkolden saf su ile
yikanilarak alkolden arindirilmistir. Son temizlik asamasi olarak ise, 0,5 M EDTA
(etilendiamintetraasetik asit) saf su c¢ozeltisine konularak deminerilizasyon islemi
gerceklestirilmistir. 24 saat araliklarla 2 defa bu islem tekrarlanmistir. EDTA’dan alinan
balik pullar1 3 kez saf su ile yikanarak pullardan uzaklastirilmasi saglanmistir. Bu asama
ile ilgili gorseller Sekil 3.3.a’da, NaOH yikamasi, Sekil 3.3.b’de Biitanol yikamasi ve
Sekil 3.3.c’de EDTA yikamasi gosterilmektedir. Temizleme asamasindan sonra temiz
balik pullar1 80°C de kurutulmustur. Kuru madde miktar1 baz alinarak temiz balik
pullarmin (TBP) verimleri hesaplanmistir. On islem sonrast (NaOH muamelesi,
deminerilizasyon ve yag alimi) balik pullart iizerinde kalan kolajen harici proteinler,
organikler, yag ve mineraller uzaklastirilmistir.

() (b) (©)

Sekil 3.3. Temizlik asamalari a) NaOH yikamasi; b) Biitanol yikamasi; ¢) EDTA
yikamasi

3.3. Kurutma ve Ogiitme

On islemden gecen balik pullar1 80°C de kurutulmustur. 24 saat sonunda sabit
tartima gelen balik pullar1 kurutucudan alinmistir. Sekil 3.4’te gosterilmektedir.
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Sekil 3.4. Vakum Firimi

Bu kurutma ile ilgili gorseller Sekil 3.5.a ve Sekil 3.5.b’de gosterilmektedir. Sekil
3.5.a’da temizleme sonrasi elde edilen levrek baligmmin pullar1 gosterilirken, Sekil
3.5.b’de 80°C de 24 saat boyunca kurutulma islemine tabi tutulmus levrek balig1 pullari
gosterilmektedir.

() (b)

Sekil 3.5. Kurutma asamasi a) Temizleme sonrasi levrek baligi pul goriintiisii; b)
Kurutulmus levrek baligi pul goriintiisi
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Ogiitme isleminde ise, TBP’lar1, kiiciik manuel el degirmeni kullanilarak 0,5 mm.
capindaki bir elekten gegecek hale gelinceye kadar dgiitiilmiistiir. Buradaki 0,5 mm.
capindaki biiyiikliik deneysel yontemler kullanilarak belirlenmistir. Bu enzim oranlarina
gore elek capmin yiizde iizerine etkisi Cizelge 3.1’de gosterilmektedir. Bu c¢izelge
icerisinde, G1, G3, G5 ornekleri icerisinde yer alan ‘1’ degeri alkalaz enzim oraninin
%0,1 degerinde oldugunu ifade etmekte iken ‘3° degeri %0,3 ve ‘5’ degeri ise, %0,5
degerini ifade etmektedir.

Cizelge 3.1. Elek capinin kolajen yiizdesi iizerine etkisi

e | S ek o
GlA 20,95 0,5 mm Elek Gegen Numune
G1B 20,39 1 mm Elekten Gegen Numune
G1C 16,97 1 mm Elekten Gegmeyen Numune
G3A 21,99 0,5 mm Elek Ge¢cen Numune
G3B 21,27 1 mm Elekten Gegen Numune
G3C 19,12 1 mm Elekten Gegmeyen Numune
G5A 23,82 0,5 mm Elek Gegen Numune
G5B 23,50 1 mm Elekten Gegen Numune
G5C 23,42 1 mm Elekten Gegmeyen Numune

3.4. Enzim Ekstraksiyonu Asamasi

Calismanin bu kisminda, 6giitilmiis TBP’lar1 kullanilarak alkalaz enzimi ile
ekstraksiyon gergeklestirilmistir. Alkalaz enzim oranlar1 degistirilerek elde edilen kolajen
miktarindaki degisimler gozlenmek istenmistir. Burada, Sicaklik ve pH degerinin
degistirilmemesinin sebebi enzimin alindig1 firmadan verilen bilgiler dogrultusunda,
enzimin en ideal ¢alisma sicakligi 45°C-50°C araliginda iken, ideal pH degerinin de 10
olarak bildirilmis olmasidir. Dolayisiyla, ¢aligmada firmadan alinan bu bilgiler dikkate
alinmistir.

Ekstraksiyon 45°C’deki 100 mL saf suyun i¢ine alinan 6giitiilmiis balik pullarinin
NaOH ile pH derecesi 10-pH degerine ayarlanarak, iizerine %0,1, %0,3 ve %0,5 (a/a)
alkalaz enzimi ilave edilmistir. Ekstraksiyon, 5 saat boyunca sabit karistirma ile 45°C
sabit sicaklikta devam ettirilmistir. Ekstraksiyon siiresi tamamlanan balik pullari, alkalaz
enzimini inaktif duruma getirmek i¢in, 80°C’de 10 dakika bekletilmistir. Enzimin inaktif
hale gelmesinden sonra sogutma islemi yapilmistir. Sicaklik +4°C’ye getirilmistir. Bu
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sicakliga gelen balik pullar santrifiije alinmistir.
3.5. Santrifiij ve Dondurarak Kurutma

Bu asamada ise, ekstraksiyondan c¢ikan balik pullar1 ¢6ziinmeyen kismin
sistemden uzaklastirilmasi i¢in Malzeme Bilimi ve Miihendisligi Boliimii Arastirma
Laboratuvarinda bulunan santrifiij cihazina (Hermle Z 236 X) alinarak +4°C 7500 rpm de
30 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Falkon tiiplerinin alt tarafinda biriken kisim
¢oziinmeyen balik pulu miktar1 olarak kaydedilmistir. Sekil 3.6’da ¢ipura 6rneklerinin
santriflij islemi ve santrifiij yapilan cihaz gosterilmektedir.

| HERMLE g 506k

Sekil 3.6. Santrifiij asamas1

Dondurarak kurutma islemi santrifiijden alinan homojen sivinin su oranini
azaltmak i¢in yapilmistir. Bununla ilgili gorsel Sekil 3.7°de gosterilmektedir.

Sekil 3.7. Kolajen ¢ozeltisi
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Su oraninin fazla olmast mikroorganizmalarin g¢ogalmasi i¢in elverisli bir
ortamdir. Bu durum, ancak su oraninin azaltilmasi ile ¢6ziime kavusabilmektedir. Su
oraninin fazla olmasinin bir diger kot yani ise, tiiketicinin suya para vermek istememesi,
hem de su oranmin fazlaliginin maliyeti arttirmasidir. Bu sebeplerden dolay elde edilen
ornegin dondurularak kurutulmasi islemi gergeklestirilmistir. Akdeniz tiniversitesi Gida
Miihendisligi boliimii temel bilimler laboratuvari biinyesinde bulunan dondurarak-
kurutma cihazi (OPERON FDU & FDB, Kore) kullanilmistir. Calismada kullanilan
OPERON marka dondurarak kurutma cihazi Sekil 3.8’de gosterilmektedir.

Sekil 3.8. Dondurarak kurutma cihaz

Dondurarak kurutma yonteminde iiriiniin ilk 6nce -80°C dondurulmasi yapilir. Bu
sicaklikta donmus olan Ornekler dondurarak kurutma cihazina alinirlar. Ortamdaki
basincin da disiiriilmesiyle birlikte, Orneklerin suyunun sivi hale ge¢meden
buharlastiriimas1 saglanir. Bu yontemle 6rnegin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin ¢ok
bliyiik bir kismi1 korunur. Ve bu yontemle 6rnegin igerisindeki suyun %98’lik kismi
ucurulmus olur (Ratti 2001). Bu yontem sayesinde elde edilen kolajen orneklerinin raf
Omrii uzatilmasi amacglamistir. Ve tasimada maliyet azaltilmistir.

Kurutulan 6rnekler tartim alinarak etiketlenmis ve paketlenmistir. Bu sekilde
cipuradan elde edilen kolajen numunelerinin paketlenmis hali Sekil 3.9°da
gosterilmektedir.
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Sekil 3.9. Kurutulmus ve etiketlenmis kolajen numuneleri

3.6. SDS-PAGE Analizi

Bu etapta elde edilen kolajen tozlarinin molekiil agirlik dagilimini ve proteinlerin
hangi diizeyde parcalandigini belirlemek i¢in SDS-PAGE analizi yapilmustir. ilk olarak
ornek hazirlama eppendorf tiiplerine kolajen 0,1 mg hassas terazide tartilarak
konulmustur. Uzerine 8 M iire, 550 mM tris-HCI, 140 mM ditiotreitol ve 5 mM EDTA
iceren ¢ozeltiden 1’er mL eklenmis ve 12 saat boyunca azotlu ortamda karistirmaya
brrakilmigtir.

Hazir olan karigim Akdeniz Universitesi Gida miihendisligi Béliimii
Biyoteknoloji ve Fermantosyon laboratuvarinda OWLP8DS8 (Thermo Scientific IL,
ABD) markali cihaz ile Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) analizi gergeklestirilmistir.
Omnekler yiikleme jeli (%30 akrilamid karisimi, dH20) varliginda isleme alinmistir. Jel
yiikleme tamponu toplam 5 ml olacak sekilde (3 M tris-Cl/sds, pH 8,45) hazirlanarak
70°C de karistirilmig vel0 dk bekletilmistir. Karigim 10’ar pl alinarak yiiklenmistir. Jel
elektroforezi i¢in Anode ve Cathode Buffer kullanilmistir. Seyreltme islemi uygulanan
ornekler ilk olarak 100 V akim altinda 10 dakika bekletilmis olup ardindan sabit akim
altinda 200 V’a ¢ikarilmistir. Burada 30 dakika bekletilerek ilgili kisim tamamlanmastir.
Yiiriitiicii jel alindiktan sonra o6rnekler 15 dakika boyunca saf su ile yikanmistir. Yikanan
ornekler boyama islemine alinmistir. Boyama islemi i¢in hazirlanan soliisyonda (%70 saf
su, %10 asetik asit, %20 metanol, %0,1 Coomassie Blue R250) 1 saat karistiricida
bekletilmistir. Fazla boyanin giderilmesi i¢in (%10 asetik asit, %20 metanol, %70 saf su)
hazirlanan soliisyona alinan Ornekler 1 saat karistiricida soliisyon igerisinde
bekletilmistir. Siire sonunda saf su igerisinden gegirilen 6rnekler alinmis ve protein
bantlar1 gériintiilenmistir. Protein standard1 icin SIGMA M3313-1VL kod numarali {iriin
kullanilmastir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada balik artiklarimin degerlendirilmesi hidrolize kolajen eldesi
yoniinden arastirtlmas1 ve elde edilen kolajenlerin biyomalzeme olarak kullanim
potansiyellerinin ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir. Hedeflenen sonuglara ulasilmis ve
sonuglar bu boliimde verilmistir. Calisma kapsaminda, granydz, levrek ve ¢ipura igin ayr1
ayr1 verim hesaplanmistir. Sonuglar ¢izelge halinde hesaplamalariyla birlikte verilmistir.
SDS-PAGE analizi sonucu kolajen proteinlerin enzimatik pargalanmasi ve elde edilen
hidrolize kolajenlerin molekiil agirliklar1 belirlenmistir. Kolajenin %100 suda ¢6ziiniir
oldugu belirlenmis ve suda ¢oziinmiis kolajenin pH degeri Olcililmiistiir. Buna gore,
sonuglar balik ¢esitlerine gore rapor edilmistir.

4.1. On Islemlerin Degerlendirilmesi

Calismada, balik pullarinin  temizlenmesi ic¢in gerekli olan o6n islemler
uygulanmistir. Kolajen olmayan kisimlar bu asamada pullardan uzaklastirilmistir. En
ideal uygulama, tezin 3.2 baslig1 altinda agiklanmaktadir. Yapilan diger uygulamalara ise
tezin bu boliimiinde yer verilmektedir. ilk olarak deminerilizasyon islemi ile pullardan
yag uzaklastirilmasi islem sirasi yer degistirilmistir. Kolajen verimi agisindan farklilik
olmamasina ragmen deminerilizasyon islemimin yag alma isleminden 6nce yapilmasi
ogiitmede zorluk c¢ikarmaktadir. Verim hesaplandiginda deminarilizasyonun yag alma
iseminden dnce yapildigi durumda verim 0,1 enzimde %18,99 iken, ayni enzim oraninda
iken yag alma islemimin deminerilizasyondan Oncesine alinmasini sonucu Vverimin,
%18,75 oldugu gozlemlenmistir. Calismamin kalan kisimlarinda pullardan yag alma
islemi deminerilizasyondan 6nce gerceklestirilmistir.

Deminerilizasyon isleminde EDTA ¢ozeltisinden ¢ikan balik pullarinin saf su ile
yikamast yapilarak EDTA  ¢oOzeltisinin  balik  pullarindan  uzaklagtirilmasi
amaglanmaktadir. Calisma kapsaminda, saf su ile yikama denemeleri yapilmis, saf suda
bekletme sliresi ve sayisinin arttirilmast ile pH derecesinin diistiigii saptanmistir. Bu
diisiis ise, enzim ekstraksiyon isleminde ekstra NaOH eklenmesi anlamina gelmektedir.
Ug defadan az yikandiginda ise EDTA kalintisina rastlanmistir. Bu nedenle ¢alismalarda
yikama sayisi ti¢ olarak kullanilmustir.

4.2. Kurutma ve Ogiitmenin Degerlendirilmesi

Ideal kurutma sicaklig icin 60°C, 80°C ve 100°C de kurutma denemistir. En ideal
kurutma derecesi 80°C belirlenmistir. TBP’larinin tekstiirtinde en i1yi sonu¢ 80°C ‘de
alinmustir. Ogiitmede ideal kurutma derecesi incelendiginde yine 80°C’de kurutulmus
balik pullarinda istenilen 6giitme kolaylig1 saglanmistir.

Elek ¢apinin dogrudan verim {iizerine etkisi Cizelge 3.1’de gosterilmektedir.
Grany6z balik pullardan hizrolize kolajen eldesinde 3 enzim miktarinda ve 3 farkli elek
capinda incelenmesi yapilmustir. Incelemede 1 mm capindaki elekten gecmeyen %0,1
enzim oranina sahip drnegin verimi %16,97 iken ayni enzim oraninda 1 mm’den daha
kiigiik pullar yani I mm’den gegen 6rneklerin verimi %20,39 yiikselmistir. Elek ¢ap1 daha
da kiigtltiiliip incelendiginde ise 0,5 mm lik elek capindan ge¢en drneklerde verimin artigi
(%20,95) ancak farkin 1 mm’den ge¢meyen Ornekteki gibi yiiksek olmadigi
goriilmektedir. Diger enzim oranlarina bakildiginda ise %0,3 enzim oraninda aradaki

21



BULGULAR VE TARTISMA G. KOYLU BILGIN

farkin azaldigimi %0,5 lik enzim oraninda ise elek ¢apina gore araligin iyice daraldig
goriinmektedir. Bu dogrultuda verimin en yiliksek oldugu 0,5 mm lik elek tercih
edilmistir. Ogiitmedeki zorluklarm daha kii¢iik boyutlara gegerken artmasi ve yapida
meydana gelen degisiklikler g6z Oniinde bulundurularak daha kiigiik elek caplari
denememistir. Cizelgede de goriildiigii gibi enzim miktar1 artikca &giitmenin Gnemi
azalmaktadir. Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda c¢alismada 0,5 mm’lik elegin
kullanilmasinin uygunluguna karar verilmistir.

4.3. Enzim Ekstraksiyonu

Enzim ekstraksiyonu siirecindeki parametrelerin  belirlenmesinde enzim
tedarikgisi firmanin Onerileri dikkate alinmistir. Siire bazinda, ilk olarak 3 saat sonunda
degerlendirilme yapilmis ve ¢ozilmenin devam ettigi gorilmiistiir. Ekstraksiyon
siirecindeki 5 saat sonunda ise, %0,5’lik enzim iceren erlende coziilecek malzeme
kalmazken, %0,1 ve %0,3’liikk enzim igeren erlenlerde malzeme varlig1 gozlenmis ama
¢oziinme gozlenmemistir. Dolayisiyla, optimum ekstraksiyon siiresi 5 saat olarak
belirlenmistir.

4.4. Kolajen Verimin Belirlenmesi

Calismada, kolajen verim hesabr icin, ilk olarak Akdeniz Universitesi Gida
Miihendisligi temel bilimler laboratuvarina ham balik pul Ornekleri gétiiriilmiis ve
burada, balik pullarinin kuru maddesinin (KM) hesaplanmasi saglanmistir. Her cins
baliga ait balik pullar1 3-4 g alinarak 2 tekrarli olacak sekilde standart tartima gelene kadar
103°C de bekletilmistir. Standart tartima gelen sonuglar yiizde hesaplanarak balik
pullarinin kuru madde degerleri Cizelge 4.1 gosterilmektedir. Cizelgede goriildiigii iizere,
grany6z pullarinin ortalama KM yiizdesi %45,73 olarak hesaplanirken, bu oran, ¢ipura
icin %48,31 ve levrek i¢in ise %41,68 olarak hesaplanmistir.

Cizelge 4.1. Balik ¢esidine gore yilizde kuru madde degerleri

Son
... | Dara |Dara+ornek KM | Ortalama

Balik Cesidi D) @ tag;m (%) KM (%)
Granyoz 1 46,7 49,9 48,1 45,1 45.8
Granyoz 2 56,4 60,3 58,2 46,4 ’
Levrek 1 49,8 55,4 52,1 41,9 417
Levrek 2 53,4 58,3 55,4 41,5 ’
Cipural 49,3 54,0 51,7 49,3 48.4
Cipura 2 52,9 57,0 54,8 47,4 ’

Calismada her bir balik tiiriiniin kurutulmus pullarindan 50°ser g alinarak 6n
islemlerden (NaOH muamelesi, yag alimi ve deminerilizasyon islemleri) gegirilerek
kalan miktarlar kurutularak tartilmistir. Sonuglar Cizelge 4.2’de verilmektedir. Ayni
zamanda On islemlerden sonraki kayip ve verim oranlart yine Cizelge 4.2°de
verilmektedir. Bilindigi gibi kayip pul iizerinde bulunan kolajen harici proteinlerin,
organik kirliliklerin, yaglarin ve pulu olusturan minerallerin (kalsiyum hidroksiapatit
gibi) uzaklastirilmasindan kaynaklanmaktadir. Her {i¢ baligin pullarin yaklagik
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agirliklarinin %50’si 6n islem sonrasinda kaybolmaktadir.

Cizelge 4.2. On islem sonras1 kuru balik pullarinda olusan kayip miktar ve oranlart

On islem (NaOH muamelesi, yag alimi,
deminerilizasyon) sonrasinda
Balik pulu KM
ankp orani 50 g kuru bahk R
tiiri N KM iizerinden
(%) pulundan elde KM iizerinden azalan miktar
edilen TBP TBP oram (%)
. oram (%)

miktari (Q)
Granyoz 45,8 26,5 53 47
Levrek 41,7 28,0 56 44
Cipura 48,4 26,5 53 47

Calismada her bir tirin TBP’larindan 3’er g alinarak enzimatik hidroliz
reaksiyonlar1 gerceklestirilerek hidrolize kolajenler elde edilmistir. Her bir enzim
oraninda ¢alisilan, 3 g TBP’larindan elde edilen hidrolize kolajen oranlar1 Cizelge 4.3’te
verilmektedir. Kuru madde, TBP’lar1 ve yas agirlik iizerinden her bir balik pulunun
icerdigi kolajen oranlari hesaplanarak Cizelge 4.3’te gosterilmektedir. Ayni1 kosullar
altinda tiim veriler ayni tutularak ikiser kez deneyler tekrar edilmistir. Bu cizelgedeki A
ve B harfleri tekrar1 simgelemektedir. Cizelge 4.3’te de goriildiigii gibi her bir balik pulu
i¢in kullanilan enzim oranlar arttikca elde edilen kolajen miktar1 artmaktadir. Ornegin,
grany0z balig1 pullarindan %0, 1 enzim oraniyla elde edilen kolajen oran1 (KM {izerinden)
40,2 iken, %0,3 oraninda %49,2’ye, %0,5 enzim oraninda ise %52,4 oranina ¢ikmaktadir.
Bu durum levrek ve cipura balig1 pullarinda da gozlenmistir. Ayrica TBP’larindan elde
edilen kolajen oranlarina bakildiginda enzim orani artikga kolajen elde orami da
artmaktadir. %0,5 enzim oraninda elde edilen kolajen oranina bakildiginda biitiin balik
pullari i¢in oranin %97,5’in iizerinde oldugu fark edilmektedir. Dolayisiyla TBP’larinin
tamaminin kolajen oldugunu soyleyebiliriz.
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Cizelge 4.3. Enzim miktarina gore elde edilen kolajen verimi yiizdesi

30 . . Elde edilen
Enzim | TBP’larindan Eld? edilen EId_e edilen Kolajen oram
Bahk oran elde edilen Kolajen oram | Kolajen oram (%) (Yas
Pulu (%) | kolajen miktar (%) (TBP (%) (KM agirhk
iizerinden) iizerinden) .
(9) iizerinden)
Gl1A| 01 2,15 75.8 40,2 1812
G1B 0,1 2,40
G3A | 0,3 2,76
92,8 49,2 22,19
G3B 0,3 2,81
GbA | 05 2,99
98,8 52,4 23,62
G5B 0,5 2,94

CIA| 01 2,77

87,8 46,6 22,46
CiB | 01 2,50
C3A | 03 2,01

93,0 49,3 23,79
3B | 03 2,67
C5A | 05 2,98

98,8 52,4 25,28
CsB| 05 2,95

Hidrolize kolajen eldesinde optimum enzim tiirii, enzim oran1 (dozu), pH, sicaklik
ve enzimatik hidroliz reaksiyon siiresi belirlenmelidir. Ciinkii bu parametreler balik
bulundan kolajen eldesinde hayati rol oynarlar. Jiang’in 2013’te yayinlanan ¢alismasinda
farkli tiir enzimler kullanilarak balik pullarindan kolajen eldesi ¢alisilmistir (Jiang, 2013).
Calismada alkalaz enziminin diger enzimlere gore daha yiiksek kolajen verimi (%48,1)
sagladigi bulunmustur. Bu nedenle projede alkalaz enzimi kullanilmistir. Alkalaz
enziminin saglandig1 firma projede kullanilan enzimin en iyi aktivite gosterdigi pH ve
sicaklik araligi bilgilerini saglamistir. Bu nedenle projede optimum pH ve sicaklik
arastirmasi yapilmamistir. Enzimatik reaksiyon siiresinin optimizasyonu igin ¢alisma
yapilmistir. ilk denemelerde 3 ve 5 saat reaksiyon siireleri ¢alisilmis 3 saat sonunda balik
pullarinin reaksiyon kabi igerisinde tamaminin ¢dziinmedigi fakat 5 saat reaksiyon
siiresinde balik pullarinin tamaminin reaksiyon kabi igerisinde ¢6ziindiigii gézlenmistir.
Bu nedenle ¢alismada enzimatik reaksiyon siiresi 5 saat tutularak optimum enzim
oraninin bulmak i¢in ¢alismalar yapilmistir. Yine Jiang’in caligmasinda kullanilan alkalaz
enzimi i¢in optimum reaksiyon siiresinin 6 saat oldugu tespit edilmistir.

Tang vd. (2012) alkalaz enzimi kullanarak balik pullarindan kolajen elde edilmesi
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icin optimum parametreleri ¢alismiglardir. Reaksiyon sicakliginin 60 °C, siiresinin 1,5
saat ve enzim oraninin %3 (a/a) oldugu kosullarda hidrolize kolajen veriminin %32,38
oldugu rapor edilmistir.

Daha o6nceden yapilan calismalarda Nagai ve Suzuki (2000) balik pulundan
kolajen ekstraksiyonunda verimin %30 ile %50 arasinda degistigini bulmuslardir. Bu
oranin balik yasi, yetistigi ortam ve bekleme siiresi gibi ¢evresel faktdrlerden de
etkilendigi gibi ekstraksiyon g¢esidine gore de degistigi belirtilmistir (Nagai ve Suziki
2000).

Birkag caligmaya gore ise yapilan on islemler verimi etkilemektedir (Sivakumar
vd. 2000; Ogawa vd. 2004; Senaratne vd. 2006; Skierka and Sadowska 2007; Liu vd.
2015). Ornegin Liu vd. (2015) balik derisinden kolajen elde edilmesi igin yaptiklari
calismada, on islem sirasinda kullandiklar1 NaOH derisiminin kolajen verimini
etkiledigini rapor etmiglerdir.

4.5. Coziiniirlik

Grany0z, levrek ve ¢ipura pulundan farkli enzim oranlarinda ekstraksiyon
sonucunda elde edilen kolajen hidrolizati, suda ¢oziiniir yapidadir. Yapilan deneyler
sonucunda da bu durum kanitlanmistir. Calismada, 10 ml saf suyun igerisine ¢oziindiik¢e
0,1 g toz ilave edilmis 1 g malzemenin ¢dziinmesi saglandiktan sonra %100 ¢oziiniir
oldugu tespit edilmistir.

4.6. pH Hesaplamalar

Bu asamada, oncelikle grany6z, levrek ve c¢ipura baliklarindan elde edilen 1 g
Olgegindeki kolajen tozunun, 9 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilmesi saglanmistir. Daha
sonra ise bu ¢ozelti, pH metre ile 6l¢giilerek hesaplanmistir. Sonuglar ise, balik ¢esidine
ve enzim miktarina gore Cizelge 4.4’te gdsterilmistir.

Cizelge 4.4. Balik ¢esidi ve enzim miktarina gore pH degerleri

Balik ¢esidi | Enzim Degeri (%) | pH Degeri

0,1 8,9
Granyoz 0,3 8,6

0,5 8,6

0,1 9,0
Levrek 0,3 8,5

0,5 8,5

0,1 9,3
Cipura 0,3 9,0

0,5 9,0

25



BULGULAR VE TARTISMA G. KOYLU BILGIN

Bu cizelgede goriildiigii tizere ¢ipuranin pH degerlerinin 9,0 ile 9,3 arasinda
degistigi goézlemlenirken, levrek ve grany6z baliklarinda 8,5 ile 9,0 arasinda degisim
gosterdigi goriilmektedir. Bununla birlikte, enzim ylizde degeri 0,1 degerinden, 0,3
degerine yiikseldikce pH’nin diistiigii goézlemlenirken, 0,3 degerinden, 0,5 degerine

geciste ise pH degerinde bir degisimin olmadig1 gézlemlenmistir.
4.7. SDS-PAGE Analizi Sonuclar:

Sekil 4.1’de elde edilen hidrolize kolajenlerin SDS-PAGE analiz sonuglari
verilmektedir. Kodlamada C, G ve L harfleri sirasiyla ¢ipura, granyoz ve levrek pullarini
gostermekte ve harflerin yaninda bulunan sayilar kullanilan enzim oranlarin1 vermektedir
(1=%0,1, 3=%0,3, 5=%0,5). M1 seriti diisiik molekiiler agirliga sahip markiri
vermektedir. M2 ise yiiksek molekiiler agirliga sahip markirt vermektedir. Cipura
pullarindan elde edilen hidrolize kolajenlerin kullanilan enzim oranlarina gére molekiiler
agirlik dagilimina bakildiginda her ii¢ oran ig¢inde (C1, C2, C3) yogunlugun 6,5 kDa
civarinda oldugu goriilmektedir. C1 seridinde yani %0,1 enzim oraninda 29 kDa’na kadar
peptitlerin oldugu goriilmektedir. Enzim orani artik¢a 29 kDa’dan daha diisiik molekiiler
agirlikl peptilerin oldugu tespit edilmistir. Grany6z pullarindan elde edilen kolajenlerin
SDS-PAGE seritleri (G1, G3, G5) arasinda enzim oranina bagl olarak degisiklik
gézenmemistir. Fakat enzim oranina bagli olarak en biiylik degisiklik levrak baligi
pullarinda elde edilen hidrolize kolajenlerde goriilmiistiir. %0,1 oraninda (L1 seridi) elde
edilen kolajenlerin molekiiler agirlik dagilimi1 198 kDa’na kadar ulagsmaktadir. L3 (%0,3
enzim orani) seridinde ise dagilim yaklasik 36 kDa’dan baslayarak daha diisiik molekiiler
agirliga dogru gitmektedir. L5 seridinde ise peptirlerin molekiiler agirliklarinin 6,5 kDa
civarinda yogunluk kazandigi goriilmektedir. LS seridinde ayrica 6,5 kDa’dan daha
biiylik peptitlerin olmadigi tespit edilmistir.

Sekil 4.1. Hidrolize kolajenlerin SDS-PAGE analiz sonuglari

26



BULGULAR VE TARTISMA G. KOYLU BILGIN

Kolajen memelilerde en bol bulunan protein oldugu igin biyomedikal
uygulamalarda en ¢ok tercih edilen malzemelerden biridir. Bunun yaninda biyomedikal
uygulamalarda yararli olmasinin birincil nedeni, kolajenin kendi kendine kiimelenmesi
ve ¢apraz baglanma yoluyla kararli bir yapiya sahip lifler olusturabilmesidir (Cascone vd.
1995). Kolajenin mukavemetinin diisiik olmasi yaninda farkli malzemeler kullanilarak
arttirilabilir. Eklenen malzemeler kolajen yapilarina hem farklilik katmistir hem de farkl
alanlarda kullanim olanagi saglamistir. Kolajenin hem tek basina kullanilabilir bir yapida
olmast ve hem de farkli yapilarla kullanilabilmesi kolajen bazli biyomalzeme
calismalarina ivme kazandirmistir. Ancak klinik ¢alismalara bakildiginda, kara
hayvanlarindan elde edilen kolajen uygulamalar1 deniz canlilarindan elde edilen kolajen
uygulamalarina gore daha fazladir (Parenteau-Bareil vd. 2010).

Yapilan calismada SDS-PAGE sonuglar incelendiginde lretilen kolajenlerin
genellikle molekiil agirliginin (< 6,5 kDa) ¢ok kiigiik oldugu goriilmektedir (Sekil 4.1).
Kolajen proteinin parcalanarak peptitlerine doniistiiriilmesi ile elde edilen iiriine kolajen
hidrolizati terimini de kullanilmaktadir. Literatiir incelendiginde kolajen hidrolizatinin
tek basina yapr iskeleti olusturamamasinin nedeni diisiik molekiiler agirliktan
kaynaklanmakta ve bu nedenle kolajen hidrozilatlar1 farklt malzemelerle birlikte
kullanilabilmeleri 6n plana ¢ikmistir (Leon-Lopez vd. 2019).

Incelenen bir calismada kolajen hidrolizatiin  hidroksiapatit kompozit
malzemelerle birlikte kullanim1 incelenmis, osteoporoz gibi kemik ve eklem
bozukluklarinin tedavisi i¢in faydali bulunmustur. Kolajen hidrolizatinin kompozit yap1
icerisinde bulunmasi kolajen sentezini arttirict olarak distiniilmistiir (Ficai vd. 2013).

Bir diger ¢alismada ise, kolajen hidrolizatina kompozit olarak tetraetoksisilan
kullanilmis ve yapi iskeleti olusturulmustur. Sicanlarda yapilan in vivo deneylerde yara
lyilesmesinde de etkisi goriilmiis ve kolajen iskeletine gore daha hizli iyilesmenin
gerceklestigi goriilmiistiir. Boylece, kolajene gore daha uygun fiyath bir yap1
olusturulmustur (Ramadass vd. 2014).

Denizsel kaynaktan iiretilen kolajen hidrolizati ile biyomalzeme olan kitosanin
birlestirilmesi ile olusan biyomalzeme yanik tedavisinde kullanilmaktadir. SDS-PAGE
degerine bakildiginda molekiil agirliginin 1-3 kDa arasinda oldugu goriilmektedir. Diisiik
molekiil agirligina sahip olmasi ve suda iyi ¢oziiniir olmasi deri emiliminin daha iyi
olmasini saglamaktadir (Ouyang vd. 2018).

Tez galigmasinda iiretmis oldugumuz kolajen hidrolizatin potansiyel kullanim
alanlarina birkag ornek verilmistir ve bu o6rnekler ¢ogaltilabilir. Sonug olarak elde
ettigimiz hidrolize kolajenlerin biyomalzeme olarak kullanim potansiyelleri
bulunmaktadir.
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5. SONUCLAR

Balik pullar1 atik olarak bertaraf edilen doniisiimii yapilmayan organik atiklardir.
Bir baligin yaklasik olarak %9’nu pullar kapsamaktadir. Bu balik pullarinin kolajen
iiretimi i¢in degerlendirilmesinin uygun oldugu literatiirdeki ¢caligmalar ile kanitlanmistir.
Ancak balik pullarin cinsine gore su oraninin %45-55 olmasi verimi diisiirmektedir. Su
orani diisiiriilen balik pullarinda bu defa karsilagilan sorunun kalsiyum gibi pullarin
sertligini saglayan minerallerin bol bulunmasidir ve bu da puldan elde edilen kolajen
miktarimi diisiirmektedir.

Bu c¢alismada, enzim ekstraksiyonuyla kolajen elde edilerek suda ¢oziiniir bir
yapida ve diisiik molekiiler agirlikta kolajenler elde edilmek istenmistir. Calismada;

- Calisan balik pullarinin hepsinde enzim miktar1 artikca hidrolize kolajen
veriminin arttigi tespit edilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda yapilan
calismada, en iyi verim ¢ tiir icinde %0,5 enzim oraninda yapilan
ekstraksiyon igleminde alinmistir. Levrek balik pullarindan elde edilen
kolajen verimi en yiiksek verimdir ve degeri %54,7’dir. En diisiik kolajen
verimi ise tiim tiirler i¢in %0,1 enzim oranindadir. %0,1 enzim oraninda en
diisiik verim grany6z baligina aittir ve degeri %40,2’dir.

- Hidrolize kolajen verimi pullarin &giitilmesi sonrasinda elde edilen toz
partikil biiyiikligiine gore degisim gostermistir. Partikiil boyutu kiigiildiik¢e
verim artmaktadir. Ancak enzim miktar1 %0,1 iken partikiil boyutu verimi
daha cok etkilerken enzim oraninin yiikselmesi ile partikiil boyutunun
degisimi verimi daha az etkilemektedir.

- Ekstraksiyon islemi 5 saat olarak optimize edilmistir. Enzim miktar1 %0,5
orani ile ¢alisilan 6rneklerde reaksiyon kabi igerisinde hig ogiitiilmiis pul
kalmamistir. 0,1 ve 0,3 enzim oraninda ¢alisilan 6rneklerde ise, ¢oziilmeyen
kat1 kisim tespit edilmistir.

- Calismada yapilan pH analizlerinde enzimin maksimum c¢aligsma sart1 dikkate
alinmistir. Bu neden ile ekstraksiyon islemi sonuna kadar 10 pH da islem
yapilmustir. Calisma boyunca, her saat araliginda pH kontrolii saglanmstir.
Dérdiincii saatin sonunda her balik tiirii icin pH degeri 10 iken, besinci saatin
sonunda balik tiirlerinde pH degerinin azaldig1 gézlenmistir.

- Ekstrakte edilen kolajenlerin  hepsinin %100 suda ¢6ziiniir oldugu
belirlenmistir.

- QGranyo0z, ¢ipura ve levrek balik pulundan elde edilen kolajen tozlarina,
molekiil agirliklarini belirlemek ve protein karakterizasyonunun saglanmasi
icin, sodyum dodesilsiilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)
yapilmistir. Calisilan en yiiksek enzim oraninda (%0,5) biitiin balik
pullarindan elde edilen kolajenlerin molekiil agirliklarinin oratlama olarak 6,5
kDa civarinda oldugu tespit edilmistir.

- SDS-PAGE analizlerine gore %0,1 enzim oraniyla levrek pullarindan elde
edilen kolajenin molekiiler agirlik dagilimin 198 kDa’na kadar uzandigi
enzimatik parcalanmanin tamamlanmadigi belirlenmistir.

- Balik pullarinin enzimatik hidrolize kolajen kaynagi olarak kullanilabilecegi,
atik pullarin ekonomiye katilabilecegi sonucuna ulagilmistir.

- Elde edilen hidrolize kolajenin karakterizasyonu sonucunda literatiirde
biyomalzeme olarak kullanilanlarla benzerlik gosterdigi bu nedenle elde
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edilen kolajenlerin biyomalzeme olarak kullanim potansiyellerine sahip
olduklar1 ortaya ¢ikartilmistir.

Diger calismalar bize gostermektedir ki liretmis oldugumuz kolajen doku
miihendisligi ve klinik uygulamalarda giivenilir bir biyomalzeme olarak yerini alacaktir.
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