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ONSOz

“Glukozaminoglikan (GAG) igeren Kolajen Nanoliflerinin (KGN) Elektro Egirme iglemi ile Elde
Edilmesi ve Gida Matriksinde Kullaniminin Arastiriimasi” baglikli bu proje, Ege Universitesi
Muhendislik Fakultesi Gida Mihendisligi Bélumuinde gergeklestiriimistir.

Calisma kapsaminda ilk olarak, kuzu ayaklarindan kolajen ve GAG ekstraksiyonu
gerceklestirilmigtir. Ekstraksiyon isleminin ardindan kolajen ornekleri saflagtirma amaciyla
diyaliz edilmis ve ardindan liyofilize edilerek oda kosullarinda saklanmistir. Kondroitin sulfat
(CS) GAG orneklerinden anyon degisimi ile saflastirimis ve saf CS drnekleri liyofilize
edilmistir. Calismanin ikinci asamasinda, kolajen ve kondroitin silfat molekdllerini iceren
nanolif Gretimi gergeklestiriimis ve nanolif Gretimi icin ideal kosullar belirlenmistir. Calismanin
Uclncl asamasinda, ideal kosullarda elde edilen nanolifler UV uygulamasi ile g¢apraz
baglanmistir.

Calismanin son asamasinda ise, ¢apraz baglanmis nanolifler, granola barlara eklenerek
fonksiyonel bir Urtin geligtiriimistir. Bu proje ile fonksiyonel gida alanindaki ¢alismalara yeni
bir Griin kazandiriimistir. 1190491 no’lu projenin gerceklesmesindeki maddi desteklerinden
dolayi Turkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu TUBITAK a tesekkiir ederiz.
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OzZET

Kolajen ve glukozaminoglikanlar (GAG), bag dokusu hucreleri tarafindan sentezlenen
ekstraseliiler matriksin (ESM) énemli bir kismini olusturan iki temel bilesendir. Ozel bir amino
asit bilesimine sahip olmasiyla diger proteinlerden ayrilan kolajen, memelilerde en bol
bulunan proteindir. Bag doku hucrelerini saran uzun, dogrusal ve tekrar eden disakkarit
birimlerden olusan GAG’larin yapisinda kikirdak koruyucu ajan olarak bilinen kondroitin sulfat
(CS) bulunmaktadir. Kolajen ve GAG molekillerinin bir arada saglik Gzerine sinerjistik etki
gosterdikleri bilinmektedir. Son yillarda yayginlasan ve birgok kullanim alani bulunan elekto-
egirme islemi ile nano veya mikro dlgekli nanolifler elde edilebilmektedir. islem ve drnek
hazirlama kosullari elektro egdirme islemi ile elde edilen nanoliflerin boyutlarini ve
homojenligini etkilemektedir. Kolajen nanolifleri, genellikle doku mihendisligi ve biyomedikal
alanlarinda yapi iskelesi ya da doku iyilestirici malzeme olarak kullaniimaktadir.

Gergeklestirilen calisma baslica doért asamadan olusmaktadir. ik asamada, kuzu
ayaklarindan kolajen ekstraksiyonu ve GAG ekstraksiyonu, ardindan saflastirma islemiyle
CS (CS igerigi %88) ve Tip 1 kolajen (kolajen icerigi %87) elde edilmistir. ikinci asamada,
farkh islem ve 6rnek kosullari kullanilarak elektro egirme uygulamalari yapilmistir. Nanolif
eldesi icin ideal ¢ozelti parametreleri: 6rnek konsantrasyonu: %15 (w/v), kolajen:kondroitin
siilfat orani: 95:5 (w/w), asetik asit konsantrasyonu %65 (v/v) olarak belirlenmistir. ideal islem
parametreleri ise: voltaj: 26 kV, akis hizi: 0.8 ml/h ve igne ucu-kolektdr arasi mesafe: 15 cm
olarak belirlenmistir. Uglincli asamada, ideal kosulda (retilen kolajen iginde GAG nanolifleri
(KGN), kolajen stabilizasyonunun arttiriimasi amaciyla UV isidinda (254 nm) 30 dk sureyle
capraz baglanmistir. Projenin son asamasinda ise, kolajen-GAG temelli nanolifler ilk kez bir
gida matriksi icinde kullanilmis ve mikrobiyolojik agidan guvenilir, kabul edilebilir duyusal
Ozelliklere sahip fonksiyonel bir Grtn gelistirilmistir.

Anahtar kelimeler: kolajen, GAG, kondroitin sulfat, elektroegirme, nanolif, fonksiyonel

gida
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ABSTRACT

Collagen and glycosaminoglycans (GAG) are two major components of the extracellular
matrix (ESM) synthesized by connective tissue cells. Collagen is the most abundant protein
in mammals and differs from other proteins with its special amino acid composition.
Chondroitin sulfate (CS), known as cartilage protective agent is found in the structure of
GAGs consisting of long, linear and repetitive disaccharide units surrounding the connective
tissue cells. Collagen and GAG molecules are known to have a synergistic effect on health.
Nano or micro fibers can be obtained by electro spinning process, which has become
widespread in recent years and has many uses. Process and sample preparation conditions
affect the size and homogeneity of the nanofibers obtained by the electro spinning process.
Collagen nanofibers are generally used as scaffolding or tissue healing materials in tissue
engineering and biomedical fields.

The study consists of four main stages. In the first step, CS (CS content 88%) and Type
| collagen (87% collagen content) were obtained by extraction of collagen from lamb's feet
and GAG extraction followed by purification. In the second stage, electrospinning
applications were made using different process and sample conditions. ldeal solution
parameters for nanofiber production: sample concentration: 15% (w/v), collagen:chondroitin
sulfate ratio: 95:5 (w/w), acetic acid concentration was determined as 65% (v/v). The ideal
process parameters are: voltage: 26 kV, flow rate: 0.8 ml/h and distance between needle tip
and collector: 15 cm. In the third step, GAG nanofibers (KGN) in collagen produced under
ideal conditions were cross-linked in UV light (254 nm) for 30 min in order to increase
collagen stabilization. In the final phase of the project, collagen-GAG-based nanofibers were
used for the first time in a food matrix and a functional product with microbiologically safe and

acceptable sensory properties was developed.

Keywords: collagen, GAG, chondroitin sulfate, electrospinning, nanofiber, functional
food
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1. GIRIS

insan viicudunun dokulari, viicut sireglerini, performanslarini ve yara iyilesmelerini
kontrol eden ve ayni zamanda uygun yapisal bilesenler saglayan spesifik hlcreler ve
ekstraselller matriksten (ESM) olusur (Pezeshki-Modaress vd., 2015). Ekstraselller matriks
(ESM), hucreler arasi bosluklari dolduran ve hucreleri birbirine baglayan, birgok protein,
hormon, proteoglikan ve blyume faktorlerini igeren, hucrelerin 0zel fonksiyonlari
gerceklestirebilmesi icin hicre ici sinyalleme yollari ile etkilegimlerini saglayan, kompleks ve
dinamik bir yapidir (Uslu ve Eltas, 2015). Siklikla bag doku olarak adlandirilan ESM, kikirdak
ve kemikte fazla miktarda bulunmaktadir. Kolajen ve glukozaminoglikanlar ESM matriksinin
onemli bir kismini olusturan iki temel ekstraselller bilesendir.

Kolajen, deri, kemik, kikirdak ve tendon gibi farkl bag dokularda bulunan ve memelilerde
toplam proteinin yaklasik %30'unu iceren lifli bir proteindir. Bag dokuda son derece énemli
yapisal bir protein olan kolajen molekull, genellikle agsi veya lifsi yapidadir (Yang ve Shu,
2014). ESM’nin 6nemli bir kismini olusturan kolajen biyolojik yapilardaki baglayici rolu
nedeniyle bircok canli organizmada en ¢ok bulunan molekullerden biridir. Kolajen
molekullerinin ana gorevi omurgalilara yapisal ve mekaniksel 6zellikler saglamaktir (Ferraro
vd., 2017). Kolajen molekilleri, 360 kDa'lk bir molar kitle ile yaklasik 280 nm
uzunlugundadir (Silva ve Penna, 2012). Kolajendeki amino asit dizilimlerine goére
siniflandirilan en az 20 farkl kolajen tipi vardir. Ancak vucuttaki kolajenlerin %80-90'1 tip 1,
tip 2 ve tip 3 grubuna aittir. Tip | kolajen insan vicudunda en ¢ok bulunan ve en dayanikli
olan kolajen tipidir. Baslica deride, tendonlarda, kemikte, ligamentlerde ve bag dokusunda
bulunmaktadir (Krishnamoorthi vd., 2017). Tip Il kolajen kikirdak dokusunun baglica
kolajenidir. Kikirdaktaki toplam protein igeriginin %90-95'ini olusturur (Jeevithan vd., 2015).
Etki mekanizmasi itibariyle, osteoartrit/romatoid artrit gibi eklem hastaliklarinin tedavisinde
kullaniimaktadir. Tip Il kolajen genellikle tip | kolajenle beraber bulunur. Cilde elastikiyetini

ve sikilhigini verir.

Glukozaminoglikanlar (GAG), kolajen molekiillerine ek olarak hlicre disi matrikste en ¢ok
bulunan yapisal bilesenlerdir (Lee vd., 2016). Uzun, dogrusal ve tekrar eden disakkarit
birimlerden olusan glukozaminoglikanlar, negatif yUkli polisakkaritlerdir. GAG zincirleri,
dokuya mekaniksel destek vermekle beraber ayni zamanda suda ¢ozunebilen molekullerin
hizli difiizyonunu ve hiicre géciini saglamaktadir (Ucglil vd., 2018). GAG'lar siilfatlanmig ve
sulfattanmamig olmak Uzere olarak iki sinifa aynimaktadir. Eklem kikirdagindaki
proteoglikanlarda en ¢ok bulunan glukozaminoglikan olan kondroitin silfat (CS), hayvansal
dokunun temel yapi maddeleri arasinda yer almaktadir. Baglica iglevleri arasinda eklem
sivisinda ve kikirdakta yikici enzimleri inhibe etmek, GAG havuzunu c¢ogaltmak ve
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elastikiyeti saglamak yer almaktadir (Akgin ve Ogt, 2002). Kikirdak koruyucu ajan olarak
da bilinen CS, osteoartrit tedavisinde yaygin olarak kullaniimaktadir.

Elektro egirme igslemi, bir enjektorin igne ucu ile bir metal toplayici arasinda yuksek
voltaj kullanarak nano veya mikro &lgekli liflerin Uretilmesini ifade etmektedir (Leidy ve
Ximena, 2019). Cok yonluligi nedeniyle son yillarda popdlerligi artan elekto-egirme islemi
cesitli uygulamalarda (6rnegin, tip, eczacilik, tekstil, doku muhendisligi, gida endustrisi)
kullaniimaktadir. Elektro edirme islemiyle elde edilen nanoliflerin dayanikhliginin az oldugu
farkh galismalarda bildirilmistir (Huang vd., 2012; Jeong ve Park, 2014; Banner vd., 2018).
Nieuwland vd. (2013) bir gida Grandndeki lif ¢ézunurligini azaltmak icin ¢apraz-baglama
onermistir. Capraz baglama islemi fiziksel, kimyasal veya enzimatik muamelerle
yapilmaktadir. Proteinlerin g¢apraz baglanmasinda kullanilan kimyasal maddeler arasinda
glutaraldehit, gliseraldehit, formaldehit ve glioksal yer almaktadir. Ancak bu ajanlarin
gidalardaki kullanimi sinirhdir (Chambi ve Grosso, 2006). Enzimle ¢apraz baglama isleminde
transglutaminaz yaygin olarak kullaniimaktadir (Kuraishi vd.,2007). UV ve y-isinlama gibi
fiziksel capraz baglama yontemleri gida endustirisi igin daha uygundur (Ouattara vd., 2002;
Cao vd., 2007; Bhat ve Karim, 2014; Shahbazi vd., 2016).

Bu proje kapsaminda, kuzu ayaklarindan ve tendonlarindan yiksek saflikta kondroitin
sulfat ve Tip 1 kolajen elde edilmis ve nanolif eldesinde kullaniimigtir. Elektro-edirme
islemiyle blylk kolajen molekilleri klgulerek kolay sindirilebilir ve emilebilir bir yapi
kazanmistir. UV ile capraz baglama isleminden sonra kolajen-GAG nanolifleri model gida
olarak belirlenen granola barlara eklenmistir. Bu galismayla birlikte, kolajen-GAG temelli
nanolifler ilk kez bir gida matriksi iginde kullaniimisg ve mikrobiyolojik agidan guvenilir, kabul
edilebilir duyusal dzelliklere sahip fonksiyonel bir triin geligtirilmistir.
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2. LITERATUR OZETi

Hucre disi matriks olarak da bilinen ESM molekdilleri temel olarak su, polisakkaritler ve
proteinlerden olusmasina ragmen, doku gelisimi sirasinda meydana gelen farkli hicresel
bilesenler arasindaki dinamik etkilesimler sonucu 6zel bir kompozisyona sahip olmaktadir
(Frantz vd., 2010). Ozellikle kemik ve kikirdakta fazla miktarda bulunan ESM bilesenleri,
glukozaminoglikanlar ve fibroz proteinler olmak tzere 2 sinifta incelenmektedir. Tablo 2.1°de
ESM bilegenleri gorulmektedir. Kolajen ve glukozaminoglikanlar ESM matriksinin 6nemli bir
kismini olusturan iki temel ekstraseliler bilesendir.

Tablo 2.1 Ekstraselliler Matriks Bilesenleri

Glukozaminoglikanlar Fibriz Proteinler

Silfatlanms GAG:
a) kondroitin siilfat
b) dermatan siilfat
¢) keratan siilfat

d) heparin

e) heparan siilfat

Silfatlanmams GAG:

a) hyaliironik asit

Yapisal Proteinler:

a) kolajen

b) elastin

Yapistiric1 Proteinler:
a) fibronektin

b) laminin

¢) tenaskin

d) vitronektin

) integrin

2.1. Kolajen

Kolajen molekilleri, sarmal yapida U¢ polipeptit zincirinden olusmaktadir. Polipeptit alt
birimler olan a-zincirler, kolajen molekiiliiniin G¢li sarmal (heliks) yapisini olusturmaktadir. iki
a zinciri, B-peptit zinciri olarak bilinen bir peptit zincir dimerine dénusurken, Ug¢ a zinciri, y-
peptit zinciri (tropokolajen molekill) olarak bilinen peptit zincir trimerine dénusur (Yang and
Shu, 2014). Kolajen proteini, 6zel bir amino asit bilesimine sahiptir ve bu 6zelligiyle diger
proteinlerden ayrilir. Kolajen yapisinda on dokuz farkli amino asit bulunur ve ortalama olarak
kolajendeki toplam amino asitlerin %57’ sini glisin, prolin ve hidroksiprolin olusturur (Li ve
Wu, 2018). Kolajen proteinin sagliga faydali bircok etkisi vardir. Literatirde Kkolajenin,
antioksidan, anti-inflamatuar, antihipertansif, antiosteoporotik, antitimor etkileri bildirilmistir
(Ferraro vd., 2016). Kolajen ve kolajen tirevleri (jelatin, kolajen hidrolizati ve kolajen
peptitler) genel olarak givenli (GRAS) gida drtnleri olarak kabul edilmektedir. Yiiksek protein

icerigi ve su emme kapasitesi, jel olusumu ve emdlsiyonlari olusturma-stabilize etme gibi
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fonksiyonel 6zellikleri nedeniyle gida endustrisinde kolajen ve tirevlerine bulylk bir talep
vardir (Schmidt vd., 2016).

Deri, kemik gibi kolajence zengin maddelerden sicak su ile ekstrakte edilen kolajen,
jelatin olarak da bilinmektedir. Jelatinin enzimatik veya asidik hidroliz yoluyla daha ileri
derecede parcalanmasi sonucunda ise suda c¢ozinur formdaki kolajen peptit olarak da
bilinen kolajen hidrolizati elde edilmektedir. Kolajen hidrolizatinin antioksidan, anti-
inflamatuar, antihipertansif, antiosteoporotik, antitimor gibi sagliga faydali bir¢cok etkisi
bulunmaktadir (Song ve Li, 2017). Kolajen, jelatin ve kolajen hidrolizati genel olarak guvenli
(GRAS) gida Urlnleri olarak kabul edilmektedir (Moskowitz, 2000). Kolajenin, cesitli
endustriyel uygulamalara sahip olmasi kullanish biyomateryallerden biri olarak kabul
goérmesini saglamaktadir (Lafarga ve Hayes, 2014). Yiksek protein icerigi ve su emme
kapasitesi, jel olusumu ve emdilsiyonlari olusturma-stabilize etme gibi fonksiyonel 6zellikleri
nedeniyle gida endustrisinde kolajen ve jelatine blyudk bir talep vardir (Schmidt vd., 2016).
Bununla beraber, yenilenebilir, pargalanabilir, biyo-uyumlu ve yapisinin ayarlanabilir olmasi
kolajen proteinin sahip oldugu avantajlardandir. Bu nedenle, saglik Urunlerinde, gidalarda,
kozmetikte, tibbi malzemelerde yaygin sekilde kullaniimaktadir (Yang ve Shu, 2014). Kolajen
hidrolizati ve jelatin, kolajen ile ayni amino asit icerigine sahip olmasina ragmen farkli
Ozelliklere sahiptir. Kolajen hidrolizati (2-6 kDa), kolajen ve jelatine kiyasla ¢ok daha kisa
amino asit zincirlerinden olustugu icin biyoyararlanimi daha fazladir ve kan dolagiminda daha
iyi emilir (Song ve Li, 2017).

Molar kutlenin, yapinin, bilesimin dagilimi ve kolajenin fonksiyonel 6zellikleri, elde
edildigi hammaddenin islem kosullarina ve ekstraksiyon surecinde kullanilan enzimin
Ozelliklerine baglidir. Bu nedenle, kolajeni yiksek verim ve kalitede elde etmek igin
hammaddeye en uygun ekstraksiyon sirecinin belirlenmesi gereklidir (Schmidt vd., 2016).
Kolajen ekstraksiyonu igin en sik kullanilan hammaddeler, deri veya postlar, kemikler,
tendonlar ve kikirdaklardir (Gémez-Guillén vd., 2011). Ticari kolajenlerin birgogu, 6zellikle
sigir ve domuz gibi memeli hayvanlarin yan urinlerinden elde edilmektedir (Arumugam vd.,
2018). Ancak, sidirlarda gorulen deli dana hastaligi (BSE), ayak-adiz hastaligi (FMD) ve
inanca dayali kisitlamalar gibi problemler, arastirmacilari kolajen icin farkli hammaddeler
arayisina yonlendirmigtir. Kolajen ekstraksiyonunda kullanilan hammaddelerin genelde deri,
kemik, ayak ve pul gibi insan tuketimi amaciyla kullanilmayan hayvansal yan Urunlerden
olustugu gozlenmigtir. Bu yan urunlerin kullanilarak katma degeri yuksek olan kolajen
Uretiimesi, hayvansal atiklarin da verimli bir gsekilde degerlendirimesine olanak
saglamaktadir.
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2.2. Glukozaminoglikanlar

Cekirdek proteindeki GAG zincirleri, asetillenmis amino seker parcalari (N-asetil-

galaktozamin veya N-asetil-glukozamin) ve agirlikli olarak Uronik asit (D-glukronik asit veya

L-iduronik asit) igeren tekrarlayan disakkarit birimlerinden olugmaktadir (Schaefer and

Schaefer, 2010). GAG’lar sulfatlanmis (Kondroitin sllfat, Dermatan silfat, Keratan sulfat,

Heparin ve Heparan silfat) ve silfatlanmamis (Hyallronik asit) olmak Uzere olarak iki sinifa
ayrilmaktadir (Sekil 2.1).

Glukozaminoglikanlar

4 ll

Sulfatlanmis GAG'lar Sulfatlanmamis GAG

s 1S

Kondroitin silfat hyaliironik asit
Dermatan silfat

keratan silfat

Heparan sulfat

Heparin

Sekil 2.1 Glukozaminoglikanlarin siniflandiriimasi

GAG'lar, proteoglikanlar olarak adlandirilan spesifik bir ¢ekirdek proteinine kovalent

olarak baglanirlar. GAG’larin iglevleri genel olarak su sekildedir:

HyalUronik asit (HA): Cildin bag dokusu, gobek kordonu ve eklemlerdeki sinoviyal
sivi olmak Uzere vicudun genelinde dogal olarak HA, kolajen liflerinin olusumuna
katki saglama, doku onarimi ve elastikiyetin korunmasi gibi iglevlere sahiptir
(Papakonstantinou vd., 2012).

Keratan stlfat (KS): En heterojen GAG olarak bilinen keratan stilfat, korneanin
esas glukozaminoglikani olarak tanimlanmaktadir. Korneanin gelisimi ve
dokunun saydamliginin korunmasinda 6nemli rollere sahip oldugu bilinmektedir
(Kitayama vd., 2007).

Dermatan sulfat (DS): Deride, tendonlarda, kan damarlarinda ve kikirdakta
bulunan DS, yaralarin iyilesmesinde 6nemli bir igleve sahiptir (Trowbridge ve
Gallo, 2002).

Heparin ve Heparan silfat: Heparan sulfatin modifiye edilmis sekli olan heparin,
iyi bilinen bir antikoagulan (kanin pihtilagsmasini 6nleyen bir madde) ilagtir
(Wardrop ve Keeling, 2008).
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e Kondroitin silfat (CS): Kondroitin silfat, ddntisumli baglarla birbirine bagli bir D-
glukuronik asit ve N-asetil-D-galaktozamin-4/6-silfat tortusundan olusmaktadir

(Sekil 2.2).
A. Chondroitin 4-sulfate B. Chondroitin 6-sulfate
[ GlreUA 81 —3 GalNAc(48) F1—], [—+4 GlucUA Bl =3 GalNAc (68) B1—]a
COOH CH,OH .| 5 , ]
| CH;08CxH
<
H 0
: H ~
=
H NHCO(.'H_\J |

neu -n

Sekil 2.2 Kondroitin 4- Sulfat ve Kondroitin 6- Sdlfat Yapisi (Nakano, 2010)

Kikirdakh dokularin ana kaynagi olan CS, GAG’larin %20-80’ nini olugturur ve 6nemli
bircok fizyolojik isleve sahiptir (Almarza ve Athanasiou, 2004). Hidrofilik olan CS molekdlleri
kikirdaktaki yUksek su iceriginden sorumludurlar. Literatlirde, kondroitin silfatin agriyi
hafifletebilecedi ve osteoartrit hastalarinin fonksiyonel durumunu iyilestirebilecegi ve memeli
enzimleriyle Uretilen kondroitin stlfat oligosakkaritlerinin pro-inflamatuar, antikoagtlan,
antitrombotik potansiyele sahip olabilecegi bildirilmistir (Wang vd., 2016; Sundaresan vd.,
2018; Nogueira vd., 2019). Tip, biyoteknoloji, eczacilik, tekstil ve kozmetik gibi farkl
alanlarda yaygin olarak kullanilan CS, gida endlstrisinde fonksiyonel gida veya diyet
takviyeleri olarak kullaniimaktadir (Nakano vd., 2010). Kolajen ve CS igeren gida takviyeleri

eklem rahatsizliklari i¢in nutrasotik destek olarak kullaniimaktadir.

GAG kaynaklarindan kikirdakta en yaygin olarak bulunan kondroitin sulfat ticari olarak
siIgir kikirdagi, sigir nefes borusu ve kopekbaligli ylzgeci gibi cesitli kaynaklardan temin
edilmektedir (Rani vd., 2017). CS genellikle sigir veya kopek balgi kikirdagindan elde
edilmektedir. Ancak sigirlarda gorilen deli dana hastaliginin potansiyel bir risk oldugu
bilinmektedir. CS’ye olan talebin gelecekte de artmaya devam etmesi durumunda,
kdpekbahdi kikirdagi kaynagindan eldesinde kisitlar olacagi digstnulmektedir (Nakano vd.,
2012). Yiksek hammadde maliyeti ve GAG’lara olan taleple birlikte, ticari olarak farkli GAG

kaynaklarina ihtiya¢ artmaktadir.

Glukozaminoglikanlar, genellikle papain veya pronaz gibi hiicre disi (eksojen) bir enzim
araciligiyla ekstrakte edilmektedir (Raghuraman, 2013). Widyaningsih vd. (2016) tarafindan
yapilan calismada, tavuk ayagi kikirdagindan CS ve glukozamin (GS) eldesi icin farkh
ekstraksiyon yéntemleri degerlendirilmistir. Ornekler 37°C’de 7 ve 17 saat boyunca asetik
asit ile 100°C’de 2 ve 2.5 saat kaynar su ile; 65°C'de 24 ve 48 saat papain ile ekstrakte
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edilmistir. En ylksek GS seviyesine (% 8.1) 2.5 saatlik kaynar su uygulamasi ile ulagilirken,
en yiksek CS seviyesine (% 2.47) 48 saatlik enzim muamelesi ile ulasiimistir. Uygulanan
ekstraksiyon yontemlerinin GS ve CS seviyelerini 6nemli dlglde etkiledigi goérulmagstir.
Nakano vd. (2012), 6gutulmus kemik, kikirdak, deri, kas ve yag dokusu karigimindan elde
edilen tavuk mekanik siyirma arti§i kemiklerinden farkl proteolitik aktiviteye sahip
kaynaklarla (papain, pankreatin, flavourzyme ve kivi meyvesi homojenati) CS ekstraksiyonu
gerceklestirmigler ve kaynaklarin CS-peptid yapisi Uzerindeki etkilerini degerlendirmislerdir.
Bu kapsamda kemik karigsimi, papain ile 65°C’de 1 gece; pankreatin ile 50°C’de 1 gece;
flavourzyme ile 50°C’de 1 gece ve kivi meyvesi homojenati ile 65°C’'de 8 saat boyunca
inkibe edilmistir. Calisma sonunda, kullanilan tim enzim kaynaklarinin CS-peptid tretimi igin
yeterli aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir. Bununla beraber, iyon degisim kromatografisi
sonuglart CS’nin geri kazaniminin papain ve flavourzymede daha yiksek oldugunu
gOstermistir.

2.3. Elektro-Egirme

Elektro-pUskurtme/egirme, elektromekanik ve hidrodinamik kuvvetler araciligiyla sivilarin
atomizasyonunun gerceklestirildigi ve nano ila mikro o6lcekli liflerin ve parcaciklarin Gretimi
icin kullanilan bir yontemdir. 1934 yilinda Formhals tarafindan, elektrostatik kuvvetler
kullaniimak suretiyle polimerlerden filament lif Uretiimesi isleminin patenti alinmis ve
kullanilan bu ybéntem “elektrospinning” olarak tanimlanmistir (Formhals, 1934). Elektro-
puskurtme/egirme yontemi son yillarda nanoteknoloji alani basta olmak Uzere ¢ok cesitli
uygulama alanlari bulmustur (Sekil 2.3).

glclendirilmig
kompozit
yapimi
kontrolli
etken
madde
salimi

filtrasyon

uygulamalarn

Sekil 2.3 Nanoliflerin kullanim alanlari (Sunar ve Hascicek, 2017)
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Elektro-egirme sirasinda bir polimer jetinin olusumu esas olarak elektriksel kuvvet (Coulomb
kuvveti), elektrik alan kuvveti, viskoelastik kuvvet ve yuzey gerilimi kuvvetleri tarafindan
yonetilir (Lim vd., 2019). Sekil 2.4’de elektro-egirme sirasinda yuklu damlacik Uzerine etkiyen
kuvvetler gorilmektedir. Hava direnci ve yergcekimi (FG) kuvvetleri gibi diger kuvvetler ise

liflerin ultra ince yapisi nedeniyle bu faktorlere kiyasla daha az belirgindir.

Elektrik alani

e = - meeersrrs s n e

A D Kollektor
S>—p

=
B 0 (] =

d

C

Sekil 2.4 Elektro-egirme sirasinda yukli damlacik tzerine etkiyen kuvvetler
(A): Elektrostatik Kuvvet, (B): Surikleme kuvveti, (C): Yercekimi, (D): Coulomb kuvveti, (E):
Yuzey gerilimi &viskoelastik kuvvet

Polimer ¢dzeltisinin konsantrasyonu, elde edilen malzemenin yapisini belirler. Daha
disuk ¢ozelti konsantrasyonlarinda kiresel pargaciklar goézlenirken, konsantrasyon kritik bir
degere yaklastiginda lif yapisi gézlenmeye baslar (Sekil 2.5) (Bock vd., 2012).

Kiresel
partikiller

8%

Sekil 2.5 Cozelti konsantrasyonunun artigsina bagh olarak malzeme yapisinin degisimi

partikdl + lif yapi
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Sivi ozellikleri, 6zellikle elektriksel iletkenlik, viskozite ve ylzey gerilimi, ¢ozeltinin
elektro-puskurtilebilirligini/egrilebilirligini belirleyen faktorlerdir (Rutledge and Fridrikh, 2007).
Bu parametreler degistirilerek farkli morfolojilere sahip lifler Gretmek mumkandudr. Sekil 2.6'da
elektro-puskirtme ve elektro-egirme uygulamalarinda etkili islem parametreleri
gorilmektedir.

I Cozelti Parametreleri I Ekipman Parametreleri Ortam parametreleri

» Polimerin » Uygulanan voltaj + Sicaklik
Viskozitesi/Konsantrasyonu . jgne capl « Nem

* Elekiriksel iletkenlik + Hacimsel besleme hizi » Basing

» Polimerin molekiiler agirligi » Kollektoriin (Toplayici yiizey) * Hava hiz1

+ Elastikiyet mesafesi

* Yiizey gerilimi
« Cozelti Se¢imi

Sekil 2.6 Elektro-puskurtme ve Elektro-egirme uygulamalarinda etkili islem parametreleri

Lif capini ve morfolojisini etkileyen ana parametrelerden biri polimer c¢ozeltisinin
dogasidir (Teo ve Ramakrishna, 2006). Baslica ¢o6zelti parametreleri: polimer
konsantrasyonu, polimerin molekuler agirhdi, yuzey gerilimi ve elektriksel iletkenlik olarak
incelenebilir. Elektro-edirme sirasinda lif olusumunu kolaylastirmak igin belirli bir minimum
polimer konsantrasyonu gereklidir. Bu kritik degerin altinda voltaj uygulanmasi, esas olarak
Rayleigh kararsizh@i (kilcal dalga kirilmasi) nedeniyle elektro-puskirtme ve boncuk olusumu
ile sonuclanir (Ghorani ve Tucker, 2015). Demir, Yilgor, Yilgér ve Erman (2002), hem
elektro-egirme sirecini hem de sonugta ortaya c¢ikan lif 6zelliklerini etkileyen ¢ozelti 6zellikleri
arasinda viskozite, ¢ozelti konsantrasyonu ve sicakligin baskin faktorler oldugunu bildirmigtir.

Elektro-pUskurtme/egirme islemini etkileyen diger dnemli ekipman parametreleri volta;,
igne ile kollektér arasi mesafe (ugtan kollektore olan mesafe), ¢dzeltinin akis hizi ve igne
capidir.

e Voltaj: Cozeltinin besleme hizina bagh olarak, kararl bir Taylor konisinin olusmasi
icin genel olarak, 6 kV'dan daha yuksek bir voltaj degeri gerekmektedir (Taylor, 1964). Lin vd.
(2008), ortalama lif gapinin, uygulanan voltajdaki bir ilk artistan sonra minimum bir degere
ulastigini ve daha sonra uygulanan voltaj arttik¢a lif gapinin da arttigini bildirmistir (Sekil 2.7).



N4

TOBITAK

280
L . ””-
i 270 Optimum nokta |
Sl 260 | /
= /
o 250} .- —~ 7
Sl 240 | " I /
s s
=l 230 | \ /
5ol 220 \,—~/(
£ o
Sl 210 | \\ v/
200 el

27.5 280 285 290 295 30

Voltaj (kV)

Sekil 2.7 Elektro egirme sirasinda uygulanan voltaj ve ortalama lif capi arasindaki iliski

o Akis hizi: Polimer ¢ozeltisi akis hizi, elektro-egirme icin gerekli olan ¢dzelti miktarini
belirler (Rutledge vd., 2001). Elektro-egirme icin uygun ¢ozelti akis hizinin kritik degeri Taylor
konisinin kararli oldugu degerdir. Akis hizi bu kritik degeri gectiginde lif capi ve boncuk
olusumu da artar. Zhang vd. (2005), morfolojik yapinin degisen akis hiziyla cok az degistigini
ve calisilan sure¢ parametrelerinden en az 6nemli etkisi oldugunu bildirmistir.

e igne capi: igne capi arttikga yiizey geriliminin etkileri sonucu, igne ucunda tikanmalar
meydana gelebilir. igne i¢c capinin azalmasi, uretilen liflerin ¢api ve boncuk olusumunu da
azaltir (Ghorani ve Tucker, 2015). Ancak, deligin ¢api ¢ok kigikse, c¢dzeltinin ylzey
gerilimine baglh olarak polimer damlasinin olugsmasi zor olabilir.

e igne ucu- kollektdér (toplama plakasi) arasi mesafe: Polimer jetin uzamasi Taylor
konisinin olustugu igne ucu ile kollektér arasinda gergeklesir. igne ucu ile kollektér arasindaki
mesafe liflerin havada kalma siiresi ve elektrik alaninin biiyikligiini etkilemektedir. igne ucu
ile kollektor arasindaki mesafe arttikga liflerin havada kalma stresi artarken elektrik alanin
siddeti azalmaktadir. Mesafenin ¢ok kugik oldugu durumlarda ise igne ucu ile kollektor
arasinda olugan elektrik alan kuvvetine bagl olarak boncuksu yapi olusumu goézlenebilir.
Sekil 2.8’de de goéruldigiu gibi mesafe sifirdan kademeli olarak artirildijinda, ortalama lif gapi

once minimum bir degere ulasir, ardindan tekrar artig gosterir.

10



N4

TOBITAK

320 )

I 300 :
g \ —
Ll 230 N\
g‘ \
. 260 |
g \ /
3] N /
il 240 /
5 NN/

220} A A

\
200 | ~_7

izne ucu- kollektdr aras: mesafe (cm)

Sekil 2.8 Elektro egirme sirasinda igne ucu-kollektér arasi mesafe ve ortalama lif ¢api

arasindaki iligki (Ghorani ve Tucker, 2015).

Elektro-pUskirtme/egirme islemini etkileyen diger parametre ise ortam parametreleridir.
Ortam parametrelerinin, 6zellikle nem ve sicakligin, lif morfolojisini ve elektro-egirme
isleminin verimliligini etkiledigi dusunulmektedir. Bunun nedeni, ¢ozeltinin buharlagmasi ile
sicaklik arasinda oldugu kadar ¢ozeltinin iletkenligi ile sicaklik arasinda da dogrudan bir iligki
bulunmasidir (Bhardwaj ve Kundu, 2010). Ayrica, polimer ¢ozeltisinin polimer viskozitesi ve
ylzey gerilimi sicakliktan etkilenir. Nem miktarinin artmasi olusan gézeneklerin boyutunun ve
derinliginin artmasina sebep olmaktadir. De Vrieze vd. (2009), ortalama lif gapinin nemden
etkilendigini ancak egilimlerin genellestirilemedigini bildirmistir. Dasuk basin¢h ortamlarda
gercgeklestirilen elektro-egirme istenilen bir islem degildir. Cinkl igne ucundaki ¢ézelti dusuk

basingta islem gerceklestirilemeden kollektor Gzerine diser (Ramakrishna vd., 2005).

2.4. Elektro-egirme uygulamalari

Kolajen nanolifleriyle ilgili yapilan farkh ¢aligmalar literatirde mevcuttur, ancak kolajen ve
GAG molekdillerinin birlikte nanolif olarak elde edildigi ¢alismalarin sayisi oldukga kisitlidir.
Tablo 2.2'de elektro egirme ile elde edilen kolajen ve kolajen-GAG nanolif ¢alismalari

gOrilmektedir.

Tablo 2.2 Elektro egirme calismalari

Kaynak Proses Kosullan Kullanilan ¢6zgen Kullanim Kaynak
Yeri
Dana derisi-Tip 1 | mesafe = 15-20 cm 1,1,1,3,3,3-hekzafloriir- | Doku Yang vd.
kolajen uygulanan voltaj = 2-propanol (HFP) mihendisligi- (2008)
19-21 kV yapi iskelesi
akis hizi= 80 pl/dk

11
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Sigir derisi- Tip | | mesafe= 15 cm HFP Biyomedikal- | Burck vd.
kolajen uygulanan voltaj= 20- | 22 2-Trifluoroethanol | pansuman (2013)

22 kV (TFE) malzemesi

akis hizi=0.2-0.5 Fosfat tampon tuz

pL/dk e

¢ozeltisi / etanol
Asetik asit / etanol

Balik derisi- Tip 1 | mesafe =10 cm Asetik asit Biyomedikal- Sizeland
kolajen uygulanan voltaj= 20 hiicre vd. (2018)

kV baglantisi
Dana derisi ve | mesafe= 10-12 cm HFP Doku Matthews
plasenta- Tip | ve tip | uygulanan voltaj= 15- miihendisligi- | vd. (2002)
1l 30 kV yap! iskelesi

akis hizi= 0- 25 mL/h
Sigir derisi- Tip || Mesafe= 15 cm HFP Biyomedikal- Kazanci
kolajen Uygulanan voltaj= 16 Asetik asit yapl iskelesi (2014)

kv

Akis hizi= 0.5 uL/dk
Dana derisi- Tip | | mesafe= 15cm TFE/su Doku Zhong vd.
kolajen uygulanan voltaj= 15 muhendisligi- (2007)
Kondroitin-6-siilfat kV yap! iskelesi

akis hizi= 1.0 mL/h
Sigir derisi jelatini- | mesafe= 10 cm TFE/su Doku Pezeshki-
Tip B uygulanan voltaj= 15- muahendisligi- | Modaress
Kondroitin stilfat- Tip | 25 kV yapl iskelesi vd. (2015)
A akis hizi=  0,6-1.0

mL/h

Tablo 2.2°de de gdéruldiga gibi kolajen ve kolajen-GAG nanoliflerin elektro egrilmesinde
genellikle ¢evre ve insan sagligi acgisindan toksik etki gosteren HFP ve TFE kullaniimigtir.
Biyomedikal uygulamalar igin bu sert ¢ézgenlerin uygulanabilecegi belirtiimistir (Nieuwland
vd., 2013). Ancak, gida uygulamalari igin bu kimyasallarin kullanimi sakincalidir.

Hofman vd. (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada, farkli formdaki kolajenlerin (dogal
Ucli sarmal yapida kolajen, denatlire kolajen ve atelokolajen, jelatin) lif olusumuna etkisi
incelenmigtir. Dusuk molekuler agirlikhi jelatin (<100 kDa) ve atelokolajenin lif olugturmadigi,
denatire kolajenin basaril sekilde lif olusturdugu goériimustir. Dogal Ggli sarmal yapida
kolajenin lif olusturmasi icin gerekli asetik asit konsantrasyonunun (%20-%40) araliginda
SDS-PAGE elektroforez sonuglari,

konsantrasyonu ve muamele siresine bagl olarak, elektro egirme sirasinda hidrojen

olmasi gerektigi belirtiimistir. artan asedik asit
baglarinin koparildigi ve molekullerin gittikge kigulduguni goéstermigtir. Wongsasulak vd.
(2010) tarafindan yapilan galismada, sellloz asetat ve yumurta aki karigimindan yenilebilir
nanolifli ince filmler Uretilmistir. Elde edilen nanoliflerin, nutrasétiklerin ve ilaglarin in vivo
kontrollu salimina iligkin yeni iglevler saglayabilecegi belirtiimigtir. Aceituno-Medina vd.

(2013) tarafindan gercgeklestirilen baska bir ¢alismada, amarant ve pullulan karisimindan
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gidada kullanilabilir nanolifler elde edilmistir. Fonksiyonel gida uygulamalari agisindan
onemli olan bu calismada, nanoliflerin, biyoaktif bilegenlerin nanoenkapsuilasyonunda
kullanilabilecegi bildirilmigtir. Fathi vd. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, E vitamini iceren
dekstran nanolifleri elde edilmis ve peynire eklenmistir. Nanolif iceren peynirlerin duyusal
Ozellikleri kabul edilebilir bulunmustur. Daha da dnemlisi, E vitamininin nanolif icerisinde
kapsanmis olmasi biyoyararlihgini arttmistir. Neo vd. (2013), farkli oranlarda gallik asidi,
elektro-egirme ile zein nanoliflerine basaril bir sekilde kapsullemistir. Gallik asit kapsulli zein
nanoliflerinin uygulanabilirligi potansiyel olarak aktif bir gida ambalaj malzemesi olarak
degerlendiriimis ve nanoliflerin 60 gin sonra termal ve kimyasal olarak stabil kaldigi ve
bakteri ve maya hicrelerine karsi antimikrobiyal aktivite gdsterdigi bulunmustur. Veleirinho
ve Lopes-da-Silva (2009) tarafindan yapilan calismada, elma suyunun filirasyonunda
kullaniimak amaciyla, elektro-egirme yontemi kullanilarak ortalama lif capt 420 nm ve
ortalama kalinligi 0.2 mm olan poli(etilen tereftalat) nanolif membranlar Uretilmigtir. Calisma
sonucunda poli(PEF) nanolif membran kullaniminin, geleneksel filtre yardimcilarina gore
daha hizl, basit, ekonomik ve verimli bir filtrasyon ortami oldugu bildirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

Projemizde kolajen ve GAG uretimi icin hammadde olarak kuzu ayaklari kullaniimistir.
Kuzu ayaklari izmirdeki yerel bir kasaptan temin edilmistir. Kuzu ayaklari kirletici maddeleri
temizlenmesi amaciyla yikandiktan sonra boyut kigultmesi amaciyla endistriyel 6gitme
makinesinde 6gduatiimustir. Boyutlari kigiltilen kuzu ayaklari paketlenip kullanima kadar -
18°C’de muhafaza edilmistir. Calismada kullanilan tim enzimler ve kimyasallar analitik
saflikta olup SIGMA-ALDRICH firmasindan temin edilmistir. Kolajen analizi icin kullanilan

Total Collagen Assay Kit (Colorimetric, K218, ABD) Biovision firmasindan temin edilmistir.
3.2. Yontem

Projemiz baslica 4 asamadan meydana gelmektedir (Sekil 3.1):

1. Ekstraksiyon asamasi (Kuzu ayaklarindan kolajen ve GAG ekstraksiyonu)

2. Farkli iglem ve ornek kosullarinda elektro-egirme uygulamalari ve nanolif eldesi igin
ideal kosullarin belirlenmesi

3. Nanoliflerin ¢capraz baglanmasi

4. Nanoliflerin model gida olarak belirlenen granola barlara eklenerek fonksiyonel bir
uran gelistirilmesi

Kolajen Ekstraksiyonu GAG Eksiraksivonu

> Kondrpitin Siilfatn (C5) saflaghnlmas:

Analizler Analizler
Kolajen analizi, glekdroforez - ) | GAG analizi, FTIR, agaroz jel
FTIR, molekiler agirhgin

. ; : ) gleklroforezi, molekiler
belifenmesi, aming asit adgirigin belirlemesi
iceriginin belirlenmesi

- - ™ A——

Analizler
- SEM analizi, FTIR, glekiroforaz,

elektriksel iletkenlik ve reolojk
dzelliklerin belirlenmesi

Nangliflerin capraz baglanmasi

Analizler

Kimyasal bilegen analizi (protein, kil, -
nem), kolaign ve GAG analizi, FTIR,

SEM, elekiroforez. in vitre sitotoksisite

testi

N N L Analizler
Fonksiyonel gida dretimi ) | Su akiivitesi, pH dlcimi, renk analizi,
mikrobiyolojik analizler, duyusal analiz,
in witro sindirim testi, kolajen ve GAG
analizi

Sekil 3.1 Proje Akis Semasi
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3.2.1. Ekstraksiyon Asamasi

Bu boélimde, kolajen ve GAG eldesi icin gerceklestirilen calismalar detayli sekilde
aciklanmistir.

a) Kolajen Ekstraksiyonu: Kolajen ekstraksiyonu éncesi kuzu ayaklarina bazi 6n iglemler
uygulanmstir. ilk olarak, kuzu ayaklari 1:20 (w/v) oraninda 0.15 M NaCl iceren 0.05 M Tris-
HCL (pH 7.5) ile 50 dk boyunca Waring Commercial marka blender iginde pargalanmistir.
Parcalama islemi asiri 1sinmayi 6nlemek amaciyla kesikli (toplam 6 saat olacak sekilde)
olarak yapilmigtir. Daha sonra, santrifij (Universal 320R, Hettich Zentrifugen, Almanya)
igslemi uygulanarak (9000 rpm, 4°C, 25 dk.) Ust faz (supernatant) uzaklastiriimistir. Sekil
3.2'de kuzu ayaklarinin pargalandiktan sonra santriflij islemi éncesi ve sonrasi goruntileri
verilmistir.

Santrifi] islemi éncesi Santrifi] iglemi sonrasi

Sekil 3.2 Kuzu ayaklarinin 0.05 M Tris-HCL ile pargalandiktan sonra santrif(j iglemi

Oncesi ve sonrasi goruntuleri

Parcalama isleminden sonra santrif(j islemi ile alinan alt fazlar, yagin uzaklastiriimasi
amaciyla 1:10 (w/v) oranda %50’lik (v/v) etanolde 3 saat bekletilmistir. Yag uzaklastirma
sonucu karisim santriftj (9000 rpm, 4°C, 20 dk.) edilmis ve Ust faz uzaklastiriimigtir. Yagdan
arindinlmis alt faz, kolajen olmayan proteinlerin uzaklastirilmasi amaciyla 1:10 (w/v) oranda
0.1 M NaOH iginde 4°C’de 1 gece bekletilmistir. Daha sonra, santrifij islemi (9000 rpm, 4°C,
25 dk.) uygulanarak Ust faz uzaklastinimistir. Toplanan alt fazlar kalsiyum tuzlarinin
uzaklastirimasi icin 0.5 M EDTA-2Na ile 4°Cde gece boyunca Kkarigtiriimistir.
Dekalsifikasyon igleminin sonunda karisim santriftij (9000 rpm, 4°C, 30dk.) edilmis ve Ust faz
uzaklastinimistir. Elde edilen alt faz, ekstraksiyon islemine kadar -20°C’de muhafaza
edilmigtir.
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On islemleri tamamlanmis kuzu ayaklarindan kolajen eldesi Sekil 3.3'de verilen yonteme
gore yapilmigtir. Literatlr taramasinin giincellenmesi ve yapilan 6n denemeler sonucu, proje
Onerisinde verilen ekstraksiyon yéntemi revize edilmistir (Chen vd., 2016; Zou vd., 2017,
Noorzai vd., 2019). Bu kapsamda 6 saat olan klasik ekstraksiyon suresi, Grin veriminin
artmasi igin 24 saate gikarilmistir. On islemler sonrasi, érnekler, %0.1 pepsin (wW/v) igeren
1:20 (w/v) oraninda %5’ lik laktik asit igcinde 4°C’de 24 saat boyunca karistiriimistir. Ardindan
20°C’de 45 dakika ultrason destekli ekstraksiyon (hiz: 35 kHz; gug: 140/560 W)
gerceklestiriimistir. Ekstraksiyon islemi sonunda drnek karisimi 9000 rpm’de 4°C’de 30
dakika santrifuj edilerek supernatant (Ust faz) kismi alinmigtir. Alinan Ust faz 1 gece boyunca
2.5 M NaCl ile ¢oktartlmistir. En son ¢okelti (alt faz), 9000 rpm’'de 4°C’de 30 dakika
santriflj edilerek toplanmistir. Toplanan alt fazlar %5’lik laktik asitte 1:100 (w/v) oranda
¢dzdlrilerek 24 saat boyunca 0.1 M laktik asite, 48 saat boyunca saf suya karsi diyaliz
torbasi iginde (Sigma- Aldrich, 33 mm, Molekuler agirlik esigi (MWCQO)-14 kDa) diyaliz
edilmistir. Diyaliz iglemi sonunda Ornekler -56°C’de 48 saat liyofilize edilmistir. Liyofilize
kolajen ornekleri analiz edilinceye kadar oda kosullarinda bulunan desikator iginde
saklanmistir.

On iglemleri tamamlanmis kuzu ayag

v
% 0.1 (w/v) pepsin iceren 1:20 (w/v) % 5'lik laktik asit
icinde 4°C’de 24 saat karistirma

v

20°C’de 45 dk ultrason uygulamasi (35 kHz; 140/560 W)

v

9000 rpm, 4°C, 30 dk santrifuj islemi ile stpernatant (Ust
faz) toplama

v

Toplanan Gst fazin 2.5 M NaCl ile 4°C’de bir gece
coktarilmesi
v

9000 rpm, 4°C, 30 dk santrifij islemi ile gokeltinin (alt
faz) toplanmasi

v

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

v
Liyofilizasyon (-56°C’de 48 saat)

Sekil 3.3 Kolajen ekstraksiyonu akim semasi

Diyaliz asamasindaki kolajen ornekleri ve liyofilize kolajen 6rneginin gorintusu Sekil
3.4’de verilmistir.
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Sekil 3.4 Diyaliz asamasinda ornekler (a), Liyofilize kolajen 6rnegi (b)

b) GAG ekstraksiyonu: GAG ekstraksiyonu igin kuzu ayaklarinin kikirdak ve
kemikge zengin tendon kisimlari secilmis ve ayiklanmistir. Ayiklanan tendonlar kirletici
maddelerin ve safsizliklarin temizlenmesi amaciyla énce bol su ile ardindan %3’luk
(w/v) NaCl ¢ozeltisi ile yikanmistir. GAG ekstraksiyonu éncesi tendonlara uygulanan
on iglemler Sekil 3.5'de verilen akim semasinda goérulmektedir. Boyutu kugultilen

tendonlar ekstraksiyon islemine kadar -20°C’de muhafaza edilmistir (Sekil 3.6).

GAG ekstraksiyonu asamasinda uygulanan 6n islemler, yapilan 6n denemeler ve
literatir taramasinin guncellenmesi sonucu revize edilmistir (Nakano vd., 2012; Le
Vien vd., 2017). On islemler sonrasi tendonlara 1:10 (w/v) oranda fosfat tamponu (pH
7.4) ve papain (1 mg / 1 gr 6rnek) eklenmis ve karisim 65°C’deki calkalamali su
banyosu iginde 24 saat karigmaya birakiimistir. Ardindan 65°C’de 45 dakika ultrason
destekli ekstraksiyon (hiz: 35 kHz; glgc: 140/560 W) gerceklestiriimistir. Ekstraksiyon
isleminin sonunda papain enzimi 90°C’de 10 dakika inaktive edilmigstir. Ekstraksiyon
Oncesi ve ekstraksiyon sonrasi karigimlarin goruntusu Sekil 3.7°de verilmistir.
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Kuzu tendonu

¥

%3'luk (w/v) NaCl ¢ozeltisiile
yikamaislemi

4

1:10 (wiv) %50°lik (v/v) etanolde 3
saat bekletme

s 4

1:10 (w/v) 1 MHCL ile 4°C'de 2
gun karistirma

4

Su ile durulama

4

Boyut kugultme

Sekil 3.5 Kuzu tendonlarina uygulanan 6n iglemlerin akim gsemasi

Sekil 3.6 On islemleri tamamlanmis kuzu tendonlari
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Sekil 3.7 Ekstraksiyon 6ncesi ve sonrasi 6rnek karisimlari

Enzim inaktivasyonunu takiben 6rnek karigimi proteinlerin ¢ékturtlmesi amaciyla,
4°C'de gece boyunca %10’luk TCA ile karistirnimistir. islem sonunda santrifijj islemiyle
(9000 rpm, 4°C, 30 dakika) alt faz (¢okelti) uzaklastiriimig, Ust faz ise %80’lik (v/v)
etanol ile 1/2 oranda gece boyunca ¢okturldimustir. En son ¢okelti (alt faz), 9000
rom’de 4°C’de 30 dakika santriflj edilerek toplanmistir. Toplanan alt fazlar saf suda
¢cozdurllerek 48 saat boyunca saf suya karsi 3.5 kDa’lik diyaliz membran (Thermo
Fisher SnakeSkinTM, 3.5 K MWCO, 16 mm) iginde diyaliz edilmistir. Diyaliz iglemi
sonunda dérnekler -56°C’de 48 saat liyofilize edilmigtir. Liyofilize GAG drnekleri analiz

edilinceye kadar oda kosullarinda bulunan desikator iginde saklanmistir.

Kondroitin Stlfat (CS) Saflastiriimasi

GAG ekstraktlarindan CS fraksiyonunu ayirmak i¢in anyon degisim kromatografisi
yapilmigtir. Liyofilize GAG ekstraktlari 1 mg/mL konsantrasyonda tampon A (20 mM
Tris pH 8.0) iginde 50 mL olarak hazirlanmistir. Ornek kolona verilmeden 6nce ilk
olarak santrifij (5500 rpm, 4°C,10 dk) edilmis, daha sonra 0.45 pum filtreden
gecirilmigtir. Filtre edilen érnek, GE AKTA Prime Plus Sivi Kromatografi Sistemine (GE
Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, PA, USA) DEAE sefaroz FF kolonu (HiPrepTM
DEAE FF 16/10) kullanilarak verilmistir. CS elusyonu i¢in lineer gradyan (0-1 M NaCl,
0.02 M Tris HCI pH 8.0) yapilmis ve 2 mL’lik fraksiyonlar toplanmistir (Nogueira vd.,
2019). Uygun fraksiyon araliginin belirlenmesi icin DMMB analizi ve SDS-PAGE
analizleri yapilmistir. DMMB analizinin sonuglar (525 nm) ve kromatogram absorbans
degerleri (280 nm) ayni grafik Gzerinde Sekil 3.8’de verilmistir.
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DMMB ve Kromatogram Sonuglari Grafigi
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Sekil 3.8 CS iyon kromatografi saflastirmasindaki fraksiyonlara ait absorbans degerleri:

kromatogram (280 nm) ve DMMB analizi (525 nm)

Sekil 3.8’de gosterilen -50 ile -27 numarali fraksiyon araligi kolon akintisini; -26 ile
-1 numaral fraksiyonlar ise yikamalari gostermektedir. 1-108 numarali fraksiyonlar ise
ellisyonlara ait degerlerdir. DMMB analizi sonuglari géz éniine alinarak 60-76 numarali
fraksiyon araligindaki elUsyonlar segcilmistir. Bu fraksiyon araliginda kolonda 280
nm’de absorbans veren bir maddenin bulunmamasi baska protein kontaminasyonunun
olmadigini goéstermektedir. Sekil 3.9’da segilen fraksiyon araligindaki 6rneklere ait jel
sonucu gorulmektedir. Proje dnerisinde kondroitin sulfatin agaroz elektroforez ile de
analiz edilecegi belirtiimisti, ancak jelin boyanmasi/boyanin ¢ikartilmasi (stain/destain)
islemlerinin verimli olmamasi sonucu jel goruntileri iyi elde edilememistir. Literatirde,
CS orneklerinin SDS-PAGE analizi ile de goérintulendigi gérilmus (Sundaresan vd.,
2018), bu yuzden fraksiyonlar bu yontemle goérintilenmis ve basarili sonuglar elde
edilmistir. SDS-PAGE sonucuna gore, fraksiyonlarda baska bant goérilmemesi CS
fraksiyonlarinin saf oldugunu gdstermektedir. Belirlenen fraksiyon araligindaki érnekler
birlestirilerek, fazla tuzun uzaklastirlmasi amaciyla 1 giun boyunca suya karsi 3.5
kDa'lik diyaliz membran (Thermo Fisher SnakeSkinTM, 3.5 K MWCO, 16 mm) icinde
diyaliz edilmistir. Diyaliz sonrasi elde edilen saf CS ¢dzeltisi, darasi alinmig tiplerde -
56°C’de 48 saat liyofilize edilmigtir. Liyofilize saf CS 6rnekleri analiz edilinceye kadar

oda kosullarinda bulunan desikator icinde saklanmistir.
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 (2mg/mL) ,

Sekil 3.9 GAG ekstraktindan CS anyon degisim saflastirma sonucu fraksiyonlarin SDS
PAGE analizi (%15’lik poliakrilamid jel, 85V 15dk — 110V). M: Prestained protein ladder, S:
CS standart (2mg/mL) E: GAG ekstrakti (1mg/mL), L: kolona verilen érnek. Fraksiyonlar, 24-
76

3.2.2. Elektro-Egirme Yéntemi ile Nanolif Uretimi

Bu bélumde elektro-egirme yontemiyle kolajen icinde GAG nanolifleri (KGN) eldesine

yonelik yapilan galismalar detayli sekilde agiklanmistir.

1.) Ornek hazirlama: Ornek hazirlama kosullari, Pezeshki-Modaress vd. (2015) ve
Sizeland vd. (2018) calismalari goz 6nunde bulundurularak belirlenmigtir. Proje Onerisinde,
nanolif Uretimi igin, liyofilize kolajen ve saf CS 6rneklerinin %20’lik (v/v) asetik asit i¢cinde Ug¢
farkli oranda (95:5, 90:10, 85:15) ve ug¢ farkh kati:sivi oraninda (%10, %15, %20 (w/v))
hazirlanacagi ifade edilmisti. Denemelerde kullanilan ¢ozeltiler 6ncelikle proje Onerisinde
yazilan %20’lik (v/v) asetik asit ¢dzeltisi kullanilarak %10 (w/v) kati:sivi oraninda hazirlanmis
ancak uygun konsantrasyon degerine ulasilamamasi nedeniyle lif olusumu gézlenmemistir.
Yapilan galismalarda boncuklu yapilarin azaltiimasi ve daha homojen/pUriizstz bir lif yapisi
elde etmek igin polimer ¢dzeltisinin konsantrasyonunun arttiriimasi onerilmistir (Katti vd.,
2004; Law vd., 2007). Bu yuzden B planinda da verilen sekilde asetik asidin konsantrasyonu
once %50’ye (v/v) daha sonra %60 ve %65'e cikarilarak denemeler gergeklestiriimistir.
Denemelerle ilgili SEM goruntuleri Bulgular-Tartisma kisminda detayl olarak verilmis ve

tartisiimigtir.

2.) Elektro-egirme uygulamasi: Elektro egirme islemi icin agirlikca 95:5 ve 90:10 kolajen:
kondroitin sulfat iceren ¢ozeltiler ilk olarak %15 (w/v) 6rnek konsantrasyonunda %60 (v/v)’lik
asetik asit kullanilarak hazirlanmigtir. Hazirlanan 6rnekler, 5,0 ml'lik bir siringa icerisine
konularak, oda sicakliginda aliminyum folyo ile kaplanmis silindirik bir kolektér ile yatay bir
sistem kullanilarak elektro egirme islemine tabi tutulmustur (Sekil 3.10). Elektro-egirme islemi

Tablo 3.1°de belirtilen islem parametrelerinde gerceklestiriimistir. Elektro egirme islem
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kosullari belirlenirken Pezeshki-Modaress vd. (2015), Sizeland vd. (2018) ve Leidy ve
Ximena (2019) calismalarindan yararlaniimistir.

Tablo 3.1 Elektro egirme islem kosullari
voltaj 26 kV

akis hiz 0,8 ml/h

igne ucu- kolektoér arasi mesafe | 15 cm

Sekil 3.10 Elektro-egirme sistemi ve toplanan nanolifler

ilk olarak, 95:5 kolajen:kondroitin siilfat iceren ¢dzeltiyle, Tablo 3.1'de belirtilen iglem
parametrelerinde elektro-egirme denemesi gergeklestirildiginde nanolif eldesi saglanmis
ancak ags! yapllarla birlikte istenmeyen boncuk yapilarin da fazla oldugu gérilmistir. Bu
nedenle, nanoliflerdeki boncuklu yapilarin azaltilmasi ve daha homojen/purizsiz bir lif yapisi
elde etmek icin denemelere B planimizda da belirtildigi gibi polimer c¢o6zeltisinin
konsantrasyonu artirilarak devam edilmesine karar verilmigtir. %60 (v/v) olan asetik
konsantrasyonu %65 (v/v)’e gikarilarak denemelere devam edilmistir. 95:5 kolajen: kondroitin
sulfat oraninda %15 (w/v) o6rnek konsantrasyonunda hazirlanan c¢ozeltiyle deneme
yapildiginda, istenen ¢apa sahip, boncuksu yapilar icermeyen nanolifler elde edilmistir. 90:10
kolajen:kondroitin sulfat iceren ¢ozeltiyle, yukarida belirtilen ayni islem parametrelerinde
elektro-egirme denemesi gergeklestirildiginde herhangi bir nanolif olusumu gézlenmemistir.
%15 (w/v) 6rnek konsantrasyonu Uzerindeki konsantrasyonlarda deneme yapildiginda ise
cOzelti viskozitesinin ylkselmesinden dolayi igne ucunda tikanmalar meydana gelmigtir. Bu

22



N4

TOBITAK

yuzden denemelere iglem parametreleri revize edilerek (akis hizi 0.6 mL/h-1 mL/h, voltaj 25-
28 kV) devam edilmis ancak yine de nanolif olusumu gézlenmemistir. Cdzeltideki kolajen
oraninin 95'den 90’a dustugunde lif olusumu gb6zlenmediginden dolayr oOrnek kaybi
yasanmamasi i¢in 85:15 kolajen-kondroitin silfat orani denemesinin yapilmamasina karar
verilmistir.

3.2.3. Nanoliflerin gcapraz baglanmasi

ideal kosulda elde edilen nanoliflerin yapisinin korunmasinin saglanmasi igin proje
Onerisinde belirtildigi gibi 254 nm dalga boyunda UV 1sigi ile 15 dakika capraz baglama
islemi gercgeklestiriimistir (Sekil 3.11). Capraz baglama isleminin etkinligi yapilan analiz
sonuglari géz 6nune alinarak degerlendiriimis ve Bulgular-Tartisma kisminda detayli olarak
tartisiimigtir.

Sekil 3.11 UV kabin (Fisher Scientific UV Darkroom CN-6, Amerika) ve UV iglemi
uygulanan nanolif

15 dk c¢apraz baglanmis nanolif 6érnekleriyle ¢apraz baglanmamis nanolif érnekleri
arasinda belirgin bir fark gézlenmemigtir. Bu ylzden B planimizda belirtildigi gibi ¢apraz
baglama suresi arttilarak 25, 35 ve 45 dk denemeler gergeklestiriimistir. Elektroforez ve FTIR
analizi sonuglarina goére, 25, 35 ve 45 dk UV uygulamasi yapilmis nanolif drnekleriyle UV
uygulanmamis nanolif érnedi arasinda 6nemli bir farkhlik tespit edilememistir. Yapilan
¢alismalarda, uzun sireli UV maruziyetinin, kolajen molekillerinin denatlrasyonuna yol
acabilecegi bildirilmistir (Drobota vd., 2021; Davidenko vd., 2016). Bu ylzden 45 dk
Uzerindeki surelerde deneme yapllmamasina karar verilmistir. Yapilan guncel literatar
arastirmasi sonrasi, gapraz baglama islemi Torres-Giner vd. (2009) ve Davidenko vd. (2016)
calismalarinda 6ne surulen raporlar temelinde, nanoliflerin iki yuzine (6n ve arka) ayri ayri
15’er dakika olacak sekilde toplam 30 dk UV uygulamasi yapilarak gergeklestirilmistir.
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Capraz baglama isleminin etkinligi, FTIR ve elektroforez sonuglariyla tespit edilemedigi igin,
spektrofotometrik bir ydontem olan ninhidrin deneyi sonuglarina gore belirlenmistir (Yan vd.,
2010). Analiz temel olarak, orneklerdeki serbest amin gruplarinin ninhidrin ¢dzeltisiyle
tepkimesi sonucu mavi renk olusturmasi prensibine dayanmaktadir. Analiz igin, kontrol
nanolif (UV uygulamasi yok) ve capraz baglanmis nanolif érnekleri 0.01 M HCI iginde
¢6zdlrdlmis (2 mg/mL konsantrasyon) ve ulzerine 1 mL ninhidrin ¢bzeltisi eklenerek
100°C’de 20 dakika bekletilmigtir. Reaksiyon iglemi sonrasi, érnekler oda kosullarinda
sogutulmugtur. Ardindan orneklerde olusan renklerin absorbans degerleri 570 nm dalga
boyunda spektrofotometre (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Scientific, Germany) kullanilarak
belirlenmistir. Spektrofotometrenin okuma araliginda dl¢gim alinabilmesi i¢in 6érnekler okuma
yapilmadan once alkolle seyreltiimistir. Standart egrinin  olusturulmasinda farkh
konsantrasyonlarda (0, 0.5, 0.75 ve 1.0 mg/mL) glisin ¢ozeltisi hazirlanmis ve yukarida
belirtilen islem basamaklar izlenerek absorbans degerleri okunmustur.

3.2.4. Fonksiyonel gida uretimi

Bu bolimde fonksiyonel gida tretimine yonelik yapilan ¢alismalar anlatiimistir.

1.) Granola barlarin hazirlanmasi: Granola barlar agirlik¢ca %50 kuru Gzim, %25 kuru
kayisi, %10 yulaf unu ve %15 yulaf ezmesi icerecek sekilde ¢ig (pisirme yok) ve pismis
(130°C’de 15 dakika) sekilde hazirlanmistir (Sekil 3.12).

Sekil 3.12. Hazirlanan granola barlar (A: pisirme islemi uygulanmamis, B: pisirme iglemi
uygulanmig)

Cig ve pigilerek hazirlanmig granola barlarin toplam canli sayimi yapiimis ve pigirme
uygulanmig granola bar o6rneginin mikrobiyal yuku, ¢ig ornege gore anlamli derecede az
bulunmustur (P<0.05). Mikrobiyoloji sonuclari Tablo 3.2’de verilmistir. Elde edilen nanolif
miktarinin ¢ok dusuk olmasindan dolayl, toplam canli sayimi sonuglari da g6z o6nune
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alinarak depolama analizlerine sadece pisirilerek hazirlanmis granola barlarla devam

edilmesine karar verilmistir.

Tablo 3.2. Toplam canli sayimi sonuglari

Ornek Mikrobiyal yiik

Cig olarak hazirlanan granola bar 1,2 x 10° CFU/g

Pisirme iglemi uygulanarak hazirlanan | 1,5 x 102 CFU/g
granola bar

2.) in vitro sindirim denemeleri: In vitro sindirim deneyleri icin 3 farkli granola bar
hazirlanmistir:

o KGN ya da liyofilize kolajen-kondroitin silfat (CS) icermeyen bos granola bar
¢ KGN igeren granola bar (20 mg nanolif/ 2 gr granola bar)

o Liyofilize kolajen- CS iceren granola bar (19 mg liyofilize kolajen+1 mg CS / 2 gr
granola bar)

Hazirlanan granola barlar daha sonra 130°C’de 15 dakika pisirilmistir. in vitro sindirim
deneylerine baslamadan 6nce sindirim analizlerinde kullanilacak pepsin ve pankreatin enzim

miktarlarinin dogru sekilde hesaplanmasi i¢in enzim aktivitesi deneyleri yapilmistir:

¢ Pepsin enzimi aktivite tayini: Pepsin enzim aktivitesi analiz prensibi, hemoglobin+H20
karisiminin pepsin ile muamele edildiginde trikloroasetik asit (TCA)de ¢6zUnlr tirozin
peptitleri Uretmesine dayanmaktadir. Stok pepsin ¢ozeltisi Tmg/mL olacak sekilde 10 mM
Tris tamponu, 150 mM NaCl (pH 6.5) icinde hazirlanmigtir. Daha sonra stok pepsin
¢ozeltisinden 10 mM HCI ile seyreltme yapilarak 10,15 ve 20 upg/mL pepsin c¢ozeltileri
hazirlanmigtir. Analizde kullanilacak hemoglobin ¢ozeltisi %2 (w/v) (pH 2) olacak sekilde saf
suda hazirlanmigtir. 400 pl test ve kor drnegi 2 mL hemoglobin ¢ozeltisiyle karistiriimis ve
37°C calkalamali inkubatorde 10 dk bekletilmigtir. Ardindan o6rnekler reaksiyonun
durdurulmasi icin 4 mL %5 (w/v) TCA ile karnstinimisgtir. Daha sonra o6rnekler oda
sicakliginda 30 dakika boyunca 6000g'de santrifij edilmis ve berrak Ust fazlar alinarak
kuvars klvet icinde 280 nm'de absorbans okunmustur. Aktivite hesabi asagidaki formul
kullanilarak her bir pepsin ¢ozeltisi i¢in ayr ayri hesaplanmig ve ortalama alinarak aktivite

belirlenmisgtir.
Units/mg: [(A280Test' AzgoKar) x1000] /10 x X
A280: absorbans degeri

10: inkibasyon suresi
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X: kuvars kuvetteki pepsin konsantrasyonu (mg/mL)

1000: deney sabiti (37°C’de pH 2'de 1 U enzim 1 dakikada 280 nm absorbans degerinde
0,0071’lik degisime yol agmaktadir)

Pepsin enziminin (Sigma 107185) aktivitesi 41901224 U/mg olarak belirlenmistir.

e Tripsin enzim aktivite tayini: Deney igin ilk olarak enzim ve substrat ¢ozeltileri
hazirlanmigtir. Enzim ¢oézeltisi: 15 ug/mL konsantrasyonda pankreatin ¢ozeltisi 1 mM HCI
icinde hazirlanmigtir. Substrat ¢ozeltisi: 10 mM TAME, ultra saf su i¢inde hazirlanmistir. 0,3
mL substrat ¢ozeltisi, 2,6 mL 46 mM Tris—HCI tamponu (pH 8.1) ile 25°C'de 3-4 dk ters-diiz
edilerek karistiriimistir. Ardindan, karisima 100 pyL enzim ¢ozeltisi eklenmistir ve 247 nm’de
10’ar saniye araliklarla 10 dakika boyunca okunan absorbans degerleri kaydedilmistir.
Dakika olarak sureye karsilik absorbans grafigi ¢izilerek egim degeri hesaplanmistir:

Units/mg = (eJiMenzim- €gimksr) *1000*3 / (540*X)

540: TAME'nin 247 nm’deki molar extinction katsayisi

3: reaksiyon karisiminin hacmi (mL) (Tris-HCI+TAME-+tripsin)

X: en son reaksiyon karisimindaki (kuartz klvetteki) mg pankreatin miktari

Pankreatin enziminin (Sigma P3292) tripsin aktivitesi aktivitesi 5,185+1,571 U/mg olarak
belirlenmigtir. Enzimlerin aktivitesi belirlendikten sonra hazirlanan barlara INFOGEST in vitro
sindirim protokolii uygulanmistir (Brodkorb vd., 2019; Minekus vd., 2014). ilk olarak, sindirim
benzeri sivilarin hazirlanmis ve ardindan in vitro sindirim gerceklestiriimistir. Sindirim
sirasinda agiz, mide ve bagirsaktan alinan érnekler SDS-PAGE ile incelenmistir. Sindirim
benzeri sivilari; adiz sivisi benzeri (SSF; Simulated Saliva Fluid), mide sivisi benzeri (SGF;
Simulated Gastric Fluid) ve ince bagirsak sivisi benzeri (SIF; Simulated Intestinal Fluid)
Brodkorb vd. (2019) verilen receteye gore hazirlanmis (Tablo 3.3), alikotlanarak -20°C’de

saklanmistir.

Tablo 3.3 Stok in vitro sindirim sivilarinin icerikleri

Kullanilan stok | 1.25X SSF 1.25X SGF 1.25X SIF
cozeltiler
(mL/400mL) | (mL/400mL) | (mL / 400

mL)

KCI (0.5M) 15.1 6.9 6.8

KH2PO4 (0.5M) 3.7 0.9 0.8

NaHCO3 (1M) 6.8 12.5 42.5

NaCl (2M) - 11.8 9.6
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MgCl. (0,15M) 0.5 0.4 1.1

(NH4)COs3 (0,5M) 0.06 0.5 -

3M veya 6M HCI ! ! !

veya 1M NaOH pH 7.0 ‘ye pH 3.0 ‘e pH 7.0 ‘ye
ayarlanir ve ayarlanir ve ayarlanir ve
son hacime son hacime son hacime
tamamlanir tamamlanir tamamlanir

Agiz sindirimi simulasyonu: 2 gr bar 6rnegi Uzerine baglangigta 2 mL su ve 4 mL SSF
koyulup spatdl ile olabildigince kiglk parcalara ayrilarak, hafif derecede vortex yapilimistir.
Ardindan, 25 uL CaCl, eklenerek pH 7’ye getirilmistir. Son hacim 10 mL'ye tamamlanarak
37°C’de 2 dk inkibe edilmistir.

Mide sindirimi simulasyonu: 10 mL agiz sindirim simulasyon sivisi Uzerine 8 mL SGF
eklenerek pH 3.0’a ayarlanmigtir. Ardindan, karisima 5 pyL CaCl, ve 1 mL pepsin ¢dzeltisi
eklenmistir. pH 3’e getirilerek son hacim 20 mL’ye tamamlanmistir. Mide similasyonu igin
son karisim 37°C’de 2 saat inkube edilmistir. Mide sindirimi sonrasi pH 7.0’a getirilerek
pepsin inaktive edilmistir. Daha sonra hafif derecede vorteks yapilarak 1 mL érnek analizler
icin ayriimistir.

Bagirsak sindirimi simulasyonu: Mide sindirimi sonrasi, sindirim tipune 11 mL SSF
eklenerek pH 7.0’ye ayarlanmistir. Ardindan, karigsima sirasiyla 2.5 mL safra slispansiyonu,
40 yL CaClz ve 5 mL pankreatin eklenmistir. Son hacim 40 mL’ye tamamlanarak 37°C’de 2
saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon bitince érnek vortekslenmis ve falkona 10 mL &érnek
ayrilmistir.  Sindirimin durdurulmasi i¢in ayrilan 6rnek UGzerine 0.5 mL 0.1 M pefabloc
eklenmis ve karigim 4°C- 5000 g'de 20 dk santrifij edilmistir. Ust faz (sindirilebilen

molekiiller) alinarak analizler i¢in ayriimigtir.

3.) Depolama caligsmalari: in vitro sindirim denemelerinin tamamlanmasinin ardindan,
nanolif igeren granola barlar hazirlanarak depolama analizlerine gegilmistir. Depolama
calismalari, Agustos-Ocak aylarini kapsayan sure araliginda gergeklestiriimistir. KGN iceren
granola barlar hazirlandiktan sonra 130°C’de 15 dakika pisirilmistir. Pismis granola barlar
oda kosullarinda sogumaya birakilmis ve ardindan her pakette 3 adet granola bar olacak
sekilde ambalajlanmigtir (Sekil 3.13). Ambalajlanan granola barlar 20°C- %55 relatif rutubet
kosullarina ayarlanan iklimlendirme kabininde (HPP 750 Memmert, Almanya) 6 ay slreyle
depolamaya birakiimistir.

27



N4

TOBITAK

Sekil 3.13 Ambalajlanan granola barlar

Depolama analizi olarak su aktivitesi, pH olgimu, renk analizi ve toplam canli sayimi
yapimistir.

e Su aktivitesi degerlerinin belirlenmesinde +0.001 hassasiyete sahip su aktivitesi
Olclim cihazi (Testo AG 400, Almanya) kullaniimistir.

e Granola barlar pH dlcimi icin 1/10 oraninda saf su ile seyreltiimis ve bir pH metre
(WTW Inolab pH7110) kullanilarak pH degerleri 3 tekrarli olacak sekilde olgtimustar.

e Renk degerleri (L*, a* b*) Minolta Colour Reader (CR-400 Japan) kullanilarak
Olctimustar.

e Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri (TMAB) sayimi: TMAB sayimi igin TEMPO AC
(BioMerieux, Ref. 411113) ticari test kitleri kullanilmistir Uygun diliisyonlar hazirlandiktan
sonra aerobik bakteri sayimi amaciyla TEMPO AC (BioMerieux, Ref. 411113) test kitlerine
ekim yapilmis ve dolum yapilan kartlar 37°C’de 48 sa. inklibasyona birakilmistir.

e Salmonella spp. aranmasi: Salmonella analizi igin ticari test kitleri kullaniimigtir.
Depolamanin 0. ginU hazirlanan granola barlardan rastgele bir érnek segilerek analiz
yapiimistir. Ornege 6n zenginlestirme amaciyla, tamponlanmis peptonlu su ve Salmonella
Supplement (BioMerieux, Ref. 42650) eklenmis ve 41.5°C'de 24 sa. inklbasyona
birakiimigtir.

3.3. Analizler

3.3.1. Kimyasal Bilesen Analizleri

Nanolif igceren granola barlara kimyasal bilesenlerinin belilenmesi amaciyla nem,

protein, yag ve kil analizleri yapiimigtir.

e Kiil tayini: Kil tayini Metod AOAC 920.153’e gére gergeklestirilecektir. On yakmasi
tamamlanan ornekler, sabit tartima getirilmis krozede 550°C’de agik gri kil elde edene kadar
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yakilmistir. Ardindan, desikatorde sogutulduktan sonra tartilarak kuildeki ylzde miktar
hesaplanmistir.
Hesaplama: % Kul= [kal agirhdi (g) / 6rnek agirh@r (g) 1 x 100

¢ Protein Analizi: Kjeldahl metodu ile gerceklestiriimistir (Kjeldahl, 1883). 1 gram 6rnek

tartilarak Kjehdahl balonuna konduktan sonra Gzerine 10 g katalizér eklenmigtir. Daha sonra
yaklagik 25 ml derisik H>SO4 yavasga ilave edilmis ve Kjehdahl balonu yakma setine
yerlestirilmistir. Ornek, ilk 15 dakika 200-250°C’de, daha sonra 350-400°C’de siyah nokta
kalmayincaya kadar yakilmistir. Yakma isleminden sonra yas yakma tipleri oda sicakliginda
sogutulmustur. Daha sonra, Uzerine 25 ml saf su ilave edilerek destilasyon cihazina
yerlestirilmistir. Bir erlene 50 ml borik asit ¢dzeltisi koyularak adaptériin agzi erlenin dibine
degecek sekilde yodunlastiricinin altina yerlestiriimistir. Borik asit ¢dzeltisi mavi-yesil renk
aldiginda destilasyon igslemi sona erdirilmistir. Ardindan erlen igindeki ¢dzelti 0.1 N HCI ile
pembe renk godzleninceye kadar titre edilmigtir. Bulunan % azot miktari 6.25 faktoru ile
garpilarak protein miktari hesaplanacaktir.

Hesaplama: % azot=[0,014 x 0.1 x V x 100] / m

V= Titrasyonda harcanan HCI ¢dzeltisinin mL hacmi

0.1 = Ayari yapilan hidroklorik asit ¢dzeltisinin normalite cinsinden derigimi

m= Alinan 6rnegin g agirhgi

e Yag Tayini: Yag tayini, ¢dzgen ekstraksiyon sistemiyle Soxhlet metodu kullanilarak
yapiimistir (Uylaser ve Basoglu, 2011). ik olarak dérnek 105°C’de etiivde nemin
uzaklastiriimasi amaciyla 1-2 saat kurutulmustur. Ardindan, kaba slizge¢ kagidi Uzerine
yaklasik 10 gram oOrnek tartilarak ekstraktore yerlestirilmistir. Analizde kullanilacak balonlar
etlvde sabit tartima getirildikten sonra desikatore sogutularak tartim yapilmis ve daralari
kaydedilmistir. Balona ve gbvdeye yaklasik 1.5 sifon yapacak kadar hekzan ilave edilmistir.
Balon, ekstraktdr ve geri sogutucu birbirine baglanarak, su banyosu tzerine yerlestiriimis ve
yaklasik 6 saat ekstrakte edilmigtir. Daha sonra balonun igerisindeki hekzan rotary
evaporatorde uzaklastiriimistir. Balonun son agirhgr kaydedildikten sonra icindeki yag miktari
% yag olarak formulden hesaplanmigtir.

Hesaplama: % Yag Miktari= [100 x (M2 — M1 ) / Mq]
Mo: Deney numunesinin kutlesi, g
My :Ekstraksiyon balonunun darasi, g
M. :Ekstraksiyondan sonra yag ve balonun birlikte kutlesi, g

e Nem Analizi: Nem analizi AOAC 950.46 B (a) referans alinarak yapiimistir. ilk olarak,
tartim kabi etiivde isitilarak sabit tartima getirilmistir. Daha sonra érnek, tartim kabina alinip
etivde 105-110°C’de sabit tartima gelene kadar isitilmigtir. Ardindan, desikatorde
sogutularak tartilmisgtir. Tartim farki bulunarak érnegin nem ylizdesi hesaplanmistir.
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Hesaplama: %Nem = [ nem agirligi (g) / drnek agirhdi (g) ] x 100

3.3.2. Sodyum Dodesil Sulfat Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Kolajen o6rneginin tahmini molekdl agirliginin belirlenmesinde, kolajen ve kondroitin
sulfat drneklerinin safliklarinin belirlenmesinde ve in vitro sindirim sonrasi érneklerin protein
dagilimini gérmek icin Biorad Protean Tetrad sistemi ile SDS-poliakrilamid jel elektroforezi
yapiimistir (Laemmli 1970). Orneklerin ayni hizaya gelmelerini saglayan jel kismi %5'lik,
orneklerin boylarina goére ayrilmalarini saglayan ayirma jeli kismi ise kolajen icin %10’luk,
kondroitin silfat icin %15’lik poliakrilamid jel olarak laboratuvarimizda hazirlanmigtir. Analiz
icin alinan oérnekler, %1 (w/v) SDS ve 0.1 M NaCl iceren 0.1 M Tris-HCL (pH 6.8) igerisinde
%0.2 (w/v) oraninda ¢ozdurulerek yukleme ¢ozeltisi ile karnstirlmisg arindan 95°C’de 10dk
inkiibe edilmis ve oda sicakligina geldiginde 20 uL olarak kuyulara yiiklenmistir. Ornekler, 85
voltta 15-20 dakika, ardindan 120 voltta yaklasik 2 saat elektrik alan altinda yurtatalmustar.
Elektroforez sonrasi jel, Coomassie Brilliant Blue R-250 ile boyanmis ve goérintilenmigtir.
Orneklerin tahmini molekul agirliklar belirlenirken markerdan (ABM, G623) yararlaniimistir.

3.3.3. Native Jel elektroforezi

Native jel elektroforezinde o6rnede denatire edici bir kosul uygulanmadan dogal
yapisinin tespit edilmesi saglanir. Bu islem nanoliflere ve ¢apraz baglama islemi uygulanmis
nanoliflere uygulanmistir. Poliakril amid jel laboratuvarimizda; toplama jeli %3’luk, ayirma jeli
%8'lik olarak Tablo 3.4’e gére hazirlanmistir. Ornek hazirhi§inda 1 mg nanolif, 100uL 20mM
Tris pH 8.0 tamponu ile U¢ saat karistirlmis ve ardindan jel ylikleme boyasi (6X; 0,29
bromofenol, 6mL %50 gliserol, 4mL su) ile kanistiriimigtir. Ornekler jele 20uL, protein marker
(ABM, G623) 5uL olarak yuklenmigtir. YUrutme tamponu 6.04g Tris ve 28.8g Glisinin 2L’de
¢ozulmesiyle elde edilmistir. Elektroforez 80mV'ta iki saat sureyle gerceklestirilmistir.

Tablo 3.4 Native poliakrilamid jel igerigi

Toplama jeli (%8) Ayirma Jeli (%3)

Su 4750 uL Su 3950 uL
1.5M Tris pH 8.9 2500 uL 0.5M Tris pH 6.8 500 uL
%30 akrilamid/bisakrilamid | 2670 uL %30 akrilamid/bisakrilamid | 510 uL
29:1 29:1

%10 APS 75 uL %10 APS 37.5uL
TEMED 5uL TEMED 25uL
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3.3.4. Molekiiler Agirhk Dagiliminin Belirlenmesi

Kolajen 6rneginin molekiler agirhk dagilimi ve indeksi analizinin hizmet alimi yoluyla
TUBITAK- Marmara Arastirma Merkezi'nde yapiimasi planlanmigtir. Analizin sadece suda
¢dzlnen drneklerle yapilabilmesi nedeniyle bu analiz gergeklestiriiememistir. Daha sonra
farkli kurumlarla (Yildiz Teknik Universitesi Polimer Kompozit Laboratuvari, Osmangazi
Universitesi Polimer Arastirma Laboratuvari ve ODTU Polimer Analiz Laboratuvari) yapilan
gérismeler sonucu jel gecirgenlik kromatografi (GPC) analizinin, tetrahidrofuran (THF)
¢dzgeninde c¢bzunebilen drneklerde yapilabildigi geri donlsu alinmistir. Ancak yapilan
denemeler sonucunda kolajen dérneginin THF’de de ¢6ziinme gdstermedigi goérulmastir.
Kolajen sonug¢ olarak su ve THF'de c¢ézinmemekte, asidik ¢dzgenler kullanilarak
¢ozulebilmektedir. Asidik ¢cozgenlerde ¢ozulen kolajenin analizi, asidin cihazlara zarar verme
ihtimali nedeniyle yapilamamistir. Bu nedenle, 6rneklerin molekdler adirlik dagilimlari SDS-
PAGE analizi sonugclari ile degerlendirilmigtir.

Saflagtirilan kondroitin sdlfat 6rnedi suda ¢dzinen bir molekdl oldugu icin GPC
analizinde bir sorun yasanmamistir. Analiz 6éncesi 6rnekler PBS (phosphate buffer saline)
tamponu iceren ultra saf su icinde c¢ozdurllerek 0.45 ym gbézenek capli naylon filtreden
geciriimistir. Ornegin molekiler agirhgi, refraktif indeks detektorii ve PL-aquagel-OH 8 pym
kolonundan olusan bir Agilent 1260 jel gegirgenlik kromatografi (GPC) sistemi kullanilarak
TUBITAK-Marmara Arastirma Merkezi tarafindan hizmet alimi yoluyla belirlenmistir.

3.3.5. Fourier Donusiimlii Kizilotesi Spektrometresi (FTIR) Analizi

Liyofilize kolajen ve kondroitin sulfat drnekleri ile KGN ve ¢apraz baglanmis KGN’lerin
kizilotesi spektrumlari, Spectrum Two™ FTIR spektrometre (Perkin Elmer Inc., Norwalk, CT,
USA) cihazi kullanilarak 400-4000 cm™ dalga boyu araliinda absorbans modunda
dlcllmistir. Analiz hizmet alimi yoluyla Ege Universitesi-Merkezi Arastirma Test ve Analiz
Laboratuvari Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde (MATAL) gercgeklestiriimistir.

3.3.6. Kondroitin Siilfat Analizi (DMMB)

Saflastirilan CS 6rneginin ve in vitro sindirim sonrasi érneklerin kondroitin silfat miktarini
belirlemek icin dimetiimetilen mavisi (DMMB) deneyi yapiimistir (Farndale vd.., 1986).
Standart egrinin gizilmesi icin 1 mg kondroitin silfat standardi (Sigma C9819) 5 mL saf suda
¢Ozduralmastur. Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 0-130 ppm konsantrasyonlarda kondroitin
sulfat c¢ozeltileri hazirlanmistir. Analiz asamasinda hazirlanan stok ¢ozeltiden farkh
hacimlerde standart 6rnegdi alinarak saf su ile son hacim 20 L olacak sekilde ayarlanmigtir.
Ardindan renk reaksiyonu igin 200 yL DMMB boyasi standartlara eklenmigtir. Orneklerin CS
icerigini belirlemek icin ise, saf CS o6rnekleri saf suda 0,5 mg/mL konsantrasyonda
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¢6zdurdlmustur. Analiz islemi icin 2 uL 6rnek alinarak tzerine 18 pL saf su eklenmis ve 200
pul DMMB boyasiyla karistiriimistir. Olusan rengin absorbans degeri 525 nm dalga boyunda
plaka okuyucu (UV/VIS Multi well Spektrofotometre/ Thermo Scientific Multiskan GO)
kullanilarak dl¢lImustar.

3.3.7. Kolajen Analizi

Orneklerin kolajen miktarinin belirlenmesi amaciyla kolajen analizi yapilmistir. Kolajen
miktari Total Collagen Assay Kit (BioVision K218) kullanilarak belirlenmigtir. Analizin prensibi
hidroksiprolinin agiga ¢ikmasi igin 6rnegin asit ile hidrolizi ve hidroksiprolinin DMAB boyasi
ile verdigi reaksiyon sonucu olusan rengin 560 nm dalga boyunda olgliimesine
dayanmaktadir. Orneklerin kolajen igeriginin saptanmasi icin Tip 1 kolajen standardi (Sigma
C9879) kullanilarak standart egri olusturulmustur. Analiz hidroliz ve reaksiyon asamalarindan
olusmaktadir.

Hidroliz Agamasi: 12 mg Tip 1 kolajen standardi Uzerine 6 mL 12 M HCL eklenerek 1
gece bekletilmistir. Ardindan 250 ul standart ¢ekilerek Uzerine 250 ul saf su eklenmistir ve
120°C’de 3 saat hidroliz iglemi gergeklestiriimistir. Hidroliz islemi sonrasinda, reaksiyon
asamasina gegmeden once standardin oda sicakligina gelmesi beklenmistir.

Reaksiyon asamasi: Standart ¢ozeltisinden 3’er tekrar olacak sekilde 2, 4, 6, 8 ve 10 pl
cekilerek, 96 kuyulu plakaya aktariimis ve 70°C’deki vakumlu etiivde 1 saat buharlagtirma
islemi gerceklestirilmistir. Buharlastirma islemini takiben, her bir kuyuya 100 pl kloramin T
reagent ilave edilerek oda sicakliginda 10 dk inkibe edilmistir. Daha sonra her bir kuyuya
100 ul DMAB reagent eklenmis ve 60°C’de 90 dk reaksiyon islemi gergeklestiriimistir. Olusan
renklerin absorbans degerleri 560 nm dalga boyunda plaka okuyucu (UV/VIS Multi well
Spektrofotometre/ Thermo Scientific Multiskan GO) kullanilarak belirlenmigtir.

3.3.8. Aminoasit Analizi

Kolajen érneginin aminoasit analizi, hizmet alimi yoluyla Ege Universitesi ilag Gelistirme
ve Farmakokinetik Arastirma-Uygulama Merkezinde (ARGEFAR) gergeklestiriimistir.
ARGEFAR tarafindan kullanilan standart karigimda Hidroksiprolin, Asparajin, Glutamin ve
Triptofan bulunmadidi i¢in bu amino asitler érnekte bulunsa bile tespit edilememektedir.
Ayrica kolajen drneginde Glisin piki ¢cok yuksek oldugu icin hemen arkasindan gelen treonin
pikinden hesaplama yapilamamistir. Deneyin detayli yontemi ve elde edilen kromatogram
EK-1 ve EK-2 olarak raporun sonunda verilmistir.
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3.3.9. Akig ozelliklerinin belirlenmesi

Elektro-egirme i¢in hazirlanan kolajen-GAG c¢o6zeltisinin akis &zellikleri, es merkezli
silindir probu (prob capi 27.99 mm, uzunlugu: 42.07 mm, o6lgim kabi capi: 30 mm)
kullanilarak TA DHR-3 Reometrede (TA Instruments, ABD) 25°C’de 0-200 s-1 kayma hizi
araliginda Herschel Bulkley, Casson, Power Law ve Bingham modelleri ile test edilerek

belirlenmisgtir.
3.3.10. Elektriksel iletkenlik dlgiimu

Elektro-egirme icin hazirlanan kolajen-GAG c¢ozeltisinin elektriksel iletkenligi 0-2000
pS/m ve 0-35°C araliginda calisabilen iletkenlik olger (Mettler Toledo Multiparameter) ile oda
sicakhgi kosullarinda dl¢uimustar.

3.3.11. SEM Analizi

Nanoliflerin morfolojik 6zellikleri taramali elektron mikroskobu (ThermoFisher, QUANTA
FEG 250, ABD) kullanilarak hizmvd.imi yoluyla Ege Universitesi-Merkezi Arastirma Test ve
Analiz Laboratuvari Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde (MATAL) belirlenmistir. Analiz
oncesinde ornekler altin ile kaplanmistir.

3.3.12. in Vitro Sitotoksisite Testi

Granola barlara katilacak olan nanoliflerin sitotoksik etkisinin olup olmadigini gostermek
amaciyla in vitro sitotoksisite testi yapiimistir. Hicre canhligi, MTT indirgenme testi
kullanilarak hizmvd.imi  yoluyla Ege Universitesi-Merkezi Arastirma Test ve Analiz
Laboratuvari Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde (MATAL) deg@erlendirilmistir. Analiz igin
ornekler, ilk olarak serum icermeyen Dulbecco’s MEM High Glucose besi ortami igerisinde
0,1 g/mL konsantrasyonda olacak sekilde 37°C+0,1’de 24 saat sire ile ekstrakte edilmistir.
Sitotoksisite testi L-929 fare fibroblast hiicre hatti Gzerinde gergeklestirilmistir. 96 kuyucuklu
mikroplakalar Uzerine 1x10° hiicre/mL konsantrasyonda ekilen hiicreler lizerine 24 saat
suresince uygulanan materyal ekstraktinin (37°C’de %5 CO?li ve %95 nemli ortamda)
sitotoksik etkisi MTT testi ile spektrofotometrede (570 nm) absorbanslar okunarak
degerlendirilmistir.

3.3.13. Duyusal Analiz

Hazirlanan granola barlar arasinda tespit edilebilir bir fark olup olmadiginin belirlenmesi
amaciyla Ucgen test ASTM E1885-04 yontemi kullaniimistir. Duyusal analiz toplam 24
panelist ile 2 gruba ayrilarak gergeklestiriimigtir.
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3.3.14. istatistiksel Analiz

Analiz sonuglari SPSS (SPSS 11.0, Chicago, IL, ABD) istatistik programi kullanilarak tek
yonlii varyans analizi (ANOVA\) ile degerlendirilmistir. Ornekler arasi énemli diizeyde farklilik
bulundugunda (P<0.05) ¢oklu karsilastirma igcin DUNCAN testi kullaniimistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Temizlenen ve 6guitilen kuzu ayaklarinin kimyasal bilesen analizi sonucu Tablo 4.1'de
gorilmektedir.

Tablo 4.1 Kuzu ayaklarinin yas temelde kimyasal bilesimi

Kuzu ayagi
Nem (%) %45 £ 4,06
Protein? (%) %21.86 + 1.42
Kl (%) %16.72 + 3.04
Yag (%) %9.44 £ 1.73
Karbonhidrat® %6.98

a; faktér 6.25; b; 100 g’daki hammaddede yas temelde ortalama nem, protein, kil ve yag
degerlerinin ¢ikartilarak hesaplanmasiyla bulunmustur.

Literatirde yapilan calismalar incelendiginde, kuzu ayaklarinin bilesimine yonelik bir
calismaya rastlanmamistir. Kuzu ayaginin protein iceriginin fazla olmasi kolajen
ekstraksiyonu icin alternatif hammadde olarak kullaniimasina olanak saglamaktadir. Kolajen
kaynagi olarak degerlendirilen tavuk ayagi ve balik derisi ile kiyaslandiinda, kuzu ayag
protein igeriginin (%21.86), tavuk ayag protein iceriginden (%17.42, Liu vd.., 2001) fazla
oldugu, balk derisi (Osteochilus vittatus) protein igerigi (%21.80, Anto vd.., 2018) ile
benzerlik gosterdigi gorulmustar.

Kuzu ayaklarinin kil iceriginin yuksek olmasinin yiksek oranda kemik kalintisi
icermesiyle iliskili oldugu dustnUlmektedir. Yag iceriginin fazla olmasi nedeniyle de
ekstraksiyon islemi oncesinde proje Onerisinde belirtildigi gibi yad uzaklastirma islemi
gerceklestirilmistir.

Kuzu ayaklarinin karbonhidrat igerigi yaklasik %6.98 olarak hesaplanmistir. Bu sonuca
dayanarak kuzu ayaklarinin alternatif GAG kaynagi olarak degerlendirilebilecedi
ongorilmektedir. Et endustrisinde, kikirdak, kemik, deri ve tendon dokularini igeren bag
dokulari nispeten katma degeri dusik olan yan urlnler sayilmaktadir (Nakano vd.., 2010).
Dolayisiyla bu yan drinlerden katma degeri yiksek Urlnlerin elde edilmesi endUstri igin
oldukga 6nemlidir. Kuzu ayaklarinin kimyasal bilesim analiz sonucu, katma degeri yuksek
drdnlerin (Kolajen ve GAG) eldesi i¢in uygun bir hammadde oldugunu gostermistir.

4.1. Kolajen Karakterizasyonu

Proje kapsaminda yapilan Uretimler sonucu elde edilen liyofilize kolajen &érneklerinin
karakterizasyon analizlerine yonelik sonuclar bu kisimda tartisiimistir.
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4.1.1. Kolajen Analizi Sonuglari

Sekil 4.1’de kolajen standart egrisi verilmistir. Orneklerin kolajen miktari, y=0.0614x
denklemi (R? = 0.998) kullanilarak hesaplanmigtir. Kolajen analizi sonucunda &rneklerin
kolajen miktari 873,3 mg/g (kolajen miktari /liyofilize Griin miktari) olarak hesaplanmistir.
Cheng ve ark. (2009) tavuk ayagi kolajen icerigini 516,9 mg/g olarak, Ali ve ark. (2018) altin
sazan derisi kolajen icerigini 512,65 mg/g olarak bildirmiglerdir. Sonugclarin literatire goére
daha ylksek olmasi, kuzu ayaklarindan kolajenin etkili bir sekilde ekstrakte edildigini

gOstermektedir.

kolajen standart egri
0,8 y =0,0614x%
R?=0,998 g

04

absorbans degerleri

0 2 4 6 8 10 12 14

Kolajen miktari (ug)

Sekil 4.1 Kolajen standart egrisi

4.1.2. Kolajen FTIR Analizi Sonuglari

Kuzu kolajeni 6rnegine karsi kolajen standardinin karsilastirimah FTIR analiz sonucu
icin korelasyon deg@eri 0.8082 bulunmus ve Sekil 4.2°deki grafik Uzerinde gosterilmistir. FTIR
spektrumu incelendiginde karakteristik olan amit A, amit B, amit |, amit Il ve amit Il bantlar

goralmistar.
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Sekil 4.2 Kuzu kolajeni 6rnegi ve kolajen standardina ait FTIR spektrumlari

Amit A bandi, genellikle N-H germe titresiminden kaynaklanir ve 3400- 3440 cm-' dalga
sayisi aralijinda meydana gelir (Riaz vd., 2018). Amit B bandi, asimetrik CH, gerilmesi ve —
CH: alkil zincirinden kaynaklanan emilim ile ilgilidir. Amit I, Il ve Il bantlarinin, kolajende
bulunan molekiler dizenin derecesinden sorumlu oldugu ve sirasiyla C=0 gerilmesi, N-H
bikilmesi ve C-N gerilmesi sonucu meydana gelen Ugli sarmal yapinin olusumunda rol
oynadidi bilinmektedir (Muyonga vd., 2004). Kuzu ayagindan elde edilen kolajen 6rneginin,
literatirdeki diger kolajen drnekleri ile benzer FTIR spektrumlari sergiledigi gorulmustir
(Hashim vd., 2014; Krishnamoorthi vd., 2017).

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

Tip 1 kolajen standardi (Sigma C9879) ve kuzu kolajeninin protein dagilimlarini gésteren
SDS-PAGE bantlari ve alt birim bilesenleri Sekil 4.3'de gortulmektedir.
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Sekil 4.3. Kolajen standardi ve kuzu kolajeninin SDS-PAGE bantlar

Tip | kolajen, iki 6zdes a1 (1) zincirinden ve bir a2 zincirinden olusur. iki a zinciri, B-peptit
zinciri olarak bilinen bir peptit zincir dimerine dénuslrken, U¢ a zinciri, y-peptit zinciri
(tropokolajen molekli) olarak bilinen peptit zincir trimerine dénusur (Yang and Shu, 2014).
Kuzu kolajeninin a1, a2, B ve y zincirlerinden olustugu ve Tip 1 kolajen standardiyla benzer
zincir modellerine sahip oldugu goérilmustir. 200 kDa Uzerindeki molekuler agirliga sahip
(a- zincirlerinin dimerleri) ve y (a- zincirlerinin trimerleri) zincirlerinin varhgi, kuzu ayagi
kolajeninin ylksek ¢apraz baglara sahip oldugunu gdstermektedir (Shoulders and Raines,
2009). Tip | kolajenin [a1(1)]2 a2(l)] kuzu ayagd! kolajeninin ana bileseni oldugu elektroforez
sonuglari ile desteklenmistir. Protein jel elektroforez sonuglarinda kolajen ile ilgili olmayan
baska bir protein bandi goérilmemis olmasi 6rnegdin>%90 saflikta oldugunu kanitlamaya
yeterlidir. Standart 6rnekte de bulunan ve ¢ok az miktarda jelin en altinda gorulen dusik
molekil agirlikh bantlarin da kolajen hidrolizi sonucu agiga ¢ikan kolajen fraksiyonlari oldugu
disunudlmektedir. Sonu¢ olarak o6rnekler protein bakimindan yiksek saflikta kolajen
icermektedir.
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4.1.4. Molekiler Agirhk Dagiliminin Belirlenmesi

Molekiiler agirlik analizi igin TUBITAK-MAM ile yapilan gériismeler sonucu analizin
gerceklestirilebilmesi icin drneklerin suda c¢o6zinmesi ve 0.45 um filtreden gecebilmesi
gerektigi bildirilmigtir. Analizin gergeklestirilecegi konsantrasyonda denemeler yapilmistir.
Kolajen ornekleri 5Smg/mL ve 10mg/2 mL olacak sekilde ayni konsantrasyonda hazirlanmis
ve oda kosullarinda 1 gece karismaya birakiimistir. Sekil 4.4’de hazirlanan &rnekler
gorilmektedir.

Sekil 4.4. 5mg/mL konsantrasyondaki sulu kolajen ¢ozeltisi

Sekil 4.4’de de goruldugu gibi 6rnekler suda ¢bzinme gostermemis ve 0.45 um filtreden
gegcememistir. Orneklerin ¢éziinme probleminin ¢dziilmesi igin yapilan literatir taramasinda,
kolajenin diglik asetik asit konsantrasyonlarinda ¢éziinme gdsterdigi gorilmustir (Jeevithan
vd.., 2015; Tan and Chang, 2018). Proteinlerin pH hafizasi oldugundan dolay! verilen bilgiler
IsIginda kolajen érnekleri 0.1 M ve 0.5 M asetik asit kullanilarak 0.1 mg/mL ve 0.125 mg/mL
konsantrasyonda tekrar hazirlanmis ve 1 gece karismaya birakilmistir. Orneklerin suya goére
daha iyi ¢6zindugu gézlenmis ve partikil icermeyen bulanik bir sispansiyon elde edilmistir.
Daha sonra bu érnekler 0.45 um filtreden gecirilmigtir. Filtre dncesi ve sonrasi érneklerden jel
Ornegi alinarak elektroforez analizi uygulanmigtir. Sekil 4.5'de jel sonuglari goralmektedir.
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200
120

Sekil 4.5 Molekuler agirlik icin yapilan jel elektroforez sonuglari (1: 0.1 mg/mL
konsantrasyonda 0.1 M asetik asit kullanilarak hazirlanan 6rnek; 2: 0.1 mg/mL
konsantrasyonda 0.1 M asetik asit kullanilarak hazirlanan érnegin filtreden gegirilmis hali; 3:
0.125 mg/mL konsantrasyonda 0.5 M asetik asit kullanilarak hazirlanan 6rnek; 4: 0.125
mg/mL konsantrasyonda 0.5 M asetik asit kullanilarak hazirlanan érnegin filtreden gecirilmis

hali; M: marker)

Sekil 4.5’deki sonuglara gore; 0.1 mg/mL konsantrasyonda 0.1 M asetik asit kullanilarak
hazirlanan 6rnegin ¢ézinme gdsterdigi ve kayip olmadan filtreden gegctigi gorilmektedir 0.5
M asetik asitte ¢éziundrligin daha dislk oldugu, bant yogunlugunun daha az olmasindan da
anlasiimaktadir. 0.1 M asetik asit kullanilarak 0.1 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan érnek,
filtreden gegirildikten sonra 48 saat liyofilize edilmistir. Liyofilize edilen filtreden gegmis 6rnek
5 mg/ml saf su konsantrasyonunda tekrar hazirlanmis ve 1 gece ¢bézinme iglemi igin
karismaya birakilmistir. Ancak ¢ozunurlik kismen artsa da, drnekler 0.45 um filtreden
gecememistir. Bu yizden molekiler agirhdin tahmin edilmesinde SDS-PAGE analizinden
elde edilen sonuglar kullaniimistir. Kuzu ayagi kolajeni molekuler agirlik dagiliminin (a1- MW
~120 kDa; a2- MW ~110 kDa), literaturde kolajen kaynagi olarak bildirilen kuzu kemigi
kolajeni (a1- MW 110 kDa; a2- MW 126 kDa) (Gao vd.., 2017) ve sigir tendonu kolajeni (a1-
MW 120 kDa; a2- MW 116 kDa) (Ran and Wang, 2014) molekuler agirlik dagilimi ile
benzerlik gésterdigi goérulmustir (Tablo 4.2). Elde edilen kolajenin molekuler agirhk dagilimi
SDS-PAGE analizinin sonuglari Tablo 4.2’de literatlrle kargilastirmali olarak verilmistir.
Buradan da gorulecegi gibi aslinda hedeflenen molekuler agirik dagilimi elde edilmistir.
Kolajenin %90'nin (zerinde saflikla elde edilmesine dair basar olciti hedefine de

ulasiimistir.
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Tablo 4.2 Kuzu ayagd1 molekuler agirhk dagihminin literattrle kiyaslanmasi

Kolajen Kaynagi

a1l ve a2 zincirleri molekiiler agirhgi
(kDa)

Kuzu ayagi kolajeni

al- ~120 kDa; a2- ~110 kDa

Kuzu kemigi kolajeni (Gao vd., 2017)

a1- 110 kDa; a2- 126 kDa

2014)

Sigir tendonu kolajeni (Ran and Wang,

al- 120 kDa; a2- 116 kDa

4.1.5. Aminoasit Analizi

Kuzu kolajen orneginin aminoasit igerigi Tablo 4.3’de verilmigtir. Yapisinda on dokuz

farkli amino asit bulunduran kolajen, zorunlu amino asitlerden histidin, izolésin, I8sin, lizin,

metiyonin, fenilalanin, tirozin ve valini icermektedir (Li and Wu, 2018).

Tablo 4.3 Kuzu kolajeni aminoasit igerigi

Aminoasit

Aspartik asit
Glutamik asit
Serin
Histidin
Glisin

Arjinin
Alanin
Tirozin

Valin
Metiyonin
Fenilalanin
izolésin
Lizin

Losin

Prolin

Kolajen 6rnegi
Miktar (g/100 g)
3,352

3,736

0,511

1,061

31,990

8,733

12,654

0,299

2,473

0,834

2,486

1,312

4,217

3,714

10,752

Kolajenin sarmal yapisi baslica alanin, fenilalanin, asparajin, glutamin, histidin, 16sin,

metiyonin ve tirozinden olusmaktadir. Sarmalin duzenli yapisi serin, treonin, prolin ve
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hidroksiprolin tarafindan bozulur (Wtodarczyk vd.., 2017). Genel olarak, kolajendeki amino
asit dizisi tekrarlayan tripeptit birimidir (Gly-X-Y). Gly, glisin, X siklikla prolin, Y ise
hidroksiprolindir. Kuzu ayagi kolajeninde en bol bulunan amino asidin yaklagik %36’yla glisin
(31,99 g/100g), ardindan %14’le alanin (12,654 g/100g) ve %12 ile prolin (10,752 g/100g)
oldugu gérulmustir. Sonugclarin literattirle uyumlu oldugu gértlmustir (Zeng vd.., 2015).,

4.2. GAG Karakterizasyonu

Kuzu tendonlarindan ekstrakte edildikten sonra saflastirilan ve liyofilize edilen kondroitin
sulfat (CS) orneklerinin karakterizasyon analizlerine yénelik sonuclar bu kisimda tartisiimistir.

4.2.1. FTIR Analizi

Sekil 4.6’da kondroitin  sllfat standardi (Sigma C9819) ile saf CS 06rneginin
karsilagtirimali FTIR analizi sonucu gorulmektedir (korelasyon degeri 0.8582). Yaklasik
1240-925 cm' dalga sayisi araligindaki bantlarin, sakkarit halkasi ve silfat gruplarina ait
karakteristik bantlar olabilecegi belirtiimistir (Zhao vd., 2013). Kondroitin silfat standardi ve
GAG ekstrakti icin karakteristik C —O —S pikleri 854 cm-"'de gdzlenmistir (Sundaresan vd,
2018). Saflastirma uygulanmamis GAG ve standart arasindaki korelasyon degeri olan
0.5707 (Sekil 4.7) ile karsilastirildiginda kondroitin silfatin basarili bir sekilde saflastirildigi
bu analizle de desteklenmisgtir.

8 et P i,
- _.-'-—"'_"/-F'Aw

o8 i '_,/'_"“\ﬂ-——
.-""

= A 18 Y
) [
Bl | ia
g4 _ i
| L
g2
‘J
80 ||
784 |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 800
em-1
Cod_US Sample T30 By Adminiataior Date Tussday, Ageil 27 2021

— 101 20T -ads  Sempe 645 By Admeniatraior Dato Thursdary, Januany 21 2021

A e H g _ Source Spectrn =l
Sampee Hame [Best Hi Coerpiaton
(=TT | Chpol_dataispasctraid 1.01 202 1 -standert &5 D.BSEM

Sekil 4.6 Saf CS drnegi ve kondroitin silfat standardina ait FTIR spektrumlari (Mavi ile
gosterilen spektrum CS 6rnegine; kirmizi ile gosterilen spektrum ise kondroitin sulfat
standardina aittir)
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Sekil 4.7 GAG ekstrakti ve kondroitin sllfat standardina ait FTIR spektrumlari

4.2.2. GAG Analizi

Sekil 4.8'de kondroitin siilfat standart egri grafigi verilmistir. Orneklerin kondroitin siilfat
miktari, y=0.1458x denklemi (R?= 0.9977) kullanilarak hesaplanmistir. Saflastirilan 6rnegin
CS igerigi %88,47 olarak hesaplanmistir. DMMB analizi sonuglari da kondroitin sulfatin
yuksek safliga sahip oldugunu géstermektedir. Batlin analizler (elektroforez (Sekil 3.9), FTIR
(Sekil 4.6) ve DMMB analizi) proje énerisinde belirtilen is paketi 5 basari élgiitii olan CS
safligi>%50 degerinin karsilandigini gostermektedir.

CS- std egri

0,25
y =0,1458x .
0,2 R?=0,2977 .. ®

0,15 . R

absorbans

01 e

0,05

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
miktar (ug)

Sekil 4.8 CS standart egrisi

43



N4

TOBITAK

4.2.3. Molekiiler agirligin belirlenmesi

Saf CS d6rneginin molekuler agirhik dagihmi grafigi Sekil 4.0’da goérilmektedir. Deneyle

ilgili detayli analiz raporu Ek-3 olarak raporun sonunda verilmistir.

CS4 230421
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Sekil 4.9 Saf CS 6rnegine ait molekuler agirlik dagilimi grafigi

GPC analiz sonuglarina goére, CS 6rnegine ait iki adet dagilim piki gézlenmistir. Yiksek
molekul agirlikli olan birinci pike ait polimerlerin agirlikca ortalama molekul agirhgr (Mw)
77299 (g/mol); sayica ortalama molekul agirhigi (Mn) 65764 g/mol; polidispersite indeksi
(PID) ise 1,175 bulunmustur. Dusuk molekul agirhda sahip olan ikinci pike ait polimerlerin
agirlikca ortalama molekdl agirhgr (Mw) 705 (g/mol), sayica ortalama molekul agirigi (Mn)
642 g/mol; polidispersite indeksi (PID) ise 1,098 bulunmustur. Polimer drnegindeki zincirlerin
agirliklari birbirine yakin oldugunda Mw degeri Mn degerine yaklasir, bu durumda ideal hal
olan polidispersite indeksi degeri de 1’e yaklasir. Polidispersite indeksi degerinin (Mw/Mn)
dislk olmasi uretim kalitesini ve depolimerizasyon olmadigini gdstermektedir (Volpi vd.,
2021). Elde edilen GPC sonuglarina goére saflastirilan CS molekilinin 65 kDa (pik 1 Mn:
65764) molekdl agirhgina sahip oldugu goézlenmistir. Literatirde, kullanilan CS kaynagina
bagh olarak ortalama molekil agirliginin 5 ila 100 kDa arasinda degistigi bildirilmistir (Zhao
vd., 2013; Martel-Pelletier vd., 2015). Sonuglarin literatirle ile uyumlu oldugu gérulmektedir.

4.3. Elektro-egirme iglemi ile Nanolif Eldesi ve Karakterizasyonu

Bu boélimde elektro-egirme islemi ile nanolif eldesi ve karakterizasyonu Uzerine yapilan

galismalar ve sonugclari tartisiimistir.
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Denemelerde kullanilan ¢ozeltiler dncelikle proje dnerisinde yazilan %20’lik (v/v) asetik
asit ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanmis ancak uygun konsantrasyon degerine ulagilamamasi
nedeniyle lif olusumu gdzlenmemistir. Bu ylzden B planimizda da verilen sekilde asetik
asidin konsantrasyonu %50’ye (v/v) c¢ikarilarak denemeler gergeklestiriimistir. Denemelere
proje 6nerisinde verildigi gibi %10 (w/v) 6rnek konsantrasyonu ile baglanmistir. Ornekler, oda
sicakh@r kosullarinda %50 (v/v) asetik asit igerisinde hazirlanmis ve 1 gece ¢bdzinmeye
birakilmistir. Hazirlanan ¢ézelti 5 mL’lik siringaya ¢ekildikten sonra elektro-egirme islemine
tabi tutulmustur. Ancak %10 (w/v) konsantrasyonda hazirlanan drnekler Tablo 4.4’de verilen

kosullarda herhangi bir nanolif olugturmamistir.

Tablo 4.4 Elektro-egirme islem kosullari

voltaj 25-27 kV aralidinda
akis hizi 0,8-1 mL/h aralidinda
igne ucu- kolektor arasi mesafe 15 cm

Bu kapsamda, daha sonrasinda yapilan denemelerde proje 6nerisinde belirtildigi gibi
agirhkca 95:5 ve 90:10 kolajen: kondroitin sulfat iceren c¢ozeltiler %15 (w/v) &rnek
konsantrasyonunda hazirlanmistir. Elektro-egirme islemi 25 kV voltaj, 0.8 mL/h akis hizi ve
15 cm igne ucu-kolektér arasi mesafe islem kosullari altinda gergeklestiriimistir. 90:10
kolajen:kondroitin sulfat igeren ¢ozelti, yukarida belirtilen islem parametrelerinde elektro-
edirme islemine tabi tutuldugunda herhangi bir nanolif olusumu gdézlenmemistir. islem
parametreleri revize edilerek (akis hizi 0.6 mL/h-1 mL/h, voltaj 25-28 kV) yapilan
denemelerde de nanolif toplanamamigtir. Aliminyum folyoya yapilan puskurtmeye ait SEM

goruntuleri Sekil 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.10. Nanoliflerin (90:10 kolajen-kondroitin sulfat) SEM goruntileri (A: 10 000x
blylatme; B: 25 000x buylutme)

Sekil 4.10'da da goruldugu uzere liflerin birbirine baglandigi noktalarda boncuk yapilar
dikkat ¢cekmektedir. Bununla beraber homojen bir lif dagihmi da gdézlenmemigstir. Cozelti
icindeki kolajen: kondroitin sulfat orani 95:5’e ¢ikarildiginda ise nanolif olusumu gézlenmis ve
islem sonunda nanolifler aliminyum folyo ile kaplanmig plakadan kolay bir gekilde
toplanmigtir. Sekil 4.11°de elektro-egirme sirasinda olugan liflerin gérantisu verilmistir.

Sekil 4.11 Toplanan nanolifler
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Nanoliflerin (95:5) stereo mikroskop altindaki goérintistini almak icin, nanoliften bir
parca alinip tzerine 200 yl DMMB boyasi eklenmis ve pembe renk olustugu goézlenmistir.
Pembe renk, kolajenlere tutunan kondroitin silfat (CS) varligini géstermektedir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. Kuru lifin stereo mikroskop gorintusu (a), boyanmisg lifin géruntisi (b)

Sekil 4.13’de nanoliflere (95:5) ait SEM goéruntuleri verilmistir.

il e

Sekil 4.13 Nanoliflerin (95:5 kolajen-kondroitin sulfat) SEM goérantuleri (A: 10 000x
blyutme; B: 25 000x blyltme)
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Sekil 4.13'de de goruldigu gibi agsi yapilarla birlikte boncuk yapilar da goérilmektedir.
Bu durumun, nanolif eldesine kadar plskirme asamasindan egdirme asamasina gegis
surecinde Ornekten plaka Uzerine puskuren damlaciklardan kaynaklandigi dusunulmektedir.
Yuksek elektrik alanin elektro-edirme jetinin kirilmasina yol acabilecegi ve surekli jet
Uretiimeme sonucu boncuklu lifler elde edilebilecegi bildiriimistir (Buttafoco vd., 2006).
Yapilan ¢alismalarda boncuklu yapilarin azaltiimasi ve daha homojen/purizstz bir lif yapisi
elde etmek igin polimer ¢ozeltisinin konsantrasyonunun arttirilmasi onerilmistir (Katti vd.,
2004; Law vd., 2007). Bu nedenle projemizin son dénemini kapsayan araliginda elektro-
egirme denemelerine %15 (w/v) 6rnek konsantrasyonunda 95:5 kolajen: kondroitin sulfat
iceren ¢ozeltiyle devam edilmis ancak polimer ¢dzeltisinin konsantrasyonunun artiriimasi icin
%60 (v/v) olan asetik asit konsantrasyonu %65’e ¢ikarilmistir. Elektro-egirme uygulamasi bir
onceki rapor déneminde belirtildigi sekilde; 26 kV voltaj, 0.8 mL/h akis hizi ve 15 cm igne
ucu-kolektor arasi mesafe olarak uygulanmistir. Bu kosullarda elde nanoliflere (95:5) ait SEM
gorintileri Sekil 4.14’de verilmigtir. Cozeltideki kolajen oraninin 95'den 90’a dustiginde lif
olusumu gdézlenmediginden dolay! érnek kaybi yasanmamasi igin 85:15 kolajen-kondroitin
sulfat orani denemesinin yapilmamasina karar verilmistir.

de f——5 ym—— ]

v spot WD usecase mag © det mo
A 500kV 9.0 14.1mm Stan 25000 x ETD SE

L

v spot WD usecase mag de mode 2 um: spot WD use G mag O det mode
.00kV 9.0 14.0mm Standard 50000x ETD SE GE-MATA z A 5.00kV 8.0 13.1mm Stan 50000x ETD SE

Sekil 4.14. Nanoliflerin (95:5 kolajen-kondroitin silfat) SEM gortntileri (A: 10 000x
blyutme; B: 25 000x blyitme; C: 50 000x buyudtme)
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Elektro-egirme uygulamasi igin hazirlanan 7 mL ¢dzeltiden yaklasik 63 mg nanolif
(kolajen icerigi: %75,62+0,58; kondroitin sulfat icerigi: %4,026+0,03) elde edilmistir. Elde
edilen nanoliflerin (ortalama ¢ap 82 + 6 nm) literatirde belirtildigi sekilde birbirine bagl
rastgele dizilmig liflerden olustugu gorulmektedir (Zhong vd., 2007). Chen vd. (2008)
tarafindan yapilan ¢alismada agirlikga %20 jelatin ¢dzeltisinden 20 kV altinda egrilen jelatin
nanoliflerin, boncuk olusumu olmaksizin ortalama 85 nm capinda bir c¢ap sergiledigi
belirtiimistir. Bununla beraber, elde edilen nanoliflerin literatiirde bildirilen kolajen-GAG (~260
nm) (Zhong vd., 2007), jelatin-GAG (187-248 nm) (Pezeshki-Modaress vd., 2015) ve kolajen
(150-200 nm)( Budrck vd., 2018) nanoliflerinden daha ince oldugu goérulmastur. Bu durumun
¢ozelti konsantrasyonu ve ¢Ozicl tipinden kaynakh oldugu dusidndlmektedir. Cozelti
konsantrasyonunun, ¢ozelti viskozitesini etkiledigi icin nanolif capini belirleyen dnemli bir
faktor oldugu bilinmektedir (Zhong vd., 2005).

Proje dnerimizde, 100-260 nm aralidinda ¢apa sahip nanoliflerin eldesi hedeflenmigti.
Ortalama 8216 nm c¢apa sahip, boncuk vyapilarin olmadigi nanolif eldesi basariyla
gerceklestiriimis ve ideal kosullar Tablo 4.5'de detayli sekilde verilmistir. Proje Onerisinde
verilmis olan basari dl¢utiinden daha disik ¢capa sahip nanolif elde edilmesinin pozitif ya da
negatif bir etkisi bulunmamaktadir. Yukarida aciklandi§i sekilde nanolif capi ¢ozelti 6zellikleri,
proses ve ortam parametrelerine bagh olarak degisebilmektedir.

Tablo 4.5 Kondroitin sdlfat iceren kolajen nanoliflerinin (KGN) eldesi icin belirlenen ideal
kosullar

Cozelti Parametreleri Elektro-Egirme islem Parametreleri
Ornek Konsantrasyonu 2 %15 (wiv) Voltaj: 26 kV
Kolajen: Kondroitin sdlfat :95:5 (w/w) Akis hizi: 0.8 mL/h
orani
Asetik asit konsantrasyonu 1 %65 (viv) igne ucu-kolektor arasi mesafe: 15
cm
Elektriksel iletkenlik : 2527,347+17,464 (uS/cm)
Viskozite :0,10011£ 0,0016 Pa.s

Sekil 4.15°de elektro-egirme icin hazirlanan c¢ozeltiye ait kayma gerilimi-kayma hizi
grafigi verilmistir. Cozelti icin en uygun modelin Herschel-Bulkley (R2>0.99) oldugu
belirlenmigtir. Viskozite degeri 0,10011+ 0,0016 Pa.s olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.15 %15 (w/v) konsantrasyondaki ¢ozeltinin 25°C’deki kayma gerilimi-kayma hizi

grafigi

ideal kosullarda elde edilen nanolife ait SDS-PAGE gorintlsi Sekil 4.16°da verilmistir.
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Sekil 4.16 ideal kosullarda elde edilen nanolife (95:5 kolajen-kondroitin siilfat) ait SDS-

PAGE goruntusu
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Burada, kolajene ait karakteristik bantlar (a, B ve y) ve 6.5 kDa altinda ¢ikan kondroitin
sulfata ait surtntl seklindeki bantlar jelde gorulmektedir. Boylece Uretilen nanoliflerin, kolajen
ve kondroitin sulfat yapilarini koruyarak icerdigi sonucuna variimistir.

4.3.1. ideal kosullarda elde edilen nanoliflerin gapraz baglanmasi

Proje Onerimizde, ideal kosulda Uretilen KGN’lerin ¢apraz baglama isleminin 15 dk
sureyle yapilacag bildirilmisti. Ancak, ¢apraz baglama isleminin etkinligini degerlendirmek
icin kullanilan native jel elektroforez ve FTIR analizleri sonucu 15 dk sireyle uygulanan
¢apraz baglama isleminin, ¢apraz baglama uygulanmamis kontrol grubuna gére herhangi bir
farkhlik gostermedigi gorulmustir (Sekil 4.17 ve Sekil 4.18). Bu kapsamda, 15 dakika
Uzerindeki surelerde (25, 35 ve 45 dk) UV (254 nm) uygulanarak ¢apraz baglama islemi
tekrar edilmistir. Kargilastirmali FTIR ve elektroforez analizi sonuglari sirasiyla Sekil 4.19 ve
Sekil 4.20’da verilmigtir.

Amide A

Amide B

« Amide Il

76 1835 98em.1. T8 30T
Capraz baglama yok 11

Capraz baglama var-15 dk

401 3500 3000 2500 . 2000 1500 1000 600
om-

Sekil 4.17. Capraz baglanmis (15 dk) ve baglanmamis nanoliflerin FTIR spektrumlari
(Kolajen igin karakteristik bantlar: Amide A, B ve Amide I, Il, Ill; kondroitin sulfat igin
karakteristik bant: C-O-S)
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Sekil 4.18. (1) Liyofilize kolajen: kondroitin sulfat (95:5); (2) kolajen:kondroitin sulfat
(95:5) nanolif; (3) 15 dk UV 1sik ile gapraz baglanmis nanolif SDS-PAGE gorintisu

»— 354k

»
o o] W ) £

cmed

Sekil 4.19. Capraz baglanmig ve baglanmamis nanoliflerin FTIR spektrumlari
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Sekil 4.20. (1) 25 dk UV uygulanmis nanolif; (2) 35 dk UV uygulanmis nanolif; (M)
Marker; (3) UV uygulanmamis nanolif; (4) 45 dk UV uygulanmis nanolif SDS-PAGE

goruntusu

Elektroforez ve FTIR analizi sonuglarina goére, 25, 35 ve 45 dk UV uygulamasi yapilmis
nanolif ornekleriyle UV uygulanmamis nanolif 6rnedi arasinda onemli bir farklilk tespit
edilememistir. Bu ylzden capraz baglama isleminin etkinliginin, spektrofotometrik bir yontem
olan ninhidrin deneyi ile belirlenmesine karar verilmistir (Yan vd., 2010). Sonuglar Tablo
4.6’da verilmigtir.

Tablo 4.6. Kontrol nanolif ve ¢apraz baglanmis nanolif érneklerinin ninhidrin deneyi
sonrasi absorbans degerleri

Ornek grubu Konsantrasyon Absorbans degeri Serbest amino
grubu miktar
(mg)
Kontrol nanolif (UV | 300 ul 6érnek + 700 pl | 0,469 x 3,33=1,5633 0,0176 mg
uygulamasi yok) alkol
(seyreltme
faktorii:3,33)
Capraz  baglanmis | 500 pl 6rnek + 500 pl | 0,389 x2 =0,778 0,0031 mg
nanolif alkol
(seyreltme faktori:2)

Tablo 4.6 incelendiginde, UV uygulamasiyla c¢apraz baglanmis nanolif &rneklerinin,
kontrol grubuna gére daha dislk absorbans degerine sahip oldugu gérilmektedir. UV
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uygulamasiyla, serbest amin grubu konsantrasyonunun azalmasi ¢apraz baglama isleminin
basarili bir sekilde gerceklestirildigini gostermektedir. Literatlirdeki ¢alismalara bakildiginda,
capraz baglama igleminin etkinliginin belirlenmesinde ninhidrin deneyinin yaygin olarak
kullanildigr géralmektedir (Yuan vd., 2007; Yan vd., 2010; Zhang vd., 2014). Proje Onerisinde
capraz baglama derecesinin belirlenmesiyle ilgili bir basar dl¢uti belirlenmemistir. Ancak
capraz baglama derecesi asagidaki formul kullanilarak hesaplanabilmektedir:

Capraz baglama derecesi (%) = ([Serbest amino gruplarinin miktarikentro - Serbest amino

gruplarinin miktarigapraz bagianmis] / Serbest amino gruplarinin miktarixontro )x100

Serbest amino gruplarinin miktarinin belirlenmesinde kullanilan standart egri glisin
¢ozeltisi kullanilarak cizilmis ve Ek-4te verilmistir. Nanoliflerin ¢apraz baglama derecesi
%81,93 olarak belirlenmistir.

UV uygulanmamig ve 30 dk UV uygulanmis nanoliflerin SEM goruntileri Sekil 4.21'de
verilmigtir. Capraz baglama isleminin (Sekil 4.14) liflerin morfolojisinde olumsuz bir degisim
yaratmadigi gérilmektedir.

mag [0 | det mode F—3um
25000x | ETD | SE EGE-MATAL

UV uygulanmamis
nanolifler nanolifler

Sekil 4.21. UV uygulanmamis ve 30 dk UV uygulanmig nanoliflerin SEM goruntuleri

Protein igerigi, Dumas ydntemi ile protein analiz cihazi (FP 528 LECO, ABD) kullanilarak
%86,93+0,67 olarak belirlenmigtir. Nanolif veriminin dtsuk (7 mL ¢bzeltiden ~63 mg nanolif
eldesi) olmasindan dolayi bilesim analizlerinden sadece protein analizi gergeklestirilebilmistir.
Nanolifi olusturan kolajen ve kondroitin silfat molekullerinin 6n iglemler, ekstraksiyon ve
saflastirma asamalarindan sonra safligi1 yiksek sekilde elde edildigi analizlerle gdsterilmistir.
Dolayisiyla nanolif érneginin yag ve kdl igeriginin eser miktarda (<%1) oldugu varsayilabilir.
L929 fare fibroblast hiicre hatti Uzerinde yapilan hicre kilttird ¢calismalar sonucu 30 dk UV
uygulamasi yapilarak c¢apraz baglanan nanoliflerin sitotoksik etki gostermedigi sonucuna
variimigtir. Analizle ilgili detayli rapor EK-sitotoksisite raporu olarak sunulmustur.
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4.4. Fonksiyonel Gida Uretimi
Bu bdlimde hazirlanan granola barlarin in vitro sindirim sonuglari tartigiimigtir.

Depolama boyunca yapilan analizlerin sonuglari degerlendirilmigtir.
in vitro sindirim deneyi sirasinda sindirim ortamlarindan alinan (st fazlarin SDS-PAGE

analiz sonuclari Sekil 4.22 ve Sekil 4.23'de verilmistir.

Kontral Kontrol Liye.  Liyo. Liyo. nanolif nanclif nanalif
ibag. mide afiz mide ibag. agz

o —
Sekil 4.22 %10’luk jel sonuglari

nanolif  nanolif

a nanolif Liye. b Kontrol Kentrol Liyo.  Liyo. Liyo. nanolif
Liye. Liyo. anol( nanolif Ibag Ibag lbag.  mide agz  mide Ibag. age  mide Ibag.
Ibag. pelet g;l:: 311 31 M 011 1011 1011 1011 1011 101 L

mic: Ibag.  mide
M 03.1. 0311 0311 0311

03.11

Sekil 4.23 %12’lik jel sonuglari
Kontrol érneklerinde (bos barlarda) beklenildigi Gzere kolajenin karakteristik bantlari (a1,

a2, B ve y) gozlenmemistir (Sekil 4.22). 03.11 kodlu érneklerin %12’lik jeline bakildiginda
(Sekil 4.23-a) ise, ince bagirsak sonrasi alinan érneklerde (sindirilebilen Ust faz) nanolif
iceren granola bardaki kolajen bandi yodunlugunun liyofilize Urlin iceren granola bara gore
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nispeten daha fazla oldugu goériimustir. Bu sonug¢ ile nanolif iceren bar orneklerinde
kolajenin  biyoerisilebilirliginin  daha fazla oldugu sdylenebilir. Sindirim sivilarinin
karsilastirmali kolajen analizi sonuglari Tablo 4.7 ve Sekil 4.24’de verilmigtir. Agiz
ortamindaki kolajen miktarlarinin mide ortamindaki kolajen miktarlarindan daha az
bulunmasinin sebebi, kolajenin adiz ortaminda sindiriminin tam olarak baslamamasidir.
Dolayisiyla agiz sindirimi sonrasi alinan Ust fazda kolajen miktarinin az olmasi beklenen bir
durumdur. Jel goruntileri ve kolajen analizi sonuglarinin uyumlu oldugu gorulmektedir.
Nanolif iceren barlarin bagirsaktaki kolajenin miktari, liyofilize tGrin igeren barlara gbére daha
yuksek bulunmustur.

Tablo 4.7 Sindirim sivilarinin kolajen analizi sonuglari

Sindirim ortami Ort. absorbans Kolajen miktar (ug)
Agiz nanolif 0,520 8,474+0,06
Agiz liyofilize 0,515 8,388+0,08
Mide liyofilize 0,585 9,528+0,03
Mide nanolif 0,578 9,414+0,04
Bagirsak liyofilize 0,384 6,254+0,05
Bagirsak nanolif 0,442 7,199+0,04

Sindirim sivilarinin kolajen analizi sonuglari

9,528 9.414
= 4

7,199

Agiz nanolif Agiz liyofilize Mide liyofilize Mide nanolif ~ Bagirsak Bagirsak

Sekil 4.24. Sindirim sivilarinin kolajen analizi sonugclari

Tablo 4.8 ve Sekil 4.25'de sindirim sivilarinin kargilastirmali GAG analizi sonuglari
verilmistir. Nanolif iceren barlarin mide ortamindaki kondroitin miktari, liyofilize trln iceren
barlara gore yuksek bulunsa da bagirsak ortamindaki kondroitin sulfat miktarlari arasinda
anlamli bir fark gézlenmemigtir.
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Tablo 4.8. Sindirim sivilarinin GAG analizi sonugclari

Sindirim ortami Absorbans CS miktar (ug)
agiz nanolif 0,3355 2,301+0,004
agiz liyofilize 0,3515 2,411+0,03
Mide nanolif 0,3496 2,398+0,01
Mide liyofilize 0,2853 1,957+0,06
Bagirsak nanolif 0,242 1,660+0,01
Bagirsak liyofilize 0,244 1,674+0,01

Sindirim sivilarinin GAG analizi sonuglari

2,301 2,4:1:11 2,3_98
7 1,957
I 1,66 1,674
Agiz nanolif  Agiz liyofilize Mide nanolif Mide liyofilize Bagirsak Bagirsak
nanolif liyofilize

Sekil 4.25. Sindirim sivilarinin GAG analizi sonugclari

SDS-PAGE ve kolajen-kondroitin sulfat analizleri birlikte degerlendirildiginde, nanolif
iceren barlarin bagirsaktaki biyoerigilebilirligi liyofilize igceren barlara goére ylksek
bulunmustur. Projemizin basari olglitlerinde, KGN’lerin bagirsakta biyoerisilebilirliginin
kolajen i¢in en az %70, kondroitin sulfat icin %20 olmasi hedeflenmistir. Tablo 4.7’de agiz
ortamindaki kolajen miktar1 8,474 pg olarak saptanirken, bagirsakta bu oran 7,199 pg olarak
saptanmistir. Biyoerisilebilirlik orani asagida verildigi sekilde hesaplanmistir:

Biyoerisilebilirlik oran1 (BO): (agdiz sindirim ortamindaki ug miktar)* % BO = bagirsak
sindirim ortamindaki ug miktar

Nanolif iceren barlarda, kolajen i¢in biyoerigilebilirlik orani %85 olarak belirlenirken, CS

icin biyoerisilebilirlik orani %72 olarak belirlenmistir. Liyofilize iceren barlarda ise bu oran

kolajen icin %75, CS icin %69 olarak belirlenmistir. Nanolif iceren barlarin BO degerleri,
liyofiize Urln iceren barlara gore daha yiksek bulunmustur. Nanoliflerin agirlikca %95’ini
kolajen molekillerinin olusturdugu g6z 6nlne alindiginda, CS biyoerigilebilirligi agisindan
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ornekler arasinda anlamh bir fark gézlenmese de kolajen molekulinin biyoerisilebilirligi
acisindan anlaml bir farklilik gézlenmistir.

Saadat vd. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada, nar kabugu ekstresinin enkapstlasyonu
icin elektro-egirme iglemi uygulanmistir. %20 (w/v) konsantrasyonda jelatin ¢Ozeltisi farkli
konsantrasyonlarda nar kabugu ekstreleriyle karistiriimis ve ardindan elekto-egirme islemine
tabi tutulmustur. Mide ve bagirsak sindirimi sonunda kapsullenmis nanoliflerin toplam
polifenol miktari ve antioksidan aktivitesinin kapsullenmemis kontrol drnegine gbére daha
yuksek oldugu gorulmuastir. Calisma sonucunda, elektro-egirme yontemiyle kapsulleme
isleminin, nar kabugu ekstresindeki biyoaktif bilegiklerin biyoyararlanimini iyilestirebilecegi
gosterilmistir. Katesinin elektro-egirme islemiyle nanoliflere kapstllenmesiyle ilgili yapilan bir
calismada, toplam katesinin yaklasik %50 ve <%70'inin sirasiyla simile edilmis mide ve
bagirsak sivilarinda salindigi bildirilmistir. Katesin igeren elektro-egrilmis nanoliflerin,
gidalarda veya ilag sektdriinde uygulanan hassas biyoaktif bilesiklerin oksidasyonunu
onlemek icin kullanilabilecegi bildirilmistir (Hoseyni vd., 2021). Fonseca vd. (2022), karvakrol
icin dagitim tasiyicilari olarak nisasta nanolifleri Uretmis ve bunun in vitro sindirim
simullasyonununu degerlendirmistir. Nanolifler, karvakroliin cesitli konsantrasyonlarda dahil
edildigi bir nisasta ¢ozeltisinin elektro-egiriimesiyle Uretilmistir. Nisasta nanoliflerinin in vitro
sindirime direnerek karvakroli test edilen pH ve enzimatik kosullar altinda salinmaktan
korudugu gorulmustur. Nisasta nanoliflerinin, nanometrik 6lgegi ve yuksek yuzey-hacim alani
nedeniyle karvakrol korumasi igin umut verici bir matris oldugu bildirilmistir. in vitro sindirim
sonuglarimizin, literattrdeki farkh c¢alismalarin sonuglariyla uyumlu oldugu goértulmektedir.
Elektro-egirme islemiyle blUyuk kolajen molekulleri, nano boyuta getiriimis ve kolay
sindirilebilir bir yapi kazanmistir. KGN eklenmis barlarin, liyofilize trlin igeren barlara gore,
biyoerisilebilirliginin daha fazla oldugu, hedeflendigi sekilde gdsterilmistir.

Nanolif iceren granola barlarin bilesim analizi sonuglari Tablo 4.9’da verilmistir.
Karbonhidrat icerigi; protein, nem, yag ve kil miktarlarinin toplaminin yizden ¢ikarilmasiyla
hesaplanmistir. Proje kapsaminda hazirlanan granola barlarin nem igerigi: %21.41, protein
icerigi: %6.31, yag iceridi: %1.05, kil icerigi: %1.69 ve karbonhidrat icerigi: %69.54 olarak
bulunmustur. Literatirde gesitli formilasyonda hazirlanan barlara gére; protein igeriklerinin
%5-%9 arasi; yag iceriklerinin %5-%17; kil igerikleri %1-%2; nem igeriklerinin ise %11-%27
araliginda degistigi gorulmektedir (Aigster vd., 2011; Chitkara vd., 2017; Omran, 2018;
Moreira-Araudjo vd., 2021). Sonuglar literatirle uyumlu bulunmustur. Protein igeridi ylksek
fonksiyonel bir trlin gelistiriimesi hedefine basariyla ulasiimistir.

Tablo 4.9. KGN igeren granola barin bilesim analizi sonuglari

Bilesim Analizi Sonuglari Bar (% agirlikga)
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% 21,41 £ 0,128 nem
% 6,31 + 0,29 protein
% 1,05 £ 0,32 yag
% 1,69 £ 0,106 kil
% 69,54 karbonhidrat

Hazirlanan granola barlar arasinda tespit edilebilir bir fark olup olmadiginin belirlenmesi
icin tggen test ASTM E1885-04 yontemi kullaniimistir. Duyusal analiz toplam 24 panelist ile
2 gruba ayrilarak gergeklestiriimistir. ilk gruba 2 adet nanolif iceren bar ve 1 adet bos bar
(nanolif igermeyen) sunulmus ve farkl olan érnedi segmeleri istenmistir. Sekil 4.26-a. ikinci
gruba ise, 2 adet bos bar ve 1 adet nanolif iceren bar sunularak (Sekil 4.26-b) farkli olan

ornegi segmeleri istenmigtir.

!
a h C L

St 114 . i
Pastein by dch Sorrite el

e + Ly el

e L i, () AT i b By el (i e ik
. (Tl bt Had ety Tepeking pdeer

anilaas: Niry it (G Brmaiche ibiad iy e L
srribrpeay Teppifise sdeey . .
et dvmiim bichores papibyiend T LT o [T 1 (5] 1 iF}

o T [ ] [ ]

et Lans Lo L
- & =5

Sekil 4.26. Hazirlanan granola barlarla gergeklestirilen Gggen test formu

Ek-2 0=0,05 glven araliginda verilmis olan c¢izelgede dogru cevap sayilari
incelendiginde, minimum 8 tane dogru cevap bulunmasi durumunda farkhlik algilanmig
olarak kabul edilmektedir. Bu durumda her iki bar i¢in de dogru cevap sayisi 8’in altinda
kaldigindan bu testler basarili sayilmaktadir (Tablo 4.10). Bos bar ile nanolifli bar érnekleri
arasindaki fark algilanmamistir. Agustos-Ocak aylari boyunca depolanan granola barlarin

pH, aw, renk degerleri ve toplam canli sayimi sonuglari Tablo 4.11’de 6zetlenmisgtir.

Tablo 4.10. Uggen test sonuglari

59



N4

TOBITAK

Nanolifli Bar Bos Bar
Dogru cevap 1 3
Yanlis cevap 11 9
Toplam 12 12
Tablo 4.11. Depolama galismalari 6zet tablo
Depolama tarihi | pH aw KOB/g log KOB/g Renk degerleri
0. ay- Agustos | 4,249+ 0,031 0,698+0,003 3,8 x 102 £ | 2,575+ 0,08 | L*:56,98314,82
0,70 a*: 8,959+2,23
b*: 28,289+4,22
1. ay- Eylul 4,176+ 0,010 0,6155+0,003 1,3 x 102 £ | 2,113+ 0,06 | L*:43,806+7,54
0,56 a*: 5,420+1,69
b*: 12,68945,77
2. ay- Ekim 4,1937+ 0,024 | 0,6153+0,007 1,1 x 102 £ | 2,06+ 0,03 L*: 50,976+8,20
0,17 a*: 7,755+3,34
b*: 25,641+ 6,53
3. ay- Kasim 4,1230+ 0,019 | 0,6590+0,001 53 x 102 £ | 2,724+ 0,05 | L* :
0, 46 43,760+11,59
a*: 7,571+1,73
b*: 19,965+ 7,19
4. ay-Aralk 4,1350+0,007 0,6460 0,003 6,8 x 102t | 2,832+ 0,04 | L*:42,657+12,52
0, 33 a*:7,769+1,80
b*: 20,744+ 8,97
5. ay-Ocak 4,303310,015 0,6038+0,002 7,3 x 102t | 2,863+ 0,06 | L*:41,035% 8,97
0, 58 a*: 8,71+2,06
b*: 21,27+6,97

Granola barlarin renk analizi sonuglarina bakildijinda, depolama sirasinda L* ve b*
degerlerinin 0. Ay kontrol grubuna gbére anlaml bir digls gdésterdigi (sirasiyla 56,983'den
41,035'e ve 28,289'dan 21,27'ye; P<0,05); a* degerlerinin
goOstermedigi gorulmastir (P>0.05). Bu sonuglar, barlarin zamanla daha koyu ve daha az

ise anlamli bir degisim
sarl hale geldigini goéstermektedir. L* dederlerindeki azalma, Maillard reaksiyonlarinin
baslamasindan kaynakli Griinde kararmalar meydana gelmesi ile agiklanabilir (Lobato vd.,
2012). Orneklerin pH degerlerinin 4.0-4.3 araliginda, aw degerlerinin ise 0.60-0.70 araliginda
degistigi gorllmektedir. Depolama sirasinda aw de@erlerinde kugik artis ve azalislar
g6zlenmistir. Bu varyasyonlarin, iklimlendirme kabinindeki kontrol edilemeyen nem
degdisimlerinden ve granola barlarin heterojen, ¢ok bilesenli yapisinin getirdigi homojenlik
probleminden kaynakl oldugu dusundlmektedir. Yapilan c¢alismalarda, tahil barlarinin
genellikle 0,65'ten duslk bir aw dederlerine sahip olacak sekilde formile edilmesi gerektigi

bildirilmigtir (Lobato vd., 2012; Muniz vd., 2020). Sonuglarin uyumlu oldugu goérulmektedir.

Toplam canli sayimi sonuglari, koloni olusturan bakteri sayisi (KOB)/g ve log KOB/g
olarak verilmistir. 6 aylik depolama suresince barlarin log KOB/g degerleri arasinda énemli
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bir degisiklik goézlenmemistir (P>0.05). Turk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler
Yénetmeliginde 1.6.4 bashgi altinda “Tahil Grunleri, insan tiketimine sunulan tahil bazh
artnler vb.” icin mikrobiyolojik kriterler verilmistir. Bu kapsamda koliform bakteriler igin 102-
103, maya ve kif igin 103-104 KOB/g degerleri kabul edilebilir degerler olarak yer almaktadir.
Depolama boyunca granola barlarin toplam mezofilik aerobik bakteri sayisi <103 KOB/g
olarak tespit edilmis olup, mikrobiyolojik kriterlere uygun bulunmustur. Benzer sonuglar,
hidrolize kolajen iceren tahil barlarla yapilan bir ¢calismada bildirilmistir. Calismada, 6 aylk
depolama sonucu test edilen 6rnekler icin toplam mezofilik aerobik mikroorganizma sayisi
<103 KOB/g olarak bildirilmistir (Benjakul vd., 2019).
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5. SONUG VE ONERILER

Bu proje kapsaminda, elde edilen sonu¢ ve O&neriler asagida maddeler halinde

sunulmustur:

v Kuzu ayaklarindan vyiksek saflikta kolajen (kolajen igerigi %87) eldesi
gerceklestirilmistir.

v" Kuzu tendonlarindan kondroitin silfat (CS igerigi %88) basariyla saflastiriimis ve
karakterize edilmistir.

v' Calismamizda, materyal olarak kullanilan hayvansal yan Urlnler degerlendirilerek
katma degerli Grlnlere donlsturlilimus ve surdirdlebilir cevreye katki saglanmistir.

v Boncuklu yapilarin gézlenmedigi ‘100-260 nm araliinda ¢apa sahip homojen yapida
nanolif eldesi’ hedefine ydnelik galismalar basariyla tamamlanmistir.

v' Calismamiz, kolajen icinde GAG nanoliflerinin endistriyel seviyede Uretimi ile ilgili
yapilacak yeni calismalara ornek olacak bir nitelik tagsimaktadir.

v ideal kosulda Uretilen KGN’lerin ¢apraz baglama islemi basariyla gerceklestirilmistir.
Capraz baglama isleminin etkin bir sekilde yapilmasi, nanoliflerin yapisinin korunmasina
dogrudan katki saglamaktadir. Bununla beraber, 30 dk UV uygulanmis nanoliflerin sitotoksik
bir etki gostermemesi, nanolif eklenerek hazirlanan granola barlarin tiketimine dair soru
isaretlerini gidermistir.

v' Capraz baglanmis KGN’lerin granola barlara eklenmesi ve depolama analizlerini
kapsayan IP-9 calismalari basariyla tamamlanmistir. in vitro sindirim deneyleri sonucunda,
nanolif iceren barlarin sindirilebilirligi ve biyoerisilebilirligi 6zellikle kolajen agisindan kontrol
grubuna gore daha yuksek bulunmustur.

v' Bu galismayla birlikte, kolajen-GAG temelli nanolifler ilk kez bir gida matriksi iginde
kullaniimis ve mikrobiyolojik acidan guvenilir, kabul edilebilir duyusal Ozelliklere sahip
fonksiyonel bir Grtin gelistiriimistir. Gelistirdigimiz bu fonksiyonel Grindn, o6zellikle eklem
saghgr alaninda yapilacak calismalarda etki yaratmasi 6ngoériimektedir. Bununla birlikte,
¢alismamiz, nanoliflerin gida sektériinde kullanimina yénelik Ar-Ge ¢alismalarina da katki
saglayacaktir.

v' Kolajen ve kondroitin silfat bilesenlerinin gida matriksindeki sindirim davranislarinin
detayh sekilde incelenmesi ile birlikte literatire yenilikgi bir calisma kazandiriimigtir.
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EK-1 Amino Asit Analizi yéntem detaylari

AMINO ASIT CALISMASI

Cihaz :  Shimadzu Nexara XR HPLC Sistemi
Kolon :  Zorbax Eclipse AAA (15 cm x 4.6 mm x 3.5 pm)
Mobhil Faz :  A) 40 mM NaH,PO, 2H,0 ( Su icinde )

pH =7.8 5 N NaOH ile ayarlandi
B) Asetonitril : MeOH : Su (45:45:10)

Akis Hia : L5 mL/dak
Kolon Sicakhg : 40°C
FLD Sinyal : 0-23 dak Ex: 340 nm Em: 450 nm

23 - 36 dak Ex: 266 nm Em: 305 nm
Enjeksivon Hacmi : 9 pnuL

Gradient Program :

Dakika Mobil Faz B (%)
0.00 - 2.85 0
2.85-127.00 57
27.00 - 28.50 100
28.50 — 34.50 100
34.50 - 36.00 0
ORNEK HAZIRLAMA

1) 0.1 g numune (homojenize edilmis) tartildi. Uzerine 5 mL 6 N HCI eklendi. Daha
sonra swrastyla 250 pLL 2 mM Fenol ve 0.1 g Na,SO; ilave edildi. 110 °C’ lik etiivde 24
saat boyunca bekletildi. Bu siire sonunda numunenin pH* 1 5§ N NaOH ile 6.7 — 7.3

arahgma ayarlandi. 4000 rpm’ de 5 dak santrifiij edildi. Filtreden gecirilerek viale
alindi.

2) Tiirevlendirme prosediirii asagidaki tabloda gosterilmistir.
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EK-2 Amino Asit analizi Kromatogrami

SHIMADZL!

Labsoltions Analysis Report

<Sample Information>

Sample Name - kolajen
Sample ID :
Data Filename - kolajen_06.led

Method Filename

- Amino Asit - Orta Metot lem

30.12.2020 14:51:56 Page 1/2

Batch Filename :201203.cb
Vial # c 115 Sample Type - Unknown
Injection Volume - 9ul
Date Acquired :03.12.2020 16:01:31 Acquired by - System Administrator
Date Processed :08.12.2020 15:18:59 Processed by - System Administrator
<Chromatogram>
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EK-3 Molekiiler Agirlik Analizi Raporu

GPCISEC Software Sample GPC Analysis Report Agilent Technologies
Generated by user at 12:46 PM on Monday, May 03, 2021
Results
Analysed by user at 12:36:00 PM on Monday, May 03, 2021
Comments
Molecular Weight Averages
Peak Mp Mn Mw WMz Mz+i My PD ]
Peak 1 78208 65764 77299 89174 99987 87487 1.17%
Peak 2 666 642 705| 770 837 760 1.098]
Peak 3 0] 0 0] [ 0 0 0]
Peak information
Start (mins) I End (mins) ]
Baseline region 1 548 5.82)
aseline region 2 6. 1E.
]
307 8.93]
1047 11.12]
1353 14.27]
Peak Trace Peak Max RT (mins) Peak Area (mV.s] Peak Height (mV)
Peak 1 1 8.42] 83.494 2.304]
Peak 2 RI 10.78] 1806.049| 106.649)
Peak 3 RI 13.83] 127 866 4.930
Chromatogram
€S54 230421
18 Y 1ck
"IN ” =l
» L | .
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Tame (rminwstes)

GPC/SEC Software Sample GPC Analysis Report

Generated by user at 12:46 PM on Monday, May 03, 2021

Calibration Points

T

Paoint Pea:( I‘u_’lax) RT MWW Log MW Point in Use? | Percent Error
mins

1 7.12] 1522000 6.18 Yes 6.84
2 7.30 863500 5.94 Yes -0.87
3 7.43 552000 5.74 Yes -12.80
4 8.15 134300 5.13 Yes 5.02
5 8.47 71800 4.86 Yes 4.04
E 8.90 30310 4,48 Yes -2.15
7 9.28 16100 4.21 Yes 4.16
8 9.85 3870 3.59 Yes -11.36
9 10.43 1480 3.17 Yes -2.03
10 10.83 610 2.79 Yes 8.36
11 11.23 194 2.29 Yes 8.12
12 11.37 106 2.03 Yes -10.52

Agilent Technologies
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EK-4 Glisin standart egri

ahsorbans degerleri
= I w = u (=)
[en] [en] [an] [e=] [an] [an]

o
[

glisin standart egrisi

y =54,463x+0,6048
R?=0,9921 .-

0,2 0,4 0,6 0,8 1

glisin konsantrasyonu (mg/mL)

1,2
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Kolajen ve glukozaminoglikanlar (GAG), bag dokusu hiicreleri tarafindan sentezlenen
ekstraseliiler matriksin (ESM) énemli bir kismini olusturan iki temel bilesendir. Ozel bir amino
asit bilesimine sahip olmasiyla diger proteinlerden ayrilan kolajen, memelilerde en bol
bulunan proteindir. Bag doku huicrelerini saran uzun, dogrusal ve tekrar eden disakkarit
birimlerden olusan GAG?larin yapisinda kikirdak koruyucu ajan olarak bilinen kondroitin silfat
(CS) bulunmaktadir. Kolajen ve GAG molekiillerinin bir arada saglik tUzerine sinerjistik etki
gosterdikleri bilinmektedir. Son yillarda yayginlasan ve birgok kullanim alani bulunan elekto-
egirme islemi ile nano veya mikro &lgekli nanolifler elde edilebilmektedir. Islem ve érnek
hazirlama kosullari elektro egirme islemi ile elde edilen nanoliflerin boyutlarini ve
homojenligini etkilemektedir. Kolajen nanolifleri, genellikle doku muhendisligi ve biyomedikal
alanlarinda yapi iskelesi ya da doku iyilestirici malzeme olarak kullaniimaktadir.

Gergeklestirilen galisma baslica dért asamadan olusmaktadir. ilk asamada, kuzu
ayaklarindan kolajen ekstraksiyonu ve GAG ekstraksiyonu, ardindan saflastirma islemiyle CS
(CS igerigi %88) ve Tip 1 kolajen (kolajen igerigi %87) elde edilmistir. ikinci asamada, farkli
islem ve 6rnek kosullari kullanilarak elektro egirme uygulamalari yapiimigtir. Nanolif eldesi
icin ideal ¢ozelti parametreleri: 6rnek konsantrasyonu: %15 (w/v), kolajen:kondroitin sulfat
orani: 95:5 (w/w), asetik asit konsantrasyonu %65 (v/v) olarak belirlenmistir. ideal islem
parametreleri ise: voltaj: 26 kV, akis hizi: 0.8 ml/h ve igne ucu-kolektdr arasi mesafe: 15 cm
olarak belirlenmistir. Ugiincli asamada, ideal kosulda iiretilen kolajen icinde GAG nanolifleri
(KGN), kolajen stabilizasyonunun arttirlmasi amaciyla UV isiginda (254 nm) 30 dk sureyle
¢apraz baglanmistir. Projenin son asamasinda ise, kolajen-GAG temelli nanolifler ilk kez bir
gida matriksi icinde kullaniimis ve mikrobiyolojik agidan guvenilir, kabul edilebilir duyusal
Ozelliklere sahip fonksiyonel bir trtin gelistirilmistir.
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Abstract:

Collagen and glycosaminoglycans (GAG) are two major components of the extracellular
matrix (ESM) synthesized by connective tissue cells. Collagen is the most abundant protein in
mammals and differs from other proteins with its special amino acid composition. Chondroitin
sulfate (CS), known as cartilage protective agent is found in the structure of GAGs consisting
of long, linear and repetitive disaccharide units surrounding the connective tissue cells.
Collagen and GAG molecules are known to have a synergistic effect on health. Nano or micro
fibers can be obtained by electro spinning process, which has become widespread in recent
years and has many uses. Process and sample preparation conditions affect the size and
homogeneity of the nanofibers obtained by the electro spinning process. Collagen nanofibers
are generally used as scaffolding or tissue healing materials in tissue engineering and
biomedical fields.

The study consists of four main stages. In the first step, CS (CS content 88%) and Type |
collagen (87% collagen content) were obtained by extraction of collagen from lamb's feet and
GAG extraction followed by purification. In the second stage, electrospinning applications
were made using different process and sample conditions. Ideal solution parameters for
nanofiber production: sample concentration: 15% (w/v), collagen:chondroitin sulfate ratio:
95:5 (w/w), acetic acid concentration was determined as 65% (v/v). The ideal process
parameters are: voltage: 26 kV, flow rate: 0.8 ml/h and distance between needle tip and
collector: 15 cm. In the third step, GAG nanofibers (KGN) in collagen produced under ideal
conditions were cross-linked in UV light (254 nm) for 30 min in order to increase collagen
stabilization. In the final phase of the project, collagen-GAG-based nanofibers were used for
the first time in a food matrix and a functional product with microbiologically safe and
acceptable sensory properties was developed.
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