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Bu ¢alismada tavuk sternumundan enzimatik hidrolizasyon yontemiyle silfatlanmus glikozaminoglikan
(GAG) ekstraksiyonu gergeklestirilmis ve optimum enzimatik hidrolizasyon islem kogsulu belirlenmistir.
Islem kosullarinin optimizasyonu i¢in Yanit Yuzey Yontemi kullandmustir. Enzim miktar, pH degeri,
ekstraksiyon sicakligi ve siiresi olarak segilen dort parametrenin GAG verimi Uzerindeki etkilerini
actklamak icin Merkezi Kompozit Tasarimiyla olusturulan deneme deseni uygulanmustir. En yiiksek GAG
verimine en kisa ekstraksiyon stiresi ve en az enzim miktart ile ulasmak hedeflenmistir. Ekstraksiyon islemi
icin en uygun islem kosullat1 %0.6 enzim miktart, 6.99 pH degeti, 62.96°C ekstraksiyon sicakligt ve 10.79
saat ckstraksiyon siiresi olarak bulunmustur. Bu kosullarda, ekstraksiyon verim degerinin %026.07 olmast
Ong6rilmis ve deneysel olarak da dogrulanmasi saglanmustur.

Anahtar kelimeler: Tavuk sternumu, glikozaminoglikan, GAG, enzimatik ekstraksiyon, optimizasyon

PRODUCTION OF GLYCOSAMINOGLYCAN (GAG) FROM CHICKEN
STERNUM BY ENZYMATIC HYDROLYSIS AND OPTIMIZATION OF
PROCESS PARAMETERS

ABSTRACT

In this study, sulfated glycosaminoglycan (GAG) extraction was performed from chicken sternum
by enzymatic hydrolysis method and optimum enzymatic hydrolysis process conditions were
determined. Response Surface Method was used for the optimization of the process conditions. In
order to determine the effects of the selected four parameters as enzyme amount, pH value,
extraction temperature and time on GAG yield, a trial design created with Central Composite
Design was applied. It is aimed to reach the highest GAG efficiency in the shortest time and by
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Tavuk sternumundan glikozaminoglikan ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonu

using the least amount of enzyme. The most suitable process conditions for the extraction process
were found to be 0.6% enzyme amount, 6.99 pH value, 62.96°C extraction temperature and 10.79
hours extraction time. Under these conditions, the extraction yield value was predicted to be

26.07% and it was confirmed experimentally.

Keywords: Chicken sternum, glycosaminoglycan, GAG, enzymatic extraction, optimization

GIRIS

Ekstraselliler matriks, hiicreler arast bosluklar
dolduran ve hiicreleri birbirine baglayan, ¢ogu
protein, hormon, proteoglikan ve biyime
faktorlerini iceren kompleks ve dinamik bir
yapidan olusmaktadir (Uslu ve Eltas, 2015). Cok
hiicreli hayvan dokularinda hiicre  disinda
bulunan ekstraselliler matriks, hiicreye oksijen
ve besin diftizyonu saglanmasinda gézenekli bir
yol saglamaktadir. Hiicre dist matriks, fibréz
proteinler ve heteropolisakkaritlerin bir arada
bulundugu ag seklinde bir jel yapidan
olugmaktadir. Fibréz proteinler (kolajen, elastin,
fibrinojen) kikirdak, tendon, deri gibi bag
dokularinin hiicrelerarast bosluklarinda
glikozaminoglikanlardan ~ olusan  jel  yapist
icerisinde gémiilii vaziyette bulunmaktadir (Otles
vd,, 2015). Glikozaminoglikan ¢6zeltilerinin
mukoz ve ipliksi bir yap1 Ozelligine sahip
oldugundan  dolayr  yitksek  viskozite ve
clastikiyete sahip oldugu bilinmektedir (IKK6ksel,
2017).

Glikozaminoglikanlar genellikle dallanmamis bir
heteropolisakkarit olarak bilinmektedir. Cekirdek

proteinine kovalent olarak baglanan
heteropolisakkarit zincirlerinden dogal olarak
olusan  bir makromolekillerdir.  Dallanmis

makromolekiliin tamami proteoglikan olarak
adlandirilmakta ve bu yapi tiip firgast benzeri bir
konfiglirasyona sahiptir. Bagka bir deyisle
proteoglikant  olusturan ~ bu  polisakkarit
zincitlerine GAG’da denilmektedir. Bu yapinin
yaklastk olarak molekil agiehigs 103 kDa’dir
(Alexander vd., 1996; Coulson vd., 2015).
Dogrusal bir polisakkarit olan
glikozaminoglikanlar ~disakkarit bilesimine ve
stlfatlanma derecelerine gore adlandirilmaktadir
(Scharnweber vd., 2015). Glikozaminoglikanlar
stlfatlanmis ve silfatlanmamis olarak iki temel
sinifa ayrilmaktadir. Kondroitin stilfat, dermatan
stlfat, keratan stlfat, heparin ve heparan silfat
stlfatlanmis glikozaminoglikanlar hyalironik asit
ise stlfatlanmamus glikozaminoglikan —olarak

bilinmektedir. Kondroitin sulfat kikirdak, tendon
ve aort damar1 duvarinda; dermatan siilfat kalp
kapakgiklarinda ve kan damarlarinda; keratan
silfat kornea, kikirdak, kemik, sa¢, tirnakta
bulunmaktadir  (Otles vd., 2015). Cekirdek
proteinine baglt olarak bulunan kondroitin siilfat,
eklem kikirdagindaki proteoglikanlarda
bulunmaktadir (Garnjanagoonchorn vd., 2007).
Kondroitin stlfat, art arda gelen N-asetil-D-
galaktozamin ve D-glukuronik asit birimlerin
olusmaktadir.  Silfatlanma konumuna bagh
olarak kondroitin-4-siifat ve kondroitin-6-siilfat
olarak ikiye ayrimaktadir. Kondroitin-4-stilfat
yapisinda 4 nolu karbon atomu stlfat grubu
tasirken, kondroitin-6-siilfat yapisinda ise 6 nolu
karbon atomu stlfat grubu tagimaktadir
(Lohmander vd., 1980). Kondroitin stlfat;
kollajen fibril butunligl, hiicre ici sinyal iletimi,
hicre tanima, akson olusumu sirasinda hucre
yonlendirme, ekstraselliiller matriks bileseninin
glikoprotein yiizeyine baglanmasi gibi bircok
biyolojik fonksiyona sahiptir (Gilbert vd., 2004).
Kondroitin stlfat, tek basina, glikozamin veya
diger bilesenler ile kombinasyon halinde, Avrupa
ve ABD’de bir nutrasotik olarak kullanilmaktadir
(Volpi, 2009). Glukozamin, eklemlerde olusan
hasarin etkisini azaltan bir amino monosakkarit
olarak bilinirken; kondroitin  sulfat  artrit,
arteriyoskleroz (damar sertlesmesi) ve kanser gibi

hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir
(Kozakgioglu, 2009; Theocharis vd., 2000).
Ayrica  glikozaminoglikanlarin  antikoagtilan,

hipolipidemik, antitimér, antiviral gibi viicudun
bagisikligini  destekleyici  birgok  biyolojik
aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir (Cui vd.,
2012).

Kopek balig, sigir eti, karides ve domuz daha
Onceden glikozaminoglikan eldesi icin potansiyel
bir hammadde kaynagi olarak kullandmaktayken
sonrasinda bu kaynaklarin pahali olmast, alerjik
reaksiyonlara sebep olmasi ve tiiketiminin yaygin
olarak tercih edilmemesi gibi bazt sorunlar ortaya
ctkmustir. Ticari olarak GAG ekstraksiyonunda
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kullanilan ylksek hammadde maliyetinden dolay:
farkli GAG kaynaklarina ihtiyacin  arttgi
gorilmektedir. Bu sebeple yapilan ¢alismalar
sonucunda tavuk ayagi kikirdagi potansiyel bir
GAG kaynagi olarak belirlenmistir
(Widyaningsih vd., 2017).

Gida endtstrisinde et sektériinde kesim sonrasi
ortaya ctkan atiklar, cevresel kirlilige sebep
olmakta ve olugan bu atiklarin degerli triinlere
dontstirilmesi icin yeni yontemler gelistirilmesi
gerekmektedir (Martone vd., 2005). Mezbaha ve
kiimes hayvanciligt kesiminden kaynaklanan
atiklar, kikirdak kaynaklart olarak
degetlendirilebilmektedir. Kikirdak, ise temel
olarak glikozaminoglikanlar ve kollajenlerden
olugsmaktadir (Garnjanagoonchorn vd., 2007;
Vazquez vd., 2013). Tavuk kesimhane
atiklarindan biri g6gus kafesi kemigi (sternum),
ckstraselliiler matriks bilesenlerince zengin olan
bir atik olarak bilinmektedir.

Kondroitin stlfat genel olarak alkali yéntem ile,
enzimatik yontem ile ve ultrasonik yontem ile t¢
farkli sekilde ekstrakte edilmektedir (He wvd,,
2014). Alkali ortamda enzimatik hidroliz,
kikirdakta ve bag dokuda yaygin olarak
kondroitin stlfat eldesi icin en yaygin yontem
olarak kabul edilmektedir. Alkaliler, kondroitin
stlfat ile ¢ekirdek proteini arasindaki kovalent
baglart pargalayabilmektedir. Papain, alkalaz,
tripsin ve pepsin gibi enzimler ise genellikle
kikirdaktan kondroitin stlfat saliniminda proteini
hidrolize etmek i¢in secilmektedir (Wang vd.,
2019). Endistriyel uygulamalarda sigir ve domuz
soluk  borusu, képekbaligi — yizgeci  gibi
hammaddelerden kondroitin siilfat izolasyonu
icin gerceklestirilen dort temel islem basamagt
mevcuttur. Hammaddenin kimyasal maddeler ile
hidrolizi, proteoglikan cekirdeginin parcalanmasi,
proteinlerin secici olarak ortadan kaldirdmasi,
kondroitin stlfat izolasyonu ve saflastirilmast
bilinen temel islem basamaklaridir (Shi vd., 2014,
Vazquez vd., 2013).

Bu calismada tavuk sternumundan enzimatik
hidrolizasyon yontemi ile glikozaminoglikan
ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Yanit Yizey
Yontemi ile enzimatik ekstraksiyon

parametrelerinin - GAG  verimi Uzerine olan
etkisinin belirlenmesi ~ ve ekstraksiyon
kosullarinin optimize edilmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Bu calismada, GAG iretiminde materyal olarak
Abalioglu TLezita Gida Sanayi A.S, Izmir’ den
temin edilen tavuk sternumu kullanilmistir.
Tavuk sternumu  kuterde (K+G  Wetter,
Almanya) 750 rpm baslangic doniis hizindan
4400 rpm bitis doniis hizina kademeli olarak
artacak sekilde besinci devirde boyutu 1 cm x 1
cm x 0.5 cm olacak sekilde parcalanmustir.
Ardindan boyutlar1 kiicilltilen tavuk sternumu
porsiyonlara ayrilmis ve ekstraksiyon
uygulamasina kadar -18°C sicakliktaki soguk
depoda polietilen poset icerisinde vakumlanarak
muhafaza edilmistir. Her dretim periyodunda
aynt partiden hammadde kullanimi
gerceklestirilmistit.  GAG  ekstraksiyonunda
kullanilan papain (EC 3.4.22.2; 30000 units/mg)
enzimi ve gerekli kimyasal maddeler Merck
(Merck KGaA, Darmstadt, = Almanya)
firmasindan temin edilmistir.

YONTEM

Hammadde Bilesim Analizi

Calisma kapsaminda hammadde olarak kullanilan
tavuk sternumunun kimyasal komposizyonunu
belirlemek amactyla nem (AOAC 950.468), kiil
(AOAC 920.153), yag (AOAC 960.39) ve protein
(AOAC 983.19) analizleri gerceklestirilmistir.
Toplam karbonhidrat igerigi, toplam agirliktan
(100g) protein, yag ve kil miktari ile nem igerigi
arasindaki farkin hesaplanmastyla tespit edilmistir
(Vazquez vd., 2016).

Enzimatik Hidrolizasyon

Enzimatik hidrolizasyon calismasinda Le Vien
vd. (2017) tarafindan kullanilan yéntem modifiye
edilerek glikozaminoglikan ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. GAG  ekstraksiyonu  icin
kullanilan tavuk sternumu temizlemek amactyla
su ile ytkanmis ve ardindan boyut kiglltmesi
amactyla pargalanmistir. On islemler sonrasinda

tavuk sternumuna  1:10 (w/v) katt ¢ozgen
oranina gbére fosfat tamponu eklenmistir.
Gergeklestitilen  6n  denemeler  sonucunda
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belirlenen ekstraksiyon islem parametreleri géz
ontinde bulundurularak ¢ozeltiye papain enzimi
cklenmis ve karisim calkalamali su banyosu
(WSB-30, Dahian, Kore) icerisinde deneme
planinda yer alan kogullarda ekstraksiyona tabi
tutulmustur. Ekstraksiyon isleminin sonunda
papain enziminin inaktivasyonu ic¢in Ornek
100°C’deki kaynayan suda 10 dakika bekletilerek

sl islem uygulanmast saglanmistir.  Enzim
inaktivasyonunun  ardindan  6rnek  karigimi
sogutulmus  ve  proteinlerin  ¢Oktlirilmesi

amactyla, 4°C'de bir gece boyunca 1:10 kati
¢ozgen oraninda hazitlanan %10’luk TCA (v/v)
cozeltisi ile karistirlarak  bekletilmistir. Islem
sonunda santrifiij islemiyle (9000 rpm, 4°C, 30
dakika) (Universal 320R Hettich Zentrifugen,
Tuttlingen, Almanya) ¢Oktiirillen alt faz
uzaklastirilmis, dst faz ise 1:2 (v/v) oraninda
eklenen %95’lik (v/v) etanol ile 1 gece boyunca
karistirtlarak cokturilmustur. Elde edilen ¢okelti
9000 rpm’de 4°C’de 30 dakika santrifiij edilerek
toplanmistir.  Santrifllj sonrasinda toplanan alt
fazlar saf suda 1:20 (w/v) oranda ¢ozdurilerek
48 saat boyunca saf suya karst 3.5 kDa’luk diyaliz
membran (Thermo Fisher SnakeSkinTM, 3.5 K
MWCO, 16 mm) icerisinde diyaliz edilmistir.
Diyaliz islemi sonunda 6rnekler liyofilizator
(Martin Christ Alpha 1-2 LD plus, Osterode am
Harz, Almanya) kullaniarak -56°C’de 48 saat
liyofilize edilmigtir. Liyofilize GAG 6rnekleri
analiz edilinceye kadar -18°C’de saklanmugtir.

Sulfathh Glikozaminoglikan Analizi ile GAG
Veriminin Belirlenmesi

Ekstraksiyonu gerceklestirilen GAG 6rneklerinin
kondroitin stilfat icerigi dimetilmetilen mavisi
(DMMB) yontemi ile kodroitin-4-siilfat standards
kullanilarak  spektrofotometrik ~ yontem  ile
belirlenmistir. Ilk olarak, Whattman® 3MM filtre
kagid: kullanarak DMMB reaktifi hazirlanmistir
(pH=3.0). Boya ¢ozeltisi 1 litre su iginde 3.04 g
glisin, 1.6 ¢ NaCIl ve 95 ml 0.1M asetik asit
icerecek sekilde hazirlanmis bunun i¢inde 16 mg
DMMB boya kullandmistir. Standart ¢6zelti
(kondroitin-4-sulfat) (500 pg/ml su) olacak
sekilde hazirlanmustir, daha sonra su ile 20 pl’ye
tamamlanmustir. 96 kuyulu mikroplaka icine her
numuneden pipet ile 20 pl ¢ekilmistir. Ardindan
200 ul DMMB eklenerek 5 saniye calkalanmustir.

Daha sonra 525 nm dalga boyunda plaka
okuyucu (UV/VIS Multi well
Spektrofotometre/Thermo Scientific Multiskan
GO) kullanarak absorbans degeri Ol¢ulmustir
(Farndale vd., 1986).

Standart egrinin cizilmesi icin 1 mg kondroitin
stlfat standard: (Sigma C9819) 5 mL saf suda
¢Ozdurulmustir. Hazirlanan bu stok c¢cozeltiden
0-70 ppm konsantrasyon araliginda kondroitin
silfat  ¢ozeltileri  hazirlanmustir.  Orneklerin
analizinde ise; liyofilize GAG 6rnekleri saf suda
Smg/ 50mL  konsantrasyonda  hazirlanmigtir.
Analiz i¢in 20 puL. 6rnek alnarak 200 ul DMMB
boyast ilave edilmistir. Olusan rengin absorbans
degeri 525 nm dalga boyunda O&l¢ilmistiir.
Tavuk sternumundan elde edilen
glikozaminoglikana ait verim  Esitlik (1)
kullanilarak elde edilmistir.

GAG verimi (%) =

Liyofilize Urunin g GAG icerigi

100 (1)

Hammaddenin kuru temelde g agirligt

Deneysel Tasarim ve Yanit Yiizey Yontemi
ile Enzimatik Hidrolizasyon Kosullarinin
Optimizasyonu

Islem kosullarinin optimizasyonu dort faktorli
Merkezi Ttmlesik Tasarim yontemi kullanilarak
Design Expert v.7 (Stat-Ease Inc., Minneapolis,
USA) programt araciliftyla gerceklestirilmistir. Bu
bes diizey; +1 ve -1 ile ifade edilen faktoriyel
noktalar, +o ve —o ile ifade edilen eksenel

noktalar, 0 olarak ifade edilen merkez
noktalarindan olusmaktadir.
Optimizasyon ¢alismasinda  bagimsiz  islem

degiskenleri olarak enzim miktart (%0.6-%1.2
araligr), fosfat tamponu pH degeri (6.5-7.5
araligy), ekstraksiyon sicakligt (60°C-70°C) ve
stresi (10-20 saat araligy); yanit olarak GAG
verimi secilmistir. Bagimsiz islem degiskenleri ve
yanit arasindaki iliskiyi ifade eden matematiksel
modeller  ¢oklu lineer regresyon  analizi
gerceklestirilerek  olusturulmus ve yamt igin
uygun model belirlenmistir. Islem degiskenlerinin
her bir yanit tzerindeki etkisi ve optimizasyon
icin secilecek en uygun model varyans analizi
(ANOVA) ile belirlenmigtir.  Ekstraksiyon
islemleri sonucunda elde edilen yamtlarin

653



654

C. Karaman, S. Kumcuoglu, S. Kaya Bayram, S. Tavman

regresyon analizi icin Esitlik (2)’de verilen model katsaytyt temsil etmektedir. f; j  degiskenler

kullanilmistir. arasindaki katsaytyi, k faktor sayisint ve e rastgele
hatay1 temsil etmektedir (Leong vd., 2013).

Y:B()Jr Z}(:l siXiJrZ%{Sl Zr ﬁllxlx] +Zi<:1 B“Xlz ...t Y (L . )

@) Cizelge 1’de tavuk sternumdan GAG eldesi i¢in

belirlenen bagimsiz degiskenler ve kodlanmis

Belirtilen matematiksel modelde Y  yanit seviyeleri gésterilmistir.

degiskenini, Sy ve p; sirastyla sabit ve lineer

Cizelge 1. GAG ekstraksiyonu icin bagimsiz degiskenlerin deneysel araligi ve kodlanmus seviyeleri
Table 1. The experimental range and coded levels of the independent variables for GAG extraction

Kodlanmis Seviyeler

Bagimsiz Degiskenler Kodlanmis Sembol C
Levell
Independent Variables Coded Symbol vded Levels
-2 -1 0 1 2
Enzim Miktart (Yow/Wprotcin)
Enzyme Amonnt (%o wymin) Xi 03 0.6 09 12 15
pH Xo 6.0  6.50 7.0 7(')5 8.0
Ekstraksiyon Sicakhig1 (°C)
Extraction Temperature (°C) X > 60 65 0T
Ekstraksiyon Suresi (saat)
Extraction Time (hour) X > 10 15 2002
Istatistiksel Analiz Design Expert 7.0 (Stat-Ease Inc., ABD) paket

Istatistiksel analizler SPSS 22.0 ve Design Expert programi kullanilarak gerceklestirilmistir.

7.0 paket programlart kullanilarak

gerceklestirilmistir. Tahminlenen degerler ile SONUC ve TARTISMA

deneysel veriler arasinda fark olup olmadigini tek ~ Hammadde Bilesim Analizi

ornek t-testi kullanilarak, uygulanan regresyon Tavuk sternumunun kimyasal bilesimi Cizelge
analizi, istatistiksel analizler, izohips grafikleri, 2‘de belirtilmistit.

yanit yiizey grafikleri ve optimizasyon islemleri

Cizelge 2. Hammaddeye ait kimyasal bilesim analiz sonuglart
Table 2. Chemical composition analysis results of raw material

Kimyasal Bilesim* Tavuk Sternumu (%)
Chemical Composition Chicken Sternum (%)
Nem (Moisture) 81.01£0.43
Protein (Protein) 12.64£0.36
Yag (Fat) 0.42%0.05
Karbonhidrat (Carbonbydrate) 4.18%0.52

Kl (Ash) 1.7520.01

*Yas temel *Wet basis

Yapilan bir ¢alismada kikirdak matriksinin genel dokusunun bilesiminin %74.32 nem, %0.17 yag,
olarak %10-25 kolajen, %5-15 proteoglikan %230 kal, %127 protein ve %10.51
%70-80 sudan olustugu belirtilmistir (Horkay, karbonhidrat igerigine sahip oldugu tespit
2012). Akram ve Zhang (2020) tarafindan tavuk edilmistir. Tavuk sternumunun kimyasal bilesimi
sternal  kikirdagindan  kolajen  ekstraksiyonu literatiirde yapian calismalar ile kiyaslandiginda
Uzerine  gerceklestirilen  calismada  kikirdak sonuglarin benzer oldugu tespit edilmistir.
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Sulfathh Glikozaminoglikan Analizi ile GAG Esitlik 3 (R2=0.9957) kullanilarak
Igeriginin Belirlenmesi hesaplanmistir.
Sekil 1’de kondroitin-4-siilfat standardina ait
standart egri verilmistir. Orneklerin icerdigi y = 0.0028x + 0.004 3)
kondroitin-4-stilfat ~ konsantrasyonu  miktart
020
."’/‘i
.
0,16 /
.f/
/n '
g 3 012- .
e B g
0,08 - e
n
,//
0.04 - e
/ *
U‘nu I I 1 ] 1 L 1
0 10 20 1] 40 50 1] To
Konsantrasyon (ug/ml)
Concentration {ug/ml)
Sekil 1. Kondroitin-4-siilfat standart egrisi
Figure 1. Chondroitin-4-sulfate standard curve
Orneklerin icerdigi glikozaminoglikan olarak ise GAG verimi secilmistir. Islem
konsantrasyonu belirlendikten sonra Esitlik 1 degiskenlerinin her bir yanit tizerindeki etkisi ve
kullanilarak  ekstraksiyon — verim  degerleri optimizasyon icin segilecek en uygun model,
hesaplanmustir. varyans analizi (ANOVA) ile belirlenmistir.

Deneysel Tasarim ve Yanit Yiizey Yontemi
ile Enzimatik Hidrolizasyon Kosullarinin
Optimizasyonu

Ekstraksiyon islem kosullarinin belirlenmesi icin
Merkezi  Tumlesik  Tasarim  kullanilmistir.
Optimizasyon c¢alismasinda islem degiskenleri
olarak enzim miktari (%0.6 - %1.2 araligy), fosfat
tamponu pH degeri (6.5 - 7.5 aralg)
ekstraksiyon sicakligi (60°C - 70°C aralipr) ve
stresi (10 - 20 saat araligr) belirlenmistir. Yanit

Tavuk sternumundan glikozaminoglikan
ekstraksiyonuna ait olan deneme plani ve bu
plana gbre gerceklestirilen denemelere ait
deneysel sonuglar Cizelge 3’de belirtilmistir.
Belirtilen deneme planinda sirasiyla Xi: enzim
miktart (Yow/Wprowein), X2t pH, Xs: ekstraksiyon
stcakligt (°C), X4: ekstraksiyon stresi degiskenler
olarak; GAG verimi yanit olarak
degerlendirilmistir.
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Cizelge 3. Kodlanmis degerde CCRD plani ve gézlemlenen yanit
Table 3. CCRD plan in coded value and observed response

Deney No Xi X2 X3 X4 GAG verimi (%)
Trial No GAG yield (%)
1 1 1 1 1 15.86
2 0 0 0 0 26.59
3 0 0 0 0 28.50
4 1 -1 -1 1 12.18
5 1 1 1 -1 20.05
6 1 1 -1 1 14.55
7 -1 -1 -1 -1 22.19
8 1 -1 1 -1 11.00
9 0 2 0 0 16.63
10 -1 1 1 1 13.38
11 -1 1 -1 -1 20.72
12 -1 -1 1 -1 12.82
13 0 0 0 -2 12.39
14 0 0 -2 0 17.93
15 -1 1 1 -1 17.01
16 -1 1 -1 1 13.66
17 0 0 0 0 28.15
18 1 1 -1 -1 11.05
19 -1 -1 1 1 11.55
20 0 0 0 0 28.66
21 1 -1 -1 -1 10.42
22 0 0 0 0 27.83
23 0 -2 0 0 11.76
24 1 -1 1 1 10.77
25 -1 -1 -1 1 18.03
26 0 0 0 2 11.00
27 2 0 0 0 13.54
28 0 0 2 0 13.20
29 -2 0 0 0 21.62
30 0 0 0 0 27.26

Xi: Enzim Miktart (%W/ Wprotein), X2 pH, X3: Ekstraksiyon Sicakligs (°C), X4: Ekstraksiyon Siitesi (saat)
X2 Enzyme Amount (Yow/w,,,,), Xo: pH, X;: Exctraction Temperature (°C), X,: Extraction Time (hour)

Her bir faktériin  yanmit tGzerindeki lineer,
interaksiyon ve kuadratik etkilerinin istatistiksel
olarak Onemliligi F ve P-degerleri
degerlendirilerek  belitlenmistir. GAG  verimi
tahminlenmesi icin model uyumlulugu asagida
belirtildigi gibi ikinci dereceden polinomiyal
denklem Esitlik (4) ile aciklanmustit.

GAG verimi (%) = +27.83 — 1.65X; + 1.13X, —
0.83X; — 0.75X, + 1.06X, X, + 1.83X, X5 +
1.06X, X, + 1.44X,X5 — 0.47X,X, — 0.21XX, —
2.57X? — 3.42X% — 3.08X2 — 4.04X? )

Elde edilen kuadratik modelin deneysel veriletle
istatistiksel uyumunu incelendiginde modelin
varyasyonun  buyik bir kismint  acikladig
gorilmektedir (R2> 0.97). Ayni zamanda R? ile
Diizeltilmis-R2? degeri arasindaki farkin %2’nin
altinda olmasi (birbirlerine yakin olmast) modelin
istatistiksel olarak 6nemsiz terimleri icermedigini
gostermektedir. Bir regresyon modelinin daha
sonra yapilacak gézlemler icin bir tahminleme
modeli olarak kullanilabilmesi icin ise yeterli
tahminleme ve PRESS istatistigi degerleri 6nem
tastmaktadir. Yeterli tahminleme degerinin 4’den
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biytik olmast gerekmektedir (Myers ve
Montgomery, 1995). Varyasyon katsayisi (C.V.
%) deneysel verilerdeki kalinti varyasyonun
ortalamaya bagh bir lciistidir. Biyik varyasyon
katsayist degetleri, verilerin ortalamadan c¢ok

edilebilitliginin =~ ve  givenilitfliginin  yitksek
oldugunu  goéstermektedir.  Tkinci  dereceden
regresyon modelinin ANOVA analiz sonuglart
incelendiginde (Cizelge 4) modele ait Fisher F
testi diigiik istatistik degerine sahip [(Pmoda >F) =

fazla saptiklarini, kiiciik varyasyon katsayisi 0.0001)] oldugundan kuadratik model uyum
degerleri ise verilerin hemen hemen ortalamayla cksikligi gdstermemis ve regresyon %95 giiven
aynt degere sahip oldugunu gostermektedir  araliginda istatistiksel olarak onemli
(Lazic, 2004). Varyasyon katsayisi, CV= %38.02, bulunmustur.
gerceklestirilecek deneylerin tahmin
Cizelge 4. Kuadratik model i¢in belirlenen varyans analiz tablosu (ANOVA)
Table 4. Analysis of variance table for guadratic model (ANOV'A)

Kaynak Kareler Toplami SD Karelerin ortalamast F Degeri P-Degeri
Source Sum of Squares DF Mean Square F Valne P-Valne
Model

Model 1114.55 14 79.61 41.11 < 0.0001
Kalintt

Residual 29.05 15 1.94

Uyum Eksikligi

Lack of Fit 25.93 10 2.59 4.16 0.0647
Saf Hata

Pure Ervor 3.12 5 0.62

Toplam

Total 1143.60 29
R2= 0.9746, Duzeltilmis R?= 0.9509, Varyasyon Katsayist (%) = 8.02, SD: Serbestlik Derecesi
R’= 0.9746, Adjusted R’= 0.9509, Coefficient of V ariation (%) = 8.02, DF: Degrees of Freedom
Her bir faktériin  yamit tGzerindeki lineer, 3  boyutlu yamt yizey izohips egrileri
interaksiyon ve kuadratik etkilerinin istatistiksel =~ incelendiginde artan pH degerinde enzim

olarak 6nemliligi Cizelge 5’de listelenen T ve P-
degerleri g0z oniinde bulundurularak
degerlendirilmistir. En kii¢tk kareler uyumu ve
parametre tahminleri incelendiginde Cizelge 5 ‘te
yer alan X>X4 ve X3X4 interaksiyon etki degerleri
haricinde, diger lineer, kuadratik ve interaksiyon
etki degerleri anlamli bulunmustur (P <0.05).

Sekil 2’de GAG vetimini tahmin etmede
kullanilan yanit yiizey grafiklerini gérilmektedir.

Tavuk  sternumundan  farklt  hidrolizasyon
kosullarinda  elde edilen glikozaminoglikan
ekstraktinin verim degerlerinin sonuglar Cizelge
3’te belirtilmigtir. Ekstraksiyon verim degerleri
%10.42 ile %28.66 arasinda degismektedir.
Ekstraksiyon verimi degerlerine ait regresyon
katsayilart ve parametre tahminleri gizelgesi
(Gizelge 5) incelendiginde, enzim miktari, pH,
sicaklik ve stire degiskenlerinin yanit Uzerine
etkisi anlamh bulunmustur (P <0.05).

miktarinin = %0.8 seviyesine kadar arttirilmasi
GAG verim degerini  optimum  noktaya
ulagtiritken enzim miktarinda artisin - devam
etmesi  ile  verim degerinde azalma
gozlemlenmistir. Enzim miktart ve pH degeri
sabit tutulup ckstraksiyon sicaklik degeri
artturildiginda ise GAG veriminin azaldigi tespit
edilmistir. Bu durum enzimin ¢alistift optimum
stcaklik kosulunun 65°C civarinda oldugu ile
iliskilendirilmektedir Enzim miktar1 ve sicaklik
degerinin yitksek seviyelere arttirilmasinin GAG
verimi tzerinde negatif bir etkide bulundugu
gorilmektedir. GAG ekstraksiyonunda optimum
pH degerinin 7 civarinda oldugu artan pH
degerinin verimi azaltugr izohips egrilerinden
anlasilmaktadir. Garnjanagoonchorn vd. (2007)
timsah, kopekbaligl, vatoz ve tavuk omurgast
kullanarak enzimatik yontem ile kondroitin siilfat
ekstraksiyonu  gerceklestirmistir. 100 ¢
kurutulmus  6rnekte  kondroitin-4  stlfat
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miktarinin 11.55 ile 14.84 g araliginda degistigini
belirlemiglerdir. Luo vd. (2002) tavuk omurga
kikirdagi kullanarak yaptigt calismada yaklasik
olarak %30.8 verim ile kondroitin stlfat eldesi
gerceklestirmistir.  Srichamroen  vd.  (2013)
hammadde olarak etlik pili¢ kikirdagr kullanarak
doku otolizi ile kondroitin silfat-peptit eldesi
gerceklestirmistir. Calisma sonucunda 100 g kuru

kikirdak dokudan 20 g’dan fazla kondroitin
stlfat-peptit elde edilmistir ve izole edilen
kondroitin  stlfat-peptit bilesiminin  %82.5’ini
kodroitin-4-siilfatin olusturdugu tespit edilmistir.
Calisma kapsaminda tavuk sternumundan elde

edilen glikozaminoglikan  verimi literatiirde
belirtilen verim degerlerine benzerlik
gostermektedir.

Cizelge 5. En kii¢iik kareler uyumu ve parametre tahminleri (regresyon katsayilarinin énemi)
Table 5. The least-squares fit and parameter estimates (significance of regression coefficients)

Model Terimi Tahminlenen Deger Hesaplanmis T-degeri P-degeri
Model Term Parameter Estimate Computed T-V alne P-Value
Kesim Noktast 27.83 48.82 -

Xi -1.65 -5.89 < 0.0001
X2 1.13 4.03 0.0012
X3 -0.83 -2.96 0.0109
X4 -0.75 -2.68 0.0183
XXz 1.06 3.03 0.0082
XiXs 1.83 5.23 < 0.0001
XXy 1.06 3.03 0.0082
XoXs 1.44 4.11 0.0009
XXy -0.47 -1.34 0.2000
X3Xy -0.21 -0.60 0.5535
Xi2 -2.57 -9.52 < 0.0001
X2 -3.42 -12.67 < 0.0001
Xs5? -3.08 -11.41 < 0.0001
X4? -4.04 -14.96 < 0.0001

Xi: Enzim Miktatt (%ow/Wprotein), X2: pH, X3: Ekstraksiyon Sicakligt (°C), X4: Ekstraksiyon Stiresi (saat)
X2 Enzyme Amount (Yow/w,,,,), Xo: pH, X;: Exctraction Temperature (°C), X,: Extraction Time (honr)
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Sekil 2. GAG ekstraksiyonunda kullamilan bagimsiz degisken interaksiyonlarinin GAG verimi (%)
tzerindeki etkisini gosteren 3 boyutlu yanit ylizey izohips egrileri. (a) enzim miktari ve pH, (b) enzim
miktart ve ekstraksiyon sicakligi, (c) enzim miktari ve ekstraksiyon siiresi, (d) pH ve ekstraksiyon
sicaklig
Figure 2. 3D response surface isohips curves showing the effect of independent variable interactions used in GAG
extraction on GAG yield (Vo). (a) engyme amonnt and pH, (b) enzyme amount and extraction temperature, (c) engyme
amonnt and extraction time, (d) pH and exraction temperature

Optimum Iglem Kogulunun Belirlenmesi
Gergeklestitilen istatistiksel testler sonucunda

verim degeri 0.912 istenilebilitlik diizeyinde
%26.07 olarak 6ngorilmistir.

yanit icin  belitlenen model  “istenilirlik

fonksiyonu” yontemiyle belirlenmistir. Calistlan Dogrulama Analizleri

deneysel bolge icerisinde enzim miktart (%00.6- Modelden  tahminlenen  optimum  islem
%1.2 araliginda) ve ckstraksiyon siiresinin (10-20 parametrelerinin - deneysel olarak dogrulamast
saat aralig1) minimize edilmesi, pH (6.5-7.5) ile gerceklestirilmistir.  Modele gore  belirlenmis
ekstraksiyon sicakligt (60°C-70°C) degetletinin optimum islem kosullarinda bes deneme

kodlanmis seviyeler araliginda birakilmasi, GAG
verimi degerinin ise maksimize edilmesi kriteri
secilerek optimum islem kosullart bulunmustur.
Optimizasyon c¢alisgmasi sonucunda optimum
islem parametreleri; %0.6 enzim miktart, 6.99
fosfat tamponu pH degeri, 62.96°C ekstraksiyon
sicakligt ve 10.79 saat ekstraksiyon siiresi olarak
tespit edilmistir. Yamt olarak ongorilen GAG

gerceklestirilmistir. Dogrulama denemeleri  ile
modelden tahminlenen yanit arasinda istatistiksel
acidan 6nemli bir fark olup olmadig tek 6rnek t-
testi ile belirlenmistir. Sonuglar, deneysel GAG
veriminin minimum %95 giiven araligt (%23.69)
ile maksimum %95 glven araligt (%26.64)
sinirlart dahilinde oldugunu gostermistir (Cizelge
6).

Cizelge 6. Optimizasyon sonuglarinin deneysel olarak dogrulanmast icin belirlenen istatistiksel analiz

sonuclari
Table 6. Statistical analysis results determined for experimental verification of the optimization results
Yanit Tahminlenen Deger Deneysel Deger OSH % Hata*
Response Estimated Parameter Experimental V' alue MSE % Error*
GAG verim (%) "
GAG yield (%) 26.07 25.58%0.46 0.207 1.92

OSH: Ortalama Standart Hata, *% Hata= (| Deneysel Deger-Tahminlenen Deger | /Deneysel Deger) x 100
MSE: Mean Standard Error, *% Error= (| Experimental V alue-Parameter Estimate | | Experimental Value) x 100
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Dogrulama denemeleri sonucunda sternumdan
elde edilen GAG verimi modelden tahminlenen
degere  olduk¢a yakin  olmakla  beraber,
istatistiksel olarak da aralarindaki fark Gnemsiz
bulunmustur (P >0.05). Rani vd. (2017), 0.1 M
sodyum asetat tamponu igerisinde papain enzimi
kullanarak 65 ©°C’de, 24 saat ekstraksiyon
stiresiyle tavuk omurga kikirdagindan kondroitin
stlfat ekstraksiyonu gerceklestirmistir. Yapilan
bu calismada  kondroitin stlfat ekstraksiyon
verimi %15 olarak tespit edilmistir. Le Vien vd.
(2017) tarafindan yapian calismada ise tavuk
omurga kikirdagindan papain enzimi kullanilarak
GAG  ckstraksiyonu  gerceklestirilmis  ve
ekstraksiyon verimi %25.7 olarak belirlenmistir.
Gergeklestirilen ¢aligmaya ait optimum islem
kosullari; 9%0.85 enzim miktar, 5.81 fosfat
tamponu pH degeri, 53.34°C  ckstraksiyon
sicakligt ve 204 dakika ekstraksiyon stiresi olarak
tespit edilmistir. Tavuk sternumundan GAG
ckstraksiyonunun gergeklestirildigi bu calismada
ise  ekstraksiyon  verimi = %26.07  olarak
bulunmustur. Elde edilen verim degerinin ve
optimum hidrolizasyon parametrelerinin
literatiirde  verilen  degerlerle  kiyaslanabilir
nitelikte oldugu gérilmektedir.

SONUC

Tavuk kesimi sonrasinda pek c¢ok farkli atik
ortaya c¢ikmaktadir ve olusan bu atiklarin
degerlendirilmesi gerekmektedir. Gida
sektoriinde olusan bu atiklardan katma degeri
yiksek bilesenlerin elde edilmesine yonelik
arastirmalar son yillarda giderek artmaktadir.
Giniimiizde kondroitin siilfat yaygin olarak artrit
tedavisinde kullanilmaktadir. Saglik {izerinde
sergiledigi pozitif etkilerinin yant sira kozmetik
ve eczacilik sektoriinde, biyo ve nanoteknolojik
stureglerdeki uygulamalarinda kondroitin stilfata
olan ilginin giderek arttug bilinmektedir. Bu
calismada tavuk kesimi sonrasinda ortaya ¢ikan
tavuk sternumundan enzimatik hidrolizasyon
yontemi ile  papain  enzimi  kullanilarak
glikozaminoglikan ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. Optimum ekstraksiyon islem
parametreleri yamit yiizey yOntemine gore
belitlenmistir. Ekstraksiyon islem
parametrelerinin - GAG  verimi lizerine etkisi
ikinci  dereceden  polinomiyal model ile

aciklanmistir. Belirlenen kriterlere gére optimum
islem kosuluna %0.6 enzim miktarinda, 6.99 pH
degerinde, 10.79 saat islem siiresinde ve 62.96°C
sicaklikta, %26.07 verim ile ulasdabilmektedir.
Elde edilen optimum islem parametrelerin
alunda ya da  izerinde  gerceklestirilen
ekstraksiyon islemi c¢aligmalarinin  ekonomik
olmayacagl ve zaman kaybina yol agabilecegi
distntlmektedir. Gergeklestirilen ekstraksiyon
calismasinda tavuk sternumunun potansiyel bir
glikozaminoglikan kaynagi olacagi belirlenmistir.
Gelecek yillarda GAG iizerinde daha spesifik
calismalarin yapilacagi ve calisma sonucunda elde
edilen  verilerin  yeni ¢aligmalara  imkan
saglayabilecegi diistiniilmektedir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazatlarin bagka kisiler ve/veya kurumlar ile
ctkar catismast bulunmamaktadir.

YAZAR KATKILARI

Seher KUMCUOGLU ve Sebnem TAVMAN
calisma konusu belitleme, yontem, makalenin
yazimi  ve damsmanlik kisimlarinda  katk:
saglamiglardir.  Cise KARAMAN analizlerin
gerceklestirilmest, sonuclarin istatistiksel
degerlendirilmesi, yorumlanmast ve makalenin
yazim asamalarinda gérev almustir. Sibel Kaya
BAYRAM hammadde temininde ve bilesim
analizlerinin  gerceklestirilmesi  sirasinda  katki
saglamistir. Tim yazarlar tarafindan makalenin
son hali okunmus ve onaylanmustir.
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