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oz

Kolajen, memelilerde en bol bulunan proteindir. Gida, ilag, kozmetik ve deri endistrisinde yaygin olarak
kullanilan kolajen, ticari olarak, domuz ve sigir gibi memelilerin yan dirinlerinden elde edilmektedir. Simdiye
kadar tespit edilen en az 20 farklt kolajen tipi vardir. Viicuttaki kolajenlerin ¢ogu tip 1, tip 2 ve tip 3 grubuna
aittir. Kolajen 6zellikleri, uygulanan 6n islem ve ekstraksiyon yontemine gére degismektedir. Tuzla ¢oktiirme,
asitle hidroliz ve enzimatik hidroliz yéntemleri kolajen ekstraksiyonu icin kullamlmaktadir. Bununla beraber,
son yillarda yapilan calismalar, ultrason kullanimimnimn ekstraksiyon verimini artirmada etkili oldugunu
gostermistir. Bu detlemede, 6n islemlerin ve farkli ekstraksiyon yéntemlerinin kolajen verimine etkisi ile ilgili
yapilan calismalar incelenmistir.

Anahtar kelimeler: Kolajen, ekstraksiyon, ultrason

COMPARISON OF COLLAGEN EXTRACTION METHODS
ABSTRACT

Collagen is the most abundant protein in mammals. Collagen, commonly used in the food,
pharmaceutical, cosmetic and leather industries, is commercially derived from by-products of
mammals, such as pig and bovine. There are at least 20 different types of collagen detected so far.
Most of the collagen in the body belongs to type 1, type 2 and type 3. Collagen properties vary
according to the pre-treatment and extraction method. Salting out, acid hydrolysis and enzymatic
hydrolysis methods are used for collagen extraction. In addition, recent studies have shown that the
use of ultrasound is effective in increasing the extraction efficiency. In this review, studies on the
effect of pre-treatment and different extraction methods on collagen yield were investigated.
Keywords: Collagen, extraction, ultrasound
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GIRIS
Kolajen, deri, kemik, kikirdak ve tendon gibi farkli
bag dokularda bulunan ve memelilerde toplam
proteinin  yaklagtk %30'unu igeren lifli bir
proteindir. Bag dokuda son derece 6nemli yapisal
bir protein olan kolajen molekiild, genellikle agst
veya lifsi yapidadir (Yang ve Shu, 2014).
Ekstraseltiler matriksin (ESM) énemli bir kismint
olusturan kolajen biyolojik yapilardaki bag roli
nedeniyle bir¢cok canli organizmada en ¢ok
bulunan  molekillerden  biridir.  Kolajen
molekdllerinin ana gérevi omurgalilara yapisal ve
mekaniksel 6zellikler saglamaktir (Ferraro vd.,
2017).

Deri, kemik gibi kolajence zengin maddelerden
sicak su ile ekstrakte edilen kolajen, jelatin olarak
da bilinir. Jelatinin enzimatik veya asidik hidroliz
yoluyla daha ileri derecede pargalanmast sonucu
ise suda ¢6ztiniir formdaki kolajen hidrolizati elde
edilir. Kolajen hidrolizatimin antioksidan, anti-
inflamatuar, antihipertansif, antiosteoporotik,
antitimor gibi sagliga faydali bircok etkisi bulunur
(Song ve Li, 2017). Kolajenin, ¢esitli endustriyel
uygulamalara sahip olmast kullaniglt
biyomateryallerden biri olarak kabul gérmesini
saglar (Lafarga ve Hayes, 2014). Yiksek protein
icerigi ve su emme kapasitesi, jel olusumu ve
emtlsiyonlart  olugturma-stabilize etme  gibi
fonksiyonel ozellikleri nedeniyle gida
endustrisinde kolajen ve jelatin icin buytk bir
talep vardir (Schmidt vd., 2016). Bununla beraber,
genis hammadde kaynaklarina sahip olmasi,
yenilenebilir, parcalanabilir, biyo- uyumlu ve
yapisinin ayarlanabilir olmasi kolajen proteinin
sahip oldugu avantajlardandir. Bu nedenle, saglik
triinlerinde,  gidalarda,  kozmetikte,  tibbi
malzemelerde yaygin sekilde kullanihr (Yang ve
Shu, 2014).

Kolajen yapisina gore lifli, lifsiz (ag olusturucu,)
fibril, mikrofibril (ipliksi) ve membran olarak
siniflandirlan en az 20 farkl kolajen tipi vardir.
Her kolajen tipi ayirt edici amino asit sekansi ile
molekiiler yapisina sahiptir ve her biri dokuda
benzersiz bir rol oynar (Cheng vd., 2009).
Genellikle, kolajenlerdeki amino asit sekanslar,
enerji depolama kapasitesi, sertlik veya esneklikle
ilgili  fonksiyonel — &zelliklerden — sorumludur

(Ehrlich vd., 2018). Kolajen yapisinda on dokuz
farkli amino asit bulunur ve ortalama olarak
kolajendeki toplam amino asitlerin %57’sini glisin,
prolin ve hidroksiprolin olusturur (Li ve W,
2018).

Molar kiitlenin, yaptnin, bilesimin dagilimi ve
kolajenin fonksiyonel O&zellikleri, elde edildigi
hammaddenin islem kosullarina ve ekstraksiyon
stirecinde  kullandan  enzimin  Szglnliglne
bagldir. Bu nedenle, yiksek verim ve en iyi
kolajen Ozelliklerini  elde etmek icin her
hammaddeye uygun eckstraksiyon siirecinin
belirlenmesi gereklidir (Schmidt vd., 2016). Bu
calismada, kolajen kaynaklari, 6n islemlerin ve
farkli ekstraksiyon proseslerinin kolajen verimine
etkisi ile ilgili yapilan calismalarin arastirilmast
amaclanmistir.

KOLAJEN

Kolajen, hayvanlarda bulunan farkli bag dokularin
temel yapisal proteinidir. Cogunlukla tendonlar ve
ligamentler gibi lifli dokularda bulunan kolajen
ayrica kornea, kikirdak, kemik, kan damarlari,

bagirsak ve omutrlar arasi disklerde de bol
miktarda bulunur (Sibilla vd., 2015).

Kolajen molekiilleri, sarmal yapida ti¢ polipeptit
zincirden meydana gelir. Polipeptit alt birimler
olan a-zincirler, kolajen molekilinin Ggla
sarmalint olusturur. Tki o zinciri, B-peptit zinciri
olarak bilinen bir peptit zincir dimerine
dontsirken, U¢ o zinciri, y-peptit zinciri
(tropokolajen molekdlii) olarak bilinen peptit
zincir trimerine donustr (Yang ve Shu, 2014). Her
bir peptit zinciri yaklasik 100 kDa’lik molar kiitle
ile ortalama 300 nm uzunlugunda, 1.5 nm
capindadir ve karakteristik Uclii bir sarmalda
birbiri etrafinda saridmis tam 1050 aminoasit
kalintist icerit (Lodish vd., 2000). Genel olarak,
kolajendeki aminoasit dizisi tekrarlayan tripeptit
birimidir (Gly-X-Y). Gly, glisin, X siklikla prolin,
Y ise hidroksiprolindir. Insanlarda bulunan ve
literatiirde rapor edilen en az yirmi farklt kolajen
tipi vardir (Gelse vd., 2003; Ricard-Blum, 2011;
Mohammadi vd., 2016; Ferraro vd., 2017; Avila-
Rodriguez vd., 2018; Bhagwat vd., 2018; Ehtlich
vd., 2018). Ancak viicuttaki kolajenlerin %80-90’1
tip 1, tip 2 ve tip 3 grubuna aittir. Diger kolajen
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tipleri ¢ok diisik miktarlarda, 6zellikle kalp kast,
bagirsak mukozasi, bazal membran ve akciger gibi
spesifik organlarda bulunur (Schmidt vd., 2010).
Baslica kolajen tipleri asagida 6zetlenmistir:

Tip I kolajen [a1(D)]2 «2(I) insan viicudunda en
¢ok bulunan ve en dayanikli olan kolajen tipidit.
Iki esdeger a1 ve bir a2 zincirinden olusur. Baslica
deride, tendonlarda, kemikte, ligamentlerde ve
bag dokusunda bulunur (Krishnamoorthivd.,
2017).

Tip II kolajen [al(ID)]s, kikirdak dokusunun
baslica kolajenidir. U¢ a1(Il) zincirinden olusur.
Kikirdaktaki toplam protein igetiginin %090-95'ini
olusturur (Jeevithan vd., 2015). Etki mekanizmast
itibatiyle, osteoattrit/romatoid artrit gibi eklem
hastaliklarinin tedavisinde kullanilir.

Tip HI kolajen [al(II)]s ag yapili liflerden
olusmaktadir ve eckstraseliler matrisin temel
bilesenidir. Ug¢ ol(IIl) zincirinden olusur.
Genellikle tip I kolajenle beraber bulunur. Cildin
elastikiyetini ve stkiligint saglar. Kan damarinda,
yaralarda ve belitli timérlerde bulunur (Liu vd.,

2001).

Kolajen, yapist ve ti¢ boyutlu organizasyonu temel
alindiginda, fibril olusturan kolajenler, ag
olusturucu kolajenler, kesintili t¢li sarmallt fibril
iliskili  kolajenler (FACIT), ankraj fibrilleri,
transmembran, bazal membran, mikrofibriler
kolajen ve multipleksin olarak gruplandirilir.
Cizelge 1°de farklt kolajen yapilarina ait kolajen
tipleri ve dokudaki dagilimlari listelenmistir.

Cizelge 1. Farkli yapidaki kolajen tipleri (Gelse vd., 2003)

Familya Tip Bulundugu yer
Fibril olusturan kolajenler I tendon, ligamentler, kemik, dermis
11 kikirdak, camsi cisim
111 deri, retikiler lif
\% akciger, plasenta, kornea
X1 camsi cisim, eklem kikirdagi
Ag olusturucu kolajenler VIII endotel hiicreleri
X hipertrofik kikirdak
FACIT kolajenler X kikirdak, kornea, camst cisim
XII perikondrium, ligamentler, tendon
X1V dermis, tendon, plasenta, akciger
XIX rabdomiyosarkom hiicresi
XX embriyonik deri, sternal kikirdak, tendon
XXI kan damart duvart
Ankraj fibrilleri VII oral mukoza,deri
Transmembran kolajenler XIII epidermis, sag folikill, endomisyum
XVII dermal - epidermal eklemler
Bazal membran kolajenler v bazal membran
Mikrofibriler kolajen VI deri, kikirdak, plasenta, omutlar arast disk
Multipleksin XV fibroblastlar, diiz kas hiicreleri, bobrek
XVI fibroblastlar, amniyon, keratinositler
XVIII karaciger, akciger
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Toplam kolajenin yaklagtk %90'm1t olusturan en
bol ve yaygin kolajen familyasi, fibril olusturan
kolajenlerdir (Gelse vd., 2003). Kolajen fibrilleri,
dokuya bagl olarak yaklasik 12-500 nm araliginda

degismektedir (Kadler vd., 2007). Kolajen
fibrilleri, kolajenlerin  ve kolajen  olmayan
proteinlerin veya proteoglikanlarin

makromolekiiler alagimlari olarak distnilebilir
(Ricard-Blum vd., 2011). FACIT yapidaki
kolajenler, nispeten kisa kolajenlerdir. Uglii sarmal
alanda kesintiye ugrarlar ve kolajen fibrillerinin
yuzeylerinde bulunabilitler (Kadler vd., 2007). Ag
olusturucu kolajen yapisindaki tip X ve VIII
kolajenler yapisal olarak kisa zincirli kolajenlerdir.
Bu kolajen tipleri altigen aglar olusturur. Kolajen
aglari, hiicre ve dokular destekleyici yapilar olarak
islev gorir. Bununla beraber, gelismekte olan
embriyolart igerir ve korur; komsu hiicreler icin
ankraj islevi gorir (Balasubramanian vd., 2012).
Ankraj fibriller biytk 6lciide tip VII kolajenden
olusur. Tip VII kolajen, ESM fonksiyonu ve
stabilitesi icin ¢ok O6nemlidir (Karsdal ve
Mortensen, 2016). Membran kolajenleri, bazal
membran ve transmembran olmak tzere 2 farklt
formda bulunur. Hicre etkilesiminde 6nemli rol
oynayan Tip IV kolajen, bazal membranin ana
bilesenidir. Transmembran kolajen tipleri ise
genellikle deride ve deri altt ba§ yerlerinde
bulunur. ESM’de genis lifleri bir araya getiren
mikrofibriler yapidaki tip VI kolajen derinin
o6nemli bir kolajen bilesenidir. Kolajen proteini,
Ozel bir amino asit bilesimine sahip olmasiyla
diger proteinlerden farklidir. Yapisinda on dokuz
farkli amino asit bulunduran kolajen, zorunlu

amino asitlerden histidin, izolGsin, 16sin, lizin,
metiyonin, fenilalanin, treonin, tirozin ve valini
icerir. Kolajenin amino asit karakteristigi olan
hidroksiprolin, kolajenin termal stabilitesini
belirler ve kolajenin kantitatif tayininde kullanilir
(Wlodarczyk  vd., 2017). Bununla birlikte,
hidroksiprolinin, hayvanlarin ¢oklu dokularinda
glisin sentezi, bag doku yapisinin onarimi,
hticresel redoks reaksiyonlarinin diizenlenmesi
gibi bir¢ok fonksiyonu vardir (Li ve Wu, 2018).

KOLAJEN EKSTRAKSIYONU

Kolajen Kaynaklari

Kolajen ekstraksiyonu icin en sik kullanilan
hammaddeler, deri veya postlar, kemikler,
tendonlar ve kikirdaklardir (Gémez-Guillén vd.,
2011). Ticari kolajenlerin bircogu, 6zellikle sigir ve
domuz gibi memeli hayvanlarin yan trinlerinden
elde edilit (Arumugam vd., 2018). Ancak,
sigirlarda gorillen deli dana hastaligt (BSE), ayak-
ag1z hastaligr (FMD) ve inanca dayali kisitlamalar
gibi problemler, arastirmacilart kolajen icin farklt
hammaddeler arayisina yonlendirmistir. Bu gibi
nedenlerle, son yillarda yapilan calismalarda, balik
yan Urinleri kolajen eldesi i¢in alternatif ve
giivenli bir kaynak olarak gorillmektedir. Ozellikle
deri, pul ve ylizgeg gibi kolajence zengin olan yan
driinlere ilgi artmaktadir (Dun vd., 2008). Bununla
beraber, kiimes hayvant kesim atiklarindan
kolajen ekstraksiyonuyla ilgili ¢alismalar da
literatirde mevcuttur. Cizelge 2’de kolajen
ckstraksiyonunda kullanilan bazi hammaddeler
gorilmektedir.

Cizelge 2. Kolajen ekstraksiyonu ile ilgili calismalarda kullanilan materyal

Kullanilan Materyal

Memeli hayvanlar

Kiimes hayvanlar

Balik

Sigir derisi (De Moraes ve Cunha,
2013)

Sig1r kemigi (Ferraro vd., 2017)
Sigir tendonu (Ran ve Wang,
2014)

Domuz testisi (Simées vd., 2014)
Domuz derisi (Yang ve Shu, 2014)
Koyun kemikleri (Gao vd., 2017)

2014)

Tavuk ayag1 (Liu vd., 2001;
Cheng vd., 2009; Hashim
vd., 2014; Zhou vd., 2016;
Dhakal vd., 2018)

Tavuk kemigi (Dong vd.,

Tavuk derisi (Lin vd., 2013;
Oechsle vd., 2016)

Deri (Ninan vd., 2014; Sionkowska vd.,
2015; Sun vd., 2017; Ali vd., 2018;
Arumugam vd., 2018; Li vd., 2018)
Hava kesesi (Kaewdang vd., 2014)

Pul (Chuaychan vd., 2015; Chen vd.,
2016; Mahboob, 2015; Bhagwat ve
Dandge, 2016; Huang vd., 2016)

Babk Kieigr (Liu ve Huang, 2016;
Tsutaya vd., 2018)

Kikirdak (Liang vd.,2014; Jeevithan
vd., 2015; Bu vd., 2017)

Iskelet (Jeevithan vd., 2014)
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Kolajen ekstraksiyonunda kullanilan
hammaddelerin genelde deri, kemik, ayak ve pul
gibi insan tiketimi amaciyla kullanidmayan

hayvansal yan trinlerden olustugu gbzlenmisti.
Bu yan triinlerin kullanilarak katma degeri yiksek
olan kolajen iretilmesi, hayvansal atiklarin da
verimli bir sekilde degetlendirilmesine olanak
saglamaktadir.

On Iglemler

Kolajen ekstraksiyonu i¢in hammaddeye gore
farkldik gosteren bir asit veya alkali ¢ozelti
kullanilarak birtakim 6n islemler gerceklestirilir.
On islemler, kolajen olmayan maddeleri
uzaklastirmak ve yliksek verime ulasmak amactyla
uygulanur. Alkali islemi, genel olarak kemik ve deri
gibi kararli ve son derece ¢apraz baglanmis
malzemeler i¢in kullanilir (See vd., 2015). Alkali
islemde hammadde, sodyum hidroksit (NaOH),
magnezyum oksit (MgO) ve kalsiyum hidroksit
(Ca(OH),) gibi bazik bir ¢ozelti ile muamele edilir.
Ozellikle NaOH muamelesi deride 6nemli bir
sismeye sebep olarak doku matriksindeki kiitle
transfer hizint arttirr ve kolajen ekstraksiyonunu
kolaylastirir  (Liu vd., 2015a). Alkali islemin
ardindan asit ile nétralizasyon islemi, kolajen
olmayan proteinleri uzaklastirmakla birlikte iyi bir
jel Ozelligi ve yuksek verimle sonuclanabilecek
nétr ya da zayif asit ekstraksiyon ortami da saglar
(Zhou ve Regenstein, 2005). Kullanidan asidin
tirld ve konsantrasyonu, sisme Ozelliklerine ve
kolajenin ¢6zinmesine buyik Slctide etki eder
(Manjula vd., 2015). Bununla bitlikte, yiksek yag
icerigine sahip deriler icin, lifler yag uzaklastirma
islemiyle yumusatilarak  kolajen safligi  ve
ckstraksiyon verimi arttirilabilmektedir. Xu vd.
(2017)  tarafindan  yapdan bir calismada,
gelistirilmis 6n islemlerin (yag uzaklastirma ve
agartma) guney yayin baligt (Siurus meridionalis
Chen) derisinden ekstrakte edilen kolajenin saflig
ve verimi Uzerine etkileri degerlendirilmistir.
Elektroforez,  hidroksiprolin  icerigi  ve
ekstraksiyon hizinin degerlendirilmesi sonucu,
%0.5 hidrojen peroksit (H202) ¢Ozeltisinde (pH
10) agartma islemi gerceklestirilmis ve yagdan
arindirdmis  deriden ekstrakte edilen kolajenin
diger agartma kosullarina kiyasla daha yiksek
verim ve saflik gosterdigi gézlenmistir.

Uygulanan 6n islemler ile kullanilan kimyasallarin
konsantrasyonu  ekstraksiyonun
fonksiyonel etkinligi icin Onemlidir. Kolajen
Ozellikleri,  6n  islemlere  baglt  olarak
degismektedir. Bu sebeple, tiriin verimi ve kalitesi
actsindan kullaniacak olan kimyasallarin tiiri ve
konsantrasyonu iyi belirlenmelidit.

tura ve

Ekstraksiyon Yontemleri

Kolajen 6zellikleri hammaddeye ve ekstraksiyon
kosullarina baglt olarak degisir. En ¢ok kullanilan
ekstraksiyon yontemleri kolajenin nétr tuzlu
cozeltiler, asit ¢Ozeltileri ve enzimlerin eklendigi

asit  ¢Ozeltilerindeki  ¢6zuntrligine  dayanir
(Schmidt vd., 2016).

Tuzla Coktiirme

Genel olarak  tuz ile ¢O6ktirme yOntemi,

ekstraksiyon ve ¢oktirme olarak 2 agamadan
meydana gelir. Tuzun konsantrasyonunu kontrol
etmek, bu yéntemdeki kilit noktadir. Bir protein
cozeltisine dusiik tuz konsantrasyonlarinda notral
tuz ilave edildiginde, tuz molekiilleri proteinlerin
¢cozunurligini arttiran molekiller arasindaki

elektrostatik ~ enerjiyi ~ azaltarak  protein
molekillerinin = ¢6zUntrliging  arttirir  (tuzla
¢oziindirme=salting in). Yiksek tuz

konsantrasyonlarinda nétral tuz ilave edildiginde
ise, hidrofobik gruplar etrafindaki su molekulleri
tuz molekilleri tarafindan uzaklastirilir; bu
durumda hidrofobik etki artar, ¢ozlntrlik azalir
ve proteinler ¢oker (tuzla ¢oktiirme= salting out).
Tuzla  ¢Oktlirme  yOnteminde,  Oncelikle
¢ozintrlik arttirilarak proteinler ekstrakte edilir,
sonrasinda ise ¢oziiniirlitk azaltilarak proteinlerin
¢okmesi saglanir (Duong-Ly ve Gabelli, 2014).
Coktirme isleminde genellikle, NaCl (sodyum
klortir),  Tris-HCI (Ttis (hidroksimetil)
aminometan hidrokloriir), fosfat veya sitrat

cozeltisi gibi nétr tuz ¢ozeltileri kullanilir (Yang ve
Shu, 2014).

Kolajen ekstraksiyonunda tuzla  ¢6ktirme
yonteminin prensibi esas olarak ¢éziintir kolajeni
dokulardan ekstrakte etmektit. Zhou vd. (2010)
calismasinda, tavuk ayaklarindan tuzda (sodyum
klortir), asitte (asetik asit) ve enzimde (pepsin)
¢ozintr kolajen ekstraksiyonu gerceklestirmistir.
On iglemleri tamamlanmis tavuk ayaklari, tuzla
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ekstraksiyon isleminde (0.05 mol/L Tris-HCl
icinde 0.45 mol/L NaCl, pH 7.5) tuz ¢ozeltisi
icinde; asitle ekstraksiyon isleminde 0.5 mol/L
asetik asit ¢ozeltisinde; enzimle ekstraksiyon
isleminde % 0.1 (w/v) pepsin iceren 0.5 mol/L
asetik asit c¢Ozeltisinde 48 saat bekletilmistir.
Ekstraksiyon islemi sonunda elde edilen her bir
kolajenin verimi kiyaslandiginda; tuzda ¢oziintr
kolajenin en disiik verime (%1.13 kuru agirlik
bazinda) sahip oldugu gbzlenmistir.

Duan vd. (2013) NaClnin kolajen ¢6zeltisinin
reolojik Ozelliklerini de etkiledigini bildirmistir.
Disiik NaCI konsantrasyonlarinda (0-0.1mol/L)
salting in etkisi ve ¢Ozeltilerin psddoplastik
davranisinin - zayifladign  tiksotropinin  ise
gliclendigi gorilirken; yiksek NaCl
konsantrasyonlarinda (0.1-0.3 mol/L) salting out
etkisi ve c¢ozeltilerin psédoplastik davraniginin
gliclendigi ancak tiksotropide belirgin bir degisim
olmadigi gbzlenmistir. Hayvan dokularinda,
protein molekillerinin birbirine ¢apraz baglt
olmasindan dolayt ¢6zintir kolajen miktart da
azdir, bu durum genellikle diisiik kolajen verimi ve
safligina yol agar (Liu vd., 2015b). Bu yiizden tuzla
ekstraksiyon yonteminin kullanimi sinirlidir.

Asitle Hidroliz

Asit hidrolizi, asetik asit, sitrik asit ve laktik asit
gibi organik asitler ve hidroklorik asit gibi
inorganik asitler kullamilarak — gerceklestirilir.
Organik asitler ¢apraz baglanmamis kolajenleri
¢6zme yetenegine sahiptir. Aynt zamanda kolajen
icindeki zincirler arast capraz baglarin bir kismint
kirarak ekstraksiyon sirasinda kolajenin daha fazla
¢oziinmesini saglar (Liu vd., 2015a). Asetik asit,
kolajen ekstraksiyonu i¢in en yaygin kullanilan
organik ¢ozgendir. Chen vd. (2016) tarafindan
yapilan calismada tatlisu ¢ipurasinin (Oreochromis
niloticns) pul ve derisinden asit-¢6zintr kolajen
ekstraksiyonu  gerceklestirilmistir. On  islemleri
tamamlanmis pul ve deriler, 0.5mol/L asetik asit
ile 4°C’de 24 saat boyunca muamele edilmistir.
Deri ve pullardan ekstrakte edilen asit-¢6zintr
kolajen (ASC) verimi sirastyla 27.2¢ /100 g ve 3.2g
/100 g (kuru agithk) olarak belitlenmistir. Wang
vd. (2008), asetik asit konsantrasyonun (0.3, 0.5 ve
0.8 mol/L), sicakligin (10, 20 ve 30 °C) ve
ekstraksiyon siresinin (12, 24 ve 36 saat)

ekstraksiyon verimine etkisini degerlendirerek, ot
sazant (Ctenopharyngodon idella) derisinden ASC
ekstraksiyon kosullarini optimize etmigtir. Test
edilen ¢ degiskenin de kolajen ekstraksiyonunu
belirgin sekilde etkiledigi gbzlenmistir. Sicakligin
ve asetik asit konsantrasyonunun artistyla verim
belirli bir degere kadar artis gbstermis, daha sonra
ise azalmistir. Ot sazani derisinden en yiksek
verimle ASC elde etmek i¢in optimum kosullat;
asetik asit konsantrasyonu 0.54 mol/L, sicaklik
24.7°C ve stre 32.1 saat olarak belitlenmigtir. Liu
vd. (2001) tarafindan yapilan calismada, tavuk
ayaklarindan kolajen ekstraksiyonu icin farklt
asitlerin etkisi degerlendirilmistir. Bu kapsamda,
ekstraksiyon islemi %5 oraninda 4 farkli asit
(asetik asit, sitrik asit, hidroklorik asit ve laktik
asit) kullanilarak tavuk ayagi/cozelti orant 1:8
(w/v) olacak sekilde farkls siirelerde (12, 24, 36 ve
48 saat) gerceklestirilmistir. Calisma sonucunda,
kolajen verimi (%), kolajen (%), saf kolajen (g
/100g) ve kolajen kaybt (%) miktarlari
kiyaslandiginda optimum kosul 36 saat laktik asit
uygulamast olarak belirlenmistir. Laktik asit ve
asetik asit, kolajen ekstraksiyonu icin etkin
¢ozictlerdir. Goémez-Guillén ve Montero (2001),
glicli bir asitin (ylksek k., ve distik pH degeri)
kolajen ekstraksiyon hizini arttirdigini belirtmistir.
Ancak, pH degeri (<2.0) olan asitlerin,
ekstraksiyon sirasinda kolajen denatlirasyonu ve
sindirimine yol actig1 belirtilmistic (Cheng vd.,

2009). Bununla beraber, kuvvetli asitlerin
(pH<2.0) yaratug: disiik pH ortaminin, kolajen
ckstraksiyon  verimini  azaltti§int  bildiren

calismalarda literatiirde mevcuttur (Liu vd., 2001;
Cheng vd., 2009; Lin vd., 2013; Liu ve Huang.,
20106).

Asit ile hidroliz yénteminde konsantrasyon, pH
degeri, sicaklik ve islem siresi gibi degiskenler
ekstraksiyon verimini etkiler. Bununla birlikte, asit
ve enzimle  hidroliz  islemleri  beraber
uygulandiginda daha yiksek verimlere ulasildigt
bilinmektedir (Chuaychan vd., 2015; Mahboob,
2015; Ali vd., 2017; Zhang ve Duan, 2017).

Enzimatik Hidroliz

Enzimatik  hidroliz, kompleks molekillerin
monomerlerine  ayrsturilmasinin  enzimlerin
eklenmesiyle  gerceklestirildigi  bir  islemdir.
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Proteinlerin  enzimatik hidrolizi, proteinlerin
fiziksel, kimyasal ve fonksiyonel 6zelliklerini
gelistirmek icin Onemli bir biyoproses olarak
gorillmektedir (Sarbon vd., 2018). Proteazlar,
proteinlerdeki peptit baglarint hidrolize edetler ve
bu amagla gida endustrisinde de yaygin olarak
kullanilirlar (Temiz, 2014). Pepsin, papain, ve
tripsin kolajen ekstraksiyonu i¢in yaygin olarak
kullanilan proteaz enzimleridir (Jung vd., 2014;
Yasothai ve Giriprasad, 2015; Liu vd., 2016; Yu
vd., 2018). Genellikle telopeptitleri patcalayarak

kolajen ekstraksiyonunu kolaylagtiran enzimler
bununla bitlikte, kolajenin t¢li sarmal yapisint da
korur (Chuaychan vd. 2015; Gao vd., 2017). Ali
vd. (2018) ve Riaz vd. (2018), Fourier déniisimii
kizilbtesi (FTIR) sonuglarina dayanarak elde
ettikleri bulgularla, pepsinin kolajenin ti¢lii sarmal
yapistnt korudugunu gostermislerdir. Enzimatik
hidroliz, kolajen ekstraksiyonu icin kullanilan ideal
yontemlerden biri olarak gorilir. Cizelge 3°de
kolajenin  enzimatik  hidroliz  yOntemiyle
ekstraksiyonuna dair calismalar verilmisgtir.

Cizelge 3. Kolajenin enzimatik hidroliziyle ilgili bazi ¢calismalar

Materyal ~ Yontem Sonug Referans
Kalamar 0.5 mol/L.  asetik asitte, Kolajen verimi %75.3 (kuru Kittiphattanabawon
Derisi deti/¢ozelti orant 1:250 (w/v) agithk bazinda) olarak vd. (2015)
olacak sekilde ve %0.1 pepsin belirlenmistir.  ASC  verimine
(w/w) kullanilarak 4 °C’de 72 (%06.27) kiyasla, kolajen
saat boyunca karistirma islemi  veriminin belirgin sekilde arttigt
gbzlenmistir
Tavuk Papain ve pepsin enzimlerinin Papain ve pepsinle ekstrakte Hashim vd. (2014)
ayagt ekstraksiyon verimine etkisini edilen kolajen verimleri sirastyla
incelemek  amactyla, %0.1 %18.16 ve %22.94 (kuru agirlik
(w/v) enzim iceren 0.5 mol/L.  bazinda) olarak belirlenmistir
asetik asitte 4 °C’de 24 saat
boyunca karistirma islemi
Tavuk 1:10 (w/v) oraninda 0.5 mol/L.  Asetik asit/pepsin  Lin vd. (2013)
derisi organik asit (laktik asit, asetik kombinasyonunda en yiksek
asit, sitrik asit) ve %0.1 (w/v) kolajen verimine (%3.68%0.27);
pepsin kullanilarak 4°C’de 24 sitrik asit/pepsin
saat kartstirma islemi kombinasyonunda ise en dusik
kolajen verimine (% 1.99%0.28)
ulasilmustir.
Koyun ASC ve pepsinde c¢ozunlir Denatlirasyon sicakliklart (Tq) Gao vd. (2017)
kemikleri kolajen  (PSC)  6zelliklerini  kargilastirldiginda, PSC’nin daha
kiyaslama  amaciyla, ASC disik denatiirasyon sicakligina

ekstraksiyonu icin, 1:10 (w/v)
oraninda 0.5 mol/L asetik
asitte, PSC ekstraksiyonu icin
pepsin iceren 0.5 mol/L asetik
asitte 4°C’de 3 gun boyunca
karistirma islemi

sahip  oldugu  gbzlenmistir.
Amino asit iceriklerinde anlamlt
bir fark gézlenmezken, kolajenin
6nemli  bir  bileseni  olan
hidroksiprolin miktarinin PSC’de
biraz  daha  fazla  oldugu
gorulmustar.
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Enzimatik hidroliz yéntemi diger yontemlere gore
daha maliyetli olmasina ragmen; yitksek kolajen
verimi ve safligr sunar. Bununla beraber, proses
kontrolini  kolaylastirir ~ ve  son
Ozelliklerini iyilestirerek uriin kalitesini arttirir
(Iltchenco vd., 2017).

uranun

Kolajen Ultrason
Kullanimi

Ultrason so6zlik anlami itibariyle, 20 kHz'in
tzerinde bir frekansta herhangi bir sese karsilik
gelir. Dustik ve yitksek siddetli ultrason olarak
sintflandirilir. Dustik  siddetli  ultrason,  bir
maddenin yapist, bilesimi, fiziksel durumu gibi
tizikokimyasal ~ Ozelliklerin ~ belitflenmesi  i¢in
kullanilirken; yitksek siddetli ultrason, hicre
yikimi, emilsifikasyon, enzimatik inaktivasyon ve
kimyasal reaksiyonlari desteklemek i¢in kullanilir
(Song vd., 2018). Ultrason, sivi sistemlerde
kavitasyon olarak adlandirilan bir etki yaratir. Bu
olay stvi icinde kabarcik olusumu, biyimesi ve
sonmesiyle ilgilidir (Tavman vd., 2009). Ultrason
frekanst artttk¢a, stvi  icinde kavitasyonun
yogunlugu ve Uretimi azalir (Chemat vd., 2017).

Ekstraksiyonunda

Ultrasonikasyon, islem siresini kisaltmak, trin
kalitesini artirmak ve gida Urtinlerinin giivenligini
korumak icin tasarlanan ve hizla gelisen
tekniklerden biri olarak gorilmektedir. Son
yillarda kurutma, karistirma, homojenizasyon ve
ekstraksiyon islemlerindeki kiitle transferini
hizlandirmak amaciyla yiiksek siddetli ultrasonun
kullanildigi calismalar artis gbstermistir (Majid vd.,
2015). Ultrasonikasyon  islemi,  protein
konjugatlarinin  tretilmesinde ve proteinlerin
enzimatik hidrolizinin iyilestirilmesinde etkili bir
yontem olarak gorilmektedir (Chen vd., 2011).
Kolajen ekstraksiyonunda ultrason kullanimiyla
lgili galismalar son yillarda artig gOstermeye
baslamistir. Ali vd. (2017), ultrasonun sazan baligt
(Probarbus [ullieni) derisinden asitte ve pepsinde
¢cozintr kolajen ekstraksiyonu tzerine etkilerini
incelemislerdir. Ultrasonuygulamastyla beraber
(20 kHz) kolajen veriminin 6nemli 6l¢ide arttig,
islem siresinin ise kisaldigi gbrilmistir. Dairesel
dikroizm (CD) ve FTIR sonuglari, ultrason
uygulamastyla elde edilen kolajenlerin ti¢lii sarmal
yapiya sahip oldugunu géstermistir. Kolajenlerin
elektroforez modelleri incelendiginde, ultrasonun

protein yapist ve kolajenin ana bilegenleri olan o,
oz ve B zincitlerini degistirmedigi gorilmistiir.
Kim vd. (2013) japon levregi (Lateolabrax: japonicus)
derisinden kolajen ekstraksiyonu icin farkls asetik
asit konsantrasyonlarinda (0.01, 0.05, 0.1 mol/L)
0-24 saat araliginda ultrason (20 kHz, darbeli mod
20/20  saniye) destekli  ekstraksiyon
gerceklestirmislerdir. Kontrol 6rnegi ise aynt
kosullar altinda 0.5 mol/L asetik asitle ekstrakte
edilmistir.  Sonuglar, ultrason uygulamasinin
distik  asit  konsantrasyonu  (0.01 M)
kullanildiginda  bile, 0.5 mol/L asetik asitli
geleneksel ekstraksiyon yontemine gore daha
verimli oldugunu géstermistir. Li vd. (2009) sigir
tendonundan pepsinde ¢6ziintr kolajen eldesi icin
ultrason destekli ekstraksiyon (40 kHz, 120 W,
darbeli mod 30/30 dakika) gerceklestirmislerdit.
Pepsin uygulamasinda, 6rnekler 0.5 mol/L asetik
asit ¢oOzeltisi icinde pepsin ile 2 giin boyunca

ekstrakte edilmistir. Ultrason+pepsin
uygulamasinda ise ckstra ultrason basamagi
haricinde, prosediir pepsin  uygulamasiyla
tamamen aymudir. Sonuglar, ultrason

uygulamasinin  kolajen verimini %124'e kadar
arturdigini ve islem siiresini 6nemli  Slciide
azaltugini  gostermistir.  Sonuglar,  ultrason
uygulamasinin enzim aktivitesini ve kolajen
substratinin  ¢Oziinmesini  arttirarak  kolajen
fibrillerini acti§1, dolayisiyla enzimatik hidrolizi
kolaylastirdigini gstermistir.

Ultrason teknolojisi, strdiirtilebilir ‘yesil” kimyast
hedefine ulagmada 6nemli bir rol oynar (Chemat
vd.,, 2017). Ultrasonun diger yontemlere gore
givenli, ucuz, tekrarlanabilir ve cevre dostu
olmast gibi pek cok avantaji vardir (Zou vd,,
2017). Kolajen ekstraksiyonunda  ultrason
kullanimi kullanilan asit miktarini ve ekstraksiyon
stresini 6nemli 6l¢iide azaltmakla beraber, verimi
de buytk 6lctide arttirmaktadir (Song vd., 2018).
Ancak ultrasonun enzim aktivitesi uzerindeki
etkisine dair calismalar hala cok sinirlidir. Bununla
birlikte, uzun siireli ultrason uygulamasi, ortamda
kavitasyona yol acarak basincin ve sicakligin
artisina neden olabilir (Schmidt vd., 20106).

SONUC
Literatiirdeki c¢aligmalar incelendiginde, kolajen
ekstraksiyonu icin balik yan iiriinlerine olan ilginin
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arttfl gérilmustir. Yan Griinlerden, katma degeri
yiksek kolajen eldesi temiz ve strdurilebilir
dretim agisindan Onem tagtmaktadir. Kolajen
ekstraksiyonu i¢in yaygin olarak kullanilan
yontemler; tuzla c¢Oktirme, asitle hidroliz ve
enzimatik  hidrolizdir. Tuzla ¢Oktirme
yonteminde, daha digtik kolajen verimi elde
edildiginden  dolayt  kullanimi  sturlhdr.
Literatiirdeki ¢aligmalar incelendiginde, asitle
hidroliz yonteminin yaygin olarak kullaniddigt
gorilmustir.  Kullandan — asidin =~ tird  ve
konsantrasyonu  kolajen  ekstraksiyonu  icin
onemlidir. Asitle hidroliz yOnteminin enzimle
beraber uygulandiginda, daha yiksek verimlere
ulasildigr bilinmektedir. Kolajen ekstraksiyonu
icin enzim kullanimi ideal yontemlerden biridir.
Enzimatik hidroliz yonteminin, disik enerji
titketimi, yiiksek kolajen verimi ve saflig1 sunmast,
reaksiyon kosullarinin hafif olmast vb. avantajlara
sahip olmasindan dolayr  kullanimi  tercih
edilmektedir. Ultrason kullanimi kolajen yapisina
zarar vermeden verimi arttirir, ekstraksiyon
stresini  ise  kisaltir.  Yapilan  ¢alismalar,
ultrasonunun ekstraksiyon etkinligini arttirmak
icin etkili bir ara¢ oldugunu kamutlar niteliktedir.
Ancak, ultrasonun enzim aktivitesi ve kolajen
yapisi iizerine etkilerinin daha iyi degerlendirilmesi
icin calismalar arttirtlmalidir.
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