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Ozet Summary
2* Fabrika deneylerinin istatistiksel plani kullang, ki- The effect of reaction conditions on the yield pkyma:
sa sgir tendonlarinin enzimatik hidroliz Grintne, regks ic hydrolysis of short cattle tendons was examingidg stas
sartlarinin etkisi incelendi. Uriin reaksiyonugddkliklerinin tical scheme of factorial experiments The duration of e
ana kaynaklari olarak, flangi¢c materyalinin enzimatik arin-  zymatic purificaton of the starting material and mfrifiec
dirma siresi ve arindirilgumateryalin denatiirasyon sur material denaturation processes, the protease wwatien i
karisim reaksiyonundaki proteaz konsantrasyonu ve hik reaction mixture and hydrolysis tmie were considerebe tF
siresi goz ondnde tutuldu. Kollajen hidrolizatin ksienunr main sources of reaction yield variation. An attérvps mac
Urdnune yol acacaartlari bulmak icin bir gigimde bulunul- to find the conditions leading to maximal yield cdllage
du. hydrolysate.
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Son zamanlarda, cilt ve sa¢c bakim kozmetik sartlarinin uygun hale getirilmesi, biraz pratik
artnlerinin unsurlar olarak kullanilmak Gzere ilgiyle aciklanir.
yeteri kadar saf kollajen hidrolizatin hazirlanmasi
icin  geleneksel olmayan bir  kollajenoz Deneysel Metod ve Sonuglar
hammaddenin (kisa @r tendonlari) kontrollii istatistiki metodlar, 6zellikle “2tipi fabrika
enzimatik hidrolizi ile ilgilenmeye k#adik (1).  deneylerinin  plani,  kullanilarak,  kollajentz
Baslangic kollajendz materyalin arindiriimasi icin hidrolizat Grtint  Gzerinde reaksiyogartlarinin
alkalen ortamda maksimum etkili (pH 11.8) ticari etkisi incelendi (2-4). Deneylerde gbzlenen
ismi Graesse¥"” (Novonordisk, Bagsvaerd, deisken, standart Kjeldahl metoduyla tahmin
Denmark) olan mikrobiyal kaynakli lipaz €dilen suda eriyen forma gigen amidik azotun
(Aspergillus) ve nétral ortamda ticari olarak uygun Yuzdesiydi. Suda erimeyen fraksiyonda kalan
proteaz Neutrase 0.5” kullanarak arindinlng ~ @zotun miktari da, ayni yolla tahmin ediltizleyen
kollajen  hidrolizini  gercekigirdik.  Diisik faktorlerin, kollajen hidrolizinde disikli ge neden
enerjileri ve yatinm slemlerinin, biyoteknolojik  °laca&! goz oniinde tutuldu:
sure¢ olarak genellikle bilinmesi geppee (A) Baslangic sonuclari (1), %21 ticari olarak
ragmen, UrGn hidrolizatina uyarak hidroliz uygun lipaz iceren (Graess&X) %1000'lik bir
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hacimli (v/iw, balangic materyal @rligina relatif
olarak) bir alkalen banyoda (%1 hacimli
sikloheksilamin ekleyerek pH 11.8'e ghili)
kollajen6z balangic  materyalini  arindirma
distincesine yoneltti. Sureg, ¥Blik bir Isida
yonetildi. Bu sartlar altinda, hidrolizat GriGninu
etkileyebilecek tek faktér, arindirma sdrecinin
siresi olacaktl. Bu faktorin en glik seviyesi 24
saatte ve en yUkgile 72 saatte yerarilmi sti.

(B) Genel bir kural olarak, proteinlerin
denatlirasyonu, sonraki enzimatik hidrolizi
kolaylastirir; boylece, 98C'lik bir 1sida %500’lik
bir hacimle (v/w bglangi¢c materyalinin @rligina
dayanan) bir su banyosundaki arindirgmi
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sureleri 2 fabrika deneylerinin  reaksiyon
planlarindaki faktor C kagim reaksiyonunun
uygun hareketlendirici ve sabigt&ilmis i1si (45C)
altinda 1 ve 3 saat ile gercegtieldi.

(D) Karisim reaksiyonundaki  proteazin
konsantrasyonunun, o©nden giden faktér C ile
birbirini etkileyebilecgi ve hidroliz reaksiyonunun
arininu etkileyegg umuldu. Faktér D’nin etkisi
%0,1 (w/w alt seviye) ve %1.0 (w/w Ust seviyesi)
seviyelerinde c¢agild.

Genel olarak, deneyseartlar su sekilde
tanimlanabilir. Her bireysel deney, %1'lik bir tica
lipaz Graesse¥"” (baslangic kollajenéz materyal
agirhgina relatif olarak) iceren, 88'da, %1'lik

baglangic  materyalinin  denattirasyon  suresinin (/) sikloheksilamin ekleyerek pH'si 11.8'de

etkisi uygun hareketlendirici altinda, gigklik
faktor B olarak secildi. Yukarida anlatilgartlar

kurulmws, 9%21000’lik bir hacimli (balangi¢
materyalinin girhgina relatif olarak) bir alkalen

seviyesi 30 dakikada yestérildi.

(C) Bundan sonraki, denatire kollajenin
enzimatik hidrolizi, proteaz Neutrase 0’5
ekleyerek, denatlrasyon banyosunda °Qafe
sogutulduktan sonra) gercekl&ildi. Bu reaksiyon

devresinde, Urdndn hidrolizi, proteaz aksiyonunun
zamanindan etkilenebilir (bu reaksiyon devresinin filtrelendi

reaksiyon zamani).

boyutu 1 cm olan partikiller Gzerine kurulgu

baslangic kollajen6z materyalin arindiriimasini
icerir. Bireysel deneyler icin zaman periyodu 24
saat (alt seviye) veya 72 saatti (Ust seviye) iakt

A, Tablo 1'e bakiniz).

Reaksiyon kagiminin erimeyen fraksiyonu
ve notral reaksiyonda suyla filtre

Proteaza maruz kalmaninuzerinde yikandi. Suda iyice yikarymerimeyen

Tablo 1. Kisa sgir tendonlarinin enzimatik hidrolizi igin deneysattlar ve veriler

Baglangic hammaddenin toplam azotundaki
% azot

Deney Faktor A Faktor B Faktor C Faktor D proteolitik hazir- Arindirma Suda Suda
No arindirma denatlrasyon hidrolizi lama konsantrasyonu (%) banyosu eriyen erimeyen
siresi (saat)  suresi (dakika) suresi (saat)
1 24 30 1 0.1 5.95 71.03 23.02
2 72 30 3 0.1 2.27 87.32 10.41
3 24 30 3 1.0 6.26 90.53 3.21
4 24 15 1 0.1 7.85 65.51 26.64
5 24 15 3 0.1 13.73 76.15 10.13
6 24 30 3 0.1 5.90 86.46 7.64
7 72 30 3 1.0 6.84 90.76 2.40
8 72 15 3 0.1 17.45 82.55 0.00
9 72 30 1 0.1 2.01 78.98 19.01
10 72 30 1 1.0 7.13 81.33 11.54
11 72 15 3 1.0 4.20 92.98 2.82
12 72 15 1 1.0 10.42 82.26 7.32
13 72 15 1 0.1 24.46 58.45 17.09
14 24 30 1 1.0 5.78 82.44 11.78
15 24 15 3 1.0 4.37 92.73 2.90
16 24 15 1 1.0 0.89 84.62 11.49
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fraksiyon %500’lik bir hacimde daildi (v/w,
baslangic  kollajen6z  materyalin  galigina
dayanarak) ve d@im, 15 ve 30 dakikafina
95°C’da isitilarak denattire edildi (Faktér B, Tablo
1’e bakiniz). Banyonun 46’ye sgutulmasindan
sonra, ozellgirilmis bir miktarda Neutrase 0%
reaksiyon silspansiyonuna eklendi s(hagic
materyal girliginin %0.1-1.0'i, faktér D, Tablo
1'e bakiniz) ve hidroliz fabrika deneyinin listesin
bagli olarak uygun hareketlendirici ile 1-3 saat
yonetildi (Faktor C, kaulastirmali Tablo 1).

O periyoddan sonra, proteaz aksiyonu
reaksiyon kagiminin 5 dakika 9'da
Isitiimasiyla inhibe edildi ve suda erimeyen

fraksiyon filtrasyon ile ayrildi. Amidik azot icegii
standart Kjeldahl metodu kullanilarak reaksiyon
karsiminin eriyen ve erimeyen bolumlerinde
belirlendi ve bglangi¢ proteinasetz materyalindeki
% relatif azot icegii seklinde tanimlandi. Sonuglar,
izleyen bireysel faktor seviyeleriyle beraber, Tabl
1'de sunuldu.

Kullanilan
banyosundaki

sartlar altinda arindirma
(slirecin giri operasyonu) azot

KISA SIGIR TENDONLARININ ENZIMATiK HIDROLiZ URUNU

24 saatten 72 saate yukseltiimesiyle, arindirma
banyosundaki azot oraninin %6.34'den %9.19'a
yukselecgini (baslangic proteinasetz materyalin
azot icersine  dayanarak) goOstermektedir.
Ortalamalar (%3.06'ya aen) arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamlidir (2). Uzamibir
arindirma slresi daha blytk miktarda proteinase6z
materyal kaybiyla sonuglanir ve bdylece pratik
nedenlerle en diik zaman seviyesi tercih edilir.

Reaksiyon kagiminin suda erimeyen ve suda
eriyen bolimlerindeki amidik azot ic@rj prensip
olarak, Oncelikle haric tutulamayacak
seviyelerindeki arindirma surecinin etkisi vesdb
bir tamamlayicisidir. Bitiin bunlari gézéniinde
tutarak; 2 fabrika deneyinin désiklik analizi igin
sadece % suda eriyen amidik azotun verileri
kullanildi (2 seviyede 4 faktor). Bireysel
faktorlerin ve etkilgimlerinin istatistiki
anlamhlgi, Fisher-test (F-test) kullanilarak tahmin
edildi (3,5,6). Dgisiklik analizinin sonuclar Tablo
2'de Ozetlenmitir.

Bu fabrika deneyisartlarinin catisinda, suda

eriyen azotun Urind, polinom tiple iyi
guvenilirlikli (korelasyon katsayisi 0.956) olarak

icerigi, arindirma sirecinin reaksiyon sdresinden (5 imiandi:

veya dger degiskenlerle [Graessex konsantrasyonu

ve reaksiyon Isisl, banyo hacminin sabit olmasi

bakiniz (1)] etkilenir. 24 ve 72 saat sonra (2)
arindirma banyosundaki ortalama azot gain
sifir farklihk hipotez edilmesi, reaksiyon siurgsin

N9%= 41.485-0.088A+0.801B+0.080635C
+42.197D+0.0037AB+0.026AC
-0.0645AD-0.102BC-0.901BD
-3.078CD (1)

Tablo 2. Kisa sgir tendon hidrolizi tiriiniinde®2abrika deneyi faktérlerinin dgsikli gi ve etkilesimlerinin

analizi
Faktor Karelerin toplami d.f. Ortalama kare F kiite
A: Arindirma suresi 1.66410 1 1.66410 0.13
B: Denaturasyon siiresi 70.5600 1 70.56000 5.56
C: Hidroliz suresi* 562.40123 1 562.4012 44.33
D: Proteaz konsantrasyon* 519.84000 1 519.8400 0.9
Etkilesim AB 6.6564 1 7.1552 0.56
Etkilesim AC 7.1552 1 6.6564 0.52
Etkilesim AD 7.7562 1 7.7562 0.61
Etkilesim BC 9.4249 1 9.4249 0.74
Etkilesim BD* 147.9872 1 147.987 11.62
Etkilesim CD 30.6916 1 30.696 2.42
Kalan 63.4313 5 12.686 -

Kritik deger F*%%, 5=6.61
*|statistiksel anlamli faktorler %> F kritik)
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A, B, C ve D; etkisinin gozlengdi fabrika
deneyinin faktorleridir (Tablo 1’e bakiniz). AB, %
AC, AD, BC, BD ve CD uygun faktorleri
etkilesimleridir ve %N’'de, kollajendz hidrolizat
ardnd tanimlamak igin gézéninde tutulan, toplam
azotun suda eriyen azot bolimadndn dranaddr.

Yaklasik polinominin yardimiyla hesaplanan
sonuclarla uyumlu deneysel sonuclar, ggirce
Resim 1'deki grafilksekilde gosterilmtir.

78 b=+

gozlenen

Yukarda bahsedilen polinomiyi kullanarak
proteaz konsantrasyonu (faktor D, Tablo 1'den) vb.
reaksiyon zamani (faktéor C, Tablo 1'den)
koordinatlarindaki benzer hidroliz Griiniiniin yatay 681~
cizgileri, iyi guvenilirlikle yapilandinlabilir.
Bazilari Resim 2’'de g0sterilgtir.

Tarti sma 7Y U0 WS S S S i
Kisa sgir tendonlari relatif olarak saf bir 62 72 82 92 102
kollajendz maddedir, bdylece orta derecede Gnceden belirlenen

arindirma  gerekir. Enzimatik arindirmanin Resim 1.Enzimatik hidrolizin (Tablo 1'le karastirin) deneyse

; - . ; sonuclarinin tanisal haritasi ve sonuglar; yaklapolinorr
reaksiyon siresinin artmasiyla, artan mlktardadenklemleri dayanarak saplandi. Sonuglar, dangic kollajend

kollajen arindirma banyosuna gecer ve pratik birmateryaldeki azottan, % suda eriyen azot olarakiandi.
baks acisiyla, diik bir arindirma suresi (46'da

24 saat) tercih edilir. Ayni nedenle, ©nceki
deneylerde gosterilgi gibi (bakiniz [1]); asit bir [T

E T O S PN hemmeecaanacdngaanncansan pu
ortamda ar arindirma oldgundan alkalen bir \\ \\
92

ortamda arindirma  sdreci  tercih  edilir.
Degerlendirmek zor oldgundan, kisa §ir 0.8 b Seceremeenebeecranaaencd \ ............ \Jgo
tendonlarinin Kkalitesinin arindirma banyosundaki \ ]
kollajenin eriyebilirligini etkilemesi g6zoninde ]
tutulmadi. Tablo 1'deki sonuclardan hesaplanan ve
Resim 3'de gosterilen 24 ve 72 saat sonra
arindirma banyosundaki ortalama azot gain
yogunluk  erisinin  bir olasilgl; problemi
anlatabilir. Deneysel sonuclardaki gikgkli gin

0.4 Eegommmmaaaaad h ............ A ............ _.
analizi (Tablo 2); arindiriini kisa  sgir
tendonlarinin  enzimatik  hidroliz  Griiniinde 02\\ ............ \ ............ 20
65

kullanilan sartlar altinda; proteaz konsantrasyonu
(faktor D) ve hidroliz sdresi (faktor C) ile

Neutrase konsantrasyonu % (W/W)
o
o
/
© 1
N

etkilenmenin istatistiksel olarak anlamli ofunu R - S R
gostermektedir. F-@eri; Fisher-testin  kritik 1 14 18 22 26 3
degerine gittikce yaklgsa bile (5); denaturasyon Neutrase aksiyon siiresi (45 ctgr.) Saat

suresi (98C'da, faktor B)'min kendisi anlamli  Resim 2 Nétraz 0.5 [® konsantrasyonu (%w/w) ve Z5de
olarak  Urln0 dizeltmez, ama reaksiyon hidroliz  stresi (saat) kodinatlarindaki  @ir  kise

; .. ; e tendonlarinin hidrizinin (baglangic materyalinin topla
kariimindaki  (faktor D ile etkilgm) proteaz azoturdan % suda eriyebilen azot olarak tanimlanir) bk

konsantrasyonuyla etkilininin, hidroliz Grin0  grinan yatay cizgileri.
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ki, zordur. Hidrolizin, 3 saatindeki %1 proteazla,
baslangic kollajenoz materyaldeki azotun %92’si
suda da eriyebilen forma gecer. Arindirma
surecindeki amidik azot kaybinin %6'ya
erisebilecgini dikkate alarak, 3 saatlik hidroliz
siresi ve reaksiyon solusyonundaki %1 proteazin
sartlarinin, uygun sartlara yeteri kadar yakin
oldugu g6z éninde tutulabilir.

0.12

041 [

0.08 |-

0.06

Ozellikle reaksiyon Uriinii pudra formlarinda
istendginde, arindirma ve hidroliz fazlarindaki
reaksiyon kagimlarinin Ozellgtirilmi s
hacimleriyle ilgilenilmelidir. Dger yandan,
reaksiyon kagiminin filtrasyonundaki veya su
buharlgmasindaki artan  maliyetlerle ilgili
problemler de beklenecektir.

Yogunluk olasilhigi (%)

0.04

0.02 |- ”

S S S Bu sonuclari dgrulamak icin, 24 saat 38'da

26 -6 L 34 5 %1k (ww) lipaz Graessex TR ile %1'lik
_-i ?; ::Z: Arindirma banyosundaki % azotun ortalama degeri SikIOhekSiIaminIe pH 118,de alka"ze edilen
%1000’k hacimli bir banyoda (kngi¢ proteasetz

Resim 3 24 ve 72 saatlik arindirma sireleriyle arindi maddenin grigina dayanan) 500 gr kisags!

banyosundaki (bgangic materyalinin toplam azot.

L o n o
dayanan) ortalama azot iggiriin yosunluk olasilg. tendonlarinin  enzimatik hidrolizi  (%26.2 kuru

madde, kuru maddede %16.5 amidik azot); ayr bir
deney olarak arindirildi. Sulu fazda; kuru maddede
1.70 gr amidik azot belirlendi (dangi¢c materyalinin

icin istatistiksel anlamlifii vardir. Beklendii gibi ~ @zot icerinin %7.86'sina dayanan) sulu fazda

icin gereken enzimatik hidroliz  stresinin Uzerinde solid fazin yikanmasindan sonra; solidler
kisalmasiyla sonuclanir, ama iyi bir reaksiyon %500 suda daldi ve dgilimin 95C ilitiimasiyla 15
irtindi icin kisa bir denatiirasyon zamani (15 dakikadakika —denature edildi. Ramin  45C'ye
95°C'da) vyeterlidir (kullanilan deneysegartlar ~ S@utulmasindan sonra; fangic proteinasedz

altinda). Kalan faktorlerin ve etkifnlerinin; ~ maddenin grligina dayanan ficari olarak uygun
hidroliz triint tizerinde istatistiksel olarak anlaml Proteaz %1 (Neutrase 0.5)Leklendi ve 48C'da 3.5
bir etkisi yoktur. saat arindiriimgi protein (suda erimeyen) hidrolize

edildi. Reaksiyon kagimi filtrelendi (eriyemeyen
bolim belirlenemedi); hacim yarilanincaya kadar
buharlatinidi ve balangi¢ proteinasetz materyalin
azot icerginden; azotun %91.9'una uyan bir
laboratuvar sprey, kurutucu kullanarak (kuru madde
iceriginin  %97.6’s1, amidik azotun %16.9'u ile)
pudra formunda kollajen6z hidrolizat elde edildi.
Pudra hidrolizatin, ortalama molekulergirag
Maksimum {rtin icin reaksiyorsartlarinin; (ninhidrinli primer amino gruplarinin kolorimetrik
reaksiyon suresi (48) ve reaksiyon kagimindaki tahmini, bakiniz [7]). 1.32 kDa olarak bulundu
proteaz (Neutrase 0.5 ®) konsantrasyonunun (1.32x16 g mol'). Bu sonuglar, kollajen
artmasiyla kollajen hidrolizat Griintnin artmasinin hidrolizatlarin pratik Gretimi icin fabrika deneyilain
tanimlanmasisekillerinde acik olarak belirgindir iyi guvenilirliklerine isaret etmektedir.

Kollajen6z  hidrolizat  drGntine  Bhhk
(baslangic kollajenoz materyaldeki azot igéne
dayanarak, %suda eriyebilen azot olarak
tanimlanabilir) kullanilan deneyseértlar altinda
benzer hidroliz Griintgilerinin hesaplanmasi icin
kullanilabilecek; bir polinomiyle (denklem [1]) iyi
glUvene yaklgabilir (Resim 2).
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