ISTANBUL TEKNIiK UNIiVERSITESI % FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

ET URUNLERINDE HIiDROKSIiPROLIN TAYINi
METOTLARININ KARSILASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi
Gida Miih. Huri iLYASOGLU

Anabilim Dali : GIDA MUHENDISLIiGi

Programm : GIDA MUHENDISLiGi

MAYIS 2002



ISTANBUL TEKNIiK UNIiVERSITESI % FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

ET URUNLERINDE HiDROKSIPROLIN TAYINi
METOTLARININ KARSILASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZI
Gida. Miih. Huri iILYASOGLU
(506991037)

Tezin Enstititye Verildigi Tarih : 13 Mayis 2002

Tezin Savunuldugu Tarih : 27 Mayis 2002

Tez Danismani : Prof.Dr. Dilek BOYACIOGLU
Diger Jiiri Uyeleri ~ Prof.Dr. Kamil BOSTAN (i.U.)

Yrd.Do¢.Dr. Beraat OZCELIK

MAYIS 2002



ONSOZ

Et biyolojik degeri yiiksek hayvansal proteinleri, anorganik maddeleri ve vitaminleri
iceren Onemli bir besin maddesidir. Et ve islenmis et iirlinlerinin diyete en 0nemli
katkis1 protein kaynagi olmasidir. Etin igerdigi bag doku proteinleri etin
yumusakligini azaltir. Kolajen bag dokuda en ¢ok bulunan proteindir. Islenmis et
tirlinleri iiretiminde kolajen miktar1 fazla et kullanildiginda son iirlinde istenmeyen
jelatin olusumu, taneli ve kirilgan yap1 meydana gelir. Bag dokuda esansiyel amino
asit miktar1 az oldugundan tiriiniin beslenme degeri azalmaktadir.

Et iriinleri tretimde kullanilan hammaddenin icerdigi veya formiilasyona ilave
edilen bag doku miktar1 {iriiniin isleme 6zelliklerini, besleyici degerini ve fiyatini
etkilediginden et iirlinlerinde bag doku miktar1 tespiti dnemlidir.

Kolajen en 6nemli bag doku proteinidir. Et iirlinlerindeki en 6nemli islevi sekil
verme ve doku deformasyonunu dnlemesidir. Kolajen %23 prolin ve hidroksiprolin
icerir. Hidroksiprolin diger viicut proteinlerinde nadir bulundugundan et ve et
iriinlerinde  kolajen veya bag doku igerigi Ol¢iimiinde hidroksiprolinden
yararlanilabilir.

Bu c¢alismada; Tiirk tipi sucuk, salam ve sosis numunelerinde hidroksiprolin
tayininde iki farkli yontemin performansi ve uygunlugu Kkarsilastirilmis ve iKi
yontemin birbirleri ile iliskileri belirlenmistir.

Calismamda fikirleri ile beni yonlendiren, yardimlar1 ve destegini esirgemeyen
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ET URUNLERINDE HIiDROKSIiPROLIN TAYIiNIi METOTLARININ
KARSILASTIRILMASI

OZET

Et elzem amino asitleri, anorganik maddeleri ve vitaminleri igeren insan
beslenmesinde 6nemli olan bir besin maddesidir. Et kalitesi beslenme ve yeme
kalitesi olarak ikiye ayrilir. Yeme kalitesinde aroma, yumusaklik ve renk onemli
parametrelerdir. Et bag doku proteinlerini igerir. Bag doku proteinleri etin
yumusakligini azaltir. Kolajen bag dokuda en ¢ok bulunan proteindir. Islenmis et
tirtinleri tiretiminde kolajen miktari fazla et kullanildiginda son iiriinde istenmeyen
jelatin olusumu, taneli ve kirilgan yap1 meydana gelir. Bag dokuda esansiyel amino
asit miktar1 az oldugundan ayrica {iriiniin beslenme degeri azalmaktadir.

Kolajen yiiksek miktarda hidroksiprolin amino asitini igermektedir. Kolajen
analizinde hidroksiprolin tayininden yararlanilmaktadir. Asit hidrolizinden sonra
kolorimetrik veya kromatografik yontemler ile tayin yapilabilir. Hidroksiprolin
tayininde kolorimetrik yontemler en yaygin kullanilan yontemlerdir. Son yillarda
HPLC ekipmanlarinda hizli gelismeler meydana gelmis ve amino asit analizlerinde
HPLC tekniklerine yonelme olmustur.

Calismada Tiirk tipi sucuk, salam ve sosiste hidroksiprolin analizleri kolorimetrik ve
HPLC tayin ydntemleri ile yapilmustir. Iki yontem dogruluk, kesinlik, basitlik, siire
ve kullanim kolaylig1 acisindan incelenmis ve metotlar arasi iliskiler saptanmistir.

Her iki yontem ile analizlenen numunelerden elde edilen veriler Tablo 1°de
verilmistir.

Calismada kullanilan metotlarin dogrulugu ve kesinligini 6lgebilmek amaciyla, birer
numuneye numunelerde %0.050 ve 9%0.200 diizeyleri elde edilecek sekilde standart
hidroksiprolin calisma c¢ozeltisinden ilave edilmistir. HPLC yonteminde % geri
kazanim degerleri salam numunesi i¢in % 24.5-41.3, sosis numunesi i¢in %35.5-43.9
ve sucuk numunesi i¢in %22.7 iken kolorimetrik yontemde % geri kazanim degerleri
ise salam icin %99.8-101.9, sosis i¢in %99.7-102 ve sucuk i¢in % 84.9-86.6
araliginda olmustur. Varyasyon katsayilar1 salam numunesinde HPLC yontemi ile
%34.4-34.8 ve kolorimetrik yontem ile %1.69-6.91, sosis numunesinde HPLC
yontemi ile %10.9-25.5, kolorimetrik yontem ile %0.57-1.13, sucuk numunesinde
HPLC yontemi ile %13.3, kolorimetrik yontem ile %1.33-7.85 araliginda degisme
gostermistir.
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Tablo 1. Numunelerde hidroksiprolin analiz sonuglari.

NUMUNE % HIDROKSIPROLIN?
HPLC YONTEMI KOLORIMETRIK YONTEM
SALAM No. 1 0.198+0.038 0.259+0.031
SALAM No. 2 0.119+0.022 0.151+0.018
SALAM No. 3 0.166=0.012 0.169+0.010
SALAM No. 4 0.138+0.012 0.401+0.048
SALAM No. 5 0.045+0.017 0.110+0.010
SALAM No. 6 ND 0.085+0.001
SOSIS No. 1 0.108+0.016 0.218+0.007
SOSIS No. 2 0.062+0.011 0.192+0.005
SOSIS No. 3 ND 0.132+0.003
SUCUK No.1 0.061+0.005 0.207+0.007
SUCUK No.2 0.065+0.003 0.264+0.032
SUCUK No. 3 0.072+0.005 0.383+0.044

2Sonuglar 2 tekrarin ortalamasidir.

Her iki analiz metodu ile elde edilen sonuglar salam, sosis ve sucuk numuneleri i¢in
istatistiksel olarak o6nemli o6l¢iide farkli bulunmustur. Numunelerde HPLC ve
kolorimetrik yontem verileri arasinda basit lineer regresyon analizi uygulanmis ve
regresyon varyans analiz sonuglart metotlar arasi iligkilerin istatiksel olarak 6nemsiz
oldugunu gostermistir.

Bu calismada elde edilen sonuglar degerlendirildiginde kolorimetrik yontem HPLC
yontemine gore dogruluk ve kesinlik agisindan daha iistiin bulunmustur. HPLC
yontemi kolorimetrik yonteme gore kullanim kolaylig1 a¢isindan daha {istiindiir.



COMPARISON OF HYDROXYPROLINE
DETERMINATION METHODS IN MEAT PRODUCTS

SUMMARY

As meat consists of essential amino acids, inorganic substances and vitamins, it is an
important foodstuff for human nutrition. There are two major aspects of meat quality;
nutritional quality and eating quality. Flavor, tenderness and colour are important
parameters of eating quality. Meat consists of connective tissue proteins, which
decrease tenderness of meat. Collagen is the most common protein found in
connective tissue. For the manufacture of processed-meat products, meat with high
levels of collagen can result in detrimental effects on end-product quality, such as
gelatin formation, grainy and brittle texture, which are all undesirable. The nutritive
value of the product decreases as connective tissue is deficient in essential amino
acids.

Collagen consists of high of levels of hydroxyproline amino acid. Therefore,
determination of hydroxyproline is generally accepted as a method of collagen
analysis. After hydrolyzing with acid, 4-hydroxyproline content can be determined
using chromatographic or colorimetric techniques. Colorimetric procedures are the
most commonly preferred methods for hydroxyproline analysis. By the development
of High Performance Liquid Chromatography (HPLC) equipments in recent years,
there is an increasing trend for analyzing amino acids with those instruments.

Hydroxyproline analysis in Turkish fermented soudjouk, salami and sausage samples
were carried out both by HPLC and colorimetric procedures. Methods were
evaluated by means of accuracy, precision, simplicity, time and ease of use, and
correlations between the two methods were determined as well.

Results of the HPLC and colorimetric methods for sausage, salami and soudjouk
samples are given in Table 1.

In order to determine the accuracy and precision of methods performed, one sample
from each foodstuff was spiked at 0.050 % and 0.200 % levels with standard
hydroxyproline solution. Percentage recovery for HPLC analysis of; salami was
found to be between 35.5-43.9 %, sausage was found to be between 24.5-41.3 % and
soudjouk was found to be 22.7 %. Recovery values for colorimetric analysis of
salami, sausage and soudjouk samples were 99.8-101.9 %, 99.7-102 % and 84.9-86.6
%, respectively. Coefficient of variation values for HPLC analysis of salami was in
the range of 34.4-34.8 %, sausage was in the range of 10.9-25.5, and soudjouk was
13.3 %. For colorimetric method, coefficient of variations were found to be 1.69-6.91
% for salami, 1.33-7.85 % for sausage, and 13.3 % for soudjouk samples.



Table 1. The results of hydroxyproline analysis for samples.

SAMPLE % HYDROXYPROLINE
HPLC METHOD COLORIMETRIC METHOD
SALAMI 1 0.198+0.038 0.259+0.031
SALAMI 2 0.119+0.022 0.151+0.018
SALAMI 3 0.166+0.012 0.169+0.010
SALAMI 4 0.138+0.012 0.401+0.048
SALAMI 5 0.045+0.017 0.110+0.010
SALAMI 6 ND 0.085+0.001
SAUSAGE 1 0.108+0.016 0.218+0.007
SAUSAGE 2 0.062+0.011 0.192+0.005
SAUSAGE 3 ND 0.132+0.003
SOUDJOUK 1 0.061+0.005 0.207+0.007
SOUDJOUK 2 0.065+0.003 0.264+0.032
SOUDJOUK 3 0.072+0.005 0.383+0.044

Statistical evaluation of data shows that there is a significant difference between the
two analytical methods, for soudjouk and sausage, salami (P<0,05). A simple linear
regression analysis was performed between the results obtained from the methods for
each sample. The regression analysis between methods for each of the samples

showed statistically no significance.

Results showed that; accuracy and precision of colorimetric method is superior to
that of HPLC method, while HPLC method’s simplicity and ease of use is superior to

that of colorimetric procedure.
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1. GIRIS

Et biyolojik degeri yiiksek hayvansal proteinleri, anorganik maddeleri (Fe, Zn) ve
vitaminleri (A, B) igermektedir Et taze olarak tiiketilebildigi gibi islenerek de
tikketilmektedir. Et ve islenmis et iriinlerinin diyete en Onemli katkis1 protein

kaynagi olmasidir (Anon., 2001a).

Et miyofibril, sarkoplazmik ve bag doku proteinlerini icermektedir. Bag doku
proteinleri ¢oziiniir olmayan et kalitesini etkileyen proteinler olup, et yumusakliginin,
etin emiilsifiye kapasitesinin, su tutma kapasitesinin ve besleyici degerinin

azalmasina neden olur (Zayas, 1997).

Etin igerdigi bag doku, et iriinlerinin tretimi esnasinda ingrediyent olarak ilave
edilebilir. Bag doku elzem amino asitleri az miktarda icermesi nedeniyle iiriiniin
beslenme degerini azaltmaktadir. Et triinlerinde bag doku miktar1 fazla oldugunda
son lirlin kalitesi bozulmakta, taneli ve kirilgan yap1 meydana gelmektedir. Ayrica
bag doku ilavesiyle iiriiniin fiyati diismektedir. Kaliteli et iriinii eldesi ve haksiz
rekabetin Onlenebilmesi i¢in et iriinlerinde bag doku miktar tespiti onemlidir

(Johnson, 1988; Wold ve dig., 1999).

Kolajen en onemli bag doku proteinidir. Et driinlerindeki en onemli islevi sekil
verme ve doku deformasyonunu 6nlemesidir. Et sertliginde 6nemli rolii olan kolajen
tropokolajen molekiillerinden meydana gelir. Tropokolajen ii¢ polipeptid zincirinin
heliks seklinde birlesmesiyle olusur. Polipeptid aminoasitlerinin % 23’i prolin ve
hidroksiprolindir. Hidroksiprolinin diger viicut proteinlerinde nadir bulunmasi
nedeniyle, et ve et {rlinlerinde kolajen veya bag doku igerigi oOlglimiinde
hidroksiprolinden yararlanilabilir (Eskin, 1990; Cassens, 1994).

Hidroksiprolin tayininde kimyasal metotlar kullanilmaktadir. Kimyasal metotlar
kolorimetrik ve kromatografik metotlar olmak iizere ikiye ayrilir (Kolar, 1990).
Kolorimetrik yontemde oOrnek asit ile 1sitilarak protein pargalanir ve protein
hidrolizati kloramin T ile reaksiyona sokulur. Hidroksiprolin-kloramin T reaksiyonu

ile olusan pirolun dimetilaminobenzaldehit ile reaksiyonu sonucu renkli bilesik



meydana gelir. Bu renkli bilesigin absorbansi Olgiilerek, hidroksiprolin miktar

tahminlenir (Jones ve dig., 1986).

Kromatografik yontemler arasinda iyon degis-tokus kromatografisinden amino asit
analizinde yararlanilmistir. Iyon degis-tokus kromatografisi giivenilir bir yéntem
olmasima karsin, analiz siiresi uzun ve duyarligi diisiiktiir. Son yillarda ise HPLC
(High Performance Liquid Chromatography) cihazlarindaki hizli gelismeler sonucu,
amino asit analizlerinde bu tekniklere yonelme olmustur (Haynes ve dig., 1991).
HPLC tekniginde protein hidrolizati tiirevlendirildikten sonra cihaza enjekte edilir ve
pik alani veya pik yiiksekligi temel alinarak hidroksiprolin miktart bulunur (Smith ve
Judge, 1991).

Et driinleri iretimde kullanilan hammaddenin icerdigi veya formiilasyona ilave
edilen bag doku miktar: iirlinlin isleme 6zelliklerini, besleyici degerini ve fiyatini
etkilediginden son {iriin i¢in sinir degerler belirlenmistir. Tiirk Standartlar1 salam,
sucuk ve sosis icin bulunabilecek en yiiksek hidroksiprolin miktarin1 225 mg/100 g

olarak belirlemistir (Anon., 1992).

Bu ¢alismanin amaci, Tiirk tipi sucuk, salam ve sosis numunelerinde hidroksiprolin
tayininde HPLC ve kolorimetrik yontemlerinin performansi ve uygunlugunun
karsilastirilmast ve rutin analiz yontemi olarak kullanilabilmesi i¢in hiz, basitlik,

dogruluk ve tekrar edilebilirlik 6zellikleri dikkate alinarak degerlendirilmesidir.

Caligma, giris, bag doku ve Onemini, hidroksiprolin analiz ydntemlerini iceren
literatiir Ozeti, kullanilan materyal ve metotlar, elde edilen bulgular, sonuglar,

kaynaklar listesi ve ekleri icermektedir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Sucuk

Saglikli kasaplik hayvan gdévde etleri ve/veya manda etlerinden hazirlanan sucuk

hamurunun, dogal veya yapay kiliflara doldurulmasi ve bir siire bekletilerek

olgunlagtirilmasiyla elde edilen et iirliniidiir. Sucuk hamuru, etlerin, et ve yagdan

baska diger unsurlarindan ayiklandiktan ve cesitli iriliklerde dogranip icine ydresel

aligkanliklara gore aroma, kivam ve lezzet verici maddeler ve izin verilen diger katki

maddelerinden uygun bulunanlarin katilarak meydana gelen harmanin, gerektiginde

gbovde ve kuyruk yagi konulduktan sonra kiyilmasi ile elde edilen karisimdir (Anon.,

1983).

Sucuk iiretiminde 4 kademe vardir (Girard, 1992; Varnam ve Sutherland, 1995) :

Hamur hazirlama: Soguk et, kusbas1 dogranarak lizerine kiirleme tuzlar1 ve
baharatlar eklenir. Karisim kiyma makinesinden gegcirilir.

Doldurma: Dogal veya yapay kiliflardan olusan dolgu materyallerine
doldurulur.

Fermantasyon: Uriine kendine &zgii lezzeti kazandiran ve dayanikligi
saglayan asamadir. Fermentasyon sirasinda proteinler ve lipitler pargalanir.
Bu degisimler tiriinde doku olusumu, lezzet gelisimi, renk olusumu ve {iriiniin
kesilebilirlik niteligini  gelistirmektedir. Baslica {irtin laktik  asittir.
Fermentasyon sicakligi 10-38 °C olur.

Kurutma: Fermentasyon devam ederken kurutma baslar. Normal kosullarda

olgunlagtirmada, sucuk 16-20 °C’de 7 giin bekletilir. Hizli olgunlastirmada

ise 60 °C’de 3-8 saat 1sitma uygulanir.



2.2. Salam

Kemik, tendo, kikirdak, lenf yumrusu; biiyiik sinirlerinden ve kismen yaglarindan
ayrilmis sadece sigir govde eti veya bu ete yukarida belirtilen islem uygulanmis
manda ve diger kasaplik hayvan gdévde etlerinden, bir veya birkaginin belirli
oranlarda katilmasi ile hazirlanan kiymaya, gerekli baharat ve katki maddeleri ilave
edildikten sonra etin su ve yagi ile emiilsiyon makinasi veya kuterde emiilsiyon
haline getirilmesi ve gerektiginde ¢esidine gore ¢cesni maddeleri ile kuyruk ve gévde
yaglarinin da katilip karistirilmasiyla elde edilen salam hamurunun, tabii veya suni
kiliflara doldurulmasi, dumanlanmasi, buhar veya suda haslanmasi ile tiretilen

mamul gidadir (Anon., 1992).

Salam et emiilsiyonudur; diger bir ifade ile birbiri i¢cinde tam karigmayan iki sivinin
kabaca karisimidir. Et proteinleri salami emiilsiye ederken, stabiliteyi de saglar.
Emiilsiyonun kesikli fazin1 yag partikiilleri, devamli fazini ise su ve suda erimis
proteinler olusturmaktadir. Iyi bir et emiilsiyonunda yag globiillerinin tamami suda
erimis proteinlerle ¢evrelenmis olmali ve serbest yag globiilleri bulunmamalidir.
Salam tiretiminin akis semas1 Sekil 2.1.de verilmistir (Varnam ve Sutherland, 1995;

Kilig, 1997).

Salam iiretiminde kuru pisirme (tiitsiileme odasinda) tercih edilir. Pigirme kabininde
tiriinler yavas yavag alttan pisirilir. 50-60 °C’de isleme baslanir ve 75-80 °C’de
isleme son verilir. Sicaklik artisi 2 kademeli olup, saatte bir sicaklik 10 °C artacak
sekilde ayarlanir (Girard, 1992; Varnam ve Sutherland, 1995).

2.3. Sosis

Kasaplik hayvan govde etleri ve/veya manda etlerinden veya bunlarin
karisimlarindan  hazirlanan sosis hamurunun, kiliflara doldurulmasi ve belirli
araliklarla bogumlanarak dizi sekline sokulmasi, usuliine gére dumanlanmas: ve
haslanmasi ile elde edilen et mamuliidiir. Sosis hamuru, sosis yapiminda kullanilan
etlerin veya bunlarin karigimlarinin kiyilmasi ve yardimcit maddelerle homojen hale

gelinceye kadar karigtirilmasiyla elde edilen et hamurudur (Anon., 1984).
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Sekil 2.1. Salam {iiretimi akis semas1 (Kilig, 1997).

Sosis, salam gibi bir et emiilsiyonudur. Salam ve sosiste ayni hamur karigimi
kullanilmaktadir. Farkliliklar ise; katki maddeleri, kuterleme siiresi, hamura parga et
katilip katilmamasi, katilan yagin yedirilmesi, iri parcalar halinde birakilmasi ve

doldurulan kilifin yap1 ve boyutlaridir (Kilig, 1997).

Tuz teknolojik olarak katilmasi gerekli katkidir. Proteinleri ¢ozer, iiriine lezzet
kazandirir ve mikrobiyal korumay1 saglar. Nitrat ve nitrit tuzlar1 parlak kirmizi et

rengini kazandirir (Girard, 1992; Varnam ve Sutherland, 1995).

Pisirme islemi, proteinleri kismen denatiire ederek sekil kazandirmak, iirlinde

kiirlenmis et rengini olusturmak ve {riinii pastorize etmek i¢in uygulanir. Sosis



iiretiminde haslama islemi uygulanir. Uriin 75-80 °C suya konularak, merkez

sicakligi 75°C’ye ulasana kadar birakilir (Girard, 1992; Varnam ve Sutherland,
1995).

Dolum i¢in dogal veya yapay kiliflar kullanilabilir. Dogal kilif olarak sosislerde
koyun ince bagirsagi ve salamlarda ise sigir ince bagirsagi kullanilmaktadir. Yapay
kiliflar selulozik olup pisirmeye dayaniklidir ve yaklasik %65 kolajen igerir. Yapay
kiliflar istenen ¢apta imal edilebilir ve gesitli iiriinler i¢in uygundur. Yapay kiliflara
etiket basilabilir ve renkli olabilirler (Girard, 1992; Walls ve dig., 1993; Varnam ve
Sutherland, 1995).

2.4. Bag Doku

Kas proteinleri; miyofibril, sarkoplazmik ve bag doku proteinleri olmak iizere lig
smifa ayrilir. Bag doku proteinleri viicutta; kikirdak, kiris, kemik matriksi ve idrar
yollarinda bulunmaktadir. Kolajen ve elastin proteinlerini iceren bag doku, kas
hiicreleri arasindaki boslugu doldurur. Bag doku proteinleri kas boyunca yayilir;
hiicreleri birarada tutar; hiicresel iskelet saglar; ve genel sekile katkida bulunur.
Hiicre dis1 ¢oziinmeyen lifin meydana gelmesi, bag dokunun mekaniksel ve
destekleyici oOzelligidir. Bag doku proteinleri ¢oziiniir degildir, dolayisiyla kas
sertligini etkiler. Bag dokuda en fazla miktarda kolajen proteini bulunur. Elastin
elastik yapida oldugundan dokuda esneklik saglar. Hiicre dis1 matriksin ana
komponenti protoglikan olup; fibronektin hiicre disinda az miktarda bulunan

proteindir (Smith, 1983; Cassens, 1994).

Bag doku proteinleri ¢6ziiniir olmayan et kalitesini etkileyen proteinlerdir. (Zayas,

1997). Bu etkiler agsagidaki sekildedir;

» Et yumusakligini azaltir, etkisi protein miktarina ve ¢apraz bag sayisina
baghdir.

*  (oziiniir olmadigindan etin emiilsifiye etme kapasitesini azaltir.

* Hidrofilik iyon tasiyan amino asit icerigi az oldugundan, etin su tutma
kapasitesini azaltir.

= Etin besleyici degerini azaltir.



2.4.1. Kolajen

Viicutta en ¢ok bulunan proteindir. Baslica kemik, deri, kiris ve kasta bulunur.
Yagsiz kuru kas kiitlesinin %1-9’u kolajendir. Lif ag1 seklindeki yapisi nedeniyle
canli kasta dokuya zarar verecek uzamalara karsi direng gosterir. Kolajen yapisi
morfolojik olarak tige ayrilir. Endomisyum; lifleri g¢evreler, perimisyum; lif
yigmlarimi cevreler ve epimisyum; kasi gevreler. Kastaki bag doku Sekil 2.2.°de

verilmistir (Etherington ve Sims, 1981; Smith, 1983).
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Sekil 2.2 . Kas bag dokusu (Etherington ve Sims, 1981).

Bag dokunun ana proteini kolajendir. Kolajen, ii¢lii sarmal yapida iki polipeptid
zincirinden (ou-o2) olusur. Bu sekilde olusan amino asit kompozisyonu farkli olan
en az 10 farkli zincir bilinmektedir ve farkli zincirler farkl: tip kolajen olusumuna yol
acar. Primer yap1 ve amino asit kompozisyonu farklidir. Kolajenin alt {initesi,
monomer tropokolajen monomeridir. Tropokolajen birbiri iizerine katlanan {i¢ o-

zinciri igerir (Sekil 2.3.).

Sekil 2.3. Tropokolajen molekiilii (Eskin, 1990).



Tropokolajen 1.5 pum ¢apinda, 300 um uzunlugunda ve 300.000 dalton
agirh@indadir.  Tropokolajen  molekiilleri  birbirlerine  ¢apraz  baglar ile
baglanmaktadir. Kolajenin yapisi Sekil 2.4.’te verilmistir (Etherington ve Sim, 1981;
Anon., 2001b).

1. Miclebiil Timeici
—X—GLY—PAO—HYPAD—GLY —X—

. Td: Eincnli Heliks

Sekil 2. 4. Kolajen yapisi (Lawrie, 1991).

Polipeptid zinciri tekrar eden bir dizilise sahiptir. Dizilis glisin-prolin-
hidroksiprolin-prolin-diger bir amino asit seklindedir. Ug zincirin birinde diger
ikisinden farkli amino asit kompozisyonu vardir; bu iki tip zincire o1 ve o2 adi
verilmektedir. Bugiine kadar 10 farkli kolajen izole edilmis ve tanimlanmistir. Her
tip kolajende polipeptid zincirinin benzersiz amino asit dizilisi vardir ve farklh

karbonhidrat molekiilleri igerir. ( Lawrie, 1991).

Kolajen tiplerinin dokulara gore dagilimi Tablo 2.1.°de verilmistir. Kolajenin
yapisindaki farkliliklar, polipeptid zincirlerinin farkli dizilisinden kaynaklanir. Her
zincirin dizilisi ayr1 bir gen tarafindan kontrol edilir. Farkli alt iinitelerinin
kombinasyonu ile 6 tip kolajen meydana gelir; her tip ii¢ alt {inite, bazis1 ii¢ benzer
alt tinite ve digerleri iki veya li¢ farkli alt {inite icerir (Smith, 1983). Bag doku tipleri
arasindaki fark kolajen tipiyle iliskilidir. 4 tip kolajenin kas dokusunda onemli

olduguna inanilmaktadir. Tip 1 ve 3 kolajen epimisyel, perimisyel ve endomisyel bag



dokuda bulunur. Epimisyum ¢ogunlukla Tip 1 kolajen, perimisyum ise ¢ogunlukla
Tip 3 kolajen igerir (Eskin, 1990).

Tablo 2.1. Kolajen Tipleri (Smith, 1983).

TIP ALT UNITE DOKUSAL DAGILIM
1 ve 1 trimmer o, o Deri, kemik, kiris, kan hiicreleri
2 o1 Kikirdak
3 o Kan hiicreleri
4 o, o2 Membran, kan hiicreleri
5 o1, 02, 03 Membran

Kolajen bag dokunun ana komponenti oldugundan, et yapisini etkiler. Kabul
edilebilir et yapisi kolajenin ¢apraz bag sayisiyla iligkilidir. Bag sayis1 az veya ¢ok
ise, et cok yumusak veya cok sert olmaktadir. Yaslh hayvanlarin etinin sertligi
kolajen liflerindeki ¢apraz bag sayisinin fazla olmasindan kaynaklanmaktadir (Eskin,

1990; Lawrie, 1991; Budras ve Katsaras, 1992).

Polipeptid zincirinde her tigilincii pozisyonda glisin bulunur. Kolajen % 35 glisin, %
11 alanin ve %23 prolin igerir. Prolinin yaklasik yarisina hidroksil grubu
(hidroksiprolin) baglanmistir. Kolajenin hidroksiprolin igerigi (%12,5) benzersiz bir
0zellik kazandirmaktadir (Etherington ve Sims, 1981; Anon., 2001c).

Kolajen lifleri fluoresans 6zellik gosterir. UV dalga boylarinda radyasyona maruz
kaldiginda beyaz-mavi 151k yayar ( 335-370 nm’de uyarma, 385-440 nm’de dlciim).
Kolajenin fluoresans 6zelliginin yas ile artis gdstermesi nedeniyle hayvanin yasinin
tespitinde giivenilir gostergedir. Yas-fluoresans iliskisinin capraz bag ve
polimerizasyonla 1ilgili oldugu samilmaktadir. Molekiiler seviyede fluoresans
anlagilmamakta, ancak farkli capraz baglarda gozlenmektedir (Swatland, 1989;

Swatland, 1994; Swatland ve dig., 1996; Wold ve dig., 1999).

2.4.2. Bag Doku ve Et Sertligi Arasindaki iliski

Geng¢ hayvanlarda epimisyum 1siya dayaniksiz baglar igerirken, perimisyum hem
1stya dayanikli hem de dayaniksiz ve endomisyum ise 1siya dayanikli baglar
icermektedir. Hayvanin yasi arttikca 1siya dayaniksiz baglarin 1siya dayanikli baglara
doniislimii de artar. Isiya dayanikli-dayaniksiz bag orani pismis et yapisinda

onemlidir (Bracho ve Haard, 1990; Bailey ve dig., 1996).




Hayvan yas1 arttikca yumusaklik azalmaktadir. Gen¢ hayvanlarda bag doku zayif
baglara sahip oldugundan yumusaktir. Onsekiz aydan daha yaslhi hayvanlarda
yumusaklik azalmaktadir. Yas arttikca tuz ve asitte ¢ozlinen kolajen orani azalir.
Kolajenin polipeptid zincirleri arasindaki ¢apraz bag sayisinda azalma olur. Ayrica
yas arttikca kolajenin 1s1 ile ¢oziiniirliigii azalmaktadir. Alkalide ¢éziinmeyen protein
fraksiyonlarindaki hidroksiprolin ve yumusaklik arasinda ters iliski vardir. Kas i¢i
bag doku fizyolojik yas ile artmaz, fakat yasla kas i¢i bag dokusunun kompozisyonu
ve Ozellikle kovalent ¢apraz bag degismektedir. Coziinmiis kolajen ve yumusaklik
arasindaki iliskinin arastirildigi bir ¢calismada yash ve gen¢ hayvan etleri arasinda
%10 fark bulunmustur (Lawrie, 1991; Anon., 2001d). Ayrica hayvan hizli gelisiyorsa
bag doku miktar1 azdir ve et daha yumusaktir (Hunter ve dig., 1998).

Bag doku kalitesi ve miktar1 hayvan beslenmesiyle degistirilebilir. Beslenme
faktorleri (yiiksek karbonhidrath diyet, glikoz yerine fruktoz ve diisiik protein) ve
kesim Oncesi beslenmedeki smirlamalar, dayanikli c¢apraz bag oranini azaltir.
Kolajenin doniisim orant %10°dur. DOniisiim siiresi kolajenin lif ¢apiyla ters

iligkilidir. Kesim sonrasi kolajenin et sertligine olumlu etkisi vardir (Anon., 2001d).

Olgunlasma et dokusunu etkileyen en onemli faktordiir. Rigor mortis esnasinda
sertlik kas yapisinin proteolizine baghdir. Kas tipi, teknolojik faktorler, hayvan yasi
ve cinsi, olgunlagsma hizi ve boyutunu etkiler. Miyofibriler proteinlerin ¢oziiniirligii
artar. Uzun siire olgunlastirma (2-4 hafta) ile yumusamada bag doku etkisi vardir
(Takahshi ve dig., 1995; Feidt ve dig., 1996). Bag dokunun igerdigi elastin ve
kolajen ¢ozlinmiis hidroksiprolin olmamasi nedeniyle olgunlagsma sirasinda denatiire
olmaz. Bag doku proteinleri proteolize ugramamasma karsin, c¢apraz baglar

lizozomal enzimler tarafindan parcalanmaktadir (Lawrie, 1991).

Kolajen 1sitilirsa jelatine doniisiir. Uzun siire 1sitma ile kolajen jelatine doniiserek
yumusama meydana gelir (Zayas ve Naewbanu, 1986). Kolajenin ¢oziiniirliigi,
pismis etin ¢oziinilir ve ¢ézlinmeyen fraksiyonlarinin hidrolizatlariin hidroksiprolin
konsantrasyonu Olciilerek  tahminlenebilir. Kolajenin ¢oziiniirliigii post-mortem
enjeksiyon (enzim ilavesi) ile az miktarda artmaktadir. Pisme sonrasi ¢6ziiniir formda
toplam Kkolajen miktar1 artis gosterir. Kolajenin ¢oziiniirliigiiniin - artmas1 et
yumusakligimi ve yapiyr gelistirir. Elastin ¢0ziiniir degildir ve enzimlere karsi

direnglidir. Ancak diisiik miktarda bulunmasi nedeniyle (< %1) et sertliginde dnemli
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rol oynamaz (Zayas, 1997). Etin yapist ve Kkalitesi agisindan kolajen igerigi
onemlidir. Diger memeli proteinlerine gore kolajen yiiksek miktarda hidroksiprolin
icermektedir. Kolajen tespitinde hidroksiprolin tayini yaygin kabul goérmiis bir

metottur (Kolar, 1990).

2.5. Hidroksiprolin Analizi

Kolajenin yiiksek miktarda hidroksiprolin igermesi nedeniyle bag doku tespitinde
hidroksiprolin tayini yaygin olarak kabul edilmistir (Bergman ve Loxley, 1963; Berg,
1982; Jones, 1985; Anon., 1987; Asworth, 1987a; Johnson, 1988; Kolar, 1990; Oh
ve Grobklaus, 1995).

Hidroksiprolin  tayininde histolojik, fiziksel (NMR) ve kimyasal metotlar
kullanilmaktadir. NMR (Niikleer Manyetik Rezonans) rutin analizlere adapte
edilemediginden rutin analizlerde tercih edilmemektedir. Kolorimetrik yontemler en
yaygin kullanilan kimyasal metotlardir. Kromatografik yontemler ise kolorimetrik
yontemlere alternatif diger kimyasal metotlardir (Etherington ve Sims, 1981;

Cserhati ve Forgacs, 1999).

2.5.1. Histolojik Yontemler

Histolojik metotta, et mikroskop altinda incelenir. Boyanmis dokularin renk ve
yapisindaki  farkliliklardan yararlanarak dokularin  bagil alam1 hesaplanir.
Fraksiyonlarin bagil alani, bagil hacimle orantilidir. On islemlerden gecirilmis et
(0.5*2*2.5 cm) anilin- blue orange II soliisyonu ile boyandiginda ¢izgili kas sarimsi,
kahverengi, kolajenli bag doku ise mavi renk gostermektedir (Bijker ve Koolmees,

1985).

2.5.2. Fiziksel Yontemler

Bag doku proteinlerinin, UV 1s1ikta floresans veren liflerden olusmasi nedeniyle optik
prob kullanarak ette bag doku dagilimi tespit edilebilir ve yayilan floresans 6lgiilerek
kolajen miktar1 tayin edilebilir (Swatland, 1989; Swatland, 1994; Swatland ve dig.,
1996).
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Bag dokunun floresans verme 0zelligi ticari et iirlinlerinde bag doku igeriginin
Ol¢iilmesinde kullanilabilir. Ayrica floresans emisyon spektrasit ve bag doku lifleri

capi arasinda iliski tespit edilmistir (Swatland, 1994 ve Swatland ve dig., 1996).

2.5.3. Kolorimetrik Yontemler

Kolorimetrik yontemler hidroliz; oksidasyon, renk gelisimi ve absorbans ol¢limii
olmak iizere 4 asamadan olusur. Ornek asit ile 1sitilarak protein parcalanir. Hidroliz
asiti olarak hidroklorik asit yaygin olarak kullanilmaktadir. Hidroliz 6N HCI ile
110 °C’de 18-24 saat siirmektedir. Hidroklorik asit ile hidroliz i¢in sogutucu sistem
veya vakum gerekmekle beraber siilfirik asit kullanildignda sogutucu sistem ve
vakum gereksinimi ortadan kalkmistir (Kolar, 1990; White ve Hart, 1992). Hidrolizi
takiben aciga ¢ikan hidroksiprolin kloramin T ile pirole okside edilir ve serbest kalan
pirol, 4-dimetilaminobenzaldehit ile reaksiyona sokulur. Olusan kirmizi bilesigin

558 nm’de absorbansi dl¢giilmektedir (Jones ve dig., 1986).

Hidroksiprolinin kolorimetrik analizi i¢in Neuman ve Logan tarafindan gelisitirilen
metot temel alimmistir. Bu metotun giivenilir olmayan noktalarinda Stegeman
tarafindan modifikasyonlar gelistirilmistir; kromojen gelisiminin stabil olmasi
saglanmis ve tirozin ve diger maddelerden kromojen ile girisim yapan maddeler
olusumu 6nlenmistir Hidroksiprolin igeren drnegin diger amino asitleri de yiiksek
miktarda icermesi kromojen (renkli bilesik) olusumunu engellemekte ve %10 dan
fazla hataya neden olabilmektedir. Bu hatanin 6nlenebilmesi i¢in tirozin ile girisim
onlenmelidir. Stegeman metodu iizerinde degisiklik yapilarak; oncelikle kromojen
duyarlilig1 ve stabilitesi artirilmig ve sonra diger amino asitlerin kromojene dahil

olmas1 6nlenmistir (Woessner, 1961).

Hidroksiprolinin spektrofotometrik tayini i¢cin ¢ok sayida metot bulunmaktadir. Bu
metotlar hidroksiprolinin pirole oksidasyonu ve {irliniin Ehrlich aywract (p-
dimetilaminobenzaldehit) ile kirmizi renk vermesini iizerine dayanmaktadir. Renk
siddeti ve rengin stabilitesi bir¢ok faktore baghdir. Bu faktorler iizerinde calisilarak
daha iyi sonug veren metotlar gelistirilmistir. Bergman ve Loxley (1963), Neuman ve
Logan ile Stegeman metotlar1 {izerinde bu iki 6zelligi temel alarak daha stabil ve
kolayca uygulanan, geri kazanimi yiiksek bir metot gelistirmistir; metoksi-etanol ve

n-propanol, isopropanol ile degistirilmis ve oksidasyon ile renk gelisimi i¢in sicaklik

12



ve silire ile birlikte, organik ¢oziici ve kimyasallarin konsantrasyonlari

degistirilmistir (Bergman ve Loxley, 1963).

Et iirlinlerinde hidroksiprolin tayini icin AOAC (Association of Official Analytical
Chemists) 990.26 resmi metodu kabul edilmistir. Bu metotta 6rnek 105 °C’de
stilfirik asit ile hidroliz edildikten sonra hidroksiprolin kloramin T ile pirole okside
edilir ve 4-dimetilaminobenzaldehit ilave edilerek olusan kirmizi renkli bilesigin

absorbansi 560 nm’de ol¢iiliir (AOAC, 1998).

2.5.4. Kromatografik Yontemler

Kromatografik yontemlerde amino asitler kromatografik ayrim oncesi veya sonrasi
uygun tiirevlere doniistliriilmektedir. Kolon sonras: tlirevlendirme tekniginde serbest
amino asitler kromatografik kolonda ayrildiktan sonra uygun bir tiirev kimyasal1 ile
reaksiyona girerek tiirevlenmektedir. Kolon oncesi tiirevlendirme yonteminde ise
amino asitler tiirevlendirici kimyasal ile kolana girmeden once reaksiyon sokulur

(White ve Hart, 1992).

Iyon degis-tokus kromatografisi ile amino asit analiz metotu 1950°li yillarda
gelistirilmis ve takip eden 20 yil siiresince en yaygin kullanilan metot olmustur
(Irvine, 1994). Amino asitler iyon degis-tokus kromatografisinde ayrildiktan sonra
ninhidrin ile reaksiyona girer ve tiirevler goriiniir bolgede tayin edilir. Bu metot
giivenilir olup, yiiksek ayrim saglamaktadir. Ancak analiz siiresi uzun ve duyarlilig
sinirlidir ve ayrica daha genis pikler vermektedir (Schuster, 1988; Haynes ve dig.,

1991).

Son yillarda HPLC ekipmanlarinda hizli gelismeler olmus ve yeni kolonlar amino
asit analizlerinde onemli degisikliklere yol agcmistir. Kolon Oncesi tlirevlendirme ile
HPLC tayin yontemleri artis gdstermistir. Yontemlerin hizi, basitligi ve duyarlig
nedeniyle kullanimi son yillarda artmaktadir. Ters fazli HPLC tekniginin
gelistirilmesiyle amino asit tlirevlerinin daha hizli ayrimi saglanmigtir. Kolon dncesi
tirevlendirme ile piklerin seyrelme probleminin ortadan kaldirilmasi nedeniyle
duyarhilik artmaktadir (Einarsson ve dig., 1983; Betner ve Foldi, 1986; Haynes ve
dig., 1991; Irvine, 1994).

Amino asitler ugucu olmadiklarindan gaz kromatografisi (GC) teknigi ile analiz
edilebilmeleri icin ugucu forma doniistiiriilmelidir. Gaz kromatografisi ile analiz

oncesi uygulanan islemlerin HPLC metotlarina gore daha uzun ve karmasik olmasi
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nedeniyle HPLC teknikleri, GC tekniklerine tercih edilmektedir (Cserhati ve
Forgacs, 1999).

2.5.4.1. Iyon Degis Tokus Kromatografisi

Amino asitlerin siilfonatli polistiren regine ve Dowex-50 sentetik iyon degis-tokus
re¢ine kolonlartyla ayrimini saglayan teknikler gelistirilmistir. Bu regineler ilk
olarak amino asitleri asidik, bazik ve nétral gruplarina ayirmak ic¢in kullanilmus,
ancak sonra birden fazla amino asidin kromatografik ayrimi amaciyla kullanilmistir.
Bu ayrim, amino asitlerin yiikleri ve yan zincirlerinin fonksiyonu ile  amino
asitlerin re¢ine ile iyonik olmayan etkilesmelerinin sonucudur (Moore ve Stein,

1951).

Amino asitler yiiksek sicaklikta ninhidrinle reaksiyona girdiginde olusan renkli
bilesik, kromatografik ayrim sonrasi amino asit miktarini1 6lgmede kullanilmaktadir.
Renkli bilesigin absorbansi spektrofotometre ile de Olgiilebilmektedir (Regeistein,
1984). Moore ve Stein (1954) tarafindan ninhidrin—pozitif bilesiklerin kromatografik
ayrimi 15*0.9 cm kolon ile yapilmis ve pH= 3.1-5.1 sodyum asetat-sitrat tampon
cozelti kullanilarak, %3 geri kazanim oraninda bircok amino asit ayrilmistir. Kiigiik
peptidlerin ayrimi pH ve iyonik giicii artirarak Dowex 50-X8 recinesi ile saglanmistir

(Moore ve Stein, 1954).

Moore ve Stein tarafindan gelistirilen iyon degig-tokus kromatografisi ile amino asit
analizinde, 1980°den sonra kolon teknolojisindeki degismeler ile analiz siiresi
kisalmigtir. Ayirma teknigi standart kalmis ve yeni metotlar i¢in temel alinmustir.
Klasik amino asit analizleyicisi Speckman tarafindan gelistirilmis, tiim amino asitleri
ayirmak i¢in uzun kolon nétral ve asidik amino asitler i¢in, kisa kolon bazik amino
asitleri ayirmak i¢in kullanilmistir. Daha sonraki yillarda ise tek kolonlu amino asit
analizleyicisi gelistirilerek, analiz siiresi 24 saatten 90 dakikaya indirilmigtir
(Asworth, 1987 a).

Iyon degis-tokus kromatografisiyle son gelistirilen metotta, hidroksiprolin kolonda
ayrildiktan sonra, sodyum hipoklorit ile okside edilmekte ve ortofitaldehit ile

reaksiyona sokularak, floresans detektor ile floresans ol¢iilmektedir (Asworth, 1987
b).

14



2.5.4.2. Yiiksek Basin¢ch S1ivi Kromatografisi (HPLC) ile Analiz

Modern HPLC hizli1 sonu¢ veren ve kimyasal olarak benzer molekiiller arasinda
yiiksek duyarlilikta ayrim saglayan bir cihazdir. Amino asit analizlerinde kolon
oncesi tiirevlendirmeyi takiben ters fazli HPLC’de ayrim tercih edilmektedir. On
kolon tiirev olusumu elverigsiz ve pahali son kolon reaktdrlerine olan ihtiyaci
kaldirmis ve hidrofobik amino asit tiirevlerinin kolaylikla ayrimini saglamistir.
Gliniimiizde 3-5 pm c¢apli silika materyalden yapilmis kolon ile 10 dk gibi kisa
siirede ayrim yapilmakta ve yiiksek duyarliliktaki floresans detektor ile diisiik tayin
limitlerine ulasilmaktadir (White ve Hart, 1992). HPLC ile hidroksiprolin analizi

yapilmis olan ¢alismalardan 6rnekler, kosullar ile birlikte Tablo 2.2.’de verilmistir.

Ters fazli HPLC teknigide, hidrofilik ve lipofilik ¢oziicii karisiminda ¢oziintirliigiine
bagl olarak amino asitler kisimlara ayrilir. 1ki faz arasinda &rnek komponentlerinin
ayrimi ¢oziiniirlik o6zelliklerine baghidir. Daha az hidrofilik olan komponent
oncelikle hidrofilik fazla birlesir ve hidrofobik komponentler lipofilik fazda bulunur.
Proses hidrofilik fazin ekstraksiyon giicline bagli olup, hidrofilik fazda ¢6ziinen
organik ¢oziicii ile de ilgilidir. Organik ¢oziicii konsantrasyonu arttik¢a hidrofobik
komponentin ekstraksiyon giicii artar. Ters fazli kromatografide Cis (oktadesil)

kolon dolgu materyali yaygin olarak kullanilmaktadir (White ve Hart, 1992).

HPLC ile amino asit analizinde kontrol altinda tutulmasi gereken parametreler:
hareketli faz, duragan faz, akis hizi, sicaklik ve tiirevlendirme icin kullanilan
kimyasaldir. Genelde ornek diflizyonu piklerde genislemeye, yassilasmaya ve

sigramaya neden olarak duyarligi ve pik ayrimi azaltir (White ve Hart, 1992).
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Tablo 2.2. HPLC ile hidroksiprolin analizi.

kloroformat)

Tiirevlendirme Uriin Kolon Hareketli Faz AKis Kaynak
(ml/dk)
(4N|3D-Cl7 Lichrosorb Fosfat buffer 1 Anhoff ve dig.,
-kloro-7- i —
itrobenzo.2.okza. Kolajen RP18 (pH=1.9) 1981
1,3 diazol)
NBD-CI ODS, 5 um Asetat buffer-asetonitril | 1.5 Jones ve dig.,
_(4-Kloro-7- Tavuk ve domuz | LiChrosorb Si-100 (85:15) 1986
nitrobenzo-2-okza- .
1,3 diazol) eti
PITC Nova-Pak C18 Asetonitril: su: asetat 1 Dunphy ve dig.,
izosti(;%’;)'/'anat) Kolajen ODS, 5um buffer (pH= 6.3) 1987
(6:4:90)
FMOC-OPA 5pum Asetonitril 2 Smith ve Judge,
(8-flurometil Tavuk, si181r ve Spherisorb C-8 Fosforik asit 1991
kloroformat- K K
ortafitaldehit) Oyun Kkasl
PITC 3 um Eluent 1: asetonitril: 1-15 Reagen ve
_ (fenil Kolajen VeloSep Cis | Trietilamoyumasetat:Na- Green., 1992
izotiyosiyanat) asetat: su
Eluent 2: Asetonitril:
metanol: su
FMOC Kromasil C8 Asetat buffer 1 Arnold ve dig,
(9-flurometil Kahve 5 um Asetonitril 1994
kloroformat)
PITC 5pum Asetonitril: su 1 Buxaderas ve
izoti(gi’;"anat) Sarap Cis Na-asetat: TEA: dig., 1994
yos sodyumpentasiilfonat
MOC HP C18 Na-asetat: metanol: 0.45 Alves ve dig.,
(- flurometil Sarap asetonitril (1:2:2) 2000
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Amino asitler goriiniir veya UV bdlgede absorbans vermedigi i¢in HPLC’de goriiniir

veya UV detektor direkt olarak kullanilamaz. Bu nedenle bu bdlgede tayinini

miimkiin kilmak i¢in tiirevlendirme prosediirleri gelistirilmistir. Tiirevlendirmeyle

(Cserhati ve Forgacs ,1999):

e Uriin UV ve goriiniir bdlgede absorbans gosterir veya fluoresans detektdr ile
tayin edilebilir.

e Tiirevlendirme prosediirii hizlidir ve verim yiiksektir.

e Ayirma ve tayin esnasinda {iriin stabildir.

Tiirevlendirme i¢in kullanilan kimyasallarda aranan ozellikler asagidaki gibidir
(White ve Hart, 1992):

e (Oda sicakliginda reaksiyona girmeli ve nicel verim saglamalidir.

e Olusan tiirevler birkag giin dayanikli olmalidir (oda sicaklig: tercih edilir).
e Girisim yapmamalidir.

e Tiirevleri ayn1 molar cevap faktoriine sahip olmalidir.

e Verdigi yanit dogrusal olmalidir.

Hidroksiprolin analizlerinde 6n kolon tiiretme icin PITC (fenil izotiyosiyanat), OPA
(orto-fitalaldehit), NBD-CI (4-kloro-7-nitrobenzo-2-okza-1,3-diazol) ve FMOC (9-
flurometil kloroformat) reaktifleri kullanilmaktadir (Einarsson ve dig., 1983;

Gustavssan ve Betner, 1990; Malmer ve Shroeder, 1990).

PITC, tiirevlendirme ajani olarak Edman prosesinde 30 yildan fazla kullanilmakta
iken amino asit analizlerinde 1984 yilindan itibaren kullanilmaya baslanmigtir. PITC
amino asit ile reaksiyona girdiginde, PTC (feniltiyokarbamil) amino asit meydana
gelir (Sekil 2.5.). PTC amino asitlerinin fluoresans vermemesi nedeniyle UV detektor
ile tayin edilir. PITC hem primer hem de sekonder amino asitler ile reaksiyona girer.
PITC’1n dezavantajlar ise asagidaki gibidir (Betner ve Foldi, 1986; Schuster, 1988;
Haynes ve dig., 1991):

e Tiirev olusturma prosediirii uzundur.

e Tiirev olusturma da vakum sistemine gereksinim vardir.

o  Ornekteki iz miktardaki tuz ve diger matriks komponentleriyle girisim yapabilir.
e UV detektor kullanilmasi nedeniyle duyarlilik diger metotlara gore daha

diistiktiir.
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Waters firmasi tarafindan tiirevlendirme i¢in PITC kullanilan bir metot gelistirilmis
ve bu metoda Pico-Tag metodu adi verilmistir. Vakum altinda kurutulmus 6rnek, 10-
20 pl etanol:trietilamin:su (2:1:2) karisiminda ¢oziiliip tekrar kurutularak, 20 pl
etanol:PITC:trietilamin:su (7:1:1:1) karisimi ile tlirevlendirilir. HPLC sistemine

enjekte edilmeden Once karisim asetonitrilde ¢oziiliir (Reagen ve Green, 1992;

Irvine, 1994).
R
O—H=¢=E-m;éﬁ-ﬂuﬂ_—

BITC Amino asit
-] R
@- N - & - wi - G - coo”
feniltiok arbamal

(PTC) amino asit

Sekil 2.5. PITC ile amino asit tiiretme reaksiyonu (White ve Hart, 1992).

Primer amin ayract olan OPA, 1971 yilinda tirevlendirme ajani olarak
tammmlanmistir.  Primer amino asit 2-merkaptoetanol (2-ME) veya etantiyol
varliginda yiiksek fluoresans veren tiirevler meydana getirir (Sekil 2.6.). Tiirev
olusturma prosediirii kisa ve duyarlilik yiliksektir. OPA’nin bazi dezavantajlari
asagidaki gibidir vardir (Einarsson, 1985; Betner ve Foldi, 1986; Asworth, 1987b; ):
e Primer amino asitler ile smirhdir ve sekonder amino asitler (prolin,
hidroksiprolin) i¢in kullanilamaz.

e Tiirevlerin stabil olmamasi tiirev olusturma prosediiriinii zorlagtirir.
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*HMN=-CH = COCH = HE -~ CH. = CH - 0&H
D/H ] F 2
I Primer MCE
Q amino asit
: pH 10
OPA ¢
S = CH,- GH,- GH
M- CH- COcH
N R

Sekil 2.6. OPA ile amino asit tiiretme reaksiyonu (White ve Hart, 1992).

Tiirev olusturma isleminde 50 mg OPA asetonitrilde ¢ozilir ve 26 ul 2-
mercaptoethanol ilavesiyle asetonitril ile hacim mililitreye tamamlanir. 100 pul OPA-

2-ME hidroliz iirtine ilave edilerek primer amino asit tiirevlendirilir (Einarsson,1985;

Smith ve Judge, 1991).

Flurojenik ayrag NBD-Cl sekonder aminlerle primer aminlere gore daha hizh
reaksiyona girer. Boylece diger amino asitlerin girisimleri azalir. Bu reaksiyon 60
°C’de 3 dakikada tamamlanabilir ve duyarlilik pikomol diizeyindedir. NBD-CI ile
etkilesime giren maddelerin ayrimi zorlagtirmasi nedeniyle iyon ¢ifti kullanim
gerekir. (Jones, 1985; Einarsson, 1985; Jones ve dig., 1986). Bu metotta hidrolize
ornekten 100 pl alimir ve 100 pul potasyum tetraborat ( 0.4 M) ilavesiyle karigtirilir.
100 ul NBD-CI (25 mM, metanolde ¢6ziinmiis) ilave edilip, 3 dk su banyosunda 60
°C’de 3 dakika bekletilir. 50 ul HCI (1 M) ilavesiyle tiirevlendirme tamamlanmis
olur (Anhoff ve dig., 1981).

FMOC peptid sentezinde amino gruplarini koruyucu olarak kullanilmaya baglanmis
ve primer ve sekonder aminlerin fluoresans etiketlenmesi i¢in uygun oldugu
anlasilmistir. FMOC tiirevlendirme kimyasali olarak 1983 yilinda kullanilmaya
baslanmigtir. Sekil 2.7.’de FMOC ile amino asit ile tiirev olusturma reaksiyonu
verilmistir. OPA’ya zit olarak FMOC kimyasali yliksek miktarda fluoresans verir.
Tirev olusumu 1 dakikadan daha kisa siirede olup, olusan tiirevler stabildir.
Tiirevlerin tayini fluoresans veya UV detektor ile yapilabilir. Tiirev verimi

reaksiyona giren karigtmin pH’ma duyarlidir ( pH= 8’de yliksek verim). Amino asit
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tirevlerinin ve kimyasalin uyarma ve yayma spektrasi 6zel oldugundan asir
kimyasal kolona enjeksiyondan once wuzaklagtirlmalidir. FMOC  ile tiirev

olusturmada karsilasilan sorunlar asagidaki gibidir (Schuster, 1988, Haynes ve dig.,
1991):

e Etkili tiirev olusumu saglamak i¢in kullanilan asir1 kimyasal hidrolize olur ve
amino asit tlirevleriyle girisim yapabilen FMOC-OH olusur.

e Asir1 kimyasal kolon performansina zarar verir.

I
X

|
cHz-n-i'.l:—N-:l:-cuo'n-l*rc:'

Sekil 2.7. FMOC ile amino asit tiiretme reaksiyonu (White ve Hart, 1992)

Asirt miktardaki kimyasal, organik ¢oziiciiye (dietil eter, pentan) ekstrakte edilerek
uzaklagtirilabilir. Ekstraksiyon siiresi uzun olup, hidrofobik amino asit tayininde
probleme yol acabilir. Ekstraksiyona alternatif yontem olarak asir1 kalan FMOC nin
hidrofobik amin 1-aminoadamantan (ADAM) ile reaksiyona sokmaktir. FMOC-
ADAM kompleksinin amino asit tiirevleriyle girisim yapmamas1 nedeniyle
kromatogramda en son ¢ikan bilesiktir (Einarsson ve dig., 1983; Gustavsson ve

Betner, 1990; Malmer ve dig., 1990; Haynes ve dig., 1991).

Hewlet-Packard tarafindan Amino Quant adi verilen metot ile farkli matrisler de
(protein hidrolizatlari, bitki ekstraktlari, bira) amino asit analizinde hizli ve hassas
bir metot ve gelistirilmistir. Bu metotta primer amino asitler OPA ile ve sekonder

amino asitler FMOC-ClI ile tiirevlendirilir (White ve Hart, 1992).



FMOC ile tiirevlendime igleminde dnce OPA ile primer amino asitler tiirevlendilir.
Iyodoasetamid ilavesinden sonra, asetonda ¢dziilmiis 4 mM FMOC’den 200 pl ilave

edilir. Bu karistma ADAM ¢ozeltisi ilave edildikten sonra kolona enjeksiyon yapilir

(Einarsson, 1985;Smith ve Judge, 1991).

Hidroksiprolin sekonder bir amino asittir. Hidroksiprolin tayininde kullanilan
kimyasallarin avantaj ve dezavantajlar1 degerlendirildiginde FMOC-OPA kullanimi1
en uygun goriilmektedir. Tiirev olusumu iki asamada yapilmaktadir. Ilk asamada
primer amino asitler OPA ile, ikinci asamada sekonder amino asitler FMOC ile

reaksiyona sokulur (Schuster, 1988; Smith ve Judge, 1991).

Kolajen hidrolizatinda hidroksiprolin tayininde tiirevlendirici olarak NBD-CI
kullanilan ¢aligmada %95 geri kazanim, %5 standart sapma elde edilmistir (Anhoff
ve dig., 1981). Kolajen hidrolizatinda hidroksiprolin tayininde tiirevlendirici olarak
PITC kullanilan g¢alismada ise dogruluk %3.7-4.2, tekrar edilebilirlik %2.6-5.4
olarak bulunmus ve kolajen hidrolizatlarinin rutin analiz i¢in uygun olduguna karar
verilmistir (Dunphy ve dig., 1987). Tiirev olusturma i¢in PITC kullanilan kolajen
hidrolizatinin HPLC ile analiz sonuglart kolorimetrik ydntem sonuglart ile
karsilastirildigr calismada HPLC metodunun kesinligi daha iyi bulunmustur (Reagen
ve Green, 1992).

Jones ve dig. (1986) tavuk eti ve domuz eti hidrolizatlarint NBD-Cl ile tiirevlendirip
HPLC ile analiz etmis ve %90-102 araliginda geri kazanim ile %2 varyasyon
katsayis1 elde etmistir. Genis aralikta hidroksiprolin miktar1 igeren et ve bag dokuya

uygulanabilir bir metot gelistirilmistir.

Buxaderas ve Deu-Puig, (1994) tarafindan sarapta amino asit analizi yapilan
calismada hidroksiprolin i¢cin %100.7 geri kazanim, %1.72 elde edilmis ve sonuglar
tiirevlendirici olarak PITC kullanilan metotun sarapta amino asit analizi i¢in yeterli
duyarliliga sahip oldugunu gostermistir. Benzer sekilde sarapta amino asit analizinde
FMOC-CI tiirev olusturma i¢in kullanildiginda ortalama %108.3 geri kazanim ve
%13.8 varyasyon katsayis1 elde edilmistir (Alves ve dig., 2000).

FMOC metodu amino asitler i¢in dogru sonug veren bir metot olup ¢ok farkli 6rnek
matrislerine uygulanabilir (Haynes ve dig., 1991). Betner tarafindan gelistirilen
hizli, hassas ve tekrar edebilir sonuglar veren HPLC metodu kas hidrolizatinda

hidroksiprolin tayininde kullanilmistir. Bu metotta FMOC-ADAM kullanilmaktadir.
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Tavuk, sigir ve koyun kasinda yapilan ¢aligmada %100-107 araliginda geri kazanim
degerleri elde edilmistir. (Smith ve Judge, 1991).

Kahvede amino asit analizinde tlirev olusturma i¢in FMOC-Cl’in kullanildigi
calismada varyasyon katsayist %5.4 ve kalibrasyon grafiginin korelasyon katsayisi
0.998 olarak bulunmustur. Hidroksiprolin kahvede minor amino asittir, bu metotla
hidroksiprolin de analiz edilebilmektedir ( Arnold ve dig., 1994).

2.5.4.3. Gaz Kromatografisi Ile Analiz

Amino asitler ugucu olmadiklarindan GC ile analiz edilebilmeleri i¢in ugucu forma

tiirev yapici kimyasallar kullanilarak doniistiiriilebilir (Cserhatti ve Forgacs, 1999).

Hidroksiprolin igeren hidrolizat azot atmosferinde kurutulduktan sonra izobutanol-3
N HCI ile esterifiye edilir. Esterifikasyondan sonra azot atmosferinde kurutma
yapilir. Heptafluorobiitirik asit ilave edilerek hidroksiprolin, N-heptafluorobiitiril

izobutil estere doniistiiriiliir ve GC’de analiz edilir (Berg, 1982).

Ayrica hidroksiprolin N-(O)-trifluoroasetil n-propil estere dondstiiriilerek gaz

kromatografide analizlenebilir (Johnson, 1988; Liipke ve Briickner, 1988).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Calismada kullanilan salam, sosis ve sucuk numuneleri Marmara Bolgesinde ticari
olarak satisa sunulan, Ocak-Mart 2002 tarihleri arasinda ftretilmis ve rastgele

secilmis 7 firmaya ait iriindiir. Calismada 6 salam, 3 sosis ve 3 sucuk numunesi
kullanilmistir. Numuneler vakumlu ambalaj igerisindedir ve analize kadar 4 °C’de

muhafaza edilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Kolorimetrik Yontem ile Analiz

Hidroksiprolinin kolorimetrik yontem ile analizinde AOAC 990.26 resmi metotu
kullanilmigtir (AOAC, 1998). Her o6rnek igin 2 ayri hidrolizat hazirlanmis ve her
hidrolizatin absorbans 6l¢timleri Philips UV-VIS spektrofotometre ile 560 nm dalga
boyunda yapilmistir. Konsantrasyona karsilik olgiilen absorbans degerleri ile
kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve egri denklemi belirlenmistir. Kalibrasyon egrisi

glinliik olarak hazirlanmistir.

3.2.2. HPLC ile Analiz

Hidroksiprolin analizleri Waters Model 501 Cozgen Dagitim Sistemi, 7010
enjeksiyon sistemi, 810 Baseline Software, Bilgisayar Sistemi, Powersonic Art 1000
kesintisiz giic kaynagi, Star LC Dot Matriks Yazict ve HP 1046 A floresans
detektorden olusan kombine sisteminde gerceklestirilmistir. Nova-pak Cg (4*75mm,
4 1) ve Waters Bondapak C1g (3.9%300 mm, 10u) HPLC kolonlari kullanilmustir.

3.2.2.1. Hidroksiprolin Stok/Calisma Cozeltilerinin Hazirlanmasi

100 mg toz hidroksiprolin standardi (Merck 104506) tartilmis ve saf su ilavesiyle
100 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan 1000 ppm’lik stok ¢ozelti 4 °C’de

saklanmustir.
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Calisma stok ¢ozeltisi (20 ppm), stok ¢ozeltiden alinan 1 ml saf su ile 50 ml’ye
tamamlanarak hazirlanmistir.  Calisma stok c¢ozeltisinden uygun seyreltmeler
yapilarak hazirlanan standart c¢ozeltileri kalibrasyon egrilerinin hazirlanmasinda

kullanilmuastir.

3.2.2.2. Tiirevlendirme

Tiirevlendirme igin OPA (Merck 821027), 2-ME (Merck 115433), 1A (Merck
804744), FMOC (Merck 818203) ve ADAM (Fluka 06649) kullanilmistir.
Tiirevlendiriciler HPLC smifi asetonitrilde ¢6ziilmiistiir. Borat tampon ¢ozeltisi 0,5
M borik asiti 5 N NaOH ile pH 9.5’a ayarlanarak hazirlanmistir. Tiirevlendirme
prosediirii Sekil 3.1.”de verilmistir (Smith ve Judge, 1991).

3.2.2.3. HPLC Kosullar

Literatiirde mevcut hidroksprolin analizi i¢in uygulanmig yontemlerin uygunlugu
denenmistir. Hareketli faz sistemindeki her ¢6zgen HPLC smifidir. Hazirlama
asamasinda ¢ozgen sistemi 0.45 um go6zenekli Millipore Durapore membran filtreden
Millipore OM 109 vakum pompast yardimiyla siiziiliip, Azakli ultrasonik banyoda 90
dakika degaze edilmistir. Enjeksiyon yapilmadan once HPLC kolonu basing

sabitlenene kadar yaklasik 30 dakika ¢dzgen sistemi ile kosullandirilmstir.

Cs kolon denemesinde hareketli faz olarak 0,1 M Fosforik asit (A) ve Asetonitril (B),
0.8 ml/dk akis hizinda kullanilmistir. Gradiyent programi 0-6 dk: %0-37 B, 6-12 dk
: %37-42 B, 12-16 dk: %42-100 B, 16-20 dk: %100-37 B’dir (Smith ve Judge,
1991).

Standart  konsantrasyonu  1.0-2.0-3.0-4.0-5.0-6.0-7.0-10.0 ppm  araliginda
analizlenerek, standarta ait pik belirlenememis olmasi nedeniyle Cig kolon

kullanilmasina karar verilmistir.
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1000 pl standart / 6rnek

l

100 pl borat buffer

l

100 ul OPA-2ME
(50 mg-26 ul/ml)

100 pl 1A
(140 mg/ml)

200 ul FMOC
(4 mM)

l

1000 ul ADAM
(2 mM)

20 pl enjeksiyon

15 saniye karistirilir

30 saniye beklenir

30 sn beklenir

60 sn karistirilir

60 sn karistirilir

Sekil 3.1. Tiirevlendirme islemi.
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C1s kolonu kullanilarak yapilan denemelerde hareketli faz 30 mM Sodyum Asetat
(A), (pH=7.2) ve Asetonitril: 100 mM Sodyum Asetat(4:1) (B) olup, 0.8 ml/dk akis
hiz1 kullanilmistir. Gradiyent programi 0-9 dk %0-30 B, 9-11 dk %30-50 B, 11-13 dk
% 0 B, 13-14 dk %50-100 B, 14-18 dk %100 B, 18-20 dk %100-0 B’dir. (Schuster,
1988). Calismada Tablo 3.1.’de verilen kosullar1 denenmis ve standarta ait pik

belirlenememistir.

Bu c¢alismalarin sonucunda, tiim denemelerde hareketli faz A: 30 mM Na-Asetat,
pH =7.2, B: 100 mM Na-Asetat, pH= 7.2 :Metanol: Asetonitril (1:2:2) 1 ml/dk akis
hizinda kullanilmigtir. Uygulanan gradiyent programi: 0-17 dk, % 0-60 B, 17-18 dk
% 60-100 B, 18-25 dk %100 B, 25-30 dk %100-0 B, kolon sicakligi 40 °C’a
ayarlanmistir (Rothaupt., 1993, Alves, 2000). Bu kosullarda 16. dakikada ¢ikan pikin
standarta ait oldugu saptanmis, kullanilan sicakliktan kolonun zarar gérmemesi igin
oda sicakliginda denenmis ve standarta ait pik 16.5 dakikada ¢ikmistir. Yiiksek
basin¢li s1v1 kromatografisi ile hidroksiprolin analizinde kullanilmaya karar verilen

calisma kosullar1 Tablo 3.2’de verilmistir.

Floresans detektor parametreleri eksitasyon dalga boyu (Aex) 266, emisyon dalga

boyu (Aem) 310 nm, pmtgain : 8, response time: 4, lamba no: 1°dir.

3.2.2.4. Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Caligma stok ¢ozeltisinden uygun seyreltmeler yapilarak 1.0 - 2.5 -5.0 — 10.0 — 20.0
ppm konsantrasyonlarinda standart serisi hazirlanmistir. Her standard 2 tekrarl
olarak tiirevlendirilmis ve tiirevler 2 kez HPLC sistemine enjekte edilmistir.
Kromatogramlarda pik alanlar1 esas alinarak konsantrasyona karsilik alan egrisi

¢izilmis ve bu egrinin denklemi belirlenmistir.

3.2.2.5. Hidroliz

HPLC enjeksiyonundan 6nce hidrolizatlar tiirevlendirilmistir. Spektrofotometrik ve
HPLC metotlarinda ayni 6rnek hidrolizatlart kullanilmistir (AOAC, 1998). 10 ml
hidrolizatin pH’s1t 1 N NaOH ile 6.5’a ayarlandiktan sonra 25 ml’lik balonjojeye
almmistir ve su ile hacim 25 ml’ye tamamlanarak karistirilmistir. Ornek ¢ozeltisi

3.2.2.2.°de belirtildigi gibi tiirevlendirilmistir.
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Tablo 3.1. Denenen Calisma Kosullari.

Hareketli Faz Akis Gradiyent Program Hidroksiprolin
Hiz1 Konsantrasyonu
(ml/dk) (ppm)
0-9dk % 0-30 B 0.5
A : 30 mM Na-Asetat (pH= 7.2) 9-11 dk % 30-50 B 1
B: 100 mM Na-Asetat:asetonitril 0.8 11-13 dk % 50 B 5
13-14 dk % 50-100 B
14-18 dk % 100 B
18-20 dk % 100-0 B
A : 30 mM Na-asetat (pH=7.2) 0-12 dk %20-50 B 5
B: 100 mM Na-asetat:asetonitril 0.8 12-18 dk %50 B 50
(4:1) 18-40 dk % 50-20 B
A : 30 mM Na-Asetat (pH=7.2) 0-14 dk % 30-50 B 5
B: 100 mM Na-Asetat: Asetonitril 0.8 14-21 dk %50 B 50
(4:1) 21-35 dk % 50-30 B
A : 30 mM Na-Asetat (pH=7.2) 0-12 dk % 30-60 B 1
B: Asetonitril 1 12-18 dk % 60 B 5
18-30 dk %60-30 B 10
A : 30 mM Na-Asetat (pH=7.2) 0-12 dk % 30-60 B 1
B: Asetonitril 1 12-18 dk % 60 B 5
18-30 dk %60-30 B 10

Tablo 3.2 . HPLC ile Hidroksiprolin Analizinde Calisma Kosullari.

Hareketli Faz

Akis Kolon Gradiyent Programi
Hiz1

A: 30 mM Na-Asetat (pH=7.2)
B: 100 mM Na-Asetat (pH=7.2):
Metanol : Asetonitril (1:2:2)

1 ml/dk Cis

0-17 dk, % 0-60 B
17-18 dk, %60-100 B
18-25 dk, %100 B
25-30 dk, %100-0 B

27




3.2.2.6. Orneklere Hidroksiprolin ilavesi

Analizlenen numuneler i¢inde en diisiik miktarda hidroksiprolin bulunan numuneler
geri kazanim calismasi i¢in (5 numarali salam, 2 numarali sosis ve 1 numarali sucuk)
secilmistir. Ornek ¢dzeltilerinin pH ayar1 yapildiktan sonra numunede %0.050 ve %
0.200 diizeyi elde edilecek sekilde standart hidroksiprolin ¢o6zeltisinden ilave

edilerek geri kazanim galismasi yapilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Yiiksek Basinch S1ivi KromatografisitHPLC) Yontemi ile On Cahsmalar

Yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi ile hidroksiprolin tayini igin

yapilan 6n ¢alismalardan elde edilen sonuglar Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4.1. HPLC ile On Calisma Sonuglar.

Hareketli Faz Hidroksiprolin Sonug
Konsantrasyonu
(ppm)*
Her ii¢ enjeksiyonda floresans
A : 30 mM Na-Asetat (pH=7.2) yogunlugu ayni pik elde
B: 100 mM Na-Asetat: Asetonitril 0.5 edildi. Pik ¢cakismasi
(4:1) 1 olabileceginden gradiyent
5 programinin degistirilmesine
karar verildi.
flk enjeksiyonda 2 pik elde
A : 30 mM Na-Asetat(pH=7.2) edilirken 2. enjeksiyonda ilk
B: 100 mM Na-Asetat: Asetonitril 5 ikisi yanyana ¢ikan 3 pik elde
(4:1) 50 edildi. ilk iki piki ayirmak
icin gradiyent programinin
degistirilmesine karar verildi.
[lk 2 pik birbirinden ayrildi.
A : 30 mM Na-Asetat(pH=7.2) Standarta ait pik
B: 100 mM Na-Asetat: Asetonitril 5 belirlenemediginden
(4:1) 50 gradiyent programi ve B
fazinda degisiklik
yapilmasina karar verildi.
Standarta ait pik
A : 30 mM Na-Asetat(pH=7.2) 1 belirlenemediginden kolon
B: Asetonitril 5 sicakligi denenmeye karar
10 verilmistir.
Standarta ait pik
belirlenememistir. Tirev
1 reaktifinden ortaya ¢ikan
A : 30 mM Na-Asetat(pH=7.2) 5 piklerin floresans yogunlugu
B: Asetonitril 10 cok yiiksek oldugundan
standarta ait pikin
belirlenemedigi
diistintilmektedir.

4Her deneme iki tekrarhdir.
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4.2. Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromatografisi(HPLC) Yontemi ile Hidroksiprolin
Tayini

Yiiksek basingli sivi kromatografisiyle hidroksiprolin tayini yapilabilmesi igin
oncellikle hidroksiprolin pikinin en iyi ayirtedilebildigi ve en yiiksek floresans
siddetini verdigi kosullarin se¢imi gereklidir. Yiiksek basingli sivi kromatografisi
yontemi c¢alisma kosullar1  hidroksiprolin  pikinin  Sekil 4.1.°de verilen
kromatogramdaki ayrimina gore ayarlanmistir. Hidroksiprolinin kolonda alikonma
stiresi 16.5 dakikadir.
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Sekil 4.1. Hidroksiprolin standart kromatogrami (10 ppm).

HPLC ile analiz 6ncesi standart hidroksiprolin caligma ¢ozeltileri kullanilarak
kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Kalibrasyon egrisi standart hidroksiprolin ¢alisma
cozeltileri konsantrasyonuna karsilik pik alani alinarak ¢izilmistir. Kalibrasyon
egrisinin determinant katsayis1 (R%) 0,9624 olarak bulunmustur (P<0.05). Bu egrinin
denklemi ve numunelerden elde edilen pik alani degerleri hidroksiprolin miktarinin

tahminlenmesinde kullanilmigtir. Kalibrasyon egrisi Sekil 4.2.’de verilmistir.
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Sekil 4.2. Hidroksiprolin i¢cin HPLC kalibrasyon egrisi (n= 2 tekrar ve her tekrar i¢in

2 enjeksiyon).

Salam, sosis ve sucuk numunelerinde HPLC yontemi ile elde edilen hidroksiprolin

miktarlart Tablo 4.2.’de verilmistir. Hidroksiprolin miktar1 salam numunelerinde

%0.045-0.198 araliginda, sosis numunelerinde %0.062-0.108 araliginda ve sucuk

numunelerinde ise %0.061-0.072 araliginda degismektedir. HPLC yonteminden elde

edilen sonuglara gore numunelerde bulunan hidroksiprolin miktar1 standartin izin

verdigi maksimum degerin altindadir.

Tablo 4.2. HPLC yontemi ile elde edilen hidroksiprolin miktarlari (%)

NUMUNE NO SALAM SOSIS SUCUK
1 0.198+0.038 0.108+0.016 0.061=0.005
2 0.119+0.022 0.062+0.011 0.065+0.003
3 0.166+0.012 ND? 0.072+0.005
4 0.138+0.012
5 0.045+0.017
6 ND?

®Tayin edilemeyen miktar “not detected”

Salam, sosis, sucuk numunelerine ait kromatogramlardan 6rnekler EK A (Sekil A.1.-

A.10.)’da verilmistir.
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4.2.1. Geri Kazanim Degerleri

Analizlenen numunulerde calismada kullanilan hidroksiprolin tayin metotunun
dogrulugunun degerlendirilebilmesi i¢in geri kazanim ¢alismasi yapilmistir.
Numunelere bilinen miktarda hidroksiprolin ilave edilerek ortalama %geri kazanim
degerleri hesaplanmistir. Analizlenen numuneler i¢inde en diisiik miktarda
hidroksiprolin bulunan numuneler geri kazanim galismasi i¢in (5 numarali salam, 2
numarali S0SiS ve 1 numarali sucuk) segilmistir. Numunelere %0.050 ve %0.200 iKi

diizeyde hidroksiprolin ilave edilmistir. Sonuglar Tablo 4.3.’de verilmistir.

Tablo 4.3. HPLC ile analiz sonuglarinin standart sapma, % geri kazanim degerleri ve

% varyasyon katsayilari.

Numune Asilanan | Tayin Edilen Standart Geri Varyasyon
Miktar Miktar Sapma Kazanmim Katsayis1
(%) (%) (%) (%)
Salam 0.050 0.0207 0.0720 41.32 34.80
No. 5 0.200 0.0498 0.1688 24.50 34.40
Sosis 0.050 0.0178 0.0445 25.10 25.54
No. 2 0.200 0.0878 0.0957 43.91 10.90
Sucuk 0.050 ND
No. 1 0.200 0.04534 0.0602 22.67 13.30

2Tablodaki degerler 2 tekrarin ve 2’ser enjeksiyonun ortalamasini temsil etmektedir.

Iki farkli diizeyde hidroksiprolin ilave edilen numunelere ait kromatogramlar EK A
(Sekil A.11.- A.15.)’da verilmistir.

Metot dogrulugunu belirlemek i¢in incelenen %geri kazanim degerleri; salam
numunesinde  %24.50-41.32, sosis numunesinde %35.54-43.91 ve sucuk
numunesinde %22.67 olarak bulunmustur. Numuneler i¢in % geri kazanim

degerlerinin asilama diizeyleri ile degisimi Sekil 4.3.’te verilmistir.
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Sekil 4.3. HPLC yonteminde % geri kazanim degerlerinin degisimi (n= 2 tekrar ve

her tekrar i¢in 2 enjeksiyon).

Smith ve Judge (1991) kas hidrolizatlarina iki diizeyde hidroksiprolin ilave etmis ve
tavuk kasinda %100-105, sigir kasinda %100-102 ve koyun kasinda %102-107
araliginda geri kazanim degerleri elde edilmistir. Alves ve dig.(2000) tarafindan
yapilan ¢aligmada sarap numunelerinde ortalama %108.3 geri kazanim degeri
bulunmustur. Einarsson(1985) serum o6rneginde geri kazanim yiizdesini 98 olarak

bulmustur.

Sarapta PITC ile tiirevlendirme sonrast HPLC ile analiz yapilmig ve hidroksiprolin
icin %100.7 geri kazanim elde edilmistir (Buxaderas ve Deu-Pig, 1994). Jones ve
dig. (1986), hidroksiprolin analizi i¢in tiirevlendirici olarak NBD-CI kullanmis ve
tavuk eti hidrolizatlar igin %90-102 geri kazanim ve domuz eti hidrolizatlar1 igin

%100-102 araliginda geri kazanim degerleri bulmustur.

Geri kazanim degerlerinin diisiik olmas1 numunede mevcut primer amino asitlerin
miktarinin  yiiksek olmasi ile iligkili olabilir. Tiirevlendirme 1iki asamada
yapilmaktadir. Ilk asamada primer amino asitler OPA ile, ikinci asamada sekonder
amino asitler FMOC-CI ile reaksiyona girmektedir. Kimyasallar ve 1. reaksiyon
tirlinlerinin 2. reaksiyon ile girisim yapmamasi gerekir. Primer amino asitlerin
FMOC-CI ile reaksiyona girmesi ile sekonder amino asit (hidroksiprolin, prolin) —

FMOC-CI reaksiyonun verimi diigsmiis olabilir (Einarson, 1985).
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Sosiste geri kazanim yiizdesi daha yiiksek bulunmustur. Et iiriinlerinde uygulanan 1s1l
islem kolajenin ¢oziiniirliigiinii etkilemekle birlikte sosis hamuru prosesinde

uygulanan 1s1l islem ile kolajen ¢6ziinmez (Zayas, 1997).

4.2.2. Varyasyon Katsayilari

Metotlarin kesinligi tekrar edilebilirlik ve tekrar tretilebilirlik terimleri ile ifade
edilmektedir. Tekrar edilebilirlik istatistik olarak laboratuar i¢i ve laboratuarlar arasi
varyasyon katsayilarinin hesaplanmasi ile bulunmaktadir. Caligma laboratuarlar arasi
arastirma olmadigindan, metotlarin kesinligi yalnizca laboratuar i¢i % varyasyon

katsayilar1 hesaplanarak bulunmustur.

HPLC analiz sonuglarinin %varyasyon katsayilar1 (Tablo 4.3.); salam numunesinde
%34.4-34.8, sucuk numunesinde %13.3 ve sosis numunesinde %10.9-25.1 araliginda
olmustur. Salam numunesinde hidroksiprolin ilave diizeyi arttikga varyasyon
katsayisinda ¢ok az bir azalma goriiliirken, sosis numunesinde %50’den fazla bir

azalma gozlenmistir.

Salam numunesinde her iki diizeyde ve sosis numunesinde diisiikk diizeyde yiiksek
varyasyon gozlenirken, sosis ve sucuk numunelerinde yiiksek diizeyde diisiik diizeye
gore varyasyon katsayisinda azalma gozlenmistirr HPLC yOnteminin analitik

varyasyonu Sekil 4.4.’de verilmistir.
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VARYASYON KATSAYISI

Sekil 4.4. HPLC yonteminde varyasyon katsayisinin degisimi (n= 2 tekrar ve her
tekrar igin 2 enjeksiyon).
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Alves ve dig. (2000) sarapta yaptig1 ¢alismada varyasyon katsayisi %13.8, Arnold ve
dig.(1994) kahvede yaptig1 calismada varyasyon katsayist % 5.4 olarak bulunmustur.

Sucuk numunesinin %0.05 diizeyinde hidroksiprolin ilavesinden sonra HPLC’de
tayin edilememesi varyasyon katsayisinin yiiksekligi ile iliskili olabilir. HPLC
metodunda varyasyon katsayisinin yiiksek ¢ikmasi primer amino asit tlirevlerinin
sekonder amino asit tiirevleriyle girisim yapmas1 ile iliskili oldugu tahmin

edilmektedir.

4.3. Kolorimetrik Yoéntem Ile Hidroksiprolin Tayini

Kolorimetrik yontem ile analizde standart hidroksiprolin ¢alisma c¢ozeltileri
kullanilarak kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Kalibrasyon egrisi her konsantrasyon
icin 2 tekrar ile standart hidroksiprolin konsantrasyonuna karsilik absorbans
degerleri alinarak giinlik olarak hazirlanmistir. Kalibrasyon egrisi giinliik
hazirlanmistir. Kalibrasyon egrisi denklemi, numuneye ait absorbans degerleri
hidroksiprolin miktarlarinin tahminlenmesinde kullanilmigtir. Kalibrasyon egrisi

Sekil 4.5.te verilmistir.

y = 0,1088x
R? = 0,9924

ABSORBANS
o
w

O T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

KONSANTRASYON (mikrogram)

Sekil 4.5. Hidroksiprolin i¢in kolorimetrik yontem kalibrasyon grafigi.

Kolorimetrik yontem ile salam, sosis, sucuk numunelerinde elde edilen
hidroksiprolin miktarlari Tablo 4.4.te verilmistir. Salam numunelerinde
hidroksiprolin miktar1 %0.085-0.401, sosis numunelerinde %0.132-0.218 ve sucuk
numunelerinde ise %0.207-0.264 araliginda degismektedir. Bir ve 4 nolu salam
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numunesi, 2 ve 3 nolu sucuk numunesinin hidroksiprolin miktarlar1 standartin izin

verdigi maksimum degerin tizerindedir.

Tablo 4.4. Kolorimetrik yontem ile elde edilen hidroksiprolin miktarlari (%)

NUMUNE NO SALAM SOSIS SUCUK
1 0.259+0.031 0.218+0.007 0.207+0.007
2 0.151£0.018 0.192+0.005 0.264+0.032
3 0.169+0.010 0.132+0.003 0.383+0.044
4 0.401+0.048
5 0.110+0.010
6 0.085+0.001

4.3.1. Geri Kazanim Degerleri

Segcilmis olan sosis, salam ve sucuk %0.050 ve % .200 diizeylerinde hidroksiprolin
ilave edilerek ortalama % geri kazanim degerleri hesaplanmuis, elde edilen verilerden

yapilan istatiksel hesaplamalar Tablo 4.5.’te verilmistir.

Tablo 4.5. Kolorimetrik yontem ile analiz sonug¢larinin standart sapma, % geri

kazanim degerleri ve % varyasyon katsayilari.

Numune Asilanan Tayin Edilen Standart Geri Varyasyon
Miktar Miktar Sapma Kazanim Katsayisi
(%) (%) (%) (%)
Salam 0.050 0.0499 0.0035 99.8 6.91
No. 5 0.200 0.2038 0.0035 101.9 1.69
Sosis 0.050 0.0498 0.0003 99.7 0.57
No. 2 0.200 0.2041 0.0023 102 1.3
Sucuk 0.050 0.0424 0.0033 84.9 7.85
No. 1 0.200 0.1731 0.0029 86.6 1.33

2Tablodaki degerler 2 tekrarin ortalamasini temsil etmektedir.

Salam numunesinde %99.8-101.9, sosis numunesinde %99.7-102 ve sucuk
numunesinde %84.9-86.6 araliginda geri kazanim degerleri elde edilmistir. Geri
kazanim degerleri i¢ numunede de dar bir aralikta degismekte, ilave diizeyi arttikga
geri kazanim degeri ¢ok az artmaktadir. Geri kazanim degerlerinin hidroksiprolin

ilave diizeyleri ile degisimi Sekil 4.6.”da verilmistir.
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Sekil 4.6. Kolorimetrik yontem % geri kazanim degerlerinin degisimi (n= 2 tekrar).

4.3.2. Varyasyon Katsayilari

Salam numunesinde %1.69-6.91, sosis numunesinde %0.57-1.13 ve sucuk
numunesinde %1.33-7.85 araliginda varyasyon katsayisi degerleri elde edilmistir.
Varyasyon katsayilar1 degerleri dnemli bir degiskenlik gdstermemektedir. Varyasyon
katsayisi ilave edilen diizey arttikga salam ve sucuk numunelerinde azalmakta, sosis

numunesinde artmaktadir. Kolorimetrik yontemin analitik varyasyonu Sekil 4.7.’te

verilmistir.

VARYASYON KATSAYISI
YUZDESI
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Sekil 4.7. Kolorimetrik yontemde % varyasyon katsayisi degisimi (n= 2 tekrar).
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AOAC 990.26 metodu gelistirilirken sosis, jambon ve sigir eti kullanilmis ve
varyasyon katsayist %1.2-5.6 arasinda degiskenlik gostermistir (Kolar, 1990). Bu
calismada kullanilan salam, sosis ve sucuk numunesinde elde edilen varyasyon

katsayilar1 bu degerlere yakindir.

4.4. Analiz Metotlarimin Karsilastirilmasi

Salam numunesinde HPLC yonteminde asilama diizeyi arttik¢a varyasyon katsayisi
cok az azalirken, kolorimetrik yontemde daha fazla azalma goriilmektedir. Sosis
numunesinde HPLC yonteminde asilama diizeyi artisiyla varyasyon katsayist %50
fazla azalirken, kolorimetrik yontemde artis goriilmektedir. Sucuk numunesinde
kolorimetrik yontemde ilave diizeyi arttikga varyasyon katsayisi azalmaktadir. ki
yontemde varyasyon katsayisi degisimleri salam icin Sekil 4.8.’te, sosis i¢in Sekil

4.9.°da, sucuk i¢in Sekil 4.10.’da verilmistir.
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Sekil 4.8. Salam numunesinde varyasyon katsayisinin iki yontemde degisimi

(n= 2 tekrar).
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Sekil 4.9. Sosis numunesinde varyasyon katsayisinin iki yontemde degisimi (n= 2

tekrar).
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Sekil 4.10. Sucuk numunesinde varyasyon katsayisinin iki yontemde degisimi (n= 2

tekrar).

Geri kazanim degerlerinin asilama diizeylerinde iki yontemde degisimi salam
numunesi i¢in Sekil 4.11.’de., sosis numunesi igin Sekil 4.12.’de ve sucuk numunesi
icin Sekil 4.13.de verilmigtir. Kolorimetrik yontemde her {i¢ numunede agilama
diizeyi arttikga geri kazanim degerlerinde ¢ok diisiik bir artis goriiliirken, HPLC
yonteminde agilama diizeyi artarken geri kazanim degerlerinde salam numunesinde

azalma ve sosis numunesinde artig gériilmektedir.
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Sekil 4.11. Salam numunesinde geri kazanim degerlerinin her iki yontemde

degisimi (n= 2 tekrar).
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Sekil 4.12. Sosis numunesinde geri kazanim degerlerinin her iki yontemde

degisimi (n= 2 tekrar).
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Sekil 4.13. Sucuk numunesinde geri kazanim degerlerinin her iki yontemde

degisimi (n= 2 tekrar).

Hidroksiprolin tayininde kullanilan iki metot arasinda farklilik esli karsilagtirmalar
yapilarak t-testi ile degerlendirildiginde, P<0.05 olasilik diizeyinde farklilik
istatiksel olarak 6nemli bulunmustur (Ek B Tablo B.1, B.2. ve B.3.)

Smith ve Judge (1991)’nin tavuk, sigir ve koyun kasinda FMOC-HPLC metodu ve
kolorimetrik metotu (Bergman & Loxley metodu) karsilastirdigi ¢calismada metotlar

arasinda farklilik bulunmamustir.

Jones ve dig. (1986), tavuk etinde NBD-HPLC metodu ile kolorimetrik yontemi

( Stegemann metodu) karsilastirmis ve metotlar arasi farklilik bulmamustir.

4.5. Analiz Metotlarimin Birbirleriyle Tliskileri

Salam, sosis, sucuk numunelerinde uygulanan iki farkli analiz metotu arasinda
regresyon denklemi ve egrileri, HPLC bagimli degisken kabul edilerek, salam i¢in
Sekil 4.14.”de, sosis i¢in Sekil 4.15.’de ve sucuk igin Sekil 4.16.’da verilmistir.
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Sekil 4.14. Salam numunesinde kolorimetri-HPLC yontemleri regresyon egrisi
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Sekil 4.15. Sosis numunesinde kolorimetri-HPLC yontemleri regrasyon egrisi
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Sekil 4.16. Sucuk numunesinde kolorimetri-HPLC yontemleri regresyon egrisi
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Metotlar arasinda iliskinin regresyon varyans analizi sonuglarina gore (Ek B Tablo
B.4., B.5., B.6.), iic numune i¢in iki metot arasindaki iliski P<0.05 olasilik diizeyinde
istatiksel olarak 6nemsizdir. Sucuk numunesinde regresyon iliskisi diger numunelere

gore daha zayiftir.
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5. SONUC

Et iirlinlerinin biyolojik degeri yiiksek protein icerigi nedeniyle beslenmede 6nemli
bir yeri vardir. Etin icerdigi ve proses esnasinda ilave edilen bag doku iiriiniin
beslenme degerini ve kalitesini diistirmektedir. Bag doku ilavesi ile {iriiniin fiyati
distiigiinden haksiz rekabet meydana gelmektedir. Haksiz rekabetin 6nlenebilmesi
ve kaliteli et {iriinli {iretimi i¢in bag doku tespiti 6nemlidir. Bag doku tespitinde
hidroksiprolin tayininden yararlanilmaktadir. Tirk Standartlarinda salam, sucuk,
sosis i¢in bulunabilecek en yiiksek hidroksiprolin miktart verildiginden bu iiriinlerde

hidroksiprolin analizi yapilmas1 gerekmektedir.

Analiz metodunun kullanishigi; maliyet, zaman, ekipman ihtiyaci, egitim diizeyi ve
uygulanabilirlik parametrelerinden etkilenir. Metodun giivenirliligini ise dogruluk,
geri kazanabilirlik, tekrar edilebilirlik, duyarlilik, spesifiklik gibi karakteristikler

tayin eder.

Hidroksiprolin tayini i¢in kolorimetrik yontem en yaygin kullanilan metottur.
Kolorimetrik yontem duyarli ve giivenilir sonuclar vermesine karsin uzun ve
uygulanis1 zordur. Kolorimetrik yonteme alternatif olarak kromatografik teknikler
kullanilabilir. Bu nedenle son yillarda amino asit analizlerinde HPLC tekniklerine

yonelme olmustur.

Calismada, Tirk tipi sucuk, salam ve sosis humunelerinde HPLC ve kolorimetrik
yontem ile hidroksiprolin tayini yapilmistir. Metotlarin performanslar1 dogruluk,
kesinlik, basitlik, hiz ve kullanim kolaylig1 agisindan incelenerek, yontemler arasi

iliskiler istatistiksel olarak saptanmustir.

Yapilan istatistiksel hesaplamalar ile P<0.05 6nem diizeyinde salam, sosis ve sucuk

numunelerinde iki farkli analiz metodu arasinda 6nemli farklilik bulunmustur.

Geri kazanim c¢alismasi sonuglar1t kolorimetrik yontemin dogruluk ve tekrar
edilebilirlik acisindan HPLC yontemine gore iistiin oldugunu gdstermistir. HPLC
yontemi uygulanabilirlik, kolaylik, basitlik agisindan kolorimetrik ydntemden

iistiindiir. Her iki yontemde de yetismis elemana gereksinim vardir. Iki metot
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arasinda hiz agisindan bir fark goriilmemistir. Ekipman maliyeti agisindan

degerlendirildiginde HPLC yOnteminin maliyeti daha yiiksektir.

Analizlenen 6 salam numunesinin 2 tanesi, 3 sucuk numunesinin 2 tanesi
kolorimetrik analiz sonuglarina gore standartta verilen miktarin {izerinde

hidroksiprolin igermektedir.

HPLC yontemi bagimli degisken kabul edilip HPLC-kolorimetri yontemleri arasinda
regrasyon analizi yapildigida (P<0.05) {ic numunede de iki yontem arasinda iliski

istatitistiksel olarak dnemsiz bulunmustur.
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EK A: YUKSEK BASINCLI SIVI KROMATOGRAFIiSI METODU SONUC
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Sekil A.1. 1 nolu salam numunesinin HPLC kromatogrami
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EK B. iISTATISTIKSEL ANALIZ TABLOLARI

Tablo B.1.  Salam numunesinin analizinde kullanilan iki farkli metot igin t testi

sonuglari
Ortalamalar | Std. Hata S.D. Onem t Farkin % 95
Farki Farki Diizeyi degeri giiven aralig1
Alt Ust
0.08504 0.03201 9 0.026" 2.657 0.01262 | 0.1575

Tablo B.2.  Sosis numunesinin analizinde kullanilan iki farkli metot igin t testi

sonuglari
Ortalamalar | Std. Hata | S.D. Onem t Farkin % 95
Farki Farki Diizeyi degeri giiven aralig1
Alt Ust
0.1064 0.02587 3 0.026" 4112 0.02404 | 0.1887

Tablo B.3.  Sucuk numunesinin analizinde kullanilan iki farkli metot igin t testi

sonuglar1
Ortalamalar | Std. Hata S.D. Onem t Farkin % 95
Farki Farki Diizeyi degeri giiven aralig1
Alt Ust
0.2167 0.03461 5 0.001" 6.318 0.1297 | 0.3076

“ P<0.05 olasilik diizeyinde istatiksel olarak onemlidir.
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Tablo B.4.

Salam numunesinin analizinde kullanilan metotlar i¢in regresyon

varyans analiz tablosu

VK KT S.D. KO F Onem
Diizeyi
Regresyon 0.00653 1 0.00653 2.061 0.189
Hata 0.17700 8 0.00883
Toplam 0.19800 9
Tablo B.5.  Sosis numunesinin analizinde kullanilan metotlar i¢in regresyon
varyans analiz tablosu
VK KT S.D. KO F Onem
Diizeyi
Regresyon 0.000014 1 0.000014 0.010 0.930
Hata 0.002818 2 0.000141
Toplam 0.002830 3
Tablo B.6.  Sucuk numunesinin analizinde kullanilan metotlar igin regresyon
varyans analiz tablosu
VK KT S.D. KO F Onem
Diizeyi
Regresyon 0.00006 1 0.00006 0.965 0.189
Hata 0.00021 4 0.00005
Toplam 0.000258 5
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