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OZET

Koza pi irme at ksular (KPA) ve ipek ipli i pi irme ( PA) at ksular n n 6zellikleri belirlenmi
her iki atksuda ylUksek miktarlarda organik madde, kat madde, renk ve bulan kl k tespit
edilmi tir. KPA'da 10 kDa ile 200 kDa aras nda de i en serisin polipeptidlerinin varl  tespit
edilmi ; bunlar srasyla Serisin-1 (175-200 kDa), Serisin-2 (70-90 kDa), Serisin-3 (30-40
kDa) ve Serisin-4 (10-25 kDa) olarak adland rlm tr. PA’ndaki serisinin molekil a rl  ise
110-120 kDa olarak bulunmu tur.

KPA icin en uygun on-ar tma i lemlerinin, santrifij (3000-4000 rpm, 10 dak) + mikrofiltrasyon
(MF 1 nm) oldu u sonucuna varim tr. PA icin en uygun dn-artma i lemi ise, santrifij
(3000-4000 rpm, 10 dak, pH 3,5) + cazibe ile cokeltme (4 °C, 24 saat) olarak bulunmu tur.

KPA'ndan serisin geri kazan m icin 6n-ar tma sonras nda iki alternatif stre¢ geli tirilmi tir; 1.
nanofiltrasyon + ¢okeltme, 2. nanofiltrasyon + diyaliz + ¢cokeltme. Ik sirecte, %39-46 serisin
iceri ine sahip olan serisin/ipekbdce i proteini kar m elde edilmi tir. kincisinde ise NF'e ek
olarak diyaliz uygulanm ve saf serisin elde edilmi tir. Serisin geri kazan m verimi %76
olarak bulunmu tur. PA ise, UF (5 kDa) membran ile pH 3,5'te stizilmiu ve %59 oran nda
serisin geri kazanm sa lanm tr. KPA'nn UF ve NF ile siizilmesi a amalar nda sras yla
%58-88 ve %70-75 oranlar nda ciddi ak azalmalar gdzlenmi tir. Benzer ekilde, PA'nda ak
azalmas %88 kadar yuksek olmu tur. Kimyasal y kama i leminde 0,5 M NaOH ve 190-200
mg/L serbest klor kullanIm , KPA icin aklar %83-127 oran nda iyile tirilirken, PA igin

yaln zca %31 oran nda iyile tirme sa lanabilmi tir.

KPA'dan geri kazan lan serisin ile paketleme sektoriine yonelik bir biyofilm hazrlanm tr.
Serisin ve polivinil alkol (PVA) de i en oranlarda kar trim , elde edilen filmlerin oksijen
gecirgenli i ve mekanik ozellikleri belirlenmi tir. Serisinin oksijen gecirgenli ini oldukca
artrd  tespit edilmi tir. Filmlerin mekanik 6zellikleri ise paketleme malzemesi olarak
kullan ma uygun bulunmu ; hazrlanan serisinli biyofiimin gda d  paketleme amac na

uygun olaca sonucunavarim tr.

Serisin ile deri yankl/yaralarnn tedavisinde kullan labilecek bir yank/yara ortisu
geli tirilmi tir. Farkl oranlarda kollajen ve serisin iceren (1.0, 1:1, 2:1, 1.2, 1:3, 1:4)
membranlar dokme yodntemiyle iki farkl kal nlkta hazrlanm ve gluteraldehit ile capraz
ba lanarak dayan mlar artrim tr. Bu membranlar n deri yara/yan k 6rtlsi olarak su tutma,

su buhar ve oksijen gecirgenli i, mikrobiyal bariyer 6zelli i, zamana kar bozunma hz,
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mekanik ve biyouyumluluk 6zellikleri incelenmi tir. Yiksek serisin oran ndaki membranlar n
(1:3 ve 1:4) dayanmlarnn az oldu u ancak di er gruplarn ideal yara/yank Oortlsu
Ozelliklerine sahip olduklar go6zlenmi tir. Haz rlanan ince membranlar n ¢cekme kuvvetinin
kaln membranlardan daha az oldu u ve daha ksa siirede butinli Unu kaybetti i
gorulmu tur. Sonug olarak membranlar n yara/yan k derecesine ve hedeflenen iyile me
suresine gore farkl oranlardaki gruplarla klinik uygulamalarnn cok ba arl sonuclar

verece idu Unulmektedir.

Anahtar Kelimeler:  Biyofilm, Geri kazanm, Membran stzme i lemi, Serisin,

Yara/yan k ortusu
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ABSTRACT

The cocoon cooking wastewaters (CCW) and silk degumming wastewaters (SDW) were
characterized first, where both wastewaters contained high organic matter, total solids, color
and turbidity. It was determined that CCW contained sericin polypeptides ranging from 10
kDa to 200 kDa; which were named Sericin-1 (175-200 kDa), Sericin-2 (70-90 kDa), Sericin-
3 (30-40 kDa) and Sericin-4 (10-25 kDa), respectively. The MW of sericin in SDW was found
as 110-120 kDa.

The most suitable pre-treatment method for CCW was found as centrifugation (3000-4000
rpm, 10 min) + microfiltration (MF) (with a membrane having a pore size of 1 nm). The most
suitable pre-treatment method for SDW was found as centrifugation (3000-4000 rpm, 10 min,
pH 3.5) + gravity settling (4 °C, 24 h).

After applying the pre-treatment method for CCW, two alternative process trains were
developed; 1. nandfiltration + precipitation, 2. nanofiltration + dialysis + precipitation. In the
first process, a sericin/silkworm protein mixture was obtained with a sericin content of 39-
46%. In the second one, however, a pure sericin product was obtained. The sericin recovery
efficiency was found as 76%. For SDW, UF (5 kDa) membrane achieved 59% sericin
recovery at pH 3.5. During filtration of CCW, severe flux declines of 58-88% and 70-75%
occured in UF and NF, respectively. Similarly, a severe flux decline of 88% occured for UF of
SDW. A chemical cleaning using 0.5 M NaOH and 190-200 mg/L free chlorine achieved 83-

127% flux recovery for CCW, whereas a flux recovery of only 31% was achieved for SDW.

The sericin recovered from CCW was used to make a biofilm for food packaging industry.
The oxygen permeability and mechanical properties were determined. In these films, sericin
was blended with polyvinil alcohol (PVA) and the oxygen permeability of sericin-based films
were realized to be much higher as compared to pure PVA films. The mechanical properties
were found suitable for packaging purposes. These results revealed that sericin-based
biofilms are not suitable for food packaging sector but may be used for non-food packaging

purposes.
Sericin was used in making a wound dressing for healing of burns/wounds. Collagen and
serisin containing membranes were prepared at different ratios (1:0, 1:1, 2:1, 1:2, 1:3, 1:4) in

two different thicknesses by solvent casting method. The stability of the membranes were

XXii



enhanced by crosslinking with gluteraldehyde. These membranes were evaluated for their
water holding capacity, water vapour and oxygen permeability, microbial barrier property,
time dependent degredation rate, mechanical suitability and biyocompatibility as a wound
dressing material. High sericin involving groups (1:3 and 1:4) showed less stability whereas
all other composite groups were in ideal wound dressing properties. Also the thin
membranes showed less tensile strength and disintegrated in a shorted period of time
compared to the thick ones. As a result the membranes were found to have high potential for
clinical applications in all ratios of sericin and collagen depending on the degree of the

wound and the expected healing period.

Key words: Biofilm, Membrane filtration, Recovery, Sericin, Wound dressing
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1.GR

Turkiye icin en 6nemli endustrilerden birisi olan tekstil sanayii, ¢cevreye verdi i zararlar
ac s ndan dikkat ceker niteliktedir. Tekstilde do al (yun, pamuklu, ipek) ve sentetik iplik ve
kuma lar n farkl yéntemlerle i lendi i pek ¢ok alt sektdr mevcuttur. Bu i lemlerde oldukc¢a
yuksek miktarlarda (40-600 L/kg drin) ve ¢o unlukla yeralt suyu kalitesinde sular
kullan Imakta ve icerisinde ¢e itli boyalar, ylzey aktif maddeler ve tuzlar bulunan karma k

yap da at ksular ortaya ¢ kmaktad r.

Cevre kirlili ini azaltmak veya kontrol alt nda tutmak amac yla ginimiize kadar suregelen
geleneksel yakla m gere i, do adan alnan hammaddelerin GUrinlere dénu tdrilme
surecinde ortaya ¢ kan at ksular ce itli artma yontemleriyle belirli oranlarda temizlenerek
tekrar do aya b rak Imaktad r. Di er taraftan, diinyan n h zla artan nifusuna kar n giderek
azalan do al kaynaklarnn daha akllca kullanlmas gereklili ine paralel olarak
“surddrulebilir kalk nma” ve “temiz Uretim” kavramlar ortaya ¢km ve geleneksel “art-
uzakla tr” yakla m na alternatif olarak endustrilerde “entegre kirlilik yonetimi” yakla mnn

benimsenmesi ihtiya¢ haline gelmi tir.

Avrupa Birli i'ne Uyelik surecinde ulkemizin c¢evre konusunda yerine getirece i mevzuat
uyumla trma ve uygulama cal malar n n boyutu géz 6nine al nd nda, endustriyel Uretim
sureclerinde atk olu umunu en aza indirecek ve de erli hammaddelerin geri kazan mn
sa layacak teknolojilerin uygunmas olduk¢ca 6nem arzetmektedir. Bu ba lamda, tekstil
sanayii Turkiye icin 6nemli bir endistri dal olmas ve tekstil at ksular n n ¢evreye olumsuz

etkileri nedeniyle proje kapsam nda ele alnm tr.

Yuratilen projenin konusu tekstilin bir alt sektéri olan ipek Uretiminde ortaya ¢ kan ve de erli
bir hammadde olmas na ra men halen at lan serisin proteininin membran teknolojisi ile geri
kazan Imas ve serisinin yeniden kullan m olanaklar nn ara trImas dr. Membran teknolojisi,
son vyllarda uygulama alanlar hzla artan bir ileri artma yontemidir. Membranlar,
at ksulardan boyar madde, metal, su, protein gibi de erli hammaddelerin geri
kazan Imas nda Ustin ayrma Ozellikleri sayesinde ba aryla kullanImaktadr. Ancak,
konvansiyonel yontemlere kyasla hala pahal olmalar ve cabuk tkanmalar /kirlenmeleri
nedeniyle yaygnla trimalar kolay olmamaktadr. Bu proje kapsam nda, basn¢ altnda
cal an mikrofiltrasyon (MF), ultrafiltrasyon (UF) ve nanofiltrasyon (NF) membranlar
kullanIim tr. KPA ve PA icin 6n-artma ve geri kazan m a amalarn kapsayan en uygun

membranl slrecler belirlenmi tir. Ak azalmalar de erlendiriimi ve kimyasal y kama ile



ak lar n geri kazan labilirli i ara trim tr. En uygun stre¢ belirlendikten sonra serisin toz
halde geri kazanIm ve Ozellikleri standart serisin ile kar la trlarak, kalitesi

de erlendirilmi tir.

Serisinin, kozmetik ve ila¢ sanayiinde pek cok kullan m alan na sahip oldu u ve ayrca
biyomalzeme olarak kullan labildi i bilinmektedir. Serisinin, do rudan kozadan elde edilerek
veya atksudan geri kazanlarak bahsedilen alanlarda kullanlmas  giderek

yayg nla maktadr.

Proje onerisinde hedeflendi i lzere, ipek i leme at ksular ndan geri kazan lan serisin ile iki
biyo-bazl malzeme Uretimi cal Im tr. Bunlardan birincisi, g da paketleme sektériine
yonelik bir biyofilm, ikincisi ise yan k/yara ortistdir. Son vy llarda biyobozunur filmlerin ve
kaplamalar n Uretilmesinde biyolojik polimerlerin kullan lmas yaygnla m tr (GONTARD ve
GUILBERT, 1994; KROCHTA ve DE MULDER-JOHNSTON, 1997; KAYSERL O LU vd.,
2003). Bu filmler g da sektoériinde yiyeceklerin raf 6mrinld uzatmak, oksijen ve karbondioksit

gecirgenli ini ve nem kayb n kontrol etmek amac yla kullan Imaktad r (FAKHURI vd., 2004).

Saf serisinden Uretilen membranlar n yeterince esnek olmamalar nedeniyle serisinin di er
maddelerle kar trlmas gerekmektedir. Serisinin yap s nda notr kutupsal fonksiyonel
gruplara sahip buyik miktarda amino asitler mevcut oldu undan, serisin iceren membranlar
oldukga hidrofiliktir. Serisin suda ¢oztnebilen polimerlerle, 6zellikle polivinil alkol (PVA) ile iyi
kar m sa lamaktadr. Serisin ve PVA kar m ndan elde edilen bir hidrojel mikemmel nem
tutma-b rakma ve elastisite 6zellikleri gostermi tir (YOSHII vd., 2000). Bu nedenle, proje
kapsam nda uretilen biyofilm de serisin ve PVA'nn belirli oranlarda kar trlmas ile

haz rlanm tr.

G da paketleme malzemesi olarak kullanlan filmlerde yeterli mekanik kuvvet, oksijen ve
neme dayan ki | k 6nemli 6zelliklerdir (DOLE vd., 2004; TANADA-PALMU, 2000; PARRA vd.,
2004). Di er bir deyi le, bu malzemelerin darbelere dayan kl, nem ve oksijeni gecirmez
olmalar beklenmektedir. Ancak, yiksek nem ortam nda oksijen gecirimi artabilmektedir. Bu
durum, urtn kalitesini ve raf émrini olumsuz etkileyecek sonuglar do urmaktadr. Bu
nedenle, g da paketlemesi olarak kullan lacak bir filmin hangi malzemeden yapld  buyuk
onem ta maktadr. Proje kapsam nda saf PVA ile hazrlanan filmlerin oksijen gecirimsiz
olduklar tespit edilmi tir. Ancak, serisinin oldukca di Uk miktarlarda kar trimas dabhi,

filmlerin oksijen gecirgenli ini dnemli derecede artrm tr. Hazrlanan filmlerin mekanik



Ozelikleri ise paketleme malzemesi olarak kullan ma uygunluk géstermi tir. Bu sonuclar,

serisiningdad paketleme amac yla kullan labilece ini gostermi tir.

Bu projede, yara-yan k Ortiisii olarak serisin ve kollajenin birlikte kullan Imas yla biyokompozit
membranlar hazrlanm ve 06zellikleri incelenmi tir. Haz rlanan membranlar n yara-yan k
tedavisine olumlu geli im getirece i diu Unldlmektedir. Bunun yan sra iceri inde bulunan
serisinin do al bir Uriin olmas ve projenin daha 6nceki k s mlar nda belirtilen yontemlerle
ipek ipli i atksular ndan veya koza pi irme at ksular ndan gerikazan labilir olmas Uretilen
membranlarn  biyomedikal bir Grine donu tdrdlme  potansiyelinin - bulundu unu
gbstermektedir. Projede olu turulan biyokompozit membranlarn yap s ndaki malze meler
grubumuzca daha 6nce cal Imam olmasna ra men bunlarla ilgili cok miktarda literattir

bilgisi ve uygulama tecribesi kazanIm tr.



2. GENEL B LG LER

2.1. pek leme At ksular n n Ozellikleri

Tekstil endustrisi dinyadaki en 6nemli ve en blyuk endustrilerden birisidir. Yiksek
hacimlerde su tiketimi ve oldukca ce itli 6zellikte kimyasal madde kullan m ile dikkat ¢ceken
tekstil endistrisi, cevresel etkileri a¢ s ndan da 6nemli bir yere sahiptir (BARREDO-DAMAS
vd., 2006; FERSI vd., 2005; TL"JFEK(; vd., 2007). Bunlara ek olarak, tekstil endiistrisinde ¢ok
say da alt sektér mevcuttur; bu da oldukca farkl debilerde ve kirletici 6zellikte at ksular n
Uretilmesi anlam na gelmektedir. Tekstil atksular nn karma k yap s nedeniyle, bitin alt
sektorlere uygun olacak bir ar tma yontemi geli tirmek oldukca zordur. Bu nedenle, her alt

sektoriin ayr ele al nmas gerekmektedir.

pek i leme, tekstil endustrisinin bir alt sektoridir. pek i leme i lemleri aras nda koza
Uretimi, ipek ipli inin sar Imas , boyama ve son urtnlerin dokunmas say labilir. Bu aktiviteler
sonucunda koza pi irme, ipek ipli i yumu atma ve boyama at ksular ortaya ¢ kmaktadr.
pek i lemede ilk olarak ipekbdceklerinin kozay delmeden 6lmesi ve ipek iplik¢iklerinin
kozadan ayr Imaya ba lamas amac yla koza pi irme i lemiyaplr. Bui lemde kozalar s cak
suda yakla k 45 dakika kaynat|r. pek iplik¢ikleri, serisin ad verilen ve yap kan olan bir
protein ile kapl d r. Serisinin, boyama 6ncesinde ipekten ayr Imas gerekmektedir. pek ipli i
yumu atma i leminde, ipek ipli i saf zeytinya sabunu ve sodyum karbonat iceren kaynar su
dolu bir tankta 2-3 saat bekletilerek serisin uzakla trlr. Serisin suda ¢Ozinen bir protein
oldu undan, bu i lemde ipek ipli i a rl nn %25-27'sini kaybeder. Bu da yumu atma
at ksuyu ile birlikte at lan serisin miktar na e ittir. pek i leme endustrisinde, her bir kg Grin
icin 50-240 litre su tuketilmektedir (EWA, 2005). Bu orann, di er tekstil alt sektorleri ile

kyasland nda orta seviyede oldu u séylenebilir.

Tekstilin baz alt sektdrlerine ait at ksu 6zellikleri Tablo 2.1'de verilmi tir (BTTG, 1999;
CAPAR, 2005; GEC T vd., 2007a; KIM CHI, 2005; VAITHANOMSAT vd., 2008). Goruldu U
tzere, KPA ve PA'nda, di er alt sektorlere k yasla oldukca yiksek miktarlarda organik
madde, kat madde, renk ve bulan klk bulunmaktad r. Kimyasal oksijen ihtiyac (KO ),
KPA'nda 11-17 g/L, PA'nda ise 55-63 g/L'dir. Serisin iceri i ise srasyla 5-8 g/L ve 27-34
g/L olarak bulunmu tur. Bu veriler, her iki at ksuyun da al ¢ ortama de arj edilmeden 6nce

artlmas ve de arj limitlerinin sa lanmas gerekti ini ortaya koymaktad r.



Tablo 2.1. Tekstil at ksular n n 6zellikleri

De er
Parametre Koza pekipli i Dokuma plik Hal
pi irme pi irme kuma boyama  Uretimi
sonland rma
KO (g/L) 11-17 50-60 0,1-1 0,8 0-4
Renk (Pt-Co) 4000-8000 20000-30000 - - 10-700
Bulan kI k (NTU)  400-1000 4000-4200 - - 0-70
TKM (g/L) 12-13 30-40 - - 0,6-0,9
T. protein (g/L) 7-9 40-45 - - -
Serisin (g/L) 5-8 27-34 - - -
S cakl k (°C) 90-100 90-100 30-40 25-50 30-40
pH 5-6 7-9 7-9 5-9 6-8

Turkiye'de ipek boécekgili i yo un olmasa da, halen Bursa ve Bilecik illerinde yudritilen
yard mc bir tarmsal faaliyettir. pek ihtiyacnn bayidk bir bélimi ise yurtd ndan
kar lanmaktadr. thal edilen ham ipek ipli i Ulkemizde boyanmakta ve (rlne
doni tardlmektedir. Dolay s yla, ydritilen proje kapsam nda serisin geri kazanm igin
Bursa'da faaliyet gdsteren bir boyahaneden temin edilen ipek ipli i pi irme atksular ile
Bilecik'te sonbahar mevsiminde gercekle tirilen koza c¢ekimi i leminden ¢kan KPA
kullanim tr. Bu i lem Bilecik'in S6 Ut Icesi'nde koyluler taraf ndan yap Imaktad r (AKDA
2006). PA ise, Bursa'da faaliyet gosteren Batmaz Tekstil tesisinde haftada bir veya iki giin
gercekle tirilen yumu atma i leminden kaynaklanmaktad r. Tesisde y Ida 70-80 ton ipek ipli i
boyanmaktad r. Tesisde bulunan pi irme tank n n hacmi 5000 L'dir ve bu tank icinde 150-200
kg iplik pi irmek icin 50-75 kg sabun ve yakla k 3 kg soda kullan Imaktad r. Pi irme tank bir
defa dolduruldu unda 3 defa ardarda pi irme yap labilmekte, di er bir deyi le 5000 L suda
550-600 kg ipek ipli i yumu atlabilmektedir (S PAH O LU, 2007). Dolaysyla pi irme
tank ndan ¢ kan suda bir defa pi irme yapld nda 50 kg, U¢ defa pi irme yapld nda ise
150 kg serisin bulunmas beklenmektedir. Bu da, at ksu 6rneklerinde serisin deri iminin
yakla k 10 g/L ile 30 g/L aras nda olaca n go6stermektedir. Tirkiye'de koza pi irme ve ipek
ipli i yumu atma i lemlerinden ¢ kan at ksular n debisi, 1875 L/gin (y | n 80 glni boyunca)

ve 1100 L/glin olarak hesaplanm tr.



Tekstil atksular icin de arj limitlerini sa layacak pek cok konvansiyonel artma yontemi
mevcuttur. Bunlardan bazlar, biyolojik artma, fiziko-kimyasal yontemler, aktif karbon
adsorpsiyonu, ozon ve hidrojen peroksit gibi reaktifler ile kimyasal oksitleme ydntemidir.
Do rudan ipek ipli i Gretimi sektord icin gecerli olan de arj standartlar bulunamad ndan,
Tablo 2.2’de iplik Uretimi ve sonland rma i lemlerinden ¢ kan tekstil at ksular icin gecerli
olan limit de erler verilmi tir (SU KRLL KONTROLU YONETMEL , 2004). Bu
de erler, Tablo 2.1'de verilen at ksu 6zellikleri ile kar la trld nda, de arj standartlar nn
kar lanmas icin oldukca yiksek verimde cal acak bir yontemin secilmesi gerekti i
anla Imaktadr.

Tablo 2.2. plik dokuma ve sonland rma i lemlerinden kaynaklanan tekstil at ksular igin

de arj standartlar

Parametre Birim Kompozit érnek Kompozit érnek
(2 saat) (24 saat)

KO (mg/L) 350 240
Amonyum azotu (NH4-N) (mg/L) 5 -
Serbest klor (mg/L) 0,3 -
Toplam krom (mg/L) 2 1
Salfar (S ?) (mg/L) 0,1 -
Siilfit (mg/L) 1 -

Ya ve gres (mg/L) 10 -

Bal k biyodeneyi - 4 3

pH - 6-9 6-9

Endustiyel aktivitelere ba | olarak artan ¢evre sorunlar na paralel olarak do al kaynaklar n
giderek azalmas ve cevreye duyarl| n artmas nedeniyle, geleneksel yontemlere alternatif
olarak ileri artma yontemleri ilgi cekmektedir. Bu ba lamda, surdurulebilir kalk nma
yakla m giderek benimsenmi ; sanayiciler, at lan de erli do al kaynaklar n geri kazan Imas
ve yeniden kullan Imas konusunda ce itli aray lara girmi tir. Son y llarda bu konuda yap lan

ara trmacal malar da hz kazanm tr.

leri artma ydntemlerinden birisi olan membran teknolojisi, endistriyel at ksulardan de erli
hammadde geri kazanm konusunda olduk¢ca umut vaadetmektedir. Membran sizme

i lemlerinin tekstil endistrisinde giderek yayg nla an uygulamalar vardr. Ayrca protein



ay rm konusunda da membran teknolojisi uygulanmaktadr. Ancak, hala konvansiyonel
yontemlere kyasla pahal olmas, kirlenme ve konsantrasyon polarizasyonu sonucunda
siiziintil suyu ak lar n n azalmas , en énemli dezavantajlar olarak say labilir. Ozellikle protein
ay rm nda, membran tkanmas verimi olumsuz etkileyen kritik bir sidrectir (KWON vd.,
2008). Buna ra men, yuksek ay r m performans na sahip olmas ve su, protein gibi de erli
maddelerin geri kazan mn sa lamas gibi avantajlar nedeniyle kullan m yayg nla maktad r
(FERSI vd., 2005).

pek i leme atksularnda bulunan serisin de erli bir protein olmasna ra men halen
atImaktad r. Serisin, yuksek oranda nem tutma/brakma o6zelli i, antibakteriyel ve
antioksidan olmas ve ultraviyole nlara gosterdi i diren¢ gibi nedenlerle g da, kozmetik ve
ila¢c sanayiinde ve ayr ca biyomalzeme Uretiminde kullan Imaktad r (FABIANI vd., 1996;
RIGUERIO vd., 2001; SHEN vd., 1998; WU vd., 2007). Serisinin 6énemi, oldukca yiksek olan
piyasa de erinden de anla labilir (bir gram vyakla k 80-90 €). Dunyada koza Uretimi
yakla k 1 milyon tondur, bu da yakla k 400000 ton kuru kozaya e ittir. Bu miktarda kozan n
i lenmesi ile yakla k 50000 ton serisin geri kazan labilir (ZHANG, 2002). Bu bilgiler, serisin
geri kazanm ile hem cevresel hem de ekonomik faydalar elde edilece ini agkca

gostermektedir.

2.2.  Serisinin Ozellikleri

Serisin, Bombyx mori ipek boce inden elde edilen do al bir makromolekiiler proteindir.
Molekdl a rl 10 kDa ile 300 kDa arasnda de i en bir protein ailesi olarak
tan mlanmaktad r (FABIANI vd., 1996; ZHANG, 2002). WU ve di erleri (2007), serisinin ana
kompozisyonunun protein oldu unu belirtmi tir. eker deri imi yaln zca %1, kil miktar ise

%4,2 olarak tespit edilmi tir. Bu veri, serisinin muhtemelen tuz icerdi ine i aret etmektedir.

Serisin oda s cakl nda k smen jelle mi sv halinde bulunmaktad r. D Uk olan ak kanl
scakl ave pHaba | de i mektedir. Molekil a rl (MA) 60 kDa'dan az olan, genelde 5
kDa' n alt nda olan serisin polipeptidleri so uk suda ¢tziinmektedir. Bu peptidler, mikemmel
nem tutma ve brakma o6zelli i, antioksidasyon gibi biyolojik aktiviteler, farmakolojik
fonksiyonlar, anti-kanser aktiviteler ve sindirimi kolayla trma gibi 6zelliklere sahiptir
(TAMADA, 1997, SASAK vd., 2000; ZHAORIGETU vd., 2001). Molekil a rl 60 kDa ile
300 kDa aras nda olan di er polipeptidler ise s cak suda ¢dzinebilmektedirler (ZHANG vd.,
2002).



Serisin oldukca hidrofilik bir proteindir. Serisin, Serl ve Ser2 adl iki serisin geninin birincil
kopyalar n n alternatif bicimde ba lanmalar ile olu an farkl uzunlukta en az alt proteinden
olu maktad r. ExPASy protein veritaban nda serisin Serl ve Ser2 olarak tan mlanmaktad r.
Serl geni, kompozisyonu ortalama serisin kompozisyonuna ¢ok yak n olan ve ytksek oranda
hidroksil amino asit iceren 38 amino asit motifinin pek ¢ok tekrarndan olu an ce itli
polipeptidleri kodlamaktad r (GAREL vd., 1997). Amino asit modelinin mol baz nda %73’Unu
hidroksil (serin, treonin, tirozin), asidik (aspartik asit, glutamik asit) ve bazik (lizin, histidin,
arginin) amino asitler olu turmaktad r. Glisin ve alanin ise mol baz nda yaln zca %20'sini

olu turmaktad r. Di er amino asitler ise ¢ok az miktarlarda bulunmaktad r.

Serisin kuresel bir proteindir. Molekil a rl  (KIM, 2007) ekil 2.1'de, baz amino asitlerinin
yap s ise (MORRISON ve BOYD, 1992) Tablo 2.3'te verilmi tir. Serin ve treonin, antioksidan
aktivite gibi serisin fonksiyonellik mekanizmas ile ilgili oldu undan 6nemlidir (Kato vd.,
1998). Bunlara ek olarak, WU ve di erleri (2008) hidrofilik amino asitlerin %76'yaula t n,
bu nedenle serisinin iyi su emme ve ¢dziinme 6zelliklerine sahip oldu unu belirtmi tir. Amino
asitlerin bir k sm polar, di erleri apolar yan gruplara sahiptir. Bdylece, serisinin yap s nda
hem hidrofilik hem de hidrofobik elemanlar mevcuttur (WEI vd., 2005). Kozadan ¢ kar lan ve
ipek ipli inden izole edilen serisin drneklerinin izo-elektrik noktalar (pl), 4,3 ve 5 olarak
bulunmu tur (KURIOKA vd., 2002; MONDAL vd., 2007).

Sericin

ekil 2.1. Serisinin molekuler formuli



Tablo 2.3. Serisinin baz amino asitlerinin yap s

Amino Asit Yap s Amino Asit Yap s
HOOCCH,CHCOOH
CH; S CH,CH,CHCOOH
Aspartik Asit Metionin
NH,
NH,
NH,
NH,
, _ CH3;CH,CHCHCOOH
Treonin CH;CHCHCOOH zolesin
CH;
OH
NH,
NH,
_ _ CH3;CHCH,CHCOOH
Serin Lesin
HOCH,CHCOOH
CH;
NH,
H,NCH,CH,CH,CH,CHCOOH
Glutamik Asit Lizin
HOOCCH,CH,CHCOOH
NH,
NH,
NH,
o o H,NCNHCH,CH,CH,CHCOOH
Glisin Arginin
CH,COOH
NH
NH,
CH3;CHCOOH
Alanin Sistin CH,CHCOOH
NH,
SH




Serisin dizey-yard ml lazer desorpsiyon/ionizasyon kutle spektrometrisi (MALDI-TOF MS) ile
tan mlanabilmektedir. MALDI-TOF MS ile biyomolekuller kitle/yik oranlar na gore ayr | rlar.
Bu yontem, proteinler, peptidler, oligosakkaritler gibi molekdler kitlesi 0,4 kDa ile 350 kDa

aras nda olan biyomolekiillerin tespit edilmesi ve karakterizasyonu icin kullan Imaktad r.

Serisin, karbon (C), azot (N), hidrojen (H) ve silfir (S) icerikleri elementel analiz ile
belirlenebilir. Bir cal mada serisinin C, H ve N igerikleri %43, %6 ve %17 olarak bulunmu tur
(WHEMELL, 1941).

Proteinler UV bolgesinde iki absorbans tepesi vermektedir, birincisi peptid ba larnn 215-
230 nm aras nda S0 urmas, ikincisi ise aromatik amino aistlerin 280 nm civar nda

so urmas ndan kaynaklanmaktadr (B YOTEKNOLOJ PROJES, 2008). ekil 2.2'de
serisinin 280 nm’de verdi i tepe gorinmektedir (KIM, 2007).

o

4 |

e 31 Silk sericin
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ekil 2.2. Serisinin so urma spektrumu

Serisinin molekil a rl sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile
belirlenebilir.  ekil 2.3'te 6érnek bir da | m gosterilmektedir (KIM, 2007). Goéruldi U Gzere,
serisinin molekil a rl 26 kDa ile 170 kDa aras nda de i mektedir. Di er yandan, WU ve
di erleri (2007) serisinin moletl a rl n 14-467 kDa olarak bulmu tur. Literatlirde verilen

farkl sonuclar, s caklk, pH, sire gibide i eni lem ko ullar ndan kaynaklanmaktad r.
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ekil 2.3. Serisine ait elektroforez resmi (SDS-PAGE, %10 jel)

2.3. Serisin Geri Kazan m Yontemleri

Molekil a rl 60 kDa'dan kucik olan serisin polipeptidleri ham ipek Gretiminin erken
a amalar nda, daha buyik olan (60-300 kDa) peptidler ise daha sonra ye alan ipek i leme
veya yumu atma i lemlerinde geri kazan labilmektedir (ZHANG vd., 2006). Literatirde, ipek
at ksular ndan serisin geri kazan m konusunda olduk¢ca az cal ma vardr (FABIANI vd.,
1996; VAITHANOMSAT vd., 2007; WU vd., 2007). FABIANI ve di erleri (1996) ipek
yumu atma at ksuyundan serisin geri kazan m i¢in ultrafiltrasyon (UF) i lemini uygulam ve
molekdl a rlk ayrma snr (MAAS) 15-30 kDa olan UF membranlar ile %97'nin lzerinde
serisin geri kazanm sa lam tr. Bunun yannda, membran gecirgenli inde zamanla
membran yizeyinde olu an jel tabaka nedeniyle azalma go6zlenmi tir. Ancak kimyasal

y kama ile en az %90 oran nda ak geri kazanm sa lanm tr.

Bir di er cal mada, VAITHANOMSAT ve di erleri (2007), atksu artm ve serisin geri
kazanm icin membran filtrasyonu ve enzimatik hidroliz denemi tir. Sonuglar, atksu
kalitesinin iyile ti ini ve molekdl a rl 2427-9863 Da olan serisin proteininin geri
kazanld n gostermi tir. Elde edilen serisinin molekill a rl |, kozmetik uygulamalara daha
uygun olmas amac yla enzimatik hidroliz ile 1046-2795 Da’a di Grdlma tdr. At ksuyun bir

ksm do rudan dondur-kurut yontemiyle, di er ksm ise MAAS 20-80 kDa olan UF
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membranlar ile konsantre edilmi tir. Uygulanan UF yontemi ile 2427-9863 Da buyukli tnde

serisin, %94 verimle elde edilmi tir.

Membran c¢al malarna ek olarak, WU ve di erleri (2007) ipek atksuyundan etanol
kullanarak serisini ¢okeltmi tir. Molektl a rl  14-467 kDa olan toz serisin, hacimsel bazda
%75 etanol kullan larak elde edilmi tir. Bu yontemin daha cok laboratuvar olcekli cal malar
icin uygun oldu u, yuksek etanol hacmi gerektirmesi nedeniyle endistriyel olcekte cevre

dostu bir yontem olmad  di dndlmektedir.

Sonug olarak, de erli bir protein olmas na ra men, serisinin halen ipek i leme at ksular ile
birlikte bertaraf edilmesi, ekonomik bir kayba ve ¢evre kirlili ine neden olmaktad r. Turkiye'de
her y| yakla k olarak 12 ton serisin ziyan edilmektedir. YUritilen proje kapsam nda,
serisinin koza pi irme ve ipek ipli i pi irme atksular ndan membrane teknolojisi ile geri
kazan m icin uygun sturecler belirlenmi tir. Bu sonuclarn en ksa strede pilot dlgekli
cal malar ile geli tirilmesi ve endustriyel dlcekte uygulanmas ile tlkemize hem cevresel

hem de ekonomik fayda sa lanacaktr.

2.4.  Serisinli Biyofilm Haz rlanmas

Serisin kozmetik ve ila¢g sanayiinde pek ¢ok kullan m alan na sahiptir. Ayr ca biyomalzeme
olarak kullan m &nerilmektedir (ZHANG, 2002; ALTMAN vd., 2003; CHO vd., 2003; MORI ve
TSUKADA, 2000; ANNAMARIA vd., 1998, NOMURA vd., 1995; HATAKEYAMA, 1996;
KABAYAMA, 2000; HIROTSU ve NAKAJIMA, 1988; MIZOGUCHI vd., 1991; YAMADA ve
FUWA, 1993; YOSHIKAWA vd., 2001). Genellikle, molekil a rl 20 kDa'dan kiicik olan
serisin peptidleri kozmetikte cilt ve sa¢c bak m drinlerinde ve sa |kla ilgili di er trinlerde
kullan Imaktad r. Molekil a rl 20 kDa'dan buyuk olan serisin peptidleri ise ¢co unlukla t bbi

biyomalzeme, hidrojel, fonksiyonel ip ve kuma larda kullan Imaktad r (ZHANG, 2002).

Serisin 0Ozellikle polyester ve poliamid gibi yapay polimerlerin geli tirilmesinde yararldr.
Ayrca, do al ve yapay ip ve kuma larda kaplama veya kar m malzemesi olarak da
kullan Imaktad r. Serisini di er recinelerle kar trarak ¢evre dostu ve biyobozunur polimerler
uretilebilir (ANNAMARIA, 1998). Serisin iceren politiretan kopukler mikemmel nem tutma ve
b rakma 06zelliklerine sahiptir. Serisin iceren poliliretan bir képl Un, serisin icermeyen
kopu e kyasla 2-5 kat daha fazla nem tutabildi i rapor edilmektedir (NOMURA vd., 1995).
Ayr ca serisin iceren poliretan bir képt Gn mikemmel mekanik ve termal 6zelliklere sahip
oldu u belirtimektedir (HATAKEYAMA, 1996).
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Serisinin bir di er uygulama alan ise membran Uretimidir. Sudan tuz ayrm, ultra saf su
Uretimi, biyoproses i lemler, kimyasal i lemler ve at ksu geri kazan m gibi pek ¢ok alanda
uygulanan membran ay rma proseslerinde ce itli 6zelliklerde membranlar kullan Imaktad r.
Bu membranlar genelde sentetik polimerlerden yap Imaktad r. Membranlar n, dstiin ay rma
yetenekleri ile h zla kullan m alanlar geni lemektedir. Ancak membranlar, belirli s cakl k, pH,
bas n¢ vb. ko ullarda kullan labilmektedirler. Membranlarda bir di er problem ise zamanla
ak (birim zamanda birim ylizey alandan gecen sv miktar) azalmas meydana gelmesidir.
Membran ylzeyinin ve gbtzeneklerinin t kanmas ile stzilen s v miktar nda zamanla azalma
olmakta, bu da operasyona ara vermeyi ve membran temizlemeyi gerektirmektedir. Temizlik
aralklarnn sk olmas membran Omrind k saltmakta ve proses ekonomisini olumsuz
etkilemektedir. Ayrca, kirletici maddelerin membran ylzeyine adsorpsiyonu durumunda,
temizleme i lemi ile ak n n tamamen geri kazan Imas mumkin olmayabilmektedir. Membran
performansn daha iyile tirmek ve operasyonel kstlamalar azaltmak amacyla yeni

membranlar n Uretilmesi konusunda ¢cal malar sirmektedir.

Saf serisinden Uretilen membranlar n yeterince esnek olmamalar nedeniyle serisinin di er
maddelerle kar trimas gerekmektedir. Serisinin yap s nda notr polar fonksiyonel gruplara
sahip blyuk miktarda amino asitler mevcut oldu undan, serisin iceren membranlar oldukca
hidrofiliktir. Serisin kompozit membranlar su ve organik sv kar mlar nda suya kar vyar -
gecirgen Ozellik gostermektedirler. Serisin iceren bir membran n alkol-su kar m ndan alkolu
ayrd ve membrann yeniden kullan labildi i rapor edilmektedir (MIZOGUCHI vd., 1991).
YOSHIKAWA ve di erleri (2001) ise ortalama molekul a rl 20 kDa olan serisin kullanarak

eter-alkol kar mn ay rabilen bir jel malzeme haz rlam lardr.

Serisin kullan larak fonksiyonel biyomalzemeler Uretilebilmektedir. Bu malzemeler, genelde
kompozit film olarak hazrlanmaktadr. Serisin suda c¢o6zunebilen polimerlerle, 6zellikle
polivinil alkol (PVA) ile iyi kar m sa lamaktad r. Serisin ve PVA kar m ndan elde edilen bir
hidrojel mikemmel nem tutma-b rakma ve elastisite Ozellikleri gdstermi tir (YOSHII vd.,
2000). Bu hidrojel, tohum kdltirtinde, toprak artland rmada, t bbi malzeme veya yara sarg s
olarak kullan labilir. PVA ve serisinden elde edilen bir hidrojelin yiiksek nem tutma kapasitesi
ve dayankll a sahip olmas nedeniyle fonksiyonel bir film olarak kullan labildi i
ac¢ klanm tr (NAKAMURA ve KOGA, 2001). Serisin kapl filmler ayr ca so utma cihazlar n n
ylzeyini kaplamada kullan Imaktadr (TANAKA, 2001). Serisin filminin kaplama olarak
kullanImas ile buzdolaplarnda ve derin dondurucularda buzlanma etkin bir ekilde
onlenebilir (ZHANG, 2002).
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Literatirdeki oOrnek cal malar, serisinin faydal bir malzeme olarak kullan labilirli ini
gostermektedir. Bu ¢al malara ek olarak, serisinin do al bir protein olarak g da Urinlerinin
kaplanmas nda kullan Imak Gzere biyofilm Uretiminde de kullan labilece i di Gndlmektedir.
Son yllarda biyobozunur filmlerin ve kaplamalar n Uretilmesinde biyolojik polimerlerin
kullan Imas yaygnla m tr (GONTARD ve GUILBERT, 1994; KROCHTA ve DE MULDER-
JOHNSTON, 1997; KAYSER L O LU vd., 2003). Bu filmler g da sektoriinde yiyeceklerin raf
omrind uzatmak, oksijen ve karbondioksit gecirgenli ini ve nem kaybn kontrol etmek
amac yla kullan Imaktad r (FAKHURI vd., 2004). Benzer ekilde, biyomalzeme Uretiminde de
sentetik polimerlerin yansra do al polimerlerin kullan labilirli i ara trlImakta, 6zellikle de
doku muhendisli i ve kontrolll ilag sal m alanlar nda uygulamalar dikkat cekmektedir. Do al
polimerlerin, sentetik olanlara k yasla biyouyumluluk ve biyobozunurluk gibi pek ¢ok avantaj
mevcuttur (GILBERT vd., 2005).

Do al polimer olarak kullan lan malzemelere 6rnek olarak ni asta, gluten, ksilen, peynir alt
suyu say labilir. Birden fazla polimerin kullan Imas ile haz rlanan kompozit filmlerde mekanik
ozellikler ve oksijen ile su buhar gecirgenli i iyile tirilebilmektedir. Serisinin yiksek nem
tutma, oksijen gecirgenli i ve elastisite gibi 0Ozellikleri dikkate alnd nda, biyofilm
haz rlamada literatirde gorilen di er do al malzemelere iyi bir alternatif olaca

di Undlmektedir. Serisin, halen ipek ipli i Uretiminde kozalarn ve ipli in yumu atld

sularla birlikte at Imaktad r. Son 20 yIda, ipek bazl biyomalzemelerde baz biyouyumluluk
problemleri goézlenmi ve bunun nedeninin serisin kontaminasyonu olabilece i rapor
edilmi tir (ALTMAN vd., 2003). Faydal kullan m alanlar g6z onine alnd nda, serisin
kullan larak elde edilen malzemelerin stabilitesi, biyo-uyumlulu u ve fonksiyonel 6zelliklerinin
derinlemesine ara trimas gerekmektedir. pe in, ylzy llar boyunca biyomalzeme olarak
kullanld  bilinmesine ra men, ipe in yap s ndaki proteinlerden biri olan serisin igin doku
mihendisli i ve biyouyumluluk alanlar nda yeni ara trmalara ihtiya¢ vardr (ALTMAN vd.,
2003). Buna ek olarak, atk olarak hic bir ekonomik de eri olmayan serisinin
de erlendiriimesinin pek cok avantaj olacaktr. Oncelikle tekstil endistrisinin bir alt
kategorisinde hammadde geri kazanm ile temiz Uretim sa lanabilecek ve serisinin
at ksudan geri kazanImas ile s6z konusu atksu daha az kirlilik icerecek ve ipek ipli i
Uretiminden kaynaklanan c¢evre kirli i sorunlarnn c¢oézimine katk yapIm  olunacaktr.
Ayrca, bir at n biyomalzeme Uretiminde de erlendirilebilmesi, malzemenin maliyetini

azaltarak ekonomik yarar da sa layacaktr.
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2.5. Serisinli Yan k/Yara Ortiisii Haz rlanmas

Vicudumuzdaki en biyidk organ olan deri, epitel, bazal membran ve dermisten olu an (¢
katmana sahiptir. Kendi kendini tamir edebilmesi, yenilenmesi, ylzeyinde gozenekler
bulunmas na ra men su gecirmemesi, fakat terleme yoluyla d ar ya su vermesi, kolay kolay
y rt Imayacak kadar kaln, ayn zamanda hareket etmeye imkan verecek ekilde ince ve
esnek olmas, s caktan, so uktan, zararl gine nlar ndan bedeni koruyabilmesi derinin
onemli dzeliklerinden bazlardr. A r ve derin deri yan klar nda hastan n sa |kl derisinden
tim veya bir bolum katmanlar n implante edilmesi en blylk ba ar kabul edilmektedir. A r
yan klarda ¢co u zaman yanm bdlgeleri kaplamak i¢in hastan n kendi (otolog) hasars z deri
parcalar yeterli miktarlarda bulunamamaktad r. Bu durumda hastan n otolog epitel hiicreleri
in vitro artlarda c¢o altlarak kullan labilmektedir. Ancak ihtiya¢ duyulan otolog yamalar
(greft) co unlukla yeterli miktarda olmamakta ve hasta enfeksiyonlarla ve a r su kayb na
ba | ya amsal risklerle kar kar ya olabilmektedir. Yan k vakalar n n tedavisi yapay deri
implantlerinin geli tiriimesiyle h z kazanm tr. Deri yamalar ilk olarak hastan n kendisinden
(otogreft), daha sonra ise bir yak nndan (allogreft) alnan parcann sentetik ve do al
biyomalzemeler (zerinde uygulanmas ile gercekle mi tir (HORCH, 2005). Doku
mihendisli i yakla myla hazrlanan yapay deriler; otolog keratinosit greftleri, kultirde
¢co altim allojenik keratinosit greftleri, otolog/allojenik kompozitleri ve hicreden
uzakla trim biyolojik matrisler, kollajen, hiyaluronan, fibrin gibi biyolojik malzemelerin ve
polilaktik asit, polilaktik-koglikolik asit, polietilen oksit gibi sentetik malzemelerin kullan Imas

ile haz rlanan deri yamalar a ryan k tedavilerinde biyik ¢ ragm tr.

Yara iyile mesi, endotel (damar), ba doku ve epitel hicrelerinin zamanl ve dengeli
aktivitelerinden olu an bir sirectir. Bu hicrelerin timinin iyile me sireci icin hicred

matrise ihtiyac vard r. Yara izinin kalmamas ve iyile menin h zland r Imas konusunda ¢e itli
yakla mlar geli tirilmi tir (RUSZCZAK, 2003). Son y llarda yaran n epidermal ve dermal
analoglar n n iki katman halinde yaray kaplama yakla m kullan Imaktad r. Bu yakla m ile
yerle tirilen konstrikt, bariyer goérevi gorerek yaray bakteriyel enfeksiyonlardan ve sv
kayb ndan korumakta, fazla s nma ile doku svlar nn birikmesini engellemektedir. Yara
konstruktlerinde dermal element hicrenin yonlendiriimesi, doku olu umu, yeniden doku
modellemesi ve epitilizasyonda 6énemli rol oynar. Dermal element ise doku iyile mesi icin
gecici veya kalc vyara greftleri olarak kullanImaktadr (DEMLING, 2003). Gecmi te
kullan lan kadavra kokenli biyolojik greftler yerine fibrin (KEISER, 1994, SIEDLER, 2000),
hiyaluronik asit (KING, 1991; MURASHITA, 1996) ve kollajen (FROGET, 2003; GOMATHI,

2003) gibi do al kaynakl polimerler lokal ila¢ sal m sistemleri ve yara iyile mesi icin de i ik
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matris sistemlerde test edilmi tir. Kollajen vicudun ba dokusunun temel proteinlerinden
biridir. Kollajen, molekil i¢i capraz ba lama ile makromolekiler fiberler olu turdu undan
dokulara dayan kl | k vermektedir. Yaps bozunmam kollajen, hiicrelerin ba lanmas ve
farklla masn sa layan do al bir alt katmand r. Antimikrobiyal ila¢c icermeyen veya tek
ba na kullan lan kollajenin, siinger veya 6rtl olarak dermal katmanda rejenerasyonu ve yara
iyile mesini hzlandrd  g6zlenmi tir. Bu tir kollajen bazl trinler birgcok Avrupa ilkelerinde

onaylanm olup, klinik uygulamalarda kullan Imaktad r.

Konvansiyonel yara-yan k tedavilerinde ginimuizde uygulanan yontemler, genellikle yaran n
korunmas amac yla kullan lan yara iyile mesinde ve korunmas nda aktif rol oynamayan
malzemeler icermektedir. Ancak bu tedavilerde goérilen geg iyile me, enfeksiyon riskindeki
yukseklik ve baz durumlarda tam iyile menin sa lanamamas gibi nedenler, tedavi amacl
yeni yara-yan k ortuleri geli tirilmesi cal malar na son y llarda h z kazand rm tr. Medikal
uygulamalarda kullan labilecek biyolojik mazlemelerin artmas da bu amaca destek olan bir
di er nedeni olu turmaktadr. Bu yeni yakla mda hazrlanan yank drtilerinde, hasarl
dokunun d cevreden korunmasna ek olarak, iyile tirmeyi daha etkin ve hzl klacak
optimum mikrocevre olu turulmak da hedeflenmektedir. deal yara-yank ortisi u
Ozelliklerde olmal dr:

1. Dokuyu ikincil enfeksiyona kar koruyabilme,

2. Nemli bir doku iyile me cevresi olu turma,

3. D ortamakar termalizolasyon sa lama,

4. Yaradan ¢ kan debris ve irini emerek yara bdlgesinde rekonstriiksiyonun

streklili ini sa lama,

o

Parcac k ve toksik triin icermeme,

6. Doku iyile mesii lemini ba latma ve destekleme,

7. Dokuya zarar vermeden ¢ kar labilme (biyobozunur malzemeler icin gerekli
de ildir) (SAKCHAI, 2006).

Bu amaclar sa layacak tek bir malzemenin olmad ve do al dokularn dahi farkl tor
bile enlerden olu tu u di Uncesi yeni yakla mla yara tedavisinin kompozit yap da olmas
gerekKlili ini i aret etmektedir. Son yllarda yara-yan k o6rtistu geli tirme ara trmalar nda
kompozit malzemelerin yo unluk kazanmas ve bu cal malardan elde edilen olumlu
sonuglar da bu diu iinceyi desteklemektedir. Orne in, kitosan ve polisakkaritlerin kar m ile
elde edilen filmlerde kompozit malzemelerin tek ba na uygulanan malzemelere gére daha
ba arl sonuclar verdi i gortlmi tir. Do al bir makromolekil olan kitin (veya kitosan)

kullan larak haz rlanan yara-yan k o6rtilerinde bu malzemenin secilme nedeni 6zellikle yara
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iyile mesine yonelik olumlu nitelikler ta masdr. Bunlar, biyouyumlu olmas, biyobozunur
olmas, hemostatik aktivitesinin bulunmas, enfeksiyonlara kar koruyucu Ozellikte
bulunmas ve iyile meyi hzlandrc olmas olarak 6zetlenebilir. Ne varki, kitin tek ba na
zay f mekanik 6zelliklere sahip bir malzemedir. Cekme kuvvetinin ve elastisitesinin az olmas
nedeniyle yara bdlgesinde tek ba na kullanld nda istenilen dayankll sa lamayaca
bilinmektedir. Yukar da bahsedilen kitosan ve polisakkarit kompozitlerin bu yénde olumlu
geli me sa lad ve kitine gore mekanik Ozelliklerinin daha iyi oldu u bilinmektedir
(WITTAYA-AREEKUL, 2006).

Bu projede, yara-yan k ortiisi amac yla Kollajen-Serisin membranlar haz rlanm tr. Kollajen
ve serisin biyouyumlu ve biyobozunur do al proteinlerdir. Kollajen insan vicudu ba
dokusunda en yuksek oranda bulunan proteindir. Jel, kdpik veya film formunda haz rlanan
kollajen 6zellikle yara iyile mesinde olumlu etkisinden dolay klinikte yara ortlleri olarak
s kl kla kullan Imaktad r. D tan uygulanan kollajen, yara iyile mesinde rol alan granulosit,
makrofaj ve fibroblast hiicrelerine kemotaktik bir etki gésterir ve yaraya do ru hareket
etmelerini sa lamaktad r. Kollajen, ba dokunun temel ta lar ndan biri olarak, ayn zamanda
bu hicrelere yap abilecekleri bir alt katman gorevi de yapar. Bu ekilde d ar dan uygulanan
kollajen, yara iyile me sirecini hzland rmaktadr (SAI, 2000; RHO, 2006). Serisinin
antimikrobiyal koruyucu Ozelli i, kollajenin deri dokusunun do al bir maddesi olmas ve
iyile meyi hzlandrc 06zellikte olmas bu iki malzemenin bu amaca yonelik uygunlu unu
gbstermektedir. Yap trc bir protein olan serisin, birgok hidrofilik amino asite sahip olmas
(GAMO, 2005) nedeniyle gerekli kimyasal de i imlere uygundur (TERATOMO, 2004).
Bunlarn yansra serisin ve kollajenin yara-yank ortist icin yukarda bahsedilen
Ozelliklerden dokuyu nemli tutma, termal izolasyon ve debrisi emebilme yoOnlerinden de
yeterli niletikte oldu u, serisinin kozadaki d ortama kar koruyucu roli ve her iki proteinin
de hidofilik yap da olmas ile gérilmektedir. Serisinin yap s nda serin amino asitinin di er
amino asitlere gore yiksek oranda bulunmas (%30), bu amino asitin deri dokusundaki do al
nemlendirme faktdri olarak bilinen ana amino asit olmas, bu proteinin nemlendirme ve su
tutmadaki yuksek kapasitesini a¢ klamaktad r. Bunun yan s ra serisinin yap s nda hidroksil

gruplara sahip amino asitlerin fazlal  da hidofilik 6zelli ini art rmaktad r (ARAMWIT, 2007).

Literatirdeki 6rnek cal malar, ipekbdce i kozas ndan elde edilen serisinin biyomalzeme
olarak kullan labilirli ini gb6stermektedir. Serisinin biyobozunurlu u, biyouyumlulu u ve
yiksek hidrofilitesi nedeniyle yara iyile mesine yonelik kullan labilece i ARAMWIT ve
SANGCAKUL (2007) taraf ndan yap lan yak n tarihli bir ara t rmada goésterilmi tir. Serisinin

% 8’lik krem halinde ratlarda olu turulan deri yaralar na uyguland bu ara trmada hasarl
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bolgede llser olu mamas, k sa sirede ve tam iyile me sa lanmas ile kollajen dokusunun
art  yonlerinden, kontrol olarak uygulanan kreme goére daha ba arl sonuclar verdi i
belirtilmi tir (ARAMWIT, 2007). Son y llarda yap lan ara trmalarda serisinin in vitro artlarda
memeli hicrelerinin ¢o altImas nda olumlu etkileri olmu (TARADA, 2002) ve ylzeye ilk
ba lanma yilzdesinde art sa lad go6zlenmi tir (TSUBOUCHI, 2005). TERATOMO ve
di erleri (2005), ipek serisininden haz rlam olduklar gozenekli Gi¢ boyutlu hidrojelin slak
ko ullarda ¢ok esnek yap ya sahip oldu unu belirtmektedir. Ayn cal mada, di er ipek bazl
malzemeler icin kullan lan metanol yerine serisin icin etil alkol ile kuvvetli intermolekuler
ba lar olu turuldu u ve jelle menin sa land rapor edilmi tir. S6z konusu yap nn, ilac
sal m sistemleri veya doku muhendisli i amacl kullan ma uygun 6zellikleri oldu u sonucuna
varIm tr. Literatlirde ipek bazl bircok hiicre ta ycs hazrlanm ve karakterize edilmi
olmas na ra men, serisin bazl ta yclar Uzerine ara trmalar cok kstldr (TERAMATO,
2005).

Kollajenin do al deri dokusunda yiksek miktarda bulundu u ve fiber yap s yla dokunun
cekme kuvvetlerine kar dayanmn sa layan temel malzeme oldu u bilinmektedir. Bu
nedenle doku iyile mesinde kollajenin olu umunun desteklenmesinin  dnemli roli
bulunmaktad r. ARAMWIT ve arkada lar taraf ndan yap lan bir ara trmada serisin kremin
kollajen olu umunu hzlandrd ve epidermis tabakasnn bulytyerek tam kalnl na
ula masn sa lad da gozlenmi tir (ARAMWIT, 2007). Bu bulgular, kollajen ve serisinin
birlikte kullan m n n, kompozit malzemenin krem olarak serisinin tek ba na kullan m na gore
daha hzl ve etkin sonu¢ verece ini diu Undirmektedir. Ancak bu kar la trmann kesin
olarak vyap labilmesi icin benzer ekilde in vivo yara Uzerinde (ratlarda) denenmesi

gerekmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. pek leme Atksular ndan Serisin Geri Kazan m

3.1.1. At ksu Ornekleri

pek ipli i Uretimi mevsimlik bir i oldu undan, koza pi irme atksular her y| sonbahar
mevsiminde ortaya ¢ kmaktadr. Bu nedenle, 2006 y| n n sonbahar mevsiminde Bilecik'in
SO Ut Icesinde yerel halk taraf ndan gercekle tirilen koza pi irme i leminden kaynaklanan
at ksulardan yuksek hacimlerde (yakla k 100 L) iki ayr o6rnek (KPAl ve KPA2) temin
edilmi tir. KPA1, on-artma i lemlerinde kullanim , KPA-2 ise laboratuvar ko ullar nda
bozulmadan saklanabilmesi icin, kicuk hacimlere bolinerek -20 °C’de dondurulmu ve
membran stzme deneyleri i¢in srayla c¢ozulerek ve stlarak kullanIm tr. Saklama
ko ullar n n at ksu kalitesi ve membran performans na etkisi Ek A’da verilmi tir. KPA2'den
al narak kullan lan érnekler, KPA2-A, KPA2-B, KPA2-C, KPA2-D, KPA2-E, KPA2-F, KPA2-G
ve KPA2-H olarak adlandrim ve Ozellikleri Tablo 3.1'de verilmi tir. Koza pi irme
atksularna ek olarak, Bursa'daki boyama tesisinde ortaya c¢kan ipek ipli i pi irme
at ksular ndan toplam u¢ adet Ornek alnm tr. Bu ornekler PAl, PA2 ve PAS3 olarak
adlandrim tr. PA1l yalnzca karakterizasyon amagl kullanlm , PA2 ve PA3 ise

membrane filtrasyon deneylerinde kullanIm tr.

Toplam dola m dizeninde yuritilen deneylerde KPA2-A, KPA2-B, KPA2-C, KPA2-D ve
KPA2-E ornekleri kullanlm ve bu deneyler ksa surede tamamland ndan Orneklere
herhangi bir koruyucu eklenmemi tir. Yo unla trma dizenindeki deneylerde ise KPA2-F,
KPA2-G ve KPA2-H o6rnekleri kullanIm tr. Bu deneylerin uzun sirmesi nedeniyle,

at ksular n bozulmas n 6nlemek amac yla 6érneklere % 0,02 oran nda NaN; eklenmi tir.

Tablo 3.1'den gorulece i Uzere, her iki at ksuda oldukc¢a ylksek miktarlarda organik madde
mevcuttur. Kimyasal oksijen ihtiyac (KO ) KPA'nda 11-17 g/L, PA'nda ise 55-63 g/L olarak
OlcUlmu tdr. Bu at ksularda bulunan KO de erleri aras nda biyuk fark n iki nedeni vardr;
birincisi ipek ipli i pi irme i leminde serisini uzakla trmak icin pi irme suyuna yiksek
yap Imas nedeniyle konsantre bir at ksu Uretilmesidir. Her iki at ksu da renkli ve bulan ktr;
4500-44000 Pt-Co de erinde renk ve 500-7400 NTU de erinde bulan kl k olciimi tdr.
Benzer ekilde, toplam kat madde (TKM) icerikleri de oldukc¢a yuksektir; KPA icin yakla k
10 g/L ve PAicin yakla k 40 g/L'dir. KPA'ndaki toplam protein ve serisin deri imleri 5-10 g/L
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ve 5-8 g/L olarak olgulmi tur. Di er taraftan, bu parametreler PA'nda 35-47 g/L ve 27-34 g/L
olarak olculmi tur. Di er bir deyi le, toplam protein ve serisin miktarlar PA’nda yakla k alt
kat daha fazlad r. ki at ksu aras ndaki bir di er fark pH'd r; KPA'nda pH 5,8-6,5 iken, PA'nda
mevcut olan sabun ve Na,CO; nedeniyle 8,6-9,6 olarak belirlenmi tir. Bunlara ek olarak,
batiin 6rneklerde serisinin yap s ndan kaynaklanan 0,3-1,3 g/L karbonhidrat bulunmu tur.
Ozetle, PA'nn, KPA'na k yasla daha kirli bir at ksu oldu u, ancak serisin kayna olarak

daha de erli bir at ksu oldu u tespit edilmi tir.
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Tablo 3.1. KPA ve PA orneklerinin 6zellikleri

Ornek

At ksu Kalitesi

Serisin T. Protein KO TKM Renk Bulan kl k Karbonhidrat pH

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (Pt-Co) (NTU) (mg/L)
KPAl - 9443 11600 10238 8650 771 - 5,9
KPA2-A 5809 8357 14575 12560 6060 561 355 5,8
KPA2-B - 9883 14920 13130 25000 1050 - 5,8
KPA2-C - 9127 14250 12880 27150 468 - 5,9
KPA2-D 5562 7606 15245 12630 5490 559 406 5,9
KPA2-E 6354 8151 13075 12460 6200 543 769 6,2
KPA2-F 5679 5510 14205 12470 5640 823 289 6,1
KPA2-G 7957 7992 17050 14040 5970 985 1290 6,5
KPA2-H 5043 7202 13600 11800 4520 745 592 5,9
PA1 - 35634 62850 40637 43600 7370 - 9,6
PA2 34002 46747 59150 39900 26050 4134 513 8,6
PA3 27581 - 55950 - - - - 9,1
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3.1.2. Santrifij

At ksu 6rnekleri, Hettich Universal ve Rotofix 32A santriflij cihazlar kullan larak 10-40 dakika

boyunca ve 3000-4000 rpm h zda santriflij edilmi tir.

3.1.3. Mikrofiltrasyon

Atksuda bulunan serisini 6n-artma a amas nda kaybetmemek ve atksularn membran
sistemini en az kirletecek 0Ozelliklere kavu turmak igin en ucuz membran i lemi olan
mikrofiltrasyon (MF) uygulanm tr. Bunun i¢in 550 mm Hg vakum sa layan Millipore marka
bir vakum stzme dizene i kullanlm tr. MF deneyleri, diz ak stzme dizeninde
yap Im tr. Sistemde kullan lan filtrelerin cap 47 mm, gézenek biyuklikleri ise 1 mm, 8 mm
and 20 mm’dir (Tablo 3.2). Stzulen 6érneklerde KO, renk, bulan kl k, TKM, T. protein, serisin
ve karbonhidrat analizleri yapIm tr. Aklar ise, toplam sizilen su hacminin fitrasyon

suresine ve etkin membran alan na bélunmesi ile hesaplanm tr.

Tablo 3.2. Kullan lan membranlar n 6zellikleri

Filtrenin Ad Taru Malzeme Etkin Alan (m 2 MAAS (veya
GOzenek Buyuklt )
Whatman 41 MF Seliloz 0,0010 20-25 mm
Millipore MF Seliiloz 0,0010 8 mm
Whatman GF/B MF Fiberglas 0,0010 1mm
Osmonics PW UF Polietersulfon 0,0044 20 kDa
Osmonics PT UF Polieterstilfon 0,0044 5 kDa
Osmonics GH UF TEC?® 0,0044 1 kDa
Osmonics DK NF TFC? 0,0044-0,036 190 kDa"
Dow Filmtec NF-90 NF TFC?® 0,0044-0,072 100 Da

% nce film kompozit olarak haz rlanm tr.
® 0498 MgSO, giderimi sa lar.
° %97 MgSO, giderimi sa lar.

3.1.4. Ultrafiltrasyon ve Nanofiltrasyon
UF ve NF deneyleri, Berghof BHT-2 model membran siizme sistemi ile toplam dola m
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dizeninde, DSS LabStak M20 model membran sizme sistemi ile de yo unla trma
dizeninde yurutilmu tur. Kullan lan membranlar n 6zellikleri Tablo 3.2’de verilmi tir. Sistem

ematik olarak ekil 3.1'de gosterilmi tir. Toplam dola m duzeninde hem suzilen hem de
suzulemeyen sular giri tank na dondurilerek besleme suyu kalitesi ve hacmi sabit tutulmaya
¢al Im ve bu ekilde membran performans izlenerek en uygun membran stizme i lemi
secilmi tir. Berghof BHT-2 model sistemde giri bas nc UF igin 2 bar ve NF igin 5 bar olarak

ayarlanm , at ksu debisi ise 30 L/saat olarak uygulanm tr.
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ekil 3.1. Suzme sisteminin ematik gorintusu (P: bas n¢ gostergesi, V: vana)

Yo unla trma dizeninde gercek uygulamaya daha yak n olarak, sitzilen sular ayr bir
tankta toplanm ve besleme suyu hacmi zamanla azaltlarak atksudaki serisin
yo unla trim tr. Bu deneylerde hacim azaltma faktori (HAF) a a daki ekilde

hesaplanm tr:

HAF = 1" Vs

f

Burada V;: Deney ba lamadan 6nce besleme tank ndaki giri suyu hacmi (L),

V. Deney sonunda besleme tank nda kalan giri  suyu hacmi (L),
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V¢: Deney s ras nda analiz i¢in toplanan 6rneklerin toplam hacimleri (L)'dir.

Yo unla trma dizenindeki deneylerde HAF 4,2-4,6 olarak gercekle mi tir (Tablo 3.3). Di er
bir deyi le, ba lang¢ hacmi 9,0 L, 9,8 L ve 9,2 L olan atksular, 16-21 saatlik stizme

surelerinin sonunda 1,9 L, 2,3 L ve 2,1'ye kadar azaltIm tr.

Tablo 3.3. Yo unla t ma deneylerinde HAF hesaplanmas

At ksu hacmi (L)

Ornek

DSS Vi Vs Vp* Vi HAF
KPA2-F 9,0 0,17 6,9 1,9 4,6
KPA2-G 9,8 0,20 7,3 2,3 4,2
KPA2-H 9,2 0,18 6,9 2,1 4,2

*Vp: NF membran ndan siiziilen suyun hacmi

LabStak M20 model sistemde her birinin alan 0,018 m? olan iki veya Ug¢ ¢ift NF membran
kullanlm tr. Sistemin giri ksmndaki basn¢ 5 bar'a ayarlanm , sUzilemeyen suyun
membrandan ¢kt ksmdaki basn¢ ise 4,8 bar olarak gozlenmi tir. Sitzilen sularn
topland  hortumlar ise atmosfere ac kt r (0 bar). Bu ekilde membran Gzerinde 4,9 bar’l k bir
bas n¢ olu turulmu tur. At ksu debisi ise 372 L/saat olarak ayarlanm tr. Deneylerde saf su
ve atksu aklar zamana kar izlenmi ve aklar sabitlendi inde deney sonlandr larak
stzintd sular toplanm tr. Stzuntd sular nda KO , renk, bulan kl k, TKM, toplam protein, pH
ve serisin analizleri yap Im tr. Kirlenen membranlar deney s ras nda ve sonunda NaOH ve
klor ile y kanm , temizlenmi membranlar n saf su ak lar yeniden okunmu tur.

Deneylerde ak olgimleri sutzdnti suyunun belirli bir sirede mezirde toplanmas yla
gercekle tirilmi ve ak de erleri, toplanan hacmin birim zamana ve birim membran alan na

bolinmesiyle hesaplanm tr. Ak analizi icin dért a amada ak okumas yapIm tr:

1) Ba lang ¢ saf su ak s (I): Temiz membran ile él¢ilen ilk saf su ak s,

2) Atksu aks (W): Sizme deneyinde zamanla dengeye gelen at ksu ak s,

3) Kirlenmi membran n saf su ak s (F): Atksu ile kirletlen membran n saf su ak's,
4) Temizlenmi membran n saf su ak s (C): Kimyasal temizleme yéntemi ile y kanan

membrann saf suaks.
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Ak azalmalarn de erlendirmek amacyla Tablo 3.4'te verilen hesaplar kullanlm tr. Bu
hesaplar, membrandaki ak azalmalar Gzerinde konsantrasyon polarizasyonu ve kirlenmenin

etkilerini bulmak icin yap Im tr.

Tablo 3.4. Ak analizi igin yap lan hesaplar

Hesaplama Ac klama
(-wWh Toplam ak azalmas
(F-W)/F Konsantrasyon polarizasyonundan kaynaklanan ak azalmas
(I-F)/1 Kirlenmeden kaynaklanan toplam ak azalmas
(C-F)IC Geri dondurulebilen kirlenmeden kaynaklanan ak azalmas
(1-0)n Geri dondurilemeyen kirlenmeden kaynaklanan ak azalmas

3.1.5. Membran Temizli i

Toplam dola m dizeninde yuritilen her deneyde yeni bir membran kullanlm tr.
Yo unla trma deneylerinde ise NF membranlar en az bir kez kullanIm tr. Bitlin yeni
membranlar, kullan mdan 6nce bir gece saf suda bekletilmi tir. Bir kez kullan Id ktan sonra
y kanan membranlar ise, bakteriyel biyimeyi engellemek amac yla %0,25 sodyum bisulfit
iceren solusyonlarda bekletilmi tir. Kirlenen membranlara kimyasal ykama i lemi
uygulanm tr. Kimyasal ykamann membran performansna etkisi Ek B’de verilmi tir.
Y kama s ras nhda membranlar sistemden ¢ kar larak 0,5 M NaOH ve yakla k 200 mg/L

serbest klor iceren sollisyonla dolu bir kapta 20-30 dak bekletilmi tir.

3.1.6. Kozadan Serisin Elde Edilmesi

Serisin analizinde standart madde olarak kullan Imak izere, ipek kozas ndan serisin elde
edilmi tir. Kozalar kesilerek kiicik parcalara bolinmu , Gzerlerine su eklenmi ve otoklavda
120 °C’de 1 saat bekletilmi tir. Otoklav slresinin serisinin ¢dzunurli U Uzerine etkisi ayr ca
incelenmi tir (Ek C). Serisin ¢ozeltisi 1,6 nm gozenek buyukli Une sahip filtreden (Whatman
GF/C) suzulerek Uzerine hacminin U¢ kat kadar (%75) so uk etanol eklenmi tir. Serisin

¢cokturaldikten sonra etanolin st faz atlarak serisin -80 °C’de dondurulmu ve
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liyofilizatérde kurutularak toz serisin elde edilmi tir (KURIOKA vd., 2004; WU vd., 2007;
VAITHANOMSAT vd., 2008).

3.1.7. Cokeltme

NF ile yo unla trlan atksu asit ve alternatif olarak da alkol kullan larak c¢okeltilmi tir. Bu
a amada dért ce it asit (HNOjz;, HCI, H,SO,4 C,H;0,) ve etanol kullanIm tr. Asitle
¢cOkeltmede orneklerin pH' hacimsel bazda %0,3 asit kulanm ile 6,1'den 3,8'e kadar
du dralma tar. Alkol kullan m nda ise etanol hacminin %75 olarak uygulanmas gerekmi tir.
Asit veya etanol eklenen 6rnekler, 3000 rpm’de 10-20 dak santriflij edilerek serisinin cokmesi

sa lanm tr.

3.1.8. Diyaliz

Elde edilen toz serisin orneklerinin safl n artrmak amacyla, 6rnekler diyaliz edilmi tir.
Diyaliz torbalar n n MAAS de erleri 12,0 kDa (SIGMA ALDRICH) ve 3,5 kDa (SERVA)'dr.
Serisin ¢ozeltileri diyaliz torbalar na eklendikten sonra, torbalar n uclar kapatlm ve icinde
saf su bulunan beherlere yerle tirilmi tir. Daha sonra beherler 37 °C'de su banyosuna
konmu ve 1-2 gin boyunca calkalanm tr. Diyaliz i lemi sona erdi inde, diyaliz torbasnn

icinde kalan serisin ¢6zeltisi HPLC'de analiz edilmi tir.

3.1.9. Protein Cozunurlt G

Geri kazanlan serisin drneklerinin ¢ozunurld G ce iti pH de erlerinde belirlenmi tir.
Ornekler, pH’lar NaOH ve HCI ile 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0, 10,0 ve 11,0 olarak
ayarland ktan sonra 4000 rpm’de 10 dak boyunca santrifij edilmi tir. Orneklerin pH
ayarlamas yapImadan once ve pH ayarlamas ile santriflij yap Id ktan sonra Ustte kalan
fazlarda toplam protein icerikleri dlgilma ttr. Bu ekilde, serisin ¢ozinurli Gnin en yiksek
oldu u pH de eri bulunmu tur. Protein ¢ozindrlik oran, st fazda kalan protein miktar n n,
ornekte ilk olarak bulunan protein miktar na bélinmesi ile hesaplanm tr (WERE vd., 1997;
CHOVE vd., 2007).
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3.1.10. Analitik Teknikler

3.1.10.1. Cevresel Kirlilik Parametreleri

Deneysel cal malarda yaplan analizler icin Tablo 3.5te verilen standart yontemler
kullanlm tr (APHA, 1995). Orneklerin KO de erleri USEPA onayl HACH Metot 8000'e
gbre HACH DR-2000 Model spektrofotometre kullanlarak 620 nm dalgaboyunda
okunmu tur. Renk 6lciimi, ayn cihazla Pt-Co cinsinden 455 nm'de yapIlm tr. Morotesi
so urum (Ultraviolet absorbance-UVA) 6lcimleri ise Shimadzu 1601 Model spektrofotometre
ile 275-290 nm dalga boylarnda yapIm tr. Bulanklk de erleri HACH 2100N Model
tirbidimetre ile élculmu ; 6rneklerin toplam kat madde (TKM) iceri i ise kurutma ve a rlk

tartma yontemiyle belirlenmi tir.

Tablo 3.5. Analitik teknikler

Parametre Yontem

UVA Standart Metot 5910 B

KO EPA onayl HACH 8000

Renk Standart Metot 2120 B

Bulan kI k Standart Metot 2130 B

TKM Standart Metot 2540 B

Toplam protein BCA Toplam Protein Protokolil (KRIEG vd., 2005)
Serisin GPC, HPLC (OGINO vd., 2006)

Karbohidrat Dubois Metodu (DUBOIS vd., 1956)

pH Standart Metot 4500-H" B

3.1.10.2. Serisin Analizi

At ksu orneklerinde serisin analizi yapmak ve serisinin molekil a rlk da Imn belirlemek
amac yla Shimadzu Prominence Marka HPLC sistemi kullan Im tr. Sistemde jel gecirgenlik
kolonu (Nucleogel agua OH-40-8) kullan Im , hareketli faz olarak 0,3 M NaCl iceren 0,05 M
fosfat tamponu kullan Im tr. Analizler 30 °C’de gercekle tirilmi ve UVA de erleri 230 nm’'de
okunmu tur (OGINO vd., 2006). Mobil faz debisi kantitatif analizde 1 mL/dak, molekil a rlk
tayininde ise 0,3 mL/dak olarak ayarlanm tr. Buttun 6rnekler, 0,45 nm g6zenek buyukliu Gne
sahip filtreden (MILLIPORE Millex-HV) slzuldikten sonra, bir rnga yardmyla 20 ni
hacminde sisteme enjekte edilmi tir. Kalibrasyon standard olarak yerli ipek kozas ndan elde
edilen toz serisin ile hazrlanm c¢Ozeltiler kullanlm tr (Ek D). Serisinin 6,5 ile 11,0
dakikalar aras nda geni bir tepe gizerek kolondan ¢ kt  gozlenmi tir ( ekil 3.2).
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Serisinin molekil a rlk da I mn belirlemek amac yla, icinde be farkl molekil a 1l na
sahip standart bir protein kar m (Cytochrome ¢ monomer: 12,4 kDa, Myokinase: 32 kDa,
Enolase: 67 kDa, Lactate dehydrogenase: 142 kDa ve Glutamate dehydrogenase: 290 kDa)
kullanIm tr (CALBIOCHEM) ( ekil 3.3). Standart proteinlerin kolondan ¢ kt klar sureler (t)

kullan larak a a daki do rusal regresyon denklemi elde edilmi tir:

logMW =-01262 + 846 (r* = 0,98)

mV
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ekil 3.2. Serisin standart ¢ozeltisinin HPLC kromatogram (Deri im=2,5 mg/L)
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ekil 3.3. Molekidla rlk da Im icin kullan lan standart proteinlerin HPLC
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kromatogramlar (1. Glutamate dehydrogenase: 290 kDa, 2. Lactate dehydrogenase: 142
kDa, 3. Enolase: 67 kDa, 4. Myokinase: 32 kDa, 5. Cytochrome ¢ monomer: 12,4 kDa)

3.1.10.3. Toplam Protein Analizi

T. protein analizi BCA (bisisonik asit) protokoli ile yaplm tr (KRIEG vd., 2005)
Spektrofotometrik bir yontem olan BCA protokolinde, 6rneklerin icine bak r-BCA kar m
eklenmekte ve oOrnekler bir su banyosu iginde 37°C’de 30 dakika inkube edilmektedir.
Boylece alkali bir ortamda protein ile bakrn tepkimesi sonucu Cu®* iyonu Cu® iyonuna
indirgenmekte, ardndan BCA-Cu® bile iminin ortaya c¢kmasyla oOrneklerde renk
olu maktadr. Orneklerin so urumu Hitachi marka bir spektrofotometre ile 562 nm'de

okunmu ve kalibrasyon denklemi (Ek E) kullan larak toplam protein deri imleri bulunmu tur.

3.1.10.4. Karbonhidrat Analizi

At ksu orneklerinde karbohidrat 6l¢timleri Dubois yontemi ile yap Im tr (DUBOIS vd., 1956).
Ik olarak stok gliikoz ¢ozeltisi haz rlanm ve gerekli seyreltmeler yap Im tr. Standartlara ve
orneklere fenol (% 80 w/w) ile silfiirik asit eklenmi ve 10 dak bekletildikten sonra ¢ozeltiler
iyice kar trim tr. Ard ndan drnekler 30-35°C’de 15 dak bekletilmi ve bir spektrofotometre
kullan larak 490 nm’de absorbanslar okunmu tur. Kalibrasyon e risi (Ek F) kullan larak

at ksu orneklerindeki karbonhidrat deri imleri belirlenmi tir.
3.1.10.5. FPLC ile Fraksiyon Toplama

KPA 6rneklerinde serisin haricinde bulunan ve ipekbdce inden kaynaklanan yabanc proteini
tan mlamak amac yla, ODTU MErkezi Laboratuvar 'nda h zI performans sv kromatografisi
(FPLC) yontemi ile fraksiyon toplama i i yaptrIm tr. Varian ProStar Model FPLC sistemi
kulanIm , Hiprep 16/60 Sephacryl-200 kolonundan hareketli faz olarak 0,3 M NaCl ve 0,05
M fosfat iceren tampon ¢ozelti 0,7 mL/dak h zla gecirilmi tir. Oda scakl ndacal Im ve
UVA de erleri 230 nm’de okunmu tur. Ornekler, 0,45 nm filtreden sizilmi ve 1-1,2 mL
hacimde sisteme enjekte edilmi tir. Kolondan ¢ kan drnekler 57 tipte toplanm , 1-41
numaral tiplerde serisin bulunurken 42-55 numaral tiplerde ipek béce inden kaynaklanan
yabanc protein toplanm tr. Bu tiplerin iceri i (42-55) birle tirilerek Ankara Universitesi

Biyoteknoloji Enstitiisi'nde MALDI-TOF analizi yaptrIm tr.
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3.1.10.6. Nem, Organik ve norganik Madde Tayinleri

Ticari olarak temin edilen serisin (Sc) ve geri kazanlan serisin (Sy) Orneklerindeki nem
miktar ile organik ve inorganik madde miktarlar gravimetrik yontemle belirlenmi tir. Ornekler

nem tayini i¢in 100 °C’'de 3 saat, di erleri igin ise 600 °C’'de 1 saat kurutulmu tur.

3.1.10.7. Elementel Analiz

Ticari olarak temin edilen serisin (S¢) ve geri kazan lan serisin (Sy) 6rneklerinin elementel
kompozisyonu ODTU Merkezi Laboratuvar 'nda yaptrIm tr. Serisin 6rneklerinin karbon,
hidrojen, azot ve sulfir icerikleri, kuru bazda LECO CHNS-932 model cihazla belirlenmi tir.
Bu yontemde, cihaz 1000 °C'ye kadar stlImakta ve yakla k 1 g 6rnek gimi bir kapsulin
icine yerle tirilerek tamamen yak Imas icin frna gonderilmektedir. Orneklerin C, H ve S

miktarlar infrared dedeksiyon, N miktar ise termal iletkenlik yontemiyle belirlenmektedir.

3.1.10.8. MALDI-TOF MS ve 2-D Elektroforez ile Prot ein Tan mlanmas

Geri kazanlan orneklerde serisinin varl n tespit etmek amacyla, Ankara Universitesi
Biyoteknoloji Enstitisi’nde 2-D jel elektroforez ve MALDI-TOF analizleri yaptrim tr.
Burada ilk olarak, etanol ile geri kazan lan serisin 6rne i, biyomoleklleri ta d klar yike gore
ayran iyon de i tirici kolonlardan (anyon ve katyon) gecirilmi tir. Kolondan gecirilen
ornekler, iki boyutlu bir jelde izo-elektrik noktalar (pl) ve molekil a rl klar na gore ayrIm tr.

Ard ndan, jel icinde ayr lan protein spotlar kesilerek ¢ karim ve MALDI-TOF'a yiklenmi tir.

MALDI-TOF MS'te UV emen bir dizey ve bir biyomolekdl tortusu, nanosaniyelik lazer
darbesiyle ayd nlatIr. yonize olan biyomolekdller bir elektrik alan nda ivmelenir ve bir ucu
tipune girerler. Bu tlpte ucarken, farkl molekuller kitle/ylk oranlar na gore ayr | p dedektore
farkl zamanlarda varrlar. Bu ekilde, her molekdl ayr bir sinyal verir. Geri kazanIm
serisinin  MALDI-TOF spektrumlar, EXPASy protein veritaban ile kar la trlarak
tan mlanm tr.

3.1.10.9. Gaz Kromatograf-Kutle Spektrometri ile Ya Asitleri Analizi

pek ipli i pi irme at ksuyunda bulunan sabun do rudan analiz edilememi tir. Bu nedenle,
serisin, sabun ve KO arasndaki ili ki belirlenmi (Ek G) vesabun iceri i KO ile serisin

deri imleri aras ndaki farktan bulunmu tur. Ayrca, sabundan kaynaklanan ya asitlerinin
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Ankara Universitesinde Gaz Kromatograf-Kiitle Spektrometri (GC-MS) ile analiz edilmesi
sa lanm ve bu ekilde drneklerden sabunun ne derecede uzakla trld  belirlenmi tir. Bu
yontemde, ilk olarak drneklere ekstraksiyon uygulanm , 20 g 6rne in icine %2’lik metanolik
NaOH’ten 40 mL eklenerek sabunla ma meydana gelene kadar kaynatIm tr. Sabunla ma
sonunda, %14'lik BFs;'ten 50 mL eklenmi ve drnek 5 dak daha kaynatIm tr. Son olarak,
20 mL n-heptan eklenmi ve 1 dak daha kaynatim tr. Ard ndan, 4 mL doymu NacCl
eklenmi ve 6rnek bir ay rma hunisine al narak 5-10 dak faz ayr m olu mas beklenmi tir.
Haz r olan drnekten 1 L al narak GC'ye enjekte edilmi tir (Shimadzu GC-MS QP2010 Plus).
Bu 6rnek, kapiler bir kolondan (Teknokroma TR-CN 100) helium ta yc faz ile gegirilmi tir.
Kltle spektrometrisine gelen &6rnekler, ekektron bombard manna tutularak kitle/ytk
oranlar na gore ayrIm tr. Son olarak, MS spektrumlar belirlenmi ve elde edilen tepeler
WILEY7 ve NIST147 veritabanlar ile kar la trim tr.

3.2. Serisinli Biyofilm Haz rlanmas

3.2.1. Malzemeler

Polivinil alkol (PVA) (s cak suda ¢ozinebilen, ortalama molekil a rl 70 kDa, ak kanl

11-14 cP) Sigma Aldrich’ten temin edilmi tir. Gliserol, Fluka'dan satn alnm ve
plastikle tirici olarak kullanIm tr. Serisin iki formda elde edilmi tir: 1) Brezilya'da bir
firmadan toz halinde temin edilmi , 2) ODTU Miihendislik Bilimleri Bolimu Laboratuvar nda
koza pi irme atksularndan geri kazanIm tr. NaOH, Riedel'den temin edilmi ve pH
ayarlamas icin kullanlm tr. Bitln ¢ozeltiler, saf su kullan larak haz rlanm tr. Saf oksijen

gaz ise, BOC firmas ndan satnalnm tr.

Haz rlanan c¢ozeltiler, Stuart model manyetik kar trc ile stlarak kar trim tr. Film
dokmek icin otomatik bir film uygulay ¢ (BRAIVE Instruments) kullanIm tr. Cotzeltilerde,
film dokmeden 6nce Sonicor model bir ultrasonik banyo ile gazs zla trma i lemiyapIm tr.
Bir cep pH metresi ile pH ayarlanm tr. Filmler, 6nceden deterjan ve aseton ile temizlenmi
olan 20x30 cm boyutlar ndaki camlarn Uzerine dokualmui tir. Kurutulan filmler, capraz

ba lanmay art rmak amac yla Gallenkamp Duostat model birfrnda stim tr.

3.2.2. Film Haz rlama

Proje kapsam nda iki tip film (Set-1 ve Set-2) haz rlanm tr. Partner Universiteye yap lan ilk

Ziyarette ydritilen cal malar kapsam nda Set-1 filmleri haz rlanm ve PVA cozeltileri,
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PVA'n n sudaki a rlk oran %5 olacak ekilde ayarlanm tr. Serisin ¢ozeltisi ise %1 ve %5
olacak ekilde ayarlanm tr. Plastikle tirici olarak gliserol kullanIm tr. Gliserol ¢ozeltisi ise
gliseroliin sudaki hacmi %40 olacak ekilde hazrlanm tr. Filmler 100 nmm kalnl nda
dokalmi  ve oda scakl nda bir gece boyunca kurutulmu tur. Daha sonra capraz
ba lanmay guclendirmek icin 75-90 °C'de 20-30 dak stma yapIm tr. Serisin ve PVA
kar m oranlar ise 1/100, 2/100, 5/100, 10/100, 20/100, 40/100 ve 60/100 olarak
ayarlanm tr. Ik ziyaret s ras nda haz rlanan filmler daha ¢cok deneme ve 6 renme amacl
haz rland ndan, bu filmlerin oksijen gecirgenliklerinde tutars z sonuclar elde edilmi ve
ayr ca serisin iceren filmlerin oldukca yiksek miktarda oksijen gecirdikleri tespit edilmi tir.

Set-1 filmlerinin 6zellikleri Tablo 3.6’da verilmi tir.

Tablo 3.6. Set-1 filmlerinin 6zellikleri

_ Serisin® PVAP o Gliserol® -
Film no. Serisin/PVA Istmai lemi
(mL) (mL) (mL)
1 0 10 0/100 0,0 yok
2 0 10 0/100 0,0 95 °C, 20 dak
3 0 10 0/100 0,5 95 °C, 20 dak
4 2 10 20/100 0,6 96 °C, 25 dak
5 4 10 40/100 0,7 96 °C, 25 dak
6 6 10 60/100 0,8 81 °C, 30 dak
7 8 10 80/100 0,9 81 °C, 30 dak
8 10 0 100/0 0,0 81 °C, 30 dak
9 10 0 100/0 0,5 81 °C, 30 dak

2" Serisin ve PVA stok cozeltileri a rl k olarak %5

¢ Gliserol stok ¢ozeltisi hacim olarak %40, kar m cozeltisinde %2.
Haz rlanan filmler aras nda, Film 7, 8 ve 9 ba arl olmam tr. Bunun nedeni, Film 7'de
yiksek miktarda serisin bulunmas ve filmin cama yap mas dr. Benzer olarak, Film 8 saf
serisin ile hazrland ndan stma sonras nda olduk¢a k rilgan olmu ve camdan tek parca
halinde al namam tr. Film 9 ise kurutma i lemine ra men slak bir gérintiye sahip olmu
ve yine camda kalm tr. Bu sonuclar, serisinin bir polimerle kar trImas gerekti ini a¢ kca
gbstermi tir. Bu nedenle, saf PVA ile haz rlanan filmler kontrol olarak kullan Im , bittn di er

filmlerde serisin PVA ile kar trim tr.

lk ziyaret s ras nda ya anan sorunlar ¢6zmek amac yla, ikinci ziyaret s ras nda Set-2 filmleri

biraz daha farkl hazrlanm tr. Ik olarak filmlerin daha dayankl olmas icin PVA
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¢cozeltisinde PVA’'n n miktar artrim ve filmler daha kaln dokdlmi tdr. kinci olarak da
oksijen gecirgenli ini, kullanlan &lgiim sisteminin 6lgebildi i aral kta tutabilmek amac yla
serisin/PVA kar m oranlar azaltlm ve daha az serisin eklenmi tir. Ayrca oda
s cakl nda bir gece kurutma i lemi sras nda, 2. Geli me Raporu’nda da bahsedildi i Gzere,
filmlerin Uzerinde toz birikti i igin, kurutma i leminin kapal ortamda yapImasna karar
verilmi tir. Bu nedenle, PVA'n n sudaki a rlk oran %10 olarak ayarlanm tr. PVA c¢ozeltisi,
80°C’de stmal kar trc Uzerinde 2-3 saat tutulmu tur. Serisin ¢Ozeltileri ise benzer ekilde
serisinin sudaki a rlk oranlar %5 olacak ekilde hazrlanm ve 60°C’'de stmal kar trc
ile yakla k 3 saat sureyle kar trim tr. Serisinin sudaki ¢6zindrli Und art rmak amac yla
¢ozelti pH' 0,5 M NaOH ile 10'a ayarlanm tr. Gliserol ¢tzeltisi ise gliserolin sudaki hacmi

%40 olacak ekilde haz rlanm tr.

Serisin ve PVA, serisin/PVA kar m oranlar 1/100, 2/100, 5/100 ve 10/100 olacak ekilde
kar trim tr. Bunun icin, 6nce serisin ve PVA c¢ozeltilerinden gerekli hacimlerde al narak
kar trim , ardndan gliserol c¢ozeltisinden eklenmi tir. Gliserol cb6zeltisinden, kar m
¢cOzeltisindeki hacmi %1 olacak ekilde eklenmi tir. Kar m c¢ozeltileri 80°C’de en az 1 saat
stlarak kar trim ve 1 saat boyunca gazszla trma yap Im tr. Otomatik film uygulay c
cihaznn bca , film kalnl 250 mm olacak ekilde ayarlanm tr. Bca n icindeki
rezervuara 5-10 mL kar m ¢oOzeltisi konmu ve cihaz n en yiuksek hz olan 10-12’de b ¢ak
cam Uzerinde hareket ettirilerek ¢cozelti cam Uzerinde sabit kal nl kta yay Im tr. Daha sonra,
dokdlen filmin kurumas igin, Uzerine ¢ozelti yay lan cam 30°C’ye ayarlanm fr nda bir gece

bekletilmi tir.

Filmlerde capraz ba lanmay guclendirmek amacyla, kurutma sonunda camlar frna
konmu ve 75-90°C’'de 20-30 dak stma i lemi yapIm tr. Serisin iceren filmlerin bir k sm,
stma i lemine ek olarak, yakla k 1 dakika boyunca metanolde bekletiimi tir. Filmler,
so uduktan sonra cam ylzeyden ayrIm tr. Temiz bir ka t havlu aras na konduktan ve
etiketlendikten sonra oda scakl nda saklanm tr. Son olarak, hazrlanan filmlerin
ozelliklerini belirlemek amac yla oksijen gecirgenlikleri 6lculma tir. Haz rlanan filmlerin

Ozellikleri Tablo 3.7’de verilmi tir.
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Tablo 3.7. Set-2 filmlerinin 6zellikleri

Filmno.” Serisin/PVA  Gliserol (%) Capraz ba lanma icin uygulanani lem

1 0/100 0 75 °C'de 40 dak stma
0/100 0 75 °C’'de 30 dak stma
3 0/100 1 75 °C’de 30 dak stma
75 °C’'de 30 dak stma
4 10/100 1
Metanolde 1 dak bekletme
75 °C’'de 30 dak stma
5 1/100 1
Metanolde 1 dak bekletme
6 2/100 1 75 °C’de 30 dak stma
5/100 1 75 °C'de 30 dak stma
5/100 1 75 °C'de 30 dak stma

* Film 4, 5, 6 ve 7'de haz r olarak temin edilen, Film 8'de ise at ksudan geri kazan lan serisin kullan Im tr.

3.2.3. Film Ozelliklerinin Belirlenmesi
3.2.3.1. Film Kal nl

Batdn filmler 200 mm kal nl  nda dokdlmu tir. Kurutulan ve stlan filmlerin kalnl , dijital

gostergeli bir mikrometre yard m yla ol¢ilmi tdr.

3.2.3.2. Su Tutma Oran

Bir filmin su tutma oran (STO), birim kuru a rl  ba na tutabildi i su miktar olarak
tan mlanabilir. STO testlerinde haz rlanan filmler 1 saat boyunca oda s cakl nda saf suda
bekletilmi tir. Ba lang ¢taki kuru a rlklar n belirlemek icin filmler 6nce tartIm ve 40 °C'de
50 dak kurutulmu tur. Kurutma sonras tekrar tart larak icerdikleri nem oran hesaplanm tr.
Suda bekletildikten sonra temiz bir ka t havlu ile kurulanm ve tekrar tartim tr. Filmler
tekrar 40 °C’'de 50 dak kurutulmu ve yeniden kuru a rlklar belirlenmi tir. STO a a daki

ekilde hesaplanm tr:

STO= M “ 100
W

d
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Burada,

W, : Filmin slaka rl (g),
Wy : Filmin ba lang ctaki kurua rl (g)dr.

3.2.3.3. Nem Tutma Oran

Filmlerin nem tutma oran (NTO) a rlk tartma yontemiyle belirlenmi tir. Ba lang ctaki kuru
a rlklar belirlenen filmler, ilk olarak %55 ba | nem (BN) ve 20 °C scaklk sa layan
kutularda, ard ndan %86 BN ve 20 °C s cakl k sa layan kutularda bekletilmi tir. Farkl zaman
aral klar nda filmler kutulardan ¢karlm ve tartlm tr. Bu i lem, film a rlklar artk

de i meyene kadar devam ettirilmi tir. NTO (g/m?.giin) a a daki gibi hesaplanm tr:

Wf - Wo
NTO=—F—
t.A

Burada,

W;: Filminsona rl (g),
W, : Filmin ba lang ¢taki kurua rl (g),
t : Neme maruz kal nan sire (gun),

A : Filmin alan (m?ydr.

3.2.3.4. Oksijen Gecirgenli i

Filmlerin oksijen gecirgenliklerini (Poz) belirlemek amac yla, etkin alan 18,096 cm? olan bir
gaz gecirgenlik hicresi kullan Im  tr. Bu hicrenin icine yerle tirilen filmden, hiicrenin giri ine
ba lanan bir oksijen tipinden oksijen gaz gecirilmektedir. Hicrenin ¢k na, icinde sabun
¢Ozeltisi bulunan bir balon ak olcer ba lanmakta ve filmden gecen oksijen gaznn hz
olcUilmektedir. ( ekil 3.4). Filmden gecen oksijen gaznn hzn godzleyebilmek amac yla
hicre lGzerinde 1 psi ile 30 psi arasnda de i en bas nclar uygulanm tr. Filmden gecen
gaz n, cam tup icinde belirli sirede ald yol kaydedilmi ve oksijen gecirgenli i a a daki

gibi hesaplanm tr:
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PO :LI
2 Am

Burada,
Po2 : Oksijen gecirgenli i (cm*(STP).cm/s.cm?.cmHg)
F : Oksijen transfer h z (cm?s)
I :Filmkalnl (cm),
A : Filmin etkin alan (cm?),

Dp : Film Gzerindeki bas n¢ (cmHg).

Filmden gecen gaz n debisi, standart scaklk ve basn¢ ko ullarna gore a a daki gibi

dazeltilmi tir;
273K
VSTP :VT P
(T+273K
Burada,

Vstp : Filmden standart s cakl k (0°C) ve bas n¢ta (1 atm) gecen O, gaz n n hacmi,

V: : Filmden deney s cakl (T) ve bas nc alt nda gecen O, gaz n n hacmi’'dir.

Oksijen transfer hz (F) a a daki formille hesaplanm tr:

Burada t, gaz n filmden ge¢cme siresi (sn)'dir.

Reglator Basing dlger Test hiicresi

ﬁ b o]

Vana

<

Balon akig dlger

02 tiipii

ekil 3.4. Oksijen gegirgenli i0lgme duzene i
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3.2.3.5. Taramal Elektron Mikroskopisi

Haz rlanan filmlerin yizey ve kesit 6zellikleri Imperial College, London’da taramal elektron

mikroskopisi (SEM) ile incelenmi tir. Ornekler incelemelerden énce alt n ile kaplanm tr.

3.2.3.6. Mekanik Ozellikler

Filmlerin mekanik 6zellikleri Nexygen yaz | m program iceren bilgisayara ba | Lloyd LS500
Malzeme Test Cihaz yla (Lloyd, ngiltere) ASTM D882 metoduna gore incelenmi tir. Mekanik
testler icin her filmden ortalama olarak 5 replike 6rnek alnm ve bunlar 12x86 mm
boyutlar nda dikdortgen ekilde kesilmi tir. Ornekler, %44-48 ba | nem ve 26,0-26,7°C
scakl kta en az 40 saat boyunca artlandrim tr. Film kal nlklar dijital bir mikrometre
yard myla Olcilmi tir. Mekanik testler, 500 N statik yik alt nda gercgekle tirilmi tir. Film
orneklerinin ucuna ba lanan ceneler aras ndaki mesafe 50 mm, cenelerin ayrima hz da 5
mm/dak olarak ayarlanm tr. Filmin mekanik 6zellikleri, gerilme-birim uzama (stress-strain)
e risi kullan larak hesaplanm tr. Maksimum ¢ekme mukavemeti (MCM) (tensile strength),
yukin en blylk de erinin, numunenin ba langctaki kesit alanna bélinmesiyle
hesaplanm tr. Kopma an ndaki birim uzama (strain at break), numunenin ba lang gtaki
boyunun de i me yiuzdesi olarak tan mlanm tr. Elastisite modili (E) ise, gerilme-birim
uzama e risinin do rusal ksmndan alnan veri noktalarndan e im hesaplanmas ile

bulunmu tur.

3.3. Serisinli Yan k/Yara Ortiisii Haz rlanmas

3.3.1. Membranlar n Haz rlanmas

Yan k Ortisi olarak serisin-kollajen membranlar n haz rlanma optimizasyon deneyleri
TUB TAK-British Council Bilimsel birli i Program kapsam nda Londra’da Imperial College,
Kimya Mihendisli i ve Kimya Teknolojisi Boliimii Membran Uretim Laboratuvar 'nda
ba latim , ODTU Mihendislik Bilimleri Bolimi Laboratuvar 'nda  sirdirdlmi tor.
Membranlar ticari formdaki serisin (Brezilya) ve kollajen tip | (GelFix liyofilize Tip | Kollajen
ped, sse Int.) kullanlarak haz rlanm tr. Serisinin su, asetik asit ve organik ¢dzlculerdeki
¢Ozunarluk ozellikleri incelenmi  ve su en uygun ¢dzlcl olarak belirlenmi tir. Benzer ekilde
membran yap m nda kullan lacak 2. malzeme olan kollajenin de de i ik asit deri imlerinde

¢Ozunarld Gcal Im ve 0,5 M asetik asit icinde ¢ozindl U belirlenmi tir.
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Kollajen stok ¢ozeltisi 0,5 M asetik asit icinde 4 C'de, serisin stok ¢ozeltisi su icinde oda
scakl nda bir gece boyunca kar trlarak haz rlanm tr. Ayr ca, kollajenin bu s cakl ktaki
¢Ozdndrld 0 cok du Uk oldu u igin ¢ozinememi olan biyluk parcalar homojenizator
yard m yla mimkin oldu unca kigik parcalar haline gelinceye kadar 6 Utdlmi ve santrifij
edildikten sonra 100 mikron filtreden stzulmi tdr. Dizgin ve homojen membran olu umunu
engelleyecek toz ve kimele mi parcacklarn uzakla trimas icin ayn filtreden siizme

I lemi, serisin ¢ozeltisine de membran yap m 6ncesindeki son a amada uygulanm tr.

Membran haz rlanmas nda 4 mg/ml kollajen ve 1 mg/ml serisin stok ¢ozeltileri kullan Im tr.
4 mg/ml and 3 mg/ml saf kollajen membranlar ve farkl a rlk oranlar na sahip (Tablo 3.8)
kollajen-serisin ince ve kaln membranlar haz rlanm tr. nce membranlar teflon yizeylere
dokme yontemiyle olu turulmu tur ( ekil 3.5). Kal n membranlar ise cam petri kaplarda ayn

dokme yontemiyle haz rlam tr.

Haz rlanan membranlar 2 saat %3’lik Gluteraldehit (%50'lik, SIGMA-ALDRICH) c¢dzeltisiyle
capraz ba lanm tr (WITTAYA-AREEKUL, 2006). (Capraz ba lama yap Im membranlar x-
ile i aretlenmi tir). Reaksiyona girmeyen capraz ba lay c lar 4 kez 5’er dakika boyunca saf
suyla y kama ile uzakla trim ve kollajen tizerinde geri kalan reaktif gruplar 0,2 M glisin ile
bekletilerek kapatIm tr (CHEN, 2007). Yan k orttsu olarak kullanlmas uygun gorilen ve
bu amagla 6zellikleri incelenen ince membran gruplar Tablo 3.8'de gosterilmi tir. Ancak bu
membran gruplaryla yaplan 6n cal malar sonras nda uygulanabilirlik ve dayankllk
yonunden en uygun olan gruplar belirlenmi ve Tablo 1 deki kollajen/serisin oranlar 1/1, 1/2,
4X (veya 1/0) gruplar ile bunlara ek olarak 2/1 grubunun yara-yan k Orttist olarak ayr nt |

incelenmesine karar verilmi tir.
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De i ika rlk
oranlar nda kollajen-

Ticgr_i formdaki Tip | Kollajen serisin cozeltileri Membran gozeltisi
serisin Teflon
(Brezllya)l l/ yiizey
1/1 (kollajen-serisin) -
1/2 (kollajen-serisin)
1/3 (kollajen-serisin)
4 mg/ml 4 mg/mi 1/4 (kollajen-serisin)
3 mg/ml sade kollajen
4 mg/ml sade kollajen ‘- ‘ -
0.5 M asetik asit 0.5 M asetik asit ‘
%3 luk

Saf suda 4-5 kez 5’

Glutaraldehit y kama

cozeltisinde 2 saat
capraz ba lama
o . De i ika rlk
Serisin ve kollajen oranlar nda
ﬁozelltllerlﬂ 2 kollajen-serisin
az rlanmas kar mlarnn Gozeltilerin teflon
haz rlanmas 3 ylizeye dokilmesi,
oda s cakl nda
ugurulmas ve
capraz
ba lanma

ekil 3.5. Kollajen-serisin mebranlar n n dokme yontemiyle haz rlanmas

Tablo 3.8. Haz rlanan kollajen-serisin membran gruplar

Grup Kollajen Serisin
: (a rlkoran) (a rlkoran)

1 1 1

1 2

1 3

1 4

1 -
(3 mg/ml deri imden)

1 -
(4 mg/ml deri imden)

N o b~ WODN

3.3.2. Serisin-Kollajen Membranlar n Ozelliklerinin ncelenmesi

Serisin-kollajen membranlar n yan k 6rtist olarak uygunlu unun incelenmesi igin in situ ve in
vitro testler yapIm tr. Oncelikle hazrlanan kollajen ve serisin-kollajen membranlar n
kal nl klar hassas kumpas ile dlgulmu tur. Membranlar n yizey 6zellikleri  k mikroskopisi

ile incelenmi ve foto raflanm tr. Farkl bile imlere sahip membranlar 37 °C’de saf su i¢inde
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bekletilerek yap sal batinliklerinin korunmas, gravimetrik olgimler (kuru ve ya a rlk
de i imleri), makroskopik ve mikroskopik incelemeler ve kolorimetrik yontemler ile
(inkbasyon ortam na ¢ kan toplam protein miktarlar hesaplanarak) incelenmi tir. Haz rlanan
membranlarn  biyouyumluluklar  hiicre  kiltiriinde  sitotoksisite  testleri  yap larak
ara trim tr.

3.3.2.1. Membranlar n Su Tutma Kapasitesinin  ncelenmesi

Yukar da belirtilen de i ik oranlardaki membranlardan 2x2 cm?® boyutlar nda 6rnekler
kesilmi ve kuru a rlklar hassas terazi ile 6lcilmu tur. Her bir membran 3 cm ¢ap nda
(yakla k 4 cm yuksekli inde, a rl  6nceden olgulmi ) kapakl plastik kaplar icerisine ayr
ayr yerle tirilmi tir. Membranlar n Uzerine saf su eklenerek tekrar a rlklar oOlgilma tdr.
Daha sonra kaplar, kapaklar buharla may engelleyecek ekilde skca kapatim olarak
scakl 37 °C'ye ayarlanm frnnicine yerle tirilmi tir. Membranlar n su tutma kapasiteleri
ilk gin 1. ve 3. saatlerde, daha sonra da 24 saatte bir 4 hafta boyunca incelenmi tir.
Orneklerin iginde bulundu u su alnarak kap ile membrann tartimas ve kuru kap
a rlklarnnn bu de erlerden ¢karlmas ile son a rlklar belirlenmi tir ( ekil 3.6). Ayn
ylzey alan na sahip membranlar n iceriklerinin farkl olmas nedeniyle farkl a rlklara sahip
olduklar gb6zlenmi ve bu ylzden membranlarda tutulan su miktarlar membranlar n kendi
a rlklaryla normalize edilerek birim membran a rl na di en su tutma kapasitesi
hesaplanm tr. Membranlar n su tutma kapasitelerinin incelenmesi deneyleri, her grup icin
dort 6rnekle yap Im tr (TANODEKAEW, 2004; WITTAYA-AREEKUL, 2006).

o Saf su dikiilen
:'-E""":f Boskap Safsuiperen kap Bu lap D =p
e mem cine ko
1 2 w3 4
G membran su tutma oraniigram
=u/gram rmembkran},
G:*u_-m_*u:;;.-h M., dengsye ulasmiz =ulu
M. membran agirligini {gram},
Lt M, da kuru membran agidigini
(gram}

ekil 3.6. Membranlar n su tutma oranlar n n hesaplanmas
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3.3.2.2. Sulu Ortamda A rlkDe i iminin ncelenmesi

Dort hafta sulu ortamda bekletilen membranlar tim su al nd ktan sonra yine 37 C’de bir
gece bekletilerek kurutulmu ve membranlar n tek olarak dlgtimleri alnm tr. Membranlar n

yap sal bittnliklerini koruma 6zellikleri ve a rl k kayb de erlendirilmi tir.

3.3.2.3. Sulu Ortamda Protein  ceri inin ncelenmesi

Zamana ba | olarak membranlardan su ortam na ¢ kan toplam protein miktarlar bisisonik
asit (BCA) bazl protein analiz yontemiyle belirlenmi tir. Protein tayininde kullan lacak
kalibrasyon e risinin olu turulmas icin standart proteinler olarak serum albumin (s r
kaynakl ) kullan Im tr. Membranlar n bekletildi i su ortam ndan farkl zamanlarda al nan 100

ik ornekler 48 kuyucuklu kaplara alnm ve izerine 1 ml bakr silfat-BCA kar m
eklenmi ve 37 C’de yar m saat bekletilmi lerdir. Kuyucuklarda olu an renk 562 nm dalga
boyunda k tutma yuzdeleri olarak (abzorbans) mikroplaka okuyuculu spektrofotometre ile
(BioTek Quant) 6lciimi tdr. Su ortamlar na ¢ kan toplam protein miktar kalibrasyon e risi

yard m yla hesaplanm tr.

3.3.2.4. Su Buhar Gegirgenli i Testi

Su buhar gecirgenli i hz D ASTM E96-90 ydntemine gore belirlenmi tir. Bunun igin, d

cevreye ba | de i imleri engellemek amac yla kapal bir ortamda bir buharla ma sistemi
olu turulmu tur. Sistem 6zetle 35 °C’de sabitlendirilmi isotermal bir frn igine yerle tirilmi

ve icinde % ba | nemi ve scakl gosteren bir higrometre de bulunan hava gecirmeyen
kapakl bir kutudan olu maktadr. Kutu icine, nemin %40 derecede sabit tutulmas igin
doygun bir magnezyum klortr solusyonu yerle tirilmi tir. Su buhar gecirgenli i hznn
Olcilece i membranlar su dolu kaplara yap trld ktan sonra haz rlanan bu diizene in igine
yerle tirilmi tir. Su buhar gecirgenli i dlgtlecek olan membranlar, icinde 20 g su bulunan 3
cm kapak ¢ap ve 5 cm yuksekli i olan kaplar n kapak yuzeylerine kollajen ¢ozeltisiyle s k ca
yap trim tr. Su buharnn membrandan geci i, kaplarn a rlk azalmas olarak 4 gin
boyunca gravimetrik olarak takip edilmi ve gunlik a rlk de i iminin e risi ¢izilmi tir. Bu
grafikten ¢ kan e im, kullan lan kaplar n buharla ma alan na béliinerek su buhar gecirgenli i
hesaplanm tr. Tim deneylerde, Ustl ac¢ k su dolu kap, kontrol grubu olarak kullanIm tr
( ekil 3.7) (ADEKOGBE, 2005; ASTM E96-00).
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ASTM E96-90, prosedur D metodu
1

Kabna zna 35°C de % 40 ba | nem 2
membran yap trilr

20 g saf su
iceren kap

3 gun boyunca her gun
a rlkazal m olgulur

Magnezyum Dijital
3 Klorur higrometre
cozeltisi
Su Buhar Gecirgenli i= gram/gun/ m 2

ekil 3.7. Kollajen-serisin membranlar n n su buhar gecirgenli i testi

3.3.2.5. Oksijen Gegirgenli i Testi

Membran oksijen gecirgenli i testleri icin membranlar, iclerinde Ust ylzeylerine yakn
miktarda distile su bulunan 250 mililitrelik flasklara yap trld. Ust taraf hava gegirmeyecek
ekilde bir kapakla kapat lan flask negatif (kapal ) kontrol, a z ac k olan flask da pozitif (a¢ k)
kontrol olarak kullanId . Test flasklar, 24 saatlik bir sire boyunca manyetik kar trclarla
kar trlarak bekletildi. Daha sonra toplanan su ornekleri igclerinde ¢bzinmui olan oksijeni

Olgmek icin Winkler metoduna gore analiz edilmi tir.

Winkler metoduna goére divalent manganez silfat ¢ozeltisi (MnSO,4.H,O) test edilen su
icerisine eklendi. Bu i lemi kuvvetli bir alkali-iyodit ¢ozeltisinin (KOHKI) eklenmesi takip etti.
Bunun sonucunda, suda ¢o6zinmu manganez (Il) iyonlar suda bulunan hidroksit iyonlar ile
ba lanarak Mn(OH),(s) olu turmaktad r. Kuvvetli bir baz varl nda oksijen bu manganez
kompleksini Manganez (lll) (Mn(OH);) olarak yikseltgemektedir. Bunu sonucunda oksijenle
tepkimeye giren Mn(OH); flask taban nda kahverengi soluk renkte bir c¢okelti olarak
gbzlenmektedir. Suda bulunan iyodit (1), konsantre bir asit c¢ozeltisi olan sulftrik asit
eklenmesi sonucu cokeltiyle tepkimeye girerek Mn*? ve iyodin olu ur. Béylece cozeltideki
batin oksijen, iyodine dond tirdlmd  olur. Bu c¢Ozeltinin rengi altn sars olarak
gbzlenmektedir. Son olarak ¢ozelti 0,025 N Sodium thiosulfate (Na,S,03¢ 5H,0) ¢ozeltisiyle
titre edilerek oksijen miktar tayin edilmektedir. Titrasyon i lemine altn sars renk
solukla maya ba layana kadar devam edilmi ve titrasyon i leminin biti noktasnn do ru
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tayini icin ni asta c¢o6zeltisi indikator olarak bir miktar daha eklenmi tir. Titrasyon sonunda
Sodium thiosulfate ¢o6zeltisinin  miktar  biretten okunmu tur. Her 1 ml Sodyum
thiosulfat@mg/L ¢dzinm oksijen e itli i kullanlarak suda bulunan ¢dzinmi oksijen

miktarlar hesaplanm tr.

3.3.2.6. Mikrobiyal Gegirgenlik Testi

Membranlar n mikrobiyal gecirgenlik 6zellikleri otoklavlanarak sterilize edilmi 10 ml bakteri
blyume besiyeri iceren a z ack cam tlplerin Ustine membranlar yap trlarak test
edilmi tir. Test edilen membranlar %70’lik etil alkol icinde 15 dakika bekletilerek sterilize
edilmi tir. Ornekler igin, a z pamuk topu ve aliiminyum folyo ile kapanm cam tiipler negatif
kontrol, a z ag k olan tupler de pozitif kontrol olarak kullanIm tr. Orneklerin hepsi iki erli
olarak cal Im tr. Test edilecek cam tipler a¢ k ortamda 1 hafta boyunca bekletilmi tir. Bir
hafta sonunda bakteri bilyiime besiyerinde olu an de i imler makroskopik olarak ve 600 nm
dalga boyundaki spektrofotometrik 6lciimlerle kaydedilmi tir (WITTAYA-AREEKUL, 2006).

3.3.2.7. Mekanik Ozellik Testleri

Membranlar n mekanik dzellikleri Nexygen yaz I m program iceren bilgisayara ba | Lloyd
LS500 Malzeme Test Cihaz yla (Lloyd, ngiltere) ¢cekme testleri uygulanarak incelenmi tir.
Testler icin membranlardan kal pla Dumbel eklinde parcalar kesilmi tir. Boylece 6rneklerde
¢cekme uzunlu u 10 mm-gauge length ve c¢cekme yaplan geni lik 4 mm olarak sabit
tutulmu tur. Orneklerin kaymas n énlemek icin ¢eneler tizerindeki 6rnek tutma bolgelerine
zmpara ka d yap trim tr. Cekme testleri ASTM D 882 ( nce plastik Ortilerin ¢cekme
gerilme Ozellikleri igin standard test ydntemleri) metoduna uygun olarak yapIm tr. 10
mm/dakika ¢cekme hz ile yap lan testlerle elde edilen yuke kar uzama (load-deflection)
verileri bilgisayar program ile gerilme-birim uzama (stress-strain) verilerine déni tardlma
ve elastisite moduld, ultimate tensile stress (maksimum c¢cekme gerilmesi), ultimate tensile
strain (maksimum birim uzama) de erleri bulunmu tur. Strain (birim uzama) de eri
ba lang ¢taki boyutun yiizdesi olarak hesaplanan uzama miktar d r. Kal n membranlarda 4
ornekle yaplan testlerin ortalama de erleri kullanlm tr. nce membranlarda ise
membranlar n mekanik deneylerinde kar la lan (katlanma, elektriklenme, kal pla kesme

sras nday rtIma, v.b.) nedeniyle 3 drnekle yap lan testlerin ortalamas kullanIm tr.
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3.3.2.8. Biyouyumluluk Testleri

Biyouyumluluk testlerinde 3T3 fibroblast hiicre hatt ve HaCaT keratinosit hicre hatlar
kullanlm tr. 3T3 hucreleri, derinin stroma katman nda bulunan fibroblast htcrelerinin;
HaCaT hicreleri de, epitel yiizeyde bulunan keratinosit hiicrelerinin morfoloji ve farkl la ma
Ozelliklerine sahiptir. Hicreler %10 s r serum ve %1 antibiyotik iceren DMEM vasat

iceresinde 37 °C’'de karbondioksit etliviinde ¢o altim tr.

Geri kazanIm  serisinin in vitro sitotoksisite deneyleri HaCaT keratinosit hiicre hatt
kullan larak yap Im tr. Serisin bir gece boyunca suya kar diyaliz edilmi tir. Diyaliz 6ncesi
ve sonras serisin solusyonu hicre kultir deneyleri 6éncesi rnga filtrasyonu ile sterilize
edilmi tir. Farkl konsantrasyon aral klar nda (20-300 pg/ml) haz rlanan serisin solusyonu 48
kuyucuklu hticre kalbna ekilen keratinosit htcreleri Uzerine ekilmi tir (35000/kuyucuk).
Hucreler 48 saat boyunca 37 °C’de karbondioksit ettiviinde inklibe edilmi tir. Yap lan testlerin
sonunuclar hucrelerin hicre 6lumleri ve morfolojik de i imler yoninden faz kontrast
mikroskobisinde incelenmi ve foto raflanm tr. Ayrca, hucrelerin canllklar ndaki

de i imler MTT canl | k testi ile kontrollerle kar la trlarak de erlendirilmi tir.

Biyouyumluluk testleri icin membranlar o6ncelikle %70’lik etil alkolde 2 saat bekletilerek
sterilize edilmi ve 24 kuyucuklu steril hiicre kultir kaplar na yerle tirilmi tir. Membranlar n
Uzerine 3T3 veya HaCaT keratinosit hiicreleri ekildikten sonra 1 hafta boyunca karbondioksit
etiviinde bekletilmi tir. Birinci giiniin sonunda membran yizeyine ba lanan hicreler k ve
taramal elektron mikroskobisi ile incelenmi ve foto raflanm tr. Hicre-membran yilzey
ili kisinin ve hicre morfolojilerinin incelenmesi igin htcreler %3’luk glutaraldehit ile ¢capraz
ba land ktan sonra taramal elektron mikroskopisi kullanim tr. Ayrca, membranlara
ba lanan hicre says 1., 4. ve 7. gunlerde kaln membranlar icin MTT canllk testi ile
belirlenmi tir.

3.3.2.9. Kollajen Da I mnn Boyamaile ncelenmesi

Membranlar kollajenin amino asit dizilimine 6zel olarak (Glisin-X-X) ba lanan sirius krmz s
ile boyanm ve kollajen da Im incelenerek foto raflanm tr. Kollajen membranlardan
al nan ornekler 1 saat oda s cakl nda sirius krmzs ile bekletiimi ve % 0,5'lik asetik asit

cozeltisi ile 3 kez y kanarak boya uzakla trim tr.
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3.3.2.10. Taramal Elektron Mikroskopu (SEM)

Haz rlanan membranlar sulu ortamda bekletiimeden 6nce ve sonras nda fr nda kurutulmu

ve yizey ozellikleri ODTU Metalurji ve Malzeme Miihendisli i Blumirnde taramal elektron
mikroskopisi ile incelenmi tir. Ornekler incelemelerden o6nce altn ile kaplanm tr.
Biyouyumluluk testleri icin membranlar yukar da belirtildi i gibi haz rlanm ve ayn elektron

mikroskopisi ile incelenmi tir.

45



4. BULGULAR VE TARTI MA

4.1. SER SN GER KAZANIMI LE LG L BULGULAR

4.1.1. Referans Olarak Kullan lan Serisinin Ozellik  leri

Toplam protein ve serisin analizlerinde kalibrasyon standard olarak kullan Imak Gzere iki
farkl kaynaktan serisin elde edilmi tir. Birincisi Brezilya'da iplik Greten bir firmadan temin
edilen (Sc¢), ikincisi ise yerli kozadan elde edilen (Sy) serisindir. Serisinin 6zelliklerini
belirlemek amac yla bir dizi analiz yap Im ve sonuglar literattr bilgileriyle kar la trim tr
(SILK BIOCHEMICAL Co., Ltd., 2008; ZHANG vd., 2002; WU vd., 2007). Tablo 4.1'ten
gbrildu U Uzere, Sc ve Sy 6rneklerinin nem oranlar %7,4 ve %8,6 olarak belirlenmi tir. Bu
de erler, Silk Biochemical Co.'nun %5 olarak rapor etti i de erden biraz yiksek, ancak
ZHANG ve di erlerinin (2002) koza ve ipek ipli i icin buldu u %9 ve %8,2'lik nem

miktarlar na oldukca yak ndr.

Tablo 4.1. Referans serisinin 6zellikleri

Kaynak/Referans
Bucal ma Di erleri
Parametre Brezilyadan  Yerli kozadan Silk Zhang Wu
temin edilen elde edilen Biochemical vd. vd.
serisin serisin Co. Ltd. * (2002) (2007)
(Sc) (Sn)
Nem (%) 7,4 8,6 5 8,2-9,0 -
Azot (%) 13,9 14,9 14 - 14,7
Salfar (%) 0,3 0,2 - - -
Hidrojen (%) 6,4 6,2 - - -
Karbon (%) 42,5 41,0 - - -
Kul (%) 2,7 3,8 4 0,9-1,0 4,2
pH 3,9 7.1 5-7 - ~7
Molekdl 138 124 6-15 10-300  14-467

A 1l (kDa)

* http://www.alibaba.com/catalog/10624740/Sericin.html
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Sc ve Sy orneklerinin elementel kompozisyonu oldukga benzer ¢ km tr (Tablo 4.1). Her ikisi
icin de C, H, N, S miktarlar n n toplam %62-63 olmu tur. Brezilya’dan temin edilen ve yerli
kozadan elde edilen serisin 6rneklerinin azot igerikleri %13,9 ve %14,9 olarak bulunmu tur.
Bu de erler, literatirde rapor edilen %14 ve %14,7 seviyelerindeki azot miktarlar (Silk
Biochemical Co. Ltd., 2008; Wu et al., 2007) ile hemen hemen ayn d r. Benzer ekilde, Sc ve
Sy Orneklerinin 'S, H ve C icerikleri de srasyla %0,2-0,3, %6,2-6,4 ve %41,0-42,5

seviyelerinde oldukga yak n bulunmu tur.

Orneklerin kil miktarlar Sc ve Sy igin %2,7 ve %3,8 olarak bulunmu tur (Tablo 4.1). Serisinin
termal 6zelliklerinin ara trid  bir cal mada bu oran koza ve ipek ipli i icin %0,9 ve %1,0
olarak rapor edilmi tir (ZHANG vd., 2002). Bu cal mada elde edilen kil miktar nn daha
yuksek olmas , biylik olas | kla uygulana yakma strelerinin farkl olmas ile ilgilidir. Bir di er
olas neden, farkl malzemelerin yaklm olmasdr; bu ¢cal mada saf serisinin kil miktar
bulunurken di er cal mada koza kabu u ve ipek ipli i yakIm , serisine ek olarak fibrion
bulunmas, kil miktarlar nda farkll a neden olmu olabilir. Di er yandan, Sc ve Sy
orneklerinin kil miktarlar , SILK BIOCHEMICAL Co. Ltd. (2008) ve WU vd. (2007) taraf ndan
%4 ve %4,2 olarak rapor edilen de erlere oldukga yak nd r. Bu de erler, serisinin az da olsa
tuz icerebilece ine i aret etmektedir. Bu sonug, kalsiyum, potasyum, sulfir, fosfor, silikon ve
magnezyum iceren kozann inorganik kompozisyonu ile de uyumludur (ASABE, 2008;
ZHANG vd., 2001). Bu veriler, Sc ve Sy 0Orneklerinin organic iceri inin %97,2 ve %96,2
oldu unu goéstermektedir. C, H, N ve S miktarlar n n toplam %62-63 olarak bulundu undan,

aradaki fark n oksijen miktar ndan kaynakland di Gndlmektedir.

Son olarak S; ve S, orneklerinin pH de erleri 6lgilmi , srasyla 3,9 ve 7,1 olarak
bulunmu tur. Literatiirde serisinin pH de eri 5-7 olarak rapor edilmi tir (SILK BIOCHEMICAL
Co. Ltd., 2008; WU vd., 2007). Bu fark n serisinin elde edilme yonteminden kaynakland
du Undlmektedir. Zira, toz serisin etanolde ¢okeltme i leminin yan s ra asitte ¢okeltme i lemi
ile de elde edilebilmektedir (KURIOKA, 2004).

Serisin icin 6 kDa ile 467 kDa arasnda de i en geni bir molekdl a rlk (MA) aral

belirtiimektedir (SILK BIOCHEMICAL Co. Ltd., 2008; WU vd., 2007, ZHANG vd., 2002).
Bunun ba |ca sebebi, serisinin molekdl a rl nn, uygulanan i lemin pH', scakl ve
suresi gibi faktorlerden etkilenmesidir (ZHANG, 2002). Bu ¢al mada kullanlan Sc ve Sy
orneklerinin molekil a rlklar sras yla 138 kDa ve 124 kDa olarak bulunmu tur ( ekil 4.1).

Goruldi U tzere, bu de erler literattr verileri ile uyumludur.
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Referans olarak kullanlan serisin 6rneklerinin 6zellikleri, literatirde rapor edilen verilerle

oldukga benzer bulunmu tur.

Dolay syla, referans orneklerin geri kazanlan serisin

orneklerini de erlendirmede guvenle kullan labilece isonucuna varIm tr.

4.1.2.

mv
757Detector A:230nm

50;
138 kDa

: |

[ [ [ ‘ [ [ [ [ ‘ [ [ ‘ [ [ ‘ [ [ ‘ [ [ [ [ ‘ [ ‘ [
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mVv
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so—f
2o—f
1o—f
o
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(b)

ekil 4.1. (a) Sc ve (b) Sy Orneklerine ait HPLC kromatogramlar

pek leme At ksular ndaki Serisinin Ozellikleri

Koza pi irme ve ipek ipli i pi irme atksularndaki serisin deri imleri oldukca farkl
bulunmu tur. KPA'nda 5043-7957 mg/L, PA'nda ise 27581-34002 mg/L olarka &lctilmua tor
(Tablo 3.1). Koza ve ipek ipli i pi irme atksular n n debilerinin 1875 L/gun ve 7500 L/hafta

oldu u dikkate al nd

nda, y Il k olarak KPA’ndan 750-1200 kg, PA'ndan ise 10000-13300

kg serisin elde edilebilece i gortlmektedir.
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Serisin icin en uygun membran esasl geri kazan m yoéntemini belirlemeden 6nce at ksuda
bulunan serisinin 6zellikleri belirlenmi tir. Koza ve ipek ipli 1 pi irme at ksular nda bulunan
serisinin molekil a rlk da Imlar ekil 4.2'de verilmi tir. Tablo 4.2'de ise serisinin farkl
MA’na sahip polipeptidleri ve at ksudaki deri imleri verilmi tir. Gortuldi U Uzere, KPA'nda
dort farkl serisin vard r; Serisin-1 (MA 175-200 kDa, at ksudaki oran %5-25), Serisin-2 (MA
70-90 kDa, at ksudaki oran %53-69), Serisin-3 (MA 30-40 kDa, at ksudaki oran %4-8) ve
Serisin-4 (MA 10-25 kDa, atksudaki oran %12-22). En yiksek ve en di Uk oranlarn,
Serisin-2 ve Serisin-3’e ait oldu u tespit edilmi tir. PA'nda ise tek bir MA bulunmu , Serisin-
PA ad verilmi tir (MA 110-120 kDa).
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12507 pekbéce i
1 30-40 kDa proteini

70-90 kDa
175-200 kDa 10-25 kDa

1000
750
500

250
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()
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2500
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1500 l
1000
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0]
T
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(b)

ekil 4.2. (a) KPA ve (b) PA’nda serisinin MA kromatogramlar
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Tablo 4.2. Serisinin at ksudaki MA da Im

Ad MA (kDa) At ksudaki oran (%)
KPA PA
Serisin-1 175-200 5-25 -
Serisin-2 70-90 53-69 -
Serisin-3 30-40 4-8 -
Serisin-4 10-25 12-22 -
Serisin-SDW 110-120 - 100

ekil 4.2(a)'da goruldi G Gzere, at ksudaki serisin GPC kolonundan 6,0 ve 11,0. dakikalar
aras nda ¢ kmaktad r. Ayr ca, 11,5 ve 13,5. dakikalar aras nda serisin olmayan bir maddenin
daha kolondan ¢kt farkedilmi tir. Bu maddenin molekul a rl  yakla k olarak 3000 Da
olarak hesaplanm tr. Bu maddenin PA’'nda ve referans serisinde bulunmad , yaln zca
KPA'nda bulundu u ve ipek boce inden kaynakland  farkedilmi tir (Ek H). Yabanc
maddenin tan mlanmas icin bir ka¢ ipekbdce i al narak tartIm ve Uzerine 25 mL su
ekleyerek 120 °C’de 1 saat otoklav yap Im tr. Bu sollisyonda hem serisin hem de yabanc
protein oldu u tespit edilmi ve iki maddeyi ay rmak amac yla FPLC ile fraksiyon toplama i i
yapIm tr. Ardndan, yabanc maddenin protein oldu u Ankara Universitesi Biyoteknoloji
Enstitlisi’nde tan mlanm tr. Hangi protein oldu unun anla Imas icin, 6rnek MALDI-TOF ile
analiz edilmi tir. SWISS-PROT ve ExXPASYy protein veritabanlar (ExPASy, 2008) ile yap lan
uyumluluk cal mas sonucunda bu proteinin Bombyx mori ipekbdce inden kaynakland ve
Tablo 4.3'te verilen proteinlerle uyumlu oldu u bulunmu tur. Bu proteinler aras nda, MA 10
kDa ile en klcuk olan Bombyxin B-2 (P26734)'dir. GPC analizi ile de bu maddenin yakla k
olarak 3000 Da oldu u hesaplanm idi. Dolay s yla, GPC ile bulunan MA de erine en yak n

oldu undan, yabanc proteinin Bombyxin B-2 oldu u spekile edilebilir.
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Tablo 4.3. Yabanc madde ile uyum gosteren proteinler

ExPASy Protein Ad Kayna MA (Da)
Giri  Numaras

P07836 Actin, muscle type Al Bombyx mori 41876
pP22922 Antitrypsin Bombyx mori 43499
P26734 Bombyxin B-2 Bombyx mori 10039
Q17239 5-hydroxytryptamine Bombyx mori 48599
Q2F637 14-3-3 protein zeta Bombyx mori 28097
Q566B1 Bursicon Bombyx mori 17901

4.1.3. KPAicin En Uygun On-ar tma Yonteminin Secil  mesi

Serisin geri kazan m icin uygulanan membran proseslerinde, membran kirlenmesini en aza
indirmek icin uygun bir 6n-artma i lemi belirlemek gerekmektedir. Ancak, geri kazan lacak
proteinin bu a amada kaybedilmemesi de gerekir. Bu nedenle, 6n-ar tma a amas nda ¢
farkl fiziko-kimyasal yontem, toplam dért ayr alternatifte de erlendirilmi tir. Bunlar s ras yla,
ayrk ve ard k denenen cazibe ile ¢okeltme (CC), mikrofiltrasyon (MF) ve santrifij (SFJ)

yontemleridir ( ekil 4.3).

Koza Pi irme At ksuyu

cC MF (20-25 nm) MF (1 mm) SFJ SFJ

MF (20-25 mm) MF (8 mm) MF (1 rm)

ekil 4.3. On-ar tma alternatiflerinin ematik gosterimi
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4.1.3.1. Cazibe ile Cokeltme

Birinci alternatifte, en ekonomik yontem olarak cazibeyle c¢okeltme uygulanm tr. KPA
yakla k olarak 21 saat bekletiimi , ancak yaln zca %34 oran nda kat madde ¢okmu tur.
Buna ek olarak, atksuda bulunan proteinler, hzl bir bozulmaya neden olmu tur. Bu

durumda CC’nin bu tur at ksular igin kolayl kla uygulanamayaca anla Im tr.

4.1.3.2.  Mikrofiltrasyon

kinci alternatifte, MF uygulanm ve atksu, gozenek buyuklid G 20-25 nm ve 1 mm olan
membranlardan sizilmeye cal Im tr. MF (20-25 mm) ile %15, %8 ve %20 oranlar nda
KO, renk ve bulanklk giderimleri sa lanm , ak ise 930 L/saat/m? olarak bulunmu tur.
Giderimler yiksek olmad ndan, MF (1 nm) uygulanm tr. KO, renk ve bulanklk
giderimleri belirgin bir ekilde artm ve %34, %79 ve %99'a yikselmi tir. Ancak oldukca h zl
bir t kanma meydana gelmi ve ak 200 L/saat/m? olarak bulunmu tur (Tablo 4.4). Gorildil
Uzere, t kanma, membranda ciddi bir ak azalmas na neden olmu ve MF (1 nm)’in aks MF
(20-25 mm)’e kyasla yakla k 5 kat azalm tr. Bu sonuclar, do rudan MF uygulamasnn
kabul edilir olmad n gb6stermi tir. Bu nedenle, MF 6ncesinde daha etkin kat madde

giderimi sa layacak bir yéntem olan santriflij denenmi tir.

Tablo 4.4. On-artmai lemlerinin giderim performanslar

Giderim Performans (%) Ak @
e KO  TKM T.Protein Renk Bulanklk (L/saat/m?)

MF (20-25 nm) 15 - - 8 20 930
MF (1 mm) 34 - - 79 99 200
SFJ 26 21 22 74 92 -
SFJ + MF (20-25 m) 27 26 24 76 95 32900
SFJ+MF (8 m) 33 25 33 80 96 8500
SFJ+MF (1 m) 35 26 32 80 98 10500

% Toplam siizilen su hacminin, siizme siiresi ve etkin membran alanna bdliinmesiyle

hesaplanm tr.
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4.1.3.3.  Santrif(j

Uclincii alternatifte, at ksu do rudan 3000 rpm’de 10 dak santrifiij edilmi tir. KO, TKM ve
toplam protein giderimleri %26, %21 ve %22 olarak bulunmu tur. Buna ek olarak, renk ve
bulan kI k giderimleri de %74 ve %92 olmu tur (Tablo 4.4). Bu veriler, SFJ ve MF i lemlerinin
benzer sonuclar verdi ini gostermi tir. Arkadan gelecek membran siizme i leminde olu acak
kirlenmeyi kontrol etmek icin ayn derecede etkin olacaklar soéylenebilir. Ancak, santrifi
i leminden sonra ylizeyde ¢okmeyen koza parcalar g6zlenmi tir. Bu maddelerin membran
i leminden 6nce uzakla trlmas gerekmektedir. Buna ek olarak, atksudaki serisinin on-
artma i leminde di er Kkirletici maddelerden ayrlmas ve membran sizme i lemine
geldi inde en saf haliyle yo unla trimas gerekti inden, SFJ ve MF i lemlerinin birlikte
uygulanmas zorunlu gérulmu tir. Oncesinde SFJ uygulanan MF i leminde de ak lar n ciddi

oranda artaca du Unulmd tor.

4.1.3.4. Santrifij + MF

Dorduncu alternatifte SFIJ+MF uygulanm tr. Tablo 4.4'te gorildi G Gzere, SFJ sonras nda
MF (20-25 m) uygulanmas ile giderim performanslar artm , KO, TKM ve toplam protein
icin giderimler %27, %26 ve %24’e yukselmi tir. Benzer olarak, renk ve bulan kil k giderimleri
de %76 ve %95'%e yiikselmi tir. Di er taraftan, ak 930 L/saat/m*den 32900 L/saat/m®ye
yukselerek yakla k 35 kat art goOstermi tir. SFJ + MF (8 m) ve CFG + MF (1 m)
seceneklerinde ise, KO, TKM ve toplam protein giderim verimleri %33-35, %25-26 ve %32-
33’e yukselmi tir. Benzer ekilde, renk ve bulan kl k giderimleri de %80 ve %96-98’e kadar

yukselmi tir.

MF (8 m) ve MF (1 m)'in aklar 8500 ve 10500 L/saat/m? olarak belirlenmi tir. Ak lar,
zamana kar izlenmi ve ekil 4.4'ten goérllece i Gzere, MF (1 m) ve MF (8 m) aklar 20
saniye sonunda e itlenmi tir. En yiksek ak , beklendi i gibi MF (20-25 nmm)’'de gorulma , 50
saniyelik stizme i leminin ard ndan daha kicik gozenekli olan di er iki membrana k yasla
2,2-2,4 kat daha fazla ak ya sahip oldu u bulunmu tur. En yiuksek ak nn SFJ + MF (20-25

m) sirecinde godzlenmesine ra men, en iyi stzintid suyu kalitesi SFJ + MF (1 m)

surecinde elde edilmi tir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. On-artmas yap Im KPA ozellikleri

On-artmack Kkalitesi

lem KO TKM T. Protein Renk  Bulanklk
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (Pt-Co) (NTU)
SFJ 8597 8075 7403 2280 60
SFIJ+MF (1 m) 7513 7613 6426 1730 18
SFJ + MF (8 m) 7773 7700 6341 1760 33
SFJ + MF (20 m) 8460 7625 7148 2040 38
80000
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2 0 s
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< A
20000 | ® s S
® “ < O
0
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¢ MF (1 um) O MF (8 um) A MF (20-25 um)

ekil 4.4. MF ak kar la trmas

Ele al nan on-ar tma alternatifleri aras nda santrifij, kat madde giderimi i¢in olduk¢a uygun
bir yontem olmu tur. Ancak, geri kazan lacak serisinin saf olarak elde edilmesi, proje amac
dikkate alnd nda buyuk onem arzetmektedir. Bu ba lamda, On-ar tma yonteminin serisin
haricindeki bitin safs zl klar gidermesi beklenmektedir. SFJ tek ba na uyguland nda bu
amaca ula ak mimkin olmad icin, daha pahal olmas na ra men ard k bir yéntem olan
SFJ+MF uygulanmas na karar verilmi tir. En iyi stzintl suyu kalitesi MF (1 m) ile

sa land ndan, ard k uygulamada MF gb6zenek buytkli G 1 m olarak secilmi tir.
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4.1.3.5. MF’in UF Performans Uzerine Etkisi

On-artma a amas nda MF uygulanmas n n, ard ndan gelen membran i leminin performans
uzerindeki etkisi de ayr ca incelenmi tir. Bunun igin iki set deney yap Im tr; 1. SFJ + UF (20
kDa), 2. SFJ + MF (1 m) + UF (20 kDa). Bu iki alternatif stirecte elde edilen giderim
verimleri ve sizintl suyu kaliteleri Tablo 4.6’da verilmi tir. Gorulda @ gibi, 6ncesinde MF (1

m) olmayan UF (20 kDa) membran toplam protein ve KO i¢in %66 ve %53 oran nda, renk
ve bulanklk icin ise %94 ve %99 orannda giderim sa lam tr. Oncesinde MF (1 m)
uyguland nda ise, bu giderimler toplam protein ve KO icin srasyla %87 ve % 55'e

yukselmi , renk ve bulan kl k i¢in ise ayn kalm tr.

Ak lar Uzerindeki etki de olumlu olmu , 6ncesinde MF uygulanan UF i leminde ak azalmas
%88'den %80’'e di mu tur. Membran temizli i i¢in iki farl yontem uygulanm tr. SFJ + UF
(20 kDa) sturecinde, hem filtrasyon sistemi hem de membran NaOH (pH 10) ve ard ndan
HNO; (pH 3) ile y kanm tr. Ancak ak da yaln zca %27 oran nda iyile me sa lanm tr. kinci
y kama i leminde ise NaOH ve klor kar m kullanIm tr (CRAWFORD vd., 1995; WU vd.,
2006). Membran, 0,5 M NaOH ve yakla k 200 ppm serbest klor iceren bir kapta 40-45 dak
bekletilmi tir. Ard ndan saf su aks okunmu tur. Bu yontemle, MF sayesinde, UF’in saf su
ak s ndaki geri kazan m %83’'ten %104’e ¢ km tr (Tablo 4.6). Ak geri kazan m n n %100’Un
Uzerinde olmasnn olas nedeni, ykama kimyasallar na maruz kalan membrann

hidrofilitesinin artm olmasdr.

Oncesinde MF uygulanan ve uygulanmayan UF'te ak azalmas analizi de yap Im tr (Tablo
4.7). Konsantrasyon polarizasyonu ve toplam kirlenme oranlar , tek ba na uygulanan UF'te
%42 ve %79 olarak hesaplanm tr. Burada, toplam kirlenmenin %20’si geri dondurtlebilir,
%73'0 ise geri dondurilemez olmu tur. Bu da saf su aksnn kimyasal ykama ile geri
kazanlamad n gostermektedir. UF'in 6ncesinde MF uyguland nda ise, konsantrasyon
polarizasyonu %67'ye ¢ karken toplam kirlenme %40'a di mu tir. Buna ek olarak, saf su
ak s tamamen geri kazan Im tr. Bu sonuglar, 6n-ar tmada ikinci kademe yéntem olarak MF
uygulanmas n n, hem ak kontroli hem de giderim performans ac s ndan faydal oldu unu
gostermi tir. Dolay s yla, 6n-ar tma yontemi olarak SFJ + MF (1 mm) uygulamas n n yerinde

oldu u sonucunavarim tr.
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Tablo 4.6. UF (20 kDa) i leminin performans

Parametre Sizuntd suyu kalitesi

(Toplam tutma/giderim performans, %)

(KPALl ile)
SFJ+ UF (20kDa) SFJ+MF (1 m)+
UF (20 kDa)

Serisin (mg/L) nm 2080

T. Protein (mg/L) 2738 (66) 1624 (87)
KO (mg/L) 5440 (53) 5205 (55)
TKM (mg/L) nm 6500 (37)
Renk (Pt-Co) 540 (94) 570 (93)
Bulan ki k (NTU) 4,6 (99) 7,2 (99)
pH 5,7 5,9

Ak azalmas (%) 88 80

Ak geri kazanm ( NaOH+HNO3) (%) 27 68

Ak geri kazan m (NaOH+Klor) (%) 837 104°

nm: dlctlemedi
0,5 M NaOH +196 ppm serbest Cl, 45 dak
®0,5 M NaOH + 240 ppm serbest Cl, 40 dak

SFJ + MF (1 nm) en uygun 6n-artma i lemi olarak secildikten sonra, koza pi irme at ksuyu
orneklerine uygulanm tr. Tablo 4.8'den goéruldi U Uzere, serisin ve toplam protein tutma
oranlar, arzu edildi i gibi di Uk olmu ; sras yla %1-16 ve %3-18 olarak gercekle mi tir. KO
ve TKM ise temel olarak at ksudaki serisinden kaynakland icin, bu parametreler icin de
giderimler %23-36 ve %11-19 seviyesinde kalm tr. Renk ve bulan kl k ise %48-92 ve %94-

98 oran nda giderilmi tir. Karbonhidrat giderim verimi ise %12-46 olmu tur.
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Tablo 4.7. UF (20 kDa) icin ak azalmas analizi

Ak (L/m ?/saat) (T=20-24 °C) Ak Azalmas (%)

lem

| W F C CP. TF. RF. IF
SFJ+UF (20 kDa) 76,0 9,5 16,3 204 42 79 20 73
SFJ+MF (1 m)+UF (20 kDa) 67,9 13,6 40,7 70,6 67 40 * *

|: Saf su, W: At ksu, F: Temizleme Ooncesi saf su, C: Temizleme sonras saf su
C.P. : Konsantrasyon polarizasyonu [(F-W)/F], T.F.: Toplam kirlenme [(I-F)/I]
R.F. : Geri dondurdlebilir kirlenme [(C-F)/C]

I.F. : Geri dondurilemeyen kirlenme [(I-C)/I]

* C de erilde erinden biylk oldu u icin hesaplanamam tr.

Tablo 4.8. On-artmas yap lan KPA 6zellikleri

(Toplam dola m dizeninde yuritilen deneylerde kullan lan érnekler)

On-artmack kalitesi (Tutma/Giderim Verimi, %)

Parametre UF (20 kDa) UF (5 kDa) UF (1 kDa) NF-DK NF-90
(KPA2-A) (KPA2-B) (KPA2-C) (KPA2-D) (KPA2-E)
Serisin (mg/L) 5775 (1) 9706 8716 6087 5639 (11)
Serisin-1 1416 1319 108
Serisin-2 3074 3203 2662
nm nm
Serisin-3 471 575 397
Serisin-4 814 991 1038

T. Protein (mg/L) 7711 (8) 9607 (3) 8217 (10) 7084 (7) 6982 (14)

KO (mg/L) 10540 (28) 10470 (30) 10395 (27) 9780 (36) 10090 (23)
TKM (mg/L) 10730 (15) 10700 (19) 10640 (17) 10870 (14) 11110(11)
Renk (Pt-Co) 2450 (60) 2170 (91) 2130(92) 2190 (60) 2840 (54)
Bulan kl k (NTU) 36 (94) 17 (98) 14 (97) 21 (96) 30 (94)
Karbonhidrat

251 (29) nm nm 299 (26) 634 (18)
(mg/L)
pH 5,9 5,8 5,9 5,9 6,1

nm: dlgilememi tir
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Tablo 4.9. On-artmas yap lan KPA 6zellikleri

(Yo unla trma dizeninde yurutulen deneylerde kullan lan drnekler)

On-artma ¢ k

kalitesi (Tutma/Giderim Verimi, %)

Parametre NF-DK NF-DK NF-90
(KPA2-F) (KPA2-G) (KPA2-H)
Serisin (mg/L) 4768 (16) 7800 (2) 4595 (9)
Serisin-1 280 1268 226
Serisin-2 4283 3697 3301
Serisin-3 0 892 0
Serisin-4 205 1943 1068
T. Protein (mg/L) 5262 (5) 6570 (18) 6328 (12)
KO (mg/L) 10205 (28) 11140 (35) 9730 (28)
TKM (mg/L) 10700 (14) 11610 (17) 10500 (11)
Renk (Pt-Co) 2080 (63) 3010 (50) 2360 (48)
Bulan kI k (NTU) 17 (98) 56 (94) 18 (98)
Karbonhidrat (mg/L) 156 (46) 1136 (12) 425 (28)
pH 6,1 6,5 5,9

4.1.4. KPAi¢in En Uygun Membran Stizme leminin Secilmesi

Koza pi irme at ksular ndan serisin geri kazan m icin en uygun membrane stizme i leminin
belirlenmesi icin, MAAS’ 20 kDa, 5 kDa ve 1 kDa olan ¢ adet UF membran ile iki adet NF
membran, toplam dola m diuzeninde test edilmi tir ( ekil 4.5). Bu membranlarn
performanslar, serisini tutma ve di er kirlilik parametrelerini giderme verimleri ve ayr ca
aklar kar la trlarak de erlendiriimi tir. En uygun membran sizme i lemi belirlendikten

sonra, yo unla trma deneyleri yap Im ve serisin konsantre edilmi tir.
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On-artlm KPA

UF (20 kDa) UF (5 kDa) UF (1 kDa) NF-DK NF-90

ekil 4.5. Membran stizme i lemi alternatiflerinin ematik goésterimi

4.1.4.1. UF ve NF Membranlar n n Tutma (Rejection) Performanslar

4.1.4.1.1. Serisin Tutma Verimleri

UF ve NF slzintl suyu kaliteleri ve tutma verimleri Tablo 4.10°da verilmi tir. Gorulda G
Uzere, UF i leminde olduk¢a du Uk verimler elde edilmi tir. MAAS 20 kDa'dan 5 kDa'a
di drdldd unde, serisin tutma verimi yaln zca %36’'dan %52'ye ¢ km tr. Benzer ekilde,
toplam protein tutma verimi, UF (20 kDa) ve UF (5 kDa) icin %57 ve %68 olmu tur. Bu
de erler, FABIANI ve di erlerinin (1996) MAAS’I 20-30 kDa olan UF membranlar ile elde
ettikleri %97’lik verime gore oldukca di Uktir. Bunun bir sebebi, bu iki cal mada farkl at ksu
turlerinin kullan Im  olmas ndan dolay serisinin MA da Imnn farkl | k géstermesi olabilir.
Koza pi irme i leminde serisin suda uzun sire bekletildi inden, kiguk molekidl a rlkl
polipeptidlerine bdlinmi olabilir. Bu da kiguk molekillerin membrandan daha kolayl kla
gecmesine neden olmu olabilir. Bir di er sebep ise, kullanlan membranlarn ve sizme

sistemlerinin farkl 6zelliklere sahip olmas ile a¢ klanabilir.

Serisin tutma verimlerini yikseltmek amac yla daha s k bir membran olan UF (1 kDa) test
edilmi tir. Serisin tutma verimi %60'a yikselmi , toplam protein tutma verimi ise %67'de
kalm tr (Tablo 4.10). Bu verimlerin dU Uk olmas na ra men, ak azalmalar oldukc¢a yuksek
¢ckm ; UF (20 kDa)'da %88 ve UF (5 kDa)'da %83 olarak gercekle mi tir. Bu de erler,
FABIANI ve di erlerinin (1996) rapor etti i ak azalma oranlar na olduk¢ca yakndr. UF (1
kDa) membran nda ise di erlerine k yasla daha du Uk bir ak azalma oran meydana gelmi
ve 200 dak stizme i lemi sonunda %58 olarak belirlenmi tir (Tablo 4.10). Ak analizleri ise
Bolim 4.1.4.1.3'tetart Im tr.
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Bu sonugclar, UF i lemi ile serisin geri kazanm yapIld nda, at ksudaki serisinin %40 nn
suzdntd suyu ile birlikte atlaca n ve yalnzca %602nn geri kazan labilece ini
gbstermektedir. Bu durumda, UF i leminin serisinin farkl MA sahip polipeptidlerini ay rmada
ba arl olaca du dUnulmektedir. Buna ek olarak, test edilen UF membranlar n n hi¢ birisi
serisin ile ipekb6ce i proteinini ay ramam tr. ekil 4.6 ve 4.7'de goéraldi U Gzere, ikinci
tepe, ipekbdce i proteinine aittir. Bu protein, hen suzilen hem de al konulan at ksuda
mevcuttur. Bu da, UF ile geri kazan lan serisinin, ipekb6ce i proteini icerece ini ve saf

olmayaca n gdstermektedir.

NF i leminde, iki farkl membran, NF-DK ve NF-90 test edilmi tir. Serisin tutma verimi her ikKi
membranda da %94 ve %95 kadar yuksek olmu tur (Tablo 4.10). NF-90 sizintl suyunda
az miktarda serisin bulunmas na ra men toplam protein deri imi 0 mg/L olarak bulunmu tur.
Bunun nedeni, toplam protein analizinin spektrofotometrik bir yéntem olmas ve
hassasiyetinin serisin analizi yap lan HPLC'den daha az olmasdr. Ak azalamas, her iki
membranda da yiksek olmu , NF-DK i¢cin %70 ve NF-90 icin %75 olarak gercekle mi tir. Ak

analizi ile detayl ac klamalar Bolim 4.1.4.1.3'te yap Im tr.
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Tablo 4.10. Serisin geri kazan m icin UF ve NF performanslar

Sizuntld suyu kalitesi

(Tutma/Giderim Verimi, %)

Parametre UF (20 kDa)  UF (5 kDa) UF (1 kDa) NF-DK NF-90
(KPA2-A) (KPA2-B) (KPA2-C) (KPA2-D) (KPA2-E)
Serisin (mg/L) 3669 (36) 4621(52) 3488 (60) 392 (94) 296 (95)
Serisin-1 0 (100) 0 (100) 0 (100)
Serisin-2 2719 (12) 65 (98) 0 (100)
Serisin-3 218 (54) all m 221 (62) 252 (37)
Serisin-4 732 (10) 106 (89) 44 (96)
T. Protein (mg/L) 3287 (57) 3108 (68) 2715 (67) 1119 (84) 0 (100)
Ak azalmas (%) 88 83 58 70 75

nm: dlgilememi tir
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ekil 4.6. HPLC kromatogramlar (a) UF (20 kDa) besleme suyu (b) UF (20 kDa) stziintu
suyu (c) UF (20 kDa) stzulemeyen su (d) UF (5 kDa) besleme suyu (1/10 seyreltme) (e) UF
(5 kDa) suzuntt suyu (f) UF (5 kDa) suzulemeyen su (1/10 seyreltme)

62



300

_ Detector A - 1, | | | | | |
Feed diluted ! | | | | | |
250 ff;g“mﬁ“m‘ L pekboce i
” 200f -1+ ---- proteini T
g 150 | 1 L | i 1
£ 100 | |
50 B R 1
0 l 1 1 ‘
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Minutes
(a)
1000 getectora-z 7 7 T
Permeate | | | . . |
800/ Retentiod Tim¢ ' pekboce i |
Area | b ; proteini ;
2 600 T 1 l
g | | | | |
e a0 |
200 ‘ ‘ | | |
O | |
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Minutes
(b)
300 __Detector A -1 | | | | | |
Retentate diluted ! ! ! ! ! !
250 Retention Time i
Area | | | | L | I |
200 -1+ Silkworm Protein- - - - -
4@ | | | | | | |
S WOy
& 100 ¥ R
5O~ b
o—_ N
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Minutes
(©)

ekil 4.7. HPLC kromatogramlar (a) UF (1 kDa) besleme suyu (1/10 seyreltme) (b) UF (1

kDa) suzuntu suyu (1/5 seyreltme) (c) UF (1 kDa) suzulemeyen su (1/10 seyreltme)

Besleme ve sizuntu sular nda serisinin MA da Im da¢karlm tr ( ekil 4.8). UF (20 kDa)
besleme suyunda, Serisin-1 ve Serisin-2’nin bulunma oranlar %25 ve %53'tlr. Serisin-3 ve
Serisin-4 ise %8 ve %14 oran nda bulunmu tur. UF (20 kDa) sizinti suyunda, tamamen

tutuldu u igin Serisin-1’e rastlanmam tr. Serisin-2 ise %12 verimle tutulmu ve suzuntu

63



suyundaki toplam serisinin %74’UnU olu turmu tur (Tablo 4.10). Serisin-3 ve Serisin-4’Un
tutulma verimleri %54 ve %10 olmu , suzintd suyundaki oranlar ise %6 ve %20 olarak
bulunmu tur ( ekil 4.8).

NF-DK besleme suyunda, Serisin-1, Serisin-2, Serisin-3 ve Serisin-4 oranlar sras yla %22,
%53, %9 ve %16 olarak bulunmu tur. NF-90 besleme suyunda ise bu oranlar biraz farkl | k
gbstermi  ve srasyla %3, %63, %10 ve %24 olarak bulunmu tur. Bu veriler, koza pi irme

at ksuyunda Serisin-2'nin en yiksek oranda bulundu unu géstermektedir ( ekil 4.8).

NF-DK slzuntl suyunda, Serisin-1'e rastlanmam tr. Serisin-2 ve Serisin-3’Un tutulma
verimleri %98 ve %62 olmu , sUzinti suyundaki oranlar ise %17 ve %56 olarak
gercekle mi tir. Serisin-4 ise %89 verimle tutulmu , sdzintl suyundaki oran da %27
olmu tur. Di er yandan, NF-90 membran ile Serisin-1 ve Serisin-2’nin tamam tutulmu tur.
En di Uk oranda tutulan serisin, %37 ile Serisin-3 olmu , stizintl suyundaki oran ise %85
olarak bulunmu tur. Serisin-4 ise, %96 verimle tutularak stzintl suyunun 9%215'ini
olu turmu tur. Sonu¢ olarak, NF membranlarnn en biylk MA sahibi olan Serisin-1 ve

Serisin-2'yi en yiksek verimle tuttu u gozlenmi tir.

NF-DK ve NF-90 membranlar n n HPLC kromatogramlar  ekil 4.9'da verilmi tir. Goraldi U
Uzere, atksuda bulunan ipekbéce i proteini, NF membranlar ile de ayrlamam tr. Bu
protein, NF-90 suiziintii suyunda daha az miktarda bulunmu tur, bu da NF-90 membran ile
daha yiksek oranda tutulmu oldu unu gdstermektedir. Bu proteinin tamamen sizinti
suyuna gecmesi arzu edildi inden, NF-DK’'n n serisin geri kazan m icin NF-90'dan daha

uygun oldu u sonucunavarim tr.
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ekil 4.8. UF ve NF i lemlerinde serisinin MAda |Im

Tutma verimleri ile ilgili bitin bulgular de erlendirildi inde, UF i leminin batin serisin
polipeptidlerini geri kazanmada vyeterli olmad , ancak farkl MA sahip polipeptidlerini
ay rmak icin uygun bir i lem olabilece i sonucuna varIm tr. Asl nda, serisinin hangi alanda
kullan laca , en uygun geri kazan m i leminin secilmesinde biuyik 6énem ta maktad r. Koza
pi irme at ksuyunda bulunan serisin proteininin %78-88’inin molekil a rI 20 kDa'dan
blyuk oldu undan, ‘buyidk molekdl a rlkl serisin’ olarak s n fland r labilir (Zhang, 2002). Bu
Ozellikteki serisin, biyomalzeme ve membran yap m nda kullan Imaya uygun iken, MA 20
kDa'dan kiguk olan ve ‘kucik molekil a rlkl serisin’ olarak snflandrlan serisin ise
kozmetik ve cilt bak m dridnleri igin uygundur. Bu durumda, hem buyidk hem de kigik
molekdl a rl  na sahip bitlin serisin polipeptidlerinin geri kazanImas icin NF i leminin
uygun oldu u sonucuna varlm tr. Membran sirecinin seciminde dikkate alnan ak

analizleri de Bolim 4.1.4.1.3'te detayl anlatim tr.
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ekil 4.9. HPLC kromatogramlar (a) NF-DK besleme suyu (1/2 seyrelme) (b) NF-DK
slzintl suyu (c) NF-DK stizilemeyen su (1/2 seyrelme) (d) NF-90 besleme suyu (1/2

seyrelme) (e) NF-90 suizintt suyu (f) NF-90 stizilemeyen su (1/2 seyrelme)

4.1.4.1.2. Kirlilik Parametrelerinin Giderim Veriml  eri

Kirlilik parametrelerinin giderimlerinde bitiin UF membranlar du Uk performans gdstermi tir.

UF (20 kDa) ve UF (5 kDa) membranlar n n KO , TKM, renk ve bulan kl k giderim verimleri
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sras yla %41-43, %36-44, %64-64 ve %42-43 olarak bulunmu tur (Tablo 4.11). UF (1 kDa)
membran ise giderim verimlerinde belirgin olmayan bir art sa lam ; KO, TKM, renk ve
bulan kl k giderim verimleri %52, %51, %83 ve %53'e yikselmi tir. Di er yandan, NF
membranlar ile beklendi i gibi oldukca yiiksek giderim sa lanm tr. NF-DK ve NF-90
membranlar n n KO , TKM, renk ve bulan kil k giderim verimleri, %90-99, %90-98, %97-100
ve %93-98 olmu tur (Tablo 4.11).

KO icin de arj standard 350 mg/L olarak verilmektedir (SKKY, 2004). UF (20 kDa) ve UF (5
kDa) ¢k larnda KO 5980 ve 6210 mg/L olarak 6lcUimu tir (Tablo 4.11). Benzer ekilde,
UF (1 kDa) ¢k nda da 5040 mg/L KO bulunmu tur. Bu de erler, de arj limitinin oldukca
Uzerindedir. Bu sonuclar, tek ba na UFun artma hedefini kar lama ac¢ s ndan yeterli
olmad n gostermektedir. Di er taraftan, NF-DK ¢k nda KO 1020 mg/L, NF-90 ¢k nda
ise 109 mg/L'dir. Goruldi G Uzere NF-DK stzintl suyu kalitesi de arj limitine oldukca
yakndr. Ancak alc ortama de arj ediimeden once ilave artma gerektirmektedir. NF-90

stzuntd suyu kalitesi ise de arj limitini sa lam tr.

Tablo 4.11. Kirlilik parameteleri icin UF ve NF performans kar la trmas

SiUzuntd suyu kalitesi  (Giderim Verimi, %)

lem KO TKM Renk Bulanklk  pH
(mg/L) (mg/L) (Pt-Co) (NTU)

UF (20 kDa)

5980 (43) 6850 (36) 890 (64) 21 (42) 5,7
(KPA2-A)
UF (5 kDa)

6210 (41) 5975 (44) 790 (64) 10 (43) 5,6
(KPA2-B)
UF (1 kDa)

5040 (52) 5175 (51) 370 (83) 7 (53) 6,1
(KPA2-C)
NF-DK

1020 (90) 1125 (90) 62 (97) 2 (93) 6,0
(KPA2-D)
NF-90 109 (99) 167 (98) 12 (100) 0,7 (98) 6,6
(KPA2-E) ’ ’
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4.1.4.1.3. UF ve NF Membranlar nda Ak Analizi

Membran sizme i lemlerinde performans de erlendirmesi yapmak igin tutma verimlerinin
yannda ak azalmasnn da dikkate alnmas gerekir. Aknn di mesi, sizme i leminin
dudurulmas ve mekanik ve/veya kimyasal temizleme yapImasn gerektirmekte, bu da

membran émrindn azalmas ve verimin di mesi anlam na gelmektedir.

Protein stizme uygulamalar nda, poteinlerin membrane yilizeyine yap mas sonucunda
aklarda ciddi azalmalar meydana gelmektedir (CARIC vd., 2000). Serisin yap kan bir protein
oldu undan membrane yizeyinde bir jel tabakas olu turmaktadr. Bu cal mada, aklar
zamana kar izlenmi ve ak azalma oranlar hesaplanm tr. ekil 4.10'da zamana kar

izlenen at ksu ak lar ve normalize edilmi ak lar (Jw/J)) gosterilmektedir.

Membran stuzme i lemi ba lad nda, aklar ciddi oranda dii mu ve 50. dakikadan sonra
stizme i leminin sonuna kadar hemen hemen ayn seviyede kalm tr ( ekil 4.10(a)). Bu
sonuclar, FABIANI ve di erlerinin (1996) gozlemlerine oldukca benzerdir. ekil 4.10 (b)'de
ise normalize edilmi ak lar n oldukca du itk oldu u gorilmektedir. Normalize ak n n, 200-
270 dak siren sizme i lemi sonunda UF (20 kDa) i¢in 0,12, UF (5 kDa) i¢in 0,17, UF (1 kDa)
icin 0,42, NF-DK icin 0,30 ve NF-90 icin de 0,25 oldu u farkedilmi tir. Di er bir deyi le, bu
i lemlerde ak azalmas %88, %83, %58, %70 ve %75 olarak gercekle mi tir. Ak larn, bu
kadar ciddi seviyede di mesi, beklenmeyen bir sonu¢ de ildir. Proteinlerin membran
ylzeyine yap mas, ak larda azalmaya sebep olmaktad r. Nitekim, UF (5 kDa) membran
uzerinde olu an jel tabakan n membranda ciddi bir kirlenmeye yol aca  ekil 4.11'deki SEM

foto raf nda a¢ k¢a gorulmektedir.
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ekil 4.11. Kirlenmi UF (5 kDa) membrana ait SEM foto raflar

Ak lar n ciddi oranda azalmas n n bir di er sebebi ise kullan lan sistem konfigtrasyonudur.
Laboratuvarda toplam dola m dizeninde yuritilen deneyler, Berghof BHT-2 model cihazla
yaplm , burada suyun dola m hz snrl derecede yiukseltilebilmi tir. Di er taraftan,
yo unla trma deneyleri DSS LabStak M20 model membran sistemi ile yap Im ve suyun
dola m hz yakla k 10 kat artrlabilmi tir. Bu de i iklik ile, ak azalmas %67'den %31
seviyesine di md tur. Bu veriler, daha uygun bir konfiglrasyon kullanld nda, ak lardaki
azalman n daha iyi kontrol edilebilece ini gostermektedir.

Ak lar geri kazanmak amac yla kimyasal y kama yap Im tr. Tablo 4.12'de geri kazan lan ak
ylzdeleri verilmi tir. Goruldi G Uzere, saf su ak lar %83-127 seviyesinde geri kazanIm tr.
Ak geri kazanmnn %2100’Un Uzerinde olmas, UF ve NF membranlarnn klor ile temas
etmesi sonucunda go6zeneklerinin buyimid olabilece ini du Gndurmi tdr. Ayrca, NF
membranlar yUkli oldu undan, atksu kimyasna ba | olarak gtzeneklerinde ac¢lma

meydana gelmi olabilir.
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Tablo 4.12. Kimyasal y kaman n ak geri kazan m na etkisi

Ak Geri
Membran Ak Azalmas _

Kazan m Temizleme Ko ullar

(%)
(%)

UF (20 kDa) 88 105 0,5 M NaOH +193 ppm klor, 30 dak
UF (5 kDa) 83 85 0,5 M NaOH + 200 ppm klor, 25 dak
UF (1 kDa) 58 83 0,5 M NaOH + 197 ppm klor, 20 dak
NF-DK 70 127 0,5 M NaOH + 179 ppm klor, 30 dak
NF-90 75 95 0,5 M NaOH + 194 ppm klor, 30 dak

UF ve NF'te meydana gelen ak azalmasnn nedeni, konsantrasyon polarizasyonu ve
kirlenmedir. Konsantrasyon polarizasyonu, uygulanan basncn serbest braklmas ve
at ksuyun saf suyla de i tirilmesi ile geri dondurtlebile bir etkidir. Kirlenme ise iki turld
olabilir; geri déndurulebilen ve déndirilemeyen. Birincisi, membran yizeyinde jel tabaka
olu umuna ba |dr ve kimyasal y kama ile giderilebilir. kincisinde ise at ksudaki kirleticiler
membran yiizeyine ve goOzeneklerine yap t ndan, membran kalc olarak Kkirlenir. Bu
durumda ak lar n y kama i lemi ile dahi geri kazan Imas ¢o unlukla mimkin olmamaktad r.

Tablo 4.12'de goérildi U Uzere, toplam ak azalmas UF’te %58-88, NF'te ise %70-75'ir.
Tablo 4.13'te ise konsantrasyon polarizasyonu ile kirlenme etkileri verilmi tir. Elde edilen
veriler, konsantrasyon polarizasyonu etkisinin %69 ile en yuksek derecede UF (20 kDa)'da
meydana geldi ini gostermektedir. UF (5 kDa) ve UF (1 kDa) membranlar nda ise bu etki
%30 ve %38’e di mi tur. Kirlenme etkisi ise UF (20 kDa)'da %59 olmu tur. Kirlenme etkisi,
UF (5 kDa)'da %75 olarak hesaplanm ; bunun %71'i geri dondurilebilen, %15'i ise geri
donduridlemeyen kirlenme olarak bulunmu tur. Di er bir deyi le, saf su aksnn %15'i
kimyasal y kama ile geri kazanlamam tr. UF (1 kDa)'da ise, kirlenme etkisi %33 olmu ,
bunun %20'si geri dondurilmi , %17'si ise geri dondartlememi tir. Bu veriler, membran

ylzeyinde jel olu umunun gézenek t kanmas na k yasla dominant oldu unai aret edebilir.

71



Tablo 4.13. Konsantrasyon polarizasyonu ve kirlenme etkileri

Ak (L/m ?/saat) (T=19-21 °C) Ak Azalmas (%)

Membran

W F C CP. TF. RF. LF
UF (20 kDa) 59,7 7,5 24,4 624 69 59  * *
UF (5 kDa) 543 9,5 13,6 462 30 75 71 15
UF (1 kDa) 8,1 3,4 5,4 68 38 33 20 17
NF-DK 204 6,1 16,3 258 63 20 @ * *
NF-90 272 6,8 19,0 258 64 30 26 5

I: Saf su, W: At ksu, F: Temizleme 6ncesi saf su, C: Temizleme sonras saf su
C.P. : Konsantrasyon polarizasyonu [(F-W)/F], T.F.: Toplam kirlenme [(I-F)/1]
R.F. : Geri déndurdlebilir kirlenme [(C-F)/C]

I.F. : Geri dondurilemeyen kirlenme [(I-C)/I]

*C de erilde erinden buyik oldu u icin hesaplanamam tr.

NF-DK ve NF-90 membranlar nda ise konsantrasyon polarizasyonu etkisi %63, kirlenme
etkisi ise %20 ve %30 olmu tur. NF-90 membran nda geri donddrtlemeyen kirlenme %5
olarak bulunmu tur. Bu sonuglar, kirlenme ve ak geri kazan m konusunda NF'in UF'ten

daha iyi performansa sahip oldu unu gostermektedir.

Bu boélumde tart lan batin bulgular birlikte de erlendirildi inde, serisin geri kazan m icin en
iyi performasn NF membranlar ile alnd  sonucuna varim tr. Bu nedenle, serisinin

yo unla trlmas deneylerine NF ile devam edilmi tir.

4.1.5. Koza Pi irme At ksuyundaki Serisinin NF ile Yo unla trimas

4.1.5.1. Yo unla trma Dizeninde Tutma/Giderim Verimleri

NF-DK ve NF-90 membranlar ile KPA2-F, KPA2-G ve KPA2-H o&rnekleri (6zellikleri icin
Tablo 3.1'e bakn z) kullan larak 3 set yo unla trma deneyi yapIm tr. Birinci ve ikinci
deneylerde (NF-1 ve NF-2) ayn NF-DK membran cifti, G¢iinci deneyde (NF-3) ise NF-90

membran ciftleri kullan Im  tr.

Besleme ve suzuntl sular nda, serisin ve KO deri imlerinde zamana kar meydana gelen

de i imler izlenmi tir ( ekil 4.12 ve 4.13). Toplam 21 saat siren NF-1 deneyinde, ekil

72



4.12(a)’'da ve Tablo 4.14.2te verildi i Gizere, serisin deri imi besleme suyunda yakla k iki kat
artm , hacim azaltma faktort (HAF) 4,6’'ya ula t nda serisin deri imi 5332 mg/L'den 9888
mg/L'ye ¢ km tr. Suzinti suyu deri imi ise 151 mg/L’den 298 mg/L'ye ¢km tr. Toplam
18,5 saat siiren NF-2 deneyinde ise, serisinin besleme suyundaki deri imi yakla k 2,3 kat
artarak 7534 mg/L'den 17280 mg/L'ye kadar yukselmi tir. Buna ra men suzunti suyu
deri imi 977-1332 mg/L'de kalm tr ( ekil 4.12(b) ve Tablo 4.15). NF-90 membrannn
kullanld  NF-3 deneyinde ise, 16 saatlik sizme i leminin sonunda besleme suyundaki
serisin deri imi 4350 mg/L'den 12307’ye yukselerek yakla k 3 kat art go6stermi , stzintl
suyunda ise 89 mg/L ile ba layarak 309 mg/L'ye ula m tr ( ekil 4.12(c) ve Tablo 4.16).
Boylece, serisin tutma verimleri NF-1, NF-2 ve NF-3 deneyleri icin s ras yla %97, %87-92 ve
%97-98 olarak gercekle mi tir. Goruldi G Gzere, bu oldukca yluksek bir verimdir ve HAF 4,2-
4,6'ya ula mas na ra men bitin membranlarda ayn seviyede kalm tr. Bu da kullan lan
membranlar n gercek uygulamada serisini yuksek verimle geri kazanaca n goéstermektedir.
Ayr ca, daha yiksek verim sa lamas nedeniyle NF-90'n daha sk bir membran oldu u

anla Im tr.

NF-2 deneyinde elde edilen tutma/giderim verimleri, ayn membran kullan Imas na ra men
NF-1'e kyasla di uk olmu tur. Bunun nedeni, membran n NF-1 deneyinde toplam Uc¢ defa
kimyasal y kama i lemine maruz kalmasdr. Sk y kaman n gézeneklerde aclmaya neden

oldu u di Unulmektedir.

Atksuda bulunan ipekbtce i proteininin serisinden ayrlmasnda NF-DK ve NF-90
membranlar benzer performans gostermi tir. Bu proteininin, hem sizilen hem de
suzilemeyen sularda bulundu u tespit edilmi tir. Ayrca, NF-90 membrannn bu proteini
daha yiksek oranda tuttu u fark edilmi tir. Serisinde safs zl k yarataca icin bu arzu edilen
bir durum de ildir. HPLC kromatogramlar nda, ipekbéce i proteini ile serisin i¢in elde edilen
alanlar n oran, NF-90 suzintl suyunda 0,25 iken, NF-DK sizintl suyunda 14,4 olmu tur.

Bu da, ipekbdce i proteininin, NF-DK’dan daha yuksek oranda gecti ini gbstermektedir.
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ekil 4.12. Yo unla trma suresince serisin de i imi (a) NF-1 (b) NF-2
(c) NF-3 deneyleri

Yo unla trma deneylerinde izlenen KO de i imleri, beklendi i tzere serisin de i imlerine
paralel olmu tur. ekil 4.13(a)’'da goruldi G Gzere, NF-1 deneyinde besleme suyu KO
de eri 9560 mg/L’'den 21813 mg/L’'ye yikselerek 2,3 kat art g0Ostermi tir. SUzuntl suyunda
ise 867 mg/L’'den 2229 mg/L'ye kadar ¢km tr. NF-2 deneyinde, giri KO de eri 11395
mg/L'den 30825 mg/L'ye kadar ¢ karken, ¢k de eri 646-1929 mg/L aras nda de i mi tir.
NF-3 deneyinde ise, giri te 9420 mg/L'den 24210 mg/L'ye ¢ckm , ¢k taise 32-470 mg/L'de
kalm tr. Bu veriler, NF-90 membrannn organik maddeyi gercekten c¢ok iyi verimle
giderdi ini gbstermektedir.
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ekil 4.13. Yo unla trma suresince KO de i imi(a) NF-1 (b) NF-2 (c) NF-3 deneyleri

NF-1, NF-2 ve NF-3 deneylerinde, butin kirlilik parametreleri izlemi tir (Tablo 4.14-4.16).
HAF, 4,2-4,6'ya kadar artsa dahi, giderim verimleri oldukca yuksek kalm tr. Toplam kat
madde giderimi %87-95 iken, renk ve bulanklk tamamen giderilmi tir. Bu sonuclar,
endustriyel dlcekli uygulamada hem serisinin yiuksek verimle geri kazanlaca n hem de
kirlilik parametrelerinin yiksek verimle giderilece ini goéstermesi bak m ndan oldukca

memnun edicidir.
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Tablo 4.14. NF-1 deneyinde elde edilen tutma/giderim verimleri

Olgiilen De er

Tutma/Giderim

Parametre Besleme Suyu Siuzuntd Suyu Verimi (%)
t=0 saat t=21saat t=0saat t=21saat t=0saat (=21 saat
(HAF=1) (HAF=4,6) (HAF=1) (HAF=4,6) (HAF=1) (HAF=4,6)
Serisin 5332 9888 151 298 97 97
(mg/L)
Serisin-1 22 - - - 100 -
Serisin-2 4850 8385 20 74 100 99
Serisin-3 324 - 20 167 94 -
Serisin-4 136 1503 111 57 18 96
T.Protein 4248 9990 460 1380 89 86
(mg/L)
KO 9560 21813 867 2229 91 90
(mg/L)
TKM (mg/L) 9250 20800 1033 2670 89 87
Renk 1520 5000 3 37 100 99
(Pt-Co)
Bulan kl k 15 84 0,5 0,3 97 100
(NTU)
pH 6,1 6,0 55 6,1 - -
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Tablo 4.15. NF-2 deneyinde elde edilen tutma/giderim verimleri

Olgulen De er Tutma/Giderim
Besleme Suyu Siuzuntd Suyu Verimi (%)
Parametre
t=0 saat t=18,5saat t=0saat t=18,5saat t=0saat t=18,5 saat
(HAF=1) (HAF=4,2) (HAF=1) (HAF=4,2) (HAF=1) (HAF=4,2)
Serisin
7534 17280 977 1332 87 92
(mg/L)
Serisin-1 189 - - - 100 -
Serisin-2 4450 11166 79 262 98 98
Serisin-3 801 1376 641 514 20 63
Serisin-4 2094 4738 257 556 88 88
T.Protein
6599 13472 561 1834 91 86
(mg/L)
KO
11395 30825 646 1929 94 94
(mg/L)
TKM (mg/L) 11610 27950 - 2400 - 91
Renk
3010 8463 28 100 100 100
(Pt-Co)
Bulan kl k
56 177 - 0,4 - 100
(NTU)
pH 6,4 6,4 6,2 6,5 - -
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Tablo 4.16. NF-3 deneyinde elde edilen tutma/giderim verimleri

Olciilen De er Tutma/Giderim
Besleme Suyu Siuzuntd Suyu Verimi (%)
Parametre
t=0 saat t=16 saat t=0 saat t=16 saat t=0saat t=16 saat
(HAF=1) (HAF=4,2) (HAF=1) (HAF=4,2) (HAF=1) (HAF=4,2)
Serisin
4350 12307 89 309 98 97
(mg/L)
Serisin-1 74 - - - 100 -
Serisin-2 3207 9081 3 76 100 99
Serisin-3 - - 64 61 - -
Serisin-4 1069 3226 22 172 98 95
T.Protein
7038 11519 0 236 100 98
(mg/L)
KO
9420 24210 32 470 100 98
(mg/L)
TKM
10500 25667 - 1267 - 95
(mg/L)
Renk
2560 7210 - 1 - 100
(Pt-Co)
Bulan ki k
20 96 0.2 0,4 99 100
(NTU)
pH 5,90 6,05 4,97 5,61 - -

Yo unla trma deneylerinde molekil a rlk da Imlar da incelenmi tir ( ekil 4.14).
At ksudaki en yiuksek molekil a rl  na (175-200 kDa) sahip serisin polipeptidleri, Serisin-1
olarak adland r Im idi. Serisin-1, NF-2 ve NF-3 deneylerinde kullan lan KPA2-G ve KPA2-H
orneklerinde %3 ve %2 oran nda bulunurken, NF-1 deneyinde kullan lan KPA2-F 6rne inde
bulunmam tr. Bunun nedeni biylk olas|kla, NF-1 deneyinde yo unla trma 6ncesinde
stizme i leminin bir ka¢ saat sireyle toplam dola m dizeninde ydritilmesi ve bu srada

Serisin-1’in membran yizeyinde birikmi olmasdr.

Molekdl a rl  70-90 kDa olan Serisin-2'nin oran besleme suyunda fazla de i memi tir.

NF-1'de %91 ile ba layan bu oran, deney sonunda %85 olarak bulunmu tur. Stzuntu
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suyunda ise, %13 ile ba lam ve %25 ile sona ermi tir. NF-2’de Serisin-2 oran, besleme
suyunda %59'dan %65’e yikselmi , stzintl suyunda ise %8'den %20’ye ¢ckm tr. NF-3'te
ise Serisin-2 oran besleme suyunda %74 olarak sabit kalm , stzinti suyunda ise %3'ten

%25’e yukselmi tir. Bu veriler, Serisin-2'nin yuksek verimle tutuldu unu gostermektedir.

NF-1'de molekdl a rl  30-40 kDa olan Serisin-3’'e besleme suyunda rastlanmam tr.
Bunun nedeni yine toplam dola m dizeninde yuritilen deney srasnda Serisin-3'Un
muhtemelen membran ylzeyinde olu an jel tabakada kalm olmasdr. NF-2'de Serisin-3
besleme suyunda %8-10 iken, stiziintl suyunda %66’dan %39’'a di mi tur. Bunun da olas
nedeni, stzuntd suyunda zamanla Serisin-2 ve Serisin-4 oranlarnn artm olmasdr. NF-
3'te ise, Serisin-3’e besleme suyunda rastlanmam , sizintl suyunda ise %72'den %55’e
azalm tr. Yo unla trma deneylerinde, membran performansnn zamanla de i mesi,
besleme suyu kalitesinin de i mesinden dolay beklenen bir durumdur. Membran secicili i,
membran yilizeyinde olu an jel tabakan n ikinci bir membran gibi gérev yapmas nedeniyle,

de i im go6sterebilmektedir.

Molekul a rlk da Im 10-25 kDa olan Serisin-4, at ksuda az miktarda bulunmu tur. En
kiicuk polipeptidlerden olu an Serisin-4'in NF-1, NF-2 ve NF-3 besleme sular ndaki oran
srasyla %9-15, %27-28 ve %24-26 olmu tur. Kullanlan membranlar n gbézeneklerine
k yasla oldukc¢a blyik olmalar na ra men bu polipeptidlerin membrandan rahatl kla gectikleri
fark edilmi tir. Bu durum, protein yapsndan ve/veya protein-membran etkile iminden
kaynaklanm  olabilir. Serisin-4’iin stzintii suyundaki oran NF-1'de %74 ile ba lam ve
%20 ile son bulmu tur. NF-2 ve NF-3 sizinti sular nda ise, Serisin-4 oran %26-41 ve %20-
25 olmu tur. Yukar da da bahsedildi i gibi, membran secicili i zamanla de i ebilmektedir.
Ancak, yuritilen deneylerde serisin tutma verimi zamana kar fazla de i memi ve %90’ n
Uzerinde seyretmi tir. Bu sonuclar da serisin geri kazan m icin NF'in uygun bir yéntem

oldu unu gostermi tir.
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ekil 4.14. Yo unla trma deneylerinde serisinin molekila rlkda Im

4.1.5.2. Yo unla trma Dilzeninde Ak Analizleri

NF-1, NF-2 ve NF-3 deneylerinde gozlenen ak lar ekil 4.15'te verilmi tir. Goralda G Uzere,
HAF 1 iken, stzintl aks NF-1'de yakla k %30 kadar azalm , 12 saatlik siizme i lemi
sonunda ak azalmas %60’ n Uzerine ¢km tr. Bu a amada i leme ara verilerek y kama
yapIm tr. Yakla k 6 saatlik sizme i leminin ard ndan ak azalmas %44 olmu ve devam
eden 6 saat sonunda %70’e yukselmi tir. Bu noktada ikinci y kama yap Im ve ak azalmas
%66'dan %51'e du Urdlm0 tdr. Ard ndan gelen 2 saatlik bir filtrasyon suresi sonunda HAF
4,6'yaula m tr. Deney biti an nda ise, ak azalmas %62 olarak tespit edilmi tir ( ekil 4.15
ve Tablo 4.17). Deney sonunda bir kez daha kimyasal y kama yap Im ve saf su aks %118

oran nda geri kazanIm tr.

NF-2'de ise ayn NF-DK membran ile sizme i lemi yapIm ve 14. saatte ak azalmas
%70'e ulat nda ykama yaplm tr. Ancak ak iyile mesi olmam tr. Deney sonunda
%78'e ula an ak azalmasn diuzeltmek icin yeniden kimyasal y kama yapIm ve saf su

ak s %81 oran nda geri kazanIm tr (Tablo 4.17).

NF-3' te ise, HAF 4,2 oldu unda ak azalmas %95e ula m tr. Bu deneyde NF-90
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membran bir kez ykanm ancak iyi bir sonu¢ alnamam tr. Buna ek olarak, deney
sonunda yap lan y kama ile saf su ak s nn ancak %75 kadar geri kazan labilmi tir (Tablo
4.17). Bu veriler, NF-90 membran n n at ksu kimyas ndan daha olumsuz etkilendi ini a¢ k¢a
gostermektedir. Bu durumda, NF-DK membran n n serisin geri kazan m igin daha uygun

oldu u sonucunavarim tr.

NF-3 NF-1 NF-2 NF-1
y kama 1. ykama ykama 2.ykama

Normalize ak (Jw /J1)

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Sire (saat)

\o NF-1 A NF-3 o NF-2

ekil 4.15. Yo unla trma deneylerinde normalize ak lar n zamanla de i imi

Tablo 4.17. Yo unla trma deneylerinde ak azalmas ve geri kazan m

Ak (L/m %saat) at T=19-21 °C Ak Ak Geri

Saf su, At ksu , Saf su, azalmas Kazan m
Deney Y kama sonras (%), (%),
| w C (1-W)/I cl
NF-1 18,3 7,0 21,7 62 118
NF-2 27,0 6,0 22,0 78 81
NF-3 33,0 1,7 24,7 95 75
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4.1.6. Yo unla trlan Serisinin Cokeltilmesi

4.1.6.1. Cokeltme ¢in Etanol ve Asit Kar la trmas

Serisinin kozadan elde edilmesinde yaygn olarak etanol kullanImaktadr. Ancak,
kullan Imas gereken etanol miktar, serisin ¢6zeltisi hacminin ¢ katdr. YUratilen projede
temel al nan felsefe, ¢evre kirlili ini en aza indirecek yontemlerin kullan Imas d r. Bu nedenle,
gercek bir koza pi irme tesisinde ortaya ¢ kacak at ksu debileri dikkate alnd nda, etanol ile
¢cokeltme cevre dostu bir yontem olarak gérinmemektedir. Etanole alternatif olarak asit ile
¢cokeltme i lemi denenmi tir. Serisinin ¢ozunurlt Undn pH 3,8'de en az oldu u bilinmektedir
(KODAMA, 1926). Ancak, geri kazan lan serisinin kalitesi, proje kapsam nda birinci derecede
Oncelik ta d ndan, cokeltme igcin en uygun maddenin kullanImas kac¢nlmazdr. Bu
nedenle hem asit hem de etanol kullanlm ve geri kazanlan serisinin 06zellikleri

de erlendirilerek ¢okeltme icin en uygun madde secilmi tir.

Ik olarak nitrik asit denenmi ve NF-1 deneyinde elde edilen serisin konsantresinin pH’
HNO; ile 3,8'e ayarlanarak 3000 rpm’de santrifllj edilmi tir. Serisin konsantresinin pH’'n
ayarlamak icin ihtiyac duyulan asit miktar bir ka¢c mL olmu tur. Di er bir deyi le, hacim
olarak 200-300 mL olan serisin konsantresinin yaln zca % 0,3'0 kadard r. Cokelti tst faz nda
kalan serisin analiz edilerek asitle ¢okeltme i leminin verimi %63 olarak bulunmu tur.
Cokeltme verimini art rabilmek amacyla, ilk olarak santrifij hz 5000 rpm’e ¢karlm tr.
Ancak serisin c¢okeltisi gdézlenmemi tir. kinci olarak, c¢okelti tst faznda pH 1,9'a kadar
du drdlmia  ve yine 5000 rpm’de 10 dak santrifj yapIm tr. Ancak, serisin c¢okeltisine
rastlanmam tr. Elde edilen ¢okeltme verimi, literatirde %75 hacimde etanol kullan larak
elde edilen %64'luk verimle aynd r (WU vd., 2007). Wu vd.'nin cal mas nda, %90 hacimde
etanol kullanld nda dahi, serisin elde etme verimi ancak %71’e kadar ¢ kar labilmi tir. Bu

nedenle, bu ¢cal mada elde edilen ¢okeltme verimi kabul edilebilir bulunmu tur.

Serisin ¢okeltisi, -80 °C’de dondurulmu ve liyofilizatérde kurutularak toz haline getirilmi tir.
HNO:; ile ¢okeltilen toz serisinden 0,5 mg/mL deri iminde bir ¢ézelti haz rlanm ve HPLC'de
analiz edilmi tir ( ekil 4.16). HPLC kromatogram nda, serisin ile ayn zaman aral nda
HNOzs'e ait bir tepe gozlenmi tir. Elde edilen toz serisin 6rne inin HNOj'ten uzakla trImas
amac yla diyaliz yap Im tr. ekil 4.17 ve 4.18'de go6rildi U Uzere, MAAS’ 12 kDa olan bir
diyaliz torbas nda 24 saat bekletilen serisin ¢6zeltisi, HNOs'ten ar nd r Im tr. Diyaliz torbas
icinde kalan serisinin HPLC kromatogram, standart serisine olduk¢a yak ndr. Diyaliz

torbas ndan gecen maddeler ise, diyaliz torbasnn d ndaki suyun hacmi fazla oldu undan
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seyrelmi ve HPLC'de belirgin bir tepe gorebilmek icin bu su kurutularak yo unla trim tr.

ekil 4.18'de gosterilen tepe gergekte ¢cok daha kiguktar.

HPLC kromatogramlar nda serisinden sonra 11,5-13,5 dakikalar aras nda gozlenen di er
organik maddenin, geri kazanlan serisinle birlikte bulundu u goralmu tar ( ekil 4.16).
Uygulanan diyaliz i lemi ile nitrik asite ek olarak bu madde de uzakla trim tr ( ekil 4.17).
Ancak, baz kicik serisin peptidlerinin de kaybedildi i gorilmektedir ( ekil 4.18). Bu
nedenle, cal mann devamnda daha kicik MAAS'a sahip bir diyaliz torbasnn

kullan Imas na karar verilmi tir.

mVv
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200
150
100
50
0
7‘ T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 min

ekil 4.16. HNO; ile ¢cokeltilen serisinin HPLC kromatogram
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ekil 4.17. Diyaliz torbas n n icinde kalan serisin ¢ozeltisi (>12 kDa)
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ekil 4.18. Diyaliz torbas ndan gegen HNO; ve serisinin HPLC kromatogram (<12 kDa)

Serisinin ¢okeltiimesi icin HNOs'ten daha uygun bir asit bulmak amac yla, NF-2 deneyinde
elde edilen serisin konsantresinin ¢okeltiimesi icin nitrik asite ek olarak hidroklorik asit (HCI),
sulfurik asit (H,SO,), asetik asit (C,H40,) ve ayr ca etanol (C,HgO) denenmi tir. NF-2'de elde
edilen serisin konsantresinden e it miktarda al nan drneklerin pH’s yukarda ad gecen
asitlerle 3,8’'e ayarlanm ve santrifij yard myla ¢cokeltme yapIm tr. Etanolle c¢Okeltilen
orne e ise, hacminin G¢ kat kadar so uk etanol eklenmi ve yine santrifij yap Im tr. Daha
sonra Ust fazlar atlarak ¢okeltiler -80 °C’de dondurulmu ve liyofilizatérde kurutularak toz
haline getirilmi tir. Elde edilen dort farkl toz serisin 6rne inden haz rlanan ¢ozeltilerin HPLC
kromatogramlar  ekil 4.19-4.22’de gosterilmektedir. Kullan lan asitler aras nda yaln zca
nitrik asitin serisin ile birlikte belirgin bir tepe verdi i gozlenmi tir ( ekil 4.17). Asetik asitin
ise, serisin ¢okeltildikten sonra at lan st fazda di er asitlere k yasla iki kat daha fazla KO 'ye
neden oldu u anla Im tr. Bu Ust fazn, de arj 6ncesinde artlmas gereken atksularn
kirlili ini art racak olmas nedeniyle, cokeltmede asetik asit kullan Imas uygun gordlmemi tir.

Boylece, HCI, H,SO,4 ve etanol ¢okeltme icin en uygun gériinm tdr.

mV
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ekil 4.19. HCl ile ¢okeltilen serisinin HPLC kromatogram
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ekil 4.20. H,SO, ile ¢okeltilen serisinin HPLC kromatogram
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ekil 4.21. C,H40, ile ¢okeltilen serisinin HPLC kromatogram
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ekil 4.22. C,HsO ile ¢okeltilen serisinin HPLC kromatogram

Koza at ksuyu kahverengi oldu undan, asitle ¢okeltilen toz serisin 6rnekleri de kahverengi

olmu tur. Etanol ile elde edilen serisin ise, kullan lan etanol hacminin fazla olmas nedeniyle

seyrelmi ve rengi a¢ k sar olmu tur ( ekil 4.23). Geri kazan lan serisinin rengi, kullan laca

alana gore onem gosterebilir. Orne in, paketleme sektoriine yonelik olarak haz rlanacak bir
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biyofilmin, icindeki Griintin goérinebilmesi icin effaf olmas gerekmektedir. Ba ka bir alanda

ise renki olmas n n 6nemi olmayabilir.

() (b)

(©) (d)
ekil 4.23. Serisin foto raflar (a) Referans serisin Sy (b) Referans serisin Sc (¢) Etanol ile

geri kazan lan serisin (d) HCI ile geri kazan lan serisin

Geri kazan lan serisin ornekleri ile haz rlanan c¢ozeltiler HPLC ile analiz edilmi tir (Tablo
4.18). Goruldu U Uzere, hazrlanan ve oOlcilen deri imler oldukga farkldr. HNOj ile geri
kazanlan serisinin en du Uk deri ime sahip oldu u go6rdlmi tdr. Bunun nedeni, asit
tepesinden dolay serisin deri iminin yanl hesaplanm olabilece idir. Bitin orneklerde,
haz rlanan ve dlgtlen deri imler aras ndaki fark, ipekbdce i proteininden kaynaklanmaktad r.

Sonug olarak, geri kazan Im  érneklerdeki serisin miktar %39-46 olarak bulunmu tur.
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Tablo 4.18.

Haz rlanan ve ol¢ulen serisin deri imleri fark

Cokeltmede Haz rlanan deri Olgulen deri
kullan lan madde (mg/L) (mg/L)
HCI 1000 395
H,SO, 1000 464
C,H,0; 1000 403
HNO; 1000 147
C,HsO 1000 449

4.1.6.2. Elementel Bile imlerin Kar la trlmas

Serisin Ornekleri, elementel analiz ile de kar la trim tr (Tablo 4.19). Brezilyadan temin
edilen serisin ile yerli kozadan etanol ile ¢karlan serisin hemen hemen ayn bile ime
sahiptir. At ksudan geri kazanlan serisin drneklerinin bile imleri az da olsa farkllk
gbstermi tir. Bu orneklerin C, H ve N icerikleri, standart olarak kullan lan 6rneklere oranla
biraz daha du uktur. Di er yandan S igerikleri biraz daha yuksektir. Brezilya ve yerli serisinde
% 41-43 karbon varken, geri kazan lan serisinde bu de er % 36-40'tr. Benzer ekilde, geri

kazan lan érneklerin N icerikleri de standartlara oranla daha azdr.

Asetik asitle ¢okeltilen drnekte standartlara en yak n olarak % 40 seviyesinde karbon tespit
edilmi tir ancak 6rnekler diyaliz éncesinde analiz edildi inden, bunun asetik asitten gelen
karbonu da icerdi i diu Gndlmektedir. Azot iceri i ise Brezilya’dan gelen ve yerli kozadan
¢ kart lan serisinde % 14-15'tir, ancak geri kazan lan érneklerde % 10-13'tlir. Burada da nitrik
asit ile cokeltilen o6rnekte di erlerine oranla fazla azot olmasnn nedeni, HNOj'ten
kaynaklanan azotun da eklenmesidir. Yine stlfirik asitle ¢okeltilen érnekteki S oran % 2,9 ile
en fazlad r. Bu 6rnek de, serisine ek olarak asitten gelen S icermektedir. Kullan lan asitlerden
kaynaklanan bu problemin, elementel analizin diyaliz sonras nda yeniden yap Imas yla
a laca dd Ondlm0 tar. Geri kazanlan orneklerin  elementel kompozisyonunun,
referanslardan az da olsa farkl bulunmas n n nedeni, érneklerde safs zl k olarak ipekbétce i

proteini bulunmas dr.
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Tablo 4.19. Serisin 6rneklerinin elementel analizi

y C H N S  Toplam
Ornek CH CIN C/S
(%) (%) (%) (%) (%)

Brezilya'dan temin edilen serisin 425 6,4 13,9 0,3 63,1 31 6,7 1573
Yerli kozadan elde edilen serisin 41,0 6,2 149 0,2 62,3 2,8 6,7 241,3

HNO; ile ¢okeltilen serisin 36,7 54 129 0,6 55,6 2,9 6,8 63,2
HCl ile ¢okeltilen serisin 37,7 56 11,0 0,7 55,0 3,4 6,8 55,5
H,SO, ile ¢okeltilen serisin 37,0 55 10,7 29 56,1 3,4 6,7 12,9
C,H,40; ile ¢okeltilen serisin 40,3 58 109 0,6 57,6 3,7 6,9 66,0
C,H;0 ile ¢okeltilen serisin 379 58 102 04 54,3 3,7 6,6 88,2

Batin 6rneklerde C/H ve C/N oranlar olduk¢ca yak nd r. Ancak C/S oranlar farkldr. Bu
oranlar, serisinin molekiler formula ile ilgilidir. Elementel analiz sonuclar, referanslara en

yak n drneklerin HCI ve C,H¢O ile elde edildi ini gdstermi tir.

4.1.6.3. Asit ve Etanolin Cevresel Zararlar n n Kar la trimas

Elde edilen bdtin sonuclar, ¢okeltme i leminde HCI'nin en uygun asit oldu una i aret
etmekle birlikte, secim yapmadan ©nce, denenen asitlerin insan sa | na ve cevreye
zararlar (AVUSTRALYA HUKUMET , Cevre, Su, Miras ve Sanat Bolimu, 2007) ve ayr ca
fiyatlar dikkate alnm tr. Tablo 4.20'den goruldii O Gzere insan sa | icin en az tehlikeli
olan madde 1,2 puanla etanoldir. kinci en az tehlikeli madde ise 1,5 puanla HCI'dir. Cevre
sa | na en az zararl olan madde 0,7 puanla HCI'dir. Cevre icin en tehlikeli maddeler ise
1,3 puanla sulfurik asit ve etanol olarak verilmi tir. Toplamda en di Uk puan 2,2 ile yine
HCl'ye aittir. Ayr ca, HCI ikinci en ucuz asittir. Bu durumda, koza at ksular ndan serisin geri

kazan m i¢in en uygun asitin HCI oldu u sdylenebilir.
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Tablo 4.20. Kimyasallar n ¢cevreye zararlar ve fiyatlar a¢cs ndan kar la trImas

, Sa lkicin Cevre icin _

Kimyasal _ ) Toplam puan Fiyat
tehlike puan tehlike puan _

Madde ] _ (3 tzerinden) (AVRO/2,5 L)
(3 Gzerinden) (3 tzerinden)

HNO; 1,8 0,8 2,6 52,2

HCI 15 0,7 2,2 64,2

H,SO, 2,3 1,3 3,6 73,0

C,H,0; 1,7 1,0 2,7 68,1

C,HsO 1,2 1,3 2,5 180,5

4.1.6.4. Nem Miktar , Organik ve  norganik ceriklerin Kar la trlmas

Geri kazan lan serisin 6rneklerinin nem, organik ve inorganik icerikleri belirlenmi tir (Tablo
4.21). Geri kazanlan orneklerin nem miktar 9%2,8-3,9 olarak bulunmu tur. Bu de erler,
referans Sc ve Sy drnekleri icin bulunan %7,4 ve %8,6'dan daha du dktir. Bu farkn,
saklama ko ullar ndan kaynakland
%11,3-14,4 olarak bulunmu tur. Bu de erler, Sc ve Sy i¢in bulunan %2,7 ve %3,8 inorganik
icerikten yuksektir. Bu da geri kazan lan serisin 6rneklerinin organik igeri inin daha di Uk
oldu u anlam na gelmektedir. Bu farklarn, o6rneklerde bulunan ipekboce i proteininden

kaynakland du dndlmektedir.

ve 6nemli olmad

dd Undlmd tar. KUl miktarlar ise

Tablo 4.21. Geri kazan lan serisin érneklerinin nem, kil ve organik icerikleri

Cokeltmede Kullan lan Nem Miktar Kal Miktar Organik Miktar
Kimyasal Madde (%) (%) (%)
HNO; 3,9 11,3 88,7
HCI 3,1 12,8 87,2
H,SO, 2,8 13,9 86,1
C,H,0; 2,8 11,6 88,4
C,HsO 3,1 14,4 85,6
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4.1.6.5. Serisin Cozunurli  Gne pH'n n Etkisi

Geri kazan lan serisin 6rneklerinin dzelliklerini belirlemek amac yla yap lan bir di er ¢cal ma,
pH’n n serisin ¢ozunurli Une etkisinin incelenmesi olmu tur. Bu amagla, haz rlanan serisin
gozeltilerinin pH’lar 3-11 aras nda de i en de erlere ayarlanm ve 6rnekler 4000 rpm’de 10
dakika santriftij edilmi tir (Tablo 4.22). Ust fazlar al narak toplam protein analizi yap Im tr.
Tablo 4.22’de gorildi G tzere kullan lan butin asitler igin, pH 3'ten 11’e do ru ¢karld nda
serisin ¢ozunurli 0 artm ve pH 11'de % 89-110'a ula m tr. Etanol ile ¢okeltilen 6rne in

¢OzUnarlh G ise, batin pH de erlerinde % 90’ n Uzerinde olmu tur.

Bu sonuglar, serisinin ¢dézinurli 0 bak m ndan etanolin asitlerden daha avantajl oldu unu
gbstermektedir. Asitle cokeltilen serisinin tamamen c¢6zinebilmesi icin pH ayarlamas
gerekecektir. Bu durum, serisinin yeniden kullanm alanlarn ks tlayabilecektir. Di er
yandan, etanol ile ¢cokeltilen serisinin butiin pH de erlerinde ¢6zunebilmesi, yeniden kullan m
alanlar belirlenirken énemli bir avantaj olacaktr. Buna ek olarak, etanol ile ¢ékeltme verimi
%84 olarak bulunmu ve asitle ¢okeltmeye k yasla daha yiiksek bir verim elde edilmi tir. Bu

sonuglar, serisin ¢okeltme i lemi i¢in en uygun maddenin etanol oldu unu gostermektedir.

Tablo 4.22. Serisin ¢dzundrli Gne pH'n n etkisi

Cozunurluk (%)

PH HNO; HCI H,SO, C,H,0; C,HsO
3 47 53 65 56 92
4 65 58 63 59 99
5 56 52 68 58 98
6 56 66 61 59 108
7 88 66 68 59 105
8 61 70 62 67 98
9 58 70 62 76 95
10 73 83 70 83 103
11 110 95 89 96 101

4.1.6.6. Serisin Orneklerinde UV Tarama Kar la trmas

Geri kazan lan serisin ¢dzeltilerinin 190-700 nm dalgaboylar aras nda UV taramalar da
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yapIm tr. ekil 4.24-4.28'de goruldu U Uzere, butin asitler ve etanol igin ayn sonug
alnm tr. Serisin proteini 275-290 nm aras nda tepe vermektedir. Geri kazan lan serisin
ornekleri ile yerli kozadan c¢karlp standart olarak kullanlan serisinin ayn dalga boyu
aral nda tepe verdi i gbzlenmi , ancak standart serisin daha yiiksek ve belirgin bir tepe

vermi tir ( ekil 4.29). Bunun nedeni, yine safs zl k olarak bulunan ipekb6ce i proteini olabilir.

OO T T T ‘ T T |
200 300 400 500 600 700 800

ekil 4.24. HNOQOgj ile ¢cokeltilen serisinin UV taramas

OO T T T ‘ T T |
200 300 400 500 600 700 800

nm

ekil 4.25. HCl ile ¢okeltilen serisinin UV taramas
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ekil 4.26. H,SO, ile ¢okeltilen serisinin UV taramas

00 T T T ‘ T T |
nm
200 300 400 500 600 700 800

ekil 4.27. C,H40; ile ¢okeltilen serisinin UV taramas
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ekil 4.28. C,H;O ile ¢okeltilen serisinin UV taramas
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ekil 4.29. Yerli kozadan elde edilen standart serisinin UV taramas

4.1.6.7. Geri Kazan lan Serisinin Tan mlanmas

Geri kazanlan serisinin safl n belirlemek amacyla, Ankara Universitesi Biyoteknoloji
Enstitisi'nde (AUBE) iyon de i imi kromatografisi, 2-D jel elektroforezi ve MALDI-TOF
analizleri yaptrim tr. Bunun icin, NF-DK membran ile yo unla trlan serisin, etanol
kullan larak ¢okeltilmi , ard ndan bir liyofilizator yard m yla kurutularak toz haline getirilmi tir.
Serisin 6rne i, AUBE'de ilk olarak biyomolekiillerin yiiklerine ba | olarak ayrImasn
sa layan iyon de i im kolonundan gecirilmi tir. Serisinin izoeletrik noktas n (pl) bulmak igin

hem anyon (Q) hem de katyon (S) kolonu kullanIm tr. ekil 4.30 ve 4.31'de verilen iyon
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de i im kromatogramlar, geri kazan lan serisinin asidik bir protein oldu unu ve pl'snn 5-6

aras nda oldu unu gostermektedir.

ekil 4.30. Geri kazan lan serisinin anyon (Q) kolon kromatogram
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ekil 4.31. Geri kazan lan serisinin katyon (S) kolon kromatogram

Proje kapsam nda uygulanan yontemlerle elde edilen serisin 6rne inin, c¢e itli veri
tabanlar nda tan mlanm olan proteinlerle kar la trlmas ve serisin oldu undan emin
olunmas icin AUBE’de MALDI-TOF MS analizi yaptrim tr. AUBE'de ilk olarak anyon (Q)
ve ard ndan katyon (S) kolonundan gegirilen serisin 6rnekleri, MALDI-TOF’a yuklenmi ve
elde edilen m/z spektrumlar  ekil 4.32'de verilmi tir. ekil 4.32(a) ve 4.32(b), anyon
kolondan ¢ kan, 4.32(c) ve 4.32(d) ise katyon kolondan ¢ kan serisin drneklerine ait iki er
analiz sonucunu gostermektedir. Goraldi U Gzere, ayn 6rne e ait m/z de erleri hemen
hemen ayndr. Katyon kolondan gecen Ornekte ise baz tepeler gozlenmemi tir ( ekil
4.32(c) ve 4.32(d)). Bu sonug, analizi yiriten AUBE vyetkilisi taraf ndan, anyon kolonda baz
proteinlerin tutulmu olabilece i ve bu nedenle katyon kolon ¢k nda gdrilmemelerinin
do al oldu u eklinde yorumlanm tr. yon de i tirme kolonlarnn, ayn zamanda k smi
safla trma amacyla kullanlan kolonlar olmas nedeniyle, elde edilen sonu¢ anla Ir

bulunmu tur.

MALDI-TOF ile elde edilen spektrumlar, SWISS-PROT ve ExXPASy protein veri tabanlar

(http://www.expasy.org/uniprot) ile kar la trld nda, pek ¢ok siringen hayvan turiine ait

proteinlerle uyumluluk bulunmu tur. Bu analizden istenen sonu¢ alnamad ndan ve geri
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kazan lan serisin 6rne inde ipek béce inden kaynaklanan protein bulundu undan, érnekte
bulunan proteinlerin MALDI-TOF'a ayr ayr yiklenmesi gerekmi tir. Bunun icin iki boyutlu (2-
D) jel elektroforezi yapIm ve serisin 6rne inde mevcut olan butin proteinlerin jel icinde
pl'lar na ve molekil a rl klar na gére ayr Imalar sa lanm tr. Elektroforez sonucunda, pH 4-
6,5 aral nda protein spotlar (Spot 1 ve Spot 2) tespit edilmi tir ( ekil 4.33). Bunund nda,
bir adet de pH 8-9 aral nda protein spotu gozlenmi tir. Molekiler a rlk da Imna
bakld nda ise, 9000 daltonluk bir asidik protein ve 25000-40000 daltonluk bir grup asidik
protein go6zlenmi tir. Bu spotlar n MALDI-TOF analizi sonucunda elde edilen spektrumlar,
EXPASy ana sayfas nda SWISS-PROT/TrEMBL veri tabanlar ile yeniden kar la trim ve
veri taban nda kaytl olan 096614 numaral SER1 (molekidl a rlI 9161 Da) ve 096615
numaral SER2 (molekdl a rl 20302 Da) serisinleri ile uyumlu bulunmu tur. Bunlarn
d nda, bir kac¢ E.coli ve mantar proteini de ¢ km tr. Serisin d ndaki proteinlerin, at ksuda
hzla dreyen bakteri/mantarlara ait ve/veya sonradan meydana gelmi olabilecek
kontaminasyonlara da ba | oldu u di Undlmektedir. Geri kazanlan serisin 6rne inde
MALDI-TOF analizi ile serisinin varl ndan emin olunmu ve geri kazanm icgin geli tirilen

siirecin ba arl oldu u sonucunavarlm tr.
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(@)

(b)

(c)

(d)

ekil 4.32. Anyon ve katyon kolondan gecirilen serisinin MALDI-TOF spektrumu
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Spot 1
B Spot 2

ekil 4.33. Serisin 6rne inin 2-D jel elektroforez resmi

4.1.6.8. Cokeltilen Serisinin Diyaliz ile Safla  trImas

Serisin érneklerinin safl n art rmak icin diyaliz yap Im , kicUk serisin peptidlerinin kayb n
onlemek amac yla da MAAS’ 12 kDa'dan daha kiguk olan bir diyaliz torbas (MAAS 3,5
kDa) kullanIm tr. Diyaliz edilen serisin ¢ozeltilerinin HPLC kromatogramlar  ekil 4.34-
4.38'de gosteriimektedir. Goruldu U Uzere, diyaliz sonrasnda elde edilen HPLC

kromatogramlar oldukca benzerdir.
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ekil 4.34. HCl ile ¢okeltilen ve diyaliz edilen serisin (>3,5 kDa)
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ekil 4.35. H,SO,ile ¢cokeltilen ve diyaliz edilen serisin (>3,5 kDa)
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ekil 4.36. C,H,0; ile ¢okeltilen ve diyaliz edilen serisin (>3,5 kDa)
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ekil 4.37. HNOsile ¢okeltilen ve diyaliz edilen serisin (>3,5 kDa)
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ekil 4.38. C,H¢O ile ¢okeltilen ve diyaliz edilen serisin (>3,5 kDa)

Diyaliz edilen serisin orneklerinin molekil a rlk da Imlar ¢karlm ve kar la trim tr
(Tablo 4.23). Butln 6rneklerde tg farkl molekdl a rl tespit edilmi tir. Bunlar, S-1 (150-
180 kDa), S-2 (85-100 kDa) ve S-3 (40-45 kDa)'tur. Goruldi G gibi, serisinin butin
orneklerde en yuksek oranda bulunan polipeptidleri % 79-97 ile S-2 olmu tur. Di erlerinin
oran ise %1 ile %20 arasnda de i im gostermi tir. Molekil a rlk da Imlarna
bakld nda, denenen bitiin asitler ve etanol hemen hemen ayn sonucu vermi tir. Diyaliz
edilen ve edilmeyen Ornekler aras ndaki fark n, 10-25 kDa olan serisinin diyaliz torbas ndan

difiize olmas ndan kaynaklanm olabilece idi nilmektedir.
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Tablo 4.23. Diyaliz sonras serisinin molektla rlkda Im

Diyaliz Sonras Kalan Serisin

Kimyasal Madde Deri imi (mg/L)

Ad MA (kDa) (Yiizdesi, %)
S-1 169 8 (2)
S-2 96 323 (97)
HCI S-3 40 3 (1)
TOPLAM 334
S-1 157 31 (12)
S-2 86 205 (79)
H2S0, S-3 44 23 (9)
TOPLAM 259
S-1 151 2 (1)
S-2 90 270 (84)
C,H,0; S-3 44 48 (15)
TOPLAM 320
S-1 176 29 (11)
S-2 92 204 (80)
HNOs S-3 40 23 (9)
TOPLAM 256
S-1 - -
S-2 85 154 (80)
C:HsO S-3 44 42 (20)
TOPLAM 220

Diyaliz edilen serisin 6rneklerinin elementel kompozisyonlar belirlenmi tir (Tablo 4.24). bu
orneklerin karbon icerikleri %40,8-45,3% aras nda de i mi tir. Bu de erler, referans serisin
ornekleri icin %41-43 olarak bulunan C iceriklerine oldukgca yak ndr. Diyaliz sonras nda
orneklerin H icerikleri %7,3-8,8 arasnda de i mi tir. Bu de erler, Sc ve Sy 6rneklerine
k yasla yuksektir. Diyaliz edilen 6rneklerde %14-17 orannda N bulunmu tur. Bu de er,
referans drneklerin %14-15 olan N igerikleri ile hemen hemen ayn d r. C/H oranlar ise %4,7-
5,9 olarak, C/N oran ise %2,4-3,0 olarak bulunmu tur. Bu oranlar, Sc ve Sy 6rneklerinin
%6,6 ve %2,8-3,1 olan C/H ve C/N oranlarna olduk¢ca yak ndr. Diyaliz edilen serisin
orneklerinde S bulunamam tr. Bunun olas nedeni, ipekboce i proteininin daha fazla S
icermi  olmas ve diyaliz i lemi ile bu proteinin uzakla trlmas sonucunda sulfirin de

kaybedilmi olmasdr.
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Tablo 4.24. Diyaliz sonras drneklerin elementel kompozisyonu

C H N S Toplam C/H C/IN

Kimyasal Madde
%) (%) (%) (%) (%)

HCI 453 8,8 16,8 - 70,9 5,2 2,7
H,SO, 408 8,7 16,8 - 66,3 4,7 2,4
C;H,0, 42 79 16,8 - 68,9 5,6 2,6
HNO; 436 7,9 152 - 66,7 5,5 2,9
C;HsO 43,1 7,3 144 - 64,8 59 3,0

4.1.6.9. Koza Pi irme At ksuyundan Serisin Geri Kazan m Sureci

Koza pi irme at ksular ndan serisin geri kazanm icin en uygun 6n-artma ve membran
stizme i lemleri, ele al nan alternatifler aras ndan secilmi tir. En uygun 6n-artma i lemi
olarak SFJ + MF (1 m) secilmi tir. Batin deneysel sonuclar dikkate al narak, KPA'dan
serisin geri kazanm icin iki alternatif stre¢c onerilmi tir: 1. NF + etanol ile ¢okeltme +
liyofilizasyon, 2. NF + diyaliz + etanol ile ¢okeltme + liyofilizasyon. Geli tirilen siirecler ekil
4.39'da, bu surecle elde edilen geri kazanm verimi ise ekil 4.40ta ematik olarak
gosterilmi tir. Buna gore, geli tirilen sirecle elde edilen geri kazan m verimi yakla k olarak
%76'dr.

Bu sureclerde iki tir serisin triin olarak elde edilebilir: MA 90 kDa olan dii Uk kalite serisin ve
MA 44 kDa (%20) ve 85 kDa (%80) olan yuksek kalite serisin. Farkl MA elde edilmesi,
diyaliz i leminden kaynaklanm olabilir. Serisinin s cakl ktan etkilenerek, 37 °C'de farkl
molekil a rl  na sahip peptidlerine ayrim olabilece i spekile edilebilir. DU Uk kalite
serisinde safs zl k olarak ipekbdce i proteini bulundu undan, bu Urintn son kullan m alan
hayvan mamas uretimi olabilir. Buna ek olarak, CORTEZ ve di erleri (2007), geri kazan Im

serisin ile iplik mukavemetini art rmay denemi tir. DU Uk kalite serisinin de benzer i lerde
kullan labilece i 6ngorilmektedir. Ayr ca, g da paketleme sektori icin Uretilecek biyofilmlerde
de bu drun kullan labilir. Di er taraftan, yiksek kalite serisinin tp, kozmetik, ilac ve g da

sanayiilerinde kullan labilece idu Unulmektedir.
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KPA
(178 kDa, 75 kDa, 37 kDa,
23 kDa ve 13 kDa)

e N
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< (3000 rpm, 10 dak) . An-ar tma.
9 MF (1 pm) )
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1
i
Diyaliz
|
Cokeltme
(Etanol ekleme + SFJ)
Liyofilizator
l v
Serisin/ pekboéce i Saf Serisin (44 kDa ve 85
proteini kar m (90 kDa) kDa)
(DU Uk kalite serisin) (Yuksek kalite serisin)

ekil 4.39. Koza pi irme at ksuyundan serisin geri kazan m sirecleri
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KPA’da 8 g/L serisin

On-ar tmada %2 kay p

7,8 g/L

— NF'te %92 tutulma

7,2 g/lL

Etanol ile c¢okeltmede
%84 verim

6,1 g/L

l —— Kurutmada kay p yok

(%76 verim)

6,1 g/L geri kazan lan serisin

ekil 4.40. Serisin geri kazan m veriminin ematik gosterimi
4.1.7. pek pli iPi irme Atksular ndan Serisin Geri Kazan m

Ozellikleri Tablo 3.1'de verilmi olan ipek ipli i pi irme at ksular , ikinci serisin kayna olarak
ele alnm tr. PA’ndaki serisinin molekdl a rl 110-120 kDa olarak bulunmu tur.
Cal mann bu ksmnda, PA icin membran esasl bir serisin geri kaznam sireci
geli tirilmi tir. PA'nn KO de eri yakla k 60 g/L'dir. Sabun miktar ise do rudan analiz
edilememi , ancak serisin ve KO deri imleri aras ndaki farktan bulunmu tur. Bunun icin ilk
olarak serisin, sabun ve KO aras ndaki ili ki incelenmi tir. Sonug olarak, 1 g serisinin 1 g

KO 'ye e itoldu uve 1 g sabunun dayakla k 2,5gKO 'ye e itoldu ubulunmu tur (EK I).

At ksuda bulunan sabundan kaynaklanan ya asitleri GC-MS ile analiz edilmi tir. Bu ekilde,
icinde ya asitleri bulunan drneklerde sabunun da varl  tespit edilmi ve uygulanan ar tma

i lemlerinin sabun giderme verimi bu ekilde de erlendirilmi tir.

PA’'nda bulunan gercek sabun ve serisin miktarlar hakk nda tesis pesonelinden detayl bilgi
alnm tr. PA2 d6rne inin alnd tankta, 100-120 kg sabun ve 15-20 kg sodan n 4-4,5 ton
suya eklendi i, bu suda 550-600 kg ipek ipli i ykand ve ipek ipli inin yakla k olarak
a rl nn %25-27'sini kaybetti i bilgisinden, PA2 6rne inde bulunmas beklenen serisin

miktar 140-156 kg olarak hesaplanm tr. Bu miktar yakla k 35 g/L serisin deri imine e ittir.
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Buna ek olarak, at ksuda olmas gereken sabun deri imi 22-30 g/L olarak hesaplanm tr.
PA'nun karakterizasyonu sras nda serisin deri imi 34002 mg/L olarak Ol¢culmu tur. Bu
de er, beklenen de erle olduk¢ca uyumludur. Benzer ekilde, toplam protein ve KO
deri imleri 46747 mg/L ve 59150 mg/L olarak bulunmu tur. Serisin ve KO aras ndaki fark n
sabundan kaynaklanmas nedeniyle sabun deri iminin 25148 mg/L olmas gerekti i
anla Im tr. Bu da zaten beklenen de ere oldukgca yak ndr. PA3 6rne inde ise serisin ve
KO deri imleri 27581 mg/L ve 55950 mg/L olarak bulunmu tur (Tablo 3.1). Aradaki 28369

mg/L’lik fark ise yakla k sabun deri imine e ittir.

4.1.7.1. PAicin En Uygun On-ar tma Yonteminin Secilmesi

At ksuda bulunan sabun ve serisini ay rmak ve membran kirlenmesini kontol etmek amac yla
uygun bir 6n-ar tma slreci ara trim tr. KPA ile tecribe edildi i Uzere, 6n-ar tma slrecinde
serisinin az da olsa bir miktar kaybedilmektedir. Bu kayb en aza indirmek ve serisini
kimyasallarla kontamine etmemek icin, ©on-artma a amasnda fiziksel yontemler
kullanlm tr ( ekil 4.41).
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pek pli iPi irme Atksuyu
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ekil 4.41. PA icin dn-ar tma alternatiflerinin
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4.1.7.1.1. Alkali pH Ko ulunda Santrif(j

Birinci alternatifte, at ksuyun orijinal pH de eri olan 8,6'da ve 3000-4000 rpm’de santrifij
uygulanm tr. Burada iki ayr santrifilj stresi denenmi tir; 10 dak ve 30 dak. Elde edilen
giderim verimleri Tablo 4.25'te verilmi tir. Goruldi G Uzere, serisin ve toplam protein
giderimleri oldukc¢a di Oktir; sras yla t=10 dak’da %5 ve %22, t=30 dak’da ise %2 ve %14
olmu tur. Kirlilik parametreleri icin de giderim verimleri di Uk olmu tur. KO ve TKM
giderimleri t=10 dak'da %23 ve %11; t=30 dak'da ise %24 ve %13 olarak gercekle mi tir.
Di er yandan, renk ve bulan kil k giderimleri t=10 dak’da %51 ve %65; t=30 dak'da ise %67
ve %78 olmu tur. Santriflj edilen at ksuda KO ve serisin deri imleri, santriflij siresi 10 dak
oldu unda 38850 mg/L ve 23684 mg/L; 30 dak oldu unda ise 38375 mg/L ve 24420 mg/L
olarak olctlma tar. Serisin ve KO deri imleri aras ndaki farklar, santriflj edilen at ksuyun

yiksek miktarda sabun icerdi ini gbstermektedir.

4.1.7.1.2. Notr ve Asidik pH Ko ullar nda Santrifij

Santrifj a amasnda go6zlenen du Uk giderimlerin, atksuyun alkali olan pH’ ndan
kaynaklanm olabilece i du dndlerek, ikinci 6n-artma alternatifinde santrifilj Uzerine pH
etkisi cal Im tr. Bunun icin, atksu pH 7,0 ve 4,0'e du drtlerek 20 dak streyle santrifij
yap Im tr. Tablo 4.25'ten goérildi G Uzere, baz parametreler icin art olmas na ra men
giderim verimlerinde belirgin bir iyile me gozlenmemi tir. Serisin kayb ise pH 7,0 ve 4,0'te
%3 ve %13 olmu tur. KO giderimi ise pH 7,0'de %14, pH 4,0'te ise %32 olmu tur. Di er
yandan, renk ve bulan kl k de erlerinde asidik pH ko ulunda art meydana gelmi tir (Tablo
4.25). Santriftj edilen PA2 6rne i, pH 7,0 ve 4,0'te 51000 mg/L ve 40050 mg/L KO deri imi
icermektedir. Serisin deri imleri ise 33059 mg/L ve 29633 mg/L olmu tur. Bu verilerden, notr

ve asidik pH ko ullar n n sabun ve serisini ay rmak icin yeterliolmad sonucuna varIm tr.
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Tablo 4.25. Santriftij sUresi ve pH’ n santrifij performans na etkisi

Parametre Santriftj edilmi  at ksu kalitesi  (Giderim, %)
SFJ SFJ; + SFJ,
pH=8,6 pH=7,0 pH=4,0 pH=3,5 pH 1=8,6, pH,=3,5
t=10 dak t=30 dak t=20 dak t=20 dak t=30 dak t;=10 dak, t,=20 dak

Serisin (mg/L) 23684 24420 33059 29633 22190 20133

®) 2 3 (13) (11) (20)
T. Protein (mg/L) 20950 23115 54147 47672 23436 20388

(22) (14) (0) (0) (13) (24)
KO (mg/L) 38850 38375 51000 40050 29150 29438

(23) (24) (14) (32) (42) (42)
TKM (mg/L) 27475 26975 - - 30475 29400

(11) (13) 1) )
Renk (Pt-Co) 22725 15650 23550 35500 94 59

(51) (67) (10) (0) (99) (100)
Bulan kl k (NTU) 2845 1798 3190 5555 233 73

(65) (78) (23) (0) (97) (99)
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4.1.7.1.3. Alkali ve Asidik pH Ko ullar nda Ard  k Santrifj

Serisin ve sabun 1. ve 2. alternatiflerde tamamen ayrlamad icin, alkali ve asidik pH
ko ullar nda ard k santrifij i leminin yap Imas na karar verilmi tir. Atksu ilk olarak orijinal
pH de erinde 10 dak santriftij edilmi , ard ndan st faz alnarak pH' 3,5’a ayarland ktan
sonra tekrar 20 dak santriftij edilmi tir. Tablo 4.25'te géruldi U Gzere, serisin ve toplam
protein kayb %20 ve %24 olmu tur. KO , TKM, renk ve bulan kl k giderimleri ise %42, %5,
%100 ve %99 olarak gercekle mi tir. Ust fazdaki KO ve serisin deri imleri 29438 mg/L ve
20133 mg/L olarak o6lcilmi , aradaki fark n tam olarak ¢cokmeyen sabundan kaynakland

tespit edilmi tir. Serisin ve KO aras ndaki farkn en az oldu u, di er bir deyi le at ksudaki
sabun deri iminin en az oldu u durum pH 3,5 ko ulunda elde edilmi tir. Ek olarak, ikinci
kademede oldukc¢a berrak bir Ust faz elde edilmi ; renk ve bulan klk 59 Pt-Co ve 73 NTU
olarak dl¢ilmu tir. Bu sonuclar, asidik pH ko ulunun sabun giderimini olumlu etkiledi ini
gbstermi tir. Bu nedenle, yaln zca ikinci kademe santriflij uygulamasnn yeterli olaca

di Gndlma tdr. Bir sonraki alternatifte bu ko ullar uygulanm tr.

4.1.7.1.4. Asidik pH Ko ullar nda Santrifdj

Dorduncu alternatifte, 30 dak sureyle pH 3,5'te tek kademeli santrifij yap Im tr. Tablo
4.25'ten goruldi G Uzere, serisin ve toplam protein kayb %11 ve %13 olmu tur. KO , TKM,
renk ve bulan kl k ise sras yla %42, %1, %99 ve %97 olarak gercekle mi tir. Serisin ve KO
deri imleri Ust fazda 22190 mg/L ve 29150 mg/L olmu , sabunun tamamen giderilmedi i
anla Im tr. Renk ve bulan kl k ise 94 Pt-Co ve 233 NTU olarak 6lgulmu tur. Sonug olarak,
ard k santrifj ile asidik pH ko ulunda tek kademe santrifiij aras nda fazla bir fark meydana
gelmemi tir. Bu nedenle, PA’'nda serisin ve sabunu ayrmak igin atksu pH 3,5e

ayarland ktan sonra tek kademe santrifllj yap Imas na karar verilmi tir.

4.1.7.1.5. Asidik pH Ko ullar nda Santrifij+Cazibeyle Cokeltme

Santriftj edilmi  6rneklerin buzdolab nda bir gece bekletildikten sonra olduk¢a berrak oldu u
gbzlenmi , sabunun tamamen cokti G farkedilmi tir. Bu go6zleme dayanarak, santrifij
sonras nda cazibeyle ¢okeltme i lemi uygulanmas na karar verilmi tir. Asl nda, SFJ partikl
maddelerin ¢okeltiimesi icin oldukca etkin bir i lemdir. Ancak, sabun giderimi s6z konusu
oldu unda yetersiz bulunmu tur. Bunun nedeni, sabunun yo unlu u gibi fiziksel 6zellikleri

olabilir.
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Santrif(lj stresi de ayr ca optimize edilmi tir. Asidik pH ayarlamas sonras nda 6rnekler 10,
20, 30 ve 40 dak santrifuj edilmi tir. Bir adet ornek ise, orijinal pH de erinde tutulmu ve
kontrol olarak kullanIm tr. Santrif(j edilen ve Ust fazlar al nan kontrol ve 6rnekler, 24 saat
sureyle oda scakl nda c¢cokmeye brakIm tr. Ancak sabunun c¢6kmedi i, atksuyun
ustinde topland fark edilmi tir. Bu bulgu, sabunun 4 °C'de c¢oOkebildi ini gostermi tir.
Literatlr bilgileri, Ustte toplanan sabunun bir syrc ile toplanabildi ini gdstermektedir
(DAVIDSOHN, 1953) Ancak laboratuvar ko ullar nda sabunun c¢okeltiimesi daha uygun
bulunmu tur. Béylece, drnekler buzdolab na yerle tirilmi ve Tablo 4.26’da go6sterilen giderim
verimleri elde edilmi tir. Cazibeyle c¢okeltilen ve dncesinde santriflij uygulanan érneklerde,
serisin ve KO deri imleri 24080-27450 mg/L ve 22688-26000 mg/L olarak ol¢ilmi tdr.
Goruldu U Gzere, serisin ve KO deri imleri olduk¢ca yakndr, bu da sabunun maksimum
oranda giderildi ini gostermektedir. Renk ve bulan kI k giderimleri ise en k sa siireyle (10 dak
ve 20 dak) uygulanan santrifij i lemlerinde en ylUksektir. Renk ve bulanklk de erleri,
santrifllj suresi 10 dak oldu unda 4963 Pt-Co ve 21 NTU; 20 dak oldu unda ise 5913 Pt-Co
ve 37 NTU olarak ol¢ulma tur. Yaln zca cazibeyle ¢okeltme i leminde elde edilen renk ve
bulan kl k giderimleri de bu de erlere yak n olmu tur. Ancak, ¢cokme i lemi olduk¢ca yava

oldu undan, en uygun On-artma i lemi olarak secilmemi tir. SFJ (t=30 dak) + CC ve SFJ
(t=40 dak) + CC i lemlerinde ise, renk ve bulan kl k giderimlerinde di er alternatiflere k yasla
daha az bir fark olmu , %65-66 ve %86-90 olarak gercekle mi tir. Bu sonuclar n deneysel
hata icerdi i di Gnilmektedir. Bunun nedeni ise, SFJ (t=30 dak) + CC ve SFJ (=40 dak) +
CC i lemlerinde sabunun Ustte toplanmas ve 6rnekleme yap | rken sabunlu fazn da larak

alnan 6rne e kar m olabilece idir.
Butuin alternatifler de erlendirildi inde, PA igin en uygun 6n-artma i leminin SFJ (pH 3,5))

+ CC (4 °C, 24 saat) oldu una karar verilmi , bu sire¢c ematik olarak ekil 4.42'de

gosterilmi tir.
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Tablo 4.26. Asidik pH ko ullar nda santriflj stiresinin optimizasyonu

Parametre Santriftj Edilmi At ksu Kalitesi  (Giderim, %)
(pH=3,5)
CC SFJ SFJ SFJ SFJ
(t=10dak) (t=20dak) + (t=30dak)  (t=40 dak)
+CC C¢ +CC +CC
Serisin (mg/L) 27450 24080 25533 25842 26509
1) (13) (") (6) 4)
KO (mg/L) 23725 22688 23513 26000 23240
(58) (59) (58) (54) (55)
Renk (Pt-Co) 6175 4963 5913 9025 8950
(76) (81) (77) (65) (66)
Bulanklk (NTU) 396 21 37 567 416
(90) (99) (99) (86) (90)

pek pli iPi irme At ksuyu

pH ayarlamas 3,5

Santrif(j
(4000 rpm, 10 dak)

Cazibeyle ¢okeltme
(4 °C, 24 sa)

ekil 4.42. PAi¢in en uygun 6n-artma i lemi
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4.1.7.2. PA'dan Ultrafiltrasyon ile Serisin Geri Kazan m

PA’'nda bulunan serisinin molekil a rl  110-120 kDa kadar blyik oldu undan, serisin geri
kazan m icin, UF i leminin uygun olaca ve NF'e gerek kalmayaca du Undlmu tdr. Bu
nedenle ekil 4.43'te gosterilen U¢ alternatif stire¢ denenmi tir. Bu sirecler, serisin ve sabun
icin en basit ay rma i leminin belirlenmesi amac yla secilmi tir. ekil 4.43'te gbraldi U Uzere,
en basit sire¢ birinci secenekte ele alnan SFJ+UF'tir. Bu segenekte, atksu pH de eri
de i tirilmemi ve serisin ile sabunun UF a amas nda ayr Imas denenmi tir. kinci sUrecte
ise, atksuyun orijinal pH' nda santrifiij yapldktan sonra asidik pH ko ulunda UF
denenmi tir. Son olarak, U¢lncl alternatifte ise en uygun 6n-ar tma i lemi olarak secilen SFJ
(pH 3,5) + cazibeyle ¢cokeltme (4 °C, 24 saat) uygulanm ve yine asidik pH ko ulunda UF
yap Im tr. Bu secenekte ise, serisin ve sabun 6n-artma a amas nda ayrIlm , UF'in amac
ise serisini yo unla trma olmu tur. Bu alternatiflerin de erlendirmesi yap larak PA’ndan

serisin geri kazan m ic¢in en uygun yéntem belirlenmi tir.

PA
SFJ SFJ pH ayarlamas
(PH=7,7) (PH=7,7) (pH=3,5)
UF (20 kDa, pH ayarlamas SFJ (pH=3,5
( ) (DH=3.5) (pH=3,5)
UF (20 kDa) Cazibeyle ¢okeltme

(4 °C, 24 sa)

UF (5 kDa)

ekil 4.43. PA’dan serisin geri kazan m sireclerinin  ematik gdsterimi
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4.1.7.2.1. UF Membranlar n n Tutma/Giderme Performa nslar

Alternatif i lemlerde elde edilen besleme ve suziinti suyu kaliteleri Tablo 4.27 ve 4.28'de
verilmi tir. GOraldi U Gzere, birinci ve ikinci alternatiflerde benzer sonuglar alnm tr. Birinci
altenatifte, at ksuyun orijinal pH’ olan 7,7'de uygulanan UF (20 kDa) i leminde, besleme ve
suzuntt suyu deri imleri 24252 mg/L ve 3725 mg/L olmu tur. Bu de erler, %85’lik serisin
tutma verimine denk gelmektedir. Serisinin molekil a rl  ise besleme ve suziintu sular nda
119 kDa ve 92 kDa olarak bulunmu tur. KO deri imiise, giri ve ¢k ta 32650 mg/L ve 8985
mg/L olarak 6lctlmi tir. KO giderimi ise %72 olarak bulunmu tur. Besleme suyunda 1,3
olarak bulunan KO /Serisin oran, ciddi oranda sabun varl na i aret etmektedir. Dolay s yla,

uygulanan UF (20 kDa) i lemi ile serisin ve sabunun tamamen ayrlamad anla Im tr.

kinci alternatifte ise ayn membran asidik pH ko ulunda daha iyi sonug vermi tir. Besleme ve
stizintd sular nda serisin deri imi 20610 mg/L ve 314 mg/L olarak bulunmu , serisin tutma
verimi ise %98 olarak hesaplanm tr. Serisinin molkdl a rl  ise birinci alternatife paralel
olarak giri te 119 kDa ve ¢k ta 96 kDa olarak bulunmu tur. KO giderimi ise biraz daha
di Uk olmu ve %70 olarak gercekle mi tir. Giri ve ¢k KO deri imi ise 39500 mg/L ve
11820 mg/L olarak bulunmu tur. Bu sonuglar, asidik pH ko ulunun UF (20 kDa)
membrannn serisin tutma verimini olumlu etkiledi ini, ancak KO giderim verimini
di drdu UnG gbstermektedir. Besleme suyunda 1,9 olarak belirlenen KO /Serisin oran ise
yine sabunun varl nai aret etmi ve serisin ile sabunun UF (20 kDa) membran ile pH 3,5'te

tamamen ayrlamad n gdstermi tir.

UF (20 kDa) membrannn serisin, toplam protein, renk ve bulanklk giderim verimleri
oldukca yuiksektir. KO ve TKM ise daha dii ik verimle giderilmi tir. Ozellikle TKM icin elde
edilen du 0k verimin, deneysel hatadan kaynakland du Gndlmektedir. Renk ve bulan kl k
her iki sirecte de tamamen giderilmi tir. Ancak, he iki surecte de stzuntu sular n n kalitesi,

KO icin 350 mg/L olan de arj limitini sa layamam tr.

Ucuincu alternatifte ise, serisin ve sabun 6n-ar tma a amas nda ayrIm tr. Atksu pH HCI
ile 3,5’e ayarlanm ve 4000 rpm’de 10 dak slreyle santrifij yapIm tr. Ard ndan Ust faz
al narak +4 °C’de 24 saat bekletiimi ve sabunun ¢ékmesi sa lanm tr. Serisin geri kazan m
icin uygulanan UF (5 kDa)' n performans Tablo 4.27 ve 4.28'de verilmi tir. Goraldlu U Uzere,
besleme suyunda KO ve serisin deri imleri 24188 mg/L ve 24274 mg/L olarak bulunmu tur.

Bu de erler hemen hemen ayn oldu undan, besleme suyundaki KO ’nin yaln zca serisinden
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kaynakland  ve sabun kalmad anla Im tr. UF (5 kDa) membrannn serisini ise
tamamen tutamad  gOzlenmi tir. Besleme suyundaki serisinin yarsna yakn suzintu
suyuna gec¢mi , 10063 mg/L serisin deri imi dlgulmu ve %59 tutma verimi hesaplanm tr.
UF (5 kDa)'nn du Uk performans n n nedeni, at ksuyun asdik pH’ olabilir. Bu durumda, UF
deneyi Oncesinde atksuyun pH’'nn noétralize edilmesi veya bazik ko ula getirilmesi ile,
UF(20 kDa) membranda oldu u gibi yuksek verim elde edilmesi sa lanabilecektir. Bir di er
secenek ise UF (5 kDa) yerine asidik ko ulda yiksek serisin tutma kapasitesi gosteren UF

(20 kDa) membran n kullanmakt r.

Kirlilik parametreleri a¢ s ndan ise, renk ve bulan klk UF (5 kDa) ile tamamen giderilmi tir
(Tablo 4.29). Ancak, UF (5 kDa) slUzintl suyu yine de de arj limitini sa lamamaktadr.
Serisin tamamen geri kazanld nda stzunti suyunda KO kalmayacak ve de arj limiti de

sa lanacakt r. Bunun icin, yukar da bahsedilen 6nerilerin faydal olaca di Untlmektedir.

Tablo 4.27. UF i lemlerinin performans kar la trmas

At ksu Kalitesi

Parametre UF (20 kDa) UF (20 kDa) UF (5 kDa)
@ pH=7,7 @ pH=3,5 @ pH=3,5
Giri Ck Giri Ck Giri Ck
Serisin (mg/L) 24252 3725 20610 314 24274 10063
MA (kDa) 119 92 119 96 110 106
T. Protein (mg/L) 26675 3608 24697 2972 nm nm
KO (mg/L) 32650 8985 39500 11820 24188 10090
TKM (mg/L) 33370 8725 42530 21300 nm nm
Renk (Pt-Co) 3675 85 31900 73 4713 345
Bulan kI k (NTU) 1780 0,4 4010 0,4 17 3
pH 7,7 8,0 3,5 3.4 3,5 3.4
Ak Azalmas (%) 85 94 88
Ak Geri Kazanm (%) 89° 97° 31°

nm: élcilememi tir

40,5 M NaOH + 201 ppm ClI, 20 dak
®0,5 M NaOH + 207 ppm Cl, 30 dak
°0,5 M NaOH + 192 ppm Cl, 35 dak
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Tablo 4.28. UF i lemlerinin tutma/giderme performanslar

Tutma/Giderim Verimi (%)

Parametre
UF (20 kDa)  UF (20 kDa) UF (5 kDa)
@ pH=7,7 @ pH=3,5 @ pH=3,5
Serisin (mg/L) 85 98 59
T. Protein (mg/L) 86 88 nm
KO (mg/L) 72 70 58
TKM (mg/L) 74 50 nm
Renk (Pt-Co) 99 100 93
Bulan kl k (NTU) 100 100 84

nm: é¢ilememi tir

Tablo 4.29. Kirlilik parametreleri icin toplam giderim verimleri

Giderim Verimi (%)

Parametre
UF (20 kDa)  UF (20 kDa) UF (5 kDa)
@ pH=7,7 @ pH=3,5 @ pH=3,5
KO (mg/L) 81 76 82
TKM (mg/L) 75 37 nm
Renk (Pt-Co) 100 100 99
Bulan kl k (NTU) 100 100 100

nm: élcilememi tir

Uglinct alternatifte sabunun tamamen giderildi inden emin olmak amacyla, UF (5 kDa)
besleme ve suzuntu sular Ankara Universitesi Enstriimental Analiz Laboratuvar 'nda GC-MS
ile analiz edilmi tir. ekil 4.44(a) ve 4.44(b)de gosterildi i Uzere, ya asiti standartlar ile
kar la trld nda ham PA'nun da ya asitleri icerdi i gozlenmi tir. ekil 4.44(c) ve
4.44(d)'de ise hi¢ bir ya asiti bulunmam , dolay s yla UF (5 kDa) giri ve ¢k nda sabun

bulunmad anla Im tr.
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(@)

(b)

(c)
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(d)

ekil 4.44. GC-MS kromatogramlar (a) ya asitleri standard (b) ham PA (c) UF (5 kDa)
giri i (d) UF (5 kDa) ¢k

4.1.7.2.2. UF Membranlar n n Ak Analizleri

UF i lemlerinde ciddi ak azalmas godzlenmi tir. UF (20 kDa)'da pH 7,7'de %85 ve pH 3,5'te
%94; UF (5 kDa)'da pH 3,5'te ise %88 olarak gercekle mi tir. UF (20 kDa) membran nda
kimyasal y kama ile saf su aks tamamen geri kazan Im olmas na ra men, UF (5 kDa)
membranda ak lar k smen geri kazan labilmi tir. Di er bir deyi le, UF (20 kDa) membrannn
ak geri kazan m oran %89-97 iken, UF (5 kDa) membranda bu oran yaln zca %31 olmu tur.
Bunun olas bir sebebi, UF (5 kDa) membranda ciddi gbzenek tkanmas meydana
gelmesidir. Di er bir sebep ise, sabunun bulunmad ortamda serisinin membran ylzeyi ile
daha fazla etkile imde olmas ve geri dondirtlemeyen kirlenmeye neden olmas d r. Serisin
deri iminin oldukca yiksek olmas da ak azalmas n art ran ve ciddi kirlenmeye neden olan

bir durumduir.

Ak analizi Tablo 4.30'da verilmi tir. Goruldu G Uzere, pH 7,7'de, asidik pH ko uluna k yasla
konsantrasyon polarizasyonu etkisi daha yiksek ve kirlenme etkisi daha di Gk olmu tur.
Konsantrasyon polarizasyonu etkisi, at ksuyun orijinal pH’ nda %78, asidik pH ko ulunda ise
%33 ve %53 olmu tur. Ayrca, toplam kirlenme etkisi %34 (pH 7,7) ve %81-88 (pH 3,5)
olarak bulunmu tur. Sonug olarak, nétre yak n pH ko ulunun ak azalmas Uzerinde daha az
olumsuz etkiye sahip oldu u, ancak sabun giderimi Uzerinde olumsuz etkiye sahip oldu u

soylenebilir.
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Bu ksmda elde edilen veriler, ipek ipli i pi irme atksular ndan serisin geri kazanmnn
kolay biri olmad n goOstermektedir. Meydana gelen ciddi ak azalmas , dnerilen sirecin en
blyluk dezavantajdr. Dahas, serisin ve sabunun membran i leminden 6nce ayrImas
gerekmektedir. Bu sonugclar, ipek ipli i pi irme i leminin ¢eveseye daha az zarar verecek
ekilde yap Imas gerekti ini a¢c kca gostermektedir. Fabiani ve di erleri (1996)'nin bahsetmi
oldu u alternatif pi irme tekni i uyguland nda, sabun kullan m na ihtiya¢ duyulmayacak ve
serisin iplikten bas n¢l kazanlarda sadece s cak su kullan larak ayr labilecektir. Bu da daha

pratik ve daha temiz bir yontemdir. Bu yontem, Bélim 4.1.7.3'te anlatIm tr.

Tablo 4.30. UF i lemlerinde ak analizi

Ak (L/'m ?/sa
( ) Ak Azalmas (%)

Siireg (T=17-24 °C)

| W F C CP TF RF IF
UF (20 kDa) @ pH=7,7 633 93 41,7 56,7 78 34 27 11
UF (20 kDa) @ pH=3,5 533 30 63 51,7 53 88 88 3
UF (5 kDa) @ pH=3,5 434 54 81 136 33 81 40 69

I: Saf su, W: Atksu, F:Y kama 6ncesi saf su, C: Y kama sonras saf su
C.P. : Konsantrasyon polarizasyonu [(F-W)/F], T.F.: Toplam kirlenme [(I-F)/I]
R.F. : Geri dondurilebilen kirlenme [(C-F)/C]

I.F. : Geri dondurilemeyen kirlenme [(I-C)/I]
* C de erilde erinden biylk oldu undan hesaplanamam tr.

4.1.7.3. Serisin Geri Kazan m igin Alternatif Pi irme Tekni i

Konvansiyonel pi irme tekni inde, sabun ve sodyum karbonat iceren kaynar su dolu
kazanda bir ka¢ saat bekletilen ipek ipli i a rl nn %25-27'sini kaybetmektedir. Bu kay p,
atksu ile birlikte atlan serisin miktar na denk gelmektedir. Goreceli olarak yeni olan bir
teknikte ise, 120-130 °C s cakl k ve 300-400 kPa bas n¢ uygulanan kazanlarda su buhar ile
serisin uzakla trImaktad r (FABIANI vd., 1996). Bu cal mada, alternatif pi irme tekni i
simule edilmi ve serisinin suda ¢6zunebilirli i bulunmu tur. Otoklav icinde 135 °C’de ve
yakla k 200 kPa bas n¢ altnda 3 saat bekletilen ipek ipli inin ne kadar serisin brakt

deney Oncesi ve sonras nda tart lan kuru a rl klar n n fark ndan hesaplanm ve %24 olarak
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bulunmu tur. Bu oran, konvansiyonel teknikle elde edilen %25-27’lik orana oldukca yak ndr.

Serisinin kantitatif analizive MA da Im daayrcayapIm tr(Tablo4.31ve ekil 4.45).

Tablo 4.31. Simile edilmi PA’nda serisin deri imi ve molekil a rl

Ornek Serisin Deri  imi (mg/L) MA (kDa)
(pekipli inin yltzdesi, %)
Beklenen Bulunan
Alternatif yéntemle 2561 3323 102
pi irilen PA (25-27) (24)

mVv
3507 Detector A Ch1:230nm

300-] 102 kDa
250*% l

1004

50

0

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 min

ekil 4.45. Simiile edilen PA’nun MA kromatogram

Tablo 4.31'den gorildi U Uzere, beklenen ve elde edilen serisin deri imleri aras nda oldukc¢a
az bir fark vardr. Ayrca, simile edilen teknikle elde edilen MA 102 kDa olmu , bu da
konvansiyonel teknikle elde edilen MA de erine yakn ¢km tr. Sonuc olarak, ipek ipli i
pi irme i leminde sabun kullanmna son vermek icin alternatif yontemin ba aryla
uygulanabilece i ag¢ kca gorulmektedir. Bu durumda, 6nerilen o6n-ar tma i lemine gerek
kalmayacak ve UF do rudan uygulanabilecektir. Alternatif pi irme tekni i ile ipek ipli i

pi irme at ksular n n ¢cevresel zararlar da minimize edilmi olacaktr.
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4.2. SER SNL B YOF LM HAZIRLANMASI LE LG L BULGULAR

4.2.1. Set-1 Filmleriile Igili Sonuclar

4.2.1.1. Su Tutma Oran

Serisinli filmlerin su tutma kapasitesini belirlemek amac yla haz rlanan filmlerin su tutma
oranlar (STO) belirlenmi tir. Tablo 4.32'de goruldu U Uzere, saf PVA filminin (Film 2) nem
oran %8'dir. Gliserol eklenmesi ile bu oran %4’'e di ma tur (Film 3). Filme, S/IPVA kar m
oran 20/100 olacak ekilde serisin eklenmesi ile nem oran %5 olarak elde edilmi tir (Film
4). Bu veriler, kar m yap Imas n n, filmin saf PVA'’dan yap Imas na ky asla daha avantajl
oldu unu goOstermektedir. Filmlerin, suda bekletildiklerinde c¢6ziinmeye ba lad klar
gobrdlm0 tdr. PVA ve serisinin suda ¢6zindi U bilinmektedir. Saf PVA'dan yap lan film, 1
saat sonunda kuru a rlI nn %37'sini kaybetmi tir. Benzer ekilde, %2 oran nda gliserol
iceren filmde %38 oran nda a rlk kayb olmu , 20/100 oran nda serisin kar trimas ile de
kay p %28'e azalm tr. Kar mdaki serisin miktar n n artr Imas ile filmin suda butinli Gndn
korunabilece i diu Unulmektedir. Di er taraftan, baz g da paketlerinin suda y kama i lemi ile
¢Ozinmesi arzu edilen bir durum da olabilir. Meyve ve sebze gibi g dalar n paketlenmesinde
kullan labilecek bu drtnlerin y kama s ras nda yok olmas, ortaya ¢ kan evsel kat atklarn

miktar nda azalma sa layarak ¢evre kirlili i kontroliine yard mc olabilir.

Tablo 4.32. Set-1 filmlerinin nem icerikleri ve su tutma oranlar

Islatma

Islak Nem STO A rlk
Film lka rlk, Kurua rlk, sonras kuru
a rlk, oran kayb
no. Wi (9) Wi (9) a rlk,
W, (9) (%) (%) (%)
W (9)
2 0,0096 0,0089 0,0166 0,0056 8 87 37
3 0,0181 0,0174 0,0520 0,0108 4 199 38
4 0,0164 0,0156 0,0422 0,0113 5 171 28

Su emildi inde, su molekdlleri filmin icine da Imakta ve filmin i mesine neden olmaktad r.
PVA ve serisinin hidroksil gruplar ile serisinin karboksil gruplar, filmin oldukg¢a hidrofilik bir
yap ya sahip olmas na neden olmaktad r (KIM, 2007). Bu durumda, haz rlanan filmlerin su

tutma oranlar n n yiuksek olmas beklenmektedir. Saf PVA'dan yap lan filmin STO’ %87’dir;
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bu da Film 2'nin a rl nn iki kat kadar su tutabildi i anlam na gelmektedir. Filme gliserol
eklenmesiile 3 kata rlk art olmu tur; yani Film 3'in STO’ %199 olmu tur. Gliserole ek
olarak serisin eklenmesi ise %171 orannda su tutulmas na neden olmu tur. Goraldi G
uzere, serisin eklenmesi ile fazladan bir art olmam ; Film 3 i¢cin slak a rl n (W,) kuru
a rl a (Wgy) oran 3,0 iken serisinli filmde bu oran 2,7'ye di mua tir. Bu sonuglar, KIM
(2007) taraf ndan elde edilen sonuclara oldukca yak ndr. Gluteraldehit ile ¢capraz ba lanan
S/PVA membranlar nda, serisin miktar n n %1,34'ten %30,3’e ¢ kar Imas ile su tutma oran
%114'ten %144'e yiukselmi tir. Bahsedilen ¢al mada saf PVA membran n n su tutma oran
ise %106 olarak rapor edilmi tir. Bu sonuclar, PVA'ya eklenen serisin miktar nn su tutma

derecesini fazla etkilemedi ini gostermektedir.

4.2.1.2. Nem Tutma Oran

G da urUnlerinin 6ngo6rilen raf dmdarlerini koruyabilmek icin g da paketleme malzemelerinin
nemi gecirmemesi beklenmektedir. Bu nedenle, haz rlanan filmlerin nem tutma oran (NTO)
bak m ndan 06zellikleri belirlenmi tir. Tablo 4.33-4.36'da neme maruz braklan filmlerin
a rlklar ve NTO’lar verilmi tir. Filmlerin tutulan nemi ne kadar h zl b rakabildikleri de tespit
edilmi ve nem brakma oranlar (NBO) hesaplanm tr (Tablo 4.37-4.38). Bunun icin %86
ba | neme (BN) maruz braklan filmler oda ko ullar nda (%50-60 BN) bekletiimi ve

tartIm tr.

Tablo 4.33-4.34'te goruldu U uzere, %5 BN de erinde stma i lemi gormemi olan saf PVA
filminin nem tutma oran 2 saatte %1,6'dan %4,2'ye ¢ km ve sabit kalm tr. Benzer ekilde,
stlan PVA filminde 3 saatlik stirede NTO % 4,5 olmu , ancak 24 saat sonunda %2,3'e
di ma tdr. Bu azalman n deneysel hata oldu u di dndlmektedir. Gliserol eklenen Film 3'te
ise %55 BN'de nem tutulmam tr. S/IPVA kar mnn 20/100 ve 40/100 oldu u filmlerde 20
dakika sonunda NTO de eri %2,7-3,0 olarak gercekle mi , bekletme siresi 24 saat
oldu unda da %2,3-2,4 olmu tur. S/PVA kar m oran 60/100'e ¢ckarld nda ise, NTO

%1,1'e di mi tor.
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Tablo 4.33. Filma rlklarnn zamanla art (%55 BN)

Film Wy W, W, W3 W, W5 Wo
no. (t=0sa) (t=0,3sa) (t=1sa) (t=2sa) (t=3sa) (t=7sa) (=24 sa)
0,0310 0,0315 0,0320 0,0323 0,0323 0,0324 0,0323
0,0177 0,0179 0,0184 0,0182 0,0185 0,0178 0,0181
0,0254 0,0250 0,0254 0,0253 0,0252 0,0255 0,0252
0,0222 0,0228 0,0232 0,0230 0,0224 0,0230 0,0227
0,0329 0,0339 0,0341 0,0340 0,0338 0,0338 0,0337
0,0448 0,0453 0,0455 0,0453 0,0453 0,0454 0,0453

D 01 A WDN P

Tablo 4.34. Filmlerin nem tutma oranlar (%55 BN)

Film NTO (%)
no. t=0,3sa t=1sa t=2sa t=3 sa t=7sa t=24sa
1 1,6 3,2 4,2 4,2 4,5 4,2
2 1,1 4,0 2,8 4,5 0,6 2,3
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4 0,0
4 2,7 4,5 3,6 0,9 3,6 2,3
5 3,0 3,6 3,3 2,7 2,7 2,4
6 1,1 1,6 1,1 1,1 1,3 1,1

Ba | nem oran n n %55'ten %86'ya ¢ kar Imas ile nem tutmada belirgin bir etki gézlenmi tir.
Tablo 4.35 ve 4.36'da goruldi G Uzere, stma i lemi gormemi saf PVA filminin NTO’
%4,2'den %9,4'e ¢ km tr. Benzer olarak, stlan filmde %2,3'ten %5,1'e art olmu tur (Film
2). S/IPVA kar m oran 20/100 ve 40/100 olan Film 4 ve 5'te ise BN’'nin %55'ten %86'ya
¢ karimas ile 33 dakika sonunda NTO %2,3-2,4'ten %10,8-10,3'e yukselmi tir. Kar m
oran 60/100 oldu unda ise %86 BN'de en yiksek NTO olan %13,4 elde edilmi tir. Bu
sonuclar, ba | nemin yilksek olmad durumlarda serisin eklenmesi ile filmin nem tutma
kapasitesinin artmad n, ancak ba | nemin %86’ya ¢karld durumda serisinli filmlerin
nem tutma kapasitelerinin artt n goéstermektedir. Bu sonugclar, yiksek nem igceren yerlerde
serisinli filmlerin g da paketleme malzemesi olarak kullan Imaya uygun olmayaca na i aret

etmektedir.
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Tablo 4.35. Filma rlklarnn zamanla art (%86 BN)

Eilm W, W, W3 W, W5

no. (t=0,6sa) (t=1sa) (t=2sa) (t=3sa) (t=7sa)
0,0340 0,0346 0,0343 0,0343 0,0339
0,0188 0,0188 0,0190 0,0186 0,0186
0,0266 0,0263 0,0263 0,0263 0,0261
0,0244 0,0238 0,0237 0,0242 0,0246
0,0363 0,0357 0,0365 0,0352 0,0363
0,0493 0,0482 0,0505 0,0506 0,0508

D 01 A WDN P

Tablo 4.36. Filmlerin nem tutma oranlar (%86 BN)

Film NTO (%)

no. t=0,6 sa t=1sa =2 sa t=3 sa t=7 sa
1 9,7 11,6 10,6 10,6 9,4
2 6,2 6,2 7,3 51 51
3 4,7 3,5 3,5 3,5 2,8
4 9,9 7,2 6,8 9,0 10,8
5 10,3 8,5 10,9 7,0 10,3
6 10,0 7,6 12,7 12,9 13,4

Filmlerin oldukg¢a hzl bir ekilde nemi tuttuklar ve b raktklar go6zlenmi tir. Tablo 4.38'de
goruldu U uzere, saf PVA (Film 1-2) ve gliserolli yap lan (Film 3) filmlerin 5. dakika ile 15.
dakikadaki nem b rakma oranlar ayn dr. Serisin iceren filmlerde ise, tutulan nemin tamam
15 dakikada b rak Im tr.
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Tablo 4.37. Film a rlklar n n zamanla azalmas

Wo W, W, W;
Film  (t=0 dak) (t=5 dak) (t=10 dak) (t=15 dak)
ne: (BN=%86)  (BN=%50-60) (BN=%50-60) (BN=%50-60)

1 0,0339 0,0333 0,0332 0,0333

2 0,0186 0,0183 0,0182 0,0183

3 0,0261 0,0253 0,0255 0,0252

4 0,0246 0,0233 0,0227 0,0226

5 0,0363 0,0350 0,0338 0,0338

6 0,0508 0,0481 0,0465 0,0457

Tablo 4.38. Filmlerin nem b rakma oranlar (NBO)

Film NBO (%)
no. t=5 dak t=10 dak t=15 dak
1 1,8 2,1 1,8
2 1,6 2,2 1,6
3 3,1 2,3 3,4
4 53 7,7 8,1
5 3,6 6,9 6,9
6 53 8,5 10,0

4.2.2. Set-2 Filmleriile Igili Sonuclar

4.2.2.1. Oksijen Gecirgenli i

Filmlerin oksijen gecirgenliklerini 6lgcmek icin ilk olarak serisin icermeyen filmler kullan Im tr.
Ayn 0zelliklerde birden fazla dokilen filmler ‘1-1’ ve ‘1-2’ eklinde etiketlenmi , ayn filmden
kesilen farkl parcalar ise ‘A’ ve ‘B’ ile i aretlenmi tir. Is tmaya ek olarak metanol ile temas
ettirilen filmlerin isimlerine ise ‘a’ eklenmi tir. Her film, test diizene inin bir parcas olan
hicre icine yerle tirilmi , hiicreye Ustten ba | olan oksijen tipu aclm ve 45-55 psi
aras nda bir basn¢ uygulanm tr. Ancak serisin icermeyen filmlerden gaz gecmedi i

farkedilmi tir (Tablo 4.39). Filmlerin gaz gecirimsiz olabilecekleri di Untlerek gecirimsizlik
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testi yapIm tr. Bunun icin, film tzerindeki bas nc n sabitlendi i andan ba layarak belirli
zaman aralklarnda basn¢ de eri kaydedilmi tir. Filmler bu ko ullarda 20-24 saat
bekletimi ve deney sonunda basn¢ son kez okunmu tur. Bu deney icin sistemdeki
ba lantlarn gaz kagrmad ndan emin olunmu tur. Daha sonra filmlerin gecirim
(permeance) de erleri hesaplanm tr. Gecirim, birim zamanda birim film ylizeyinden gecen
gaz miktar n n, filmin iki taraf ndaki gaz bas nc¢larn n fark na bolinmesi ile bulunmaktad r.

Gegirim birimi 1 mol/(m®.sn.Pa)’dr.

Tablo 4.39. Serisinsiz filmlerin oksijen gecirim de erleri

Film Test slresi Bas n¢ du mesi (%) Gegirim (mol/(m?.sn.Pa))
no. (dak)

1-1 1093 5,1 51x10 "

1-2 1442 8,3 6,6 x 10 Y

2-1 1455 9,9 8,0x 10"

2-2 1072 18,5 21,3x10Y

3-1 1120 6,3 6,3x10 "

3-2 1410 7,0 57x10"

Tablo 4.40'tan goruldi G Uzere, gliserinsiz ve gliserinli PVA filmlerin gecirimleri oldukca
du dktar. Bu filmler oksijen gecirimsiz olarak kabul edilebilir. Bu sonuglar, PVA'nn gda
paketleme malzemesi haz rlamak icin uygun bir polimer oldu unu ve plastikle tirici olarak
gliserol eklenmesinin oksijen gecirimsizli ine olumsuz bir etkisinin olmad n gdstermektedir.
Serisin iceren filmlerin ise bol miktarda oksijen gecirdikleri goézlenmi , bu nedenle
gecirimsizlik testi yapmak yerine filmlerin oksijen gecirgenlikleri (permeability) élculma tir
(Tablo 3.40). Burada oksijen gecirgenli i, birim kal nl ktaki filmin gecirimi olarak, gecirim ile
film kalnl nn carp mndan hesaplanmaktadr. Tablo 3.40'tan go6rildu U Uzere, S/PVA
kar m oran 10/100 oldu unda oksijen gecirgenli i olduk¢ca yiksek ¢km ve mevcut
duzenekle okunamam tr. Ayn 0Ozelliklerde haz rlanan fakat metanole temas ettirilen di er
filmlerde (Film 4-4a, Film4-6a-A ve 4-6a-B) ise oksijen gecirgenli i okunabilir seviyelere inmi
olmakla birlikte, oldukca farkl sonuclar elde edilmi tir. Tablodan goéruldi G gibi, filmlerdeki
serisin miktar ile oksijen gecirgenli i aras nda bir ili ki kurulamam tr. Ayn 6zelliklere sahip
Film 5-1 ve 5-2'den birincisinin oksijen gecirgenli i 757 Barrer iken, ikincisi oksijen
gecirimsizdir. Geri kazan lan serisin ile haz rlanan Film 8'de de benzer sonug elde edilmi ,
ayn filmin bir parcas (8-1-A) gecirgen iken, di er pargcas (8-1-B) gecirimsiz ¢km tr. Bu

veriler, haz rlanan filmlerin homojen olmad na i aret etmektedir.
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Tablo 4.40. Serisinli filmlerin oksijen gecirgenlikleri

Film no.* Serisin/PVA Gegirgenlik
Barrer ((cm3.cm)/(sn.cm?.cmHg) x10™*°

4-1 10/100 cok yuksek (okunamad )

4-2 cok yuksek (okunamad )

4-4a 10/100 1258 + 61

4-6a-A 11343 + 1371

4-6a-B 151400 + 19425

5-1 1/100 757 £ 100

5-2 gegirimsiz

5-3a-A 1/100 gecirimsiz

5-3a-B gecirimsiz

6-3 2/100 6253 + 553

6-4 gecirimsiz

7-1 5/100 3258 + 93

8-1-A 5/100 1371 + 88

8-1-B gecirimsiz

* a ile gosterilen filmler s tmaya ek olarak metanolle temas ettirilmi tir.

A ve Bise ayn filmden kesilen iki ayr parcay gostermektedir.

Oksijen gecirgenliklerindeki tutars z sonuclar daha iyi yorumlayabilmek amac yla filmlerin
kesitleri alnarak SEM foto raflar c¢ekilmi tir ( ekil 4.46-4.51). ekil 4.46'da PVA'dan
yap Im Film 1-1 gorilmektedir. Bu film gdzeneksiz, yo un ve simetrik bir yap ya sahiptir. Bu
gobrantt, PVA'dan yap lan filmlerin oksijen gecirimsiz bulunmu olmalar sonucu ile olduk¢a
uyumludur. ekil 4.47 ile 4.51 aras ndakiler, serisin iceren filmlere aittir. Serisin eklendi inde
film kesitinde meydana gelen gtzenekler ac k¢a goérilmektedir. Bu gézeneklerin film kesiti
boyunca dizenli olmad da tespit edilmi tir. Bu durum, oksijen gecirgenli i verilerindeki
tutars zl klar ac¢ klamaktad r. Serisin, PVA ile kar trld nda ortaya ¢ kan filmler oksijene
oldukga gecirgen hale gelmi tir. Bu sonucun bir ka¢ nedeni olabilir; 1. Serisinin molekdler
yap s nedeniyle oksijeni gecirmesi, 2. Capraz ba lanma sa lanamam olmas, 3. Film
dokme yonteminin uygun olmamas, vb. Cal mann bu a amas nda serisinin, uygulanan
ko ullar alt nda g da paketleme malzemesi olmaya uygun olmad sOylenebilir. Serisinin,
oksijen gecirgenli inin gerekli veya 6nemsiz oldu u ba ka alanlarda kullan Imas daha uygun

gorinmektedir.
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ekil 4.46. Film 1-1 kesiti (PVA)

ekil 4.47. Film 4-1 ve 4-4a kesitleri (Serisin/PVA = 10/100)

ekil 4.48. Film 5-1 ve 5-2 kesitleri (Serisin/PVA = 1/100)
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ekil 4.49. Film 6-4 kesitleri (Serisin/PVA = 2/100)

ekil 4.50. Film 7-1 ve 7-2 kesitleri (Serisin/PVA = 5/100)

ekil 4.51. Film 8-1-A ve 8-1-B kesitleri (Geri kazan Im  serisin/PVA = 5/100)
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4.2.2.2. Mekanik Ozellikler

Serisinin iyi bir biyofilm malzemesi olup olmad  sonucuna varabilmek icin serisin ile
haz rlanan filmlerin mekanik 6zellikleri belirlenmi tir. ekil 4.52-54'te serisinli ve serisinsiz
filmlerin maksimum c¢ekme mukavemeti (MCM), elastisite (Young) modili ve kopma
noktas ndaki birim uzama yudzdeleri verilmi tir. Maksimum c¢ekme mukavemeti, bir filmde
basit cekme deneyi srasnda olu an maksimum gerilmeyi ifade etmektedir. MCM, film
batinlt Gndn bir 6lcist olarak kullan Imakta ve filmlerin zor ko ullarda kullan labilme
potansiyelini gostermektedir. Kopma an ndaki birim uzama ise filmin esneme o&zelli ini
gbstermektedir. Elastisite modull, basit cekme deneyinde elastik deformasyondaki normal
gerilme ile birim uzama aras ndaki do rusal ili ki sabitidir ve birim uzama ba na gerilme
olarak tan mlanmaktad r (WIKIPEDIA, 2008). Elastisite moduld, filmin bidktlmezli ini ve
sa laml n ifade etmektedir. YUk alt ndaki bir malzemenin elastik deformasyona kar

gosterdi i direnci oOlgmektedir.  ekil 4.52'de ce itli malzemelerin elastisite modulleri

gosterilmektedir.

ekil 4.52. Ce itli malzemelerin elastisite (Young) moddulleri

(http://www-materials.eng.cam.ac.uk/mpsite/properties/non-1E/stiffness.html)
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Filmlerin maksimum c¢ekme mukavemeti ekil 4.53'te verilmi tir. Goruldi G Uzere,
plastikle tiricinin MCM uzerinde belirgin bir etkisi olmam tr. Serisin eklenmesi ise, saf
PVA'dan yaplan filmin MCM’inde art a neden olmu tur. En yiksek mukavemet,
S/PVA=1/100 filminde 22 MPa olarak elde edilmi tir. Geri kazanIm serisinden yap lan
(SR/PVA=5/100) film ile en yiksek oranda serisin iceren (S/PVA=10/100) filminin MCM
de erleri de 20,5 ve 19,3 MPa olarak bulunmu tur. Ayr ca metanol ile temas ettirilen filmin
MCM'i de 20 MPa’dr. Bu de erler, saf PVA'dan yap lan filmin MCM'ne gore %60-82 daha
fazlad r. Ancak serisinin 1/100'den daha ylksek oranlarda kar trid filmlerde MCM daha
yiksek olmam , aksine serisin oran 2/100 ve 5/100'e ckarld nda MCMinde azalma
meydana gelmi tir. Buna ra men, serisinli filmlerin hepsinde MCM artm tr. Bu durumda,
meydana gelen art n serisin miktar ile do rudan ili kili olmad , ancak serisinin MCM
Uzerinde olumlu etkisi oldu u sdylenebilir. Belirli bir e ilim gézlenememesi, filmlerin homojen

yap da olmayabilece inden kaynaklan yor olabilir.

=30
=
2 o5 1
T I T T .
777 R - (3 I L
g |
215 f------------ SR [0 I S N e = 7T -
£ = L I
~ 10 A
]
On
E 5.
£
2
S 0
Q Q Q Q
&S SRR RS
QV '\9 Q\ //'\' //(‘l’ //63 2
< ¥ ¢ &

ekil 4.53. Filmlerin maksimum ¢ekme mukavemetinin kar la trImas

Serisinli filmler icin elde edilen MCM de erleri, sentetik olarak Uretilen LDPE (low density
polypropylene) ve HDPE (high density polypropylene) filmleri icin rapor edilen 16 ve 28 MPa
de erleri arasndadr (GARCIA vd., 2006). BETUL vd. (2003) taraf ndan yurutilen bir
cal mada ise, gda paketleme malzemesi olarak bu day gliteni ve ksilan kar mlar ile
yap lan filmler karakterize edilmi ve filmlerin maksimum ¢cekme mukavemeti farkl kar m

oranlar icin pH 11'de 5-9 MPa olarak bulunmu tur. AUDIC vd. (2005) ise yine paketlemeye

132



yonelik c¢evre dostu filmler tretmek amacyla sodyum kaseinat (NaCAS) proteini ve
plastikle tirici olarak gliserol kullanm tr. Hazrlanan filmin MCM'i 2,5 MPa olarak
bulunmu tur. Bu de erler, serisin ve PVA kar m ndan yap lan filmlerin maksimum c¢cekme
mukavemetine gore ¢cok daha azdr. Protein iceren filmlerin, sentetik polimerlere k yasla
genelde daha zay f mekanik Ozelliklere sahip olduklar bilinmekle birlikte, serisinli filmlerin
cekme mukavemetinin, paketleme malzemesi olarak kabul edilebilir seviyede oldu u

anla Im tr.

Elastisite modulinin en yiksek oldu u filmler ise ekil 4.54'ten goruldi G Gzere, saf PVA ve
geri kazanIlm serisin ile yap lan (SR/PVA=5/100) filmlerdir. Bu filmlerin elastisite modulleri
sras yla 352 MPa ve 392 MPa olarak bulunmu tur. Bu de erler, polimer kdépUklerin elastisite
modadlleri icin rapor edilen 0,01-0,5 GPa de erleri aras ndad r ( ekil 4.52). Saf PVA filmine
plastikle tirici olarak gliserol eklendi inde ise elastisite moduli 182 MPa'a did mu ,
plastikle tiriciye ek olarak serisin eklendi inde ise yeniden art g6zlenmi tir. Bu sonuclar,
plastikle tiricinin malzeme sa laml n olumsuz etkiledi ini gdstermektedir. AUDIC VD.
(2005), protein olarak NaCAS ve plastikle tirici olarak gliserol kulland klar filmlerde, elastisite
modiiliinii %53 ba | nem ortam nda yakla k 25 MPa bulmu lard r. BETUL VD. (2003) ise,
oda scakl nda kurutulan bu day gliuteni ve ksilan kar ml filmlerde elastisite modulint
150 MPa olarak bulmu tur. Serisin iceren di er filmlerin (1/100-10/100) elastisite modiilleri
ise 234-319 MPa aras nda de i mi ve filmlerdeki S/PVA oran artt kca elastisite moduliinde
genel olarak azalma meydana gelmi tir. S/PVA oran 10/100 olan filmin elastisite moduli 261
MPa olarak bulunmu ; filmin kurutma ve stmaya ek olarak metanol ile temas ettiriimesi
sonucunda elde edilen filmde ise bu de er 185 MPa’a dii mu tir. Dolay s yla, metanoliin
elastisite moduiliinde %29 oran nda azalmaya neden oldu u tespit edilmi tir. Bu sonuclar,
batdn filmlerin esnek oldu unu, filmlere plastikle tirici ve protein eklendi inde ise daha da
esheklik kazand klar n go6stermektedir. Paketleme sektoriine yonelik haz rlanan filmlerin
esnhek olmalar beklendi inden, plastikle tirici eklenmi tir. Bu nedenle, elde edilen bulgular

a rtc olmam tr.

Haz rlanan filmlerin kopma noktas ndaki uzama miktarlar ise ekil 4.55'te verilmi tir.
Goruldu U Ozere, saf PVA filmi kopma noktas nda %80 uzama gostermi tir. Plastikle tirici
eklenmi filmde ise bu oran beklendi i Uzere artm ve %2140 olarak belirlenmi tir. Serisin
iceren filmlerin hepsi, saf PVA filmine gbre daha fazla uzam olmakla birlikte bunun daha
cok gliserolden kaynakland  farkedilmi tir. Filmlerdeki serisin miktar de i iminin, uzama

miktar n fazla etkilemedi i de anla Im tr. Butin bulgular de erlendirildi inde, serisin ve
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PVA kar ml filmlerin, paketleme malzemesi olarak kullanImaya mekanik o6zellikleri

bak m ndan uygun olduklar anla Im tr.

600

BOO | == === oo

400 -

300 ~

200 -

100 -

Elastisite Moduli (MPa)

ekil 4.54. Filmlerin elastisite moddullerinin kar la trlmas

Kopma Noktas ndaki Uzama (%)

ekil 4.55. Filmlerin kopma noktas ndaki uzama miktarlar n n kar la trlmas
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4.3. YANIK ORTUSU OLARAK HAZIRLANAN SER S N-KOLLAJEN MEMBRANLAR LE
LG L SONUCLAR

43.1. Yank Ortusii Olarak Kullanlmak Uzere Hazrl anan Serisin-Kollajen

Membranlar n Kal nl k ve Uygulanabilirlik Yoninden De erlendiriimesi

Yap lan deneylerde kollajen ve kollajen-serisin ince membran hazrlanmas icin teflon
ylzeyinin en uygun yizey oldu u belirlenmi tir. D6kme yontemiyle haz rlanan membranlar
oda scakl nda kurutulduktan sonra ayn kap icerisinde % 3’lik glutaraldehit ¢ozeltisiyle
capraz ba lanm tr. nce membran kalnlklar 10-13 pum, daha kaln dokulen membran
kalnlklarnn da 17-34 pum kalnlk aral nda oldu u go6zlenmi tir (Tablo 4.41). nce
membranlar ¢ok kolay statik elektriklenebilen bir yap ya sahip olduklar ve kolayl kla kendi
Ustiine katlanabildikleri igin kolay uygulanabilir olmad klar sonucuna varIm tr. Kaln 4X
kollajen grubunun tim gruplar arasnda en kaln oldu u go6zlenmi tir. Kollajen-serisin
membranlara gore kollajen membran n daha kal n olmas nn, capraz ba lama a amas nda
protein kaybnn c¢ok az olmasndan kaynaklanabilece i di Undlmektedir. nce
membranlarda bu farkl | k gézlenmemi tir. Bu sonucun nce membran kal nl k élgiimlerinde
membran kalnl nn ¢ok az olmas ve oOrne in kolay tutulamamas ile ilgili olabilece i
du Undlmektedir. Fiziksel 6zellikler yoninden de erlendirildi inde yara ortlist olarak kaln
membranlar n hem daha kolay uygulanabilen hem de deriye daha yak n kal nl kta bir yap ya

sahip oldu u g6rilmu tdr.

Tablo 4.41. Haz rlanan kollajen ve kollajen-serisin membranlar n kal nl klar

nce Membran Kal n Membran
(mm) (mm)
1/1x 0,010 + 0,001 0,017+ 0,001
1/2x 0,012 + 0,002 0,024+ 0,001
2/1x 0,013 £ 0,001 0,019+ 0,001
4x 0,010 + 0,001 0,034+ 0,003
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4.3.2. Membranlar n Yan k Ortiisii Olarak Ozellikleri  nin De erlendirilmesi

4.3.2.1. Membranlar n Su Tutma Ozelliklerinin De erlendirilmesi

Yan k Ortusu olarak kullanlacak malzemenin su tutma kapasitesinin yiksek olmas,
kaybedilen suyun dokuya tekrar uzun sire sa lanmas ag¢ s ndan gerekli bir 6zelliktir. Bu
nedenle hazrlanan membranlar n su tutma kapasiteleri ara trim tr. Membranlar n birim
a 1l ile normalize edilerek, gunlik su miktarlar  ekil 4.56’da sunulmu tur. Gunlik ve
toplam su tutma miktarlar n n ¢arpraz ba lanan membran gruplar nda daha yuksek oldu u
gOzlenmi tir. BOylece capraz ba lama ile hidrojel 6zelli indeki iki proteinin de yap da
tutuimasnn sa land ve su tutma kapasitesinin de artrld gorulmu tar. Carpraz
ba lanmayan gruplarda serisin oran artt k¢a su tutma miktar nda bir de i im gézlenmemesi,
serisinin ba lanmad nda h zla ¢6ziinerek yap dan uzakla mas ile a¢ klanmaktad r. Capraz
ba lanan gruplarda ise serisinin beklenen etkisi gézlenmi (1/1x ve 1/2x) ve yap da tutulan
bu protein, membran n sadece kollajen iceren gruplardan (3x ve 4x) daha yitksek su
tutulmasn sa lam tr ( ekil 4.56). Capraz ba lanmam kollajen ve kollajen-serisin
membranlarn su icinde bekletildiklerinde yap sal batunltklerini uzun sire koruyamad

gbzlenmi tir. Bu nedenle daha sonraki tim cal malarda glutaraldehit ile capraz ba lanm

membranlar kullanIm tr.

Membran Birim A rl nda Gunluk Su Tutma
Miktarlar ndaki De i im
30.00 -
25.00 ~ O 1/2
% O 1/3
- 20.00 1 o 1/4
0O 1/1x
2 10.00 - B 3x
4 B 4x
5.00 -
0.00
1 3 24 48 72 96 120 144
Siure (saat)

ekil 4.56. Birim membran a rl nda gunlik su tutma miktarlarnn kar la trlmas

Capraz ba lanm ince ve kaln membranlarnn su tutma oranlar 28 gin boyunca

incelenmi tir ( ekil 4.57 ve 4.58). nce ve kal n membranlar n toplam su tutma miktarlar n n
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zamana ba | olarak artt gb6zlenmi tir. Tim gruplarda ince membranlarn birim a rlk
baz nda kal n membranlardan daha ytiksek su tutma kapasitesine sahip oldu u bulunmu tur.
Bu say sal farkll nn deneysel hatalardan kaynaklanabilece i gibi (ince membranlar ¢ok
kolay y rt labilen ve katlanabilen yap da olmas nedeniyle) ince yap daki membranda yuzey
hacim orannn azalmas ile suyla reaksiyona girebilecek grup saysnn artmas ile ilgili
olabilece ide du Unulmektedir. Haz rlanan tim ince ve kal n membran gruplar nda 28 gunin
sonunda en yuksek toplam su tutma oranlar kollajen-serisin 1/1 gruplar nda (19,88 + 6,24 ve
9,30 + 1,13 g/g membran), en di Uk tutma oran ise kollajen membranlarda (8,43 + 3,20 ve
4,84 + 0,62 g/g membran) g6zlenmi tir. 1/2 ve 2/1 kollajen-serisin membranlar n n su tutma
kapasitelerinde anlaml bir farkllk bulunmam tr. Kollajen ile serisin kar trild nda
membranlarn su tutma kapasitelerinde istatistiksel anlaml bir art gordlm0 tir. Bu
sonugclarla serisinli membranlar n yaradaki iltihap sv s n (pus-irin) daha etkin olarak emme
kapasitesi oldu u di Untlmektedir.

30 1/1x
- 1/2x
g 25 [
=~ 2/1x
G820
E Q T 3x
S E 15 T = Y- =
> E '|' T
n 5 10 - -|_T T T T
23 Tl T T T !
K] 5 -
[
O 0

3 7 14 21 28
Sure (gun)

ekil 4.57. Capraz ba lanm ince membranlarda birim membran a rl nda gunlik

su tutma miktarlar nn kar la trlmas
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ekil 4.58. Kal n membranlarda birim membran a rl nda toplam su tutma

miktarlar n n kar la trImas

4.3.2.2. Kollajen-Serisin Membranlar n Oksijen Gegi  rgenli i Ozelli inin

De erlendiriimesi

Oksijen gegirgenli i, yara-yan k ortlisi olarak haz rlanan membranlar n 6nemli bir 6zelli idir.
Hasarl dokunun iyile mesi yeterli miktarda oksijen almas na ba |dr. Bu nedenle yara ortisu
olacak malzemenin oksijen gecirgenli inin yiksek olmas, uygulamada ba arsn art racak,
istenen bir 0zelliktir. ekil 4.59'da goruldu U gibi membranlar n hepsinde oksijen gecirgenli i
de erleri kapal kontrol grubundan istatistiksel olarak anlaml oranda yuksektir (p<0.05)
( ekilde sadece ac k kontrolden istatistiksel olarak farkl olan gruplar i aretlenmi tir). Benzer
olarak ac¢ k kontrol ile membran ornekleri aras nda yine istatistiksel olarak anlaml farkl |k
bulunmu tur. Ancak yara boélgesinin mutlaka koruyucu bir malzeme ile kapat Imas gereklili i
ve koruyucu amacla kullanlan bir ortintn ac¢ k kontrolle tamamen ayn miktarda oksijen
almasnn mumkin olmayaca  bilinmektedir. Bununla birlikte, 2/1x kollajen-serisin
oran ndaki ince ve kal n membranlarda a¢ k kontrole yak n de erler elde edildi i, bu yuzden
bu membranlar n a¢ k kontrolden istatistiksel farkll  olmad  gordlm( tir. Genel olarak
de erlendirildi inde, membranlarn hepsinin oksijen gecirgenli inin yara-yank o6rtlsu
amac na uygun oldu u du dndlmektedir. Yine de geli tirilen membran n, 6zellikle ytksek
oksijen gecirgenli i hedeflenen bir uygulamasnda, 2/1x veya 1/2x kollajen-serisin

membranlar n n daha olumlu sonug verece idi Gndlmi tdr.
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ekil 4.59. nce ve kal n membranlar n oksijen gecirgenli inin kapal ve ag k kontrolle
kar la trimas (ikili bar grafiklerinde soldaki 6rnek kal n membrana,

sa daki 6rnek ise ince membrana ait sonucu géstermektedir)

4.3.2.3. Kollajen-Serisin Membranlar n Su Buhar Ge ¢irgenli inin De erlendirilmesi

Yara-yan kda hasarl dokunun iyile mesi, malzeme taraf ndan yaradan d ar atlan pus-
irinin emilmesini gerektirmektedir. Stinger gibi emme 6zelli i gok kuvvetli bir yara-yan k orti
malzemesi bu amaca yonelik olumlu sonug verecektir. Ancak dokuda sv olu umu surekli
oldu undan ayn malzemenin emilen (veya alt dokuda biriken) svy ne hzla d ortama
kaybetti i de buyidk 6nem ta maktadr. Cunkd hzl bir su buhar kaybnn malze menin
dokudan hedeflenen miktardan daha fazla s v almas na (yara bolgesinde kurumaya) sebep
olaca gibi, yava bir su buhar geci inin de dokuda fazla sv kalmas na neden olaca

bilinmektedir. Dolay s yla her iki durumda iyile me sirecinin gecikmesi veya enfeksiyon
riskinin artmas ac¢ sndan 6nemlidir. Bu nedenlerle deri tedavisinde kullanlacak orti
malzemesi optimum su buhar gecirgenli inde olmaldr. Bu de er yarann derinli i,
beklenen iyile me siresi ve iyile menin hangi a amada oldu u ile de de i mektedir. Cok
derin bir doku kayb iceren hasarlarda (1.derece yank gibi) dokudaki su kayb gunluk
yakla k 5100 g/m? iken hafif yaralanmalarda bu de er 280g/m? civar ndad r. Sa |kl deride
ise su kayb de eri 200 g/m®dir (MI, 2001). Su buhar gegirgenli i d ortamdaki ba | nem
ve s cakl ktan ¢ok etkilenen bir parametre oldu u i¢in bu deneyler her iki parametrenin de
sabit tutuldu u kapal bir sistemde yap Im tr. Deneyler sonucunda membranlar n su buhar
gecirme hzlar ekil 4.60’ta goruldu U gibidir. Bu sonuclara goére bitin membranlar igin
birim yizey alanndan birim zamanda geg¢en su buhar miktarlar beklenildi i gibi

membranlar n su buhar gecirgenlikleri agk brakIm 6rneklerden anlaml olarak du dktdr.
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Ayr ca, genel olarak ince membranlarn su buhar gec¢i hz kaln membranlardan ytksek
de erlerde bulunmu tur. Kal n membranlar icerisinde sadece 1/2x kollajen-serisin grubu ile
ince membranlar aras ndaki fark istatistiksel olarak anlaml bulunmam tr. Bu da membran
kalnl  kadar kompozisyonunun da 6nemli oldu unu gostermektedir. Su buhar gegirgenli i
malzemelerin gdzenekli yap s nn yan s ra hidrofilitesi ve yiizey aktivitesi ile de do rudan
ilgili 6nemli bir 6zelliktir. Su buhar molekdlleri oksijenden daha buyik molekuler yap dad r
ve hidrojen bile eninden dolay hidrojen iceren ba ka molekuillerle H-H ba lar yapma
potansiyelindedir. Bu nedenle gézenekli bir membran n gézenek boyutu ve da Im kadar
kimyasal aktif gruplar da bu 6zelli i etkileyebilmektedir. Serisinin do adaki rolll nedeniyle su
buhar geci ine uygun bir protein oldu u olgusunun yan s ra, kimyasal yap s nda yuksek
hidrofilik amino asitlerin bulundu unun bilinmesi, bu proteinin oran yiksek olan 1/2x
(kollajen- serisin) membran ndaki bu farkll  ac¢ klamaktadr. Bu sonuca uygun olarak
serisin icermeyen (1/0x, kollajen-serisin) kal n membran grubunda da tam tersine en du Uk
gecirgenlik verisi elde edilmi tir. ekilde gruplararas istatistiksel farkl| klar daha ayr nt|

olarak gosterilmektedir.
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ekil 4.60. nce ve kal n membranlardan gunliuk ortalama su buhar geci hznn
kar la trimas -( statistiksel olarak anlaml bulunan farkl | klar: @: 1/1x kal n membranlar n
su buhar geci hz 2/1x ince membranlardan daha di Gktdr, #: 2/1x kal n membranlardan
su buhar geci hz yine 2/1x ince membranlardan daha di dktdr, *: 1/0x kal n
membranlardan su buhar geci hz 1/0x ince membranlard ndaki bitiin ince

membranlardan anlaml ekilde azd r, p<0,05).
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4.3.2.4. Membranlar n Toplam Protein Miktar n n De erlendirilmesi

Membranlar n yap s nda bulunan kollajen ve serisinin suda ¢o6zlinebilen yap da iki protein
olmas (6zellikle serisinin ¢dzUnurli Unun yidksek olmas) nedeniyle, zamanla membrandan
¢k lar, toplam protein analizi ile incelenmi tir. Analiz sonuclar ndan protein deri imi  ekil
4.61'de gosterilen s r serum proteini ile olu turulan kalibrasyon e risi ile hesaplanm tr.
Membrandan ¢ kan protein deri imlerinin gruplara gore da Im  ekil 4.62’de gdsterilmi tir.
Bu sonuca goére, su tutma kapasitesi sonuclarna paralel olarak, capraz ba lanmayan
gruplarda protein ¢k nn cok yiuksek oldu u gozlenmi tir. Capraz ba lanan gruplardan,
yine kollajen ve serisinin birlikte oldu u gruplar ve kollajenin tek oldu u di tk deri ime sahip
(3x) grubu, yapdan protein ¢k nn en az oldu u gruplar olarak bulunmu tur. Yuksek
deri imdeki kollajenin, ¢capraz ba lanmas na ra men bu gruplardan daha fazla protein ¢ k

goOstermesinin, bu deri imde kullan lan ¢capraz ba lanman n yeterli gelmemesi ile ilgili oldu u
di Undlmektedir. Ayr ca protein ¢k nn ¢o unlukla ilk giinde oldu u, di er giinlerde ¢k n

yava lad gorulma tar.
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ekil 4.61. Serisin-kollajen membran protein analizlerinde kullan lan kalibrasyon e risi
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ekil 4.62. Membranlardan toplam protein¢k nnkar la trimas

4.3.2.5. Membranlar n In situ Bozunumlar n n De erlendirilmesi

Kollajen-Serisin membranlar n bir haftal k in situ deneyler sonras nda genel olarak yap sal
batunluklerini koruduklar géralmi tir. Membranlar n kuru a rlk kayb, su tutma ve protein
¢k laryla orant| olarak, capraz ba lama yap Imayan gruplarda yiksek bulunmu tur (Tablo
4.42). Bu kayb n serisin oran artt kca da de er olarak az da olsa artt  g6rdlmu tdr. Kaln
membranlarda serisin oran yiksek grupta (2/1) ¢capraz ba lanmam gruptaki sonuca paralel
olarak en yiksek a rlk kayb elde edilirken ince membranlarda bunun tam tersiolarak
kompozit gruplardaki en di Uk a rlk kayb go6rdlmi tdr. Bunun, ince membranlar n ¢ok
6lcim hatalar ndan ve 6lcim yap lan sistemin hassasiyetinin yetersizli inden kaynakland

did dndlmektedir.
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Tablo 4.42. Kollajen-serisin membranlar n in situ bozunum sonuclar

Iigllagﬁ? -srearri]s)in A (gr)l k Ortalama a rlk kayb (%)

1/2 0,0050 78,00 + 0,00

1/3 0,0053 84,82 + 1,67

1/4 0,0047 85,39 + 2,06
1/1x (ince) 0,0024 23,63+5,14
1/2x (ince) 0,0023 15,15+ 2,14
2/1x (ince) 0,0023 23,37 +5,88
4x (ince) 0,0024 10,17 + 8,23
1/1x (kal n) 0,0036 17,65+ 2,74
1/2x (kal n) 0,0060 22,7+1,93
2/1x (kal n) 0,0047 10,57 + 1,63
4x (kal n) 0,0101 14,89 + 2,82

4.3.2.6. Membranlar n Mikrobiyal Gegirgenlik Ozelli ~ klerinin ncelenmesi

Mikrobiyal gecirgenlik testinde, pozitif kontrol tipleri; deney ko ullar n n besiyeri ortam nda
mikroorganizma buyimesi a¢ s ndan uygun olup olmad n, negatif kontrol tipleri ise; i¢sel
(intrinsic) bir bakteri kontaminasyonundan ba ms z ko ullar n olu turulabildi ini géstermek
amac yla kullanIm tr. Bir haftal k laboratuvar ortam nda inkibasyon sonucunda, sadece
pozitif kontrol tUpleri icinde mikroorganizma Uredi ini gosteren bulutlanma oldu u, bunun
aksine, di er kal n ve ince kollajen ve kollajen-serisin membranlar ile kapatlm olan bitin
gruplarda gozle gorilebilir bir kontaminasyon olmad  g6zlemlenmi tir. ekil 4.63'te ince

membranlar n kullanId  gruplar n foto raf drnek olarak verilmi tir.
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ekil 4.63. Bir haftal k inkiibasyon sonras nda (1) negatif kontrol, (2) pozitif kontrol

ve (3-7) deney gruplar n n mikrobiyal gecirgenlik sonuclar

Ayn testin sonuglar sv besiyerinde bakteri hiicre say mnda kullanlan 600 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak dlgtilmesi yoéntemiyle de kesinlik kazanm tr. nce ve kaln
membran iceren tlplerin bakteri 6lcim sonuclar kapal olan pozitif kontrollerle yak nlk
gosterirken, tGreme oldu u di dnidlen negatif kontrol tiplerinde yiksek abzorbans elde
edilmi tir ( ekil 4.64 a ve b). nce veya kal n membran ile kapatIm besiyerlerin 600 nm’deki
okumalar nn kapal tupdeki kontrol abzorbans ndan farkl olmad  gordlmd tdr. Bunun
yan nda, ac¢ k tiplerde elde edilen abzorbans de erlerinin say sal olarak en yiksek oldu u
bulunmu tur. Elde edilen yiksek abzorbans de eri, bu tip icinde bakteri biiyimesi oldu unu
gbstermektedir. Bu sonugclar, ince ve kal n kollajen ve kollajen-serisin membranlar n n yan k

bolgesinde ikincil bakteri enfeksiyonlar n engelleme kapasitesi oldu unu gdstermektedir.
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ekil 4.64. Bir haftal k inkilbasyon sonras nda negatif kontrol, pozitif kontrol ,
ve capraz ba | kollajen-serisin a) ince, b) kal n membranlar n n mikrobiyal

gecirgenliklerinin spektrofotometre dlgcuimleriyle kar la trimas

4.3.2.7. Kollajen-Serisin Membranlar n Mekanik Ozel liklerinin De erlendirilmesi

Deri dokusunun normal artlarda en ¢ok maruz kald etki cekme kuvvetleridir. Bu kuvvetler
ozellikle iyile me sirecinde yara bolgesinde yeni hasarlar olu turma riski ta maktad r. Bu
nedenle deriye yap arak bu kuvvetlere maruz kalaca du Unilen yara-yan k ortisinin
iyile en dokuya zarar vermemesi ve iyile me slrecinde btinli Gnd koruyabilmesi icin

yeterli dayan mda olmas gerekmektedir.
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Membranlar n gekme mekanik testleri sonras nda elde edilen sonuclar Tablo 4.43'te ve ekil
4.65'te gosterilmektedir. Buna goére kollajenin tek olarak kullanlmas ile hazrlanan
membran n ultimate tensile stress (maksimum ¢ekme gerilmesi) ve strain (maksimum birim
uzama) de erlerinin kollajen ve serisinin beraber kullan m ile haz rlanan membranlara gére
daha ylUksek oldu u ve bu fark n membran kalnl  artt kca daha belirginle ti i gérdlmi tar
(Tablo 4.43b). Benzer olarak di er membranlarda da ayn mekanik Ozelliklerdeki kal n
membranlar n incelere gore farkllklar nn birim alanda kullanlan malzeme miktar ndaki
art a dayal oldu unu di Undirmektedir. Ancak 3. 6zellik olan elastisite modulu
de erlerinde, di er dzelliklerin aksine, tek kollajen iceren kal n membranlarda hem incelere
gbre hem de kaln membranlarn ikili (kompozit) gruplarna gére daha du Uk de erler

bulunmu tur.

Kaln ve ince membranlarda serisin oran arttkgca maksimum cekme gerilmesi ve birim
uzama de erlerinin azald gortlmd tdr. Yap ya serisinin eklenmesiyle, membranlar n daha
krlgan (brittle) 6zellik kazand  go6rilmektedir. Ayrca, kollajen oran nn artmas ile ikili

kompozit gruplar nda mekanik 6zelliklerde anlaml farkl | klar olu mad go6zlenmi tir.

Membranlar n mekanik testlerinde standart sapmalar n yiksek olmas ve 06zellikle ince
membranlar n deney zorlu u nedeniyle tutarsz sonuglar tretmesi mekanik 6zelliklerin
de erlendiriimesinde zaman zaman yorum gugcli G do urmu tur. Mekanik test sonuclar n
daha net kar la trabilmek icin istatistiksel analiz yapIm tr. Bltin gruplarn mekanik
Ozelliklerinin ortalama de erleri arasnda farkllk olup olmad , gruplararas tek yonla
ANOVA testi ile incelenmi , gruplarn birbirleriyle olan ikili kar la trmalar icin ise,
TUKEY’in ¢oklu kar la trma testi (Post-hoc) kulllanIm tr (SPSS 9 statistiksel analiz
paket program). Bununla birlikte, sonucglarn yayn a amasnda, gruplara yeni ornekler

eklenmesi ve tekrar de erlendiriimesi planlanmaktad r.

Harley vd., taraf ndan yap lan bir ara trmada kollajen proteini glukosaminoglikan ile birlikte
hicre ta ycs olarak kullanlm tr (HARLEY, 2007). Projedeki gibi iki biyomolekulin
kullan m ile haz rlanan bu malzemelerin ba lang ¢ elastisite modulleri 2 MPa civar ndad r.
Park vd. liyofilizasyon yontemi ile elde ettikleri kollajenin-hyaluronic asitle matrislerinde
maksimum cekme gerilmesi de erleri yakla k 5 MPa'dr (PARK, 2004). Elastisite modulu
de erleri aras nda istatistiksel anlaml fark bulunamam tr. Maksimum c¢ekme gerilmesi
de erlerinde, 2/1x ve 1/1x oranlar ndaki kollajen-serisin ince membranlarla ayn orandaki

kaln membranlar arasnda istatistiksel anlaml farkllk bulunmu tur (p<0,05). nce

146



membranlar icerisinde en yiksek gerilme de erini, 1/1x kollajen-serisin oran ndaki membran
gbstermi tir. Bu grup di er ince membranlara gére istatistiksel olarak anlaml ytksek gerilme
de erine sahiptir (p<0,05). Kal n membranlar igerisinde en yuksek de ere sahip olan 1/0x
oran ndaki membran ise, sadece 2/1x oran ndaki kal n membrandan istatistiksel anlaml
farkl d r. Maksimum ¢ekme gerilmesi de erlerinde 1/0x ve 2/1x oranlar ndaki kollajen-serisin
ince membranlarla ayn orandaki kaln membranlar aras nda istatistiksel anlaml farkl|k
bulunmu tur (p<0,05). nce membranlar igerisinde en yiksek birim uzama de erindeki 1/1x,
kollajen-serisin membran 2/1x ince ve 2/1x kal n membrana gore istatistiksel olarak anlaml
yuksek gerilme de erine sahiptir (p<0,05). Ayr ca, serisin iceren kal n membran gruplar nda
2/1x membran, serisin miktar daha yiksek olan 1/2x membrandan istatistiksel olarak anlaml
farkldr.

Tablo 4.43. Kollajen-serisin membranlar n mekanik dzellikleri

a) Kal n membranlar

Kal n Elastisite Ultimate tensile  Ultimate tensile
membranlar modull stress strain
(MPa) (MPa) (%)
Kollajen-serisin
1/0 548 +0,71 44,08 + 1,89 11,76 £ 1,46
1/1 7,02 +£0,39 33,47 + 13,20 573 +2,27
2/1 7,56 + 0,92 40,46 + 6,22 6,60 £ 0,78
1/2 7,73+1,32 26,74 £ 0,96 3,51+0,22

b) nce membranlar

nce Elastisite Ultimate tensile  Ultimate tensile
membranlar moduli stress strain
(MPa) (MPa) (%)
Kollajen-serisin

1/0 5,50 + 2,26 35,95+ 7,45 4,73 +0,99
1/1 552 +0,77 10,11 +1,41 7,18 £ 0,86
2/1 6,55+1,71 11,54 £ 2,41 2,17 £ 0,30
1/2 * - -

* Membranlarn c¢ok hassas olmas nedeniyle kalpla kesme ve mekanik testler
yap lamam tr.
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Tensile Modulus (MPa)

1/0K 1/0l 2/1K 2/11 1/1K /11 1/2K

a)

Ultimate Tensile Stress
(MPa)

1/0K 1/01 211K 2/1l 1/1K 1/11 1/2K

b)

12- <7

10+

Ultimate Tensile Strain (%)
@

1:0K 1:01 2:1K 2:11 1:1K 1:11 1:2K

c)

ekil 4.65. nce ve kal n membranlar n mekanik 6zelliklerinin kar la trlmas a) Elastisite

modulu, b) Maksimum ¢ekme gerilmesi ¢) Maksimum birim uzama

148



4.3.2.8. Membranlar n Makroskopik ve Mikroskopik ncelenmesi

Kollajen-serisin membranlarda serisin oran artt kca, membran ylzeylerinin daha homojen bir
yapya sahip oldu u go6zlenmi tir. Capraz ba lanan farkl Kkollajen-serisin ve kollajen
membranlar aras nda goérilen en belirgin farkl 1k ise, kollajen membranlar n yiizeylerinin

daha heterojen ve puruzli olmas dr ( ekil 4.66 ve 4.67).

a) b) c)
ekil 4.66. Kollajen-serisin a) 1/2, b) 1/3, ¢) 1/4 bile imlerine sahip membranlarn k

mikroskopu gorintdleri (20X biyutme).

C) d)
ekil 4.67. Capraz ba lanm a) Kollajen (4 mg/ml), b) Kollajen (3 mg/ml),

¢) Kollajen-serisin, 1/1, d) Kollajen-serisin, 1/2 membranlar n

k mikroskobu mikrografileri (20X blyutme)
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Ayrca membran yap s ndaki kollajenin da Im sirius krmzs ile boyama sonras
makroskopik ve mikroskopik olarak incelenmi tir. ekil 4.68'de goruldu U gibi ¢apraz
ba lanmam membranlarda kollajen boyamas daha yo undur. Bunun, boyama s ras nda
bu gruplarda (Bolim 4.2.2.9'de agkland  gibi) yap dan serisinin ¢ kmas ile kollajenin

boyanabilirli inin artmas ndan kaynakland di Gnutlmektedir.

ekil 4. 68. Sirius krm z s ile boyanm membranlar n makroskopik goruntuileri:
a) 4 mg/ml kollajen-capraz ba lanm , b) 3 mg/ml kollajen-capraz ba lanm ,
¢) 1/1 oran nda kollajen-serisin-¢capraz ba lanm , d) 1/2 oran nda kollajen-serisin,
e) 1/4 oran nda kollajen-serisin, f) 1/3 oran nda kollajen-serisin,

g) 1/2 oran nda kollajen-serisin-capraz ba lanm

Membranlarda kollajen da Imn gérmek icin yap lan mikroskopik incelemelerde, serisin
oran artt kca kollajen i¢cin boyamalar n (krm z alanlar) bolgesel olarak yo unluk kazand
gozlenmi tir ( ekil 4.68). Elde edilen mikrografiler, serisin oran artt kca kompozit kollajen-
serisin membranlarda faz ayrm oldu unu di Gndirmektedir. Makroskopik incelemelerde
goraldi 0 gibi, membranlar capraz ba land ktan sonra kollajen boyamalarnn azald
gb6zlenmi tir ( ekil 4.69-70).
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a) b) c)
ekil 4.69. a) 1/2, b) 1/3, c) 1/4 bile im oranlar na sahip kollajen-serisin
membranlar n kollajene ba lanan sirius krm z s ile boyand ktan sonra

elde edilen  k mikroskobu goruntileri (20X blyitme)

C) d)
ekil 4.70. a) Capraz ba lanm a) Kollajen (4 mg/ml), b) Kollajen (3 mg/ml),
¢) Kollajen-serisin (1/1), d) Kollajen-serisin (1/2) membranlar n kollajene
ba lanan sirius krm z s ile boyand ktan sonra elde edilen  k mikroskobu

goruntileri (20X blyitme)
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4.3.2.9. Membranlar n Biyouyumlulu  unun De erlendirilmesi

Yan k Ortiisii olarak geli tirilen gecici ta yclarda aranan Ozelliklerin ba nda hiicre
yap masn, co almasn ve farklla masn sa lamas, bozunmaya ba | ortama ¢kan
drunlerinin hicrelere toksik etki gdstermemesi ve bozunma h z n n doku rejenerasyon h z na
e olmas gelmektedir (VACANTI, 1997). Haz rlanan membranlar n, hem enfeksiyon riski ve
su kayb nn azaltlmas icgin yaray kapatmas, hem de yarada rejenerasyonun sa lanmas
icin epidermal ve/veya keratinosit hicrelerinin ba lanmasn sa layan gegcici bir alt katman

olu turmas planlanm tr.

Cal mada, oncelikle hazrlanan membranlarn hicreler Uzerinde toksik etki gosterip
gbstermedi i in vitro biyouyumluluk testleri ile incelenmi tir. Yaplan testlerde HaCaT
keratinosit ve 3T3 fibroblast hiicre hatlar kullan Im tr. HaCaT keratinosit hiicreleri morfolojik
ve farklla ma ozellikleri a¢ s ndan tipik keratinosit hiicresine benzemektedir. Keratonosit
hicreleri konfluenseye ula tklar nda karakteristik poligonal morfolojiye sahip olmaktad r.
Ayr ca, hicreler ylzeyi sevdiklerinde filopod veya lamellipod gibi uzant lar vermektedir ( ekil
4.71a) (RHO, 2006). Primer keratinosit hicrelerin aksine, buyime faktorlerine ihtiyac
olmadan htcre kiltir ortam nda ¢o alt labilmesi nedeniyle, sitotoksisite deneyleri icin uygun
bir hiicre hattdr. 3T3 hicre hatt biyouyumluluk testlerinde kullanlan referans hicre
hatlar ndan biridir. Hicreler fibroblastik hiicre morfolojisine sahiptir ( ekil 4.71b). Bolinme
sureleri 18 saattir. Hicre kiltir ortam nda h zla ¢o alan ve pasajlararas temel dzelliklerini

kaybetmeyen bir hiicre hattd r.

a) b)

ekil 4.71. a) HaCaT keratinosit, b) 3T3 hicrelerinin  k mikrografileri
(20X buyutme)

De i ik kollajen/serisin oranlar na sahip membranlara 3T3 hucreleri ekilmi ve 24 saat sonra

membranlara ba lanm 3T3 hcrelerinin morfolojileri faz kontrast mikroskopu ile incelenmi
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ve gorunttlenmi tir. Kollajen, ba dokusunu olu turan temel proteindir (PARRY 1988).
Fibroblast hicreleri ba ta gelmek tzere bir¢cok hicre yizeyinde kollajeni tan yan reseptorler
vard r. 3T3 hicreleri 24 saat sonunda membranlar tzerine yap m tr. De i ik kollajen-
serisin oranlar na sahip membranlara yap an 3T3 htcrelerinin ¢co unun yizeyde yay Id

gbzlenmi tir ( ekil 4.72).

 ad
 ad
a) b)
 ad
—
c) d)

ekil 4. 72. Kollajen-Serisin a) 1/2, b) 1/3, ¢) 1/4 kompozisyonlar ha sahip membranlar na, d)
hiicre kultir kab na (kontrol) ekilen 3T3 hiicrelerinin 24 saat sonra  k mikroskobisi
gorintileri. Beyaz ok membranayap m vyayIm hicreleri, siyah ok membranayap m

ama yay Imam hcreler ve sar yId z ise membran gostermektedir (20X ).

Do al kaynakl bir polimer olan kollajen su tutma kapasitesi ylksek bir proteindir.
Dehidrotermal veya kimyasal ydntemlerle kollajen zincirleri aras nda capraz ba lama
yap lmad takdirde, kollajen sulu ortamda yap sal butinli Un0 kaybetmektedir (KESKIN,
2005; LV, 2008). pek kozas ndan safla trlan serisin, di Uk molekller a rl a sahip, suda
¢6zlnen bir proteindir. Serisinin kollajene oranla membranlardan daha cabuk ¢kt ve
yap sal butinlik kaybn hzlandrd di Gnilmektedir. Yap sal batinla Gnidn belli bir stre

korunmas icin membranlar kimyasal yontemle capraz ba lanm tr. Capraz ba lanm
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kollajen-serisin (1/2) membranlara ekilen hucrelerin ( ekil 4.73d) capraz ba lanmam
membrana yap an hicrelerden ( ekil 4.72a) farkl olduklar ve tipik fibroblastik morfolojilerini
kaybettikleri gorulmia tir. Bu sonug, capraz ba lama icin kullanlan glutaraldehitin
membranlardan y kama ile yeterince uzakla trlamad n di dndirmektedir. Kimyasal
reaksiyondan sonra reaktif kalan gruplarn notralize edilerek glutaraldehitin  htcreler

Uzerindeki negatif etkilerinin azalt Imas planlanlanm tr.

c) d)

ekil 4.73. a) Capraz ba lanm a) Kollajen (4 mg/ml), b) Kollajen (3 mg/ml)
c¢) Kollajen-serisin, 1/1, d) Kollajen-serisin, 1/2, membranlar na ekilen 3T3 hicrelerinin 24
saat sonra  k mikroskobisi goruntileri. Beyaz ok membranayap m yayIm hucreleri,
siyah ok membranayap m amayayImam hicreleri ve sar yId z ise membran

gOstermektedir (20X buyttme).
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Abzorbans

y = 2E-06x - 0,0073
R?=0,9784

0 500000 1000000 1500000 2000000
Hicre say s

ekil 4.74. 3T3 Hucrelerii¢in olu turulan kalibrasyon e risi

Serisinin, gosterdi i farkl biyolojik aktivitelerin ipliksi a yaplaryla olu turdu u fiziksel
ba lardan kaynakland gdsterilmi tir (PANILAITIS, 2003). Tsubouchi, insan kaynakl deri
fibroblast hicrelerinin kontrole (hicre kuiltir kab) oranla, serisin filmlerine daha c¢ok
ba land klarn gostermi tir (TSUBOUCHI, 2005). Bu olumlu etki, projede kollajen-serisin

membranlar nda da goralma tar.

Membranlara ba lanan hicre saylarnn belirlenmesi icin bilinen hicre saylar ile
kalibrasyon e risi olu turulmu tur ( ekil 4.74). 24 saat sonunda kollajen-serisin (1/2 ve 1/4)
membranlara yap an hiicre say s n n kontrol grubundan farkl olmad klar goéralma tar ( ekil
4.75). Serisinin yuksek hidrofilisiteye sahip amino asit bile imiyle kimyasal veya fiziksel
yontemlerle capraz ba lanabildi i ve farkl polimerlerle kompozit yap lar olu turabildi i
gosterilmi tir (ZHANG, 2002; CHO, 2003). Projede de hazrlanan kollajen-serisinin
glutaraldehit ile ¢apraz ba lanarak kompozit bir yap da membran olu turulmas ve yap sal
batinli Gnt  yarada yeni doku olu umunu destekleyecek hedef sirede korumalar
sa lanm tr. 24 saat hiicre inkiibasyonu sonunda, ¢apraz ba lanm membranlar tzerinde
yap m hicre morfolojileri ile MTT canllk analiz yontemiyle bulunan hicre say lar
birbirleriyle uyumlu bulunmu tur. Capraz ba lanm membranlara ba lanan hiicre saysnn
kontrol grubundan di Gk oldu u goralma tir ( ekil 4.75). Ayrca, kollajen-serisin (1/2)
membranlara ba lanan hicre says, capraz ba lama yaplm membranda 80 250 =+
8495'den 43 500 + 1768'e dU mui tur. Yukarda tart Id gibi, glutaraldehitin huicre
Uzerindeki negatif etkilerinin azalt Imas icin, y kama a amalar uzatim ve 0.2 M glisin ile
yarm saat bekletiimi tir. Hazrlanan membranlar bu a amalardan gectikten sonra

glutaraldehitin toksik etkisi 3T3 ve HaCaT hucre hatlar ile incelenmi tir. Membranlar tzerine
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ba lanan keratinosit hiicre say s n n belirlenmesi icin  ekil 4.76’de verilen kalibrasyon e risi

olu turulmu tur.

125000
100000 - ‘|1
o o0 [1 T
= 75000 {‘
[72])
I
S 50000 -
I
25000 -
O T T T 1
kontrol  1/2 1/3 1/4 3x 4x 1/1x 1/2x
Gruplar

ekil 4.75. 24 Saat sonunda membranlar Uzerindeki 3T3 hlcre say lar

1,4+
1,2

1 4
0,81
0,61

y = 3E-06x + 0,0058
0,41
R =0,9922

0,21

0 % T T T T T 1

0 100000 200000 300000 400000 500000 600000

ekil 4.76. HaCaT keratinosit htcreleri icin olu turulan kalibrasyon e risi
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c) d)

ekil 4.77. Capraz ba lanm ince a) 3/0 Kollajen, b) Kollajen-serisin (1/1),
c¢) Kollajen-serisin (1/2), d) Kollajen-serisin (2/1) membranlar Gizerine

ekilen 3T3 hucrelerinin - k mikroskobu gorintileri. (20X buiyltme)

24 saat sonunda 3T3 hucrelerinin ¢o unun ¢apraz ba lanm ince ve kaln kollajen ve
kollajen-serisin membranlar n yizeyine ba lanm ve yayIm olduklar goézlenmi tir ( ekil
4.77 ve 4.78). Bu da hicrelerin yizeyi sevdiklerini ve capraz ba lay c ile ilgili toksik etki
ya amad klar n goOstermektedir. Sadece ekil 4.77d’'de ince kollajen-serisin membranlar n
yluzeyinde di er membranlara oranla daha fazla 6li veya yay Imam hicreye rastlanm tr.
Bunun, 6rnekten kaynakland du dndlmektedir. Kaln kollajen-serisin - membranlar n
kompozisyonunda serisin  miktar artrld nda, hicrelerinin k mikroskopisi ile
gorintilenmelerinde sk ntlar ya anm tr. Serisin miktar artrld nda membranlar n ylzeyi
daha heterojen bir gorintl kazand icin, membrandan gecen k miktar azalm ve
hicreleri ay rt edebilmek zorla m tr ( ekil 4.79b ve d, ekil 4.80b ve d)

24 saat sonunda keratonosit hicrelerinin tim membran ylzeylerine yap tklar ve

yay Id klar g6zlenmi tir. YayIm  hicrelerin karakteristik poligonal keratonosit hulcre
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morfolojisi kazand klar gorilmua tar ( ekil 4.78 ve 4.80). RHO vd. yaptklar cal malarda
keratonosit hicrelerinin  ylizeyinde bulunan integrin reseptoérlerinin  kollajeni tan yan
reseptorler oldu unu ve bu tip ba lanmann hicrelerin farklla mas nda olumlu etkileri
oldu unu géstermi tir (RHO, 2006). Haz rlanan kollajen-serisin membranlar n n da ayn tip
olumlu etkisi oldu u ve serisin varl nn ve capraz ba lay c nn negatif etkileri olmad

sonucuna varIm tr.

c) d)

ekil 4.78. Capraz ba lanm ince a) 3/0 Kollajen, b) Kollajen-serisin (1/1),
¢) Kollajen-serisin (1/2), d) Kollajen-serisin (2/1) membranlar Uzerine ekilen HaCaT
keratinosit hiicrelerinin - k mikroskopu gérintileri. Beyaz ok membranayap m ve

yay Im hicreler, siyah ok membranayap m ama yaylmam hicreler (20X buyitme).
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c) d)

ekil 4.79. Capraz ba lanm kal n a) 3/0 Kollajen, b) Kollajen-serisin (1/1),
c) Kollajen-serisin (1/2), c) Kollajen-serisin (2/1) membranlar tGizerine ekilen
3T3 hicrelerinin - k mikroskobu gortintileri. Beyaz ok membrana yap m

ve yay Im hicreler, siyah ok membranayap m amayayImam hicreler
(20X baylatme).
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~
a) b)
-
-
c) d)

ekil 4.80. Capraz ba lanm kal n a) 3/0 Kollajen, b) Kollajen-serisin (1/1),
c) Kollajen-serisin (1/2), c) Kollajen-serisin (2/1) membranlar tGizerine
ekilen HaCaT keratinosit hiicrelerinin  k mikroskobu géruntdleri.
Beyaz ok membranayap m ve yaylm hicreler, siyah ok

membranayap m amayayIm hicreler (20X biyitme)

MTT canllk testi keratonosit hucrelerinin kaln ve ince kollajen ve kollajen-serisin
membranlar ylzeyinde ¢o almalar n n incelenmesi icin kullanIm tr. Hicrelerin 1., 4. ve 7.
gunlerde say lar hazrlanan kalibrasyon e risi ( ekil 4.76) ile hesaplanm tr. Membranlar
yluzeyine 35 000 hicre ekilmi tir. 24 saat sonunda hucrelerin % 100 ylzeye yap tklar
bulunmu tur. Bu sonug, k mikroskopisinde hiicrelerin membran ylzeylerini tercih ettikleri
sonucu ile uyumludur ( ekil 4.78 ve 4.80). Keratonosit hiicre saylarnn ince ve kaln
membranlarda zamana ba | olarak artt  g6zlenmi tir ( ekil 4.81). Keratonosit hiicrelerinin
¢o almalar kal n membranlarda daha belirgin art gtstermektedir. Kal n membranlarda 2/1
kompozisyonu hari¢ tim serisin iceren gruplar, kollajen membranlardan ve kontrol

ylzeylerinden farks z hiicre art  géstermi tir ( ekil 4.81a).

160



160000

140000

120000 T T T

100000 —
J_ J— J_ Oday 1

80000 --l | |Oday4

T Oday 7

60000 1] l T —1
40000 —T— |

20000 —

1/1x 1/2x 2/1x 4/0x

160000

140000 - l

120000 -

100000 - |

T Oday 1
80000 Oday 4
Oday 7

60000 -

40000

20000 +

1/1x 2/1x 4/0x kontrol

b)
ekil 4.81. HaCaT keratonosit hiicrelerinin kollajen ve kollajen-serisin
a) Kal n, b) nce membranlar ylizeyinde ¢o almalar .

Kontrol yuzey olarak polistiren hiicre kap yuzeyleri kullanim tr

Ik mikroskopisi yan nda, ekilen hticrelerin membran yuzeyleri ile ili kisi 24 saat sonunda

hiicre morfolojilerinin taramal elektron mikroskopisi ile incelenmesi ile yap Im tr. Hucrelerin

membran ylzeylerinin incelenmesi icin dncelikle hiicre ekilmemi c¢apraz ba lanmam ve
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ba lanm membran yizeyleri sfrnc ve suda bekletildikten sonra incelenmi tir ( ekil
4.82). Farkl serisin-kollajen oranlar nda hazrlanm membranlarn sfrnc zamanlar nda
membranlar n baz bdlgelerinde c¢atlaklar gortntilenmi tir ( ekil 4.82 b, d, h). Gortnttlenen
bu catlaklar n ¢cok ince olan membranlar n yiizeyden ¢ kar Ima a amalar nda veya taramal
elektron mikroskopi i¢cin 6rnek hazrlama sras nda olu tu u di Undlmektedir. Haz rlanan
membranlar n suda bekletiimeleri ile de, membran yiuzeylerinde derin ¢atlaklarn olu tu u
gOzlenmi tir ( ekil 4.82 a, c, f, g). Ancak, ayn kompozisyonlarda haz rlanan ve gapraz
ba lanan membran ylizeylerinde hem s frnc zaman hem su ortam nda bekletildikten sonra
catlaklar veya y rt Imalar gézlenmemi tir ( ekil 4.82 i-6). Bu da, ¢capraz ba lanmann ince

serisin-kollajen membranlar n daha sa lam yap lara donu tardld Un0 gostermektedir.
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ekil 4.82. Farkl serisin-kollajen oranlar nda haz rlanm membranlar n taramal
elektron mikroskopi goruntuleri: a) 1/2 (suda bekletiimi ), b) 1/2 (s frnc zaman),
c) 1/3 (suda bekletilmi ), d)1/3(s fr nc zaman), e) 1/3 TO, f) 1/4 (suda bekletilmi ),
g) 1/4 (suda bekletilmi ), h) 1/4 (sfrnc zaman)
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ekil 4.82. (devam) Farkl serisin-kollajen oranlar nda haz rlanm ve capraz
ba lanm membranlar n taramal elektron mikroskobi gorintuleri:i)1/1X (capraz
ba lanm , suda bekletilmi ), j) 1/1X (¢apraz ba lanm ,sfrnc zaman), k)1/2X
(capraz ba lanm , suda bekletilmi ),1)1/2 (s fr nc zaman), m) 3X (¢capraz
ba lanm , suda bekletilmi ), n) 3X (¢capraz ba lanm ,sfrnc zaman), o) 4X (¢capraz

ba lanm , suda bekletilmi ), 6) 4X, (capraz ba lanm ,suda bekletilmi )
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Kollajen-serisin membranlar na derinin epidermis tabakas nda yer alan keratinosit hiicreleri
ve dermis tabakas nda yer alan fibroblast (3T3) htcreleri ayr ayr ekilmi ve membranlar n
bu htcrelerle uyumlulu u taramal elektron mikroskopisi (SEM) ile incelenmi tir. Keratinosit
ekilen ince ve kal n membranlarda hiicrelerin membran n orta k sm nda (ekildikleri bélgede)
yo un olarak tutunduklar ve 24 saat’lik inkiibasyon sonras nda bu yiizeyde canl | klar n
koruduklar go6zlenmi tir ( ekil 4.83). Ayn hicrelerin 7 gunlik inkiibasyon sonucundaki
membran yuzeyinde sadece orta ks mda olmay p daha geni bir alana yay Id klar, ama
yine de ilk ekim bdlgesinde Ustlste 2.-3. katmanlar olu turarak ortada daha yo un bir
¢o alma olu turduklar goralmi tir ( ekil 4.84). Hucrelerin ekilme boélgesindeki konfluent
gorintist kal n ve ince membranlarda 24 saatlik strecte farkl | k géstermezken, 7 gunluk
surecte kaln membranlar n ekilme bdlgesinde incelere gére daha yo un co almalar,
hicreler a¢ s ndan ince membranda yay Iman n daha kolay oldu unu di Gndidrmektedir
( ekil 4.85). nce membranlarda hiicrelerin membran yuzeyinde da nk (bélgesel) olmalar
da bunu desteklemektedir. Genel olarak keratinosit hicrelerinin  hazrlanan tim
membranlarda yak n dizeyde tutunma ve ¢o alma 06zelli inde oldu u ancak kollajenin
yiksek oldu u kompozit grupta (2/1) serisinin yiuksek oldu u gruba goére (1/2) hicre

tutunmas ve yay Imas n n daha iyi oldu u gozlenmi tir ( ekil 4.86)

Di er hucre turt olan 3T3 hicrelerinde ise, bu hicrelerin yap s gere i daha buyuk ve fazla
uzant larla ylzeye tutunduklar, bu nedenle membranlar n yizeyinde keratinositler kadar
yo un bir hicre kaplanmas go6zlenmemi tir. Ancak, bu hicrelerin literatirden ve
grubumuzun daha oOnceki cal malarndan bilinen, yiizey tutunma yodninden
de erlendirildi inde yine hem kaln hem de ince membranlarda hicrelerin ylzeyi ¢ok
uyumlu bulduklar ve istenen diizeyde yay Ima gosterdikleri gorulma tir ( ekil 4.87). Yine
kompozit gruplar aras nda de erlendirildi inde, yiksek kollajen iceren kompozitin yiksek

serisin icerenden daha iyi hiicre yay Imas sonucu bulunmu tur ( ekil 4.88).

Genel olarak membranlarn hepsinde 1. ve 7. gunde hucrelerin ¢o unlukla ylzeye
tutunduklar ve canllklarn koruduklar, ylzeyde zamanla orantl 3 boyutlu yayIma
gosterdikleri gordlmi tar. Bu sonucla, membranlarn toksik etkisinin  bulunmad

go6rilmektedir.
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b)

ekil 4.83. Kollajen membranlara ekilmi keratinosit hiicrelerinin, 24 saat
inkiibasyon sonras ndaki taramal elektron mikroskopisi gorintileri

a) Kal n membran b) nce membran
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b)

ekil 4.84 . Kollajen-serisin (2/1) membranlara ekilmi keratinosit hiicrelerinin
inkiibasyon sonras ndaki taramal elektron mikroskopisi goriintileri

a) Kal n membran b) nce membran
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a)

b)

ekil 4.85. a) Kollajen-serisin (1/1) membranlara ekilmi keratinosit hiicrelerinin
7 gunlik inkiibasyon sonras ndaki taramal elektron mikroskopisi gorintdleri

a) Kal n membran b) nce membran
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b)

ekil 4.86. a) Kollajen-serisin (2/1) kal n membranlara ekilmi keratinosit hiicrelerinin,
b) Kollajen-serisin (1/2) kal n membranlara ekilmi keratinosit hiicrelerinin

7 gunlik inkiibasyon sonras ndaki taramal elektron mikroskopisi gorintileri
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b)

ekil 4.87. Kollajen-serisin (1/1) membranlara ekilmi 3T3 hicrelerinin 24 saatlik
inkiibasyon sonras ndaki taramal elektron mikroskopisi gorintileri

a) nce membran, b) Kal n membran
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b)

ekil 4.88. a) Kolajen-serisin (2/1) kal n membranlara ekilmi 3T3 htcrelerinin,
b) Kollajen-serisin (1/2) kal n membranlara ekilmi 3T3 hicrelerinin

24 saatlik inktibasyon sonras ndaki taramal elektron mikroskopisi gorintileri
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4.3.3. Geri KazanIm  Serisinin Sitotoksite Sonuglar

Proje ekibi taraf ndan Bursa'da faaliyet gdsteren bir boyahaneden temin edilen ipek ipli i
pi irme at ksular ndan serisin geri kazanIm tr. Elde edilen serisinin kollajen ile deri yama
ortist olarak uygulanabilirli inin incelenmesi HaCaT keratinosit hicreleri kullan larak
sitotoksite deneyleri ile gercekle tirilmi tir. Bocekten gelen protein ve ortamda kalm
olabilecek deterjan art klar ndan kurtulmak icin elde edilen serisin 1 gece boyunca suya kar
diyaliz edilmi tir. Diyaliz ©6ncesi ve sonrasnda elde edilen serisin solusyonlar farkl
deri imlerde keratinosit hicrelerinin Gzerine ekildikten 48 saat sonra MTT canl | k testi ile
mikroskopik incelemeler yap Im tr ( ekil 4.89 -4.90).

1,24 O diyaliz dncesi
L O diyaliz sonras
1 A I_T_ -|' lj—— l
5 + IE
~ 0,8 . T
c
S
— 0,6
Q
[S]
o
Q
O 0,4
S
1S
o
X 0,2 |
0 T 1
20 40 60 80 100 150 200 300 Kontrol
Serisin Deri imi (ug/ml)

ekil 4.89. Diyaliz 6ncesi ve sonras nda farkl deri imlerde geri kazanIm serisinin

HaCaT keratinosit hiicrelerinin canl|  (zerindeki etkilerinin incelenmesi

ekil 4.90'da goéruldu U gibi diyaliz yap Imayan serisin, kontrol hicrelere goére (serisin
eklenmeyen) deri ime ba | olarak % 10 ile % 20 aras nda hicre canll nda azalmaya
sebep olmu tur. Bunun yan nda diyaliz sonras nda elde edilen serisin igin ¢al lan deri im
aral nda (20-80 g/ml) elde edilen sonuglarn kontrol htcrelerinin canll ndan farkl
olmad gozlenmi tir. Ayr ca diyaliz sonras nda elde edilebilen en yiksek konsantrasyon
olan 80 g/ml eklenen gruplarda keratinosit hicrelerinin canl| nda di er gruplardan daha
fazla art a neden oldu u goridlmd tir. Bu sonucun, serisin proteinin literattirde verilen

hiicreler Gizerinde koruyucu ve besleyici etkilerine ba | olabilece idu tntlmektedir.
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ekil 4.90. HaCaT keratinosit hiicrelerinin diyaliz yap Im  farkl deri imde
serisin ornekleri ile 48 saatlik inkiibasyon sonundaki faz kontrast  k
mikroskop foto raflar (20 X blyttme) a) 20 g/ml, b) 40 g/ml,
c) 60 g/ml, d) 80 g/ml, e) Kontrol (serisin eklenmemi ).
Siyah oklar morfolojik de i imi (6rnek: hlcreici vakulle meyi),

beyaz oklar 6lime gitmi hicreleri gostermektedir

ekil 4.90 ve 4.91" de goruldi G gibi, geri kazan Im  serisin diyaliz 6ncesi veya sonras nda
hiicre populasyonun biytk c¢o unlu unda morfolojik de i imlere sebep olmam tr. | k
mikroskopu grafiklerinde gorilen yuvarlak hicre say lar, deri ime ba | ve diyaliz yap|p

yap Imamas na ba | olarak artmaktad r.
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d) e) f)

9) h)

ekil 4.91. HaCaT keratinosit hiicrelerinin diyaliz yap Imam farkl deri imde
serisin ornekleri ile 48 saatlik inkubasyon sonundaki faz kontrast
k mikroskop foto raflar (20 X blyttme).a) 20 g/ml, b) 40 g/ml,
c) 60 g/ml, d)80 g/ml, e) 100 g/ml,.f) 150 g/ml, g) 200 g/ml,
h) 300 g/ml. Siyah oklar morfolojik de i imi (6rnek: hiicreici vakulle meyi),

beyaz oklar 6lime gitmi hicreleri gostermektedir

4.3.4. Kollajen ve Kollajen-Serisin Kopukler Haz rl  anmas

Kollajen ve kollajen-serisin koépik hazrlanmas proje plan nda bulunmamaktad r. Ancak,
membranlarda iyi sonu¢ veren bu kompozisyonlar iki bile enin jelle me 6zellikleri kullan larak
dondurma ve liyofilizyon yontemiyle gozenekli kdpikler haz rlanm tr ( ekil 4.92). Ancak,
kopukler capraz ba layc solusyonuna daldrma veya buharna maruz brakma
yontemlerinde ¢ boyutluluklar nda ve ylzey goézenekliliklerinde blytk kay plar ya and

icin bu cal malar n ileride daha farkl bir projede gercekle tirilmesine karar verilmi tir.

174



Serisin/kollajen kopuklerinin genel 0Ozelliklerinin belirlenmesinden 0Once, go6zeneklilik ve
gbzenek da Im oOzellikleri taramal elektron mikroskopisi ile incelenmi tir ( ekil 4.92).
Yuzeyde ve kesitte a¢ k gdzeneklilik bulundu u ve gdzeneklerin hiicre buyttilmesine uygun
boyutlarda oldu u gorilmektedir. Kbpuklerin yap s nda gorilen k r Igan 6zellikleri ile, yliksek
gbzeneklilikteki ic yaplarnn uyumlu oldu u di dUndlmektedir. Benzer nedenle, serisin
orannn en yuksek oldu u 2/1 gruplar nda gozenek boyutlarnn buydkli U ve daha az
ba lantl olmas nedeniyle, daha krlgan kopikler elde edilmi tir. Morfolojik
de erlendirmeler sonras nda en homojen kdpik yap s nn 1/1 serisin/kollajen oran yla elde
edilebildi i bulunmu tur. Ancak, bu yapnn suda dayankll nn artrimas icin,
membranlarda oldu u gibi, capraz ba lanma veya ba ka bir malzeme ile kuvvetlendiriimesi

gerekti i di Unulmektedir.

ekil 4.92. Gozenekli serisin/kollajen iceren kdpuklerin taramal elektron
mikroskopi goruntileri: a) 1/2 ylzey, b) 1/2 kesit, c) 1/2 ylzey kesit ayr m ,
d) 1/2 gdzenek yap s n n yak ndan goruntusd, e) 2/1 kesit,
f) 2/1 gbzenek yap s n n yak ndan gorintisi
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5. SONUC VE ONER LER

Bu projede koza pi irme ve ipek ipli i pi irme at ksular ndan membran i lemleri ile serisin
geri kazanm cal Im tr. En uygun oOn-artma ve geri kazan m sirecleri belirlenmi tir.
Ard ndan geri kazanIm  serisin ile paketleme sektdriine yonelik bir biyofilm haz rlanm ve
karakterize edilmi tir. Ayr ca yara/yan k Ortiisu olabilecek kollajen-serisin bazl membranlar
haz rlanm  ve biyouyumluluk testleri yapIm tr. Bu projede yuritilen bitin deneysel
cal malardan elde edilen bulgularla a a daki sonuglara var Im tr. Oneriler de bu bélimde

sunulmu tur;

1. Turkiye'de tekstilin bir alt sektdrt olan ipek i leme endustrisinde Uretilen at ksularda
bol miktarda serisin bulunmaktad r. Koza pi irme at ksular nda (KPA) 2006 y | nda
yakla k 1.4 ton serisinin atksu ile birlikte atld , ipek ipli i pi irme atksular nda
( PA) ise bu miktar n yakla k 11,7 ton oldu u tespit edilmi tir. Serisin oldukca de erli
bir proteindir, piyasadaki sat fiyat 80-90 AVRO/gram'dr. Dolay s yla, Turkiye'de
yakla k 12 ton olan serisin potansiyeli, geri kazanm sa land nda, bu maddenin
ciddi bir ekonomik fayda sa layaca gerce ini a¢ k¢ca gdstermektedir. Bu a amada
proje ekibinin ©Onerisi, bu projenin devamnda sanayi-Universite i birli inin
guclendirilmesi ve bu proje kapsam nda laboratuvar 6lgce inde elde edilen sonuglar n
pilot dlcekte test edilmesi ve hatta ipek i leme endistrisinde bir serisin geri kazan m

tesisinin kurulmas igin gerekli olan giri imlerin ba latImasdr.

2. KPA ve PA karakterizasyonu sonucunda, KPA'nda 4 farkl serisin molekil a rl
tespit edilmi tir. Bunlar Serisin-1 (175-200 kDa), Serisin-2 (70-90 kDa), Serisin-3 (30-
40 kDa) ve Serisin-4 (10-25 kDa) olarak adlandrIm tr. Bu polipeptidler, at ksuda
%5-25, %53-69, %4-8 ve %12-22 oranlar nda bulunmu tur. KPA'nda en yiuksek
oranda Serisin-2 bulundu u ortaya ¢km tr. Molekil a rl nn bu kadar geni bir
aralkta da Im olmas, literatlr bilgileriyle uyumludur. Bunun nedeni, ipe in
i lenmesi a amalar nda serisinin daha kicuk parcalara ayrImas dr. Di er yandan,
PA'ndaki serisin icin 110-120 kDa aras nda tek bir molekil a rlk aral tespit
edilmi tir. Her iki at ksuda bulunan serisinin, biyo-bazl malzeme Uretimine uygun

olan buyldk molekdl a rl kl serisin oldu u sonucunavarIm tr.
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3. Koza pi irme at ksuyunda serisin haricinde yabanc bir madde tespit edilmi tir. Bu
maddenin, MALDI-TOF analizi ile ipekb6ce inden gelen bir protein oldu u
bulunmu tur. Saf serisin elde edilebilmesi i¢cin bu maddenin uzakla trlmas gerekti i

sonucuna varlm tr.

4. KPA icin cazibeyle cokeltme, santriflij ve mikrofiltrasyon i lemlerinin ayr ayr ve
ard k uygulanmas sonucunda, en uygun On-artma i leminin, santrifij (SFJ) +
mikrofiltrasyon (MF (1 m) oldu u bulunmu tur. En iyi stizintl suyu kalitesi ve kirlilik
parametreleri icin en yiiksek giderim performans secilen i lemde elde edilmi tir. On-
ar tma sirecinde ikinci kademe ar tma yontemi olarak MF secilmesi, ard ndan gelen
UF (20 kDa) i leminde gozlenen ak azalmasn %88'den %80’e dii Grmu tdr. Ayr ca,
oncesinde MF uygulanan UF (20 kDa) i leminde kimyasal y kama ile ak geri
kazanm %83'ten %104'e ¢ckm tr. Bu nedenle, KPA icin en uygun on-artma
surecinin SFJ + MF (1 m) oldu u sonucuna varlm tr. Bu cal mada MF deneyleri
diuz ak dizeninde yaratialmi , dolay syla ak azalmas MF a amas nda oldukca
yiuksek olmu tur. Capraz ak dizeninde tekrarlanmas 6nerilen deneylerle, MF'in ak

performans konusunda daha sa |kl sonuclar elde edilecektir.

5. Serisin geri kazan m icin en uygun membran i leminin secilebilmesi amac yla, UF (1
kDa, 5 kDa ve 20 kDa) ve NF (NF-DK and NF-90) membranlar test edilmi tir. UF
i lemlerinde serisin tutulma oran %36-60 aras nda kalm , KO giderimi ise %41-52
olmu tur. UF membranlar yaln zca en yiiksek molekidl a rlk da |m na sahip olan
Serisin-1'l tamamen tutabilmi , di er serisin polipeptidlerini ise k smen tutabilmi tir.
Buna ek olarak, konsantrasyon polarizasyonu ve membranlar n ylizeyinde olu an jel
tabaka nedeniyle ak azalmas %58-88 kadar yuksek olmu tur. Di er yandan, NF
membranlar n n serisin tutma performans %94-95 kadar yiksek olmu tur. Buna ek
olarak, NF-DK ve NF-90 membranlar n n KO , toplam kat madde, renk ve bulan ki k
giderimleri de %90-99, %90-98, %97-100 ve %93-98 olmu tur. NF-90 suzintl suyu
kalitesi, ek bir artma gerektirmeden de arj edilmeye uygun bulunmu tur. NF
i leminde de ak azalmas %70-75 kadar ylksek olmu tur. Konsantrasyon
polarizasyonunun UF ak azalmas Uzerindeki etkisi %30-69 aras nda de i mi , NF'te
ise %63-64 olmu tur. UF membranlar nda kirlenme etkisi de %33-75 kadar yiksektir.
Di er yandan, kirlenme etkisi NF'te yaln zca %20-30 olmu tur. Bu bulgular, NF'in
UF'ten hem tutma/giderim verimi hem de ak azalmas bakmndan daha iyi

performans gosterdi ini ortaya koymu tur. UF i lemi, k smi geri kazan m sa layaca
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icin uygun bulunmam , ancak serisinin farkl molekil a rlk aral na sahip

polipeptidlerinin ayr Imas amac yla kullan labilece i sonucuna varIm tr.

Yuksek ak azalmas go6zlenmesine ra men, NaOH ve serbest klor kullanlan
kimyasal y kama i lemi ile membranlar n saf su ak lar geri kazanIm tr. Saf su geri
kazna m oran UF igin %83-105, NF igin ise %95-127 olmu tur.

Test edilen membranlarn hi¢ birisi serisin ile ipekbtce i proteinini tam olarak
ay ramam tr. Buna ek olarak, NF-90 membran ipekbdce i proteinini daha yuksek
oranda tutmu tur. Bu da, NF-90 ile geri kazan lan serisinin NF-DK'ya k yasla daha
fazla safszlk icermesi anlamna gelmektedir. Bu, gerikazanlan Urinin Kkalitesi
bak m ndan arzu edilen bir durum de ildir. Yine de, serisinin yo unla trimas
deneylerinde her iki membran da kullan Im tr. Hacim azaltma faktort, 4,2-4,6 olacak
ekilde at ksu yo unla trim , NF-DK ve NF-90 membranlar icin ak azalma oranlar
%62-78% ve %95 olmu tur. Kimyasal y kama i lemi ile, NF-DK'nn ak lar %81-118
aras nda iyile tirilmi , ancak NF-90'n aklar icin elde edilen geri kazan m oran
%75'te kalm tr. Dolay syla, NF-DK'nn KPA’'dan serisin geri kazan m ic¢in daha

uygun bir membran oldu u sonucunavarim tr.

Yo unla trlan serisin ¢okeltimesi a amasnda en uygun kimyasaln bulunmas
amacyla 4 ce it asit ve alkol denenmi tir. Asit olarak HNO3, HCI, H,SO,4, C,H40,,
alkol olarak da C,HgO kullanlm tr. Geri kazanlan serisin 6rneklerinin kalitesi
elementel analiz, ¢ozinurlik ve UV-tarama ile de erlendirilmi tir. Elementel analiz,
referans serisinin C, H, N, ve S iceri ine en yak n 6rneklerin HCI ve C,HgO ile elde
edildi ini gostermi tir. Ancak, HCI ile cokeltilen 6rne in ¢dzinrld 0, asidik pH
ko ulunda %53-66 kadar diu Uk olmu , ancak alkali pH (11) ko ulunda tam
¢Ozunarlik sa lanm tr. Di er yandan, etanol ile ¢cokeltilen serisin 6rne i butiin pH
aral nda (3-11) tamamen ¢6zuntr olmu tur. Bu bulgulardan, serisin icin en uygun

¢oOkeltme kimyasal n n etanol oldu u sonucuna varlm tr.

Geri kazan lan serisin 6rneklerinin HPLC analizi ile, elde edilen tozda serisinin %39-
46 orannda bulundu u, geri kalan ksmn ise ipekbbce i proteini oldu u tespit
edilmi tir. Sonug olarak, ‘SFJ + MF (1 um) + NF + etanol ile ¢okeltme’ i lemlerinden
olu an geri kazan m sireci ile, serisin/fipekbdce i proteini kar m elde edilmi tir. Bu

kar mda serisinin molekil a rl 90 kDa ve geri kazan m verimi %76'd r. Bu Urln
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10.

11.

12.

13.

‘d0 Uk kaliteli serisin’ olarak adlandrIm ve uygulama alan olarak hayvan yemi

dretimi, ytin, pamuk gibi tekstil Griinlerinin guclendirilmesi vb. énerilmi tir.

Geri kazan lan serisin/ipekbtce i proteininde bulunan serisinin tan mlanmas igin,
iyon de i imi kromatografisi, 2-D jel elektroforezi ve MALDI-TOF analizleri
yaptrim tr. Bu analizler, geri kazan lan serisinin asidik bir protein oldu unu ve izo-
eletrik noktas n n 5-6 oldu unu gdstermi tir. ki protein grubu tespit edilmi ve MALDI-
TOF analizi ile, EXPASYy protein veri taban nda molekil a rlklar 9161 Da olan SER1
serisin (096614) ve 20302 Da olan SER2 serisin (096615) ile uyumlu olduklar

bulunmu tur. Sonug olarak, geri kazan lan proteinin serisin oldu u kan tlanm tr.

Serisin ve ipekbdce i proteinini ay rabilmek amacyla diyaliz i lemi uygulanm tr.
pekbtce i proteini tamamen uzakla trim ve saf serisin elde edilmi tir. Bu
durumda, serisin geri kazanm icin ‘SFJ + MF (1 um) + NF + diyaliz + etanol ile
cokeltme’ i lemlerinden olu an alternatif bir stre¢c Onerilmi tir. Bu slrecte geri
kazan lan serisinin %20’sinin molekdl a rl 44 kDa ve %80’inin molekdl a rl 85
kDa olarak bulunmu tur. Bu urin ‘yiksek kaliteli serisin’ olarak adlandrim ve

biyomalzeme uretiminde kullan labilece i sonucuna varIm tr.

pek ipli i pi irme atksuyu igin en uygun On-artma i leminin asidik pH (3,5)
ko ulunda SFJ + so ukta cazibelye ¢cokeltme (4 °C, 24 saat) oldu u bulunmu tur. Bu
surecte atksuda bulunan serisinin sabundan ayrlmas sa lanm tr. So ukta
¢cokeltme yerine osa scakl nda bekletmenin de uygulanabilece i gorilmi , ve
bunun endustriyel dlcekte daha uygun olabilece i di Gndlmi tdr. Ancak, laboratuvar

ko ullar nda so ukta ¢okeltme daha kolay uygulanm tr.

PA’'dan serisin geri kazan m icin U¢ alternatif stire¢ denenmi tir; 1. SFJ (pH 7,7, 10
dak) + UF (20 kDa) (pH 7,7) 2. SFJ (pH 7,7, 10 dak) + UF ( 20 kDa) (pH 3,5), 3. SFJ
(pH 3,5, 10 dak) + Cazibeyle ¢okeltme (4 °C, 24 saat) + UF (5 kDa) (pH 3,5). Birinci
ve ikinci sureclerde serisinin sabundan membran i lemi ile ayr lamad  farkedilmi tir.
Ucluinct suirecte ise, serisin sabundan on-artma i lemi ile ayrlm , UF ise serisini
yo unla trma amacyla kullanIm tr. Kirlilik parametrelerinin giderim verimleri UF
(20 kDa)'da UF (5 kDa)'a k yasla daha iyi olmu tur. Buna ek olarak, UF (5 kDa)
membrannn serisin tutma oran %59'da kalm tr. UF (20 kDa) ise serisinin

tamamen tutabilmi , ancak sabundan ayramam tr. Her iki membranda da ak
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azalmas ciddi boyuttad r; UF (20 kDa)'da pH 7,7'de %85 ve pH 3,5te %94; UF (5
kDa)'da ise pH 3,5'te %88 olmu tur. Kimyasal y kama ile UF (20 kDa)'nn ak lar
tamamen (%89-97) geri kazanIm tr. Ancak UF (5 kDa)'da bu oran yaln zca %31
olmu tur. Bunun nedeni, besleme suyunda olduk¢a yiksek deri imde serisin
bulunmas, ve oOn-artma a amasnda sabunun tamamen giderilmesi nedeniyle
serisinin membran yizeyini daha fazla kirletmesidir. Bu bulgular de erlendirildi inde,
PA'ndan serisin geri kazanm icin en uygun surecin ‘SFJ (pH 3,5, 10 dak) +
Cazibeyle cokeltme (4 °C, 24 saat) + membran filtrasyonu’ oldu u sonucuna
varim tr. Proje slresinin sona ermesi ve mali kaynaklar n tiikenmesi nedeniyle
deneysel cal malar bu noktada sonland rIm tr. Proje ekibinin 6nerisi, gelecekte en
uygun membrann bulunmas icin membran deneylerinin farkl pH ko ullar nda

tekrarlanmas dr.

Sabunun at ksudan tamamen uzakla trld ndan, ya asitlerinin GS-MS analizi ile
emin olunmu tur. UF (5 kDa) membran n n besleme ve siiziintli sular analiz edilmi

ve ya asitlerine rastlanmam tr. Sonuc¢ olarak, serisinin sabundan tamamen
ayrld  kesin olarak anla Im ve geli tirilen sirecin ba arl oldu u sonucuna
varim tr. Bu a amada proje ekibi, sabunun da geri kazan labilece ini 6ngérmekte

ve gelecekte bu konuda ¢al malar yap Imas n 6nermektedir.

At ksudaki sabun, PA’ndan serisin geri kazan mn zor bir i haline getirmi tir. Buna
ek olarak, PA'ndan ciddi bir cevresel kirlilik kaynaklanmaktadr. pek ipli ininin
pi irilmesi icin cevreye daha az zararl bir yontem olarak literatiirde sabunsuz pi irme
Onerilmi tir. Bunun igin gerekli olan, 3-4 bar bas n¢ta ve yuksek s cakl kta ¢al acak
kazanlar n temin edilmesidir. Bu kazanlarda yaln zca su kullan larak ipek ipli inden
serisinin uzakla trImas muimkindir. Proje kapsam nda olmasa dahi, bu yontemin
uygulanabilirli ini anlamak amacyla laboratuvar ortamnda otoklav kullanarak
yak alk 2 bar bas n¢ alt nda ipek ipli ipi irme i lemi simle edilmi tir. Konvansiyonel
i lemde serisinin uzakla mas ile iplikte olu an %25-27'lik a rlk kayb, bu deneyde
%24 olarak bulunmu tur. Dolay s yla, bas nc n 6nerilen seviyelerde kullanImas ile
daha ylUksek oranda serisin giderimi sa lanaca di Undlmektedir. Bu sonuglar,
cevreye daha az zarar verecek bir yontemin rahatlkla uygulanabilece ini
gbstermektedir. Proje ekibi, endistriyel dlcekte bu uygulaman n hayata geciriimesi
icin gerekli giri imlerin ba lat Imas n 6nemle 6nermektedir. Bdylece sabun kullan m

sona erecek, ipek ipli i pi irme at ksular n n ¢evreye verdi i zarar 6nlenmi olacak ve
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at ksuda serisin d nda dnemli bir kirlilik olmayaca icin serisin geri kazan m daha

kolay bir yontemle geri kazan labilecektir.

Geri kazan lan serisin/ipekboce i proteini kar m ile paketleme sektoriine yonelik bir
biyofilm hazrlanm tr. Bu film, serisin/PVA kar m ile yapIm tr. Serisin igeren
filmlerin  mekanik 6zelliklerinin paketleme malzemesi olmaya uygun oldu u
bulunmu tur. Ancak, serisin filmlerin oksijen gecirgenli ini 6nemli dlciide artrm tr.
Bu durumda, Uretilen malzemenin projede 6nerildi i gibi g da sektdriinde kullan ma
uygun olmad , ancak gda d paketleme amacyla rahatl kla kullan labilece i
sonucuna var Im tr. Projenin bu k sm ndaki deneysel cal malar, Imperial College,
London ile kurulan bilimsel i birli i kapsam nda ngiltere’de yurGtiimi ve bunun igin
toplam 11 haftal k iki ziyaret gercekle tirilmi tir. Zaman k s tlamas ve Bolimimuz alt
yap olanaks zlklar nedeniyle c¢al mann bu ksm daha derinlemesine
ara trlamam tr. Bu proje kapsam nda serisinin paketleme malzemesi olarak
kullan labilmesi konusunda bir fikir olu turulmu tur. Ancak, konunun geni kapsaml
olmas nedeniyle, devamnn ancak yeni bir proje ile gercekle tirilebilece i

du dntlmektedir.

Proje kapsam nda haz rlanan ikinci biyobazl malzeme, yara/yank Ortusit olarak
kullan Imas ©6ngorilen membrandr. Farkl a rlk oranlar na sahip kollajen-serisin
membranlar ince ve kaln olarak hazrlanm tr. Kollajen ve kollajen-serisin
membranlar n sulu ortamda ve yaraya uyguland ktan sonra yap sal butunliklerini
uzun sdreli korumalar amacyla glutaraldehit ile ¢capraz ba lanm lardr. Capraz
ba lanma ile membranlarn sulu ortamda a rlk kayb azalm tr. Bu nedenle
membranlar Yara-yan k ortist olarak de erlendirmek amac yla yap lan tim deneyler
capraz ba lanm membranlar kullanlarak sdrdirdlmi tir. Serisin iceren farkl
oranlardaki membranlarda su buhar gecirgenli i acsndan bir farkllk
gbzlenmemi tir. Elde edilen de erler, su buhar gecirgenliklerinin istenilen standart
Uzerinde oldu unu, yarann nemli tutulabilece ini ve kuruma riskinin azaltld n

gbstermektedir.

BUtin membranlar n bakteri gecirgenlik testlerinde bakteri gecmesinde bariyer
gbrevini yerine getirme kapasitesine sahip oldu u goértlma tdr. Bu da, membranlar n
hedeflenen di er bir 6zellik olan yaran n bakteri enfeksiyonlar na kar korunmas

kapasitesine oldu unu gdstermi tir. TUm serisin iceren membranlarn, su tutma
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19.

yuzdeleri ve oksijen gecirgenlik de erlerinin kollajen membranlardan daha ytksek
oldu u goézlenmi tir. Bu da kompozit yap daki membranlar n yarada olu an pusun
daha iyi emilebilmesini ve dokunun daha iyi nefes alabilmesini sa layaca n

du tndiUrmektedir.

Tum kollajen-serisin kompozisyonlar yara-yan k o6rtist olarak olumlu mekanik ve
biyouyumluluk 6zelliklerini gbstermi tir. Sonuglar de erlendirildi inde, kal n kollajen-
serisin membranlar n yara ortisu olarak klinikte uygulanabilirlik potansiyeline sahip
oldu u gorilmektedir. Geri kazanlan serisin proteinin diyaliz sonras hucreler
Uzerinde toksik etki gostermedi i sonucuna varIm tr. Geri kazan Id ktan sonra, bu
proteinin biyomedikal amagcl olarak kullan labilece i sonucuna varIm tr. Elde edilen
sonuclar do rultusunda gelecekte a a daki cal malar n yap Imas 6nerilmektedir:
a. Hazrlanan membranlar n n in vivo hayvan deneyleri ile test edilmeleri,
b. Hazrlanan membranlara antibiyotik ve/veya blyume faktorleri eklenerek yara
bolgesinde enfeksiyonun azalt Imas n ve yara iyile mesinin h zland r Imas ile
ilgili cal malar yap Imas ,
c. Doku muihendisli i amacl G¢ boyutlu ve gozenekli Kollajen-Serisin

kopuklerinin Haz rlanmas ve in situ/in vitro deneylerle de erlendiriimesi.
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EKA

KPA'n n Saklama Ko ullar n n Membran Performans na Etkisi

Koza cekimi yalnzca sonbahar mevsiminde yapld ndan, koza atksular her zaman
bulunamamaktad r. Dolay s yla, Bursa'dan getirilen at ksu dondurularak saklanm ve ihtiyag
duyuldukga ¢Ozulmu tur. Dondurulup ¢ozilen at ksularda okunan toplam protein, renk ve
bulan kl'k de erlerinin, dondurulmam at ksuya goére olduk¢a du Uk oldu unun farkedilmesi
nedeniyle, UF (5 kDa) deneyleri 6ncesinde at ksu hafif stlarak icindeki protein miktar eski
seviyesine ¢karlm tr (Tablo A.1). Burada, dondurulan atksuda serisinin kristalle mi
olabilece i du Unulmektedir. Serisinin s cak suda ¢o6zundrli U artan bir protein olmas ve
kozadan da s cak suda pi irilerek ¢ kar labilmesi nedeniyle deneylerde kullan Imak Uzere
serisin iceren atksuyun stlmasnda bir sak nca goérilmemi tir. Ancak yine de yap lan
dondurma-¢co6zme- stma i leminin atksu 6zelli ini ve UF performansn nas| etkiledi ini
anlamak amac yla laboratuvar ko ullar nda koza at ksuyu Uretilmesine ve bu at ksu ile hem
dondurma i lemi yap Imadan hem de dondurma-¢ézme- stma i lemi yaparak UF deneyleri

yap Imas na ve sonuclar n kar la trImas na karar verilmi tir.

Tablo A.1. Dondurma-¢cézme-stma i lemlerinin at ksu 6zelliklerine etkisi

At ksu ozellikleri

Parametre lem Dondurulup Coziildiikten sonra
gérmemi ¢ozulmi 60 dakika stlim

T. Protein (mg/L) 9443 6208 9883

KO (mg/L) 11600 13220 14920

TKM (mg/L) 10238 11700 13130

Renk (Pt-Co) 8650 3180 25000

Bulan kI k (NTU) 771 122 1050

Istma i lemi renk ve bulan klk de erlerini olumsuz etkilemi tir. Bu parametreler oldukca
yukselmi , renk 3180 Pt-Co’dan 25000 Pt-Co’a, bulan kl k ise 122 NTU'dan 1050 NTU'ya
¢km tr. Di eryandan, di er parametreler icin belirgin farklar gdzlenmemi tir. Sonug olarak,
donmu -¢6zUlmi ve ek olarak stlm &rneklerin toplam protein ve KO de erleri aras ndaki

farklar oldukc¢a biyik oldu undan, stmai lemi gerekli géralma tir.
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At ksu drneklerinin bozulmas n 06nlemek amacyla yap lan dondurma-¢ézme- stma (DCI)
i leminin, membran performans (zerinde olas etkilerini belirlemek amac yla, laboratuvar
ko ullar nda koza pi irme i lemi simile edilmi ve elde edilen at ksu (KPA-S), UF (5 kDa)
membran ile suzdlmd tur. Simile edilmi atksu (Tablo A.2) ile DCI i lemi 6ncesinde ve
sonras nda UF (5 kDa) deneyi yapIm ve sonuglar Tablo A.3'te verilmi tir. UF (5 kDa)
membran ile elde edilen giderim verimleri, KO , TKM ve toplam protein i¢cin DCI 6ncesinde
% 50-55 olmu , DCI sonras nda ise % 48-54 olarak gercekle mi tir. Goruldi G Uzere, bu
giderim verimleri oldukca yak ndr. Benzer olarak, serisin gideriminde de onemli bir fark
gbzlenmemi , % 33 olan giderim verimi, DCI i lemi sonras nda % 27 olarak elde edilmi tir.
Ancak bu fark n, DCI i leminden kaynakland n sodylemek mumkiin de ildir. On-ar tma ve
UF (5 kDa) i lemleri birlikte de erlendirildi inde ise, olduk¢a yak n sonuglar elde edilmi tir.
UF (5 kDa) membranlar ile elde edilen sizuntl suyu kaliteleri de olduk¢a yak ndr. Elde
edilen verilerle, DCI i leminin uygulanmas nda herhangi bir sak nca olmad  sonucuna
varIm tr. Dolay siyle, deneysel cal malara dondurulmu -¢6zilmi ve stlm atksularla
devam edilmi tir.

Tablo A.2. Simlle edilen KPA 6zellikleri

At ksu Kalitesi

Parametre
KPA-S KPA-S (DG )*

T. Protein (mg/L) 6159 5993

KO (mg/L) 7925 9030
TKM (mg/L) 7360 8050
Renk (Pt-Co) 5690 3970
Bulan ki k (NTU) 301 234

pH 7.1 6,7

*DC : Donmu , ¢6zilmdl, stim
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Tablo A.3. DCIi leminin UF (5 kDa) performans na etkisi

At ksu Uygulanan

Ck Kkalitesi, Olculen de

er (Giderim, %)

i lem KO Renk Bulan kl k TKM T. Protein  Serisin pH
(mg/L) (Pt-Co) (NTU) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
1. SFJ 7655 5380 276 7190 5531 65
(3) (5) (8) (2) (10) ’
KPA-S 7320 4480 192 7110 5285 4872
2. MF (1 mm) 6,6
(DGl 4 a7) (30) 1) (4) Q)
oncesi) 3490 1170 17 3525 2379 3255 6,6
3. UF (5 kDa)
(52) (74) (91) (50) (55) (33)
SFJ+MF+UF (56) (79) (94) (52) (61) )
1. SFJ 7005 2370 108 7290 4747 - 6,5
(22) (40) (54) €) (21) )
2010 65 7120 5086 5083 6,6
2. MF (1 nm) 6875 (2)
(15) (40) (2) (0) )
KPA-S
3565 850 16 3700 2337 3722 6,5
(DCI 3. UF (5 kDa)
(48) (58) (75) (48) (54) (27)
sonras)
SFJ+MF+UF (61) (79) (93) (54) (61) )
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EKB

Kimyasal Y kaman n Membran Performans na Etkisi

Kirlenen membranlar temizlemek amac yla y kama i leminde uygulanan NaOH ve serbest
klor, bir filtre Ureticisi firma taraf ndan UF membranlar icin dnerilen kimyasallard r (WU vd.,
2006). Klorun asidik ortamda daha zararl etkileri oldu u, NaOH ile birlikte bazik ortamda
uyguland nda zararl etkilerinin olmayaca da ayr ca rapor edilmektedir (LIU vd., 2004).
Ancak, klor oldukca guclu bir oksidan oldu undan, membran yilizeyinde a nma ve
gbzeneklerin buytmesi gibi etkileri olabilece i du Unilerek klorun membran performans n
nas | etkiledi iara trim tr. Bunun icin, at ksu ile kirletlen UF membranlar , klor ve sodyum
hidroksit ile bir defa y kand ktan sonra ikinci kez at ksu ile kullanIm  ve tekrar ayn ekilde
y kanm tr. Elde edilen giderim performanslar ve sizinti suyu kalitesi Tablo B.1'de ve

ikinci y kama i leminin ak Uzerine etkileri Tablo B.2'de verilmi tir.

Tablo B.1. Kimyasal y kama i leminin UF performans na etkisi

Suzuntl suyu kalitesi  (Giderim, %)

Parametre SaniriBJjFJr(zl\ngga) ™ Samrjtf%; (I\éliég) ™
Y kama Oncesi Y kama sonras Y kama oncesi Y kama sonras

KO (mg/L) 5205 (29) 5975 (28) 6210 (41) 6120 (44)
Renk (Pt-Co) 570 (53) 690 (55) 790 (64) 800 (71)
Bulan ki k (NTU) 7.2 (36) 6.1 (40) 9.9 (43) 8.0 (67)
TKM (mg/L) 6500 (14) 7175 (28) 5975 (68) 6625 (36)
Toplam protein (mg/L) 1624 (77) - 3108 (44) 2731 (67)
Serisin (mg/L) 2080 (51) - 3292 (52) 3989 (49)
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Tablo B.2. Kimyasal y kaman n membran ak s Uzerine etkisi

Ak (L/m %sa) Ak azalmas (%)
Ssif Atksu Safsu, Safsu, 1 5 3 4 Ak geri
temizlik temizlik kazan m
lem oncesi  sonras (%)

| W F o (FW)F (-1 (C-F)/C (-C)

Santrif(j

+MF(1 m) 54.3 10.9 24.4 48.9 55,5 55.0 50.0 10.0 90
+UF(20 kDa)

Santrifj

+MF(1 m) 46.2 6.1 9.5 43.4 357 794 781 59 94

+UF(5 kDa)

1: Konsantrasyon polarizasyonu
2: Toplam kirlenme

3: Geri donddrulebilen kirlenme,
4: Geri dondurulemeyen kirlenme

Siuzuntl suyu kalitesinde ve giderim performans nda ikinci y kama i lemi sonucunda énemli
bir de i im g6zlenmemi tir (Tablo B.1). kinci y kama sonunda elde edilen ak geri kazan m
oranlar da birinci y kama i leminde oldu u gibi yiksek ¢km tr. Dolay s yla uygulanan

y kama i leminin uygun oldu u sonucuna varim tr.
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EKC

Otoklav Siresinin Serisin C6zunarla Une Etkisi

Serisinin a rlk olarak kozan n ne kadarn olu turdu u ve otoklav suresinin suda ¢bzunen
serisin miktar na etkisi ara trim tr. Bunun icin, 1 g'lk U¢ adet koza 6rne i haz rlanm
kurutulmu ve a rlklar belirlenmi tir. Kozalar, otoklavda 1, 2, ve 5 saat olmak Uzere ¢
farkl siire boyunca 120 °C’de su iginde bekletilmi tir. Tablo C.1'den goruldi U Uzere, suda
¢6zlnen serisin miktar nda, otoklav siresinin 1 saatten 2 saate ¢ kar Imas ile % 4,5, 5 saate
¢ karImas ile de % 7,7 oran nda bir art sa lanm tr. Elde edilen art , serisinin uzun sire
otoklav yapIld nda u rayaca bozunma dikkate alnd nda 6nemli bulunmam ve otoklav

siresinin 1 saat olarak uygulanmas na karar verilmi tir.

Tablo C.1. Otoklav siresinin serisin ¢ozunurll Une etkisi

Otoklav suresi Suda ¢dziinme oran

(saat) (%) Art  ylzdesi
1 22,2 )
2 23,2 4,5
7,7
5 23,9
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EKD

Serisin ve T. Protein Analizleri icin Kalibrasyon S tandard n n Secilmesi

Kalibrasyon standard olarak kullan Imak Uzere Sc 6rne inden hazrlanan c¢ozeltilerde toz
serisinin tam olarak c¢o6zinmedi i ve c¢okelti olu tu u farkedilmi tir. HPLC ile yap lan
kalibrasyonlarda da Sc ile daha kigcik alanlar okunmu tur; y = ax biciminde elde edilen
kalibrasyon e rilerinde, Sc kullan Id nda bulunan a de eri, Sy ile elde edilen de erin %76’s
kadar olmu tur. ekil F.1'de gérildi U Uzere, Sc ile elde edilen alan n Sy ile elde edilen lana
oran 0,76’dr. Bu da serisin deri iminin oldu undan fazla hesaplanmas demektir. Serisinin
¢ozunurld Gndn pH 3,8'de en az oldu u ve proteinin bu pH de erinde ¢okti U bilinmektedir
(KODAMA, 1926). Breziya’dan temin edilen serisinin pH de eri de 3,9 oldu undan, suda tam
olarak cozunememi tir. Sonu¢ olarak, bu ¢al mada kalibrasyon standard olarak yerli

serisinin kullan Imas na karar verilmi tir.

Calibration with Brazilian sericin (S ()

3000000
y =2052335,54x
2500000 |~~~ 3 o
R®=1,00
2000000 |~~~
@
¢ 1500000
<
1000000
500000
O T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Concentration (mg/mL)
(a)
Calibration with native sericin (S )
3000000
y = 2692997,77x
2500000 +---—-——""-"~—"—"-—"—--—-—-- RZ =100
2000000 -
g i
Z 1500000
1000000 -
500000 -
O T T T T
(0] 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Concentration (mg/mL)
(b)

ekil D.1. (a) Sc (b) Syile elde edilen kalibrasyon e rileri

198



Absorbance at 562 nm

EKE

Toplam Protein Analizinde Kullan lan Kalibrasyon E risi

0,300
0,250
0,200 -
0,150
0,100

0,050 +

,,,,,,,,,,,,,,,,,, - — — - ______

y = 0,3542x + 0,0395

R? = 0,9532

0,000

0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Concentration (mg/mL)

ekil E.1. T. Protein analizi icin kullan lan kalibrasyon e risi
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Absorbance at 490 nm

0.800
0.700
0.600
0.500
0.400
0.300
0.200
0.100
0.000

EKF

Karbonhidrat Analizinde Kullan lan Kalibrasyon E risi
| y =19.174x - 0.0284 %
R’ = 0.9904
N o«
0 0.01 0.02 0.03 0.04

Concentration (mg/mL)

ekil F.1. Karbonhidrat analizinde kullan lan kalibrasyon e risi
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EKG

Serisin, Sabunve KO Arasndaki |i ki

pek ipli i pi irme atksuyunda bulunan sabun deri imi do rudan belirlenemedi inden,
serisin, sabun ve KO aras ndaki ili ki bulunarak sabun deri imi hesaplanm tr. Ug farkl
serisin deri imi haz rlanm ve KO de erleri 6lciima tur (Tablo H.1). Gorulda G uzere, 1 g
serisin 1 g KO 'ye e ittir. Ayn deney sabun igin tekrarlanm ve Tablo H.2'de verilen de erler
elde edilmi tir. Goruldi U Uzere, 1 g sabun 2,5 g KO 'ye e ittir. Daha sonra e it miktarlarda
serisin ve sabun kar trlarak ortak etkilerine baklm tr (Tablo H.3). Goraldi G Uzere,

serisin ve sabun (1/1 w/w oran ) birlikte 1,9 g KO 'ye e ittir.

Tablo G.1. Serisin ve KO aras ndaki ili ki

Serisin Deri  imi (mg/L) KO Deri imi (mg/L) KO /Serisin
180 182 1
360 307 0,9
1200 1361 1,1

Tablo G.2. Sabun ve KO aras ndaki ili ki

Sabun Deri imi (mg/L) KO Deri imi (mg/L) KO /Sabun
200 499 2,5
400 978 2,4
600 1473 2,5
1000 2460 2,5

Tablo G.3. Serisin, sabun ve KO aras ndaki ili ki

Serisin Sabun Serisin + Olgiilen KO Beklenen KO
(mg/L) (mg/L) Sabun (mg/L) (mg/L)
(mg/L)
200 200 400 867 700
500 500 1000 2137 1750
800 800 1600 2905 2800
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EKH

Koza Pi irme At ksuyu Bile enlerinin Analizi

HPLC kromatogramlar nda serisine ek olarak, 11,5. dakika ile 13,5. dakika aras nda
kolondan ¢ kan ba ka bir madde daha gb6zlenmi tir. Bu maddenin, kolondan daha gec
¢ kmas, serisinden ¢ok daha kucgik bir molekil a rl  na sahip oldu unu gdstermektedir.
Molekul a rlk kalibrasyonu kullanld nda, bu maddenin molekil a rI nn yakla k 3000
Da oldu u bulunmu tur. Bu maddenin, koza pi irme i lemi srasnda oldukca kiguk
peptidlere bolinmi  serisin olabilece i di Unulmi ; ancak standart olarak kullan lan serisin
¢Ozeltisinde bulunmamas nedeniyle, serisin olarak adland rimas midmkin olmam tr.
Yaln zca at ksuda goruldi tnden, at ksuda kozalar n iginde bulunan ipek boce ine ait bir

ba ka protein, karbohidrat veya ya olabilece idi Gndlmi tdr.

simlendirilemeyen bu maddeyi daha iyi ac¢ klamak amacyla, atksu bile enleri ayr ayr
incelenmi tir. Bunun icin, laboratuvar ko ullarnda (¢ ayr c¢ozelti hazrlanm tr. Bu
¢cOzeltilerden birincisi 3,99 g kuru kozan n 100 mL saf su icinde 120 °C'de 1 saat otoklav
edilmesi ve ¢o6zeltinin 1,6 mm filtreden sizilmesiyle elde edilmi tir. kinci ¢zeltide de ayn
i lem uygulanm , ancak koza yerine 3,73 g a rl nda ipek boce i kullanIm tr. Ugiinci
¢Ozeltide ise toplam 8,04 g a rl nda olan koza ve ipek boce i birlikte otoklav edilmi tir.
Haz rlanan birinci c¢ozelti, deneylerde kullanlan serisin standardn, Gclnci cozelti de
at ksuyun iceri ini yanstmaktadr. kinci ¢ozelti ise, serisin standard ile at ksuda bulunan
serisin aras ndaki fark ag klamak amac yla haz rlanm tr. Orneklerde KO , toplam protein ve

serisin analizleri yap Im ve birbirlerine oranlar hesaplanm tr (Tablo G.1).

Yaln zca kozadan olu an birinci ¢ozeltide KO /T. Protein ve KO /Serisin oranlar 1,0 ve 1,1
olarak bulunmu tur. Bu oranlar, sadece ipek béce i bulunan ikinci ¢Ozeltide en yuksek
olmu , yani 3,6 ve 2,5 olarak bulunmu tur. Atksuyu yans tan Ugtinci ¢ozeltide 1,6 ve 1,5,
gercek atksularda ise 1,9 ve 2,4'tir. Gergek at ksudaki KO /T. Protein oran, beklendi i
Uzere ucuncu coOzeltideki orana en yakn c¢km tr. Di er yandan, gercek atksudaki
KO /Serisin oran Uguncu c¢Ozeltiye yakn ¢kmam tr. Bunun nedeni, atksuyun
kullan Imadan ©6nce dondurma-cézme ve stma i lemine maruz braklmas olabilir.
Uygulanan 45 dakikalk stma sdresinin, dondurulmu olan serisinin suda tamamen
¢Ozllmesi icin yeterli gelmemi olabilece i ve at ksuyun taze iken icerdi i serisin deri iminin,
stma sonrasnda daha du Uk olctilmi olabilece i diu tGndlmektedir. Bu durumda elde
edilen KO /Serisin oran beklenenden yiksek olmu tur. Bu sonuclardan, at ksudaki serisin

kayna nn yalnzca koza olmad , ipek boce inin kendisinde de serisin bulundu u
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anla Imaktadr. kinci ve ucglncu c¢ozeltilerdeki serisin deri imlerinin oran, KPA’ndaki
serisinin %28’inin ipekb6ce inden geldi ini, %72'sinin ise kozadan geldi ini gostermektedir.
Yabanc maddenin daha sonra FPLC ve MALDI-TOF ile yap lan analizleri sonucunda bu

maddenin ipekboce i kaynakl bir protein oldu u bulunmu tur.

Tablo H.1. Atksu bile enlerinin incelenmesi

. KO T. Protein  Serisin
Ornek KO /T. Protein KO /Serisin
(mg/L) (mg/L) (mg/L)

Koza

_ 10180 10733 9609 1,0 1,1
(1. cozelti)
pek béce i

_ 9440 2632 3791 3,6 2,5
(2. cozelti)
Koza + pek Boce i

_ 20570 12616 13705 1,6 15
(3. cozelti)
Gergek at ksu* 15041 8079 6252 19 2,4

* KPA-A, KPA-B, KPA-C, KPA-D, KPA-E ve KPA-F drneklerine ait ortalama de erler verilmi tir.
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