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ONSOZ

TUBITAK tarafindan desteklenen MAG 106M062 no’lu ve “Tekstil Atiksularindan Serisin
Proteininin Geri Kazanimi ve Serisinin Yeniden Kullanim Olanaklarinin Arastiriimasi” adli
proje 01.08.2006-01.08.2008 tarihleri arasinda ODTU Muhendislik Bilimleri Bolumirnde
yarattlmastur. Proje kapsaminda Turkiye'de serisin kaynagi olan iki tir atiksu ele alinmistir.
Koza pisirme atiksulari (KPA) ve ipek ipligi pisirme atiksulari (IPA)’ndan serisin geri kazanimi
icin fiziko-kimyasal yontemlerden olusan on-aritma sirecleri ve membran stzme iglemleri
uygulanmistir. Her iki atiksu tUrd icin de en uygun 6n-aritma ve membran surecleri cesitli
alternatifler arasindan secilmistir. Elde edilen toz serisin drneklerinin 6zellikleri standartlarla
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destekle, partner Universite olan Imperial College, London’in Kimya Mihendisligi ve Kimya
Teknolojisi Bolumi'nde gergeklestirilmigtir. Proje kapsaminda ayrica serisinli bir yanik/yara

ortasu geligtiriimesi konusunda da ¢alismalar yuratalmuastar.
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by Membrane Technology’ baslikli yiksek tezini hazirlamis ve mezun olmustur. Bir diger
ogrenci ‘Preparation of Sericin Based Wound Dressing and Investigation of Its Biomaterial
Properties’ baslikli yiksek lisans tez calismasini yazma asamasina gelmistir. Membran
stizme islemleri ile koza pisirme atiksularindan serisin geri kazanimi konusunda hazirlanan
bir makale Journal of Membrane Science dergisinde basiimaya kabul edilmistir. Serisinli
yanik ortisi hazirlanmasi konusunda ise 13. Biyomedikal Muhendisligi Ulusal Toplantisi
(BIlYOMUT 2008)'nda ‘Protein Bazli Yara Ortiisii Hazirlanmasi ve Biyomalzeme Ozelliklerinin

incelenmesi’ adli bir teblig sunulmustur.

Projenin gerceklestiriimesine sagladi§i maddi destek icin TUBITAK’a silkranlarimizi sunariz.
Ayrica, projeyi ‘Bilimsel isbirligi’ kapsaminda destekleyen ingiliz Hiikiimeti'ne ve akademik
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Teknolojisi 6gretim dyesi Prof. Dr. Kang Li'ye tesekkurlerimizi sunariz. Bu projede yuritilen
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OZET

Koza pisirme atiksulari (KPA) ve ipek ipligi pisirme (iPA) atiksularinin dzellikleri belirlenmis,
her iki atiksuda yuksek miktarlarda organik madde, kati madde, renk ve bulanikhk tespit
edilmistir. KPA'da 10 kDa ile 200 kDa arasinda degisen serisin polipeptidlerinin varligi tespit
edilmis; bunlar sirasiyla Serisin-1 (175-200 kDa), Serisin-2 (70-90 kDa), Serisin-3 (30-40
kDa) ve Serisin-4 (10-25 kDa) olarak adlandiriimistir. iPA'ndaki serisinin molekil agirligi ise
110-120 kDa olarak bulunmustur.

KPA icin en uygun on-aritma iglemlerinin, santrifij (3000-4000 rpm, 10 dak) + mikrofiltrasyon
(MF 1 um) oldugu sonucuna varilmistir. iPA icin en uygun dn-aritma islemi ise, santrifij
(3000-4000 rpm, 10 dak, pH 3,5) + cazibe ile cokeltme (4 °C, 24 saat) olarak bulunmustur.

KPA'ndan serisin geri kazanimi igin 6n-aritma sonrasinda iki alternatif stirec gelistirilmigtir; 1.
nanofiltrasyon + ¢cokeltme, 2. nanofiltrasyon + diyaliz + ¢okeltme. ilk siirecte, %39-46 serisin
icerigine sahip olan serisin/ipekbécegi proteini karisimi elde edilmistir. ikincisinde ise NF’e ek
olarak diyaliz uygulanmis ve saf serisin elde edilmistir. Serisin geri kazanim verimi %76
olarak bulunmustur. IPA ise, UF (5 kDa) membrani ile pH 3,5'te suiziilmiis ve %59 oraninda
serisin geri kazanimi saglanmistir. KPA'nin UF ve NF ile stzilmesi asamalarinda sirasiyla
%58-88 ve %70-75 oranlarinda ciddi aki azalmalari gdzlenmistir. Benzer sekilde, iPA’nda aki
azalmasi %88 kadar yuksek olmustur. Kimyasal yilkama igleminde 0,5 M NaOH ve 190-200
mg/L serbest klor kullanilmis, KPA icin akilar %83-127 oraninda iyilestirilirken, iPA igin

yalnizca %31 oraninda iyilestirme saglanabilmigtir.

KPA'dan geri kazanilan serisin ile paketleme sektdriine yonelik bir biyofilm hazirlanmistir.
Serisin ve polivinil alkol (PVA) degisen oranlarda karistiriimisg, elde edilen filmlerin oksijen
gecirgenligi ve mekanik ozellikleri belirlenmigtir. Serisinin oksijen gecirgenligini oldukca
artirdigr tespit edilmigtir. Filmlerin mekanik 6zellikleri ise paketleme malzemesi olarak
kullanima uygun bulunmus; hazirlanan serisinli biyofilmin gida disi paketleme amacina

uygun olacagi sonucuna variimistir.

Serisin ile deri yanik/yaralarinin tedavisinde kullanilabilecek bir yanik/yara o6rtlsi
geligtiriimistir. Farkh oranlarda kollajen ve serisin iceren (1:0, 1:1, 2:1, 1.2, 1:3, 1:4)
membranlar dokme yodntemiyle iki farkli kalinhkta hazirlanmis ve gluteraldehit ile capraz
baglanarak dayanimlari artiriimistir. Bu membranlarin deri yara/yanik 6rtlisi olarak su tutma,

su buhari ve oksijen gecirgenligi, mikrobiyal bariyer 6zelligi, zamana karsl bozunma hizi,
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mekanik ve biyouyumluluk 6zellikleri incelenmistir. Yiksek serisin oranindaki membranlarin
(2:3 ve 1:4) dayanimlarinin az oldugu ancak diger gruplarin ideal yara/yanik Ortlisu
Ozelliklerine sahip olduklari gézlenmistir. Hazirlanan ince membranlarin ¢gekme kuvvetinin
kalin membranlardan daha az oldugu ve daha kisa sirede batinligunt kaybettigi
gorulmustur. Sonug olarak membranlarin yara/yanik derecesine ve hedeflenen iyilesme
suresine gore farkli oranlardaki gruplarla klinik uygulamalarinin ¢ok basarili sonuclar

verecegi dusunulmektedir.

Anahtar Kelimeler:  Biyofilm, Geri kazanim, Membran sizme islemi, Serisin,

Yara/yanik orttsu
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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 um). 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. GIRIS

Turkiye icin en 6nemli endustrilerden birisi olan tekstil sanayii, ¢cevreye verdigi zararlar
acisindan dikkat ceker niteliktedir. Tekstilde dogal (yin, pamuklu, ipek) ve sentetik iplik ve
kumasglarin farkli yontemlerle islendigi pek ¢ok alt sektdr mevcuttur. Bu islemlerde oldukc¢a
yuksek miktarlarda (40-600 L/kg drtn) ve c¢ogunlukla yeraltt suyu kalitesinde sular
kullaniimakta ve icerisinde cesitli boyalar, ytzey aktif maddeler ve tuzlar bulunan karmasik

yapida atiksular ortaya ¢ikmaktadir.

Cevre kirliligini azaltmak veya kontrol altinda tutmak amaciyla ginimize kadar suregelen
geleneksel yaklasim geregi, dogadan alinan hammaddelerin Grinlere doéndstirilme
surecinde ortaya cikan atiksular gesitli artma yontemleriyle belirli oranlarda temizlenerek
tekrar dogaya birakilmaktadir. Diger taraftan, dinyanin hizla artan nifusuna karsin giderek
azalan dogal kaynaklarinin daha akillica kullaniimasi gerekliligine paralel olarak
“surddrulebilir kalkinma” ve “temiz Uretim” kavramlari ortaya cikmis ve geleneksel “arit-
uzaklastir” yaklagsimina alternatif olarak endustrilerde “entegre Kkirlilik ydnetimi” yaklasiminin

benimsenmesi ihtiyac haline gelmistir.

Avrupa Birligi'ne uUyelik surecinde Ulkemizin ¢evre konusunda yerine getirecegi mevzuat
uyumlastirma ve uygulama calismalarinin boyutu géz éniine alindiginda, endustriyel Gretim
sureclerinde atik olusumunu en aza indirecek ve degerli hammaddelerin geri kazanimini
saglayacak teknolojilerin uygunmasi oldukca ©6nem arzetmektedir. Bu baglamda, tekstil
sanayii Tarkiye icin 6nemli bir endistri dali olmasi ve tekstil atiksularinin ¢evreye olumsuz

etkileri nedeniyle proje kapsaminda ele alinmistir.

Yuratilen projenin konusu tekstilin bir alt sekt6éri olan ipek Uretiminde ortaya ¢ikan ve degerli
bir hammadde olmasina ragmen halen atilan serisin proteininin membran teknolojisi ile geri
kazanilmasi ve serisinin yeniden kullanim olanaklarinin arastirilmasidir. Membran teknolojisi,
son vyillarda uygulama alanlari hizla artan bir ileri aritma yodntemidir. Membranlar,
atiksulardan boyar madde, metal, su, protein gibi degderli hammaddelerin geri
kazanilmasinda dstin ayirma Ozellikleri sayesinde basariyla kullaniimaktadir. Ancak,
konvansiyonel yontemlere kiyasla hala pahali olmalari ve cabuk tikanmalari/kirlenmeleri
nedeniyle yayginlastiriimalari kolay olmamaktadir. Bu proje kapsaminda, basin¢ altinda
calisan mikrofiltrasyon (MF), ultrafiltrasyon (UF) ve nanofiltrasyon (NF) membranlari
kullanilmistir. KPA ve [PA icin én-aritma ve geri kazanim asamalarini kapsayan en uygun

membranli sirecler belirlenmigstir. Akl azalmalari degerlendiriimis ve kimyasal yikama ile



akilarin geri kazanilabilirligi arastiriimistir. En uygun sirec¢ belirlendikten sonra serisin toz
halde geri kazanilmigs ve Ozellikleri standart serisin ile karsilastirilarak, Kkalitesi

degerlendirilmistir.

Serisinin, kozmetik ve ila¢ sanayiinde pek cok kullanim alanina sahip oldugu ve ayrica
biyomalzeme olarak kullanilabildigi bilinmektedir. Serisinin, dogrudan kozadan elde edilerek
veya atiksudan geri kazanilarak bahsedilen alanlarda kullanilmasi  giderek

yayginlasmaktadir.

Proje onerisinde hedeflendigi lzere, ipek isleme atiksularindan geri kazanilan serisin ile iki
biyo-bazli malzeme Uretimi calisiimistir. Bunlardan birincisi, gida paketleme sektorine
yonelik bir biyofilm, ikincisi ise yanik/yara ortstdir. Son yillarda biyobozunur filmlerin ve
kaplamalarin Uretilmesinde biyolojik polimerlerin kullaniimasi yayginlasmistir (GONTARD ve
GUILBERT, 1994; KROCHTA ve DE MULDER-JOHNSTON, 1997; KAYSERILIOGLU vd.,
2003). Bu filmler gida sektdriinde yiyeceklerin raf 6mrinid uzatmak, oksijen ve karbondioksit

gecirgenligini ve nem kaybini kontrol etmek amaciyla kullaniimaktadir (FAKHURI vd., 2004).

Saf serisinden Uretilen membranlarin yeterince esnek olmamalari nedeniyle serisinin diger
maddelerle karistirimasi gerekmektedir. Serisinin yapisinda nétr kutupsal fonksiyonel
gruplara sahip buyik miktarda amino asitler mevcut oldugundan, serisin iceren membranlar
oldukga hidrofiliktir. Serisin suda ¢oztnebilen polimerlerle, 6zellikle polivinil alkol (PVA) ile iyi
karigim saglamaktadir. Serisin ve PVA karigimindan elde edilen bir hidrojel mikemmel nem
tutma-birakma ve elastisite Ozellikleri gostermistir (YOSHII vd., 2000). Bu nedenle, proje
kapsaminda Udretilen biyofilm de serisin ve PVA’nin belirli oranlarda karigtiriimasi ile

hazirlanmistir.

Gida paketleme malzemesi olarak kullanilan filmlerde yeterli mekanik kuvvet, oksijen ve
neme dayanikhlik 6nemli 6zelliklerdir (DOLE vd., 2004; TANADA-PALMU, 2000; PARRA vd.,
2004). Diger bir deyisle, bu malzemelerin darbelere dayanikli, nem ve oksijeni gecirmez
olmalari beklenmektedir. Ancak, yuksek nem ortaminda oksijen gecirimi artabilmektedir. Bu
durum, Urin kalitesini ve raf émrini olumsuz etkileyecek sonuglar dogurmaktadir. Bu
nedenle, gida paketlemesi olarak kullanilacak bir filmin hangi malzemeden yapildigi buyik
onem tasimaktadir. Proje kapsaminda saf PVA ile hazirlanan filmlerin oksijen gecirimsiz
olduklari tespit edilmistir. Ancak, serisinin oldukca disuk miktarlarda karistirilmasi dahi,

filmlerin oksijen gecirgenligini dnemli derecede artirmistir. Hazirlanan filmlerin mekanik



Ozelikleri ise paketleme malzemesi olarak kullanima uygunluk géstermistir. Bu sonuclar,

serisinin gida disi paketleme amaciyla kullanilabilecegini gostermigtir.

Bu projede, yara-yanik 6rtisu olarak serisin ve kollajenin birlikte kullaniimasiyla biyokompozit
membranlar hazirlanmis ve 6zellikleri incelenmistir. Hazirlanan membranlarin yara-yanik
tedavisine olumlu gelisim getirecedi dusunudlmektedir. Bunun yani sira iceriginde bulunan
serisinin dogal bir Griin olmasi ve projenin daha 6nceki kisimlarinda belirtilen yontemlerle
ipek ipligi atiksularindan veya koza pisirme atiksularindan gerikazanilabilir olmasi Uretilen
membranlarin  biyomedikal bir Grine dodndsturilme  potansiyelinin - bulundugunu
gbstermektedir. Projede olusturulan biyokompozit membranlarin yapisindaki malzemeler
grubumuzca daha o6nce calisiimamis olmasina ragmen bunlarla ilgili cok miktarda literattr

bilgisi ve uygulama tecrubesi kazaniimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ipek isleme Atiksularinin Ozellikleri

Tekstil endustrisi dinyadaki en 6nemli ve en blUyuk enduastrilerden birisidir. Yuiksek
hacimlerde su tiketimi ve oldukca cesitli 6zellikte kimyasal madde kullanimi ile dikkat ¢ceken
tekstil endistrisi, cevresel etkileri agcisindan da 6nemli bir yere sahiptir (BARREDO-DAMAS
vd., 2006; FERSI vd., 2005; TUFEK(;i vd., 2007). Bunlara ek olarak, tekstil endistrisinde ¢ok
saylda alt sekt6r mevcuttur; bu da oldukca farkli debilerde ve kirletici 6zellikte atiksularin
uretiimesi anlamina gelmektedir. Tekstil atiksularinin karmasik yapisi nedeniyle, bitin alt
sektorlere uygun olacak bir aritma yontemi gelistirmek oldukca zordur. Bu nedenle, her alt

sektorin ayri ele alinmasi gerekmektedir.

ipek isleme, tekstil endistrisinin bir alt sektdrudiir. ipek isleme islemleri arasinda koza
aretimi, ipek ipliginin sariimasi, boyama ve son Urinlerin dokunmasi sayilabilir. Bu aktiviteler
sonucunda koza pisirme, ipek ipligi yumusatma ve boyama atiksulari ortaya ¢ikmaktadir.
ipek islemede ilk olarak ipekbdceklerinin kozayr delmeden délmesi ve ipek iplikciklerinin
kozadan ayrilmaya bagslamasi amaciyla koza pisirme islemi yapilir. Bu islemde kozalar sicak
suda yaklasik 45 dakika kaynatilir. ipek iplikcikleri, serisin adi verilen ve yapiskan olan bir
protein ile kaplidir. Serisinin, boyama 6ncesinde ipekten ayriimasi gerekmektedir. ipek ipligi
yumusatma isleminde, ipek ipligi saf zeytinyagl sabunu ve sodyum karbonat iceren kaynar su
dolu bir tankta 2-3 saat bekletilerek serisin uzaklagtirilir. Serisin suda ¢dzinen bir protein
oldugundan, bu islemde ipek ipligi agirhiginin %25-27'sini kaybeder. Bu da yumusatma
atiksuyu ile birlikte atilan serisin miktarina esittir. ipek isleme endiistrisinde, her bir kg riin
icin 50-240 litre su tiketilmektedir (EWA, 2005). Bu oranin, diger tekstil alt sektorleri ile

kiyaslandiginda orta seviyede oldugu séylenebilir.

Tekstilin bazi alt sektérlerine ait atiksu Ozellikleri Tablo 2.1'de verilmistir (BTTG, 1999;
CAPAR, 2005; GECIT vd., 2007a; KIM CHI, 2005; VAITHANOMSAT vd., 2008). Gorildigi
uzere, KPA ve IPA'nda, diger alt sektorlere kiyasla oldukca yiiksek miktarlarda organik
madde, kati madde, renk ve bulaniklik bulunmaktadir. Kimyasal oksijen ihtiyaci (KOI),
KPA’nda 11-17 g/L, IPA’nda ise 55-63 g/L’dir. Serisin iceridi ise sirasiyla 5-8 g/L ve 27-34
g/L olarak bulunmustur. Bu veriler, her iki atiksuyun da alici ortama desarj edilmeden 6nce

aritilmasi ve desarj limitlerinin saglanmasi gerektigini ortaya koymaktadir.



Tablo 2.1. Tekstil atiksularinin 6zellikleri

Deger
barametre Koza ipek ipli gi Dokuma iplik Hali
pigirme pigirme kumasg boyama  Uretimi
sonlandirma
KOI (g/L) 11-17 50-60 0,1-1 0,8 0-4
Renk (Pt-Co) 4000-8000 20000-30000 - - 10-700
Bulaniklik (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 - - -
Sicaklik (°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 boécekgiligi yogun olmasa da, halen Bursa ve Bilecik illerinde yuritilen
yardimci bir tarimsal faaliyettir. ipek ihtiyacinin biyiik bir bélimi ise yurtdigindan
karsilanmaktadir. ithal edilen ham ipek ipligi (lkemizde boyanmakta ve (riine
donusturilmektedir. Dolayisiyla, yuratilen proje kapsaminda serisin geri kazanimi igin
Bursa'da faaliyet gosteren bir boyahaneden temin edilen ipek ipligi pisirme atiksular ile
Bilecik'te sonbahar mevsiminde gerceklestirilen koza c¢ekimi igleminden c¢ikan KPA
kullanilmigtir. Bu islem Bilecik’in S6giit iicesi'nde kéyluler tarafindan yapilimaktadir (AKDAG,
2006). IPA ise, Bursa'da faaliyet gdsteren Batmaz Tekstil tesisinde haftada bir veya iki giin
gerceklestirilen yumusatma isleminden kaynaklanmaktadir. Tesisde yilda 70-80 ton ipek ipligi
boyanmaktadir. Tesisde bulunan pisirme tankinin hacmi 5000 L'dir ve bu tank icinde 150-200
kg iplik pisirmek icin 50-75 kg sabun ve yaklasik 3 kg soda kullaniimaktadir. Pisirme tanki bir
defa dolduruldugunda 3 defa ardarda pisirme yapilabilmekte, diger bir deyisle 5000 L suda
550-600 kg ipek ipligi yumusatilabilmektedir (SIPAHIOGLU, 2007). Dolayisiyla pisirme
tankindan cikan suda bir defa pisirme yapildiginda 50 kg, U¢ defa pisirme yapildiginda ise
150 kg serisin bulunmasi beklenmektedir. Bu da, atiksu 6rneklerinde serisin derigiminin
yaklasik 10 g/L ile 30 g/L arasinda olacagini gostermektedir. Turkiye'de koza pisirme ve ipek
ipligi yumusatma islemlerinden c¢ikan atiksularin debisi, 1875 L/gtin (yilin 80 glini boyunca)

ve 1100 L/gun olarak hesaplanmistir.



Tekstil atiksulari icin desarj limitlerini saglayacak pek cok konvansiyonel aritma ydntemi
mevcuttur. Bunlardan bazilari, biyolojik aritma, fiziko-kimyasal yontemler, aktif karbon
adsorpsiyonu, ozon ve hidrojen peroksit gibi reaktifler ile kimyasal oksitleme ydntemidir.
Dogrudan ipek ipligi dretimi sektorl icin gecerli olan desarj standartlari bulunamadigindan,
Tablo 2.2’de iplik Uretimi ve sonlandirma iglemlerinden ¢ikan tekstil atiksulari icin gecerli
olan limit degerler veriimistir (SU KIRLILIGI KONTROLU YONETMELIGI, 2004). Bu
degerler, Tablo 2.1'de verilen atiksu 6zellikleri ile karsilastirildiginda, desarj standartlarinin
karsilanmasi icin oldukca yiksek verimde calisacak bir yontemin secilmesi gerektigi

anlasiimaktadir.

Tablo 2.2. iplik dokuma ve sonlandirma islemlerinden kaynaklanan tekstil atiksulari icin

desarj standartlari

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

KOI (mg/L) 350 240
Amonyum azotu (NH4-N) (mg/L) 5 -
Serbest klor (mg/L) 0,3 -
Toplam krom (mg/L) 2 1
Sulfur (S7) (mg/L) 0,1 -
Siilfit (mg/L) 1 -
Yag ve gres (mg/L) 10 -
Balik biyodeneyi - 4 3

pH - 6-9 6-9

Endustiyel aktivitelere bagh olarak artan ¢evre sorunlarina paralel olarak dogal kaynaklarin
giderek azalmasi ve cevreye duyarliigin artmasi nedeniyle, geleneksel yontemlere alternatif
olarak ileri aritma yontemleri ilgi cekmektedir. Bu baglamda, surdurulebilir kalkinma
yaklasimi giderek benimsenmis; sanayiciler, atilan degerli dogal kaynaklarin geri kazaniimasi
ve yeniden kullaniimasi konusunda cesitli arayiglara girmistir. Son yillarda bu konuda yapilan

arastirma calismalari da hiz kazanmigtir.

ileri aritma yontemlerinden birisi olan membran teknolojisi, endiistriyel atiksulardan degerli
hammadde geri kazanimi konusunda olduk¢ca umut vaadetmektedir. Membran sizme

islemlerinin tekstil endistrisinde giderek yayginlagsan uygulamalari vardir. Ayrica protein



ayirimi konusunda da membran teknolojisi uygulanmaktadir. Ancak, hala konvansiyonel
yontemlere kiyasla pahali olmasi, kirlenme ve konsantrasyon polarizasyonu sonucunda
siiziintii suyu akilarinin azalmasi, en énemli dezavantajlari olarak sayilabilir. Ozellikle protein
ayiriminda, membran tikanmasi verimi olumsuz etkileyen kritik bir sirectir (KWON vd.,
2008). Buna ragmen, yuksek ayirim performansina sahip olmasi ve su, protein gibi degerli
maddelerin geri kazanimini saglamasi gibi avantajlari nedeniyle kullanimi yayginlagsmaktadir
(FERSI vd., 2005).

ipek isleme atiksularinda bulunan serisin degerli bir protein olmasina ragmen halen
atilmaktadir. Serisin, yiksek oranda nem tutma/birakma 06zelligi, antibakteriyel ve
antioksidan olmasi ve ultraviyole isinlara gosterdigi diren¢ gibi nedenlerle gida, kozmetik ve
ila¢c sanayiinde ve ayrica biyomalzeme Uretiminde kullaniimaktadir (FABIANI vd., 1996;
RIGUERIO vd., 2001; SHEN vd., 1998; WU vd., 2007). Serisinin 6énemi, oldukca yiksek olan
piyasa degerinden de anlasilabilir (bir grami yaklasik 80-90 €). Dinyada koza uretimi
yaklasik 1 milyon tondur, bu da yaklasik 400000 ton kuru kozaya esittir. Bu miktarda kozanin
islenmesi ile yaklasik 50000 ton serisin geri kazanilabilir (ZHANG, 2002). Bu bilgiler, serisin
geri kazanimi ile hem c¢evresel hem de ekonomik faydalar elde edilecegini acikca

gobstermektedir.

2.2.  Serisinin Ozellikleri

Serisin, Bombyx mori ipek boceginden elde edilen dogal bir makromolekiiler proteindir.
Molekdl agirhgr 10 kDa ile 300 kDa arasinda degisen bir protein ailesi olarak
tanimlanmaktadir (FABIANI vd., 1996; ZHANG, 2002). WU ve digerleri (2007), serisinin ana
kompozisyonunun protein oldugunu belirtmistir. Seker derisimi yalnizca %1, kil miktar ise

%4,2 olarak tespit edilmistir. Bu veri, serisinin muhtemelen tuz icerdigine isaret etmektedir.

Serisin oda sicakliginda kismen jellesmis sivi halinde bulunmaktadir. Disik olan akiskanhgi,
sicakliga ve pH’'a bagli degismektedir. Molekul agirigi (MA) 60 kDa’'dan az olan, genelde 5
kDa'in altinda olan serisin polipeptidleri soguk suda ¢tziinmektedir. Bu peptidler, mikemmel
nem tutma ve birakma 6zelligi, antioksidasyon gibi biyolojik aktiviteler, farmakolojik
fonksiyonlar, anti-kanser aktiviteler ve sindirimi kolaylastirma gibi 6zelliklere sahiptir
(TAMADA, 1997, SASAKI vd., 2000; ZHAORIGETU vd., 2001). Molekil agirhgi 60 kDa ile
300 kDa arasinda olan diger polipeptidler ise sicak suda ¢6zunebilmektedirler (ZHANG vd.,
2002).



Serisin oldukca hidrofilik bir proteindir. Serisin, Serl ve Ser2 adl iki serisin geninin birincil
kopyalarinin alternatif bicimde baglanmalari ile olusan farkli uzunlukta en az alti proteinden
olusmaktadir. EXPASYy protein veritabaninda serisin Serl ve Ser2 olarak tanimlanmaktadir.
Serl geni, kompozisyonu ortalama serisin kompozisyonuna ¢ok yakin olan ve yiiksek oranda
hidroksil amino asit iceren 38 amino asit motifinin pek ¢ok tekrarindan olugsan cesitli
polipeptidleri kodlamaktadir (GAREL vd., 1997). Amino asit modelinin mol bazinda %73'tni
hidroksil (serin, treonin, tirozin), asidik (aspartik asit, glutamik asit) ve bazik (lizin, histidin,
arginin) amino asitler olusturmaktadir. Glisin ve alanin ise mol bazinda yalnizca %20'sini

olusturmaktadir. Diger amino asitler ise ¢ok az miktarlarda bulunmaktadir.

Serisin kuresel bir proteindir. Molekil agirligi (KIM, 2007) Sekil 2.1'de, bazi amino asitlerinin
yapisi ise (MORRISON ve BOYD, 1992) Tablo 2.3'te verilmistir. Serin ve treonin, antioksidan
aktivite gibi serisin fonksiyonellik mekanizmasi ile ilgili oldugundan 6nemlidir (Kato vd.,
1998). Bunlara ek olarak, WU ve digerleri (2008) hidrofilik amino asitlerin %76’ya ulastigini,
bu nedenle serisinin iyi su emme ve ¢dziinme 6zelliklerine sahip oldugunu belirtmistir. Amino
asitlerin bir kismi polar, digerleri apolar yan gruplara sahiptir. Bdylece, serisinin yapisinda
hem hidrofilik hem de hidrofobik elemanlar mevcuttur (WEI vd., 2005). Kozadan ¢ikarilan ve
ipek ipliginden izole edilen serisin 6rneklerinin izo-elektrik noktalari (pl), 4,3 ve 5 olarak
bulunmustur (KURIOKA vd., 2002; MONDAL vd., 2007).

Sericin

Sekil 2.1. Serisinin molekiiler formuli



Tablo 2.3. Serisinin bazi amino asitlerinin yapisi

Amino Asit Yapisi Amino Asit Yapisi
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,CHCOOCH
CHs
NH,
| H2NCH,CH,CH,CH,CHCOOH
Glutamik Asit Lizin |
HOOCCH,CH,CHCOOH
NH,
NH,
NH, |
. o H,NCNHCH,CH,CH,CHCOOH
Glisin | Arginin I
CH,COOH
NH
NH,
CH;CHCOOH |
Alanin | Sistin CH,CHCOOH
NH, |
SH




Serisin dizey-yardimli lazer desorpsiyon/ionizasyon kutle spektrometrisi (MALDI-TOF MS) ile
tanimlanabilmektedir. MALDI-TOF MS ile biyomolekiller kitle/yik oranlarina gore ayrilirlar.
Bu yontem, proteinler, peptidler, oligosakkaritler gibi molekdler kitlesi 0,4 kDa ile 350 kDa

arasinda olan biyomolekdllerin tespit edilmesi ve karakterizasyonu icin kullaniimaktadir.

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

Proteinler UV bdlgesinde iki absorbans tepesi vermektedir, birincisi peptid baglarinin 215-
230 nm arasinda Is1g1 sogurmasi, ikincisi ise aromatik amino aistlerin 280 nm civarinda 1s1g1
sogurmasindan kaynaklanmaktadir (BIYOTEKNOLOJI PROJESI, 2008). Sekil 2.2'de
serisinin 280 nm’de verdigi tepe gorinmektedir (KIM, 2007).

o

4 |
e 31 Silk sericin
=z 2, ¥
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200 300 400 500 600 700

Wave length (nm)

Sekil 2.2. Serisinin sogurma spektrumu

Serisinin molekul agirhgr sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile
belirlenebilir. Sekil 2.3'te érnek bir dagilim gosterilmektedir (KIM, 2007). Goruldugu Gzere,
serisinin molekul agirhg 26 kDa ile 170 kDa arasinda degismektedir. Diger yandan, WU ve
digerleri (2007) serisinin moledl agirligini 14-467 kDa olarak bulmustur. Literatlrde verilen

farkh sonuglar, sicaklik, pH, sire gibi degisen islem kosullarindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 2.3. Serisine ait elektroforez resmi (SDS-PAGE, %10 jel)

2.3. Serisin Geri Kazanim Yontemleri

Molekul agirhgr 60 kDa'dan kiicik olan serisin polipeptidleri ham ipek Uretiminin erken
asamalarinda, daha blyuk olan (60-300 kDa) peptidler ise daha sonra ye alan ipek isleme
veya yumusatma igslemlerinde geri kazanilabilmektedir (ZHANG vd., 2006). Literatirde, ipek
atiksularindan serisin geri kazanimi konusunda olduk¢ca az calisma vardir (FABIANI vd.,
1996; VAITHANOMSAT vd., 2007; WU vd., 2007). FABIANI ve digerleri (1996) ipek
yumusatma atiksuyundan serisin geri kazanimi igin ultrafiltrasyon (UF) islemini uygulamis ve
molekdl agirlik ayirma sinirit (MAAS) 15-30 kDa olan UF membranlari ile %97’nin Uzerinde
serisin geri kazanimi saglamistir. Bunun yaninda, membran gecirgenliginde zamanla
membran ylzeyinde olusan jel tabaka nedeniyle azalma gb6zlenmistir. Ancak kimyasal

yikama ile en az %90 oraninda aki geri kazanimi saglanmistir.

Bir diger calismada, VAITHANOMSAT ve digerleri (2007), atiksu aritmi ve serisin geri
kazanimi icin membran filtrasyonu ve enzimatik hidroliz denemistir. Sonuclar, atiksu
kalitesinin iyilestigini ve molekdl agirhgr 2427-9863 Da olan serisin proteininin geri
kazanildigini gostermistir. Elde edilen serisinin molekil agirhdi, kozmetik uygulamalara daha
uygun olmasi amaciyla enzimatik hidroliz ile 1046-2795 Da’a dusurilmustir. Atiksuyun bir

kismi dogrudan dondur-kurut yéntemiyle, diger kismi ise MAAS'T 20-80 kDa olan UF
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membranlari ile konsantre edilmistir. Uygulanan UF yontemi ile 2427-9863 Da buyukligunde

serisin, %94 verimle elde edilmistir.

Membran calismalarina ek olarak, WU ve digerleri (2007) ipek atiksuyundan etanol
kullanarak serisini ¢okeltmistir. Molekul agirligi 14-467 kDa olan toz serisin, hacimsel bazda
%75 etanol kullanilarak elde edilmistir. Bu yontemin daha cok laboratuvar olcekli calismalar
icin uygun oldugu, yuksek etanol hacmi gerektirmesi nedeniyle endistriyel olcekte cevre

dostu bir yontem olmadigi dusiunilmektedir.

Sonug olarak, degerli bir protein olmasina ragmen, serisinin halen ipek isleme atiksulari ile
birlikte bertaraf edilmesi, ekonomik bir kayba ve ¢evre kirliligine neden olmaktadir. Turkiye'de
her yil yaklasik olarak 12 ton serisin ziyan edilmektedir. YurUtlilen proje kapsaminda,
serisinin koza pisirme ve ipek ipligi pisirme atiksularindan membrane teknolojisi ile geri
kazanimi icin uygun sdrecler belirlenmistir. Bu sonuglarin en kisa strede pilot &lcekli
calismalar ile gelistiriimesi ve endustriyel dlcekte uygulanmasi ile tlkemize hem cevresel

hem de ekonomik fayda saglanacaktir.

2.4.  Serisinli Biyofilm Hazirlanmasi

Serisin kozmetik ve ila¢g sanayiinde pek ¢ok kullanim alanina sahiptir. Ayrica biyomalzeme
olarak kullanimi dnerilmektedir (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, molekdl agirhigi 20 kDa'dan kiguk olan
serisin peptidleri kozmetikte cilt ve sa¢ bakimi trinlerinde ve saglikla ilgili diger trinlerde
kullaniimaktadir. Molektl agirhgi 20 kDa'dan biyik olan serisin peptidleri ise ¢ogunlukla tibbi

biyomalzeme, hidrojel, fonksiyonel ip ve kumaslarda kullaniimaktadir (ZHANG, 2002).

Serisin 0Ozellikle polyester ve poliamid gibi yapay polimerlerin gelistiriimesinde yararldir.
Ayrica, dogal ve yapay ip ve kumaslarda kaplama veya karisim malzemesi olarak da
kullaniimaktadir. Serisini diger recinelerle karistirarak ¢evre dostu ve biyobozunur polimerler
uretilebilir (ANNAMARIA, 1998). Serisin iceren politiretan kopukler mikemmel nem tutma ve
birakma 0zelliklerine sahiptir. Serisin iceren poliliretan bir képugun, serisin icermeyen
kopuge kiyasla 2-5 kat daha fazla nem tutabildigi rapor edilmektedir (NOMURA vd., 1995).
Ayrica serisin iceren politiretan bir kopugin mikemmel mekanik ve termal 6zelliklere sahip
oldugu belirtimektedir (HATAKEYAMA, 1996).
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Serisinin bir diger uygulama alani ise membran uretimidir. Sudan tuz ayirimi, ultra saf su
Uretimi, biyoproses islemler, kimyasal islemler ve atiksu geri kazanimi gibi pek ¢ok alanda
uygulanan membran ayirma proseslerinde cesitli 6zelliklerde membranlar kullaniimaktadir.
Bu membranlar genelde sentetik polimerlerden yapilmaktadir. Membranlarin, tstin ayirma
yetenekleri ile hizla kullanim alanlar1 genislemektedir. Ancak membranlar, belirli sicaklik, pH,
basin¢ vb. kosullarda kullanilabilmektedirler. Membranlarda bir diger problem ise zamanla
aki (birim zamanda birim yiizey alandan gecen sivi miktarl) azalmasi meydana gelmesidir.
Membran ylzeyinin ve gtzeneklerinin tikanmasi ile stizilen sivi miktarinda zamanla azalma
olmakta, bu da operasyona ara vermeyi ve membrani temizlemeyi gerektirmektedir. Temizlik
araliklarinin sik olmasi membran émrini kisaltmakta ve proses ekonomisini olumsuz
etkilemektedir. Ayrica, kirletici maddelerin membran ylzeyine adsorpsiyonu durumunda,
temizleme iglemi ile akinin tamamen geri kazaniimasi miimkin olmayabilmektedir. Membran
performansini daha iyilestirmek ve operasyonel kisitlamalari azaltmak amaciyla yeni

membranlarin Uretilmesi konusunda ¢alismalar sirmektedir.

Saf serisinden Uretilen membranlarin yeterince esnek olmamalari nedeniyle serisinin diger
maddelerle karistiriimasi gerekmektedir. Serisinin yapisinda noétr polar fonksiyonel gruplara
sahip blyuk miktarda amino asitler mevcut oldugundan, serisin iceren membranlar oldukca
hidrofiliktir. Serisin kompozit membranlar su ve organik sivi karigsimlarinda suya karsi yari-
gecirgen Ozellik gostermektedirler. Serisin iceren bir membranin alkol-su karigimindan alkolu
ayirdigl ve membranin yeniden kullanilabildigi rapor edilmektedir (MIZOGUCHI vd., 1991).
YOSHIKAWA ve digerleri (2001) ise ortalama molekul agirligi 20 kDa olan serisin kullanarak

eter-alkol karigimini ayirabilen bir jel malzeme hazirlamiglardir.

Serisin kullanilarak fonksiyonel biyomalzemeler dretilebilmektedir. Bu malzemeler, genelde
kompozit film olarak hazirlanmaktadir. Serisin suda c¢o6zunebilen polimerlerle, 6zellikle
polivinil alkol (PVA) ile iyi karisim saglamaktadir. Serisin ve PVA karisimindan elde edilen bir
hidrojel mikemmel nem tutma-birakma ve elastisite 6zellikleri gdstermistir (YOSHII vd.,
2000). Bu hidrojel, tohum kiltiriinde, toprak sartlandirmada, tibbi malzeme veya yara sargisi
olarak kullanilabilir. PVA ve serisinden elde edilen bir hidrojelin yiiksek nem tutma kapasitesi
ve dayanikhliga sahip olmasi nedeniyle fonksiyonel bir film olarak kullanilabildigi
aciklanmistir (NAKAMURA ve KOGA, 2001). Serisin kapli filmler ayrica sogutma cihazlarinin
ylzeyini kaplamada kullaniimaktadir (TANAKA, 2001). Serisin filminin kaplama olarak
kullaniimasi ile buzdolaplarinda ve derin dondurucularda buzlanma etkin bir gsekilde
Onlenebilir (ZHANG, 2002).
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Literatirdeki 0Ornek calismalar, serisinin faydali bir malzeme olarak kullanilabilirligini
gostermektedir. Bu calismalara ek olarak, serisinin dogal bir protein olarak gida Grinlerinin
kaplanmasinda kullaniimak tzere biyofilm dretiminde de kullanilabilecegi disindlmektedir.
Son yillarda biyobozunur filmlerin ve kaplamalarin Uretilmesinde biyolojik polimerlerin
kullaniimasi yayginlasmistir (GONTARD ve GUILBERT, 1994; KROCHTA ve DE MULDER-
JOHNSTON, 1997; KAYSERILIOGLU vd., 2003). Bu filmler gida sektériinde yiyeceklerin raf
omrand uzatmak, oksijen ve karbondioksit gecirgenligini ve nem kaybini kontrol etmek
amaciyla kullaniimaktadir (FAKHURI vd., 2004). Benzer sekilde, biyomalzeme Uretiminde de
sentetik polimerlerin yanisira dogal polimerlerin kullanilabilirli§gi arastiriimakta, 6zellikle de
doku muhendisligi ve kontroll ilag salimi alanlarinda uygulamalar dikkat cekmektedir. Dogal
polimerlerin, sentetik olanlara kiyasla biyouyumluluk ve biyobozunurluk gibi pek ¢ok avantaji
mevcuttur (GILBERT vd., 2005).

Dogal polimer olarak kullanilan malzemelere 6rnek olarak nisasta, gluten, ksilen, peynir alti
suyu sayllabilir. Birden fazla polimerin kullanilmasi ile hazirlanan kompozit filmlerde mekanik
ozellikler ve oksijen ile su buhari gecirgenligi iyilestirilebilmektedir. Serisinin yiksek nem
tutma, oksijen gecirgenligi ve elastisite gibi 6zellikleri dikkate alindidinda, biyofilm
hazirlamada literatirde goérilen diger dogal malzemelere iyi bir alternatif olacagi
dusundlmektedir. Serisin, halen ipek ipligi Uretiminde kozalarin ve ipligin yumusatildigi
sularla birlikte atilmaktadir. Son 20 yilda, ipek bazli biyomalzemelerde bazi biyouyumluluk
problemleri goézlenmis ve bunun nedeninin serisin kontaminasyonu olabilecegi rapor
edilmistir (ALTMAN vd., 2003). Faydah kullanim alanlari g6z Onune alindiginda, serisin
kullanilarak elde edilen malzemelerin stabilitesi, biyo-uyumlulugu ve fonksiyonel 6zelliklerinin
derinlemesine arastirilmasi gerekmektedir. ipegin, yuzyillar boyunca biyomalzeme olarak
kullanildig! bilinmesine ragmen, ipegin yapisindaki proteinlerden biri olan serisin i¢in doku
mihendisligi ve biyouyumluluk alanlarinda yeni arastirmalara ihtiya¢ vardir (ALTMAN vd.,
2003). Buna ek olarak, atik olarak hi¢c bir ekonomik degeri olmayan serisinin
degerlendiriimesinin pek cok avantaji olacaktir. Oncelikle tekstil endistrisinin bir alt
kategorisinde hammadde geri kazanimi ile temiz Uretim saglanabilecek ve serisinin
atiksudan geri kazanilmasi ile s6z konusu atiksu daha az Kkirlilik icerecek ve ipek ipligi
Uretiminden kaynaklanan cevre kirligi sorunlarinin ¢ézimuine katki yapiimis olunacaktir.
Ayrica, bir atigin biyomalzeme Uretiminde degerlendirilebilmesi, malzemenin maliyetini

azaltarak ekonomik yarar da saglayacaktir.
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2.5. Serisinli Yanik/Yara Ortiisti Hazirlanmasi

Vicudumuzdaki en biyidk organ olan deri, epitel, bazal membran ve dermisten olusan (¢
katmana sahiptir. Kendi kendini tamir edebilmesi, yenilenmesi, ylzeyinde gozenekler
bulunmasina ragmen su gecirmemesi, fakat terleme yoluyla digariya su vermesi, kolay kolay
yirtilmayacak kadar kalin, ayni zamanda hareket etmeye imkan verecek sekilde ince ve
esnek olmasi, sicaktan, soguktan, zararli giines isinlarindan bedeni koruyabilmesi derinin
onemli dzeliklerinden bazilaridir. Agir ve derin deri yaniklarinda hastanin saglikli derisinden
tim veya bir bolum katmanlarin implante edilmesi en biyidk basari kabul edilmektedir. Agir
yaniklarda cogu zaman yanmis bdlgeleri kaplamak icin hastanin kendi (otolog) hasarsiz deri
parcalari yeterli miktarlarda bulunamamaktadir. Bu durumda hastanin otolog epitel hiicreleri
in vitro sartlarda cogaltilarak kullanilabilmektedir. Ancak ihtiya¢ duyulan otolog yamalari
(greft) cogunlukla yeterli miktarda olmamakta ve hasta enfeksiyonlarla ve asiri su kaybina
bagli yasamsal risklerle karsi karsiya olabilmektedir. Yanik vakalarinin tedavisi yapay deri
implantlerinin gelistiriimesiyle hiz kazanmigstir. Deri yamalari ilk olarak hastanin kendisinden
(otogreft), daha sonra ise bir yakinindan (allogreft) alinan parcanin sentetik ve dogal
biyomalzemeler (zerinde uygulanmasi ile gerceklesmistir (HORCH, 2005). Doku
mihendisligi yaklagsimiyla hazirlanan yapay deriler; otolog keratinosit greftleri, kultirde
cogaltilmig allojenik keratinosit greftleri, otolog/allojenik kompozitleri ve hicreden
uzaklastiriimis biyolojik matrisler, kollajen, hiyaluronan, fibrin gibi biyolojik malzemelerin ve
polilaktik asit, polilaktik-koglikolik asit, polietilen oksit gibi sentetik malzemelerin kullaniimasi

ile hazirlanan deri yamalari agir yanik tedavilerinde biyik ¢igir agmigtir.

Yara iyilesmesi, endotel (damar), bag doku ve epitel hicrelerinin zamanli ve dengeli
aktivitelerinden olusan bir sirectir. Bu hicrelerin timadniin iyilesme sireci icin hicredisi
matrise ihtiyac vardir. Yara izinin kalmamasi ve iyilesmenin hizlandiriimasi konusunda cesitli
yaklasimlar gelistirilmistir (RUSZCZAK, 2003). Son yillarda yaranin epidermal ve dermal
analoglarinin iki katman halinde yarayi kaplama yaklasimi kullaniimaktadir. Bu yaklasim ile
yerlestirilen konstrikt, bariyer goérevi goérerek yarayl bakteriyel enfeksiyonlardan ve sivi
kaybindan korumakta, fazla i1sinma ile doku sivilarinin birikmesini engellemektedir. Yara
konstruktlerinde dermal element hicrenin yonlendiriimesi, doku olusumu, yeniden doku
modellemesi ve epitilizasyonda 6énemli rol oynar. Dermal element ise doku iyilesmesi icin
gecici veya kalici yara greftleri olarak kullanilmaktadir (DEMLING, 2003). Gecmiste
kullanilan kadavra kokenli biyolojik greftler yerine fibrin (KEISER, 1994, SIEDLER, 2000),
hiyaluronik asit (KING, 1991; MURASHITA, 1996) ve kollajen (FROGET, 2003; GOMATHI,

2003) gibi dogal kaynakli polimerler lokal ilag salim sistemleri ve yara iyilesmesi icin degisik
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matris sistemlerde test edilmigtir. Kollajen vicudun bag dokusunun temel proteinlerinden
biridir. Kollajen, molekil i¢i capraz baglama ile makromolekiler fiberler olusturdugundan
dokulara dayanikllik vermektedir. Yapisi bozunmamis kollajen, hiicrelerin baglanmasi ve
farkhlasmasini saglayan dogal bir alt katmandir. Antimikrobiyal ila¢ icermeyen veya tek
basina kullanilan kollajenin, stinger veya 0rtil olarak dermal katmanda rejenerasyonu ve yara
iyilesmesini hizlandirdigi gézlenmistir. Bu tir kollajen bazli dGrtinler birgok Avrupa Ulkelerinde

onaylanmis olup, Kklinik uygulamalarda kullaniimaktadir.

Konvansiyonel yara-yanik tedavilerinde giinimuiizde uygulanan yontemler, genellikle yaranin
korunmasi amaciyla kullanilan yara iyilesmesinde ve korunmasinda aktif rol oynamayan
malzemeler icermektedir. Ancak bu tedavilerde gorilen geg iyilesme, enfeksiyon riskindeki
yukseklik ve bazi durumlarda tam iyilesmenin saglanamamasi gibi nedenler, tedavi amach
yeni yara-yanik ortlleri geligtiriimesi calismalarina son yillarda hiz kazandirmistir. Medikal
uygulamalarda kullanilabilecek biyolojik mazlemelerin artmasi da bu amaca destek olan bir
diger nedeni olusturmaktadir. Bu yeni yaklasimda hazirlanan yanik o&rtulerinde, hasarl
dokunun dis cevreden korunmasina ek olarak, iyilestirmeyi daha etkin ve hizli kilacak
optimum mikrogevre olusturulmak da hedeflenmektedir. ideal yara-yanik ortiisii su
Ozelliklerde olmaldir:

1. Dokuyu ikincil enfeksiyona karsi koruyabilme,

2. Nemli bir doku iyilesme cevresi olugturma,

3. Dig ortama kargi termal izolasyon saglama,

4. Yaradan cikan debris ve irini emerek yara bolgesinde rekonstriiksiyonun

surekliligini saglama,

o

Parcacik ve toksik drtin icermeme,

6. Doku iyilesmesi iglemini baslatma ve destekleme,

7. Dokuya zarar vermeden cikarilabilme (biyobozunur malzemeler icin gerekli
degildir) (SAKCHAI, 2006).

Bu amaclari saglayacak tek bir malzemenin olmadigi ve dogal dokularin dahi farkh tdr
bilesenlerden olustugu distincesi yeni yaklasimla yara tedavisinin kompozit yapida olmasi
gerekliligini isaret etmektedir. Son yillarda yara-yanik ortist gelistirme arastirmalarinda
kompozit malzemelerin yogunluk kazanmasi ve bu calismalardan elde edilen olumlu
sonuglar da bu dusiinceyi desteklemektedir. Ornegin, kitosan ve polisakkaritlerin karigimi ile
elde edilen filmlerde kompozit malzemelerin tek basina uygulanan malzemelere goére daha
basarili sonucglar verdigi gortlmistir. Dogdal bir makromolekil olan kitin (veya kitosan)

kullanilarak hazirlanan yara-yanik ¢rtilerinde bu malzemenin secilme nedeni 6zellikle yara
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iyilesmesine yonelik olumlu nitelikler tasimasidir. Bunlar, biyouyumlu olmasi, biyobozunur
olmasi, hemostatik aktivitesinin bulunmasi, enfeksiyonlara karsi koruyucu 06zellikte
bulunmasi ve iyilesmeyi hizlandirici olmasi olarak Ozetlenebilir. Ne varki, kitin tek basina
zayIf mekanik 6zelliklere sahip bir malzemedir. Cekme kuvvetinin ve elastisitesinin az olmasi
nedeniyle yara bdlgesinde tek basina kullanildiginda istenilen dayaniklihgi saglamayacagi
bilinmektedir. Yukarida bahsedilen kitosan ve polisakkarit kompozitlerin bu yénde olumlu
gelisme sagladigi ve kitine gore mekanik Ozelliklerinin daha iyi oldudu bilinmektedir
(WITTAYA-AREEKUL, 2006).

Bu projede, yara-yanik 6rtlisti amaciyla Kollajen-Serisin membranlar hazirlanmistir. Kollajen
ve serisin biyouyumlu ve biyobozunur dogal proteinlerdir. Kollajen insan vicudu bag
dokusunda en yuksek oranda bulunan proteindir. Jel, kdpuk veya film formunda hazirlanan
kollajen 6zellikle yara iyilesmesinde olumlu etkisinden dolayi klinikte yara ortlleri olarak
siklikla kullaniimaktadir. Distan uygulanan kollajen, yara iyilesmesinde rol alan granulosit,
makrofaj ve fibroblast hiicrelerine kemotaktik bir etki gésterir ve yaraya dogru hareket
etmelerini saglamaktadir. Kollajen, bag dokunun temel taglarindan biri olarak, ayni zamanda
bu hicrelere yapisabilecekleri bir alt katman gorevi de yapar. Bu sekilde disaridan uygulanan
kollajen, yara iyilesme sirecini hizlandirmaktadir (SAI, 2000; RHO, 2006). Serisinin
antimikrobiyal koruyucu 0zelligi, kollajenin deri dokusunun dogal bir maddesi olmasi ve
iyilesmeyi hizlandirici 6zellikte olmasi bu iki malzemenin bu amaca yonelik uygunlugunu
gostermektedir. Yapistirici bir protein olan serisin, birgok hidrofilik amino asite sahip olmasi
(GAMO, 2005) nedeniyle gerekli kimyasal degisimlere uygundur (TERATOMO, 2004).
Bunlarin yanisira serisin ve kollajenin yara-yanik 6rtist icin yukarida bahsedilen
Ozelliklerden dokuyu nemli tutma, termal izolasyon ve debrisi emebilme yoOnlerinden de
yeterli niletikte oldugu, serisinin kozadaki dis ortama karsi koruyucu roli ve her iki proteinin
de hidofilik yapida olmasi ile gorilmektedir. Serisinin yapisinda serin amino asitinin diger
amino asitlere gore yiksek oranda bulunmasi (%30), bu amino asitin deri dokusundaki dogal
nemlendirme faktori olarak bilinen ana amino asit olmasi, bu proteinin nemlendirme ve su
tutmadaki yuksek kapasitesini aciklamaktadir. Bunun yanisira serisinin yapisinda hidroksil

gruplara sahip amino asitlerin fazlaligi da hidofilik 6zelligini artirmaktadir (ARAMWIT, 2007).

Literatirdeki 6rnek calismalar, ipekbdcegi kozasindan elde edilen serisinin biyomalzeme
olarak kullanilabilirligini gb6stermektedir. Serisinin biyobozunurlugu, biyouyumlulugu ve
yiksek hidrofilitesi nedeniyle yara iyilesmesine yonelik kullanilabilecegi ARAMWIT ve
SANGCAKUL (2007) tarafindan yapilan yakin tarihli bir arastirmada gosterilmigtir. Serisinin

% 8’lik krem halinde ratlarda olusturulan deri yaralarina uygulandigi1 bu arastirmada hasarl
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bolgede llser olugsmamasi, kisa siuirede ve tam iyilesme saglanmasi ile kollajen dokusunun
artisi yonlerinden, kontrol olarak uygulanan kreme gore daha basarili sonuclar verdigi
belirtilmistir (ARAMWIT, 2007). Son yillarda yapilan arastirmalarda serisinin in vitro sartlarda
memeli hicrelerinin ¢ogaltilmasinda olumlu etkileri olmus (TARADA, 2002) ve ylzeye ilk
baglanma yizdesinde artis sagladigi gozlenmistir (TSUBOUCHI, 2005). TERATOMO ve
digerleri (2005), ipek serisininden hazirlamig olduklari gézenekli ¢ boyutlu hidrojelin islak
kosullarda ¢ok esnek yapiya sahip oldugunu belirtmektedir. Ayni calismada, diger ipek bazli
malzemeler icin kullanilan metanol yerine serisin icin etil alkol ile kuvvetli intermolekuler
baglar olusturuldugu ve jellesmenin saglandigi rapor edilmistir. S6z konusu yapinin, ilag
salim sistemleri veya doku muhendisligi amacl kullanima uygun 6zellikleri oldugu sonucuna
variimistir. Literatirde ipek bazli bircok hicre tasiyicisi hazirlanmis ve karakterize edilmis
olmasina ragmen, serisin bazl tasiyicilar Gzerine arastirmalar ¢ok kisithidir (TERAMATO,
2005).

Kollajenin dogal deri dokusunda yiksek miktarda bulundugu ve fiber yapisiyla dokunun
cekme kuvvetlerine karsi dayanimini saglayan temel malzeme oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle doku iyilesmesinde kollajenin olusumunun desteklenmesinin  dnemli roli
bulunmaktadir. ARAMWIT ve arkadaslari tarafindan yapilan bir arastirmada serisin kremin
kollajen olusumunu hizlandirdigi ve epidermis tabakasinin buytyerek tam kalinligina
ulasmasini sagladigi da gozlenmistir (ARAMWIT, 2007). Bu bulgular, kollajen ve serisinin
birlikte kullaniminin, kompozit malzemenin krem olarak serisinin tek basina kullanimina gore
daha hizli ve etkin sonu¢ verecedini dusundirmektedir. Ancak bu karsilastirmanin kesin
olarak yapilabilmesi icin benzer sekilde in vivo yara Uzerinde (ratlarda) denenmesi

gerekmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. ipek igleme Atiksularindan Serisin Geri Kazanimi

3.1.1. Atiksu Ornekleri

ipek ipligi tretimi mevsimlik bir is oldugundan, koza pisirme atiksulari her yil sonbahar
mevsiminde ortaya cikmaktadir. Bu nedenle, 2006 yilinin sonbahar mevsiminde Bilecik’in
Soégut ilcesinde yerel halk tarafindan gerceklestirilen koza pisirme isleminden kaynaklanan
atiksulardan yuksek hacimlerde (yaklasik 100 L) iki ayrt 6rnek (KPAl1 ve KPA2) temin
edilmistir. KPAL1, on-aritma iglemlerinde kullaniimis, KPA-2 ise laboratuvar kosullarinda
bozulmadan saklanabilmesi icin, kicik hacimlere bolinerek -20 °C’de dondurulmus ve
membran stzme deneyleri igin sirayla ¢ozilerek ve isitilarak kullaniimigtir. Saklama
kosullarinin atiksu kalitesi ve membran performansina etkisi Ek A’da verilmistir. KPA2'den
alinarak kullanilan érnekler, KPA2-A, KPA2-B, KPA2-C, KPA2-D, KPA2-E, KPA2-F, KPA2-G
ve KPA2-H olarak adlandiriimis ve 0Ozellikleri Tablo 3.1'de verilmistir. Koza pisirme
atiksularina ek olarak, Bursa’daki boyama tesisinde ortaya cikan ipek ipligi pisirme
atiksularindan toplam t¢ adet 6rnek alinmistir. Bu 6rnekler iPA1, iPA2 ve IPA3 olarak
adlandirnimistir. IPA1 yalnizca karakterizasyon amagch kullaniimig, iPA2 ve IPA3 ise

membrane filtrasyon deneylerinde kullaniimigtir.

Toplam dolasim dizeninde yiriutilen deneylerde KPA2-A, KPA2-B, KPA2-C, KPA2-D ve
KPA2-E ornekleri kullaniimis ve bu deneyler kisa sirede tamamlandigindan o6rneklere
herhangi bir koruyucu eklenmemistir. Yogunlastirma dizenindeki deneylerde ise KPA2-F,
KPA2-G ve KPA2-H o6rnekleri kullanilimistir. Bu deneylerin  uzun slrmesi nedeniyle,

atiksularin bozulmasini 6nlemek amaciyla érneklere % 0,02 oraninda NaN; eklenmistir.

Tablo 3.1'den gorulecegdi Uzere, her iki atiksuda oldukca yuksek miktarlarda organik madde
mevcuttur. Kimyasal oksijen ihtiyaci (KOI) KPA'nda 11-17 g/L, IPA’nda ise 55-63 g/L olarak
dlcilmustir. Bu atiksularda bulunan KOI degerleri arasinda bilyiik farkin iki nedeni vardir;
birincisi ipek ipligi pisirme isleminde serisini uzaklastirmak icin pisirme suyuna yiksek
yapilmasi nedeniyle konsantre bir atiksu Uretilmesidir. Her iki atiksu da renkli ve bulaniktir;
4500-44000 Pt-Co degerinde renk ve 500-7400 NTU degerinde bulanikhik 6lgtlmagtir.
Benzer sekilde, toplam kati madde (TKM) icerikleri de oldukca yuksektir; KPA icin yaklasik
10 g/L ve iPA icin yaklasik 40 g/L’'dir. KPA'ndaki toplam protein ve serisin derigimleri 5-10 g/L
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ve 5-8 g/L olarak 6lciilmiistir. Diger taraftan, bu parametreler iPA'nda 35-47 g/L ve 27-34 g/L
olarak élctilmiistiir. Diger bir deyisle, toplam protein ve serisin miktarlari IPA'nda yaklagik alti
kat daha fazladir. iki atiksu arasindaki bir diger fark pH'dir; KPA’nda pH 5,8-6,5 iken, iPA'nda
mevcut olan sabun ve Na,CO; nedeniyle 8,6-9,6 olarak belirlenmistir. Bunlara ek olarak,
bitiin 6rneklerde serisinin yapisindan kaynaklanan 0,3-1,3 g/L karbonhidrat bulunmustur.
Ozetle, iIPA’nin, KPA'na kiyasla daha kirli bir atiksu oldugu, ancak serisin kaynagi olarak

daha degerli bir atiksu oldugu tespit edilmigtir.
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Tablo 3.1. KPA ve IPA 6rneklerinin dzellikleri

Ornek

Atiksu Kalitesi

Serisin T. Protein KOIi TKM Renk Bulanikhk 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
iPAL - 35634 62850 40637 43600 7370 - 9,6
iIPA2 34002 46747 59150 39900 26050 4134 513 8,6
IPA3 27581 - 55950 - - - - 9,1
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3.1.2. Santrifij

Atiksu drnekleri, Hettich Universal ve Rotofix 32A santriflij cihazlari kullanilarak 10-40 dakika

boyunca ve 3000-4000 rpm hizda santrifiij edilmistir.

3.1.3. Mikrofiltrasyon

Atiksuda bulunan serisini On-aritma asamasinda kaybetmemek ve atiksularin membran
sistemini en az kirletecek 6zelliklere kavusturmak icin en ucuz membran iglemi olan
mikrofiltrasyon (MF) uygulanmistir. Bunun i¢cin 550 mm Hg vakum saglayan Millipore marka
bir vakum stzme dizenegi kullanilmistir. MF deneyleri, diz akis stzme dizeninde
yapilmistir. Sistemde kullanilan filtrelerin capi 47 mm, gbézenek biyuklikleri ise 1 pum, 8 pum
and 20 pym’dir (Tablo 3.2). Stizulen érneklerde KOI, renk, bulaniklik, TKM, T. protein, serisin
ve karbonhidrat analizleri yapiimistir. Akilar ise, toplam stzilen su hacminin fitrasyon

suresine ve etkin membran alanina bolinmesi ile hesaplanmistir.

Tablo 3.2. Kullanilan membranlarin 6zellikleri

Filtrenin Adi Tard Malzeme Etkin Alan (m 2 MAAS (veya
GOzenek Buyukli gi)
Whatman 41 MF Seliloz 0,0010 20-25 um
Millipore MF Seliiloz 0,0010 8 um
Whatman GF/B MF Fiberglas 0,0010 1pm
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 ¢

#Ince film kompozit olarak hazirlanmistir.
® 0498 MgSO, giderimi saglar.
° %97 MgSO, giderimi saglar.

3.1.4. Ultrafiltrasyon ve Nanofiltrasyon
UF ve NF deneyleri, Berghof BHT-2 model membran siizme sistemi ile toplam dolasim
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dizeninde, DSS LabStak M20 model membran sizme sistemi ile de yogunlastirma
dizeninde ydratalmuostir. Kullanilan membranlarin 6zellikleri Tablo 3.2’de verilmistir. Sistem
sematik olarak Sekil 3.1'de gdsterilmistir. Toplam dolagim dizeninde hem siiziilen hem de
suzulemeyen sular giris tankina dondurulerek besleme suyu kalitesi ve hacmi sabit tutulmaya
calisilmis ve bu sekilde membran performansi izlenerek en uygun membran stizme iglemi
secilmistir. Berghof BHT-2 model sistemde giris basinci UF igin 2 bar ve NF i¢in 5 bar olarak

ayarlanmig, atiksu debisi ise 30 L/saat olarak uygulanmigtir.
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Sekil 3.1. Suzme sisteminin sematik goruntisu (P: basing gostergesi, V: vana)

Yogunlastirma dizeninde gercek uygulamaya daha yakin olarak, stzilen sular ayri bir
tankta toplanmig ve besleme suyu hacmi zamanla azaltilarak atiksudaki serisin
yogunlastinimigtir. Bu deneylerde hacim azaltma faktort (HAF) asagidaki sekilde

hesaplanmistir:

HAF = Ys

f

Burada V;: Deney baslamadan 6nce besleme tankindaki giris suyu hacmi (L),

V. Deney sonunda besleme tankinda kalan giris suyu hacmi (L),
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V,: Deney sirasinda analiz i¢in toplanan érneklerin toplam hacimleri (L)'dir.

Yogunlastirma dizenindeki deneylerde HAF 4,2-4,6 olarak gerceklesmistir (Tablo 3.3). Diger
bir deyisle, baslangic hacmi 9,0 L, 9,8 L ve 9,2 L olan atiksular, 16-21 saatlik stizme

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

Tablo 3.3. Yogunlastima deneylerinde HAF hesaplanmasi

Atiksu 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

*V,p: NF membranindan siiziilen suyun hacmi

LabStak M20 model sistemde her birinin alani 0,018 m? olan iki veya ¢ ¢ift NF membrani
kullaniimigtir.  Sistemin giris kismindaki basing 5 bar’a ayarlanmis, sUzilemeyen suyun
membrandan c¢iktigi kisimdaki basin¢ ise 4,8 bar olarak gdézlenmistir. Stzilen sularin
toplandigi hortumlar ise atmosfere aciktir (O bar). Bu sekilde membran Gizerinde 4,9 bar’lik bir
basing olusturulmustur. Atiksu debisi ise 372 L/saat olarak ayarlanmistir. Deneylerde saf su
ve atiksu akilari zamana karsi izlenmis ve akilar sabitlendiginde deney sonlandirilarak
stizintd sulari toplanmigtir. Stizintd sularinda KOI, renk, bulaniklik, TKM, toplam protein, pH
ve serisin analizleri yapiimistir. Kirlenen membranlar deney sirasinda ve sonunda NaOH ve
klor ile yikanmig, temizlenmis membranlarin saf su akilari yeniden okunmustur.

Deneylerde aki dlgiimleri sizinti suyunun belirli bir sirede mezirde toplanmasiyla
gerceklestiriimis ve aki deg@erleri, toplanan hacmin birim zamana ve birim membran alanina

bolinmesiyle hesaplanmistir. Akl analizi igin dort asamada aki okumasi yapilmistir:

1) Baslangi¢ saf su akisi (I): Temiz membran ile él¢ilen ilk saf su akisi,

2) Atiksu akisi (W): Stizme deneyinde zamanla dengeye gelen atiksu akisi,

3) Kirlenmis membranin saf su akisi (F): Atiksu ile kirletilen membranin saf su akisi,
4) Temizlenmis membranin saf su akisi (C): Kimyasal temizleme yontemi ile yikanan

membranin saf su akisi.
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Akl azalmalarini degerlendirmek amaciyla Tablo 3.4'te verilen hesaplar kullaniimistir. Bu
hesaplar, membrandaki aki azalmalari tizerinde konsantrasyon polarizasyonu ve kirlenmenin

etkilerini bulmak igin yapiimistir.

Tablo 3.4. Aki analizi igin yapilan hesaplar

Hesaplama Aciklama
(-wW)h Toplam aki azalmasi
(F-W)/F Konsantrasyon polarizasyonundan kaynaklanan aki azalmasi
(I-F)/1 Kirlenmeden kaynaklanan toplam aki azalmasi
(C-F)IC Geri dondurulebilen kirlenmeden kaynaklanan aki azalmasi
(1-0)n Geri dondurilemeyen kirlenmeden kaynaklanan aki azalmasi

3.1.5. Membran Temizli gi

Toplam dolasim dizeninde vyiritilen her deneyde yeni bir membran kullanilmigtir.
Yogunlastirma deneylerinde ise NF membranlari en az bir kez kullaniimistir. Bltln yeni
membranlar, kullanimdan dnce bir gece saf suda bekletilmistir. Bir kez kullanildiktan sonra
yikanan membranlar ise, bakteriyel blylumeyi engellemek amaciyla %0,25 sodyum bistilfit
iceren sollusyonlarda bekletilmistir. Kirlenen membranlara kimyasal yikama iglemi
uygulanmistir. Kimyasal ylkkamanin membran performansina etkisi Ek B’de verilmistir.
Yikama sirasinda membranlar sistemden cikarilarak 0,5 M NaOH ve yaklagsik 200 mg/L

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

3.1.6. Kozadan Serisin Elde Edilmesi

Serisin analizinde standart madde olarak kullanilmak (zere, ipek kozasindan serisin elde
edilmistir. Kozalar kesilerek kiicik parcalara bolinmus, Gzerlerine su eklenmis ve otoklavda
120 °C’de 1 saat bekletilmistir. Otoklav slresinin serisinin ¢dzUnUrligu Uzerine etkisi ayrica
incelenmistir (Ek C). Serisin ¢ozeltisi 1,6 um gozenek buyukligine sahip filtreden (Whatman
GF/C) suzulerek Uzerine hacminin U¢ katl kadar (%75) soduk etanol eklenmistir. Serisin

¢cokturildikten sonra etanolin st fazi atilarak serisin =80 °C’de dondurulmus ve

25



liyofilizatérde kurutularak toz serisin elde edilmistir (KURIOKA vd., 2004; WU vd., 2007;
VAITHANOMSAT vd., 2008).

3.1.7. Cokeltme

NF ile yodunlastirilan atiksu asit ve alternatif olarak da alkol kullanilarak cokeltilmistir. Bu
asamada doért cesit asit (HNOjz;, HCI, H,SO, C,H,0,) ve etanol kullaniimistir. Asitle
¢cokeltmede orneklerin pH'1 hacimsel bazda %0,3 asit kulanimi ile 6,1'den 3,8'e kadar
dusurualmastdr. Alkol kullaniminda ise etanol hacminin %75 olarak uygulanmasi gerekmistir.
Asit veya etanol eklenen 6rnekler, 3000 rpm’de 10-20 dak santriflij edilerek serisinin cokmesi

saglanmistir.

3.1.8. Diyaliz

Elde edilen toz serisin orneklerinin safligini artirmak amaciyla, ornekler diyaliz edilmigtir.
Diyaliz torbalarinin MAAS degerleri 12,0 kDa (SIGMA ALDRICH) ve 3,5 kDa (SERVA)drr.
Serisin ¢ozeltileri diyaliz torbalarina eklendikten sonra, torbalarin uclari kapatiimis ve icinde
saf su bulunan beherlere yerlestiriimistir. Daha sonra beherler 37 °C’'de su banyosuna
konmus ve 1-2 gun boyunca calkalanmistir. Diyaliz islemi sona erdiginde, diyaliz torbasinin

icinde kalan serisin ¢6zeltisi HPLC'de analiz edilmistir.

3.1.9. Protein Cozunarld gu

Geri kazanilan serisin 6rneklerinin ¢oézunurligu cesitli pH degerlerinde belirlenmistir.
Ornekler, pH’lart NaOH ve HCI ile 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0, 10,0 ve 11,0 olarak
ayarlandiktan sonra 4000 rpm'de 10 dak boyunca santrifij edilmistir. Orneklerin pH
ayarlamasi yapilmadan o6nce ve pH ayarlamasi ile santriftij yapildiktan sonra Ustte kalan
fazlarda toplam protein icerikleri dlgtlmuastir. Bu sekilde, serisin ¢ozunurliginin en yiksek
oldugu pH degeri bulunmustur. Protein ¢6zinudrlik orani, Gst fazda kalan protein miktarinin,
ornekte ilk olarak bulunan protein miktarina bélinmesi ile hesaplanmigtir (WERE vd., 1997,
CHOVE vd., 2007).
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3.1.10. Analitik Teknikler

3.1.10.1. Cevresel Kirlilik Parametreleri

Deneysel calismalarda yapilan analizler icin Tablo 3.5'te verilen standart yontemler
kullanilmistir (APHA, 1995). Orneklerin KOI degerleri USEPA onayli HACH Metot 8000’e
gbre HACH DR-2000 Model spektrofotometre kullanilarak 620 nm dalgaboyunda
okunmustur. Renk o6lcuimu, ayni cihazla Pt-Co cinsinden 455 nm’'de yapilmistir. Morotesi
sogurum (Ultraviolet absorbance-UVA) 6lcimleri ise Shimadzu 1601 Model spektrofotometre
ile 275-290 nm dalga boylarinda yapiimistir. Bulaniklik degerleri HACH 2100N Model
tirbidimetre ile 6lctilmus; 6rneklerin toplam kati madde (TKM) icerigi ise kurutma ve agirlik

tartma yontemiyle belirlenmigtir.

Tablo 3.5. Analitik teknikler

Parametre Yontem

UVA Standart Metot 5910 B

KOI EPA onayli HACH 8000

Renk Standart Metot 2120 B

Bulanikhk 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

Atiksu 6rneklerinde serisin analizi yapmak ve serisinin molekdl agirhk dagihimini belirlemek
amaciyla Shimadzu Prominence Marka HPLC sistemi kullaniimistir. Sistemde jel gecirgenlik
kolonu (Nucleogel agua OH-40-8) kullanilmig, hareketli faz olarak 0,3 M NaCl iceren 0,05 M
fosfat tamponu kullaniimigtir. Analizler 30 °C’de gergeklestirilmis ve UVA degerleri 230 nm'de
okunmustur (OGINO vd., 2006). Mobil faz debisi kantitatif analizde 1 mL/dak, molekil agirlik
tayininde ise 0,3 mL/dak olarak ayarlanmigtir. Battin 6rnekler, 0,45 um gozenek buyuklugine
sahip filtreden (MILLIPORE Millex-HV) slzuldikten sonra, bir siringa yardimiyla 20 pL
hacminde sisteme enjekte edilmigtir. Kalibrasyon standardi olarak yerli ipek kozasindan elde
edilen toz serisin ile hazirlanmis c¢ozeltiler kullanilmistir (Ek D). Serisinin 6,5 ile 11,0
dakikalari arasinda genis bir tepe gizerek kolondan c¢iktigi gozlenmistir (Sekil 3.2).
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Serisinin molekdl agirhk dagihmini belirlemek amaciyla, icinde bes farkhh molekil agirhgina
sahip standart bir protein karigimi (Cytochrome ¢ monomer: 12,4 kDa, Myokinase: 32 kDa,
Enolase: 67 kDa, Lactate dehydrogenase: 142 kDa ve Glutamate dehydrogenase: 290 kDa)
kullanilmistir (CALBIOCHEM) (Sekil 3.3). Standart proteinlerin kolondan ¢iktiklari streler (t)

kullanilarak asagidaki dogrusal regresyon denklemi elde edilmistir:

logMW = -0,1262t +8,46  (r* = 0,98)

mV
IDetector A:230nm

250

200
150
100

50

Sekil 3.2. Serisin standart ¢ozeltisinin HPLC kromatogrami (Derigim=2,5 mg/L)
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Sekil 3.3. Molekul agirlik dagilhmi icin kullanilan standart proteinlerin HPLC
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kromatogramlari (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) protokoll ile yapiimistir (KRIEG vd., 2005)
Spektrofotometrik bir yontem olan BCA protokolinde, 6rneklerin icine bakir-BCA karigimi
eklenmekte ve oOrnekler bir su banyosu iginde 37°C’de 30 dakika inkube edilmektedir.
Boylece alkali bir ortamda protein ile bakirin tepkimesi sonucu Cu®* iyonu Cu® iyonuna
indirgenmekte, ardindan BCA-Cu® bilesiminin ortaya c¢ikmasiyla Orneklerde renk
olusmaktadir. Orneklerin sogurumu Hitachi marka bir spektrofotometre ile 562 nm'de

okunmus ve kalibrasyon denklemi (Ek E) kullanilarak toplam protein derigimleri bulunmustur.

3.1.10.4. Karbonhidrat Analizi

Atiksu 6rneklerinde karbohidrat 6lgtimleri Dubois yéntemi ile yapilmistir (DUBOIS vd., 1956).
ik olarak stok gliikoz ¢ozeltisi hazirlanmis ve gerekli seyreltmeler yapilmistir. Standartlara ve
orneklere fenol (% 80 w/w) ile sulfiirik asit eklenmis ve 10 dak bekletildikten sonra ¢ozeltiler
iyice karistirilmigtir. Ardindan érnekler 30-35°C’de 15 dak bekletilmis ve bir spektrofotometre
kullanilarak 490 nm’de absorbanslari okunmustur. Kalibrasyon egrisi (Ek F) kullanilarak

atiksu orneklerindeki karbonhidrat derisimleri belirlenmistir.
3.1.10.5. FPLC ile Fraksiyon Toplama

KPA o6rneklerinde serisin haricinde bulunan ve ipekbdceginden kaynaklanan yabanci proteini
tanimlamak amaciyla, ODTU MErkezi Laboratuvar’nda hizli performans sivi kromatografisi
(FPLC) yontemi ile fraksiyon toplama isi yaptirilmistir. Varian ProStar Model FPLC sistemi
kulaniimig, 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 hizla gecirilmistir. Oda sicakliginda calisiimis ve
UVA degerleri 230 nm’de okunmustur. Ornekler, 0,45 pm filtreden sizidlmis ve 1-1,2 mL
hacimde sisteme enjekte edilmistir. Kolondan cikan 6rnekler 57 tlpte toplanmis, 1-41
numaral tiplerde serisin bulunurken 42-55 numaral tiplerde ipek béceginden kaynaklanan
yabanci protein toplanmistir. Bu tiiplerin icerigi (42-55) birlestirilerek Ankara Universitesi

Biyoteknoloji Enstitiisi'nde MALDI-TOF analizi yaptirilmigtir.
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3.1.10.6. Nem, Organik ve inorganik Madde Tayinleri

Ticari olarak temin edilen serisin (Sc) ve geri kazanilan serisin (Sy) Orneklerindeki nem
miktar ile organik ve inorganik madde miktarlari gravimetrik yontemle belirlenmistir. Ornekler

nem tayini i¢in 100 °C’'de 3 saat, digerleri igin ise 600 °C’'de 1 saat kurutulmustur.

3.1.10.7. Elementel Analiz

Ticari olarak temin edilen serisin (S¢) ve geri kazanilan serisin (Sy) 6rneklerinin elementel
kompozisyonu ODTU Merkezi Laboratuvar’nda yaptiriimigtir. Serisin érneklerinin karbon,
hidrojen, azot ve sulfir icerikleri, kuru bazda LECO CHNS-932 model cihazla belirlenmistir.
Bu yontemde, cihaz 1000 °C'ye kadar isitiimakta ve yaklasik 1 g 6érnek gimus bir kapsulin
icine yerlestirilerek tamamen yakilmasi igin firina gonderilmektedir. Orneklerin C, H ve S

miktarlari infrared dedeksiyon, N miktari ise termal iletkenlik yontemiyle belirlenmektedir.

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

Geri kazanilan orneklerde serisinin varh@ini tespit etmek amaciyla, Ankara Universitesi
Biyoteknoloji Enstitisi’nde 2-D jel elektroforez ve MALDI-TOF analizleri yaptiriimistir.
Burada ilk olarak, etanol ile geri kazanilan serisin 6rnegi, biyomolekdilleri tagidiklar1 yiike gore
ayiran iyon dedgistirici kolonlardan (anyon ve katyon) gecirilmigtir. Kolondan gecirilen
ornekler, iki boyutlu bir jelde izo-elektrik noktalari (pl) ve molekil agirliklarina gére ayrilmigtir.

Ardindan, jel icinde ayrilan protein spotlari kesilerek ¢ikarilmis ve MALDI-TOF'a yiklenmigtir.

MALDI-TOF MS’te UV 1s1g1 emen bir dizey ve bir biyomolekil tortusu, nanosaniyelik lazer
darbesiyle aydinlatilir. iyonize olan biyomolekiller bir elektrik alaninda ivmelenir ve bir ugus
tlpune girerler. Bu tlpte ucarken, farkli molekuller ktle/yik oranlarina gore ayrilip dedektére
farkli zamanlarda varirlar. Bu sekilde, her molekdl ayri bir sinyal verir. Geri kazaniimis
serisinin  MALDI-TOF spektrumlari, ExXPASy protein veritabani ile Kkarsilastirilarak
tanimlanmistir.

3.1.10.9. Gaz Kromatograf-Kiitle Spektrometri ile Ya g Asitleri Analizi

ipek ipligi pisirme atiksuyunda bulunan sabun dogrudan analiz edilememistir. Bu nedenle,
serisin, sabun ve KOI arasindaki iliski belirlenmis (Ek G) vesabun icerigi KOI ile serisin

derigimleri arasindaki farktan bulunmustur. Ayrica, sabundan kaynaklanan yag asitlerinin
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Ankara Universitesinde Gaz Kromatograf-Kiitle Spektrometri (GC-MS) ile analiz ediimesi
saglanmis ve bu sekilde drneklerden sabunun ne derecede uzaklastirildigi belirlenmistir. Bu
yontemde, ilk olarak 6rneklere ekstraksiyon uygulanmisg, 20 g 6rnegdin icine %2’lik metanolik
NaOH’ten 40 mL eklenerek sabunlasma meydana gelene kadar kaynatiimistir. Sabunlagsma
sonunda, %14°'lik BFs'ten 50 mL eklenmis ve 6rnek 5 dak daha kaynatilmistir. Son olarak,
20 mL n-heptan eklenmis ve 1 dak daha kaynatimistir. Ardindan, 4 mL doymus NacCl
eklenmis ve 6rnek bir ayirma hunisine alinarak 5-10 dak faz ayirimi olusmasi beklenmistir.
Hazir olan 6rnekten 1 pL alinarak GC'ye enjekte edilmistir (Shimadzu GC-MS QP2010 Plus).
Bu 6rnek, kapiler bir kolondan (Teknokroma TR-CN 100) helium tasiyici fazi ile gecirilmistir.
Kltle spektrometrisine gelen &6rnekler, ekektron bombardimanina tutularak kutle/yuk
oranlarina gore ayrilmistir. Son olarak, MS spektrumlari belirlenmis ve elde edilen tepeler
WILEY7 ve NIST147 veritabanlari ile kargilastiriimistir.

3.2. Serisinli Biyofilm Hazirlanmasi

3.2.1. Malzemeler

Polivinil alkol (PVA) (sicak suda ¢Ozunebilen, ortalama molekil agirhdr 70 kDa, akigkanligi
11-14 cP) Sigma Aldrich’ten temin edilmistir. Gliserol, Fluka’dan satin alinmig ve
plastiklestirici olarak kullanilmistir. Serisin iki formda elde edilmistir: 1) Brezilya'da bir
firmadan toz halinde temin edilmis, 2) ODTU Miihendislik Bilimleri Bolimu Laboratuvarinda
koza pisirme atiksularindan geri kazaniimistir. NaOH, Riedel'den temin edilmis ve pH
ayarlamasi icin kullaniimistir. Batin c¢oézeltiler, saf su kullanilarak hazirlanmistir. Saf oksijen

gazi ise, BOC firmasindan satin alinmistir.

Hazirlanan c¢ozeltiler, Stuart model manyetik karistirici ile isitilarak karnistiniimistir. Film
dokmek icin otomatik bir film uygulayici (BRAIVE Instruments) kullaniimistir. Cozeltilerde,
film dokmeden 6nce Sonicor model bir ultrasonik banyo ile gazsizlastirma islemi yapilmistir.
Bir cep pH metresi ile pH ayarlanmistir. Filmler, 6nceden deterjan ve aseton ile temizlenmis
olan 20x30 cm boyutlarindaki camlarin Gzerine dokulmustir. Kurutulan filmler, capraz

baglanmayi artirmak amaciyla Gallenkamp Duostat model bir firinda i1sitiimistir.

3.2.2. Film Hazirlama

Proje kapsaminda iki tip film (Set-1 ve Set-2) hazirlanmistir. Partner Universiteye yapilan ilk

Ziyarette ydritilen calismalar kapsaminda Set-1 filmleri hazirlanmis ve PVA cozeltileri,
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PVA’nin sudaki agirlik orani %5 olacak sekilde ayarlanmigtir. Serisin ¢ozeltisi ise %1 ve %5
olacak sekilde ayarlanmigtir. Plastiklestirici olarak gliserol kullaniimistir. Gliserol ¢ozeltisi ise
gliseroliin sudaki hacmi %40 olacak sekilde hazirlanmistir. Filmler 100 um kalinhginda
dokialmis ve oda sicakhdinda bir gece boyunca kurutulmustur. Daha sonra capraz
baglanmayi guclendirmek icin 75-90 °C'de 20-30 dak isitma yapilmistir. Serisin ve PVA
karisim oranlari ise 1/100, 2/100, 5/100, 10/100, 20/100, 40/100 ve 60/100 olarak
ayarlanmistir. ilk ziyaret sirasinda hazirlanan filmler daha cok deneme ve 6§renme amagli
hazirlandigindan, bu filmlerin oksijen gecirgenliklerinde tutarsiz sonuclar elde edilmis ve
ayrica serisin iceren filmlerin oldukca yuksek miktarda oksijen gecirdikleri tespit edilmistir.

Set-1 filmlerinin 6zellikleri Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.6. Set-1 filmlerinin 6zellikleri

_ Serisin® PVAP o Gliserol® -
Film no. Serisin/PVA Isitma islemi
(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

2P Serisin ve PVA stok cozeltileri agirlik olarak %5

¢ Gliserol stok ¢ozeltisi hacim olarak %40, karigim ¢ozeltisinde %2.
Hazirlanan filmler arasinda, Film 7, 8 ve 9 basarili olmamistir. Bunun nedeni, Film 7'de
yiuksek miktarda serisin bulunmasi ve filmin cama yapismasidir. Benzer olarak, Film 8 saf
serisin ile hazirlandigindan isitma sonrasinda oldukca kirllgan olmus ve camdan tek parca
halinde alinamamistir. Film 9 ise kurutma islemine ragmen islak bir gortntiye sahip olmus
ve yine camda kalmistir. Bu sonuclar, serisinin bir polimerle karistirilmasi gerektigini acikca
gbstermistir. Bu nedenle, saf PVA ile hazirlanan filmler kontrol olarak kullaniimig, bittn diger

filmlerde serisin PVA ile karistirilmistir.

ilk ziyaret sirasinda yaganan sorunlari g6zmek amaciyla, ikinci ziyaret sirasinda Set-2 filmleri

biraz daha farklh hazirlanmistir. ilk olarak filmlerin daha dayanikli olmasi icin PVA
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cozeltisinde PVA'nin miktarl artirimis ve filmler daha kalin dékilmustir. ikinci olarak da
oksijen gecirgenligini, kullanilan 6lcim sisteminin 6lgebildigi aralikta tutabilmek amaciyla
serisin/PVA karnsim oranlari azaltlmigs ve daha az serisin eklenmistir. Ayrica oda
sicakhginda bir gece kurutma iglemi sirasinda, 2. Gelisme Raporu’nda da bahsedildigi Gzere,
filmlerin Uzerinde toz biriktigi icin, kurutma isleminin kapali ortamda yapilmasina karar
verilmistir. Bu nedenle, PVA’nin sudaki agirhk orani %10 olarak ayarlanmigtir. PVA ¢ozeltisi,
80°C’de isitmali karistirici Uzerinde 2-3 saat tutulmustur. Serisin ¢6zeltileri ise benzer sekilde
serisinin sudaki agirlik oranlari %5 olacak sekilde hazirlanmis ve 60°C’de i1sitmali karistirici
ile yaklasik 3 saat slreyle karistiriimistir. Serisinin sudaki ¢ézunarligind artirmak amaciyla
¢Ozelti pH'1 0,5 M NaOH ile 10’a ayarlanmistir. Gliserol ¢ozeltisi ise gliseroliin sudaki hacmi

%40 olacak sekilde hazirlanmistir.

Serisin ve PVA, serisin/PVA karisim oranlari 1/100, 2/100, 5/100 ve 10/100 olacak sekilde
karistirilmistir. Bunun icin, énce serisin ve PVA c¢ozeltilerinden gerekli hacimlerde alinarak
karistiriimig, ardindan gliserol co6zeltisinden eklenmistir. Gliserol c¢6zeltisinden, karisim
¢cOzeltisindeki hacmi %1 olacak sekilde eklenmistir. Karisim ¢dzeltileri 80°C’de en az 1 saat
Isitilarak kangtirilmis ve 1 saat boyunca gazsizlastirma yapilmigtir. Otomatik film uygulayici
cihazinin bigcagl, film kalnligi 250 um olacak sekilde ayarlanmistir. Bicagin icindeki
rezervuara 5-10 mL karigim ¢ozeltisi konmus ve cihazin en yiksek hizi olan 10-12’de bicak
cam Uzerinde hareket ettirilerek ¢cozelti cam Uzerinde sabit kalinlikta yayilmistir. Daha sonra,
dokdlen filmin kurumasi igin, tzerine ¢6zelti yayilan cam 30°C’ye ayarlanmis firinda bir gece

bekletilmigtir.

Filmlerde capraz baglanmayi glclendirmek amaciyla, kurutma sonunda camlar firina
konmus ve 75-90°C’'de 20-30 dak 1sitma islemi yapilmistir. Serisin iceren filmlerin bir kismi,
Isitma islemine ek olarak, yaklasik 1 dakika boyunca metanolde bekletilmistir. Filmler,
soguduktan sonra cam ylzeyden ayriimistir. Temiz bir kagit havlu arasina konduktan ve
etiketlendikten sonra oda sicakhdinda saklanmistir. Son olarak, hazirlanan filmlerin
ozelliklerini belirlemek amaciyla oksijen gecirgenlikleri 6lcilmustir. Hazirlanan filmlerin

ozellikleri Tablo 3.7’de verilmigtir.
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Tablo 3.7. Set-2 filmlerinin 6zellikleri

Filmno.” Serisin/PVA  Gliserol (%) Capraz baglanma icin uygulanan islem

1 0/100 0 75 °C’'de 40 dak isitma
0/100 0 75 °C'de 30 dak i1sitma
3 0/100 1 75 °C’de 30 dak isitma
75 °C'de 30 dak i1sitma
4 10/100 1
Metanolde 1 dak bekletme
75 °C’'de 30 dak i1sitma
5 1/100 1
Metanolde 1 dak bekletme
6 2/100 1 75 °C’de 30 dak isitma
5/100 1 75 °C’'de 30 dak isitma
5/100 1 75 °C’de 30 dak isitma

OFilm 4, 5, 6 ve 7'de hazir olarak temin edilen, Film 8'de ise atiksudan geri kazanilan serisin kullaniimistir.

3.2.3. Film Ozelliklerinin Belirlenmesi
3.2.3.1. Film Kalinli g1

Batdn filmler 100 um kalinhginda dokulmastir. Kurutulan ve isitilan filmlerin kalinhigi, dijital

gostergeli bir mikrometre yardimiyla 6lgulmastir.

3.2.3.2. Su Tutma Orani

Bir filmin su tutma orani (STO), birim kuru agirigi basina tutabildigi su miktari olarak
tanimlanabilir. STO testlerinde hazirlanan filmler 1 saat boyunca oda sicakhginda saf suda
bekletilmistir. Baslangictaki kuru agirliklarini belirlemek icin filmler énce tartilmis ve 40 °C'de
50 dak kurutulmustur. Kurutma sonrasi tekrar tartilarak icerdikleri nem orani hesaplanmistir.
Suda bekletildikten sonra temiz bir kagit havlu ile kurulanmig ve tekrar tartimistir. Filmler
tekrar 40 °C’'de 50 dak kurutulmus ve yeniden kuru agirliklari belirlenmistir. STO asagidaki

sekilde hesaplanmistir:

STO =Mx100
W

d
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Burada,

W,, : Filmin 1slak agirhgi (g),
Wy : Filmin baslangictaki kuru agirhgi (g)'dir.

3.2.3.3. Nem Tutma Orani

Filmlerin nem tutma orani (NTO) agirlik tartma yontemiyle belirlenmistir. Baslangigtaki kuru
agirliklari belirlenen filmler, ilk olarak %55 bagill nem (BN) ve 20 °C sicaklik saglayan
kutularda, ardindan %86 BN ve 20 °C sicaklik saglayan kutularda bekletilmistir. Farkli zaman
araliklarinda filmler kutulardan cikariimis ve tartimistir. Bu islem, film agirliklari artik

degismeyene kadar devam ettiriimistir. NTO (g/m?.giin) asagidaki gibi hesaplanmistir:

Wf _Wo
NTO=——
t.A

Burada,

W; : Filmin son agirhigi (g),
W, : Filmin baslangictaki kuru agirhgi (g),
t : Neme maruz kalinan sire (gtn),

A : Filmin alani (m?)dur.

3.2.3.4. Oksijen Gecirgenli gi

Filmlerin oksijen gecirgenliklerini (Poz) belirlemek amaciyla, etkin alani 18,096 cm? olan bir
gaz gecirgenlik hicresi kullaniimistir. Bu hicrenin igine yerlestirilen filmden, hiicrenin girisine
baglanan bir oksijen tipinden oksijen gazi gecirilmektedir. Hlcrenin ¢ikisina, icinde sabun
¢Ozeltisi bulunan bir balon akis oOlcer baglanmakta ve filmden gecen oksijen gazinin hizi
OlcUilmektedir. (Sekil 3.4). Filmden gecen oksijen gazinin hizini gozleyebilmek amaciyla
hicre lGzerinde 1 psi ile 30 psi arasinda degisen basinglar uygulanmistir. Filmden gecen
gazin, cam tip icinde belirli sirede aldigi yol kaydedilmis ve oksijen gecirgenligi asagidaki
gibi hesaplanmistir:
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Burada,
Po2 : Oksijen gecirgenligi (cm*(STP).cm/s.cm?.cmHg)
F : Oksijen transfer hizi (cm?s)
[ : Film kalinhgi (cm),
A : Filmin etkin alani (cm?),

Ap : Film Gzerindeki basing (cmHg).

Filmden gecen gazin debisi, standart sicaklik ve basin¢ kosullarina gére asagidaki gibi

duzeltilmigtir:
_ 273K
P TT (T +273)K
Burada,

Vstp : Filmden standart sicaklik (0°C) ve basingta (1 atm) gecen O, gazinin hacmi,

V: : Filmden deney sicakligi (T) ve basinci altinda gecen O, gazinin hacmi'dir.

Oksijen transfer hizi (F) asagidaki formiille hesaplanmigtir:

Burada t, gazin filmden ge¢cme stiresi (sn)'dir.

Reglator Basing dlger Test hiicresi

ﬁ b o]

Vana

<

Balon akig dlger

02 tapd
Sekil 3.4. Oksijen gegirgenligi 6lgme dizenegi
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3.2.3.5. Taramali Elektron Mikroskopisi

Hazirlanan filmlerin yizey ve kesit 6zellikleri Imperial College, London’da taramali elektron

mikroskopisi (SEM) ile incelenmistir. Ornekler incelemelerden énce altin ile kaplanmisgtir.

3.2.3.6. Mekanik Ozellikler

Filmlerin mekanik 6zellikleri Nexygen yazilim programi iceren bilgisayara bagh Lloyd LS500
Malzeme Test Cihaziyla (Lloyd, ingiltere) ASTM D882 metoduna gére incelenmistir. Mekanik
testler icin her filmden ortalama olarak 5 replike 6rnek alinmis ve bunlar 12x86 mm
boyutlarinda dikdértgen sekilde kesilmigtir. Ornekler, %44-48 bagil nem ve 26,0-26,7°C
sicaklikta en az 40 saat boyunca sartlandiriimistir. Film kalinliklari dijital bir mikrometre
yardimiyla olculmistir. Mekanik testler, 500 N statik yik altinda gerceklestirilmigtir. Film
orneklerinin ucuna baglanan ceneler arasindaki mesafe 50 mm, ¢enelerin ayrilma hizi da 5
mm/dak olarak ayarlanmigtir. Filmin mekanik Ozellikleri, gerilme-birim uzama (stress-strain)
egrisi kullanilarak hesaplanmigtir. Maksimum ¢ekme mukavemeti (MCM) (tensile strength),
yukin en blyuk degerinin, numunenin baslangictaki kesit alanina bdlinmesiyle
hesaplanmistir. Kopma anindaki birim uzama (strain at break), numunenin baslangictaki
boyunun degisme ylzdesi olarak tanimlanmigtir. Elastisite modulii (E) ise, gerilme-birim
uzama egrisinin dogrusal kismindan alinan veri noktalarindan egim hesaplanmasi ile

bulunmustur.

3.3. Serisinli Yanik/Yara Ortlisti Hazirlanmasi

3.3.1. Membranlarin Hazirlanmasi

Yanik oOrtist olarak serisin-kollajen membranlarin hazirlanma optimizasyon deneyleri
TUBITAK-British Council Bilimsel igbirligi Programi kapsaminda Londra’da Imperial College,
Kimya Mihendisligi ve Kimya Teknolojisi Boliimi Membran Uretim Laboratuvarinda
baslatimis, ODTU Mauhendislik Bilimleri Bolimi  Laboratuvar’nda  surddrdimistir.
Membranlar ticari formdaki serisin (Brezilya) ve kollajen tip | (GelFix liyofilize Tip | Kollajen
ped, Isse Int.) kullanilarak hazirlanmistir. Serisinin su, asetik asit ve organik ¢oziicilerdeki
¢Ozunarluk ozellikleri incelenmis ve su en uygun ¢dzlcu olarak belirlenmistir. Benzer sekilde
membran yapiminda kullanilacak 2. malzeme olan kollajenin de degisik asit derisimlerinde

¢OzUunarlaga cahisiimis ve 0,5 M asetik asit icinde ¢6zUndugu belirlenmistir.
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Kollajen stok cozeltisi 0,5 M asetik asit icinde 4 °C’de, serisin stok c¢ozeltisi su icinde oda
sicakhginda bir gece boyunca karistirilarak hazirlanmigtir. Ayrica, kollajenin bu sicakliktaki
¢Ozandrlidu cok dusuk oldudu icin ¢ozinememis olan biyik parcalar homojenizator
yardimiyla mimkin oldugunca kigik parcalar haline gelinceye kadar 6gutilmus ve santrifij
edildikten sonra 100 mikron filtreden stzulmistir. Dizgin ve homojen membran olusumunu
engelleyecek toz ve kimelesmis parcaciklarin uzaklastirilmasi icin ayni filtreden siizme

islemi, serisin ¢Ozeltisine de membran yapimi dncesindeki son asamada uygulanmistir.

Membran hazirlanmasinda 4 mg/ml kollajen ve 1 mg/ml serisin stok ¢ozeltileri kullaniimistir.
4 mg/ml and 3 mg/ml saf kollajen membranlar ve farkli agirlik oranlarina sahip (Tablo 3.8)
kollajen-serisin ince ve kalin membranlar hazirlanmistir. ince membranlar teflon yiizeylere
dokme yoéntemiyle olusturulmustur (Sekil 3.5). Kalin membranlar ise cam petri kaplarda ayni

dokme yontemiyle hazirlamistir.

Hazirlanan membranlar 2 saat %3'luk Gluteraldehit (%50'lik, SIGMA-ALDRICH) c¢dzeltisiyle
capraz baglanmistir (WITTAYA-AREEKUL, 2006). (Capraz baglama yapilmis membranlar x-
ile isaretlenmigtir). Reaksiyona girmeyen capraz baglayicilar 4 kez 5’er dakika boyunca saf
suyla yikama ile uzaklastiriimis ve kollajen tizerinde geri kalan reaktif gruplar 0,2 M glisin ile
bekletilerek kapatiimistir (CHEN, 2007). Yanik oOrtiisi olarak kullaniimasi uygun gortlen ve
bu amagla 6zellikleri incelenen ince membran gruplar Tablo 3.8'de gdsterilmigtir. Ancak bu
membran gruplariyla yapilan 6n calismalar sonrasinda uygulanabilirlik ve dayaniklilik
yonunden en uygun olan gruplar belirlenmig ve Tablo 1 deki kollajen/serisin oranlari 1/1, 1/2,
4X (veya 1/0) gruplar ile bunlara ek olarak 2/1 grubunun yara-yanik ortusu olarak ayrintil

incelenmesine karar verilmistir.
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Degisik agirhk
oranlarinda 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 yikama

cozeltisinde 2 saat
capraz baglama

Degisik agirhk
€ nve oranlarinda
gozeltilerin 2 kollajen-serisin

Serisin ve kollajen

hazirlanmasi karisimlarinin Cozeltilerin teflon

hazirlanmasi 3 yuzeye dokulmesi,
oda sicakhginda
ugurulmasi ve
capraz
badlanmasi

Sekil 3.5. Kollajen-serisin mebranlarinin dokme yéntemiyle hazirlanmasi

Tablo 3.8. Hazirlanan kollajen-serisin membran gruplari

Grup Kollajen Serisin
: (agirhk orant) (agirhk orant)

1 1 1

1 2

1 3

1 4

1 -
(3 mg/ml derisimden)

1 -
(4 mg/ml derisimden)

N o b~ WODN

3.3.2. Serisin-Kollajen Membranlarin Ozelliklerinin incelenmesi

Serisin-kollajen membranlarin yanik ortiist olarak uygunlugunun incelenmesi igin in situ ve in
vitro testler yapilmistir. Oncelikle hazirlanan kollajen ve serisin-kollajen membranlarin
kalinliklari hassas kumpas ile dlgulmustir. Membranlarin yizey 6zellikleri 1s1k mikroskopisi

ile incelenmis ve fotograflanmistir. Farkh bilesimlere sahip membranlar 37 °C’de saf su icinde
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bekletilerek yapisal buttnliklerinin korunmasi, gravimetrik olgtimler (kuru ve yas agirlik
degisimleri), makroskopik ve mikroskopik incelemeler ve kolorimetrik yontemler ile
(inkiibasyon ortamina ¢ikan toplam protein miktarlari hesaplanarak) incelenmistir. Hazirlanan
membranlarin  biyouyumluluklari  hiicre  kdltirinde — sitotoksisite  testleri  yapilarak

arastiriimigtir.

3.3.2.1. Membranlarin Su Tutma Kapasitesinin  incelenmesi

Yukarida belirtilen degisik oranlardaki membranlardan 2x2 cm® boyutlarinda érnekler
kesilmis ve kuru agirliklari hassas terazi ile 6lgulmustir. Her bir membran 3 cm capinda
(yaklasik 4 cm yuksekliginde, agirhgi 6nceden dlcilmuisg) kapakh plastik kaplar icerisine ayri
ayri yerlesgtirilmigtir. Membranlarin tzerine saf su eklenerek tekrar agirliklari olgulmustar.
Daha sonra kaplar, kapaklari buharlagsmayi engelleyecek sekilde sikica kapatiimis olarak
sicakhgi 37 °C’ye ayarlanmis firinin igine yerlestiriimistir. Membranlarin su tutma kapasiteleri
ilk gin 1. ve 3. saatlerde, daha sonra da 24 saatte bir 4 hafta boyunca incelenmistir.
Orneklerin iginde bulundugu su alinarak kap ile membranin tartiimasi ve kuru kap
agirliklarininin bu degerlerden cikariimasi ile son agirliklari belirlenmistir (Sekil 3.6). Ayni
ylzey alanina sahip membranlarin iceriklerinin farkli olmasi nedeniyle farkli agirliklara sahip
olduklari gézlenmis ve bu ylzden membranlarda tutulan su miktarlari membranlarin kendi
agirliklariyla normalize edilerek birim membran agirhdina disen su tutma kapasitesi
hesaplanmistir. Membranlarin su tutma kapasitelerinin incelenmesi deneyleri, her grup icin
dort érnekle yapiimistir (TANODEKAEW, 2004; WITTAYA-AREEKUL, 2006).

e T )
merbran @ — @
- . S3f su dikilen
:'-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},
GZJI::‘:‘_‘U:::‘“‘ M., dengsye ulasmiz =ulu
M. membran agirligini {gram},
Lt M, da kuru membran agidigini
(gram]

Sekil 3.6. Membranlarin su tutma oranlarinin hesaplanmasi
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3.3.2.2. Sulu Ortamda A girlik De gisiminin incelenmesi

Dort hafta sulu ortamda bekletilen membranlar tim su alindiktan sonra yine 37 T’de bir
gece bekletilerek kurutulmus ve membranlarin tek olarak dl¢iimleri alinmistir. Membranlarin

yapisal buttnliklerini koruma 6zellikleri ve agirhk kaybi degerlendirilmistir.

3.3.2.3. Sulu Ortamda Protein iceri ginin incelenmesi

Zamana bagl olarak membranlardan su ortamina ¢ikan toplam protein miktarlari bisisonik
asit (BCA) bazli protein analiz yontemiyle belirlenmigtir. Protein tayininde kullanilacak
kalibrasyon egrisinin olusturulmasi igin standart proteinler olarak serum albumin (sigir
kaynakl) kullaniimistir. Membranlarin bekletildigi su ortamindan farkli zamanlarda alinan 100
pllik ornekler 48 kuyucuklu kaplara alinmis ve izerine 1 ml bakir sulfat-BCA karigimi
eklenmis ve 37 C’de yarim saat bekletilmi glerdir. Kuyucuklarda olusan renk 562 nm dalga
boyunda 1sik tutma yiizdeleri olarak (abzorbans) mikroplaka okuyuculu spektrofotometre ile
(BioTek pQuant) olctlmuistir. Su ortamlarina ¢ikan toplam protein miktari kalibrasyon egrisi

yardimiyla hesaplanmigtir.

3.3.2.4. Su Buhari Gegirgenli gi Testi

Su buhari gegirgenligi hizi D ASTM E96-90 yontemine gore belirlenmigtir. Bunun igin, dig
cevreye bagl degisimleri engellemek amaciyla kapall bir ortamda bir buharlagsma sistemi
olusturulmustur. Sistem 6zetle 35 °C’de sabitlendirilmis isotermal bir firin icine yerlestirilmis
ve icinde % bagil nemi ve sicakligl gosteren bir higrometre de bulunan hava gecirmeyen
kapakh bir kutudan olusmaktadir. Kutu icine, nemin %40 derecede sabit tutulmasi icin
doygun bir magnezyum klortr solusyonu yerlestiriimistir. Su buhari gegirgenligi hizinin
Olcilecedi membranlar su dolu kaplara yapistirildiktan sonra hazirlanan bu dizenegin igine
yerlestirilmistir. Su buhari gecirgenligi dlctlecek olan membranlar, icinde 20 g su bulunan 3
cm kapak ¢api ve 5 cm yuksekligi olan kaplarin kapak ytzeylerine kollajen ¢ézeltisiyle sikica
yapistiriimistir. Su buharinin membrandan gegisi, kaplarin agirlik azalmasi olarak 4 gin
boyunca gravimetrik olarak takip edilmis ve gunlik agirlik degisiminin egrisi cizilmistir. Bu
grafikten ¢ikan egim, kullanilan kaplarin buharlasma alanina bélinerek su buhari gecirgenligi
hesaplanmistir. Tium deneylerde, Ustl acik su dolu kap, kontrol grubu olarak kullaniimistir
(Sekil 3.7) (ADEKOGBE, 2005; ASTM E96-00).
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ASTM E96-90, prosedur D metodu
1

Kabin agzina 35 °C de % 40 bagil nem 2
membran yapistirihir

20 g saf su
iceren kap

3 gun boyunca her gun
agirhk azalimi olgular
Magnezyum Dijital
3 Klorur higrometre
cozeltisi
Su Buhari Gegirgenli gi= gram/gun/ m 2

Sekil 3.7. Kollajen-serisin membranlarinin su buhari gecirgenligi testi

3.3.2.5. Oksijen Gegirgenli gi Testi

Membran oksijen gecirgenligi testleri icin membranlar, iclerinde Ust ylzeylerine yakin
miktarda distile su bulunan 250 mililitrelik flasklara yapistirildi. Ust tarafi hava gegirmeyecek
sekilde bir kapakla kapatilan flask negatif (kapali) kontrol, agzi a¢ik olan flask da pozitif (acik)
kontrol olarak kullanildi. Test flasklari, 24 saatlik bir sire boyunca manyetik karistiricilarla
karigtinlarak bekletildi. Daha sonra toplanan su 6rnekleri iclerinde ¢6ztiinmuis olan oksijeni

Olgmek icin Winkler metoduna gore analiz edilmistir.

Winkler metoduna goére divalent manganez sulfat ¢ozeltisi (MNnSO,4.H,O) test edilen su
icerisine eklendi. Bu islemi kuvvetli bir alkali-iyodit ¢ozeltisinin (KOHKI) eklenmesi takip etti.
Bunun sonucunda, suda ¢6ziinmus manganez (Il) iyonlari suda bulunan hidroksit iyonlari ile
baglanarak Mn(OH),(s) olusturmaktadir. Kuvvetli bir baz varliginda oksijen bu manganez
kompleksini Manganez (lll) (Mn(OH);) olarak yikseltgemektedir. Bunu sonucunda oksijenle
tepkimeye giren Mn(OH); flask tabaninda kahverengi soluk renkte bir c¢okelti olarak
gbzlenmektedir. Suda bulunan iyodit (1), konsantre bir asit c¢6zeltisi olan sulfurik asit
eklenmesi sonucu cokeltiyle tepkimeye girerek Mn*? ve iyodin olusur. Béylece cozeltideki
batin oksijen, iyodine doéndstiridlimis olur. Bu c¢Ozeltinin rengi altin  sarisi  olarak
gbzlenmektedir. Son olarak ¢ozelti 0,025 N Sodium thiosulfate (Na,S,03¢ 5H,0) ¢ozeltisiyle
titre edilerek oksijen miktarl tayin edilmektedir. Titrasyon iglemine altin sarisi renk
soluklagsmaya baslayana kadar devam edilmis ve titrasyon isleminin bitis noktasinin dogru
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tayini icin nigasta c¢o6zeltisi indikator olarak bir miktar daha eklenmigtir. Titrasyon sonunda
Sodium thiosulfate ¢o6zeltisinin - miktari  buretten okunmustur. Her 1 ml Sodyum
thiosulfattlmg/L ¢dzinmis oksijen esitligi kullanilarak suda bulunan ¢6zinmuis oksijen

miktarlari hesaplanmigtir.

3.3.2.6. Mikrobiyal Gegirgenlik Testi

Membranlarin mikrobiyal gecirgenlik 6zellikleri otoklavlanarak sterilize edilmis 10 ml bakteri
blyume besiyeri iceren agzi acik cam tlplerin Ustine membranlar yapistirilarak test
edilmistir. Test edilen membranlar %70’lik etil alkol icinde 15 dakika bekletilerek sterilize
edilmistir. Ornekler icin, agzi pamuk topu ve aliiminyum folyo ile kapanmis cam tiipler negatif
kontrol, agzi acgik olan tiipler de pozitif kontrol olarak kullanilimistir. Orneklerin hepsi ikiserli
olarak calsiimistir. Test edilecek cam tipler agik ortamda 1 hafta boyunca bekletilmistir. Bir
hafta sonunda bakteri bilyiime besiyerinde olusan degisimler makroskopik olarak ve 600 nm
dalga boyundaki spektrofotometrik 6lciimlerle kaydedilmistir (WITTAYA-AREEKUL, 2006).

3.3.2.7. Mekanik Ozellik Testleri

Membranlarin mekanik 6zellikleri Nexygen yazilim programi iceren bilgisayara bagh Lloyd
LS500 Malzeme Test Cihaziyla (Lloyd, ingiltere) cekme testleri uygulanarak incelenmistir.
Testler icin membranlardan kalipla Dumbel seklinde parcalar kesilmistir. Boylece 6rneklerde
¢cekme uzunlugu 10 mm-gauge length ve c¢cekme yapilan genislik 4 mm olarak sabit
tutulmustur. Orneklerin kaymasini 6nlemek icin ¢eneler (izerindeki 6rnek tutma bélgelerine
zimpara kagidi yapistirimistir. Cekme testleri ASTM D 882 (ince plastik ortiilerin cekme
gerilme Ozellikleri igcin standard test yontemleri) metoduna uygun olarak yapimistir. 10
mm/dakika ¢cekme hizi ile yapilan testlerle elde edilen yuke karsi uzama (load-deflection)
verileri bilgisayar programi ile gerilme-birim uzama (stress-strain) verilerine dénustiralmis
ve elastisite moduld, ultimate tensile stress (maksimum c¢ekme gerilmesi), ultimate tensile
strain (maksimum birim uzama) degerleri bulunmustur. Strain (birim uzama) degeri
baslangictaki boyutun yilizdesi olarak hesaplanan uzama miktaridir. Kalin membranlarda 4
ornekle yapilan testlerin ortalama degerleri kullaniimistir. ince membranlarda ise
membranlarin mekanik deneylerinde karsilasilan (katlanma, elektriklenme, kalipla kesme

sirasinda yirtilma, v.b.) nedeniyle 3 6rnekle yapilan testlerin ortalamasi kullaniimistir.

43



3.3.2.8. Biyouyumluluk Testleri

Biyouyumluluk testlerinde 3T3 fibroblast hiicre hattt ve HaCaT keratinosit hticre hatlari
kullanilmigtir. 3T3 hdcreleri, derinin stroma katmaninda bulunan fibroblast hcrelerinin;
HaCaT hicreleri de, epitel yiizeyde bulunan keratinosit hiicrelerinin morfoloji ve farkllasma
Ozelliklerine sahiptir. Hicreler %10 sigir serum ve %1 antibiyotik iceren DMEM vasati

iceresinde 37 °C’'de karbondioksit etliviinde ¢cogaltiimistir.

Geri kazanilmis serisinin in vitro sitotoksisite deneyleri HaCaT keratinosit hiicre hatt
kullanilarak yapilmistir. Serisin bir gece boyunca suya kars! diyaliz edilmistir. Diyaliz 6ncesi
ve sonrasl serisin solusyonu hicre kiltir deneyleri 6ncesi siringa filtrasyonu ile sterilize
edilmistir. Farkli konsantrasyon araliklarinda (20-300 pg/ml) hazirlanan serisin solusyonu 48
kuyucuklu hticre kalibina ekilen keratinosit hicreleri Uzerine ekilmistir (35000/kuyucuk).
Hicreler 48 saat boyunca 37 °C’de karbondioksit ettiviinde inkiibe edilmistir. Yapilan testlerin
sonunuclart hicrelerin hicre 6lumleri ve morfolojik degisimler yoninden faz kontrast
mikroskobisinde incelenmis  ve fotograflanmistir. Ayrica, hicrelerin canhliklarindaki

degisimler MTT canlilik testi ile kontrollerle karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Biyouyumluluk testleri icin membranlar 6ncelikle %70’lik etil alkolde 2 saat bekletilerek
sterilize edilmis ve 24 kuyucuklu steril hiicre kiltir kaplarina yerlestirilmistir. Membranlarin
Uzerine 3T3 veya HaCaT keratinosit hiicreleri ekildikten sonra 1 hafta boyunca karbondioksit
etviinde bekletilmistir. Birinci giiniin sonunda membran yizeyine baglanan hiicreler 1sik ve
taramali elektron mikroskobisi ile incelenmis ve fotograflanmigtir. Hiicre-membran ylzey
iliskisinin ve hiicre morfolojilerinin incelenmesi igin hucreler %3’luk glutaraldehit ile ¢capraz
baglandiktan sonra taramali elektron mikroskopisi kullaniimistir. Ayrica, membranlara
baglanan hicre sayisi 1., 4. ve 7. glunlerde kalin membranlar icin MTT canllik testi ile
belirlenmistir.

3.3.2.9. Kollajen Da giliminin Boyama ile incelenmesi

Membranlar kollajenin amino asit dizilimine 6zel olarak (Glisin-X-X) baglanan sirius kirmizisi
ile boyanmis ve kollajen dagihmi incelenerek fotograflanmistir. Kollajen membranlardan
alinan 6rnekler 1 saat oda sicakliginda sirius kirmizisi ile bekletilmis ve % 0,5’lik asetik asit

cozeltisi ile 3 kez yikanarak boya uzaklastiriimistir.
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3.3.2.10. Taramali Elektron Mikroskopu (SEM)

Hazirlanan membranlar sulu ortamda bekletiimeden 6nce ve sonrasinda firinda kurutulmus
ve yizey ozellikleri ODTU Metalurji ve Malzeme Miihendisligi Bolumirnde taramali elektron
mikroskopisi ile incelenmigtir. Ornekler incelemelerden 6nce altin ile kaplanmigtir.
Biyouyumluluk testleri icin membranlar yukarida belirtildigi gibi hazirlanmig ve ayni elektron
mikroskopisi ile incelenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTI SMA
4.1. SERISIN GERI KAZANIMI ILE ILGILI BULGULAR

4.1.1. Referans Olarak Kullanilan Serisinin Ozellik  leri

Toplam protein ve serisin analizlerinde kalibrasyon standardi olarak kullaniimak tzere iki
farkh kaynaktan serisin elde edilmigstir. Birincisi Brezilya'da iplik Greten bir firmadan temin
edilen (Sc¢), ikincisi ise yerli kozadan elde edilen (Sy) serisindir. Serisinin 6zelliklerini
belirlemek amaciyla bir dizi analiz yapilmis ve sonuglar literattir bilgileriyle karsilagtiriimistir
(SILK BIOCHEMICAL Co., Ltd., 2008; ZHANG vd., 2002; WU vd., 2007). Tablo 4.1'ten
gobraldugu tzere, Sc ve Sy 6rneklerinin nem oranlari %7,4 ve %8,6 olarak belirlenmistir. Bu
degerler, Silk Biochemical Co.'nun %5 olarak rapor ettigi degerden biraz yiksek, ancak

ZHANG ve digerlerinin (2002) koza ve ipek ipligi icin buldugu %9 ve %8,2'lik nem

miktarlarina oldukca yakindir.

Tablo 4.1. Referans serisinin 6zellikleri

Kaynak/Referans
Bu cali sma Digerleri
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
Salfdr (%) 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

Agirhgi (kDa)

* http://www.alibaba.com/catalog/10624740/Sericin.html
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Sc ve Sy orneklerinin elementel kompozisyonu oldukca benzer ¢ikmistir (Tablo 4.1). Her ikisi
icin de C, H, N, S miktarlarinin toplami %62-63 olmustur. Brezilya’dan temin edilen ve yerli
kozadan elde edilen serisin 6rneklerinin azot icerikleri %13,9 ve %14,9 olarak bulunmustur.
Bu degerler, literatirde rapor edilen %14 ve %14,7 seviyelerindeki azot miktarlari (Silk
Biochemical Co. Ltd., 2008; Wu et al., 2007) ile hemen hemen aynidir. Benzer sekilde, Sc ve
Sy Orneklerinin 'S, H ve C icerikleri de sirasiyla %0,2-0,3, %6,2-6,4 ve %41,0-42,5

seviyelerinde oldukga yakin bulunmustur.

Orneklerin kiil miktarlari Sc ve Sy igin %2,7 ve %3,8 olarak bulunmustur (Tablo 4.1). Serisinin
termal 6zelliklerinin arastirildigi bir calismada bu oran koza ve ipek ipligi icin %0,9 ve %1,0
olarak rapor edilmistir (ZHANG vd., 2002). Bu calismada elde edilen kil miktarinin daha
yuksek olmasi, blyuk olasilikla uygulana yakma strelerinin farkl olmasi ile ilgilidir. Bir diger
olasi neden, farkli malzemelerin yakilmis olmasidir; bu calismada saf serisinin kil miktari
bulunurken diger calismada koza kabugu ve ipek ipligi yakiimis, serisine ek olarak fibrion
bulunmasi, kil miktarlarinda farkliia neden olmus olabilir. Diger yandan, Sc ve Sy
orneklerinin kil miktarlari, SILK BIOCHEMICAL Co. Ltd. (2008) ve WU vd. (2007) tarafindan
%4 ve %4,2 olarak rapor edilen degerlere oldukga yakindir. Bu dederler, serisinin az da olsa
tuz icerebilecedine isaret etmektedir. Bu sonug, kalsiyum, potasyum, suilfiir, fosfor, silikon ve
magnezyum iceren kozanin inorganik kompozisyonu ile de uyumludur (ASABE, 2008;
ZHANG vd., 2001). Bu veriler, Sc ve Sy 0Orneklerinin organic iceriginin %97,2 ve %96,2
oldugunu gostermektedir. C, H, N ve S miktarlarinin toplami %62-63 olarak bulundugundan,

aradaki farkin oksijen miktarindan kaynaklandidi distntlmektedir.

Son olarak S; ve S, orneklerinin pH degerleri o6l¢iimisg, sirasiyla 3,9 ve 7,1 olarak
bulunmustur. Literatiirde serisinin pH degeri 5-7 olarak rapor edilmistir (SILK BIOCHEMICAL
Co. Ltd., 2008; WU vd., 2007). Bu farkin serisinin elde edilme yonteminden kaynaklandigi
dusundlmektedir. Zira, toz serisin etanolde ¢okeltme isleminin yani sira asitte ¢okeltme islemi
ile de elde edilebilmektedir (KURIOKA, 2004).

Serisin icin 6 kDa ile 467 kDa arasinda degisen genis bir molekul agirhk (MA) araligi
belirtiimektedir (SILK BIOCHEMICAL Co. Ltd., 2008; WU vd., 2007, ZHANG vd., 2002).
Bunun baslica sebebi, serisinin molekil agirhginin, uygulanan iglemin pH’i, sicakhgi ve
suresi gibi faktorlerden etkilenmesidir (ZHANG, 2002). Bu calismada kullanilan Sc ve Sy
orneklerinin molekul agirliklari sirasiyla 138 kDa ve 124 kDa olarak bulunmustur (Sekil 4.1).

Goruldugu tzere, bu degerler literattr verileri ile uyumludur.
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Referans olarak kullanilan serisin drneklerinin 6zellikleri, literatirde rapor edilen verilerle
oldukca benzer bulunmustur. Dolayisiyla, referans o©rneklerin geri kazanilan serisin

orneklerini degerlendirmede guvenle kullanilabilecegi sonucuna varilmigtir.
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Sekil 4.1. (a) Sc ve (b) Sy drneklerine ait HPLC kromatogramlari

4.1.2. ipek igleme Atiksularindaki Serisinin Ozellikleri

Koza pisirme ve ipek ipligi pisirme atiksularindaki serisin derigsimleri oldukca farkli
bulunmustur. KPA'nda 5043-7957 mg/L, iPA'nda ise 27581-34002 mg/L olarka 6lctlmustir
(Tablo 3.1). Koza ve ipek ipligi pisirme atiksularinin debilerinin 1875 L/gin ve 7500 L/hafta
oldugu dikkate alindiginda, yillik olarak KPA'ndan 750-1200 kg, iPA’ndan ise 10000-13300

kg serisin elde edilebilecedi gortlmektedir.
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Serisin i¢cin en uygun membran esasl geri kazanim yontemini belirlemeden 6nce atiksuda
bulunan serisinin 6zellikleri belirlenmistir. Koza ve ipek ipligi pisirme atiksularinda bulunan
serisinin molekll agirlik dagilimlart Sekil 4.2’de verilmistir. Tablo 4.2'de ise serisinin farkli
MA’na sahip polipeptidleri ve atiksudaki derigimleri verilmistir. Goruldugu tzere, KPA'nda
dort farkh serisin vardir; Serisin-1 (MA 175-200 kDa, atiksudaki orani %5-25), Serisin-2 (MA
70-90 kDa, atiksudaki orani %53-69), Serisin-3 (MA 30-40 kDa, atiksudaki orani %4-8) ve
Serisin-4 (MA 10-25 kDa, atiksudaki orani %12-22). En yiksek ve en dusuk oranlarin,
Serisin-2 ve Serisin-3’e ait oldugu tespit edilmistir. IPA’nda ise tek bir MA bulunmus, Serisin-
IPA adi verilmistir (MA 110-120 kDa).
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Sekil 4.2. (a) KPA ve (b) iPA’nda serisinin MA kromatogramlari

49



Tablo 4.2. Serisinin atiksudaki MA dagilimi

Adi MA (kDa) Atiksudaki orani (%)
KPA IPA
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

Sekil 4.2(a)’da goruldugu tzere, atiksudaki serisin GPC kolonundan 6,0 ve 11,0. dakikalar
arasinda ¢ikmaktadir. Ayrica, 11,5 ve 13,5. dakikalar arasinda serisin olmayan bir maddenin
daha kolondan ciktigi farkedilmistir. Bu maddenin molekil agirligr yaklasik olarak 3000 Da
olarak hesaplanmistir. Bu maddenin IPA’nda ve referans serisinde bulunmadigi, yalnizca
KPA'nda bulundugu ve ipek boceginden kaynaklandigi farkedilmistir (Ek H). Yabanci
maddenin tanimlanmasi icin bir ka¢ ipekbocedi alinarak tartilmig ve Uzerine 25 mL su
ekleyerek 120 °C’de 1 saat otoklav yapilmistir. Bu sollisyonda hem serisin hem de yabanci
protein oldugu tespit edilmis ve iki maddeyi ayirmak amaciyla FPLC ile fraksiyon toplama igi
yapilmigtir. Ardindan, yabanci maddenin protein oldugu Ankara Universitesi Biyoteknoloji
Enstitisi’nde tanimlanmistir. Hangi protein oldugunun anlasiimasi igin, 6rnek MALDI-TOF ile
analiz edilmistir. SWISS-PROT ve ExXPASYy protein veritabanlari (ExPASy, 2008) ile yapilan
uyumluluk calismasi sonucunda bu proteinin Bombyx mori ipekbdceginden kaynaklandigi ve
Tablo 4.3'te verilen proteinlerle uyumlu oldugu bulunmustur. Bu proteinler arasinda, MA 10
kDa ile en klcuk olani Bombyxin B-2 (P26734)'dir. GPC analizi ile de bu maddenin yaklasik
olarak 3000 Da oldugu hesaplanmis idi. Dolayisiyla, GPC ile bulunan MA degerine en yakin

oldugundan, yabanci proteinin Bombyxin B-2 oldugu spekile edilebilir.
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Tablo 4.3. Yabanci madde ile uyum gdsteren proteinler

EXPASyY Protein Adi Kayna g1 MA (Da)
Girig Numarasi

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. KPA icin En Uygun On-aritma Yonteminin Secil  mesi

Serisin geri kazanimi i¢in uygulanan membran proseslerinde, membran kirlenmesini en aza
indirmek icin uygun bir 6n-aritma islemi belirlemek gerekmektedir. Ancak, geri kazanilacak
proteinin bu asamada kaybedilmemesi de gerekir. Bu nedenle, dn-aritma asamasinda u¢
farkh fiziko-kimyasal yontem, toplam dort ayri alternatifte degerlendirilmigtir. Bunlar sirasiyla,
ayrik ve ardisik denenen cazibe ile ¢okeltme (CC), mikrofiltrasyon (MF) ve santrifij (SFJ)
yontemleridir (Sekil 4.3).

Koza Pisirme Atiksuyu

cC MF (20-25 pm) MF (1 pm) SFJ SFJ

MF (20-25 pm) MF (8 pm) MF (1 pm)

Sekil 4.3. On-aritma alternatiflerinin sematik gosterimi
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4.1.3.1. Cazibe ile Cokeltme

Birinci alternatifte, en ekonomik ydntem olarak cazibeyle c¢okeltme uygulanmigtir. KPA
yaklagik olarak 21 saat bekletilmig, ancak yalnizca %34 oraninda kati madde ¢okmustur.
Buna ek olarak, atiksuda bulunan proteinler, hizli bir bozulmaya neden olmustur. Bu

durumda CC’nin bu tur atiksular icin kolaylikla uygulanamayacagi anlagiimistir.

4.1.3.2.  Mikrofiltrasyon

ikinci alternatifte, MF uygulanmis ve atiksu, gézenek buyiklugi 20-25 um ve 1 pm olan
membranlardan sizilmeye calisiimistir. MF (20-25 um) ile %15, %8 ve %20 oranlarinda
KOI, renk ve bulaniklik giderimleri saglanmig, aki ise 930 L/saat/m? olarak bulunmustur.
Giderimler yilksek olmadigindan, MF (1 pm) uygulanmistir. KOI, renk ve bulaniklik
giderimleri belirgin bir sekilde artmigs ve %34, %79 ve %99’a yukselmistir. Ancak oldukca hizh
bir tikanma meydana gelmis ve aki 200 L/saat/m? olarak bulunmustur (Tablo 4.4). Gorildigi
Uzere, ttkanma, membranda ciddi bir aki azalmasina neden olmus ve MF (1 um)’in akisi MF
(20-25 um)’e kiyasla yaklasik 5 kat azalmistir. Bu sonuglar, dogrudan MF uygulamasinin
kabul edilir olmadigini gostermistir. Bu nedenle, MF 6ncesinde daha etkin kati madde

giderimi saglayacak bir yéntem olan santriflij denenmisgtir.

Tablo 4.4. On-aritma iglemlerinin giderim performanslari

) Giderim Performansi (%) Aki 2
Islem

KOi  TKM T.Protein Renk Bulanikik (L/saat/m?)
MF (20-25 pum) 15 - - 8 20 930
MF (1 pm) 34 - - 79 99 200
SFJ 26 21 22 74 92 -
SFJ + MF (20-25 pm) 27 26 24 76 95 32900
SFJ + MF (8 ym) 33 25 33 80 96 8500
SFJ + MF (1 ym) 35 26 32 80 98 10500

% Toplam siizilen su hacminin, siizme siiresi ve etkin membran alanina bélinmesiyle

hesaplanmistir.
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4.1.3.3.  Santrif(j

Uclincii alternatifte, atiksu dogrudan 3000 rpm’de 10 dak santrifiij edilmistir. KOI, TKM ve
toplam protein giderimleri %26, %21 ve %22 olarak bulunmustur. Buna ek olarak, renk ve
bulaniklik giderimleri de %74 ve %92 olmustur (Tablo 4.4). Bu veriler, SFJ ve MF iglemlerinin
benzer sonuclar verdigini gostermigtir. Arkadan gelecek membran siizme isleminde olusacak
kirlenmeyi kontrol etmek icin ayni derecede etkin olacaklari sdylenebilir. Ancak, santrif(j
isleminden sonra ylizeyde ¢okmeyen koza parcalari gdzlenmistir. Bu maddelerin membran
isleminden 6nce uzaklastiriimasi gerekmektedir. Buna ek olarak, atiksudaki serisinin on-
aritma isleminde diger Kkirletici maddelerden ayrilmasi ve membran sizme islemine
geldiginde en saf haliyle yodunlastiriimasi gerektiginden, SFJ ve MF islemlerinin birlikte
uygulanmasi zorunlu gorilmiistir. Oncesinde SFJ uygulanan MF isleminde de akilarin ciddi

oranda artacagi distunulmustir.

4.1.3.4. Santrifij + MF

Dorduncu alternatifte SFI+MF uygulanmistir. Tablo 4.4'te goruldugu tzere, SFJ sonrasinda
MF (20-25 pm) uygulanmasi ile giderim performanslari artmig, KOI, TKM ve toplam protein
icin giderimler %27, %26 ve %24’e yiukselmigtir. Benzer olarak, renk ve bulanikhk giderimleri
de %76 ve %95%e yiikselmistir. Diger taraftan, aki 930 L/saat/m*den 32900 L/saat/m®ye
yukselerek yaklasik 35 kat artig gostermigti. SFJ + MF (8 ym) ve CFG + MF (1 pm)
seceneklerinde ise, KOI, TKM ve toplam protein giderim verimleri %33-35, %25-26 ve %32-
33’e yukselmigtir. Benzer sekilde, renk ve bulaniklik giderimleri de %80 ve %96-98’e kadar

yukselmistir.

MF (8 um) ve MF (1 pm)’in akilari 8500 ve 10500 L/saat/m? olarak belirlenmistir. Akilar,
zamana karsl izlenmis ve Sekil 4.4'ten goérilecegi tzere, MF (1 uym) ve MF (8 pm) akilari 20
saniye sonunda esitlenmistir. En yiksek aki, beklendigi gibi MF (20-25 pm)’'de gorulmus, 50
saniyelik stizme isleminin ardindan daha kicuk gozenekli olan diger iki membrana kiyasla
2,2-2,4 kat daha fazla akiya sahip oldugu bulunmustur. En yiksek akinin SFJ + MF (20-25
pm) sirecinde gozlenmesine ragmen, en iyi suzdntd suyu kalitesi SFJ + MF (1 pm)

surecinde elde edilmistir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. On-aritmasi yapiimis KPA ozellikleri

On-aritma ¢iki g kalitesi

islem KOI TKM T. Protein Renk Bulaniklik
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (Pt-Co) (NTU)

SFJ 8597 8075 7403 2280 60

SFJ + MF (1 pm) 7513 7613 6426 1730 18

SFJ + MF (8 pm) 7773 7700 6341 1760 33

SFJ + MF (20 pm) 8460 7625 7148 2040 38
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Sekil 4.4. MF aki karsllastirmasi

Ele alinan on-aritma alternatifleri arasinda santriftij, kati madde giderimi igin oldukc¢a uygun
bir yontem olmustur. Ancak, geri kazanilacak serisinin saf olarak elde edilmesi, proje amaci
dikkate alindiginda buytk 6nem arzetmektedir. Bu baglamda, 6n-aritma yonteminin serisin
haricindeki butin safsizliklari gidermesi beklenmektedir. SFJ tek basina uygulandiginda bu
amaca ulasak mumkin olmadigi icin, daha pahali olmasina ragmen ardisik bir yéntem olan
SFJ+MF uygulanmasina karar verilmistir. En iyi stzintl suyu kalitesi MF (1 um) ile

saglandigindan, ardisik uygulamada MF gdzenek buydkliga 1 um olarak secilmistir.
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4.1.3.5. MF’in UF Performansi Uzerine Etkisi

On-aritma asamasinda MF uygulanmasinin, ardindan gelen membran igleminin performansi
uzerindeki etkisi de ayrica incelenmigtir. Bunun igin iki set deney yapilmigtir; 1. SFJ + UF (20
kDa), 2. SFJ + MF (1 ym) + UF (20 kDa). Bu iki alternatif stirecte elde edilen giderim
verimleri ve sizintl suyu kaliteleri Tablo 4.6'da verilmigtir. Goruldaga gibi, 6ncesinde MF (1
um) olmayan UF (20 kDa) membrani toplam protein ve KOI icin %66 ve %53 oraninda, renk
ve bulaniklik icin ise %94 ve %99 oraninda giderim saglamistir. Oncesinde MF (1 pym)
uygulandiginda ise, bu giderimler toplam protein ve KOI icin sirasiyla %87 ve % 55%e

yukselmis, renk ve bulaniklik icin ise ayni kalmistir.

Akilar Uzerindeki etki de olumlu olmus, 6ncesinde MF uygulanan UF isleminde aki azalmasi
%88’'den %80’e dusmustir. Membran temizligi icin iki farli yéntem uygulanmistir. SFJ + UF
(20 kDa) surecinde, hem filtrasyon sistemi hem de membran NaOH (pH 10) ve ardindan
HNO; (pH 3) ile yikanmistir. Ancak akida yalnizca %27 oraninda iyilesme saglanmistir. ikinci
yikama isleminde ise NaOH ve klor karisimi kullaniimistir (CRAWFORD vd., 1995; WU vd.,
2006). Membran, 0,5 M NaOH ve yaklasik 200 ppm serbest klor iceren bir kapta 40-45 dak
bekletilmigtir. Ardindan saf su akisi okunmustur. Bu yontemle, MF sayesinde, UF’in saf su
akisindaki geri kazanim %83'ten %104’e cikmigtir (Tablo 4.6). Aki geri kazaniminin %2100’Un
Uzerinde olmasinin olasi nedeni, yikama kimyasallarina maruz kalan membranin

hidrofilitesinin artmis olmasidir.

Oncesinde MF uygulanan ve uygulanmayan UF'te aki azalmasi analizi de yapilmistir (Tablo
4.7). Konsantrasyon polarizasyonu ve toplam kirlenme oranlari, tek basina uygulanan UF'te
%42 ve %79 olarak hesaplanmistir. Burada, toplam kirlenmenin %20'si geri déndurulebilir,
%73'0 ise geri dondurilemez olmustur. Bu da saf su akisinin kimyasal yikama ile geri
kazanilamadigini géstermektedir. UF'in 6ncesinde MF uygulandiginda ise, konsantrasyon
polarizasyonu %67’ye cikarken toplam kirlenme %40'a dusmustir. Buna ek olarak, saf su
akisi tamamen geri kazaniimistir. Bu sonuclar, én-aritmada ikinci kademe yontem olarak MF
uygulanmasinin, hem aki kontroli hem de giderim performansi acgisindan faydali oldugunu
gostermistir. Dolayisiyla, dn-aritma yéntemi olarak SFJ + MF (1 pm) uygulamasinin yerinde

oldugu sonucuna variimigtir.
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Tablo 4.6. UF (20 kDa) isleminin performansi

Parametre Sizuntd suyu kalitesi

(Toplam tutma/giderim performansi, %)

(KPALl ile)
SFJ + UF (20 kDa)  SFJ + MF (1 pm) +
UF (20 kDa)
Serisin (mg/L) nm 2080
T. Protein (mg/L) 2738 (66) 1624 (87)
KOI (mg/L) 5440 (53) 5205 (55)
TKM (mg/L) nm 6500 (37)
Renk (Pt-Co) 540 (94) 570 (93)
Bulaniklik (NTU) 4,6 (99) 7,2 (99)
pH 5,7 5,9
Ak1 azalmasi (%) 88 80
Akl geri kazanimi ( NaOH+HNO3) (%) 27 68
Akl geri kazanimi (NaOH+Klor) (%) 83% 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 um) en uygun 6n-aritma islemi olarak secildikten sonra, koza pisirme atiksuyu
orneklerine uygulanmistir. Tablo 4.8'den goruldigu UGzere, serisin ve toplam protein tutma
oranlari, arzu edildigi gibi diisiik olmus; sirasiyla %1-16 ve %3-18 olarak gerceklesmistir. KOI
ve TKM ise temel olarak atiksudaki serisinden kaynaklandigi icin, bu parametreler icin de
giderimler %23-36 ve %11-19 seviyesinde kalmistir. Renk ve bulaniklik ise %48-92 ve %94-

98 oraninda giderilmistir. Karbonhidrat giderim verimi ise %12-46 olmustur.
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Tablo 4.7. UF (20 kDa) i¢in aki azalmasi analizi

Aki (L/m ?/saat) (T=20-24 °C) Akl Azalmasi (%)

islem

| W F C CP. T.F. RF. LF
SFJ+UF (20 kDa) 76,0 9,5 16,3 20,4 42 79 20 73
SFJ+MF (1 pm)+UF (20 kDa) 67,9 13,6 40,7 70,6 67 40 * *

|: Saf su, W: Atiksu, F: Temizleme 6ncesi saf su, C: Temizleme sonrasi 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 degeri | degerinden biylk oldugu icin hesaplanamamistir.

Tablo 4.8. On-aritmasi yapilan KPA ozellikleri

(Toplam dolasim duzeninde yurutilen deneylerde kullanilan érnekler)

On-aritma ¢iki s 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)

KOI (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)
Bulaniklik (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: dlcilememistir
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Tablo 4.9. On-aritmasi yapilan KPA o6zellikleri

(Yogunlagtirma duzeninde yuritilen deneylerde kullanilan 6rnekler)

On-aritma ¢iki s 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)
KOI (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)
Bulaniklik (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. KPAicin En Uygun Membran Siizme Isleminin Secilmesi

Koza pisirme atiksularindan serisin geri kazanimi icin en uygun membrane stizme isleminin
belirlenmesi icin, MAAS'1 20 kDa, 5 kDa ve 1 kDa olan ¢ adet UF membrani ile iki adet NF
membrani, toplam dolasim dizeninde test edilmistir (Sekil 4.5). Bu membranlarin
performanslari, serisini tutma ve diger kirlilik parametrelerini giderme verimleri ve ayrica
akilari karsilastirilarak degerlendirilmistir. En uygun membran sizme islemi belirlendikten

sonra, yogunlastirma deneyleri yapilmis ve serisin konsantre edilmistir.
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On-aritiimis KPA

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

Sekil 4.5. Membran stizme iglemi alternatiflerinin sematik goésterimi

4.1.4.1. UF ve NF Membranlarinin Tutma (Rejection) Performanslari

4.1.4.1.1. Serisin Tutma Verimleri

UF ve NF slzintld suyu kaliteleri ve tutma verimleri Tablo 4.10’da verilmigtir. Goruldugu
Uzere, UF igleminde oldukc¢a dusik verimler elde edilmistir. MAAS 20 kDa'dan 5 kDa'a
dusuraldaginde, serisin tutma verimi yalnizca %36’dan %52'ye ¢ikmigtir. Benzer sekilde,
toplam protein tutma verimi, UF (20 kDa) ve UF (5 kDa) i¢in %57 ve %68 olmustur. Bu
degerler, FABIANI ve digerlerinin (1996) MAAS’I 20-30 kDa olan UF membranlari ile elde
ettikleri %97’lik verime gore oldukca dusuktir. Bunun bir sebebi, bu iki calismada farkh atiksu
turlerinin kullaniimis olmasindan dolayi serisinin MA dagiliminin farkhlik géstermesi olabilir.
Koza pisirme igleminde serisin suda uzun sire bekletildiginden, kiguk molekdl agirlikli
polipeptidlerine bdlinmus olabilir. Bu da kigik molekillerin membrandan daha kolaylikla
gecmesine neden olmus olabilir. Bir diger sebep ise, kullanilan membranlarin ve stizme

sistemlerinin farkli 6zelliklere sahip olmasi ile aciklanabilir.

Serisin tutma verimlerini yikseltmek amaciyla daha siki bir membran olan UF (1 kDa) test
edilmistir. Serisin tutma verimi %60'a yikselmis, toplam protein tutma verimi ise %67'de
kalmistir (Tablo 4.10). Bu verimlerin distk olmasina ragmen, aki azalmalari oldukca yuksek
cikmis; UF (20 kDa)'da %88 ve UF (5 kDa)'da %83 olarak gerceklesmistir. Bu degerler,
FABIANI ve digerlerinin (1996) rapor ettigi aki azalma oranlarina oldukca yakindir. UF (1
kDa) membraninda ise digerlerine kiyasla daha disuk bir aki azalma orani meydana gelmis
ve 200 dak stizme iglemi sonunda %58 olarak belirlenmigtir (Tablo 4.10). Akl analizleri ise

Bolim 4.1.4.1.3'te tartisiimistir.
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Bu sonugclar, UF iglemi ile serisin geri kazanimi yapildiginda, atiksudaki serisinin %40’inin
suzdntd suyu ile birlikte atilacagini ve yalnizca %602inin geri kazanilabilecedini
gbstermektedir. Bu durumda, UF isleminin serisinin farkli MA sahip polipeptidlerini ayirmada
basarili olacagi dusinilmektedir. Buna ek olarak, test edilen UF membranlarinin hi¢ birisi
serisin ile ipekbdcegdi proteinini ayirramamigtir. Sekil 4.6 ve 4.7'de goruldugu Uzere, ikinci
tepe, ipekbdcegi proteinine aittir. Bu protein, hen suzilen hem de alikonulan atiksuda
mevcuttur. Bu da, UF ile geri kazanilan serisinin, ipekb6cedi proteini icerecegini ve saf

olmayacagini gbstermektedir.

NF isleminde, iki farkli membran, NF-DK ve NF-90 test edilmistir. Serisin tutma verimi her iki
membranda da %94 ve %95 kadar yuksek olmustur (Tablo 4.10). NF-90 sizintl suyunda
az miktarda serisin bulunmasina ragmen toplam protein derisimi 0 mg/L olarak bulunmustur.
Bunun nedeni, toplam protein analizinin spektrofotometrik bir yéntem olmasi ve
hassasiyetinin serisin analizi yapilan HPLC'den daha az olmasidir. Akl azalamasi, her iki
membranda da yiksek olmus, NF-DK icin %70 ve NF-90 icin %75 olarak gerceklesmistir. Aki

analizi ile detayli aciklamalar B6lum 4.1.4.1.3'te yapilmstir.
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Tablo 4.10. Serisin geri kazanimi i¢cin UF ve NF performanslari

Sizuntd 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)
Ak1 azalmasi (%) 88 83 58 70 75

nm: dlgilememistir
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Sekil 4.7. HPLC kromatogramlari (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 suziuntt sularinda serisinin MA dagilimi da ¢ikarilmistir (Sekil 4.8). UF (20 kDa)
besleme suyunda, Serisin-1 ve Serisin-2’nin bulunma oranlari %25 ve %53'tlr. Serisin-3 ve
Serisin-4 ise %8 ve %14 oraninda bulunmustur. UF (20 kDa) sizinti suyunda, tamamen

tutuldugu icin Serisin-1'e rastlanmamistir. Serisin-2 ise %12 verimle tutulmus ve suzuntu
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suyundaki toplam serisinin %74’UnU olusturmustur (Tablo 4.10). Serisin-3 ve Serisin-4’Un
tutulma verimleri %54 ve %10 olmus, suzintd suyundaki oranlari ise %6 ve %20 olarak
bulunmustur (Sekil 4.8).

NF-DK besleme suyunda, Serisin-1, Serisin-2, Serisin-3 ve Serisin-4 oranlari sirasiyla %22,
%53, %9 ve %16 olarak bulunmustur. NF-90 besleme suyunda ise bu oranlar biraz farklilik
gbstermis ve sirasiyla %3, %63, %10 ve %24 olarak bulunmustur. Bu veriler, koza pisirme

atiksuyunda Serisin-2'nin en yiksek oranda bulundugunu géstermektedir (Sekil 4.8).

NF-DK slzuntl suyunda, Serisin-1'e rastlanmamistir. Serisin-2 ve Serisin-3'0n tutulma
verimleri %98 ve %62 olmus, suzinti suyundaki oranlarl ise %17 ve %56 olarak
gerceklesmistir. Serisin-4 ise %89 verimle tutulmus, sUzintl suyundaki orani da %27
olmustur. Diger yandan, NF-90 membrani ile Serisin-1 ve Serisin-2’nin tamami tutulmustur.
En disik oranda tutulan serisin, %37 ile Serisin-3 olmus, stzuntl suyundaki orani ise %85
olarak bulunmustur. Serisin-4 ise, %96 verimle tutularak suzintd suyunun 9%215'ini
olusturmustur. Sonuc¢ olarak, NF membranlarinin en buyik MA sahibi olan Serisin-1 ve

Serisin-2'yi en yiksek verimle tuttugu gozlenmistir.

NF-DK ve NF-90 membranlarinin HPLC kromatogramlari Sekil 4.9'da verilmistir. Goruldigu
Uzere, atiksuda bulunan ipekbdcegi proteini, NF membranlari ile de ayrilamamistir. Bu
protein, NF-90 suziintii suyunda daha az miktarda bulunmustur, bu da NF-90 membrani ile
daha yiksek oranda tutulmus oldugunu gdstermektedir. Bu proteinin tamamen sizinti
suyuna gecmesi arzu edildiginden, NF-DK’nin serisin geri kazanimi icin NF-90'dan daha

uygun oldugu sonucuna varilmigtir.

64



100%

%
%
7

80% |

60%

40% -

O% m BN

UF-PW | NF-DK | NF-90 | UF-PW | NF-DK | NF-90

MA Yilzdesi

Besleme Suyu Sizuntl Suyu

B Serisin-1 [ Serisin-2 @ Serisin-3 8 Serisin-4

Sekil 4.8. UF ve NF islemlerinde serisinin MA dagilimi

Tutma verimleri ile ilgili butin bulgular degerlendirildiginde, UF isleminin batin serisin
polipeptidlerini geri kazanmada vyeterli olmadigi, ancak farkli MA sahip polipeptidlerini
ayirmak icin uygun bir islem olabilecedi sonucuna variimistir. Aslinda, serisinin hangi alanda
kullanilacagi, en uygun geri kazanim isleminin secilmesinde buyik énem tasimaktadir. Koza
pisirme atiksuyunda bulunan serisin proteininin %78-88'inin molekul agirhgr 20 kDa'dan
blyuk oldugundan, ‘buyidk molekdl agirlikh serisin’ olarak siniflandirilabilir (Zhang, 2002). Bu
Ozellikteki serisin, biyomalzeme ve membran yapiminda kullanilmaya uygun iken, MA 20
kDa'dan kiguk olan ve ‘kucik molekdl agirlikh serisin’ olarak siniflandirilan serisin ise
kozmetik ve cilt bakim Grdnleri icin uygundur. Bu durumda, hem buyidk hem de kigik
molekdl agirligina sahip bittin serisin polipeptidlerinin geri kazanilmasi icin NF igleminin
uygun oldugu sonucuna variimistir. Membran sirecinin segiminde dikkate alinan aki

analizleri de Bolim 4.1.4.1.3'te detayli anlatiimigtir.
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Sekil 4.9. HPLC kromatogramlari (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 suzintt suyu (f) NF-90 stizilemeyen su (1/2 seyrelme)

4.1.4.1.2. Kirlilik Parametrelerinin Giderim Veriml  eri

Kirlilik parametrelerinin giderimlerinde bitiin UF membranlari disik performans gdstermistir.

UF (20 kDa) ve UF (5 kDa) membranlarinin KOIi, TKM, renk ve bulaniklik giderim verimleri
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sirasiyla %41-43, %36-44, %64-64 ve %42-43 olarak bulunmustur (Tablo 4.11). UF (1 kDa)
membrani ise giderim verimlerinde belirgin olmayan bir artis saglamig; KOI, TKM, renk ve
bulaniklik giderim verimleri %52, %51, %83 ve %53’e yukselmistir. Diger yandan, NF
membranlari ile beklendigi gibi oldukca yiksek giderim saglanmistir. NF-DK ve NF-90
membranlarinin KOI, TKM, renk ve bulaniklik giderim verimleri, %90-99, %90-98, %97-100
ve %93-98 olmustur (Tablo 4.11).

KOI icin desarj standardi 350 mg/L olarak verilmektedir (SKKY, 2004). UF (20 kDa) ve UF (5
kDa) cikislarinda KOI 5980 ve 6210 mg/L olarak élculmistur (Tablo 4.11). Benzer sekilde,
UF (1 kDa) cikisinda da 5040 mg/L KOI bulunmustur. Bu degerler, desarj limitinin oldukca
Uzerindedir. Bu sonuclar, tek basina UFun aritma hedefini karsilama acisindan yeterli
olmadigini géstermektedir. Diger taraftan, NF-DK c¢ikisinda KOI 1020 mg/L, NF-90 cikisinda
ise 109 mg/L'dir. Goruldaglu Gzere NF-DK stzintl suyu kalitesi desarj limitine oldukca
yakindir. Ancak alici ortama desarj edilmeden once ilave aritma gerektirmektedir. NF-90

stizintl suyu kalitesi ise desarj limitini saglamistir.

Tablo 4.11. Kirlilik parameteleri icin UF ve NF performans karsilastirmasi

Siuzuntd suyu kalitesi  (Giderim Verimi, %)

Islem KOI TKM Renk Bulanikik  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 Membranlarinda Akl Analizi

Membran sizme iglemlerinde performans degerlendirmesi yapmak igin tutma verimlerinin
yaninda aki azalmasinin da dikkate alinmasi gerekir. Akinin dismesi, sizme isleminin
dudurulmasi ve mekanik ve/veya kimyasal temizleme yapilmasini gerektirmekte, bu da

membran émrindn azalmasi ve verimin digsmesi anlamina gelmektedir.

Protein stizme uygulamalarinda, poteinlerin membrane ylzeyine yapismasi sonucunda
aklarda ciddi azalmalar meydana gelmektedir (CARIC vd., 2000). Serisin yapiskan bir protein
oldugundan membrane yiizeyinde bir jel tabakasi olusturmaktadir. Bu calismada, akilar
zamana karsi izlenmis ve aki azalma oranlari hesaplanmistir. Sekil 4.10'da zamana karsi

izlenen atiksu akilari ve normalize edilmis akilar (Jw/J)) gosterilmektedir.

Membran stizme islemi basladiginda, akilar ciddi oranda dismuis ve 50. dakikadan sonra
stizme isleminin sonuna kadar hemen hemen ayni seviyede kalmistir (Sekil 4.10(a)). Bu
sonuclar, FABIANI ve digerlerinin (1996) gozlemlerine oldukca benzerdir. Sekil 4.10 (b)'de
ise normalize edilmis akilarin oldukca disuk oldugu gorilmektedir. Normalize akinin, 200-
270 dak siren stizme islemi 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 oldugu farkedilmistir. Diger bir deyigle, bu
islemlerde aki azalmasi %88, %83, %58, %70 ve %75 olarak gerceklesmistir. Akilarin, bu
kadar ciddi seviyede diigsmesi, beklenmeyen bir sonu¢ degildir. Proteinlerin membran
ylzeyine yapismasi, akilarda azalmaya sebep olmaktadir. Nitekim, UF (5 kDa) membrani
uzerinde olusan jel tabakanin membranda ciddi bir kirlenmeye yol acagi Sekil 4.11'deki SEM

fotografinda agikca gorilmektedir.
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Sekil 4.11. Kirlenmis UF (5 kDa) membrana ait SEM fotograflari

Akilarin ciddi oranda azalmasinin bir diger sebebi ise kullanilan sistem konfigiirasyonudur.
Laboratuvarda toplam dolasim dizeninde yuritulen deneyler, Berghof BHT-2 model cihazla
yapiimig, burada suyun dolasim hizi sinirli derecede yukseltilebilmistir. Diger taraftan,
yogunlastirma deneyleri DSS LabStak M20 model membran sistemi ile yapilmis ve suyun
dolagim hizi yaklasik 10 kat artirilabilmistir. Bu degisiklik ile, aki azalmasi %67'den %31
seviyesine dusmustur. Bu veriler, daha uygun bir konfigurasyon kullanildiginda, akilardaki
azalmanin daha iyi kontrol edilebileceg@ini gostermektedir.

Akilar1 geri kazanmak amaciyla kimyasal yikama yapilmistir. Tablo 4.12'de geri kazanilan aki
ylzdeleri verilmistir. Goérulduga Uzere, saf su akilari %83-127 seviyesinde geri kazanilimistir.
Akl geri kazaniminin %2100’Un Uzerinde olmasi, UF ve NF membranlarinin klor ile temas
etmesi sonucunda gozeneklerinin buyimids olabilecegini dusundiurmustir. Ayrica, NF
membranlari yUkli oldugundan, atiksu kimyasina bagh olarak gézeneklerinde aciima
meydana gelmis olabilir.
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Tablo 4.12. Kimyasal yilkamanin aki geri kazanimina etkisi

Aki Geri
Membran Akl Azalmasi _

Kazanimi Temizleme Ko sullar

(%)
(%)

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 aki azalmasinin nedeni, konsantrasyon polarizasyonu ve
kirlenmedir. Konsantrasyon polarizasyonu, uygulanan basincin serbest birakilmasi ve
atiksuyun saf suyla dedistiriimesi ile geri dondurtlebile bir etkidir. Kirlenme ise iki turla
olabilir; geri dondurulebilen ve déndirilemeyen. Birincisi, membran yizeyinde jel tabaka
olusumuna baglidir ve kimyasal yikama ile giderilebilir. ikincisinde ise atiksudaki kirleticiler
membran yiizeyine ve goOzeneklerine yapistiindan, membran kalici olarak Kkirlenir. Bu
durumda akilarin yikama iglemi ile dahi geri kazaniimasi ¢cogunlukla mimkin olmamaktadir.

Tablo 4.12’'de goruldugu Uzere, toplam aki azalmasi UF'te %58-88, NF'te ise %70-75'ir.
Tablo 4.13'te ise konsantrasyon polarizasyonu ile kirlenme etkileri verilmigtir. Elde edilen
veriler, konsantrasyon polarizasyonu etkisinin %69 ile en yiksek derecede UF (20 kDa)'da
meydana geldigini gostermektedir. UF (5 kDa) ve UF (1 kDa) membranlarinda ise bu etki
%30 ve %38'e dusmistir. Kirlenme etkisi ise UF (20 kDa)'da %59 olmustur. Kirlenme etkisi,
UF (5 kDa)'da %75 olarak hesaplanmis; bunun %71'i geri dondurilebilen, %15'i ise geri
dondurilemeyen kirlenme olarak bulunmustur. Diger bir deyisle, saf su akisinin %15'i
kimyasal yikama ile geri kazanilamamistir. UF (1 kDa)'da ise, kirlenme etkisi %33 olmus,
bunun %20’si geri dondurtlmis, %17'si ise geri donddrtlememistir. Bu veriler, membran

ylzeyinde jel olusumunun gézenek tikanmasina kiyasla dominant olduguna isaret edebilir.
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Tablo 4.13. Konsantrasyon polarizasyonu ve kirlenme etkileri

Aki (L/m ?/saat) (T=19-21 °C) Aki Azalmasi (%)

Membran

W F C C.P. 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: Atiksu, F: Temizleme 6ncesi saf su, C: Temizleme sonrasi 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 degeri | degerinden buyik oldugu icin hesaplanamamistir.

NF-DK ve NF-90 membranlarinda ise konsantrasyon polarizasyonu etkisi %63, kirlenme
etkisi ise %20 ve %30 olmustur. NF-90 membraninda geri dondurilemeyen kirlenme %5
olarak bulunmustur. Bu sonuglar, kirlenme ve aki geri kazanimi konusunda NF'in UF'ten

daha iyi performansa sahip oldugunu gostermektedir.

Bu boélimde tartisilan btin bulgular birlikte degerlendirildiginde, serisin geri kazanimi icin en
iyi performasin NF membranlari ile alindigi sonucuna varilmistir. Bu nedenle, serisinin

yogunlastiriimasi deneylerine NF ile devam edilmistir.

4.1.5. Koza Pigirme Atiksuyundaki Serisinin NF ile Yo  gunla stiriimasi

4.1.5.1. Yogunla stirma Duzeninde Tutma/Giderim Verimleri

NF-DK ve NF-90 membranlari ile KPA2-F, KPA2-G ve KPA2-H drnekleri (6zellikleri icin
Tablo 3.1'e bakiniz) kullanilarak 3 set yogunlastirma deneyi yapilmistir. Birinci ve ikinci
deneylerde (NF-1 ve NF-2) ayni NF-DK membran cifti, Gigciincl deneyde (NF-3) ise NF-90

membran ciftleri kullanilmistir.

Besleme ve siiziinti sularinda, serisin ve KOI derisimlerinde zamana karsi meydana gelen

degisimler izlenmistir (Sekil 4.12 ve 4.13). Toplam 21 saat siren NF-1 deneyinde, Sekil
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4.12(a)’'da ve Tablo 4.14.2te verildigi Gizere, serisin derisimi besleme suyunda yaklasik iki kat
artmig, hacim azaltma faktort (HAF) 4,6’ya ulastiginda serisin derigimi 5332 mg/L’den 9888
mg/L’ye ¢ikmistir. Stzintl suyu derigimi ise 151 mg/L’den 298 mg/L’'ye ¢ikmistir. Toplam
18,5 saat siiren NF-2 deneyinde ise, serisinin besleme suyundaki derisimi yaklasik 2,3 kat
artarak 7534 mg/L’'den 17280 mg/L'ye kadar yukselmigtir. Buna ragmen suzinti suyu
derisimi 977-1332 mg/L'de kalmistir (Sekil 4.12(b) ve Tablo 4.15). NF-90 membraninin
kullanildigr NF-3 deneyinde ise, 16 saatlik siizme isleminin sonunda besleme suyundaki
serisin derisimi 4350 mg/L'den 12307’'ye yukselerek yaklasik 3 kat artis gbstermis, stzintl
suyunda ise 89 mg/L ile baslayarak 309 mg/L'ye ulasmistir (Sekil 4.12(c) ve Tablo 4.16).
Boylece, serisin tutma verimleri NF-1, NF-2 ve NF-3 deneyleri icin sirasiyla %97, %87-92 ve
%97-98 olarak gerceklesmistir. Gorulduga Uzere, bu oldukca yuksek bir verimdir ve HAF 4,2-
4,6'ya ulasmasina ragmen bitin membranlarda ayni seviyede kalmistir. Bu da kullanilan
membranlarin gercek uygulamada serisini yiksek verimle geri kazanacagini gostermektedir.
Ayrica, daha yluksek verim saglamasi nedeniyle NF-90'in daha siki bir membran oldugu

anlasiimistir.

NF-2 deneyinde elde edilen tutma/giderim verimleri, ayni membran kullaniimasina ragmen
NF-1'e kiyasla disuk olmustur. Bunun nedeni, membranin NF-1 deneyinde toplam ¢ defa
kimyasal yikama islemine maruz kalmasidir. Sik yikamanin g6zeneklerde agilmaya neden

oldugu disinilmektedir.

Atiksuda bulunan ipekbdcegi proteininin serisinden ayrilmasinda NF-DK ve NF-90
membranlari benzer performans gdstermigtir. Bu proteininin, hem sizilen hem de
stizilemeyen sularda bulundugu tespit edilmistir. Ayrica, NF-90 membraninin bu proteini
daha yiksek oranda tuttugu fark edilmigtir. Serisinde safsizlik yaratacag! i¢cin bu arzu edilen
bir durum degildir. HPLC kromatogramlarinda, ipekbdcedi proteini ile serisin icin elde edilen
alanlarin orani, NF-90 suzuntl suyunda 0,25 iken, NF-DK sizintl suyunda 14,4 olmustur.

Bu da, ipekbdcegdi proteininin, NF-DK’dan daha ylksek oranda gectigini gbstermektedir.
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Sekil 4.12. Yogunlastirma suresince serisin degisimi (a) NF-1 (b) NF-2
(c) NF-3 deneyleri

Yogunlastirma deneylerinde izlenen KOI degisimleri, beklendigi izere serisin degisimlerine
paralel olmustur. Sekil 4.13(a)’da gorildugi lizere, NF-1 deneyinde besleme suyu KOI
degeri 9560 mg/L’den 21813 mg/L’'ye yikselerek 2,3 kat artis gostermistir. SUzuntl suyunda
ise 867 mg/L'den 2229 mg/L'ye kadar ¢ikmistir. NF-2 deneyinde, girig KOIi degeri 11395
mg/L'den 30825 mg/L'ye kadar c¢ikarken, c¢ikis dederi 646-1929 mg/L arasinda degismistir.
NF-3 deneyinde ise, giriste 9420 mg/L'den 24210 mg/L'ye cikmis, cikista ise 32-470 mg/L'de
kalmistir. Bu veriler, NF-90 membraninin organik maddeyi gercekten c¢ok iyi verimle
giderdigini géstermektedir.
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Sekil 4.13. Yogunlastirma siiresince KOI degisimi (a) NF-1 (b) NF-2 (c) NF-3 deneyleri

NF-1, NF-2 ve NF-3 deneylerinde, butin kirlilik parametreleri izlemistir (Tablo 4.14-4.16).
HAF, 4,2-4,6'ya kadar artsa dahi, giderim verimleri oldukca yuksek kalmistir. Toplam kati
madde giderimi %87-95 iken, renk ve bulaniklik tamamen giderilmistir. Bu sonuclar,
endustriyel dlcekli uygulamada hem serisinin yiuksek verimle geri kazanilacagini hem de
kirlilik parametrelerinin yiksek verimle giderilecegini goéstermesi bakimindan oldukc¢a

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

Olgiilen De ger

Tutma/Giderim

Parametre Besleme Suyu Suzdntd 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)
KOI 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)
Bulaniklik 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

Olgiilen De ger Tutma/Giderim
Besleme Suyu Suzintd 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)
KOI
11395 30825 646 1929 94 94
(mg/L)
TKM (mg/L) 11610 27950 - 2400 - 91
Renk
3010 8463 28 100 100 100
(Pt-Co)
Bulaniklik
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 ger Tutma/Giderim
Besleme Suyu Suzdntd 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)
KOI
9420 24210 32 470 100 98
(mg/L)
TKM
10500 25667 - 1267 - 95
(mg/L)
Renk
2560 7210 - 1 - 100
(Pt-Co)
Bulaniklik
20 96 0.2 0,4 99 100
(NTU)
pH 5,90 6,05 4,97 5,61 - -

Yogunlastirma deneylerinde molekil agirhk dagilimlari da incelenmistir (Sekil 4.14).

Atiksudaki en yiuksek molekil agirhigina (175-200 kDa) sahip serisin polipeptidleri, Serisin-1
olarak adlandiriimis idi. Serisin-1, NF-2 ve NF-3 deneylerinde kullanilan KPA2-G ve KPA2-H

orneklerinde %3 ve %2 oraninda bulunurken, NF-1 deneyinde kullanilan KPA2-F drneginde
bulunmamigtir. Bunun nedeni blyik olasilikla, NF-1 deneyinde yogunlastirma ©6ncesinde

stizme igleminin bir ka¢ saat sireyle toplam dolasim dizeninde yiritilmesi ve bu sirada

Serisin-1'in membran ytzeyinde birikmis olmasidir.

Molekdl agirligr 70-90 kDa olan Serisin-2'nin orani besleme suyunda fazla degismemistir.

NF-1'de %91 ile baslayan bu oran, deney sonunda %85 olarak bulunmustur. Sitzuntu
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suyunda ise, %13 ile baslamis ve %25 ile sona ermigtir. NF-2'de Serisin-2 orani, besleme
suyunda %59'dan %65’e yukselmis, stzintu suyunda ise %8'den %20’ye cikmigtir. NF-3'te
ise Serisin-2 orani besleme suyunda %74 olarak sabit kalmig, stiziintii suyunda ise %3'ten

%25’e yukselmistir. Bu veriler, Serisin-2'nin yuksek verimle tutuldugunu gostermektedir.

NF-1'de molekdl agirhdr 30-40 kDa olan Serisin-3’'e besleme suyunda rastlanmamigtir.
Bunun nedeni yine toplam dolagim dizeninde yduritilen deney sirasinda Serisin-3'Un
muhtemelen membran ylzeyinde olusan jel tabakada kalmis olmasidir. NF-2'de Serisin-3
besleme suyunda %8-10 iken, stzintl suyunda %66’dan %39'a dismustir. Bunun da olasi
nedeni, stzuntl suyunda zamanla Serisin-2 ve Serisin-4 oranlarinin artmis olmasidir. NF-
3'te ise, Serisin-3’e besleme suyunda rastlanmamis, sizintl suyunda ise %72'den %55’e
azalmistir. Yogunlastirma deneylerinde, membran performansinin zamanla degismesi,
besleme suyu kalitesinin degismesinden dolayi beklenen bir durumdur. Membran seciciligi,
membran yilizeyinde olusan jel tabakanin ikinci bir membran gibi gérev yapmasi nedeniyle,

degisim gosterebilmektedir.

Molekul agirhk dagihmi 10-25 kDa olan Serisin-4, atiksuda az miktarda bulunmustur. En
kiicuk polipeptidlerden olusan Serisin-4'in NF-1, NF-2 ve NF-3 besleme sularindaki orani
sirasiyla %9-15, %27-28 ve %24-26 olmustur. Kullanilan membranlarin gbdzeneklerine
kiyasla oldukca biytk olmalarina ragmen bu polipeptidlerin membrandan rahathkla gectikleri
fark edilmigtir. Bu durum, protein yapisindan ve/veya protein-membran etkilegsiminden
kaynaklanmig olabilir. Serisin-4’iin stzinti suyundaki oraniNF-1'de %74 ile baslamis ve
%20 ile son bulmustur. NF-2 ve NF-3 sizuntu sularinda ise, Serisin-4 orani %26-41 ve %20-
25 olmustur. Yukarida da bahsedildigi gibi, membran seciciligi zamanla degisebilmektedir.
Ancak, yuritilen deneylerde serisin tutma verimi zamana karsi fazla degismemis ve %90'In
Uzerinde seyretmistir. Bu sonuclar da serisin geri kazanimi icin NF'in uygun bir yéntem

oldugunu gdstermistir.
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Sekil 4.14. Yogunlagtirma deneylerinde serisinin molekul agirhk dagilimi

4.1.5.2. Yogunla stirma Duzeninde Aki Analizleri

NF-1, NF-2 ve NF-3 deneylerinde gdzlenen akilar Sekil 4.15'te verilmistir. Goraldagu tzere,
HAF 1 iken, stzuntl akisi NF-1'de yaklasik %30 kadar azalmig, 12 saatlik stizme islemi
sonunda aki azalmasi %60’Iin Uzerine cikmistir. Bu asamada isleme ara verilerek yikama
yapilmistir. Yaklasik 6 saatlik sizme igleminin ardindan aki azalmasi %44 olmus ve devam
eden 6 saat sonunda %70’e yukselmistir. Bu noktada ikinci yikama yapilmis ve aki azalmasi
%66'dan %51'e dusuriimustir. Ardindan gelen 2 saatlik bir filtrasyon siresi sonunda HAF
4,6'ya ulasmistir. Deney bitis aninda ise, aki azalmasi %62 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.15
ve Tablo 4.17). Deney sonunda bir kez daha kimyasal yilkama yapilmig ve saf su akisi %118

oraninda geri kazanilimigtir.

NF-2'de ise ayni NF-DK membrani ile stizme iglemi yapiimig ve 14. saatte aki azalmasi
%70’e ulastiginda yikama yapilmigtir. Ancak aki iyilesmesi olmamigtir. Deney sonunda
%78e ulasan aki azalmasini dizeltmek icin yeniden kimyasal yilkama yapilmis ve saf su

akisi %81 oraninda geri kazaniimigtir (Tablo 4.17).

NF-3' te ise, HAF 4,2 oldugunda aki azalmasi %95’e ulasmistir. Bu deneyde NF-90
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membrani bir kez yikanmis ancak iyi bir sonu¢ alinamamigtir. Buna ek olarak, deney
sonunda yapilan yikama ile saf su akisinin ancak %75 kadari geri kazanilabilmistir (Tablo
4.17). Bu veriler, NF-90 membraninin atiksu kimyasindan daha olumsuz etkilendigini agikca
goOstermektedir. Bu durumda, NF-DK membraninin serisin geri kazanimi i¢cin daha uygun

oldugu sonucuna variimistir.

NF-3 NF-1 NF-2 NF-1
yikama 1. yikkama yikama 2. yikama

Normalize aki (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

Sekil 4.15. Yogunlastirma deneylerinde normalize akilarin zamanla degisimi

Tablo 4.17. Yogunlastirma deneylerinde aki azalmasi ve geri kazanimi

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

Saf su, Atiksu , Saf su, azalmasi Kazanimi
Deney Yikama sonrasi (%), (%),
| 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. Yogunla stirilan Serisinin Cokeltiimesi

4.1.6.1. Cokeltme Icin Etanol ve Asit Kar silastirmasi

Serisinin  kozadan elde edilmesinde yaygin olarak etanol kullaniimaktadir. Ancak,
kullaniimasi gereken etanol miktari, serisin ¢ozeltisi hacminin t¢ katidir. Ydrtttlen projede
temel alinan felsefe, cevre kirliligini en aza indirecek yontemlerin kullaniimasidir. Bu nedenle,
gercek bir koza pisirme tesisinde ortaya ¢ikacak atiksu debileri dikkate alindiginda, etanol ile
¢cokeltme cevre dostu bir yontem olarak gérinmemektedir. Etanole alternatif olarak asit ile
¢cokeltme islemi denenmistir. Serisinin ¢ozunurlugunin pH 3,8'de en az oldugu bilinmektedir
(KODAMA, 1926). Ancak, geri kazanilan serisinin kalitesi, proje kapsaminda birinci derecede
oncelik tasidigindan, cokeltme icin en uygun maddenin kullanilmasi kaginiimazdir. Bu
nedenle hem asit hem de etanol kullanilmigs ve geri kazanilan serisinin 0Ozellikleri

degerlendirilerek ¢tkeltme icin en uygun madde secilmistir.

ilk olarak nitrik asit denenmis ve NF-1 deneyinde elde edilen serisin konsantresinin pH’|
HNO; ile 3,8'e ayarlanarak 3000 rpm’de santrifllj edilmistir. Serisin konsantresinin pH'ini
ayarlamak icin ihtiyac duyulan asit miktari bir kag mL olmustur. Diger bir deyisle, hacim
olarak 200-300 mL olan serisin konsantresinin yalnizca % 0,3'0 kadardir. Cokelti tst fazinda
kalan serisin analiz edilerek asitle ¢okeltme isleminin verimi %63 olarak bulunmustur.
Cokeltme verimini artirabilmek amaciyla, ilk olarak santriftij hizi 5000 rpm’e cikariimistir.
Ancak serisin cokeltisi g6zlenmemistir. ikinci olarak, cokelti st fazinda pH 1,9'a kadar
dusurilmis ve yine 5000 rpm’de 10 dak santriftij yapilmistir. Ancak, serisin ¢okeltisine
rastlanmamigtir. Elde edilen ¢okeltme verimi, literatirde %75 hacimde etanol kullanilarak
elde edilen %64'lik verimle aynidir (WU vd., 2007). Wu vd.’nin ¢alismasinda, %90 hacimde
etanol kullanildiginda dahi, serisin elde etme verimi ancak %71’e kadar c¢ikarilabilmigtir. Bu

nedenle, bu ¢alismada elde edilen ¢okeltme verimi kabul edilebilir bulunmustur.

Serisin ¢okeltisi, -80 °C’de dondurulmus ve liyofilizatérde kurutularak toz haline getirilmistir.
HNO:; ile ¢okeltilen toz serisinden 0,5 mg/mL derisiminde bir ¢dzelti hazirlanmis ve HPLC'de
analiz edilmistir (Sekil 4.16). HPLC kromatograminda, serisin ile ayni zaman araliginda
HNO:s'e ait bir tepe gozlenmistir. Elde edilen toz serisin érneginin HNOj'ten uzaklastiriimasi
amaciyla diyaliz yapiimistir. Sekil 4.17 ve 4.18'de goéruldugu Uzere, MAAS'I 12 kDa olan bir
diyaliz torbasinda 24 saat bekletilen serisin ¢dzeltisi, HNOs'ten arindiriimistir. Diyaliz torbasi
icinde kalan serisinin HPLC kromatogrami, standart serisine olduk¢a yakindir. Diyaliz

torbasindan gecen maddeler ise, diyaliz torbasinin disindaki suyun hacmi fazla oldugundan
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seyrelmis ve HPLC'de belirgin bir tepe gorebilmek i¢in bu su kurutularak yogunlastiriimigtir.

Sekil 4.18’de gosterilen tepe gergekte ¢cok daha kuguktar.

HPLC kromatogramlarinda serisinden sonra 11,5-13,5 dakikalari arasinda go0zlenen diger
organik maddenin, geri kazanilan serisinle birlikte bulundugu goérilmastir (Sekil 4.16).
Uygulanan diyaliz iglemi ile nitrik asite ek olarak bu madde de uzaklastinimigtir (Sekil 4.17).
Ancak, bazi kiguk serisin peptidlerinin de kaybedildigi gorilmektedir (Sekil 4.18). Bu
nedenle, calismanin devaminda daha kicik MAAS’'a sahip bir diyaliz torbasinin

kullaniimasina karar verilmistir.
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Sekil 4.16. HNO; ile ¢cokeltilen serisinin HPLC kromatogrami
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Sekil 4.17. Diyaliz torbasinin icinde kalan serisin ¢ozeltisi (>12 kDa)
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Sekil 4.18. Diyaliz torbasindan gecen HNO; ve serisinin HPLC kromatogrami (<12 kDa)

Serisinin ¢okeltiimesi icin HNOs'ten daha uygun bir asit bulmak amaciyla, 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 ayrica etanol (C,HgO) denenmistir. NF-2'de elde
edilen serisin konsantresinden esit miktarda alinan orneklerin pH’sl yukarida adi gecen
asitlerle 3,8’'e ayarlanmis ve santrifij yardimiyla c¢okeltme yapilmistir. Etanolle cokeltilen
ornege ise, hacminin ¢ katr kadar soguk etanol eklenmis ve yine santrifiij yapiimistir. Daha
sonra Ust fazlar atilarak c¢okeltiler -80 °C’de dondurulmus ve liyofilizatérde kurutularak toz
haline getirilmistir. Elde edilen dort farkli toz serisin 6érneginden hazirlanan ¢ozeltilerin HPLC
kromatogramlari Sekil 4.19-4.22'de gosterilmektedir. Kullanilan asitler arasinda yalnizca
nitrik asitin serisin ile birlikte belirgin bir tepe verdigi gozlenmistir (Sekil 4.17). Asetik asitin
ise, serisin ¢okeltildikten sonra atilan uist fazda diger asitlere kiyasla iki kat daha fazla KOi'ye
neden oldugu anlasiimistir. Bu Ust fazin, desarj éncesinde aritiimasi gereken atiksularin
kirliligini artiracak olmasi nedeniyle, ¢cokeltmede asetik asit kullaniimasi uygun gortlmemistir.

Boylece, HCI, H,SO,4 ve etanol ¢okeltme icin en uygun gérinmustdr.
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Sekil 4.19. HCl ile ¢okeltilen serisinin HPLC kromatogrami
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Sekil 4.21. C,H,0, ile ¢okeltilen serisinin HPLC kromatogrami
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Sekil 4.22. C,HgO ile ¢cokeltilen serisinin HPLC kromatogrami

Koza atiksuyu kahverengi oldugundan, asitle ¢okeltilen toz serisin 6rnekleri de kahverengi
olmustur. Etanol ile elde edilen serisin ise, kullanilan etanol hacminin fazla olmasi nedeniyle
seyrelmis ve rengi acik sari olmustur (Sekil 4.23). Geri kazanilan serisinin rengi, kullanilacagi

alana gore onem gosterebilir. Ornegin, paketleme sektoriine yonelik olarak hazirlanacak bir
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biyofilmin, igindeki tUrtinin goérinebilmesi igin seffaf olmasi gerekmektedir. Bagka bir alanda

ise renki olmasinin 6nemi olmayabilir.

Sekil 4.23. Serisin fotograflari (a) Referans serisin Sy (b) Referans serisin Sc¢ (¢) Etanol ile
geri kazanilan serisin (d) HCI ile geri kazanilan serisin

Geri kazanilan serisin ornekleri ile hazirlanan ¢ozeltiler HPLC ile analiz edilmigtir (Tablo
4.18). Gorulduglu Uzere, hazirlanan ve Olgulen derigimler oldukca farkhidir. HNO; ile geri
kazanilan serisinin en disik derisime sahip oldugu go6rilmastir. Bunun nedeni, asit
tepesinden dolay! serisin derisiminin yanhs hesaplanmis olabilecegidir. Butiun 6rneklerde,
hazirlanan ve dlgulen derisimler arasindaki fark, ipekb6cegi proteininden kaynaklanmaktadir.
Sonug olarak, geri kazaniimis 6rneklerdeki serisin miktari %39-46 olarak bulunmusgtur.
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Tablo 4.18.

Hazirlanan ve 6Olcllen serisin derisimleri farki

Cokeltmede Hazirlanan deri gim Olgiilen deri sim
kullanilan 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 simlerin Kar silastiriimasi

Serisin ornekleri, elementel analiz ile de karsilastirilmigtir (Tablo 4.19). Brezilyadan temin
edilen serisin ile yerli kozadan etanol ile c¢ikarilan serisin hemen hemen ayni bilesime
sahiptir. Atiksudan geri kazanilan serisin 6rneklerinin bilesimleri az da olsa farkllik
gostermistir. Bu orneklerin C, H ve N icerikleri, standart olarak kullanilan érneklere oranla
biraz daha duguktur. Diger yandan S igerikleri biraz daha yuksektir. Brezilya ve yerli serisinde
% 41-43 karbon varken, geri kazanilan serisinde bu deger % 36-40'tir. Benzer sekilde, geri

kazanilan drneklerin N icerikleri de standartlara oranla daha azdir.

Asetik asitle ¢okeltilen drnekte standartlara en yakin olarak % 40 seviyesinde karbon tespit
edilmistir ancak 6rnekler diyaliz éncesinde analiz edildiginden, bunun asetik asitten gelen
karbonu da icerdigi dusundlmektedir. Azot icerigi ise Brezilya’dan gelen ve yerli kozadan
cikartilan serisinde % 14-15'tir, ancak geri kazanilan érneklerde % 10-13'tlr. Burada da nitrik
asit ile cokeltilen o©rnekte digerlerine oranla fazla azot olmasinin nedeni, HNOjs'ten
kaynaklanan azotun da eklenmesidir. Yine stlfirik asitle ¢okeltilen érnekteki S orani % 2,9 ile
en fazladir. Bu 6rnek de, serisine ek olarak asitten gelen S icermektedir. Kullanilan asitlerden
kaynaklanan bu problemin, elementel analizin diyaliz sonrasinda yeniden yapilmasiyla
asllacagl dusunulmuastir. Geri  kazanilan 6rneklerin  elementel kompozisyonunun,
referanslardan az da olsa farkl bulunmasinin nedeni, érneklerde safsizlik olarak ipekbdcegi

proteini bulunmasidir.
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Tablo 4.19. Serisin 6rneklerinin elementel analizi

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

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 5,6 11,0 0,7 55,0 3,4 6,8 55,5
H,SO, ile ¢cokeltilen serisin 37,0 55 10,7 2,9 56,1 3,4 6,7 12,9
C,H,40; ile ¢okeltilen serisin 40,3 5,8 10,9 0,6 57.6 3,7 6,9 66,0
C,H;O ile ¢okeltilen serisin 379 5,8 10,2 0,4 54,3 3,7 6,6 88,2

Batin 6rneklerde C/H ve C/N oranlar oldukca yakindir. Ancak C/S oranlari farkhdir. Bu
oranlar, serisinin molekiler formula ile ilgilidir. Elementel analiz sonuclari, referanslara en

yakin érneklerin HCI ve C,H¢0 ile elde edildigini gostermistir.

4.1.6.3. Asit ve Etanolin Cevresel Zararlarinin Kar  gilagtiriimasi

Elde edilen bdtin sonuclar, ¢okeltme isleminde HCI'nin en uygun asit olduguna isaret
etmekle birlikte, secim yapmadan ©nce, denenen asitlerin insan sagligina ve cevreye
zararlari (AVUSTRALYA HUKUMETI, Cevre, Su, Miras ve Sanat Bolumi, 2007) ve ayrica
fiyatlari dikkate alinmistir. Tablo 4.20'den goruldigi Uzere insan saghgi icin en az tehlikeli
olan madde 1,2 puanla etanoldiir. ikinci en az tehlikeli madde ise 1,5 puanla HCI'dir. Cevre
saghgina en az zararl olan madde 0,7 puanla HCI'dir. Cevre icin en tehlikeli maddeler ise
1,3 puanla sulfurik asit ve etanol olarak verilmigtir. Toplamda en disiuk puan 2,2 ile yine
HCl'ye aittir. Ayrica, HCI ikinci en ucuz asittir. Bu durumda, koza atiksularindan serisin geri

kazanimi icin en uygun asitin HCI oldugu sdylenebilir.
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Tablo 4.20. Kimyasallarin ¢cevreye zararlari ve fiyatlari agisindan karsilastiriimasi

, Saglik igin Cevre icin _

Kimyasal _ ) Toplam puan Fiyat
tehlike puani tehlike puani _

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 Miktari, Organik ve inorganik iceriklerin Kar gilagtiriimasi

Geri kazanilan serisin 6rneklerinin nem, organik ve inorganik icerikleri belirlenmistir (Tablo
4.21). Geri kazanilan orneklerin nem miktari %2,8-3,9 olarak bulunmustur. Bu degerler,
referans Sc ve Sy drnekleri icin bulunan %7,4 ve %8,6'dan daha dusuktur. Bu farkin,
saklama kosullarindan kaynaklandigi ve énemli olmadigi dustunulmastir. Kul miktarlari ise
%11,3-14,4 olarak bulunmustur. Bu degerler, S¢ ve Sy i¢in bulunan %2,7 ve %3,8 inorganik
icerikten yuksektir. Bu da geri kazanilan serisin drneklerinin organik igeriginin daha disiuk
oldugu anlamina gelmektedir. Bu farklarin, &rneklerde bulunan ipekbdcegdi proteininden

kaynaklandig! dustunulmektedir.

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

Cokeltmede Kullanilan Nem Miktari Kal Miktari 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 glne pH’nin Etkisi

Geri kazanilan serisin 6rneklerinin 6zelliklerini belirlemek amaciyla yapilan bir diger calisma,
pH'nin serisin ¢ozunurlugune etkisinin incelenmesi olmustur. Bu amagla, hazirlanan serisin
¢cozeltilerinin pH’lar1 3-11 arasinda degisen degerlere ayarlanmig ve érnekler 4000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmigtir (Tablo 4.22). Ust fazlar alinarak toplam protein analizi yapilmistir.
Tablo 4.22’de gorildugu tzere kullanilan buttn asitler icin, pH 3'ten 11’e dogru cikarildiginda
serisin ¢ozunurlugu artmis ve pH 11'de % 89-110'a ulasmistir. Etanol ile ¢cokeltilen érnegin

¢OzUnarlaga ise, batin pH degerlerinde % 90'in tzerinde olmustur.

Bu sonuglar, serisinin ¢d6zunurliglu bakimindan etanollin asitlerden daha avantajli oldugunu
gbstermektedir. Asitle coOkeltilen serisinin tamamen c¢6zinebilmesi icin pH ayarlamasi
gerekecektir. Bu durum, serisinin yeniden kullanim alanlarini kisitlayabilecektir. Diger
yandan, etanol ile ¢cokeltilen serisinin buttin pH degerlerinde ¢dziinebilmesi, yeniden kullanim
alanlari belirlenirken dnemli bir avantaj olacaktir. Buna ek olarak, etanol ile ¢ékeltme verimi
%84 olarak bulunmus ve asitle ¢cokeltmeye kiyasla daha yuksek bir verim elde edilmistir. Bu

sonuglar, serisin ¢okeltme iglemi igin en uygun maddenin etanol oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.22. Serisin ¢ozunurligine pH'nin etkisi

Cozunurluk (%)

PH HNO; HCI H,SO, C,H,0; C,H:O
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 silagtirmasi

Geri kazanilan serisin ¢ozeltilerinin 190-700 nm dalgaboylari arasinda UV taramalari da
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yapiimistir. Sekil 4.24-4.28'de goruldugu Uzere, bitin asitler ve etanol igin ayni sonug
alinmistir. Serisin proteini 275-290 nm arasinda tepe vermektedir. Geri kazanilan serisin
ornekleri ile yerli kozadan cikarilip standart olarak kullanilan serisinin ayni dalga boyu
araliginda tepe verdigi gbzlenmis, ancak standart serisin daha yiiksek ve belirgin bir tepe

vermistir (Sekil 4.29). Bunun nedeni, yine safsizlik olarak bulunan ipekbdcegi proteini olabilir.

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

Sekil 4.24. HNO; ile ¢cokeltilen serisinin UV taramasi

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

nm

Sekil 4.25. HCl ile ¢okeltilen serisinin UV taramasi
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Sekil 4.26. H,SO, ile ¢okeltilen serisinin UV taramasi
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Sekil 4.27. C,H,0; ile ¢okeltilen serisinin UV taramasi
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Sekil 4.28. C,HgO ile ¢cokeltilen serisinin UV taramasi
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Sekil 4.29. Yerli kozadan elde edilen standart serisinin UV taramasi

4.1.6.7. Geri Kazanilan Serisinin Tanimlanmasi

Geri kazanilan serisinin safligini belirlemek amaciyla, Ankara Universitesi Biyoteknoloji
Enstitisi'nde (AUBE) iyon degisimi kromatografisi, 2-D jel elektroforezi ve MALDI-TOF
analizleri yaptirilmistir. Bunun icin, NF-DK membrani ile yogunlastirilan serisin, etanol
kullanilarak ¢okeltilmis, ardindan bir liyofilizatér yardimiyla kurutularak toz haline getirilmistir.
Serisin 6rnegi, AUBE’de ilk olarak biyomolekiillerin yiklerine bagl olarak ayriimasini
saglayan iyon degisim kolonundan gecirilmistir. Serisinin izoeletrik noktasini (pl) bulmak icin

hem anyon (Q) hem de katyon (S) kolonu kullaniimigtir. Sekil 4.30 ve 4.31'de verilen iyon
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degisim kromatogramlari, geri kazanilan serisinin asidik bir protein oldugunu ve pl'sinin 5-6

arasinda oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.30. Geri kazanilan serisinin anyon (Q) kolon kromatogrami
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Sekil 4.31. Geri kazanilan serisinin katyon (S) kolon kromatogrami

Proje kapsaminda uygulanan yoOntemlerle elde edilen serisin 6Orneginin, cesitli veri
tabanlarinda tanimlanmis olan proteinlerle karsilastiriimasi ve serisin oldugundan emin
olunmasi icin AUBE'de MALDI-TOF MS analizi yaptirilmigtir. AUBE’de ilk olarak anyon (Q)
ve ardindan katyon (S) kolonundan gegirilen serisin 6rnekleri, MALDI-TOF’a yiklenmis ve
elde edilen m/z spektrumlari Sekil 4.32'de verilmistir. Sekil 4.32(a) ve 4.32(b), anyon
kolondan cikan, 4.32(c) ve 4.32(d) ise katyon kolondan c¢ikan serisin drneklerine ait ikiser
analiz sonucunu gostermektedir. Goraldigu Gzere, ayni 6rnege ait m/z dederleri hemen
hemen aynidir. Katyon kolondan gecen drnekte ise bazi tepeler gézlenmemistir (Sekil
4.32(c) ve 4.32(d)). Bu sonug, analizi yiriiten AUBE yetkilisi tarafindan, anyon kolonda bazi
proteinlerin tutulmus olabilecegi ve bu nedenle katyon kolon cikisinda gortlmemelerinin
dogal oldugu seklinde yorumlanmistir. iyon degistirme kolonlarinin, ayni zamanda kismi
saflastirma amaciyla kullanilan kolonlar olmasi nedeniyle, elde edilen sonug¢ anlasilir

bulunmustur.

MALDI-TOF ile elde edilen spektrumlar, SWISS-PROT ve ExPASy protein veri tabanlari
(http://www.expasy.org/uniprot) ile kargilastirildiginda, pek cok suriingen hayvan tiriine ait

proteinlerle uyumluluk bulunmustur. Bu analizden istenen sonu¢ alinamadigindan ve geri
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kazanilan serisin drnedinde ipek béceginden kaynaklanan protein bulundugundan, érnekte
bulunan proteinlerin MALDI-TOF’a ayri ayri yiklenmesi gerekmistir. Bunun icin iki boyutlu (2-
D) jel elektroforezi yapilmisg ve serisin 6rneginde mevcut olan butin proteinlerin jel icinde
pl'larina ve molekil agirliklarina gére ayrilmalari saglanmistir. Elektroforez sonucunda, pH 4-
6,5 araliinda protein spotlari (Spot 1 ve Spot 2) tespit edilmistir (Sekil 4.33). Bunun diginda,
bir adet de pH 8-9 araliginda protein spotu gdézlenmigtir. Molekiler agirhk dagihimina
bakildiginda ise, 9000 daltonluk bir asidik protein ve 25000-40000 daltonluk bir grup asidik
protein go6zlenmistir. Bu spotlarin MALDI-TOF analizi sonucunda elde edilen spektrumlar,
EXPASy ana sayfasinda SWISS-PROT/TrEMBL veri tabanlari ile yeniden karsilastiriimis ve
veri tabaninda kayitli olan 096614 numarali SER1 (molekil agirhgr 9161 Da) ve 096615
numarall SER2 (molekul agirligi 20302 Da) serisinleri ile uyumlu bulunmustur. Bunlarin
disinda, bir kac E.coli ve mantar proteini de cikmistir. Serisin disindaki proteinlerin, atiksuda
hizla Ureyen bakteri/mantarlara ait ve/veya sonradan meydana gelmis olabilecek
kontaminasyonlara da bagli oldugu dusunilmektedir. Geri kazanilan serisin 6rneginde
MALDI-TOF analizi ile serisinin varligindan emin olunmus ve geri kazanim icin gelistirilen

surecin basarili oldugu sonucuna variimistir.
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Sekil 4.32. Anyon ve katyon kolondan gegirilen serisinin MALDI-TOF spektrumu
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Sekil 4.33. Serisin 6rnedinin 2-D jel elektroforez resmi

4.1.6.8. Cokeltilen Serisinin Diyaliz ile Safla  stiriimasi

Serisin érneklerinin safligini artirmak icin diyaliz yapilmis, kicik serisin peptidlerinin kaybini
onlemek amaciyla da MAAS'I 12 kDa'dan daha kicuk olan bir diyaliz torbasi (MAAS 3,5
kDa) kullaniimigtir. Diyaliz edilen serisin ¢ozeltilerinin HPLC kromatogramlari Sekil 4.34-
4.38'de gosterilmektedir. Gorulduglu Gzere, diyaliz sonrasinda elde edilen HPLC

kromatogramlari olduk¢a benzerdir.
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Sekil 4.34. HCl ile ¢okeltilen ve diyaliz edilen serisin (>3,5 kDa)
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Sekil 4.35. H,SO,ile ¢cokeltilen ve diyaliz edilen serisin (>3,5 kDa)
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Sekil 4.36. C,H,40; ile ¢okeltilen ve diyaliz edilen serisin (>3,5 kDa)
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Sekil 4.37. HNOgile ¢okeltilen ve diyaliz edilen serisin (>3,5 kDa)
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Sekil 4.38. C,HqO ile ¢okeltilen ve diyaliz edilen serisin (>3,5 kDa)

Diyaliz edilen serisin orneklerinin molekil agirik dagilimlari cikariimis ve karsilastiriimistir
(Tablo 4.23). Butln 6rneklerde tg farkli molekul agirhgi tespit edilmistir. Bunlar, S-1 (150-
180 kDa), S-2 (85-100 kDa) ve S-3 (40-45 kDa)'tur. Goruldugu gibi, serisinin butin
orneklerde en yuksek oranda bulunan polipeptidleri % 79-97 ile S-2 olmustur. Digerlerinin
orani ise %1 ile %20 arasinda degisim gostermigtir. Molekul agirhk dagilimlarina
bakildiginda, denenen butiin asitler ve etanol hemen hemen ayni sonucu vermigtir. Diyaliz
edilen ve edilmeyen drnekler arasindaki farkin, 10-25 kDa olan serisinin diyaliz torbasindan

difize olmasindan kaynaklanmis olabilecegi diisiinilimektedir.
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Tablo 4.23. Diyaliz sonrasi serisinin molekil agirhk dagilimi

Diyaliz Sonrasi Kalan Serisin

Kimyasal Madde Derisimi (mg/L)

Ad MA (kD) (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 kompozisyonlari belirlenmistir (Tablo 4.24). bu
orneklerin karbon icerikleri %40,8-45,3% arasinda degismistir. Bu degerler, referans serisin
ornekleri icin %41-43 olarak bulunan C iceriklerine olduk¢a yakindir. Diyaliz sonrasinda
orneklerin H icerikleri %7,3-8,8 arasinda degismistir. Bu degerler, Sc ve Sy 6rneklerine
kiyasla yuksektir. Diyaliz edilen 6rneklerde %14-17 oraninda N bulunmustur. Bu deger,
referans drneklerin %14-15 olan N igerikleri ile hemen hemen aynidir. C/H oranlari ise %4,7-
5,9 olarak, C/N orani ise %2,4-3,0 olarak bulunmustur. Bu oranlar, Sc ve Sy orneklerinin
%6,6 ve %2,8-3,1 olan C/H ve C/N oranlarina oldukca yakindir. Diyaliz edilen serisin
orneklerinde S bulunamamistir. Bunun olasi nedeni, ipekbocegi proteininin daha fazla S
icermig olmasi ve diyaliz iglemi ile bu proteinin uzaklastiriimasi sonucunda sulfirin de
kaybedilmis olmasidir.
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Tablo 4.24. Diyaliz sonrasi 6rneklerin 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; 43,6 7,9 152 - 66,7 5,5 2,9
C;HsO 431 7,3 144 - 64,8 59 3,0

4.1.6.9. Koza Pigirme Atiksuyundan Serisin Geri Kazanim Sireci

Koza pisirme atiksularindan serisin geri kazanimi icin en uygun 6n-aritma ve membran
stzme iglemleri, ele alinan alternatifler arasindan secilmistir. En uygun on-aritma islemi
olarak SFJ + MF (1 pm) secilmistir. BUtin deneysel sonuclar dikkate alinarak, KPA’dan
serisin geri kazanimi ic¢in iki alternatif sure¢ oOnerilmistir: 1. NF + etanol ile ¢okeltme +
liyofilizasyon, 2. NF + diyaliz + etanol ile ¢okeltme + liyofilizasyon. Geligtirilen sirecler Sekil
4.39'da, bu slrecle elde edilen geri kazanim verimi ise Sekil 4.40'ta sematik olarak
gosterilmistir. Buna gore, gelistirilen sirecle elde edilen geri kazanim verimi yaklasik olarak
%76'dr.

Bu sureclerde iki tir serisin triin olarak elde edilebilir: MA 90 kDa olan diisiik kalite serisin ve
MA 44 kDa (%20) ve 85 kDa (%80) olan yuksek kalite serisin. Farkh MA elde edilmesi,
diyaliz isleminden kaynaklanmis olabilir. Serisinin sicakliktan etkilenerek, 37 °C'de farkli
molekil agirhdina sahip peptidlerine ayrilmis olabilecedi spekiile edilebilir. Duguk kalite
serisinde safsizlik olarak ipekb6cegi proteini bulundugundan, bu Griinin son kullanim alani
hayvan mamasi Uretimi olabilir. Buna ek olarak, CORTEZ ve digerleri (2007), geri kazaniimig
serisin ile iplik mukavemetini artirmay! denemistir. Disik kalite serisinin de benzer islerde
kullanilabilecegi 6ngorilmektedir. Ayrica, gida paketleme sektéri icin Uretilecek biyofilmlerde
de bu drun kullanilabilir. Diger taraftan, yiksek kalite serisinin tip, kozmetik, ila¢c ve gida

sanayiilerinde kullanilabilecedi dusunulmektedir.
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KPA
(178 kDa, 75 kDa, 37 kDa,
23 kDa ve 13 kDa)

e N
SFJ
< (3000 rpm, 10 dak) . An-aritma
9 MF (1 pum) )
NF
1
i
Diyaliz
|
Cokeltme
(Etanol ekleme + SFJ)
Liyofilizator
l v
Serisin/ipekbocegi Saf Serisin (44 kDa ve 85
proteini karigimi (90 kDa) kDa)
(Dustik kalite serisin) (Yiksek kalite serisin)

Sekil 4.39. Koza pisirme atiksuyundan serisin geri kazanim strecleri
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KPA'da 8 g/L serisin

On-aritmada %2 kayip

7,8 g/L

— NF'te %92 tutulma

7,2 g/lL

Etanol ile cokeltmede
%84 verim

6,1 g/L

l —— Kurutmada kayip yok

(%76 verim)

6,1 g/L geri kazanilan serisin

Sekil 4.40. Serisin geri kazanim veriminin sematik gosterimi
4.1.7. ipek ipli gi Pigirme Atiksularindan Serisin Geri Kazanimi

Ozellikleri Tablo 3.1'de verilmis olan ipek ipligi pisirme atiksulari, ikinci serisin kaynagi olarak
ele alinmistir. [PA’ndaki serisinin molekil agirhg 110-120 kDa olarak bulunmustur.
Calismanin bu kisminda, IPA icin membran esaslh bir serisin geri kaznaim siireci
gelistirilmistir. IPA’nin KOI degeri yaklagik 60 g/L'dir. Sabun miktari ise dogrudan analiz
edilememis, ancak serisin ve KOI derisimleri arasindaki farktan bulunmustur. Bunun icin ilk
olarak serisin, sabun ve KOI arasindaki iliski incelenmistir. Sonu¢ olarak, 1 g serisinin 1 g

KOl'ye esit oldugu ve 1 g sabunun da yaklasik 2,5 g KOIi'ye esit oldugu bulunmustur (Ek I).

Atiksuda bulunan sabundan kaynaklanan yag asitleri GC-MS ile analiz edilmigtir. Bu sekilde,
icinde yag asitleri bulunan 6rneklerde sabunun da varhgi tespit edilmis ve uygulanan aritma

islemlerinin sabun giderme verimi bu sekilde degerlendirilmistir.

iPA'nda bulunan gercek sabun ve serisin miktarlari hakkinda tesis pesonelinden detayl bilgi
alinmistir. iPA2 6rneginin alindigi tankta, 100-120 kg sabun ve 15-20 kg sodanin 4-4,5 ton
suya eklendigi, bu suda 550-600 kg ipek ipligi yikandigi ve ipek ipliginin yaklagik olarak
agirhginin %25-27'sini kaybettigi bilgisinden, iPA2 érneginde bulunmasi beklenen serisin

miktari 140-156 kg olarak hesaplanmistir. Bu miktar yaklasik 35 g/L serisin derisimine esittir.
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Buna ek olarak, atiksuda olmasi gereken sabun derisimi 22-30 g/L olarak hesaplanmigtir.
IPA’nun karakterizasyonu sirasinda serisin derisimi 34002 mg/L olarak o6lgulmistir. Bu
deger, beklenen degerle oldukca uyumludur. Benzer sekilde, toplam protein ve KOI
derigimleri 46747 mg/L ve 59150 mg/L olarak bulunmustur. Serisin ve KOI arasindaki farkin
sabundan kaynaklanmasi nedeniyle sabun derigiminin 25148 mg/L olmasi gerektigi
anlasiimistir. Bu da zaten beklenen degere oldukca yakindir. IPA3 érneginde ise serisin ve
KOI derisimleri 27581 mg/L ve 55950 mg/L olarak bulunmustur (Tablo 3.1). Aradaki 28369

mg/L’lik fark ise yaklasik sabun derisimine esittir.
4.1.7.1. iPAicin En Uygun On-aritma Yénteminin Secilmesi

Atiksuda bulunan sabun ve serisini ayirmak ve membran kirlenmesini kontol etmek amaciyla
uygun bir 6n-aritma sireci arastirilmistir. KPA ile tecriibe edildigi Uzere, 6én-aritma strecinde
serisinin az da olsa bir miktar kaybedilmektedir. Bu kaybi en aza indirmek ve serisini
kimyasallarla kontamine etmemek icin, O©n-aritma asamasinda fiziksel yontemler
kullaniimistir (Sekil 4.41).
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ipek Ipligi Pisirme Atiksuyu

CC (4°C, 24 sa)

t=10
dak

SFJ SFJ SFJ; (pH=8,6, SFJ SFJ
(pH=8,6) (t=20 dak) t;=10 dak) + (pH=3,5, (pH=3,5)
SFJ, (pH=3,5, t=30 dak)
t,=20 dak)
t=10 dak pH=4
CC (pH= 3,5, 4°C,
24 sa)
t=30 dak pH=7

CC (4°C, 24 sa)

t=20
dak

CC (4°C, 24 sa)

t=30
dak

CC (4°C, 24 sa)

t=40
dak

Sekil 4.41. IPA icin 6n-aritma alternatiflerinin sematik gésterimi
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4.1.7.1.1. Alkali pH Ko sulunda Santrif(j

Birinci alternatifte, atiksuyun orijinal pH degeri olan 8,6'da ve 3000-4000 rpm’de santrifuj
uygulanmistir. Burada iki ayri santriftij stresi denenmigtir; 10 dak ve 30 dak. Elde edilen
giderim verimleri Tablo 4.25'te verilmigtir. Goruldigu Uzere, serisin ve toplam protein
giderimleri oldukga dusuktir; sirasiyla t=10 dak’da %5 ve %22, t=30 dak'da ise %2 ve %14
olmustur. Kirlilik parametreleri icin de giderim verimleri diisik olmustur. KOiI ve TKM
giderimleri t=10 dak'da %23 ve %11; t=30 dak'da ise %24 ve %13 olarak gerceklesmistir.
Diger yandan, renk ve bulaniklik giderimleri t=10 dak’da %51 ve %65; t=30 dak'da ise %67
ve %78 olmustur. Santrifilj edilen atiksuda KOI ve serisin derisimleri, santrifij siiresi 10 dak
oldugunda 38850 mg/L ve 23684 mg/L; 30 dak oldugunda ise 38375 mg/L ve 24420 mg/L
olarak 6lculmustir. Serisin ve KOI derisimleri arasindaki farklar, santrifiij edilen atiksuyun

yiksek miktarda sabun icerdigini gbstermektedir.

4.1.7.1.2. Notr ve Asidik pH Ko sullarinda Santrifuj

Santrifij asamasinda go6zlenen dusik giderimlerin, atiksuyun alkali olan pH’indan
kaynaklanmig olabilecegi dusunilerek, ikinci 6n-aritma alternatifinde santrifij Uzerine pH
etkisi ¢calisiimistir. Bunun icin, atiksu pH'1 7,0 ve 4,0'e dusirilerek 20 dak streyle santrifij
yapilmigtir. Tablo 4.25'ten goruldigu tzere, bazi parametreler igin artis olmasina ragmen
giderim verimlerinde belirgin bir iyilesme gdzlenmemisgtir. Serisin kaybi ise pH 7,0 ve 4,0'te
%3 ve %13 olmustur. KOI giderimi ise pH 7,0'de %14, pH 4,0'te ise %32 olmustur. Diger
yandan, renk ve bulaniklik dederlerinde asidik pH kosulunda artis meydana gelmistir (Tablo
4.25). Santrifuj edilen iPA2 6rnegi, pH 7,0 ve 4,0'te 51000 mg/L ve 40050 mg/L KOI derigimi
icermektedir. Serisin derigimleri ise 33059 mg/L ve 29633 mg/L olmustur. Bu verilerden, notr

ve asidik pH kosullarinin sabun ve serisini ayirmak icin yeterli olmadigl sonucuna varilmistir.
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Tablo 4.25. Santriftij sUresi ve pH'in santriflij performansina etkisi

Parametre Santriftj edilmi g atiksu 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)
KOI (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)
Bulaniklik (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 sullarinda Ardi ik Santrif(j

Serisin ve sabun 1. ve 2. alternatiflerde tamamen ayrilamadidi icin, alkali ve asidik pH
kosullarinda ardisik santrifyij isleminin yapilmasina karar verilmistir. Atiksu ilk olarak orijinal
pH dederinde 10 dak santriftij edilmis, ardindan st faz alinarak pH'I 3,5’a ayarlandiktan
sonra tekrar 20 dak santriftij edilmigtir. Tablo 4.25'te goéruldigu Gzere, serisin ve toplam
protein kaybi %20 ve %24 olmustur. KOI, TKM, renk ve bulaniklik giderimleri ise %42, %5,
%100 ve %99 olarak gerceklesmistir. Ust fazdaki KOI ve serisin derisimleri 29438 mg/L ve
20133 mg/L olarak 6lctlmus, aradaki farkin tam olarak ¢okmeyen sabundan kaynaklandigi
tespit edilmistir. Serisin ve KOI arasindaki farkin en az oldugu, diger bir deyisle atiksudaki
sabun derisiminin en az oldugu durum pH 3,5 kosulunda elde edilmistir. Ek olarak, ikinci
kademede oldukc¢a berrak bir st faz elde edilmis; renk ve bulanikhk 59 Pt-Co ve 73 NTU
olarak dlculmustir. Bu sonuclar, asidik pH kosulunun sabun giderimini olumlu etkiledigini
gbstermistir. Bu nedenle, yalnizca ikinci kademe santrifilj uygulamasinin yeterli olacagi

dusundlmustir. Bir sonraki alternatifte bu kosullar uygulanmistir.

4.1.7.1.4. Asidik pH Ko sullarinda Santrif(j

Dorduncu alternatifte, 30 dak sureyle pH 3,5'te tek kademeli santrifij yapilmigtir. Tablo
4.25'ten goruldigi tzere, serisin ve toplam protein kaybi %11 ve %13 olmustur. KOIi, TKM,
renk ve bulaniklik ise sirasiyla %42, %1, %99 ve %97 olarak gerceklesmistir. Serisin ve KOI
derigimleri Ust fazda 22190 mg/L ve 29150 mg/L olmus, sabunun tamamen giderilmedigi
anlasiimistir. Renk ve bulaniklik ise 94 Pt-Co ve 233 NTU olarak 6lgtlmustir. Sonug olarak,
ardisik santrifgjj ile asidik pH kosulunda tek kademe santrifiij arasinda fazla bir fark meydana
gelmemigtir. Bu nedenle, iPA'nda serisin ve sabunu ayirmak icin atiksu pH'I 3,5%

ayarlandiktan sonra tek kademe santrifilj yapilmasina karar verilmistir.

4.1.7.1.5. Asidik pH Ko sullarinda Santrifuj+Cazibeyle Cokeltme

Santriftj edilmis 6rneklerin buzdolabinda bir gece bekletildikten sonra olduk¢a berrak oldugu
gbzlenmis, sabunun tamamen coktugla farkedilmistir. Bu go6zleme dayanarak, santrifij
sonrasinda cazibeyle ¢okeltme islemi uygulanmasina karar verilmistir. Aslinda, SFJ partikdl
maddelerin ¢okeltiimesi icin oldukca etkin bir islemdir. Ancak, sabun giderimi s6z konusu
oldugunda yetersiz bulunmustur. Bunun nedeni, sabunun yogunlugu gibi fiziksel 6zellikleri

olabilir.
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Santrif(j stresi de ayrica optimize edilmistir. Asidik pH ayarlamasi sonrasinda ¢rnekler 10,
20, 30 ve 40 dak santrifuj edilmigtir. Bir adet ornek ise, orijinal pH degerinde tutulmus ve
kontrol olarak kullaniimistir. Santriflij edilen ve Ust fazlari alinan kontrol ve 6rnekler, 24 saat
sureyle oda sicakhiginda c¢okmeye birakilmistir. Ancak sabunun c¢okmedigi, atiksuyun
ustiinde toplandigi fark edilmistir. Bu bulgu, sabunun 4 °C’'de c¢okebildigini gdstermistir.
Literatlr bilgileri, Ustte toplanan sabunun bir siyirict ile toplanabildigini gdstermektedir
(DAVIDSOHN, 1953) Ancak laboratuvar kosullarinda sabunun cokeltiimesi daha uygun
bulunmustur. Boylece, drnekler buzdolabina yerlestiriimis ve Tablo 4.26'da go6sterilen giderim
verimleri elde edilmistir. Cazibeyle c¢okeltilen ve dncesinde santriflij uygulanan 6rneklerde,
serisin ve KOI derisimleri 24080-27450 mg/L ve 22688-26000 mg/L olarak &lctilmistir.
Goruldugu uzere, serisin ve KOI derisimleri oldukca yakindir, bu da sabunun maksimum
oranda giderildigini gostermektedir. Renk ve bulaniklik giderimleri ise en kisa sireyle (10 dak
ve 20 dak) uygulanan santrifj islemlerinde en ylUksektir. Renk ve bulaniklik degerleri,
santrifllj suresi 10 dak oldugunda 4963 Pt-Co ve 21 NTU; 20 dak oldugunda ise 5913 Pt-Co
ve 37 NTU olarak ol¢ulmustir. Yalnizca cazibeyle ¢okeltme isleminde elde edilen renk ve
bulanikhk giderimleri de bu degerlere yakin olmustur. Ancak, ¢cokme islemi oldukca yavas
oldugundan, en uygun On-aritma iglemi olarak secilmemistir. SFJ (t=30 dak) + CC ve SFJ
(t=40 dak) + CC islemlerinde ise, renk ve bulaniklik giderimlerinde diger alternatiflere kiyasla
daha az bir fark olmusg, %65-66 ve %86-90 olarak gerceklesmistir. Bu sonuclarin deneysel
hata icerdigi dustnilmektedir. Bunun nedeni ise, SFJ (t=30 dak) + CC ve SFJ (=40 dak) +
CC islemlerinde sabunun Ustte toplanmasi ve drnekleme yapilirken sabunlu fazin dagilarak

alinan érnege karigmis olabilecegidir.
Butuin alternatifler degerlendirildiginde, IPA icin en uygun én-aritma igleminin  SFJ (pH 3,5))

+ CC (4 °C, 24 saat) olduguna karar verilmis, bu sire¢c sematik olarak Sekil 4.42'de

gosterilmistir.
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Tablo 4.26. Asidik pH kosullarinda santriflij stiresinin optimizasyonu

Parametre Santriftj Edilmi g Atiksu 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) (7) (6) 4)
KOI (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)
Bulaniklik (NTU) 396 21 37 567 416
(90) (99) (99) (86) (90)

ipek ipligi Pisirme Atiksuyu

pH ayarlamasi 3,5

Santrif(j
(4000 rpm, 10 dak)

Cazibeyle ¢okeltme
(4 °C, 24 sa)

Sekil 4.42. IPA icin en uygun én-aritma iglemi
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4.1.7.2. IPA’dan Ultrafiltrasyon ile Serisin Geri Kazanimi

iPA'nda bulunan serisinin molekiil agirhdi 110-120 kDa kadar bilyiik oldugundan, serisin geri
kazanimi icin, UF isleminin uygun olacagl ve NF'e gerek kalmayacagi disunulmustir. Bu
nedenle Sekil 4.43'te gosterilen U¢ alternatif sire¢ denenmistir. Bu surecler, serisin ve sabun
icin en basit ayirma isleminin belirlenmesi amaciyla secilmistir. Sekil 4.43'te goruldigu tzere,
en basit sire¢ birinci secenekte ele alinan SFJ+UF'tir. Bu secenekte, atiksu pH degeri
degistiriimemis ve serisin ile sabunun UF asamasinda ayrilmasi denenmistir. ikinci surecte
ise, atiksuyun orijinal pH'Inda santrifij yapildiktan sonra asidik pH kosulunda UF
denenmistir. Son olarak, U¢tncil alternatifte ise en uygun 6n-aritma iglemi olarak secilen SFJ
(pH 3,5) + cazibeyle ¢cokeltme (4 °C, 24 saat) uygulanmis ve yine asidik pH kosulunda UF
yapilmistir. Bu secenekte ise, serisin ve sabun dn-aritma asamasinda ayriimis, UF'in amaci
ise serisini yogunlastirma olmustur. Bu alternatiflerin degerlendirmesi yapilarak IPA’ndan

serisin geri kazanimi igin en uygun yontem belirlenmistir.

iPA
SFJ SFJ pH ayarlamasi
(PH=7,7) (PH=7,7) (pH=3,5)
UF (20 kDa pH ayarlamasi SFJ (pH=3,5
( ) (PH=3.5) (pH=3,5)
UF (20 kDa) Cazibeyle ¢okeltme

(4 °C, 24 sa)

UF (5 kDa)

Sekil 4.43. IPA’dan serisin geri kazanim siireclerinin sematik gosterimi
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4.1.7.2.1. UF Membranlarinin Tutma/Giderme Performa nslari

Alternatif iglemlerde elde edilen besleme ve suziinti suyu kaliteleri Tablo 4.27 ve 4.28'de
verilmistir. Goraldugu dzere, birinci ve ikinci alternatiflerde benzer sonuclar alinmigtir. Birinci
altenatifte, atiksuyun orijinal pH'1 olan 7,7'de uygulanan UF (20 kDa) isleminde, besleme ve
suzuntu suyu derigsimleri 24252 mg/L ve 3725 mg/L olmustur. Bu degerler, %85’lik serisin
tutma verimine denk gelmektedir. Serisinin molekul agirligi ise besleme ve sizintt sularinda
119 kDa ve 92 kDa olarak bulunmustur. KOI derisimi ise, giris ve ¢ikista 32650 mg/L ve 8985
mg/L olarak dlciilmistiir. KOI giderimi ise %72 olarak bulunmustur. Besleme suyunda 1,3
olarak bulunan KOI/Serisin orani, ciddi oranda sabun varligina isaret etmektedir. Dolayisiyla,

uygulanan UF (20 kDa) islemi ile serisin ve sabunun tamamen ayrilamadigi anlasiimistir.

ikinci alternatifte ise ayni membran asidik pH kosulunda daha iyi sonuc vermistir. Besleme ve
stizintd sularinda serisin derisimi 20610 mg/L ve 314 mg/L olarak bulunmus, serisin tutma
verimi ise %98 olarak hesaplanmistir. Serisinin molkul agirlidl ise birinci alternatife paralel
olarak giriste 119 kDa ve cikista 96 kDa olarak bulunmustur. KOI giderimi ise biraz daha
diisiik olmus ve %70 olarak gerceklesmistir. Girig ve ¢ikis KOI derisimi ise 39500 mg/L ve
11820 mg/L olarak bulunmustur. Bu sonuglar, asidik pH kosulunun UF (20 kDa)
membraninin  serisin tutma verimini olumlu etkiledigini, ancak KOI giderim verimini
disirdugini gostermektedir. Besleme suyunda 1,9 olarak belirlenen KOi/Serisin orani ise
yine sabunun varligina igaret etmig ve serisin ile sabunun UF (20 kDa) membran ile pH 3,5'te

tamamen ayrilamadigini gostermigtir.

UF (20 kDa) membraninin serisin, toplam protein, renk ve bulaniklik giderim verimleri
oldukca yiiksektir. KOI ve TKM ise daha diisiik verimle gideriimistir. Ozellikle TKM icin elde
edilen dusuk verimin, deneysel hatadan kaynaklandigi diusindlmektedir. Renk ve bulaniklik
her iki sirecte de tamamen giderilmistir. Ancak, he iki surecte de stzuntd sularinin kalitesi,

KOI icin 350 mg/L olan desarj limitini saglayamamistir.

Ucuincu alternatifte ise, serisin ve sabun én-aritma asamasinda ayrilmistir. Atiksu pH'1 HCI
ile 3,5’e ayarlanmis ve 4000 rpm’de 10 dak sireyle santrifij yapiimistir. Ardindan st faz
alinarak +4 °C’de 24 saat bekletilmis ve sabunun ¢ékmesi saglanmistir. Serisin geri kazanimi
icin uygulanan UF (5 kDa)'in performansi Tablo 4.27 ve 4.28'de verilmigtir. Goraldugu tzere,
besleme suyunda KOI ve serisin derisimleri 24188 mg/L ve 24274 mg/L olarak bulunmustur.

Bu degerler hemen hemen ayni oldugundan, besleme suyundaki KOi'nin yalnizca serisinden
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kaynaklandigi ve sabun kalmadigi anlasiimistir. UF (5 kDa) membraninin serisini ise
tamamen tutamadigr gozlenmistir. Besleme suyundaki serisinin yarisina yakini suzintu
suyuna gecmis, 10063 mg/L serisin derigimi Olgulmus ve %59 tutma verimi hesaplanmistir.
UF (5 kDa)'nin dusuk performansinin nedeni, atiksuyun asdik pH'1 olabilir. Bu durumda, UF
deneyi Oncesinde atiksuyun pH’Inin nétralize edilmesi veya bazik kosula getirilmesi ile,
UF(20 kDa) membranda oldugu gibi yuksek verim elde edilmesi saglanabilecektir. Bir diger
secenek ise UF (5 kDa) yerine asidik kosulda yliksek serisin tutma kapasitesi gosteren UF

(20 kDa) membranini kullanmaktir.

Kirlilik parametreleri acisindan ise, renk ve bulaniklik UF (5 kDa) ile tamamen giderilmistir
(Tablo 4.29). Ancak, UF (5 kDa) sUzuntl suyu yine de desarj limitini saglamamaktadir.
Serisin tamamen geri kazanildiginda suiziintii suyunda KOI kalmayacak ve desarj limiti de

saglanacaktir. Bunun icin, yukarida bahsedilen 6nerilerin faydali olacagi dustintlmektedir.

Tablo 4.27. UF iglemlerinin performans kargilastirmasi

Atiksu Kalitesi

Parametre UF (20 kDa) UF (20 kDa) UF (5 kDa)
@ pH=7,7 @ pH=3,5 @ pH=3,5
Girig Cikis Girig Cikis Girig Cikis
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
KOI (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
Bulaniklik (NTU) 1780 0,4 4010 0,4 17 3
pH 7,7 8,0 3,5 3.4 3,5 3.4
Akl Azalmasi (%) 85 94 88
Ak1 Geri Kazanimi (%) 89° 97° 31°

nm: élcilememistir

40,5 M NaOH + 201 ppm Cl, 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 igslemlerinin tutma/giderme performanslari

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
KOI (mg/L) 72 70 58
TKM (mg/L) 74 50 nm
Renk (Pt-Co) 99 100 93
Bulanikhk (NTU) 100 100 84

nm: d¢llememistir

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
KOI (mg/L) 81 76 82
TKM (mg/L) 75 37 nm
Renk (Pt-Co) 100 100 99
Bulanikhk (NTU) 100 100 100

nm: 6lcilememistir

Uglinci alternatifte sabunun tamamen giderildiginden emin olmak amaciyla, UF (5 kDa)
besleme ve suzintu sulari Ankara Universitesi Enstrimental Analiz Laboratuvari'nda GC-MS
ile analiz edilmistir. Sekil 4.44(a) ve 4.44(b)'de gosterildigi Uzere, yag asiti standartlari ile
karsilastiriidiginda ham iPA'nun da yag asitleri icerdigi gozlenmistir. Sekil 4.44(c) ve
4.44(d)'de ise hi¢ bir yag asiti bulunmamis, dolayisiyla UF (5 kDa) giris ve ¢ikisinda sabun

bulunmadigi anlagiimistir.
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Sekil 4.44. GC-MS kromatogramlari (a) yag asitleri standardi (b) ham iPA (c) UF (5 kDa)
girisi (d) UF (5 kDa) cikisl

4.1.7.2.2. UF Membranlarinin Akl Analizleri

UF islemlerinde ciddi aki azalmasi gozlenmigtir. 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 gergeklesmistir. UF (20 kDa) membraninda
kimyasal yikama ile saf su akisi tamamen geri kazaniimis olmasina ragmen, UF (5 kDa)
membranda akilar kismen geri kazanilabilmistir. Diger bir deyisle, UF (20 kDa) membraninin
aki geri kazanim orani %89-97 iken, UF (5 kDa) membranda bu oran yalnizca %31 olmustur.
Bunun olasi bir sebebi, UF (5 kDa) membranda ciddi gbzenek tikanmasi meydana
gelmesidir. Diger bir sebep ise, sabunun bulunmadigi ortamda serisinin membran ylzeyi ile
daha fazla etkilesimde olmasi ve geri dondurilemeyen kirlenmeye neden olmasidir. Serisin
derisiminin oldukca yiksek olmasi da aki azalmasini artiran ve ciddi kirlenmeye neden olan

bir durumduir.

AKI analizi Tablo 4.30'da verilmistir. Goruldugu Uzere, pH 7,7'de, asidik pH kosuluna kiyasla
konsantrasyon polarizasyonu etkisi daha yiksek ve kirlenme etkisi daha distk olmustur.
Konsantrasyon polarizasyonu etkisi, atiksuyun orijinal pH’inda %78, asidik pH kosulunda ise
%33 ve %53 olmustur. Ayrica, toplam kirlenme etkisi %34 (pH 7,7) ve %81-88 (pH 3,5)
olarak bulunmusgtur. Sonug olarak, notre yakin pH kosulunun aki azalmasi tizerinde daha az
olumsuz etkiye sahip oldugu, ancak sabun giderimi Uzerinde olumsuz etkiye sahip oldugu

soylenebilir.
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Bu kisimda elde edilen veriler, ipek ipligi pigirme atiksularindan serisin geri kazaniminin
kolay bir is olmadigini gostermektedir. Meydana gelen ciddi aki azalmasi, 6nerilen siirecin en
blyuk dezavantajidir. Dahasi, serisin ve sabunun membran igleminden 6nce ayrilmasi
gerekmektedir. Bu sonugclar, ipek ipligi pisirme isleminin ceveseye daha az zarar verecek
sekilde yapiimasi gerektigini acikca gostermektedir. Fabiani ve digerleri (1996)'nin bahsetmis
oldugu alternatif pigirme teknigi uygulandiginda, sabun kullanimina ihtiya¢ duyulmayacak ve
serisin iplikten basinch kazanlarda sadece sicak su kullanilarak ayrilabilecektir. Bu da daha

pratik ve daha temiz bir yontemdir. Bu yontem, Bolim 4.1.7.3'te anlatilmistir.

Tablo 4.30. UF iglemlerinde aki analizi

Aki (L/m ?/sa
( ) Akl 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: Atiksu, F: Yikama oncesi saf su, C: Yikama sonrasi 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 degeri | degerinden biyik oldugundan hesaplanamamistir.

4.1.7.3. Serisin Geri Kazanimi icin Alternatif Pi  sirme Tekni gi

Konvansiyonel pisirme tekniginde, sabun ve sodyum karbonat iceren kaynar su dolu
kazanda bir ka¢ saat bekletilen ipek ipligi agirhginin %25-27'sini kaybetmektedir. Bu kayip,
atiksu ile birlikte atilan serisin miktarina denk gelmektedir. Goreceli olarak yeni olan bir
teknikte ise, 120-130 °C sicaklik ve 300-400 kPa basin¢ uygulanan kazanlarda su buhari ile
serisin uzaklastiriimaktadir (FABIANI vd., 1996). Bu calismada, alternatif pisirme teknigi
simule edilmis ve serisinin suda ¢6zlnebilirligi bulunmustur. Otoklav icinde 135 °C’de ve
yaklagik 200 kPa basing altinda 3 saat bekletilen ipek ipliginin ne kadar serisin biraktigi,

deney Oncesi ve sonrasinda tartilan kuru agirliklarinin farkindan hesaplanmis ve %24 olarak
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bulunmustur. Bu oran, konvansiyonel teknikle elde edilen %25-27’lik orana oldukca yakindir.

Serisinin kantitatif analizi ve MA dagilimi da ayrica yapilmistir (Tablo 4.31 ve Sekil 4.45).

Tablo 4.31. Simiile ediimis iPA'nda serisin derisimi ve molekiil agirhig

Ornek Serisin Deri simi (mg/L) MA (kDa)
(Ipek ipli ginin ylizdesi, %)
Beklenen Bulunan
Alternatif yéntemle 2561 3323 102
pisirilen IPA (25-27) (24)

mVv
350~ 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

Sekil 4.45. Simiile edilen IPA’nun MA kromatogrami

Tablo 4.31'den gorildugu tzere, beklenen ve elde edilen serisin derisimleri arasinda oldukca
az bir fark vardir. Ayrica, simule edilen teknikle elde edilen MA 102 kDa olmus, bu da
konvansiyonel teknikle elde edilen MA degerine yakin cikmistir. Sonu¢ olarak, ipek ipligi
pisirme isleminde sabun kullanimina son vermek icin alternatif ydntemin basariyla
uygulanabilecedi acikca goérilmektedir. Bu durumda, Onerilen 6n-aritma islemine gerek
kalmayacak ve UF dogrudan uygulanabilecektir. Alternatif pisirme teknidi ile ipek ipligi

pisirme atiksularinin ¢evresel zararlari da minimize edilmis olacaktir.
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4.2. SERISINLI BIiYOFILM HAZIRLANMASI ILE iLGILI BULGULAR

4.2.1. Set-1 Filmleriile ilgili Sonuclar

4.2.1.1. Su Tutma Orani

Serisinli filmlerin su tutma kapasitesini belirlemek amaciyla hazirlanan filmlerin su tutma
oranlari (STO) belirlenmigtir. Tablo 4.32'de goruldugu tzere, saf PVA filminin (Film 2) nem
orani %8'dir. Gliserol eklenmesi ile bu oran %4’e dusmustir (Film 3). Filme, S/PVA karisim
orani 20/100 olacak sekilde serisin eklenmesi ile nem orani %5 olarak elde edilmistir (Film
4). Bu veriler, karisim yapilmasinin, filmin saf PVA'dan yapilmasina kiyasla daha avantajli
oldugunu gostermektedir. Filmlerin, suda bekletildiklerinde c¢6ziinmeye basladiklar
gorilmustir. PVA ve serisinin suda ¢6zundugu bilinmektedir. Saf PVA'dan yapilan film, 1
saat sonunda kuru agirhginin %37’'sini kaybetmistir. Benzer sekilde, %2 oraninda gliserol
iceren filmde %38 oraninda agirlik kaybi olmus, 20/100 oraninda serisin karistiriimasi ile de
kayip %28'e azalmistir. Karisimdaki serisin miktarinin artiriimasi ile filmin suda buttnlagandn
korunabilecedi dustnulmektedir. Diger taraftan, bazi gida paketlerinin suda yikama iglemi ile
¢Ozinmesi arzu edilen bir durum da olabilir. Meyve ve sebze gibi gidalarin paketlenmesinde
kullanilabilecek bu Uriinlerin yikama sirasinda yok olmasi, ortaya ¢ikan evsel kati atiklarin

miktarinda azalma saglayarak c¢evre kirliligi kontroline yardimci olabilir.

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

Islatma

, . Islak Nem STO  Agirlik
Film llk agirhk,  Kuru agirlik, sonrasi kuru
agirhk, orani kaybi
no. Wi (9) Wy (9) agirhk,
Wy (9) (%) (%) (%)
W2 (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 emildiginde, su molekdlleri filmin icine dagilmakta ve filmin sismesine neden olmaktadir.
PVA ve serisinin hidroksil gruplar ile serisinin karboksil gruplari, filmin oldukc¢a hidrofilik bir
yapiya sahip olmasina neden olmaktadir (KIM, 2007). Bu durumda, hazirlanan filmlerin su

tutma oranlarinin yiksek olmasi beklenmektedir. Saf PVA'dan yapilan filmin STO"1 %87'dir;
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bu da Film 2'nin agirhginin iki kati kadar su tutabildigi anlamina gelmektedir. Filme gliserol
eklenmesi ile 3 kat agirlik artigi olmustur; yani Film 3'in STO’1 %199 olmustur. Gliserole ek
olarak serisin eklenmesi ise %171 oraninda su tutulmasina neden olmustur. Goruldigu
uzere, serisin eklenmesi ile fazladan bir artis olmamig; Film 3 i¢in islak agirhigin (W,,) kuru
agirhga (Wy) orani 3,0 iken serisinli filmde bu oran 2,7'ye diusmustir. Bu sonuclar, KIM
(2007) tarafindan elde edilen sonuclara oldukca yakindir. Gluteraldehit ile capraz baglanan
S/PVA membranlarinda, serisin miktarinin %21,34'ten %30,3’e ¢ikariimasi ile su tutma orani
%114'ten %144’e yukselmistir. Bahsedilen calismada saf PVA membraninin su tutma orani
ise %106 olarak rapor edilmistir. Bu sonuclar, PVA'ya eklenen serisin miktarinin su tutma

derecesini fazla etkilemedigini gostermektedir.

4.2.1.2. Nem Tutma Orani

Gida drunlerinin 6ngdrulen raf dmurlerini koruyabilmek icin gida paketleme malzemelerinin
nemi gecirmemesi beklenmektedir. Bu nedenle, hazirlanan filmlerin nem tutma orani (NTO)
bakimindan 6zellikleri belirlenmistir. Tablo 4.33-4.36’da neme maruz birakilan filmlerin
agirliklari ve NTO’lari verilmistir. Filmlerin tutulan nemi ne kadar hizli birakabildikleri de tespit
edilmis ve nem birakma oranlari (NBO) hesaplanmistir (Tablo 4.37-4.38). Bunun i¢in %86
bagil neme (BN) maruz birakilan filmler oda kosullarinda (%50-60 BN) bekletiimis ve

tartiimistir.

Tablo 4.33-4.34'te goruldugu uzere, %5 BN degerinde i1sitma islemi gérmemis olan saf PVA
filminin nem tutma orani 2 saatte %1,6'dan %4,2'ye ¢cikmis ve sabit kalmigtir. Benzer sekilde,
Isitilan PVA filminde 3 saatlik sirede NTO % 4,5 olmus, ancak 24 saat sonunda %2,3’e
dusmustir. Bu azalmanin deneysel hata oldugu disindlmektedir. Gliserol eklenen Film 3'te
ise %55 BN'de nem tutulmamigtir. S/PVA karisiminin 20/100 ve 40/100 oldugu filmlerde 20
dakika sonunda NTO degeri %2,7-3,0 olarak gerceklesmis, bekletme siresi 24 saat
oldugunda da %2,3-2,4 olmustur. S/PVA karisim orani 60/100’e c¢ikarildiginda ise, NTO
%1,1'e dusmistir.
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Tablo 4.33. Film agirliklarinin zamanla artisi (%55 BN)

Film Wy W, W, W3 W, W5 Wo
no. (t=0sa) (t=0,3sa) (t=1sa) (t=2sa) (t=8sa) (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 oranlari (%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

Bagil nem oraninin %55'ten %86'ya ¢ikariimasi ile nem tutmada belirgin bir etki gozlenmistir.
Tablo 4.35 ve 4.36'da goruldagu Uzere, 1sitma islemi gérmemis saf PVA filminin NTO"
%4,2'den %9,4’e cikmistir. Benzer olarak, isitilan filmde %2,3'ten %5,1’e artis olmustur (Film
2). S/IPVA karisim orani 20/100 ve 40/100 olan Film 4 ve 5'te ise BN'nin %55'ten %86'ya
cikariimasi ile 33 dakika sonunda NTO %2,3-2,4'ten %210,8-10,3'e yikselmistir. Karisim
orani 60/100 oldugunda ise %86 BN'de en yiksek NTO olan %13,4 elde edilmistir. Bu
sonuclar, bagil nemin yuksek olmadigi durumlarda serisin eklenmesi ile filmin nem tutma
kapasitesinin artmadigini, ancak bagil nemin %86’ya ¢ikarildigi durumda serisinli filmlerin
nem tutma kapasitelerinin arttigini gostermektedir. Bu sonuglar, yiikksek nem iceren yerlerde
serisinli filmlerin gida paketleme malzemesi olarak kullanilmaya uygun olmayacagina isaret

etmektedir.
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Tablo 4.35. Film agirliklarinin zamanla artisi (%86 BN)

Film 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 oranlari (%86 BN)

Film NTO (%)

no. t=0,6 sa t=1sa t=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 oldukga hizli bir sekilde nemi tuttuklari ve biraktiklari gézlenmistir. Tablo 4.38'de
goruldugu uzere, saf PVA (Film 1-2) ve gliserolli yapilan (Film 3) filmlerin 5. dakika ile 15.
dakikadaki nem birakma oranlari aynidir. Serisin igeren filmlerde ise, tutulan nemin tamami
15 dakikada birakilmigtir.
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Tablo 4.37. Film agirliklarinin zamanla azalmasi

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 birakma oranlari (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 ilgili Sonuclar

4.2.2.1. Oksijen Gecirgenli gi

Filmlerin oksijen gecirgenliklerini 6lcmek icin ilk olarak serisin icermeyen filmler kullaniimistir.
Ayni 6zelliklerde birden fazla dokulen filmler ‘1-1’ ve ‘1-2’ seklinde etiketlenmis, ayni filmden
kesilen farkh parcalar ise ‘A’ ve ‘B’ ile isaretlenmistir. Isitmaya ek olarak metanol ile temas
ettirilen filmlerin isimlerine ise ‘a’ eklenmistir. Her film, test dizeneginin bir parcasi olan
hicre icine yerlestiriimis, hiicreye Ustten bagli olan oksijen tipl acilimis ve 45-55 psi
arasinda bir basin¢g uygulanmistir. Ancak serisin icermeyen filmlerden gaz gecmedigi

farkedilmistir (Tablo 4.39). Filmlerin gaz gecirimsiz olabilecekleri dustntlerek gecirimsizlik
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testi yapilmistir. Bunun igin, film Gzerindeki basincin sabitlendigi andan baglayarak Dbelirli
zaman araliklarinda basing degeri kaydedilmistir. Filmler bu kosullarda 20-24 saat
bekletiimis ve deney sonunda basing son kez okunmustur. Bu deney icin sistemdeki
baglantilarin gaz kagirmadigindan emin olunmustur. Daha sonra filmlerin gecirim
(permeance) degerleri hesaplanmistir. Gegirim, birim zamanda birim film ylzeyinden gecen
gaz miktarinin, filmin iki tarafindaki gaz basinglarinin farkina bolinmesi ile bulunmaktadir.

Gegirim birimi 1 mol/(m®.sn.Pa)’dur.

Tablo 4.39. Serisinsiz filmlerin oksijen gegirim degerleri

Film Test slresi Basing diusmesi (%) Gegirim (mol/(m?.sn.Pa))
no. (dak)

1-1 1093 5,1 51x10 "

1-2 1442 8,3 6,6 x10 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 goruldugu Gzere, gliserinsiz ve gliserinli PVA filmlerin gecirimleri oldukca
dusuktar. Bu filmler oksijen gecirimsiz olarak kabul edilebilir. Bu sonuglar, PVA'nin gida
paketleme malzemesi hazirlamak igin uygun bir polimer oldugunu ve plastiklestirici olarak
gliserol eklenmesinin oksijen gecirimsizligine olumsuz bir etkisinin olmadigini gostermektedir.
Serisin iceren filmlerin ise bol miktarda oksijen gecirdikleri goézlenmis, bu nedenle
gecirimsizlik testi yapmak yerine filmlerin oksijen gecirgenlikleri (permeability) élctlmustir
(Tablo 3.40). Burada oksijen gecirgenligi, birim kalinliktaki filmin gecirimi olarak, gecirim ile
film kalinhginin carpimindan hesaplanmaktadir. Tablo 3.40'tan goérdldugu Uzere, S/PVA
karisim orani 10/100 oldugunda oksijen gecirgenligi oldukca yuksek cikmis ve mevcut
duzenekle okunamamistir. Ayni 6zelliklerde hazirlanan fakat metanole temas ettirilen diger
filmlerde (Film 4-4a, Film4-6a-A ve 4-6a-B) ise oksijen gecirgenligi okunabilir seviyelere inmis
olmakla birlikte, oldukca farkli sonuclar elde edilmistir. Tablodan goéraldigui gibi, filmlerdeki
serisin miktari ile oksijen gecirgenligi arasinda bir iliski kurulamamistir. Ayni 6zelliklere sahip
Film 5-1 ve 5-2'den birincisinin oksijen gecirgenligi 757 Barrer iken, ikincisi oksijen
gecirimsizdir. Geri kazanilan serisin ile hazirlanan Film 8'de de benzer sonug elde edilmis,
ayni filmin bir parcasi (8-1-A) gecirgen iken, diger pargasi (8-1-B) gecirimsiz ¢ikmigtir. Bu

veriler, hazirlanan filmlerin homojen olmadigina isaret 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 (okunamadi)

4-2 cok yuksek (okunamadr)

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 1sitmaya ek olarak metanolle temas ettirilmistir.

A ve B ise ayni filmden kesilen iki ayri parcayl gostermektedir.

Oksijen gecirgenliklerindeki tutarsiz sonuglari daha iyi yorumlayabilmek amaciyla filmlerin
kesitleri alinarak SEM fotograflari cekilmistir (Sekil 4.46-4.51). Sekil 4.46’'da PVA'dan
yapilmis Film 1-1 goérilmektedir. Bu film gdzeneksiz, yogun ve simetrik bir yapiya sahiptir. Bu
gobrint, PVA'dan yapilan filmlerin oksijen gecirimsiz bulunmus olmalari sonucu ile oldukca
uyumludur. Sekil 4.47 ile 4.51 arasindakiler, serisin iceren filmlere aittir. Serisin eklendiginde
film kesitinde meydana gelen gtzenekler acikca gorulmektedir. Bu gézeneklerin film kesiti
boyunca dizenli olmadi§i da tespit edilmistir. Bu durum, oksijen gecirgenligi verilerindeki
tutarsizliklari acgiklamaktadir. Serisin, PVA ile karistirildiginda ortaya ¢ikan filmler oksijene
oldukga gecirgen hale gelmigtir. Bu sonucun bir ka¢ nedeni olabilir; 1. Serisinin molekdler
yapisi nedeniyle oksijeni gegirmesi, 2. Capraz baglanma saglanamamis olmasi, 3. Film
dokme yonteminin uygun olmamasi, vb. Calismanin bu asamasinda serisinin, uygulanan
kosullar altinda gida paketleme malzemesi olmaya uygun olmadidi soylenebilir. Serisinin,
oksijen gecirgenliginin gerekli veya dnemsiz oldugu bagka alanlarda kullaniimasi daha uygun

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

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

Sekil 4.48. Film 5-1 ve 5-2 kesitleri (Serisin/PVA = 1/100)

129



Sekil 4.49. Film 6-4 kesitleri (Serisin/PVA = 2/100)

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

Sk

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

Serisinin iyi bir biyofiim malzemesi olup olmadigi sonucuna varabilmek igin serisin ile
hazirlanan filmlerin mekanik o6zellikleri belirlenmistir. Sekil 4.52-54'te serisinli ve serisinsiz
filmlerin maksimum c¢ekme mukavemeti (MCM), elastisite (Young) moduli ve kopma
noktasindaki birim uzama yuzdeleri verilmistir. Maksimum ¢ekme mukavemeti, bir filmde
basit cekme deneyi sirasinda olusan maksimum gerilmeyi ifade etmektedir. MCM, film
batinluginin bir 6lcist olarak kullaniimakta ve filmlerin zor kosullarda kullanilabilme
potansiyelini gostermektedir. Kopma anindaki birim uzama ise filmin esneme 6zelligini
gbstermektedir. Elastisite modull, basit cekme deneyinde elastik deformasyondaki normal
gerilme ile birim uzama arasindaki dogrusal iligki sabitidir ve birim uzama basina gerilme
olarak tanimlanmaktadir (WIKIPEDIA, 2008). Elastisite moduld, filmin biktlmezligini ve
saglamligini ifade etmektedir. YUk altindaki bir malzemenin elastik deformasyona karsi
gosterdigi  direnci olgmektedir. Sekil 4.52'de cesitli malzemelerin elastisite modulleri

gosterilmektedir.
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Sekil 4.52. Cesitli malzemelerin elastisite (Young) modlleri

(http://Iwww-materials.eng.cam.ac.uk/mpsite/properties/non-1E/stiffness.html)
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Filmlerin maksimum c¢ekme mukavemeti Sekil 4.53'te verilmigtir. Goruldugu Uzere,
plastiklestiricinin MCM Uzerinde belirgin bir etkisi olmamistir. Serisin eklenmesi ise, saf
PVA'dan vyapilan filmin MCM’inde artisa neden olmustur. En yiksek mukavemet,
S/PVA=1/100 filminde 22 MPa olarak elde edilmistir. Geri kazaniimig serisinden yapilan
(SR/PVA=5/100) film ile en yiksek oranda serisin iceren (S/PVA=10/100) filminin MCM
degerleri de 20,5 ve 19,3 MPa olarak bulunmustur. Ayrica metanol ile temas ettirilen filmin
MCM'i de 20 MPa'dir. Bu degerler, saf PVA’'dan yapilan filmin MCM'ne gére %60-82 daha
fazladir. Ancak serisinin 1/100'den daha yiksek oranlarda karistirildigi filmlerde MCM daha
yiksek olmamis, aksine serisin orani 2/100 ve 5/100’e cikarildiginda MCM’inde azalma
meydana gelmistir. Buna ragmen, serisinli filmlerin hepsinde MCM artmistir. Bu durumda,
meydana gelen artisin serisin miktari ile dogrudan iligkili olmadigi, ancak serisinin MCM
Uzerinde olumlu etkisi oldugu sdylenebilir. Belirli bir egilim gdézlenememesi, filmlerin homojen

yapida olmayabileceginden kaynaklaniyor olabilir.
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Sekil 4.53. Filmlerin maksimum ¢ekme mukavemetinin kargilastiriimasi

Serisinli filmler icin elde edilen MCM degerleri, sentetik olarak Uretilen LDPE (low density
polypropylene) ve HDPE (high density polypropylene) filmleri icin rapor edilen 16 ve 28 MPa
degerleri arasindadir (GARCIA vd., 2006). BETUL vd. (2003) tarafindan yuratilen bir
calismada ise, gida paketleme malzemesi olarak bugday gliteni ve ksilan karigimlari ile
yapilan filmler karakterize edilmis ve filmlerin maksimum ¢cekme mukavemeti farkli karigim

oranlari icin pH 11'de 5-9 MPa olarak bulunmustur. AUDIC vd. (2005) ise yine paketlemeye
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yonelik c¢evre dostu filmler tretmek amaciyla sodyum kaseinat (NaCAS) proteini ve
plastiklestirici olarak gliserol kullanmistir. Hazirlanan filmin MCM'i 2,5 MPa olarak
bulunmustur. Bu degerler, serisin ve PVA karigsimindan yapilan filmlerin maksimum c¢cekme
mukavemetine gore ¢ok daha azdir. Protein iceren filmlerin, sentetik polimerlere kiyasla
genelde daha zayif mekanik 6zelliklere sahip olduklari bilinmekle birlikte, serisinli filmlerin
cekme mukavemetinin, paketleme malzemesi olarak kabul edilebilir seviyede oldugu

anlasilimistir.

Elastisite modulinin en yiuksek oldugu filmler ise Sekil 4.54'ten goruldagu Gzere, saf PVA ve
geri kazanilmis serisin ile yapilan (SR/PVA=5/100) filmlerdir. Bu filmlerin elastisite modulleri
siraslyla 352 MPa ve 392 MPa olarak bulunmustur. Bu degerler, polimer képiklerin elastisite
modadlleri icin rapor edilen 0,01-0,5 GPa degerleri arasindadir (Sekil 4.52). Saf PVA filmine
plastiklestirici olarak gliserol eklendiginde ise elastisite moduli 182 MPa'a dismus,
plastiklestiriciye ek olarak serisin eklendiginde ise yeniden artis g6zlenmistir. Bu sonugclar,
plastiklestiricinin malzeme saglamligini olumsuz etkiledigini gdstermektedir. AUDIC VD.
(2005), protein olarak NaCAS ve plastiklestirici olarak gliserol kullandiklari filmlerde, elastisite
modiiliinii %53 bagil nem ortaminda yaklagik 25 MPa bulmuslardir. BETUL VD. (2003) ise,
oda sicakliginda kurutulan bugday gliteni ve ksilan karisimli filmlerde elastisite modulini
150 MPa olarak bulmugtur. Serisin iceren diger filmlerin (1/100-10/100) elastisite moduilleri
ise 234-319 MPa arasinda degismis ve filmlerdeki S/PVA orani arttikga elastisite modulinde
genel olarak azalma meydana gelmistir. S/PVA orani 10/100 olan filmin elastisite moduli 261
MPa olarak bulunmus; filmin kurutma ve isitmaya ek olarak metanol ile temas ettiriimesi
sonucunda elde edilen filmde ise bu deger 185 MPa’a diusmustir. Dolayisiyla, metanolin
elastisite moduliinde %29 oraninda azalmaya neden oldudu tespit edilmistir. Bu sonuclar,
batdn filmlerin esnek oldugunu, filmlere plastiklestirici ve protein eklendiginde ise daha da
esneklik kazandiklarini gostermektedir. Paketleme sektoriine yonelik hazirlanan filmlerin
esnhek olmalari beklendiginden, plastiklestirici eklenmistir. Bu nedenle, elde edilen bulgular

sasirtici olmamistir.

Hazirlanan filmlerin kopma noktasindaki uzama miktarlari ise $Sekil 4.55'te verilmigtir.
Goruldugu tzere, saf PVA filmi kopma noktasinda %80 uzama gostermistir. Plastiklestirici
eklenmis filmde ise bu oran beklendigi tGzere artmis ve %140 olarak belirlenmistir. Serisin
iceren filmlerin hepsi, saf PVA filmine gbre daha fazla uzamis olmakla birlikte bunun daha
cok gliserolden kaynaklandigi farkedilmistir. Filmlerdeki serisin miktari degisiminin, uzama

miktarini fazla etkilemedigi de anlasiimistir. Butin bulgular degerlendirildiginde, serisin ve
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PVA kanisimh filmlerin, paketleme malzemesi olarak kullaniimaya mekanik o6zellikleri
bakimindan uygun olduklari anlagiimigtir.
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Sekil 4.55. Filmlerin kopma noktasindaki uzama miktarlarinin karsilastiriimasi
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4.3. YANIK ORTUSU OLARAK HAZIRLANAN SER ISIN-KOLLAJEN MEMBRANLAR ILE
ILGILIi SONUCLAR

4.3.1. Yanik Ortisi Olarak Kullaniimak Uzere Hazirl anan Serisin-Kollajen

Membranlarin Kalinlik ve Uygulanabilirlik Yoéninden Degerlendirilmesi

Yapilan deneylerde kollajen ve kollajen-serisin ince membran hazirlanmasi icgin teflon
ylzeyinin en uygun yizey oldugu belirlenmistir. D6kme yontemiyle hazirlanan membranlar
oda sicakhginda kurutulduktan sonra ayni kap icerisinde % 3’lik glutaraldehit ¢ozeltisiyle
capraz baglanmistir. ince membran kalinliklari 10-13 pm, daha kalin dokilen membran
kalinliklarinin da 17-34 pm kalinhk araliginda oldugu gozlenmistir (Tablo 4.41). ince
membranlar ¢cok kolay statik elektriklenebilen bir yapiya sahip olduklari ve kolaylikla kendi
Ustiine katlanabildikleri icin kolay uygulanabilir olmadiklari sonucuna variimistir. Kalin 4X
kollajen grubunun tim gruplar arasinda en kalin oldugu go6zlenmistir. Kollajen-serisin
membranlara gore kollajen membranin daha kalin olmasinin, ¢apraz baglama asamasinda
protein kaybinin ¢ok az olmasindan kaynaklanabilecegi disiiniilmektedir. ince
membranlarda bu farkhilik gdézlenmemistir. Bu sonucun ince membran kalinlik élgtimlerinde
membran kalinhiginin ¢cok az olmasi ve ornegin kolay tutulamamasi ile ilgili olabilecegdi
dusuinilmektedir. Fiziksel 6zellikler yoninden degerlendirildiginde yara o6rtist olarak kalin
membranlarin hem daha kolay uygulanabilen hem de deriye daha yakin kalinlkta bir yapiya

sahip oldugu gorulmustar.

Tablo 4.41. Hazirlanan kollajen ve kollajen-serisin membranlarin kalinlklari

ince Membran Kalin 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. Membranlarin Yanik Ortiisu Olarak Ozellikleri  nin De gerlendiriimesi

4.3.2.1. Membranlarin Su Tutma Ozelliklerinin De  gerlendirilmesi

Yanik ortust olarak kullanilacak malzemenin su tutma kapasitesinin yuksek olmasi,
kaybedilen suyun dokuya tekrar uzun sire saglanmasi agisindan gerekli bir 6zelliktir. Bu
nedenle hazirlanan membranlarin su tutma kapasiteleri arastiriimistir. Membranlarin birim
agirhgi ile normalize edilerek, gunlik su miktarlari Sekil 4.56'da sunulmustur. Gunlik ve
toplam su tutma miktarlarinin ¢arpraz baglanan membran gruplarinda daha yuksek oldugu
gOzlenmistir. BbOylece c¢apraz baglama ile hidrojel 6zelligindeki iki proteinin de yapida
tutulmasinin saglandigi ve su tutma kapasitesinin de artirildigi goralmastir. Carpraz
baglanmayan gruplarda serisin orani arttikga su tutma miktarinda bir degisim gdézlenmemesi,
serisinin baglanmadiginda hizla ¢6ziinerek yapidan uzaklagsmasi ile aciklanmaktadir. Capraz
baglanan gruplarda ise serisinin beklenen etkisi gézlenmis (1/1x ve 1/2x) ve yapida tutulan
bu protein, membranin sadece kollajen iceren gruplardan (3x ve 4x) daha yuksek su
tutulmasini saglamistir (Sekil 4.56). Capraz baglanmamis kollajen ve kollajen-serisin
membranlarin su icinde bekletildiklerinde yapisal buatunluklerini uzun sire koruyamadigi
gbzlenmistir. Bu nedenle daha sonraki tim calismalarda glutaraldehit ile ¢capraz baglanmis

membranlar kullaniimistir.

Membran Birim A girhhginda Gunluk Su Tutma
Miktarlarindaki De gisim
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Sekil 4.56. Birim membran agirliginda gunlik su tutma miktarlarinin karsilastiriimasi

Capraz baglanmis ince ve kalin membranlarinin su tutma oranlari 28 gin boyunca

incelenmistir (Sekil 4.57 ve 4.58). ince ve kalin membranlarin toplam su tutma miktarlarinin
136



zamana bagli olarak arttigi gozlenmigtir. Tum gruplarda ince membranlarin birim agirhk
bazinda kalin membranlardan daha yiksek su tutma kapasitesine sahip oldugu bulunmustur.
Bu sayisal farkliliginin deneysel hatalardan kaynaklanabileceg@i gibi (ince membranlar ¢ok
kolay yirtilabilen ve katlanabilen yapida olmasi nedeniyle) ince yapidaki membranda yuzey
hacim oraninin azalmasi ile suyla reaksiyona girebilecek grup sayisinin artmasi ile ilgili
olabilecegi de dusunulmektedir. Hazirlanan tim ince ve kalin membran gruplarinda 28 gunun
sonunda en yuksek toplam su tutma oranlari kollajen-serisin 1/1 gruplarinda (19,88 + 6,24 ve
9,30 + 1,13 g/g membran), en disik tutma orani ise kollajen membranlarda (8,43 £ 3,20 ve
4,84 £ 0,62 g/g membran) gozlenmistir. 1/2 ve 2/1 kollajen-serisin membranlarinin su tutma
kapasitelerinde anlamh bir farkhlik bulunmamistir. Kollajen ile serisin karistirildiginda
membranlarin su tutma kapasitelerinde istatistiksel anlamli bir artis goralmustir. Bu
sonuclarla serisinli membranlarin yaradaki iltihap sivisini (pus-irin) daha etkin olarak emme
kapasitesi oldugu dusuntlmektedir.
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Sekil 4.57. Capraz baglanmis ince membranlarda birim membran agirlhiginda gunliuk

su tutma miktarlarinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.58. Kalin membranlarda birim membran agirliginda toplam su tutma

miktarlarinin karsilastiriimasi

4.3.2.2. Kollajen-Serisin Membranlarin Oksijen Gegi  rgenli §i Ozelli ginin

Degerlendiriimesi

Oksijen gegirgenligi, yara-yanik ortisu olarak hazirlanan membranlarin 6nemli bir 6zelligidir.
Hasarli dokunun iyilegsmesi yeterli miktarda oksijen almasina baghdir. Bu nedenle yara ortisu
olacak malzemenin oksijen gecirgenliginin yiksek olmasi, uygulamada basarisini artiracak,
istenen bir 6zelliktir. Sekil 4.59'da goruldugu gibi membranlarin hepsinde oksijen gegirgenligi
degerleri kapali kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli oranda yiksektir (p<0.05)
(Sekilde sadece aclk kontrolden istatistiksel olarak farkli olan gruplar isaretlenmistir). Benzer
olarak acik kontrol ile membran 6rnekleri arasinda yine istatistiksel olarak anlamh farklilik
bulunmustur. Ancak yara boélgesinin mutlaka koruyucu bir malzeme ile kapatiimasi gerekliligi
ve koruyucu amagcla kullanilan bir ortinidn acgik kontrolle tamamen ayni miktarda oksijen
almasinin  mumkin olmayacagdl bilinmektedir. Bununla birlikte, 2/1x kollajen-serisin
oranindaki ince ve kalin membranlarda ac¢ik kontrole yakin dederler elde edildigi, bu yuzden
bu membranlarin acik kontrolden istatistiksel farklligi olmadigi gérilmustir. Genel olarak
degerlendirildiginde, membranlarin hepsinin oksijen gecirgenliginin yara-yanik ortisu
amacina uygun oldugu dusundlmektedir. Yine de gelistirilien membranin, 6zellikle yiiksek
oksijen gecirgenligi hedeflenen bir uygulamasinda, 2/1x veya 1/2x kollajen-serisin

membranlarinin daha olumlu sonug verecegi diisinilmustar.
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Sekil 4.59. ince ve kalin membranlarin oksijen gecirgenliginin kapali ve acik kontrolle
karsilastiriimasi (ikili bar grafiklerinde soldaki 6rnek kalin membrana,

sagdaki 6rnek ise ince membrana ait sonucu gdéstermektedir)

4.3.2.3. Kollajen-Serisin Membranlarin Su Buhari Ge  ¢irgenli ginin De gerlendiriimesi

Yara-yanikda hasarli dokunun iyilesmesi, malzeme tarafindan yaradan digari atilan pus-
irinin emilmesini gerektirmektedir. Stinger gibi emme 6zelligi ¢cok kuvvetli bir yara-yanik ortu
malzemesi bu amaca yonelik olumlu sonug verecektir. Ancak dokuda sivi olusumu surekli
oldugundan ayni malzemenin emilen (veya alt dokuda biriken) siviyl ne hizla dis ortama
kaybettigi de buyidk 6nem tasimaktadir. Clunkd hizhi bir su buhari kaybinin malzemenin
dokudan hedeflenen miktardan daha fazla sivi almasina (yara bolgesinde kurumaya) sebep
olacag! gibi, yavas bir su buhari gecisinin de dokuda fazla sivi kalmasina neden olacagi
bilinmektedir. Dolayisiyla her iki durumda iyilesme sirecinin gecikmesi veya enfeksiyon
riskinin artmasi acisindan o6nemlidir. Bu nedenlerle deri tedavisinde kullanilacak orti
malzemesi optimum su buhari gecirgenliginde olmalidir. Bu deger yaranin derinligi,
beklenen iyilesme siresi ve iyilesmenin hangi asamada oldugu ile de degismektedir. Cok
derin bir doku kaybi iceren hasarlarda (1.derece yanik gibi) dokudaki su kaybi gunlik
yaklasik 5100 g/m? iken hafif yaralanmalarda bu deger 280g/m? civarindadir. Saglikl deride
ise su kaybi degeri 200 g/m®dir (MI, 2001). Su buhari gecirgenligi dig ortamdaki bagil nem
ve sicakliktan cok etkilenen bir parametre oldugu i¢in bu deneyler her iki parametrenin de
sabit tutuldugu kapali bir sistemde yapilmigtir. Deneyler sonucunda membranlarin su buhari
gecirme hizlari Sekil 4.60'ta goéruldugu gibidir. Bu sonuglara gore butun membranlar igin
birim yizey alanindan birim zamanda gegen su buhar miktarlari beklenildigi gibi

membranlarin su buhari gegirgenlikleri acik birakilmig 6rneklerden anlamli olarak dusuktar.
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Ayrica, genel olarak ince membranlarin su buhari gegis hizi kalin membranlardan yiksek
degerlerde bulunmustur. Kalin membranlar icerisinde sadece 1/2x kollajen-serisin grubu ile
ince membranlar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu da membran
kalinhgr kadar kompozisyonunun da 6nemli oldugunu gostermektedir. Su buhari gecirgenligi
malzemelerin gdzenekli yapisinin yanisira hidrofilitesi ve yiizey aktivitesi ile de dogrudan
ilgili 6nemli bir 6zelliktir. Su buhari molekulleri oksijenden daha buyik molekuler yapidadir
ve hidrojen bileseninden dolayi hidrojen iceren bagka molekillerle H-H baglari yapma
potansiyelindedir. Bu nedenle gézenekli bir membranin gézenek boyutu ve dagilimi kadar
kimyasal aktif gruplari da bu 6zelligi etkileyebilmektedir. Serisinin dogadaki rolll nedeniyle su
buhari gecisine uygun bir protein oldugu olgusunun yanisira, kimyasal yapisinda yuksek
hidrofilik amino asitlerin bulundugunun bilinmesi, bu proteinin orani yiksek olan 1/2x
(kollajen- serisin) membranindaki bu farklii§gi aciklamaktadir. Bu sonuca uygun olarak
serisin icermeyen (1/0x, kollajen-serisin) kalin membran grubunda da tam tersine en dusuk
gecirgenlik verisi elde edilmistir. Sekilde gruplararasi istatistiksel farkliliklar daha ayrintih

olarak gosterilmektedir.
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Sekil 4.60. ince ve kalin membranlardan giinlilk ortalama su buhari gecis hizinin
karsilastiriimasi-(istatistiksel olarak anlamli bulunan farkliliklar: &: 1/1x kalin membranlarin
su buhari gecis hizi 2/1x ince membranlardan daha dusudktir, #: 2/1x kalin membranlardan

su buhari gecis hizi yine 2/1x ince membranlardan daha dusuktir, *: 1/0x kaln
membranlardan su buhari gecis hizi 1/0x ince membranlar disindaki bitiin ince

membranlardan anlamli sekilde azdir, p<0,05).
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4.3.2.4. Membranlarin Toplam Protein Miktarinin De  gerlendiriimesi

Membranlarin yapisinda bulunan kollajen ve serisinin suda ¢o6ziinebilen yapida iki protein
olmasi (6zellikle serisinin ¢ozunurligunin yiksek olmasi) nedeniyle, zamanla membrandan
cikiglari, toplam protein analizi ile incelenmistir. Analiz sonuclarindan protein derisimi Sekil
4.61'de gosterilen sigir serum proteini ile olusturulan kalibrasyon egrisi ile hesaplanmistir.
Membrandan ¢ikan protein derisimlerinin gruplara gére dagihimi Sekil 4.62’de gosterilmistir.
Bu sonuca goére, su tutma kapasitesi sonuclarina paralel olarak, capraz baglanmayan
gruplarda protein cikisinin ¢ok yiksek oldugu gozlenmistir. Capraz baglanan gruplardan,
yine kollajen ve serisinin birlikte oldugu gruplar ve kollajenin tek oldugu disik derisime sahip
(3x) grubu, yapidan protein cikisinin en az oldugu gruplar olarak bulunmustur. Yuksek
derigsimdeki kollajenin, ¢capraz baglanmasina ragmen bu gruplardan daha fazla protein ¢ikisi
gobstermesinin, bu derisimde kullanilan ¢apraz baglanmanin yeterli gelmemesi ile ilgili oldugu
dusunilmektedir. Ayrica protein ¢ikisinin cogunlukla ilk giinde oldugu, diger giinlerde cikisin

yavagladig1 goralmuastur.

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5

0.4
0.3 y = 0.0007x + 0.1295

0.2 1 R? = 0.9988

0.1 9
0 T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200

Derisim (Ug/ml)

Abzorbans (562 nm)

Sekil 4.61. Serisin-kollajen membran protein analizlerinde kullanilan kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.62. Membranlardan toplam protein ¢ikisinin karsilastiriimasi

4.3.2.5. Membranlarin In situ Bozunumlarinin De  gerlendiriimesi

Kollajen-Serisin membranlarin bir haftalik in situ deneyler sonrasinda genel olarak yapisal
batunluklerini koruduklari gortlmastir. Membranlarin kuru agirlik kaybi, su tutma ve protein
cikiglariyla orantili olarak, capraz baglama yapilmayan gruplarda yiksek bulunmustur (Tablo
4.42). Bu kaybin serisin orani arttikca da deger olarak az da olsa arttigi gérilmustir. Kalin
membranlarda serisin orani yiksek grupta (2/1) capraz baglanmamis gruptaki sonuca paralel
olarak en yiksek agirlik kaybi elde edilirken ince membranlarda bunun tam tersiolarak
kompozit gruplardaki en distk agirhk kaybi goérdimustar. Bunun, ince membranlarin ¢ok
6lcim hatalarindan ve 6lciim yapilan sistemin hassasiyetinin yetersizliinden kaynaklandigi

dustintlmektedir.
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Tablo 4.42. Kollajen-serisin membranlarin in situ bozunum sonuclari

Ii:g?iﬁg'sgiﬁi)n A%g']r)“k Ortalama agirlik kaybi (%)

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 (kalin) 0,0036 17,65+2,74
1/2x (kalin) 0,0060 22,7+1,93
2/1x (kahn) 0,0047 10,57 + 1,63
4x (kalin) 0,0101 14,89 + 2,82

4.3.2.6. Membranlarin Mikrobiyal Gegirgenlik Ozelli  klerinin incelenmesi

Mikrobiyal gecirgenlik testinde, pozitif kontrol tipleri; deney kosullarinin besiyeri ortaminda
mikroorganizma buyimesi agisindan uygun olup olmadigini, negatif kontrol tipleri ise; i¢sel
(intrinsic) bir bakteri kontaminasyonundan bagimsiz kosullarin olusturulabildigini géstermek
amaciyla kullanilmigtir. Bir haftalik laboratuvar ortaminda inkiibasyon sonucunda, sadece
pozitif kontrol tUpleri icinde mikroorganizma Uredigini gosteren bulutlanma oldugu, bunun
aksine, diger kalin ve ince kollajen ve kollajen-serisin membranlari ile kapatiimis olan bitin
gruplarda gozle gorilebilir bir kontaminasyon olmadigi gézlemlenmistir. Sekil 4.63'te ince

membranlarin kullanildigi gruplarin fotografi 6rnek olarak verilmistir.
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Sekil 4.63. Bir haftalik inkuibasyon sonrasinda (1) negatif kontrol, (2) pozitif kontrol

ve (3-7) deney gruplarinin mikrobiyal gecirgenlik sonuglari

Ayni testin sonuglari sivi besiyerinde bakteri hucre sayiminda kullanilan 600 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak élgiilmesi yontemiyle de kesinlik kazanmistir. ince ve kalin
membran iceren tlplerin bakteri 6lgim sonugclari kapali olan pozitif kontrollerle yakinlik
gOsterirken, Ureme oldugu dusinulen negatif kontrol tlplerinde yuksek abzorbans elde
edilmistir (Sekil 4.64 a ve b). ince veya kalin membran ile kapatiimig besiyerlerin 600 nm’deki
okumalarinin kapal tupdeki kontrol abzorbansindan farkli olmadigi goérilmistir. Bunun
yaninda, acik tlplerde elde edilen abzorbans degerlerinin sayisal olarak en yiksek oldugu
bulunmustur. Elde edilen yiiksek abzorbans degeri, bu tlp i¢inde bakteri blylimesi oldugunu
gostermektedir. Bu sonuglar, ince ve kalin kollajen ve kollajen-serisin membranlarinin yanik

bolgesinde ikincil bakteri enfeksiyonlarini engelleme kapasitesi oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 4.64. Bir haftalik inkiibasyon sonrasinda negatif kontrol, pozitif kontrol ,
ve capraz bagl kollajen-serisin a) ince, b) kalin membranlarinin mikrobiyal

gecirgenliklerinin spektrofotometre dlgtimleriyle karsilagtiriimasi

4.3.2.7. Kollajen-Serisin Membranlarin Mekanik Ozel liklerinin De gerlendirilmesi

Deri dokusunun normal sartlarda en ¢cok maruz kaldigi etki cekme kuvvetleridir. Bu kuvvetler
ozellikle iyilesme sirecinde yara bdlgesinde yeni hasarlar olusturma riski tagimaktadir. Bu
nedenle deriye yapisarak bu kuvvetlere maruz kalacagl dustnilen yara-yanik ortistnin
iyilesen dokuya zarar vermemesi ve iyilesme sirecinde butinligini koruyabilmesi icin

yeterli dayanimda olmasi gerekmektedir.
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Membranlarin gekme mekanik testleri sonrasinda elde edilen sonuclar Tablo 4.43'te ve Sekil
4.65'te gosterilmektedir. Buna goére kollajenin tek olarak kullaniimasi ile hazirlanan
membranin ultimate tensile stress (maksimum c¢ekme gerilmesi) ve strain (maksimum birim
uzama) degerlerinin kollajen ve serisinin beraber kullanimi ile hazirlanan membranlara gére
daha yiksek oldugu ve bu farkin membran kalinhigi arttikca daha belirginlestigi géralmustir
(Tablo 4.43b). Benzer olarak diger membranlarda da ayni mekanik 6zelliklerdeki kalin
membranlarin incelere gore farkhliklarinin birim alanda kullanilan malzeme miktarindaki
artisa dayall oldugunu dasundirmektedir. Ancak 3. 6zellik olan elastisite modulu
degerlerinde, diger 6zelliklerin aksine, tek kollajen iceren kalin membranlarda hem incelere
gbre hem de kalin membranlarin ikili (kompozit) gruplarina gére daha disik degerler

bulunmustur.

Kalin ve ince membranlarda serisin orani arttikca maksimum cekme gerilmesi ve birim
uzama degerlerinin azaldig1 goralmustur. Yapiya serisinin eklenmesiyle, membranlarin daha
kirilgan (brittle) 6zellik kazandigi gortlmektedir. Ayrica, kollajen oraninin artmasi ile ikili

kompozit gruplarinda mekanik 6zelliklerde anlamli farkliliklar olugsmadigi gézlenmistir.

Membranlarin mekanik testlerinde standart sapmalarin yiiksek olmasi ve 0zellikle ince
membranlarin deney zorlugu nedeniyle tutarsiz sonuclar tdretmesi mekanik 6zelliklerin
degerlendiriimesinde zaman zaman yorum gucligi dogurmustur. Mekanik test sonuclarini
daha net karsilastirabilmek icin istatistiksel analiz yapilmigtir. Btiin gruplarin mekanik
Ozelliklerinin ortalama degerleri arasinda farkhlik olup olmadigi, gruplararasi tek yonlu
ANOVA testi ile incelenmig, gruplarin birbirleriyle olan ikili kargilastirmalari icin ise,
TUKEY’in coklu kargilastirma testi (Post-hoc) kulllaniimistir (SPSS 9 Istatistiksel analiz
paket programi). Bununla birlikte, sonuclarin yayini agsamasinda, gruplara yeni ornekler

eklenmesi ve tekrar degerlendiriimesi planlanmaktadir.

Harley vd., tarafindan yapilan bir arastirmada kollajen proteini glukosaminoglikan ile birlikte
hicre taslyicisi olarak kullaniimistir (HARLEY, 2007). Projedeki gibi iki biyomolekulin
kullanimi ile hazirlanan bu malzemelerin baslangi¢ elastisite modulleri 2 MPa civarindadir.
Park vd. liyofilizasyon yontemi ile elde ettikleri kollajenin-hyaluronic asitle matrislerinde
maksimum cekme gerilmesi degerleri yaklasik 5 MPa'dir (PARK, 2004). Elastisite moduli
degerleri arasinda istatistiksel anlamli fark bulunamamistir. Maksimum c¢ekme gerilmesi
degerlerinde, 2/1x ve 1/1x oranlarindaki kollajen-serisin ince membranlarla ayni orandaki

kalin membranlar arasinda istatistiksel anlamli farkliik bulunmustur (p<0,05). ince
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membranlar icerisinde en yiksek gerilme degerini, 1/1x kollajen-serisin oranindaki membran
gostermistir. Bu grup diger ince membranlara gore istatistiksel olarak anlamli yiksek gerilme
degerine sahiptir (p<0,05). Kalin membranlar icerisinde en yuksek degere sahip olan 1/0x
oranindaki membran ise, sadece 2/1x oranindaki kalin membrandan istatistiksel anlamli
farklidir. Maksimum c¢ekme gerilmesi deg@erlerinde 1/0x ve 2/1x oranlarindaki kollajen-serisin
ince membranlarla ayni orandaki kalin membranlar arasinda istatistiksel anlamli farklilik
bulunmustur (p<0,05). ince membranlar icerisinde en yiiksek birim uzama degerindeki 1/1x,
kollajen-serisin membran 2/1x ince ve 2/1x kalin membrana gore istatistiksel olarak anlamli
yuksek gerilme degerine sahiptir (p<0,05). Ayrica, serisin iceren kalin membran gruplarinda
2/1x membran, serisin miktari daha yuksek olan 1/2x membrandan istatistiksel olarak anlamli
farklidir.

Tablo 4.43. Kollajen-serisin membranlarin mekanik 6zellikleri

a) Kalin membranlar

Kalin Elastisite Ultimate tensile  Ultimate tensile
membranlar modull stress strain
(MPa) (MPa) (%)
Kollajen-serisin
1/0 5,48 +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) ince membranlar
ince 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 * - -

* Membranlarin ¢ok hassas olmasi

yapilamamistir.

nedeniyle kalipla kesme ve mekanik testler
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Tensile Modulus (MPa)

1/0K 1/01 2/1K 2/11 1/1K 1/11 1/2K

a)

Ultimate Tensile Stress
(MPa)

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

b)

12+

10+

Ultimate Tensile Strain (%)
@

Sekil 4.65. ince ve kalin membranlarin mekanik 6zelliklerinin karsilastiriimasi a) Elastisite

modulu, b) Maksimum ¢ekme gerilmesi ¢) Maksimum birim uzama
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4.3.2.8. Membranlarin Makroskopik ve Mikroskopik  incelenmesi

Kollajen-serisin membranlarda serisin orani arttikga, membran yizeylerinin daha homojen bir
yapilya sahip oldugu goOzlenmistir. Capraz baglanan farkh kollajen-serisin ve kollajen
membranlar arasinda gorilen en belirgin farklilik ise, kollajen membranlarin yizeylerinin
daha heterojen ve puruzli olmasidir (Sekil 4.66 ve 4.67).

Sekil 4.66. Kollajen-serisin a) 1/2, b) 1/3, c¢) 1/4 bilesimlerine sahip membranlarin i1sik
mikroskopu goruntileri (20X blyutme).

Sekil 4.67. Capraz baglanmig a) Kollajen (4 mg/ml), b) Kollajen (3 mg/ml),
¢) Kollajen-serisin, 1/1, d) Kollajen-serisin, 1/2 membranlarin
Isik mikroskobu mikrografileri (20X blyttme)
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Ayrica membran yapisindaki kollajenin dagihmi sirius kirmizisi ile boyama sonrasi
makroskopik ve mikroskopik olarak incelenmistir. Sekil 4.68'de goruldugu gibi capraz
baglanmamis membranlarda kollajen boyamasi daha yogundur. Bunun, boyama sirasinda
bu gruplarda (Bolim 4.2.2.9'de aciklandid1 gibi) yapidan serisinin ¢ikmasi ile kollajenin
boyanabilirliginin artmasindan kaynaklandigi distunilmektedir.

Sekil 4. 68. Sirius kirmizisi ile boyanmis membranlarin makroskopik goruntdleri:
a) 4 mg/ml kollajen-¢apraz baglanmis, b) 3 mg/ml kollajen-capraz baglanmis,
¢) 1/1 oraninda kollajen-serisin-capraz baglanmis, d) 1/2 oraninda kollajen-serisin,
e) 1/4 oraninda kollajen-serisin, f) 1/3 oraninda kollajen-serisin,
g) 1/2 oraninda kollajen-serisin-¢apraz baglanmig

Membranlarda kollajen dagilimini gérmek icin yapilan mikroskopik incelemelerde, serisin
orani arttikca kollajen i¢cin boyamalarin (kirmizi alanlar) bélgesel olarak yogunluk kazandigi
gozlenmistir (Sekil 4.68). Elde edilen mikrografiler, serisin orani arttikca kompozit kollajen-
serisin membranlarda faz ayirimi oldugunu dustndirmektedir. Makroskopik incelemelerde
goruldigu gibi, membranlar capraz baglandiktan sonra kollajen boyamalarinin azaldigi
gb6zlenmistir (Sekil 4.69-70).
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a) b) C)
Sekil 4.69. a) 1/2, b) 1/3, ¢) 1/4 bilesim oranlarina sahip kollajen-serisin
membranlarin kollajene baglanan sirius kirmizisi ile boyandiktan sonra

elde edilen 1s1k mikroskobu goérintileri (20X buyutme)

c) d)
Sekil 4.70. a) Capraz baglanmis a) Kollajen (4 mg/ml), b) Kollajen (3 mg/ml),

¢) Kollajen-serisin (1/1), d) Kollajen-serisin (1/2) membranlarin kollajene
baglanan sirius kirmizisi ile boyandiktan sonra elde edilen 11k mikroskobu
goruntileri (20X buyutme)
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4.3.2.9. Membranlarin Biyouyumlulu gunun De gerlendirilmesi

Yanik ortist olarak geligtirilen gecici tasiyicilarda aranan 0Ozelliklerin basinda hicre
yapismasini, ¢ogalmasini ve farklilasmasini saglamasi, bozunmaya bagli ortama c¢ikan
drtnlerinin hicrelere toksik etki gdostermemesi ve bozunma hizinin doku rejenerasyon hizina
es olmasi gelmektedir (VACANTI, 1997). Hazirlanan membranlarin, hem enfeksiyon riski ve
su kaybinin azaltilmasi icin yarayl kapatmasi, hem de yarada rejenerasyonun saglanmasi
icin epidermal ve/veya keratinosit hicrelerinin baglanmasini saglayan gecici bir alt katman

olusturmasi planlanmistir.

Calismada, oncelikle hazirlanan membranlarin hicreler GUzerinde toksik etki gosterip
gbstermedigi in vitro biyouyumluluk testleri ile incelenmistir. Yapilan testlerde HaCaT
keratinosit ve 3T3 fibroblast hicre hatlari kullaniimistir. HaCaT keratinosit hiicreleri morfolojik
ve farkhlasma ozellikleri acisindan tipik keratinosit hiicresine benzemektedir. Keratonosit
hicreleri konfluenseye ulastiklarinda karakteristik poligonal morfolojiye sahip olmaktadir.
Ayrica, hicreler yuzeyi sevdiklerinde filopod veya lamellipod gibi uzantilar vermektedir (Sekil
4.71a) (RHO, 2006). Primer keratinosit hicrelerin aksine, buyime faktorlerine ihtiyac
olmadan htcre kiltir ortaminda ¢ogaltilabilmesi nedeniyle, sitotoksisite deneyleri icin uygun
bir hicre hattidir. 3T3 hicre hatti biyouyumluluk testlerinde kullanilan referans hicre
hatlarindan biridir. Hicreler fibroblastik hicre morfolojisine sahiptir (Sekil 4.71b). Bolinme
sureleri 18 saattir. Hicre kiltir ortaminda hizla ¢cogalan ve pasajlararasi temel ozelliklerini

kaybetmeyen bir hicre hattidir.
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Sekil 4.71. a) HaCaT keratinosit, b) 3T3 hticrelerinin 1sik mikrografileri
(20X buyutme)

Degisik kollajen/serisin oranlarina sahip membranlara 3T3 hucreleri ekilmis ve 24 saat sonra

membranlara baglanmig 3T3 hicrelerinin morfolojileri faz kontrast mikroskopu ile incelenmis
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ve goruntilenmistir. Kollajen, bag dokusunu olusturan temel proteindir (PARRY 1988).
Fibroblast hiicreleri basta gelmek Uzere birgok hiicre yuzeyinde kollajeni taniyan reseptorler
vardir. 3T3 hucreleri 24 saat sonunda membranlar Gzerine yapismistir. Degisik kollajen-
serisin oranlarina sahip membranlara yapigsan 3T3 hicrelerinin gogunun yuzeyde yayildigi
gozlenmistir (Sekil 4.72).

c)

Sekil 4. 72. Kollajen-Serisin a) 1/2, b) 1/3, ¢) 1/4 kompozisyonlarina sahip membranlarina, d)
hiicre kultir kabina (kontrol) ekilen 3T3 hiicrelerinin 24 saat sonra 151k mikroskobisi
gorintuleri. Beyaz ok membrana yapismis yayillmis hicreleri, siyah ok membrana yapismis
ama yayllmamis hicreler ve sari yildiz ise membrani géstermektedir (20X ).

Dogal kaynakh bir polimer olan kollajen su tutma kapasitesi yuksek bir proteindir.
Dehidrotermal veya kimyasal yontemlerle kollajen zincirleri arasinda capraz baglama
yapiimadigi takdirde, kollajen sulu ortamda yapisal butinligini kaybetmektedir (KESKIN,
2005; LV, 2008). ipek kozasindan saflastirilan serisin, dusik molekiler agirhga sahip, suda
¢bzunen bir proteindir. Serisinin kollajene oranla membranlardan daha cabuk ciktigr ve
yapisal batunluk kaybini hizlandirdigi distintlmektedir. Yapisal butinliginin belli bir stre
korunmasi i¢in membranlar kimyasal yontemle c¢apraz baglanmistir. Capraz baglanmis
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kollajen-serisin (1/2) membranlara ekilen hicrelerin (Sekil 4.73d) capraz baglanmamis
membrana yapisan hicrelerden (Sekil 4.72a) farkh olduklari ve tipik fibroblastik morfolojilerini
kaybettikleri gorilmistir. Bu sonug, c¢apraz baglama icin kullanilan glutaraldehitin
membranlardan yikama ile yeterince uzaklastirilamadigini disiundiurmektedir. Kimyasal
reaksiyondan sonra reaktif kalan gruplarin noétralize edilerek glutaraldehitin hicreler

Uzerindeki negatif etkilerinin azaltilmasi planlanlanmigtir.

c) d)

Sekil 4.73. a) Capraz baglanmis a) Kollajen (4 mg/ml), b) Kollajen (3 mg/ml)
c¢) Kollajen-serisin, 1/1, d) Kollajen-serisin, 1/2, membranlarina ekilen 3T3 hicrelerinin 24
saat sonra I1sIk mikroskobisi goriintileri. Beyaz ok membrana yapismis yayilmis hucreleri,
siyah ok membrana yapismis ama yayillmamis hiicreleri ve sari yildiz ise membrani

gOstermektedir (20X buyttme).
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Sekil 4.74. 3T3 Hucreleri i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi

Serisinin, gosterdigi farkll biyolojik aktivitelerin ipliksi ag yapilariyla olusturdugu fiziksel
baglardan kaynaklandigi gosterilmistir (PANILAITIS, 2003). Tsubouchi, insan kaynakl deri
fibroblast hucrelerinin kontrole (hicre kultir kabi) oranla, serisin filmlerine daha c¢ok
baglandiklarini géstermistir (TSUBOUCHI, 2005). Bu olumlu etki, projede kollajen-serisin

membranlarinda da gérilmustar.

Membranlara baglanan hicre sayilarinin belirlenmesi igin bilinen hiicre sayilari ile
kalibrasyon egrisi olusturulmustur (Sekil 4.74). 24 saat sonunda kollajen-serisin (1/2 ve 1/4)
membranlara yapisan hiicre sayisinin kontrol grubundan farkli olmadiklari géralmastar (Sekil
4.75). Serisinin yuksek hidrofilisiteye sahip amino asit bilesimiyle kimyasal veya fiziksel
yontemlerle capraz baglanabildigi ve farkli polimerlerle kompozit yapilar olusturabildigi
gosterilmistir  (ZHANG, 2002; CHO, 2003). Projede de hazirlanan kollajen-serisinin
glutaraldehit ile ¢apraz baglanarak kompozit bir yapida membran olusturulmasi ve yapisal
batinligunid yarada yeni doku olusumunu destekleyecek hedef sirede korumalari
saglanmistir. 24 saat hiicre inkiibasyonu sonunda, ¢capraz baglanmis membranlar tzerinde
yapismis hicre morfolojileri ile MTT canhlik analiz yontemiyle bulunan hiicre sayilari
birbirleriyle uyumlu bulunmustur. Capraz baglanmis membranlara baglanan hiicre sayisinin
kontrol grubundan dusik oldugu goridlmustir (Sekil 4.75). Ayrica, kollajen-serisin (1/2)
membranlara baglanan hlcre sayisi, capraz baglama yapiimis membranda 80 250 =+
8495'den 43 500 + 1768’'e dusmustur. Yukarida tartisildigi gibi, glutaraldehitin hicre
Uzerindeki negatif etkilerinin azaltilmasi icin, yilkama asamalari uzatiimis ve 0.2 M glisin ile
yarim saat bekletiimistir. Hazirlanan membranlar bu asamalardan gectikten sonra

glutaraldehitin toksik etkisi 3T3 ve HaCaT hucre hatlari ile incelenmistir. Membranlar tzerine
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baglanan keratinosit hiicre sayisinin belirlenmesi igin Sekil 4.76’de verilen kalibrasyon egrisi

olusturulmustur.
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Sekil 4.75. 24 Saat sonunda membranlar tzerindeki 3T3 hiicre sayilari
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Sekil 4.76. HaCaT keratinosit hicreleri icin olusturulan kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.77. Capraz baglanmis ince a) 3/0 Kollajen, b) Kollajen-serisin (1/1),

¢) Kollajen-serisin (1/2), d) Kollajen-serisin (2/1) membranlar Gizerine
ekilen 3T3 hicrelerinin 1sik mikroskobu gortntileri. (20X blyitme)

24 saat sonunda 3T3 hucrelerinin ¢cogunun c¢apraz baglanmis ince ve kalin kollajen ve
kollajen-serisin membranlarin ylzeyine baglanmis ve yayilmis olduklari gézlenmistir (Sekil
4.77 ve 4.78). Bu da hucrelerin ylzeyi sevdiklerini ve ¢apraz baglayici ile ilgili toksik etki
yasamadiklarini gostermektedir. Sadece Sekil 4.77d'de ince kollajen-serisin membranlarin
yuzeyinde diger membranlara oranla daha fazla 6l veya yayllmamis hiicreye rastlanmigtir.
Bunun, o&rnekten kaynaklandigi dustnulmektedir. Kalin kollajen-serisin - membranlarin
kompozisyonunda serisin miktari artirildiginda, hicrelerinin  1g1k  mikroskopisi ile
gorantilenmelerinde sikintilar yasanmistir. Serisin miktari artirildiginda membranlarin ylzeyi
daha heterojen bir gorinti kazandigi i¢cin, membrandan gegen isik miktari azalmis ve
hlcreleri ayirt edebilmek zorlagsmistir (Sekil 4.79b ve d, Sekil 4.80b ve d)

24 saat sonunda keratonosit hicrelerinin tim membran ylzeylerine yapistiklari ve
yayildiklari goézlenmistir. Yayilmis hicrelerin karakteristik poligonal keratonosit hulcre

157



morfolojisi kazandiklari goralmastir (Sekil 4.78 ve 4.80). RHO vd. yaptiklar ¢alismalarda
keratonosit hucrelerinin  ylzeyinde bulunan integrin reseptdrlerinin Kkollajeni taniyan
reseptorler oldugunu ve bu tip baglanmanin hicrelerin farkhlagsmasinda olumlu etkileri
oldugunu gostermistir (RHO, 2006). Hazirlanan kollajen-serisin membranlarinin da ayni tip
olumlu etkisi oldugu ve serisin varliinin ve capraz baglayicinin negatif etkileri olmadigi

sonucuna variimistir.

Sekil 4.78. Capraz baglanmis ince a) 3/0 Kollajen, b) Kollajen-serisin (1/1),
¢) Kollajen-serisin (1/2), d) Kollajen-serisin (2/1) membranlar Uzerine ekilen HaCaT

keratinosit hicrelerinin 1s1k mikroskopu gorintileri. Beyaz ok membrana yapismis ve
yayllmis hicreler, siyah ok membrana yapismis ama yayilmamis hiicreler (20X biyltme).
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c) d)

Sekil 4.79. Capraz baglanmis kalin a) 3/0 Kollajen, b) Kollajen-serisin (1/1),
c¢) Kollajen-serisin (1/2), ¢) Kollajen-serisin (2/1) membranlar Gizerine ekilen
3T3 hcrelerinin 1g1k mikroskobu goéruntuleri. Beyaz ok membrana yapismis
ve yayllmis hicreler, siyah ok membrana yapismis ama yayllmamis hicreler
(20X baylatme).
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Sekil 4.80. Capraz baglanmis kalin a) 3/0 Kollajen, b) Kollajen-serisin (1/1),

c¢) Kollajen-serisin (1/2), ¢) Kollajen-serisin (2/1) membranlar tizerine
ekilen HaCaT keratinosit hicrelerinin 1s1k mikroskobu goérintileri.
Beyaz ok membrana yapismis ve yayllmis hicreler, siyah ok
membrana yapigsmis ama yayilmis hiicreler (20X blyitme)

MTT canlilik testi keratonosit hucrelerinin kalin ve ince kollajen ve kollajen-serisin
membranlar yizeyinde ¢ogalmalarinin incelenmesi igin kullanilmistir. Hiicrelerin 1., 4. ve 7.
gunlerde sayilari hazirlanan kalibrasyon egrisi (Sekil 4.76) ile hesaplanmistir. Membranlar
ylzeyine 35 000 hicre ekilmistir. 24 saat sonunda huicrelerin % 100 ylzeye yapistiklari
bulunmustur. Bu sonug, 1sik mikroskopisinde hiicrelerin membran yizeylerini tercih ettikleri
sonucu ile uyumludur (Sekil 4.78 ve 4.80). Keratonosit hiicre sayilarinin ince ve kalin
membranlarda zamana bagl olarak arttigi gézlenmistir (Sekil 4.81). Keratonosit hlicrelerinin
¢ogalmalari kalin membranlarda daha belirgin artis géstermektedir. Kalin membranlarda 2/1
kompozisyonu hari¢ tim serisin i¢ceren gruplar, kollajen membranlardan ve kontrol
ylzeylerinden farksiz hiicre artis1 gostermistir (Sekil 4.81a).
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b)
Sekil 4.81. HaCaT keratonosit hiicrelerinin kollajen ve kollajen-serisin
a) Kalin, b) ince membranlar yiizeyinde gogalmalari.

Kontrol yuzey olarak polistiren hiicre kap yuzeyleri kullaniimistir

Isik mikroskopisi yaninda, ekilen hicrelerin membran yuzeyleri ile iligkisi 24 saat sonunda

hiicre morfolojilerinin taramali elektron mikroskopisi ile incelenmesi ile yapilmistir. Hiicrelerin

membran ylzeylerinin incelenmesi icin dncelikle hiicre ekilmemis capraz baglanmamis ve
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baglanmis membran yizeyleri sifirinci ve suda bekletildikten sonra incelenmistir (Sekil
4.82). Farkh serisin-kollajen oranlarinda hazirlanmis membranlarin sifirinci zamanlarinda
membranlarin bazi bélgelerinde catlaklar gérintilenmistir (Sekil 4.82 b, d, h). Gérintilenen
bu catlaklarin ¢ok ince olan membranlarin yizeyden ¢ikarilma asamalarinda veya taramal
elektron mikroskopi icin 6rnek hazirlama sirasinda olustugu dustunulmektedir. Hazirlanan
membranlarin suda bekletiimeleri ile de, membran ylizeylerinde derin ¢atlaklarin olustugu
gozlenmistir (Sekil 4.82 a, c, f, g). Ancak, ayni kompozisyonlarda hazirlanan ve capraz
baglanan membran ylizeylerinde hem sifirinci zaman hem su ortaminda bekletildikten sonra
catlaklar veya yirtilmalar gézlenmemistir (Sekil 4.82 i-6). Bu da, capraz baglanmanin ince

serisin-kollajen membranlarini daha saglam yapilara dénustirdiguni goéstermektedir.
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Sekil 4.82. Farkl serisin-kollajen oranlarinda hazirlanmis membranlarin taramall

elektron mikroskopi goruntuleri: a) 1/2 (suda bekletilmis), b) 1/2 (sifirinci zaman),

¢) 1/3 (suda bekletilmig), d)1/3(sifirinci zaman), e) 1/3 TO, f) 1/4 (suda bekletilmis),
g) 1/4 (suda bekletilmis), h) 1/4 (sifirinci zaman)
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Sekil 4.82. (devami) Farkl serisin-kollajen oranlarinda hazirlanmis ve capraz
baglanmis membranlarin taramali elektron mikroskobi goruntdleri:i)1/1X (¢capraz
baglanmis, suda bekletilmig), j) 1/1X (¢capraz baglanmis,sifirinci zaman), k)1/2X

(capraz baglanmis, suda bekletilmig),l)1/2 (sifirinci zaman), m) 3X (¢capraz
baglanmis, suda bekletilmig), n) 3X (¢capraz baglanmig,sifirinci zaman), o) 4X (¢capraz

baglanmis, suda bekletiimig), 6) 4X, (¢capraz baglanmis,suda bekletilmis)
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Kollajen-serisin membranlarina derinin epidermis tabakasinda yer alan keratinosit hiicreleri
ve dermis tabakasinda yer alan fibroblast (3T3) hucreleri ayri ayri ekilmis ve membranlarin
bu hicrelerle uyumlulugu taramalh elektron mikroskopisi (SEM) ile incelenmistir. Keratinosit
ekilen ince ve kalin membranlarda hticrelerin membranin orta kisminda (ekildikleri bélgede)
yogun olarak tutunduklari ve 24 saat'lik inkiibasyon sonrasinda bu ylzeyde canlliklarini
koruduklari gozlenmistir (Sekil 4.83). Ayni hicrelerin 7 gunlik inkiibasyon sonucundaki
membran ylizeyinde sadece orta kisimda olmayip daha genis bir alana yayildiklari, ama
yine de ilk ekim bdlgesinde Ustlste 2.-3. katmanlari olusturarak ortada daha yogun bir
¢ogalma olusturduklari gortlmastir (Sekil 4.84). Hucrelerin ekilme bdélgesindeki konfluent
gobrintist kalin ve ince membranlarda 24 saatlik surecte farklihk gostermezken, 7 gunluk
surecte kalin membranlarin ekilme bélgesinde incelere gore daha yogun cogalmalart,
hicreler acisindan ince membranda yayillmanin daha kolay oldugunu dusindirmektedir
(Sekil 4.85). ince membranlarda hiicrelerin membran yiizeyinde daginik (bélgesel) olmalari
da bunu desteklemektedir. Genel olarak keratinosit huicrelerinin  hazirlanan tim
membranlarda yakin diizeyde tutunma ve cogalma 06zelliginde oldugu ancak kollajenin
yiksek oldugu kompozit grupta (2/1) serisinin yiuksek oldugu gruba goére (1/2) hicre

tutunmasi ve yayllmasinin daha iyi oldugu gozlenmistir (Sekil 4.86)

Diger hucre turt olan 3T3 hicrelerinde ise, bu hicrelerin yapisi geregi daha buyuk ve fazla
uzantilarla ytzeye tutunduklari, bu nedenle membranlarin yiizeyinde keratinositler kadar
yogun bir hicre kaplanmasi go6zlenmemistir. Ancak, bu hicrelerin literatirden ve
grubumuzun daha onceki calismalarindan bilinen, yizey tutunma y6ninden
degerlendirildiginde yine hem kalin hem de ince membranlarda hicrelerin yiizeyi ¢ok
uyumlu bulduklari ve istenen dizeyde yayllma gosterdikleri gorulmustir (Sekil 4.87). Yine
kompozit gruplari arasinda degerlendirildiginde, ytksek kollajen iceren kompozitin yiksek

serisin icerenden daha iyi hiicre yayllmasi sonucu bulunmustur (Sekil 4.88).

Genel olarak membranlarin hepsinde 1. ve 7. ginde hucrelerin ¢ogunlukla ylzeye
tutunduklari ve canhliklarini koruduklari, ylzeyde zamanla orantii 3 boyutlu yayilma
gosterdikleri gorUlmustar. Bu sonucla, membranlarin toksik etkisinin  bulunmadigi

gorilmektedir.
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Sekil 4.83. Kollajen membranlara ekilmis keratinosit hiicrelerinin, 24 saat
inklibasyon sonrasindaki taramali elektron mikroskopisi gérintileri

a) Kalin membran b) ince membran
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Sekil 4.84 . Kollajen-serisin (2/1) membranlara ekilmis keratinosit hiicrelerinin
inkibasyon sonrasindaki taramali elektron mikroskopisi goruntuleri

a) Kalin membran b) ince membran
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Sekil 4.85. a) Kollajen-serisin (1/1) membranlara ekilmis keratinosit hiicrelerinin
7 gunlik inkiibasyon sonrasindaki taramali elektron mikroskopisi gorintdleri

a) Kalin membran b)ince membran
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Sekil 4.86. a) Kollajen-serisin (2/1) kalin membranlara ekilmis keratinosit hiicrelerinin,
b) Kollajen-serisin (1/2) kalin membranlara ekilmis keratinosit hiicrelerinin
7 gunlik inkuibasyon sonrasindaki taramali elektron mikroskopisi goruntuleri
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Sekil 4.87. Kollajen-serisin (1/1) membranlara ekilmis 3T3 hiicrelerinin 24 saatlik
inkiibasyon sonrasindaki taramali elektron mikroskopisi goruntuleri

a) ince membran, b) Kalin membran
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Sekil 4.88. a) Kolajen-serisin (2/1) kalin membranlara ekilmis 3T3 hicrelerinin,
b) Kollajen-serisin (1/2) kalin membranlara ekilmis 3T3 hicrelerinin

24 saatlik inklibasyon sonrasindaki taramali elektron mikroskopisi gorintileri
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4.3.3. Geri Kazanilmi g Serisinin Sitotoksite Sonuclari

Proje ekibi tarafindan Bursa'da faaliyet gdsteren bir boyahaneden temin edilen ipek ipligi
pisirme atiksularindan serisin geri kazaniimistir. Elde edilen serisinin kollajen ile deri yama
ortist olarak uygulanabilirliginin incelenmesi HaCaT Kkeratinosit hicreleri kullanilarak
sitotoksite deneyleri ile gerceklestiriimistir. Bocekten gelen protein ve ortamda kalmis
olabilecek deterjan artiklarindan kurtulmak igin elde edilen serisin 1 gece boyunca suya karsi
diyaliz edilmistir. Diyaliz 6ncesi ve sonrasinda elde edilen serisin solusyonlar farkh
derigimlerde keratinosit hiicrelerinin Gzerine ekildikten 48 saat sonra MTT canlilik testi ile

mikroskopik incelemeler yapilmistir (Sekil 4.89 -4.90).
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Sekil 4.89. Diyaliz 6ncesi ve sonrasinda farkl derisimlerde geri kazaniimis serisinin

HaCaT keratinosit hiicrelerinin canliigi Gzerindeki etkilerinin incelenmesi

Sekil 4.90'da goéruldugu gibi diyaliz yapilmayan serisin, kontrol hicrelere goére (serisin
eklenmeyen) derisime bagh olarak % 10 ile % 20 arasinda hicre canliiinda azalmaya
sebep olmustur. Bunun yaninda diyaliz sonrasinda elde edilen serisin igin ¢aligilan derigim
araliginda (20-80 pg/ml) elde edilen sonuglarin kontrol hicrelerinin canhihgindan farkli
olmadigi gozlenmigtir. Ayrica diyaliz sonrasinda elde edilebilen en yiksek konsantrasyon
olan 80 pg/ml eklenen gruplarda keratinosit hicrelerinin canliliginda diger gruplardan daha
fazla artisa neden oldugu gorilmuistir. Bu sonucun, serisin proteinin literattirde verilen

hiicreler Gizerinde koruyucu ve besleyici etkilerine bagl olabilecegi dustintlmektedir.
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Sekil 4.90. HaCaT keratinosit hicrelerinin diyaliz yapilmis farkli derisimde
serisin ornekleri ile 48 saatlik inklibasyon sonundaki faz kontrast I1s1k
mikroskop fotograflari (20 X buyitme) a) 20 ug/ml, b) 40 ug/ml,
¢) 60 ug/ml, d) 80 ug/ml, e) Kontrol (serisin eklenmemis).

Siyah oklar morfolojik deg@isimi (6rnek: hicreigi vakullesmeyi),
beyaz oklar 6liime gitmis hiicreleri gostermektedir

Sekil 4.90 ve 4.91’ de goruldugu gibi, geri kazaniimig serisin diyaliz 6ncesi veya sonrasinda
hiicre populasyonun blyik cogunlugunda morfolojik degisimlere sebep olmamistir. Isik
mikroskopu grafiklerinde gorulen yuvarlak hicre sayilari, derisime bagli ve diyaliz yapilip
yapiimamasina bagh olarak artmaktadir.
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Sekil 4.91. HaCaT keratinosit hiicrelerinin diyaliz yapilmamigs farkl derisimde
serisin drnekleri ile 48 saatlik inkubasyon sonundaki faz kontrast
Isik mikroskop fotograflari (20 X blyutme).a) 20 ug/ml, b) 40 ug/ml,
¢) 60 pg/ml, d) 80 ug/ml, e) 100 pg/ml,.f) 150 pg/ml, g) 200 ug/ml,
h) 300 pg/ml. Siyah oklar morfolojik degisimi (6rnek: hicreigi vakullesmeyi),
beyaz oklar 6liime gitmis hiicreleri gostermektedir

4.3.4. Kollajen ve Kollajen-Serisin Koépukler Hazirl  anmasi

Kollajen ve kollajen-serisin kdpuk hazirlanmasi proje planinda bulunmamaktadir. Ancak,
membranlarda iyi sonug veren bu kompozisyonlar iki bilesenin jellesme 6zellikleri kullanilarak
dondurma ve liyofilizyon yontemiyle gozenekli kdpukler hazirlanmistir (Sekil 4.92). Ancak,
kopukler capraz baglayici solusyonuna daldirma veya buharina maruz birakma
yontemlerinde U¢ boyutluluklarinda ve yuzey godzenekliliklerinde buyik kayiplar yasandigi
icin bu ¢calismalarin ileride daha farkli bir projede gergeklestiriimesine karar verilmistir.
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Serisin/kollajen kopuklerinin genel 6zelliklerinin belirlenmesinden 6nce, go6zeneklilik ve
g6zenek dagilimi 6zellikleri taramali elektron mikroskopisi ile incelenmistir (Sekil 4.92).
Yiizeyde ve kesitte acik gozeneklilik bulundugu ve gbzeneklerin hiicre biyutilmesine uygun
boyutlarda oldugu gorilmektedir. Kopuklerin yapisinda gorilen kirilgan ozellikleri ile, yiksek
gOzeneklilikteki i¢ yapilarinin uyumlu oldugu dusuntlmektedir. Benzer nedenle, serisin
oraninin en yuksek oldugu 2/1 gruplarinda gdzenek boyutlarinin biyikliglu ve daha az
baglantih  olmasi nedeniyle, daha kirilgan kopukler elde edilmistir. Morfolojik
degerlendirmeler sonrasinda en homojen kopik yapisinin 1/1 serisin/kollajen oraniyla elde
edilebildigi bulunmustur. Ancak, bu vyapinin suda dayanikliiginin artiriimasi igin,
membranlarda oldugu gibi, capraz baglanma veya baska bir malzeme ile kuvvetlendirilmesi

gerektigi dustintlmektedir.

Sekil 4.92. Gozenekli serisin/kollajen iceren kdpuklerin taramali elektron
mikroskopi goruntileri: a) 1/2 ylzey, b) 1/2 kesit, ¢) 1/2 ylzey kesit ayrimi,
d) 1/2 gdzenek yapisinin yakindan gortintusa, e) 2/1 kesit,

f) 2/1 gbzenek yapisinin yakindan géruntisu
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5. SONUC VE ONERILER

Bu projede koza pisirme ve ipek ipligi pisirme atiksularindan membran iglemleri ile serisin
geri kazanimi cahsilmigtir. En uygun On-aritma ve geri kazanim sirecleri belirlenmistir.
Ardindan geri kazanilmig serisin ile paketleme sektdriine yonelik bir biyofilm hazirlanmis ve
karakterize edilmistir. Ayrica yara/yanik ortisu olabilecek kollajen-serisin bazli membranlar
hazirlanmis ve biyouyumluluk testleri yapilmigtir. Bu projede yiritilen butin deneysel
caligmalardan elde edilen bulgularla asagidaki sonuclara varilmistir. Oneriler de bu bolimde

sunulmustur:

1. Turkiye'de tekstilin bir alt sektort olan ipek isleme endustrisinde Uretilen atiksularda
bol miktarda serisin bulunmaktadir. Koza pisirme atiksularinda (KPA) 2006 yilinda
yaklasik 1.4 ton serisinin atiksu ile birlikte atildigi, ipek ipligi pisirme atiksularinda
(IPA) ise bu miktarin yaklagik 11,7 ton oldugu tespit edilmistir. Serisin oldukca degerli
bir proteindir, piyasadaki satis fiyatt 80-90 AVRO/gram’dir. Dolayisiyla, Turkiye'de
yaklasik 12 ton olan serisin potansiyeli, geri kazanimi saglandiginda, bu maddenin
ciddi bir ekonomik fayda saglayacagi gercegini acikca gostermektedir. Bu agsamada
proje ekibinin ©Onerisi, bu projenin devaminda sanayi-Universite isbirliginin
guclendiriimesi ve bu proje kapsaminda laboratuvar 6lgeginde elde edilen sonuglarin
pilot 6lcekte test edilmesi ve hatta ipek isleme endustrisinde bir serisin geri kazanim

tesisinin kurulmasi icin gerekli olan girisimlerin baglatiimasidir.

2. KPA ve iPA karakterizasyonu sonucunda, KPA'nda 4 farkli serisin molekil agirhig
tespit edilmistir. Bunlar Serisin-1 (175-200 kDa), Serisin-2 (70-90 kDa), Serisin-3 (30-
40 kDa) ve Serisin-4 (10-25 kDa) olarak adlandiriimigtir. Bu polipeptidler, atiksuda
%5-25, %53-69, %4-8 ve %12-22 oranlarinda bulunmustur. KPA'nda en yiuksek
oranda Serisin-2 bulundugu ortaya c¢ikmistir. Molekil agirhginin bu kadar genis bir
aralikta dagiimis olmasi, literatlr bilgileriyle uyumludur. Bunun nedeni, ipegin
islenmesi asamalarinda serisinin daha kicik parcalara ayrilmasidir. Diger yandan,
iPA'ndaki serisin icin 110-120 kDa arasinda tek bir molekil agirlik araligi tespit
edilmistir. Her iki atiksuda bulunan serisinin, biyo-bazli malzeme Uretimine uygun

olan biyuk molekul agirlikli serisin oldugu sonucuna varilmistir.
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3. Koza pisirme atiksuyunda serisin haricinde yabanci bir madde tespit edilmigtir. Bu
maddenin, MALDI-TOF analizi ile ipekbb6cegdinden gelen bir protein oldugu
bulunmustur. Saf serisin elde edilebilmesi icin bu maddenin uzaklastiriimasi gerektigi

sonucuna varimistir.

4. KPA icin cazibeyle c¢okeltme, santriflij ve mikrofiltrasyon iglemlerinin ayri ayri ve
ardigik uygulanmasi sonucunda, en uygun On-aritma igleminin, santrifij (SFJ) +
mikrofiltrasyon (MF (1 pm) oldugu bulunmustur. En iyi stizintl suyu kalitesi ve Kirlilik
parametreleri icin en yiiksek giderim performansi secilen igslemde elde edilmistir. On-
aritma surecinde ikinci kademe aritma ydntemi olarak MF secilmesi, ardindan gelen
UF (20 kDa) isleminde gozlenen aki azalmasini %88'den %80’e dusurmustir. Ayrica,
oncesinde MF uygulanan UF (20 kDa) isleminde kimyasal yikama ile aki geri
kazanimi %83'ten %104’e cikmistir. Bu nedenle, KPA icin en uygun on-aritma
surecinin SFJ + MF (1 pym) oldugu sonucuna variimistir. Bu calismada MF deneyleri
duz akis dizeninde ydratilmus, dolayisiyla aki azalmasi MF asamasinda oldukca
yuksek olmustur. Capraz akis dizeninde tekrarlanmasi dnerilen deneylerle, MF'in aki

performansi konusunda daha saglkh sonuglar elde edilecektir.

5. Serisin geri kazanimi igin en uygun membran isleminin secilebilmesi amaciyla, UF (1
kDa, 5 kDa ve 20 kDa) ve NF (NF-DK and NF-90) membranlan test edilmistir. UF
islemlerinde serisin tutulma orani %36-60 arasinda kalmig, KOI giderimi ise %41-52
olmustur. UF membranlari yalnizca en yiuksek molekil agirhk dagihmina sahip olan
Serisin-1'l tamamen tutabilmis, diger serisin polipeptidlerini ise kismen tutabilmigtir.
Buna ek olarak, konsantrasyon polarizasyonu ve membranlarin yiizeyinde olusan jel
tabaka nedeniyle aki azalmasi %58-88 kadar ylksek olmustur. Diger yandan, NF
membranlarinin serisin tutma performansi %94-95 kadar yiksek olmustur. Buna ek
olarak, NF-DK ve NF-90 membranlarinin KOI, toplam kati madde, renk ve bulaniklik
giderimleri de %90-99, %90-98, %97-100 ve %93-98 olmustur. NF-90 suzlntl suyu
kalitesi, ek bir aritma gerektirmeden desarj edilmeye uygun bulunmustur. NF
isleminde de aki azalmasi %70-75 kadar yuksek olmustur. Konsantrasyon
polarizasyonunun UF aki azalmasi Uzerindeki etkisi %30-69 arasinda degismis, NF'te
ise %63-64 olmustur. UF membranlarinda kirlenme etkisi de %33-75 kadar yiksektir.
Diger yandan, kirlenme etkisi NF'te yalnizca %20-30 olmustur. Bu bulgular, NF'in
UF'ten hem tutma/giderim verimi hem de aki azalmasi bakimindan daha iyi

performans gdsterdigini ortaya koymustur. UF iglemi, kismi geri kazanim saglayacag!
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icin uygun bulunmamig, ancak serisinin farkh molektl agirhk arahdina sahip

polipeptidlerinin ayrilmasi amaciyla kullanilabilecedi sonucuna varilmigtir.

Yuksek aki azalmasi gozlenmesine ragmen, NaOH ve serbest klor kullanilan
kimyasal yikama islemi ile membranlarin saf su akilari geri kazaniimistir. Saf su geri
kaznaim orani UF i¢in %83-105, NF igin ise %95-127 olmustur.

Test edilen membranlarin hi¢ birisi serisin ile ipekbtcegi proteinini tam olarak
ayiramamistir. Buna ek olarak, NF-90 membrani ipekbocegi proteinini daha yuksek
oranda tutmustur. Bu da, NF-90 ile geri kazanilan serisinin NF-DK'ya kiyasla daha
fazla safsizlik icermesi anlamina gelmektedir. Bu, gerikazanilan Urandn kalitesi
bakimindan arzu edilen bir durum degildir. Yine de, serisinin yogunlastiriimasi
deneylerinde her iki membran da kullaniimistir. Hacim azaltma faktord, 4,2-4,6 olacak
sekilde atiksu yogunlastiriimis, NF-DK ve NF-90 membranlari icin aki azalma oranlari
%62-78% ve %95 olmustur. Kimyasal yikama islemi ile, NF-DK'nin akilari %81-118
arasinda iyilestirilmis, ancak NF-90'Iin akilari icin elde edilen geri kazanim orani
%75'te kalmistir. Dolayisiyla, NF-DK'nin KPA'dan serisin geri kazanimi icin daha

uygun bir membran oldugu sonucuna variimistir.

Yogunlastirilan serisin ¢okeltimesi asamasinda en uygun kimyasalin bulunmasi
amaciyla 4 cesit asit ve alkol denenmigtir. Asit olarak HNO3, HCI, H,SO,4, C,H40,,
alkol olarak da C,HgO kullaniimistir. Geri kazanilan serisin 6rneklerinin kalitesi
elementel analiz, ¢ozinirlik ve UV-tarama ile degerlendirilmistir. Elementel analiz,
referans serisinin C, H, N, ve S icerigine en yakin drneklerin HCI ve C,HgO ile elde
edildigini gostermistir. Ancak, HCI ile c¢dkeltilen 6rnegin ¢ozunurligd, asidik pH
kosulunda %53-66 kadar diusik olmus, ancak alkali pH (11) kosulunda tam
¢Ozunarlik saglanmistir. Diger yandan, etanol ile ¢cokeltilen serisin 6rnegi butiin pH
araliginda (3-11) tamamen ¢6zundr olmustur. Bu bulgulardan, serisin icin en uygun

¢okeltme kimyasalinin etanol oldugu sonucuna varilmistir.

Geri kazanilan serisin drneklerinin HPLC analizi ile, elde edilen tozda serisinin %39-
46 oraninda bulundugu, geri kalan kismin ise ipekbdcegi proteini oldugu tespit
edilmistir. Sonug olarak, ‘SFJ + MF (1 um) + NF + etanol ile ¢okeltme’ islemlerinden
olusan geri kazanim sireci ile, serisin/ipekbocegi proteini karisimi elde edilmistir. Bu

karisimda serisinin molekul agirhgr 90 kDa ve geri kazanim verimi %76’dir. Bu Urin
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10.

11.

12.

13.

‘dusuk kaliteli serisin’ olarak adlandiriimis ve uygulama alani olarak hayvan yemi

dretimi, yin, pamuk gibi tekstil Grinlerinin giclendirilmesi vb. énerilmigtir.

Geri kazanilan serisin/ipekb6cegi proteininde bulunan serisinin tanimlanmasi icin,
iyon degisimi kromatografisi, 2-D jel elektroforezi ve MALDI-TOF analizleri
yaptirilmistir. Bu analizler, geri kazanilan serisinin asidik bir protein oldugunu ve izo-
eletrik noktasinin 5-6 oldugunu gostermistir. iki protein grubu tespit edilmis ve MALDI-
TOF analizi ile, EXPASYy protein veri tabaninda molekil agirliklar1 9161 Da olan SER1
serisin (096614) ve 20302 Da olan SER2 serisin (096615) ile uyumlu olduklari

bulunmustur. Sonug olarak, geri kazanilan proteinin serisin oldugu kanitlanmistir.

Serisin ve ipekbdcedi proteinini ayirabilmek amaciyla diyaliz islemi uygulanmistir.
ipekbocegi proteini tamamen uzaklastiriimis ve saf serisin elde edilmistir. Bu
durumda, serisin geri kazanimi icin ‘SFJ + MF (1 um) + NF + diyaliz + etanol ile
cokeltme’ islemlerinden olusan alternatif bir stre¢c Onerilmistir. Bu slrecte geri
kazanilan serisinin %20’'sinin molekdl agirhgr 44 kDa ve %80’'inin molekdl agirhigr 85
kDa olarak bulunmustur. Bu urin ‘yiksek kaliteli serisin’ olarak adlandiriimig ve

biyomalzeme tretiminde kullanilabilecegi sonucuna varilmigtir.

ipek ipligi pisirme atiksuyu icin en uygun on-aritma isleminin asidik pH (3,5)
kosulunda SFJ + sogukta cazibelye ¢cokeltme (4 °C, 24 saat) oldugu bulunmustur. Bu
surecte atiksuda bulunan serisinin sabundan ayriimasi saglanmigtir. Sogukta
cokeltme yerine osa sicakliginda bekletmenin de uygulanabilecegi gorilmuis, ve
bunun endustriyel dlcekte daha uygun olabilecedi dustunilmustiur. Ancak, laboratuvar

kosullarinda sogukta ¢cokeltme daha kolay uygulanmistir.

iPA’dan serisin geri kazanimi icin (i alternatif siire¢ denenmistir: 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 islemi ile ayrilamadigi farkedilmistir.
Ucuincu suirecte ise, serisin sabundan on-aritma iglemi ile ayrilmis, UF ise serisini
yogunlastirma amaciyla kullaniimistir. Kirlilik parametrelerinin giderim verimleri UF
(20 kDa)'da UF (5 kDa)'a kiyasla daha iyi olmustur. Buna ek olarak, UF (5 kDa)
membraninin serisin tutma orani %59'da kalmistir. UF (20 kDa) ise serisinin

tamamen tutabilmig, ancak sabundan ayiramamigtir. Her iki membranda da aki
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14.

15.

azalmasi ciddi boyuttadir; UF (20 kDa)'da pH 7,7'de %85 ve pH 3,5te %94; UF (5
kDa)'da ise pH 3,5te %88 olmustur. Kimyasal yikama ile UF (20 kDa)'nin akilari
tamamen (%89-97) geri kazanilmistir. Ancak UF (5 kDa)'da bu oran yalnizca %31
olmustur. Bunun nedeni, besleme suyunda olduk¢a yiksek derisimde serisin
bulunmasi, ve On-aritma asamasinda sabunun tamamen giderilmesi nedeniyle
serisinin membran yiuzeyini daha fazla kirletmesidir. Bu bulgular degerlendirildiginde,
iPA’ndan serisin geri kazanimi igin en uygun siirecin ‘SFJ (pH 3,5, 10 dak) +
Cazibeyle cokeltme (4 °C, 24 saat) + membran filtrasyonu’ oldugu sonucuna
variimistir. Proje slresinin sona ermesi ve mali kaynaklarin tiikenmesi nedeniyle
deneysel calismalar bu noktada sonlandiriimistir. Proje ekibinin énerisi, gelecekte en
uygun membranin bulunmasi icin membran deneylerinin farkli pH kosullarinda

tekrarlanmasidir.

Sabunun atiksudan tamamen uzaklastiriidigindan, yag asitlerinin GS-MS analizi ile
emin olunmustur. UF (5 kDa) membraninin besleme ve sizintd sulari analiz edilmis
ve yag asitlerine rastlanmamistir. Sonu¢ olarak, serisinin sabundan tamamen
ayrildigi kesin olarak anlasilmis ve gelistirilen sirecin basarili oldugu sonucuna
variimistir. Bu asamada proje ekibi, sabunun da geri kazanilabilecegini 6ngérmekte

ve gelecekte bu konuda calismalar yapilmasini 6nermektedir.

Atiksudaki sabun, IPA’ndan serisin geri kazanimini zor bir is haline getirmistir. Buna
ek olarak, iPA'ndan ciddi bir cevresel kirlilik kaynaklanmaktadir. ipek ipligininin
pisirilmesi igin ¢evreye daha az zararli bir yéntem olarak literatiirde sabunsuz pisirme
Onerilmigtir. Bunun igin gerekli olan, 3-4 bar basingta ve yuksek sicaklikta caligacak
kazanlarin temin edilmesidir. Bu kazanlarda yalnizca su kullanilarak ipek ipliginden
serisinin uzaklastiriimasi mamkindir. Proje kapsaminda olmasa dahi, bu yontemin
uygulanabilirligini anlamak amaciyla laboratuvar ortaminda otoklav kullanarak
yaksalik 2 bar basin¢ altinda ipek ipligi pisirme islemi simtle edilmistir. Konvansiyonel
islemde serisinin uzaklagsmasi ile iplikte olusan %25-27'lik agirlik kaybi, bu deneyde
%24 olarak bulunmustur. Dolayisiyla, basincin 6nerilen seviyelerde kullaniimasi ile
daha ylUksek oranda serisin giderimi saglanacag! dusunudlmektedir. Bu sonuglar,
cevreye daha az zarar verecek bir yontemin rahatlikla uygulanabilecegini
gbstermektedir. Proje ekibi, endustriyel 6lcekte bu uygulamanin hayata gecirilmesi
icin gerekli girisimlerin baglatilmasini 6nemle énermektedir. Bdylece sabun kullanimi

sona erecek, ipek ipligi pisirme atiksularinin ¢evreye verdigi zarar 6nlenmis olacak ve
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16.

17.

18.

atiksuda serisin diginda 6énemli bir kirlilik olmayacagi icin serisin geri kazanimi daha

kolay bir ydéntemle geri kazanilabilecektir.

Geri kazanilan serisin/ipekbocegi proteini karigimi ile paketleme sektoriine yonelik bir
biyofilm hazirlanmistir. Bu film, serisin/PVA karisimi ile yapilmistir. Serisin iceren
filmlerin  mekanik 6zelliklerinin paketleme malzemesi olmaya uygun oldugu
bulunmustur. Ancak, serisin filmlerin oksijen gegirgenligini 6nemli dl¢giide artirmigtir.
Bu durumda, Uretilen malzemenin projede 6nerildigi gibi gida sektériinde kullanima
uygun olmadigi, ancak gida digi paketleme amaciyla rahatlikla kullanilabilecegdi
sonucuna varilmistir. Projenin bu kismindaki deneysel calismalar, Imperial College,
London ile kurulan bilimsel igbirligi kapsaminda ingiltere’de yuritilmiis ve bunun icin
toplam 11 haftalik iki ziyaret gerceklestiriimistir. Zaman kisitlamasi ve Bolimimuz alt
yapi olanaksizliklart nedeniyle calismanin bu kismi daha derinlemesine
arastirilamamistir. Bu proje kapsaminda serisinin paketleme malzemesi olarak
kullanilabilmesi konusunda bir fikir olusturulmustur. Ancak, konunun genis kapsamli
olmasi nedeniyle, devaminin ancak yeni bir proje ile gerceklestirilebilecegdi

dusunulmektedir.

Proje kapsaminda hazirlanan ikinci biyobazli malzeme, yara/yanik ortisi olarak
kullanilmasi 6ngoériulen membrandir. Farkli agirlik oranlarina sahip kollajen-serisin
membranlar ince ve kalin olarak hazirlanmistir. Kollajen ve kollajen-serisin
membranlarin sulu ortamda ve yaraya uygulandiktan sonra yapisal buttnliklerini
uzun sdreli korumalari amaciyla glutaraldehit ile capraz baglanmiglardir. Capraz
baglanma ile membranlarin sulu ortamda agirhk kaybir azalmistir. Bu nedenle
membranlari Yara-yanik ortiisi olarak degerlendirmek amaciyla yapilan tim deneyler
capraz baglanmis membranlar kullanilarak sdrdardlmastir. Serisin iceren farkli
oranlardaki membranlarda su buhari gecirgenligi acisindan  bir  farkhlik
gbzlenmemistir. Elde edilen degerler, su buhari gecirgenliklerinin istenilen standart
Uzerinde oldugunu, yaranin nemli tutulabilecegini ve kuruma riskinin azaltildigini

gbstermektedir.

BUtin membranlarin  bakteri gecirgenlik testlerinde bakteri gecmesinde bariyer
gbrevini yerine getirme kapasitesine sahip oldugu gorulmastir. Bu da, membranlarin
hedeflenen diger bir 6zellik olan yaranin bakteri enfeksiyonlarina kargl korunmasi

kapasitesine oldugunu goéstermistir. TUm serisin iceren membranlarin, su tutma
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19.

yuzdeleri ve oksijen gecirgenlik degerlerinin kollajen membranlardan daha ytksek
oldugu gozlenmigtir. Bu da kompozit yapidaki membranlarin yarada olusan pusun
daha iyi emilebilmesini ve dokunun daha iyi nefes alabilmesini saglayacagini

dustndurmektedir.

Tum kollajen-serisin kompozisyonlari yara-yanik ortist olarak olumlu mekanik ve
biyouyumluluk 6zelliklerini gbstermistir. Sonuclar degerlendirildiginde, kalin kollajen-
serisin membranlarin yara 6rtist olarak klinikte uygulanabilirlik potansiyeline sahip
oldugu gorulmektedir. Geri kazanilan serisin proteinin diyaliz sonrasi hucreler
Uzerinde toksik etki gostermedigi sonucuna varilmistir. Geri kazanildiktan sonra, bu
proteinin biyomedikal amacli olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Elde edilen
sonuclar dogrultusunda gelecekte asagidaki calismalarin yapiimasi dnerilmektedir:

a. Hazirlanan membranlarinin in vivo hayvan deneyleri ile test edilmeleri,

b. Hazirlanan membranlara antibiyotik ve/veya buylime faktorleri eklenerek yara
bolgesinde enfeksiyonun azaltiimasini ve yara iyilesmesinin hizlandiriimasi ile
ilgili calismalar yapiimasi,

c. Doku muihendisligi amach u¢ boyutlu ve go6zenekli Kollajen-Serisin

kopuklerinin Hazirlanmasi ve in situ/in vitro deneylerle degerlendiriimesi.
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EKA

KPA'nin Saklama Ko sullarinin Membran Performansina Etkisi

Koza c¢ekimi yalnizca sonbahar mevsiminde yapildijindan, koza atiksulari her zaman
bulunamamaktadir. Dolayisiyla, Bursa’dan getirilen atiksu dondurularak saklanmis ve ihtiyag
duyuldukga c¢Ozulmustur. Dondurulup ¢ozilen atiksularda okunan toplam protein, renk ve
bulaniklik degerlerinin, dondurulmamis atiksuya gore oldukca disuk oldugunun farkedilmesi
nedeniyle, UF (5 kDa) deneyleri 6ncesinde atiksu hafif isitilarak icindeki protein miktari eski
seviyesine cikarilmistir (Tablo A.1). Burada, dondurulan atiksuda serisinin kristallesmis
olabilecegi dusunulmektedir. Serisinin sicak suda ¢ozunurlugu artan bir protein olmasi ve
kozadan da sicak suda pisirilerek cikarilabilmesi nedeniyle deneylerde kullaniimak Uzere
serisin iceren atiksuyun isitimasinda bir sakinca goérilmemistir. Ancak yine de yapilan
dondurma-¢dzme-isitma isleminin atiksu 6zelligini ve UF performansini nasil etkiledigini
anlamak amaciyla laboratuvar kosullarinda koza atiksuyu Uretilmesine ve bu atiksu ile hem
dondurma islemi yapiimadan hem de dondurma-¢cézme-isitma islemi yaparak UF deneyleri

yapilmasina ve sonuglarin karsilastiriimasina karar verilmistir.

Tablo A.1. Dondurma-c6zme-isitma islemlerinin atiksu 6zelliklerine etkisi

Atiksu ozellikleri

Parametre islem Dondurulup Coziildiikten sonra
gérmemi ¢Ozulmi g 60 dakika 1sitilimi s

T. Protein (mg/L) 9443 6208 9883

KOI (mg/L) 11600 13220 14920

TKM (mg/L) 10238 11700 13130

Renk (Pt-Co) 8650 3180 25000

Bulaniklik (NTU) 771 122 1050

Isitma islemi renk ve bulaniklik degerlerini olumsuz etkilemigtir. Bu parametreler oldukca
yukselmis, renk 3180 Pt-Co’dan 25000 Pt-Co’a, bulaniklik ise 122 NTU'dan 1050 NTU'ya
ctkmigtir. Diger yandan, diger parametreler icin belirgin farklar gdzlenmemisgtir. Sonug olarak,
donmus-cozilmiis ve ek olarak isitilmis érneklerin toplam protein ve KOI degerleri arasindaki

farklar oldukca biyik oldugundan, 1sitma islemi gerekli géralmastar.
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Atiksu 6Orneklerinin bozulmasini 6nlemek amaciyla yapilan dondurma-¢ézme-isitma (DCI)
isleminin, membran performansi Uzerinde olasi etkilerini belirlemek amaciyla, laboratuvar
kosullarinda koza pigirme islemi simile edilmig ve elde edilen atiksu (KPA-S), UF (5 kDa)
membrani ile sizulmustiur. Simile edilmis atiksu (Tablo A.2) ile DCI islemi 6ncesinde ve
sonrasinda UF (5 kDa) deneyi yapilmig ve sonuglar Tablo A.3'te verilmistir. UF (5 kDa)
membrani ile elde edilen giderim verimleri, KOI, TKM ve toplam protein i¢in DCI 6ncesinde
% 50-55 olmus, DCI sonrasinda ise % 48-54 olarak gerceklesmigtir. Goruldugu tzere, bu
giderim verimleri oldukca yakindir. Benzer olarak, serisin gideriminde de 6nemli bir fark
gbzlenmemis, % 33 olan giderim verimi, DCI islemi sonrasinda % 27 olarak elde edilmistir.
Ancak bu farkin, DCI igsleminden kaynaklandigini sdylemek mimkin degildir. On-aritma ve
UF (5 kDa) islemleri birlikte degerlendirildiginde ise, olduk¢a yakin sonuclar elde edilmistir.
UF (5 kDa) membranlari ile elde edilen stzunti suyu kaliteleri de oldukc¢a yakindir. Elde
edilen verilerle, DCI isleminin uygulanmasinda herhangi bir sakinca olmadigi sonucuna
variimistir. Dolayisiyle, deneysel calismalara dondurulmus-¢6zilmus ve isitiimis atiksularla

devam edilmisgtir.

Tablo A.2. Simlle edilen KPA 6zellikleri

Atiksu Kalitesi

Parametre i
KPA-S KPA-S (DC i)*

T. Protein (mg/L) 6159 5993

KOI (mg/L) 7925 9030
TKM (mg/L) 7360 8050
Renk (Pt-Co) 5690 3970
Bulaniklik (NTU) 301 234

pH 7.1 6,7

*DCI: Donmus, ¢o6zilmil, 1sitiimis
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Tablo A.3. DCI isleminin UF (5 kDa) performansina etkisi

Atiksu  Uygulanan

Cikis kalitesi, Olctilen de ger (Giderim, %)

islem KOI Renk Bulanikhk 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 pm) 6,6
(DGl 4 17) (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 um) 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)
sonrasi)
SFJ+MF+UF (61) (79) (93) (54) (61) )
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EKB

Kimyasal Yikamanin Membran Performansina Etkisi

Kirlenen membranlari temizlemek amaciyla yikama igleminde uygulanan NaOH ve serbest
klor, bir filtre Ureticisi firma tarafindan UF membranlari i¢cin 6énerilen kimyasallardir (WU vd.,
2006). Klorun asidik ortamda daha zararl etkileri oldugu, NaOH ile birlikte bazik ortamda
uygulandiginda zararli etkilerinin olmayacagi da ayrica rapor edilmektedir (LIU vd., 2004).
Ancak, klor oldukca guclu bir oksidan oldugundan, membran ylzeyinde asinma ve
gbzeneklerin buytmesi gibi etkileri olabilecegi dusunilerek klorun membran performansini
naslil etkiledigi arastirilmistir. Bunun igin, atiksu ile kirletilen UF membranlari, klor ve sodyum
hidroksit ile bir defa yikandiktan sonra ikinci kez atiksu ile kullaniimis ve tekrar ayni sekilde
yikanmistir. Elde edilen giderim performanslari ve sizintl suyu kalitesi Tablo B.1'de ve

ikinci yikama igleminin aki Gizerine etkileri Tablo B.2'de verilmistir.

Tablo B.1. Kimyasal yikama isleminin UF performansina etkisi

Sizuntd suyu kalitesi  (Giderim, %)

Parametre SaniriEJjFJr(zl\ngga)pm) Samriﬂﬂ; (I\éliég) Hm
Yikama oncesi Yikama sonrasi Yikama oncesi Yikama sonrasi

KOI (mg/L) 5205 (29) 5975 (28) 6210 (41) 6120 (44)
Renk (Pt-Co) 570 (53) 690 (55) 790 (64) 800 (71)
Bulaniklik (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 yilkamanin membran akisi tizerine etkisi

Aki (L/m %/sa) Akl azalmasi (%)
Ssaf Atiksu Safsu, Safsu, 1 5 3 4 Aki geri
temizlik temizlik kazanimi
. Ny . ”
Islem WSt SO Wy (- (C-F)C () ()

Santrif(j

+MF(1 um) 54.3 10.9 24.4 48.9 55.5 55.0 50.0 10.0 90
+UF(20 kDa)

Santrifdj

+MF(1 um) 46.2 6.1 9.5 43.4 35.7 79.4 78.1 5.9 94
+UF(5 kDa)

1: Konsantrasyon polarizasyonu

2: Toplam kirlenme

3: Geri donddrulebilen kirlenme,
4: Geri dondurulemeyen kirlenme

Siuzuntd suyu kalitesinde ve giderim performansinda ikinci yikama islemi sonucunda énemli
bir degisim gdzlenmemistir (Tablo B.1). ikinci yikama sonunda elde edilen aki geri kazanim
oranlari da birinci yikama igleminde oldugu gibi yiksek c¢ikmistir. Dolayisiyla uygulanan

yikama igleminin uygun oldugu sonucuna variimistir.
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EKC

Otoklav Siresinin Serisin Cézundrlc  gune Etkisi

Serisinin agirlik olarak kozanin ne kadarini olusturdugu ve otoklav siresinin suda ¢6ziinen
serisin miktarina etkisi arastirilmigtir. Bunun igin, 1 g’lik t¢ adet koza 6rnedi hazirlanmis,
kurutulmus ve agirliklar belirlenmigtir. Kozalar, otoklavda 1, 2, ve 5 saat olmak Uzere (¢
farkh siire boyunca 120 °C’de su icinde bekletilmistir. Tablo C.1'den goruldiga Gzere, suda
¢Ozlnen serisin miktarinda, otoklav sirresinin 1 saatten 2 saate c¢ikariimasi ile % 4,5, 5 saate
cikariimasi ile de % 7,7 oraninda bir artis saglanmistir. Elde edilen artig, serisinin uzun sire
otoklav yapildiginda ugrayacagl bozunma dikkate alindiginda énemli bulunmamis ve otoklav

siresinin 1 saat olarak uygulanmasina karar verilmistir.

Tablo C.1. Otoklav siresinin serisin ¢ozunurligune etkisi

Otoklav siresi Suda ¢dzinme orani - :
Art d
(saat) (%) rtig yuzdesi
1 22,2 i
2 232 45
7,7
5 23,9
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EKD

Serisin ve T. Protein Analizleri i¢in Kalibrasyon S tandardinin Segilmesi

Kalibrasyon standardi olarak kullaniimak Gzere Sc 6rnedinden hazirlanan c¢ozeltilerde toz
serisinin tam olarak c¢6zinmedigi ve cokelti olustugu farkedilmistir. HPLC ile yapilan
kalibrasyonlarda da Sc ile daha kigcik alanlar okunmustur; y = ax biciminde elde edilen
kalibrasyon egrilerinde, Sc kullanildiginda bulunan a degeri, Sy ile elde edilen degerin %76's!
kadar olmustur. Sekil F.1'de gorildugu tzere, Sc ile elde edilen alanin Sy ile elde edilen lana
orani 0,76’dir. Bu da serisin derigsiminin oldugundan fazla hesaplanmasi demektir. Serisinin
¢ozunurligundn pH 3,8'de en az oldugu ve proteinin bu pH degerinde ¢oktugu bilinmektedir
(KODAMA, 1926). Breziya’dan temin edilen serisinin pH degeri de 3,9 oldugundan, suda tam
olarak c¢ozunememigtir. Sonu¢ olarak, bu calismada kalibrasyon standardi olarak yerli

serisinin kullaniimasina karar verilmistir.

Calibration with Brazilian sericin (S ()

3000000
y =2052335,54x
2500000 |~~~ T
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 -+
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)

Sekil D.1. (a) Sc (b) Syile elde edilen kalibrasyon egrileri
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Absorbance at 562 nm

EKE

Toplam Protein Analizinde Kullanilan Kalibrasyon E  grisi

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

0,050 +

y = 0,3542x + 0,0395

R? =0,9532

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, - — — - ____

0,000

0 01 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Concentration (mg/mL)

Sekil E.1. T. Protein analizi i¢in kullanilan kalibrasyon egrisi
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Absorbance at 490 nm

EKF

Karbonhidrat Analizinde Kullanilan Kalibrasyon E grisi

0.800

0.700 -
0.600 ~
0.500 ~
0.400 -
0.300 -
0.200 ~
0.100 -

y =19.174x- 0.0284
R? =0.9904

0.000

0 0.01

0.02 0.03 0.04

Concentration (mg/mL)

Sekil F.1. Karbonhidrat analizinde kullanilan kalibrasyon egrisi
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EK G
Serisin, Sabun ve KO | Arasindaki iligki

ipek ipligi pisirme atiksuyunda bulunan sabun derisimi dogrudan belirlenemediginden,
serisin, sabun ve KOI arasindaki iliski bulunarak sabun derisimi hesaplanmistir. Ug farkli
serisin derisimi hazirlanmig ve KOI degerleri élgulmustiir (Tablo H.1). Goriildigu tizere, 1 g
serisin 1 g KOl'ye esittir. Ayni deney sabun igin tekrarlanms ve Tablo H.2'de verilen degerler
elde edilmistir. Goruldiigu lzere, 1 g sabun 2,5 g KOl'ye esittir. Daha sonra esit miktarlarda
serisin ve sabun karistirilarak ortak etkilerine bakilmistir (Tablo H.3). Goéruldugu Uzere,

serisin ve sabun (1/1 w/w orani) birlikte 1,9 g KOi'ye esittir.

Tablo G.1. Serisin ve KOI arasindaki iligki

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

Tablo G.2. Sabun ve KOI arasindaki iligki

Sabun Deri simi (mg/L) KO I Derigimi (mg/L) KO 1/Sabun
200 499 2,5
400 978 2,4
600 1473 2,5
1000 2460 2,5

Tablo G.3. Serisin, sabun ve KOI arasindaki iligki

Serisin Sabun Serisin + Olgulen 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 Pisirme Atiksuyu Bile senlerinin Analizi

HPLC kromatogramlarinda serisine ek olarak, 11,5. dakika ile 13,5. dakika arasinda
kolondan cikan baska bir madde daha gb6zlenmistir. Bu maddenin, kolondan daha gec
¢clkmasi, serisinden ¢ok daha kucuk bir molekdl agirhdina sahip oldugunu gdstermektedir.
Molekul agirlik kalibrasyonu kullanildiginda, bu maddenin molekil agirhginin yaklasik 3000
Da oldugu bulunmustur. Bu maddenin, koza pisirme islemi sirasinda oldukca kicuk
peptidlere bolinmus serisin olabilecegi distintilmis; ancak standart olarak kullanilan serisin
¢Ozeltisinde bulunmamasi nedeniyle, serisin olarak adlandiriimasi mdmkin olmamistir.
Yalnizca atiksuda goérildiginden, atiksuda kozalarin igcinde bulunan ipek bdcegine ait bir

bagka protein, karbohidrat veya yag olabilecegi distinilmustir.

isimlendirilemeyen bu maddeyi daha iyi aciklamak amaciyla, atiksu bilesenleri ayri ayri
incelenmistir. Bunun icin, laboratuvar kosullarinda ¢ ayri ¢ozelti hazirlanmistir. Bu
¢cOzeltilerden birincisi 3,99 g kuru kozanin 100 mL saf su icinde 120 °C'de 1 saat otoklav
edilmesi ve ¢ozeltinin 1,6 um filtreden suzilmesiyle elde edilmistir. ikinci ¢ozeltide de ayni
islem uygulanmis, ancak koza yerine 3,73 g agirhginda ipek bocegi kullanilmistir. Uglinci
¢Ozeltide ise toplam 8,04 g agirhiginda olan koza ve ipek bécegi birlikte otoklav edilmistir.
Hazirlanan birinci ¢ozelti, deneylerde kullanilan serisin standardini, Gc¢lncl c¢ozelti de
atiksuyun icerigini yansitmaktadir. ikinci ¢ozelti ise, serisin standardi ile atiksuda bulunan
serisin arasindaki farki agiklamak amaciyla hazirlanmistir. Orneklerde KOI, toplam protein ve

serisin analizleri yapiimis ve birbirlerine oranlari hesaplanmigtir (Tablo G.1).

Yalnizca kozadan olusan birinci ¢ozeltide KOI/T. Protein ve KOI/Serisin oranlari 1,0 ve 1,1
olarak bulunmustur. Bu oranlar, sadece ipek bécedi bulunan ikinci ¢ozeltide en yuksek
olmus, yani 3,6 ve 2,5 olarak bulunmustur. Atiksuyu yansitan dginci ¢ézeltide 1,6 ve 1,5,
gercek atiksularda ise 1,9 ve 2,4'tiir. Gergek atiksudaki KOI/T. Protein orani, beklendigi
Uzere ucuncu coOzeltideki orana en yakin c¢ikmigtir. Diger yandan, gercek atiksudaki
KOI/Serisin orani Ugiincii  ¢ozeltiye yakin g¢ikmamigtir.  Bunun nedeni, atiksuyun
kullanilmadan 6nce dondurma-¢cozme ve Isitma islemine maruz birakilmasi olabilir.
Uygulanan 45 dakikalik 1sitma suresinin, dondurulmus olan serisinin suda tamamen
¢oOzllmesi icin yeterli gelmemis olabilecegi ve atiksuyun taze iken icerdigi serisin derisiminin,
Isitma sonrasinda daha dusuk olculmis olabilecedi diustnulmektedir. Bu durumda elde
edilen KOI/Serisin orani beklenenden yilksek olmustur. Bu sonuclardan, atiksudaki serisin

kaynaginin yalnizca koza olmadigdi, ipek béceginin kendisinde de serisin bulundugu
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anlasiimaktadir.ikinci ve ucincii cozeltilerdeki serisin  derigimlerinin  orani, KPA'ndaki

serisinin %28'inin ipekboceginden geldigini, %72'sinin ise kozadan geldigini gostermektedir.

Yabanci maddenin daha sonra FPLC ve MALDI-TOF ile yapilan analizleri sonucunda bu

maddenin ipekbocegi kaynakli bir protein oldugu bulunmustur.

Tablo H.1. Atiksu bilesenlerinin incelenmesi

. KOI T. Protein  Serisin ) _
Ornek KOI/T. Protein ~ KOI/Serisin
(mg/L) (mg/L) (mg/L)

Koza

_ 10180 10733 9609 1,0 1,1
(1. cozelti)
ipek bécegi

_ 9440 2632 3791 3,6 2,5
(2. cozelti)
Koza + ipek Bocegi

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

* KPA-A, KPA-B, KPA-C, KPA-D, KPA-E ve KPA-F drneklerine ait ortalama degerler verilmistir.
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