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OZET

Bir iilkenin kalkinabilmesi o iilkenin sanayi gelismisligine baghdir. Ne yazik ki
tilkemiz kimyasal madde bakimindan biiyiik 6l¢iide disa bagimlidir. Dolayisiyla iilkemizin
kalkinabilmesi i¢in atik durumundaki hammaddelerin kullanilabilirligine yonelik Ar-Ge

caligmalar1 yapilmalidir.

Tavuk tiiyleri, tavuk iiretim tesislerinde atik madde olarak agiga g¢ikmaktadir.
Halihazirda hayvan yemi olarak kullanilmakta ya da gomiilerek imha edilmektedirler. Bu
calismada; atik tavuk tiiyleri 6n fiziksel islemlerden gecirilerek temizlenmistir. Daha sonra
keratin ekstraksiyonu i¢in boyutu kiiciiltiilmiistiir. Belirli bir boyuta getirilen tiiyler
sodyum stlfiir (Na,S) ile farkli konsantrasyon, sicaklik, karigtirma hizi ve silireye bagh
olarak Kkeratin ekstraksiyonu yapilmistir. Elde edilen keratin partikiillerinden keratin
cozeltisi hazirlanmis ve belirli oranlarda kitosan ile karistirilarak homojen bir hale gelene
kadar karistinlmis ve plastiklestirici gérevi goren PVA (polivinil alkol) eklenerek film
olusturulmustur. Elde edilen keratin partikiillerinin ve filmlerin yapis1 FT-IR, SEM, XRD
ile aydinlatilmis ve filmlerin antibakteriyel 6zellikleri incelenmistir. Tez ¢aligmasi sonunda

veriler 1s181nda kullanim alanlar1 arastirilmistir.
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ABSTRACT

The development of a country depends on the industrial development of that
country. Unfortunately, our country is largely foreign-dependent in terms of chemicals.
Therefore, in order to develop our country, projects should be carried out for the further

use of waste raw materials.

Chicken feathers pose a problem as waste material in chicken production facilities.
They are currently used as animal feed or are buried and destroyed. In this study; waste
chicken feathers were cleaned by pre-physical treatment. It was then reduced in size for
keratin extraction. For this aim, chicken feathers obtained from poultry factories and
keratin obtained with sodium sulfide (Na,S) depending on different concentration,
temperature and mixing speed and time. The keratin solution was prepared from the keratin
particles obtained and mixed with chitosan in certain ratio until it became homogeneous
and PVA (polyvinyl alcohol), which acts as a plasticizer, was added and the film was
formed. The structure of the keratins obtained and films formed were characterized by
SEM, XRD, FT-IR and antibacterial properties of films were examined. In the light of this

information, their usage areas were researched.
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1. GIRIS

Diinya genelinde artan niifus ile ticari gelismeler, atik miktarinda her tiirlii
tiretimden acgiga ¢ikan biiyiik bir artisa neden olmustur (Martelli ve ark. 2006). Bu sorunu
en aza indirmek igin plastik {irinlerin geri doniisiimii ve biyolojik olarak pargalanabilen
geleneksel plastiklerin yerine konmasi gibi alternatif ¢oziimler arastirilmaktadir. Doku
miithendisligi ve rejeneratif tip, gen terapisi, yeni ilag verme sistemleri, implante edilebilir
cihazlar ve nanoteknoloji gibi teknolojilerdeki gelismeler biyolojik olarak bozunabilir
polimerlere olan talebin artmasina neden olmustur. Biyopolimerlerin yenilenebilir ana
kaynaklar1 proteinler, polisakkaritler ve lipitlerdir. Atik tiiyler kiimes hayvanlar1 endiistrisi
i¢in 6nemli bir sorun olmaktadir. Son 15 yilda, kanatli hayvan iiretimi, 6zellikle gelismekte
olan iilkelerde, yilda yaklasik %5 artmistir (Moore vd., 2006). Bu tiiylerin bertarafi i¢in en
kolay ¢6ziim yolu; onlar1 diisiik besin degeri olan hayvan yemlerine dahil etmektir (Barone
ve Schmidt, 2006).

Tiiyler yaklasik %91 protein (keratin), %1 lipit ve %8 sudan olusmaktadir. Keratin
kullanilmasi kozmetik endiistrisi uygulamalarinda en ¢ok kullanilan maddelarden biridir.
(Reddy ve Yang, 2007). Bu ilging protein, cesitli tiirdeki kompozitlerin bir bileseni,
biyolojik olarak bozunabilir nonwovenlarin(dokunulmamis) bir bileseni ve diger birgok
alanlarda o6zellikle biyoteknolojide kullanilmaktadir. Keratinin hidrofilik 6zellikleri
nedeniyle tiiyler elyaf iretimi i¢in kullanilmasi uygun olacaktir. Saglik ve tibbi
uygulamalara adanmis tekstil {iriinleri ve teknik bir emme malzemesi olarak iiretilmesinde
yararlt olabilecek emme oOzelliklerini artirmaktadir. Tavuk tiiylerinden bu tiir keratin
uygulamalar1 siiphesiz yeni kullanim alanlaridir. Degistirilmemis indirgenmis keratin
¢ozeltisinin ekstraksiyonu, dengesizligi nedeniyle hi¢ yapilmamistir. Herhangi bir katki
maddesi olmadan keratin ¢ozeltisi dokiilerek hazirlanan bir keratin film olusturmak i¢in
cok kirllgan olmasi nedeniyle, gliserol, PVA, PLA, PEG gibi plastiklestiricilerin
kullanilmast bu filmlerin 6zelliklerini saydam, oldukga giiglii, esnek ve biyolojik olarak
pargalanabilir bir film olacak sekilde gelistirilmistir (Yamauchi K ve ark. 1996). Fare
fibroblast hiicreleri keratin filmi {izerinde iyi ¢ogalabilmis (Yamauchi K ve ark. 1997) ve
bu da keratinin biyouyumlulugunu gostermistir. Bu nedenle keratinin kollajen ve jelatine
benzer sekilde biyomedikal kullanim i¢in uygulanabilir olmasi beklenir. Her ne kadar
gliserol igceren keratin filmi uygun mukavemet ve esneklik gosterse de gliserol sulu

ortamda ¢Oziilmiis ve tekrar kirllgan bir yapi ile sonug¢lanmigtir Son zamanlarda,



biyomalzeme i¢in kitin ve kitosanin uygulanmasi i¢in kapsamli c¢aligmalar yapilmistir.
Ciinkii bu karbonhidrat biyopolimerleri yiiksek biyouyumluluga ve yara iyilesmesi,
antibakteriyel aktivite (Tsai ve ark 1999 ve 2000) ve benzeri gibi ¢esitli biyolojik

fonksiyonlara sahiptir.

1.1. Tavuk Tiiyii

Tavuk tiiyleri, bliyiik miktarlarda bulunan ve ¢ok az kullanim alanina sahip tiiyler
bir yan iirlindiir. Kanatli hayvan eti liretimindeki artigla baglantili olarak bu atik miktari
stirekli artmaktadir. Keratin igeren tavuk tliyleri, tavukculuk endiistrisinin ¢ok rahatsiz
edici ve zahmetli bir atik triiniidiir ve bu nedenle su anda birgok arastirmada c¢ok fazla
arastirmalarin  yapildigi bir noktadir.  Bu yogun aragtirma c¢alismalari nedeniyle
biyopolimer ile ilgili yaymlanan birgok yayin ve patent bulunmaktadir (Wrzesniewska ve
ark. 2006).

Tlylerin sekonder ve f{igiinciil yapilari, yani dikenler ve barbullar, g¢esitli
uygulamalar i¢in kompozitlerde takviye veya dolgu maddesi olarak kullanim i¢in uygun
hale getiren morfolojiye ve oOzelliklere sahiptir. Cok diisiik yogunluklu, miikemmel
sikistirtlabilirlik ve esneklik, 1s1 tutma ve tipik morfolojisi nedeniyle, kiimes hayvan tiiyii
dogal ve sentetik liflere kiyasla tercih edilmektedir. Tipik yapiya ve 6zelliklere ek olarak
tityler lifleri ucuzdur, bol miktarda bulunur ve hayvan lifleri i¢in yenilenebilir bir kaynak
olusturmaktadir (Salhi ve ark. 2011). Kanatli kus tiiyli yogunlugu yaklasik 0,8 g/cmS'tl'jr.
Yin i¢in yaklasik 1,3 g/cm3 ve seliiloz elyaf i¢in yaklasik 1,5 g/cm3. Gilinltimiizde ticari
olarak temin edilebilen dogal veya sentetik liflerin higbiri, tavuk tiiylerininki kadar diisiik
bir yogunluga sahip degildir. Bu tiir benzersiz Ozellikler, otomotiv uygulamalari i¢in
kullanilan tekstil ve kompozitler gibi bircok uygulama igin tiiyleri tercih edilir hale
getirmistir. Essiz yapiya ve oOzelliklere ek olarak, tiiyler ucuz, bol miktarda bulunur ve

protein lifleri i¢in yenilenebilir bir kaynaktir (Reddy ve ark. 2007).

Kiimes hayvanlan tiiyleri yaklasik %90 protein igermektedir ve protein lifleri igin
ucuz ve yenilenebilir bir kaynaktir (Wrze$niewska ve ark. 2006). Tiiylerin ikincil yapilari,
tilyler lifli formdadir ve protein lifleri olarak potansiyel bir kaynak olabilir. Diinyada her
yil 1,814,369 ton dan fazla tavuk tiiyii iretilmektedir (Barone ve ark. 2006). Ayrica
Tiirkiye'de yaklasik 30000 ton tavuk tiiyii iiretilmektedir (TUIK 2009). Tiiylerin agirhiginm
yaklasik %350'si tiiylii ve diger %50'si rachidir (tiiylin orta kisminda tliylerin tutunmasini

saglayan yapi1). Bu, her yil diinyada tiiketilen protein liflerinin %8'inin kullanilabilirligi
g



anlamina gelmektedir. Iki dogal protein lifi, yiin ve ipek nispeten pahali lifler oldugundan,
diistik maliyetli dikenleri protein lifi olarak kullanmak bir¢ok protein lifi {irlinlini
ekonomik hale getirecek ve tiiylere yiiksek deger katmaktadir (Reddy ve ark. 2007).
Dikenlerin %20'sinin tekstil uygulamalari i¢in 1 in¢ten daha uzun uzunluklara sahip oldugu

varsayilsa bile, her yil yaklasitk 400 milyon pound diken dogal protein lifleri olarak
bulunmaktadir.

Rachis
(eksen)

Yan kil veya sakalcik

ince tuyler
(kanat veya tly bayrag) Kil veya

sakal ..,

R
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Ici bos sap (kalamus) Kil veya sakal

Sekil 1.1. Tiiyiin yapis1 (Stettenheim, 2000)

Rachis birincildir, tiiyler ikincildir ve tliylere baglanan tiiyler (bu biiylitmede
goriilmez) tiiylerin ti¢iinciil yapilaridir (Sekil 1.1).

1.2. Protein ve Keratin Hakkinda Bilgi

1.2.1. Protein Yapisi

Proteinler, oksijenin viicutta tasinmasi1 ve depolanmasi ve kaslarin kasilmasi gibi
birgok fizyolojik fonksiyondan sorumludur. Peptitler ve proteinler, amid baglar ile
birbirine baglanan amino asitlerin polimerleridir (Jinan Cao, 1999). Tekrarlanan birimlere
amino asit kalintilar1 denir. Amino asit polimerleri herhangi bir sayida monomerden
olugmaktadir. Bir dipeptit iki amino asit kalintis1 igerir, bir tripeptit ii¢ icerir, bir oligopeptit
ti¢ ila 10 igerir ve bir polipeptit birgok amino asit kalintis1 icermektedir. Proteinler, 40 ila
4000 amino asit kalintisindan olusan dogal olarak olusan polipeptitlerdir (Sekil 1.2).

Proteinler, islevleri i¢in O6nemli olan karmasik bir yapiya sahip makromolekiillerdir
(polipeptitler).



C-N double bond character in amide (peptide) qifﬁ : '
bonds A E

Diizlemsel peptit bag segmentleri
Sekil 0.1. Bir peptit bagi segmenti (Canpolat, 2013)

Proteinler dort seviye ile tarif edilebilir;

e Bir proteinin birincil protein yapisi, amino asitlerin lineer sekansidir.

e lkincil yapi, bir polipeptitin omurga atomlarinin yan zincirlerinin uyumlarina
bakilmaksizin lokal uzamsal diizenlemesidir.

e Ugiinciil yap, tiim bir polipeptidin ii¢ boyutlu yapisin ifade eder.

e Bir¢ok protein, gevsek bir sekilde altbirimler olarak adlandirilan iki veya daha fazla
polipeptit zincirinden olusur. Bir proteinin dortlii yapisi, alt birimlerinin uzamsal
diizenlemesini ifade eder.

Sekil 1.3'te dzetlenen dortlii protein yapisinin seviyesi

Amino acids

[ Birincil protein yapisi ]

Pleated sheet

[ ikincil protein yapisi ]

[ Ugli protein yapisi ]

V
% [ Dortll protein yapisi ]

Sekil 0.2 Tekli, ikili, {i¢lii ve dortlii protein yapilar1 (Ulusal Insan Genomu Arastirma
Enstitiisii)

n




Protein ikincil yapisi, helisler, tabakalar ve dontisler gibi diizenli polipeptit katlama
modellerini icermektedir. Protein sekonder yapisinin birkag elementi o kadar yaygindir ki,
¢ok farkli amino asit sekanslarina sahip proteinlerde hemen goriilebilmektedirler. Hem a-
sarmal hem de [-tabakast1 bu tiir elementlerdir; diizenli ikincil yapilar1 olarak
adlandirilmaktadirlar. o sarmalinda, omurga hidrojen baglari, nth kalan peptit C = O bagi,
sarmal ekseni boyunca (n + 4)th kalintisina peptit N-H grubuna bakacak sekilde
dizilmektedir. Bu neredeyse optimum N...O mesafesine 2.8 A olan giiclii bir hidrojen bag1
ile sonu¢lanmaktadir. Amino asit yan zincirleri sarmaldan disariya ve asagiya dogru uzanir
(Sekil 1.4), boylece polipeptit omurgast ve birbiriyle sterik etkilesimi Onlemektedir.
(Pauling ve ark. 1951). Sarmalin ¢ekirdegi sikica paketlenmistir; yani atomlar1 van der

Waals temasindadir.
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Sekil 0.3. Bir a-sarmalinin bosluk doldurma modeli (Canpolat, 2013)
Sarmallar iki ¢esittir:

1. Komsu hidrojen bagli polipeptit zincirlerinin zit yonlerde ilerledigi antiparalel [3-
tabaka (Sekil 1.5a)
2. Hidrojen bagli zincirlerin ayn1 yonde uzandigi paralel B-tabaka (Sekil 1.5b)



(a) Antiparallel

(b) Parallel —
Sekil 0.4 (a) Paralel olmayan bir B-sarmal. (b) Paralel bir f-sarmal (Canpolat, 2013)

Kesik ¢izgiler polipeptit seritleri arasindaki hidrojen baglarini gosterir. Agiklik igin

yan zincirler ¢ikarilmistir.

Bu B yapilarinin optimal olarak hidrojen bagl oldugu konformasyonlar, tamamen
genisletilmis polipeptidinkinden biraz farklidir. Bu nedenle, dalgali veya kivrimli kenar
gorinimii  vardir (Sekil 1.6) ve bu nedenle bazen “kivrimli sarmallar” olarak
adlandirilmaktadir. B-sarmali bir polipeptit zincirinin ardisik yan zincirleri, 7.0 A'lik iki

kalint1 tekrar mesafesiyle tabakanin karsi taraflarina uzanmaktadir.



Sekil 0.5 B-sarmalinin katlanmig gériiniimii (Canpolat, 2013)

Bir proteinin ti¢linciil yapisi, ikincil yapisal elemanlarinin katlanmasini agiklar ve
yan zincirlerininkiler dahil olmak {izere proteindeki her atomun pozisyonlarini

belirlemektedir.

Proteinler, stabilitelerini maksimuma c¢ikarmak icin ¢dzeltide kendiliginden
katlanmaktadirlar. Stabilize edici etkilesimler arasinda kovalent baglar, hidrojen baglari,
elektrostatik atraksiyonlar ve van der Waals etkilesimi bulunmaktadir. Dengeleyici
etkilesim, peptit gruplari (proteinin omurgasindaki atomlar), yan zincir gruplari arasinda ve
peptit ve yan zincir gruplari arasinda meydana gelebilmektedir. Yan zincir gruplart bir
proteinin nasil katlandiginin belirlenmesine yardimci oldugundan, bir proteinin {giinciil
yapist birincil yapisi ile belirlenmektedir. Disiilfiir baglari, bir protein katlandiginda
olusabilecek tek kovalent baglardir. Katlanmada ortaya ¢ikan diger baglanma etkilesimleri
cok daha zayiftir, ancak c¢ok fazla oldugu i¢in, bir proteinin nasil katlandigini belirlemede
onemli etkilesimler meydana gelmektedir. Sekil 1.7'de, bir tiir diglinciil yap1 olan bir

kolajen tiglii sarmal yapis1 gosterilmistir.



Sekil 0.6 Kolajen iiglii sarmal (Canpolat, 2013)

Cogu protein, Ozellikle molekiiler kiitleye sahip olanlar, birden fazla polipeptit
zincirinden olusur. Bu polipeptit alt birimleri, belirli bir geometri ile iligkilidir. Bu alt

birimlerin uzamsal diizenlemesi, bir proteinin dortlii yapist olarak bilinmektedir.

Bir proteinin birden fazla polipeptit zinciri varsa, dortlii yapiya sahiptirler. Bir
proteinin dortlii yapisi, tek tek protein zincirlerinin birbirine gore diizenlenme seklidir.
Birden fazla peptit zincirine sahip olan proteinlere oligomer denir. Tek tek zincirlere alt
birim denir. Alt birimler, belirli bir {i¢ boyutlu yapida bireysel protein zincirlerini tutan
ayni tiir etkilesimlerle bir arada tutulur: hidrofobik etkilesimler, hidrojen bagi ve

elektrostatik cazibe merkezleri.

1.2.2. Keratin Yapisi

Keratin, cesitli canli dokulara yap1 saglayan son derece dayanikli bir proteindir.
Memeli killar1 ve toynaklari, memeli ve siiriingen tirnaklari ve boynuzlari, siirlingen ve
balik pullari, kus tiiyleri, kus gagalar1 ve ¢ogu hayvanda en distaki deri tabakasinin 6nemli
bir bilesenidir. Keratin, bu dokulara sert, lifli bir matris saglamaktadir. Keratin'in 6nemli

bir kalitesi, yirtilmadan ¢oklu yonlerde esneme yetenegini gostermesidir.



Tablo 1.1. Amino-asit bilesimi (mol / 100 mol) kiitikiil (iist deri), korteks ve keratin
(Moore ve ark. 2006)

Amino asit Kisaltma Keratin Ust deri Korteks
Sisteik Asit Cysos - 1,84 0,68
Aspartik Asit Asp 4-6 3,47 5,73
Treonin Thr 3-5 4,96 8,08
Serin Ser 9-15 16,32 11,7
Glutamik Asit Glu 8-11 11,06 13,9
Prolin Pro 7-9 10,92 8,86
Glisin Gly 6-11 9,66 6,37
Alanin Ala 3-5 6,06 4,96
Lantiyonin Lan - 0,46 -
Valin Val 5-7 8,05 6,13
Sistin (Cys), 7-20 9,39 8,94
Metiyonin Met 0,3-1,3 0,47 0,29
zol6sin Ile 3-5 2,22 2,86
Losin Leu 7-9 4,79 6,8
Tirosin Tyr 2-5 1,29 1,68
Fenilalanin Phe 4-5 1,67 1,92
Ornitin Orn - 0,25 1,49
Lizin Lys 0,5-1,2 3,56 29
Histidin His 0,4-1 0,57 0,99
Arginin Arg 5-6 2,87 6,96

Presland ve ark. (1989a, 1989b), tiiylii 3-keratinlerinin, embriyonik tiiydeki biiyiime
ve farklilagma sirasinda koordinasyonla sentezlenen yaklasik 20 proteinden olusan ¢cokgen
bir aile olusturdugunu bildirmislerdir. O’Donnell'e (1973) gore, farkli tiiy kisimlarinin
amino asit bilesiminde sadece kiiciik farkliliklar varmis. Tily keratinlerinin molekiiler
kiitlesi yaklagik 10000 g / mol'diir. Simdiye kadar belirlenen tily proteinlerinin amino asit
dizileri arasinda yiiksek derecede homoloji bulunmaktadir. Kalintilarin dagilimi oldukga
homojen degildir, bazik ve asidik kalintilar ve sistein kalintilar1 N- ve C-terminal
bolgelerinde konsantre edilmistir. Sekans biiyiik 6l¢iide sistin, glisin, alanin, valin, prolin,
glutamik asit, 16sin ve serinden olusur, ancak daha diisliik miktarlarda lizin, metiyonin ve
histidin olusturmaktadir (Moore ve ark. 2006; Cheng ve ark. 2009). Keratinin amino asit
icerigi, Tablo 0.1'de gosterilen agirlikca %2 ila agirlikca %18 ve Onemli miktarda
hidroksiaminoasit, 6zellikle serin olarak degisebilen yiiksek bir sistin igerigi ile karakterize
edilmistir. Keratin, sag, yiin, tily, tirnak ve memeli, siiriingen ve kus boynuzu gibi dis

kaplama saglayan baslica yapisal lifli proteindir. Molekiiler diizeyde, en belirgin 6zellik



sistein kalintisindaki yliksek konsantrasyondur (toplam amino asit kalintilarinin %7-20
sayis1). Bu sistein kalintilari, tavuk liflerinin mekanik, termal ve kimyasal 6zelliklerine
karar veren molekiiller arast1 ve molekiiller arasi disiilfiir baglarn verecek sekilde
oksitlenmistir. Tavuk keratinleri kabaca iki gruba ayrilabilen bir protein ailesidir: ara

filament proteinleri ve matris proteinleri.

Keratin'in mikroskobik yapisi dayanikliliginin ve esnekliginin anahtaridir. Bu
proteinin molekiilleri alfa helis ad1 verilen bobinlere biikiiliir ve bir¢ok distilfiir bagi (siilfiir
iyonu c¢iftleri arasindaki baglar) icerir. Dislilfiir baglar1 6zellikle stabildir ve proteinleri
pargalamada uzmanlasmis proteolitik enzimlerin etkisine kars1 koyabilmektedir (Fraser ve
ark. 1972).

Polipeptit zincirler v\_\\*

0BEO,
0f

Alpha Keratin Beta Keratin Beta keratin
Gerilmis zincir

Sekil 0.7 a-keratin ve B-keratin (Canpolat, 2013)

B-keratin veya beta-keratin (B-karoten ile karigtirllmamalidir), alfa helisleri
bakimindan zengin lifli bir protein olan alfa-keratin'in aksine, y18ilmis B-kivrimli tabakalar
bakimindan zengindir. (Sekil 1.8). Sert o — keratin, memeli epidermal uzantilarinda (killar,
tilyler, boynuz, tirnaklar, vb.) Ve kus tiiyli ve siirlingen dokularinda bulunan tiy B—
keratinden farkli tavuk tiiylinlin orta kismudir. Sa¢ en karmasik biyolojik kompozit

malzemedir.
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Yiiksek ¢oziiniirliikte orta filaman proteini (Sekil 1.9), bir amino asit heptad tekrar
birimi igeren amino asit sekanslarinin merkezi bir ¢ubuk alanindan yapilmakta ve halka

baglantilar1 ile ayrilmaktadir.

Cubuk alanmnin ug¢ kisminda, ¢ogunlukla B-tabakalar halinde diizenlenmis ve kiikiirt

bakimindan zengin bilesiklerden olusan kiiresel C- ve N alanlar1 bulunmaktadir.

amino asidin
cubuk alani

kiikiirt baglari

Sekil 0.8 Sert alfa keratinin 3-D yapis1 (Canpolat, 2013)

Iki sarmal sarmal dizisi, siiper bir dimer olusturmak igin sarmal sargidir. Orta
¢Oziiniirliikte, yani disiilflir amino asidinin ¢ubuk alani i¢indeki heterodimerlerin ara
filamanlar1 ara seviye diizenlemesi, molekiiller, mikrofibril ad1 verilen bir toplulukta hem
uzunlamasina hem de yanal olarak bulunmaktadir. Dimerler, enine kesitte 32 Keratin
zinciri ile uzun bir silindir seklinde ara filaman olusturmak iizere gruplanan tetramerler ile
iligkilidir. Daha diisiik yapisal ¢oziiniirliikte, paralel ara filaman demetleri amorf ve
diizensiz kristalin yanal agda diizenlenmektedir. Bunlar, proteinlerle iligkili ara

filamanlarin kiikiirt agisindan zengin bir protein matrisine gomiiliir ve sert a-keratin
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liflerinin ana morfolojik bilesenleri olan bir makrofibril olusturmaktadir (Popescu ve ark.
2007).

Keratinin kimyasal aktivitesi sistin i¢erigine énemli 6l¢iide baglidir (Schrooyen ve
ark. 2000). Keratinlerin, kollajen, elastin ve diger biiyilk lifli proteinlerle
karsilastirildiginda ayirt edici bir 6zelligi, esasen disiilfid bagli dimerik amino asit sistin
olarak bulunan biiyiikk miktarda sistein tortusunun ortaya cikmasidir. Tiyoller 1limli
kosullar altinda oksitlendiginde disiilfidler olusturmaktadirlar. Bir disiilfiir, S-S bag1 olan
bir  bilesiktir.  Tiyoller distilfidlere  oksitlenebildiginden, disiilfidler tiyollere
indirgenebilmektedir. Sistein, bir tiyol grubu igeren bir amino asittir. Dolayisiyla iki sistein
molekiilii bir disiilfite oksitlenebilmektedir. Bu disiilfiir sistin olarak adlandirilmistir. Bu
bir disiilfiir kopriisii olarak bilinmektedir. Distilfid kopriileri, bitisik olmayan amino asitler
arasinda olusabilen tek kovalent baglardir. (Sekil 1.10). Sistein kalintilarint yakin tutarak
bir proteinin genel sekline katkida bulunmaktadir. Keratin, ii¢ boyutlu yapisin1 korumak
icin bir¢ok disiilfid kopriisii veren alisilmadik derecede ¢ok sayida sistein kalintisi (amino
asitlerin yaklasik %8'1) icermektedir. Bu genis capraz baglama ve yiiksek miktarda
hidrofobik kalint1 nedeniyle, keratinler su gibi polar coziiciilerde ve ayrica apolar
coziiciilerde ¢oziinmemektedirler. iki sistein molekiilii arasinda olusan disiilfiir baglari,
keratinin yliksek mukavemetinden ve proteolitik enzimlerin etkisine karst direncinden
sorumludurlar (Wrzesniewska ve ark, 2007). Ote yandan, keratin ¢ok reaktiftir, ¢iinkii

sistin kolayca azaltilabilir, oksitlenebilir ve hidrolize edilebilmektedir.
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Sekil 0.9 Peptitlerin kisimlarini ¢apraz baglayan disiilfiir kopriileri (Canpolat, 2013)

Farkl1 keratotik materyallerde keratin diizeni ve yapisi ¢ok karmagiktir (Zoccola ve
ark., 2008). Tiiyler, tiiy keratin olarak adlandirilan direngli bir keratin tipi korneositlerden
olusan diizenli bir sekilde dallanmis dikenli ve tiiylerden olusan bir agdan olugmaktadir.

Tiiy keratinleri, molekiillerinin bazi bolgelerinde B-kivrimli tabakalar icermekte ve
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filamanlar olusturabilmektedirler. Boynuz ve toynaklar, kalin bir keratin kaplama ile
cevrili bir kemik ¢ekirdeginden (toynaktaki distal falanks) olusmaktadir. Farkli
biyomekanik 6zelliklere ve molekiiler agirliga sahip, degisen derecelerde sertlik ve kiikiirt

konsantrasyonuna sahip keratin molekiilleri tirnak dokusunda ifade edilmektedir.

Keratin icindeki sistein kalintilari, mekanik olarak giiclii i¢ boyutlu bagl keratin
lifi agina yol acabilecek molekiiller aras1 ve molekiiler distilfiir baglar1 verecek sekilde
oksitlenir (Martelli, S.M. ve ark. 2006). Yiin ve tiiylerin esnek fakat sert 6zelligi, keratin
lifinin bu karakteristik yapisina atfedilebilir. Merkezi kisim hidrofobik kalintilar ag¢isindan
zengindir ve bir B-sarmal yapisina sahiptir (Arai ve digerleri, 1983). Esasen geleneksel
olarak yumusak veya sert olarak siniflandirilan iki tip keratin vardir (Schrooyen ve ark.
2001). Disiilfiir bag icerigi diisiik olan yumusak keratinler nasir tabakalarinda bulunurken
sert keratinler tiiy, sa¢, tirnak ve toynak gibi epidermal uzantilarda bulunur ve yiiksek
distlfiir icerigine sahiptir. Gorilinlise gore, disiilfiir baglarinin miktari, keratindz bir
materyalin epidermis gibi yumusak, esnek ve genisletilebilir veya sa¢ veya tiiyler gibi sert,

sert ve uzatilamaz olup olmadigini belirlemektedir.

Amino asit sekansina gore, keratin yapisinda yaklagik %40 hidrofilik kimyasal
gruplara ve %60 hidrofobik kimyasal gruplara sahiptir. Protein molekiilleri daha sonra bir
a-sarmalina, bir B -sarmalina veya gelisigiizel bir halkaya makro yapisina da yapismaktadir
(Schmidt ve Line, 1996). Keratin tiiy lifi %41 a-sarmal, %38 B-sarmal ve %21 rastgele
(dlizensiz) yapilardir. A-sarmal yapi, protein omurgasindaki amid ve karbonil gruplari
arasinda molekiiller arasi hidrojen baglar igerir. B-sarmal yapisi, protein omurgasindaki
amid ve karbonil gruplari arasinda zincirler arasi hidrojen bag: icerir. Hidrojen bagi,
protein yapisindaki bagli su ile iligkilendirilebilir (Schmidt ve Jayasundera, 2003). Helisler
kristaller olusturmak i¢in bir araya toplanabilir. Keratin tily lifindeki yar1 ve ¢apraz bagh

yapi, yaklasik 3.4-5 GPa'lik nispeten yiiksek elastik modiillii bir polimer ile sonuglanmustir.

1.2.3. Keratin-Kitosan

Elyaf takviyeli polimerik kompozitler, cesitli yapisal uygulamalar ig¢in
kullanmilmistir ve petrol kaynaklariin tiikkenmesine alternatif bir ¢6ziimdiir. Polimer
matrislerin biiyliyen dogal lif dizisi ile gii¢lendirilmesi, siirekli gelisme altinda biiyiik bir
arastirma alanidir ve dogal liflerin ve yesil polimer filmlerin 6zelliklerini ¢esitlendirmek

icin yeni alternatifler yaratilmistir (Vilaseca ve ark. 2007- Goda ve ark. 2006).
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Dogal lifler, sentetik liflere ¢evre dostu alternatifler olarak yiiksek performansli,
tamamen biyolojik olarak bozunabilir “yesil kompozitler” gelistirilmesinde énemli bir rol
oynamaktadir (Goda ve ark. 2006, Bambach, 2017). Dogal elyaflarin geleneksel takviye
malzemelerine gore avantajlar1 arasinda diisiik maliyet, diisiik yogunluk, iyi termal
ozellikler, gelismis enerji geri kazanimi ve biyolojik bozunabilirlik bulunmaktadir (Joseph
ve ark. 2006, Li ve ark. 2007). Ayrica, dogal lifler biyo-matrislerin mekanik &zelliklerini
etkileyebilir (Avella ve ark. 2009). Bununla birlikte, dogal polimer matrislerindeki dogal
elyaf takviyeli kompozitlerin eksiklikleri, yiiksek nem emme, zayif 1slanabilirlik ve zayif
elyaf-matriks yapismasidir. Kompozitlerinin 6zelliklerini gelistirmek igin, dogal takviye
lifleri fiziksel ve kimyasal yontemlerle degistirilebilir (Vilaseca ve ark. 2007, Chang ve
ark. 2009). Dogal lifler, liflerin kimyasal bir isleme tabi tutulmasina izin veren hidroksil
gruplarina sahiptir. Kimyasal modifikasyonlar, fiber yiizeyi iizerinde daha reaktif gruplar
ortaya ¢ikarir ve boylece matris ile etkili bir sekilde birlestirmeyi kolaylastirir. Son yillarda
seliilozik dogal liflerin performansini degistirmek i¢in ¢esitli calismalar yapilmistir. Bu
liflerin mukavemetini, ebadin1 ve seklini ve lif matriks yapismasini gelistirmek i¢in farkli

ylizey isleme yontemleri ¢alisilmistir (Anike ve ark, 2014- Keener ve ark.2004).

Kimyasal modifikasyonun en yaygin ve verimli yontemlerinden biri, neredeyse tiim
dogal seliilozik lifleri basarili sonuclarla islemek i¢in kullanilan liflerin alkali islemesidir.
Alkali islemin lifler iizerinde iki etkisi oldugu bildirilmektedir: (1) daha iyi mekanik
kilitleme ile sonuglanan ylizey piiriizliilligiinii arttirir ve (2) lif yiizeyine maruz kalan
seliilloz miktarin1 arttirir, boylece olas1 reaksiyon bolgesi sayisini arttirir (Li ve ark. 2004,
John, ve ark. 2008). Bu nedenle, alkali isleminin, fiber ile matris arasinda daha iyi yapigsma
saglamak igin fiber yiizeyini degistirmek icin iyi bir teknik oldugu diisiiniilmektedir. Ote
yandan, kompozit malzemelerde alternatif bir takviye olarak tavuk tiiylerinden elde edilen
keratin malzemelerinin bitkisel liflere bir alternatif ve siirdiiriilebilirlige bir katki olarak
yeniden kullanilmasina odaklanilmasi, son on yilda birgok arastirmacinin kabuliinii

saglamistir.

Kiimes hayvani tiiylerinden Keratin (Amerika Birlesik Devletleri tavukguluk
endiistrisi her yil yaklagik 1,5 milyar kg tavuk tiiyl iretir (Cheng ve ark. 2009) kendi
kendine toplanan hiyerarsik yapisi nedeniyle yiiksek kararlilik gosteren lifli bir proteindir
(Martinez-Hernandez ve ark. 2007). Tavuk tiiyleri, diger dogal veya sentetik liflerde
bulunmayan benzersiz yapilara ve Ozelliklere sahiptir. Diisiik yogunluk, miikemmel

sikigtirtlabilirlik ve esneklik, sesi soniimleme ve sicakligi tutma yetenegi ve tiiyli
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dikenlerin ayirt edici morfolojik yapisi onlar1 benzersiz lifler haline getirir (Reddy, 2007,
Martinez-Hernandez, 2005).

Bununla birlikte, kompozitlerde tavuk tiiylerinden keratin malzemelerinin
kullanimina iligkin arastirmalar, film iiretmek i¢in esas olarak sentetik polimerlere
(Jimenez-Cervantes, 2014- Martinez-Hernandez, 2011, Martinez-Hernandez, 2007, Reddy,
2007) veya son zamanlarda bazi sentetik monomerlerle (Shi ve ark, 2014) birlikte
odaklanmaktadir ve sadece birkag¢ raporda tiiylerden elde edilen keratin malzemeleri ile
takviye edilmis tamamen dogal polimerlerin kullanimi iizerine yayinlanmistir (Cheng ve
ark. 2009- Barone, 2009). Son zamanlarda, Kitosan-nisasta matrisinin takviyesi olarak
keratin materyalleri (kisa lif, uzun lif ve tily) ile yesil kompozitlerin gelistigi bildirilmistir
(Flores-Hernandez, 2014). Bu rapor, keratin dolgu maddeleri ile polimer matrisi arasindaki
iyi arayiiz ve uyumluluk nedeniyle yesil kompozitlerde gelismis mekanik ve termo-
mekanik Ozelliklerin kanitini  gostermistir. Bu sonuglardan dolayi, burada sunulan
calismada, kompozitlerde bilinen etkileri iyilestirmek i¢in ortak bir modifikasyon yontemi

kullanilir, ancak simdi islevsel keratin dolgu maddeleri kullanilmaktadar.

1.2.4. Keratin-Kitosan Uygulama Alanlari

Dokular dogal bir keratin kaynagidir. Keratinler “yumusak™ ve ‘“sert” olarak
siniflandirilir. “Yumusak™ keratinler epitel dokusunda bulunabilir. Ayristirilmasi nispeten
kolaydir. Sag, tirnak, boynuz, toynak veya tily gibi fibriler yapilarda bulunan koruyucu
dokular “sert” keratinlerden yapilir. “Sert” keratinler, yiiksek siilflir icerigine sahip,
bozulmaya kars1 yiiksek direng gosteren 2 fazli yapilardir. “Sert” keratinler biyomedikal

caligmalarin konusudur.

Suda c¢oziinmezlikleri ve simirli ekstraksiyon ve isleme yontemleri nedeniyle,
keratin dar uygulamalar i¢in kullanilmistir. Ge¢miste rejeneratif tip icin biyomateryal
olarak kullanilmaktadir. Son birka¢ yilda, 6zellikle yiin kaynakli keratin ile ilgili olarak,

keratin ve modifikasyonlarina ilgi artmistir.

Yamauchi ve Tachibana (1998), keratin kaplama ve keratin-kitosan kaplamalar

tizerinde fibroblastlarin dagilim derecesinin arttigini agikladi.
Fuji (2008), insan sag1 proteinlerinin sigan lakositleri lizerindeki etkisini arastirdi.

Kakkar ve Verma (2014) doku miihendisligindeki uygulamalar i¢in insan sa¢inin

protein yapisinin hazirlanmasini tarif etti.
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Rouse ve ark. (2010) arastirma grubu, sa¢ keratini bazli hidrojelleri ve gozenekli

yapilar1 ve bunlarin hiicreler ve dokularla etkilesimlerini arastirdi.

Son zamanlarda, biyomedikal uygulamalarda keratin bazli biyomalzemelerin
kullanilmasi i¢in girisimlerde bulunulmustur. Konuyla ilgili literatiirde, okiiler yiizeylerin
rekonstrilkksiyonunda keratin kaplamalarin kullanilmaya calisildigi da belirtilmektedir

(Stephan ve ark,2011).

Geri doniistim en umut verici ¢oziim gibi goriinse de ¢evresel problemler, kitin ve
kitosan gibi dogal biyolojik olarak bozunabilir polimerler de ¢esitli uygulamalarda {imit
verici ¢dziimlerdir ve bunlarin arasinda gida ambalaji 6ne ¢ikmaktadir. Ozellikle kitosan,
tatmin edici mekanik ve gaz gegirgenligi Ozelliklerine sahiptir ve bu antimikrobiyal
ozellikleri ile birlikte hem yenilebilir filmler hem de gida kaplama agir metal kompleksi ve
farmas6tik uygulamalar icin en etkili ve yaygin olarak incelenen malzemelerden biri

oldugunu kanitlamistir. (Arvanitoyannis i., 1999)

Keratin miikemmel biyolojik o6zelliklere ve 1iyi mekanik Ozelliklere sahip
oldugundan, analiz ve fiziksel testler kimyasal modifikasyonu, malzemeler, biyoloji, tip ve
daha genis uygulamalarin diger yonlerinde olmustur. Temelde su alanlarda kullanilir:
Keratin biyouyumlu malzemeler, iplik lifli keratin, keratin membran malzemeleri, canli

organizmalar ve tasiyicist mikrokapsiiller (Zhao ve ark. 2012).

Tavuk tiiyii lifleri, naylon benzeri dayanikliliga ve ahsap liflerinden daha kiigiik
capa sahip bir protein olan hidrofobik keratin'den olusur. Tavuk tiiyii liflerinin sasirtict bir
kalitesi, polimer esasli kompozitlerin mekanik zorlamaya kars1 direncini artiran ve nispeten
yiiksek elastik modiil (3.4 + 5 GPa) saglayan yar1 kristallik ve ¢apraz baglant1 yapilaridir.
Ayrica, tavuk tiiyi lifleri yliksek uzama katsayisi ile karakterize edilir. Yukarida belirtilen
nitelikler, tavuk tiiyii liflerinin polimer takviyesi olarak basarili bir sekilde uygulanmasi

potansiyelini gostermektedir.

Keratin-kitosan, ilag, medikal, kozmetik ve biyoteknoloji endiistrilerine biyiik ilgi
duymaktadir. Tiiyden elde edilen keratin malzemeleri cesitli sekillerde, stingerlerde,
yastiklama tabakalarinda, kaplamalarda, jellerinde, mikrofiberlerde ve yiiksek agirlikta
malzemelerde gozenekli kopiiklere donistiiriilebilir. Antijen olmayan keratinler, yaralarin
tyilesmesi ve doku rekonstriiksiyonu iizerinde olumlu bir etkiye sahiptir. Keratin implant
tabakasi, yapist veya biyomalzeme c¢evre dokular tarafindan absorbe edilebilir

(Cardamone,2010).
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Protein yapili olan keratine ve kitinden tiiretilmis bir bagka polisakkarit olan kitosan
(CS), kanamay1 durdurma (hemostaz), yaralar iyilestirme, bakterileri 6ldiirme ve organik
ve inorganik Kkirleticileri adsorbe etme yetenegine ek olarak giicli mekanik 6zellige

sahiptir (Trana ve ark, 2013- Harkins ve ark,2014).

Son zamanlarda, bir¢ok farkli uygulama igin biyopolimer malzemeler gelistirmeye
ilgi duyulmaktadir. Dogal veya sentetik biyopolimerler biyolojik olarak uyumludur ve
dolayisiyla implantasyon veya ilag dagitimi1 gibi biyomedikal uygulamalar i¢in uygundur.
Ek olarak, biyopolimerler, sentetik iiriin polimerlerine alternatif olarak kabul edilmektedir,
¢linkii biyopolimerler biyolojik olarak parcalanabilir veya ¢evre dostudur. Siirdiiriilebilir
kaynaklardan elde edilen biyopolimerler bu acidan petrol tiirevi polimerlere gore belirgin

bir avantaja sahip olacaktir (Barone ve ark, 2004).

Tavuk tiiyleri geleneksel ilaglarm bir pargasi olarak kullanilir. Ornegin, Giiney
Amerika'da, kondor tiiyleri kullanilarak iiretilen harmanlar, geleneksel ilaglarin bir pargasi
olarak ve Hindistan'da kullanilmaktadir; Hint tavus kusu tiiyleri, kisirlik, korsanlik ve yilan

wsiriklart i¢in geleneksel ilaglarin bir pargasi olarak kullanilmistir (Murari ve ark. 2005).

Kitosan, sadece biyofarmasotik ve biyomedikal uygulamalar i¢in degil, ayni
zamanda gida bilimi ve teknolojisi i¢in de bilimsel arastirmalarda en ¢ok calisilan

polimerlerden biri haline gelmektedir (Bellich ve ark, 2016).

Keratin giizellik iirlinlerinde kullanilabilir hale getirmek icin 6giitiilmiis insan
sacidan olagandis1 malzemeler kullanma konusunda uzun bir ge¢gmise sahiptir. Hidrolize
keratin tipik bir kozmetik bilesene doniismiistiir (Barba ve ark, 2007). Keratinin temel
kapasitesi, insan hiicresinin korteksini, ornegin 1s1, glinliik bakim ve kimyasallar gibi
faktorlerin neden oldugu yaralanmalardan korumaktir. Hidrolize keratinin topikal
uygulamasi cildin esnekligi ve hidrasyonunda dikkate deger bir artis saglar. Nemlendirici
Ozellikleri nedeniyle, keratin sampuanlar ve sa¢ kremlerine, sa¢ dokiilmesini gizleyen

iirlinlere ve sa¢ kalinlastirici aksesuarlara birlestirilebilir.

Sert keratinler, yumusak keratinlere kiyasla gelismis mekanik mukavemetlerini
veren distilfid baglar1 yoluyla etkilesime giren biiyiikk miktarlarda sisteinlere sahiptir.
Heriki grup da kendiliginden biyouyumluluk, biyolojik olarak bozunabilirlik, mekanik
dayaniklilik ve dogal bolluga sahiptir, bu da keratinleri biyomateryal uygulamalariyla ilgili
calismalarda ¢ok popiiler kilmaktadir (Vasconcelos ve ark. 2008-2013, Rouse ve ark.,
2010).
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2. KONU ILE ILGILI LITERATUR CALISMALARI

Schrooyen ve ark (2000) ¢alismalarinda tavuk tiiylerinden ekstrakte edilen serbest
sistein tiyol keratin gruplar1 iyodoasetik asit ile kismen karboksimetillendirmislerdir. Bu
islem igin tiiyler (30 g) optimize edilmis kosullar altinda (750 mL, 8 M tire, 3 mM EDTA,
125 mM 2-merkaptoetanol, 200 mM Tris, pH 9,0, oda sicakligl) c¢ozdiirmiislerdir.
Coziinmeyen kalintidan slizme islemi ayrildiktan sonra, %3 (a/h)’liik keratin ¢ozeltisi elde
etmiglerdir. Tiiylerden izole edilen keratinler, molekiiler agirligi 10 kDa olan, 7 mol
sistein/mol tiiy keratin igeriyordu. Filmlerin hazirlanmasi i¢in plastiklestirici olarak gliserol
kullanilmis (0,05-0,47 g/g keratin) ve filmler sabit bir bagil nemde (20, 30, 50, 70 veya
%90) saklanmistir. Yiiksek miktarda sistein karboksimetillenen filmlerde Kkristallik
derecesi daha yiiksek c¢ikmustir. Filmlerin, ~%50 sistein karboksimetil icerenlerinde
mekanik 6zellikler yiiksek performans gostermistir. Bu optimumdaki kopma uzamasi %50
cikmigtir. Bunun nedeni hem disiilfid baglarinin azalmasindan hem de daha yiiksek
derecelerde sistein modifikasyonu oldugundan artan kristallik derecesinin bir sonucu

olarak agiklanmustir.

Tanabe ve ark. (2002) galismalarinda 9 g yiinii 8 M iire, 0,26 M SDS ve 1,66 M 2-
merkaptoetanol iceren 100 ml su ¢ozeltisinde ekstrakte etmiglerdir. Olusan c¢ozeltiyi
stizmiis ardinda {i¢ giin boyunca saf su igerisinde diyaliz yontemiyle safsizlastirmiglardir.
Daha 6nce hazirladiklar1 100 ml %75 lik asetik asit ¢6zeltisinde 250 mg kitosan1 homojen
bir karisim olusana kadar karistirilmistir. Olusturulan her iki karistmdan belli oranlarda
karistirllarak film olusturulmustur. Olusturulan filmler gece boyunca 50°C'de etiivde
kurumaya birakilmigtir. Filmlerin kalinligi ortalama olarak 0,01-0,02 mm araliginda
bulunmustur. Olusturulan filmlerin kitosan oran1 %5 den az ise film kirilgan bir yap1 almis
ve mekanik 6zellikleri bakiminda keratin film ile ayn1 6zellikleri gostermistir. Bununla
birlikte agirlikca %10 kitosan igeren keratin filmler esnek ve nihai gii¢ ve nihai uzama iyi
bir sekilde degerlendirmislerdir. Ayrica fimlere gliserol ilavesi yaparak daha esnek ancak
daha diisiik mukavemetli filmler elde etmislerdir. Keratin-kitosan filmin bakterileri inhibe
ozelliklerine bakilmis ve E.coli ile yapilan temas yoOntemiyle bakterilerin ¢ogalmasini

inhibe ettigi gdzlemlenmistir.

Barone ve ark (2004) Kanatli hayvan tiylerinden elde ettikleri keratini,
plastiklestirici gorevi goren gliserol ile modifiye etmislerdir. Yaklagik 0,0053 cm

uzunlugundaki tiiyler bilyal1 degirmende ogiitiilmiis ve toz sekline donistiiriilmiistiir.
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Ogiitiilmiis tily 1ifi, 0,1 ila 0,0038 cm'lik delik boyutlarina sahip bir elek ile elenmistir.
Istenilen lif fraksiyonunu elde etmek igin 15 dakikadan fazla kuvvetlice elenmistir.
Keratine agirlikca %15 ila %80 gliserol ilave edilmistir. ilk olarak lifler karistirma kabina
konulmus ve sonra gliserol yavas yavas ilave edilmistir. Karistirma isleminden sonra 5 g
numune, aliminyum folyo arasina bir miktar numune konulmus ve sandvi¢ haline
getirilmistir. Preste 160 °C'de, 88,964 N'da 2 ila 8 dakika siireyle film sekline
preslenmistir. Film ¢ikarilmis ve oda sicakligina ulasana kadar sogumaya birakilmistir.
Elde edilen film gap1 ve kalinlig1 gliserol ig¢erigine bagl olarak degismistir. Filmlerin ¢api,
agirlikca %15 ve %50 gliserol filmler icin sirasiyla 8 ila 12 cm arasinda gézlemlenmistir.
Filmlerin kalinlig1 agirlikca %15 gliserol i¢in 0,10 cm ila agirlikca %50 gliserol i¢in 0,04
cm arasinda kaydedilmistir. Bu nedenle, uygulanan gerilme agirlik¢a %15 ve %50 gliserol

filmler i¢in sirasiyla 16 ila 7 MPa olarak bulunmustur.

Wrzesniewska ve ark. (2007) de yaptiklar ¢alismada tiiylerden farkli keratin formlari
elde etmiglerdir. Tavuk tiiylerinden keratin elde etmek i¢in optimum bir ekstraksiyon
yontemi gelistirilmis ve seliiloz ve aljinat(polisakkarit) gibi diger biyopolimerlerin
eklenmesiyle stabil keratin ¢ozeltileri elde etmislerdir. Tavuk tiiyleri agirlikga %5'lik bir
NaOH c¢ozeltisi ve 0,1 M'lik Na,S ¢ozelti icerisinde ekstrakte edilmistir. Modifiye edilmis
ve edilmemis keratin 6zellikleri Tablo 0.1 de gosterilmistir. Elde edilen keratin partikiilleri,
ektrakte edilen maddeye (NaOH veya Na2S) bagl olarak beyaz veya bej bir toz formu
olusturmuslardir. Nitrojen icerigi %9,5 ila 15,2 ve siilfiir icerigi %1,70 ila 2,37 arasinda

karakterize edilmistir. Ekstrakte verimliligi %30-40 araliginda bulunmustur.

Tablo 2.1 Hazirlanan keratinlerin temel ozellikleri (Not: verimlilik 100 g tily bagina
cikarilan keratinin ylizde degeri) (Wrzesniewska ve ark. 2007)

Numune Renk Nitrojen igerigi, %  Siilfiir icerigi, %  Nem, % Verimlilik, %
A Beyaz 15.20 2.30 5.9 40
B Beyaz 14.80 2.10 6.0 38
C Bej 9.53 2.10 6.1 40
D Bej 11.40 1.71 5.8 41
Kl Beyaz 15.23 2.30 4.2 30
K VIl Beyaz 15.09 2.07 5.9 37
KIV Beyaz 14.46 2.10 6.0 35
B\m1 Beyaz 14.79 2.37 5.9 35
B\m2 Beyaz 14.90 2.17 6.9 30
B\m3 Beyaz 14.07 2.07 6.2 32
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Fujii ve ark. (2008) de tavuk tiiyiinden keratin ekstrakte etmek i¢in Shindai ve daha
once bagka literatiirlerde de verilmis olan geleneksel yontemi denemislerdir. 20 mM Tris-
HCI (pH 8.5), 2.6 M tiyoiire, 5 M iire ve %5 2-merkaptoetanol kullanilarak 50 ° C'de 24
saat boyunca Shindai yontemi ile keratin ekstraksiyonu yapmislardir. Ayrica ekstraksiyon
20 mM Tris-HCI1 (pH 8.5), 8 M iire ve%5 2-merkaptoetanol kullanilarak geleneksel
yontemle ile de ekstraksiyon yapmislardir. Elde edilen sonuglar 1siginda shindai

yonteminin geleneksel yontemden daha verimli oldugunu bulmuslardir.

Mokrejs ve ark. (2010) bu galismada atik tiiylerinin iki asamali alkalin-enzimatik
hidrolizi yoluyla keratin hidrolazini elde etmeyi incelemislerdir. Ik asamada tiiyler, KOH
¢ozeltisi ile muamele edilmis ve 24 saat siireyle inkiibe etmislerdir. PH"1 9'a ayarladiktan
sonra, ikinci islem asamasinda indirgenen tiiylerin miktar1 tizerinde proteolitik enzim
ilaveleri, siire ve sicaklik etkilerini incelemislerdir. Tiiylerin %0,3 KOH ile islenmesi ve
70 °C'de ikinci agamada 8 saat hidrolize edilmesi ile %5 doz enzim (kuru tily agirligina
gore) ile yaklagik %91 doniisim meydana gelmistir. Atik tiiylerinin %0,3 KOH ortaminda
alkalin-enzimatik hidrolizinin iki asamali teknolojisi, olduk¢a hafif reaksiyon kosullarinda
(hafif alkali bir bolgede pH ile 70 °C'yi agsmayan sicaklik) yliksek verim saglamistir ve
ekonomik agidan uygulanabilirligi arastirillmistir.  Keratin  hidrolizatinin, ambalaj
teknolojisinde (filmler, folyolar ve kapsiiller) 6zel bir uygulama alani bulabilecegini

bildirmislerdir.

Sionkowska ve ark. (2010) kitosan ve kitosan i¢eren keratin hidrolizatlarinin
mekanik, termal ve yiizey Ozellikleri incelemis ve UV ismlamasmin bu o6zellikler
tizerindeki etkisini karsilastirmiglardir. UV 1simnlamasindan 6nce ve sonra %5, %15 ve %30
keratin hidrolizati iceren kitosan filmlerinin yilizey 6zellikleri, yiizey serbest enerjisinin
hesaplanmasina izin veren temas agis1 ol¢iimleri arastirmislardir. UV 1sinlamasi sirasindaki
kimyasal ve yapisal degisiklikler, UV-vis (Sekil 2.1) ve FT-IR (Sekil 2.2) spektroskopisi
ile incelemislerdir. Kopma mukavemeti, yiizeyde uzama ve young modiilii gibi mekanik
Ozelliklerde meydana gelen degisiklikler arastirilmistir. Sonuglar, kitosan/keratin
filmlerinin mekanik 6zelliklerinin UV 1s1nlamasindan biiyiik dl¢iide etkilendigini, ancak bu
ozelliklerin saf kitosandan daha az oldugunu gostermistir. UV 1sinlamasi, temas agisi ve
yiizey serbest enerjisi, foto-isinlama ve numunelerin polaritesinde de bir artig gostermistir.
Bu degisikliklerin araligi, kitosanin keratin varliginda foto oksidasyona daha fazla yatkin

olduguna isaret etmistir.

20



15% keratn

\ = 30% keratn
\ CHITOSAN

—KERATN

054
\‘ \ === % keratin
\

ABSORBANCE

Sekil 0.1 Isinlandirilmamis kitosan ve kitosan-keratin karisimlarinin UV-vis spektrumlari
Sionkowska ve ark. (2010).
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Sekil 0.2 UV 1sinlamasindan 6nce ve sonra kitosan / keratin filminin (95/5) FTIR
spektrumlari. Isinlama zamani ¢izelgede verilmistir (Sionkowska ve ark. 2010).

Martelli ve Laurindo (2012) bu ¢alismada tavuk tliyiinden keratin ekstrakte
etmislerdir ve farkli molekiil agirliklarina sahip polietilen glikol (PEG) ile olusturduklari
filmlerin ¢dziiniirliigiinii ve su buhar1 gecirgenligini arastirmislardir. Indirgenmis keratin
¢ozeltisi farkli molekiil agirliklarina sahip PEG (400, 1500, 4000, 6000) ile karigtirilarak
film olusturmuslardir. Olusturduklar1 filmleri petri kabina dokmiis ve 30°C 24 saat
kurumaya birakmiglardir. Filmlerin kalinliklari, plastiklestirici konsantrasyonunun
arttirllmasiyla da artmistir. PEG'lerle hazirlanan filmler 24 saat suya batirildiklarinda
biitiinliiklerinde herhangi bir hasar géstermemistir. PEG ile olusturulan filmlerinin sudaki
coziinlirliikleri plastiklestirici konsantrasyonunun artmasiyla artmistir. Diisiik molekiiler
agirlikli PEG ile yapilan filmler i¢in daha yiiksek su buhart gecirgenligi gézlenmistir (peg
400).

Arshad ve ark. (2013) vyaptiklart c¢alismada, tavuk tiylerinin  kimyasal
modifikasyonunu incelemisler ve arsenik arsenik giderimine bakmuslardir. Ucg farkli

modifikasyon ile tavuk tiiylinden keratin ekstrakte etmislerdir. Alkali sulu ¢ozelti (MCF-I)
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ile ekstraksiyonu NaOH ile optimum sartlarda yapmislardir. Sodyum siilfit destekli
ekstraksiyon (MCF-I1) 5 gr Na;SO3(Sodyum siilfit) hacimce %10 EDTA ve tris 100mL
¢ozelti igerisine 10 gr tiiyden ekstraksiyon yapmuslardir. Metil alkol (MCEF-III) ile
ekstraksiyon 250mL hacimce 2% HCI ve 6% CH3OH igerisinde bulunan 10 gr tiiyden
ekstraksiyon yapmislardir. Elde ettikleri numunelerin yapilarint FT-IR spekturumu ile
aydinlatmiglardir. (Sekil 2.3) Bu calismadan elde edilen sonuglar, MCF-III'iin arsenik

giderimi i¢in ¢ok uygun ve uygun maliyetli bir biyosorbent oldugunu géstermistir.
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Sekil 0.3 CF, MCF-1, MCF-Il ve MCF-III'iin FT-IR spektrumlari. CF, MCF-1, MCF-1I ve
MCEF-III i¢in, yogunluk 3200 cm-1 'de normallestirilir (Arshad ve ark. 2013).

Raja ve ark. (2013) elde ettikleri keratin ¢ozeltisini jelatin ile karigtirarak keratin
yapistiricist olarak isimlendirmiglerdir ve keratin yapistiricisint bir yara modelinde
denemislerdir. Keratin ekstraksiyonunu Shindai yontemi ile insan sacindan elde
etmislerdir. 10 M iire, %5 SDS, %35 2-merkaptoetanol igeren 250mL deney tiipiine 10 gr
insan sa¢1 ekleyerek ekstraksitonu gerceklestirmislerdir. Elde ettikleri keratin ¢ozeltisini
belli oranlarda sirasiyla jelatin-keratin (10:0, 10:2, 10:3, 10:4, 10:5 ve10:6) ile birlestirerek
keratin yapistiricist elde etmislerdir. Bir yara {izerine kullanilan yapistirict 20 giiniin

sonunda kontrol grubu ile kiyaslanmis ve gozle goriiliir bir iyilesme gézlemlemislerdir.

Xiao-Chun Yin ve ark. (2013) Kontrollii ilag dagitim sistemleri i¢in keratin
kullanilarak gozenekli keratin filmlerinin {retimini rapor etmislerdir. Bu makalede,
tilylerden keratin yiiksek verimli bir yontem kullanilarak ekstrakte etmiglerdir. Elde edilen
saf keratin verimi %93 bulmuslardir. Elde ettikleri keratinini indirgenmis sulu dispersiyonu

belli oranlarda gliserol ile karistirtlarak film olusturmuslardir. Ortalama filmlerin
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kalinligini 0.15-0.25 mm olarak bulmuslardir. Olusturulan fimlerin gliserol oran1 %20 den
az oldugu zaman mekanik 6zelliklerine bakilmasi zor ve kirilgan bir yapi elde etmislerdir.
Bununla birlikte, %30 gliserol ile karistirilan keratinden hazirlanan film, nihai mukavemeti
ve nihai uzama oldukca esnek ve gii¢lii bir sekilde degerlendirilmistir. Keratin filminin ilag
salim hizlan i¢in kontrol edilebilir davranigin1 aragtirmak amaciyla da keratin filmlerine
rodamin B (RB) yiiklenmistir. Farkli pH degerlerinde ilag¢ yiiklii keratin filmlerinin salim
davranig1 arastirilmistir. PH 7.5'te, RB salim hizi nispeten hizliydi ve yiikli RB'nin
yaklasik %94', ilag yiiklii keratin filmlerinden 12 saat i¢inde serbest kalmistir.

Rosewald ve ark. (2014) bu calismada yeni kompozitler keratin (KER), seliiloz
(CEL) ve kitosan (CS) sentezlemislerdir. [KER + CEL / CS] olusturduklari kompozitlerin
bakteriyel ozelliklerini incelemislerdir. Deneysel olarak, her bir bilesenin benzersiz
ozelliklerinin kompozitlerde, yani bakterisit (KER ve CS'den) ve anti-enflamatuar 6zellik
(KER'den) bozulmadan kaldigi dogrulanmigtir. Bu kompozitlerin Eschericia coli gibi
organizmalarin biliylimesini 6nemli 6lgiide azalttigin1 gdstermis ve Sonug¢ olarak yeni
kompozitlerin yara Ortiistinde etkin kullanimi i¢in gerekli tiim 6zelliklere sahip oldugunu

acikca gosterilmistir.

Tanase ve Spiridon (2014) PLA (polilaktik asit), kitosan ve keratin bazli yeni
kompozitler elde etmislerdir. Bu kompozitlerin amac1 mekanik davranislarini incelemektir.
Sonuglar, gelistirilmis Young modiilii ve azaltilmis gerilme mukavemeti, sertlikte dnemli
bir artiy (PLA'ya kiyasla) ve yiizeyde iyi Ozelliklere sahip kompozitler goriilmiistiir.
Yapilan denemelerde bu kompozitler tibbi alanda ileriye doniik uygulamaya sahip

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Kakkar ve ark. (2014) keratinin yakin ge¢miste biyouyumlulugu, biyolojik olarak
pargalanabilirligi, igsel biyolojik aktivitesi ve hiicresel baglanma motiflerinin varlig
nedeniyle yara iyilesmesi i¢in bir biyomateryal olarak ¢ok dikkat ¢ekmistir. Bu ¢alismada
dondurarak kurutma yontemiyle keratin, kitosan ve jelatin igeren yeni bir biyomimetik
iskele hazirlamiglardir (Sekil 2.4). Hazirlanan keratin kompozit yapi iskelesi iyi yapisal

biitiinliige sahip 6zellik gostermistir.

23



Sekil 0.4 Dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanan Keratin kompozityapi iskelesi
(Kakkar ve ark. 2014).

Edwards ve ark (2014) biyomedikal uygulamalar igin poli (e-kaprolakton) / keratin
bazli kompozit nanofiberleri incelemiglerdir. Keratin ekstraksiyonunu insan sagindan elde
etmislerdir. PCL (poli e-kaprolakton) ve keratin ¢ozeltileri ayr1 ayri hazirlamis ve daha
sonra farkli oranlarda bir stok ¢ozeltisi olusturmak icin karistirmislardir. PCL, agirlikca
%10 TFE (trifloroetanol) igerisinde ve Keratin, agirlikga %10 DI (Deiyonize Su) su iginde
¢Ozduriilmiistiir. Daha sonra, PCL/keratin ¢ozeltisi, PCL'nin 90:10, 80:20, 70:30 ve 60:40
oranlarinda keratin ile karistirilmasiyla olusturulmustur. Cozelti karisimlari, her ¢ozelti
elektrospinning i¢in hazir homojen bir harmana ulasincaya karigtirtlmistir. Elektrospinning
igerisine harmanlanmis nanofiberler, yaklasik 8 mL PCL/keratin ¢ozeltisi tek kullanimlik
bir siringa icine yerlestirilmistir. Nanofiber membranlarin kalinligi, dijital mikrometre ile
Olglilen 100-160 mm araliginda elde edilmistir. Bu nanofibr6z membranin doku
miihendisliginde potansiyel kullanimina yonelik olarak, morfoloji, mekanik mukavemet,
kristallik, kimyasal yapi ve sulu ortamdaki biitiinliik gibi fizikokimyasal o6zellikleri
incelenmis ve hiicresel uyumlulugu belirlenmistir. 100/00 ila 70/30 arasinda PCL / keratin
oranlarina sahip nanofibr6z membranlar, fiber morfolojisinde iyi uygunluk ve uygun
mekanik ozellikler gostermis ve tamponlu ¢ozeltilerdeki lifli yapilarinin biitinligiini
korumustur. Protein ve sentetik polimerlerden harmanlanmis nanofiberlerin tiretilebilmesi,
biyomedikal uygulamalar destekleyecek yapisal ve malzeme 6zelliklerine sahip kompozit

malzemelerin gelistirilmesinde 6nemli bir ilerlemeyi temsil etmektedir.

Ayutthaya ve ark (2015) bu calismada keratin, ¢esitli sodyum metabisiilfit
konsantrasyonlar1 (0,0-0,5 M) kullanilarak ¢evre dostu bir yontem olan siilfitoliz yontemi

ile atik tavuk tiyiinden Kkeratin ekstraksiyonu yapilmistir. Verimin 0,2M sodyum

24



metabisiilfit konsantrasyonu kullanilarak maksimum 9%87,6 verime yikseldigi
bulunmustur. (Sekil 2.5) Sodyum metabisiilfit konsantrasyonunun artmasiyla birlikte
numunelerin molekiiler agirlik aralig1 azalmistir. 12 ve 20 kDa arasinda en yiiksek molekiil
agirh@ina sahip ekstre edilmis keratinler ayrica elektrospinning islemi kullanilarak lifleri
olusturmak i¢in kullanilmistir. Keratinin agirlik¢a %10'dan fazla PLA ile karistirilmasiyla
lifler hazirlanmistir.
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Sekil 0.5 Siilftoliz ekstraksiyonundan keratin verimleri (Ayutthaya ve ark. 2015)

Sinkiewicz ve ark. (2016) bu calismada, yeni biyo iiriiniin olusumu i¢in faydal
¢Oziiniir keratin hazirlanmasina yonelik deneylerin sonuglarini rapor etmislerdir. Cesitli
indirgeyici maddelerle termo-kimyasal islemlerin, yani 2-merkaptoetanol, ditiyotreitol
(DDT), sodyum m-bisiilfit, sodyum bisiilfitin ve sodyum dodesil siilfat (SDS)’in yani sira
sodyum hidroksitin tavuk tliylerinden ekstrakte edilen keratinin verimi lizerindeki etkisi
incelenmistir. 2-merkaptoetanol ve sodyum bistilfit ile 2 saatlik bir indirgeme sonrasinda,
¢oziinlir keratin veriminin yaklagik olarak esit oldugu ve sirasiyla %84 ve %82 oldugu
gosterilmistir. Daha ucuz ve zararsiz sodyum bisiilfit ayrica ekstraksiyon siiresini ayni
verimle 1 saate dlislirmiistiir. Ayrica, tiiylerin %2,5 NaOH ile islenmesi, verimi %94'e
kadar artirarak ekstraksiyon etkinligini daha da artirmistir. Calismanin sonuglari, gida
uygulamasi i¢in biyolojik olarak bozunabilir formlarin olusumu i¢in faydali olan, disiilfiir
baglarinin azaltilmasiyla zararsiz ve daha etkili olan ¢oziiniir keratin elde etmek icin

hidrolitik islemlerin yapilabilirligini gostermistir.

Flores-Hernandez ve ark (2017) yaptiklar1 ¢alismada keratin biyofiberler ile

kompozitler olusturmuslardir. Tiiyler 6giitiiciide 6giitiilmiis ve fiber haline getirilmistir.

Keratin biyofiberler 100 mL NaOH 0.1 M ¢ozeltisine ilave edilmis ve iyice karigtirilmistir.
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Alkalinle islenmis biyolojik fiberler, fazla NaOH" ¢ikarmak icin bol miktarda damitilmis
su ile iyice yikanmis ve kompositler olusturulmadan oOnce nemini almak igin
kurutulmustur. Dort farkli oranla (agirlikca %S5, 10, 15 ve 20) takviye edilmis kompozitler,
bu arastirma igin kisa ve uzun keratin biyofiberleri ve 6giitiilmiis tiiyler ile hazirlanmistir.
Keratin takviyeli kitosan-nisasta kompositleri olusturmuslardir. Kitosan nigastasindan ve
kimyasal olarak islenmis keratin malzemelerden yapilmis cevre dostu kompozitler elde
edilmistir. Keratin formlariin kimyasal muamelesi, kitosan nisasta filmlerinin davranisini
ve Ozelliklerini, islenmemis keratin ile karsilastirildiginda 6nemli Slgiide degistirmis ve

olas1 uygulamalarini giiclendirmistir.

Sharmave ark. (2018) bu c¢alismada; keratin, atik tavuk tliylerinden optimize
edilmis kosullar altinda indirgeyici ajan olarak sodyum siilfat kullanilarak ekstrakte
etmislerdir. Ekstrakte edilen keratin, nano katki maddesi olarak mikrokristalin seliiloz ilave
edilerek bir biyopolimerik film gelistirmek i¢in kullanilmistir. Kuru agirhigr 25 gr olan
tilylerden 6 saat sonra 500 mM Na,S ile maksimum ¢oziiniirliikk géstermis ve keratin %80,2
verimle elde edilmistir. Keratin tozu, gliserol (%3,5) ve mikrokristalin seliilloz (%0,2)
kullanilarak NaOH ¢ozeltisi igerisinde 60 °C'de 48 saat siireyle biyoplastik film
sentezlemek i¢in karistirilmistir. Genel olarak, bu calismada atik tiiylerden biyopolimer,
biyomedikal ve farmasotik endistrilerinde kullanilabilecek bir biyoplastik  filme

dontistiirmek icin oldukea etkili bir yontem sunmustur.

Liu ve ark. (2018) calismalarinda keratin ekstraksiyonu yapmuglardir. Film
olusturmak i¢in plastiklestirici olarak 1,8-oktandiol (OD) kullanmislardir. Ekstraksiyonun
ilk adim1 olarak homojen bir keratin ¢ozeltisi hazirlamislardir. Tiyleri ilk olarak 5 g tiiy,
30 g iire, 3 g SDS ve 7 g sodyum bisiilfit iceren 100 mL sulu ¢ozelti icerisinde
ekstraksiyon yapmuslardir. Filmleri hazirlamak i¢in her sulu dispersiyon 1 g indirgenmis
keratin, 2 mL damitilmis su ve 1 mL alkol kullanilmistir. Cozeltilere 0.05, 0.10, 0.20 ve
0.30 g / g keratin konsantrasyonlarinda OD eklenirken, kontrol olarak 0.20 ve 0.30 g/ g
keratin konsantrasyonlarinda gliserol ilave edilmistir. OD konsantrasyonundaki artis nemli
oranini, Su Buhar1 Gegirgenligi ve kopmadaki uzamayi arttirmis ancak filmlerinin gerilme
mukavemetini azaltmistir. OD'nin plastiklestirici verimi filmlerindeki gliserol kadar iyi
olmasada, OD-plastiklestirilmis filmler, OD'nin zayif hidrofilikligi nedeniyle daha yiiksek

su direncine sahip oldugu gozlemlenmistir.
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Fernandez-d’Arlas (2019) yaptig1 ¢alismada yiinden keratin ekstraksiyonu yapmis
ardindan gliserol ve SDS belli oranlarda kullanarak plastik bir film olugturmustur. Kesilmis
olan yiinler 2 M H,0, (Hidrojen Peroksit) sulu ¢ozeltisine siispanse edilmistir. NaClO
(Sodyum hipoklorit) oksidasyonuna yardimci olmak i¢in sonradan eklenmistir. Elde edilen
keratin partikiilleri NaOH igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve ¢ozelti olusturulmustur. Olusturulan
cozeltiye farkli hacimlerde gliserol ve farki agirliklarda SDS eklenerek biyoplastik
olusturmustur. Keratin, agirlik¢a%28'lik bir konsantrasyona kadar gliserol veya SDS ile
birlestirerek film olusturmustur. SDS varliginda elde edilen biyoplastikler saf keratin
filmleri gibi kirllgan ve mekanik ozellikleri test edilememistir. Plastiklestirici eklemenin
mekanik Ozelliklere yiiksek etkisi goriilmiistiir. Agirlikca %11'lik bir gliserol igerigiyle
biyoplastikler, kirilgan bir yap1 gostermistir. Gliserol igeriginin agirlikca %16min tizerinde

olmasi malzeme 6zelliklerini 6nemli dl¢lide degistirdigi gozlemlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanmilan kimyasallar

Atik tavuk tiiyli, sodyum siilfiir (Na,S), hidroklorik asit (HCI), asedik asit, sodyum
hidroksit (NaOH), petroleteri, kitosan, PVA (polivinil alkol)
3.1.2. Kullamlan cihazlar

Infrared (FT-IR) Spektrofotometresi: Perkin  Elmer Spectrum  400.
Kahramanmaras Siitgii Imam Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Béliimii

Laboratuvari, Kahramanmaras.

Taramah Elektron Mikroskobu (SEM): JEAL/NEOSCOPE JCM-5000 SEM.
Cukurova Universitesi, Merkez Laboratuvari, CUMER, Adana.

X-Istm Difraksiyonu (XRD): Philips X‘Pert PRO. Marmara Universitesi,
Teknoloji Fakiiltesi, Istanbul.

Ogiitiicii makinesi: Ultra centrifugal mill ZM 200. Kahramanmaras Siitcii Imam

Universitesi, Merkez Laboratuvari, USKIM, Kahramanmaras.
PH metre: Mettler Toledo
Mekanik Karistiriei: Heidolph RZR 2021

Liyofilizatér: LBM 4/4 Liyofilizatér Cihazi, Kahramanmaras Siitcii Imam

Universitesi, Merkez Laboratuvar;, USKIM, Kahramanmaras.
Etiiv: Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi, Merkez Laboratuvari, USKIM,
Hassas Terazi: Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi, Merkez Laboratuvari,
USKIM,
Cekme Testi Cihazi: Zweik Roell, Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi,

Merkez Laboratuvari, USKIM, Kahramanmaras.
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3.2. Metot

3.2.1. Deney Akis Plani

Atik tavuk tityii
yikanarak temizlendi.

)

Tiiyler dograndi

ve ogiitildi.

!

Tiiyler petrol
eterinden gegirilerek
yagdan arindirildi

v

Na,S ile keratin
ekstrakte edildi.

'

Cozelti ph’st HCI ile 3.5 getirildi.
Bir gece bekledi. Santriifiij edildi.
Liyofilizatorde kurutuldu.

N
[ Film ¢ozeltilerini

hazirlama

A
0.35 gr kitosan %75 2.5 gr keratin 0.5gr PVA 30
lik 100 mL asedik tozu 25 mL 2N mL saf icerisinde
asit igerisinde NaOH igerisinde 50° C sicaklikta
¢Ozdiiriiliir. ¢ozdurilir. hazirlanir.

g

N
Belli konsantrasyonlarda ¢ozeltiler
ekleyerek film olusturuldu.
J
. \
Petri kabina dokiilen numuneler
75° C etiivde 3-5 saat arasi
kontrollii bir sekilde kurumaya
birakildi
J
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3.2.2. Tiiylerin On Islemi

Tavuk fabrikalarindan toplanan atik tavuk tiiyler su ile ii¢ defa yikanarak kan ve
diger kirli pisliklerden temizlenmis ve giin 1siginda kurumaya birakilmistir. Yikanip
temizlenen tiiyler kisa bir sekilde (2-25 cm) dogranip ardindan bir 6giitiicii yardimiyla toz
haline getirilmistir. Toz haline getirilen tavuk tiiyleri soxhlet cihazi kullanilarak yagdan
arindirilmasi igin 12 saat boyunca 250 mL petrol eteri (kaynama araligi 45-50 °C) ile

yikanmustir. Petrol eteri ile yagdan arindirilmig tavuk tiiyleri bir sonraki asamalarda

kullanmak i¢in desikatorde bekletilmistir.

(@) (b) (b)

Sekil 0.2 Ogiitiicii ve dgiitiilmiis tavuk tiiyii
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Sekil 0.3 Soxhlet cihazi ve petroeterinden gegirilmis tavuk tiiyleri

3.2.3. Keratin Ekstraksiyonu

Ogiitiilmiis 5 gr tavuk tiiyii 200mL icersinde farkli kimyasallar (NaOH,
NaOH+Na,S, Na,S) kullanarak ekstraksiyon yapilmistir (Tablo 3.2.1). Ekstraksiyon

sonunda verimler kiyaslandiginda en iyi sonu¢ Na,S ile yapilan deneyde bulunmustur. En

iyi sonucu bulabilmek i¢in sonraki deneyler Na,S baz alinarak devam edilmistir.

Tablo 3.1. Ekstraksiyonda kullanilan farkli kimyasallar

Kimyasal adt Konsantrasyon Sicaklik(°C) Stire(saat)
NaOH 1,75M 60 0,5
NaOH+Na,S 05M 60 6

Na,S 05M 60 6
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Ogiitiilmiis 5 gr tavuk tiyii 200 mL’lik farkli NapS(sodyum  siilfiir)
konsantrasyonlarda (0,25, 0,5, 0,75 M) farkli sicakliklarda (25,45,60 °C) farkli siireler baz
alinarak (1, 3, 6 saat) 400 devir/dk manyetik karistiricida karistirtlmastir (tablo 3.2.2).

Tablo 3.2. Farkli Na2S konsantrasyonlari

Numune Na,S(M) Sicaklik(°C)  Siire(saat) K. hizi(rpm)
Ker-3 0,25 25 3 400
Ker-4 0,5 25 3 400
Ker-5 0,75 25 3 400
Ker-6 0,5 25 1 400
Ker-7 0,5 45 1 400
Ker-8 0,5 60 1 400
Ker-9 0,5 45 3 400
Ker-10 0,5 60 3 400
Ker-11 0,5 25 6 400
Ker-12 0,5 45 6 400
Ker-13 0,5 60 6 400

Ekstraksiyon sirasinda siilfiir baglari kopmustur (Sekil 3.4).
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Sekil 0.4 Tavuk tiiyii ekstraksiyonun kimyasal reaksiyonu (Pourjavaheri ve ark. 2019)

Ayni zamanda konsantrasyon, siire ve sicaklik sabit tutulup farkli karistirma

hizlarinda (Karistirma olmadan,
3.2.3).

Tablo 3.3. Farli karistirma hizlar

100, 400, 600 rpm) keratin verimine bakilmistir (tablo

Numune Na,S(M) Sicaklik(°C) Siire(saat) K. hizi(rpm)
Ker-14 0,5 25 3 K. yok (-)
Ker-15 0,5 25 3 100

Ker-16 0,5 25 3 400

Ker-17 0,5 25 3 600
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Manyetik karistirma iglemi bittikten sonra ¢ozeltiler 8000xg devirde 10 dakika
santrifiijlendikten sonra silipernatant (iiste kalan sivi) bir behere alindi ve ¢dzeltinin PH’s1
2N HCI asit ile 3,5 ayarlandi. Cokelti olusturmaya baslayan karigim bir gece boyunca
cokelmeye birakildi. Bir giin sonra ¢okelen keratin partikiillerinin {izerindeki su alinarak
saf su ile yikanidi ve 10 dakika boyunca santrifiij edildi. Keratin partikiillerini
safsizlagtirmak i¢in bu iglem ii¢ defa tekrarlandi. Son olarak toplanan keratin partikiilleri

liyofilizatdrde -55 °C de 24 saat boyunca kurumaya birakildi (Sekil 3.5)

Sekil 0.5 Farkli Na2S konsantrasyonlarinda ekstrakte edilen keratin partikiillerinin fotograf
goruntisu

3.2.4. Protein Konsantrasyonun Belirlenmesi

Elde edilen keratin tozundan protein tayini Kjeldahl (Toplam azot yontemi)
metoduyla belirlenmigtir. 1 gr tavuk tiiyii icerisindeki protein miktari belirlenmistir.
Santriifiijden sonra ¢oziinmeyen kalinti tavuk tiiyiiniin de protein miktar1 belirlenerek

keratin tozunun i¢indeki protein ylizdesi hesaplanmustir.

(Tavuk tiyt: TT)

TT x 1 gr TT protein oran1 = TT toplam protein miktar1

TT kalinti(gr) x Kalint1 protein igerigi = Kalintidaki toplam protein miktari
Kalan protein = TT toplam protein miktari-Kalintidaki toplam protein miktari

Verim= Kalan protein \ TT toplam protein miktar1 x 100

3.2.5. Film Hazirlama

Keratin ¢dzeltisi hazirlamak icin 0,5 M Na,S 6 saat 60 °C de verimi en yiiksek
buldugumuz keratin tozu kullanilmistir. Keratin ¢ozeltisi 2M lik NaOH ile hazirlanmistir.
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Oncelikle en vyiiksek verimi veren keratinden 2,4 gr keratin tozu tartilmustir.
Ardindan daha 6nce hazirlamis oldugumuz 2M lik NaOH ¢dzeltisinden 50 mL bir behere
alimmis ve manyetik karistiricida karistirilmistir. NaOH ¢ozeltisi karisirken keratin tozu
yavas yavas ilave edilerek homojen bir karisim elde edilene kadar bir siire karigtirilmistir.
Kitosan ¢ozeltisini hazirlamak igin 0,35 gr kitosan tartilmis ve %75 lik asetik asit 100mL
igerisine eklenerek manyetik karistirictida 1 saat boyunca karigtirillmistir.  Filmleri
hazirlarken tutucu gorevi gorecek olan PVA (polivinil alkol) ise 0,5 gr tartilarak 30 mL saf
su igerisinde 50 °C’de 1 saat manyetik karistiricida karistirilmistir. Birinci saatin sonunda
belirlenen miktarlarda kitosan ¢dzeltisi (5,10,15,20,25 mL) ilavesi yapilms, sicaklik 70 °C
¢ikarilarak bir saat boyunca karistirilmaya devam edilmistir. Ikinci saatin sonunda keratin
¢ozeltisinden (5,10,15,20,25 mL) belli bir miktar alinmis ve PVA-Kitosan ¢ozeltisine
eklenmistir. Karisim homojen olmasi icin 100 °C’de bir saat daha karistirildi. Cozelti
toplamda {i¢ saatte tamamlandi. Ardindan her bir ¢ozelti iki ayr1 petri kabma dokiilerek

etiivde 75 °C’de, 3-5 saat arasi kontrollii bir sekilde kurumaya birakildi.

Sekil 0.6 Olusturulan filmlerin petri kabina dokiimii

3.2.6. Cekme Testi

Hazirlanan keratin-kitosan tiirevi filmlerin ¢ekme testleri Zweik Roell cihaziyla
ASTM 0882-2 yontemine gore belirlenmistir. Test kosullari: Filmler dikdortgen seklinde
kesilerek genislik 1 cm ve boyu 5 cm olarak ayarlandi. Testin 6n yiikii 5 N, test hiz1 2
mm\dk, test baslangic mesafesi 30 mm ve numune birim alani basina kiitle 10 g\m2 tir.

Cekme testi ti¢ farkli numuneye yapildi. Filmlerin kalinligi mikrometre ile 6l¢iildii.

3.2.7. Antibakteriyel Test

Belirli oranlarda olusturulan keratin ve kitosan filmlerinin antibakteriyel 6zelikleri
incelendi. Bunun igin biyofilm olusturan insan patojen 6zelligine sahip bakteri kullanildi.

Keratin ve kitosan ile hazirlanan biyofilmlerin bakteri suslarinin duyarliligini test etmek
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icin Staphylococcus aureus ATCC 25923 Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonundan (ATCC,
ABD) alindi. Filmlerin “in vitro” ortamdaki bakterilere gosterdikleri direnci kontrol grubu
bakteri ile karsilastirildi. Antibakteriyel deneme yapmak icin dncelikle Iginde katilastirict
ajan bulunmayan daha ¢ok mikroorganizmalarin iiretilmesinde kullanilan besiyer olan
Nutrient Broth (besleyici bulyon) besiyeri hazirlandi. Hazirlanan sivi besiyerlerinin steril
olmasi igin basingli su buhari ile doymus bir ortamda 121 °C sicaklikta yaklasik 15 dk
birakildi. Otoklavdan ¢ikarilan sivi besiyerleri 30 mL’lik tiiplere igerisine yaklasik 3 mL
stv1 besiyeri konularak hazirlanmistir. Daha sonra bu tiiplere steril kabinde 6ze yardimi ile
ekim yapilmistir ve 24 saat calkalayiciya birakilmistir. Otoklavdan alinan serum fizyolojik
stvi +4 de bekletilmistir. 24 saat sonunda calkalayicidan alinan sivi besiyerleri iizerine
serum fizyolojik sivi eklenerek McFarland 0.5 (108 mikroorganizma/mL)'e gore
ayarlanarak standart bir bulaniklik olusturulmustur. McFarland standartlari, bir sivi
besiyerinde bulunan bakteri sayisin1 belirlemek amaciyla gelistirilmistir (Wayne, 2011).
Her siv1 kiiltiirden 3 mL bir test tiipiine ilave edildi ve hazirlanan tek koloni 37 © C'de
kiiltiirlendi sekil degistirme kiiltiir ortaminin yogunlugunu belirlemektedir. Her kiiltiir
ortami bulamklik ((absorbans) 0,09-0,13, susun yogunlugu 1 x 10" koloni olusturan
birimler (CFU) / mL) McFarland Bulaniklik Standardi 0,5 kullanarak 600 nm'de absorbans
da spektroftmetre yardimi ile Olgiilmiistiir (bioMérieux, Fransa). Bu o6rneklerin
spektrofotometrik dl¢limleri belirli zaman araliklarinda yapilmistir. Bu zaman araliklarina
gore 96’11k platelere yiiklenmistir. Her bir kuyucuga bakteri eklenmesi kabinde beck alevi
yaninda yapilmistir ve filmlerin bulundugu tiipler her seferinde vortex yardimi ile
karistirtlmistir. Kontrol grubu bakteri ve keratin ve kitosan ile olusturulan filmler

spektrofotometre ile dlciilen bulanikliklar kiyaslanmistir.

| Lwlnmw«wwﬂ '

< " L dgeomm g

Sekil 0.7 Antibakteriyel i¢in hazirlanan numuneler
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu tez kapsaminda atik tavuk tiiylinden keratin ekstraksiyonu hedeflenmis ve
keratin-kitosan tirevi filmler olusturularak 6zellikleri arastirnilmistir. Elde edilen keratin
partikiilleri ve filmler spektroskopik (FT-IR, SEM, XRD) yontemle yapisi aydinlatilmigtir
(EK-A, B, C). Keratin partikiillerinin protein verimi hesaplanmis ve ¢ekme testi
yapilmistir. Spektrumlardan elde edilen deneysel sonuglarla diger literatiirler ile uyum

igerisinde oldugu goriilmiistiir.

Ayrica olusturulan keratin-kitosan filmlerin antibakteriyel 6zellikleri incelenerek
tibbi, ilag, biyoteknoloji, biyomedikal, gida sektorii ve doku miihendisligi gibi alanlarda

kullanim alan1 arastirilmistir.

4.1. Keratin Extraksiyonu ve Protein Konsantrasyonu

Poole ve ark. (2008) tarafindan basit ve ekonomik bir yontem olan alkali kosullarda
distilftir ve hidrojen baglarini tarif edildigi gibi kiiciik modifikasyonla kirdig: bildirilmistir.
Genel olarak sicaklik, zaman ve indirgeyici ajanin konsantrasyonu gibi fiziksel kosullar,
ekstrakte edilen keratinin kuru agirligi ve nihai verimi {lizerinde 6énemli bir etkiye sahip
olmustur. Tavuk tiiyiinden keratin ekstraksiyonu i¢in ti¢ fakli ¢oziici Kimyasal
kullanilmigtir (NaOH, NaOH+Na,S, Na,S). Yapilan ekstraksiyon sonucunda en iyi protein
verimin veren Na,S olmustur. Na,S ile yapilan ekstraksiyonda verim %93,3 olarak
bulunmustur. Pourjavaheri ve ark. (2019) sadyum siilfiir ile yaptiklar1 ekstraksiyonda
verimi %88 olarak bulmuslardir.

100 93,3
84,42

80
66

60

40

Protein Verimi (%)

20

NaOH+Na2S NaOH Na2S

Kullanilan Kimyasal

Sekil 0.1 Farkli kimyasallar kullanilarak ekstrakte edilen protein konsantrasyounu
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Tavuk tliyliniin ekstraksiyondaki farki gérmek igin ii¢ farkli konsantrasyonlarda
sodyum siilfiir (0,25M, 0.5M ve 0.75M) kullanilmistir. Ekstraksiyon sirasinda yogun stifiir
kokusu agiga ¢ikmistir. Bu bize siilfiir baglarinin koptugunu gostermistir. (Sekil 4.2)

O

0
U HN AN HN
S Na,S SH
—_—
S SH
VV\J"HN/ VU HN
O o
Na,S + HLO —> 2Na" + OH ——> —SH

Sekil 0.2 Tavuk tiiytinii ekstrakte ederken siifiir baglarinin kopmasi

En iyi verim sonucu 0,5M sadyum siilfiir konsantrasyonunda 6 saat 60 ° C
sicakliginda % 93,3 olarak belirlenmistir (Sekil 4.3). Sicaklik ve siire artikga verim
artmistir (Sekil 4.4). Sharma ve ark. (2017) sadyum siilfiir ile ektrakte edildiginde 6

saatten sonra ¢oziinen maddede bir degisiklik olmadigin1 gozlemlemislerdir.
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Sekil 0.3 Farkli sicakliklardaki protein konsantrasyonu

38



94

93

92

91

Vo)
o

Verim ylzdesi(%)
[oe] (o] (o] (o] (o]
wv (o)} ~N (0] (o)

oo
N

93,3

88,5
87,6

Zaman (saat)

Sekil 0.4 Zamanin verim iizerine etkisi

Yine karistirma hizlar1 baz alinarak yapilan deneylerde keratin partikiillerinin kuru

agirlign tartilmis ve karistirma hiz1 artik¢a kuru agirlik miktarinda artig gostermistir. (Sekil

4.5)

Yiizde Verim (%)
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287 2,91 3,03

w
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N
(6]

N

15
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K. yok (-) 100 400 600
Kanistirma hizi(devir/dk)

Sekil 0.5 Karistirma hizlarinin kuru agirlik tizerine etkisi

4.2. Keratin-Kitosan Film Hazirlama ve Mekanik Ozellikler

Toshizumi ve ark. (2001) tafafindan belirlenen metoda gore ufak modifikasyonlar

yaparak film

olusturulmustur. Keratin ile hazirlanan filmi giiglendirmek i¢in, keratin'i

asidik pH kosulu altinda asitli suda ¢oziinebilen kitosan ile ¢ozelti olusturuldu (Toshizumi
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ve ark. 2001). Bazi arastirmalar, saf keratin ile filmin kirtlgan dogasini gostermistir (Aluigi
ve ark. 2008; Yin ve ark. 2013). Keratin ¢ozeltisi ile olusturulan film ¢ok kirillgan bir
yaptya doniistii (Sekil 4.6). Sekillendirmesi veya analiz i¢in numune alinmasi ¢ok zordu.
Keratin-kitosan ile olusturulan film de kirllgandi ama kirilganlik giicli sadece keratin ile
olusturan filmden ¢ok daha iyiydi. Bu durumda PVA (polivinil alkol) maddesisini tutucu
gorevi olarak ilave ettik. PVA ile olusturulan filmler daha 6nce yapilan iki denemeden ¢ok

daha iyi sonug verdi (Sekil 4.7).

Sekil 0.7 PVA ile olusturulan filmlerin kurumus hali

Plastiklestiriciler, sert polimerleri yumusatmak i¢in eklenen diisiik molekiil agirlikl
organik bilesiklerdir, ¢linkii zincir hareketliligini artirir (Liu ve ark.2018). Yapilan ¢ekme
testi literatiir ile kiyaslandiginda plastiklestiricilerin filmlestirme tlizerine biiyiik bir etkisi
vardir. Asagidaki cizelgede kopma anindaki uzama yiizdeleri ve film kalinliklar

verilmistir.
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Tablo 4.1. Keratin-kitosan filmlerin kopma anindaki uzama yiizdeleri ve kalinliklar1

Numune kodu Kopma anindaki uzama (%) Filmlerin Kalinliklar1 (mm)
K-20-C-5 9,89 (0,100 MPa) 0,385
K-15-C-5 2,42 (0,105 MPa) 0,353
K-10-C-5 1,06 (0,09 MPa) 0,490

4.3. Antibakteriyel Test

Literatiir arastirilmalarindan  anlasildigi  gibi  keratin veya keratin-kitosan
tiirevlerinden olusturulan filmlerin antibakteriyel 6zellikleri olumlu sonug¢ vermistir. (Liu

ve ark.2018, Rosewald ve ark.2014, Yamauchi ve ark.2012, Tanabe ve ark.2001)

Yapilan antibakteriyel testinde hiicre konsantrasyonundaki ¢ogalma baz alinarak
yorum yapilmistur. Analizler 1s18inda (-) kontrol grubu bakteri ve PVA karsilastirilmistir.
Test sonucunda PVA nin kontrol grubu ile karsilastirildiginda bakterilere karsi direng

gostermedigi goriilmiistiir (Sekil 4.8).

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

0,1

Hiicre yogunlugu(ml)

0
1 3 12 13 14 16 24

inkiibasyon siiresi(sa)

(-) Kontrol grubu PVA

Sekil 0.8 Konrol grubu bakteriler ve PVA filminin hiicre yogunluklarinin kiyaslanmasi

Ayni sekilde kontrol grubu ve belli oranlarda arttirilmis keratin konsantrasyonlu
kitosan filmler karsilastirilmistir ve filmlerdeki keratin konsantrasyonu arttik¢a bakterileri
inhibe etme ozellikleri artmistir (Sekil 4.9). Sonuglardan da anlasilacagi gibi keratinin

bakterilere kars1 inhibasyon 6zelligi tasidig1 sdylenebilir.
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Sekil 0.9 Fimlerdeki keratin konsantrasyon degiskenlerinin kontrol grubu bakteri ile
karsilastirilmasi

Son olarak keratin sabit tutulup kitosan konsantrasyonlart degistirilerek olusturulan
filmlerin antibakteriyel 0&zelliklerine bakilmigtir. Kontrol grubu bakteriler ile

karsilastirildiginda  filmlerdeki kitosan konsantrasyonu artikca hiicre ¢ogalmasi

gozlenmistir. Bu durumda kitosanin yalniz basina inhibasyon ozelligi gostermedigi

sonucuna varilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 0.10 Fimlerdeki kitosan konsantrasyon degiskenlerinin kontrol grubu bakteri ile
karsilastirilmasi

4.4. Keratinin FT-IR Spektrumu

Atik tavuk tiiylinden elde edilen Kkeratin tozu ve keratin-kitosan tiirevi filmlerinin
FT-IR spektrumlari EK-A de verilmistir.
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Keratinlerin  polipeptit zincirlerindeki konformasyonel degisiklikler
spektrumlarindan analiz edildi. FTIR spektrumunda ve absorpsiyon bandi 3275-3295 cm
! araliginda incelendi. 3000-2800 cm ! aralifinda goriinen titresim bantlar1 simetrik CH3
germe titresimi ile iliskilidir (Edwards ve ark.1988; Eslahi ve ark.2013). En gii¢li titresim
bandi, 1700-1600 cm™ araliginda meydana gelen C=O gerilme (amid
iligkilendirilmistir (Aluigi ve ark.2007; Mohanty ve ark.2005). Amit II igin titresim bandi,
1580 1540 cm* araliginda goriindii, N---H biikiilme ve C-H gerilme ile iligskilendirildi
(Eslahi ve ark. 2013). 1300 ve 1220 cm™ arasindaki zayif bant, C-N gerilme ve N---H
biikiilmesinden tiiretilen amid III bandin1 (Vasconcelos ve ark. 2008; Wojciechowska ve
ark. 1999) ve C = O biikiilme ve C — C gerilme titresiminden gelen sinyalleri gosterdi
(Idris ve ark.2013; Zhang ve ark.2013). 990 ve 580 cm™deki pikler C—Sve S —S baglari
ile iligkilidir (Vasconcelos ve ark. 2008). Amid I-III bantlari, proteinlerin omurga
yapisindaki protein onay1 ve degisimi hakkinda kritik bilgiler verir (Ma ve ark. 2016). 750
ve 600 cm-1 arasindaki iletim band1 N-H diizlem dis1 biikiilmeyle iliskilidir (Pavia ve ark.

2008) (Sekil 4.10 ve 4.11).
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Sekil 0.11 Keratin partikiillerinin FT-IR Spektrumlari
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Sekil 0.12 Keratin-kitosan tiirevleri filmlerin FT-IR Spektrumlari
4.5. Keratin ve Filmlerin SEM Goriintiileri

Yikanmis tiiylerin, ekstrakte edilen keratin parcaciklarinin ve olusturulan keratin-

kitosan filmlerin yiizey morfolojisi SEM analizi ile arastirilmis ve ek-B de verilmistir.

Tavuk tiiyliniin yiizey morfolojisi Sekil 0.13 verilmigtir. SEM goriintiileri, keratin
tozunun rastgele gozenekli mikro yapilar olan siingerimsi mikro gozenekli pargaciklardan
olustugunu ortaya cikarmistir (Sekil 0.14). Benzer morfoloji, tily ve yiin keratin
pargaciklari igin onceki raporlarda da bildirilmistir. (Rad ve ark. 2012; Yin ve ark. 2013;
Zhang ve ark. 2013). Keratin-kitosan filminin SEM goriiniimii heterojen gézenekli mikro
yapilar1 ortaya ¢ikarmis ve bazi mikro gatlaklar da gézlenmistir (Sekil 0.15). Keratin
tozunun kiiresel, sikica paketlenmis nanopartikiillerden ve rastgele diizenlenmis gézenekli

mikro yapilardan olustugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 0.18 Keratin-kitosan filminin SEM gériintiisii
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4.6. XRD Kirim Desenleri

Asagidaki sekil tavuk tiyl, ekstrakte edilmis keratinin ve olusturulan keratin-

kitosan filminin XRD spektrumlarin1 EK-C de gosterilmektedir.

XRD'nin sonuglari, tavuk tiiyii, keratin-kitosan filmi ve ekstrakte edilen keratinin
esas olarak yar1 kristal formda bulundugunu ve hidrolizden sonra bile kristalligi
korudugunu gostermistir. Ug tip kristal difraksiyon piki vardir: a-sarmal yapi igin (20
arasinda 15 © ila 31 °), levha yap1 igin (26 arasinda 16 ° ve 31 °) ekvatoral refeksiyonlar ve
a-heliks ve B-yaprak yapisi i¢in (20 = 9 °) ekvatoral yansimalar. (Feughelman ve ark.
2002; Xu ve ark. 2006). 8°—9° 'deki zirveler, a-sarmal konfiglirasyonunun kirtlma
modellerini gosterdi (Khosa ve Ullah 2014; Poole ve Church 2015). Molekiiler yapida
meydana gelen degisiklikler Sekil 0.19 ‘da gosterilmistir. 26 = 9°-10 ° ve 15 °-31 ° 'deki
iki gliclii tepe sirasiyla a-heliks ve B-tabakaya tahsis edilmistir (Cao 2000; Nishikawa ve
ark. 1998). Hem tiiy hem de ekstrakte edilmis keratin, sirasiyla 20 = 9,7 © 'de goriinen a-
sarmalin ve 20 = 21,2 ° ve 20 = 8,4 °' de B-tabakanin ve 20 = 19,8 ° 'de B-tabakanin
difraksiyon oOzelliklerini gosterir (Rao ve Gupta 1992). 26 = 13 ° 'deki kirinim zirvesi,
amorf bolge icin tahsis edildi. Calisma, keratin partikiillerinin partikiil kristalli§inin

rejenerasyon isleminden sonra korundugunu gostermistir.
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Sekil 0.19 XRD kirinim desenleri
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SONUCLAR

Bu tez c¢alismasinda, tavuk kesimhanelerinde atik olarak ¢ikan tavuk tiiylerinden
keratin ektraksiyonu basarili bir sekilde yapilmis ve olusturulan keratin ¢6zeltisine belli
oranlarda kitosan ¢o6zeltisi eklenerek film olusturulmustur. Elde edilen Kkeratin
partikiillerinin ve olusturulan filmlerin FT-IR, SEM ve XRD ile yapisi aydinlatilmis ve

filmlerin antibakteriyel 6zellikleri incelenmistir.

Bir¢ok kullanim alanina sahip olan keratin, tibbi, biyomedikal ve gida gibi
alanlarda yaygin olarak kullanim alanina sahiptir. Bu baglamda, yapilan tez ¢aligmasinda
keratin ekstraksiyonu sirasinda Na;S ve NaOH kimyasallar1 kullanilmistir. NaOH ile
ekstrakte edilen tavuk tiiylerinden elde edilen verim %84,2 olarak bulunmustur. Sinkiewicz
ve ark. 2016 da NaOH ile yaptiklar1 ekstraksiyonda verimi %93,7 olarak bulmuslardir. Bu
da bizim NaOH ile ekstrakte ettigimiz keratin literatiirdeki degerden daha diisiiktiir. Bu
yiizden daha sonra ki ekstraksiyon islemlerine Na,S ile devam edilmistir. 0,5 M NayS
konsantrasyonunda 6 saat ve 60 °C de %93,3 ile en yiiksek protein konsantrasyonu
bulunmustur. Sharma ve ark. (2018) sodyum siilfiir ile ekstrakte ettikleri keratinin verimini

%380,2 olarak bulmusglardir.

Bu sartlarda elde edilen keratin partikiillerinden NaOH ile keratin c¢ozeltsi
hazirlanmis ve belirlenen oranlarda keratin ¢ozeltisi kitosana eklenerek (K-0-C-5, K-5-C-5,
K-10-C-5, K-15-C-5, K-20-C-5, K-25-C-5) (K: keratin, C: kitosan) film olusturulup
antibakteriyel Ozelliklerine bakilmistir. Tanabe ve ark. (2003) da tavuk tiiyiinden elde
ettikleri keratin partikiilleri ile keratin-kitosan film olusturarak filmlerin antibakteriyel
Ozelliklerini incelemislerdir. Hu ve ark. (2016) yaptiklar1 c¢alismalarinda keratinin
inhibasyon 6zelligini belirtmislerdir. Bu tezde yapilan antibakteriyel analiz sonucunda en
Iyl antibakteriyel sonucu veren film %41 oraninda keratin igeren film vermistir (K-25-C-
5). Sabit oranda olan keratin ¢ozeltisine kitosan ilavesi (K-5-C-0, K-5-C-5, K-5-C-10, K-5-
C-20, K-5-C-25) yapilarak film olusturulmus antibakteriyel 6zelligine bakilmistir. Keratin
konsantrasyon degiskenleriyle olusturulan filmin aksine kitosan konsatrasyonlari arttiginda
antibakteriyel o6zellik gostermemis aksine daha fazla bakteri ¢ogalmasina yol agmuistir.
Cekme testinde kopma anindaki uzama miktarini en yiiksek veren K-20-C-5 film %9,86
(0,100MPa) olarak bulunmustur. Ortalama film kalinliklar1 0,353 ile 0,490 mm arasinda
degismektedir.
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Sonug olarak, NaOH, NaOH+Na,S ve Na,S kimyasallar1 ayr1 ayri kullanilarak
keratin ekstraksiyon verimleri kiyaslandi ve en iyi verim Na,S ile elde edildi.
Antibakteriyel testi sonucunda keratinin inhibasyon etkisi oldugu bulunmus ve yapilan bu
calisma Kkeratinin kullanim alanlarini arttirmistir. Keratin partikiilleri genellikle, sa¢ bakimi
kremi, sampuanlar, yaglanma karsiti krem ve ticari kullanimda yara iyilestirici krem gibi
cesitli iiriinleri sentezlemek i¢in kullanilir. Keratinin %90 protein yapili olmasi géz 6niinde
bulundurularak inhibasyon ve yara iyilestirme 6zelliginin olmasi bir sonraki tibbi, medikal,
doku miihendisligi ve biyomiihendislik c¢alismalarinda daha fazla kullanilmasi

beklenmektedir.
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EKLER

EK-A

Keratin partikiilleri ve keratin-kitosan filmlerine ait FT-IR spekturumlar1 asagida
verilmistir.
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EK-B

Tavuk tiyli, keratin tozu ve keratin-kitosan filmlerinin SEM goriintiileri asagida

verilmistir.

i

o 8/26/2020 1 HV [ HFW [ pressure [ mag [] [ WD7 [ det P 100 pm
A® | 2:33:51PM | 20.00kV | 414 ym | 70 Pa 1000x | 11.9mm | LFD |§ Cukurova University

8/26/2020 HV HFW r r mag [] WD det B ——— 100 pm

:14PM | 20.00 kV | 414 pm 1000x | 11.9mm | LFD [ Cukurova University

Sekil 14. K-25-C-5 filminin SEM goriintiisii
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/2020 HV HFW | pressure | mag [] WD det O — 20 pm

2:32:27PM | 20.00kV | 829pym | 70Pa |5000x | 11.9mm | LFD R Cukurova University
Sekil 15. K-25-C-5 filminin SEM goriintiisii

2020 V HFW pressure | mag [] WD @ —2m
:25PM | 20.00kV | 10.4pm | 70Pa | 40000x | 11.9 mm NI Cukurova University

Sekil 16. Keratin tozunun SEM goriintiisii
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»
& - SEa 5 "=
8/26/2020 HV HFW pressure | mag [] WD @
2:30:02PM | 20.00kV | 829 ym | 70 Pa 500% |11.9mm | LFD [Rasg

Cukurova University

Sekil 17. Keratin tozunun SEM goriintiisii

8/26/2020 HV HFW pressure | mag [] WD —— 100 pm
2:22:58 PM | 20.00kV | 414 ym | 70Pa 1000x | 11.9 mm | LFD Cukurova University

Sekil 18. Tavuk tiiyii SEM goriintiisii
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8/26/2020 HV HFW | pressure | mag [] WD det @ ———50 ym
2:24:13PM | 20.00kV | 207 ym | 70Pa | 2000x | 11.9 mm | LFD . Cukurova University

Sekil 19. Tavuk tiiyii SEM goriintiisii

2:25:08 PM | 20.00kV | 414 ym | 70 Pa 1000 x 2 Cukurova University

8/6/2020 ‘ HV ] pressure | mag [] WD S~ — 100 pm ——————

Sekil 20. Tavuk tliyii SEM goriintiisii
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8/26/2020 ‘ pressure ‘ mag [] WD det —~ — 50 ym ———

2:25:38PM | 20.00kV [ 207 pm | 70Pa | 2000x | 11.8 mm | LFD v Cukurova University

Sekil 21. Tavuk tiiyli SEM goriintiisii
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EK-C

Tavuk tiiyti, keratin tozu ve keratin-kitosan filmlerinin XRD kirinimlari asagida verilmistir.

Tavuk tuyu
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1000 ~
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400 ~

) N S

5 15 25 35 45 55 65 75 85 95 105

Sekil 22.Tavuk tiiyli kirinim deseni

k25c5
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400 +
300 -
200 A

100 +

5 15 25 35 45 55 65 75 85 95 105

Sekil 23. Keratin-kitosan filminin kirinim deseni
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Sekil 24. Keratin tozunun kirinim deseni
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