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OZET

Diinya niifusundaki hizli artisla birlikte beyaz ete olan talepte artmaktadir. Klimes
hayvanlar1 endiistrisinin bir yan iiriinii olan ve ¢ok az kullanilan kaz tiiyii, diinyadaki
en bol bulunan yenilenebilen keratin biyo-kutlelerinden birisidir. Bu atiklardan
kurtulmak amaciyla yapilan islemler (yakma, gdmme gibi) ¢evre sorunlarina neden
olmaktadir. Bu nedenle, bu biyo-atigin bir biyo-kompozit filme doniistiiriilmesi,
yalnizca bu kat1 atiklarin bertaraf edilmesi i¢in siirdiiriilebilir bir strateji degil, aynm
zamanda yenilenebilir biyo-kaynaklardan verimli bir biyomalzeme gelistirmek igin
cekici bir alternatif olarak kabul edilir. Atik kaz tiiyleri ucuz, kolay ulasilabilir ve
yenilenebilir bir kaynak olmalarinin yani sira diisiik yogunluk, yiiksek sikistirilabilirlik
ve elastikiyetlerinden dolayr birgok uygulamada avantaja sahiptirler. Kimes
hayvanlari tiiyleri %91 oraninda keratin igermektedir. Bu ¢alismada kaz tliylinden elde
edilen keratin ve ayva ¢ekirdegi miisilaji kullanilarak ilk kez yenilebilir film Gretimi
yapilmigtir. Calisma, atik kaz tlylerinden keratinin saflastirilmasi, misilaj temelli
keratin film Gretimi ve karakterizasyonunun (FT-IR, TGA ve SEM) yapilmas: ile
antioksidan aktivitelerinin belirlenmesini igermektedir. Analiz sonuglari, yanik
tedavisi ve yara iyilesmesi gibi alanlarda hem ekonomik hem de ¢evre dostu liriinler
elde etmede kaz tliyliniin potansiyel alternatif bir kaynak oldugu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Atk Ty, Keratin, Misilaj Film.

Subat, 2023; 42 sayfa
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ABSTRACT

With the rapid increase in the world population, the demand for white meat is
increasing. Goose feather, a by-product of the poultry industry and rarely used, is one
of the most abundant renewable keratin biomass in the world. Processing to get rid of
these wastes (such as incineration, burial) causes environmental problems. So,
converting this biowaste into a biocomposite film is considered not only a sustainable
strategy for the disposal of this solid waste, but also an attractive alternative to develop
an efficient biomaterial from renewable bioresources.In addition to being a cheap,
easily accessible and renewable resource, waste goose feathers have advantages in
many applications due to their low density, high compressibility and elasticity. Poultry
feathers contain 91% keratin. In this thesis, edible film was produced for the first time
by using quince seed mucilage and keratin obtained from goose feathers. The study
includes purification of keratin from waste goose feathers, production and
characterization of mucilage-based keratin film (FT-IR, TGA and SEM), and
determination of antioxidant activities. The results of the analysis have shown that
goose feather is a potential alternative source for obtaining both economical and
environmentally friendly products in areas such as burn treatment and wound healing.

Keywords: Waste feather, Keratin, Musilage Film.

February, 2023; 42 pages



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.1.
Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 3.1.
Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 3.4.
Sekil 3.5.

Tavuk eti Gretim miktarr, EKim 2022, ...vvvvviiiiiiiiiiiiiiie e 1
ALK KAZ tHYTL oviviiiiiici e 4
TUYUN MIKIO YAPIST.etviiivriiiiiiie ittt siet st aaeeeanes 5
Ham kaz tiiyii ve temizlenmis kaz tliyli gOrintiisii. .........cevvvivrinineinnnn 14
KEratin lAESI. ..o e 15
Toz hale getirilen Keratin. ..o, 15
Ayva ¢ekirdegi miisilajinin hazirlanmast .........cccevveeiiiiiiiic e, 16
a) Kontrol, keratin- 0.1,0.25 ve 0.5 g karisimlarin hazirlanmasi

b) Filmlerin 1. Gun géruntusu ¢) Filmlerin 2. Giln gorintisi
d) Filmlerin 3. Giin gorlntlsi e) Filmlerin 4. Gin goruntisu

) Kontrol, keratin-0.1-0.25-0.5 filmler..........ccccooovveii i 17
Sekil 4.1. Kontrol filmin FT-1R SPEKIrUMU ..........cccooviiiiiiiceece e 22
Sekil 4.2. Keratin- 0.1 filmin FT-IR SPeKtrumu. ..........ccccoveiviieiii e, 23
Sekil 4.3. Keratin- 0.25 filmin FT-IR SPeKtrumMu ..........cccooveiiieniiiieniieeee 24
Sekil 4.4. Keratin- 0.5 filmin FT-IR SPektrumu. ..........cccooeiiiiiiiiiiiie e, 25
Sekil 4.5. Kontrol filmin TGA SONUGIAIT ........eoiviiiiiiiiiiiieie e 26
Sekil 4.6. Keratin-0.1 filmin TGA SONUGIATL. ........ccccuvevieiieieeiie e 27
Sekil 4.7. Keratin-0.25 filmin TGA SONUGIAIT . ...ccovviiiiieriieiecie e 28
Sekil 4.8. Keratin-0.5 filmin TGA SONUGIATT ........ccccveveiiiiiiiie i 29
Sekil 4.9. Kontrol filmin 100 pm ve 200 wm SEM gorintisi...........ccocovvrviveeenenn. 30
Sekil 4.10. Keratin-0.1 filmin 100 pm ve 200 wm SEM gorintusu. ...........ccoevevenenne. 31
Sekil 4.11. Keratin-0.25filmin 100 um ve 200 pm SEM gorantus...........ccceevennee. 31
Sekil 4.12. Keratin-0.5 filmin 100 pm ve 200 wm SEM gorintusu. ...........cceevevenenne. 32

Sekil 4.13. Kontrol ve farkli miktarda keratin ilave edilmesiyle elde edilen

filmlerin serbest radikal giderme aktivite grafigi...........cccocvvviiiiniiiinnnn, 33



CIZELGELER DiZIiNi

Cizelge 1.1. Kiimes hayvanciligi tiretim miktari, Ekim 2022 .........cccccoeviiiiveiiennnnnn 3
Cizelge 4.1. Kontrol ve farkli miktarda keratin ilave edilmesiyle elde edilen
filmlerin serbest radikal giderme aktiviteleri (%) ........cccccvevvvieeivenenne. 33

Vi



SIMGELER VE KISALTMALAR

Ca(OH)2
cm

COOH
DPPH
DTG
EDTA
FT-IR

g

HCI

kDa
Keratin-0.1
Keratin-0.25
Keratin-0.5
M

mg

mL

N

NaOH
NazS

NH:2

nm

OH

PEG

SDS

SEM

SH

TGA

°C

pm

a

B

Kalsiyum hidroksit
Santimetre

Karboksilik asit
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
Diferansiyel Termal Termogravimetrik
Etilendiamin tetraasetik asit
Fourier Transform Infrared Spektroskopisi
Gram

Hidroklorik asit

Kilodalton

0.1 g Keratin Iceren Film
0.25 g Keratin Iceren Film
0.5 g Keratin Iceren Film
Molarite

Miligram

Mililitre

Normalite

Sodyum Hidroksit

Sodyum Sulfir

Amin grubu

Nanometre

Hidroksil grubu

Polietilen glikol

Sodyum dodesil sulfat
Taramal1 Elektron Mikroskobu
Sdlfhidril grubu

Termal Gravimetrik Analiz
Santigrat

Mikrometre

Alfa

Beta

vii



1. GIRIS

Diinya niifusundaki hizli artisa paralel olarak tliketim de ayni oranda artmaktadir. Asir1
tilkketimin ¢evreye olan etkisi ise kati atik miktarindaki artisla karsimiza ¢ikmaktadir.
Artan talebi karsilamak i¢in artik dogal kaynaklar yeterli degildir. Bu baglamda,
kullanilmis malzemelerin geri doniisiimii ve dogal atiklarin degerlendirilmesi, gelecek

nesillerin hayatlarin1 devam ettirebilmeleri i¢in daha da 6nemli hale gelmistir.

Atik olusumunun en fazla oldugu endiistrilerden birisi de kiimes hayvanlari
ciftlikleridir (Cizelge 1.1 ve Sekil 1.1). Hayvanlar kesildikten sonra ortaya ¢ikan atik
tayler, ciftliklerin en blylk problemidir. Ancak Ulkemizde atik tiiylerin geri kazanimi
veya imha edilmesi ile ilgili bir mevzuat bulunmamaktadir. Bu sorun tlylerin
yakilmasi, gdmiilmesi ya da diisiik proteinli hayvan besini olarak kullanilmasiyla

ortadan kaldirilmaya calisilmaktadir.

Cizelge 1.1. Kiimes hayvanciligi tiretim miktari, Ekim 2022 (URL-1).

Ekim Ocak-Ekim
Degisim Degisim
2021 2022 (%) 2021 2022 (%)
Tavuk eti (Ton) 196590 201203 2.3 1841759 2016795 9.5
Kesilen tavuk (Bin adet) 109649 111405 1.6 1019361 1128265  10.7
Tavuk yumurtasi (Bin adet) 1690094 1766165 45 15996473 16325887 2.1
Hindi eti (Ton) 4714 3828 -18.8 41121 44627 8.5

(Bin ton)
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Sekil 1.1. Tavuk eti tiretim miktari, Ekim 2022 (URL-1).



Bilim insanlarinin dikkatlerinin artmas1 iizerine sentetik polimerlerin ¢evresel
etkilerini azaltan, biyolojik olarak ¢6ztinebilen polimerler ve gevre dostu biyo-bozunur
filmler, sentetik polimer bazl1 filmlerin kullanimai ile yer degistirmeye baglamistir. Kaz
tiyii %91°1 protein (keratin) igcermektedir ve bu dnemli bir hammaddedir (Kock,
2006). Keratin igindeki bol miktarda sistein amino asitleri, molekiiller arasi ve
molekiiler disiilfiir baglar1 vermek tiizere oksitlenir ve yiiksek mekanik dayanim,
hidrofobiklik ve iyi termal stabilite 6zellikleri ile sonuclanan t¢ boyutlu bir ¢apraz
bagh ag olustururlar (Jiang vd., 2007; Tonin vd., 2007; Hill vd., 2010; Rejak vd.,
2012). Bu nedenle, bu nitelikler, filmler, sungerler, kendi kendine monte edilen
yapilar, kompostlanabilir ambalaj {irlinleri i¢in hidrojeller, doku miihendisligi,
fibroblast hiicre blylimesi, yara iyilesme travmasi ve ilag dagitim sistemleri gibi
tlylerden biyo-bozunur maddelerin gelistirilmesine yol agmaktadir (Srisuwan vd.,
2016; Tesfaye vd., 2017a, 2017b, 2017c). Son zamanlarda, biyolojik olarak
parcalanabilen filmlerin gelistirilmesi i¢in yenilenebilir bir kaynak olarak proteinlerin
kullanimina, 6rnegin kompostlanabilir paketleme, tarimsal film veya yenilebilir film
uygulamalarina yonelik artan bir talep olmustur, ancak bu alanda keratine yalnizca

siirlt bir ilgi gosterilmistir.

Gunlmuizde ayva meyveleri, anti iilseratif, antioksidan ozellikleri gibi sagligi tegvik
edici etkilerinden dolay1 1yi, diisiik maliyetli ve yaygin olarak kullanilan besin kaynag:
olarak kabul edilmektedir. Ayrica, fenolik bilesenler icin ekonomik ve dogal bir
kaynak olarak gorilmektedir (Karar vd., 2014; Oliveira vd., 2007). Polisakkarit
yapidaki bitki biyopolimeri olan ayva cekirdegi miisilaji, flavonoidler, steroller,
alkaloitler, tanenler, saponinler, recine, fenol ve terpenoidler icermektedir (Moghbel
ve Tayebi, 2015). Minimum Uretim maliyeti ve kolay ekstrakte edilebilmesi dikkate
alindiginda bu polisakkaritin bir¢ok biyopolimere kiyasla potansiyel bir film veya
kaplama bileseni oldugu goriilmektedir. (Jouki vd., 2014). Ayva cekirdegi giivenilir
bir mushil, kan durdurucu ve anti-inflamatuardir (Tamri vd., 2014). Ayva ¢ekirdegi
miisilaji, alindiginda sakinlestirici ve dinlendirici bir etkiye sahiptir ve kii¢iik yaniklara
uygulanmaktadir (Tamri vd., 2014). Kompozit malzemeler ise birbirlerinde
¢oziinmeyen iki veya daha fazla bilesenden olusur ve birlikte daha giigliidiirler (Behlau
ve Bullinger, 2009; La Mantia ve Morreale, 2011).



Bu tez calismasinda hipotezimiz; atik tiiylerden elde edilen keratin ile ayva
cekirdeginden miisilaj film olusturarak, sentetik {iriinlere kiyasla alternatif dogal bir
kaynak olabilirligini géstermektir. Bu dogrultuda hedefimiz atik kaz tiiylerinden elde
edilen keratinin, potansiyel yapisal ve biyomedikal uygulama ile biyo-malzemelere
dahil edilmesi i¢in bir materyal olarak saflastirilmasi, karakterize edilmesi,

karsilastirilmast ve degerlendirilmesini igermektedir.
Temel amaglarimiz:

1. Kaz tiiylerini saflagtirmak, kaz tiiyli keratininden ve ayva miisilajindan {iretilen
filmlerin FT-IR spektroskopisi, TGA ve SEM kullanilarak, kimyasal, fiziksel ve

morfolojik yapisini karakterize etmek ve karsilagtirmak.

2. Polimer olarak kaz tiiyii kullanarak elde edilmis keratin-ayva cekirdegi ile miisilaj

temelli biyo-kompozitler hazirlamak ve bunlarin termal 6zelliklerini degerlendirmek.

3. Film orneklerinin antioksidan aktivitelerini DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)

serbest radikalleri uzaklastirma yontemi kullanarak belirlemek.



2. LITERATUR OZETLERI
2.1 Kaz Tuyd

Kiimes hayvani endiistrisinin bir yan iirlinii olan ve sadece az miktarda kullanilan kaz
thyleri, dinyadaki en bol ve yenilenebilir keratin biyokutlesidir (Whitfield vd., 2008).
Gliniimiizde kaz tliyleri, kanatli hayvan endiistrisinde atik iiriin olarak kabul
edilmektedir, ¢linkli kullanimlar1 ekonomik olarak diisiiktiir ve yanma veya gémme
yoluyla yok edilmeleri cevresel sorunlara neden olmaktadir (Parkinson, 1998).
Yakilarak yok edilmeleri sera gazlarinin agiga ¢ikmasinin yaninda hava, su ve toprak
kirliligine neden olurken, tiiylerin bir ¢opliikte yavasca ayrigsmalari ¢ok fazla zaman ve
toprak gerektirmektedir (Fan, 2008; Whitfield vd., 2008; Xu vd., 2013). Kontrolsiiz
bir sekilde tiiylerin atilmasi ¢cevremizde kirlilige yol acsa da bu degerli biyokiitlenin
kullanilmasi, saglik tehlikelerini azaltarak ve kat1 atik sahalarina génderilen kati atik
miktarin1 azaltarak cevreye faydali olacaktir. Bu nedenle hem ekonomik hem de
cevresel agidan, bu kaynagi kullanmak icin etkili ve karli bir siire¢ gelistirmek oldukga
arzu edilmektedir. Buradaki zorluk, bu atik malzemeyi (Sekil 2.1) kullanilabilir ve

degerli iirlinlere dontistiirmektir.

Sekil 2.1. Atik kaz tiiyii.



Kanath tiiyleri yaklasik %91 keratin, %1 lipid ve %8 sudan olusur, bu nedenle
potansiyel olarak protein tiretimi i¢in kullanilabilirler (Schmidt ve Line, 1996; Acda,
2010).

Tiiylerden tiiretilen malzemeler, yillik olarak iiretilen tiiylerin ¢ogunu potansiyel
olarak tiiketebilecek bir¢ok uygulama i¢in avantajli bir sekilde kullanilabilir, ¢iinki
tiilyler diisiik yogunluklu, iyi akustik ve 1sil yalitim o6zellikleri dahil olmak iizere
benzersiz 6zelliklere sahiptir (Pourjavaheri, 2017). Kiimes hayvanlar1 tiiyii ayrica
protein lifleri i¢in ucuz ve yenilenebilir bir kaynaktir (Wrzesniewska-Tosik ve
Adamiec, 2007).

Tiiylerin makroskobik goriiniimii (Sekil 2.2), silindirik ve i¢i bog bir kok ve bu kokii
takip eden bir sapla biten bir tily ekseni oldugunu gosterir. Biyolojik olarak tuyler,
kalamus denilen sap disinda cansiz bir yapiya sahiptir. Esas olarak lifler ve tiiyler
olmak tizere iki kisimdan olusur (Cheung vd., 2009). Tiiy ekseni, keratinin kat1 bir

yap1 olusturmak icin sertlestigi boliimdiir.

Sekil 2.2. Tuyln mikro yapist.

2.2 Proteinler

Proteinler, viicutta oksijen tasima ve depolama, kaslar arasinda baglant1 saglama gibi

bircok fiziksel fonksiyonlardan sorumludur.



Proteinler enzimlerin yan1 sira, esasen hayvan ve bitki canli hiicrelerinin ve hayvan

dokularinin protoplazmasinin ana girisidir.

Proteinler ve peptitler biyolojik sistemlerde bircok fonksiyona hizmet eder (Bruice vd.,
2004). Cogu protein C, H, O ve N ile birlikte S, P, Fe, Mn, Cu, Zn vb. metal tiirlerini
icerir. Proteinlerin temel 6zelligi azot icermesidir. Proteinin azot igerigi %15-18

civarindadir.

Proteinler, amino asitlerin olusturdugu uzun zincirli yapilardir. Proteinler a-amino
asitlerden olusur. Amino asitler hem amino (-NH2) hem de karboksil (-COOH)
fonksiyonel gruplari igerir. Diger bir deyisle hem bazik hem de asidik 0zellikler
gosterirler. Farkli gruplar, R gruplarmin -NHg'sinin hidrojen atomunu ikame eder.

Amino asitler, bu farkli ikame gruplart ile birbirinden farklidir.

Protein molekiiliiniin yapis1 4 kisimda aciklanabilir: Proteinlerin birincil yapisi, peptit
zincirindeki amino asitlerin dizisini, sayisini ve tiirlerini belirler. Sayidan bagimsiz
olarak serbest ucta -NH. grubu ve diger ugta -COOH grubu vardir. Proteinlerin ikincil
yapisi, bu polipeptit omurgasinin 3 boyutlu diizeni olarak disiiniilebilir. Peptit
baglarinin oksijen ve nitrojen atomlar: arasinda olusan hidrojen baglari, proteine iki
farkli yerlesim tipi saglar. Bu sistemde sadece zincirler arasi a-sarmal yapisi ve zincir
ici cis- ve trans-izomerler veya B-tabaka olabilir. Yapilar peptit baglarinin geometrisi
ve zincirler aras1 hidrojen baglar ile agiklanir. Proteinlerin ii¢iinciil yapisi, proteinleri
olusturan amino asitler tizerinde bulunan merkapto (-SH), amino (-NH>), karboksil (-
COOH) ve hidroksil (-OH) gibi fonksiyonel gruplarin etkisiyle helesonize veya
biikiilmiis polipeptit zinciri seklinde, kendi Uzerine katlanmasiyla 3 boyutlu, top
biciminde bir yap1 meydana getirir. Ugiinciil yapiyr olusturan bu katlanma
mekanizmasi molekiile gii¢ verir. Proteinlerin kuaterner yapisi, ayn1 veya farkl tiirdeki
proteinlerin hidrojen baglari, Van der Waals veya iyonlar arasi ¢ekim kuvvetlerinin

neden oldugu polimerizasyon ile olusturulur (Pauling vd., 1951; Bruice vd., 2004).

2.2.1 Keratin proteini

Keratin yapisal fibroz proteindir (Fan, 2008) ve sag, tiiy, tirnak, toynak ve memelilerin
boynuzlari, siirlingenlerin, kuslarin ve insanlarin epitel hiicrelerinin ana bilesenidir
(Vasconcelos vd., 2008). Tiylerin kimyasal yapilarina bakildiginda a-keratin yerine

ana yapisal olarak B-keratinden olustugu gortliir (Sawyer vd., 2000).
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Keratin proteininin yaklasik dortte biri B-tabakali bir yapiya sahiptir ve hidrofobik
kalintilar bakimindan zengin olan molekiiliin merkez kisminda yogunlagsmistir (Arali
vd., 1983). Hidrofobik kalintilarin yiiksek igerigi, liflerin organik ¢6zucilerle uyumlu
oldugunu géstermektedir (Zhan ve Wool, 2011).

Diger hayvan dokularima kiyasla bozulmaya kars1 oldukca direngli olan keratinler
bircok uygulama icin 6nemli bir yenilenebilir ve sirddrilebilir hammadde
(biyopolimer) kaynagidir (Khosa ve Ullah, 2013; Wang vd., 2016; Latha vd., 2016).
Dogal biyopolimer kokenleri nedeniyle biyolojik olarak parcalanabilirler. Keratinler,
yiiksek stabilite ve diisiik ¢ozliniirliik ile karakterize edilen proteinlerdir (Zoccola vd.,
2009). Yiizey toklugu, esneklik, yliksek uzunluk-¢ap orani, hidrofobiklik ve karmasik
hiyerarsik bir yapi ile karakterize edilen olduk¢a organize bir morfoloji gibi bir¢ok
onemli Ozellige sahiptirler (Martinez-Hernandez vd., 2005). Bu avantajlara, diisiik
maliyet ve yogunluklari, iyi 1s1 yalitim 6zellikleri ve agindirici olmamasi eklenebilir.
Tiiylerin sert, ¢oziinmeyen, lifli bir malzeme olarak islevi, bu 6zelliklerin arzu edilir

olmasini saglamaktadir (Schrooyen vd., 2001).

Birgok dogal tiiretilmis biyomolekiil gibi, keratinler de igsel biyolojik aktiviteye ve
biyouyumluluga sahiptir (Sundaram vd., 2015). Bu durum, yara iyilesme ve onarim
iiriinlerinde, ila¢ dagitiminda ve eczacilikta, kemik dokusu yenilenmesi, travma ve
tibbi cihazlar gibi doku miihendisligi uygulamalarinda keratin biyomalzemelerinin
gelismesine yol agmaktadir (Reddy ve Yang, 2007; Rouse ve Van Dyke, 2010; Wang
vd., 2017). Keratin proteininden {iretilen kisisel bakim {tirtinleri, sampuan, siilfit sa¢
diizlestirici, hijyen tirtinleri, yaslanma karsit1 krem (kirisiklik karsiti bakim kremi), cilt,
sa¢ ve tirnak bakim triinleri, yliz temizleyici ve kozmetik iriinlerini icermektedir

(Goodwin, 1974; Seger vd., 2003; Gupta vd., 2012; Reddy ve Yang, 2007).

2.2.2 Keratin yapisi

Memeli tiiy, sag, yiin, toynak, kus gagasi, siirlingen tirnaklar1 ve boynuzu gibi dis
kaplama saglayan baslica yapisal lifli proteinlerden birisi olan keratinin molekiiler
diizeyde, en belirgin 6zelligi sistein kalintisindaki yiiksek konsantrasyondur (toplam
amino asit kalintilarinin %7-20 sayis1). Suda ¢oziinmezlik ve mekanik mukavemet,
esas olarak keratinde biiylik miktarda hidrofobik amino asit ve sistein kalintilarinin

olugmasindan kaynaklanmaktadir.



Keratin, sahip oldugu ii¢ boyutlu yapisint korumak i¢in bir¢ok disiilfid kopriisii veren
cok sayida sistein kalintis1 (amino asitlerin yaklasik %8'1) icermektedir. Genis ¢apraz
baglama ve yiiksek miktarda hidrofobik kalintilar igermesinden dolayi, keratinler su
gibi polar ¢oziiciilerde ve apolar ¢oziiciilerde ¢oziinmemektedirler. iki sistein
molekiilii arasinda olusan distilfiir baglari, keratinin yiiksek mukavemetinden ve
proteolitik enzimlerin etkisine kars1 direncinde gorevlidirler (Wrzesniewska-Tosik ve
Adamiec, 2007). Sistinin kolayca azaltilabilir, oksitlenebilir ve hidrolize edilebilir
olmasi keratini ¢cok reaktif bir protein kilmaktadir. Keratinin kimyasal aktivitesi sistin
icerigine dnemli oranda baglidir (Schrooyen vd., 2000). Keratin igerisindeki sistein
kalintilari, mekaniksel olarak kuvvetli {i¢ boyutlu bagli keratin lifi agina yol acabilecek
bicimde oksitlenir (Martelli vd., 2006). Yin ve tlylerin esnek ancak sert 6zelligi,
keratin lifinin bu karakteristik yapisina baglidir. Yumusak veya sert olarak
simiflandirilmig iki tip keratin vardir (Schrooyen vd., 2001). Yumusak keratinler,
distilfiir bag igerigi diisiikk olan nasir tabakalarinda bulunurken sert keratinler yiksek
distilfiir igerigine sahip olup tily, sag, tirnak ve toynak gibi epidermal uzantilarda
bulunur. Disiilfiir baglarinin miktari, keratindz bir materyalin epidermis gibi yumusak,
esnek ve genigletilebilir veya sag veya tiiyler gibi sert ve uzatilamaz olup olmayacagini

belirlemektedir.

Keratinin mikroskobik yapisi onun dayanikliliginin ve esnekliginin ispatidir. Bu
proteinin molekiilleri alfa heliks adi1 verilen bobinlere biikiiliir ve bir¢ok distilfiir bag
(stilfiir iyonu ciftleri arasindaki baglar) icermektedir. Disiilfiir baglar stabil, proteinleri
par¢alamada uzmanlagmis proteolitik enzimlerin etkisine kars1 dayaniklidir (Fraser
vd., 1972). Beta-keratin, alfa heliksleri bakimindan zengin lifli bir protein olan alfa-
keratin' in aksine, y1&1lmis B-kivrimli tabakalar agisindan zenginlik gostermektedir. o-
keratinler memeli viicut kisimlarinda ve yiin, sag, tirnak, boynuz ve toynak gibi
dokularda bulunmaktadir (Wang vd., 2016a). B -keratinler ise, kuslarin tirnak, pence,
kabuk ve gagalarinin karakteristik 6zelligidir (Chen vd., 2012).

2.3 Keratin izolasyon Yontemleri

Yagi alinmig kaz tiiyi (10 g) 100 ml distile su, 3.0 N NaOH ve 0.2 N NayS ile
karistirtlmistir.  Reaksiyon, 25 °C' de bir su banyosunda 1,5 saat sureyle
gerceklestirilmistir. TUm maddeler manyetik karistirict yardimiyla bazik ortamda

cozllmustiir.



Daha sonra seyreltik HCl ¢ozeltisi yardimiyla keratin ¢ozeltisinin pH' 1 4.2' ye
ayarlanarak keratin ¢okturulmiistiir. Bu keratinler aseton ile yikanip, vakumlu slizgeg
kullanilarak siiziilmiistiir. Olusan keratin daha sonra etlivde 50 °C' de bir gece

bekletilmistir (Jones ve Mecham, 1943).

Yagdan armndirilmis kaz tiyii (10 g), 100 ml damitilmis su ve 10 g NaOH ile
karistirtlmistir. Baz galkalanarak ve elle karistirilarak iyice ¢Oziilmiistiir. Sollisyona
0,15 g EDTA ilave edildikten sonra (izerine keratin soltsyonu dokdilerek 40 °C' lik bir
banyoya yerlestirilmistir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra, HC1 ile pH 4.2' ye
notrlestirilmigtir. Daha sonra ¢oken keratin 6nce santrifiij edilerek asetonla yikanmis

son olarak 50 °C' de 24 saat etlivde kurutulmustur. (Kalaoglu, 2010)

Tavuk tuyleri temizlenmis ve 72 saat oda sicakliginda kurutulmustur. Tlyler, 75-700
um' lik kiigUk lifler halinde kesilmistir. Tavuk tiiyleri (500 g) suya (1:1, agirlik/agirlik)
daldirilmis ve 1 saat karistirilmistir. Karistirma isleminden sonra karisima 300 mL 1
M NaOH cozeltisi ilave edilmis ve karisim oda sicakliginda 24 saat homojenize
edilmistir. Karistm 10,000 x g' de 1 saat santrifijlendikten sonra bir tilbentten
stizilmiis ve 1 N HCI ile notralize edilmistir. Stzlintuntn diyalizi, rejenere seliilozun
Spectra/Por diyaliz zarlart (MWCO, 3.5 kDa, Spectrum Laboratories, Inc., Rancho
Dominguez, CA, ABD) kullanilarak 72 saat siireyle gerceklestirilmis ve ardindan
numuneler dondurularak kurutulmustur (Song vd., 2014).

Belirli bir agirlikta temizlenmis tavuk tiiyii, 8 mol/L Ure ve L-sistein iceren karigik
cozeltiye konulmus, %50 NaOH ¢6zeltisi kullanilarak pH 10.5' e ayarlanmis ve 12 saat
70 °C' de mekanik karistirma islemine tabi tutulmustur. Islemden sonra tily
dispersiyonu, supernatant: elde etmek i¢in 10000 rpm' de 20 dakika santriftjlen,
¢Oziinmiis keratini ¢okeltmek i¢in hidroklorik asit ve sodyum siilfat kullanilarak pH 4'
e ayarlanmistir. Toplanan kisim, ii¢ kez yikanip, stzilmiis ve ylizey suyu pecete ile
cikarilmigtir. Keratin tozunu elde etmek i¢in dondurularak kurutulmus ve toz haline

getirilmistir, verim yaklasik %60 bulunmustur (Ma vd., 2016).

Indirgeme isleminde yag1 alinmus tiiyler (1 g), 2-merkaptoetanol, sodyum bistilfit veya
DTT igeren 25 mL" lik sulu g¢ozeltilere konulmus ve karisim, 50 °C' de 2 saat

calkalanmistir.



Hidrolitik stirecte yag1 alinmus tiiyler (10 g), reaksiyon sirasinda tiiylerin toplanmasini
onlemek i¢in manyetik bir karistirma ¢ubugu ile 70 °C' de 75 dakika boyunca
agirlikca %1.0, 1.5, 2.0 veya %2.5 cesitli konsantrasyonlarda 100 mL sodyum
hidroksit ¢ozeltileri ile karistirilmistir. Her iki islemden sonra elde edilen karisim,
¢oziinmeyen materyali ayirmak i¢in 9000 X @' de 15 dakika santrifijlenmis ve
stpernatant, katlanmig bir filtreden siizUlmistiir. Cesitli indirgeyici ajanlarla elde
edilen stiziintii, her giin dis suyu degistirilerek 72 saat boyunca rejenere seliilozdan
(MWCO 3500-5000 Da) Spectra/Por diyaliz membranlar1 kullanilarak damitilmig
suda diyaliz edilmistir. Keratin tortusu birkac kez distile su ile yikanmig ve 9000 x g'
de 15 dakika santrifijlenmistir. C6ziinmeyen tortu, sabit bir agirlik elde edilene kadar
105 °C' de kurutulmustur. COzundr keratin verimi, ¢6ziinmeyen malzemenin kuru

agirligi Olgiilerek belirlenmistir (Sinkiewicz vd., 2017).

Tuyler keratin ekstraksiyonu icin distile sudan gegirilerek kurutulmustur. Bu kurumus
toz halindeki kaz tuylerinin tzerine (10g) 250 ml 0.5 M Ca(OH)., 8 M lre ve tiyin
agirlikg¢a % 10°u kadar SDS ¢ozeltisi eklenerek 30 dakika boyunca 70°C’de 1sitilarak
stirekli karistirilarak keratin ekstrakte edilmistir. Bu karisim diyaliz torbasina alinarak
distile su igerisinde (glinde 3 kez degistirilir) nétral pH’ ya gelene kadar bekletilmistir.
Elde edilen keratin film yapimina kadar +4 °C’ de saklanmistir (Tesfaye vd., 2018).

2.4 Keratin ile Yapilmus Calismalar

Moore vd. (2006) yaptiklar1 ¢alismada, tiiy keratininin ortalama molekiiler agirligini,
amino asit profilini, termal stabilitesini ve elde edilen filmlerin temel 6zelliklerini
belirlemislerdir. Ure, 2-merkaptoetanol ve yiizey aktif madde (pH 9.0) iceren sulu bir
cozelti ile gergeklestirilen ekstraksiyon, kuru tiiyde bulunan keratinin %94' Unun
¢ikarilmasina izin vermistir. Keratinin molekiiler agirliklar1 elektroforez ile
belirlenmis ve 10 ila 14.000 g mol™? arasinda degismistir. Keratin termogravimetrik
analizleri, ekstraksiyon isleminin keratinin bozunma sicakliklarini degistirmedigini
gostermistir. Tlly keratin filmleri, literatiirde belirtilen yiin keratin filmlerinden daha

diisiik gerilme mukavemeti ve kopmada yaklasik ayn1 uzama gostermistir.

Hill vd. (2010) yaptig1 calismada, tipik ve iyi yaymlanmis bir teknik kullanarak
azaltilmis bir keratin biyomateryal, keratin formu iireterek bir biyomateryal olarak

genel kullanimina etkileri olabilecek gesitli yonlerini karakterize etmislerdir.
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Keratinler insan sacindan ekstrakte edilmis, jeller ve gbzenekli yap1 iskeleleri halinde
uretilmis, karakterize edilmis ve hiicre ve doku ile etkilesimlerini belirlemek i¢in
biyolojik sistemlere yerlestirilmistir. Baslangicta, proteinler molekiiler agirlik ve
amino asit igeriginin yani sira hiicre yapismasini ve cogalmasini kolaylastirma
yetenekleri agisindan analiz edilmistir. Capraz bagli hidrojeller, in vitro hidrolitik
stabiliteleri i¢in arastirilmis; liyofilize jellerin mikro mimarisi ve in vivo doku tepkisi
de incelenmistir. Bu deneyler, keratinlerin biyolojik sistemlerde miikemmel

uyumluluk gosterdigine dair 6nceki bulgular1 hem dogrulamis hem de genisletmistir.

Martelli vd. (2012) calismasinda, farkli molekiiler agirliklara sahip polietilen glikolln
(PEQ) filmlerin higrokopisite, ¢oziiniirliik ve su buhar1 gegirgenligi tizerindeki etkisi
arastirilmistir. Su sorpsiyon izotermleri, bu ¢alismada incelenen tiim aw aralig1 igin,
PEG400 ile elde edilen filmlerin, daha yiiksek molekiiler agirlikli PEG'lerle elde edilen
filmlerden daha hidrofilik oldugunu gostermistir. PEG kullanimi, tavuk tiiyii keratin

filmlerinin WVP'sinde bir artisa neden olmustur.

Yin vd. (2013) tly keratinini, Shindai yontemi (etanol 6n islemi, hidroklorik asit 6n
islemi ve 2-merkaptoetanol deoksidizasyonu) olarak adlandirilan yontemle indirgeyici
kosullar altinda ekstrakte etmistir. Tiiylerin 6n isleminden sonra, Gre (0.33 mol LY),
SDS (0.05 mol L1), 2-merkaptoetanol (0.095 mol L) ve Tris (0.016 mol L) iceren
150 mL' lik bir ¢ozeltiye daldirilarak pH 8.0 a ayarlanmistir. Karigim 70 °C' de 2 saat
N2 atmosferi altinda karnistirtlmistir. Filtre edildikten sonra keratin soliisyonu elde
edilmistir. Cozelti asitlestirilmis, Keratin etanol ile ¢oktiiriilmiis, distile su ile yikanmig
ve liyofilize edilmistir. Reaksiyonlar 150 mL indirgenmis keratin soliisyonu ig¢eren bir
sisede gergeklestirilmis, soliisyon 70 °C'de ¢alkalanmigtir. pH" 8-9" a ayarlamak igin
5 mL kloroasetik asit ¢ozeltisi (0.14 g mL™) 5 dakika icinde damlalar halinde
eklenmigtir. 1 saat reaksiyona girdikten sonra reaksiyon durdurulmus ve
asitlestirilmistir. Keratin, HC1 ¢o6zeltisi ile ¢okeltilmis, su ile yikanmis ve modifiye
keratin verecek sekilde liyofilize edilmistir. indirgenmis keratinin sulu dispersiyonu,
belirli bir miktarda gliserol ile karistirilmistir. Karisim oda sicakliginda 1 saat
karistirilmistir. Bu film olusturan dispersiyonlar, polistiren petri kaplarina (10 cm
capinda) dokiilmiis ve havalandirilmis bir firinda 50 °C'de 24 saat kurutulmustur.
Filmler petri kabindan ¢ikarilmis ve analiz i¢in saklanmistir. Gozenekli keratin filmler

miikemmel kontrollii salim 6zelliklerine sahip bulunmustur.
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Tuylerden keratin verimi %93 bulunmustur. ikinci olarak, ekstrakte edilen keratine
dayali filmler kolayca hazirlanmstir. Iyi mekanik 6zellikler gostermislerdir. Ayrica,
tiiy keratin filmleri ilaclar yliklemek i¢in kullanilmistir. pH duyarliligi ve biyouyumlu
iskelet, ortaya ¢ikan filmi kesinlikle biyomedikal alanda uygulama icin cekici bir aday

haline getirmistir.

Ozaki vd. (2014) ¢alismalarinda, guanidin hidroklorir ve 2-merkaptoetanol iceren bir
¢Ozeltide yilin keratin ekstraksiyonu ve ardindan hem keratin agregasyonu hem de
yeniden gapraz baglanma igin diyaliz yoluyla suinger benzeri gézenekli bir keratin
hidrojel hazirlamak i¢in yeni ve basit bir yontem gostermistir. Jel, oldukca gozenekli
bir yapiya ve dondurarak kurutmadan sonra rehidrasyonda hizli sisme 6zelligine sahip
bulunmustur. Ayrica hem ¢ekme testinde hem de dinamik viskoelastisite 6lciminde
yiiksek mekanik dayanima sahip ¢cikmistir. Ug tip hayvan hiicresi, PC12 hiicreleri,
HOS hiicreleri ve murin embriyonik fibroblastlar, iyi yapismis ve gézenekli hidrojel

yiizeyinde biliylimiistiir.

Ramakrishnan vd. (2018), yaptiklari arastirmanin temel amaci, tavuk tiiylerinden
keratin kullanarak biyoplastik sentezlemektir. Plastik filmler tiretmek igin farkli
konsantrasyonlarda gliserol (%2 ila %10) ile karistirilmis ekstrakte edilmis keratin
solisyonu, 5 saat boyunca 60 °C' de sabit manyetik karistirma altinda
karigtirilmistir. Karisimlar daha sonra aliiminyum tartim teknesine dokiilmiis ve 24
saat 60 °C' de etlivde kurutulmustur. Numunelerin mekanik 6zellikleri test edilmis ve
biyoplastiklerin fiziko-kimyasal 6zellikleri incelenmistir. Sonuglara gore, %2 gliserol
iceren keratinden olusan biyoplastik en iyi mekanik ve termal 0&zelliklere

sahiptir. Biyo-bozunurluk testine gdre uretilen tim biyo plastiklerin biyolojik olarak

pargalanabilir oldugu kanitlanmistir. Bu nedenle, sonuglar, filmin ¢evreye zararli fosil

yag1 bazli malzemelere alternatif olarak uygulanabilecegini gostermistir.

Celik (2021) yaptig1 caligmada; keratin, farkli ¢oziiciiler (NaOH; NaOH+NazS; Na.S)
kullanilarak tavuk tiiylerinden ekstrakte edilmis ve bu bulgular reaksiyon strecini
anlamak i¢in birbirleriyle karsilastirilmistir. Maksimum Kkeratin ekstraksiyonu elde
edildikten sonra polivinil alkol karistirilarak cesitli biyofilmler hazirlanmistir.
Biyofilmlerin fiziksel ve kimyasal Ozellikleri daha sonra, sonuglart yayinlanmis
literatiirle karsilastirmak igin g¢esitli yontemler (yani FT-IR; SEM; XRD, vb.)

kullanilarak karakterize edilmistir.
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Sonugta, tavuk tiylerinin degerlenmesi i¢in ¢evre dostu bir geri doniislim girigimi

tanimlanmis olmustur.

Khumalo vd. (2022) yaptiklar1 ¢alismada, esnek, gozenekli, biyolojik olarak uyumlu
ve biyolojik olarak parcalanabilir tibdler keratin nanolifleri, sinir rejenerasyon
kanallari olarak iiretmislerdir. Keratin, atik tavuk tiiylerinden ekstrakte edilmis ve daha
sonra polivinil alkol ile harmanlanmis ve elektrospinleme ile nanofiber kanallara
doniistiriilmiistiir. Nanofiber kanallarin, 170 ila 234 nm arasinda degisen ortalama
caplara sahip oldugunu tespit etmislerdir. Nanoliflerin ortalama gapinin, keratin igerigi
arttiginda azaldigin1 gézlemlemislerdir. Buna karsilik, nanolif ¢ap dagilimi aralig
daralmig, bu da nanolifler inceldikg¢e sayilarinin arttigini ve bdylece aralarindaki
araylizey bosluklarinin azaldigin1 géstermislerdir. Analiz, nanoliflerde keratin

proteininin varligin1 dogrulayarak biyouyumlulugu gostermistir.

Mattiello vd. (2022), ¢alismalarinda, koyun yiinii ve tavuk tiiyii olmak tizere iki farkli
endiistriyel atik tiirtinden siilfitoliz yontemi kullanilarak film biriktirmeye imkan
verecek sekilde ekstrakte edilen keratinin karakteristik yapisi incelemislerdir. Yapisal
ve mikroskobik 6zellikler, SEM, Raman spektroskopisi, AFM ve IR spektroskopisi ile
incelenmistir. Bunu takiben ara filamentler i¢in kiigiik a¢ili X-1s1m1 sagilimi (SAXS)
analizi yapilmistir. Sonuglar, lifin montaj karakterinin, hidrasyon, termal ve redoks
ajanlarina yanmit vermek icin en uygun ekstraksiyon yontemi kullanilarak elde
edilebilecegini gdstermistir. Iki farkli hayvan kokeninden gelen keratinin ara liflerini
ayrintili olarak tasvir edilmistir. Elyafin amorf kism1 ve orta menzilli yapi, polar
baglar (tersinir hidrojen baglar1) ve kovalent tersinmez baglar arasindaki rekabetten
cesitli sekillerde etkilenmis ve Raman ve SAXS gibi ince yapisal yontemler
kullanilarak arastirilmistir. Elde edilen proteinin ikincil yapisinin korunmasi, atiktan
elde edilen keratinin polimer filmlerde ve muhtemelen biyo-kompozitlerde daha fazla

uygulanmasi i¢in bir potansiyel olabilecegini gostermistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Taylerin Toplanmasi

Turkiye, Aksaray ilindeki bir kaz ¢iftliginden atik kaz tiiyleri temin edilmistir.

3.2 Tuyler igin On islem

Toplanan atik kaz tiiylerin kan ve diger Kirlerden arindirilmast i¢in dnce 3 defa distile
su ile yikanmistir. Distile su igerisinde 24 saat bekletilmistir. Daha sonra yaglarindan
arindirilmasi igin Soxhlet ekstraksiyonu yapilmistir. Yagdan ve kirlerinden arindirilan
tilyler kurumasi i¢in giin 1s181inda 48 saat boyunca kurutulmustur. Kurutulan tiiyler
ekstraksiyon i¢in kiigiik pargalar halinde kesilmistir.

Ham kaz tiiyii Temizlenmis kaz tiyu

Sekil 3.1. Ham kaz tiiyii ve temizlenmis kaz tliyii goriintiisii.
3.3 Keratin Ekstraksiyonu

Keratin ekstraksiyonu i¢in kiiglik pargalara ayrilmig kaz tlylerinden 10 g tartilmis, 200
ml saf su icerisinde 0.2 N NaS, 3 N NaOH karistirilarak bir ¢ozelti elde edilmistir.
Hazirlanan ¢6zelti tartilan kaz tiiylerinin lizerine dokiilmiistiir. Olusan ¢6zelti 40 °C 2
saat sicak su banyosuna birakilmistir. Ekstrakte edilen keratini ¢okttirmek icin 2 N HCI
¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan HCl1 ¢ozeltisi manyetik karistiric1 tizerindeki
keratin ¢ozeltisine damlatildi. Cozeltinin pH’1 4.2°ye ayarland1 ve ¢oktiirme iglemi
tamamlandi. Coktiiriilen keratinler aseton ve distile su ile yikanarak filtre kagidi
yardimiyla siiziildii. Elde edilen keratinin kurumasi ig¢in 23 °C’de 24 saat etive
brrakildt.
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Sekil 3.2. Keratin eldesi.

3.4 Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Kurutulan keratinler havanda ezilerek toz haline getirilmistir. Elde edilen keratin
tozundan protein tayini i¢in 1 g tartilmistir. Kjeldahl metodu kullanilarak protein tayini

gerceklestirilmistir.

Sekil 3.3. Toz hale getirilen keratin.
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3.5 Ayva Cekirdegi Miisilajinin Hazirlanmasi

Bitkisel miisilaj i¢in 5 g ayva g¢ekirdegi hassas terazi de tartilip bir behere alinmistir.
Tartilan ayva ¢ekirdeginin tizerine 250 ml distile su eklenmistir. Hazirlanan karigimin

jel kivamina gelmesi i¢in 1 gece oda sicakliginda bekletilmistir.

) -

o —

l

Sekil 3.4. Ayva cekirdegi miisilajinin hazirlanmasi.
3.6 Keratin Filmlerin Olusturulmasi

Film olusturmak i¢in elde edilen keratin tozundan farkli miktarlarda tartilarak (0.1 g,
0.25 g, 0.5 g) beherlere alindi. Uzerlerine 40 ml ayva jeli ve 8 damla gliserol eklendi
ve karigimlarin homojen hale gelmesi i¢in manyetik karistirict da karistirildi. Homojen
hale gelen karisimlar petri kaplarina dokiildii. Kontrol grubu film olusturmak iginse 40
ml ayva jeli ve 8 damla gliserol behere alinarak manyetik karistirici da karistirilip petri
kabina dokiildii. Filmlerin olusumu 4 giin boyunca goézlemlendi. 4. giin sonunda

filmler petri kaplarindan ¢ikartildi ve enstriimental analizler i¢in hazir hale getirildi.
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Sekil 3.5. a) Kontrol, keratin- 0.1,0.25 ve 0.5 g karisimlarin hazirlanmasi, b) Filmlerin
1. glin gorintusd, c) Filmlerin 2. gin goruntisu, d) Filmlerin 3. gln
goruntasa, e) Filmlerin 4. giin goruntusd, f) Kontrol, keratin-0.1-0.25-0.5
filmler.
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3.7 Filmlerin Karakterizasyonu

Filmlerin  karakterizasyonun belirlenmesi icin; fourier transform infrared
spektroskopisi (FT-IR), termogravimetrik analiz (TGA) ve taramali elektron

mikroskobu (SEM) goriintiileri alinmistir.

3.7.1 Kompozit filmlerin kalinhg:

Filmlerin 10 farkli noktasindan dijital mikrometre Mitutoyo (Coolant Proof
Micrometer-293) kullanilarak kalinlik tespit edilmis ve 6lgiimlerin ortalamasi alinarak

sonuclar verilmistir.

3.72FT-IR

Kontrol filmi ve 0.1-0.25-0.5 g mdsilaj temelli keratin filmlerinin ATR-FTIR
spektrumlari, 4000-650 cm-1 frekans araliginda bir Perkin Elmer FTIR Spektrometresi

ile 6l¢iilmistiir.

3.7.3 TGA

Keratin lifli kompozit filmlerin termal stabilitesi TGA ile 6l¢iilmiistiir. Kontrol filmi
ve 0.1-0.25-0.5 g keratin filmlerin 1sitma 6l¢egi, 1 dakikada 10 °C' lik bir sicaklik
degisimi ile 30 ila 650 °C arasindaydi.

3.7.4 SEM

Kontrol film ve musilaj temelli keratin film ytzeylerinin morfolojisi, bir ZEISS
Gemini 500 (Alan Emisyonu) Taramali Elektron Mikroskobu kullanilarak analiz
edildi. Analizden 6nce, numuneler bir Gatan Precision Asindirma Kaplama Sistemi

(PECS) ile altinla piiskiirtme ile kaplanmaistir.

3.8 Filmlerin Antioksidan Aktiviteleri

Mdsilaj temelli keratin filmlerin uzaklastirma aktiviteleri asagidaki yontemle
belirlendi. Filmler test tiiplerine yerlestirilmeden 6nce kiiciik pargalar halinde kesilmis
ve 10 mg olarak tartilmigtir. Daha sonra 6x10-5 M konsantrasyonda DPPH ¢0zeltisi
hazirland1 ve bu reaktif ¢ozeltisinden 1.0 mL numune tiplerine ilave edildi. Oda
sicakliginda karanlik ortamlarda 30 dakika bekletildi. Daha sonra, tiim ¢ozeltiler bir

UV-Vis spektrofotometresi ile 517 nm dalga boyunda olculdu.
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Analiz, her numune i¢in ii¢ kopya halinde gergeklestirildi. Miisilaj temelli keratin
filmlerin DPPH radikal uzaklastirma aktiviteleri asagidaki denklem kullanilarak

hesaplandi:
Engelleme (%) = ((Akontrol — Ornek)/ Akontrol) x 100
Akontrol, kontrollin absorbansi,

Ornek absorbansi, 0.1-0.25-0.5 g keratin filmler+ DPPH
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu tez kapsaminda atik kaz tiiylinden keratin ekstraksiyonu hedeflenmis ve bitkisel
miisilaj temelli keratin filmler olusturularak ozellikleri arastirilmistir. Elde edilen
musilaj temelli filmlerin spektroskopik (FT-IR, SEM, TGA) yontemler kullanilarak
yapilar1 incelenmistir. Keratin partikiillerinin protein verimi hesaplanmis ve
antioksidan aktivelerine bakilmistir. Spektrumlardan elde edilen sonuglarla

literatlirdeki sonuglarin benzer oldugu gézlenmistir.
4.1 Keratin Ekstraksiyonu ve Protein Konsantrasyonu

Sicaklik, zaman ve indirgeyici ajanlarin konsantrasyonu gibi fiziksel kosullar,
ekstrakte edilen keratinin kuru agirli§i ve nihai verimi lizerinde onemli bir etkiye
sahiptir. Kaz tdylnden Kkeratin ekstraksiyonu igin iki fakli ¢oziicli kimyasal
kullanilmistir (EDTA, NazS). Yapilan ekstraksiyon sonucunda en iyi protein verimi
NazS (%86.34) vermistir (Cakmak, 2022). NayS ile ekstrakte edilen keratin veriminin
literatiirde de benzer oranlarda (%95.3; %93.3 gibi) bulundugu tespit edilmistir (Ji vd.,
2014; Celik, 2021).

4.2 Miisilaj Temelli Keratin Film Hazirlama ve Mekanik Ozellikleri

Literattrlerdeki metotlarda kiicik modifikasyonlar yaparak misilaj temelli keratin
filmler olusturulmustur. Bazi1 arastirmalara gore saf keratin ile hazirlanan keratinin
daha kirilgan oldugu belirtilmistir (Tanabe vd., 2002). Keratin ile hazirlanan filmi daha
kullanilabilir hale getirmek igin ayva c¢ekirdeginden bir musilaj c¢ozeltisi elde
edilmistir. Filmlere baglayict olarak gliserol eklenmistir. Mdsilaj ve gliserol
eklenmesi, seffaf, oldukga giiglii, esnek ve biyolojik olarak pargalanabilir bir film elde
etmek i¢in ideal bir ortam saglamistir (Yamauchi vd., 1996). Dolayisiyla elde edilen
keratin filmlerin kullanilabilirligi daha kolay olmustur. Ancak kontrol amaglh sadece
gliserol ve ayva g¢ekirdegi miisilajiyla hazirlanan filmin ¢ok ince ve yapiskan olmasi

sekillendirilmesini ve analiz igin numune hazirlanmasini oldukga zorlastirmustir.
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4.3 Keratin Filmlerin Kalinhg:

Kontrol ve keratin- 0.1-0.25-0.5 filmlerin kalinliklar1 sirastyla 0.106 + 0.01 ve 0.133
+0.02-0.183 £ 0.01-0.290 £ 0.1 mm olarak Ol¢iilmiistiir. Keratin miktarinin artmastyla
kompozit filmlerin kalinligi artmistir. Mujtaba (2019a) ¢alismasinda artan seliiloz
nanofiber ilavesi ile miisilaj kompozit filmlerin kalinligim1 kademeli olarak arttig1
bulunmustur. Miisilaj ile olusturulan diger kompozit film ¢alismasinda eklenen nisasta
nanopartikillerinin kompozit filmlerin genel kalinligin1 6nemli Olgude etkilemedigi
ortaya cikarilmistir (Mujtaba vd., 2019b). Fakat genel olarak mevcut sonucun

kompozit filmlerle ilgili daha onceki literatiir raporlari ile uyumlu oldugu goriilmiistiir

(Akyuz vd., 2018; Mujtaba vd., 2017).
4.4 Keratin Filmlerin FT-IR Spektrumu

Elde edilen keratin filmlerin spektral olarak incelenmesi FT-IR yontemi kullanilarak
yapilmustir. Kontrol, keratin-0.1-0.25 ve keratin-0.5 filmlerin FT-IR spektrumu sekilde
gosterilmistir (Sekil 4.1- 4.4). Ilk spektrum, miisilaj kontrol filmine aittir. 3281 cm’
b'deki genis absorpsiyon piki, OH gruplarina atfedilmektedir. Polisakkaritlerin C-H
germe band1 2936 cm™'de gozlenmistir. Bu ¢alismada pikler 1653, 1545 ve 1234 cm
I'de kaydedilmistir. Bu pikler, protein yapilarinin karakteristik piklerine karsilik
gelmektedir. Miisilaj film matrisinde bulunan proteinin C=0 gerilme titresimi 1653
cm'de gozlenmistir. 1545 ve 1234 cm™de gdzlemlenen pikler, sirasiyla N-H
gruplarinin  egilme titresimine ve C-N gruplarimin diizlemindeki titresimlere

baglanmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Kontrol filmin FT-IR spektrumu.

Keratin numuneleri igin peptit baglarina (-CO-NH) karsilik gelen spektral bantlar
Amit A ve Amit I-I1l bantlar1 olarak tanimlanmustir (Aluigi vd., 2007; Ma vd., 2016;
Sharma vd., 2017). 3400 cm™'den 3250 cm™'e kadar olan genis titresim band1 bdlgesi,
-O-H ve -N-H (Amit A) Ramakrishnan (2018)' nin gerilme titresiminden
kaynaklanmaktadir. Bu calismada 3280 cm™de civarinda meydana gelen Amit A
bandi, N-H baglarmin esneme titresimi ile iliskilidir. 3000-2700 cm™ araligindaki
iletim bantlari, -CH esneyen baglar ile ilgilidir. MUsilaj kontrol, keratin-0.1- 0.25 ve
keratin-0.5 filmlerde gbzlenen Amit A ve Amit B piklerinin birbirine yakin oldugu
gdzlemlenerek sirasiyla Amit A igin 3281-3286-3290-3286 cm™ ve Amit B icin 2936-
2939-2935-2923 cm* olarak tespit edilmistir (Sekil 4.2-4.4).
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Sekil 4.2. Keratin- 0.1 filmin FT-IR spektrumu.

Amide I-1II bantlari, protein yapisi ve omurga yapisi hakkinda kritik bilgiler verir.
1750 cm™ ila 1610 cm™ araligindaki giiclii iletim band1 -C=0 esnemesine (Amit I)
atfedilir. Amit I bandi, CONH birimindeki peptit karbonilin gerilme titresimlerinin bir
sonucu olarak olusur. Literatiire gore keratinin B-sheet yapisinda 1610-1640 cm™
arasmnda giiclii absorpsiyon band1 ve 1680-1690 cm™ arasinda daha zayif absorpsiyon
band1 gozlenmektedir. a-heliksli ve rastgele kivrimli keratin yapisinda 1640-1650 cm”
! ve 1650-1660 cm™'de absorpsiyon bantlar1 gozlenir. Misilaj temelli keratin filmin
Amit | absorpsiyon bandi, B-tabaka yapisina sahip olup 1631 cm™ ile 1647 cm™
arasinda gozlenmektedir (Sekil 4.2-4.4).
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Sekil 4.3. Keratin- 0.25 filmin FT-IR spektrumu.

Amid II bandi, agirlikli olarak C-N ve C-C gerilme titresimlerine ek olarak diizlemdeki
N-H biikiilmesinden kaynaklanir. 1590 cm™ ila 1470 cm™ araligindaki titresim bandi
(Amit I1), C-H esneme ve N-H bukulmeleri icin atfedilir (Ramakrishnan vd., 2018).
Amit II bandi, a-heliks yapisinda keratin igin 1547 cm™ civarinda iken, B-sheet
yapisinda keratin igin 1515 cm™ civarinda gozlenir. Keratin- 0.25 filmindeki Amit 11
bandimnin titresimleri 1544 cm™'de gdzlenmekte ve a-sarmal bir yapiya sahip oldugu
goriilmektedir. Keratin- 0.5 filminde ise Amit II bandinin titresimleri 1534 cm™'de

gozlenmekte ve B-sheet yapiya sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 4.3-4.4).
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Sekil 4.4. Keratin-0.5 filmin FT-IR spektrumu.

Amit III bandi, diizlemdeki N-H egilme ve C-N gerilme titresimlerinin ve diizlemdeki
C-C gerilme ve C-O egilme titresimlerinin birlesiminden kaynaklanmaktadir. 1310
cm™ile 1200 cm™ arasindaki zayif bant, C-N gerilmesi ve N-H biikiilmesinden dolay1
Amit Il bandina karsilik gelir (Sharma vd., 2017). Musilaj temelli keratin filmlerin
Amit ITI bandinin titresimleri 1234-1240 cm™ araliginda goriilmektedir. 1021 ve 1076
cm-1'deki absorpsiyon bantlar1 ise, sirasiyla asimetrik ve simetrik S-O gerilme
titresimlerine atfedilmektedir (Sharma vd., 2017; Shavandi vd., 2017).

Farkli konsantrasyonlarda tiretilen keratin filmlerin, kaz tliylinden ekstrakte edilen
keratin ile benzer dalga sayilarina sahip oldugu bulunmustur. Keratin varligi, farklh
dalga sayilarina dogru hafif bir kayma gostermistir. FT-IR sonuglarina gore keratin
filmlere ayva ¢ekirdegi miisilaji eklenmesiyle dalga boylarinda ve pik siddetlerinde
cok biiyiik degisiklik olmadigi dolayisiyla biiyiik bir yapisal degisimin meydana
gelmedigi gozlemlenmistir. Daha Onceki arastirmalarda da ayva cekirdegi eklenen
kitosan filmlerde benzer sonuglar gosterilmistir (Erdogan, 2020). 0.1-0.25-0.5 keratin
iceren numunelerinin FT-IR profillerini karsilastirdigimizda, karakteristik piklerin

benzer oldugunu ve keratin pikiyle uyumlu oldugunu dogrulayabiliriz.

25



4.5 Keratin filmlerin TGA Analizleri

TGA analizi, belirtilen sicaklik araliginda artan sicakliga gore malzemelerin bozulma
oranini gosterir, dolayisiyla malzemelerin termal stabilitesini degerlendirir. Kontrol,
keratin-0.1-0.25-0.5 filmler i¢in termogravimetrik analiz sonuglar1 Sekil 4.5-4.8’de
verilmistir. Kontrol filmde ana iki pik gozlenmistir. Bunlardan ilki 66 °C (DTGmax) de
%6.4 olarak gerceklesmistir ve molekiiller arasi hapsolmus suyun yapidan
uzaklasmasini ifade etmektedir (Sadeghi-Varkani vd., 2018). Ikinci ana pik ise 290 °C
(DTGmax) de %73.8 olarak kaydedilmistir. Bu pik ise miisilajin bozunmasina
atfedilmektedir. Bu noktada gliserol pikinin miisilajin keskin piki nedeniyle

baskilandigin1 gézlemleyebiliriz (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Kontrol filmin TGA sonuglari.

Keratin-0.1 filmi icin ise ¢ ana pik belirlenmistir. Bunlardan ilki 82 °C (DTGmax) de
%9.2 ile suyun yapidan uzaklasmasim gosteren piktir. ikincisi ise 245 °C (DTGmax) de
%77.9 ile misilaj ve gliserolden kaynaklanmaktadir. Son pik ise 318 °C (DTGmax) de
%3.1 ile gozlemlenen keratin bozunmasina ait piktir (Sekil 4.6). Mothé (2018)
caligmasma baktigimizda keratin tozunun TG egrisinde iki asamali ayrisma

gosterilmistir.

26



Bunlardan ilk asama, suyun buharlasmasina bagli olarak 100 °C civarinda %3,5'lik bir

kiitle kayb1 gosterirken, ikinci asama 160-450 °C sicaklik araliginda %23'liik bir
kayipla keratinin ayristigini ispatlamistir.
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Sekil 4.6. Keratin-0.1 filmin TGA sonuglari.

Keratin-0.25 i¢in yine ii¢ ana pik gdzlenmistir. Bunlardan ilki 59 °C de %4.7 ile suyun
desorpsiyonuna atfedilir. Ikinci kiitle kaybi 198 °C de %47.6 ile gliseroliin

bozunmasindan kaynaklanmaktadir. Uciincii pik ise 309.4 °C de %27.4 ile keratin
ayrigmasina ait egridir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Keratin-0.25 filmin TGA sonuglari.

Keratin-0.5 i¢in yine ii¢ ana pik gézlenmistir. Ilki 51 °C de %2.1 ile su pikidir. Ikincisi
177 °C de %24.4 ile gliserol pikine atfedilmektedir. Benzer ¢aligmalarda da, miisilaj
kompozit filmlerin ikinci agirlik kaybi, misilaj film olusumu i¢in bir plastiklestirici
olarak kullanilan gliseroliin buharlasmasina atfedilmistir (Mujtaba vd., 2018).
Ucgiinciisii ise 308.2 °C de %49.7 ile keratin pikinin bozunmasidir (Sekil 4.8). Keratin-

0.25 ve Kkeratin-0.5" te keratinin keskin piki miisilajin pikini baskilamistir.
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Sekil 4.8. Keratin-0.5 filmin TGA sonuglari.

4.6 Keratin Filmlerin SEM Goérintileri

Kontrol ve keratin-0.1-0.25-0.5 filmlerin yiizeyleri farkli biiyiitmelerde goriintiilenmis
ve morfolojileri Sekil 4.9-4.12° de verilmistir. Kontrol filmi bosluk, kenar ve delikler
olmaksizin ¢ok iyi uyumlu morfoloji gostermektedir, Ki bu puriizsuz yuzeyi, igerdigi
gliserol ve ayva c¢ekirde§i miisilajinin homojen bir karisim olusturmasina

atfedilmektedir, ayrilma olmadan, birbiriyle uyumlu olan tek fazli bir morfoloji

Uretilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Kontrol filmin 100 um ve 200 pm SEM goriintiisii.

Filmlerin yuzeylerinde, ayva c¢ekirdegi miisilaji ve gliserol iizerine keratin
partikillerinin eklenmesiyle cikintilar olusmaya bagladigi goriilmiistir. Filmlerin
yiizeyindeki ¢ikintilardaki artisin, filmin bilesimindeki keratin tozu miktarindaki
artigla dogru orantili oldugu gézlenmistir (Sekil 4.10-4.12). Daha heterojen gozenekli
mikro yapilarin olusumu literatirdeki bircok ¢alisma ile de desteklenmistir (Reichl
vd., 2011; Yin vd., 2013; Ramakrishnan vd., 2018). Martinez-Hernandez (2005)
caligmasinda yiizey piriizliliigl, esneklik ve yiiksek boy/cap orani gibi bazi ilging
oOzellikler mikroskobik diizeyde belirlenmistir. Artan keratin konsantrasyonuyla daha
plriizlii yiizeyler elde edilmistir. Fakat bu ¢alismalarin aksine, Oluba (2021)
caligmalarinda nisasta biyo-kompozitine keratin ilavesi ile yiizey piiriizsiizliigi gibi

mekanik ozelliklerde dikkate deger bir artis oldugunu gostermislerdir.
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Sekil 4.10. Keratin-0.1 filmin 100 um ve 200 um SEM goruntisd.

Sekil 4.11. Keratin-0.25 filmin 100 pm ve 200 um SEM goriintiisii.
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Sekil 4.12. Keratin-0.5 filmin 100 um ve 200 um SEM goriintiisii.

4.7 Filmlerin Antioksidan Aktiviteleri

Kontrol ve farkli diizeylerde keratin i¢eren filmlerin antioksidan aktiviteleri serbest
radikal giderme aktivitesi Olgllerek degerlendirilmistir (Cizelge 4.1). Buna gore
kontrolin DPPH radikali giderme aktivitesi %17.60 iken keratin ilavesi ile olusturulan
keratin kompozit filmlerin antioksidan aktiviteleri kontrole kiyasla artmistir. 0.1 g,
0.25 g ve 0.5 g keratin eklenmesiyle elde edilen filmlerin serbest radikal giderme
aktiviteleri sirasiyla %27.48, %23.93 ve %18.20 olarak belirlenmistir. Antioksidan
aktivite testlerine gore her ne kadar keratin ilavesi baglangicta antioksidan aktivitenin
artmasina neden olmussa da, eklenen keratin miktarinin artmasina bagli olarak

antioksidan aktivitenin diistiigii gézlenmistir.
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Cizelge 4.1. Kontrol ve farkli miktarda keratin ilave edilmesiyle elde edilen filmlerin
serbest radikal giderme aktiviteleri (%).

Filmler Inhibisyon (%)

Kontrol 17.60+0.62
01g 27.48+1.56
0.25¢g 23.93+1.03

059 18.20+1.20

Antioksidan aktivite
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Sekil 4.13. Kontrol ve farkli miktarda keratin ilave edilmesiyle elde edilen filmlerin
serbest radikal giderme aktivite grafigi.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, kaz kesimhanelerinden ve ciftliklerinden atik olarak ¢ikan kaz
tlylerinden keratin ekstraksiyonu basarili bir sekilde gergeklestirilmis ve olusturulan
keratin ¢Ozeltisine belli oranlarda bitkisel musilaj olarak ayva cekirdegi miisilaji
eklenerek farkli konsantrasyonlarda (0.1-0.25-0.5) filmler olusturulmustur.
Olusturulan filmler FT-IR, SEM ve TGA ile karakterize edilerek filmlerin yapisi
aydinlatilmis ve antioksidan 6zellikleri incelenmistir. Yapilan karakterizasyonlar, kaz
tylnan rejeneratif tip, yanik tedavisi ve yara iyilestirme gibi alanlarda kullanimini
yayginlastirarak hem ekonomik hem de ¢evre dostu iiriinler elde etmede potansiyel bir

alternatif kaynak olabilecegini gdstermistir.
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