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OZET: ipek fibroini farkli formlarda elde edebilmek igin (film, fiber, stinger vs. ), fibroinin uygun ¢oziiculer iginde ¢oziinmesi
gerekmektedir. Bu islem igin farkli ¢ézuciler kullaniimaktadir. Literatiirde yer alan galismalardan ¢ok azi, kullanilan ¢oziicu sistemin,
son drdnln yapisi Gzerindeki etkilerini incelemistir. Yapilan bu ¢alisma ile bu eksikligin giderilmesi hedeflenmektedir. Bu nedenle,
kullanilan farkli ¢oziictilerin, elde edilen fibroin / Polivinilalkol (PVVA) kompozit siingerlerin yapisi Uzerine etkisinin arastiriimasi, bu
calismanin temelini teskil etmektedir. Elde edilen kompozit siingerlerin yara ortisu olarak kullanilmasi hedeflendiginden, yapilan bu
calisma, planlanan ¢alismanin ilk asamasi olup, daha ¢ok 6n hazirlik asamalarini kapsamaktadir. Bu calismada, fibroin/PVVA kompozit
yapili singerler, liyofilizasyon (dondurarak kurutma) yéntemi kullanilarak elde edilmistir. Bu yontem ile yliksek ve diizgiin g6zenekli
ipek fibroin temelli stungerler Gretilmistir. Yapilan bu 6n ¢alismada, ilk olarak ipek fibroinin ¢dzliinmesinde kullanilan farkh
cozicilerin, elde edilen malzemenin genel yapisini ve PVA ile olusturdugu kompozit yapiya olan etkileri arastiriimistir. Daha sonra,
uretilen kompozit siinger yapilar; Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR),
Termogravimetrik Analiz Cihazi (TGA) ve Diferansiyel Taramah Kalorimetri (DSC) metotlari kullanilarak karakterize edilmistir.
Kalsiyum Klorir (CaCl,)-Etanol-H,O den elde edilen kompozit stinger yapilar incelendiginde ikincil yapinin § sheet agirhkh oldugu
gorilmastir. FTIR sonuclari, PVA ile karistirildiktan sonra Amid I ve Amid Il bantlarinin yerlerinde ve degerlerinde degisiklikler
oldugunu godstermistir. Bu sonuglar, fibroin molekdlleri ile PVA molekilleri arasindaki etkilesimin oldukca kuvvetli oldugunu
gOstermistir. Lityum Bromir (LiBr) igerisinde ¢oziinen ipek fibroin de ise, diizensiz (random coil) yapinin agirhkta oldugu, kompozit
olusumu sirasinda B tabakalarina (sheet) dénismedigi gorilmustir ve bu da kristal yapinin amorf yapiya oranini ve termal
kararlihgini etkilemektedir. Malzemelerin 1sil 6zellikleri TGA ve DSC kullanilarak analiz edilmistir. Ozet olarak, CaCl,-Etanol-
H,O’dan olusan sistem icinde c¢oziilerek elde edilen fibroin ¢ozeltisi, LiBr icinde ¢ozllerek elde edilen fibroin cozeltileri ile
karsilastinlldiginda, ikincil yapi konformasyonlarinin ve morfolojilerinin farklihk gosterdigi ve ilk ¢zeltiden (CaCl,-Etanol-H,0) elde
edilen fibroin yapilarin PVA ile daha saglam daha kararli kompleks yapilar olusturdugu gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: ipek Fibroin, Kompozit, Siinger, PVA, Ipek Coziicu Sistemleri

THE EFFECT OF DIFFERENT SOLVENTS ON THE STRUCTURE OF SILK
FIBROIN-PVA COMPOSITE FOAMS

ABSTRACT: To be able to obtain silk fibroin in different forms (film, fiber, sponge etc.), fibroin should be dissolved in suitable
solvents. Different solvents are used for this process. Very few of the studies in the literature were investigated on the effects of the
solvent system on the structure of the final product. This work aimed to fulfil this deficiency. For this reason, the main purpose of this
work is to investigate the effect of different solvents on the obtained structure of fibroin / Polyvinyl Alcohol (PVA) composite
sponges. Since this study’s final goal is to use the obtained composite sponges as a wound dressing, this presented work is the first
part of the planned study that mainly consists of preliminary preparation steps. Fibroin / PVA composite sponges were obtained by
using lyophilisation (freeze drying) method in this work. Silk fibroin based sponges with high porosity were produced by employing
this technique. In this preliminary study, first the effects of different solvents that are used in the dissolution of silk fibroin on the
general structure of the obtained material and the composite structures that are formed by mixing with PVA were investigated. Then,
produced composite sponge structures were characterized by using Scanning Electron Microscopy (SEM), Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR), Thermogravimetric Analysis (TGA) and Differential Scanning Calorimetry (DSC) methods. When the
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composite sponge structures, obtained in Calcium Chloride (CaCl,-Ethanol-H,0, were examined, it was observed that the secondary
structure was dominated mainly by B sheet. The FTIR results showed that the Amide | and Amide Il bands had changes in their
location and values after mixing with PVA. These results demonstrated that the interaction between fibroin molecules and PVA
molecules is quite strong. The silk fibroin, dissolved in Lithium Bromide (LiBr), mainly consisted the random coil structures and the
structure had not transformed into a B sheet conformation during the formation of the composites, which affected the ratio of the
crystal structure to the amorphous structure and thermal stability of the composite sponges. The thermal properties of the material
were analyzed using TGA and DSC. In summary, when the fibroin solution, obtained by dissolving fibroin in the solvent system of
CaCl,-Ethanol-H,0, with the fibroin solutions, obtained by dissolving fibroin in the solvent system of LiBr are compared, it is found
that their secondary structural conformation and morphologies were different and the fibroin structures that were obtained from

CaCl,-Ethanol-H,0 solvent system formed more stable and strong complexes with PVA.

Keywords: Silk Fibroin; Composite, Sponge, PVA, Silk Decoding Systems
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1. GIRIS

ipek; ipek bocegi ve 6riimcekler tarafindan ozel epitel hiicreleri
icinde sentezlenen Ilif yapili bir proteindir. Yaygin olarak
Bombyx mori(B. mori) ipek bocegi, Nephila calavipes ve
Araneus diadematus gibi bazi driimcek tlrlerinden elde edilir.
Eldesi en kolay ve en iyi karakterize edilmis ipek, evcil bir ipek
bocegi olan B. mori tarafindan tretilmektedir. B. mori tarafindan
sentezlenmis olan ipek iki tip proteinden olusmaktadir, serisin ve
fibroin. Fibroin ipegin temelini teskil eden proteindir ve saf
ipegin %70'ini olusturmaktadir. ipek fibroin agir zincirinin
yaklasik %90' alanin, glisin ve serin amino asitlerinden olusur
[1-3]. Bu proteinler hidrofilik polimer ailesinden olan serisin ile
(20 kDa) kaplanmistir [4]. Protein molekilleri arasi hidrojen
baglari ikincil yapi olarak bilinen konformasyonlari olusturur.
ikincil yapiyr olusturan hidrofilik, amorf bolgeler ve buyik
hidrofobik bloklar amfifilik 6zelliklere sahiptir. Alanin agisindan
zengin bu bolgeler, biyopolimere mekanik dayaniklihk saglar
[5]. Fibroinin ikincil yapisinda bulunan p-tabakalari dayaniklilik
ve rijitlik 6zelligine sahiptir [6 -8]. Ipek fibroini, tistiin malzeme
oOzelliklerinin yaninda kolaylikla islene bilirligi ile birgok alanda
kullanilabilen bir malzemedir [9, 10].

Ipek boceginden elde edilen ipek hammaddesi, 4000 yili askin
bir siredir, geleneksel tekstil endistrisinde kullanilmaktadir.
Ozellikle verdigi yumusakhk hissi ve mekanik ozellikleri
insanlarin ¢ok eski caglardan beri ilgisini ¢ekmesine sebep
olmustur [9, 11]. Ipek fibroin hammaddesinin biyomalzeme
olarak kullanimi, ilk kez ameliyat ipligi olarak kullaniimasi ile
yuzyillar  6ncesinden baglamaktadir [1, 12]. Muikemmel
performansi sayesinde, ipek fibroinden elde edilen malzemelerin
cok farkh uygulamalarda biyomalzeme olarak kullanildigini
gormekteyiz. Bunlarin basinda ilag tasimim sistemleri [13],
yapay damarlar [14], yara ortiileri [15], ve kemik doku iskeleleri
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[16] sayilabilir. ipek fibroin bir biyomalzemeden istenen pek ¢ok
Ozelligi icermektedir; bunlarin basinda biyouyumlu olmasini,
biyobozunur olmasini, yiksek derecede dayanikli olmasini, tok
olmasini ve kolaylikla islenebilir olmasini saymak mumkuindir
[17]. Bir biyomalzemenin mikro ve nanoyapisi sadece hiicrenin
yuzeydeki seklini ve yapi icerisine migrasyonunu degil, ayni
zamanda kok hicrenin farklilagsmasini da etkilemektedir [18-21].
Silk fibroin biyomalzeme olarak 1993 yilinda FDA (US Food
and Drug Administration) tarafindan taninmistir [22].

Ipek fibroin malzemeleri film, jel, gozenekli iskele ve
elektrostatik 6zellikli ipek lifleri haline donUstirdlebilir. Bunun
icin 6ncelikle uygun ¢ozlciler bulmak gerekmektedir. Literatiire
bakildiginda ise ipek fibroin islenmesinde farkli ¢dzlcu
sistemlerin kullanildigi gorilmektedir [1, 9, 23, 24] .Yapilan
bircok calismada 6zellikle kozadan serisinin uzaklastiriimasi ile
elde edilen ipek fibroini ¢6zmek icin kullanilan ¢oziicllerin
onemi vurgulanmistir. Her ne kadar Ipek-PVA Karisimi
kullanilarak uretilen malzemeler hakkinda pek ¢ok yayin olsa da,
bunlarin  higbiri  fibroinin hazirlanmasinda yaygin olarak
kullanilan ¢ozicilerin, elde edilen malzemelerin yapisina etkisi
konusunda detayh bir bilgi vermemektedir. Bu calismada amag
ipek fibroinin rejenerasyonunda kullanilan ¢oziicu sistemlerin,
elde edilen Grunln yapisini ve PVA ile etkilesimine olan etkisini
gostermektir. Buna uygun olarak iki farkh c¢oziclu sistem
kullanilmig, elde edilen fibroin ve fibroin-PVA yapilar farkl
karakterizasyon  metotlari  kullanilarak  analizleri  ve
karsilastiriimalari yapiimistir.

2. MALZEME VE METOT

Deneysel calismada kullanilan ipek kozalari Bursa Koza
Birlik’ten, etanol, PVA (72000 g/mol) ve formik asit Merck
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firmasindan, diger bitin kimyasallar ise (CaCl,, Na,HCOs,
LiBr) Sigma Aldrich firmasindan temin edilmistir.

2.1. Malzemelerin Hazirlanma Asamalari
2.1.1. Ipek Fibroin Cozeltilerinin Hazirlanmasi

ipek kozalaklarindan fibroin protein elde edilme asamalari
asaglda belirtilmistir [25, 26].

1. Kozalar dort esit pargaya ayrildi ve 6lu guveler temizlendi.

2. Serisini uzaklagtirmak icin, temizlenen kozalar, Na,CO;
cozeltisinde (1L, 0,05 M) 100 °C de 1 saat manyetik karistirici
kullanilarak isitildi. Fibroin karigimdan stiztlerek ayrildi.

3. Fibroinin tamamen saflastiriimasi icin, fibroin 1 L saf suda 20
dakika 70 ‘C’de karistirtlarak 1sitildi ve stzuldi. Bu islem 5 kez
tekrarlandi. Elde edilen fibroin oda sicakliginda kurutuldu.

4. Fibroin asagida verilen iki farkli ¢oziicu sistemden biri ile
muamele edilerek ¢ozindd.

A- 10 g fibroin Lityum bromir ¢ozeltisinde (30 ml, 9,3 M) 1 saat
60 °C de karistirildi. Elde edilen ¢ozelti buzdolabinda (+4 “C)
depolandi.

B- 14,7 g CaCl,, 11,6 ml Etanol, 10,8 ml ultra saf su ¢ozeltisi
hazirlandi. Cozelti icerisinde 1,2 g ipek fibroin fiberler 2 saat 150
rpm’de 70 °C de karistirildi. Elde edilen ¢ozelti filtre edilerek
saflastirildi.

5. Cozeltideki tuzlar seliiloz diyaliz membrani (Sigma-MWCO
14000) kullanilarak 1000 ml’lik bir beherde 2-3 giin boyunca
diyaliz islemi uygulandi. Tuzun tamamen uzaklagsmasini

saglamak icin saf su 1 saat araliklarla degistirildi. Fibroin
cozeltisi elde edildi.

2.1.2. Ipek Fibroin-PVA Cozeltisinden Kompozit Siingerlerin
Hazirlanmasi

Tim numuneler igin toplam hacim 10 ml olarak belirlendi ve
yedi farkl ¢dzelti hazirlandi (Tablo1). Bunlar sirasiyla: a) %100
ipek cozeltisi (PVA ile karistirllmadan sadece %6’k fibroin
cozeltisinden olusmaktadir). b) %30 Ipek / %70 PVA Karisimi
hazirlamak icin 3 ml %6’k fibroin c¢ozeltisi ile 7 ml %6’ Ik
PVA cozeltisi karistirildi. ¢) %40 Ipek / %60 PVA Karisimi
hazirlamak icin 4 ml %6’k fibroin c¢ozeltisi ile 6 ml %6’ hk
PVA cozeltisi karistirildi. d) %50 Ipek / %50 PVA Karisimi
hazirlamak icin 5 ml %6’k fibroin c¢ozeltisi ile 5 ml %6’lk
PVA cozeltisi karistirildi. €) %60 ipek / %40 PVA Karisimi
hazirlamak icin 6 ml %6’k fibroin c¢ozeltisi ile 4 ml %6’ Ik
PVA cozeltisi Kkaristirildi. f) %70 ipek / %30 PVA Karisimi
hazirlamak icin 7 ml %6’lk fibroin ¢ozeltisi ile 3 ml %6’lik
PVA cozeltisi karigtinldi. g) %100 PVA c¢ozeltisi (ipek ile
karistiriimadan sadece %6’ lik PVA ¢ozeltisinden olugsmaktadir).
Hazirlanan tim cozeltiler, 2 saat karistirildiktan sonra petri
kaplara aktarildi. Oda sicakliginda 24 saat bekletildikten sonra,
ilk olarak +4 “C’de 12 saat daha sonra -20 “C’de 12 saat tutuldu.
Dondurulmus halde olan ipek/PVA cozeltileri 18 saat boyunca
liyofilize edilerek kompozit siinger olusumu saglandi. Tim
asamalar ayrintih bigcimde Sekil 1.’de gosterilmistir.

Sekil 1. Fibroin/PVVA kompozit siingerlerin hazirlanmasi.
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Tablo 1. ipek/PVA kompozit siinger kompozit derisim oranlari ve deneysel parametreler

Siinger PVA (ml) IPEK Fibroin Bekleme suresi Liyofilizasyon suresi
Kompozit (%6) Cozeltisi (LiBr) mi (Saat) (Saat)
a 0 10 12 18
b 3 7 12 18
c 4 6 12 18
d 5 5 12 18
e 6 4 12 18
f 7 3 12 18
g 10 0 12 18
2.2. Yapisal Karakterizasyon Metotlari 3. BULGULAR

2.2.1. Taramali Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Ipek/PVA kompozit siingerlerin morfolojisi SEM ile incelenmis-
tir. (Philips XL 30 SFEG). Numuneler altin kaplanarak iletken
olmayan protein yapilarin analizinin yapilmasi saglanmistir.

2.2.2. Fourier Transform Infrared (FT-IR) Analizi

Ipek/PVA kompozit stingerlerin yapisal analizleri icin Fourier
Transform Infrared (FT-IR) Spektroskopisi (Perkin Elmer
Spectrum 100) kullantimistir.

2.2.3. Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) Analizi

Elde edilen yapilarin, DSC analizleri (DSC-60 Shimadzu) cihazi
kullanilarak gergeklestirilmigtir. Tarama hizi 10 °C/dak ve
sicaklik araligi 25 °C - 200 “C olarak segilmistir. Veri analizi,
Ta60 yazilimi (surtim 2.21) kullanilarak yapilmistir.

2.2.4. Termogravimetrik Analizi (TGA)

Kompozit singerlerde, sicakligin veya zamanin bir fonksiyonu
olarak meydana gelen kiitle kaybi ve/veya kazanimlarinin
belirlenmesi icin kullanilmistir. Oda sicakligi ile 950 °C sicaklik
araliginda ve 1ug ¢ozinurliikte deneyler yapilmistir.

e

Yapilan bu 6n calismada ilk olarak elde edilen kompozit
stingerlerin yapisal ve termal dzellikleri incelenmistir.

3.1. Kompozit Siingerin Morfolojik Ozelliklerinin
incelenmesi

iki farkh coziicii kullanilarak elde edilen ipek fibroin
¢ozeltilerinin PVA ile karigtiriimasi ile olusturulan gozenekli
ipek slingerler, basit ve ¢evre dostu bir yontem olan dondurarak
kurutma teknigi kullanilarak son hallerini almiglardir.

CaCly/Etanol/H,O ¢bzucu sistemden elde edilen ipek fibroin
kompozit stingerlerin morfolojileri SEM ile incelenmistir. SEM
sonuglari, ipek ve PVA’nin farkli karisim oranlarina sahip tiim
orneklerinin (100% PVA singer hari¢) t¢ boyutlu goézenekli
yapilara sahip oldugunu gdstermektedir. SEM goriintilerine
(Sekil 2) gore, fibroin/PVA orani degistikce, olusan gozeneklerin
miktar ve capinin da degistigi gozlemlenmistir. PVA oraninin
artmasi ile birlikte gozenek capi kiculmekte ancak daha cok
sayida gdzenek ortaya ¢ikmaktadir. Bunun sebebi olarak; PVA
molekdllerinin viskozitesinin yuksek olup, buz parcaciklarinin
biylimesine diren¢ gostermesi olarak aciklanmistir [27]. Bu
Ozelligi en iyi CaCly/Etanol/dH,0’den elde edilen ipek fibroin
cozeltileriyle hazirlanan siingerlerin sagladigi gozlemlenmistir.

200 um

Sekil 2. CaCl, ¢dzucu sisteminden elde edilen ipegin PVA ile artan oranlarda karistiriimasi ile olusturulan stinger yapilar a)%2100 fibroin : %0 PVA,
b)%70 fibroin : %30 PVA, c) %40 fibroin : %60 PVA, d)%30 fibroin : %70 PVA ve €)%0 fibroin : %100 PVA.
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PVA ylizeyinde pirizli fibril

"\

yapilar

Faz Ayrismasi

$& 3

Sekil 3. LiBr ¢oziicu sisteminden elde edilen ipegin PVA ile artan oranlarda karistirilmasi ile olusturulan siinger yapilar a)%100 fibroin : %0 PVA,
b)%70 fibroin : %30 PVA, c) %40 fibroin : %60 PVA, d)%30 fibroin : %70 PVA ve e)%0 fibroin : %100 PVA.

LiBr icinde ipek fibroinin ¢ozllmesi ile dretilen kompozit
stingerlerin morfolojik yapilari SEM ile incelenmistir (Sekil 3).
SEM sonuglari, fibroin ve PVA’nIn farkh oranlarina sahip tim
orneklerin  (100% PVA sunger haric) CaCl,/Etanol ¢6ziici
sisteminden elde edilen kompozit siingerler gibi (¢ boyutlu
gOzenekli yapilara sahip oldugunu gostermektedir. Gozenek
boyut ve sekli fibroin/PVA karigim oranlarina bagl olarak
degismektedir. Fibril olusumlar da yuzeydeki g6zeneklerin
icinde gorilmektedir. LiBr icinde ¢0Ozlnerek elde edilen
kompozit siingerler ile CaCl,/Etanol icinde ¢oziinerek elde edilen
kompozit yapilarin SEM resimleri karsilastiriidiginda, zaman
zaman faz ayrigmalarinin ortaya ciktigi (Sekil 3- C) , CaCl,
sisteminde c¢oziilerek elde edilen fibroinlerde oldugu gibi fibroin
ve PVA arasinda tam bir batlnlesmenin gerceklesmedigi
gozlemlenmistir. Mesela Sekil 3.c’de PVA ve fibroin yuzeyler
ayri ayri secilebilmekte veya Sekil 3.b’de oldugu gibi PVA
yuzeylerin fibroin ile kaplandigi gézlemlenebilmektedir. Bunun
baslica sebebi; LiBr icinde ¢ozlinerek elde edilen ipek fibroinler
yapisal degisim meydana getirememektedir. Yani p—tabakalari
olusturulamadigindan diizensiz yapilardan daha dizenli yapilara
dogru donisiim meydana gelmemektedir. Ote yandan, daha
onceki calismalarda da bildirildigi gibi [28] diyaliz isleminden
sonra da CaCl, kullanilarak elde edilen ipek fibroin
cozeltilerinde bir miktar serbest halde Ca*? iyonu bulunmaktadir.
Bu iyonlar, etanol ile birlikte, hem fibroin de meydana gelen
yapisal degisiklikleri tetiklemekte, hem de PVA ile daha saglam
ve kararli baglar olusturmasina, kompleks vyapilar ortaya
¢ikartmasina yardimcr  olmaktadir. Buna Karsin, yapisal
transformasyon gergeklestiremeyen ve duzensiz yapilar olarak
kalan LiBr’ den elde edilen ipek fibroin ise; PVA ile kararli
kompleksler olusturmak yerine yer yer faz ayrismalarina ve
farkh formlarda yeni olusumlara yol agmaktadir.
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3.2. Kompozit Stingerin Yapisal Ozelligi

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan fibroin/PVA slinger
kompozitlerin yapilar FTIR araciligiyla incelenmistir.
800 =35 CH
] 2EE | OH
700 - < <\ \ \ a
600 \ b
500 4
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Sekil 4. CaCl, den elde edilen kompozit siingerlerin FTIR spektralari:
a) %100 fibroin, b) %70 fibroin / %30 PVA, ¢) %60 fibroin /
%40 PVA, d) %50 fibroin / %50 PVA, e) %40 fibroin / %60
PVA, ) %30 fibroin / %70 PVA ve g) %100 PVA

CaCl,’den elde edilen kompozit stingerlerin FTIR spektrumlart,
Sekil 4’de gorilmektedir. Karigim oranlarina bakilmaksizin
spektrumlarin benzer piklere sahip oldugu gdzlemlenmistir.
Yaklasik 3280 cm™deki bantlar fibroin ve PVA'da ortak
hidroksil gruplarini ifade etmektedir. PVA kaynakl bantlar,
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sirastyla 2944 cm™ doymus C-H gruplari (-CHs), 2939 cm™ ve
~2915 cm™deki bantlar ise C-H cekme-gerilme modu ile
iliskilendirilmektedir [29]. 1644 cm™deki bant (-CH,) gruplarini,
1168 cm™ ve ~ 1173 cm™deki bantlar ise C-O gruplari hakkinda
bilgi vermektedir. PVA'ya atanan bu bantlar PVA konsantrasyon
orani arttikca giclenmektedir. FTIR spektrumlarinda, Amid |
(1622 cm™ -1650 cm™), Amid II bantlari (1515 cm™ -1526 cm™)
ve Amid 11l (1236 cm™ —1240 cm™) ipek fibroine ait bantlar
ifade etmektedir [29-32].
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Sekil 5. LiBr’ den elde edilen kompozit singerlerin FTIR spektralari: a)
%100 fibroin, b) %70 fibroin / %30 PVA, c¢) %60 fibroin / %40
PVA, d) %50 fibroin / %50 PVA, €) %40 fibroin / %60 PVA, f)
%30 fibroin / %70 PVA ve g) %100 PVA

CaCl, — Etanol ¢ozeltisinden elde edilen stinger yapidaki ipek
fibroinin, Amid I, Amid 1l ve Amid Il bantlarina karsilik gelen
1623 cm™, 1516 cm™ ve 1236 cm™ bant degerleri incelendiginde
ikincil yapinin B sheet agirhkh oldugu gérulmektedir (Sekil 4).
Muhtemelen ¢oziicti icinde bulunan etanoliin fibroinin ikincil
yapisini B sheet konformasyonuna dénustirmesinden kaynaklan-
maktadir. PVA ile kanstirildiktan sonra Amid bantlarinin
yerlerinde ve degerlerinde degisiklikler oldugu gozlemlenmistir.
Bu fibroin molekalleri ile PVA molekdlleri arasindaki
etkilesimin kuvvetli oldugunu gostermektedir. Sekil 4’de %70
fibroin / %30 PVA orani icin Amid | bélgesindeki 1646 cm™
bant pozisyonu, ikincil yapilarin agirlikl olarak; dizensiz yapi
(random coil) ve a zincir yapi formunda oldugunu
gostermektedir. 1644 cm™ dalga boyundaki bant diizensiz yapiyi,
1622 cm™ de bulunan bant ise B-tabakay! ifade etmektedir [24].
Ayni sekilde LiBr g¢ozeltisi iginde elde edilen fibroin, CaCl, —
Etanol cozicti sisteminden elde edilen fibroin ile
karsilastirildiginda agirhkh olarak dizensiz yapi (random coil)
ve a zincir yapilardan olugtugu soylenebilir (Sekil 5). Hidrofilik
bloklar suda ¢oziinurligi saglarken, hidrofobik bloklar arasi
etkilesimler sonucu olusan p-tabaka malzemeye dayanikhlik ve
sertlik kazandirir. Buna karsin daha diizensiz olan hidrofilik
bloklar toklugu ve esnekligi arttirir. Fibroin ¢ozeltilerinde olusan
molekuller arasi p-tabakalari, fiziksel ¢apraz bag etkisi yaparak
daha kararli yapilari olusturmaktadir [29,33, 34]. Karisim
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oranlarina gore degisen bant pozisyonlari ve bant yapilari PVA
ile ipek fibroin molekdillerinin etkilesimini gostermektedir. Amid
I bantlari g6z 6nlne alindiginda, CaCl, — Etanol sisteminden elde
edilen fibroinin PVA ile karistirildiktan sonra bant pozisyonunda
daha bllyuk oranda bir yer degistirme goruilmekte, bu da fibroin-
PVA nin olusturdugu kompozit yapinin, digerine gore daha etkin
ve kararh oldugunu kanitlamaktadir [35, 36 ].

3.3. Fibroin/PVA Kompozit Stingerlerin Termal
Davranislarinin incelenmesi

Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) ve Termogravimetrik
Analiz (TGA) cihazlart kullanilarak Gretilen  kompozit
siingerlerin termal davranislari incelenmistir. Ik olarak 90°C -
100°C’de gozlemlenen endotermik pik suyun ortamdan
uzaklagmasindan kaynaklanmaktadir (Sekil 6). 225°C deki
kuvvetli endotermik pik ise PVA’nin bozunma sicakhigi ile
iligkilidir. Karisimda CaCl, ¢ozeltisinden elde edilen fibroin
orani arttikga, bu endotermik pikin sicaklik degeri 226 -215
arasinda  degistigi  gozlemlenmistir  (%70’lik  karigimda
g6zlemlenen durum (220°C endotermik pik) genel egilim disinda
kalan bir istisnadir. Ancak halen %100 PVA termal bozunma
grafigi ile karsilastirildiginda, yine de bir dlslis gostermektedir)).
Genel olarak bozunma sicakligi 220 ° C civarinda degismektedir.
Bu, amorf yapilarin kararh bir B yapisina dénustugiinin ve PVA
ile kuvvetli etkilesimler olusturdugunun bir gostergesidir. Ancak
LiBr iginde ¢oziinerek elde edilen fibroin karisimlarindan olusan
kompozit stingerlerde benzer bir davranis gdzlemlenmemis olup,
LiBr’ den elde edilen butun fibroin karigimlarda PVA kaynakl
pik 225°C civarinda degismektedir (Sekil 7) [33, 34, 36]. Bu
durum, CaCl,’den elde edilen fibroin ile PVA arasinda
etkilesimin LiBr’den elde edilen fibroine gore daha kuvvetli
oldugunu gosteren bir baska kanittir. Sekil 8’de karisim
oranlarina bagl olarak, DSC pik degerlerindeki degisim
gosterilmistir.

Ipek fibroin liflerin LiBr ’de ¢oziinmesinden elde edilen ipek
fibroin/PVA kompozit sungerlerin camsi gegis sicakligi 60°C
iken, ipek fibroin liflerin CaCl,/Etanol ’de ¢dziinmesinden elde
edilen ipek fibroin/PVA slngerlerin camsi gecis sicakliginin
70°C’ye yukseldigi gozlenmistir. TGA malzeme bozunma
sicakliklarinin birinci tiirevleri karsilastirildiginda, PVA ile LiBr’
den elde edilen ipek fibroin cozeltileri karigtiriimaya
baslandiktan sonra uzunca bir siire madde bozunma egrisinde bir
fark gozlemlenmemesine karsin, CaCl,/Etanol ¢ozeltisinden elde
edilen fibroin ve PVA cozeltileri karistirilmaya bagslanir
baslanmaz madde bozunma sicakliginin yiksek degerlere dogru
kaydigi gozlemlenmistir. Sekil 9’de her bir karisim noktasinin
bozunma sicakligl, o malzemenin TGA grafiklerinin, birinci
tirevlerinin egrilerinde minimum degeri ifade etmektedir. Bu
termal etki, CaCl,/Etanol c¢o6zeltisinde cozinerek elde edilen
fibroinin, LiBr’den elde edilen fibroin ¢dzeltisine gére PVA ile
daha kuvvetli baglar kurup, saglam yapilar olusturdugunu
gosteren bir bagka kanittir. Kompozit sungerlerin termal
davranigindaki farkliliklar, hem fibroinin amorf yapidan kristalin
yaplya gecisinde kullanilan ¢oziculerin, hem de Kkarigim
oranlarinin etkisini gostermektedir [29, 34, 36, 37 ].
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grafikleri

4. TARTISMA VE SONUC

Yapilan bu calisma, ipek fibroinin ¢ozelti haline getirmede
¢ozlcl seciminin  6nemi gostermektedir. Burada kozadan
serisinin  uzaklagtirilmasi ile elde edilen ipek fibroinin
cozunmesinde vyaygin olarak kullanilan iki farkh ¢6zici
denenmistir (CaCl,-Etanol-dH,0 ve LiBr). Daha sonra siingerde
yapisal kararlihk, saglamhk, esneklik saglamak amaciyla belli
oranlarda PVA eklenmistir. Artan PVA orani hidrofilik
etkilesime bu ise termal kararliliga sebep olmustur. ilk olarak
stinger kompozitlerin SEM resimleri incelenerek morfolojik
yapisi incelenmistir. SEM yapisinda goraldugl Gzere, genelde
LiBr’den elde edilen fibroin yapilarin PVA (izerinde Kkuguk
iplikcikler olusturarak yuzeyi kismen kapladigl ve CaCl,-Etanol
cOzeltisinden elde edilen fibroinin tersine homojen bir yapi
olusturamadiklari  gozlemlenmistir.  Genel olarak, bitin
karigimlarin SEM analizleri, hiicre buylmesi ve yayilmasini
saglayabilecek gozenekli yapiya sahip oldugunu gdstermistir.
Ancak bunun dogrulanabilmesi i¢in hiicre kiltliri testlerinin
yapilmasi gerekmektedir.

Cheng vd. (24) yapmis oldugu calisma, LiBr-H,O iginde
cozinen fibroinin daha ¢ok random coil ve a-heliks yapiya sahip
iken, CaCl,-Etanol icinde ¢6zlinen fibroinlerin ise B katmanh
tabakaya sahip oldugunu gdstermistir. Yapilan tim yapisal
karakterizasyonlar (FTIR, DSC ve TGA) CaCl,’den elde edilen
fibroinin, LiBr’den elde edilen fibroine gdre, PVA ile daha
kararli, saglam ve dayanikli kompozit yapilar olusturdugunu
gostermigtir. Kullanilan farkh ¢dztculer, fibroinin hidroliz
islemlerini ve olusan molekillerin yapisini etkilemektedir.
Mesela etanol, fibroin  molekiillerinin  konformasyonunu
degistirip, p-katmanh yapilara donustiirmekte, iyonlarin fibroin
icine nufusunu kolaylastirmakta ve bu da PVA ile daha saglam
ve kararli kompleksler olusturmasini etkileyebilmektedir. Yine
CaCl,-Etanol sistemi iginde ¢oziinen fibroin, agirlikl olarak f3-
tabakalar ihtiva ettiginden, termal olarak daha kararli yapilar
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olusturmakta ve PVA ile de daha kararh kompozit kompleks
yapilar meydana getirmektedir. Ozet olarak, Uretilmek istenen
malzemenin son kullanim yerlerine gore, farkli ¢6zicu sistemler
kullanilabilir. Bu hem uretilen malzemenin morfolojisini hem de
farkli  molekdller ile kompleks olusturma kabiliyetini ve
kalitesini etkilemektedir.

On calismalar tamamlanmis olmasina ragmen, halen in-vitro ve
in-vivo ¢aligmalara ihtiyag duyulmakta olup, uretilen malzeme
yeni nesil yara ortulerinin gelistirilmesi icin bir baslangic teskil
etmektedir. Bu amaca yonelik olarak tek basina kullaniimasi
planlanmaktadir.
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