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OZET

SPIRULINA TABANLI BIYOAKTIF HIDROJELLER
Canfide Merve YEMIS

Amasya Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Tip Anabilim Dali, Yiiksek Lisans, Agustos/2022
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Onder IDIL

Diyabet yaralari, dolasim bozukluguna bagli yaralar, varis ve uzun siire yatan hastalarda
yatmaya bagli (basi) yaralar hayat kalitemizi ve yasamimzi olumsuz yonde etkileyen kronik
yaralardir. Oksijen yara iyilesmesinde hayati bir 6neme sahiptir. Oksijen yalnizca artmis enerji
gereksinimi icin degil, bir¢cok kimyasal siire¢ icin de gereklidir.

Siyanobakteriler igerdikleri fotosentetik pigmentler nedeniyle ‘mavi yesil alg’ olarak
adlandirilirlar. Yapilarindaki pigmentler sayesinde CO, ve suyu 1s181n etkisi ile karbonhidratlara
cevirmekte ve boOylece su ortamindaki besin degerinin ve ¢Oziinmils O, oraninin artmasini
saglamaktadir. Bu ¢alismada siyanobakterilerin bu ozellikleri dikkate alinarak bir siyanobakteri
cesidi olan Spirulina sp.’nin oksijen fireticisi olarak kullanilabilecegi ongoriilmistiir. Ayrica
Spirulina sp.’nin hali hazirda fonksiyonel gida katki maddesi olarak, giinliik beslenmeye destek
olarak, g6z igin kollojen kristal yama jel band1 gibi birgok farkli sekilde kullaniliyor olmasi, toksik
olmamasi tercih edilmesinde 6nemli bir etken olmustur.

Hidrojeller ise biiyiik miktarda su veya biyolojik sivilart emebilen ii¢ boyutlu hidrofilik
polimerik aglardir. Hidrojellerin yara Ortii uygulamalarinda ideal Ozelliklere sahip oldugu
bilinmektedir. Su absorplama yeteneklerinin yiiksek olmasi, suyu ortamdan uzaklastirmalarini
saglarken ayn1 zamanda iyilesme igin gerekli olan nemli ortamin olusturulmasini da saglamaktadir.
Yara tedavisinde en ¢ok kullanilan dogal hidrojel ipek fibroindir. Ipek fibroin tabanli hidrojellerin,
doku yaralarinin tedavisinde kullanildiginda insan dermal fibroblastlarinin ¢ogalmasini destekledigi
bilinmektedir. Bu 6zellikler dikkate alinarak: Yara dokusuna gereken oksijeni saglamak i¢in dolgu
maddesi Spirulina sp.’den olusan hidrojel tabanl yara ortiisti yapilmustir. Bu ortiide yer alacak olan
Spirulina sp.’nin oksijen tretme kapasitesi kullanilmigtir. Farkli formasyonlarda ipek fibroin
hidrojel sentezlenmis sentezlenen hidrojellerin karakterizasyon analizleri (TGA, F-TIR)
yapilmigtir. Oksijen deneyleri ile de oksijen tiretme kapasiteleri belirlenmigtir.

Anahtar Kelimeler: Hidrojel, Silk Fibroin Hidrojel, Siyanobakteri, Spirulina sp.
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ABSTRACT

SPIRULINA BASED BIOACTIVE HYDROJELS
Canfide Merve YEMIS

Amasya University, Institute of Health Sciences
Department of Molecular Medicine, Post graduate, August/2022
Counselor: Assistant Professor Member Onder IDIL

Diabetes wounds, wounds due to circulatory disorders, varicose veins and (pressure) wounds

in long-term hospitalized patients are chronic wounds that negatively affect our quality of life and
our lives. Oxygen is vital in wound healing. Oxygen is required not only for increased energy
requirements, but also for many chemical processes.
Cyanobacteria are called 'blue green algae' because of the photosynthetic pigments they contain.
Thanks to the pigments in its structure, it converts CO, and water into carbohydrates with the effect
of light, thus increasing the nutritional value and dissolved O, ratio in the aquatic environment. In
this study, considering these characteristics of cyanobacteria, it was predicted that Spirulina sp., a
cyanobacterial species, could be used as an oxygen producer. In addition, the fact that Spirulina sp.
is currently used in many different ways, such as a functional food additive, a supplement to daily
nutrition, and a collagen crystal patch gel patch for the eye, has been an important factor in its non-
toxicity.

Hydrogels, on the other hand, are three-dimensional hydrophilic polymeric networks that can
absorb large amounts of water or biological fluids. It is known that hydrogels have ideal properties
in wound dressing applications. The high water absorption capabilities enable them to remove
water from the environment, while also providing the moist environment necessary for healing.
The most widely used natural hydrogel in wound treatment is silk fibroin. Silk fibroin-based
hydrogels are known to promote proliferation of human dermal fibroblasts when used in the
treatment of tissue wounds. Considering these features: In order to provide the necessary oxygen to
the scar tissue, a hydrogel-based wound dressing consisting of the filling material Spirulina sp. was
made. The oxygen production capacity of Spirulina sp., which will be included in this cover, was
used. Silk fibroin hydrogel was synthesized in different formations and characterization analyzes
(TGA, F-TIR) of the synthesized hydrogels were performed. Oxygen production capacities were
also determined by oxygen experiments.

Anahtar Kelimeler: Cyanobacteria, Hydrogel, Silk Fibroin Hydrogel, Spirulina s.






1.GIRIS

Bir polimer tekrarlayan yapisal birimlerden olusan biiyiik bir molekiildiir
(makromolekiiller). Polimerler genellikle dogal polimerler, sentetik polimerler ve yari
sentetik polimerler olarak siniflandirilirlar. Dogal polimerler bitkiler, mikroorganizmalar
ve hayvanlar gibi dogal kaynakli biiyiik molekiil agirlikli malzemelerdir. Sentetik ve yart
sentetik ile Kkarsilastirildiginda bu polimerler Oncelikle ucuz olmalari, kolayca
bulunabilmeleri, ¢ok sayida kimyasal modifikasyon yapabilmeleri ve biyolojik
pargalanabilmeleri nedeniyle ilgi ¢ekici olmaktadir. Dogal polimerler ilag, gida ve
kozmetik endiistrilerinde genis bir kapsama sahiptir. Ayrica biyojenik olup hiicre tanima ve
etkilesimler, enzimatik bozunabilirlik, hiicre dig1 matrise benzerlik ve kimyasal esneklikleri
gibi biyolojik O6zellikleri onlar1 medikal iriinler igin tercih edilen malzemeler haline
getirmistir [1 ve 2].

Dogal polimerler: Bu polimerler dogada genellikle bitki ve hayvan kaynaklarinda

bulunur. Proteinler, seliiloz, nisasta, regineler, ipek vb.

Yar: sentetik polimerler: Bu polimerler nisasta, silikon vb. gibi dogal polimerlerin

fiziksel Ozelliklerini degistirmek i¢in basit kimyasal islemlerle dogal polimerlerden elde
edilir.

Sentetik polimerler: Laboratuvarda sentezlenen lifler basit kimyasal molekiillerin

polimerizasyonuna sentetik polimerler denir. Naylon, polietilen, polistiren, sentetik

kauguk, PVC, teflon vb. sentetik polimerlere 6rnektir [1 ve 2].

1.1. Dogal Polimerler

Dogal kaynaklardan elde edilen polimerler sahip olduklari yiiksek biyouyumluluk
Ozelligi ve hiicrelerin yapigmasini saglayan yapilarindaki ligandlar sayesinde doku
miihendisliginde yaygin olarak kullanilmaktadirlar [3]. Bircok dogal polimer viicutta
hiicreler ve dokular tarafindan tanman biyolojik aktiviteleri yerine getirebildikleri 6zel
molekiillere sahiptir. Ayrica dogal polimerler fizyolojik ortamda enzimatik olarak
bozunurlar ve bu bozunma iiriinleri hiicreler tarafindan kullanilabilen toksik olmayan
tirtinlerdir [4 ve 5]. Genellikle doku iskelesi iiretiminde kitosan, aljinat, hiyaluronik asit
gibi polisakkarit bazli dogal polimerler ve alblimin, kolajen, jelatin, ipek, fibrin gibi protein
bazli dogal polimerler kullanilmaktadir. Dogal polimerlerin siniflandirilmasi su sekilde

yapilmustir.



Dogal Polimerler

e Polisakkaritler:

— Nisasta

— Seliiloz

— Kitin

e Proteinler:

— Kolajen/Jelatin

— Kazein, Albiimin, Fibroin, ipek
e Polyesterler:

— Poly(Hidroksialkanoatlar)

e Diger Polimerler:

— Lignin
— Lipitler
— Dogal Kauguk 6rnek olarak verilebilir [6].

1.1.1. ipek

Ipek lifleri yiiksek oksijen gecirgenligi, biyouyumlulugu, kontrol edilebilirligi
nedeniyle insan yapimi kan damarlari, cerrahi siitiirler ve onarim malzemeleri gibi
biyomedikal amaglar i¢gin FDA (U.S.Food and Drug Administration- Amerikan Gida ve
Ilag Dairesi) onaylidir. Biyomedikal amaglarin yani sira tekstil endiistrisinde de yaygimn
olarak kullanilmaktadir. Biyolojik olarak pargalanabilirlik gibi miikemmel mekanik
ozelliklere de sahiptirler [7-12]. Doku miihendisligi uygulamalarinda ipekten tuzla siizme,
dondurarak kurutma, gazla kopiirtme veya elektro egirme teknikleriyle iiretilen iskeleler,
fibroblastlar, osteoblastlar, hepatositler ve kok hiicreler dahil olmak iizere hiicreler igin
destekleyici yapilar saglar [7]. Tim bu ozellikler dikkate alinarak bu ¢alismada ipek
tabanli iirlin kullanilabilirligi ongoriilmiistiir.

Ipekler ¢ogunlukla ipek bdcekleri (Bombyx mori), ériimcekler, akrepler, akarlar ve
sinekler gibi bazi lepidoptera larvalari tarafindan liflere doniistiiriilen protein polimerleri
olarak tanimlanir. Bu ¢alismada ipek boceginden (Bombyx mori) elde edilen ipek proteini
kullanilmastir.

Bombyx mori ipek kurdu tarafindan salgilanan ipek proteini fibroin ve serisinden

olusmaktadir [13]. Ipek fibroin ipek kurdu kozalarinda serisin ad1 verilen tutkal benzeri



protein ile kaplanmis ¢ift sarmalli bir lif olarak bulunur. Ham ipek lifi kiitlesi yaklasik
%20-30 serisin ve %70-80 fibroinden, ¢ok diisiik miktarda balmumu ve karbonhidrattan
olusur. Saf ipek fibroin proteini zamk giderme ile hazirlanir. Serisin inflamatuar yanitlara
neden olabilecegi icin serisin proteininden ayrilmistir [14-16]. Ipek fibroin yaklasik 390
kDa molekiiler agirliga sahip bir agir protein zinciri ve bir disiilfiir bag1 ile baglanmig

yaklasik 26 kDa molekiiler agirliga sahip bir hafif protein zincirinden olusur.

Sekil 1.1. Bombyx mori ipek bocegi kozalari.

Ipek fibroin ipek I, ipek II ve ipek III olmak iizere ii¢c farkli yapisal morfolojide
bulunabilir. Ipek I formu suda ¢oziiniir, ipek II ise hidrojen bagiyla stabilize edilmis
uzatilmis anti paralel tabakalarindan olusan ¢dziinmez bir formdur. Ipek III sarmaldir ve
hava-su arayiiziinde gozlenir [14, 17, 18]. Serisin proteinleri gen kodlamasina ve ¢eviri
sonrast degisikliklere bagli olarak 20 ila 400 kDa arasinda degisen bir molekiiler agirliga
sahiptirler [14].



B - levha kristalit alan1 amorf alan

Sekil 1.1. Hidrofilik olan ve nemi tutan (su molekiilleri mavi noktalarla gosterilmistir)
amorf bolgelere gomiilii ipek fibroinin hidrofobik B - yaprak yapis1 [17].

1.2. Hidrojeller

Hidrojeller ilk olarak Wichterle ve Lim tarafindan rapor edilmistir (1960) [19].
Hidrojeller su sever olmalar1 nedeniyle hidrofilik polimerler olarak adlandirilirlar.
Genellikle sigebilen ve sismis durumda biiyiik miktarlarda su tutabilen ii¢ boyutlu ¢apraz
bagli hidrofilik polimerler olarak kabul edilmistir [20]. Polimer omurgasina bagli hidrofilik
fonksiyonel gruplara sahip oldugundan dolay1 Latince “su” anlamina gelen “hidro” 6nekini
almistir. Hidro 6n ekinden sonra “jel” olarak adlandirilmasinin nedeni c¢apraz baglanti
noktalar1 yardimiyla ¢éziinmeye karsi olan direngleridir. Bir polimer jel, elastik bir ¢apraz
bagli agdan ve agin ara bosluklarin1 dolduran bir sividan olusur. Uzun polimer molekiiler
ag s1viy1 yerinde tutup jele sahip oldugu katilig1 verir. Jeller 1slak ve yumusak olup kati bir
malzeme gibi goriiniir ancak biiyiik deformasyona ugrayabilir. Bu 6zellik kuru ve sert olan
metaller, seramikler ve plastikler gibi ¢ogu endiistriyel malzemenin tersidir.

Canli organizmalar biiyiik 6lgiide jellerden yapilirlar. Kemikler, digler, tirnaklar ve
derinin dis katmanlar1 disinda memeli dokular1 biiyiik Ol¢lide protein ve polisakkarit
aglarindan olusan yiiksek derecede sulu jel malzemelerdir. Bu organizmanin saglamligini
korurken iyonlarin ve molekiillerin daha kolay ve etkili bir sekilde tasinmasini saglar [21,
22, 23].

Su igerigi kendi kiitlesinin %100’iinden fazla olan hidrojellere siiper absorbant denir
[24 ve 25]. Su disindaki ¢oziiciilerde en az %20 ve daha fazla miktarlarda sisebilen jeller
ise kserojel olarak adlandirilirlar [26 ve 27].



Hidrojellerin ii¢ boyutlu yapis1 kimyasal baglar, iyonik etkilesimler, hidrojen baglari,
fiziksel etkilesimler, Van der Waals kuvvetleri, hidrofobik etkilesimler gibi kohezyon
kuvvetleri araciligiyla gerceklesir [28]. Bir hidrojelin ¢apraz bagli yapisi Sekil 1.3.°de
verilmistir [29 ve 30]. Hidrofobik etkilesimler fiziksel capraz bag benzeri etkilesimler
oldugundan jelin sisme davranisini dogrudan etkilemektedir. Fiziksel ¢apraz bagh jellerin

dis ¢evre degisimine fazlaca duyarl olduklar1 bilinmektedir [28].
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Sekil 1.2. Capraz bagli hidrojelin yapisi.

A: Dort fonksiyonlu ¢apraz baglar, B: Cok fonksiyonlu ¢apraz baglar, C-D: Zincir uglari,
E: Dolagsmis ve birbirine karismis polimer zincirler, F: iki zincir takilmasi, G: Capraz
baglanmamus kiigiik zincirler, Mc: ki ¢apraz merkezi arasindaki zincirin molekiil kiitlesi,
H: Capraz baglar arasindaki bosluk.

Hidrojeller yapilarinda ¢ok fazla miktarda su bulundurma, yumusak ve esnek olma
gibi bircok fiziksel ozelliklerden dolayr canli dokularla karsilastirildiklarinda biiyiik bir
benzerlik gosterirler. Hidrojellerin biyomateryal olarak bu bagaris1 canli dokuya yiizeysel
benzerlikleri nispeten yiiksek su igeriklerine (%20-99) atfedilebilen bir 6zellik olup
¢evredeki dokuda minimum siirtiinme tahrisine neden olur. Ek olarak hidrojeller toksik
olmayabilir, kimyasal olarak stabil olabilir ve (su igeriklerinden dolay1) sulu ortamlarla
diisiik bir ara yiizey gerilimi gosterebilir. Hidrojeller tibbi uygulamalar acisindan sahip
olduklar1 stiin Ozellikler nedeniyle son yillarda ilgi odagt durumundadirlar.
Biyouyumluluk, fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri nedeniyle tipta ve farmasotik

alanlarinda yaygin olarak kullanilirlar [30 ve 31]. Kullanim yerlerine gére kontak lens,



biyosensorler, yapay kalp, yedek kan damarlari, yara sargisi, kas ve deri materyalleri,
biyosensor igin kaplamalar, kontrollii ilag salim sistemleri ve enzim immobilizasyonu gibi

cok ¢esitli 6rnekler verilebilir [30 ve 31].

1.2.1. Hidrojelin karakteristik 6zellikleri
Hidrojellerin karakterizasyonu igin bir¢ok karakteristik 6zellik kullanilir. Bunlardan

en temel olanlar1; sisme 6zellikleri, mekanik ve biyouyumluluk 6zellikleridir.

1.2.1.1. Sisme ozellikleri

Hidrojeller su varliginda siserken su eksikliginde biiziilirler. Hidrojeller hidrofilik
monomerlerden olustugu i¢in su veya su buhar ile etkilesmek isterler. Bu etkilesimin
sebebi hidrojen atomlar1 ve kiiclik su molekiilleri arasinda gergeklesen hidrojen baglari,
iyonik etkilesimler ve ozmotik basingtir. Polimer zincirinin hidrofilik 6zelligi ve ¢apraz
bag yogunlugu, hidrojelin sismesini kontrol etmede en 6nemli iki faktordiir. Yiiksek capraz
baglama orani hidrojel yapisina daha fazla capraz baglayicinin girdigi anlamina gelir.
Yiiksek ¢apraz bagl hidrojellerin yapilar1 daha siki olup diisiik ¢apraz baglanti yapisina
sahip olanlardan daha az siser. Capraz baglama polimer zincirinin hareketine miidahale
edip hidrojelin sisme oranmi azalir [32]. Hidrofilik gruplara sahip hidrojeller hidrofobik
gruplar igerenlere kiyasla daha yiiksek bir oranda siser. Hidrofobik gruplar suyun
bulundugu ortamlarda kendi ig¢inde kapanarak su molekiillerinin yapiya niifuz etmesini
onler. Su molekiilleri polimer zincirlerine girdiginde c¢apraz baglanmis zincirler bu
zincirlerle hidrojen baglar1 olusturan Van der Waals veya dipol-dipol etkilesimleri ile
acilir. Su molekiilleri polimer zincirleri tamamen agilana kadar ag yapisina yayilmaya
devam eder. Bu denge capraz baglar arasindaki bolgeler tamamen su ile doldugunda
meydana gelir. Hidrojellerin sisme davranisi denge sismesine ulagsma hizi, ¢oziiciliyii
emerek sisme hizi gibi mekanizmalart igerir. Coziicli absorpsiyon denge yapisinda sisme
derecesine ulasan hidrojel polimeri ile iligkili olup bu polimer yapisindaki fonksiyonel
gruplan etkileyerek sisme kapasitesini etkiler. Sigsme testleri yapilirken kuru haldeki
hidrojellerin agirlig: tartilip birinci kiitle olarak kaydedildikten sonra secilen ¢oziiciilerde
belirli zaman araliklarinda sismek iizere serbest birakilirlar. Coziiciiye konulan ilk sismis
hidrojel kiitlesini tanimlamak i¢in hidrojeller ¢oziiciilerden ¢ikarilip kurutulduktan sonra
tartilir. Bu isleme hidrojellerin kiitle degisimi dengeye ulasana kadar devam edilir. Kuru

agirliklar g6z 6niinde bulundurularak sisme derecesi denklem (1.1)’e gore hesaplanir [33].



Denklem 1.1.
Yiizde Sisme (S %) = (SA — KA ) KA x 100
Burada SA sismis hidrojelin agirligidir ve KA kuru hidrojelin agirhigidir.

1.2.1.2. Mekanik ozellikler

Mekanik 6zellikler; biyomedikal ve farmasotik alanda yara pansuman maddesi,
Biyomedikal gereksinimler yiliksek sisme kapasitesine ek olarak biyouyumlu ve uygun
mekanik mukavemetli malzemelerin kullanilmasini gerektirir. Capraz baglama yogunlugu

arttiginda bu mekanik 6zelliklerin artmasina neden olur [34].

1.2.1.3. Biyouyumluluk

Biyouyumluluk bir biyomateryalin en Onemli o6zelligidir. 'Viicuda uyumlu'
biyomateryale onu c¢evreleyen dokularin isleyislerine miidahale etmeyen ve dokuda
(iltihaplanma, piht1 olusumu vb.) istenmeyen reaksiyonlara neden olmayan biyolojik olarak
uyumlu bir malzemedir. Arastirmacilar bu terimi biraz genisletip biyomateryalin yapisal ve
yiizey uyumlulugunu ayr1 ayri tanimlamislardir. Yiizey uyumlulugu biyomateryalin viicut
dokular1 i¢in fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak uygun olmasidir. Yiksek
biyouyumluluga sahip malzemeler viicuda yerlestirilebilecek cihazlarin hazirlanmasinda

kullanilir [35].

1.2.2. Hidrojellerin simiflandirilmasi

Polimerik hidrojeller hazirlama yontemlerine, iyonik yiiklerine, fiziksel yapilarina ve
capraz baglanma durumlarma bagli olarak siniflandirilabilirler [28, 36 ve 37]. Bu
siiflandirma sematik olarak gosterilmis ve 6nemli hidrojel tiirlerinden bazilar1 alt bagliklar

halinde agiklanmustir (Sekil 1.3.).
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Sekil 1.3. Hidrojellerin siniflandirilmasi [38].

1.2.2.1. Hazirlama yontemine gore
e Homopolimer hidrojeller
¢ Kopolimer hidrojeller

e (Coklu polimer hidrojeller

1.2.2.2. icerdikleri yan gruplara gore
e Notral (iyonik olmayan) hidrojeller
e Iyonik hidrojeller
— Anyonik (negatif yiiklii) hidrojeller
— Katyonik (pozitif yiiklii) hidrojeller
— Poliamfolitik hidrojeller

1.2.2.3. Fiziksel yapilarina gore
e Amorf hidrojeller
e Yari - kristalin hidrojeller

e Hidrojen bagl hidrojeller

1.2.2.4. Capraz baglanma durumlarina gore

o Fiziksel hidrojeller



e Kimyasal hidrojeller

1.2.2.5. Kaynaklarina gore
e Dogal hidrojeller
e Sentetik hidrojeller

1.2.2.6. Su iceriklerine gore
e Diisiik sisme dereceli (%20-50) hidrojeller
e Orta sigsme dereceli (%50-90) hidrojeller
e Yiiksek sisme dereceli (%90-99,5) hidrojeller
e Siiper-absorbant (>%99,5) hidrojeller

1.2.2.7. Kimyasal kararhliklarina gore
e Biyobozunur hidrojeller

e Biyobozunmayan hidrojeller

Tek bir hidrofilik monomerden olusturulan hidrojellere homopolimer hidrojeller

denir. ki monomerin ¢apraz baglanmasi ile hazirlanan ve monomerlerinden en az bir

tanesi hidrofilik yapida olan hidrojellere ise kopolimer hidrojeller denir. Capraz baglanma

kovalent ya da iyonik olarak gergeklesebilir [37]. Capraz baglanma durumlarina gore

hidrojeller; kimyasal hidrojeller ve fiziksel hidrojeller olarak ikiye ayrilirlar. Capraz bagh

hidrojellerdeki polimer zincirleri birbirlerine gii¢lii kovalent baglarla baglanmislardir [39

ve 40].

Kimyasal hidrojeller:

Zincirler arast kuvvetli kimyasal baglarla capraz baglanmanin gerceklestigi

hidrojellerdir. Sicaklik, pH ya da ¢oziicli bilesiminin degismesi ile zincirler birbirlerinden

ayrilamaz bu yiizden ¢6ziinmezdirler [41 ve 42].
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Sekil 1.4. Kimyasal hidrojellerin olusum tepkimeleri [43].

Sekil 1.4.’de kimyasal hidrojellerin olusum tepkimeleri sunulmustur. Tepkime
monomerden polimer olusumu sirasinda ¢apraz baglayicinin ana zincirde yer almasi
seklinde olabilecegi gibi (a), olusmus polimer zincirlerinin ¢apraz baglayict ile kovalent
baglarla baglanmasi1 seklinde de (b) olabilmektedir. Ayrica c¢apraz baglayici
kullanilmaksizin iyonlastirict 1sinlar ile ¢apraz baglanma (c) gerceklestirilerek de kimyasal
hidrojel elde edilebilmektedir.

Iyonlastirict 1sinlar suda ve havada basit molekiilleri iyonlastiracak kadar enerji
tastyan elektromagnetik yaymimlardir [44]. Sekil 1.4.a’da verilen tepkimede capraz
baglayict olarak N,N’-metilenbisakrilamid, etilen glikol dimetakrilat, 1,4 biitandiol
dimetakrilat gibi iki fonksiyonlu veya trimetilol propantriakrilat, trimetilol
propantrimetakrilat gibi tic fonksiyonlu ¢apraz baglayicilar kullanilabilir. Sekil 1.4.b’de
verilen tepkime tiplerinde GA (gluteraldehit), formaldehit, asetaldehit gibi capraz
baglayicilar kullanilmaktadir [40 ve 44].

Fiziksel hidrojeller:

Zincirler aras1 hidrojen baglari, iyonik baglar, koordinasyon baglari, hidrofobik
etkilesimler gibi fiziksel etkilesimler ile ¢apraz baglanmanin gerceklestigi hidrojellerdir.
Bunlar sicaklik, pH ya da c¢oziici bilesiminin degismesi ile homojen bir ¢ozelti
olustururlar. Sekil 1.5.’de hidrofobik ve iyonik etkilesimler sonucu fiziksel hidrojellerin
olusumu gosterilmektedir. Hidrofobik etkilesimler sonucu hidrojel olusumunda hidrofobik

gruplarin ag1 polimerizasyon yontemiyle hidrofilik polimer zincirlerine baglamasi veya bir
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blok kopolimer sentezlenmesiyle amfilik (hidrofilik ve hidrofobik gruplarin her ikisini de
iceren yapi) bir polimer elde edilir. Bu amfilik polimerler diisik sicaklikta suda
cOziinebilirler. Sicaklik arttikca hidrofobik gruplarin etrafindaki su miktar1 azalip
hidrofobik gruplar kendi aralarinda kiimelenerek hidrojel olustururlar. Jellesmenin
olusturdugu sicaklik; polimerin derisimine, hidrofobik blogun uzunluguna ve polimerin

kimyasal yapisina baglidir [45].

Hidrofilik blok
Hidrofobik blok

i%
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molekulun eklenmesi

(b)

Sekil 1.5. Fiziksel capraz baglanma; a) Hidrofobik etkilesim b) Iyonik etkilesim [43].

Iyonik etkilesimler sonucu hidrojel olusumunda zit yiiklii iki polimer arasinda veya
z1t yiikli bir ¢apraz baglayici ile polimer arasinda medyana gelen yiik etkilesimleri sonucu
hidrojel olusumu gergeklesir [45]. Hidrojellerde fiziksel ve kimyasal ¢apraz baglanma bir
arada bulunabilir (Sekil 1.6.). Yapida ayn1 zamanda fiziksel bagl iki veya ii¢ zincirin
birbirine baglanmas1 sonucu sa¢ tokasi ¢apraz bagi olarak adlandirilan fiziksel ag olusumu

da meydana gelebilir [46].
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Sekil 1.6. Hidrojelin ag yapisinini sematik gosterimi [43].

1.2.3. Biyomalzeme olarak hidrojeller

Hidrojellerin biyomalzeme olarak kullanimlarindaki avantajlar1 asagidaki gibi
verilebilir [47].

e Hidrojeller suda c¢oziinen maddeler icin gecirgen olduklarindan atik
monomerler, baglaticilar, katalizorler, stabilizatorler ve diger safsizliklar
yapidan kolaylikla ayrilabilir.

e Hidrojeller viicut sivilarina karst az ya da ¢ok gegirgen olduklarindan besin,
oksijen gibi yararli maddelerin gecgisine engel olusturmazlar.

e Hidrojeller yumusak olup hidrojel implantinin etrafinda olusan doku tabakasi
ince, dayanikli ve kalinlagma egilimi de yoktur.

e Hidrojeller mukoza zar1 ve dokulara diisiik yapisma 6zelligi gosterirler.

e Kuru hidrojeller baz1 yollarla belli miktarda su absorplayabilirler. Bu 6zellik
asir1 miktardaki viicut sivilarinin atilmasinda kullanilmaktadir.

Sismis hidrojellerdeki suyun bir kismi polimer yapida belli biiyiikliikteki molekiiller
(0zellikle ilaglar) i¢in diflizyon yollar1 saglar. Ayn1 zamanda polimerik yap1 sahip oldugu
orgii nedeniyle biiyiik molekiiller, hiicreler ve bakteriler i¢in bariyer gibi davranmaktadir.

Hidrojeller ¢ok iyi su tutabilme ve sulu ortamda sisebilme yeteneklerinden dolay:
biyoteknoloji, biyomiihendislik, biyomedikal, eczacilik, tarim, veterinerlik, yiyecek
endistrisi gibi alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Biyomateryal o6zellige sahip
hidrojeller, biyotip, eczacilik, veterinerlik gibi alanlarda; kontrollii salinim sistemleri,

yapay organ yapimi, kontakt lens yapimi, enzim immobilizasyon sistemleri, ila¢ tasiyici
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sistemler, kemik hastaliklar1 tedavisi i¢cin materyal, sentetik kikirdak, yara ortii/zar1,
ameliyat ipligi ve buna benzer pek ¢ok uygulamada etkin olarak kullanilirlar [48 ve 49].
Tiim bu kullanim alanlarinda avantaj ve dezevantajlarini su sekilde maddelenebilir.

Hidrojellerin Avantajlar::

e Hidrojeller biiyiik oranda su igerdikleri i¢in normal dokulara ¢ok benzer
yiiksek bir elastikiyet derecesine sahiptir.

e Suda ¢6ziinen maddeler i¢in gegirgendir,

e Viicut sivilarina kars1 gegirgendir,

e Su ile etkilesime girdiginde esnektir,

e Mukoza zarina ve dokulara diisiik yapigma gosterir,

e Su absorpasyon kabiliyeti yiiksektir,

e llag gegirgendir,

e lyi tasima 6zellikleri vardr,

e Degistirilmesi kolaydir,

e Renksizlik, kokusuzluk ve kesinlikle toksik degildir.

Hidrojellerin Dezavantajlar::

e Yiiksek maliyetlidir,

¢ Diisiikk mekanik mukavemete sahiptir,

e Islenmesi zordur,

o Sterilize etmek zordur,

e Yapiskan degildir, bu nedenle ikincil bir pansuman ile sabitlenmeleri

gerekebilir.

1.2.4. Hidrojellerin uygulamalari

Hidrojellerin kullanimi son yillarda ilag salimi ve tasiyici sistemler, tibbi
uygulamalar, biyotip alani, yapay organ iiretimi, diyabet tedavisi, bazi1 viicut sivilarinin
tasinmasi, tarim ve gilbrelemede yaygmlagmistir. Bu alanlarda hidrojellerin
kullanilmasinin ana nedeni implant olarak yerlestirildiklerinde ¢ok uyumlu olmalar1 ve kan
veya doku ile temas halinde bir¢ok etkilesimle uyumlu olmalaridir. Hidrojellerin basarili
biyomalzemeler olmasi canli dokuya benzerliklerinden ve igerdikleri yiiksek su oranim
sayesinde ¢evre dokuya verilen hasar yiizdesini azaltir. Tablo 1.1.’de hidrojel tiplerine ve

uygulamalarina iligskin baz1 6rnekler gosterilmistir.
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Tablo 1.1. Hidrojeller ve uygulamalar

Uygulamalar Hidrojeller

Yara lyilesmesi Chitosan- poly(Ethylene glycol) [50]

k- Carrageenan/locust bean gum /cranberry

Bakteriyel Enfeksiyonlar extract [51]

Antimikrobiyal k- Carrageenan/locust bean gum [52]

Poly (vinyl pyrrolidone), poly(vinyl

[lag Salinimu, Ilag Tas1yici pyrrolidone) starch, poly (acryic acid) [52]

Biyomedikal Uygulamalar Guar gum/ epichlorohydrin [52]
fla¢ Salinim Sodium alginate- locust bean gum [52]
Yara lyilesmesi Poly (vinyl alcohol)/ chitosan [52]

1.2.5. Yara bakim malzemesi olarak hidrojeller

Yara canli dokuda herhangi bir nedenle meydana gelen kirilmadir. Bir yaralanmadan
sonra lezyon yerindeki iyilesme viicudun cevabi ile baglar [21]. Bir restorasyon islemi
sirasinda dig kaynak yara bolgesi enfeksiyonlardan kaginip onu fiziksel darbelerden
korumak icin biyomalzemeler ile sarilir. Bu malzemeler yaranin bakimi i¢in pansuman
olarak adlandirilir. Geleneksel tibbi Ortiiler pamuklu veya poliester sargilardir. Yara
bolgesi ile ¢evresindeki alan arasinda bir bariyer gorevi goriir. Bakim siireci doku tamamen
yenilenene kadar tekrarlayan bir siirectir. Ticari pansumanlarin 6nemli bir dezavantaji
Ozellikle yanik yaralari disiiniildiigiinde yara ylizeylerine yapismalaridir [22]. Yeni
yamalar ile degistirme sirasinda devam eden iyilesmede taze epitelize doku siire¢ bozulur
veya rejenerasyon mekanizmasi engellenir ve mekanik sonug¢ olarak hastalar agr1 ceker
[23]. Belirtilen durumlar yeni giyinme teknolojileriyle asilmasi gereken zorluklardir.
Hidrojeller son yillarda yara sargisi olarak dikkati {izerine ¢ekmistir. Hidrojel malzemeler
nemli bir ortam olusturup nem ile hizli iyilesme, azalmis agri ve daha az yara izi

olusumunu saglar.

1.2.6. Ipek fibroin hidrojeller
Ipek proteini hidrojelleri &zellikle biyotip alaninda benzersiz biyouyumluluklar1 ve
biyobozunurluklar1 nedeniyle bir¢ok uygulama i¢in etkili olarak kabul edilir. Son yillarda

farkl1 islevlere sahip ipek protein hidrojelleri ortaya ¢ikmustir. ipek fibroinin ¢ok 6lgekli
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yapisinin molekiiler diizeyde tasarimi ve kontrolii sayesinde akademisyenler, diger
ozelliklerin yani sira yiiksek mukavemet, enjekte edilebilirlik, kendi kendini iyilestirme
yetenegi, yapisma ozelligi, iletkenlik, ¢cevresel uyaranlara duyarlilik, 3D yazdirilabilirlik ile
ipek fibroin hidrojelleri elde ettiler. Ipek fibroin hidrojellerinde bu fonksiyonlarm varlig
hizmet Omiirlerini uzatir ve mekanik performans ayarlanabilirliginin yani sira insan

derisiyle eslesme derecesini iyilestirip dis uyaranlara kars1 akilli tepki saglar [53].

1.3. Siyanobakteriler

Siyanobakterilerin (6nceden mavi-yesil algler olarak bilinirdi) evrimsel olarak en
eski organizmalar arasinda oldugu diisiiniilmektedir. 3.5 milyar yillik oldugu varsayilan
siyanobakterilere atfedilen mikrofosiller bulunmustur [54]. Yapilarindaki pigmentler
sayesinde CO, ve suyu 1s1k etkisi kullanarak karbonhidratlara gevirirler. Boylece su
ortamindaki besin degerinin ve ¢dziinmiis O, oraninin artmasini saglamaktadirlar. Ayrica
ilk atmosferik oksijen olusumunda gorev aldig1 bilinmektedir [55]. Ana primer {ireticiler
olmalar1 nedeniyle biyosferde olduk¢a 6nemli bir role sahiptirler [56]. Siyanobakteriler
antimikrobiyal, antioksidan ve antimutajenik etkilere neden oldugu iddia edilen maddelerin
onemli bir kaynagidirlar. Siyanobakteriler antibiyotikler, algisid, sitotoksik, immun
baskilayic1 ve enzim inhibe edici ajanlar gibi endiistriyel olarak Onemli sekonder
metabolitlerin bir ¢esidini iireten prokaryotik organizmalarin inanilmaz derecede eski
grubudurlar [57].

Siyanobakterileri igeren algler, cesitli yararlar1 ve gida, ilag, kozmetik, tarim, enerji ve
cevre sektorlerindeki uygulamalart nedeniyle biiyiik ilgi gérmektedir. Daha hizli biiyiime
oranlari, tarima elverisli olmayan arazilerde yetisebilmeleri, yiiksek CO; seviyeleri
yakalamalar1 ve habitatlarindaki degisen kosullara hizli adapte olabilmeleri nedeniyle
bir¢cok yiiksek bitki i¢in avantajlidirlar [58]. Bir¢ok siyanobakteri tiirii mevcuttur bu
siyanobakterilerden bazilar1 su sekildedir:

e Anabaena variabilis,

e Nostoc spongiaeforme,

e Microcystis aeruginosa,

e Nostoc commune,

e Nodulari harveyana,

e Spirulina platensis.
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Gibi birgok siyanobakteri c¢esidi mevcuttur. Bu siyanobakteri cesitleri igerisinde
Spirulina platensis tiiriiniin tercih edilmesinde toksik olmamasi ve hali hazirda fonksiyonel
gida katki maddesi olarak, giinliik beslenmeye destek olarak ve kristal yama jel band1 gibi

bircok farkli sekilde kullaniliyor olmasi tercih edilmesinde 6nemli bir etken olmustur.

1.3.1. Spirulina platensis

Oscillatoriaceae familyasina ait mavi-yesil bir mikroalg olan Spirulina platensis,
yiiksek diizeyde amino asitler, coklu doymamis yag asitleri, polisakkaritler, fitokimyasallar
ve vitamin igerigi ile zengin bir nutrasotik kaynagidir [59, 60, 61]. Spirulina, 1996 yilinda
Birlesmis Milletler Diinya Saglik Orgiitii tarafindan “yarin igin en iyisi” olarak ilan edilmis
olup giliniimiizde gida kullanimi igin ticari olarak yetistirilen tek mavi-yesil algdir [62].
Proteinler, esansiyel ve esansiyel olmayan amino asitler, uzun zincirli goklu doymamis yag
asitleri, vitaminler, mineraller ve birgok bitkisel besin agisindan zengin olan umut verici
mikroalglerden biridir. Yetistirildigi c¢evre kosullarina bagli olarak kuru agirhiginin
yaklasik %60-70'1 kadar ytiksek bir protein konsantrasyonuna sahiptir. Cok sayida ¢alisma
Spirulina veya protein ekstraktlarinin antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermistir
[62, 63, 64, 65]. Ek olarak antioksidan, antibakteriyel [66], antihipertansif [67, 68, 69],
antitimor [70], antiproliferatif [71], antikanser [70] aktivitelerine sahip oldugu

gozlenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. ipek Bocegi Kozasindan Fibroin izolasyonu
Bombyx mori ipek bocegi kozalart (Sekil 2.1.) Kozabirlik'ten (Bursa) temin
edilmistir. Ipek fibroinin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi Zhang, (2011) metoduna gére

gerceklestirilmistir.

Sekil 2.1. Bombyx mori ipek bocegi kozalari

Bu amagla Bombyx mori kozalart Na,CO3 (Sodyum Karbonat- Natrium carbonat /
Riedel-de Haén) ¢ozeltisinde (% 0.2, a/h) 30 dakika kaynatilip (2 defa) zamk1 giderilmistir
(Sekil 2.2.).

Sekil 2.2. Serisin uzaklastirma (zamk giderme) islemi

Zamk1 giderilmis ipek fibroini saf su ile yikamp 40 °C’de 48 saat kurutulmustur.
Kurutulmus ipek fibroini agirhiginin 20 kati hacmindeki Ajisawa reaktifine
(CaCl,:CoHs0H:H,0 (Sigma-Aldrich: Rags), 1:2:8 mol orani) batirilip 60 °C’de 4 saat
stireyle karistirilarak ¢oziilmistiir (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Coziinmiis ipek fibroini

Elde edilen viskoz diyaliz tiipline (MWCO 12.5 kDa yerlestirilip saf suya karsi
diyaliz edilmistir (Sekil 2.4.).

Sekil 2.4. ipek fibroini cozeltisinden diyaliz islemi ile CaCly'nin (Sigma-Aldrich)
uzaklastirilmasi

Diyaliz islemi sonunda elde edilen rejenere ipek fibroini (RSF) bir sonraki kullanima

kadar +4 °C’de buzdolabinda bekletilmistir [74 ve 75].

2.2. Fibroin Soliisyonlarinin Deristirilme Islemi

Ipek fibroin sulu ¢ozeltisinin konsantrasyonunu arttirmak i¢in ¢alismamizda %30
(agirlik/hacim(a/h)) oraninda PEG (polyethyleneglycol (Merck)- 6000-8000) ¢ozeltisi
kullanilmistir. %30 (a/h) PEG; 700 ml saf suya 300 g PEG ilave edilmesiyle olusturuldu.
Manyetik bir karistirma plakasi tizerinde ¢oziinme islemi bitene kadar karistirma islemi
uygulandi. PEG tamamen ¢oziindiigiinde berrak bir goriintii elde edildi. Onceden diyaliz
edilmis %1-3 (a/h) fibroin soliisyonundan 5’er ml pipetler ile alinarak seliiloz membran
(MWCO 3500) igerisine dolduruldu. %30’luk PEG ¢ozeltisi, fibroin soliisyonu ile

doldurulmus seliiloz membran1 igine alabilecek boyutta bir kabin igerisine ilave edilip,
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seliiloz membranin PEG ile tim yiizeyi kapland1 (Sekil 2.5.). Aliminyum folyo ile iizeri
kapatilip manyetik karistiric1 {izerinde deristirme islemi baslatildi. Istenen konsantrasyon
elde edilene kadar deristirilme islemine devam edildi. Son konsantrasyon %5-12 (a/h)
oranlarinda olacak sekilde fibroin soliisyonu elde edildi [76].

Fibroin soliisyonlarmin konsantrasyonunu belirlemek igin; Kiiciikk bir beherin ilk
agirlign tartildi. Tartilan behere 1 ml konsantre fibroin ¢ozeltisi eklenerek ¢ozelti 60 °C'de
kurutulup ardindan kurutulmus filmi tartildi. Fibroin agirliginin kullanilan hacime (1 ml)

boliinmesi ile yiizde hacim basina agirlik elde edilmis olundu.

Sekil 2.5. Fibroin deristirilme islemi

2.3. Hidrojel Sentezi

2.3.1. Poliakrilamid ilaveli fibroin jeller

Agirlikca %0,5 olan akrilamidin (AAm) %15 sulu ¢ozeltisi N,N’-Methylenebis
(acrylamide) hazirlanmis ve ardindan ipek fibroin (SF) soliisyonu ile istenilen karigim
oranlarina gore karistirtlmistir. Bu karisim oranlarma hidrojeller redoks baslatict ¢ifti
olarak kullanilan baslatici, amonyum persiilfat (APS) ve aktivator N,N,N’,N’-
tetrametiletilendiamin (TEMED) ile kanstirilmistir (Tablo 2.1.). Cozeltilerin oda
sicakliklarinda (24 °C) jellesmesine izin verildi [77]. Elde edilen hidrojel formlar1 -80 °C

‘de dondurulduktan sonra liyofilizasyonda kurutma islemi uygulanip karakterizasyon
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islemleri yapildi. Fibroin konsantrasyonlar:1 farkli oranlarda hazirlandi (%4, %6, %8) ve

her bir oran i¢in ayn1 deney tekrarland.

Tablo 2.1. Fibroin/Akrilamid hidrojel [77].

Fibroin protein Akrilamid A[\)r:l?sr:li/il::lrtn TEMED
i 0,
Kompozisyon (%4, %6, %8 ml) (15wt%0) (10Wt%) ()
(ml)
(uD)
SF/PAAm: 90/10 1,8 0,2 08 5
SF/PAAm: 80/20 1,6 0,4 16 5
SF/PAAm: 70/30 1,4 0,6 24 5
SF/PAAm: 60/40 1,2 0,8 32 5
SF/PAAm: 50/50 1,0 1,0 40 5
SF/PAAm: 0/100 0 2,0 60 5

2.3.1. N,N-Dimetilakrilamid

Jel sentezleme asamasinda hidrofilik monomer olarak molekiil agirligi 71,08 g/mol
olan N,N-Dimetilakrilamid (DMA) (Sigma aldrich) monomeri kullanilmistir [77]. Ag¢ik
formiilii su sekildedir (Sekil 2.6.).
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®
/u\ CHa
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Sekil 2.6. N,N-Dimetil Akrilamid (DMA) monomer [77].

2.3.2. N,N’-Metilenbisakrilamid

Jel sentezleme asamasinda N,N-Dimetilakrilamid (DMA) monomerini c¢apraz
baglamak i¢in molekiil agirligi 154,17 g/mol olan N,N’-Metilenbisakrilamid (BAAm)
(Sigma aldrich) monomeri kullanilmustir [77]. A¢ik formiilii su sekildedir (Sekil 2.7.).

7 NS N
H2 Cﬁf T(\ CH2
O O
Sekil 2.7. N,N’-Metilenbisakrilamid (BAAm) ¢apraz baglayicisinin agik formiilii [77].

2.3.3. Amonyum persiilfat

N,N-Dimetilakrilamid (DMA) polimerizasyon reaksiyonunda baglatict olarak
amonyum persiilfat (APS) (Sigma aldrich) kullanilmistir [77]. Molekiil agirhig 228,20
g/mol’diir.

2.3.4. N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin
N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin ~ (TEMED) (Sigma aldrich) jel capraz

baglanmasinda pH ayarlayici ve hizlandirict olarak gérev almistir [77].
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CHsj
|
N~ -CHg
H,C~ N
|
CHsj
Sekil 2.8. N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin’in agik formiilii [77].

2.3.2. Gluteraldehit ¢apraz bagh fibroin hidrojeller

Fibroin/Akrilamid karisimina ileve edilecek gluteraldehit miktarini belirlemek igin
farkli konsantrasyonlarda gluteraldehit miktarlart ile deneme yapildi (Tablo 2.2.).
Gluteraldehit stok soliisyonu %25 konsantrasyonda hazirlandi. Ipek fibroin konsantrasyonu
ise %4 olacak sekilde ayarlandi. %4’lik ipek fibroinden 2 ml almarak %25°lik
gluteraldehitin farkli oranlar ile birlestirildi. Uzerine saf su ilave edildi. Saf su oram
gluteraldehit ve saf su bilesimi 1 ml olacak sekilde belirlendi. 50 pul gluteraldehit ilavesine
950 pl saf su ilave edildi. Bu ¢alisma gluteraldehitin farkli miktarlar1 ile denendi (Tablo
2.2).

Tablo 2.2. Ipek fibroin/ gluteraldehit hidrojel

ibroin Sg:;;gg’;” Gluteraldehit | Gluteraldehit | dH,0 | S Fbroin
baslangic (ml) Stok (%) (ud) (n %)
(%)
4 2 25 0 1000 4
4 2 25 1,56 998,44 4
4 2 25 3,13 996,88 4
4 2 25 6,25 993,75 4
4 2 25 12,5 987,50 4
4 2 25 25 975 4
4 2 25 50 950 4
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Yapilan denemeler sonucunda elde edilen hidrojel formlar1 -80 °C’de dondurulma
isleminden sonra liyofilizasyon cihazinda kurutuldu. Kurutulmus orneklerin ¢apraz
baglanma derecesini hesaplamak i¢in; %2’lik ninhidrin (etilen glikol monometil eter)
soliisyonu hazirlandi. Kurutulmus 6rneklerden hidrojel/ninhidrin oran1 1,5 mg/ml olacak
sekilde tartilarak orneklerin iizerine ninhidrin soliisyonu ilave edildi. Hazirlanan ¢ozelti 20
dakika boyunca 100 °C‘de 1sitildi. Cozelti oda sicakliginda sogutulduktan sonra
spektrofotometre (Genesys 10S UV- VIS) yardimiyla 570 nm’de degeri okundu.

Belirlenen gluteraldehit ¢apraz baglanma oranlarina gore %98, %57 ve %0 capraz
baglanan gluteraldehit miktar1 tespit edilip (Tablo 2.3.) farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan Fibroin/Poliakrilamid igerisine ilave edilmistir. Olusan hidrojeller -80 °C’de
dondurulduktan sonra liyofilizasyon cihazinda kurutulmustur. Hazirlanan orneklerin

karakterizasyon islemleri yapilmistir.

2.3.3. Fibroin/gluteraldehit capraz bagh poliakrilamid ilaveli jellerin sentezlenmesi
Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan gluteraldehit capraz bagli fibroin hidrojeller
degerlendirilmistir. Bu ¢apraz bagli hidrojellerden ii¢ 6rnek %100, %50 ve %0 capraz
baglayan gluteraldehit miktar1 belirlenmistir. Belirlenen miktarlar poliakrilamid ile
hazirlanan jellerin (Tablo 2.1.) igerisine ilave edilmistir. %4’liik fibroin ¢ozeltisi igerisine
SF/PAAm: 90/10, SF/PAAm: 80/20, SF/PAAm: 70/30, SF/PAAm: 60/40, SF/PAAm:
50/50 oranlarinda olacak sekilde %15°lik Akrilamid, %10’luk Amonyum persiilfat ve 5 pL
TEMED ile her bir numune hazirlanmistir. Bu numunelerin her biri igerisine 33 pl
gluteraldehit ilave edilmistir. Numuneler tekrar hazirlanarak 1,04 ul gluteraldehit ve 0 pl
gluteraldehit miktarlar ile deney tekrarlanmistir. Fibroin ¢ozeltisinin konsantrasyonu %6

ve %8 e ayarlanarak ayni islemler tekrar yapilmigtir.

Tablo 2.3. Ipek fibroin/ gluteraldehit hidrojel

Fibroin Akrilamid Amonyum
Kompozisyon protein (15Wt%) persiilfat | TEMED | Gluteraldehit
(%4, %6, (ml) (10Wt%) (uD) (uh)
%8 ml) (nl)
SF/IPAAM: 33
90/10 1,8 0,2 08 5 1,(())4
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33
SF/PAAmM:
80/20 1,6 0,4 16 5 1,04
0
33
SF/PAAmM:
20/30 14 0,6 24 5 1,04
0
33
SF/PAAmM:
60/40 1,2 0,8 32 5 1,04
0
33
SF/PAAmM:
50/50 1,0 1,0 40 5 1,(())4
33
SF/PAAM:
0/100 0 2,0 60 5 1,(())4

2.4. Spirulina sp.’nin Kkiiltiivasyonunun yapilmasi

Spirulina sp’nin temini Mugla/Fethiye NS Spirulina firmasindan temin edilmistir.
Temin edilen Spirulina Zarrouk Besiyeri ortaminda 16 saat aydinlik 8 saat karanlik
ortamda oda sicakliginda inkiibasyonu yapilmistir [78] (Sekil 2.9.).

Sekil 2.9. Spirulina sp. besiyeri ortaminda

2.4.1. Zarrouk besiyeri
Zarrouk besiyerinin igerigi tablodaki gibidir (Tablo 2.4.).
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Tablo 2.4. Zarrouk besiyeri igerigi [78].

No Icerigi Miktari (g/L)
1 NaHCOj3; (Merck) 16,8
2 NaNO3 (Merck) 2,5
3 NaCl (Merck) 1,0
4 K2SO4 (Merck) 1,0
5 K2HPO,4 (Merck) 0,5
6 | MgS0O,4.7H,0 (Merck) 0,2

FeSO,4.7H,O(Merck) 0,01

CaCl,.2H,0 (Sigma- 0,04
aldrich)

9 EDTA (Sigma- 0,08
aldrich)

10 Saf su 1000ml

2.5. Spirulina sp.’nin Sentezlenen Hidrojel ortamina ilave edilmesi

Tablo 2.3. “de verilen her biri yaklasik 2 ml olan ¢6zeltilere canli Spirulina sp.’den
400 mg tartilarak ilave edilmistir (Tablo 2.5.).

Fibroin/gluteraldehit ¢apraz bagli poliakrilamid ve canli Spirulina sp. ilaveli jeller
elde edilmistir (Sekil 2.10.).

Sekil 2.10. Fibroin/gluteraldehit ¢apraz bagl poliakrilamid ve canli Spirulina sp. ilaveli
jeller
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Tablo 2.5. Poliakrilamid Ilaveli Ipek Fibroin/ Gluteraldehit Capraz Bagli Spirulina sp.
Maveli Hidrojel Karisim Oranlari

Fibroin Akrilamid Amonyum Canh
Kompozisvon protein (15Wt%) persiilfat | TEMED | Gluteraldehit | Spirulina
POZISYON | (044, 046, (ml)" (10Wt%) (ul) (ul) sp.
%8 ml) (nh (mg)
33
SF/IPAAM: S
90/10 1,8 0,2 08 5 1,(())4 400
33
SF/IPAAM: 99
80/20 1,6 0,4 16 5 1,(())4 400
33
SF/PAAM: —_—
70/30 1.4 06 24 5 % 400
33
SF/PAAM: -
60/40 1,2 0,8 32 5 1,(())4 400
33
SF/IPAAM: 99
50/50 1,0 1,0 40 5 1,(())4 400
33
SF/PAAM: -
0/100 0 2,0 60 5 1,(())4 400

2.6. Antimikrobiyal aktivite testi
Elde ettigimiz jellerin cilt ylizeyinde antimikrobiyal etkiye sahip yani; bakteri ve kiif
dahil mikroplarin gelisimini engelleyen etkiye sahip olup olmadigimi belirledigimiz

yontemdir.

2.6.1. Bakteri kiiltiirlerinin hazirlanmasi

izole bakterilerden gram pozitif bakteri gubundan olan Staphylococcus aureus ATCC
25923 ve gram negatif bakterilerden olan Escherichia coli 25922 kolonisi 6nceden
hazirlanmis 5 mL Nutrient broth'a (NB) ekildi ve bakteri miktar1 1.0 x 10® cfu/mL degerine
ulasana kadar 37 °C'de yaklasik 18 saat inkiibe edildi. Bakteri konsantrasyonu tiim suslar
i¢in standart bir koloni birimi (CFU) elde etmek igin besiyerin bulanikligint McFarland
standardinin 0,5 (optik yogunluk: OD (optical density) 600'de 0.08-0.10) bulaniklig: ile
eslestirerek  spektrofotometrik olarak ayarlandi. Bakteri siispansiyonlarmin optik
yogunluklar1 600 nm dalga boyunda UV-Vis spektrofotometre (Thermo-Genesys 10S UV-

Vis) kullanilarak olgiildii. Bakteri yogunlugu istenilen seviyenin altina diistiiginde kulucka
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stiresi uzadi; bulaniklik ¢ok yiiksek oldugunda NB kullanilarak seyreltme islemi

gerceklestirilmis ve nihai konsantrasyon 1.0 X 10® cfu/mL olarak ayarlanmustir.

2.6.2. Kirby bauer disk difiizyon yontemi

Kirby-Bauer testinin amaci, patojenik bakterilerin ¢esitli antimikrobiyallere ve
antimikrobiyal bilesiklere duyarliligini veya direncini belirlemektir [79]. Kullanilacak petri
kaplarinin etiiv cihazinda (memmert) 100 °C 24 saat boyunda sterilizasyonu yapildi.
Nutrient agar (Biolife) besiyerleri 2000 mililitre deiyonize su igerisinde 23 gram olacak
sekilde ayarlandi. 121 °C’de 15 dakika otoklav (Sanyo) cihazinda sterilizasyonu yapildi.
Sterilizasyon isleminin ardindan aseptik kosullarda 2 cm kalinliginda 9 ¢cm ¢apinda olan
petri kaplarina aktarildi. Petri kaplari deney giiniine kadar buzdolabinda (4 °C) muhafaza
edildi. Tim petri kab1 bakteriye batirilmis ekiivyon ¢ubuguyla kenardan kenara ileri geri
stiriilerek kaplandi. Petri kabi1 yaklasik olarak 3 kez 60° dondiiriildii ve siirlinti alma
prosediirii tekrarlandi. Bu islem bakterinin yiizeye esit sekilde yayilmasini saglamak igin
yapildi. Daha sonra hazirlanmis hidrojel, Spirulina igeren hidrojel ve sadece Spirulina
orneklerinden 1 cm ¢aplarinda kesitler alinarak bu besiyeri {izerine ilave edildi. Hazirlanan
ornekler 37 °C’de etiiv cihazinda (memmert) 24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon

sonunda zone ¢api Olciilerek degerler kaydedildi [80].

2.7. ABTS [2,2'-azino bis-(3-etilbenzotiazolin-6 siilfonat)] Radikal Temizleme Aktivite

Tayin Yontemi

Serbest radikaller gidalarin bozulmasindan sorumludur ve biyolojik sistemlerde
oksidatif hasara neden olur [81-85]. Bu nedenlerle, canli organizmalardaki oksidasyon
siiregleri ve serbest radikaller son yillarda artan bir ilgi gérmiistiir. insanlar, hayvanlar ve
bitkiler siirekli olarak serbest radikallere maruz kalmaktadir. Serbest radikallerle
miicadelede canli bir organizma bu reaktif tiirleri nétralize eden antioksidanlar adi verilen
maddeler tarafindan desteklenir [86-89]. Bilesiklerin ve ekstraktlarin antioksidan
Ozelliklerini tahmin etmek i¢in ¢esitli yontemler kullanilir [90, 91]. Cogunda bir
antioksidanin serbest radikalleri yakalama yetenegi Ol¢iiliir. Kromojen bilesiklerinin
kullanildig1 yontemler kolayliklari, hizlari ve duyarliliklar1 nedeniyle yaygin olarak
uygulanmaktadir [92, 93]. 2,2-azino bis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)'ten (ABTS)
tiiretilen radikal katyonun (ABTS) kullanildigi ABTS tahlili en popiiler gibi goriinmektedir
[94, 95]. ABTS hemen hemen her lipofilik ve hidrofilik antioksidanla hizli reaksiyona
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girdiginden hem lipofilik hem de hidrofilik maddeleri ve gida iriinlerini antioksidan
ozellikleri acisindan incelemek ic¢in uygulanir. Yontemin fikri ABTS absorbansindaki
diisiisti izlemektir. Bu kromojen bilesik, 600-750 nm araliginda gii¢lii absorpsiyon sergiler
ve herhangi bir laboratuvarda spektrofotometrik olarak kolayca belirlenebilir. Yontemin ek
avantaji, genis bir pH araliginda uygulanabilirligidir [95]. Bahsedilen 6zelliklerden dolay1
ABTS testi, incelenen bilesiklerin antioksidan ozelliklerinin kolay, hizli ve gilivenilir bir

sekilde belirlenmesine izin verdigine inanan bir¢ok aragtirmaci tarafindan kullanilmaktadir.

2.7.1. Sentezlenen hidrojelin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan hidrojellerin antioksidan aktiviteleri ABTS
radikalinin dekolorizasyonu ile degerlendirildi. Ortaya ¢ikan renk degisiklikleri
spektrofotometre (Thermo) (Sekil 2.11) kullanilarak 6lgiildii ve sonuglar Butillendirilmis
Hidroksi Anisol (BHA) regresyon egrisi ile karsilastirildi (Tablo 2.6.). Kisaca, 7 mM
ABTS reaktifi ve 2.45 mM (K,S,0g) tartildi ve ardindan karanlik bir kaba ilave edildi.
Daha sonra 10 ml saf su eklenip karisim oda sicakliginda karanlikta tutuldu ve
kullanimdan Once ¢alkalama inkiibatorii kullanilarak 12-16 saat inkiibe edildi. ABTS
¢ozeltisi, optik yogunluk degerini 734 nm'de 0.700-0.710 Abs arasinda ayarlamak i¢in 5
mM PBS tamponu (pH: 7.4) i¢inde ¢6ziildi. Ayrica, hazirlanan ABTS stok soliisyonu, 1:1
oraninda hidrojellerde karigtirildi. OD degeri 734 nm'de 6lglilmiistiir. Bu yontemin temeli,
mavi/yesil ABTS radikalinin antioksidan ile reaksiyonunda renk kaybina baghdir (96).
Yiizde ABTS reaktifi siipiirme kapasitesi asagidaki formiil ile hesaplandi;

Denklem 2.1. Yiizde ABTS Siipiirme aktivitesi

Abs(kor) — Abs(6rnek)
Abs(kor)

%ABTS stliplirme aktivitesi = 100 *
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Sekil 2.11. Spektrofotometre Cihazi (Thermo)

Tablo 2.6. ABTS- Butillendirilmis Hidroksi Anisol (BHA) Standart Grafigi

ABTS- Butillendirilmis Hidroksi Anisol (BHA)

150 Standart Grafigi
=S
S = y = 370,55x + 8,3393
2 @100 R?=0,916
= = 'S
25
’Eé 8 50 @ ¢ Seril
s 2
0 & —— Dogrusal
(Seri 1)
0 0,1 0,2 0,3 —— Dogrusal
mg/ml (Seri 1)

2.8. Hidrojelin Karakterizasyonu

Hidrojelin istenilen performans ve yapiya sahip tasarlanmasi i¢in hidrojel ag
parametrelerinin  belirlenmesi ve karakterizasyonu biiyiik 6nem tasimaktadir. Bir
sistemdeki hidrojel varligint Slgmenin kolay bir yolu polimerik silindirik bir sise
kullanarak suda dagitmak ve ¢ozliinmeyen malzeme olusumunu gorsel olarak
gozlemlemektir. Sekil 2.12.'de, hidrojel yapisin1 karakterize etmek igin kizildtesi
spektroskopi, X-1sin1 kirinim analizi, atomik kuvvet mikroskobu, elektron mikroskobu ve
diger bircok teknik gibi hidrojelin fizikokimyasal karakterizasyon araglarinin akis semasi

agiklanmustir.
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Sekil 2.12. Hidrojelin fizikokimyasal karakterizasyon araglarinin akis semast [98].

2.8.1. Kizilotesi spektroskopi

Fiziko kimyasal karakterizasyon yoOntemidir. KizilGtesi spektroskopi titresimsel
enerji gecislerini 6lgmek icin kullanilan farkli kimyasal bag tiirleri ilgili atomlar ve bir
malzemede bulunan yerel kimyasal ortam hakkinda bilgi veren polimerlerin kimyasal
yapisini tanimlamak i¢in en yaygin kullanilan tekniktir. Bu teknigin bir¢ok avantaji vardir
ozellikle de 6rnekleme yontemleri agisindan esneklik. Olgiim modu numune tiirlerine bagl

olarak segilir [99].

2.8.1.1. Kizilotesi spektroskopi analizi

Hidrojellerin imalatin1 takiben fonksiyonel gruplarm varligr IR spektroskopisi ile
belirlendi. Gluteraldehit, Gluteraldehit ve Poliakrilamid kombinasyonu ile hazirlanan
hidrojeller, FT-IR Spektroskopi teknigi ile kimyasal bilesimleri ve fonksiyonel gruplari
acisindan karakterize edildi. Analizler PerkinElmer FT-IR Spektrometresi ile yapildi (Sekil
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2.13.). Hidrojeller farkli konsantrasyonlarda gluteraldehit ve poliakrilamid ile kimyasal
olarak capraz baglanmistir. Bu hidrojellerin kimyasal cesitliligi, hidrojellerin kimyasal
yapisina dahil edilen baglica poliakrilamid ve gluteraldehit’in fonksiyonel gruplarindan
kaynaklanan pikler elde edilen FT-IR spektrumlarinda farkli tepe noktalarmna isaret
edecektir. Tasarlanan hidrojellerin her bir formu arka plan olarak hava ile kuru formda FT-

IR ile analiz edildi ve daha sonra birbirleriyle ve kimyasal bilesimlerine gore karsilastirildi.

Sekil 2.13. Kizil6tesi spektroskopi analiz cihazi

2.8.2. Termal gravimetrik analiz (TGA)

Termal karakterizasyon yontemidir. Termogravimetrik analiz (TGA) 1sitma altindaki
malzemelerin davranis1 hakkinda bilgi verir. Hassas bir agirlik terazisi kullanilarak
malzemenin agirlik degisimi Olgiiliir ve TGA ile sicaklifin bir fonksiyonu olarak rapor
edilir. Malzemenin bozunma sicakligi gibi termal O6zelliklerin yani sira kdmiir verimi,
ucucu madde miktari, malzemelerin bilesimi vb. gibi bazi bilgileri de bulmak miimkiindiir
[102]. Termal analiz 6zellikle polimer bilimi igin ¢ok 6nemli bir testtir. Termoplastikler
yaygin olarak kullanilan malzemeler oldugundan TGA, polimerlerin termal stabilitesini
veya alev geciktirici Ozelliklerini arastirmaya yardimci olur [103]. Termogravimetrik
analiz (TGA), kontrolli kosullar altinda polimerlerin bozunmasi hakkinda
degerlendirmeler sunar. Bir¢ok malzeme tutusma sicakligi olarak bilinen belirli bir
sicaklikta ¢ok onemli bir kiitle kaybeder. Ayrica numune farkli bozunma sicakliklarina

sahip oldugundan bu TGA egrisinde gosterilen bir¢ok tepe noktasi ile de izlenebilir.
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Hidrojellerin termal stabiliteleri TGA ile belirlendi. Serbest filmlerin termogravimetrik
analizleri (TGA), bir PerkinElmer Termogravimetrik analizor Pyris 1 TGA modeli
kullanilarak gerceklestirilmistir. Numuneler azot atmosferi altinda 10 °C/dk 1sitma hiziyla

0 ila 800 °C arasinda ¢alistirilmistir.

2.8.3. Oksijen Salinim Deneyi
Oksijen deneyi yapilmak i¢in bir giin 6ncesinde Sodyum Fosfat Tamponu (pH:5.7,

7.4 konsantrasyonlarda) Zarrouk besiyeri hazirlandi. Poliakrilamid ilaveli fibroin hidrojel
ve Spirulina ve poliakrilamid ilaveli jeller hazirlandi.

> Ornek 1: SF tamponu pH: 5.7 (100 ml),
Ornek 2: SF tamponu pH: 5.7 + Jel (100 ml),
Ornek 3: SF tamponu pH: 5.7 + Jel+ Spirulina (100 ml),
Ormnek 4: SF tamponu pH: 7.4 (100 ml),
Ornek 5: SF tamponu pH: 7.4 + Jel (100 ml),
Ornek 6: SF tamponu pH: 7.4 + Jel+ Spirulina (100 ml),
Ornek7: BG11 Besiyeri (100 ml),
Ornek 8: BG11 Besiyeri+ Jel (100 ml),
Ornek 9: BG11 Besiyeri+ Jel+ Spirulina (100 ml).

YV V.V V V V VY V

Ornekler bu oranlarda hazirlandiktan sonra ilk oksijen dlgiimleri oksijen probu ile
yapildi. Inkiibatorlii shaker 25 °C ve 20 RPM’e ayarlanarak 1s1kl1 ortamda her bir 6rnek

inkiibe edildi. Belirli saat araliginda dl¢iimler alinarak kaydedildi.
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3. BULGULAR

3.1. ipek Bocegi Kozasindan Fibroin izolasyonun

Temizlenmis ipek bocegi kozalari kiiciik pargalara ayrilmistir. Kiigiik parcalara
ayrilan ipek bdcegi kozalarindan 10’ar gram tartilarak 500 ml Na,CO3 (% 0.2, a/h) 30
dakika kaynatilip (2 defa) zamki giderilmisti. Zamki giderilmis ipek fibroinlerinden 2’ser
gram tartilarak iizerlerine 1:20, 1:40, 1:60, 1:80, 1:100 ml olacak sekilde Ajisawa reaktifi
ilave edilmistir. Bu deney en uygun c¢oziicii konsantrasyonunu belirlemek amaciyla
yapilmistir. Tiim ¢oziicli oranlarinda ¢oziindiigli gézlenmistir ancak daha az miktarda
¢Ozilicli harcanmasi ve daha derisik fibroin elde edilmesi amaci ile en uygun konsantrasyon

1:20 olarak tercih edilmistir (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Farkli oranlarda Ajisawa Reaktifi ile ¢oziilmiis fibroin 6rnekleri

1:20 oraninda elde edilen fibroinin 6rnekten birer ml alarak ilk agirlig: tartilan behere
ilave edilmis ve 50 °C bir gece boyunca sivi faz ugurulmustur. Son agirlik tartilarak
derisimi hesaplanmistir (Denklem 3.1.). Hesaplamalara gore 1:20 orani ile elde edilen

fibroin ¢6zeltisinin; igerigindeki fibroin miktarinin yaklasik %2 oldugu belirlenmistir.

Denklem 3.1.

Icerigindeki fibroin miktar1 = (Son agirlik — ilk agirlik) * 100

Farkli konsantrasyonlarda fibroin ¢ozeltisi elde etmek amaci ile deristirilme islemi
uygulanmistir. 20 ml %?2’lik fibroin ¢ozeltisi diyaliz tiipiine ilave edilmistir. 4 saatlik

deristirilme islemi sonucunda; 10 ml %4 ‘lik fibroin ¢ozeltisi elde edilmistir. %6 ve
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%8’lik fibroin ¢ozeltileri elde etmek amaci ile deristirilme siiresi 6 ve 8 saat olarak

uzatilmistir.

3.2. Hidrojel Sentezi

3.2.1. Poliakrilamid ilaveli fibroin hidrojeller

Fibroin konsantrasyonlari farkli oranlarda hazirlandi (%4, %6, %8) ve her bir fibroin
konsantrasyonu i¢in ayni deney tekrarlandi (Tablo 2.1.). Farkli konsantrasyonlarda fibroin
oraninin yapisal esneklige katkisina bakilarak en uygun form elde edinilmesi amaclandi.
Poliakrilamid kompozisyonlari; SF/PAAm: 90/10, SF/PAAmM: 80/20 oranindaki jellerin
polimerlesmedigi gozlenmistir. SF/PAAm: 70/30, SF/PAAmM: 60/40, SF/PAAm: 50/50,
SF/PAAm: 0/100 oranlarinda elde edilen jellerin ise polimerlestigi gozlenmistir (Sekil
3.2.).

Sekil 3.2. Poliakrilamid ilaveli fibroin hidrojel

3.2.2. Gluteraldehit capraz bagh fibroin hidrojeller

Fibroin konsantrasyonu %4 olarak ayarlanan fibroin c¢ozeltisine %25°lik
gluteraldehit’den farkli oranlarda eklenerek hidrojeller elde edilmistir. Gluteraldehit
miktar1 arttikca hidrojelin renginin sariya kaydigi gozlenmistir. Hidrojellerin 24 saat
boyunca gozlemlenmistir. Gluteraldehit miktar1 fazla olan hidrojelin daha hizh
polimerlestigi belirlenmistir. Capraz baglanma oranimi belirlemek i¢in %2’lik ninhidrin

(etilen glikol monometil eter) soliisyonu hazirlandi. Bu soliisyon hazirlanan ve
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liyofilizasyon yontemi ile kurutulan gluteraldehit capraz bagh fibroin hidrojellerin {izerine

ilave edilerek c¢ozelti 20 dakika boyunca 100 °C ‘de sitildi. Cozelti oda sicakliginda

sogutulduktan sonra spektrofotometre (Genesys 10S UV- VIS) yardimiyla 570 nm’de

degeri okundu. Okunan absorbans degerleri tablosu (Tablo 3.1.) ve grafigi (Sekil 3.3.)

gosterildigi gibi elde edilmistir.

Tablo 3.1. Gluteraldehit miktarina gore degisen absorbans degerleri.

Gluteraldehit Absorbans Degerleri | Absorbans Degerleri Abe) rban.s
miktar: (ul) Tekrar 1 Tekrar 2 Degerleri
Tekrar 3
50 0,003 0,004 0,006
25 0,006 0,010 0,010
12,5 0,020 0,037 0,025
6,25 0,030 0,058 0,060
3,125 0,059 0,080 0,073
1,56 0,092 0,104 0,120
0 0,212 0,244 0,331

Belirlenen gluteraldehit absorbans degerlerine gore ¢apraz baglanma yiizdeleri su

formiile gore belirlenmistir.

Denklem 3.2.

Capraz baglanma orani (%) =

X(Capraz baglanmamis) — X(Capraz baglanmis)

X(Capraz baglanmamis)
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Gluteraldehit Miktar: (ul) Yiizde ¢capraz baglanma

50 %98

25 %95

12,5 %89

6,25 %76

3,125 %67

1,5625 %57

0 %0

50 ul gluteraldehit igeren fibroin ¢6zeltisinin %98 oraninda fibroini ¢apraz bagladig:

en diisiik oran olan 1,5625 pl gluteraldehit iceren fibroin ¢ozeltisinin ise %57 oraninda

fibroini capraz bagladigi gozlenmistir (Tablo 3.2.). Kullandigimiz en diisiik gluteraldehit

oraninin dahi fibroin ¢ozeltisinin yaklasik yarisin1 ¢apraz bagladigi gézlenmistir. Daha

diisiik oranlarda gluteraldehit capraz baglanma oraninit belirlemek amaci ile diisiik

miktarda gluteraldehit ile tekrar deney diizenlenmis olup elde edilen absorbans degerleri

(Tablo 3.3.) gosterildigi gibidir.

Tablo 3.3. Okunan absorbans degerleri

) Absorbans Absorbans Absorbans
Gluteraldehit 9 . 8 . < .
miktar1 (ul) Degerleri Degerleri Degerleri
Tekrar 1 Tekrar 2 Tekrar 3
0,78 0,282 0,292 0,298
0,39 0,307 0,295 0,312
0,195 0,320 0,334 0,316
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Tablo 3.4. Capraz baglanma yiizdeleri

Gluteraldehit Miktar (ul) Yiizde ¢apraz baglanma
0,78 %14
0,39 %7
0,195 %3

0,78 pl gluteraldehit miktarinda %14, 0,39 pl gluteraldehit miktarinda %7 ve 0,195 pl
gluteraldehit miktarinda ise %3 ¢apraz baglanma orani oldugu gézlenmistir (Tablo 3.3. ve
Tablo 3.4.).

3.2.3. Fibroin/gluteraldehit capraz bagh poliakrilamid ilaveli jellerin sentezlenmesi
Farkli konsantrasyonlar da hazirlanan gluteraldehit ¢apraz bagli fibroin hidrojeller
degerlendirilmistir. Bu ¢apraz bagli hidrojellerden ti¢ 6rnek belirlenmistir. Bu 6rnekler en
yiiksek capraz baglama oranina sahip (%98), yarisi ¢apraz baglanmis (%57) ve hi¢ ¢apraz
baglanma olmamis (%0) gluteraldehit miktarlar1 belirlenmistir. Her bir 3 ml 6rnek igin
%98 capraz baglayan gluteraldehit miktar1 50 pl, %57 c¢apraz baglayan gluteraldehit
miktarinin 1,5625 ul ve hi¢ ¢apraz baglanma olmayan gluteraldehit mikrari ise 0 ul olarak
belirlenmistir. Hacmi 2 ml olan poliakrilamidli jellerin igersine ilave edilecek gluteraldehit
miktarlart bu dogrultuda hesaplandi. Bu degerler %98 c¢apraz baglayan gluteraldehit
miktar1 33 pl, %57 capraz baglayan gluteraldehit miktarinin 1,04 pl ve hi¢ capraz
baglanma olmayan gluteraldehit mikrari ise 0 pl olarak hesaplandi. Gluteraldehitin bu
miktarlar1 hazirlanan poliakrilamidli jellerin igerisine ilave edildi. Tim oranlarda jeller

hizli bir sekilde polimerlesti (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. Farkli oranlarda gluteraldehit miktarlar1 ile sentezlenen hidrojeller

3.2.4. Spirulina sp.’nin Sentezlenen Hidrojel ortamina ilave edilmesi
Fibroin/gluteraldehit ¢apraz bagl poliakrilamid ilavesi hazirlanan ve belirlenen {i¢
ornek (%98, %57, %0 gluteraldehit capraz baglh jeller) hazirlanmis olup canli Spirulina
sp.’den 400 mg tartilarak sentez ortamina ilave edilmistir. Tiim jellerde Spirulina sp.’nin
eklenmesinin jellesmeye olumsuz bir katkisi olmamistir. Gluteraldehit miktar1 fazla olan
jel’de Spirulina sp’nin yasam siiresinin digerlerine kiyasla daha kisa oldugu gozlem
sonuglarina gore belitlenmistir. Ug jel 10 giin siiresince oda sicakliginda muhafaza

edilmistir.

Sekil 3.5. Farkli oranlarda gluteraldehit i¢ceren Spirulina ilave edilmis hidrojeller

3.3. Kizilotesi Spektroskopi Analizi Sonuglari
Karsilastirmali sonuglar Sekil 3.6., Sekil 3.8., Sekil 3.10. ve Sekil 3.12 de egriler iist
iiste gelecek sekilde sunulmustur. Sekil 3.7., Sekil 3.9., Sekil 3.11. ve Sekil 3.13’de egriler
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ayr1 ayr1 verilmistir. Ipek bocegi kokonu ve zamki giderilmis ipek fibroini &rnekleri
incelenmistir (Sekil 3.6. ve Sekil 3.7.).

Saf bilesenlerin grafigi incelendiginde karboksilik asit gruplarinda (-COO-H),
hidroksil gruplarinda (O-H) ve amin/amid baglarinda (N-H) kararsiz proton baglari
beklendigi gibi 3400 cm™ ile 3200 cm™ civarinda genis bir pik olarak gozlemlendi. 3300
cm-1'de alifatik (—C-H) pikler gozlendi. 3200 cm™ ile 3000 cm™ arasinda alkol (O-H)
bagindan kaynaklanan zayif pik, 1650-1600 cm? civarinda gozlenen keskin pik ise karbon-
karbon (C=C) bagindan kaynakli ve 1550-1500 cm™ civarinda gozlenen keskin gerilme
pikin ise nitro bilesiminden (N-O) kaynakli oldugu diisiiniilmiistir. 1450 cm™de ise
gozlenen genis pik metil grubundan (C-H), 1225-1200 cm™ arasindaki gerilme piki vinil
eter (C-O) bagindan 1000 cm™ ile 1200 cm™ arasindaki gerilme titresimlerinin ise (C-O)
bagindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Kokon ile zamki giderilmis ipek fibroin
karsilagtirildiginda zamki giderilmis ipek fibroinin piklerinin daha derin oldugu kararsiz

proton baglarinin arttig1 gézlemlenmistir (Sekil 3.6. ve Sekil 3.7.).
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Sekil 3.6. Ipek bocegi kokonu ve ipek fibroin FTIR analiz sonucu
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Sekil 3.7. Ipek bdcegi kokonu ve Ipek fibroin ayri FTIR analiz sonucu

Capraz baglanma oran1 %98, %57 ve %0 olan ti¢ farkl1 gluteraldehit ¢apraz bagh
fibroin hidrojel numuneleri ayr1 degerlendirilmistir. Saf numune ile karsilastirildiginda
karboksilik asit gruplarinda (-COO-H), hidroksil gruplarinda (O-H) ve amin/amid
baglarinda (N-H) 3400 cm™ ile 3200 cm™ civarinda ve 3300 cm™de alifatik (—~C-H)
baglarinda, 1650-1600 cm™ civarinda gézlenen karbon-karbon (C=C) pikinde, 1550-1500
cm™? civarinda gozlenen nitro bilesiminden (N-O) kaynakli pikte ve 1450 cm™ ‘de
gdzlenen metil grubu (C-H) piklerinin siddetinde azalma gézlenmektedir. 1225-1200 cm™
arasindaki vinil eter (C-O), 1000 cm™ ile 1200 cm™ arasindaki gerilme titresimlerinin ise
C-O baglarindan 3200-2700 cm™ civarinda belirgenlesen gerilme pikinin ise gluteraldehitin
O-H grubundan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Capraz baglanma orani arttik¢a kararsiz

proton baglari beklendigi gibi azaldigi gézlenmistir (Sekil 3.8. ve Sekil 3.9.).
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Sekil 3.8. Fibroint+Gluteraldehit (%0, %50, %100) capraz baglanmasi ile olusan hidrojelin
FTIR analizi
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Sekil 3.9. Fibroin+Gluteraldehit (%0, %50, %100) ¢apraz baglanmast ile olusan hidrojelin
ayr1 FTIR analizleri

Capraz baglanma orant %98, %57 ve %0 olan ii¢ farkli gluteraldehit miktari
hazirlanan poliakrilamid igeren fibroin hidrojellere ilave edilerek analizi gerg¢ekletirilmistir.
3400 cm™ ile 3200 cm™ civarinda gézlemlenen karboksilik asit (-COO-H), hidroksil (O-H)
ve amin/amid (N-H) gruplarindan kaynaklanan genis pikin ve 1800-1400 cm™ arasinda

gozlenen pik siddetlerinde azalma gozlenmistir. Fibroinden gelen vinil eter (C-O) bagindan



42

geldigi diisiiniilen 1225-1200 cm™ arasindaki gerilme pikinin séniimlendigi gozlenmistir
(Sekil 3.10. ve Sekil 3.11.).
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Sekil 3.10. PAA+Fibroin+Gluteraldehit (%0, %50, %100) capraz bagh hidrojellerin FTIR
analizi
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Sekil 3.11. PAA+Fibroin+Gluteraldehit (%0, %50, %100) capraz bagl hidrojellerin ayr1
FTIR analizleri

%100, %50 ve %0 Gluteraldehit c¢apraz bagli poliakrilamid ilaveli fibroin
hidrojellere Spirulina sp. ilave edilerek pikler incelenmistir. 3400 cm™ ile 3200 cm™

civarinda genis bir pik olarak gézlemlendi. Bu genis pikin Spirulina sp. 6rneginden gelen
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N-H bagindan kaynaklandigi diistinilmektedir. Bu genis pikin derinligi gluteraldehit
capraz baglama orani arttik¢a azaldigi gdzlenmektedir. 2800 cm™ ile 3000 cm™ civarinda
gozlenen pikin ise C-H bagindan kaynakli oldugu diisiintilmiistiir. Piklerin diger piklerle
benzerlik gosterdigi goriilmiis ¢capraz baglanma orami arttikca pik siddetinde soniimleme
olmustur. 880 + 20 cm™ civarinda sadece Spirulina érneginde bir pik gozlenmis olup bu
pikin Spirulina sp.’nin igerigindeki C-H bagindan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Bu

bagin ¢apraz baglanma orani arttik¢a soniimlendigi gézlenmistir.
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Sekil 3.12. PAA+Fibroint+Gluteraldehit (%0, %50, %100) capraz bagli Spirulina ilaveli
hidrojellerin FTIR analizleri
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Sekil 3.13. PAA+FibrointGluteraldehit (%0, %50, %100) ¢apraz bagli Spirulina ilaveli
hidrojellerin ayr1 FTIR analizleri
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3.4. ABTS [2,2'-azino bis-(3-etilbenzotiazolin-6 siilfonat)] Radikal Temizleme Aktivite
Tayini

%ABTS tahlili, gii¢lii bir antioksidan ajan (KMnO4 veya K;S,0g) ile reaksiyona
girerek antioksidan aktiviteyi belirler. Burada gerceklestirilen ABTSel olusumu igin
teknik, bariz bir sekilde (ABTS ile mavi/yesil ABTSe1 kromoforunun olusumu ve 734 nm
dalga boylarinda absorpsiyon ile potasyum persiilfat reaksiyonu) igerir (Sekil 3.14.). Yiizde
antioksidan miktar1 hesaplanmistir (Sekil 3.15.).

Sekil 3.14. (ABTSe+) reaktifinin eklenmesini takiben kademeli renk degisimini gosteren
%ABTS, 96 kuyulu mikroplakalar
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% ABTS Antioksidan Aktivite

100

ABTS (%)

Sekil 3.15. Hidrojeller ve hesaplanan %ABTS antioksidan aktivite oranlari

3.4. Termal gravimetrik analizi (TGA)

Hidrojellerin termal 6zellikleri TGA ile belirlendi. Numuneler azot atmosferi altinda
10 °C/dk 1s1itma hiziyla 0 ila 800 °C arasinda ¢aligtirilmastir.
Poliakrilamid ilaveli ipek fibroin/ gluteraldehit ¢apraz bagli Spirulina sp. ilaveli ipek
fibroin/poliakrilamid (100/0), ipek fibroin/poliakrilamid (70/30), ipek fibroin/poliakrilamid
(50/50) oranlar1 ayr1 ayr1 termogravimetrik egrileri incelenmisti. Bu oranlara sahip
hidrojeller ile %50 gluteraldehit ¢apraz baglanmis hidrojeller ise ayr1 olarak incelenmistir.
Ipek  fibroin/poliakrilamid ~ (100/0), ipek fibroin/poliakrilamid  (70/30), ipek
fibroin/poliakrilamid (50/50) igeren grafiklere baktigimizda kiitle kayb1 yaklagik 100°C ile
230-250 °C sicaklik araliginda degisen bolgede olmaktadir (Sekil 3.16., Sekil 3.17. ve
Sekil 3.18.). Buradaki kiitle kaybi1 protein zincirindeki peptit baglarinin bozulmasi
sonucunda meydana gelmektedir. %350 gluteraldehit c¢apraz baglanmig hidrojelleri
inceledigimizde ise belirgin kiitle kaybinin 200 ile 300 °C araliginda oldugu gozlenmistir.
Gluteraldehit ¢apraz baglanma ile baglar kuvvetlendirilmis ve bozulma daha yiiksek

sicakliklarda bagladig1 gozlenmistir.
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Sekil 3.16. Ipek fibroin/poliakrilamid (100/0) hidrojelin TGA analizi
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Sekil 3.17. Ipek fibroin/poliakrilamid (70/30) hidrojelin TGA analizi
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Sekil 3.18. Ipek fibroin/poliakrilamid (50/50) hidrojelin TGA analizi
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Sekil 3.19. Ipek fibroin/poliakrilamid (100/0) ve gluteraldehit ilaveli (%50 capraz
baglammis) hidrojelin TGA analizi
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Sekil 3.20. Ipek fibroin/poliakrilamid (70/30) ve gluteraldehit ilaveli (%50 capraz
baglammis) hidrojelin TGA analizi
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Sekil 3.21. Ipek fibroin/poliakrilamid (50/50) ve gluteraldehit ilaveli (%50 capraz
baglammis) hidrojelin TGA analizi
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Hazirlanmis jel orneklerine tampon ve besiyerileri ilave edilmisti. Her bir 6rnegin

belirlenen saatlerde oksijen probu ile &l¢iimii yapildi. Olgiim sonuglar1 (Tablo 3.5.)

gosterildigi gibi belirlendi

Tablo 3.5. Oksijen salinim deneyi elde edilen veriler

Saat 0 2 4 24 48 72
SF tamponu pH: 5.7 351 | 358 |4,08 | 476 | 7,49 6,63
SF tamponu pH: 5.7 + Jel 3,39 | 3,46 | 3,87 | 440 | 7,75 2,39
SF tamponu pH: 5.7 + Jel+ Spirulina | 3,29 | 3,52 | 3,99 | 2,46 | 2,56 1,64
SF tamponu pH: 7.4 3,77 | 390 | 417|416 | 7,50 6,30
SF tamponu pH: 7.4 + Jel 3,16 | 350 | 3,96 | 429 | 7,60 2,19
SF tamponu pH: 7.4 + Jel+ Spirulina | 3,10 | 3,93 | 4,08 | 2,75 | 2,89 1,40
BG11 Besiyeri 3,17 | 449 | 446 | 4,06 | 8,36 7,21
BG11 Besiyeri+ Jel 412 | 445 | 433 | 418 | 6,31 2,48
BG11 Besiyeri+ Jel+ Spirulina 403 | 428 | 4,46 | 2,85 | 2,02 1,76

3.6. Antimikrobiyel aktivite testi

Gram-negatif bakterilerden Escherichia coli (E. coli, ATCC 25922) ve Gram-pozitif

bakterilerden Staphylococcus aureus (S. aureus, ATCC 25923) antibakteriyal test igin

kullanilmistir. Ug &rnek seklinde calisiimustir. Ornek 1: sadece Spirulina ‘dan olusmaktadir.

Ornek 2: Ipek fibroin/Poliakrilamid (50-50) ve %50 capraz baglanmis gluteraldehit

icermektedir. Ornek 3: Ipek fibroin/Poliakrilamid (50-50) ve %50 capraz baglanmis

gluteraldehit ve Spirulina igermektedir. OD degerleri 0.1 ve 0.3 olacak sekilde iki farkli

yogunluk tercih edilmistir. iki bakteri tiiri ayr1 olarak degerlendirilmistir. Zone caplar
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Olgtilmistiir. Gram-negatif bakterilerden Escherichia coli (E. coli, ATCC 25922) olan
bakteri tizerinde daha etkin sonug elde edilmistir (Sekil 3.22.ve Sekil 3.23.).

Sekil 3.22. Escherichia coli (E. coli, ATCC 25922) iizerinde antimikrobiyal aktivite testi
(0D 0.1)

Sekil 3.23. Escherichia coli (E. coli, ATCC 25922) {izerinde antimikrobiyal aktivite testi
(0D 0.3)



o1

Sekil 3.24. Staphylococcus aureus (S. aureus, ATCC 25923) iizerinde antimikrobiyal
aktivite testi (OD 0.1)

Sekil 3.25. Staphylococcus aureus (S. aureus, ATCC 25923) iizerinde antimikrobiyal
aktivite testi (OD 0.3)
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4. TARTISMA

Deri, i¢ organlar1 dis ortamdan korumak ve viicudun dehidrasyonunu énlemek igin
onemli bir dogal bariyer organ [104] olup hasar gordiigiinde korunan mekanizmasini
kaybeder. Boyle durumda mikroorganizmalar kolayca istila eder ve koloniler olusturmaya
baslar bu da ciddi yara enfeksiyonuna yol agarak iyilesme siirecini engeller ve hatta yasami
tehdit eden komplikasyonlara neden olur [105]. Ek olarak, siddetli yara dehidrasyonu ideal
nemli iyilesme ortamini bozar ve yara iyilesmesini geciktirir [106]. Bu nedenle, hasarli
cildi enfeksiyonlardan ve dehidrasyondan korumak i¢in yeni materyaller gelistirmek igin
onemli gabalar sarf edilmektedir. Bu amagla, pamuk yiinii, dogal veya sentetik bandajlar ve
gazli bezler gibi geleneksel kuru pansumanlar yara iyilesmesinin ilk asamalari i¢in énemli
olup ancak bunlar kurudurlar ve nemli bir ortam saglayamazlar ayrica genellikle kuru
yaraya yapisabilirler yiizeyler ve son olarak ¢ikarildiktan sonra travmaya neden olur [107].
Bu dezavantajlarin iistesinden gelmek i¢in nemli yara iyilesmesi kavramindan ilham alan
arastirmacilar ¢esitli 1slak pansumanlar gelistirdiler [108 ve 109]. Bunlar arasinda
hidrojellere 6zel dikkat gosterildi ¢ilinkii yara ara yiizeyinde nemli bir ortam tutabiliyorlar.
Gaz degisimi, mikroorganizmalar igin bir bariyer gorevi goriir, fazla eksudalar
uzaklastirir, miikkemmel biyouyumluluga sahiptir, yaranin hizli iyilesmesini destekler ve
travma olmadan kolayca ¢ikarilabilir [110 ve 111]. Tiim bu 6zellikler dikkate alinarak yara
i¢in en uygun Ortli tasarlanmasi1 amaciyla hidrojel yara ortiisii tercih edilmistir.

Dogal polimerler, sentetik polimerlere kiyasla biyouyumluluklari, diisiik
immiinojenisiteleri ve klinik iglevleri nedeniyle daha fazla kullanilmistir [112 ve 113].
Bunlar arasinda Bombyx mori'den ekstrakte edilen ipek fibroin (SF), benzersiz biyolojik
davranisi, biyouyumlulugu, biyolojik bozunabilirligi, yiiksek su ve oksijen alimi, diisiik
immiinojenisitesi ve saglam mekanik 6zellikleri nedeniyle son zamanlarda dikkat cekmistir
[114, 115, 116]. Bu yiizden dogal bir hidrojel ¢esidi olan Bombyx mori'den ekstrakte
edilen ipek fibroin (SF) hidrojel yapiminda tercih edilmistir.

Ipek fibroin hidrojeller diizensiz ve kararsiz bir yapiya sahiptir. Ipek fibroin rastgele
bobinden PB-tabakasma konformasyonel bir gegisini indiiklemek ve Ipek fibroinin peptit
zincirleri arasindaki etkilesimi etkilemek i¢in bir¢ok farkli capraz baglayici ile caligsmalar
yapilmistir (BDGE, glutaraldehit vb). Gluteraldehit capraz baglayicisinin nihai olarak
antimikrobiyal o6zelliginin bulunma sebebiyle capraz baglayict olarak kullanilmistir.
Hidrojelin nihai ozellikleri dikkate alindiginda aglar arasindaki biiylik bosluk olup bu

bosluk yara tedavisi i¢in kullanilan hidrojel i¢in dezavantaj olusturmaktadir. Bu durum ¢ok
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daha yiiksek nihai Ozelliklere sahip yeni hidrojelleri nasil sentezleyebiliriz sorusunu
akillara getirmektedir. Bu sorulara cevap olarak gluteraldehit ile capraz baglayarak diizgiin
konformasyonda elde ettigimiz hidrojele poliakrilamid ilave ederek kirilmayan, esnek,
dayanikli ve biiyiik olan gozenek boyutlari doldurulmustur. Ayrica ilave edilen Spirulina
ile gozenek boyutlart doldurulmustur [117]. Biiyiik olan gézenek boyutlarini doldurarak
dig ortamdan yara tizerine gegecek mikroorganizmalara kapali hale getirilmistir.

Yara iyilesmesi, dort siirekli ortiisen ve kesin olarak programlanmis asamadan olusan
dinamik bir siirectir. Her asamadaki olaylar kesin ve diizenli bir sekilde ger¢eklesmelidir.
Islemdeki kesintiler, anormallikler veya uzama yara iyilesmesinin gecikmesine veya
iyilesmeyen kronik bir yaraya neden olabilir. Yetiskin insanlarda optimal yara iyilegsmesi
su olaylar1 icerir: (1) hizli hemostaz; (2) uygun iltihaplanma; (3) mezenkimal hiicre
farklilasmasi, ¢ogalmasi ve yara bdlgesine goc; (4) uygun anjiyogenez; (5) hizli yeniden
epitelizasyon (yara ylizeyi lizerinde epitel dokusunun yeniden biiylimesi); ve (6) iyilesen
dokuya gii¢ saglamak icin kolajenin uygun sentezi, capraz baglanmasi ve hizalanmasidir
[118].

Birden fazla faktor, yara iyilesmesinin bozulmasina neden olabilir. Genel olarak,
onarimi etkileyen faktorler lokal ve sistemik olarak kategorize edilebilir. Lokal faktorler,
yaranin kendisinin ozelliklerini dogrudan etkileyen faktorler iken sistemik faktorler,
bireyin iyilesme yetenegini etkileyen genel saglik veya hastalik durumudur. Bu faktorlerin
cogu birbiriyle iligkilidir ve sistemik faktorler yara iyilesmesini etkileyen lokal etkiler
yoluyla hareket eder.

Iyilesmeyi etkileyen yerel faktdrlerden biri olan oksijen, hiicre metabolizmasi,
ozellikle ATP aracilifiyla enerji liretimi i¢cin Onemlidir ve neredeyse tiim yara iyilesme
stirecleri igin kritik 6neme sahiptir. Yaralar1 enfeksiyondan korur, anjiyogenezi indiikler,
keratinosit farklilagsmasini, go¢iinii ve yeniden epitelizasyonu arttirir, fibroblast
proliferasyonunu ve kollajen sentezini arttirir ve yara kontraksiyonunu destekler [119].
Vaskiiler bozulma ve metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan yiiksek oksijen tiikketimi
nedeniyle erken yaranin mikro ¢evresi oksijenden yoksundur ve olduk¢a hipoksiktir.
llerleyen yas ve diyabet de dahil olmak iizere gesitli sistemik kosullar bozulmus vaskiiler
akisa neden olabilir ve bodylece zayif doku oksijenasyonu i¢in zemin hazirlayabilir.
Iyilesme baglaminda, bu zayif perfiizyon katmam hipoksik bir yara olusturur. Kronik

yaralar Ozellikle hipoksiktir; doku oksijen gerilimleri, 30 ila 50 mmHg'lik kontrol doku
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degerlerinin aksine, kronik vyaralarda 5 ila 20 mmHg arasinda transkutan olarak
olgtilmistiir [120].

Ozetle, optimum yara iyilesmesi i¢in uygun oksijen seviyesi ¢ok dnemlidir. Hipoksi,
bliylime faktorlerinin salmimi ve anjiyogenez gibi yara iyilesmesini uyarir, iyilesme
slirecini siirdiirmek i¢in oksijene ihtiyag¢ vardir [119].

Bazen doku hipoksisinin etkisinin iistesinden gelebilecek bir terapotik segenek,
hiperbarik oksijen tedavisidir. HBOT hipoksik yaralar i¢in etkili bir tedavi olabilirken,
kullanilabilirligi sinirhdir. Bu sebeple yaraya oksijen saglayacak metotlar gelistirilmesi
gerekli goriilmustiir. Calismamiz ile yaraya oksijen bir mikroorganizma ile saglanmis ve
bu mikroorganizma gida alaninda en ¢ok tercih edilen Spirulina olmustur. Spirulina tercih
edilirken yara icin oksijen saglamak Oncelikli amag olup toksik 6zelliginin bulunmamasi
en 6nemli etken olmustur [119 ve 120].

Iyilesmeyi etkileyen diger bir yerel faktor enfeksiyondur. Deri bir kez yaralandiginda
normalde deri yiizeyinde tutulan mikroorganizmalar alttaki dokulara erigsim saglar. Deri
dokusu, organlar1 enfeksiyonlara ve c¢evresel degisikliklere karsi korumak i¢in bir bariyer
olarak kritik bir role sahiptir. Bu nedenle cilt ¢esitli kimyasal, mekanik, termal ve
mikrobiyal ajanlardan dogrudan etkilenir. Ideal bir pansuman yara ara yiizeyinde nemli bir
ortam saglamali, ek eksudalar1 uzaklastirmali, gaz degisimine izin vermeli ve
mikroorganizmalara karsi bir bariyer gorevi gormelidir. Geleneksel pansumanlar esas
olarak tiftik, pamuk yiinii ve ¢ikarildiktan sonra yaralanmaya ve eksik doku biiyiimesine
neden olan ¢esitli emicilik derecelerine sahip sentetik ve dogal gazli bezler ve bandajlardan
olusur. Bu nedenle, yara iyilesmesini indiikleyen ve birikmesini destekleyen biyoaktif
malzemelere dayali biyolojik olarak pargalanabilen yara ortiileri arzu edilir. Tasarladigimiz
hidrojel ile antimikrobiyal ozelligi zayif olan fibroinin aktivitesi gluteraldehit,
poliakrilamid ve Spirulina ile arttirllmis ve yiiksek antimikrobiyal ozellige sahip bir
hidrojel elde edilmistir. Boylece enfeksiyonlara agik olan yara yiizeyi antimikrobiyal bir
malzeme ile kapatilmis ve iyilesmeyi etkileyen bir faktor daha elimine edilmistir [121].

Daha sonra, eksiidalart emmek, oksidatif stresi iyilestirmek ve hiicre ¢ogalmasim
tesvik etmek icin iyi biyouyumluluk ve antioksidan &zelliklere sahip hidrojeller
dretilmistir. Yeni gelistirilen bircok antioksidan hidrojel, sicaklik duyarliligi ve
antimikrobiyal aktivite gibi kronik yaralarin terapotik etkisini daha da artiracak ek ¢ok
islevli 6zelliklere sahiptir. Su anda, antioksidan hidrojellerin ¢ogu, antioksidan etki elde

etmek ve bodylece kronik yaralari tedavi etmek i¢in fonksiyonel ilag molekiilleri
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(antioksidanlar gibi) ile yiiklenmistir. Ancak hidrojellere yiiklenen antioksidanlarin ilag
yiikkleme ve salma davraniglar1 gibi bir¢ok zorluk vardir. Bazi biyolojik antioksidanlar
(enzimler gibi), aktivitelerini korumak icin antioksidan hidrojellerin etkili tedavisini
sinirlayan 6zel koruyucu kosullar bile igerir. Hidrojellere yiiklenen antioksidanlarin
yikleme ve salma islemindeki zorluk nedeni ile hidrojelin antioksidan aktivitesini
arttirmak i¢in uygun bilesen elde edilmesi Onemli bir problem teskil etmektedir.
Calismamizda kullandigimiz Spirulina ile aym1 zamanda antioksidan aktivitesini de
arttirmis olmaktayiz. BOylece Spirulina ile sadece oksijen saglanmamis ayni zamanda
antimikrobiyal ve antioksidan Ozellik kazandirilmis olmaktadir. Bu  sayede
multifonksiyonel bir iiriin elde edinilmis olunmaktadir [122].

Hidrojel olusumunda gluteraldehitin farkli miktarlarda uygulanmasi ile ¢aprazlama
yiizdeleri %100, %50, %0 bulunmustur. Elde edilen tiim hidrojellerin yapisal olarak esnek
oldugu kullanima uygun saglamlikta oldugu ancak GA miktarlart fazla olan %100
caprazlanan hidrojellerinin, diger hidrojellere gore ¢ok daha fazla sarimtirak ve daha sert
bir yapiya sahip oldugu goézlenmistir. Bu durum ¢apraz baglayici miktarinin artmasiyla
polimer zincirlerinin birbirlerine daha fazla noktadan baglanmasi ve bdylece yapinin daha

da sikilasarak esnekliginin azalmasi seklinde agiklanabilir [123].
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tezin amaci, iyilesmesi zaman alan agik yaralara sahip hastalarda kullanilabilecek
tyilestirici Ozelligi olan bu iiriin ile iliskili hastaliklarda yara oOrtii malzemesi olarak
kullanilabilecek bir biyomateryal platformun hazirlanmasidir ve bu tez kapsaminda yapilan
deneylerde farkli hidrojel iskelelerinin basarili bir sekilde hazirlanmasi ve karakterize
edilmesi saglanmistir.

e Sentezlenen farkli hidrojeller degerlendirilmistir. Porozite yapisinin diizgiinliigii, jel
yapisinin esnek olmasi ve jelin siyanobakteri gelismesi i¢in uygun olmasi géz oniine
alindiginda %50 gluteraldehit capraz bagli poliakrilamid katkili fibroin igeren
hidrojelin optimum 6zelliklere sahip olduguna karar verilmis ve projenin bir sonraki
adimi i¢in bu oranlar kullanilarak hidrojeller hazirlanmistir.
eTim hidrojel Orneklerinin antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir. En yiiksek
antimikrobiyal aktiviteye sahip hidrojelin %50 gluteraldehit c¢apraz bagh
poliakrilamit ve Spirulina ilaveli hidrojel oldugu gézlenmistir. Literatiirde belirtildigi
tizere gluteraldehitin ve poliakrilamidin antimikrobiyal aktivitesinin var oldugu
gozlemlenmis Spirulina’nin ise antimikrobiyal aktivite lizerine soniimleyici etkisinin
bulunmadig: Spirulina n:n da antimikrobiyal etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir.

e Tiim ornekler (Poliakrilamid, Spirulina igeren poliakrilamid, Fibroin hidrojel,

Spirulina ve poliakrilamid igeren %100 gluteraldehit ¢apraz bagh fibroin hidrojel,

Spirulina ve poliakrilamid i¢eren %50 gluteraldehit ¢apraz bagli fibroin hidrojel) ayri

ayr1 degerlendirilmis tiim drneklerin %ABTS aktivitesi yiiksek oldugu gézlenmistir.

e FT-IR sonuglari incelendiginde: ¢apraz baglanma orani %98, %57 ve %0 olan {i¢

farkli gluteraldehit ¢apraz bagh fibroin hidrojel numuneleri ayr1 degerlendirilmistir.

Capraz baglanma oranmi arttikga kararsiz proton baglari beklendigi gibi azaldig

gdzlenmistir. Spirulina sp. ilave edilen drneklerde pikler incelenmis 3400 cm™ ile

3200 cm™ civarinda genis bir pik olarak gozlemlenmistir. Bu genis pikin Spirulina

sp. oOrneginden gelen N-H bagindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Capraz

baglanma orani arttik¢a bu baglarin soniimlendigi gozlenmistir.

eTermal gravimetrik analiz ise ipegin Ongoriilebilir uzun vadeli bozunma

Ozelliklerine sahip biyomateryal oldugunu destekler. Analiz sonucunda capraz

baglanma oranmi arttikga ve poliakrilamid ilavesinin malzemenin ilk bozulma

sicakligint arttirict 6zellige sahip oldugunu gostermektedir.
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e Oksijen deneyleri yapilmistir. Oksijen deneyleri sonucunda Spirulina’nin
hazirlanan ortamlarda yasamini devam ettirdigi gdzlenmistir ancak analizler yara i¢in
yeterli oksijeni saglayip saglamadig tespit edilememistir. Bu durum deneylerin acik
ortamda yapiliyor olmast elimizde yeteri kadar teknik donanimin olmamasi
yiiziinden netlik kazandirilamamustir. Spirulina’nin bu ortamda yasamina devam

etmesi ¢alismanin gergeklestirilebilecegini gostermistir.

Sonug olarak, stabil depolama 6zelliklerine sahip, tiretimi ve kullanimi kolay, dokuya
yapisan mikroalg hidrojel yamalar1 kullanarak, dokulara dogal, son derece giivenilir, nemli

oksijen verilmesi i¢in yeni bir konseptin potansiyel fizibilitesini gosteriyoruz.



58

KAYNAKCA

1. Deb, J., Das, M., & Das, A. (2017). Excellency of natural polymer in drug delivery
system: A Review. IJPBA, 5, 17-22.

2. Singh, J. (2016). Natural polymers based drug delivery systems. World J Pharm Pharm
Sci, 5(4), 805-816.

3. Sabir, M. I, Xu, X., & Li, L. (2009). A review on biodegradable polymeric materials for
bone tissue engineering applications. Journal of materials science, 44(21), 5713-
5724,

4. Dumitriu, S. (2002). In Polymeric Biomaterials; Dumitriu, S., Ed.

5. Sen, T. Hiyerarsik gozenekli iskelelerin dogal polimerler kullanilarak doku miihendisligi
uygulamalart i¢in hazirlanmasi (Master's thesis, Fen Bilimleri Enstitiisii).

6. Hills, P. O. (2012). Natural polymers: an overview. Natural Polymers: Volume 1:
Composites, 1.

7. Lu, Q., Zhang, X., Hu, X., & Kaplan, D. L. (2010). Green process to prepare silk
fibroin/gelatin biomaterial scaffolds. Macromolecular bioscience, 10(3), 289-298.

8. Zhang, H., Li, L. L., Dai, F. Y., Zhang, H. H., Ni, B., Zhou, W., ... & Wu, Y. Z. (2012).
Preparation and characterization of silk fibroin as a biomaterial with potential for
drug delivery. Journal of Translational Medicine, 10(1), 1-9.

9. Kambe, Y., Kojima, K., Tamada, Y., Tomita, N., & Kameda, T. (2016). Silk fibroin
sponges with cell growth-promoting activity induced by genetically fused basic
fibroblast growth factor. Journal of Biomedical Materials Research Part A, 104(1),
82-93.

10. Kaewprasit, K., Promboon, A., Kanokpanont, S., & Damrongsakkul, S. (2014).
Physico-chemical properties and in vitro response of silk fibroin from various
domestic races. Journal of Biomedical Materials Research Part B: Applied
Biomaterials, 102(8), 1639-1647.

11. He, J., Liu, Y., Hao, X., Mao, M., Zhu, L., & Li, D. (2012). Bottom-up generation of
3D silk fibroin—gelatin microfluidic scaffolds with improved structural and biological
properties. Materials Letters, 78, 102-105.

12. Sawatjui, N., Damrongrungruang, T., Leeanansaksiri, W., Jearanaikoon, P., &
Limpaiboon, T. (2014). Fabrication and characterization of silk fibroin—
gelatin/chondroitin ~ sulfate/hyaluronic ~ acid  scaffold  for  biomedical
applications. Materials Letters, 126, 207-210.

13. Setyarini, P. H., & Mukaromah, A. H. (2018). The potential of silk fibroin as a
polymer composite reinforcement for bone implant materials. In MATEC Web of
Conferences (Vol. 204, p. 05017). EDP Sciences.



59

14. Wray, L. S., Hu, X., Gallego, J., Georgakoudi, I., Omenetto, F. G., Schmidt, D., &
Kaplan, D. L. (2011). Effect of processing on silk-based biomaterials:
Reproducibility and biocompatibility. Journal of Biomedical Materials Research
Part B: Applied Biomaterials, 99(1), 89-101.

15. Kundu, B., Kurland, N. E., Bano, S., Patra, C., Engel, F. B., Yadavalli, V. K., &
Kundu, S. C. (2014). Silk proteins for biomedical applications: Bioengineering
perspectives. Progress in polymer science, 39(2), 251-267.

16. Hardy, J. G., & Scheibel, T. R. (2010). Composite materials based on silk
proteins. Progress in Polymer Science, 35(9), 1093-1115.

17. Cheng, Y., Koh, L. D., Li, D., Ji, B., Han, M. Y., & Zhang, Y. W. (2014). On the
strength of B-sheet crystallites of Bombyx mori silk fibroin. Journal of the Royal
Society Interface, 11(96), 20140305.

18. Hu, X., Kaplan, D., & Cebe, P. (2006). Determining beta-sheet crystallinity in fibrous
proteins by thermal analysis and infrared spectroscopy. Macromolecules, 39(18),
6161-6170.

19. Wichterle, O., & Lim, D. (1960). Hydrophilic gels for biological
use. Nature, 185(4706), 117-118.

20. Kwon, Y., Song, M., Hwang, Y. G., Chang, S. H., & Hong, W. J. (2008). Effect of
materials structure and composition on properties of siloxane-containing
hydrogels. Current Applied Physics, 8(3-4), 486-489.

21. Osada, Y., & Gong, J. P. (1998). Soft and wet materials: polymer gels. Advanced
materials, 10(11), 827-837.

22. Guenther, M., & Gerlach, G. (2009). Hydrogels for chemical sensors. In Hydrogel
sensors and actuators (pp. 165-195). Springer, Berlin, Heidelberg.

23. Almdal, K., Dyre, J., Hvidt, S., & Kramer, O. (1993). Towards a phenomenological
definition of the term ‘gel’. Polymer gels and networks, 1(1), 5-17.

24. Shahirdavarpanah, S. (2015). Antimikrobiyal Ajan Salan Hidrojel Bazli Doku
Genigsleticilerin Gelistirilmesi.

25. Mahdavinia, G. R., Pourjavadi, A., Hosseinzadeh, H., & Zohuriaan, M. J. (2004).
Modified chitosan 4. Superabsorbent hydrogels from poly (acrylic acid-co-
acrylamide) grafted chitosan with salt-and pH-responsiveness properties. European
Polymer Journal, 40(7), 1399-1407.

26. Sezer, S. (2011). PEG ile Stabilize Edilmis Kollajen-Kitosan Hidrojellerin
Biyomalzeme Olarak Gelistirilmesi. Ankara Universitesi, Ankara.

27. Huglin, M. B., & Zakaria, M. B. (1986). Swelling properties of copolymeric hydrogels
prepared by gamma irradiation. Journal of applied polymer science, 31(2), 457-475.



28

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

60

. Duran, S., Solpan, D., & Giiven, O. (1999). Synthesis and characterization of
acrylamide—acrylic acid hydrogels and adsorption of some textile dyes. Nuclear
Instruments and Methods in Physics Research Section B: Beam Interactions with
Materials and Atoms, 151(1-4), 196-199.

Karadag, E., Saraydin, D., & Giiven, O. (1997). Cationic dye adsorption by
acrylamide/itaconic acid hydrogels in aqueous solutions. Polymers for Advanced
Technologies, 8(9), 574-578.

Oztop, H. N., Saraydin, D., Karadag, E., Caldiran, Y., & Giiven, O. (1998). Influence
of some aromatic amino acids on the swelling behavior of acrylamide/maleic acid
hydrogel. Polymer Bulletin, 40(4), 575-581.

Karadag, E., Saraydin, D., Cetinkaya, S., & Giiven, O. (1996). In vitro swelling studies
and preliminary biocompatibility evaluation of acrylamide-based
hydrogels. Biomaterials, 17(1), 67-70.

Ganji, F., Vasheghani, F. S., & VASHEGHANI, F. E. (2010). Theoretical description
of hydrogel swelling: a review.

Pal, K., Banthia, A. K., & Majumdar, D. K. (2007). Preparation and characterization
of polyvinyl alcohol-gelatin hydrogel membranes for biomedical applications. Aaps
Pharmscitech, 8(1), E142-E146.

Das, N. (2013). Preparation methods and properties of hydrogel: A review. Int. J.
Pharm. Pharm. Sci, 5(3), 112-117.

Saini, K. (2017). Preparation method, Properties and Crosslinking of hydrogel: a
review. PharmaTutor, 5(1), 27-36.

Peppas, N. A., Bures, P., Leobandung, W. S., & Ichikawa, H. (2000). Hydrogels in
pharmaceutical ~ formulations. European  journal of  pharmaceutics and
biopharmaceutics, 50(1), 27-46.

Park, H., Park, K., & Shalaby, W. S. (1993). Biodegradable hydrogels for drug
delivery. CRC Press.

Brahima, S. (2016). pH ve sicakliga duyarli hidrojellerin sentezlenmesi ve ila¢ salim
davranmiglarinin modellenmesi (Master's thesis, Inonli Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii).

Orlov, Y., Xu, X., & Maurer, G. (2005). Swelling of nonionic N-isopropyl acrylamide
hydrogels in aqueous solutions of (acetic acid or pyridine). Fluid phase
equilibria, 238(1), 87-94.

Osada, Y., & Khokhlov, A. (2001). Polymer gels and networks. CRC Press.

Gupta, P., Vermani, K., & Garg, S. (2002). Hydrogels: from controlled release to pH-
responsive drug delivery. Drug discovery today, 7(10), 569-579.



42

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49,

50.

51.

52.

61

Hennink, W. E., & van Nostrum, C. F. (2012). Novel crosslinking methods to design
hydrogels. Advanced drug delivery reviews, 64, 223-236.

Akalin, G. O. (2011). Jelatin hidrojellerinin sentezlenmesi, sisme/bozunma
davraniglarinin incelenmesi ve uygun immobilize lipaz—jelatin hidrojel sisteminin
olusturulmasi. Fen Bilimleri Enstitiisti. Ankara.

Karadag, E., & Saraydin, D. (2002). Swelling studies of super water retainer
acrylamide/crotonic acid hydrogels crosslinked by trimethylolpropane triacrylate and
1, 4-butanediol dimethacrylate. Polymer Bulletin, 48(3), 299-307.

Hoare, T. R., & Kohane, D. S. (2008). Hydrogels in drug delivery: Progress and
challenges. polymer, 49(8), 1993-2007.

Esposito, E., Cortesi, R., & Nastruzzi, C. (1996). Gelatin microspheres: influence of
preparation parameters and thermal treatment on chemico-physical and
biopharmaceutical properties. Biomaterials, 17(20), 2009-2020.

Shavandi, A., Bekhit, A. E. D. A, Sun, Z., & Ali, M. A. (2016). Injectable gel from
squid pen chitosan for bone tissue engineering applications. Journal of sol-gel
science and technology, 77(3), 675-687.

Hu, J. X., Cai, X., Mo, S. B., Chen, L., Shen, X. Y., & Tong, H. (2015). Fabrication
and characterization of chitosan-silk fibroin/hydroxyapatite composites via in situ
precipitation for bone tissue engineering. Chinese Journal of Polymer
Science, 33(12), 1661-1671.

Croisier, F., & Jérome, C. (2013). Chitosan-based biomaterials for tissue
engineering. European polymer journal, 49(4), 780-792.

Oh, J., Kim, K., Won, S. W., Cha, C., Gaharwar, A. K., Selimovi¢, S., ... &
Khademhosseini, A. (2013). Microfluidic fabrication of cell adhesive chitosan
microtubes. Biomedical microdevices, 15(3), 465-472.

Shaik, M. M., & Kowshik, M. (2016). Novel melt-down neutralization method for
synthesis of chitosan-silver scaffolds for tissue engineering applications. Polymer
Bulletin, 73(3), 841-858.

Zhao, W., Jin, X,, Cong, Y., Liu, Y., & Fu, J. (2013). Degradable natural polymer
hydrogels for articular cartilage tissue engineering. Journal of Chemical Technology
& Biotechnology, 88(3), 327-339.

53. Zheng, H., & Zuo, B. (2021). Functional silk fibroin hydrogels: preparation, properties

54,

55.

and applications. Journal of Materials Chemistry B, 9(5), 1238-1258.

Schopf, J. W. (1993). Microfossils of the Early Archean Apex chert: new evidence of
the antiquity of life. Science, 260(5108), 640-646.

Castenholz, R. W. (1992). Species usage, concept, and evolution in the cyanobacteria
(blue-green algae). Journal of Phycology, 28(6), 737-745.



62

56. Rippka, R. (1988). [1] Isolation and purification of cyanobacteria. Methods in
enzymology, 167, 3-27.

57. Abed, R. M., Dobrestov, S., Al-Kharusi, S., Schramm, A., Jupp, B., & Golubic, S.
(2011). Cyanobacterial diversity and bioactivity of inland hypersaline microbial mats
from a desert stream in the Sultanate of Oman. Fottea, 11(1), 215-224.

58. Vermaas, W. F. (2001). Photosynthesis and respiration in cyanobacteria. e LS.

59. Lupatini, A. L., Colla, L. M., Canan, C., & Colla, E. (2017). Potential application of
microalga Spirulina platensis as a protein source. Journal of the Science of Food and
Agriculture, 97(3), 724-732.

60. Wang, L., Pan, B., Sheng, J., Xu, J., & Hu, Q. (2007). Antioxidant activity of Spirulina
platensis extracts by supercritical carbon dioxide extraction. Food chemistry, 105(1),
36-41.

61. Zhang, L., Chen, L., Wang, J., Chen, Y., Gao, X., Zhang, Z., & Liu, T. (2015).
Attached cultivation for improving the biomass productivity of Spirulina
platensis. Bioresource technology, 181, 136-142.

62. Gad, A. S., Khadrawy, Y. A., EI-Nekeety, A. A., Mohamed, S. R., Hassan, N. S., &
Abdel-Wahhab, M. A. (2011). Antioxidant activity and hepatoprotective effects of
whey protein and Spirulina in rats. Nutrition, 27(5), 582-5809.

63. Villar, B. P. P. E. (2008). Iron-chelating ability and antioxidant properties of
phycocyanin isolated from a protean extract of Spirulina platensis Food Chem 2008
110436445. 47. Bermejo P, Pifero E, Villar MA: Iron-chelating ability and
antioxidant properties of phycocyanin isolated from a protean extract of Spirulina
platensis. Food Chem, 110, 436-445.

64. Estrada, J. P., Bescos, P. B., & Del Fresno, A. V. (2001). Antioxidant activity of
different fractions of Spirulina platensis protean extract. Il farmaco, 56(5-7), 497-
500.

65. El-Tantawy, W. H. (2016). Antioxidant effects of Spirulina supplement against lead
acetate-induced hepatic injury in rats. Journal of traditional and complementary
medicine, 6(4), 327-331.

66. Sun, Y., Chang, R., Li, Q., & Li, B. (2016). Isolation and characterization of an
antibacterial peptide from protein hydrolysates of Spirulina platensis. European
Food Research and Technology, 242(5), 685-692.

67. He, H. L., Chen, X. L., Wu, H., Sun, C. Y., Zhang, Y. Z., & Zhou, B. C. (2007). High
throughput and rapid screening of marine protein hydrolysates enriched in peptides
with  angiotensin-lI-converting enzyme inhibitory activity by capillary
electrophoresis. Bioresource Technology, 98(18), 3499-3505.

68. Lu, J., Sawano, Y., Miyakawa, T., Xue, Y. L., Cai, M. Y., Egashira, Y., ... & Tanokura,
M. (2011). One-week antihypertensive effect of lle-GIn-Pro in spontaneously
hypertensive rats. Journal of agricultural and food chemistry, 59(2), 559-563.



63

69. Pan, H., She, X., Wu, H., Ma, J,, Ren, D., & Lu, J. (2015). Long-term regulation of the
local renin—angiotensin system in the myocardium of spontaneously hypertensive
rats by feeding bioactive peptides derived from Spirulina platensis. Journal of
agricultural and food chemistry, 63(35), 7765-7774.

70. Wang, Z., & Zhang, X. (2016). Characterization and antitumor activity of protein
hydrolysates from Arthrospira platensis (Spirulina platensis) using two-step
hydrolysis. Journal of Applied Phycology, 28(6), 3379-3385.

71. Wang, Z., & Zhang, X. (2017). Isolation and identification of anti-proliferative
peptides from Spirulina platensis using three-step hydrolysis. Journal of the Science
of Food and Agriculture, 97(3), 918-922.

72. Wang, Z., & Zhang, X. (2016). Inhibitory effects of small molecular peptides from
Spirulina (Arthrospira) platensis on cancer cell growth. Food & function, 7(2), 781-
788.

73. Kim, N. H., Jung, S. H., Kim, J., Kim, S. H., Ahn, H. J.,, & Song, K. B. (2014).
Purification of an iron-chelating peptide from Spirulina protein hydrolysates. Journal
of the Korean Society for Applied Biological Chemistry, 57(1), 91-95.

74. Zhang, Y. Q. (2018). Preparation of silk fibroin nanoparticles and enzyme-entrapped
silk fibroin nanoparticles. Bio-protocol, 8(24), e3113-e3113.

75. Rockwood, D. N., Preda, R. C., Yiicel, T., Wang, X., Lovett, M. L., & Kaplan, D. L.
(2011). Materials fabrication from Bombyx mori silk fibroin. Nature
protocols, 6(10), 1612-1631.

76. Rockwood, D. N., Preda, R. C., Yicel, T., Wang, X., Lovett, M. L., & Kaplan, D. L.
(2011). Materials fabrication from Bombyx mori silk fibroin. Nature
protocols, 6(10), 1612-1631.

77. Mandal, B. B., Kapoor, S., & Kundu, S. C. (2009). Silk fibroin/polyacrylamide semi-
interpenetrating network hydrogels for controlled drug release. Biomaterials, 30(14),
2826-2836.

78. Dineshkumar, R., Narendran, R., & Sampathkumar, P. (2016). Cultivation of Spirulina
platensis in different selective media.

79. Juric, D., Rohner, N. A., & von Recum, H. A. (2019). Molecular imprinting of
cyclodextrin  supramolecular  hydrogels improves drug loading and
delivery. Macromolecular bioscience, 19(1), 1800246.

80. PALANTOKEN, A., YILMAZ, M. S.,, YAPAOZ, M. A., & PISKIN, S. (2015).
Investigation of antibacterial properties of hydrogel containing synthesized TiO2
nanoparticles. Sigma Journal of Engineering and Natural Sciences, 33(1), 1-7.

81. Brannan, R. G., Connolly, B. J., & Decker, E. A. (2001). Peroxynitrite: a potential
initiator of lipid oxidation in food. Trends in Food Science & Technology, 12(5-6),
164-173.



64

82. Aeschbach, R., Halliwell, B., Loliger, J., & Aruoma, O. 1. (1995). The characterization

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

of antioxidants. Food Chem Toxicol, 33, 601-617.

McCord, J. M. (2000). The evolution of free radicals and oxidative stress. The
American journal of medicine, 108(8), 652-659.

Rice-Evans, C., Halliwell, B., & Lunt, G. G. (1995). Free radicals and oxidative
stress: environment, drugs and food additives. Portland Press Ltd..

Scalbert, A., Manach, C., Morand, C., Rémésy, C., & Jiménez, L. (2005). Dietary
polyphenols and the prevention of diseases. Critical reviews in food science and
nutrition, 45(4), 287-306.

Niki, E. (2010). Assessment of antioxidant capacity in vitro and in vivo. Free Radical
Biology and Medicine, 49(4), 503-515.

Young, I. S., & Woodside, J. V. (2001). Antioxidants in health and disease. Journal of
clinical pathology, 54(3), 176-186.

Macedo, L. F. L., Rogero, M. M., Guimarées, J. P., Granato, D., Lobato, L. P., &
Castro, I. A. (2013). Effect of red wines with different in vitro antioxidant activity on
oxidative stress of high-fat diet rats. Food chemistry, 137(1-4), 122-129.

Prior, R. L., Wu, X., & Schaich, K. (2005). Standardized methods for the determination
of antioxidant capacity and phenolics in foods and dietary supplements. Journal of
agricultural and food chemistry, 53(10), 4290-4302.

Schlesier, K., Harwat, M., Bohm, V., & Bitsch, R. (2002). Assessment of antioxidant
activity by using different in vitro methods. Free radical research, 36(2), 177-187.

Arnao, M. B. (2000). Some methodological problems in the determination of
antioxidant activity using chromogen radicals: a practical case. Trends in Food
Science & Technology, 11(11), 419-421.

Villafio, D., Fernandez-Pachén, M. S., Troncoso, A. M., & Garcia-Parrilla, M. C.
(2004). The antioxidant activity of wines determined by the ABTS+ method:
influence of sample dilution and time. Talanta, 64(2), 501-509.

Arts, M. J., Dallinga, J. S., Voss, H. P., Haenen, G. R., & Bast, A. (2004). A new
approach to assess the total antioxidant capacity using the TEAC assay. Food
Chemistry, 88(4), 567-570.

Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., & Rice-Evans, C.
(1999). Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation
decolorization assay. Free radical biology and medicine, 26(9-10), 1231-1237.

95. Nenadis, N., Wang, L. F., Tsimidou, M., & Zhang, H. Y. (2004). Estimation of

scavenging activity of phenolic compounds using the ABTSe+ assay. Journal of
agricultural and food chemistry, 52(15), 4669-4674.



96.

65

Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., & Rice-Evans, C.
(1999). Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation decolorization
assay. Free radical biology and medicine, 26(9-10), 1231-1237.

97. He, X., Liu, X., Yang, J., Du, H., Chai, N., Sha, Z., ... & He, C. (2020). Tannic acid-

98.

99.

reinforced methacrylated chitosan/methacrylated silk fibroin hydrogels with
multifunctionality for accelerating wound healing. Carbohydrate polymers, 247,
116689.

Azeera, M., Vaidevi, S., & Ruckmani, K. (2019). Characterization techniques of
hydrogel and its applications. In Cellulose-Based Superabsorbent Hydrogels (pp. 737-
761). Springer, Cham.

Hug, W., Chalmers, J. M., & Griffith, P. R. (2002). Handbook of vibrational
spectroscopy. )(John Wiley and Son Ltd., Chichester 2002).

100. Aouada, F. A., de Moura, M. R., Fernandes, P. R., Rubira, A. F., & Muniz, E. C.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

(2005). Optical and morphological characterization of polyacrylamide hydrogel and
liquid crystal systems. European Polymer Journal, 41(9), 2134-2141.

El Fray, M., Pilaszkiewicz, A., Swieszkowski, W., & Kurzydlowski, K. J. (2007).
Morphology assessment of chemically modified cryostructured poly (vinyl alcohol)
hydrogel. European Polymer Journal, 43(5), 2035-2040.

Billmeyer, F. W. (1984). Textbook of polymer science. John Wiley & Sons.

Ghosh, S. P. (2012). Synthesis and characterization of zinc oxide nanoparticles by
sol-gel process (Doctoral dissertation).

Huang, X., Zhang, Y., Zhang, X., Xu, L., Chen, X., & Wei, S. (2013). Influence of
radiation crosslinked carboxymethyl-chitosan/gelatin hydrogel on cutaneous wound
healing. Materials Science and Engineering: C, 33(8), 4816-4824.

Grzybowski, J., Janiak, M. K., Oidak, E., Lasocki, K., Wrembel-Wargocka, J., Cheda,
A, ... & Pojda, Z. (1999). New cytokine dressings. Il. Stimulation of oxidative burst
in leucocytes in vitro and reduction of viable bacteria within an infected
wound. International journal of pharmaceutics, 184(2), 179-187.

Gong, C., Wu, Q., Wang, Y., Zhang, D., Luo, F., Zhao, X., ... & Qian, Z. (2013). A
biodegradable hydrogel system containing curcumin encapsulated in micelles for
cutaneous wound healing. Biomaterials, 34(27), 6377-6387.

Radhakumary, C., Antonty, M., & Sreenivasan, K. (2011). Drug loaded
thermoresponsive and cytocompatible chitosan based hydrogel as a potential wound
dressing. Carbohydrate polymers, 83(2), 705-713.

Winter, G. D. (1963). Effect of air exposure and occlusion on experimental human
skin wounds. Nature, 200(4904), 378-379.



109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

66

Winter, G. D. (1962). Formation of the scab and the rate of epithelization of
superficial wounds in the skin of the young domestic pig. Nature, 193(4812), 293-
294.

Kokabi, M., Sirousazar, M., & Hassan, Z. M. (2007). PVA—clay nanocomposite
hydrogels for wound dressing. European polymer journal, 43(3), 773-781.

Gonzalez, J. S., Luduefia, L. N., Ponce, A., & Alvarez, V. A. (2014). Poly (vinyl
alcohol)/cellulose nanowhiskers nanocomposite hydrogels for potential wound
dressings. Materials Science and Engineering: C, 34, 54-61.

Tai, Z., Yang, J., Qi, Y., Yan, X., & Xue, Q. (2013). Synthesis of a graphene oxide—
polyacrylic acid nanocomposite hydrogel and its swelling and electroresponsive
properties. Rsc Advances, 3(31), 12751-12757.

Roy, S. S., & Arnold, M. S. (2013). Improving graphene diffusion barriers via
stacking multiple layers and grain size engineering. Advanced Functional
Materials, 23(29), 3638-3644.

Yoonessi, M., Shi, Y., Scheiman, D. A., Lebron-Colon, M., Tigelaar, D. M., WEeiss,
R. A., & Meador, M. A. (2012). Graphene polyimide nanocomposites; thermal,
mechanical, and high-temperature shape memory effects. ACS nano, 6(9), 7644-
7655.

Balandin, A. A., Ghosh, S., Bao, W., Calizo, I., Teweldebrhan, D., Miao, F., & Lau,
C. N. (2008). Superior thermal conductivity of single-layer graphene. Nano
letters, 8(3), 902-907.

Pinto, A. M., Goncalves, 1. C., & Magalhaes, F. D. (2013). Graphene-based materials
biocompatibility: A review. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 111, 188-202.

Yang, C., Yin, T., & Suo, Z. (2019). Polyacrylamide hydrogels. I. Network
imperfection. Journal of the Mechanics and Physics of Solids, 131, 43-55.

Su, D., Yao, M., Liu, J., Zhong, Y., Chen, X., & Shao, Z. (2017). Enhancing
mechanical properties of silk fibroin hydrogel through restricting the growth of B-
sheet domains. ACS applied materials & interfaces, 9(20), 17489-17498.

Gosain, A., & DiPietro, L. A. (2004). Aging and wound healing. World journal of
surgery, 28(3), 321-326.

Morgan, Y. (2019). Surgical Wound Healing. The Dissector: Journal of the
Perioperative Nurses College of the New Zealand Nurses Organisation, 47(1), 34-
39.

Tandara, A. A., & Mustoe, T. A. (2004). Oxygen in wound healing—more than a
nutrient. World journal of surgery, 28(3), 294-300.

Xu, Z., Han, S., Gu, Z., & Wu, J. (2020). Advances and impact of antioxidant
hydrogel in chronic wound healing. Advanced healthcare materials, 9(5), 1901502.



67

123. Bigi, A., Cojazzi, G., Panzavolta, S., Roveri, N., & Rubini, K. (2002). Stabilization of
gelatin films by crosslinking with genipin. Biomaterials, 23(24), 4827-4832.



68

OZGECMIS

KISISEL BILGILER

Ad1 Soyadi: Canfide Merve YEMIS
Dogum Yeri:

Dogum Tarihi:

EGITIM DURUMU
Lisans Ogrenimi: Biyomedikal Miihendisligi / Erciyes Universitesi
Yiiksek Lisans Ogrenimi: Molekiiler Tip / Amasya Universitesi

Bildigi Yabanci Diller: Ingilizce

BiLIMSEL FAALIYETLERI
UBAK 2021 12. Uluslararas1 Bilimleri Arastirmalari Kongresi (Sozlii bildiri — Aralik
2021)

iS DENEYIMI
BIYOMEDIKAL MUHENDISI
ERKAM (Hascelik Klinik Arastirma ve Uygulama Merkezi) | 2018 | Donem Staj1

BIYOMEDIKAL MUHENDISI
Gebze Anadolu Saglik Merkezi | 2017 | Donem Staj1

ILETISIM
Mobil:

LinkedIn:
Adres:


mailto:merveyemis.512010@gmail.com

