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İpək fibroin (İF) - Rodamin 6G (RHD 6G) təbəqələrində baş verən morfolojı dəyişikliklər skan edən elektron 

mikroskopiyası (SEM) vasitəsilə tədqiq edilmişdir. SEM nəticələri İF təbəqələrində 70% metanolun təsiri ilə iri aqqreqatların 
əmələ gəlməsini göstərir. Təbəqələrdə RHD 6G molekulu iştirak etdikdə zülal aqreqatlarının çox kiçik hissələrə parçalanması 
aydın görünür. Rentgen difraksiyası (XRD) və Furye çevirici infraqırmızı (FÇİQ) spektroskopiya göstərir ki, İF təbəqələri 
70% metanolda uzun müddət saxlanıldıqda dehidrasiya hadisəsi baş verir və bunun nəticəsi olaraq İF amiloidi daha sıx yı-
ğılır. 
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Giriş  

 
Son illərdə biomaterialların tətbiqi tibb sahəsində 

mühüm irəliləyişlərə səbəb olmuşdur [1]. Xüsusilə tə-
bii polimerlər arasında ipək fibroini (İF) özünün uni-
kal biouyğunluğu, yüksək mexaniki dayanıqlığı və 
biodeqradasiya qabiliyyəti ilə fərqlənir [2]. Bombyx 
mori ipək qurdları tərəfindən sintez olunan bu zülal, 
son dövrlərdə aparılan tədqiqatlarda biotibbi tətbiqlər 
üçün böyük potensiala malik material kimi qiymətlən-
dirilir [3]. Ən güclü dartılma müqavimətinə malik tə-
bii materiallardan biri olan ipək, funksional amiloid 
fibrillərinin formalaşmasında mühüm rol oynayır və 
bu baxımdan amiloid əmələgəlmə mexanizmlərinin 
öyrənilməsi üçün model sistem kimi geniş istifadə 
olunur [4].  

İpək fibroinin aqreqasiya prosesi mürəkkəb 
biomolekulyar sistemlərdən biridir və bu prosesin mo-
lekulyar əsaslarının tam izahı üçün geniş tədqiqatlara 
ehtiyac duyulur. Xüsusilə amiloid əmələ gətirən zülal-
ların tənzimlənməsi, onların bioloji funksiyaları və 
qarşılıqlı təsirləri bu sahədə aparılan araşdırmaların 
əsas istiqamətlərini təşkil edir. 

Əvvəlki tədqiqatlarda göstərilmişdir ki, Rodamin 
6G (RHD 6G) ipək fibroini ilə spesifik qarşılıqlı əla-
qəyə girərək, zülalın β-vərəq əsaslı aqreqatların əmələ 
gəlməsinin qarşısını alır. İpək fibroinin matrisası 
həmdə RHD 6G molekullarının yüksək konsentrasiya-
da belə monomer formada sabit qalmasını təmin edir 
və aqreqasiya olunmasının qarşısını alır. Bu hal, ipək 
fibroinin optik və bio-lazer tətbiqləri üçün ideal mat-
risa olduğunu göstərir [5].  

İpək fibroin (İF) əsasən iki zəncirdən ibarətdir – 
ağır zəncir (H-chain, 390 kDa) və yüngül zəncir (L-
chain, 26 kDa). Bu zəncirlər disulfid bağları vasitəsilə 
birləşərək H-L kompleksi yaradır və ipək lifinin funk-
sional struktural əsasını təşkil edir [2]. İpək fibroinin 
əsas tərkibi qlisin (Gly, 45.9%), alanin (Ala, 30.3%), 
serin (Ser, 5.3%) və digər amin turşulardan ibarətdir 
[6]. Bu amin turşuları β-vərəq (β-sheet) strukturlarını 
əmələ gətirir və ipəyin yüksək mexaniki dayanıqlığını 
təmin edir. İpək fibroinin β-vərəq strukturları onu 
möhkəm, elastik və suya davamlı edir [7].  

Rodamin 6G (RHD 6G) isə güclü flüoressensiya 
və yüksək optik stabillik nümayiş etdirən sintetik bo-
yadır. Bu xüsusiyyətlərinə görə RHD 6G bio-optik ci-
hazlarda, fotonik sistemlərdə və biomateriallarla qar-
şılıqlı təsirin öyrənilməsində geniş istifadə olunur [8]. 
Onun ipək fibroini ilə qarşılıqlı təsiri həm struktur sə-
viyyəsində dəyişikliklərə səbəb olur, həm də kvant çı-
xışa təsir göstərir. 

Təqdim olunan işdə ipək fibroin təbəqələrinin 
SEM metodu ilə tədqiqi İF-in morfologiyasının onun 
aqreqasiya vəziyyətindən asılı dəyişməsi göstərilmiş-
dir. Belə ki, aqreqasiya nəticəsində yaranan "dalğava-
ri" mikrorelyeflər (bu formalar β-vərəq strukturunun 
morfoloji strukturu kimi qəbul edilə bilər) RHD 6G ilə 
qarşılıqlı təsir nəticəsində əhəmiyyətli dərəcədə azalır 
və nöqtəvari təsvir yaranır. Bu, daha əvvəl tədqiq edil-
diyi kimi, RHD 6G-nin zülalın β-vərəq aqreqatlarının 
əmələ gəlməsini inhibə etdiyini göstərir.  

Rentgen difraksiyası metodu ilə tədqiqi nəticə-
sində 70% metanol ilə emal olunan zülal təbəqəsi 
dehidratasiyaya məruz qalaraq β strukturunda dəyişik-
liklər baş verir. Zülalın β-zəncirlər arasında məsafə 
dəyişmir, lakin β-vərəqlər arasında məsafə isə azalır. 
Bu da zülal strukturunu daha kompakt və sıx edir [9? 
10].  

 
Materiallar və metodlar 
 

Təbəqələrin hazırlanması: B. mori ipək kokonu 
hissələrə bölünərək 0.02 M Na₂CO₃ (Fisher SCi) məh-
lulunda 45 dəqiqə qaynadılmışdır. Bu proses serisin 
zülallarını xaric etmək və ipək fibroini təmizləmək 
üçün həyata keçirilmişdir [11]. Fibroin ekstraktı üç də-
fə saf su ilə yuyulmuşdur. Təmizlənmiş ipək fibroini 
9.3 M LiBr (Sigma-Aldrich) məhlulunda otaq tempe-
raturunda həll edilmiş və 60°C sobada 4 saat saxlanıl-
mışdır. Sonra 30 mM fosfat bufer məhlulunda (pH 
7.5) 24 saat dializ edilmişdir. Dializ olunmuş ipək 
məhlulu 9000 rpm sürətlə 10 dəqiqə sentrifuqadan 
(Eppendorf “Centrifuge 5418”) keçirilib, yuxarı hissə-
si (supernatant) toplanaraq 4°C temperaturda saxlanıl-
mışdır. İpək məhlulunun son konsentrasiyası 86 µM 
olaraq təyin edilmişdir (UV absorbsiya spektroskopi-
yası ilə ε275 nm = 1.064 sm⁻¹ mg⁻¹ mL istifadə edilərək 
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ölçülmüşdür (Shimadzu UV-2700) [5]. 400 µL İF 
məhlulu polisterol səth üzərinə yerləşdirilib və yavaş 
buxarlanma yolu ilə təbəqə alınmışdır. İpək fibroin 
Rodamin 6G (Sigma-Aldrich N°252433) qarışıq kom-
pleksi 1:18 molyar nisbətində İF konsentrasiyasına 
əsasən təbəqə hazırlanmışdır.   

Təbəqənin metanol ilə emal olunması: Təmiz 
ipək fibroin təbəqəsi 70% metanol məhlulunda 1 saat 
ərzində saxlandıqdan sonra otaq temperaturunda quru-
dulur və ölçmələr üçün hazır vəziyyətə gətirilir. Daha 
sonra yeni təmiz İF təbəqəsi 2.5 gün ərzində 70% me-
tanolda saxlanılır və eyni şəraitdə qurudulur.  

İpək Fibroin Filminin Qalınlığının Ölçülməsi: 
İpək fibroin təbəqələrin qalınlığı şaquli tipli optik ölçü 
cihazı (IZV-2N710133, Rusiya istehsalı) vasitəsilə 
müəyyən edilmişdir. 

UV–Vis Udulma Spektrlərinin Analizi: Təbəqələ-
rin UV–görünən udulma spektrləri Shimadzu UV-
2700 spektrofotometri vasitəsilə qeyd olunmuşdur. 
Spektral zolağın eni 1.0 nm olaraq seçilmişdir. Spek-
tral məlumatların işlənməsi və onların Qauss kompo-
nentlərinə ayrılması prosesi OriginLab proqramı vasi-
təsilə həyata keçirilmişdir. 

SEM analizi: SEM nəticələri üçün HİTACHİ 
TM4000 cihazından istifadə olunub. Şəkillər 1000 
dəfə böyütmə ilə 10-15kV arası elektron şüasının nü-
munəyə nüfuz etmə dərinliyi ilə ölçülüb.  

XRD analizi. Təbəqələr D8 Advance XRD di-
fraktometrindən (Bruker, Almaniya) istifadə edilməklə 
tədqiq edilmişdir. Difraktometrin parametrləri: 40 kV, 
40 mA, CuKα – şüalanma, λ = 1,5406 Å.  

 
Nəticələr və müzakirə. 

 
Hazırlanan ipək fibroin (İF) təbəqələri yüksək 

optik şəffaflığa malikdir (təxminən 95%) və bu təbə-
qələrin qalınlığı orta hesabla 38 μm-dir [5]. İF-in 
strukturunda β-vərəqlər və amin turşuları kimi funksi-
onal qrupların mövcudluğu, Rodamin 6G molekulları 
ilə qarşılıqlı təsirlərin baş verməsinə şərait yaradır 
[12].  

Furier Çevirmə İnfraqırmızı Spektroskopiya 
(FTIR) nəticələrinə əsasən, müxtəlif molyar nisbətlər-
də RHD 6G-ni İF matrisinə daxil edilməsi β-vərəq 
strukturlarının miqdarında azalma olub. Bu dəyişiklik 
RHD 6G-nin İF-lə qarşılıqlı təsiri nəticəsində β-aqre-
qatların inhibə olunması ilə əlaqəlidir. Eyni zamanda, 
İF matrisi öz özünə aqreqasiya olunmuş RHD 6G mo-
lekullarını monomer formada sabit saxlamaqla onların 
dimer və yüksək dərəcəli aqreqatlara çevrilməsinin 
qarşısını alır. Bu hadisə, RHD 6G-nin flüoressensiya 
xüsusiyyətlərini qorunub saxlayır, həmçinin yüksək 
kvant çıxışı ilə müşahidə olunur [5]. Digər tərəfdən, 
saf İF təbəqələrinin 70% metanol (MeOH) ilə emal 
olunması nəticəsində strukturun İpək I-dən İpək II-yə 
keçidi baş verir. Bu keçid β-vərəqlərin əhəmiyyətli də-
rəcədə (təqribən 22.9%-ə qədər) artmasına səbəb olur 
[5, 11, 12]. Belə struktur dəyişiklikləri təbəqələrin me-
xaniki möhkəmliyinin artması deməkdir. Lakin 
İF:RHD kompleks təbəqələrində β-vərəq strukturunun 
artımı baş vermir, bu da RHD 6G-nin β-vərəq forma-
laşmasının qarşısını almaq ilə izah olunur. Bu nəticə-
lər bir daha təsdiq edir ki, ipək fibroin biomaterialı 

həm quruluş sabitliyinə, həm də molekulyar səviyyədə 
tənzimlənə bilən “host-guest” qarşılıqlı təsirlərinə ma-
likdir. Bu xüsusiyyətlər onu optik, biomühəndislik və 
bioelektron tətbiqlərdə perspektivli materiala çevirir 
[5]. 

 
Fibroin təbəqələrinin morfologiyasının SEM 
vasitəsilə tədqiqi. 
 

Skan edən elektron mikroskopiya (SEM, 
Scanning Electron Microscopy) nano- və mikrostruk-
tur səviyyəsində biomaterialların səth xüsusiyyətlə-
rinin təhlilində geniş istifadə olunan etibarlı analiz 
metodlarındandır. Xüsusilə ipək fibroin (İF) kimi təbii 
polimerlərdə aqreqasiya vəziyyətinin, kristallıq dərə-
cəsinin və səth morfologiyasının tədqiq olunmasında 
bu metod yüksək əhəmiyyət daşıyır. Hazırlanmış İF 
təbəqələri ümumilikdə hamar və nanoməsaməli səth 
quruluşu ilə xarakterizə olunur. Şəkil 1(a) saf ipək fib-
roinin heç bir əlavə reaqent və ya emal olmadan, otaq 
temperaturunda zəif sürətli buxarlanma ilə qurudul-
muş təbəqəsinin SEM görüntüsünü təqdim edir. Təbə-
qə, İF molekullarının öz-özünə yığılması nəticəsində 
yaranmışdır və onun səthi homogen, az məsaməli və 
optik cəhətdən şəffafdır. SEM görüntülərdə müşahidə 
olunan kiçik ölçülü məsamələrin diametri təqribən 
50μm-dir, qeyri-bərabər paylanmış "dalğavari" mikro-
relyef strukturları ilə seçilir. β-vərəq strukturlarının 
formalaşması isə ipək fibroinin kristallığını artıraraq 
onu suda həll olunmaz edir və struktur sabitliyini tə-
min edir [15]. Şəkil 1 (b) hissəsində isə 70% metanol 
ilə emal olunmuş ipək fibroin təbəqəsinin SEM gö-
rüntüsü verilmişdir. 1 saat 70% metanolda emal olun-
duqdan sonra β-vərəqlərin artması müşahidə olunur və 
ədəbiyyatda da göstərildiyi kimi İpək II kristal fazası-
nın yaranmasına səbəb olur [5]. Görüntülərdə məsamə 
quruluşunun daha böyük, qeyri-bərabər paylanmış və 
kristallığa uyğun "relyefli" səth forması müşahidə olu-
nur. Bu dəyişiklik dehidratasiya nəticəsində β-vərəqin 
aqreqasiyasının artmasını göstərir. Şəkil 1 (c) isə İF ilə 
Rodamin 6G (RHD 6G) kompleksin 1:18 molyar nis-
bətdə hazırlanmış təbəqənin morfologiyasını təqdim 
edir. Bu nümunədə "dalğavari" mikrorelyef formaları-
nın əhəmiyyətli dərəcədə azaldığı və nöqtəvari təsvir 
müşahidə olunur. Bu müşahidə RHD 6G-nin İF mole-
kullarının β-vərəqlərin aqreqatların inhibə etməsi ilə 
müşahidə edilir. Əldə olunan görüntülər əvvəlki FTIR 
və NMR analiz nəticələrini təsdiqləyərək, RHD 6G-
nin həm struktur səviyyəsində müdaxilə etdiyini, həm 
də səth morfologiyasına əhəmiyyətli təsir göstərir. 

Bütün bu nəticələri nəzərə alaraq, İF və İF:RHD 
təbəqələrinin yüksək optik şəffaflığa malik olması, on-
ları kontakt linzalar, biosensorlar, optik örtüklər və di-
gər bio-optik cihazlar üçün potensial biomateriala çe-
virir. Bu funksional xüsusiyyətlər, İF matrisi daxilində 
RHD 6G molekullarının aqreqasiyasını idarə etməsi 
və RHD 6G ilə qarşılıqlı təsiri onların müxtəlif tətbiq-
lərdə 50 mikrometr diapazonunda əhatələnir. (B) İpək 
fibroin təbəqəsinin 70% metanolda saxlandıqdan son-
ra. 1000 dəfə böyütmə ilə olçülüb, 15 kV – elektron 
şüasının nümunəyə nüfuz etmə dərinliyi. Görüntünün 
hər seqmenti 50 mikrometr diapazonunda əhatələnir. 
(C) İpək Fibroin (İF) - Rodamin 6G (RHD 6G) 1:18 
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molyar nisbətində təbəqəsinin Skan edən elektron 
mikroskop (SEM) görüntüsü verilmişdir. 1000 dəfə 
böyütmə ilə olcülüb, 15 kV – elektron şüasının nümu-

nəyə nüfuz etmə dərinliyi. Görüntünün hər seqmenti 
50 mikrometr diapazonunda əhatələnir. 

 
 

 
 

Şəkil 1. İpək fibroin təbəqələrin SEM görüntüləri. (A) İpək fibroin təbəqəsi (degummed) – 86uM konsentrasiyada. 1000  
            dəfə böyütmə ilə ölçülüb. 10 kV -elektron şüasının nümunəyə nüfuz etmə dərinliyi. Görüntünün hər seqmenti  

 
Fibroin amiloid halında strukturunun rentgen 
difraksiyası ilə tədqiqi 
 

Amiloid fibrillərin ilk rentgen difraksiyası (XRD) 
tədqiqatları 1960-cı illərin sonu və 1970-ci illərin əv-
vəllərində aparılmışdır. Bu tədqiqatların nəticəsində 
bu strukturlar üçün xarakterik olan “cross-β” difraksi-
ya nümunəsi aşkar edilmişdir [16]. Bu difraksiya nü-
munəsi, meridional (şaquli) istiqamətdə təqribən 4.7 Å 
məsafəsində və ekvatorial (üfüqi) istiqamətdə 10–12 
Å məsafədə yerləşən iki əsas refleksiya ilə xarakterizə 
olunur [15,16]. Meridional refleksiya β-zəncirlər ara-
sındakı hidrogen rabitəsi tərəfindən müəyyən edilmiş 
məsafəsinə uyğun gəlir, ekvatorial refleksiya isə para-
lel β-vərəqlərin bir-biri ilə assosiasiyasını və yan zən-
cirlərin yerləşməsini əks etdirir [13, 17]. İF:RHD təbə-
qələri üçün əldə edilən Rentgen difraksiyası (XRD) 
məlumatları, “cross-β” quruluşuna xas olan əlavə 
amiloidlərin struktur məlumatlar təqdim edir. Şəkil 2-
də göstərildiyi kimi, saf ipək fibroin təbəqəsi (boz 
spektr) üçün alınan XRD spektrində geniş və zəif in-
tensivlikli piklərin müşahidə olunması amorf struktu-
run mövcudluğunu göstərir. Bu amorf təbiət, əsasən 

İpək I forması ilə əlaqələndirilir və təsadüfi spiral 
strukturların üstünlüyünü göstərir. 

Saf ipək fibroin təbəqəsi ilə müqayisədə, 70% 
metanol ilə işlənmiş təbəqələrin difraksiya spektrlərin-
də əhəmiyyətli dərəcədə və yüksək intensivlikli piklər 
müşahidə olunur (qırmızı və mavi xətlər). Xüsusilə 
7.2 Å, 5.5 Å, 4.4 Å, 3.6 Å və 3.2 Å məsafələrində 
yaranan piklər ipək fibroinin İpək II formasına xas 
olan antiparalel β-vərəq quruluşlarına uyğun gəlir 
[20]. Bu piklərin intensivliyinin və kəskinliyinin art-
ması, metanol emalı nəticəsində İF strukturunun kris-
tallığını artırdığını və β-vərəq formalaşdığını göstərir. 
Qısa müddətli metanol emalı (Şəkil 2 qırmızı xətt) 
kristallıq səviyyəsində müəyyən artıma səbəb olub. 
Lakin 2.5 gün ərzində 70% metanol ilə emal olunduq-
dan sonra təbəqə (mavi xətt) daha güclü və kəskin β-
vərəq pikləri ilə seçilir. Bu isə zaman faktoru ilə de-
hidratasiya nəticəsində kristallaşma prosesinin daha da 
gücləndiyini və strukturun daha sabit hala gəldiyini 
sübut edir. Beləliklə, İF-in struktur keçidi İpək I 
(amorf və α-spiral/ β-döngə) formadan Silk II (kristal-
lik antiparalel β-vərəq) keçidi müşahidə olunur. Şəkil 
3-də ipək fibroinin 2.5 gün 70% metanolun dehidra-
tasiya prosesinin nəticəsində β-vərəqlər arasındakı 
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məsafə dəyişir 9.8Å → 7.2Å . Burada göründüyü kimi 
isə β-zəncirlər arasındakı məsafə dəyişmir (4.4Å). Tə-
bəqə daha sıx və sərt formaya keçir. 

 
Yekun. 

 
Bu nəticələr bir daha təsdiq edir ki, 70% metano-

lun ipək fibroin strukturlarına tətbiqi β-vərəqlərin for-

malaşmağını gücləndirərək onun kristallıq dərəcəsini 
artırır. Nümayiş olunan dəyişiklik yalnız struktur 
sabitliyinə deyil, eyni zamanda biomaterialın mexani-
ki və optik xüsusiyyətlərinə də əhəmiyyətli təsir göstə-
rir. Metanol ilə emal olunaraq fərqli strukturlara malik 
fibroin təbəqələri almaq mümkündür və onları optik, 
bioelektron, biomühəndislik kimi sahələrdə tətbiq edi-
lə bilər.   

 
 

 
 

Şəkil 2. Ipək fibroin təbəqələrin XRD spektrləri. Qara xətt- saf ipək fibroin təbəqəsi. Qırmızı xətt-70% metanol ilə  
       emal olunan təbəqə. Mavi xətt- 2.5 gün 70% metanol ilə emal olunan ipək fibroin təbəqəsi.  
 

 
 

Şəkil 3. 70% metanol ilə emal olunan ipək fibroin təbəqəsinin antiparalel β-vərəq strukturunun düzülüşü. Sol tərəfdə  
             şaquli β-zəncirlər arasındakı məsafə 4.4 Å.  Üfüqi ox bir birinə perpendikulyar olan β-vərəqlərdir və araların- 
             dakı məsafə 9.8Å azalaraq 7.2 Å olur. 
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EFFECT OF RHODAMINE 6G LASER DYE ON PROTEIN AGGREGATION IN 

SILK FIBROIN FILMS: STRUCTURAL ANALYSIS BY SEM 
 

Morphological changes occurring in Silk Fibroin -Rhodamine 6G films were examined using scanning electron 
microscopy (SEM). SEM analysis revealed that treatment of SF films with 70% methanol induces the formation of large 
aggregates. However, in the presence of RHD 6G, these protein aggregates appear to be fragmented into significantly smaller 
structures. X-ray diffraction (XRD) and Fourier-transform infrared (FTIR) spectroscopy further indicate that prolonged 
exposure of SF films to 70% methanol results in dehydration, leading to the dense packing of SF amyloids.   
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