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Bu tez calismasinda, sol-jel reaksiyonlari kullanilarak {i¢ farkli organik-inorganik
kompozit kserojel sentezi, yapisal ve fizikokimyasal karakterizasyonu ve sensor matrisi
olarak etkinliklerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Film olusturulabilmesi, biyouyumlu
olmasi ve igerdigi reaktif fonksiyonel gruplar nedeniyle, keratin gozenek olusturucu
sablon olarak kullanilmistir. Sol-jel reaksiyonlar1 igin silika Onciisii olarak TEOS
kullanilmis olup, dncelikle reaksiyon sartlar1 optimize edilmistir. Kirillganligi azaltmak
ve film esnekligini arttirabilmek i¢in, sol-jellerin igerisine plastiklestirici bir poliol olan
gliserol ilave edilmistir. Organik-inorganik polimerik ag1 genisletmek ve grafen oksit,
bakir ve titanyum dioksit nanopargaciklarin baglanmasi i¢in daha ¢ok aktif bolge
olusturmak suretiyle, reaksiyonlara borik asit dahil edilmistir. Silika ve bor temelli tim
kserojeller ile SPCE yiizeylerinde film olusturulmustur. Yiizey karakterizasyonu
tamamlanan kserojellerle modifiye edilmis SPCE’lerin elektrokimyasal davraniglar: EIS
ve CV metotlari ile belirlenmistir. {laveten, enzim igermeyen hidrojen peroksit sensérleri
olarak kullanim potansiyelleri amperometrik dlglimlerle arastirilmigtir. AFM, SEM ve
BET analizleri sonucunda kserojel temelli tim filmlerin genis yiizey alani, arttirilmis
yiizey piriizliligi ve gozeneklilik gibi sensor hassasiyeti ve performans artirict
niteliklere sahip oldugu belirlenmistir. Kullanilan elektroanalitik teknikler neticesinde
hidrojen peroksite karsi en iyi katalitik aktivite gosteren kserojelin GO-keratin/silika/bor
oldugu sonucuna varilmistir. Belirlenen sentez yontemi, ¢ok farkli nanopartikiillerin
polimerik aga kolayca ilave edilebilmesi agisindan etkili ve kolay bir yontemdir. Bu
baglamda, ilerleyen ¢alismalar neticesinde iletkenlik Ozellikleri daha da gelistirilmis
kompozit kserojellerin sensor alt tast olarak kullanim potansiyellerinin yiiksek olacagi
kanaatindeyiz.
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Anahtar Kelimeler: Biyosensor, sol-jel, keratin, bor, silika, grafen oksit, titanyum
dioksit, bakir, yiizey kimyasi



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

SYNTHESIS OF KERATIN/SILICA SOL-GEL BASED HYBRID SURFACES AND
EVALUATION OF THEIR EFFICACY AS BIOSENSOR PLATFORMS

Tugba SEZGIN ARSLAN

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Emel EMREGUL

In this thesis work, it was aimed at synthesizing of three different organic-inorganic
composite xerogels, evaluating structural and physicochemical characteristics and
investigating of their effectiveness as sensor matrices. Keratin was used as a pore-forming
template because of features such as its ability to form a film, biocompatibility, and the
possession of reactive functional groups. TEOS was used as the silica precursor for the
sol-gel reactions, and the reaction conditions were optimized first. To reduce brittleness
and increase film flexibility, glycerol, a plasticizing polyol, was added to the sol-gels.
Boric acid was incorporated into the reactions to expand the organic-inorganic polymeric
network and generate more active sites for the binding of graphene oxide, copper, and
titanium oxide nanoparticles. Silica and boron-based xerogel films were formed onto the
SPCE surfaces. In addition, their potential for use as non-enzymatic hydrogen peroxide
sensors was investigated by amperometric measurements. As a result of AFM, SEM, and
BET analyses, it was determined that all xerogel-based films have sensor sensitivity and
performance-enhancing features such as large surface area, increased surface roughness,
and porosity. It was concluded that the xerogel with the best catalytic activity against
hydrogen peroxide was GO-keratin/silica/boron by using electroanalytical techniques.
The designed synthesis method is an effective and easy method in terms of easily adding
many different nanoparticles to the polymeric network. In this context, we believe that
composite xerogels with improved conductivity, because of further studies, will have a
high potential to be used as sensor matrices.
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1. GIRIS

Biyokimyasal tepkileri elektrik sinyallerine doniistiirebilen biyouyumlu, esnek ve kararli
malzemeler; biyolojik yapilarin diizensiz ylizeyine uyum saglayabilen elektrokimyasal
sensorler liretmek i¢in biiylik onem tasimaktadir. Digerleri arasinda, ylin ve insan
saclarindan ekstrakte edilen keratinler, yiiksek teknolojik potansiyele sahip biyo-polimer
simifidirlar. Hiicresel tanima ve davranisi diizenlemek i¢in kendi kendine birlestirilmig
diizenlemeler olusturan keratin ile ilgili ilag iletimi ve doku miihendisligi alanlarinda
yapilmis birgok calisma mevcuttur. Bununla birlikte, film olusturulabilmesi ve diisiik
yiizeysel piriizliliik, yliksek seffaflik, diisiik sicaklikta isleme gibi bazi avantajlar
sebebiyle Kkeratinin biyo-sensor uygulamalarinda da kullanilabilecek potansiyele sahip
oldugu bildirilmistir (Natali ve ark., 2019).

Silika ile modifiye edilmis elektrotlar, malzeme o6zellikleri ile ilgili ¢ekici 6zellikler
sunmaktadirlar. Ornegin, reaktivite ve tanmima yetenegini ayarlamak icin organo
fonksiyonel gruplarin olasi kovalent baglanmasini saglamaktadirlar, hizli kiitle taginmasi
icin gozenekli saglam inorganik ¢erceve olarak davranmaktadirlar ve aktif biyo-
molekiiller veya nano nesneler igin konak¢1 gorevi gormektedirler (Walcarius 2018).
Borik asit iceren bilesiklerin kullanimi ise, son zamanlarda malzeme bilimi, analitik kimya,
biyokimya ve farmakoloji gibi bir dizi alanda artan ilgi gdrmiistiir. Ozellikle, bor bilesikleri
ile sekerler, proteinler ve peptitler gibi biyomolekiiller arasindaki etkilesimlere odaklanan ¢ok

sayida ¢aligma son yillarda bildirilmistir (Hattori vd. 2017).

Sol-jel teknigi, implant ve sensor olarak kullanilmaya uygun biyo-aktif kaplamalar, tozlar
ve substratlar iiretmek i¢in kullanilmaktadir. Bu teknik ile hibrit malzemeler iiretilerek
hem organik hem de inorganik ozellikler birlestirilebilmektedir (Kakkar ve Madhan
2016).

Hidrojen peroksit (H20>), oksidaz enzimleri tarafindan katalize edilen reaksiyonlarda
tiretilen elektroaktif tiirlerden biridir (Bilgi Kamac vd. 2020) ve tayini kimyasal,

biyolojik, klinik ve diger bir¢ok alanda pratik 6neme sahiptir (F. Arslan vd. 2006).



H202'nin elektrokimyasal tespiti, enzimatik ve enzimatik olmayan yaklasimlarla

gergeklestirilebilmektedir.

Enzimatik elektrokimyasal sensorler, segicilik ve hassasiyet agisindan iistiin performansa
sahip olmalarina ragmen, enzimlerin immobilizasyon silirecinin karmasikli§1 ve enzim
aktivitesinin ¢evresel kosullara bagli olmasi (sicaklik, pH, nem ve diger kimyasallar vs.)
gibi baz1 dezavantajlar1 vardir. Bu nedenle son zamanlarda enzim igermeyen H20:
sensorlerinin gelistirilmesine daha fazla dikkat ¢ekilmistir (Shamkhalichenar ve Choi
2020). Bu sensor tipinde, H202 dogrudan elektrot malzemesi ile etkilesime girmektedir.
H202 ve elektrot malzemesi arasinda meydana gelen belirli katalitik islemler, net bir
elektrokimyasal tepki ve sonug¢ olarak sensoriin seciciligini saglamaktadir. Nanoyapilt
malzemeler, elektrotun ¢alisma yiizeyi olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. En yaygin
olanlar1 gecis metali nanopargaciklari, karbon nanotiipler, metal oksitler, grafen ve
mezoporoz karbondur (Mihailova vd. 2022). Nanoyapili Pt, Pd, Au, Ag ve bunlarin
alagimlar1 gibi soy metalik nanoyapilar, lstlin elektrokatalitik aktiviteleri nedeniyle
enzimatik olmayan hidrojen peroksit sensorlerinin yapimi i¢in mitkemmel malzemelerdir.
Bununla birlikte, pahali ve kaynaklarinin da sinirli olmasi nedeniyle uygulama alanlari
kisithdir. Son yillarda, CuO, CuS, Fe304, MnO2, M0S>, NiO ve TiO: gibi ¢ok daha ucuz
gecis metali bilesik nanomalzemeler de bu amagla kullanilmaya baglanmistir (He ve ark.,
2014). Ilaveten, bahsi gecen nano yapili malzemeler sol-jel matrisleri igerisine kolaylikla

ilave edilebilmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda, sol-jel yontemi kullanilarak grafen oksit katkili
keratin/silika/bor ~ (GO-keratin/silika/bor),  bakir  katkili  Keratin/silika/bor  (Cu-
keratin/silika/bor) ve TiO2 katkili keratin/silika/bor (TiOz2-keratin/silika/bor) kompozit
kserojelerin sentezi, yapisal karakterizasyonu ve sensor alt tasi olarak kullanim
potansiyelinin aragtirilmasi hedeflenmistir. Gozenek olusturucu makromolekiiler katki
maddesi olarak kullanilan keratin, koyun yiiniinden ekstrakte edilmis ve biyokimyasal
tekniklerle karakterize edilmistir. Sentezlenen toz formdaki tiim kserojeller alkali
cozeltiler icerisinde dagitildiktan sonra ekran baskili karbon elektrotlar (SPCE) {izerine
damlatilarak modifikasyon islemi gergeklestirilmistir. Modifiye edilen SPCE’lerin

elektrokimyasal davranislar1 doniisiimlii voltametri (CV) ve Elektrokimyasal impedans
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Spektroskopisi (EIS) ile belirlenmis olup, enzimatik olmayan hidrojen peroksit sensorleri
olarak etkinligi ise yapilan amperometrik lgiimler ile degerlendirilmistir. ilaveten, sensdr
performansini belirleyen lineer aralik, dedeksiyon limiti (LOD), tekrar iiretilebilirlik,

tekrarlanabilirlik ve raf dmrii gibi ¢esitli parametreler de aragtirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Biyosensorlere Genel Bir Bakis

Cesitli alan ve uygulamalardaki onemleri nedeniyle biyosensorler, bilim insanlarinin
biiyiik ilgisini ¢gekmeye devam etmektedir. Biyosensor, bir analitin konsantrasyonuyla
ilgili olgiilebilir bir sinyal iretebilen fiziksel, optik, kiitle veya elektrokimyasal
transdiiserlerle yakin temas halinde olan bir protein, antijen, antikor, DNA veya RNA
gibi biyolojik bir algilama elemanindan olusan analitik bir cihazdir (Sekil 2.1)(Ju vd.
2011). Elektrokimyasal biyosensorler, biiylik analitik enstriimanlar gerektirmemesi,
diisiik yanmit siireleri, yiliksek hassasiyetleri, segicilikleri, tekrarlanabilirlikleri, hedef
analitlerin gergek zamanl takibi ve bakim kolayligi nedeniyle ¢evre, gida endiistrisi ve

biyomedikal alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Hughes vd. 2019).

Pratik elektriksel analiz ve algilamada, genellikle referans, ¢alisma ve karsit olmak {izere
ti¢ elektrotlu sistem kullanilmaktadir. Calisma elektrodu genellikle metal, metal oksit
veya karbondur. Olgiilen analite olan seciciligi artirmak ve elektrotu analiz
gereksinimlerini  karsilayacak sekilde degistirmek igin genellikle fonksiyonel

nanomalzemeler kullanilmaktadir.

Analit

Fonksiyonel
nanomalzeme

Elektrot  Transdiiser islemcive ekran

Sekil 2.1 Elektrokimyasal sensoriin sematik diyagrami (Wei vd. 2020 *den degistirilerek
alinmustir)

Elektrokimyasal 6l¢iim teknolojisindeki kullanilan temel yontemler arasinda CV, EIS,
dogrusal taramali voltametri (LSV), diferansiyel puls voltametri (DPV) ve

kronoamperometri gibi yontemler sayilabilir. Tim sistemler elektrokimyasal



reaksiyonlarin 6zellikleri, mekanizmasi ve elektrot ile analit arasindaki elektron aligveris

stireclerine yonelik arastirma yapmaya imkan saglamaktadir (Wei vd. 2020).

EIS, antikor-antijen ve substrat-enzim etkilesimi veya tam hiicre tutunmasi gibi elektrot
yilizeyinde meydana gelen biyo-tanima olaylariyla ilgili arayiiz 6zelliklerinin analizi i¢in
kullanilan gii¢lii bir tekniktir. Bu yontemde, genis bir AC potansiyel frekans araliginda
(0,1Hz-100kHz) olgiilen impedimetrik yanitlar ile biyomolekiilin immobilizasyonu
sonucunda meydana gelen fizikokimyasal degisiklikler ve ayrica malzemelerin iletkenlik
Ozellikleri hakkinda yararl bilgiler elde edilmektedir (Magar vd. 2021). Elektrokimyasal
kompleks empedans (Z), genel olarak sirastyla bir elektrolitik hiicrenin direncinden ve
kapasitansindan kaynaklanan gercek (Zreal) ve hayali (Zimag) bilesenlerin toplami
olarak temsil edilebilmektedir. Bode grafigi ve Nyquist grafigi, yaygin olarak kullanilan
iki tiir empedans grafigi olup, Nyquist grafiginin yarim daire kismi1 kapasitans ve direng
hakkinda bilgi verirken, lineer kisim difiizyon etkilerini gostermektedir (Derkus vd.
2014a).

CV, elektrokimyadaki en kullanigh tekniklerden biridir. Bu teknikte, katalizérlerin
elektrokimyasal tepkisi, elektrolit ile etkilesimi ve katalitik aktivitesi hakkinda hizli bir
sekilde nitel bilgiler elde edilmektedir. Bu yontemle, ¢alisma elektroduna hem ileri hem
de geri yonde bir potansiyel uygulandiginda ortaya ¢ikan akim, tek bir dongii veya ¢oklu
dongiiler olarak kaydedilebilmektedir. Ilaveten, anodik ve katodik pik potansiyelleri,
akimlar1 ve yarim pik potansiyelleri elde edilebilmektedir (Bakirhan vd. 2017, S. Li ve
Thomas 2019).

Bu alanda popiiler olan, bir diger elektroanalitik yontem amperometridir. Amperometrik
sensorlerde, uygulanan sabit bir potansiyel altinda redoks reaksiyonlarinin bir sonucu
olarak meydana gelen akim degisiklikleri degerlendirilir. Akim yogunlugundaki bu
degisiklikler stokiyometrik olarak analitlerin konsantrasyonuyla iliskilidir (Tong vd.,
2023).



Genellikle elektrokimyasal olarak Olgiilebilir bir akim sinyali tiretmek igin redoks
reaksiyonlarin katalizleyen enzimlerin kullanildg1 birinci nesil amperometrik sensorler,
nispeten  basit tasarimlari, diisiik maliyetleri ve g¢esitli enzimlerle calisabilmeleri

nedeniyle yaygin uygulama alanlar1 bulmuslardir.

Ilaveten, redoks akimlarini temel alan diger sensér mekanizmalarna kiyasla diisiik
konsantrasyonlarda daha dogru olgiimler saglamaktadirlar (Labban vd. 2019). Son
yillarda, glikoz dehidrogenaz (GDH) veya glukoz oksidaz (GOx) temelli amperometrik
biyosensorler, yiiksek segicilikleri, hassasiyetleri ve diisiik tespit limitleri nedeniyle
glukoz 6l¢iimii igin en giiglii cihazlardan biri haline gelmistir. Bu 6l¢timde, spesifik bir
oksidaz enzimi, hedef analit ile oksijen arasindaki reaksiyonu katalize ederek H2O>
iiretimine neden olmaktadir. Ortaya ¢ikan H2O2 daha sonra calisma elektrodunda
oksitlenmektedir ve oksidasyon sonucunda mevcut analit miktariyla dogru orantili bir
akim tretilmektedir. Geleneksel enzimatik sensorler i¢in, yukarida bahsedildigi gibi
enzim, (GOx, GDH, vb.) elektrot tizerinde elektrokatalizor olarak kullanilmaktadir.
Enzimatik olmayan sensoérler i¢in, modifikasyon malzemelerinin yiizeyindeki atomlar
veya elektrotlarin kendileri elektrokatalizor gorevi gormektedir. Metal temelli (6zellikle
Pt, Au ve Ni) glikoz sensdrlerinin, enzimatik olmayan sensorlerde en yogun sekilde
calisilan katalizorler oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, Pt ve Au elektrotlarinin
yaygin uygulamalari, kloriir zehirlenmesi riskleri ve yiiksek maliyetleri nedeniyle

siirlandirilmistir (Zhu vd. 2016).

2.2 Enzim icermeyen Amperometrik H20: Sensérler

H2O2’nin ¢evre, farmasotik, klinik, tekstil, gida tretimi ve madencilik gibi cesitli
alanlarda yaygin sekilde kullanilmasi, onu analitik kimyada 6nemli bir analit haline
getirmistir. {laveten, alkol oksidaz (AlOx), GOX, laktat oksidaz (LOXx), kolesterol oksidaz
(ChoOx) gibi bazi enzimatik biyokimyasal reaksiyonlarda iiretilen bir yan {iriindiir. Bu
nedenle H202"nin hizli, giivenilir ve uygun maliyetli yaklagimlarla dogru ve kesin olarak
belirlenmesi biiyiikk 6nem tasimaktadir (Gholami ve Koivisto 2019). H202'nin
belirlenmesinde titrimetri, spektrometre ve kemiliiminesans gibi ¢esitli analitik teknikler

gelistirilmistir. Ancak bu tekniklerin ¢ogu diistik verimlilikte ve hassasiyette olup genellikle
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karmagsik, pahali ve zaman alicidir. Elektroanalitik yontem (6zellikle enzim temelli
sensorler), nispeten diisiik maliyeti, daha iyi verimliligi, kullanim kolayligi, yiiksek
hassasiyeti, diisiik tespit limiti ve hizli tepkisi nedeniyle tercih edilen alternatif bir yontemdir
(J. Wang vd. 2015). Ancak elektrot yiizeyinde enzimin denatiirasyonu nedeniyle aktivite
kaybi yasanabilmektedir. Bu nedenle, enzim temelli sensorlerin, zayif aktivite, diisiik
tekrarlanabilirlik ve kararlilik gibi baz1 dezavantajlari olabilmektedir (Sahin 2015).Tiim bu
dezavantajlar sebebiyle, son zamanlarda enzim igermeyen H202 sensorlerinin gelistirilmesine

daha fazla dikkat ¢ekilmistir.

Enzim igermeyen sensorler tasarlanirken karsilasilan en 6nemli zorluklar arasinda,
yiiksek c¢aligma potansiyeli, 6ngorillemeyen redoks reaksiyonlari, yavas elektrokinetik,
ara iiriin zehirlenmesi ve zayif algilama gibi parametreler sayilabilir. Bu nedenle, bilim
insanlar1 enzimatik olmayan sensorlerin iretimi i¢in yiiksek iletkenlige, verimli katalitik
aktiviteye ve miikemmel fiziksel ve kimyasal gilice sahip yeni nanomalzemelerin

kesfedilmesi i¢in ¢aba gostermektedir (Thatikayala vd. 2020).

Son zamalarda, nanoteknolojik alanlarin da hizla gelismesiyle birlikte, enzimatik
olmayan H>O> sensorlerde kullanilmak iizere g¢esitli morfolojilerde, ¢ok islevli
nanomalzemelerin iiretimi icin farkli stratejiler gelistirilmeye baslanmistir. Bu
stratejilerden ilki, nanotiipler, nanogicekler ve nanokiimeler gibi farkli sekillerde, kiigiik
boyutlu ve gozenekli degerli metal malzemelerin nanoteknoloji kullanilarak sentezidir.
Metallerin, inorganik karbon malzemelerinin, metal-organik ¢erceve’lerin (MOF’lerin)
ve organik malzemelerin tek baslarina ve/veya birlikte kullanimi ise gelistirilen ikinci
stratejidir. Elektrokimyasal aktif bolgenin agiga ¢ikarilmasi igin elektrot veya
nanomalzeme yiizeyinin pirizliiligiini arttirmak ise gelistirilen tigiincii stratejidir (Wei
vd. 2020).

Ozellikle metaller (Pd, Pt, Au, Ni), karbon temelli malzemeler (karbon nanotiipler,
grafen, grafen oksitler, nitrojen katkili grafen), gegis metali oksitler (CuO, CuS, Fe3Os,
MnO., MoS,, NiO ve TiO) veya iletken polimerlerden (polipirol, polianilin) olusan
elektrokimyasal olarak aktif nanomalzemeler, biiylik yiizey-hacim oranina ve artan

katalitik aktivitelere sahip olduklarindan, enzimatik olmayan elektrokimyasal sensorler
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icin kapsaml1 bir sekilde incelenmistir (M. J. Song vd. 2010). ilaveten, karbon nanotiipler
(CNT), GO ve indirgenmis grafen oksit (rGO) gibi karbon temelli nanomalzemeler, kolay
sentezlenebilmeleri, suda iyi dagilim gostermeleri, biyolojik uyumluluklar1 ve yiiksek
iletkenlikleri nedeniyle biyosensor iiretiminde siklikla kullanilmaktadir (Kiymaz Onat vd.

2023).

2.3 GO ve Ozellikleri

Benzersiz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ile grafen nanoelektronik, nanokompozitler,
piller, sensorler ve giines pilleri gibi bir¢ok teknolojik alandaki potansiyel uygulamalari
nedeniyle olduk¢a dikkat ¢ekmektedir. Son yillarda grafen temelli analitik sistemler
oldukga aktif bir alan haline gelmistir. Grafen, farkli malzemelerin immobilizasyonu i¢in
cok genis bir yiizey alanina sahip olmakla birlikte elektrot ve analitler arasindaki elektron
transferini etkili bir sekilde tesvik edebilmektedir (Peng vd. 2014). Grafenin bir tiirevi
olan GO, miikemmel dagilabilirlik, iyi biyouyumluluk ve kolay yiizey islevselligi gibi
benzersiz Ozelliklerinden dolayr biiylik 6nem tasimaktadir. GO, uglarda karboksil,
hidroksil ve keton gruplari gibi reaktif gruplar ile diizlem iginde hidroksi ve epoksi
gruplar1 i¢cermektedir. Farkli reaktivite yetenekleri nedeniyle, GO’daki bu fonksiyonel
gruplar, spesifik ve segici molekiiller kullanilarak degistirilebilmektedir. Kenarlardaki
karboksil gruplari, modifikasyonlara en uygun olanlaridir; ancak hidroksil ve epoksit
gruplar1 da segici olarak degistirilebilmektedir. GO'da hidroksi gruplarinin varligi, onun
suda dagilmasina ve kondenzasyon reaksiyonlarinda kullanilmasina imkan vermektedir.
Bu o6zellik, GO’yu sulu ortamda sol-jel reaksiyonlar1 i¢in ilging ve uygun bir oncii
yapmaktadir (Hintze vd. 2016). Ayrica, GO, kovalent olmayan etkilesimler (elektrostatik
etkilesimler veya Van der Waals kuvvetleri gibi ) yoluyla farkli metaller, yar1 iletkenler
veya nanomalzemelerle modifiye edilebilmektedir (Silva vd. 2020). GO’daki oksijen
igeren gruplar, nanohibritlerin hazirlanmasi igin SiO2, Au, Ag, ZnO ve TiO: ile

reaksiyona girerek biiyiik bir reaktivite saglamaktadir (Dong ve ark., 2019).



2.4 TiO2 ve Ozellikleri

TiO2 benzersiz enerji bant araligma sahip olmasi, kimyasal ve fiziksel stabilitesi
nedeniyle birgok uygulamada biiyiik ilgi géren en 6nemli yar1 iletken malzemelerden
biridir. [laveten, fotokataliz, fotoelektrokimyasal, sensorler, biyomedikal, biyoelektronik,
pil ve siiper kapasitor gibi bir¢cok uygulamada degistirilmis yap1 ve yiizey fonksiyonel
malzeme formunda arastirilmis ve kullanilmistir. TiO2’nin dogada anataz, rutil ve brokit
olmak tizere ti¢ farkli faz1 bulunmakla birlikte bu fazlar i¢in bant bosluklar1 sirasiyla, 3.2,
3.02 ve 2.96 eV’dir (Praveen vd. 2014). Ozellikle, 3.2 eV bant bosluk enerjisi ile en iyi
bilinen yari iletken olan anataz TiO2 nanopargaciklar, gesitli elektrokimyasal uygulamalar
i¢in kullanilmigtir. Iyi biyouyumluluk 6zellikleri, yiiksek iletkenligi ve diisiik maliyeti
nedeniyle, nanopargaciklar, nano igneler ve nanotiipler gibi ¢esitli formlarda iiretilebilen
TiOy, elektrokimyasal sensorler ve biyosensér uygulamalari ig¢in gekici bir elektrot

malzemesi haline gelmistir (Emregul vd. 2013).

2.5 Sol-Jel Teknigi

Sol-jel teknigi, nano boyutlardan makro boyutlara uzanan genis ve disiplinler aras1 bir
arastirma alanini kapsayan ¢esitli yeni malzemelerin gelistirilmesinde rol oynayan umut
verici araglardan biridir (Trindade ve Politi 2019). Baslangi¢ malzemeleri olarak koloidal
¢ozeltilerin (sol) kullanildigi bu teknik, cam, seramik ve organik-inorganik hibritler
iceren ileri diizey malzemelerin hazirlanmasi i¢in esnek bir yaklasim sunmaktadir
(Esposito 2019). Son yillarda farkli kimyasal sensorlerin gelistirilmesi igin sol-jel teknigi
lizerine kapsamli ¢alismalar yapilmistir. Bu teknolojinin baslica kullanimi optik sensorler
alaninda olsa da sol-jel temelli elektrokimyasal ve biyosensorlerle ilgili ¢aligmalarin
sayist da goz ardi edilemeyecek kadar fazladir. Ozellikle, biyomolekiillerin sol-jel
matrislerine immobilizasyonu ile ilgili ¢cok sayida ¢aligma bulunmaktadir (Mujahid vd.
2010).

Sol-jel islemi genel olarak, bir sistemin s1vi 'sol'den (pargaciklarin koloidal siispansiyonu)
kat1 'jele' gecisine iligkin bir siiregtir. Bu siirecte tetrametoksi silan (TMOS) veya

tetraetoksi silan (TEOS) gibi diisiik molekiiler agirlikli bir metal alkoksit nciil molekiilii
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asit veya baz katalizor varliginda hidrolize edilmektedir. Metal alkoksit (6rnegin, TEOS
veya TMOS) onciilerinin hidrolizi ile silanol gruplar (Si-OH) olusmaktadir ve ardindan
olusan silanol gruplar1 arasinda gergeklesen kondenzasyon ve polikondenzasyon
reaksiyonlar1 sonucunda siloksan (Si-O-Si) yapilari meydana gelmektedir (Sekil 2.2)

(Kandimalla ve ark., 2006).

Hidroliz :
=Si— OR+H,0 <——— > =Si— OH +ROH (1)
Esterifikasyon

Alkol kondenzasyonu

—Si—OR+HO—Si==<———> =Si—0—Si=+ROH (2)
Hidroliz

Su kondenzasyonu

=Si—0OR+HO—Si=m==<=———> =S5|—0—Si=+H>0
ST OR+ HO =S = = iz = 2 (3)

Sekil 2.2 Sol-jel islemi reaksiyon basamaklari

Hidroliz reaksiyonlar1 i¢in en ¢ok kullanilan asit veya baz katalizérler HCl, NH4OH,
H2COs, HF ve NH4F olarak siralanabilir. Sol-jel gegisi sirasinda, soliisyonun viskozitesi
kademeli olarak artmaktadir ve sol (kiigiik partikiillerin koloidal siispansiyonu) birbirine
baglanarak sert ve gozenekli bir yapi (jel) olugturmaktadir. Sol-jel isleminin kosullarina
baglhi olarak, jellesme saniyelerden aylara kadar bir zaman diliminde
gerceklesebilmektedir ve sonug olarak birbirine bagli ii¢ boyutlu bir ag elde edilmektedir
(Casero ve Vazquez 2017). Elde edilen jelin yiiksek derecede dallanmis aglomeratlar
veya ag benzeri yapilar halinde bulunmasi ise hidrolizin bazik veya asidik kosullar altinda
gerceklestirilmesine baglidir. Bazik hidroliz daha hizli gergeklestiginden tiim silanol
gruplar1 hizla olustuktan sonra kondenzasyon reaksiyonlari baglamaktadir. Yapilan bu
coklu kondenzasyon basamaklari neticesinde solde kii¢iik dallanmis aglomeratlar
olusmaktadir. Asidik ortamda kondenzasyon hidroliz tamamlanmadan basladigindan

solde zincir benzeri yapilar olusmaya baslamaktadir (Sekil 2.3) (Danks ve ark. 2016).
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a) Silisyum alkoksitlerin asit katalizli kondenzasyon reaksiyonlari
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b) Silisyum alkoksitlerin baz katalizli kondenzasyon reaksiyonlari
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Sekil 2.3 Silisyum alkoksitlerin a. asit, b. baz katalizli kondenzasyon reaksiyon
mekanizmalar1 (Danks ve ark. 2016' dan degistirilerek alinmistir)

Sol-jel gecisinden sonra, elde edilen 1slak jelin gbzeneklerindeki ¢oziiciiniin
uzaklastirllma yontemine bagli olarak aerojel (siiperkritik akiskan ektraksiyonu ile
kurutma), kserojel (buharlastirma ile kurutma) ve Kkriyojel (dondurarak kurutma)
tiretilebilmektedir (Sekil 2.4). Ilaveten kurutma kosullarna bagli olarak yiizey alan,
gozenek hacmi, gézenek boyutu, gézenek morfolojisi gibi 6zellikler de degismektedir
(Cantiirk Oz ve Kaya 2019). Genellikle, kserojeller, capraz baglanma ve yogunlastirma
acisindan hidrojellere gore, mekanik ozellikler ve kimyasal diren¢ bakimindan daha
listiindiir. {laveten ¢ok sayida kiigiik gozenek nedeniyle genellikle yiiksek bir yiizey
alanina sahiptir. Ancak yap1 diizenleyici maddeler eklenmeden bu gozeneklilik genellikle
diizensizdir (Kandimalla vd. 2006).
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Sekil 2.4 Sol-jel siirecinin farkli asamalarinin semasi (Bokov ve ark., 2021’den
degistirilerek alinmistir)

Ayrica gozeneklilik ve ylizey alami gibi Ozelliklerin biiylik 6lciide sol-jel islemi
parametrelerine (alkoksit Oncii se¢imi, alkoksit: su orani, katalizor ve ¢Oziicliniin
konsantrasyonu ve tiirii, jellesme sicakligi, pH vb.) bagli oldugunu belirtmek
gerekmektedir. Elde edilen seramik malzemeler kimyasal ve termal stabilite, optik
seffaflik ve gozenek 6zelliklerini ayarlama imkani ile karakterize edilmektedir. Silika sol-
jeller saydamdir, kimyasal olarak inerttir, ¢ogu organik polimere kiyasla organik
coziiciilerde ihmal edilebilir sisme ozellikleri gostermekle birlikte mekanik olarak da
stabildir. Sol jel reaksiyonlari oda sicaklifinda ve iliman kosullarda ger¢eklestiginden
biyolojik aktiviteyi degistirmeden biyomolekiillerin ¢evresinde veya hatta daha biiyiik
biyolojik tiirlerde silika matrisi sentezini miimkiin kilmaktadir. Ilaveten proteinler,
enzimler, hormonlar, antikorlar, hiicre bilesenleri ve hatta canli tiim hiicreler gibi

biyomolekiiller gézenekli agda aktif kalabilmektedir.

Cevreden gelen daha kiiclik tiirler ise matris i¢inde yayilabilmektedir ve hapsolmus
biyomolekiillerle etkilesime girebilmektedir (Preda vd. 2011). Sol-jelin destek olarak
diger bir avantaji, cok farkli konfigilirasyonlarda kolaylikla iiretilebilir olmalaridir. Bu
nedenle, bir silika sol, ince bir film olusturmak i¢in bir cam slayt, elektrot yilizeyi veya
optik fiber fiizerine daldirilarak (dip-coating) veya dondiiriilerek (spin-coating)

kaplanabilmektedir.
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Molekiil diflizyonu i¢in 6nemli olan bu ince filmler siklikla kimyasal sensorler ve

biyosensorler hazirlamak igin kullanilmaktadir (Sekil 2.5)(Casero ve Vazquez 2017).
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Sekil 2.5 Koloidal soldan sentezlenen a. kserojel filmler, b. toz formda kserojeller (Casero
ve Vazquez 2017°den degistirilerek alinmistir)

Cogu durumda, ince filmler, 1yi difiizyon 6zelliklerinden dolay1 kalin olanlara gore daha
hizli tepki gostermektedir. Jel kalinliginin artmasiyla, sinyal bozulmaktadir ve analitlerin
bir biyomolekiil aktif bolgesine difiizyonu zorlasmaktadir; sonunda bu faktorler zayif

tepkiye yol agmaktadir. Bu nedenle film kalinlig1 6nemli bir parametredir (Kandimalla
vd. 2006).

Yayilanan bir¢ok calismaya ragmen, sensor alt tasi olarak kullanilabilen bu tiir jellerin
gelistirilmesinde hala bazi problemlerle karsilagilmaktadir. Silika sol-jel matrislerinin
olusturulmasinda karsilagilan genel problemlerden bir tanesi jelin kurumasi sirasinda

alkol ve su gozeneklerden buharlasirken biizlisme sonucu yiizeyde olusan catlaklardir
(Prieto-Simoén vd. 2004).
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laveten gbzeneklerin homojen olmamasi, suya daldirildiginda kuru monolitik
sensorlerde catlaklara ve kirilmalara neden olmaktadir. Bazi arastiricilar setiltrimetil
amonyum bromiir (CTAB) veya Triton X-100 gibi yiizey aktif maddelerin kullaniminin
malzemenin catlamasini Onleyerek, i¢ ve yiizey gerilimlerini azaltmada ve 1slatma
derecesini arttirmada yararli oldugunu gostermislerdir. Ayni amagcla, kitosan, polietilen
glikol (PEG) gibi ¢esitli polimerler veya polivinil piridin ve polivinil alkol kopolimerleri
sol-jel aglarina dahil edilmektedir. PEG bir gézenek doldurucu gorevi gorerek jel
bliziilmesini ve gézenek ¢okmesini dnlemektedir. Benzer sekilde, perflorosiilfonatli bir
iyonomer olan nafyon da sadece sol-jel filmlerin ¢atlamasini 6nlemek igin degil, ayni
zamanda biyosensorlerdeki analitik Ozellikleri iyilestirmek i¢in de kullanilmaktadir
(Casero ve Vazquez 2017). Son yillarda, silika sol-jel temelli inorganik-organik hibrit
malzemeler ile ilgili ¢aligmalar hiz kazanmistir. Silisyum, aliiminyum, titanyum gibi
metal alkoksi Onciillerine c¢esitli fonksiyonel gruplarin (amino, glisidoksi, epoksi,
hidroksil vb.) dahil edilmesi ile organik olarak modifiye edilmis sol-jel camlar
(ormosiller) tiretilebilmektedir (Tripathi vd. 2006). En yaygin katki maddeleri, 6rnegin
amfifiller, blok kopolimerler, iyonik sivilar, biyopolimerler ve proteinler gibi "yumusak
sablonlar" olmustur. Bu hibrid sol-jel materyallerinde kovalent, hidrojen, Van der Waals
baglar1 veya inorganik ve organik bilesenler arasinda elektrostatik etkilesimler meydana
gelebilmektedir (Danks vd. 2016). Biyo enkapsiilasyon islemi siirecinde ormosillerin
kullanimi, konake¢1 matrislere hidrofobik veya hidrofilik 6zellikler kazandirabilmektedir.
Hidrofobik silika olusturan monomerler kullanildiginda, ortaya ¢ikan elektrotlar suyu
reddeder ve elektrolit ile temas halinde olan en dis yilizeyde yalnizca ayrilmis karbon
adaciklar1 birakmaktadir. Ote yandan, hidrofilik monomerler kullanildiginda, sol-jel
camin suyla 1slanan alaninda bir artis olmaktadir. Bu nedenle, organik olarak modifiye
edilmis bir sol-jel camdaki hidrofilik ve hidrofobik monomerlerin orani, biyo-uyumlu

matrislerin hazirlanmasinda ve sensor tasariminda olduk¢a 6nemlidir (Tripathi vd. 2006).

2.6 Sol-Jel Temelli Biyosensorler

Sensér cihazlarimin analitik  kapasitelerini ~ gelistirebilecek yeni materyallerin
gelistirilmesi, biyosensér teknolojisinin 6nemli bir yonidiir. Sol-jel matrisleri,

elektrokimyasal biyosensorlerin gelistirilmesi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Ozellikle silika iceren gdzenekli sol-jel temelli malzemeler, biyosensdr tasariminda
oldukca uygun 6zellikler sergilemektedirler (B. Liu vd. 2003). Ornegin, UV ve goriiniir
spektral aralikta seffaf olmalari, onlar1 sogurma, yansitma, floresans, kemiliiminesans ve
biyoliiminesans gibi yaygin algilama tekniklerine uygun hale getirmektedir. Kati bir faz
destegi sunan bu malzemeler, mekanik olarak saglam, nispeten kimyasal olarak inert,
termal, fotokimyasal ve biyolojik bozunmalara kars1 direnclidir. ilaveten, silika gergeve
konuk biyomolekiillerin etrafinda biiyiidiigii ve katki boyutunun iist sinirlarini genislettigi
i¢in ¢ok cesitli algilama elemanlari ile katkilanabilmektedirler (Owens vd. 2016). I¢ ice
gecmis silika aglart ise biyomolekiillerin etkili bir sekilde enkapsiilasyonuna hizmet
ederek onlarin sizmasini 6nlemektedir. Bu siki ag yapisi icinde makromolekiiler aligveris
engellenirken, sensér uygulamalarinda gerekli olabilecek tampon iyonlari, substratlar ve
gbzenekli yap1 icinde ve disinda reaksiyon tiriinleri dahil olmak iizere kii¢iik molekiillerin
siirsiz taginmasina da izin verilmektedir (Jin ve Brennan 2002). ilaveten, malzemenin
iletkenligini veya diger baska 6zelliklerinin degistirilmesine imkan verecek sekilde metal
partikiiller (altin, paladyum, iridyum, demir, bakir, seryum ve ¢inko vb.), metal oksit
nanopargaciklar (TiO2 nanopartikiiller, ZrO2) karbon malzemeler (karbon nanotiip, grafen

vb.) sol-jel matrisleri icerisine kolaylikla ilave edilebilmektedir (D. Li vd. 2016).

Biyomolekiillerin (genellikle enzim) sol-jel matrisi igerisine enkapsiile edilmesi islemi,
katalizor olarak giliclii asit veya bazin kullanilmasini gerektirmektedir. Ayrica, silan
onciistiniin hidrolizi sirasinda ise organik alkoller (metanol) olusmaktadir. Olusan
alkoller ve daha da Onemlisi olumsuz pH kosullari, biyomolekiillerin kismi
denatiirasyonuna sebebiyet vermektedir (Gavalas vd. 2004). ilaveten, iiretim i¢in 6nemli
miktarda enzime ihtiya¢ vardir. Bahsi gegen sorunlarin iistesinden gelmek i¢in alternatif
bir diger yontem ise biyomolekiillerin sol-jel omurgasina kovalent baglanma yoluyla
immobilizasyonu olup, bu yontemde ihtiya¢ duyulan enzim miktar1 ise minimumdur.
Buradaki stratejide ise sol-jel silikat omurgasinda biyomolekiillerin kolaylikla
baglanabilecegi uygun bir kismin veya fonksiyonel grubun varligi (-NHz, -OH)
gerekmektedir. Bu nedenle, genellikle 3-aminopropiltrimetoksisilan (APTMOS) ve 3-
aminopropiltrietoksisilan (APTES) gibi amin temelli silika onciileri tek baslarina yada

bagka silika onciileri ile karistirilarak kullanilmaktadir (Yang vd. 2003).
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Kitosan, biyobozunurluk ve biyouyumluluk 6zellikleri nedeniyle biyomolekiil
immobilizasyonu i¢in siklikla kullanilan dogal bir polimerdir. Hem igerdigi fonksiyonel
gruplar nedeniyle reaktif silika onciileri ile sol-jel ag1 olusturma yetenckleri hem de
biyomolekiillerle eslesme reaksiyonu vermeleri sebebiyle organik-inorganik kompozit
sensoOr matriksleri sentezinde siklikla tercih edilmektedirler (Miao ve Tan 2001, G. H.
Wang ve Zhang 2006). ilaveten glutaraldehit, biyomolekiillerin elde edilen bu yiizeylere
kovalent olarak baglanmasi icin c¢apraz baglama reaktifi olarak yaygin bir sekilde

kullanilmaktadir (G. Wang vd.2003).

2.7 Keratin ve Ozellikleri

Yenilenebilir bir kaynak olarak keratin, seliiloz ve kitinden sonra dogada en ¢ok bulunan
ticlincii polimerdir ve sag, tily, yiin ve boynuz gibi ekzoiskelet yapilarda yaygin olarak
bulunmaktadir (C. Su vd. 2020). Belirgin bir ii¢ boyutlu yapisi olan yiin keratini yaklagik
%95 protein, %0,5 mineral, %5 lipid igermektedir. Keratinin bu yapisini, molekiiller arasi
ve molekiil i¢i baglarla birbirine bagli, farkli amino asitlerden olusan iki polipeptit zinciri
olusturmaktadir (Berechet vd. 2020). Polipeptitteki ikincil yapilarin siki bir sekilde
paketlenmesinin yani sira, yapisinda bulunan hidrojen, iyonik ve disiilfit (-S-S-) ¢apraz
baglar1 nedeniyle yiin keratininin gesitli ¢6ziictilerde ¢oziiniirliigii diisiik olup kararlilig
yiiksektir. Bu sebeple keratinin ekstraksiyonu olduk¢a karmasik ve zor bir siire¢ haline
gelmistir. Keratinin g¢esitli kaynaklardan nispeten hizli, uygun maliyetli, etkili ve yliksek
verimde ekstraksiyonu i¢in; indirgeme, oksidasyon, alkali ekstraksiyonu ve siilfitolizis

gibi ekstraksiyon teknikleri literatiirde oldukga fazla ¢aligilmistir (X. Liu vd. 2017).

Miikemmel biyobozunurluk ve biyouyumluluk 6zellikler gosteren keratinde, aromatik
yan gruplarin yani sira, karboksilik, hidroksil, amin ve tiyol gibi ¢esitli reaktif
fonksiyonel gruplar bulunmaktadir. Bu 6zellikleri ile keratin, yara iyilesmesi, kemik
rejenerasyonu, implant malzemeleri, hemostatik pansumanlar ve kontrollii ilag salinimi
gibi doku miihendisligi ve tibbi uygulamalar i¢in kullanilan ideal biyomalzemelerdir
(Siriorn ve Jatuphorn 2020). Keratin ve/veya diger biyopolimerlerle (dogal ya da sentetik)

olusturulan kompozitleri kullanilarak; hidrojel, film, lif, siinger ve yara bantlar1 formunda
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cok sayida malzeme iiretilmis ve biyomalzemeler olarak etkinlikleri aragtirilmistir

(Berechet vd. 2020).

Bununla birlikte, film olusturulabilmesi ve diisiik yilizeysel piirtizliilik, yiiksek seffaflik,
diisiik sicaklikta isleme gibi bazi avantajlar1 sebebiyle keratinin biyo-sensor uygulamalarinda
da kullanilabilecek potansiyele sahip oldugu bildirilmistir (Natali vd. 2019). Ilaveten, sol-jel
temelli organik-inorganik kompozit hidrojellerin {iretimi ve doku miihendisligi alaninda
kullammmuyla ilgili birkag ¢alisma mevcuttur. Tiim bu g¢alismalara iligkin detayli bilgiler

kaynak arastirmasi kisminda verilecektir.

2.8 Kaynak Arastirmasi

Sol-jel teknolojisi, farkli sensor uygulamalart i¢in son derece yenilik¢i malzemeler
{iretme potansiyeline sahiptir. Ince ve seffaf sol-jel temelli filmler, gesitli biyolojik
tiirlerin gelismis hassasiyet ve segicilik ile tespiti i¢in uygun platformlar saglamaktadirlar.
Inorganik, ormosiller, hibrid sol-jeller ve i¢ ice gecen polimer aglar1 gibi farkli sol-jel
matrislerinin sentezi ve sensor uygulamalari (enzimli veya enzimsiz) i¢in kullanim
potansiyelinin arastirildigi bazi ¢alismalar derlenmistir. Belirtilen ¢alismalarda,
enzimatik sensdrlerde immobilizasyon islemi, sol jel matrisi i¢ine enkapsiilasyon ya da
sol-jel omurgasina kovalent baglanma yoluyla gerceklestirilmistir. Yang vd. (2003)
tarafindan yapilan bir calismada gbézenekli bir organik-inorganik hibrit sol-jel karbon
kompoziti gelistirilmis ve enzim biyosensorlerin iiretimi i¢in immobilizasyon platformu
olarak etkinligi degerlendirilmistir. Kompozit, grafit tozu, ferrosen ve bir amino- ve
metil-silikat omurga icermektedir. Amin temelli sol-jel ¢ozeltisi metiltrimetoksisilan
(MTMOS) ve APTMOS’1n belirli oranlarda karigtirilmasiyla elde edilmistir. Grafit tozu,
elektrot i¢in iletkenlik saglamaktadir ve ferrosen, enzimin aktif merkezinden iletken
yiizeye elektron iletimi igin aract gorevi gormektedir. Chang vd. (2010) tarafindan
yapilan bir ¢alismada 96 kuyucukdan olusan glukoz biyosensor dizisi {iretilmistir. Bu
tasarimda oncelikle kuyucuklarin dip kismi florofor katkili ince bir sol-jel filmi ile
kaplanmistir (oksijen algilayici film). Bu ince film icin florofor katkili ormosil
kullanilmistir. GOX, hidrolizde iiretilen etanoliin biiylik bir kisminin vakumlanarak

uzaklastirildigt TEOS tiirevi sol-jelde enkapsiile edilmistir ve ardindan bu ince film
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tizerine uygulanmistir. Bu glikoz optik biyosensor dizilerinin, ticari bir floresans plaka
okuyucu kullanilarak 96 oOrnege kadar biiylik Ol¢iide paralel analizler igin
kullanilabilecegi belirtilmistir. Tan vd. (2005) yaptiklar1 bu ¢alismada ¢ok duvarli karbon
nanotip (MWCNT) katkili organik olarak modifiye edilmis sol-jel/kitosan hibrit
kompozit film temelli bir amperometrik kolesterol biyosensorii gelistirmislerdir. Silika
onciisii olarak MTOS kullanilmis ve elde edilen kitosan/silika kompozit jel, prusya mavisi
ile modifiye edilmis cam karbon elektrot ylizeyine uygulanarak film olusturulmustur.
ChoOx, ise enkapsiilasyon yoluyla immobilize edilmistir. Enzim immobilizasyonu,
Triton X-100 konsantrasyonu, pH, sicaklik ve uygulanan potansiyel gibi baz1 deneysel
degiskenlerin biyosensoriin akim yaniti tizerindeki etkileri arastirilmistir. Thenmozhi ve
Narayanan (2007) yaptiklari bir ¢alismada, sol-jel temelli enzim igermeyen amperometrik
H>0> sensor gelistirmislerdir. Elektrokatalizor olarak kullandiklari tiyonin ile amin grubu
iceren APTMOS silika onciisiiniin eslesme reaksiyonlart bifonksiyonel ¢apraz baglayici
olan glutaraldehit varhiginda gergeklestirilmistir. Tiyonin ile modifiye edilmis
APTMOS’in asidik ortamda gergeklestirilen hidroliz ve kondenzasyon islemleri
neticesinde elde edilen sol-jel matris grafit gubuk fiizerine ince bir tabaka halinde
kaplanmistir. CV ve amperometri 6l¢imleri neticesinde, modifiye edilen elektrodun
H202’nin indirgenmesine yonelik iyi bir elektrokatalitik aktivite gosterdigi belirtilmistir.
flaveten, 3,82x107°M ile 4,07x1073M arasinda degisen H20, derisimlerine kars1 akim
cevaplar arasinda 0,99 korelasyon katsayisi ile lineer bir iliski olup, LOD degeri ise
1,53x107%M olarak belirlenmistir. G.Wang vd. (2003) dogal bir polimer olan kitosan ile
(3-aoriloksipropil) dimetoksimetil silan (APDMOS) arasinda gergeklestirdikleri sol-jel
reaksiyonlart neticesinde elde ettikleri hibrit malzemenin amperometrik H20>
biyosensorii olarak etkinligini degerlendirmislerdir. HRP’nin sol-jel matrisi iizerine
immobilizasyonu kovalent baglanma ile gergeklestirilmis ve LOD degeri 2x10°M olarak
belirlenmistir. Miao ve Tan (2001) yaptiklar1 bir ¢alismada, tetrametoksi silan (TMOS)
ve kitosandan olusan sol-jel temelli kompozit film sentezi gergeklestirmislerdir.
Kompozit film {izerinde HRP immobilizasyonu kovalent baglanma ile
gerceklestirilmistir. Destek elektroliti icerisinde elektron vericisi olarak potasyum
hekzasiyanoferrat (IT) kullanilmis olup, yapilan 6lgiimler neticesinde LOD degeri 3uM

olarak hesaplanmistir.
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Literatiir bulgular1 incelendiginde, sensor tasarimlarinda matriks olarak sentezlenen sol-
jel temelli organik-inorganik kompozit malzemelerde genellikle dogal bir polimer olan
kitosan kullanildig1 géze ¢arpmaktadir. Ancak keratinin kullanildigi organik-inorganik

hibrit malzeme ile sol-jel temelli sensor tasarimi bulunmamaktadir.

Son yillarda metal oksit nanomalzemeler, diisiik maliyetleri, olaganiistii kimyasal ve
termal dayanimlar1 nedeniyle elektrokimyasal sensor arastirmalarinda biyiik ilgi
gormektedir. Ayrica, yari iletken metal oksitler, elektron transfer kinetigi i¢in uygun
adaylar olarak kabul edilmektedirler. Ilaveten, biyomolekiillerin adsorpsiyonunu
arttirarak, sensorlere daha iyi performans saglamaktadirlar. Enzimatik veya enzimatik
olmayan H20- sensorlerin tiretimi igin Fe304, MNO2, TiO2, ZnO, CuO ve SnO; gibi yari
iletken temelli oksit nanomalzemeler igeren calismalar olduk¢a fazladir (Rashed vd.
2021). Ozellikle nano boyutlu TiO, iceren, ayarlanmis piiriizliiliik veya nano yapi
dizileriyle karakterize edilen ince filmlerin kullanildigi elektrokimyasal biyosensor
calismalar1 olduk¢a dikkat cekicidir. Burada TiO2, biyoreseptor ile analit arasindaki
reaksiyon sonucu olusan elektronlar1 toplayarak dedeksiyonu saglamaktadir. Anataz
fazindaki TiO2 nanopartikiillerin substrat ile iyi bir elektronik baglanti gosterdigi
bilinmektedir (Bertel vd. 2021). ilaveten, spesifik molekiillerin gesitli fonksiyonel
gruplarina (silanlar, fosfonatlar, karboksilatlar, katekoller, alkenler/alkinler ve aminler)
kovalent baglanma noktalar1 olarak islev goren yiizeye baglh reaktif —OH gruplari
barindirmalar1  sebebiyle, yiizey modifikasyonlar1 miimkiin olabilmektedir ve
biyosensorler i¢in 6nemli olan kendiliginden organize olan tek tabaka molekiiller (SAM)
yapilarinin olusumunu desteklemektedir (Pujari vd. 2014). Ognjanovi¢ vd. (2020)
yaptiklar1 bir calismada impedimetrik glukoz sensorii tasarlamislardir. Bunun igin,
oncelikle APTES ile silanlanmig TiO2, belli oranlarda karboksilik grafen (CG) ile
karigtirllmigtir. Elde edilen bu karisimdan, 10 pl hacimde alinarak SPCE yiizeyi modifiye
edilmistir. GOx enzim immobilizasyonu modifiye edilen bu yiizey lizerine kovalent
baglanma yoluyla gerceklestirilmistir. APTES burada icerdigi —NH> gruplar ile hem
immobilizasyonu hem de CG ile baglanmayi saglamistir. Liang vd. 2008 yaptiklari bagka
bir ¢alismada ise, amperometrik GOx sensorii tasarlanmistir. Bu tasarimda ise, altin
elektrot prusya mavisi (PB) ile elektropolimerizasyon yontemiyle modifiye edilmistir. Bu

yiizey tzerinde sol-jel temelli titanyum filmi ise buhar biriktirme ydntemiyle
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olusturulmustur. GOx ise bu film igerisine enkapsiilasyon islemi ile immobilize
edilmistir. Uretilen GOx/titanyum sol-jel/PB membran temelli biyosensériin, igeriginde
bulunan tiim malzemelerin sinerjik etkileri sayesinde yiiksek hassasiyet, iyilestirilmis
kararlilik, iyi segicilik, kisa tepki siiresi ve genis bir dogrusal aralik gibi iyi performanslar
sergiledigi belirtilmistir. Prieto-Simoén vd. (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada, bakir,
demir, ¢inko ve seryum gibi metaller ile aminopropiltrimetoksi silan (APTMS)/TEOS
karisimini igeren silika Onciileri arasinda sol-jel reaksiyonu gerceklestirilmistir. Metal
modifiye APTES/TEOS (M-APTES/TEQOS, M= Cu?*, Ce*, Fe**, Zn?") hazirlanirken,
metal onciilerle (Ce(NO3)3.x H20, Cu(S0O4).5H20, FeCl3.6H20 ve ZnCl,.xH-0) silika
onciiler belirli oranlarda bazik ortamda karistirilip, kondenzasyon reaksiyonlar
gerceklestirildikten sonra, elde edilen jel 110°C’ta 12 saat boyunca kurutulmustur. Elde
edilen kserojel, PEG ve seliiloz asetat icerisinde dagitilip Pt elektrot ylizeyinde film
olusturulmustur. GOx veya baska peroksidazlar bu yilizeye immobilize edildikten sonra
M-APTMS/TEOS modifiye Pt elektrotlarin elektrokatalitik aktivitesi CV ve

amperometrik 6l¢iimler yapilarak arastirilmistir.

Bu ¢alismalara ek olarak biyosensor tasariminda biyopolimer/TiO- hibrit malzemelerin

kullanildigi bazi ¢alismalar da bulunmaktadir. Emregul vd. (2013) yaptiklar1 bir
calismada, siiper oksit radikali (O) tayini i¢in olduk¢a hassas elektrokimyasal
karboksimetilseliiloz (CMC)/jelatin/TiO2/stiperoksit dismutaz (SOD) biyosensorii
gelistirmislerdir. Biyopolimer karisiminin (CMC ve jelatin), SOD-TiO2 i¢in biyouyumlu
bir ortam sagladig1 Ve nano 6lgekli bir elektrot gorevi gorerek Pt elektrot yoluyla elektron

transfer oranini arttirdig: belirtilmistir. Hibrit sensor, saglikli ve kanserli beyin dokusunda
(O2) tespiti i¢in 1,5 nM ile 2 mM'lik genis bir dogrusal aralik, yiiksek hassasiyet ve hizl

yanit siiresi (1,8 s) ile yiiksek analitik performans sergilemistir. Derkus vd. (2014b)
yaptiklar1 bagka bir calismada, Pt elektrot yiizeyinde olusturduklari aljinat/TiO>
nanokompozit film tizerine multipl skleroz (MS) oto-antijeni olan miyelin temel
proteininin (MBP) immobilizasyonu gercgeklestirilmistir. Elektrot yanit kapasitesinin ve

uygulanabilirliginin belirlenmesinde CV ve EIS teknikleri kullanilmustir.
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Tez c¢alismast kapsaminda kullanilan bir diger materyal ise GO’dur. Yiiksek ylizey alani
ve igerdigi fonksiyonel gruplar (-OH, karboksil ve epoksit vb.) nedeniyle GO,
polimerlerin  6zelliklerinin  gelistirilmesi  igin kullamlmustir. ilaveten, biyolojik
uyumluluklar1 ve yiiksek iletkenlikleri nedeniyle biyosensor tiretiminde de siklikla
kullanilmaktadir. Kiymaz Onat vd. (2023) Nikotinamid adenin diniikleotit (NADH) ve
H20.’yi aynmi elektrot {izerinde amperometrik olarak belirleyebildikleri ikili SPCE
(DSPCE) sistemini kullanmislardir. DPSCE ylizeyi katman katman olacak sekilde
sirasiyla rGO, iletken bir polimer olan polinétral kirmizi1 (PNR) ve Au nanopargaciklari
(AUNPs) ile modifiye edilmistir. RGO/PNR/AUNPs sisteminin NADH'nin oksidasyonu
ve H2O2'nin indirgenmesi tizerinde elektrokatalitik bir etki gosterdigi bildirilmistir. X. Liu
vd. (2012) yaptiklar1 diger bir ¢alismada ise dopamin ve iirik asidin belirlenmesine
yonelik bir biyosensor gelistirmislerdir. Camsi karbon elektrodun (GCE) kullanildig: bu
sensor tasariminda yiizey rGO ve AuNPs igeren sol-jel temelli kitosan/silika hibrit
membranlar (CSHMs) ile modifiye edilmistir. Silika 6nciisii olarak APTES kullanilmis
olup, negatif yiikli AuNPs, pozitif yiikli amino gruplart iceren CSHMs igerisine
elektrostatik etkilesimlerle baglanmistir. EIS ve CV ol¢limleri neticesinde, sensor
yiizeyindeki rGO ve AuNPs’lerin dopamin ve trik asidin elektro oksidasyon sinyalini
attirdigr belirtilmistir. P. G. Su vd. (2015) ise PET substrat {izerine insa edilmis i¢ ice
geemis Au elektrotlar1 kullanarak esnek nem sensorleri tasarlamiglardir. Yiizey
modifikasyonu i¢in SAM ve sol-jel yontemlerinin kombinasyonu kullanilmistir. Bu
baglamda, oncelikle asidik ortamda hidroliz edilen 3-merkaptopropiltrimetoksisilan
(MPTMOS) silika onciisii ile GO karistirilip, tarak benzeri Au elektrot yiizeyine
damlatilmistir. AuNPs’lerin sol-jel agmin tiyol gruplarma baglanmasi saglanmstir.
AuNPs/GO/MPTMOS sol-jel filminin nem algilama mekanizmasi1 EIS 6lgtimleri ile

arastirilmistir.

Atik malzemelerden (6rnegin yiin, tily, sa¢ ve tirnaklar) elde edilebilen keratin ekstraktlar
dogada bol bulunmalart ve mitkemmel biyouyumluluk &zellikleri nedeniyle, hidrojel,
singer ve film gibi farkli formlarda biyomedikal alanlarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Icerdikleri Losin-Aspartik Asit-Valin (LDV) ve Glutamik Asit-
Aspartik Asit-Serin (EDS) peptit domainleri gibi bazi1 sinyal motiflerine sahip olmasi

nedeniyle hiicrelerin tutunup cogaldig1r bir yapir iskelesi olarak doku miihendisligi
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alaninda olduk¢a fazla kullanim alan1 bulunmaktadir (Y. E. Arslan vd. 2017). Hem
iyonik/elektriksel transdiiksiyon i¢in aktif malzeme olmalari hem de diisiik yiizeysel
puriizliliik, yiiksek seffaflik, diisiik sicaklikta islenmesi, biyouyumluluk/biyobozunurluk
gibi ozellikleri nedeniyle keratin sensor tasarimlari i¢in avantajli biyopolimerler olarak
degerlendirilmektedir (Natali vd. 2019). Ilaveten, Keratin, yiiksek derecede kimyasal
islevsellige sahip bir biyopolimer olup, nem tutma ve termal iletkenlik gibi birgok 6zellik
sergilemektedir (Hamouche vd. 2018). Bu baglamda, literatiirde keratin film temelli nem
sensorleri tasarimi yapilmis bazi ¢alismalar mevcuttur. Natali vd. (2019) yaptiklar1 bir
caligmada, koyun yiiniinden siilfitolizis yoluyla ekstrakte ettikleri keratini kullanilarak,
diyot benzeri keratin temelli bipol (KBs) sensor tiretmislerdir. Diyot benzeri KB, keratin
ince filminin Indiyum Kalay Oksit (ITO) ile altin elektrotlar arasma dikey bir mimaride
sikistirilmasiyla elde edilmistir. Burada keratin kapli ITO calisma elektrodu, iistteki altin
elektrot ise karsi elektrot olarak kullanilmigtir. Yapilan CV ¢alismalari sonucunda,
higroskopik 6zellik gdsteren ince film formundaki keratin temelli KB cihazinin akim
sinyali ile c¢evresel nem seviyeleri arasinda dogrusal bir korelasyon elde edildigi
belirtilmistir. Hamouche vd. (2018) tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise interdigitated ve
spiral olmak {iizere iki elektrot sistemi kullanilarak yiin keratini temelli kapasitif nem
sensorleri tretilmigtir. Yiksek yiizey pirizliligl, gozenekli ve oldukg¢a hidrofilik
karakterdeki keratin filmlerin su tutma kapasitesinin yiiksek oldugu vurgulanmis ve
yapilan 6lgiimler neticesinde keratin filmlerin nem sensorleri igin uygun biyopolimerler
oldugu belirtilmistir. Souza vd. (2020) yaptiklart ¢aligmada dogal ve denatiire edilmis
insan sag1 keratininin elektrokimyasal davranisin1 degerlendirmislerdir. Bunun i¢in GCE
yiizeyi lizerinde keratin film olusturmuslardir. Kalic1 sa¢ boyalarinda kullanilan ve
keratinin yapisin1i bozan p-toluendiamin (PTD) ve p-aminofenol (PAP) gibi oncii
maddeler ile oksidatif ve alkali ortamda muamele edilen keratin, denatiire keratin olarak
kullanilmistir. Yapilan DPV ve EIS o6lclimleri neticesinde, dogal keratinde sistein ve
metiyonin amino asitlerinden kaynaklanan iki oksidasyon piki elde edilmistir.
Denatiirasyon iglemi neticesinde keratinin yapisindaki degisiklikler nedeniyle elektrot
yiizeyi ile temasi biiyiik Olciide gergeklesmistir. Boylece elektroaktif amino asit
kalintilarinin oksidasyonu kolaylasarak sinyal iletimi de artmis ve yeni oksidasyon pikleri

aciga cikmistir.
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Bu ¢alismalara ilave olarak sol-jel temelli organik-inorganik hibrit malzemelerin tiretimi
ve doku miihendisligi alaninda kullanimina iliskin baz1 ¢alismalar da mevcuttur. Kakkar
ve Madhan (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, asidik ortamda hidrolize edilen
TEOS ile keratinin reaksiyonu sonucu olusan hidrojelin yapisal karakterizasyonlari
tamamlanmistir. Fibroblast hiicreleri ile in vitro ortamda gergeklestirilen canlilik testleri
neticesinde, gozenekli hibrit hidrojellerin biyouyumlu olduklar1 tespit edilmis ve
yumusak doku miihendisligi alaninda kullanim potansiyeline sahip biyomalzemeler
olabilecekleri belirtilmistir. Cal vd. (2021) ise sol-jel temelli bor ve silika igeren
kolajen/sag keratini (B-Si-Col-HK) kriyojelleri tiretmisler ve kemik doku miihendisligi

icin etkinligini aragtirmiglardir.

Yukarida derlenen literatiir ¢alismalari incelendiginde, keratinin nem sensorleri ve sol-jel
temelli doku miihendisligi yapilmis hibrit malzemelerle ilgili az sayida uygulamasi
oldugu gorlilmektedir. Literatlir arastirmalarimiz neticesinde, keratinin gozenek
olusturucu yumusak sablon olarak kullanildigi, karbon ve/veya metal oksit nanoyapilar
ile katkilanmus, sol-jel temelli organik-inorganik kompozit kserojellerin sensor alt tasi
olarak degerlendirildigi ve H2O: dedeksiyonuna yonelik amperometrik oOlgiimlerin

geceklestirildigi bir ¢alisma yapilmadigi anlagilmistir.
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3. CALISMANIN AMACI

Bu tez calismasinin amaci, azaltilmis kirilgan yapi, yliksek seffaflik, iyilestirilmis
hidrofiliklik, esnek gézeneklilik, vb. gibi geligsmis 6zelliklere sahip yeni nesil sol-jel
matrislerinin sentezi, yapisal karakterizasyonu ve sensor alt tasi olarak kullanim
potansiyellerini arastirmaktir. Silika Onciisii olarak kullanilan TEOS ile reaksiyona
girebilecek -NH2, -SH, -OH gibi fonksiyonel gruplara sahip olan keratin, gdzenek
olusturucu makromolekiiler katki maddesi olarak kullanilmigtir. Keratin varliginin
sentezlenen matrislerin biyo-uyumluluk o6zelliklerini arttiracagi ve elektrokimyasal
biyosensorlerde 6nemli bir basamak olan biyomolekiillerin immobilizasyonunu
kolaylastiracag1 dngoriilmiistiir. {laveten, GO-keratin/silika/bor, Cu-keratin/silika/bor ve
TiOz-keratin/silika/bor temelli kompozit kserojellerin yenilik¢i olmalar1 sebebiyle
literatiire katki saglayacak niteliktedirler. Sensor yiizeyinde matriks olarak kullanilma
potansiyeli bulunan tiim kompozit kserojellerin sentez yontemi ve dogal kaynakli olmasi
sebebiyle maliyetinin de ucuz olmasi, ilerleyen ¢alismalar neticesinde ticarilesmesinin ve
klinik ortamlarda kullanimlarinin miimkiin hale gelebilecegi diislincesindeyiz. Bu
dogrultuda, koyun yiiniinden keratin ekstraksiyonu gergeklestirilmis ve elde edilen
ekstrakt biyokimyasal tekniklerle karakterize edilmistir. Daha sonra belirli orandaki
keratin ekstraktlari, TEOS ve borik asit ile karistirtlip sol-jel metodu uygulanarak
keratin/silika/bor kompozit hidrojelleri sentezlenmistir. Iletkenliklerini arttirmak
amaciyla, elde edilen kompozit kserojeller Cu, TiO2 nanopartikiiller ve GO ile
katkilanmigtir. Reaksiyona girmeyen reaktiflerden ve safsizliklardan arindirmak
amactyla yikanip 40-50 °C’de kurutulan toz formdaki hidrojellerin (kserojeller) yapilar
fizikokimyasal tekniklerle belirlenmistir. Belirli miktarlarda alinan kserojeller alkali
¢ozeltiler igerisinde siispanse edildikten sonra SPCE {izerine damlatilarak modifikasyon
islemi gergeklestirilmistir. Cesitli kserojeller ile modifiye edilen elektrotlar iizerinde
temas ac1 analizleri gergeklestirilerek ylizeyin hidrofilik/hidrofobik 6zellikleri
arastirilmistir. Kompozit kserojeller ile modifiye edilen SPCE’lerin elektrokimyasal
davraniglari ise CV ve EIS ile belirlenmis olup, enzimatik olmayan H2O> sensorleri olarak
etkinlikleri, yapilan amperometrik &lgiimler ile belirlenmeye calisilmustir. ilaveten,
sensOr performansini belirleyen lineer aralik, LOD, tekrar iiretilebilirlik, tekrarlanabilirlik

ve raf Omrii gibi ¢esitli parametreler de arastirilmistir.
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1 Materyaller

4.1.1 Kullanilan kimyasal maddeler

Calismalarda kullanilan potasyum ferrosiyaniir ve potasyum ferrisiyaniir (Fe(CN)s*'*),
hidroklorik asit (HCI), siilfiirik asit, gliserol, etanol, glutaraldehit (%25), sodyum hidrojen
fosfat (NaH2PO4), disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4), TEOS, potasyum kloriir (KC1),
sodyum kloriir (NaCl), sodyum siilfit (NaSOz), sodyum hidroksit (NaOH), hidrojen
peroksit (H20>), borik asit, bakir (IT) siilfat penta hidrat (CuSO4.5H20), GO (2mg/ml

konsantrasyonda sudaki siispansiyonu, tek katmanli tabaka, tabakalarin ¢api<l10um) ve
titanyum dioksit (TiO2) Sigma (St Louis, MO, USA)’dan temin edilmistir.

Keratin ekstraksiyonu i¢in kullanilan yilinler Canakkale bolgesinde bulunan kiiciik bas

hayvan giftliklerinden ve/veya kesimhanelerden temin edilmistir.

Keratinin saflagtirma islemi i¢in diyaliz membran (MWCO:1kDa, Spectra/Por 6 Dialysis

membrane Pre-wetted RC Tubing) kullanilmistir.

Keratin tayini i¢in Invitrogen Qubit Protein BR Assay Kit (A50668) kullanilmistir.

Deneylerde kullanilan Tip I (>18,2 MQcm direncinde) ve Tip Il kalitesindeki saf su,

Merck-Millipore marka Milli Q model saf su sistemi kullanilarak temin edilmistir.

4.1.2 Kullanilan cihazlar

CV, EIS ve kronoamperometri ¢caligmalar1 “Gamry Instrument using Framework Version

5.50 software” kullanilarak gergeklestirilmistir. Olgiimler sirasinda calisma elektrodu
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olarak 0,2 cm? (0,5 cm x 0,4 cm) yiizey alanina sahip ekran baskili karbon elektrotlar

(SPCE, Pine Research Instrumentation) kullanilmistir.

Keratin ekstraksiyonu, biyokimyasal karakterizasyonu ve organik-inorganik kompozit
kserojellerin tiretimi sirasinda temel laboratuvar cihazlari olarak, ultrasonik banyo (Elma
marka S30H model), sicaklik kontrollii 1sitic1 tablali-manyetik karistirict sistemi (Thermo
scientific marka cimarec” modeli), UV-Vis spektrofotometre cihazi (Shimadzu marka UV
mini-1240 model), liyofilizator (Telstar (Spain) marka LyoQuest model), vorteks (IKA
Genious 4), hassas terazi (Mettler Toledo marka), blok 1sitic1 (Jeiotech marka), pH metre
(Mettler Toledo marka), sodyum dodesil siilfat-poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-
PAGE) jel sistemi (Thermo, (Dual-Gel Vertical Electrophoresis Systems (P8DS, MA,
USA)), diisiik devirlerde (Hettich EBA20, 145 Germany) ve yiiksek devirlerde (Hettich

Micro120, Germany) santrifiij cihazlari, Qubit 4 florometre cihazi kullanilmigtir.

Keratinin ve kserojellerin yapisal karakterizasyonu i¢in, Brunauer - Emmett - Teller
(BET) cihazi (Quantachrome Instruments, ABD), termo gravimetrik analiz (TGA)
(8000™, Perkin Elmer, ABD), Fourier doniistimlii kiziltesi (FTIR) cihaz1 (Nicolet IS50
Flex Gold Kizilotesi Spektrometre, Thermo Fisher Scientific, Madison, WI, ABD),
RAMAN cihazi (WITEC marka ALPHA 300RA model), X-Isin1 difraktometresi (XRD)(
PANalytical Empyrean) ve kati niikleer manyetik rezonans (NMR) cihazlar

kullanilmastir.

Kserojel temelli kompozit filmlerin ylizey karakterizasyonu i¢in, streomikroskop (Zeiss
Stemi 305), atomik kuvvet mikroskobu (AFM)(WITEC marka ALPHA 300RA model),
FE-SEM/EDS (Alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu / Enerji dagilimli X-151n1
spektrometresi) (JFM 7100F EDS, JEOL, Japan) ve Au-Pd alasimi kaplama cihazi
(SC7620 Mini Sputter Coater (Quorum Technologies, East Susssex, Ingiltere)

kullanilmastir.

Ilaveten, sentezlenen kompozit filmlerin temas ag1 analizleri i¢in Attension Theta Optik

Tansiyometre (Biolin Scientific, Gothenburg, Isve¢) cihazi kullanilmistir.
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4.2 Yontem

4.2.1 Koyun yiiniinden keratin ekstraksiyonu

Koyun yiiniinden keratin ekstraksiyonu siilfitolizis reaksiyonu ile alkali ortamda
gergeklestirilmis olup, gerekli islem basamaklar1 daha 6nce yapilan c¢aligsmalar temel
alinarak gerceklestirilmistir (Cal vd. 2021, Sezgin Arslan 2017). Ozetle, kesimhanelerden
ve/veya ciftliklerden temin edilen yiinlere bir seri, yikama (sicak su ve deterjanla),
dezenfeksiyon (%99,9 etanol ile) ve delipidizasyon 2(h/h) oraninda kloroform:metanol
karisimi icerisinde 16 saat bekletilerek) islemleri gerceklestirilmistir. On hazirlik
asamasindan gegirilen yiinler kiigiik parcalara kesildikten sonra, 5 gram alinip, %5(a/h)

NaOH ve %5(a/h) Na>SOs igeren 100 ml ekstraksiyon ¢ozeltisine ilave edilmistir.

Ekstraksiyon islemi, 50°C’ye ayarlanmig sicaklik kontrollii bir 1stic1 tabanli-manyetik
karistirict  sisteminde, yiinler tamamen ¢oziiliinceye kadar (yaklagik 2 saat)
gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon sonunda, ¢oziinmeyen pargalar siizme ve ardindan 6000
rpm’de 15 dk. santrifiij ile ayrilmis ve elde edilen siipernatantlar toplanmistir. Asir1 bazik
olan (pH 13-14) ekstrakt, notrallesinceye kadar (yaklasik 48 saat) saf suya kars1 diyaliz
edilmis olup, diyaliz suyu her giin tazesiyle degistirilmistir. Diyalizatta olusabilen
cOziinmeyen protein agregatlarindan arindirmak amaci ile bu defa 14000 rpm’de 15 dk.
boyunca santrifiij islemi gergeklestirilmistir. Berrak olan siipernatantlar toplanip cam
balonlara konulduktan sonra -40 °C’ta dondurulmustur. Liyofilizasyon isleminden sonra elde
edilen toz formdaki koyun yiinii keratini (KYK) biyokimyasal karakterizasyon ve sol-jel
reaksiyonlarinda kullanilmak iizere -26 °C’de saklanmistir. KYK {iretimine yonelik genel

islem basamaklar1 sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1 Siilfitolizis reaksiyonu ile alkali ortamda gerceklestirilen KYK ekstraksiyon
asamalar1

4.2.2 Koyun yiinii keratininin biyokimyasal analizi

Ekstrakte edilen KYK’nin florimetri temelli kantitatif tayini ilk defa bu calismada
gerceklestirilmis olup, analiz i¢in qubit cihazi ve qubit protein Slgiim kiti kullanilmistir.
Standart stok ¢6zeltileri olarak keratinin farkli konsantrasyonlarda (0,1,2,3,4,5,15 ve 20
mg/ml) suda hazirlanmis ¢ozeltileri kullanilmistir. Olgiim ise, cihazin florimetre
modunda gercgeklestirilmistir. Ozetle, her bir konsantrasyonda keratin ¢ozeltisi kit
icerisinde bulunan floresan boya ve diger reaktiflerle karigtiritlmis ve oda sicakliginda 10
dk. inkiibasyon sonrasi floresans dl¢iimleri alinmistir. Artan keratin konsantrasyonuna
karsilik bagil floresans birimi (RFU) ni gosteren kalibrasyon egrisi ve denklemi elde
edilmistir. Bilinmeyen numuneler i¢in de benzer bir yontem uygulanmis olup,

konsantrasyon elde edilen dogru denkleminden hesaplanmustir.

Ekstrakte edilen keratinin molekiiler biiyiikligiinii ve polimer zincirlerinin karakteristik
bantlarin1 belirlemek i¢cin SDS-PAGE analizi gerceklestirilmistir. Laemmli metoduna
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gore yapilan bu yontemde, ayirict ve yiikleme jeli i¢in, akrilamid-bisakrilamid
konsantrasyonlari sirasiyla %12,5(a/h) ve %4(a/h) olan ¢ozeltiler hazirlanmigtir. Numune
tamponu ile 1:1(h/h) oraninda karistirildiktan sonra 100°C’ta 5dk. siireyle denatiire edilen
protein g¢ozeltilerden keratin 25ug ve negatif kontrol olarak kullanilan BSA ise 0,5ug
olacak sekilde kuyucuklara yiikklenmistir. Protein standart (Biorad (Biorad, Precision Plus
Protein Dual Xtra Standarts; Katalog numarasi: 161-0377) ise Sul hacimde uygulanmustir.
Yiirtitme islemi 10 °C’de ve 15 mA’e sabitlenen gili¢ kaynag: ile yaklasik 60-90 dk.
siireyle gerceklestirilmistir. Yiirlitme islemi sonrasinda, jeldeki bantlarin goriiniir
olabilmesi i¢in boyama islemi Kolloidal Coomassie Brilliant Blue G250 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Jelin goriintiisii ise Biorad (Gel Doc XR+, ABD) goriintiilleme cihazi

kullanilarak alinmstir.

Keratin igeriginde iki sistein amino asidinin birlesmesiyle olusmus karakteristik sistin
kokleri bulunmaktadir. Bu yapilarin alkali kosullarda indirgenmesiyle oldukg¢a reaktif
serbest siilfidril (-SH) gruplar1 olusmaktadir. Keratin igeren dokularda bu gruplarin
varhigi oldukga 6nemli olup, tayini i¢in Ellman's reaktifi (5,5’-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik
asit)) kullanilmistir. Gerekli prosediir, daha once yapilan bazi ¢aligmalarda belirtildigi

sekilde gergeklestirilmistir (Sezgin Arslan 2017, Cal vd. 2021).

Keratindeki serbest —SH gruplarini tayinine gegilmeden dnce, belirli konsantrasyonlarda
L-sistein standart ¢ozeltileri hazirlanmis kalibrasyon grafikleri elde edilmistir. Elman’s
reaktifi ile —SH varliginda olusan sar1 renkli kompleksin absorbansi 412 nm’de 6l¢iilmiis
olup, 1 mg keratindeki —SH gruplarinin mmol cinsinden miktar1 kalibrasyon grafigi ve

esitlik 1 kullanilarak hesaplanmistir:

mmol serbest SH gruplari /g keratin = [(OD412 / egim) x (seyreltme faktorii x toplam

hacim)] / keratin agirligi (g) (esitlik 1)
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4.2.3 Sol-jel temelli keratin/silika/bor kompozit kserojellerin iiretimi icin
reaksiyon sartlarimin optimizasyonu

Calismanin bu kisminda, sol-jel temelli kompozit organik-inorganik kserojellerin iiretimi
sirasinda, TEOS ve gozenek olusturucu yumusak sablon gorevi goren KYK’nin oranlari
aragtirtlmistir. Ayrica, kirllganligr azaltmak ve film esnekligini arttirabilmek i¢in, sol-
jellerin igerisine ¢esitli konsantrasyonlarda plastiklestirici bir poliol olan gliserol ilave
edilmistir. Farkli oranlarda ve miktarlarda TEOS, KYK ve gliserol karigtirilarak, cam
slaytlar tizerinde filmler olusturulmustur. Filmlerin yiizey morfolojisi makroskobik
olarak degerlendirilmis ve optimum reaksiyon sartlar1 belirlenmistir. Bu dogrultuda
oncelikle, sol-jel reaksiyonu igin gerekli olan TEOS sol, Yuan ve Wei-Jen (2004)
yaptiklar ¢aligmaya gore reaksiyon sartlari biraz degistirilerek elde edilmistir. Buna gore
3,3 ml TEOS, 2,45 ml ultra saf su ve 0,375 ml 0,1 M HCI cam tiip igerisine alinmistir ve
5 dk. siire ile vortekslenerek iyice karigmasi saglanmigtir. TEOS su ile karismadigindan
ilk etapta faz ayrimi gozlenmekte ve karistirma bittikten sonra bulanik bir ¢ozelti elde
edilmektedir. Bu asamadan sonra yaklasik 45-50 °C’ye ayarlanmis ultrasonik banyoda
berrak bir ¢6zelti elde edilene kadar (yaklasik 10 dk) inkiibe edilmistir. Boylelikle TEOS
asidik ortamda hidroliz edilerek reaktif silanol gruplar1 olusturulmus ve bu berrak ¢6zelti
reaktif TEOS (rTEOS) olarak adlandirilmistir (Sekil 4.2). rTEOS c¢ozeltileri her

reaksiyon Oncesi taze olarak hazirlanmistir.

Vorteks islemi Bulanik ¢ozelti Ultrasonik banyoda Berrak rTEOS ¢ozeltisi

(45-50 °C)
Created in BioRender.com bio

10 dk inkiibasyon
Sekil 4.2 rTEOS hazirlik asamalari
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Oncelikle KYK miktari optimize edilmis olup, kullanilan oranlar ve miktarlar ¢izelge 4.1

’de Ozetlenmistir.

Cizelge 4.1 KYK konsantrasyonu ve rTEOS orani optimizasyonu

KYK ¢ozeltileri % (a/h) rTEOS:KYK orani (h/h)
1 11 1:3 3:1
2 1:1 1:3 3:1
3 1.1 1:3 3:1

Kati/toz formda koyun yiinii keratininin % 1, %2 ve %3 (a/h) konsantrasyonlarinda sulu
cozeltileri hazirlanmistir. rTEOS ile bu ii¢ konsantrasyondaki keratin ¢ozeltileri sirasiyla
1:1, 3:1, 1:3 (h/h) oranlarinda karistirildiktan sonra (seri bir sekilde pipetlenerek) cam
slaytlar tizerine 5, 10, 15 ve 20 pl hacimlerde damlatilarak uygulanmistir. Kaplanan
slaytlar oda sicakliginda 1 saat boyunca inkiibe edilerek kurumalar1 ve olgunlasmalari
(aging) saglanmistir. Keratin miktar1 optimize edildikten sonra, gliserol ve nihai rTEOS
oraninin optimizasyonuna ge¢ilmistir. Optimizasyon i¢in gerekli oranlar ¢izelge 4.2°de

Ozetlenmistir

Cizelge 4.2 Gliserol ve rTEOS orani optimizasyonu

Gliserol % (h/h) rTEOS:KYK orani (h/h)
1 1:1 1:3 1:5 1:7 1:10
2 1:1 1:3 1:5 1:7 1:10
3 1:1 1:3 1:5 1:7 1:10

% 3(a/h) KYK ¢ozeltisi ile %1-3(h/h) gliserol iceren karisimlar farkli oranlarda rTEOS
ile etkilestirilerek sol-jel reaksiyonlar1 yapilmis ve cam slaytlara cesitli hacimlerde
kaplanmistir. Jellerin olgunlagmasi ve kurumasi i¢in oda sicakliginda inkiibasyon
tekrarlanmistir. Bu ¢alismalar sonucunda cam yiizeyinde olusturulan film yiizeylerinin
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homojen ve nispeten piiriizsiiz oldugu oranlar optimum kabul edilmistir (bulgular ve
tartisma kisminda detaylandirilacaktir). Buna gore, keratin/silika kompozit hidrojellerin
sentezi i¢in dncelikle % 3(a/h) KYK c¢ozeltisi igerisine % 3(h/h) gliserol ilave edilip iyice
karistirildiktan sonra, rTEOS ve gliserol igeren KYK ¢ozeltisi sirasiyla 1:10(h/h) oranda
kapagi kapali bir falkonda karnstirilmistir. Oda sicakliginda jellesme islemi
gerceklestirildikten sonra (yaklasik 45-90 dk), elde edilen jel olgunlagmasi igin 1 saat
daha oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda jel, reaksiyona girmeyen
reaktiflerden armmdirmak amaci ile 6000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek su ile
yikanmustir. Yikama islemi 3 kez tekrarlanmistir. Yikama isleminden sonra elde edilen
pellet 45-50 °C’de kurutularak toz formdaki keratin/silika kompozit kserojel elde
edilmistir (Sekil 4.3).

- Ad A 4
ll. i **rm

KYK Gliserollii Keratin/silika Yikama agamasi Keratin/silika
KYK ¢ozeltisi hidrojel kserojel

Created in BioRender.com bio

Sekil 4.3 Keratin /silika kompozit kserojel sentezi

KYK, rTEOS ve gliserol miktarlari belirlendikten sonra borik asitle olan reaksiyonlarin
optimizasyon islemlerine gecilmis olup, reaksiyonlar i¢in 1-3 (a/h) konsantrasyonlarinda
borik asit ¢ozeltileri hazirlanmistir. Borik asitlerin sekerlerle ve diger 1,2- veya 1,3-diol
bilesikleri ile capraz bag reaksiyonu pH ~ 9 veya lizerinde (borik asidin pKa'sina esit
veya daha bilyiik) meydana gelmektedir (Chen vd. 2017, Piest vd. 2011). Bu nedenle,
borik asidin ultra saf sudaki ¢ozeltileri %1(a/h), %2(a/h) ve %3(a/h) konsantrasyonlarinda
hazirlanmistir ve daha sonra 1M NaOH kullanilarak ¢o6zeltilerin pH’lar1 9.24°e
ayarlanmistir. Boylelikle, alkali ¢ozeltideki borik asit ile tetrahedral tetrahidroborat
anyonlar1 olusturulmustur. Kati/toz formda KYK % 3(a/h) olacak sekilde tartilmistir ve

hazirlanan borik asit ¢6zeltilerinde ¢6ziilmiistiir. Bu karisim igerisine % 3(h/h) gliserol
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ilave edilerek iyice karistiritlmistir. Gerekli islem basamaklari tekrarlandiktan sonra toz

formda keratin/silika/bor kserojeller iiretilmistir (Sekil 4.4).

Ep—

D-igm - ©
L

[

KYK Borik asit/ Keratin/ Yikama agamasi Keratin/
gliserol/KYK silika/bor silika/bor
gozeltisi hidrojel kserojel

Created in BioRender.com bivo

Sekil 4.4 Keratin /silika/bor kompozit kserojel sentezi

Yapilan ¢alismalar neticesinde optimum borik asit ¢ozelti konsantrasyonu %3(a/h) olarak
belirlenmis olup bundan sonraki tiim kompozit kserojeller bu orana gore sentezlenmistir.

Borik asit optimizasyonuna iliskin detayl bilgi bulgular ve tartisma kisminda verilmistir.

4.2.4 Bakir ile katkilanmus keratin/silika/bor (Cu-keratin/silika/bor) kserojel sentezi

Cu-keratin/silika/bor kserojellerin sentezi siirecinde oncelikle Cu-keratin kompleksleri
olusturulmustur ve daha sonra sol-jel reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Protein-bakir
kompleksleri Alhazmi tarafindan yapilan c¢alisma referans alinarak elde edilmistir
(Alhazmi 2019). 1 mg/ml konsantrasyonda CuSO4.5H20 ¢ozeltileri %3(a/h) borik asit
cozeltisi (pH 9,24) icerisinde hazirlanmistir.

Koyun yiinii keratini %3(a/h) konsantrasyonda olacak sekilde bu ¢ozeltiler igerisinde
¢ozilmiistiir. Cozelti iki saat boyunca karistiriimadan oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
%3(h/h) gliserol ilavesinden sonra sol-jel reaksiyonlari igin gerekli islem basamaklar

tekrarlanarak toz formda Cu-keratin/silika/bor kserojeller tiretilmistir (Sekil 4.5).

33



L

9_’ <F ¥ = ‘ﬂA~L§‘
b o | OW

KYK CuS0:.5H.0 Cu-keratin/ Yikama agamasi Cu-keratin/silika/
iceren KYK silika/bor bor
¢ozeltisi hidrojel kserojel

Created in BioRender.com bio

Sekil 4.5 Cu-Keratin/silika/bor kompozit kserojel sentezi

4.25TiO2 ile katkilanms Keratin/silika/bor (TiO2-keratin /silika/bor) kserojel
sentezi

TiO2-keratin/silika/bor kserojeller benzer bir yaklasimla sentezlenmistir. Keratin-TiO-
hibritlerinin iiretimi igin, Oncelikle 1mg/ml konsantrasyonda toz formda TiO2
nanopartikiiller igeren siispansiyonlar %3(a/h)(pH 9,24) borik asit igerisinde yaklasik 30s
vortekslenerek hazirlanmistir. Koyun yiinii keratini %3(a/h) konsantrasyonda olacak
sekilde bu ¢ozeltiler igerisinde ¢oziilmiistiir. Ultrasonik banyoda yaklasik 30 dk. boyunca
inkiibe edilerek TiO2 nanopartikiillerin iyice dagitilmasi saglanmistir. Elde edilen
stispansiyon inkiibe edilmeden dogrudan sol-jel reaksiyonlarina gec¢ilmistir. Gliserol
ilavesinin ardindan gerekli islem basamaklari tekrarlandiktan sonra elde edilen jel yikanip
kurutulmustur ve toz formda TiOz-keratin /silika/bor kserojeller elde edilmistir (Sekil
4.6).
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KYK TiO, iceren TiO-keratin/ Yikama agamasi TiO-keratin/

KYK ¢ozeltisi silika/bor silika/bor
hidrojel kserojel

Created in BioRender.com bio

Sekil 4.6 TiO,-keratin/silika/bor kompozit kserojel sentezi

4.2.6 GO ile katkilanmus keratin/silika/bor (GO-Keratin/silika/bor) kserojel sentezi

GO-keratin/silika/bor kserojel iiretimi i¢in, oncelikle %3(a/h) konsantrasyonda keratin
cozeltisi %3(a/h) borik asit igerisinde (pH 9,24) c¢oziilerek hazirlanmistir. 2 mg/ml
konsantrasyonda ultra saf suda dagitilarak elde edilen stok ¢ozelti (Sigma-Aldrich, 763-
705-25 ml) ile keratin ¢6zelti sirastyla 1:20 (h/h) oraninda karistirilmis ve GO’larin iyice
dagilmasi icin ultrasonik banyoda 30 dk. siireyle inkiibe edilmistir. Bu ¢6zelti igerisine
daha sonra %3(h/h) oraninda gliserol ilave edilip iyice vortekslenmistir. Sol-jel
reaksiyonu i¢in gerekli islem basamaklar: tekrarlandiktan sonra elde edilen jel yikanip

kurutulmustur ve toz formda GO-keratin/silika/bor kserojeller elde edilmistir (Sekil 4.7).

GO igeren KYK GO-keraitin- Yikama agamasi GO-keratin/
¢ozeltisi bor silika bor/silika
hidrojel kserojel

Created in BioRender.com bio

Sekil 4.7 GO-keratin/silika/bor kompozit kserojel sentezi
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4.2.7 Sentezlenen organik-inorganik kompozit kserojellerin  yapisal ve
fizikokimyasal karakterizasyonu

Sentezlenen tiim kompozit kserojellerin yapisal ve fizikokimyasal ozellikleri
arastirilmistir. Bu amagla, FT-IR, RAMAN, NMR, XRD, BET ve TGA analizi
gerceklestirilmistir.

Toz formdaki 6rneklerden belirli miktarlarda alinarak FTIR analizi gergeklestirilmistir.
Spektrumlar, 2 cm spektral ¢oziiniirliikle 500-4000 cm™ araliginda taramalar yapilarak

elde edilmistir.

Toz formdaki keratin/silika/bor temelli kserojellerin atomik yapisi ve silisyum, bor ve
keratinden olusan hibrit yapilarin baglanma sekillerini arastirmak i¢in NMR analizi JEOL
ECZ 500R cihazi (JEOL, Japonya) ile 3,2 mm’lik zirkonyum oksit rotorlar kullanilarak
oda sicakligmnda ve BO=11,7 T manyetik alan siddetinde gerceklestirilmistir. 2°Si-CP-
MAS ve 1'B-MAS NMR spektrumlar1 v0=160,45 MHz rezonans frekanslarinda, o/2n= 6
kHz spin frekansinda 5000 kez taranarak elde edilmistir.

Tim hibrit malzemelerim kimyasal yapilarini daha fazla aydinlatabilmek i¢in Raman
analizi gergeklestirilmistir. Raman spektrumlar1 1cm™ spektral ¢oziiniirliikte 532 nm’lik

bir lazer 151k kaynagi ile gergeklestirilmistir.

Tiim kserojellerin kristal yapisinin incelenmesi i¢in XRD analizi gerceklestirilmistir.
Bunun i¢in, toz formdaki 6rnekler uygun bir numune tutucuya yerlestirildikten sonra
0.02°/dk'lik bir tarama hizinda Cu-Ko radyasyonuna (A = 1.54056 A, 45 kV ve 40 mA)
maruz birakilmistir. Yanstyan 1gin dlgtimleri (20) 5-70° araliginda yapilmig ve tiim veriler

X'Pert High Score Plus yazilimi ile islenerek spektrumlar elde edilmistir.

Kompozit kserojellerin toplam yiizey alani, ortalama gozenek capr ve gdzenek boyutu

dagilimi gibi parametreler yapilan BET analizi ile belirlenmistir. Oncelikle érnekler 100
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°C’de 3 saat boyunca degas islemine tabi tutulmustur. Analiz ise 77 K’de azot gazi
atmosferi kosullarinda gerceklestirilmis ve azot adsorpsiyon izotermleri elde edilmistir.
Orneklerin yiizey alan1 multipoint BET ve Barrett, Joyner ve Halenda (BJH) metodu ile

hesaplanmustir.

Kompozit kserojellerin termal dayanimlari ise yapilan TGA ile belirlenmistir. Analiz,
inert azot gazi altinda (20 ml azot/dakika) 10°C/1 dk. hizla 800 °C’a kadar 1sitilarak
gergeklestirilmistir.

4.2.8 SPCE yiizeylerde inorganik-organik kompozit kserojel temelli film iiretimi
icin optimizasyon calismalari

Kserojel temelli kompozit filmlerin olusturulmasi i¢in gerekli optimizasyon caligmalari
oncelikle cam yiizeylerde gerceklestirilmistir.  Optimizasyon igin  Oncelikle
keratin/silika/bor  kserojeller kullanilmistir. Toz formdaki kserojeller 5mg/ml
konsantrasyonda 0,1 M NaOH ¢6zeltisi igerisinde ultrasonik banyoda 45-50°C’de 30 dk.
stireyle dagitilmistir. Elde edilen ¢ozelti son konsantrasyon 2mg/ml olacak sekilde
strastyla 0,0125M, 0,025M, 0,05M, 0,1M, 0,2M ve 0,4M glutaraldehit (GA) c¢ozeltileri
ile karistirilmistir. Bu karisimdan 10’ar pl cam yiizeylere damlatildiktan sonra oda
sartlarinda kurumaya birakilmistir. Fazla glutaraldehitin uzaklastirilmas1 amaciyla
yiizeyler 15 dakika boyunca saf su ile yikanmustir. On bilgi edinebilmek amaciyla,
yikanip kurutulan filmlerin ylizey morfolojileri stereomikroskop ile incelenmistir.
Kserojel konsantrasyonu sabit tutulup uygun GA konsantrasyonu belirlendikten sonra,
optimizasyon siirecine SPCE yiizeylerde devam edilmistir. SPCE yiizeyleri kserojellerle
modifiye edilmeden 6nce temizleme ve aktivasyon islemi gergeklestirilmistir. Bu islem
elektrot iireticisinin 6nerdigi prosediire gore CV kullanilarak gergeklestirilmistir. Gerekli
prosediir ve elektrolit i¢erigi boliim 4.2.11°de verilmistir. 1-3,5mg/ml konsantrasyonlarda
keratin/silika/kserojel ¢ozeltileri 0,3M GA kullanilarak benzer sekilde hazirlanmustir.
Temizlenmis ve aktive edilmis SPCE yiizeyleri lizerine bu ¢ozeltilerden 10’ar pl
damlatilarak yiizey modifikasyonu saglanmistir. Oda sicakliginda bekletildikten sonra,

gerekli yikama ve kurutma islemleri tekrarlanmistir. Filmlerin yiizey morfolojileri
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stereomikroskop ile incelenmis olup yiizeylerin homojen oldugu oranlar optimum kabul

edilmistir (bulgular ve tartisma kisminda detaylandirilacaktir).

Bu baglamda, Cu, TiO2 ve GO katkili keratin/silika/bor kserojeller ile aktive edilmis
SPCE yiizeylerinde filmler benzer sekilde optimum kserojel ve GA konsantrasyonunda

hazirlanmis ve stereomikroskop ile yiizey morfolojileri incelenmistir.

4.2.9 Temas a¢1 analizi

Kserojellerin hidrofilik/hidrofobik 6zelliklerinin arastirilmasit i¢in temas agist analizi
gerceklestirilmistir. Temas ac1 Olclimleri = 1° hassasiyette motorlu bir siringa ile
Attension Theta Optik Tansiyometre (Biolin Scientific, Gothenburg, isve¢) cihazi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Hazirlanan filmlerin {izerine motorlu siringa ile 3ulL

Milli-Q su damlatilmistir.

4.2.10 Kompozit filmlerin yiizey karakterizasyonu

Elde edilen film yiizeylerinin piiriizliiliik parametreleri ve yiizey topografisini belirlemek
amacityla AFM analizi gerceklestirilmistir. Yiizeylerin topografik goriintiileri temassiz

modda, 100 x 100 pm? alanda taramalar yapilarak elde edilmistir.

Kaplanmamig SPCE ve tiim kserojellerle modifiye edilen SPCE’lerin yiizey morfolojileri
ve elementel bilesimleri yapilan FE-SEM/EDS analizleri ile belirlenmistir. Bunun i¢in
tim SPCE vyiizeyler 90 saniye boyunca 8x10'mbar/Pa basingta Au-Pd (%80:20)
alastmiyla SC7620 Mini Sputter Coater cihazi ile yiizeyler kaplanmustir. iletken
orneklerin goriintiileri 10 kV’de farkli biiylitmelerde ve yiiksek vakum altinda FE-SEM
cihaz1 ile alinmistir. Yiizeylerin elementel bilesimi ve elementel haritalama islemleri

cihazin EDS birimi ile gergeklestirilmistir.
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4.2.11 Elektrokimyasal davramisin incelenmesi

Kompozit kserojeller ile modifiye edilmis elektrotlarin elektrokimyasal davranisi,
dongiisel voltamogramlar kullanilarak incelenmistir. Elektrot ylizeylerinin modifikasyon
caligmalar1 sirasinda 6nemli parametrelerden biri olan polimer derisiminin optimizasyonu
siiresince Olglim yontemi olarak EIS kullanilmistir. EIS ve CV calismalar1 “Gamry
Instrument using Framework Version 5.50 software” kullanilarak gergeklestirilmistir.

Olgiimler sirasinda, iizerinde 0,2cm?

yiizey alanindaki karbon calisma elektrodu,
Ag/AgCl referans elektrot ve karbon karsit elektrot olmak iizere ii¢ elektrot sisteminden
olusan ekran baskili karbon elektrotlar (Pine Research Instrumentation) kullanilmistir.
Elektrokimyasal hiicre sistemi 1 ml’lik elektrot hiicresinden olugsmaktadir. Destek
elektroliti ise 0.1M KCI ve 0,5mM Fe(CN)e*"* elektron donor ve akseptorii bulunan
fosfat tamponundan (0,05M, pH 7,4) olusmaktadir. Elektrotlar bu ¢6zeltiler igerisine
daldirildiktan sonra EIS ve CV 6l¢timleri alinmistir. CV Sl¢iimleri, +1 ile -1V araliginda,

50mV/s tarama hizinda gerceklestirilmistir. EIS dlglimleri ise acik devre potansiyelinde

0,01-100kHz frekans araliginda kaydedilmistir.

SPCE’lerin aktivasyon ve temizlenmesi iglemleri iiretici firmanin talimatlarina gére CV
Olctimleri alinarak gerceklestirilmistir. Destek elektroliti olarak 0,1N H2SOs4 ¢ozeltisi
kullanilmistir. +2,5 ila -2,5 V araliginda 100mV/s tarama hizinda ve arka arkaya ti¢ dongii

olacak sekilde CV ol¢timleri alinmistir.

4.2.12 Enzimatik olmayan H202 sensérleri olarak etkinligin arastirilmasi

Sentezlenen ve yapisal karakterizasyonlar1 tamamlanan tiim sensor alt taglar1 ile modifiye
edilmis SPCE’lerin enzimatik olmayan H20O2 sensorleri olarak etkinlikleri, yapilan
amperometrik dlgiimler ile belirlenmeye calisilmistir. Ilaveten, sensér performansini
belirleyen lineer aralik, LOD, tekrar iiretilebilirlik, tekrarlanabilirlik ve raf omrii gibi

cesitli parametreler de arastirilmistir.
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Calisma potansiyeli anodik bdlgede +0,1 ile +0,7V araliginda gergeklestirilen
amperometrik dlgtimler ile belirlenmeye ¢alisilmistir. Elektrokimyasal hiicre sistemi 10
ml’lik elektrot hiicresinden olusmaktadir. Destek elektroliti olarak NaoHPO4, NaH2PO4
ve %0,9 NaCl ile pH 7.4 ‘de hazirlanan 0,05M PBS kullanilmistir. Olas1 bir bozunmaya
karsilik 0,1M H20; stok ¢ozeltisi, 6l¢iim dncesi taze olarak hazirlanmistir. Olgiimler oda
sicakliginda ve siirekli karistirma islemi yapilarak gerceklestirilmis olup, elektrot 10 ml
PBS (pH 7,4) igeren hiicreye daldirildiktan sonra sabit akim elde edilene kadar yaklasik
olarak 1000s beklenmis ve sabit akim (ia) not edilmistir. Denge akimina ulasildig
noktada, 0,1M H>O: stok ¢ozeltisinden 25 pl ilk enjeksiyon yapilmis ve 180 saniye
araliklarla enjeksiyonlara bes kez daha devam edilmistir (J. Wang vd. 2015). Artan H20-
derisimlerine kars1 olusan akim cevaplari, bir sonraki enjeksiyon yapilmadan hemen 6nce
(yani enjeksiyondan 180 saniye sonra) kaydedilmistir (ib) (O’Brien vd. 2007). 0,25-1,48
mM araliginda artan H>O; derisimlerine karsi elde edilen akim degerlerini (Ai =ip-ia)
iceren grafikler ¢izilmistir ve elektrotlarin lineer bir tepki verdigi konsantrasyon araligi

belirlenmeye ¢alisilmistir (F. Arslan vd., 2006, Bodur vd. 2021).

H202 ve elektrot yiizeyleri arasinda meydana gelen elektrokimyasal reaksiyonlari
etkileyen diger bir dnemli parametre ise ¢alisma pH’sidir. Bu nedenle, cesitli pH’larda
(5,4; 6,4; 7,4 ve 8,0) PBS c¢ozeltileri hazirlanmistir ve 0,5mM H20; ile 0,6V’da

amperometrik ol¢limler alinmistir.

Tiim elektrotlarin optimum ¢alisma potansiyeli ve pH’s1 belirlendikten sonra Cu ve TiO»-
icin pH 8,0 ve GO-keratin/silika/bor kserojel ile modifiye edilmis SPCE i¢in ise pH 7,4 te
hazirlanmis 10 ml 0,05M PBS destek elektroliti i¢erisinde ve 0,6V da siirekli karistirma
altinda 25’er ul 0,1M H202’nin art arda 6 kere enjeksiyonu ile 6l¢iimler tekrarlanmistir.
Ilaveten, H,02’ye hassasiyetin karsilastirlmas1 amaciyla aktive edilmis ve edilmemis
kaplanmamis SPCE’ler ile de ayn1 kosullarda (pH 7,4 ve pH 8’de hazirlanan PBS’lerde
ayr1 ayr1 olacak sekilde) amperometrik Olgiimler alinmustir. ilaveten, elektrotlarn
yiizeyindeki H20: yiikseltgenme reaksiyonunu degerlendirmek i¢in akim-zaman

grafikleri de olusturulmustur.
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Tiim kserojellerle kaplanmis SPCE’lerin H2O: i¢in dedeksiyon limitinin belirlenmesi i¢in
H20. standart ¢ozeltinin derisimi 0,01M hazirlanmis olup 180 saniye araliklarla
enjeksiyon bu kez 10’ar ul hacimlerde gerceklestirilmistir. Amperometrik ol¢timler
stirekli karistirma altinda, 10 ml 0,05M PBS igerisinde (Cu ve TiO2 i¢in pH 8,0 ; GO igin
ise pH 7,4) ve 0,6V’da oda sicakliginda gergeklestirilmistir. Ol¢iimler tamamlandiktan
sonra kalibrasyon grafikleri elde edilmistir. LOD degeri ise 3,3*c/S esitligine gore
hesaplanmistir. Burada o degeri amperometrik yanitlarin standart hatasi olup, S ise

kalibrasyon grafiginin egimidir.

Tim kserojellerle kaplanmis SPCE’lerin tekrarlanabilirlik testleri 0,5mM H20: ile
tiretilen anodik akimin tek bir glinde toplam 15 kez ol¢iilmesiyle gergeklestirilmistir.
Ilaveten, her bir kserojelle kaplanmus 5 farkli elektrot ile 0,5mM H20; ‘nin oksidasyonu
neticesinde iiretilen akimlar 6lciilerek sensorlerin tekrar iiretilebilirligi incelenmistir.
Tasarlanan tim sensdrlerin raf dmiirleri ise 10 giin boyunca her ii¢ glinde bir yapilan
amperometrik 6l¢iimler ile belirlenmeye calisilmigtir. 0,5mM H20: ‘nin oksidasyonu
neticesinde elde edilen akimlarin 6l¢iildiigii bu siirecte, elektrotlar oda sicakliginda 0,05M
PBS igerisinde (Cu ve TiOz i¢in pH 8,0; GO ig¢in ise pH 7,4) saklanmistir. Tiim testler
icin gergeklestirilen amperometrik dl¢timler siirekli karistirma altinda, 10 ml 0,05M PBS
igerisinde (Cu ve TiO2 i¢in pH 8,0 ; GO i¢in ise pH 7,4) ve 0,6V’da oda sicakliginda
yapilmistir. Elde edilen sonuglar ile %RSD degerleri esitlik 2 kullanilarak hesaplanmaistir.

% RSD= (Standart Hata/Ortalama)x100 (Esitlik 2)

H20:2'nin tiim kserojellerle kaplanmig SPCE’ler tizerindeki elektrokimyasal davranist CV
yontemi kullanilarak incelenmistir. CV dlgiimleri 50 mV /s tarama hizinda, +1 ila -1 V
araliginda ve 10ml 0,05M PBS igerisinde gercgeklestirilmistir. PBS igerisinde 6l¢timler
alindiktan sonra, ¢ozelti icerisine 0,01M H202’den 25 pl enjeksiyon yapilmis ve kisa bir
karistirmadan sonra CV 6l¢iimleri alinmistir. Boylelikle H2O2 varliginda ve yoklugunda
dl¢iimler tamamlanmistir. ilaveten farkli pH’larda da (5,4; 6,4; 7,4 ve 8,0) CV dl¢iimleri
alinarak pH’nin etkisi arastirilmistir. Karsilastirma yapmak amaciyla aktive edilmis ve

edilmemis kaplanmamis SPCE’ler ile ayn1 sekilde CV’ler alinmustir.

41



4.2.13 istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler Orijin Pro 8SRO (v.0724, OriginLab Corporation, MA, USA)
programi kullanilarak yapilmistir. Biitiin degiskenlerin + standart hatalarini belirlemek
icin Microsoft Office Professional Plus 2016 Excel programi kullanilmistir. Tim

analizler {i¢ tekrarl olarak (n=3) ger¢eklestirilmistir.
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5. BULGULAR

5.1 Koyun Yiinii Keratininin Biyokimyasal Karakterizasyonu

Keratin ekstraksiyonu i¢in kullanilan baslica yontemler indirgeme, oksidasyon, buhar
patlatma islemi, iyonik sivilarin kullanimi ve siilfitolizis reaksiyonlaridir (C. Su ve ark.,
2020). Tez g¢alismas1 kapsaminda, keratin koyun yiiniinden siilfitolizis reaksiyonu ile
ekstrakte edilmistir. Belli konsantrasyonlarda NaOH ve Na>SOs iceren alkali ¢ozeltinin
kullanildig1 bu reaksiyonda, keratindeki disiilfit baglar1 kirilarak, S-siilfonatlar (S-SO3")
(Bunte tuzu) olusmaktadir (Sekil 5.1). NaOH ise gii¢lii molekiil i¢i hidrojen baglarina etki
ederek ekstraksiyon hizini1 ve verimini arttirmistir (Sezgin Arslan 2017, Shavandi vd.
2017).

R

1 S N 2- R :
SO 5 N SO —_
\S/ \Rz ’ \S/ 3 + Ry—S

Bunte tuzu Sistein tiyol

Sekil 5.1 Siilfitolizis reaksiyonu

Keratinin florometrik nicel tayini i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi sekil 5.2°de
verilmistir. Diyalizattaki keratin konsantrasyonu kalibrasyon grafigi kullanilarak
9,70+0,06 mg/ml olarak hesaplanmistir.
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Sekil 5.2 Qubit ile florometrik Sl¢imlerle elde edilen keratin standart kalibrasyon grafigi

Ilaveten, diyalizat konsantrasyonuna ve kuru agirliga gére belirlenen ekstraksiyon
verimleri sirastyla %32,98 ve %36,70 olarak bulunmustur. iki deger de yaklasik olarak
ayni oldugundan, ekstrakte edilen KYK’nin saf oldugu diisiiniilmiistiir. Literatiire sunulan
bazi1 caligmalarda siilfitolizis reaksiyonuyla gerceklestirilen ekstraksiyon verimleri %30-
41 araliginda olup, elde etigimiz sonuglarla benzerdir (Aluigi vd. 2014, Fatma Cal vd.
2021, Shavandi vd. 2017, Tonin vd. 2007).

Keratinde bulunan polipeptit zincirlerinin molekiiler biiyiikliigiinii belirlemek i¢in SDS-

PAGE analizi gegeklestirilmis olup, jelin goriintiisii sekil 5.3’te verilmistir.
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~ 66 kDa

~ 6-7kDa

Sekil 5.3 SDS-PAGE analizi

Jelde protein standardin, negatif kontrol olarak kullanilan BSA’nin ve keratinin bantlart
goriilmektedir. 2. kuyucukta yaklasik 66kDa’da goriilen net bir bant BSA ‘ya 6zgii bir
banttir. 3. kuyucukta KYK’ya ait 6-7kDa civarinda bir bant goriillmektedir. Keratinin
SDS-PAGE analizine iliskin calismalar incelendiginde, keratine ait 40—60kDa
(mikrofibril band1), 10—20kDa (matriks proteinleri) ve 100—200kDa (yiiksek molekiil
agirhgindaki mindr komponentler) olmak iizere karakteristik {i¢ bandin oldugu
gorilmistir (Y. E. Arslan vd. 2017, Xu vd. 2013, Zhou vd. 2014). Siilfitolizis
reaksiyonuyla ekstrakte edilen KYK i¢in bu bantlar goriilmemekle birlikte, asir1 alkali
ortam (pH 12-14) nedeniyle keratinde bulunan polipeptit omurgalarinin yap1 biitiinligii
bozularak, molekiil agirlig1 yaklasik 6-7kDa’da olan kii¢lik fraksiyonlara boliinmiistiir.
Alkali ortamda gerceklestirilen ekstraksiyon neticesinde, sa¢ ve/veya koyun yliinii
keratininde yap1 biitiinliigii bozulmasi neticesinde tipik bantlarin kayboldugu, 6-8kDa ve
hatta 3-5kDa molekiil agirliginda daha kiigiik peptitlerin ortaya ¢iktig1 yapilan ¢alismalar
neticesinde bildirilmistir (F. Cal vd. 2021, Shavandi vd. 2017, Vineis vd. 2019). Kisa
peptitlerde agiga ¢ikan daha ¢ok fonksiyonel gruplarin varligi, sol-jel reaksiyonlarinda
daha ¢ok aktif bélge anlamina geldigi icin bu durum avantaj saglamaktadir. ilaveten,
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ucuz, toksik olmamasi ve reaksiyon siiresinin kisalig1 ile kullandigimiz bu yontem doku
miihendisligi ve kozmetik igerikli uygulamalarda kullanim potansiyeline sahiptir (F. Cal

vd. 2021).

Keratinin stilfitolizis reaksiyonu neticesinde, disiilfit baglar1 kirilarak sistein tiyol
(indirgenmis keratin) ve S-siilfonat anyonlar1 olusmaktadir. Dolayisiyla yapidaki serbest
stlfidril grup analizi Ellman’s reaktifi ile gergeklestirilmis olup, L-sisteinin standart

olarak kullanildig1 kalibrasyon grafigi sekil 5.4°te verilmistir.

1,24  y=1,21262x-0,02826
R?=0,99

1,0 -
£ e
c ‘/
Q0.8 - ,/"
® o
3 -

0,6 D 4
2 -
£ #*
o -
_8 0,4 4 s e
< /.i’

o/'
0,2 - .
o
"
e
004 w-”
1 v 1 v 1 v 1 N 1
0,0 0,2 0,4 0,6 08

L-sistein konsantrasyonu (mM)

Sekil 5.4 L-sistein standart kalibrasyon grafigi

Keratindeki serbest —SH gruplarinin miktar1 kalibrasyon grafigi ve esitlik 1 kullanilarak
hesaplanmis olup, 0,0243+0,00lmmol SH/g keratin olarak bulunmustur. Sistein
kalintilarinda bulunan bu gruplar, diger molekiiller ile hidrojen baglari olusturmaya orta
derecede ilgi gosteren reaktif gruplardir. Bu nedenle, keratindeki az miktarda sistein
kalintis1, keratinin jellesmesine ve sol-jel yontemi ile silisyum-keratin ve/veya
silisyum/keratin/bor biyomatrisinin birbirine bagli gdzenekli aglarinin olusumuna da
katkida bulunabilmektedir (F. Cal vd. 2021).
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5.2 Sol-Jel Reaksiyon Sartlarinin Optimizasyonu

5.2.1 Keratin/silika kompozit kserojel sentezi

Sol-jel reaksiyonlar1 igin silika onciisii olarak TEOS kullanilmis olup, asidik ortamda
hidroliz yolu ile olusan aktif silanol gruplar1 i¢eren formu rTEOS olarak adlandirilmistir.
Inorganik-organik hibrit filmlerin iiretim siirecinde, organik kistm olarak KYK
kullanilmis olup, yiizeyi diizgiin ve stabil filmlerin olusturulmasi i¢in kullanilan bu iki
reaktifin optimum orani arastirilmistir. Bu siirecte, farkli oranlarda rTEOS ve KYK
cozeltileri karistirilip cam yiizeyine ¢esitli hacimlerde kaplanmistir. Kaplanan slaytlar oda
sicakliginda inkiibe edilerek kurumalart ve olgunlagsmalar1 (aging) saglanmistir.

Inkiibasyon sonras filmlerin makro fotograflari elde edilmistir (Sekil 5.5).

rTEOS/KYK ORANI (h/h) 1:1 rTEOS/KYK ORANI (h/h) 3:1 rTEOS/KYK ORANI (h/h) 1:3

DLl - 0 o | e T, PR
%3 (a/h) KYK

(sul 104 15u 204 [sul 104 154 204l |[sw 10w 15w 204 |

1. oran 2. oran 3.oran

Sekil 5.5 Farkli oranlarda rTEOS ile yapilan keratin/silika kserojel temelli kompozit
filmlerin makro fotograflar

Sekil incelendiginde bu oranlarda elde edilen tiim filmlerin yilizeylerinde catlaklarin
olustugu ve 6zellikle rTEOS miktarmin fazla oldugu 1. ve 2. oranda yiizeyde dokiilmeler
meydana geldigi agikca goriilmektedir. Keratin konsantrasyonu ve hacmi arttik¢a film
yiizeylerinin ¢atlamasi ve dokiilmesinin nispeten az oldugu 3. oranda goriilmektedir. Bu
bulgulardan hareketle %3(a/h) KYK’nin kullanildigi 1:5, 1:7 ve 1:10 TEOS/keratin
oranlarmni iceren sol -jeller hazirlanmustir. Ilaveten, film esnekligini arttirmak ve
kirilganligi azaltmak igin sol-jellerin igerisine plastiklestirici olarak ¢esitli oranlarda
gliserol ilavesi yapilmistir. Plastiklestiriciler, molekiil i¢i ve molekiiller arasi ¢ekici
kuvvetleri azaltmaktadir ve zincir hareketliligini artirarak film esnekligini

gelistirmektedir. Gliserol, protein filmlerinde kullanilabilen en iyi plastiklestiricilerden
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biridir. Diisiik molekiiler agirliga sahip olan gliserol, polar yapida olmasi, suda
coziinebilmesi ve ugucu olmamasi sebebiyle proteinlerle kolaylikla karisabilmektedir
(Rocha Placido Moore vd. 2006). Bu baglamda hem gliserol hem de rTEOS oranlarinin
arastirildig1 optimizasyon calismalarina gegilmistir. Sol-jel reaksiyonlar1 ve inkiibasyon

stiregleri tamamlandiktan sonra olusturulan hibrit filmlerin makro fotograflari alinmistir

(Sekil 5.6).

rTEOS/KYK ORANI (h/h) 1:1 rTEOS/KYK ORANI (h/h) 1:3 rTEOS/KYK ORANI (h/h) 1:5

%1 (h/h) Gliserol
|
3

W 104 15p 20 | SW 1ol 15p 20p

rTEOS/KYK ORANI (h/h) 1:7 rTEOS/KYKPRANI (h/h) 1:10

H

%1 (h/h) Gliserol

%2 (h/h) Gliserol

| Spl

10pl  15ul 20pl | |5l 10p 15W 204

Sekil 5.6 Cesitli hacimlerde gliserol ilavesi ile yapilan keratin/silika kserojel temelli
kompozit filmlerin makro fotograflari

%3(h/h) gliserol i¢eren ve TEOS/KYK(h/h) oraninin 1:10 oldugu sol-gel ile hazirlanan
filmin yiizey oOzellikleri bakimindan en diizgiin film oldugu sekil 5.6’da agikca

goriilmektedir. Sonraki sentezlerde kompozit kserojeller bu oranlara goére hazirlanmistir.

5.2.2 Keratin/silika/bor kompozit kserojel sentezi

Borik asit ve polihidroksi gruplar iceren malzemeler arasindaki tersinir komplekslesme
reaksiyonlari, sakkarit algilama teknolojisi ve afinite kolon kromatografisi gibi bir¢ok
farkl1 alanda kullanilmustir. Tlaveten, borik asit kimyasi, biyolojik olarak yanit veren,
kendi kendini iyilestiren malzemeler alaninda oldukga fazla uygulama alani bulmustur
(Piest vd. 2011). Sol-jel reaksiyonlarinin modifiye edilmesiyle, bor igeren homojen
biyoaktif inorganik-organik malzemelerin sentezlendigi ¢calismalar mevcuttur. Ornegin,
Pang vd. (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada, TEOS, borik asit ve kalsiyum nitrat

karistmindan olusan homojen sol nanopartikiiller ile PVA arasinda sol-jel reaksiyonlari

48



gerceklestirilmistir. Jellesme araciligiyla, inorganik birincil nanopargaciklar PVA
molekiilleri etrafinda toplanmis ve bir araya gelerek birbirine baglanmistir. Ozellikle,
silikon-oksijen [SiO4] ve bor-oksijen tetrahedronlar1 [BO4] ve kalsiyum iyonlari arasinda
kopri kurarak birbirine baglanan inorganik yapilar, PVA ile ayrica bag kurarak organik-
inorganik bir ag yapisi olusturmustur. Bu ¢alismadan hareketle, hem gozenekli organik-
inorganik kompozit ag1 genisletmek hem de istenilen nanoparcagiklarin yapiya dahil
edilmesini saglamak i¢in borik asit, rTEOS ve keratin igeren sol-jel reaksiyonlari
gerceklestirilmistir. Borik asidin sol-jel reaksiyonlarina katilmasi ile hidrojen bagi ve
kovalent bag olusturmak suretiyle olusan keratin/silika/bor temelli hidrojellere GO, Cu

ve TiO2 nanopargaciklarin baglanmasi igin daha gok aktif bolge olusacagi diistiniilmiistiir.

Bor temelli bilesiklerin sentezi pH bagimli reaksiyonlar olup, pH degerinin 9 ve iizerinde
oldugu (borik asidin pKa'sina esit veya daha biiyiik) alkali ¢ozeltilerde sekerlerle ve diger
1,2- veya 1,3-diol bilesikleri ile reaksiyonlart sonucunda kararli boronik asit esterleri
olusmaktadir. Notral veya asidik pH’larda ise olusan bu esterler, hemen hidrolize
olmaktadirlar (Chen vd. 2017). Dolayisiyla, keratin/silika/bor kserojellerin sentezi igin
oncelikle farkli konsantrasyonlarda (%1-3(a/h) ) borik asit ¢ozeltileri hazirlanmistir ve bu
cozeltilerin pH’s1 9,24 olarak ayarlanmistir. Keratin bu ¢ozeltiler icerisinde ¢oziiliip
gliserol ilave edildikten sonra sol-jel reaksiyonlari i¢in gerekli islemler tekrarlanmistir.
%3(a/h) borik asit ile yapilan reaksiyonun 45-90dk. sonra jellestigi goriilmiistiir. Ancak,
%?2(a/h) borik asitle yapilan reaksiyon 22-24 saat sonra jellesirken %1(a/h) borik asitle
ise jellesme meydana gelmedigi goriilmiistiir. Bu nedenle optimum borik asit ¢ozelti
konsantrasyonu %3(a/h) kabul edilip, keratin/silika/bor kompozit kserojeller bu orana

gore sentezlenmistir.

5.2.3 Cu-keratin/silika/bor kompozit kserojel sentezi

lletkenligin, seciciligin ve duyarlilifin iyilestirilmesi igin, elektrokimyasal biyosensor
yapiminda metal partikiiller (altin, paladyum, iridyum, demir, bakir, seryum ve ¢inko
vb.), metal oksit nanopargaciklar (TiO2 nanopartikiiller, ZrOz) karbon malzemeler

(karbon nanotiip, grafen vb.) sol-jel matrisleri igerisine kolaylikla ilave edilebilmektedir
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(Kandimalla vd. 2006, D. Li vd. 2016). Bu baglamda, tez ¢calismasi kapsaminda Cu, TiO»,
GO ile katkilanmis keratin/bor/silika kompozit kserojeller sentezlenerek iletkenlik
Ozellikleri arastirilmistir. Bazi metal iyonlarinin proteinlere karsi yiiksek afinitelerinin
oldugu iyi bilinmektedir. Proteinlerdeki amino asit kalintilar1, katyonik metal iyonlari i¢in
potansiyel ligandlar olarak fonksiyonel gruplar saglamaktadir (Alhazmi 2019, Norocel ve
Gutt 2019).
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Sekil 5.7 Cu-keratin/silika/bor temelli hibrit hidrojellerde olusan inorganik ve organik
aglarin muhtemel semasi

Ozellikle Cu?* iyonlarinin proteinlerle yaptig1 kompleks birgok protein tayin metodunun
(biiiret, lowry vs.) temelini olusturmaktadir. Bu nedenle modifikasyon siirecinde
oncelikle, keratin-bakir kompleksi olusturulmustur ve daha sonra sol-jel reaksiyonlar
gerceklestirilmistir. Sekil 5.7°de gerceklestirilen reaksiyonlarin muhtemel mekanizmasi
gosterilmistir. Elde edilen kompozit Cu-keratin/silika/bor kserojeller yapisal olarak

karakterize edildikten sonra iletkenlik 6zellikleri arastirilmistir.
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5.2.4 TiO2- keratin/silika/bor kompozit kserojel sentezi

Proteinler TiO yiizeyleri ile iyonik bag, hidrojen baglar1 gibi zayif etkilesimler veya
proteinlerin ti¢ boyutlu yapisinin kirilmasiyla ag¢iga ¢ikan yan zincirlerdeki sistein distilfit
baglar1 gibi kovalent baglarin giiclii etkilesimleri ile modifiye edilebilmektedir
(Phoohinkong vd. 2018). Proteinler ve TiO; yiizeyleri arasindaki baglanma etkilesimi,
protein tipi, yapisi, konformasyonu ve konsantrasyonu ile TiO: yilizey kafesi ve
morfolojik yapisi, TiO2 ylizey alani, sicaklik ve pH gibi bir¢ok faktore bagl oldugu iyi
bilinmektedir (Phoohinkong vd. 2018, Villanueva vd. 2020). Yiiksek oranda glisin, serin
ve sistein gibi fonksiyonel gruplar igeren keratinin TiO: yiizeyleri ile interaksiyonu igin
uygun bir protein oldugu yapilan bazi ¢alismalarda vurgulanmistir (Daoud vd. 2008,
Phoohinkong vd. 2018). Tez calisma kapsaminda, keratinin TiO> ile interaksiyonu goz
oniinde bulundurularak iletkenligin ve hassasiyetinin arttirilabilmesi ig¢in TiO-
keratin/silika/bor kserojel temelli sensér matrisleri tretilmistir. Muhtemel reaksiyon
mekanizmasi sekil 5.8’de verilmistir. TiO2 hem keratindeki fonksiyonel gruplarla hem de

rTEOS ve tetrahidroborat anyonlari ile reaksiyon verdigi goriilmektedir.

Created in BioRender.com bio

Sekil 5.8 TiOz-keratin/silika/bor temelli hibrit hidrojellerde olusan inorganik ve organik
aglarin muhtemel semasi
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5.2.5 GO- keratin/silika/bor kompozit kserojel sentezi

Yapisinda bulunan epoksi, hidroksil ve karboksil gruplar1 sayesinde, nispeten hidrofilik
karakterde ve suda iyi dagilim gdsteren GO, sol-jel reaksiyonlari i¢in oldukca 1yi bir 6ncii
molekiildiir. Genis yiizey alanina sahip bu malzemeler, biyouyumlu olmalar1 ve yiiksek
iletkenlik 6zellikler sergilemeleri sebebiyle sensor tasarimlarinda olduk¢a fazla
kullanilmaktadir. Bu baglamda, tez ¢alismasi kapsaminda, GO sol-jel reaksiyonlar1 ile
keratin/silika/bor polimerik ag igerisine dahil edilmeye ¢alisilmistir. Sol-jel reaksiyonlari
icin gerekli basamaklar tekrarlanmis ve toz formda GO-keratin/silika/bor kompozit
kserojeller iretilmistir Gerekli karakterizasyonlar tamamlandiktan sonra iletkenlik
ozellikleri arastirilmigtir. GO’in sol-jel agi icerisine dahil oldugu muhtemel reaksiyon
mekanizmasi sekil 5.9’da verilmistir. Burada, GO’daki karboksil gruplari hem rTEOS
hem de tetrahidroborat anyonlar1 ile reaksiyon vermistir. Keratin ise tetrahidroborat

anyonlar1 ve rTEOS ile verdigi reaksiyonlar neticesinde polimerik aga dahil olmustur.
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Sekil 5.9 GO-keratin/silika/bor temelli hibrit hidrojellerde olusan inorganik ve organik
aglarin muhtemel semast
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5.3 Inorganik-Organik Kompozit

Kserojellerin  Yapisal
Karakterizasyonu

5.3.1 FT-IR analizi

ve Fizikokimyasal

Sentezlenen kserojellerin kimyasal yapilart FT-IR analizi kullanilarak belirlenmistir.

Keratin/silika/bor kserojelin FT-IR spektrumu sekil 5.10°da verilmistir. Karsilagtirma

yapmak amaciyla, koyun yiinii keratininin, keratin/silika ve silika/bor kserojellerin

spektrumlart sekil igerisine eklenmistir.
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Sekil 5.10 ATR-FTIR analiz sonuglari

1000 500

a. silika/bor kserojel, b. keratin/silika/bor kserojel, c. keratin/silika kserojel, d. koyun yiinii keratini

Keratin/silika/bor kserojeldeki borun yapidaki varligim1 kanitlayabilmek amaciyla

silika/bor kserojeli benzer

sekilde

sentezlenmis ve FT-IR spektrum analizi

gergeklestirilmistir. Silika/bor kserojeline ait spektrum incelendiginde, 3345 cm™ ‘de

goriilen genis pik sudaki hidroksil gruplarindan kaynaklanmaktadir. Buradaki genis pik

bagl suyu -OH gruplar1 seklinde gostermektedir (Elbeyli 2015). Ilaveten, yaklagik 1655
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cml’de goriilen pik ise toz formdaki malzemelerin higroskopik karakterini
gostermektedir ve adsorbe edilmis su molekiillerinin biikiilme titresimlerinden
kaynaklanmaktadir (Satvekar vd. 2015, Villanueva vd. 2020). 2881cm™’ de -CH:
gruplarindan kaynaklanan CH gerilmelerine ait pik goriilmektedir (Sandor vd. 2016).
1404 ve 1200 cm™*’de goriilen pikler sirasiyla B-O ve BO3-O baglarinin asimetrik gerilme
titresiminden kaynaklanmaktadir (Ahtzaz vd. 2020, Soraru vd. 1999). 1035, 947 ve 795
cm¥’de goriilen pikler Si-O-Si baglarinin asimetrik gerilme titresimlerinden ileri
gelmekle birlikte, 1035 cm™’de goriilen pik ayni zamanda Si-O-C, C-O-C ve Si-C
baglarina ait karakteristik absorpsiyon pikidir (Djambaski vd. 2009).

947 ve 795 cm™'deki pikler, sirasiyla Si-OH baginin asimetrik titresimlerini ve Si—O
baginin simetrik titresimini ifade etmektedir. Keratin/silika/bor kserojele ait spektrumu
ise silika/bor kserojelin spektrumu ile benzer sekilde olup, borun polimerik aga katildigin
kamtlayan Karakteristik pikler 1407 ve 1188 cm™’de goriilmektedir. Bu pikler
keratin/silika kserojelde goriilmemektedir. flaveten Si-O-Si, Si-OH ve Si-O baglarma ait
karakteristik pikler hem keratin/silika kserojelin (1044, 961 ve 791 cm™) hem de
keratin/silika/bor kserojelin ~spektrumlarinda (1041, 965 ve 796cm™) acikca
goriilmektedir. Bahsi gegen pikler koyun yiinii keratininde bulunmamakla birlikte 3278
cm™ °de bulunan amit A bandi, N-H baglarinin gerilme titresimlerinden kaynaklanan
primer amin gruplarima aittir. 1647 cm™ piki keratindeki amit I titresiminden (C=0) ileri
gelmekle birlikte, 1542 cm™ piki ise B tabakalarda goriilen N-H egilme ve C-H gerilme
titresimlerinin yol agtig1 amit Il bandina aittir (Y. E. Arslan vd. 2017; Lin vd. 2019). Amit
A, Amit | ve amit Il pikleri keratin/silika ve keratin/silika/bor kserojellerine ait

spektrumlarda da benzer bolgelerde goriilmektedir.

Cu-keratin/silika/bor kompozit kserojele ait FT-IR spektrumu sekil 5.11°de verilmistir.
Karsilagtirma yapmak amaciyla, keratin/silika/bor ve CuS0O4.5H20’1n spektrumlart sekil
ierisine eklenmistir. CuSO4.5H20 ‘in spektrumunda yaklasik 3300 cm™’de goriilen pik
yapidaki sudan kaynaklanan -OH gerilme titresimlerini isaret etmektedir. Bu pikten daha
diisiik bolgelerde c¢ikan pikler ise O atomlar1 ile ametal atomlar arasindaki bag
titresimleriyle aciklanabilir (Derun vd. 2014). 1661cm™’de gériilen pik ise suyun -OH

biikiilmesinden kaynaklanmaktadir. 1065 ve 600 cm™*deki pikler siilfat iyonunun iiglii
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dejenere germe titresimleri ve 855 cm™ ‘deki pik ise suyun egilme titresimi nedeniyle
olusan piklerdir (Gamo 1961). Cu-keratin/silika/bor kserojelin spektrumu incelendiginde
BO3-O gerilme titresiminden kaynaklanin pikin yogunlugunda belirgin bir artis
goriilmektedir. flaveten 593cm™’de kiiciik de olsa yeni bir pik olustugu goriilmektedir.
Bakir-keratin  kompleksi olusurken yapidaki siilfat iyonlar1 ile tetrahidroborat
anyonlarmin etkilesime girdigi muhtemel bir reaksiyon gerceklesmis ve yapiya stilfat
iyonlar1 dahil olmus olabilir (Balinski vd. 2021). Literatiirde yapilan bazi ¢alismalarda
metal-protein kompleks etkilesimi yapilan FT-IR analizleri ile belirlenmistir. Metal
iyonlarinin konsantrasyonlarinin arttik¢a 6zellikle amit A, I ve II bantlarinda spektral
kayma ve yogunluklarinda ise diisiis gozlemlenebildigi ve bu degisimlerin metal iyonlar1
ile polipeptit zincirindeki O ve N atomlar1 ile etkilesiminden kaynaklandig:i ifade
edilmistir (Alhazmi, 2019, Stanild vd. 2011). Bu baglamda Cu-keratin kompleksinin
olusma etkinligi amit | ve amit Il bantlarinin yogunlugu ve spektral kaymalar1 incelenerek
belirlenmeye c¢alisilmistir. Cu-keratin/silika kserojellerin spektrumu incelendiginde amit
A, I ve Il bantlarinda spektral kaymalar meydana geldigi ancak yogunluklarinda belirgin

bir degisme olmadig1 goriilmektedir.
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Sekil 5.11 ATR-FTIR analiz sonuglari
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Keratin/silika/bor kserojelde 3284 cm™’de gériilen ve NH gerilme titresimlerinden
kaynaklanan amit A bandi, Cu-keratin kompleksi i¢ceren Cu-keratin/silika/bor kserojelde
spektral kayma sonucu daha yiiksek bir bolgede yaklasik 3353 cm™’de olusmustur. Bu
durum amin gruplarmin  kompleks olusumuna katildiginin  gostergesidir.
Keratin/silika/bor kserojelde 1654cm™’de gérillen ve C=0O grubunun gerilme
titresiminden kaynaklanan amit I band1 ise spektral kayma sonucu daha diisiik bir bolgede
yaklasik 1641 cm™’de olusmustur. Cu-keratin olusumunda karboksil gruplarmin yer
aldiginin kanit1 olarak gosterilebilir. 1542 cm™’de gériilen ve N-H egilme ve C-H gerilme
titresimlerinin yol a¢tig1 amit II bandinin spektral kayma sonucu daha yiiksek bir bolgede
yaklasik 1560 cm™’ de olusmasi NH; gruplarmnin Cu-keratin kompleksinde yer aldiginin
gostergesidir (Stanila vd. 2011).

TiO2-keratin/silika/bor kompozit kserojele ait FT-IR spektrumu sekil 5.12°de verilmistir.

Karsilastirma yapmak amaciyla, keratin/silika/bor ve TiO2 nanopartikiillerin spektrumlari

sekil icerisine eklenmistir.
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Sekil 5.12 ATR-FTIR analiz sonuglari
a. Keratin/silika/bor kserojel, b. TiOz-keratin/silika/bor kserojel, c. TiO2 nanopartikiil
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TiO2 nanopartikiillerin spektrumunda gdze carpan 3409 cm™ piki adsorbe edilmis su
molekiillerinden kaynaklanan -OH gerilme titresimlerini, 1637cm™ ise egilme
titresimlerini ifade etmektedir (Al-Amin vd. 2016, Villanueva vd. 2020). ilaveten, hem
TiO2’de hem de TiO»-keratin/silika/bor kserojellerde Ti-O gerilmesinden kaynaklanan
500-600 cm™ araliginda net bir pik goriilmemektedir. Her iki 6rnekte 597cm™’de gériilen
cok zayif bir pik bu bag gerilmesine karsilik gelebilir. Ancak belirgin bir pik elde
edilememistir. Villanueva vd. (2020) keratin hidrojel/TiO; interaksiyonuyla ilgili
yaptiklar1 bir calismada benzer bir durumla karsilasmis ve bu durumun nanopartikiillerin
diisiik konsantrasyonundan ve TiOz gruplarinin diisiik kiziltesi absorpsiyonundan

kaynaklanabilecegini belirtmislerdir.

Bu ¢alismada ayrica TiO2 ve keratin hidrojel/TiO2’nin 6nemli bantlarinin belirlenmesi
icin Raman spektrumu kullanilmistir. Bu baglamda yapinin iyice aydinlatilmasi i¢in
TiO»- keratin/silika/bor kserojeller icin RAMAN spektroskopisi uygulanmistir. Ayrica,
Cu-keratin/silika/bor kserojellerin FTIR spektrumu ile benzer sekilde TiO-keratin/silika
kompozit kserojellerin amit A, I ve Il bantlarinda spektral kayma goriilmektedir. TiO2’nin
proteinlerde bulunan fonksiyonel gruplar ile (-NH2, -OH, —-COOH ve —SH) kovalent
ve/veya kovalent olmayan etkilesimler yoluyla molekiil i¢i baglar olusturma yetenekleri
(Anaya-Esparza vd. 2020, Siriorn ve Jatuphorn 2020) géz oniine alindiginda 6zellikle
amit bantlarindaki bu spektral kayma keratin-TiO- interaksiyonun gergeklestiginin kaniti
olabilmektedir. ilaveten, yapilan bazi galismalarda yapiya TiO2 ilave edilmesiyle birlikte
proteinin yapisinda konformasyonel degisimlerin meydana geldigi ve 6zellikle amit pik

[

alanlarmin degistigi belirtilmistir (Phoohinkong vd. 2018, Villanueva vd. 2020).

GO-keratin/silika/bor kompozit kserojele ait FT-IR spektrumu sekil 5.13’te verilmistir.
Karsilagtirma yapmak amaciyla, keratin/silika/bor kserojele ait spektrum sekil igerisine
yerlestirilmistir. Yiizeyinde oksijen iceren fonksiyonel gruplar barindiran GO’ nun ¢ozelti
ortamindaki rTEOS ve/veya tetrahidroborat iyonlariyla reaksiyona girerek polimerik aga
katilmas1 ve boylelikle GO-keratin/silika/bor kompozit kserojellerin elde edilmesi
planlanmistir. GO-keratin/silika/bor kserojele ait spektrum incelendiginde, GO’nun
varligina kanit olusturabilecek bazi yeni absorpsiyon bantlarinin ortaya ¢iktig

goriilmektedir.  Yaklasik 1329 cm™de goriilen pik C-OH yapilarindan
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kaynaklanmaktadir. 3297cm™’de goriilen genis pik GO yapisindaki OH gruplarindan
kaynaklaniyor olabilir. 2881 cm™’de gériilen ve yogunlugu keratin/silika/bor kserojelin
spektrumuna kiyasla daha fazla olan pik C-H gerilme titresimlerini ifade etmektedir. 1633
cm¥’de gorillen pik GO yapisindaki C=C gerilme titresimlerine karsilik gelmektedir
(Dong vd. 2019). GO-keratin/silika/bor kserojelinde bu bolgede amit I piki mevcut olup
yogunlugu keratin/silika/bor kserojele gore biraz daha artmistir. Bu iki fonksiyonel

gruplarin pikleri ayn1 bolgede iist iiste ¢akismis olabilir. Dolayisiyla bu pikin varlig
muhtemeldir.
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Sekil 5.13 ATR-FTIR analiz sonuglari
a. GO-keratin/silika/bor kserojel, b. keratin/silika/bor kserojel

llaveten, 701 ve 684 cm™’de gorilen yeni zayif pikler Si-O-C baglarmdan
kaynaklanmaktadir (Teresa ve Choi 2010). Bu pikler GO’in polimerik aga katildigini
kanitlar niteliktedir. Ancak GO’nun yapidaki varligin1 daha iyi arastirmak i¢in Raman

spektroskopisinden faydalanilmistir.
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5.3.2 Kat1 hal 2°Si-CP-Mas ve 1'B-MAS NMR spektroskopisi

Keratin/silika/bor kserojellerin kat1 hal 2°Si ve B NMR spektrumlar: sekil 5.14’te
verilmistir. Literatiir bulgular1 incelendiginde, sol-jel reaksiyonlar1 neticesinde
sentezlenen organik-inorganik hibrit molekiillerin 2°Si-CP-MAS NMR spektrumlarinda
geminal gruplar (Q2; kimyasal kayma & =-91 ppm), serbest ve bagh gruplar (Q3; kimyasal
kayma 6 = -101 ppm) ve siloksan gruplari (Qs; 6 = -110 ppm) olmak tizere karakteristik
ti¢ tiir aktif merkez bulundugu goriilmektedir (Angeli vd. 2010, Fatma Cal vd. 2021,
Yilmaz vd. 2021). Keratin/silika/bor temelli kserojelin 2°Si-CP-MAS NMR spektrumu
incelendiginde yaklagik -110 ppm ‘de siloksan baglari i¢in (Si(OX)s , X=Si ve/veya B)
karakteristik olan bir Qa4 piki goriilmektedir (Ivanova vd. 2006). Yaklasik -98,124 ppm’de
ise Si(OX)30R (X= Si, R=—0H, -NH, -SH gibi fonksiyonel gruplar) baglarindan
kaynaklanan bir Qs piki ortaya ¢ikmistir (Yilmaz vd. 2021). Bu pik, tg¢ii Si-O-Si
kopriilerinden, biri ise rTEOS ve keratindeki fonksiyonel gruplar arasindaki reaksiyonlar

sonucu olusan Si-O-R baginin olusumunu gostermektedir.
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Sekil 5.14 Keratin/silika/bor temelli kserojellerin 2°Si-CP-MAS ve 'B-MAS NMR
spektrumlari
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11B-MAS NMR spektrumu incelendiginde, tetrahedral (BO4 gruplari, *B) ve trigonal bor
tiirlerine (BOs gruplari, °B) ait dort ana pik noktasinin oldugu goriilmektedir. Genellikle
0 ppm’de goriilen dar bir tepe noktasi silisyum atomlari ile gevrili tetrahedral bor tiirlerini
(B-(0Si)4) temsil etmektedir. Ancak “B yapisindaki bor atomlari silisyum atomu ile yer
degistirdiginde 2-3 ppm’lik bir kimyasal kayma goriilmektedir. Dolayisiyla spektrumda
yaklasik 2,84 ppm civarinda gériilen belirgin bir pik *B- (2B,2Si) veya “B (1B,3Si)
tirlerine karsilik gelmektedir (Angeli vd. 2010, Cal vd. 2021, Du ve Stebbins 2003).
Spektrumda goriilen diger ii¢ belirgin pik °B tiirlerine aittir. 7,52 ppm’deki 'B piki
B(OSi)3 11,92 ppm’deki "B piki B(OSi)20H ve 17,25 ppm’deki "B piki ise BOSi(OH)2
yapilariin varligindan kaynaklanmaktadir. Goriildiigli tizere B-O-Si kopriilerinin sayisi
arttik¢a trigonal borun kimyasal kayma degerleri de diismektedir. Bu baglamda kimyasal
kayma degeri arttikca yapidaki silisyumun azaldigi rahatlikla gériilmektedir (Cal vd.
2021, Du ve Stebbins 2003, Fild vd. 2000).

5.3.3 Raman spektroskopisi

Malzemelerin kimyasal yapilarini daha fazla aydinlatabilmek igin Raman analizi
gerceklestirilmistir. Sekil 5.15te keratin/silika/bor ve keratin/silika kserojellerin Raman

spektrumlari verilmistir.

Keratin/silika kserojel

Intensity (a.u.)

Keratin/bor/silika kserojel
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Raman Shift (cm™)

Sekil 5.15 Keratin/silika ve keratin/silika/bor kserojellerin Raman spektrumlari
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Sekil incelendiginde her iki kserojelin spektrumlarinda benzer absorpsiyon bantlarinin
oldugu goriilmektedir. Yaklasik 1100, 800 ve 561 cm™’de goriilen pikler sirastyla, Si-O-
C/Si-O-Si asimetrik gerilme, Si-O-Si simetrik gerilme ve Si-O-Si biikiilme
titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Dong vd. 2019, Spallino vd. 2014). ilaveten
keratin/silika/bor kserojelinin Raman spektrumunda, bor elementine ait spesifik bantlar

goriilmemistir.

Sekil 5.16’da Cu-keratin/silika/bor kserojeline Raman spektrumu verilmistir.
Karsilastirma yapmak amaciyla keratin/silika/bor kserojelin spektrumu sekil igerisine
dahil  edilmistir. ~ Cu-keratin/silika/bor  kserojelin  spektrumu incelendiginde
keratin/silika/bor kserojele kiyasla 1200-1650 cm™ arasinda 1618, 1455 ve 1326 cm™
olmak iizere ii¢ yeni absorpsiyon piklerinin ortaya ciktigi goriilmektedir. Raman
spektrumunda gériilen bu pikler 6zellikle proteinlerdeki amin gruplari ile Cu?* iyonlari
arasinda olugan kompleksler sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Elde edilen sonuglar literatiir

bulgulariyla benzerdir (L. Chen vd. 2016; Wagner ve Baran 2004).

Cu-Keratin/bor/silika kserojel

Intensity (a.u.)

/ \ Keratin/bor/silika kserojel
~ . / \
X / \\.V_A_‘W\H\M»vm) 7 o R e

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Raman Shift (cm™)

Sekil 5.16 Cu-keratin/silika/bor ve keratin/silika/bor kserojellerin Raman spektrumlari
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Sekil 5.17°de TiO-keratin/silika/bor kserojelin  Raman spektrumu verilmistir.
Karsilagtirma yapmak amaciyla keratin/silika/bor kserojelin spektrumu sekil igerisine
dahil edilmistir.  TiO-keratin/silika/bor  kserojelin  spektrumu  incelendiginde
keratin/silika/bor kserojele kiyasla yaklasik 148, 400, 526 ve 647 cm™ olmak iizere dort
yeni absorpsiyon pikinin ortaya ¢iktig1 agikg¢a goriilmektedir. Bu pikler anataz TiO2
nanopartikiillerin karakteristik pikleri olup sirasiyla Eg, Blg, Alg ve Eg simetrileri ile

anataz fazinin Raman-aktif modlarina karsilik gelmektedir (Villanueva vd. 2020).

TiOz-keratin/silika/bor  kserojelde karakteristik TiO2 bantlariin  varhigi  TiO2

nanopartikiiller ile keratin/silika/bor hidrojeller arasinda bir interaksiyon oldugunu

kanitlamaktadir.
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Sekil 5.17 TiO»-keratin/silika/bor ve keratin/silika/bor kserojellerin Raman spektrumlari

Sekil 5.18’de GO-keratin/silika/bor kserojeline ait Raman spektrumu verilmistir.
Karsilagtirma yapmak amaciyla GO’nun ve keratin/silika/bor kserojelin spektrumlari
sekil icerisine dahil edilmistir. GO’nun spektrumunda yaklasik 1352 cm™ (D bandi) ve

1592 cm™ (G band1) olmak iizere iki &nemli karakteristik Raman piki goriilmektedir. G
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bandi, tiim sp®? karbon formlari igin ortaktir ve C-C bagmnmn gerilmesinden
kaynaklanmaktadir. GO'daki D bandi ise oksidasyon sirasinda kusurlarin, bosluklarin ve
bozulmalarm olusmasiyla sp? alanlarinin boyutundaki azalma nedeniyle genislemektedir
(Perumbilavil vd. 2015). GO-keratin/silika/bor kserojelin spektrumunda da benzer
sekilde karakteristik G ve D bantlar1 goriilmekte olup GO’nun polimerik aga katildiginin

kanit1 niteligindedir.
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Sekil 5.18 GO-keratin/silika/bor, GO ve Kkeratin/silika/bor kserojellerin Raman
spektrumlari

5.3.4 X-Isim Difraktometresi (XRD) analizi

Tiim kserojellerin kristal yapisinin incelenmesi i¢in XRD analizi gerceklestirilmistir.
Sekil 5.19’da rTEOS, keratin/silika ve koyun yiini keratininin XRD spektrumlari
verilmistir. XRD analizinden elde edilen sonuglar, tiim Orneklerin amorf durumda
oldugunu géstermektedir. rTEOS un XRD spektrumunda 25° civarinda goriilen genis pik

amorf silika matriksin varligini ifade etmektedir (Djambaski vd. 2009, Satvekar vd.
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2015). Koyun yinii keratininin XRD spektrumunda ise yaklagik 20°°de amorf pik

goriilmektedir.

Bagil Kirinim Yogunlugu (a.u.)

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
28 (%)
Sekil 5.19 XRD analiz sonuglari

a. Koyun yiinii keratini, b. Keratin/silika kompozit kserojel, c. rTEOS

Literatiirde yapilan 6nceki ¢alismalara gdre koyun yiinii keratininde 9,62° ve 21° olmak
tizere amorf yapida iki adet pik bulunmaktadir ve bu pikler sirasiyla a-heliks ve B-tabakali
yapilari isaret etmektedir (Fan vd. 2018, X. Liu vd. 2017, Villanueva vd. 2020, Wu vd.
2017). Dolaysiyla siilfitolizis reaksiyonuyla alkali ortamda (pH 12-14) yapilan
ekstraksiyon neticesinde elde edilen keratin ekstraktlarda agirlikli olarak B tabakali
yapilarin varlig1 séz konusudur. Keratin/silika kompozit kserojelde ise 20 agis1 24-25°
civarinda olup silisyumun keratin fraksiyonlari ile basarili bir sekilde reaksiyon

verdiginin gostergesidir.

Sekil 5.20°de keratin/silika/bor kompozit kserojelin XRD spektrumu verilmistir.
Karsilastirma yapmak amaciyla silika/bor kserojelin ve borik asidin spektrumlar1 sekil

igerisine ilave edilmistir.
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Sekil 5.20 XRD analiz sonuglari

a. Borik asit, b. keratin/silika/bor kompozit kserojel, c. bor-silika kserojel

Beyaz kristal formdaki borik asidin spektrumunda 9°-60°" arasinda keskin karakteristik
pikler goriilmektedir. Keratin/silika/bor ve silika/bor kserojelin spektrumlarinda ise bu
pikler goriilmemekle birlikte yap1 amorftur. Borik asidin keratin zincirler ve rTEOS ile
tamamen capraz baglanmasi sonucu polimer aglar igerisine dahil olmas1 ve yapida tuz
seklinde kalmamasindan dolay1 keratin/silika/bor kserojellerin kristallenmesine bir katk1

saglamadig disliniilmustiir.

Cu-keratin/silika/bor kserojelin XRD spektrumu sekil 5.21°de verilmistir. Karsilastirma
yapmak i¢in farkli konsantrasyonlarda (0,05, 0,5 ve 10mg/ml) CuSO4.5H0 ile iiretilen

Cu-keratin/silika/bor kserojel ve keratin/silika/bor kserojelin spektrumlari da eklenmistir.
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——Keratin/silika/bor kompozit kserojel
Cu-keratin/silika/bor kompozit kserojel- 0,05 mg/ml CuSO,.5H,0

——Cu-keratin/silika/bor kompozit kserojel- 0,5 mg/ml CuS0O,.5H,0
Cu-keratin/silika/bor kompozit kserojel- 1 mg/ml CuSO,.5H,0
Cu-keratin/silika/bor kompozit kserojel- 10 mg/m| CuSO,.5H,0

Bagil Kirinim Yogunlugu (a.u.)

10 20 30 40 50 60 70 80 90
26 (%)

Sekil 5.21 Cu-keratin/silika/bor kserojel icin XRD analiz sonuglari

0,05-10mg/ml konsantrasyonlarda CuSO4.5H20 ilavesiyle birlikte amorf yap1 sabit
kalmis ve 20 degerinde de bir degisme goriillmemistir. Kumar ve arkadaslar yaptiklari
bir caligmada, farkli konsantrasyonlarda CuS04.5H20 ile doplanmis poli(m-toluidin)
sentezlemis ve dopantin poli(m-toluidin) 6zellikleri iizerindeki etkisini arastirmak icin
UV-VIS spektroskopisi, FTIR ve XRD analizleri gergeklestirmislerdir. XRD analiz
sonuglarina gore, poli(m-toluidin) amorf yapida oldugu belirlenmistir. %3-10(a/h)
konsantrasyonlarda CuSQO4.5H,0 ile doplanmis poli(m-toluidin)’de ise ayni bolgede
amorf bir pik gozlemlenmistir. Dopantin konsantrasyonu arttikca amorf yapinin

korundugu belirtilmistir (Kumar vd. 2013).

Sekil 5.22°de TiOz-keratin/silika/bor kserojelin  XRD spektrumu verilmistir.
Karsilagtirma yapmak amaciyla keratin/silika/bor kserojelin ve TiO2 nanopartikiillerin
spektrumlart sekil icerisine dahil edilmistir. TiO2 nanopartikiillerin spektrumu
incelendiginde 20 degerleri yaklasik 25°, 37°ve 48 olan anataz TiO’ye ait karakteristik
ti¢ onemli keskin kirinim pikleri goriillmektedir (Al-Amin vd. 2016, Villanueva vd. 2020).
TiO-keratin/silika/bor kserojelin spektrumunda da benzer pikler mevcut olup TiO:

nanopartikiillerin bagaril1 bir sekilde yapiya dahil edildigini kanitlamaktadir.

66



f
%
o
-

-3

:
Fi

unlugu (a.u.)

-""W I .,
iy, ,'

WA | ]
it it ™~ W A
VAR W s st hiryis MirtMany P b

Bagil Kirnim Yo

!

MM.

1 " L a 1 " L a L " L a L " 1 " L M I " L " L " 1 " L s 'l

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
26 (°)

c

Sekil 5.22 XRD analiz sonuglari
a. TiO2 nanopartikiil, b. TiOz-keratin/silika/bor kserojel, c. keratin/silika/bor kserojel

Sekil 5.23’te GO-keratin/silika/bor kserojelin XRD spektrumu verilmistir. Karsilastirmak
amactyla keratin/silika/bor kserojelin spektrumu seklin igerisine ilave edilmistir. Her iki
tiir kserojelde yaklasik 26=23"de amorf bir pik bulunmaktadir. Literatiir bulgulart
incelendiginde GO i¢in karakteristik kirinim pikinin yaklagik 26=10,5-11° arasinda
oldugu goriilmektedir (Bouibed vd. 2019, Hintze vd. 2016). rTEOS ile GO’nun kimyasal
modifikasyonu neticesinde, silika ve/veya bor yapilari arasinda diizensiz dagilan GO’nun,
diizgiin katmanli yapis1 bozulmus ve dolayisiyla GO-keratin/silika/bor kserojelin XRD
spektrumunda boyle bir kirinim piki gézlenmemistir (Dong vd. 2019, Jiang vd. 2014).
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Sekil 5.23 XRD analiz sonuglari
a. Keratin/silika/bor kserojel, b. GO-keratin/silika/bor kserojel

5.3.5 BET analizi

Toz formdaki tiim kserojellerin toplam yiizey alani, ortalama gbzenek ¢ap1 ve gézenek
boyutu dagilimi gibi parametreler yapilan BET analizi ile belirlenmistir. Malzemelerin
gozenekliligi ve gozenek boyutu dagilimi hakkinda bilgi veren fiziksel adsorpsiyon
izotermleri IUPAC sistemine gore tip I-VI olmak tizere 6 farkli sekilde gosterilmektedir.
Bunlar arasinda mikro gozenekli yapilarda tip I, gozeneksiz veya makro gozenekli
yapilarda ise tip II, III ve VI izoterm egrileri goriilmektedir. Mezo gézenekli yapilar i¢in

izoterm egrileri ise tip IV ve V olarak smiflandirilmigtir (Alothman 2012).

Sekil 5.24°te sentezlenen tiim kserojellerin adsorpsiyon izoterm egrileri verilmistir. Toz
formda keratin/silika kompozit kserojeller i¢in belirgin bir adsorpsiyon izotermi elde
edilememistir. Bu durum malzemenin yeterli derecede gozenekli yapilar
barindirmamasiyla  agiklanabilir. Tim izotermlerin  sekilleri incelendiginde
mezogozenekli yapilar i¢in karakteristik olan tip IV adsorpsiyonuna karsilik geldigi
acikca goriilmektedir.
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Sekil 5.24 Azot adsorpsiyon izotermleri

a. Keratin/silika/bor, b. GO-keratin/silika/bor, c. TiO,-keratin/silika/bor,
kserojeller

d. Cu-keratin/silika/bor

[lave olarak her iki tiir kompozit kserojeller igin yiizey alan1 ve ortalama por gap1 gibi
parametreler fiziksel adsorpsiyon izotermlerine dayanan c¢ok noktali BET ve BJH

yontemleri kullanilarak hesaplanmis ve tiim bulgular ¢izelge 5.1°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 5.1 Uretilen kompozit kserojellerin yiizey alan1 ve ortalama por ¢ap1

Kserojel BET yiizey alan1  BJH adsorpsiyon yiizey  Ortalama Por gap1
(m2g™?) alan1 (m? g?) (nm)
Keratin/silika kserojel - 1,281 -
Keratin/silika/bor 117,028 101,761 7,75
kserojel
GO-keratin/silika/bor 288,832 266,044 5,14
kserojel
TiO.- 290,013 276,464 5,23
keratin/silika/bor
kserojel
Cu-keratin/silika/bor 280,261 248,307 4,89
kserojel

Cizelge 5.1 incelendiginde keratin/silika/bor kompozit kserojel i¢in BET ve BJH
adsorpsiyon yiizey alanlari sirasiyla 117,028 ve 101,761 m?g? olarak dlgiilmiis olup
sonuclar keratin/silika kompozit kserojelden oldukg¢a yiiksektir. Tim bu bulgular
incelendiginde, borik asidin hem keratindeki fonksiyonel gruplarla hem de reaktif silanol
gruplariyla reaksiyona girerek polimerik aga katildig1 ve dolayisiyla gdzenekliligin arttig1
ve daha yogun polimerik aglarin olustugu sonucu ¢ikarilabilmektedir. Bor temelli diger
kompozit kserojellerin toplam yiizey alanlarinin ise keratin/silika/bor kserojelden
oldukea yiiksek olup Cu, GO ve TiO2 nanopargagiklarin polimerik aga basarili bir sekilde
katildigin1 kanitlar niteliktedir. Ortalama por ¢aplarinin ise tiim kserojel tiplerinde benzer

oldugu goriilmektedir.

Bor temelli tiim kserojeller i¢in gozenek boyutu dagilimi BJH metodu ile hesaplanmis ve
elde edilen egriler sekil 5.25’te verilmistir. Keratin/silika/bor kserojel igin verilen egri
incelendiginde gozenek ¢aplarinin yaklasik 2,5-15 nm oldugu goriilmektedir. Bu degerler
diger tiim kompozit kserojeller i¢in benzer olup por caplar1 yaklasik olarak 2,5-10 nm
araligindadir. Tiim kserojellerin mezo gozenekli yapilar oldugu belirlenmis olup sonuglar

izoterm egrilerini dogrulamaktadir.
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Sekil 5.25 BJH gozenek boyutu dagilim egrileri

a. Keratin/silika/bor, b. GO-keratin/silika/bor, ¢. TiO2-keratin/silika/bor, d. Cu-keratin/silika/bor kserojeller

Hidrojellerin {i¢ boyutlu, gézenekli yapisi, malzemenin yiizey alanini arttirarak, kiigiik
molekiillerden proteinlere ve hatta hiicrelere kadar degisen daha biiylik miktarlarda
tanima elemanlarinin immobilizasyonuna olanak tanimaktadir (Herrmann vd. 2021). Bu
baglamda yiiksek yilizey alan1 ve gozeneklilige sahip tim bor temelli kserojeller

biyosensor uygulamalarinda matriksler olarak kullanim potansiyellerine sahip olabilecegi

diistiniilmektedir.

5.3.6 Termogravimetrik analiz

Tiim kserojellerin ve KYK’nin termal analizleri tamamlanmis olup,

termogramlar ve diferansiyel termal termogravimetrik (DTG) egrileri sekil 5.26’da
sicakliklarda

verilmistir. Tiim Orneklere ait egrilerde yaklasik 100°C’nin altindaki

goriilen kiitle kayiplar1 yapidaki suyun uzaklastiginin gostergesidir.

71

elde edilen




- — 102 - -
100 4 —— TGA -koyun yi_.'_mi_.'l kerat-lnil —— TGA -keratin/silika
90 - DTG -koyun yinR f_?"'"“. Lo 100 DTG- keratin/silika |- 0,5
80 'I 1
.",\ ."fﬁ\' || - 96 -

704 | Y \l £ l 00 —~
s 11|/ /| £ 4] 002
£ 60 | aasc | |23 g e £
= \/ \ y = - 92+ - =
] | I 784%C o S / e
s [ E g 901 | | 050
2 4] ¢ | = 2 | =

30 | [ =11/ °

] | I|I - -4 864 | |
20 - \ | F-1,0
\ B84 4 '.f'
10 -
289°C 824 so°c
04
T T T T 's w L] T T T '1 -5
[} 200 400 600 800 0 200 400 600 800
Temperature (C°) Temperature (C°)
102 - - 102 - — 0,5
) —— TGA-keratinisilikafbor| —— TGA-TiO2-keratinisilika/bor
00 |~ DTG-keratin/silika/bor| 100 | DTG-TiO2-keratin/silika/bor
] . L 0,0
8 U 98 4
F00 —
— 9 £
= & E
£ = 94 =
E =) o
-053 g 92 4 0,5 E
o 90 -
&
88 -
1,0
86
--1.0
34 -
78 T T T : 82 T T T T T 1,5
0 200 400 600 800 0 200 400 600 800
Temperature (C°) Temperature (C°)
102 - - 102 - -
—— TGA-Cu-keratin/silika/bor —— TGA-GO-keratin/silika/bor
100 4 DTG-Cu-keratinisilika/bor | g o 100 —— DTG-GO-keratin/silika/bor
98 - _ e i : ‘Loo
%] / \//
g9\ 350°C FosE ry
= 924 | Eﬁ L.osE
[=] | = =2
‘o 90 I | - -
= | L .10 E L]
- U [=
88 | Il (=] o
86 |
| k1,0
B ks
824 |
)
801 s00¢
78 . . . ; 2,0 78 r v - : 4,5
0 200 400 600 800 0 200 400 600 800
Temperature (C°) Temperature (C°)

Sekil 5.26 Koyun yiinii keratini ve kompozit kserojellerin TGA ve DTG egrileri

Koyun yliinii keratininde %40-50’1ik bir kiitle kayb1 yaklasik 289°C’de gerceklesirken
800°C’de kiitlesinin neredeyse tamaminin kaybettigi acik¢a goriilmektedir. Diger tim
kompozit kserojellerde %2-6’1ik kiitle kayiplar1 320-350 °C arasinda gergeklesirken, 800
°C’de kiitlelerinin neredeyse %80-84’1i korunmustur. Keratine kiyasla, iiretilen
kserojellerin termal dayaniminin ve bozulma sicakliginin artmis olmasi, bahsi gegen
minerallerin sol-jel reaksiyonlar1 vasitasiyla polimerik aga basarili bir sekilde dahil
oldugunun kanmitidir. Yapiya katilan bor nedeniyle keratin/silika/bor kserojellerin

bozunma sicakliginin yaklasik 30°C arttig1 goriilmektedir.
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llaveten TiO,, Cu ve GO ile modifiye edilmis keratin/silika/bor kserojellerinde
maksimum bozulma sicakliklart ayni kalmis (yaklasik 350 °C), ancak bu sicaklikta kiitle

kayiplarinda az da olsa degisiklikler olmustur.

5.4 SPCE yiizeylerde inorganik-organik kompozit kserojel temelli film iiretimi i¢in
optimizasyon ¢alismalari

Optimizasyon oncelikle cam yiizeylerde gergeklestirilmistir. 5mg/ml keratin/silika/bor
stok kserojel ¢ozelti hazirlanmis ve son konsantrasyon 2,5 mg/ml olacak sekilde farkli
konsantrasyonlarda GA ile 1:1 oranda karistirilmistir. Bu karisimindan 10 pl hacimlerde
damlatilarak kaplamalar yapilmistir. Yani kserojel konsantrasyonu sabit tutularak
optimum GA konsantrasyonu arastirilmigtir. Elde edilen filmlerin yikama oOncesi ve

sonrast stereomikroskop goriintiileri sekil 5.27°de verilmistir.

0,0125 M GA 0,025 M GA 0,05 M GA 0,1 M GA

Yikama dncesi

Yikama sonrasi

Sekil 5.27 Cesitli konsantrasyonlarda GA ile cam yiizeylerde hazirlanan keratin/silika/bor
kserojel temelli kompozit filmlerin yikama 6ncesi ve sonrasi stereo mikroskop

gorilntiileri

Sekil 5.27 incelendiginde yikama Oncesi ve sonrasi film ylizeylerinin diizgiin ve stabil
oldugu en diisik GA konsantrasyonun 0,2M oldugu goriilmektedir. Ancak, SPCE
yiizeylerinin cam yiizeylere gore daha hidrofobik olmalar1 sebebiyle, hibrit kserojellerin
bu yiizeylere daha iyi yayilim gostermesi ve tutunabilmesi i¢in GA konsantrasyonu biraz
daha yiiksek tutularak arada bir deger olan 0,3M GA ile hazirlanmasina karar verilmistir.
Ilaveten, TiO2, GO ve Cu ile katkilanmis kserojellerde gdzeneklilik ve yiizey alan1 daha
fazla oldugundan (bkz. BET sonuglar1), su tutma kapasitesi yliksek olacagi
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Ongoriilmiistiir. Dolayistyla daha ¢ok su tutan bu ylizeylerin, kururken gézeneklerinden
buharlasan su sebebiyle ¢atlamasi muhtemeldir. Bu bakimdan, capraz baglayici oranmi
biraz daha arttirilarak, SPCE ylizeylerde optimizasyon ¢alismalarina 0,3M GA ile devam
edilmistir. Bu sebeple GA konsantrasyonu sabit tutulup, optimum kserojel
konsantrasyonu belirlenmeye c¢alisilmistir. Aktive edilen SPCE yiizeylerinde cesitli
konsantrasyonlarda keratin/silika/bor kserojeller ile benzer sekilde olusturulmus filmlerin
yikama Oncesi ve sonrasi stereomikroskop goriintiisii sekil 5.28’de verilmistir.
Kaplanmamis SPCE 1 mg/ml

1,5 mg/ml 2mg/ml 2,5 mg/ml 3 mg/ml 3,5 mg/ml

B bt s
P 4
Gazicd - v St e o e i e

Sekil 5.28 0,3 M GA ile hazirlanan cesitli konsantrasyonlardaki keratin/silika/bor
kserojellerle modifiye edilmis SPCE yiizeylerin yikama Oncesi ve sonrasi
stereomikroskop goriintiileri

ISBIUOS BUIBYIA 1S9IUQ BWE)IA

Sekil 5.28 incelendiginde, 2,5mg/ml konsantrasyonda kserojelle olusturulmus kompozit
filmin yiizeyinde yikama sonrasi ¢atlamalar ve dokiilmelerin basladigi goriilmektedir.
Dolayisiyla optimum keratin/silika/bor kserojel konsantrasyonu 2mg/ml olarak
secilmistir. 5mg/ml konsantrasyondaki Cu, TiO2 ve GO ile katkilanmis keratin/silika/bor
kserojel stok ¢ozelti ile 0,3 M GA son konsantrasyon 2mg/ml olacak sekilde karistirilmis
ve bu karisgimdan aktive edilmis SPCE yiizeyine 10 pl damlatilarak kaplamalar
yapilmistir (Sekil 5.29).
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Sekil 5.29 SPCE yiizeylerin kserojellerle modifikasyonu

Filmlerin yikama oOncesi ve sonrasi morfolojisi stereomikroskop kullanilarak
aragtirtlmistir (Sekil 5.30). SPCE yiizeylerde de olusturulan kompozit kserojel temelli
filmlerin biitiinliigiiniin yikama Oncesi ve sonrasi bozulmadigi ve yiizeyde herhangi bir

catlama ya da dokiilme olugsmadigi agik¢a goriilmektedir.

Cu-keratin/silika/bor GO-keratin/silika/bor TiO,-keratin/silika/bor

Yikama oncesi

Yikama sonrasi

Sekil 5.30 Cu, TiO2 ve GO ile katkilanmis keratin/silika/bor kompozit kserojel ile
modifiye edilmis SPCE yiizeylerin yikama Oncesi ve sonrasi stereomikroskop
goriintiileri
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Morfolojik incelemelerden sonra en uygun kserojel konsantrasyonunun belirlenebilmesi

i¢in EIS ve CV kullanilmigtir. Bu galismalar boliim 5.6’da detayli bir sekilde anlatilmistir.

5.5 Kompozit Filmlerin Yiizey Karakterizasyonu

Kompozit filmlerin dncelikle hidrofilik/hidrofobik 6zellikleri yapilan temas ag1 analizi ile
belirlenmeye ¢alisilmustir. ilaveten yiizeyin topografik 6zellikleri ve piiriizliiliik degerleri
AFM analizi ile belirlenirken, morfolojik yapisi ve elementel bilesimi ise FE-SEM/EDS

analizi ile arastirilmustir.

5.5.1 Temas a¢1 analizi

Biyomolekiillerin etkili bir sekilde immobilizasyonu i¢in temas agisinin 40-50° arasinda
olan yeterli derecede hidrofilik bir yiizey elde etmek gerekmektedir (Derkus v.d 2016).
Dolayisiyla yiizeylerin su tutma 6zellikleri yapilan temas ac1 analizleri ile arastirilmastir.
Tiim kserojellerle cam ve aktive edilmis SPCE’lerde olusturulan filmlerin denge temas
acilar1 ¢izelge 5.2°de verilmistir. Cizelge incelendiginde elektrotlarin temizlenmesi ve
aktivasyon isleminin yiizey 6zelliklerini degistirdigi ve yaklasik 140° olarak olgiilen
denge temas agisinin 77°’ye kadar diistiigli goriilmektedir. Cam ylizeylere kaplanmis tim
kserojel temelli filmlerin denge temas agilari oldukga diisiik olmakla birlikte bu
yiizeylerde tiim kserojellerin siiperhidrofilik 6zellik gdsterdikleri sdylenebilir. Cam
yiizeylere kiyasla, SPCE yiizeylerde olusturulan ayni tiirde filmlerin denge temas acilari
ise oldukga yiiksek c¢ikmistir. SPCE ve cam yiizeylerde bulunan ayni 6zellikteki ve
derisimdeki filmlerin denge temas agilarindaki bu farklilik kaplanan yiizeylerin

ptriizliiliikk ve yap1 bakimindan farkli olmasiyla agiklanabilir.
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Cizelge 5.2 Cam ve SPCE yiizeylerde kserojel temelli kompozit filmlerin denge temas

agilari
Kserojel Tipi Cam Yiizey Damla Goriintiisii | SPCE Yiizey Damla
Denge Temas Denge Temas Goriintiisii
Agis1 Agis1
Aktive edilmemis - - 140°
kaplanmamis SPCE
yiizeyi
Kaplanmamis yiizey 34° l 77° -

Keratin/silika/bor 13° g 65° §

Cu- 12° 65° ¥
keratin/silika/bor

S

TiOz- 8° | 85° 9

keratin/silika/bor
R ——
L —— ‘

GO- 19° L 70° ¥

keratin/silika/bor
~——
’ ~ -

5.5.2 AFM analizi

Aktive edilmis SPCE yiizeylerinde olusan kserojel temelli filmlerin topografya, faz ve

genlik goriintiileri sekil 5.31°de verilmistir (6l¢ek gubuklari 10um’yi géstermektedir).
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Sekil 5.31 AFM goriintiileri

a. Kaplanmamus aktive edilmis SPCE yiizeyi, b. Keratin/silika/bor, c. 1 mg/ml CuSO4.5H,0 ¢ozeltisi ile
sentezlenmis Cu-keratin/silika/bor, d. 10 mg/ml CuSO4.5H,0 ¢ozeltisi ile sentezlenmis Cu-
keratin/silika/bor, e. GO-keratin/silika/bor, f. TiO,-keratin/silika/bor kompozit kserojel temelli film kaph
SPCE yiizeyler

Sekil 5.31 incelendiginde tiim kserojellerin elektrot yiizeylerinde film olusturarak yiizeyi
tamamen kapladign agik¢a goriilmektedir. Ilaveten, kserojel temelli filmlerin
kaplanmamis SPCE yiizeylerini kaplarken piiriizliiliigii arttirdigi sOylenebilir. Yiizeylerin
purtizliilik parametreleri ¢izelge 5.3’te 6zetlenmis olup, kaplanmamis SPCE yiizeyine

kiyasla keratin/silika/bor kserojel temelli film yiizeyindeki piiriizliliiglin nispeten arttigi
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goriilmektedir. Cu-keratin/silika/bor kserojel ile kapl ylizeylerde bakir konsantrasyonu

arttirildiginda yiizey piirtizliliigliniin oldukga arttig1 gortilmektedir.

Cizelge 5.3 Yiizey piiriizliliigli parametreleri

Yiizey Root Mean Square (RMYS)
Roughness (Rq) (nm)

Kaplanmamis SPCE yiizeyi 1615
Keratin/silika/bor kserojel ile kaplanmis ylizey 1773
1 mg/ml CuSO..5H,0 ¢ozeltisi kullanilarak sentezlenen Cu- 2061
keratin/silika/bor kserojel ile kaplanmis yiizey

10 mg/ml CuS04.5H,0 ¢ozeltisi kullanilarak sentezlenen Cu- 2815
keratin/silika/bor kserojel ile kaplanmis yiizey

GO-keratin/silika/bor kserojel ile kaplanmis yiizey 2175
TiO,-keratin/silika/bor kserojel ile kaplanmis yiizey 2460

GO ve TiO2 nanopartikiiller siispansiyon seklinde dagitilarak polimerik aga dahil edildigi
icin bu ylizeylerde piiriizliiliik keratin/silika/bor kserojellerle kapli yiizeylere nispeten
oldukga artmistir. GO-keratin/silika/bor kserojel ile kaplanmis yiizeyin piiriizliliginin
ise TiO2-keratin/silika/bor kserojele gore daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu durumun,
GO tabakalarinin oldukga piiriizsiiz bir ylizeye sahip tipik olarak kavisli, katman benzeri
bir yap1 gostermesiyle alakali olabilecegi disliniilmektedir. Tim kserojellerle

olusturulmus film yiizeylerinin morfolojileri SEM analizi ile daha detayl agiklanmustir.

5.5.3 FE-SEM/EDS analizi

Uretici firmalarin SPCE’leri iiretirken kullandiklari iletken karbon miirekkebin yapisinda
genellikle grafit parcalarinin (elektroaktiviteyi arttirmak igin) yani sira esnek bir substrat
tizerine dagilimi ve yapismayi iyilestirmek i¢in polimerik baglayicilarin, ¢oziiciilerin ve

bazi katki maddelerinin bulundugu bilinmektedir (Stoll vd. 2022).
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Elektroaktif karbon pargaciklarini barindiran bu karbon miirekkebinin igerigindeki
baglayict maddelerden 6tiirii yavas elektrot kinetigi meydana gelmektedir. Bu problemi
asmak ve karbon elektrot ylizeyini etkinlestirmek icin 1s1l islem, oksijen plazma islemi,
asir1 anodik potansiyellerde CV olclimleri gibi gesitli teknikler gelistirilmistir. Tim
teknikler ile elektrotransfer 0Ozelliklerin gelistirilmesi ve ilgilenilen bilesiklere
duyarhiligin arttirilmas: hedeflenmistir. ilaveten, SPCE yiizeylerdeki bu 6n islemler
neticesinde, kirletici maddelerin yiizeyden arindirilmasinin yani sira, yilizeydeki
karbon-oksijen fonksiyonel gruplarinda ve ylizeyin hidrofilik 6zelliginde artis

gozlemlenebilmektedir (Gonzalez-Sanchez vd. 2018).

Bu baglamda, tez ¢alismasi kapsaminda SPCE’lerin aktivasyon ve temizlenmesi islemleri
tiretici firmanin talimatlarina gore yiiksek anodik ve katodik potansiyellerde CV
Olctimleri alinarak gergeklestirilmistir. Bu prosediir ile SPCE yiizeyinde bulunan karbon
miirekkebinde yer alan iletken olmayan kisimlar, grafit yapilara zarar vermeden
temizlenerek matristeki karbonun elektron transfer kinetigi hizlandirilmasi ve
kserojellerin ise temiz yiizeylere etkin bir sekilde kaplanmasi amag¢lanmistir. Aktivasyon
isleminden Once ve sonra yiizeyde meydana gelen morfolojik degisimleri gdsteren ve

farkli biiytitmelerde elde edilen SEM mikrografileri sekil 5.32’de verilmistir.
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Sekil 5.32 a. Kaplanmamig SPCE’nin yiizey aktivasyonu 6ncesi, b. sonrasi soldan saga
sirastyla 500x, 1500x ve 5000x biiyiitmelerdeki SEM mikrografileri (Olgek
cubuklart 500x vel500x biiyilitme i¢in 10pm’yi, 5000x i¢in ise lum’yi
gostermektedir. Turuncu oklar ile gosterilen parlak yapilar pul benzeri grafit
diizlemleri, mavi oklarla gosterilen nispeten koyu bolgeler ise grafitik karbon
ve amorf karbondan olusan yapilar1 temsil etmektedir)

Sekil 5.32-a incelendiginde aktivasyon isleminden once SPCE yiizeyde polimerik
miirekkep icerisine adeta gdmiilmiis grafit pullar ile kapli, diizensiz ve piiriizlii yiizeyler
goriilmektedir. Aktivasyon isleminden sonra ise (Sekil 5.32-b) matriksten arinmus, grafit

pullarin daha belirgin hale geldigi ve dolayisiyla daha piiriizlii yiizeyler elde edilmistir.

Faria vd. (2020) ayni iiretici firmanin prosediiriine gore SPCE yiizeylerde temizleme ve
aktivasyon islemi gergeklestirmistir. SEM, AFM ve RAMAN teknikleri kullanilarak
yiizey ve yapisal analizleri tamamladiktan sonra CV ve EIS o6l¢limleri ile elektrokimyasal
davraniglar1 incelemislerdir. Elde ettikleri bulgulara goére, aktivasyon iglemi yiizeyin
purizliligini artirarak elektrolite daha fazla aktif karbon alani agiga c¢ikarmistir. Bu

durum da iletkenligin artmasini saglamistir. SEM mikrografilerinde gordiikleri koyu ve
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parlak bolgeler icin RAMAN analizi gerceklestirilmistir. Agik bdlgelerin grafit
pullarindaki sp? yapilarini ve koyu bélgelerin ise sp? grafitik karbon ve sp® amorf karbon
yapilarinin karisimini olusturdugunu belirlemislerdir. Bu baglamda, sekil 5.32-a ve b‘de
aktivasyon isleminden sonra SPCE yiizeyde rastgele dagilan grafit pullarini (turuncu
oklar ile gosterilmis) temsil eden parlak yapilarin nispeten arttigi, amorf ve grafitik
karbondan olusan koyu renkli matriksin (mavi oklar ile gosterilmis) ise nispeten azaldigi

yorumlari yapilabilir.

Aktivasyon ve temizleme islemlerinden 6nce ve sonra kaplanmamis SPCE yiizeylerinin
elementel bilesimini arastirmak i¢in EDS analizi yapilmis ve elde edilen spektrumlar

sekil 5.33’te verilmistir.

M Spectrum 3
At%
95.8

k‘ I spectrum 3
At%
e 86.1
o 109
d] 3.0

tatatatalororerntalorananan

Sekil 5.33 a. Kaplanmamigs SPCE’nin yiizey aktivasyonu oOncesi, b. sonrasi EDS
spektrumlari

Spektrumlar incelendiginde kaplanmamis SPCE’de aktivasyon oncesi C ve O
elementlerinin % atomik kiitle cinsinden degerleri sirasiyla yaklasik olarak %96 ve %2,3

olarak tespit edilirken aktivasyon sonrasi bu degerler yaklasik olarak %86 ve %11 olarak
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tespit edilmistir. Bu durum yiizeydeki karbon-oksijen fonksiyonel gruplarinda artis
oldugunun gostergesidir. ilaveten kaplanmamis SPCE’lerin yiizey aktivasyonu dncesi Ve
sonrasi temas ag1 Ol¢limleri sirasiyla 140° ve 77° olarak belirlenmis olup, aktivasyon
sonras1 yiizeyin hidrofilik 6zelliginin arttig1 acikca gorilmektedir. Yiizeydeki
karbon-oksijen fonksiyonel gruplari ve hidrofilik ozellikteki bu artis, elektrotlarin
elektrotransfer 6zelliklerini iyilestirmesinin yan1 sira, modifikasyonu sirasinda kserojel
coOzeltilerin yiizeye homojen olarak yayilmasi ve olusan filmlerin yiizeye tutunmasinda
pozitif katki saglamaktadir. ilaveten her iki spektrumda da tespit edilen CI elementi,
SPCE'lerin iiretimi sirasinda karbon miirekkebin plastik ve seramik yiizeylere
tutunmasini saglamak i¢in kullanilan mineral baglayicilar ve/veya yalitict polimerlerden

kaynaklanmaktadir (Pine research 2016).

Keratin/silika/bor kserojel ile modifiye edilmis SPCE yiizeylerin 500x, 5000x ve 20000x
biiyiitmelerdeki SEM mikrografileri ve EDS spektrumu sekil 5.34’te verilmistir. SEM
mikrografileri incelendiginde, polimerin ylizeyi tamamen kapladigi ve piiriizli bir
morfoloji sergiledigi goriilmektedir. EDS spektrumunda ise C ve O’ya ek olarak, B, Si
ve N elementlerinin % atomik kiitle cinsinden degerleri sirasiyla %31,4, 9%0,4 ve %]1,2
olarak tespit edilmis olup bu sonug keratin, rTEOS ve borik asit ile gergeklestirilen sol-
jel reaksiyonlar1 neticesinde organik-inorganik hibrit yapilarin basarili bir sekilde

sentezlendiginin gostergesidir.
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Sekil 5.34 a. Keratin/silika/bor kserojel ile modifiye edilmis SPCE yiizeylerinin soldan
saga sirastyla 500x, 5000x ve 20000x biiyiitmelerdeki SEM mikrografileri
(Olgek cubuklar1 500x biiyiitme icin 10pum’yi ve 5000x ve 20000x igin ise
lum’yi gostermektedir), b. EDS spektrumu

Sekil 5.35°‘de Img/ml CuSO4.5H,0 ¢ozeltisi kullanilarak sentezlenen Cu-
keratin/silika/bor kserojel ile kaplanmis SPCE yilizeyinin SEM mikrografisi
incelendiginde, keratin/silika/bor kserojel temelli film yiizeyleri ile benzer morfolojide
olduklar1 goriilmektedir. EDS spektrumunda ise benzer elementler tespit edilirken, Cu
elementi belirlenememistir. Bu durumun yapidaki Cu‘nun cihazin belirleyebileceginden
daha diisiik miktarda olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiis olup, bu kez 10mg/ml
konsantrasyonda CuSO4.5H20 ¢ozeltisi kullanilarak Cu-keratin/silika/bor kserojeller
sentezlenmistir. Gerekli islem basamaklar1 tekrarlandiktan sonra Cu-keratin/silika ile
modifiye edilmis SPCE’ler hazirlanmistir.  SEM mikrografileri incelendiginde,

aglomeratlardan kaynaklanan oldukga piiriizlii yiizeyler goriilmektedir.
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SEM Mikrografileri EDS Spektrumlari

1 mgml CuSO,5H,0

10 mgml CuSO,45H,0

Sekil 5.35 Farkli iki konsantrasyonda CuSO4.5H20 ile sentezlenmis Cu-keratin/silika/bor
kserojel ile modifiye edilmis SPCE yiizeylerinin soldan saga sirasiyla 500x ve
1500x biiyiitmelerdeki SEM mikrografileri (Olgek ¢ubuklari 10um’yi
gostermektedir) ve EDS spektrumlari

Tiim ylizeyin EDS spektrumunda atomik kiitle cinsinden %0,3 oraninda Cu elementi
tespit edilmistir. ilaveten aglomerat {izerinde alman spektrumda ise, diger tiim
elementlerin belirlenmesinin yani sira Cu (%2,7), B (%45,7) ve Si (%3) elementlerinin
atomik kiitle cinsinden degerlerinin oldukga arttig1 goriilmektedir. Burada Cu miktari
artik¢a, Cu-keratin komplekslerin miktar1 ve dolayisiyla bu yapilarin sol-jel reaksiyonu
neticesinde B ve Si ile ¢apraz baglanma oranlar1 artmustir. ilaveten, bu kiimelenmeler,
sol-jel reaksiyonu sirasinda reaktif silanol gruplari ve tetrahidroborat anyonlarinin hem
Cu?" hem de keratin-Cu komplekslerindeki fonksiyonel gruplarla ayni anda reaksiyonu

sonucunda olusan yapilardir.

1mg/ml konsantrasyonda CuSO4.5H20 ¢ozeltisi kullanildiginda bu reaksiyonlar daha az

gerceklesmis, dolayisiyla aglomerat yapilar olusmamistir. Kserojel temelli film
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yiizeyinde daha diisiikk miktarda olan Cu, EDS spektrumunda belirlenememistir. Ancak

yapidaki Cu’in varligi Raman ve BET analizleri ile kanitlanmistir.

Sekil 5.36-a’da TiOz-keratin/silika/bor kserojel ile modifiye edilmis SPCE yiizeylerinin
500x, 1500x ve 5000x biiyiitmelerdeki SEM mikrografileri verilmistir. Bu yiizeylerde
yine aglomeratlardan kaynaklanan oldukga piiriizlii yiizeyler goriilmektedir. Tiim yiizeyin
EDS spektrumunda C,0,B ve Si elementlerinin yaninda %0,1 atomik kiitle degeri ile Ti
elementi goriilmektedir ki bu durum sol-jel reaksiyonlarinin basarili bir sekilde
gergeklestigi ve Ti’nin polimerik aga dahil edildiginin kanitidir. Aglomerat iizerinde
alman EDS spektrumu incelendiginde ise, diger tiim elementlerin belirlenmesinin yani
sira Si(%0,2), Ti(%0,9) elementlerinin atomik kiitle cinsinden degerlerinin arttigi
goriilmektedir (Sekil 5.36-b). Benzer bir durum burada da ger¢eklesmis Ti-keratin
komplesi ve yapidaki TiO2 nanoparcaciklar sol-jel reaksiyonlar: sirasinda reaktif silanol
ve tetrahidroborat anyonlari ile reaksiyonlar vererek ylizeyde yer yer kiimelenmeler
olusturmustur. TiO2-keratin/silika/bor kserojel temelli film yiizeylerinde elementel EDS
haritalamas1 sekil 5.36-c’de verilmis olup, Si, B ve Ti’nin homojen olarak dagildigi,
aglomerat yapilarda ise diger bolgelere kiyasla Ti ve Si miktarlarinin daha ¢ok oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 5.36 a. TiO2-keratin/silika/bor kserojel ile modifiye edilmis SPCE yiizeylerinin
soldan saga sirasiyla 500x, 1500x ve 5000x biiyiitmelerdeki SEM
mikrografileri (Olgek gubuklar1 500x ve 1500x biiyiitme i¢in 10pum’yi, 5000x
icin ise 1 um’yi gostermektedir), b. EDS spektrumlari, . Si, B ve TiOz i¢in
elementel haritalama

GO-keratin/silika/bor kserojel ile modifiye edilmis SPCE yiizeylerinin 500x, 1500x ve
5000x biiytitmelerdeki SEM mikrografileri sekil 5.37-a da verilmistir.
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Sekil 5.37 a. GO-keratin/silika/bor kserojel ile modifiye edilmis SPCE yiizeylerinin
soldan saga sirastyla 500x, 1500x ve 5000x biylitmelerdeki SEM
mikrografileri (Olgek cubuklar1 500x ve 1500x biiyiitme i¢in 10pum’yi, 5000x
icin ise 1 pm’yi gostermektedir), b. EDS spektrumlari, ¢. Si ve B i¢in
elementel haritalama
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Sekil incelendiginde, oldukga piiriizsiiz bir ylizeye sahip tipik olarak kavisli, katman
benzeri bir yap1 gosteren GO tabakalar goriilmekte olup, sol-jel reaksiyonlar1 neticesinde
GO tabakalarin basaril1 bir sekilde polimerik aga katildigin kanitlamaktadir. Ilaveten GO
yapilar nedeniyle yiizeyde olusan filmin nispeten daha diizgiin ve piiriizsiiz oldugu
sOylenebilir. EDS spektrumu ile yapida ilgili elementlerin tespiti gerceklestirilmis, B ve
Si atomlarmin protein yapilara katildigi dogrulanmugstir (Sekil 5.37-b). Ilaveten,
polimerik aga katilan GO tabaka iizerinde gerceklestirilen elementel EDS haritalama
neticesinde, Si ve B elementlerinin GO yiizeyinde homojen olarak dagildigi belirlenmistir

(Sekil 5.37-C).

5.6 Elektrokimyasal Davramsin incelenmesi
SPCE’ler kserojellerle kaplanmadan once temizlenme ve aktivasyon islemine tabi

tutulmustur. Bu islem, asir1 anodik ve Katodik potansiyellerde art arda ii¢ kez

gerceklestirilen CV 6lgtimleri ile yapilmistir (Sekil 5.38).
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Sekil 5.38 SPCE yiizeylerinin temizlenme ve aktivasyon islemi sonunda elde edilen
voltamogram
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Aktivasyon ve temizleme islemi sonrasi elektrotlar saf su igerisinde iyice yikanmis ve
kurutulmustur. Boliim 5.4’te kserojellerin konsantrasyonu, elde edilen film yiizeylerinin
morfolojik agidan degerlendirilmesi ile optimize edilmeye c¢alisilmis ve tim film
yiizeylerinin kararli oldugu maksimum konsantrasyon 2mg/ml olarak tespit edilmistir.
Elektrot yilizeyinin modifiye edildigi polimer konsantrasyonu elektrokimyasal dl¢iimler
icin 6nemli bir parametre olup, dl¢ciim yontemi olarak EIS kullanilmigtir. SPCE’lerin
kserojellerle modifikasyonu boliim 5.4 ‘te bahsi gegen yontem ile gergeklestirilmis olup
1 ve 2mg/ml olmak tizere iki farkli konsantrasyonda kserojeller kullanilmistir. Modifiye
edilen elektrotlar ile EIS oOlgiimleri alindiktan sonra randles devre modeli kullanilarak
Nyquist egrileri elde edilmistir. EIS/CV 6l¢timleri neticesinde elde edilen Nyquist egrileri

ve voltamogramlar sekil 5.39°da verilmistir.
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Sekil 5.39 Iki farkli konsantrasyonlardaki tiim kserojeller icin elde edilen Nyquist
egrileri ve voltamogramlar
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Kserojeller ile modifiye edilen SPCE’lerin iletkenlik 6zellikleri degerlendirilirken yiik
transfer direnclerindeki (Rct) degisim esas alinmis olup sonuglar voltamogramlar ile
desteklenmistir. Rct degerlerindeki azalma, iletkenlik o6zelliklerindeki artma olarak
degerlendirilmistir. Sekil 5.39°daki Nyquist egrileri incelendiginde, kaplanmamis
SPCE’nin Rct degerinin en diisiik oldugu, kserojel ile modifiye edilmis SPCE’lerde ise
Rct degerlerinin arttig1 acikga goriilmektedir. Bu durum, SPCE yiizeylerinin kserojeller
ile basarili bir sekilde modifiye edildiginin gostergesidir. Ilaveten, iki farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan kserojellerle modifiye edilmis tiim kserojellerde 2mg/ml
konsantrasyondaki Rct’ler 1 mg/ml‘ye gore nispeten daha diisliktiir. Bu baglamda 2
mg/ml konsantrasyonlardaki kaplamalarin daha iletken olduklar1 sdylenebilir.
Voltamogramlar incelendiginde, tiim kserojellerle modifiye edilmis elektrotlarda Fe
(CN)6®"*'ya ait belirgin bir ¢ift indirgenme-yiikseltgenme piki goriilmektedir. 2 mg/ml
konsantrasyonlardaki kserojellerle yapilan kaplamalarda redoks pik akimlari nispeten
daha yiiksek olup sonuglar Rct degerleri ile tutarlidir. Bu baglamda en 1iyi
konsantrasyonun 2mg/ml oldugu sonucuna varilmistir. Karsilagtirma yapmak amaci ile

bu konsantrasyondaki tiim kserojellerin Nyquist egrileri ve voltamogramlar: sekil 5.40’ta

verilmigtir.
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Sekil 5.40 2mg/ml konsantrasyonda hazirlanan kserojeller ile kaplanmig SPCE’lerin
Nyquist egrileri ve voltamogramlari

Sekil 5.40 incelendiginde Rct degerlerinin azalmasina paralel olarak redoks pik

akimlarmin arttigt acgikga goriilmektedir. Keratin/silika/bor kompozit kserojeller
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SPCE’lerin iletkenliklerini diistirmiis olup, kserojel polimerik aglarin yapisina Cu, TiO>
ve GO nano pargaciklar dahil edildiginde, redoks pik akimlar1 artmistir. En belirgin artis
GO-keratin/silika/bor kserojelinde goriilmektedir. Bunun nedeni, kompozit kserojeldeki
GO'nun matris filmin iletkenligini biiylik olciide gelistirmesi ve araci ile elektrot

arasindaki elektron transferini kolaylastirmasi olarak goriilmektedir.

5.7 Amperometrik Ol¢iimler

Tiim kserojeller ile modifiye edilmis SPCE’lerin enzimatik olmayan amperometrik H2O:
sensorleri olarak etkinlikleri degerlendirilmistir. Bu baglamda, sirasiyla c¢alisma
potansiyeli, pH’st ve LOD degeri belirlenmistir. Daha sonra sensér performansini
etkileyen, tekrar tiretilebilirlik, tekrarlanabilirlik ve raf 6mrii gibi ¢esitli parametreler de

ayrica arastirilmistir.

5.7.1 Cahsma potansiyelinin belirlenmesi

+0,1 ile +0,7V araliginda gergeklestirilen amperometrik 6l¢timler neticesinde, artan H>O>
derigimine karsi, tiim kserojellerle modifiye edilen elektrotlarin farkli potansiyellerde
Olciilmiis akim cevaplarini iceren grafikler sekil 5.41°de verilmistir. Her {i¢ yiizeyde de
+0,1V-0,5V araliginda amperometrik Olclimler alinmis olup c¢ok diisiik akimlar elde

edildiginden grafiklerde gosterilmemistir.

Sekil incelendiginde yiizeyi modifiye edilen tiim elektrotlarda potansiyel ve H:0:
derisimi arttik¢a anodik akimlarin da arttig1 ve +0,7V’da en yiiksek degerine ulastigi
goriilmektedir. Ancak viicut stvisinda bulunan baz: tiirlerin (askorbik asit, {irik asit vb.)
girigim etkisinin yiiksek potansiyellerde oldukga yiiksek oldugu bilinmektedir (Bodur vd.
2021, Tung vd. 2016). Bu sebeple lineerlik saglayan en uygun calisma potansiyeli +0,6

V olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.41 Calisma potansiyelinin arastirilmast

a. Cu-keratin/silika/bor, b. TiO,-keratin/silika/bor, c. GO-keratin/silika/bor kserojel ile modifiye edilmis
SPCE’lerin artan H2O> derigsimine kars1 amperometrik akim cevaplari

5.7.2 Cahsma pH’smin belirlenmesi

0,6V’da farkli pH’larda amperometrik 6lgtimler neticesinde elde edilen denge akimlarini
(Ai) igeren grafikler sekil 5.42°de verilmistir. Cu ve TiOo-keratin/silika/bor kserojellerle
modifiye edilmis SPCE’lerin pH 8’de en yiiksek akim degerlerine ulastig1 ve burada bir
dengeye ulastig1 sdylenebilir. Bu sebeple bu iki yiizey i¢in optimum calisma pH’s1 8,0
olarak belirlenmistir. [laveten GO-keratin/silika/bor ile modifiye edilmis SPCE’de ise pH
‘nin artmasiyla birlikte akimin arttig1, pH 7,4’te ise maksimum akim degerine ulastig1 ve
pH’nin biraz daha artmasiyla birlikte akimin da diistiigii gozlemlenmektedir. Dolayisiyla,

bu yiizey i¢in optimum ¢alisma pH’s1 ise 7,4 olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.42 Cozelti pH ‘sinin a. Cu-keratin/silika/bor, b. TiO2-keratin/silika/bor, c. GO-

keratin/silika/bor kserojel ile modifiye edilmis SPCE’lerin 0,5mM H:0:> ‘ye
kars1 verdikleri akim cevabinin etkisi

5.7.3 Tim elektrotlarin H202 hassasiyetinin belirlenmesi ve kalibrasyon
grafiklerinin olusturulmasi

Belirlenen optimum pH ve ¢alisma potansiyelinde tiim kserojeller ile modifiye edilmis
SPCE’lerde oOl¢timler tekrarlanmis ve kalibrasyon grafikleri olusturulmustur.
Kronoamperometrik 6lgtimler sonrasinda elde edilen akim-zaman grafikleri ve

kalibrasyon grafikleri sekil 5.43’te verilmistir.
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Sekil 5.43 Kaplanmis ve kaplanmamus tiim SPCE yiizeylerinde H202’1n oksidasyonu
neticesinde elde edilen akim cevaplarina iliskin a. kalibrasyon, b. zaman-
akim grafikleri

Kalibrasyon grafikleri incelendiginde tiim elektrotlarda 0,25-1,48 mM araliginda H2O>
derisimlerine kars1 akim cevaplar1 arasinda 0,99 korelasyon katsayisi ile lineer bir iligki
oldugu gériilmektedir. ilaveten aktivasyon ve temizlenme islemleri yapilmayan
kaplanmamis SPCE’de artan H>O> derisimine karsilik akim cevabi olugsmazken, aktive
edilmis kaplanmamis SPCE’lerde ise akim olduk¢a artmistir. Bu durum da SPCE
yiizeylerdeki bu on islemler neticesinde (liretim sirasinda ylizeye yapigsan polimerik
kirleticilerden armmdirma islemi) sensor yiizeyindeki elektrotransfer ozelliklerinin

gelistirilerek, analite duyarli hale getirildiginin ispati niteligindedir. Aktive edilmis
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kaplanmamis SPCE’lere kiyasla, Cu ve GO ile modifiye edilmis kserojellerle kapli
SPCE’lerde ise elektron transfer siirecleri biraz daha kolaylasmis, nispeten daha yiiksek
akim cevaplari elde edilmistir. Bu farklilik GO-keratin/silika/bor kserojel kapli SPCE’de
daha belirgin olup bu yiizeylerin daha elektroaktif olduklar1 sdylenebilir. SPCE
yiizeyinde olusturulan TiO»-keratin/silika/bor kserojel film ise elektron transferini
zorlastirarak akimin diismesine neden olmustur. TiO-keratin komplekslerinin ve
yapidaki TiO2 nanopargaciklarin sol-jel reaksiyonlar1 sirasinda reaktif silanol ve
tetrahidroborat anyonlar1 ile reaksiyonlar vererek yiizeyde yer yer kiimelenmeler
olusturdugu (bkz. SEM-EDS goriintiileri) diistiniiliirse, bu kiimelerin elektrot ylizeyinde

elektroaktif bolgeleri kapatarak akimin diismesine sebebiyet verdigi varsayilmistir.

Tim yiizeyler i¢in akim-zaman grafikleri sekil 5.43-b’de verilmistir. Grafikler
incelendiginde, 180 saniye araliklarla yapilan 25’er ul 0,1M H2O> enjeksiyonu
neticesinde akimin ilk 10-20 saniyede hizla arttig1 ve dengeye geldigi goriilmektedir.
Dolayisiyla, her ii¢ kserojelle kaplanmig SPCE’lerin H2O2’nin oksidasyonuna iligkin

olduke¢a hizli bir amperometrik yanit verdikleri sdylenebilir.

5.7.4 LOD degerinin belirlenmesi

Tiim kserojellerle modifiye edilmis SPCE’lerin LOD degerlerinin belirlenmesine iliskin
kalibrasyon grafikleri sekil 5.44’te verilmistir. Tiim grafikler incelendiginde 0,01-0,06
mM araliginda H2O» derisimlerine karst akim cevaplari arasinda 0,99 korelasyon
katsayis1 ile lineer bir iliski oldugu goriilmektedir. Ilaveten, TiO2, Cu ve GO-
keratin/silika/bor kserojel kapli SPCE’ler i¢in LOD degerleri sirasiyla 0,0120, 0,0125 ve
0,0122mM olarak hesaplanmistir. In vivo ve ex vivo biyolojik uygulamalar i¢in canli
hiicrelerden salinan H202'nin saptanmasi ve miktarinin belirlenmesi i¢in en uygun
caligma araligt 0,1-10uM oldugu bildirilmistir (Jiménez-Pérez vd. 2020). Bilgi Kamac
vd. (2020) poli(ndtral) kirmizi (PNR), indirgenmis GO ve altin nanoparcaciklar ile
modifiye ettikleri SPCE ile enzimatik olmayan H20> sensorii tasarlamiglar ve yaptiklar

amperometrik 6lciimler neticesinde LOD degerini 6,35 uM olarak belirlemislerdir.
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Sekil 5.44 LOD degerlerinin belirlenmesi ¢aligmasi

a. Cu-keratin/silika/bor, b. TiO,-keratin/silika/bor, c. GO-keratin/silika/bor kserojel ile modifiye edilmis
SPCE’ler i¢in elde edilen kalibrasyon grafikleri

Tiim bu bulgular 1s181nda, sentezledigimiz sensor alt taslari ile belirlenen LOD
degerlerinin (~12uM) ancak ¢alisma ist limitine nispeten yakin oldugu goriilmektedir.
Kamac ve arkadaglarinin tasarladiklar1 sensérde daha iletken unsurlarin varlig: dikkate

alindiginda elde edilen sonucun uyumlu oldugu diisiiniilmektedir.

5.7.5 Yeniden iiretilebilirlik, tekrarlanabilirlik ve raf 6mrii testleri

Tekrarlanabilirlik testleri neticesinde Cu, TiO2> ve GO-keratin/silika/bor kserojellerle
kaplanmig SPCE’lerin %RSD degerleri sirasiyla 9,21; 7,46 ve 8,21 olarak belirlenmis
olup degerler birbirine olduk¢a yakindir. Tek kullanimlik olmalarina ragmen bazi ekran
baskili elektrot (SPE) ireticileri bu sensorlerin atilmadan Once birkag kez

kullanilabilecegini iddia etmektedir (Finsgar vd. 2018). Yapilan bir¢ok ¢alismada ise SPE
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ile yapilan uygulamalar neticesinde bozulma veya hassasiyet kaybi belirtisi olmadan
genis bir 6l¢lim seti i¢in kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (Finsgar vd. 2018, Pérez-
Rafols vd. 2016, Sosa vd. 2015). Finsgar vd. (2018) Sb ile modifiye edilmis ve edilmemis
SPCE i¢in yaptiklar1 tekrar kullanilabilirlik testleri sonucunda % RSD degerlerini
strastyla %8,7 (n = 6) ve %22,7 (n = 6) olarak bulmuslar ve ylizeyin Sb ile kaplanmasi
sonucunda calisma kararliligmin arttigint bildirmislerdir. Tiim bu bulgular 1s18inda,
iiretilen tiim sensOr alt taglarinin yiizeyin stabilitesini arttirarak sensoriin kararliligina

pozitif katki sagladiklari1 ve tekrar kullanilabilir olduklar1 sonucuna varilmastir.

Sensdrler i¢in diger dnemli parametreler olan tekrar iiretilebiilirlik ve stabilite testleri
sonucunda elde edilen grafikler sekil 5.45’te verilmistir. Stabilite testine iligskin grafikler
incelendiginde (Sekil 5.45-b) 10 giiniin sonunda Cu, TiO2 ve GO-keratin/silika/bor
kserojel ile kaplanmig SPCE’lerin H202’ye olan baslangi¢c amperometrik yanitlarini
sirastyla %98,77; %99,37 ve %81,7 oraninda koruduklari goriilmektedir. 10 giiniin
sonunda en fazla oranda akim kaybi1 yasanan yiizey ise GO-keratin/silika/bor kserojelle
kapli SPCE olup, optimal sonuglar elde etmek i¢in elektrotun 10 giinden daha fazla

kullanilmamasi gerektigi sonucuna varilmistir.

Tekrar tiretilebilirlik, farkli kosullar altinda (farkli sensorler kullanilarak) ayn1 yontemle
elde edilen sonuglar (sinyaller) arasindaki uyumun yakinligini agiklamak ig¢in
kullanilmaktadir. Bu baglamda, farkl giinlerde hazirlanan 5 farkl elektrot ile ayn1 sekilde
Ol¢timler alinmis ve elde edilen ortalama akim degisimini gosteren grafikler sekil 5.45-
a’da verilmistir. Ilaveten, Cu, TiO, ve GO-keratin/silika/bor kserojel ile kaplanmis
SPCE’ler i¢in % RSD degerleri sirasiyla %3,82; %3,83 ve %3,69 olarak hesaplanmig

olup, tekrar tiretilebilirlik 6zelliklerinin 1yi oldugu sonucuna varilmistir.
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Sekil 5.45 Tiim kserojellerle kaplanmig SPCE’lerle yapilan a. yeniden tiretilebilirlik, b.
stabilite testlerine iligkin grafikler
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5.7.6 Tim kserojellerle modifiye edilmis SPCE’lerin H202 varhginda
elektrokatalitik performanslarinin degerlendirilmesi

H202’nin tim kserojellerle modifiye edilmis SPCE’ler iizerindeki elektrokimyasal
davranist CV calismalariyla arastirilmistir. Oncelikle, pH’nin 6l¢iimlere olan etkisini
arastirilmistir. Bu baglamda, farkli pH’larda PBS igerisinde ve 0,025mM H20; varliginda

elde edilen voltamogramlar sekil 5.46’da verilmistir.
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Sekil 5.46 Farkli pH’larda PBS igerisinde a. Cu-keratin/silika/bor, b. TiO2-
keratin/silika/bor, c. GO-keratin/silika/bor kserojel ile modifiye edilmis
SPCE’ler ile 0,025 mM H20- varliginda elde edilen voltamogramlar

GO-keratin/silika/bor  kserojelle kapli SPCE’nin farkli pH’larda elde edilmis
voltamogramlar1 incelendiginde, pH arttikca yaklasik -0,43V’da gbézlemlenen katodik pik
akimimnin arttigi, pH 7,4 ‘te maksimum degerine ulastigi goriilmektedir. pH 8’deki
6l¢iimde ise akimin azaldigi, dolayisiyla optimum pH’nin 7,4 oldugu belirlenmistir. Cu
ve TiO-keratin/silika/bor kserojellerle kaplanmis SPCE’lerde ise yaklasik -0,43V’daki
en yiiksek katodik akim pH 8,0’de elde edilmistir. Her bir yiizey i¢in anodik bolgede
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+0,6V’da farkli pH’larda yapilan amperometrik 6l¢iimlerle de ayni sonug elde edilmistir.
laveten pH 7,4 ve pH 8,0’deki 6lciimlerde katodik pik akimlariyla beraber bir de
+0,25V’da anodik pik akimlar1 ortaya c¢ikmistir. Bu pik tiim kserojellerle kapli
SPCE’lerde ve aymi derisimlerde H20; ile Olgiimler neticesinde ortaya c¢iktigindan

kserojellerin igeriginden bagimsiz oldugu diistiniilmiistiir.

Sekil 5.47-a incelendiginde, tiim kserojellerle kapli SPCE’lerde H202 yoklugunda
herhangi bir redoks piki bulunmadigi, 0,025mM H20- varliginda yine -0,43V’da katodik
ve +0,25V’da anodik pik akimlarinin ortaya ¢iktigi goriilmektedir. Kaplanmamais aktive
edilmis ve edilmemis SPCE’lerin H20, varliginda elde edilen voltamogramlarinin
karsilastirildigr sekil 5.47-b ‘de ise aktive edilmeyen SPCE’nin H20’ye higbir tepki
vermedigi, aksine aktive edilmis SPCE’nin hayli yiiksek bir redoks akimi olusturdugu
acikca goriilmektedir. Yani, SPCE yiizeyinin 0,IN H2SOs; ile CV kullanilarak
gercgeklestirilen 6n temizleme ve aktivasyon islemi, sensoriin elektrokatalitik aktivitesini
de iyilestirmistir. laveten kserojellerle kaplanmamis SPCE’lerde de H20, varliginda
yiiksek bir rediiksiyon pikinin yaninda yine anodik bolgede +0,25V’da bir pik olustugu
goriilmektedir. Aktivasyon islemi sirasinda, yiizeyde c¢esitli fonksiyonel gruplar
(karbonil, karboksil, kinon vb.) olusturulmus, bu gruplar H>O2'nin indirgenmesi i¢in
elektron transfer aracisi olarak gorev yapmis ve elektrokatalitik aktiviteyi arttirmistir
(Murugan vd. 2022). ilaveten, +0,25V’daki anodik pik akiminn, 6zellikle pH 7,4 ve
8,0’de PBS ile alinan CV o&lglimleri sirasinda ylizeyde olusturulan bu gruplar ile H202

arasinda cesitli oksidasyon reaksiyonlar1 neticesinde ortaya ¢iktig1 tahmin edilmektedir.

Murugan vd. (2022) camsi karbon elektrot (GCE) ve SPCE’ye benzer bir 6n islem
gerceklestirmis  ve  H»O2’nin bu yiizeyler {izerinde elektrokatalitik etkisini
arastirmislardir. 0,1M PBS icerisinde yapilan CV 6l¢limleri neticesinde aktive edilmeyen
yiizeylerde akim elde edilmezken, -0,4V’da H202 rediiksiyonundan kaynaklanan kuvvetli
bir pik elde edilmistir. Ilaveten voltamogramda -0,1V’da baska kuvvetli bir pik daha
ortaya ¢ikmis ve bu pikin ylizeyde olusan fonksiyonel gruplardan kaynaklandig

bildirilmistir.
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Sekil 5.47 Tiim kserojellerle kaplanmis ve kaplanmamis SPCE’ler ile optimum pH’larda
PBS igerisinde, H2O> varliginda ve yoklugunda elde edilen voltamogramlar

Ayrica, Cu ve TiOz-keratin/silika/bor kserojellerle modifiye edilmis SPCE’lerde elde
edilen rediiksiyon akiminin kaplanmamis SPCE’lere gore biraz daha arttigi, en fazla
artisin - GO-keratin/silika/bor kserojelle modifiye edilmis SPCE’de elde edildigi
goriilmektedir. Bu baglamda, GO-keratin/silika/bor kserojelin H20. indirgemesi

tizerinde nispeten daha yiiksek elektrokatalitik etki gosterdigi sOylenebilir.
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6. TARTISMA ve SONUC

Sol-jel matrisleri, tiretim kolaylig1, ayarlanabilir gézeneklilik derecesi ve gézenek boyutu,
diisiik sicaklikta enkapsiilasyon, biyolojik bozunmalara karsi direng gostermeleri ve
mekanik olarak saglam olmalar1 gibi ¢ekici 6zelliklerinden dolayr kimyasal sensorlerin
ve biyosensorlerin iiretimi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Bunlar arasinda
ozellikle silika iceren gozenekli matrisler, i¢ ice ge¢mis ag yapilar1 sayesinde
biyomolekiillerin etkili bir sekilde enkapsiilasyonunu saglarken, makromolekiiler
tasinmay1 ve sizmay1 da engellemektedirler. Ilaveten elde edilen bu silika ¢erceve, sensor
uygulamalar sirasinda 6nemli olan tampon iyonlarinin, analitlerin, ag yapisi i¢inde ve
disinda bulunan kiigiik molekiillerin sinirsiz tasinmasina da imkan tanimaktadir. Yiiksek
adsorplama kapasiteleri, genis ylizey alanlari, kararliliklar1 ve ayirt edici elektrokimyasal
aktiviteleri ile karakterize edilen gesitli nanomalzemeler ve nanokompozitlerin (metal
oksit nanopargaciklar, karbon malzemeler vb.) matris tasariminda kullanimi, sensor
hassasiyeti ve seciciligi agisindan 6nemli olup, bu materyaller sol-jel reaksiyonlar1 ile
gozenekli ag yapisina kolaylikla ilave edilebilmektedir. Bu baglamda, ger¢eklestirilen tez
calismas1 ile sol-jel temelli GO-keratin/silika/bor, Cu-keratin/silika/bor ve TiO»-
keratin/silika/bor kompozit kserojellerin sentezi, karakterizasyonu ve enzimatik olmayan

H>0> sensorleri olarak etkinliklerinin degerlendirilmesi amaglanmustir.

Calisma kapsaminda oncelikle, biyomedikal alanlarda film, hidrojel ve biyoiskele olarak
siklikla kullanilan keratin koyun yiiniinden ekstrakte edilmis ve biyokimyasal
yontemlerle karakterize edilmistir. Ekstraksiyon siilfitolizis reaksiyonuyla yaklasik %36
verimle gergeklestirilmistir. Elde edilen keratin ekstraktlarin SDS-PAGE paterninde 6-
7kDa’da belirgin bir bant elde edilmis olup, yiiksek alkali ortamda gergeklestirilen
ekstraksiyon neticesinde, polipeptit omurgasinin zarar gorerek kii¢iik boyutlarda keratin
fraksiyonlari seklinde elde edildigi sonucuna varilmigtir (Cal vd. 2021, Shavandi vd.
2017, Vineis vd. 2019). Keratinde bol miktarda bulunan karakteristik sistin kokleri,
sistein amino asitlerinin oksidasyonu ile olusmaktadirlar ve igerdikleri disiilfit baglari
nedeniyle keratine mekaniksel, termal ve kimyasal dayanimlilik kazandirmaktadirlar.
Alkali ortamda disiilfit baglarinin tekrar indirgenmesiyle disiilfit baglar1 kirllmig ve

keratin ¢oziilebilir formda elde edilmistir. Reaksiyon sirasinda agiga ¢ikan serbest —SH
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gruplar1 ise Ellman’s reaktifiyle 0,0243+0,001mmol SH/g keratin olarak belirlenmistir.
Keratin ekstraksiyonu ve karakterizasyonu i¢in daha Onceki c¢alismalarda uygulanan
metotlar kullanilmis olup, elde edilen sonuglar benzerdir (Cal vd. 2021, Sezgin Arslan
2017). Icerdikleri fonksiyonel gruplar (-OH,-COOH, -NH>) ve reaktif —-SH gruplar ile
kiiciik peptitler halindeki keratin sol-jel reaksiyonlar1 i¢in ideal organik bir
biyopolimerdir. Film olusturulabilmesi, yiiksek seffaflik ve diislik sicaklikta islenmesi
gibi temel o6zellikleri nedeniyle keratin, gézenek olusturucu makromolekiiler katki
maddesi olarak kullanilmistir. Sol-jel reaksiyonlarinda siklikla kullanilan TEOS asidik
ortamda hidroliz edildikten sonra (rTEOS), keratin ile kondenzasyon reaksiyonlar
gerceklestirilmistir. Yiizeyden dokiilmeyen, kararli ve stabil film ylizeylerinin elde
edilmesi i¢in rTEOS ve keratin oranlarinin optimizasyon islemleri gerceklestirilmistir.
Filmlerin esnekligini ve dayanimim arttirabilmek i¢in sol-jel reaksiyonlar1 esnasinda
gliserol, plastiklestirici olarak ilave edilmis ve optimum oran arastirilmistir. Hem
gozenekli  organik-inorganik kompozit ag1 genisletmek hem de istenilen
nanoparg¢agiklarin yapiya dahil edilmesini daha kolay saglamak igin borik asit sol-jel
reaksiyonlaria dahil edilmistir. Optimum, rTEOS, keratin, gliserol ve borik asit oranlar1
belirlendikten sonra elde edilen inorganik-organik hidrojeller 45-50 °C’de kurutularak
kserojeller iretilmigtir. BET analizi sonucunda, Kkeratin/silika/bor kserojellerin
gozeneklilik ve yiizey alaninin keratin/silika kserojellere kiyasla yaklagik 100 kat fazla
oldugu belirlenmistir. Borun yapiya girmesiyle hedeflenen genis inorganik-organik ag
elde edilmis olup, iletkenligin ve hassasiyetin arttirilmasi i¢in GO, TiO2 ve Cu’m bu
polimerik aga dahil edilmesi islemine borik asitle gerg¢eklestirilen reaksiyonlar {izerinden
devam edilmistir. Kapsamli bir sekilde gergeklestirilen yapisal ve fizikokimyasal
karakterizasyonlar neticesinde inorganik-organik kompozit tiim kserojellerin basarili bir

sekilde sentezlendigi belirlenmistir.

Elektrotlarin {iretimi esnasinda kullanilan yalitkan 6zellikteki polimerik baglayicilardan,
coziiclilerden ve bazi katki maddelerinden arindirilip elektrotransfer o6zelliklerinin
iyilestirilmesi amaciyla, SPCE’ler asir1 anodik ve katodik potansiyellerde ve asidik
ortamda (0,1N H2SO4) CV dl¢iimleri yapilarak 6n temizleme islemine tabi tutulmustur.
Yapilan temas a¢1 ve SEM-EDS analizleri neticesinde, temizlenen ve aktive edilen

SPCE’lerin ylizeyinde karbon-oksijen fonksiyonel gruplarinda ve hidrofilik 6zelliginde
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artis gézlemlendigi belirlenmistir. Bu durum elektrotlarin elektrotransfer 6zelliklerini
lyilestirmesinin yani1 sira, modifikasyonu sirasinda kserojel ¢ozeltilerin yiizeye homojen
olarak yayilmasi ve olusan filmlerin yilizeye tutunmasinda pozitif katk: saglamistir. Alkali
ortamda hazirlanan 5mg/ml konsantrasyondaki kserojel ¢ozeltileri, son konsantrasyon 2
mg/ml olacak sekilde 0,3MGA ile karistirildiktan sonra SPCE yiizeylere 10ul hacimde
damlatilarak modifikasyon saglanmistir. Modifiye edilen SPCE yliizeylerinin piiriizliilik
parametreleri ve mikromimarisi sirasiyla AFM ve SEM analizleri ile belirlenmistir.
Keratin/silika/bor temelli kompozit kserojeller elektrot yiizeyini piiriizlendirerek
kaplamig, Cu, TiO2 ve GO’in yapiya dahil olmasiyla birlikte piiriizliliik derecesi
artmistir. Sensor yiizeylerinin piiriizliliigi arttikca cok daha fazla biyomolekiiliin yilizeye
immobilize edildigi yapilan baz1 ¢aligmalarda bildirilmistir (Sakti ve Santjojo 2012, L.
Song vd. 2015, Woeppel vd. 2018). Bu baglamda gelistirilen kompozit kserojel temelli
filmlerin biyomolekiil immobilizasyonu arttirarak sensor hassasiyeti ve etkinligi izerinde
olumlu etkiler yaratabilecegi diistiniilmektedir. GO, TiO2 ve Cu’in bu yiizeyler tizerindeki
varhigit SEM mikrografileri ve EDS spektrumlari ile kanitlanmis olup yapilan elementel
haritalama neticesinde katkilanan tiim nanoyapilarin yiizeylerde nispeten homojen olarak
dagildigr belirlenmistir. Tiim kserojellerin iletkenlik 6zellikleri EIS ve CV teknikleri
kullanilarak arastirilmis olup, Rct degerlerindeki azalma, iletkenlik 6zelliklerindeki artma
olarak degerlendirilmistir. ~ Keratin/silika/bor kserojellerin SPCE’ler iletkenligini
diistirmiis olup, Cu, TiO2 ve GO nanoparcaciklar ile katkilandiginda redoks pik
akimlariin nispeten arttigi goriilmistiir. En belirgin artisin ise GO-keratin/silika/bor
kserojelde oldugu belirlenmistir. H202 bazi enzimatik biyokimyasal reaksiyonlarda
tiretilen elektroaktif bir tiir olmakla beraber tayini bir¢ok alanda ¢ok onemlidir. Bu
baglamda gelistirilen sensor alt taglarinin H202’ye kars1 elektrokatalitik aktivitesi yapilan
amperometrik dlgiimler ve CV analizleri ile arastirilmistir. Tlaveten, sensor performansini
belirleyen lineer aralik, dedeksiyon limiti (LOD), tekrar iiretilebilirlik, tekrarlanabilirlik
ve raf omrii gibi ¢esitli parametreler de arastirilmistir. Tiim bu analizler neticesinde,
nispeten daha iletken 6zellik gosteren ve artan H20: derisimlerine kars1 akim cevaplari
olusturan GO-keratin/silika/bor kserojeller ile modifiye edilmis SPCE’lerin enzimatik
olmayan HO: sensorleri olarak kullanim potansiyeline sahip oldugu Ssonucuna

varilmistir.
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Ancak, ilerleyen calismalarda daha iletken olarak bilinen indirgenmis GO (rGO) ile
yapilacak olan rGO-keratin/silika/bor kserojelin iletkenlik ozelliklerinin arttirilarak

sensOr hassasiyetinin de iyilestirilebilecegi ongoriisiindeyiz.

Calisma kapsaminda, sol-jel reaksiyonlar1 kullanilarak keratin/silika/bor kserojelin Cu,
TiO2 ve GO ile modifikasyonlart saglanmis ve karakterize edilmistir. Bu unsurlarin
yaptya katilmasiyla beraber biyosensorler i¢in dnemli olan gozeneklilik, ylizey alani ve
puriizlilik gibi bazi parametrelerde artis saglanmistir. Ancak iletkenlige olan katkilar
zayif kalmistir. Ilerleyen zamanlarda, iletkenlik dzelliklerini ayr1 ayr1 inceledigimiz Cu,
TiO2 ve GO’in yine sol-jel metodu kullanilarak hepsinin bir arada oldugu Cu/TiO2/GO-
keratin/silika/bor kserojellerin elektrokatalitik aktivitesi arastirilabilir. Tao vd. (2021)
yaptiklar1 bir ¢alismada, Ca?" ile katkilanmis TiO, kullanilarak grafen temelli Ca®*
TiO2/GO vyiizeyler gelistirmislerdir. Ca®" ile katkilama isleminin TiO, ile grafen
arasindaki ara yiizey temas alanini arttirarak iletkenlige katki sagladigini belirtmislerdir .
Benzer sekilde Cu/TiO2/GO ‘nun sinerjik etkisinin (6zellikle GO yerine rGO
kullanildiginda) de iletkenligi arttirabilecegi diisiincesindeyiz. Calisma kapsaminda
kullanilan keratin yiin gibi hayvansal bir atiktan elde edilmis ve bdylece biyoteknoloji
alaninda kullanilabilecek potansiyele sahip bir iriiniin sentezi gergeklestirilmistir.
Keratin ekstraktlarin biyouyumluluk 6zellikleri ve su tutma kabiliyeti sayesinde
biyotanima elemanlarinin (antikor, enzim, DNA, aptamer vs.) sensOr yiizeyine
immobilizasyonunu Kkolaylagtiracagi ongoriilmektedir. Yenilik¢i olmalart sebebiyle,
sentezlenen GO-keratin/silika/bor, Cu-keratin/silika/bor ve TiO.-keratin/silika/bor
kserojellerin literatiire katki saglayacagi kanaatindeyiz. Keratinin dogal kaynakli olmasi
ve sentez icin kullanilan yontem maliyetinin de diisiik olmasi, ilerleyen calismalar
neticesinde Ozellikleri daha da gelismis kompozit kserojeller ile olusturulan sensorlerin
ticarilesmesinin ve klinik ortamlarda kullanimlarinin miimkiin hale gelebilecegi

diisiincesindeyiz.
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