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Metal-organik kafeslerin (MOF' larin), yiiksek ylizey alani ve modifikasyon kolayligi
gibi ¢ok yonlii 6zellikleri nedeniyle proteomik uygulamalarinda kullanimlari, malzeme
bilimi arastirmalarina 6nemli katki saglamaktadir. Afinite sorbentleri olarak, geleneksel
olarak kullanilan malzemelerden daha yiiksek segicilik, hassasiyet ve tekrarlanabilirlik
ozelliklerine sahip olduklari i¢cin glikoproteinler, sakkaritler ve niikleosidler gibi diol
iceren biyomolekiillerin zenginlestirilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Diol igeren
biyomolekiillerin seviyeleri insanlarin fizyolojik durumunu yansittigi ve bu nedenle
hastalik teshisinde o6nemli oldugu i¢in bu biyomolekiiller, fizyolojik farmakoloji
alaninda yapilan calismalarda aktif bir rol oynamaktadir. Bu nedenle diol iceren
molekiiller i¢in yiiksek adsorpsiyon kapasitesine sahip bir sorbentin tasarlanmasi ve
gelistirilmesi biiyilk 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada, 4-formilfenilborik asit (FPBA)
ile fonksiyonellestirilmis zirkonyum aminobenzendikarboksilat bazli MOF (UiO-66-
NH2) malzeme, yeni bir boronat afinite materyali (FPBA-UiO-66-NH2) olarak uygun
pH (pH=8.5) 'ta biyomolekiillerin secici olarak zenginlestirilmesi ve eliisyonu i¢in
kullanilmistir. Boronik asit ve diol grubu arasindaki afinite sonucu biyomolekiil olarak
secilen B-NAD icin 80 mg/g'lik yiksek bir adsorpsiyon kapasitesine yiksek segicilik ve



kullanilabilirlik ile ulagilmistir. Adsorbe edilen B-NAD, kantitatif desorpsiyon orani ile

nétr pH tampon ortaminda kolayca izole edilmistir.

Son birkag¢ yilda 6zellikle kolorimetrik biyoalgilama, biyolojik bilimlerde ve analitik
kimyada yogun ilgi gérmektedir. Bu yontem basitlik, hizlilik ve diisiik maliyet
avantajlarina sahip olmasinin yaninda herhangi bir karmasik enstriimantasyona gerek
duymamaktadir. Kontrol edilebilir hazirlama yoOntemlerinin olusu, degistirilebilir
yapilari, ayarlanabilir aktiviteleri ve yliksek stabiliteleri sayesinde MOF'lar miikemmel
peroksidaz taklitleridir. Son yillarda, MOF' larin biyoalgilama uygulanmalarina iliskin
caligmalar hiz kazanmistir. Tez kapsaminda, diol igeren biyomolekilin kolorimetrik
tespiti i¢in gelistirilen MOF bazli nanozim yiiksek peroksidaz katalitik aktivite
sergilemistir. Sentezlenen malzeme, renksiz o-fenilen diaminin (OPDA) sar1 {iriin olan
0oxOPDA' ya oksidasyonunu katalize etmis ve bu degisim 416 nm'de adsorpsiyon
degerinde belirgin bir degisiklige yol agmistir. Bu yéntem, tampon ¢ozeltisi icerisindeki
B-NAD’in segici tayini ve miktarinin belirlenmesi i¢in uygulanmistir. Optimum
kosullarda elde edilen kalibrasyon grafiginin 0-0.75 mM araliginda dogrusal oldugu
gorlilmiistiir. Yontemin tayin sirt (LOD) 0.033 mM (S/N=10 alinarak) olarak
hesaplanmistir. Tiim sonuglar, gelistirilen boronik asit grubu ile fonksiyonellestirilmis
MOF malzemesinin diol igeren biyomolekullerin izolasyonu ve tayini i¢cin umut verici

bir malzeme oldugunu gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Metal-organik kafes (MOF), biyomolekiil, boranat afinite sorbent,

peroksidaz benzeri aktivite, biyosensor.
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The use of metal-organic frameworks (MOFs) in proteomics applications makes a
significant contribution to materials science research due to their versatile properties
such as high surface area and ease of modification. Since they have higher selectivity,
sensitivity and reproducibility than traditionally used materials, they are used as affinity
sorbents to enrich diol-containing biomolecules such as glycoproteins, saccharides and
nucleosides. Since the levels of diol containing biomolecules reflect the physiological
state of humans and are therefore important in disease diagnosis, these biomolecules
play an active role in physiological pharmacology studies. Therefore, it is of great
importance to design and develop sorbents with high adsorption capacity for diol
containing biomolecules. In this study, zirconium aminobenzenedicarboxylate-based
MOF (UiO-66-NH>) material functionalized with 4-formylphenylboric acid (FPBA) as
a new boronate affinity material (FPBA-UiO-66-NH2) for selective enrichment and
elution of biomolecules at appropriate pH (pH=8). As a result of the affinity between
boronic acid and diol, a high adsorption capacity of 80 mg/g was achieved for B-NAD,
which was selected as the biomolecules with high selectivity and reusability. The



adsorbed B-NAD was easily isolated in neutral pH buffer medium with quantitative

desorption rate.

In the last few years, colorimetric biosensing has attracted considerable attention in
biological sciences and analytical chemistry. This method has the advantages of speed,
low-cost equipment, simplicity, low cost and does not require any complex
instrumentation. MOFs are excellent peroxidase-like mimics thanks to their controllable
preparation methods, tunable structures and activities and high stability. In recent years,
studies on biosensing applications of MOFs have gained momentum. Within the scope
of the thesis, the MOF-based nanozyme developed for the colorimetric detection of diol
containing biomolecule exhibited high peroxidase catalytic activity. The synthesized
material catalyzed the oxidation of colorless o-phenylene diamine (OPDA) to the
yellow product (referred to as oxXOPDA), and this change led to a significant change in
the adsorption value at 416 nm. This method was applied for the selective determination
and quantification of B-NAD in buffer solution. It was observed that the calibration
graph obtained under optimum conditions was linear in the range of 0-0.75 mM. The
limit of detection (LOD) of the method was calculated as 0.033 mM (taking S/N=10).
All results show that the developed boronic acid group-functionalized MOF material is
a promising material for the isolation and determination of diol containing

biomolecules.

Keywords: Metal-organic framework (MOF), biomolecule, boranate affinity sorbent,

peroxidase-like activity, biosensor.



TESEKKUR

Yiksek lisans tez siirecinde her zaman yanimda olan, destek veren, bilgi birikiminden
faydalanma olanagi buldugum i¢in ¢ok sansli oldugumu hissettigim, bana yol gosteren

kiymetli hocam Sayin Dog. Dr. Cigdem Kip’e,

Calismalarim1 kendisinin aragtirma laboratuvarinda yapma firsati saglayan, bilgi
birikimi, iistiin tecriibeleri ile destegini esirgemeyen degerli hocam Sayin Prof. Dr. Ali

TUNCEL’e,

Laboratuvar calismalar1 sirasinda yardimlarini esirgemeyen ve tez boyunca her tirli
destegi gordiigiim degerli hocalarim Ars. Gér.Duygu HACIEFENDIOGLU’na ve Ars.
Gor.Burcu GOKCAL KAPUCUya,

Bu tez kapsaminda hazirlanan “Metal organik kafes yapilarinin protein tayini ve
izolasyonu i¢in kullanilabilirliginin incelenmesi” baglikli ve FYL-2022-20046 numarali
projeye maddi destek saglayan Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi’ne,
Hayatim boyunca yanimda olan beni bugiinlere getiren babam Osman PARLAK’a,

annem Dilara PARLAK’a ve kardesim Asli PARLAK ’a, arastirmalarimi yaparken

varliklari ile huzur buldugum can dostlarim Mini, Gri ve Kitir’ a,

En igten dileklerimle tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER

OZ T . i
ABSTRACT ..o, ii
TESEKKUR . ...ttt e, v
ICINDEKILER . ... oot Vi
SEKILLER DIZINI. .. ..o, iX
CIZELGELER DIZINI. ..., Xi
SIMGELER VE KISALTMALAR..........uiiiiiiiiiei e, Xii
L GRS . o, 1
2. GENEL BILGILER ......ciiiiiiiiiiii e 3
2.1. Enzimler ve Siiflandirilmasi......... ... 3
2.2. Michaelis- Menten Kinetii..........oovuiuiiieerinit i e 4
2.3. Nanozimler (Enzim- MimetiK)..........oouvriniiieiiiiire e 6
2.4. Peroksidaz Benzeri AKUVIE. ......o.oeineeriitit e eae e 7
2.5, BIYOSENSOTICT. .. .ottt e 8
2.6. Diol Igeren BiyomoleKiller. ... .........oouueiiniiiieeieie e, 9
2.7. Afinite Kromatografisi..........cooouiiuiiiiii e 10
2.8. Boronat Afinite Kromatografisi.............c.ooiviiiiiiiiiiiiiieeeeene e, 11
2.8.1. Boronat Afinitesi Sabit Fazlar....................coooi i 12
2.8.2. Uygulamalar..........co.oiii 12
2.9. Metal Organik Kafesler. ... ... e 13
2.9.1. Sentez YONtEMIEIT. ..o 13
2.9.1.1. DIflizyon YONteMi. . ..ouvuineiniiniitet ettt et eere e ee e e 14

2.9.1.2. Hidro (solvo) Termal Yontem..............oooovviiiiiiiii i, 14

2.9.1.3. Mikrodalga YOntemi........c.oovviiiiiiiiiii e 15

2.9.1.4. Elektrokimyasal YONtem...........coovviviiiiiiiiiiiiiii e 15

2.9.1.5. Mekanokimyasal YONtem............coouvviiiiiiiiiiiiiiiiiieii e 15

2.9.1.6. Sonokimyasal YOontem..........c.oovvriiiiiiiiiiiii e 15



2.9.2. Kullanim Alanlart ve Avantajlart..............ooooiiimiiiiiii e 16

3. DENEYSEL CALISMALAR. ... 17
3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler...............coooiiiiiiiiiiiiiicei e 17
3.2. Kullanilan Cihazlar............c.ooii e, 18
3.3. Zirkonyum Bazli Metal Organik Yapilarin Sentezi..............cooooiiiinnnn 19
3.4. FPBA'nin UiO-66-NH>’a Kovalent Baglanmasi........................ccooiiviin, 20
3.5. UiO-66-NH>-FPBA Partikullerin Karakterizasyonu..................ccouvevennne. 20

3.6. Diol Iceren Biyomolekiil Adsorpsiyon-Desorpsiyon Deneyleri....................22
3.7. Ui0-66-NH>-FPBA Partikllun Peroksidaz-Mimetik Aktivitesi................... 25

3.8. Tek Basamakli Tayin Protokoliinde UiO-66-NH2-FPBA Kullanilarak Tampon
Ortaminda B-NAD TaYiNi......orieiiitii e 26

4. SONUCLAR VE TARTISMAL. .....ooiiiiiiiiiii s 28

4.1. UiO-66-NH2 ve UiO-66-NH2-FPBA partikiillerinin yapisal ve kimyasal
KaraKteriZasyOnIarL. . ......viet ittt e 28

4.2. UiO-66-NH2-FPBA partikillerinin boronat affinite sorbenti olarak kullanilarak

yapilan denge B-NAD adsorpsiyon desorpsiyon ¢alismalart...................oooeuin, 34
4.2.1. Adsorpsiyon ortam pH’min Adsorpsiyon Verimine Etkisi..................... 35
4.2.2. Baglangi¢ B-NAD Derigiminin Adsorpsiyon Verimine Etkisi....................36
4.2.3. Adsorpsiyon 1zotermleri................oouuiiiiiiiii i 37
4.2.4. Adsorpsiyon KinetiGi.........oeoiuiiiiiiiiiiiiii i 40
4.2.5. Elisyon tamponundaki sorbitol derisiminin etkisi...............cccoeevennene..n. 42

4.2.6. Boronat Sorbentlerinin  Biyomolekil —Adsorpsiyon Kapasitelerinin
KarsilastirIimast. . ....o..oi e 42
4.2.7. B-NAD’1n UiO-66-NH2-FPBA Partikiilii Tarafindan Segici Adsorpsiyonunun

INCRIEIIMESI. . ..o e e, 44
4.2.8. UiO-66-NH2-FPBA Partikilin Tekrar Kullanilabilirligi......................... 45
4.3. Ui0O-66-NH.-FPBA partikuliin Peroksidaz-Mimetik Aktivitesi.................... 45

4.3.1. UiO-66-NH-FPBA Partikiiliin Degisen Substrat Derisimi (OPDA) Icin

Peroksidaz Benzeri AKtivitesi OlGHMITI. . ... o.oveieee e, 46

vii



4.3.2. UiO-66-NH2-FPBA partikilu ile Tampon ortaminda -NAD Tayini............ 47

5. SONUGLAR. ..o, 50
B KAYNAKLAR. ..o 53
EILER s 60
EK 1-Tez Calismasi Orjinallik Raporu ..........coooiiiiiiiii e, 60
OZ GECMIS . .o, 61

viii



SEKILLER DiZINi

Sekil 3.1. A) Zirkonyum aminobenzendikarboksilat bazli MOF (UiO-66-NH>) sentez
yonteminin  B) FPBA’nin, MOF yapisina baglanmasinin  sematik

(01015 (=1 111 OSSPSR 19

Sekil 3.2. A) Model biyomolekiil olarak secilen B-NAD’1n segici olarak UiO-66-NH2-
FPBA yapisina baglanma mekanizmast ve B) B-NAD’in adsorpsiyon-
AESOIPSIYON SUICCT . .uvvtintett ettt et et 22

Sekil 4.1. A) UiO-66-NHz ve B) UiO-66-NH>-FPBA partikillerinin SEM fotograflari.
Blyitme: (A) 5.0X, 40.0X (B) 5.0X , 40.0X......cccoviiiiiiiiiiiiiiieee 28

Sekil 4.2. A)UiO-66-NH> ve B) UiO-66-NH>-FPBA yapilarina ait ortalama partikdl
boyutu grafikIeri....... ..o 29

Sekil 4.3. A)UiO-66-NH- ve B) UiO-66-NH>-FPBA partikillerine ait azot adsorpsiyon-
desorpsiyon egrileri; C)UiO-66-NH> ve D) UiO-66-NH>-FPBA yapilarina ait
gbzenek boyutu dagilim egrileri...............oooiii 29

Sekil 4.4. A)UiO-66-NH2 ve B) UiO-66-NH,-FPBA partikillerine ait EDS haritalama

analiz SONUGIATT. ... ... ..o e 30

Sekil 4.5. UiO-66-NH.-FPBA partikiliune ait genel XPS spektrumu (survey spectrum)
ve gekirdek seviye spektrumlari (core level spectra of O 1s, N s, C 1s, Zr 3d

Sekil 4.6. UiO-66-NH>-FPBA partikiline ait FTIR spektrumu.......................co..... 32
Sekil 4.7. A) UiO-66-NH: ve B) UiO-66-NH2-FPBA partikullerine ait XRD grafikler.33

Sekil 4.8. UiO-66-NH2-FPBA partikiilii tarafindan f-NAD adsorpsiyonu iizerinde pH'in
etkisi (temas siiresi: 60 dakika, sorbent derisimi 5 mg/mL, T = 25°C)......... 35



Sekil 4.9. (A) UiO-66-NH2-FPBA partikiilii kullanilarak denge B-NAD adsorpsiyonu
tizerine baslangi¢ B-NAD derisiminin etkisi (B) B-NAD desorpsiyon verimi
tizerine baslangi¢ B-NAD derisiminin etKiSi...................coooiiiiiiiin. 36

Sekil 4.10. UiO-66-NH2-FPBA partikiilii tizerine B-NAD adsorpsiyonu igin elde edilen
A) Langmuir izoterm ve B) Freundlich izoterm grafikleri....................... 38

Sekil 4.11. B-NAD adsorpsiyonunun psddo a) 1. Dereceden Kinetigi b) 2. Dereceden
Kinetigi (B-NAD derisimi: 2 mg/mL, sorbent derisimi: 0.005 mg/mL, pH:

Sekil 4.12. UiO-66-NH2-FPBA partikilin B-NAD adsorpsiyonu uzerinde sorbitol
derigiminin etkisi (temas stiresi: 60 dakika, sorbent derisimi: 5 mg/mL, B-

NAD derigimi: 2mg/mL, T =25°C)......ccciiiiiiiiiiiiii e, 42

Sekil 4.13. UiO-66-NH2-FPBA partikiiliin farkli biyomolekuller igin adsorpsiyon
KaPASITRIEIT. .. .o e 43

Sekil 4.14. UiO-66-NH2-FPBA partikil icin tekrarlanabilirlik testi........................ 44

Sekil 4.15. UiO-66-NH>-FPBA partikiline ait A) Michaelis Menten B) Lineweaver
Burk grafikIeri..... ... 45

Sekil 4.16. A) UiO-66-NH2-FPBA partikiilii tarafindan katalize edilen OPDA'nin
kolorimetrik  doniigiimiiniin  tamamlanmasindan sonra farkli B-NAD
derisimleriyle hazirlanan sulu c¢ozeltilerin fotograflari. (B) UiO-66-NH-
FPBA partikili kullanilarak OPDA ile muameleden sonra f-NAD’in degisen
derigimleri i¢in UV-Vis spektrumlari................coooiiiiiiiiiiiiiinniinin.. 46

Sekil 4.17. UiO-66-NH2-FPBA partikilun peroksidaz benzeri aktivitesinin sulu tampon
ortamindaki B-NAD derisimi ile degisimi..............cooeveviiiiininininnnn 47



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1. Enzim siiflandirilmasi ve ozellikleri...................on 4
Cizelge 4.1. Langmuir ve Freundlich izotermleri Denklem Parametreleri................... 39
Cizelge 4.2. B-NAD’mn adsorpsiyonuna ait kinetik degerler......................coo.oeeo 41

Cizelge 4.3. Farkli malzemelerin diol iceren biyomolekullere baglanma yetenekleri

Cizelge 4.4. UiO-66-NH2-FPBA partikiiliin B-NAD tayin ozellikleri..................... 47

Xi



SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

ky Enzim-substrat kompleksinin olusumunun ikinci dereceden hiz sabiti

k_;  Enzim-substrat kompleksinin ayrisma hiz sabiti

k, Katalitik sabiti

C S substratinin bir E enzimini tersinir olarak baglamasi sonucunda olusan
kompleks yap1

C. B-NAD’in (adsorplanan biyomolekiilin) denge anindaki (adsorplanmadan kalan)
derisimi (mg/mL)

Co  B-NAD’in (adsorplanan biyomolekuliin) baslangi¢ derisimi (mg/mL)

Qe Sorbentin dengede B-NAD’in adsorpsiyon miktari (mg/g)

Om Sorbentin maksimum adsorpsiyon kapasitesi (mg/g)

\/ Cozelti hacmi (mL)

m Sorbent agirligi (g)

K. Langmuir sabiti

Ks Freundlich sabiti

A Absorbans

€ OPDA oksidasyon uruniiniin molar sonme katsayisi

b Is1gin yol uzunlugu

—tn  Maksimum substrat tiiketim hizi

Km  Michaelis-Menten sabiti

Xii



rmam
m
RL

DAP

ZnO
CuO
NiO
€050,
VO,
GO
CNTs
C60
H,0,

Enzimin doymus substrat degerinde reaksiyon hizi
Enzimatik reaksiyon hizi

Denge parametresi, ayirma faktorii
2,3-diaminofenazin

Michaelis Sabiti
Substratin Baslangi¢ Derisimi
Maksimum Reaksiyon Hizi
Enzimin Baslangic Degeri
Demir Oksit
Seryum OKksit
Demir
Giimiis
Altin
Titanyum
Platin
Cinko Oksit
Bakir Oksit
Nikel Oksit
Kobalt Oksit
Vanadyum Dioksit
Glikoz Oksidaz
Karbon Nanottpler
Fulleren

Hidrojen Peroksit

Xiii



Kisaltmalar

EC

ODE
MM
MNP
Pt NP
HILIC
ELISA
MOF
AFP
CEA
PSA
BAC
ILAG
UiO-66-NH,
FPBA
OPDA
SEM
XRD
XPS
BET
ZrCly
DMF
-NH>
BDC-NH;
HCI

Enzim Komisyonu

Substrat

Enzim

Kompleks

Uriin

Adi Diferansiyel Denklem
Michaelis Menten

Manyetik Nanopartikiil

Platin Nanopartikiil

Hidrofilik etkilesimli sivi kromatografisi
Enzim bagli immiino sorbent tahlili
Metal Organik Kafes

a-fetoprotein

Karsinoembriyonik antijen

Prostat spesifik antijen

Boronat Afinite Kromatografisi

Sivi Destekli Ogiitme

Zirkonyum aminobenzendikarboksilat
4-Formilfenilborik asit
0-Phenylenediamine

Taramal1 elektron mikroskobu
X-1s1m1 kirmnim yontemi

X-ray fotoelektron spektroskopisi
Brunauer-Emmet-Teller
Zirkonyum tetraklorGr
Dimetilformamid

Amin grubu

2-aminotereftalik asit

Hidroklorik asit

Xiv



NaOH
HEPES
B-NAD
FTIR
ICP-OES
LOD
DAP
MIP

Sodyum hidroksit
4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetansulfonik asit
B-Nikotinamid adenin dinukleotit

Fourier Doniisiimli Kizilotesi Spektroskopisi

Indiiktif Eslesmis Plazma-Optik Emisyon Spektroskopisi
Tayin limiti

2,3-diaminofenazin

Molekiiler Baskilanmis Malzemeler

XV



1. GIRIS

Metal iyonlart ve organik ligandlardan olusan metal-organik kafesler (MOF'ler), son
yillarda ¢ok fazla arastirilan gézenekli malzemelerdir. Ultra yiiksek ylizey alani, kalici
gozeneklilik, ayarlanabilir gbézenek yapilari, kolay sentez prosediirii ve kolay
islevsellestirilebilme gibi gesitli Tstiin 6zelliklere sahiptirler. Son yillarda proteomikteki
uygulamalar ilgi odagi haline gelmistir. MOF'lar afinite sorbentleri olarak, geleneksel
olarak kullanilan malzemelerden daha yiiksek segicilik, hassasiyet ve tekrarlanabilirlik
gosterdikleri icin proteinler, fosfopeptidler ve nikleosidler gibi diol iceren
biyomolekiillerin zenginlestirilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bazi
fonksiyonel gruplarin veya spesifik kompozitlerin MOF'a dahil edilmesi ile MOF'a diol
iceren bilesikleri yakalama konusunda segicilik kazandirmak konusunda son yillarda
yapilan ¢alismalar MOF'larin  biyomolekil izolasyonunda biyuk potansiyelini

gostermektedir [1].

Enzimler, bir grup reaksiyonu, kendilerini tiiketmeden hizlandirma giiciine sahip
biyokatalizorlerdir. Glnimuzde ticari olarak temin edilebilen ¢ogu enzim,
organizmalardan ayristirllmakta ve saflastirilmaktadir. Milkemmel substrat seciciligi ve
aktivitesi sayesinde bu biyolojik enzimler, biyotip, biyokimyasal tespit, tarim bilimi,
gida isleme ve gevresel iyilestirme gibi gesitli alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bununla birlikte, genellikle zorlu ortamlarda zayif kararlilik, tekrar kullanilabilirlik
zorlugu ve karmagik ve yiiksek maliyetli tiretim gibi sorunlarla kars1 karsiya kalirlar [2].
Bunun yerine, son yillarda bilim insanlart porfirinler, siklodekstrinler ve
supramolekiiller gibi dogal enzimlere potansiyel alternatif olarak kullanilabilecek uygun
yapay enzimler konusunda yogun arastirmalar yapmaktadirlar. Nanoteknolojinin hizli
gelisimi ile biyosensor olarak kullanilan 6zellikle nanozimler, protein enzimlerinden
daha yiiksek katalitik kararlilik, modifikasyon kolaylig1 ve daha diisiik iiretim maliyeti
sunmaktadir [3].

Biyosensorlerin gelistirilmesi ve kullanimi, kimya, biyoloji, fizik ve miihendislik gibi
cok disiplinli alanlarda bir devrime yol agmistir. Biyosensorler kullanilarak yapilan

analizlerin kolay yapilabilir olmasi, sonuclarinin kolay izlenebilmesi ve spesifik ve
1



hassas sonuclar elde edilebilmesi gibi avantajlarindan dolay1 biyosensorler ile ilgili
calismalar son zamanlarda oldukg¢a 6nem kazanmistir. Son yillarda, peroksidaz, oksidaz
ve hidrolaz dahil olmak iizere farkli tipte enzim aktivitelerine sahip gelecek vaat eden
nanozimler olarak MOF’lar gelistirilmektedir. Ayrica bazi MOF'larin aynm1 kosullar
altinda veya farkli ortamlarda iki veya daha fazla ¢esit enzim aktivitesi sergiledikleri

bulunmustur [4].

Tez calismas1 kapsaminda yiiksek yiizey alan1 ve uygun gozeneklilik 6zelliklerine sahip
metal-organik kafesler (MOF'lar) sentezlenerek diol igeren biyomolekil tayini ve
izolasyonu igin yeni bir sorbent gelistirilmistir. Diol iceren biyomolekil olarak secilen
B-NAD’mn partikiil yiizeyine adsorpsiyonu ic¢in farkli reaksiyon kosullar1 (pH,
biyomolekil derisimi vb.) denenerek optimum kosullar belirlenmistir. Optimum denge
kosullar1 altinda, biyomolekil besleme ve sorbent derisiminin, partikil adsorpsiyon
kapasitesi ve desorpsiyon verimi {izerindeki etkileri belirlenmis, sorbentin seciciligi ve
tekrar kullanilabilirligi test edilmistir. Elde edilen denge adsorpsiyon verilerini
modellemek i¢in Langmuir ve Freundlich izotermleri kullanilmistir. Adsorpsiyon
kinetigi verileri 1. derece ve 2. derece kinetik esitlikleri kullanilarak modellenmistir.
Gelistirilen sorbent ile tampon ortamindan ilgili biyomolekulliin segici adsorpsiyonu

saglanmustir.

Ayrica c¢alisma kapsaminda sentezlenen malzemenin peroksidaz aktivitesi, uygun
peroksidaz substrati (o-fenilen diamin, OPDA) kullanilarak tayin edilmistir.
Biyoaffinite kromatografisi prensipleri kullanilarak segilen biyomolekile duyarli, H202
varhiginda o-fenilendiaminin (OPDA) oksidasyonunu katalize eden yuksek verimli,

peroksidaz benzeri aktiviteye sahip MOF bazli malzemeler gelistirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enzimler ve Siniflandirilmasi

Enzimler, canli organizmalarin igerisinde, biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran
biyokatalizorlerdir. Ayrica hiicrelerden ayrilabilir ve daha sonra ticari agidan onemli

stireclerde genis bir kullanim alaninda katalizor olarak kullanilabilirler.

Alman fizyolog Wilhelm Kiihne, 'Enzim' kelimesini ilk kez 1878 yilinda mayanin
sekerden alkol iiretme yetenegini tanimlarken kullanmuistir. Yunanca en (‘icinde’) ve

zume('maya') kelimelerinden tiiretilmistir [5].

Enzim bulunan ortamda, reaksiyonlar enzim olmayan ortama goére ¢ok daha hizli
gerceklesmektedir. Bu biyolojik molekiiller, donistiiriilecek maddeleri tanima
konusunda spesifiktir. Enzimler biyolojik uygulamalar arasinda Ustin Ozelliklere ve

cesitlilige sahip oldugundan yeni biyokatalizorlerin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir [6].

Enzimler tipik olarak katalizledikleri reaksiyona atif yapan ortak isimlere sahiptir ve
sonlarinda —az eki alirlar (0rn. oksidaz, dehidrojenaz, karboksilaz). Genellikle
proteolitik enzimler -in son ekine sahiptir (6rn. kimotripsin, papain, tripsin).
Isimlendirme yapilirken genel olarak etki ettikleri substratin adi da belirtilmektedir (Srn.

glukoz oksidaz, alkol dehidrojenaz, piruvat dekarboksilaz) [7-9].

Enzimlerin isimlendirilmesinde olusan karmasiklik ve tutarsizliklar nedeniyle
Uluslararas1 Biyokimya Birligi bu konu i¢in Enzim Komisyonu'nu kurmustur. Bu
sistemde, tim enzimler dort boliimden olusan Enzim Komisyonu (EC) tarafindan

tanimlanan numaralara sahiptir [10].

Enzim arastirmalart i¢in on kosullar, tanimlama ve smiflandirmadir. Enzim

Komisyonu'na gore, enzimler alt1 kategoriye ayrilir [10-12]:



(1) Oksidorediiktaz, oksidasyon rediiksiyon reaksiyonlarini;

(2) Transferaz, bir kimyasal grubu, 6rnegin bir bilesikten (dondr) baska bir bilesige

(alic1) bir metil veya bir glikozil grubu;
(3) Hidrolaz, hidrolizi;

(4) Liyaz, bir grubun bir substrattan hidrolitik olmayan bir sekilde ¢ikarilip bunun

sonucunda bir ¢ift bag olusumunu,
(5) Izomeraz, bir molekiilde gerceklesen geometrik veya yapisal degisiklikleri;

(6) Ligaz, ATP veya benzer bir trifosfatta bir pirofosfat baginin hidrolizi ile iki

molekiiliin birlesmesini katalize etmektedir.

Cizelge 2.1. Enzim siniflandirilmasi ve 6zellikleri

Siniflandirma Fonksiyonlar

Oksidorediiktaz Oksidasyon rediiksiyon reaksiyonlarini katalize
eder

Transferaz Bir bileseni digerine aktarir

Hidrolaz Hidroliz yoluyla baglar katalize eder

Liyaz Hidroliz ve oksidasyon disinda gesitli kimyasal
baglarin kirilmasini saglar

[zomeraz Yapisal veya geometrik degisiklikleri katalize
eder

Yeni bir kimyasal bag olusturarak iki biiyiik
Ligaz molekiiliin birlesmesini katalize eder

2.2. Michaelis- Menten Kinetigi

Enzim kinetigi, bir hiicre icindeki proteinler arasindaki karmasik reaksiyon aglarinin
matematiksel agiklamasini ifade etmek i¢in 6nemli bir aractir. Enzim kinetigi modeli

1901'de Henri, daha sonra 1913'te Michaelis ve Menten tarafindan tanitilmistir [13].
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Michaelis-Menten denklemi, izole enzimlerin kinetik 6zelliklerini belirlemek ve salinim
davranig1 gosteren enzim sistemlerinin dinamiklerini modellenmek i¢in yaygin olarak

kullanilmaktadir [14-16].

Siireg, bir S substratinin bir E enzimini tersinir olarak baglamasi sonucunda bir C (ES)
kompleksinin olugsmasi reaksiyonunu ele almaktadir. Kompleks daha sonra tersinmez
olarak bir P Urlinline bozunmakta ve enzim daha sonra substratin baska bir molekiiliine
baglanmak i¢in serbest kalmaktadir. Bu siire¢ asagidaki reaksiyonla ifade edilmektedir
[13]:

k,
— Iy
E+S+« C-SE+P

k_q

Burada k4, k_; ve k, reaksiyon hizlar1 ile baglantili olan kinetik parametrelerdir:
k,  enzim-substrat kompleksinin olusumunun ikinci dereceden hiz sabitidir;
k_,  enzim-substrat kompleksinin ayrigma hiz sabitidir;

k, katalitik sabittir.

Biyokimyasal bir reaksiyonun karakterizasyonu igin kullanilan Michaelis—Menten

modelinde iiriin olusum hiz1 asagidaki Esitlik 2.1 ile gosterilmektedir [17-18].

51 _ g [Eo] Bsitlik 2.1

V= Vmax o 5] Ko+ 15]

Burada, E,, t=0 aninda toplam enzim derisimini; [S], substrat derisimini; Vmax
maksimum hiz1, keat tirline doniisiim hiz sabitini (katalitik hiz sabitini) ve Km, Michaelis
sabitini ifade etmektedir. Bu temel esitlikte, tepkimede bulunan substrat derisimi [S],
enzim Kkatalizli bir tepkimenin hizi (v) ve maksimum reaksiyon hizi (Vmax) ile

iligkilendirilmektedir [13].



Michaelis sabiti, reaksiyon hizinin maksimum hizin yarisi oldugu substrat derisimidir.
Bu sabit, substratin enzime olan afinitesinin ters bir 6l¢iisii olarak ifade edilmektedir.
Ky degeri kiiciildiik¢e, afinite yiikselmektedir. Kca/ Ky, sabiti, enzimin, substrati
uriine ne kadar verimli bir sekilde dontstiirdiigiinii géstermektedir. Michaelis-Menten
kinetiginde hiz ve substrat derisimi arasindaki iligkiyi gosteren egri, dogrusal olmayan
bir regresyon modeli olarak formule edilebilir. Lineweaver—Burk grafigi, 1/V’ye
karsilik 1/S degerlerinin gizilmesi ile elde edilen lineer bir egriden Vmax ve Knm

degerlerini bulmak i¢in kullanilmaktadir [13].

2.3. Nanozimler (Enzim-Mimetik)

Katalitik etkinliklerine ragmen, dogal enzimler, endiistriyel uygulamalar icin kritik
sinirlamalara sahiptir. Bu sinirlamalar, zorlu kosullarda (sicaklik ve pH) diisiik stabilite
ve hazirlama, saflastirma ve depolama i¢in nispeten yiiksek maliyetler gibi sebeplerden
kaynaklanabilir. Bu nedenle, son yillarda arastirmacilar ¢esitli uygulamalar i¢in yapay
enzimler gelistirmek iizerine yogun bir ¢aba gostermislerdir. Dogal enzimlerin katalitik
aktivitesini taklit etmek igin, siklodekstrin, porfirin, hemin, hematin ve nukleik asitler
ve protein gibi biyomolekiillere dayanan kimyasal kompleksler, basariyla
kullanilmaktadir [19-20].

Manyetik nanopartikiillerinin (MNP'ler) ig¢sel peroksidaz aktivitesi sergilediginin
bulunmasi yeni bir enzim mimetigi sinifinin yolunu agmistir. Buguine kadar, manyetik
nanopartikiillere ek olarak gesitli nanoyapili malzemelerin i¢sel enzimatik aktiviteye
sahip oldugu bildirilmistir. Bunlara 6rnek olarak, platin nanopartikiiller (Pt NP'ler) ve
seryum oksit nanopartikuller (CeO2 NP'ler) verilebilir [19].

Enzim benzeri katalitik aktiviteye sahip bu nanomalzemeler "nanozimler" olarak
adlandirilmaktadir. Dogal enzimlerin tersine, nanozimler dogas1 geregi saglam, zorlu
ortam kosullarinda (pH ve sicaklik) kararli olabilen ve basit dlgeklendirme ile seri
uretimi kolay malzemelerdir. Bu avantajlar onlar1 analitik ve c¢evresel uygulamalarda

umut verici malzemeler haline getirmektedir [20-24].



Nanozimler genis uygulama alanlarmma sahiptir. Bunlar arasinda, biyosensor,
immunoassay, kanser teshisi ve tedavisi ve ¢evre miihendisligi bulunmaktadir.
"Nanozim" terimi ilk kez Manea, Houillon, Pasquato ve Scrimin tarafindan ortaya
atilmugtir [20].

2.4. Peroksidaz Benzeri Aktivite

Nanozimlerin NP'lerin boyutuna ve sekline bagli olmas1 gibi baz1 dezavantajlar vardir.
Inorganik nanomalzemelerden, ¢esitli yaklasimlarla dogal enzimlerin yapilarini ve
islevlerini taklit eden nanozim gesitleri; metal bazli nanozimler (Fe, Ag, Au, Ti, Pt, vb.
gibi), metal oksit bazli nanozimler (CeO., ZnO, CuO, NiO, VO, CO304 gibi), karbon
yap1 bazli nanozimler (GO, CNTs, C60 gibi) ve diger nanomalzemeler olmak tizere dort
sekilde smiflandirilmistir. Peroksidazlar li¢ ana kategoriye ayrilir; bitki peroksidazlari,
hayvan peroksidazlar1 ve katalazlar [20-23]. Peroksidazlar, glikoz, kreatin ve drik asit
tayini gibi birgok 6nemli ¢alismada kilit rol oynayan klinik ¢aligmalarda 6nemli yer
almaktadir. Peroksidaz enziminin immobilizasyonu, biyosensor tasariminda buyik
onemdedir. Linosier ve meslektasi tarafindan ismi verilen peroksidaz, H>O, varliginda
gesitli organik ve inorganik bilesiklerin oksidasyonunu katalize etmektedir.
Peroksidazlar bakteri, siyanobakteri, mantar ve maya gibi mikroorganizmalarin
Kirleticileri parcalama etkinliginde, ¢esitli endstrilerde (tekstil endistrisinde boya renk

giderimi) ve gesitli biyolojik siire¢lerde yaygin olarak kullanilmaktadir [21-24].

Proteinlere benzer sekilde, peroksidaz enzimleri sicaklik, pH, iyonik kuvvet vb. gibi
cevresel kosullara karsi son derece hassastir ve kontrollerinin maliyetli yiiksektir.
Gevresel faktorlerin degismesiyle, protein denatiirasyonundan dolay1 peroksidazin
katalitik aktivitesi kaybolmaktadir. Bu gibi zorluklar1 azaltmak igin arastirmacilar,
enzimlerle benzer aktiviteye sahip malzemelerin kullanilmasini 6nermis olup bunun igin
kullanilan en 6nemli bilesiklerden biri, endistrilerdeki sorunlari biiyiikk oranda azaltan
nanozimlerdir. Cok sayida NP, dogal peroksidazlara benzer bir i¢sel enzim taklit
aktivitesi sergilemektedir. Derisim, pH ve sicaklik gibi bazi reaksiyon parametreleri,
NP'lerin katalitik aktivitesini blyuk 6lglide etkilemektedir [20-23].



Enzim benzeri nanozimler, kolay sentez, ylksek katalitik aktivite ve uygun maliyet gibi
avantajlara sahiptir. Bu nedenle, i¢sel peroksidaz benzeri aktiviteye sahip bazi inorganik
nanomateryal bazli nanozimler yaygin olarak uygulamalarda kullanilmaktadir. Farkli
yapilardaki inorganik nanomalzeme bazli nanozimlerin H,0,, glikoz ve bir dizi
bilesigin ultra hassas tespiti i¢in peroksidaz mimetik olarak hareket edebilecegi

gozlenmistir [20-24].

2.5. Biyosensorler

Biyosensorler, belirli bir hedef analit varliginda bir numuneyi analiz etmeyi saglayan
analitik cihazlardir. Tipik olarak biyosensor, molekiiler tanimay1 saglayan biyolojik bir
bilesenden ve fizikokimyasal bir dedektdr bileseninden veya transdiiserden olusur.
Biyosensorler, enzimler, antikorlar, niikleik asitler veya hiicreler gibi kullanilan
biyolojik bilesene gore veya elektrokimyasal, optik, kiitle bazli veya piezoelektrik
dontistiirticii gibi doniistiirliciiniin tipine gore siniflandirilir. Biyosensdrlerin baska bir
simiflandirma yontemi daha vardir. Etkilesimlerin yeni bir biyokimyasal reaksiyon
tirlinliniin olusumuyla sonuclanmis oldugu katalitik biyosensor ve etkilesimlerin analitin
dontistiiriicii ylizeyine baglanmasi ile olusan afinite biyosensorii olmak Uzere iki tip

biyosensor bulunmaktadir [25].

Son yillarda enzim tabanli biyoalgilama cihazlar1 gelistirilmis ve genis bir uygulama
alaninda cesitli hedef substratlarin kalitatif ve kantitatif analizinde yenilik¢i teknikler
oldugunu gostermistir. Enzim bazli biyosensorler, yiiksek hassasiyet ve 0Ozgiilliik,
taginabilirlik, maliyet etkinligi gibi avantajlara sahiptir. Bu avantajlar onlart klinik
analiz, gida giivenligi kontrolii veya hastalik izleme amaglarina odaklanan arastirmalar

icin giderek daha cazip hale getirmektedir [25-26].

Biyosensorler, yiksek secicilikleri nedeniyle, antijenler, nikleik asitler, amino asitler,
kreatinin, Ure ve glikoz gibi 6nemli biyolojik molekilleri tespit etmek igin

kullanilmaktadir. Canli sistemlerdeki kimyasal reaksiyonlarin ¢cogu enzimler tarafindan



katalize edildiginden enzimler arastirma ve gelistirmede yaygin olarak kullanilan

biyolojik tanima molekiilleri olarak tercih edilmektedir [27-28].

2.6. Diol iceren Biyomolekiiller

Biyolojik streclerde onemli bir rol oynayan karbonhidratlar,
glikoproteinler/glikopeptidler, riboniikleaz asitleri, nikleozitler, glukozitler ve katekol
iceren bazi molekillerin izolasyonu/ayirilmast ve analizi biyoloji biliminde ¢ok
onemlidir. Biyomolekiiller ve ila¢ metabolitleri doku, kan ve idrarda genis capta
dagilmistir. Bununla birlikte, diol iceren bu biyomolekiillerin ortak 6zelligi, karmasik
numunelerde genellikle ¢ok diisiik miktarda mevcut olmalari, buna karsin girisim yapan
diger maddelerin ise yiiksek miktarda mevcut olmasidir. Bu biyomolekiillerin spesifik
olarak yakalanmasi, izolasyonu/ayrilmasi ve etkili bir sekilde zenginlestirilmesi bu
nedenle kritik dGneme sahiptir. Boronik asitler, alkali kosullarda tersinir ester olusumu
yoluyla diol igeren bilesiklere yiiksek afiniteyle baglanabilirken, asidik kosullarda
ayrigmalar meydana gelir, dolayisiyla boronik asitler, diol igeren bilesikler i¢in spesifik

secicilige sahiptir [29].

Gunlmuze kadar biyolojik sivilardaki niikleosidlerin ve tlrevlerinin analizi i¢in UV ile
yiiksek performansli sivi  kromatografisi (HPLC), radyoaktivite veya kiitle
spektrometresi (MS) tespiti ve kapiler elektroforez (CE) gibi bazi analitik yontemler
gelistirilmistir. UV absorbansina dayali tespit, bilesiklerin tanimlanmasini
zorlastirmaktadir. Radyoaktivite tespitli HPLC hassastir ancak radyoaktif malzemelerin
kullanimini igermektedir. Kiitle spektrometrisi yapisal bilgi saglar ve purin ve pirimidin
niikleosid antiviral ajanlarin ve dogal olarak olusan niikleosidlerin analizleri igin
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, biyolojik sivilarda bulunan modifiye edilmis
niikleositlerin diisiik bollugunun yani sira biyolojik numunelerdeki ciddi matris
miidahaleleri nedeniyle, biyolojik sivilarda modifiye edilmis niikleositlerin kapsamli

profilinin ¢ikarilmasi, klinik arastirmalarda hala zor konular arasindadir.



Boronik asitler sakkaritler, glikoproteinler ve nukleozitler gibi diol iceren
biyomolekiillerin izolasyonu ve algilanmasi i¢in 6nemli ligandlardir. Bu bakimdan
boronik asitler, nanopartikilleri, nanotlpleri ve monolitleri iceren fonksiyonel

malzemelerin yapiminda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Son zamanlarda go6zenekli karbon malzemeler, adsorpsiyon, enerji depolama,
elektrokatalizdrler vb. gibi birgok alanda uygulamaya ydnelik yeni bir malzeme sinifi
olarak ortaya ¢ikmistir. GUnumuzde gdzenekli karbon malzemelerin sentezi igin gesitli
yenilik¢i teknolojiler siirekli olarak gelistirilmektedir. Gozenekli karbon malzemeler
arasinda metal-organik kafesler (MOF'ler), yapisal ve morfolojik 6zellikleri nedeniyle
aday sablon malzemesi olarak dikkat ¢ekmektedir. Metal organik kafesler (MOF'lar),
metal iyonlar1 ve organik ligandlardan olusan gozenekli yeni bir malzeme siifidir ve
son yillarda, MOF'lar proteomikste diol igeren biyomolekullerin incelenmesinde yaygin
olarak kullanilmaktadir [29-31].

2.7. Afinite Kromatografisi

Dogadaki pek ¢ok ornek, bircok maddenin karisimindan olusmaktadir. Bu gergek, bu
tir Orneklerde bilesenlerin saflastirilmasi, analiz edilmesi veya incelenmesi gibi
durumlarda sivi kromatografisi gibi kimyasal ayirma yontemlerinin gelistirilmesine yol
acmustir. Kullanilan sabit faz ve mobil faz tiirlerine bagl olarak bu ayirma islemlerinde
kullanilabilecek kimyasal etkilesimlerin ve yontemlerin ¢esitliligi, bircok sivi

kromatografi tiiriinii ortaya ¢ikarmistir [32].

Bu tlr yontemlerin ¢ok cesitli olmas1 sayesinde, sivi kromatografik yontemler sivi faz
orneklerinde bircok kimyasal tiirliniin ayristirilmasi veya analizi i¢in kullanilmaktadir.
Sonug olarak, sivi kromatografisi hem endiistriyel ortamlarda hem de arastirma

laboratuvarlarinda uygulanan yaygin bir sivi faz ayirma yontemidir [32].

Afinite kromatografisi biyolojik etkilesimlerde siklikla karsilagilan geri dontistimlii

spesifik baglanmaya dayanmaktadir. Bu biyolojik etkilesimlere bir antikorun hedefiyle
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(veya antijeniyle) baglanmasi, bir hormonun reseptoriiyle baglanmasi ve bir enzimin
substratiyla etkilesimi Ornekleri verilmektedir. Bu tiir secici baglanma, etkilesen
ajanlardan birinin kolona yerlestirilmesi ve ajanin sabit faz olarak kullanilmak amaciyla
bir destege immobilize edilmesi seklinde afinite kromatografisinde kullanilir. Bu
immobilize baglayici ajana "afinite ligand1" adi verilir ve tamamlayici hedefin afinite
kolonu tarafindan izole edilmesinin veya saflastirilmasinin temelini olusturur. Istenen
hedefi iceren bir numune, hedefin afinite ligandina baglanmasin1 saglamak igin dogru
bilesim ve pH degerine sahip bir mobil faz varliginda kolona uygulanir. Numune bu
mobil fazin varliginda afinite kolonuna uygulandiginda, hedef tutulur. Tutulan hedef
daha sonra kolondan eliie edilip olgiildiikten sonra, kullanilmak igin toplanir veya daha
fazla ayirma veya analiz i¢in ikinci bir yonteme aktarilir. Afinite kromatografisinde
kullanilabilecek ¢ok fazla sayida baglayict madde ve destek malzeme vardir. Birgok
afinite ligandinin yiiksek seciciliginden dolayi, bu yoOntem enzimlerin ve
biyofarmasétiklerin biiyiikk 6lgekli saflagtirilmasinda oldukg¢a popiiler bir yontemdir
[32].

2.8. Boronat Afinite Kromatografisi

Boronat afinite kromatografisi (BAC), diol igeren bilesiklerin segici izolasyonu ve
zenginlestirilmesinde ligand olarak bir boronik asidin kullanildigr bir afinite
kromatografisi tiiriidiir ve mekanizmasi temel olarak diol gruplari ile boronik asit
ligand1 arasindaki pH kontrollii tersinir kovalent etkilesimlere dayanir. Diol iceren
bilesikler, bir¢ok molekiilii iceren Onemli bir bilesik ailesidir bu bilesikler
glikoproteinler, katekolaminler, nikleozitler ve sakkaritlerdir. Diol iceren
biyomolekiiller biyolojik siire¢lerin bircogunda 6nemli rol oynamakta ve hastalik
teshisinde 6nem tasimaktadir. Ornegin, glikoproteinler molekiiler tanima, bagisiklik
yaniti, hiicreler arast ve hiicre i¢i sinyalizasyon, sperm-yumurta etkilesimi gibi
konularda 6nemli roller oynarken, a-fetoprotein (AFP), prostat spesifik antijen (PSA) ve
karsinoembriyonik antijen (CEA) gibi ¢ok c¢esitli glikoproteinler klinik tanilarda

hastaliklarin belirlenmesinde kullanilmaktadir [33].

11



BAC, genis spektrumlu segicilik, geri doniisiimlii kovalent baglanma, pH kontrollii
baglanma/saliverme ve hizli birlesme/desorpsiyon kinetigi gibi, diger afinite
kromatografik tekniklerinden farkli olarak bircok onemli 6zellik sergilemektedir. Bu
oOzellikleri sayesinde BAC, afinite ayirma, proteomik analiz ve metabolomik analiz gibi

cesitli alanlarda kullanilmaktadir [33].

BAC prensip olarak, diol iceren bilesikler ile boronik asit ligandlar1 arasindaki tersinir
kovalent reaksiyondan olusur. pH kontrollii tersinir kovalent reaksiyonla, BAC'de
yakalanan analitlerin eliisyonu basit bir sekilde gerceklestirilebilir, sadece eliisyon
tamponu olarak asidik bir ¢ozeltiye ihtiyag vardir. Alternatif sekilde, yakalanan
analitlerin boronik asit ligandlar1 tarafindan serbest birakilmasi, yiikleme tamponuna
sorbitol gibi asir1 miktarda rakip diol igeren molekiiller eklenerek gergeklestirilmektedir
[33].

Boronat afinitesi i¢in kritik bir faktér baglanma pH'idir. Diger bir 6nemli faktor ise
seciciliktir. Kicuk diol bulunduran molekdller icin iyi bir secicilik elde etmek genellikle

kolayken, glikoproteinler gibi makromolekdller igin bu genellikle zordur [33].

2.8.1. Boronat Afinitesi Sabit Fazlar

BAC'de kullanilan sabit fazlar ikiye ayrilir:

(1) mikrokdreler
(2) monolitik kolonlar

Ayrica, nanopartikiiller, mezogdzenekli malzemeler ve molekiiler baskilanmig
malzemeler (MIP'ler) de dahil olmak {izere diol igeren bilesiklerin ekstraksiyonu veya
yakalanmasi i¢in boronat afinite sorbentleri olarak yeni malzeme bigimleri

kullanilmaktadir [33].

2.8.2. Uygulamalar
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Boronat afinite kromatografisinin ortaya ¢ikist 1970 gibi erken bir tarih olmasina
ragmen, yakin zamana kadar genis bir uygulama alani bulamamistir. Uygulamalar dort
ana grupta siniflandirilabilir.

1. Diol iceren kiicuk partikiillerin segici olarak zenginlestirilmesi;

2. Glikoproteinlerin segici zenginlestirilmesi;

3. Glikoprotein hastalik biyobelirteclerinin spesifik olarak tespit edilmesi;

4. Glikopeptitlerin se¢ici zenginlestirilmesi.

Boronat afinite materyallerinin geleneksel bigimi olan mikro partikullere ek olarak, son
yillarda yeni boronat afinite materyalleri basartyla gelistirilmistir. Bu materyaller;
makrogdzenekli monolitler, nanopartikiller, mezogdzenekli materyaller ve molekdler
baskili polimerlerdir. Baglanma pH"1 sorunlarin1 ortadan kaldirmak i¢in ¢esitli boronik
asit ligandlan gelistirilmistir. Bu ¢alismalarda, BAC'nin kan, gbzyasi, tiikiiriikk ve idrar

gibi biyolojik drneklere dogrudan uygulanmaktadir [33].

2.9. Metal-Organik Kafesler

Metal-organik kafesler (MOF'lar), bir metal ve organik malzemeyi kapsayan bir
gozenekli kristal malzeme sinifidir. MOF'lar ince ayarlanabilirligi, genis spesifik yiizey
alan1 ve yiiksek gozenekliliginden dolay: iistiin Ozelliklere sahip malzemelerdir [34].
MOF tabanli malzemeler, yiiksek ylzey alanlar1 sayesinde, yiksek MOF-ligand
afinitesine, kararliliga ve 6zgilliige sahiptirler. MOF'lar organik ligandlardan ve uygun
metal iyonlarmin kiimelerinden olusur. Metal kiimelerin ve organik ligandlarin
neredeyse sonsuz kombinasyonu olusturularak farkli 6zelliklere sahip MOF'lar elde
etmek miimkiindiir. MOF'larin bilesenlerini belirlerken ¢ok genis se¢im araligi olmasi,
g6zenek boyutlarint mikro gézeneklerden mezo gozeneklere veya makro gozeneklere

ayarlamay1 miimkiin kilmaktadir [34-35].

2.9.1. Sentez Yontemleri
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Ozel fonksiyonel ve yapisal 6zelliklerinden dolayr MOF'lar giiniimiizde gozenekli
bilesiklerin 6nemli bir grubu olarak bilinmektedir. Bu yapilar, organik baglayicilar ile
metal iyon kiimeleri ve metal iyonlar1 arasindaki kopriilerden olusmaktadir. Bununla
birlikte, sicaklik, reaksiyon siiresi, basing, pH ve ¢6ziicli gibi diger bir¢ok parametrenin
sentez sirasinda dikkate alinmasi gerekmektedir. MOF sentez yontemleri; Yavas
difizyon, hidrotermal (solvotermal), elektrokimyasal, mekanokimyasal, mikrodalga
destekli 1sitma ve ultrason dahil olmak iizere ¢ok sayida farkli yaklasimdan
olusmaktadir [36].

2.9.1.1. Difuzyon Ydntemi

YoOntem oda sicakliginda gergeklestirilir ve enerji kaynagina ihtiya¢ duyulmaz. Yavas
buharlagtirma yontemi sirasinda, reaktiflerin c¢ozeltileri kanstirilir ve yavas
buharlagsmaya birakilir ve ¢ekirdeklenmeyi ve kristal biiytimesini desteklemek i¢in kritik
bir derisime ulasildiginda kristaller olusur. Islemi hizlandirmak icin genellikle diisiik

kaynama noktali ¢ozuculerin karisimlart kullanilir. [36].

2.9.1.2. Hidro (solvo) Termal Yontem

Solvo(hidro)termal reaksiyonlar kapali kaplarda, c¢oziiciinin kaynama noktasi
tizerindeki basing altinda gerceklestirilmektedir. Reaksiyonlar genellikle kapali kaplar
(otoklavlar) kullanilarak 50-260°C araligindaki sicakliklarda ve polar solventler
icerisinde uzun surelerde gerceklesmektedir. Teflon kapli otoklavlar 400°C'nin
lizerindeki yiiksek sicakliklardaki reaksiyonlar igin kullamilir. Ozellikle kinetik olarak
inert iyonlar kullanildiginda bag olusumunu kolaylastirmak ve uygun kristalizasyonu
saglamak icin reaksiyonlarin sicakligi artirilabilir. Sicaklik ayni zamanda kristallerin
morfolojisini de etkiler; uzun siireli reaksiyon siireleri ise nihai iirlinlin bozunmasina
neden olabilir. Kaynama noktasi yiiksek solventler (dimetil formamid (DMF), dietil
formamid (DEF), MeCN, MeOH, EtOH) ¢ogunlukla kullanilmaktadir [36].
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2.9.1.3. Mikrodalga Yontemi

Mikrodalga yardimi ile gergeklestirilen islemler sonucunda kiigiik metal ve oksit
partikiilleri olusturulmasina dayali bir yontemdir. Bu tiir islemlerde, metalin nano
boyutlu kristallerini olusturmak igin ¢06zelti sicakligi mikrodalgalarla bir slre
yiikseltilebilir. Sentezi yiiksek hizda gergeklestirmek i¢in etkili bir yontemdir ve elde
edilen partikiillerin sekli ve boyutu bu yontemle uygun sekilde kontrol edilebilmektedir
[36].

2.9.1.4. Elektrokimyasal Yontem

Endustriyel olcekte, elektrokimyasal teknik uygulanarak MOF tozlari iiretilmektedir.
Metal tuzlarindan nitratlar gibi anyonlardan kaginilmasi, daha diisiikk reaksiyon
sicakliklart ve solvotermal senteze kiyasla son derece hizli bir sentez olmasi gibi

avantajlar1 vardir [36].

2.9.1.5. Mekanokimyasal Yontem

Mekanokimyasal sentezde molekiil i¢i baglar mekanik olarak kirilmadan 6nce kimyasal
bir doniisiim gerceklesir. Bu slirecle beraber, molekiil diizeyinde reaktanlarin

hareketliliginde bir artis yoluyla mekanokimyasal reaksiyonlar hizlandirilir [36].

2.9.1.6. Sonokimyasal Yontem

Sonokimya, yiksek enerjili ultrasonik radyasyon (20 kHz-10 MHz) altinda molekiillerin
kimyasal dontisiimleriyle ilgilenmektedir. Bir reaksiyon ¢0zeltisi ultrason radyasyonuna
maruz birakildiginda olusan kabarciklar, kimyasal reaksiyonlar1 ve Kristalizasyon
cekirdeklerinin aninda olusumunu saglayarak yiiksek sicaklik ve basingla kisa omiirlii
yerel sicaklik noktalari olusturur. MOF-5 ve MOF-177'in ylksek Kaliteli kristalleri
sirastyla 5-25 um ve 5-20 um boyutunda, solvent olarak 1-metil-2-pirolidon varliginda

sonokimyasal yontemle hazirlanmistir [36].
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2.9.2. Kullanim Alanlari ve Avantajlari

Gozenekli malzemeler ve metal organik kafesler (MOF'lar) ilk olarak 1965 yilinda
Tomic'in bu konu hakkindaki ilk yaymni ile o déonemde bilim insanlarinin dikkatini
cekmistir. Malzemelerin 6nemi, yasamda aldiklari rol ve teknolojinin gelecegi

Uzerindeki etkisi ile belirlenmistir [35].

MOF'lar yaygin olarak; ¢evre koruma, biyosensorler, rejeneratif tip, tip miithendisligi,
hicre tedavisi, katalizorler ve ilag dagitimi gibi alanlarda kullanilmaktadir. Son
caligmalara bakarak, ila¢ tespiti ve dagitimi gibi biyomedikal uygulamalar i¢in
MOF'larin 6nemli 6zellikleri oldugu bildirilmistir. MOF'lar, genis yiizey alani, yliksek
gozeneklilik, kristallik ve termal stabilite ve gozeneklerin ve kafeslerin islevselligi gibi
bir dizi yapisal 6zellik sergilemektedir; bu da onlar1 katalizorler, sensorler, toksik gazlar
icin emiciler gibi gevresel ve biyomedikal uygulamalar igin umut verici malzemeler
haline getirmektedir [35-39].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez kapsaminda yiiksek yilizey alan1 ve uygun gozeneklilik 6zelliklerine sahip metal-
organik  kafesler = (MOF'lar) sentezlenmistir. Bu  kapsamda  Zirkonyum
aminobenzendikarboksilat bazli MOF (UiO-66-NHz) solvotermal yontemle basarili
olarak sentezlenmis ve biyomolekullerin tayin ve izolasyonu gibi proteomik
uygulamalardaki bliyiik potansiyeli nedeniyle hedef MOF olarak secilmistir. Tek
basamakta sentezlenen amin islevsellestirilmis Zr-MOF, diisiik derisimli diol igeren
biyomolekdllerin segici izolasyonunu mumkin afiniteye sahip sorbenti elde etmek icin
4-Formilfenilborik asit (FPBA) ile reaksiyona sokularak Zr-MOF yizeyine borik asit
grubu igeren kromatografik ligand baglanmistir. Diol igeren biyomolekil olarak
secilecek model biyomolekiliin Zr-MOF yiizeyine adsorpsiyonu igin farkli adsorpsiyon
kosullar1 (pH, tampon vb.) denenerek optimum kosullar belirlenecektir. Optimum denge
kosullar1 altinda, biyomolekl besleme derisiminin, sorbentin adsorpsiyon kapasitesi ve
desorpsiyon verimi Gzerindeki etkileri belirlenecek ve sorbentin tekrar kullanilabilirligi
test edilecektir. Ayrica calisma kapsaminda sentezlenecek malzemenin literatiirle
karsilastirmali olarak peroksidaz aktivite davranislari incelenecek ve bdylece metal-
organik kafes (MOF) yapisinin yeni nesil biyosensorlerin tasariminda kullanilabilirligi
gosterilecektir. Tayinde peroksidaz substrati olarak o-Phenylenediamine (OPDA)
kullanilacaktir. Boylece peroksidaz aktivitesinde biyomolekil derisimine bagl olarak
olusan degisim, secilen peroksidaz substratinin vermis oldugu reaksiyon ile gorinir
bolgede spektrofotometrik olarak izlenecektir. Gelistirilen malzemenin ylizey
morfolojisini ve partikiil boyutunu belirlemede taramali elektron mikroskobu (SEM),
kristal orgli yapisin1 anlamak igin X-1gin1 kirimim yontemi (XRD), sorbent yizeyi ile
ilgili olarak atomik ve molekiiler bilgi saglanmasi amaciyla X-ray fotoelektron
spektroskopisi (XPS), spesifik ylizey alan1 ve gézenek yapisi1 hakkinda bilgi saglanmasi

amaciyla da Brunauer-Emmet-Teller (BET) yontemi kullanilmistir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler
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MOF sentezinde kullanilan metal tuzu Zirkonyum tetrakloriir (ZrCls), dimetilformamid
(DMF), amin grubu (-NH>) igeren organik baglayici olarak segilen 2-aminotereftalik
asit (BDC-NH) ve modiilatér olarak kullanilan hidroklorik asit (%37 HCI) Sigma-
Aldrich Chem Co. ABD ’den temin edilmistir. Fenilboronik asit (PBA) igeren ligand, 4-
formilfenil boronik asit (FPBA) yine Sigma-Aldrich'ten tedarik edilmistir.

Adsorpsiyon ¢alismalarinda kullanilan kimyasallar, hazirlanan tampon ¢ozeltilerin pH
ayarlamalar1 i¢in hidroklorik asit (HCl) ve sodyum hidroksit (NaOH), tampon ¢ozeltileri
icin 4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetansulfonik asit (HEPES), sorbitol, Hidroksimetil
aminometan hidroklortr (Tris HCI), biyomolekil olarak pB-Nikotinamid adenin
dinukleotid (B-NAD), Meck firmasindan (Darmstadt, Germany) temin edilmistir.
Peroksidaz benzeri aktivite tayini ¢aligmalarinda kullanilan o-fenilendiamin (OPDA) ve
hidrojen peroksit (H20., a/a %50) Sigma-Aldrich'ten tedarik edilmistir. Deneylerde,
kimyasallar herhangi bir saflastirma yapilmadan dogrudan deneysel g¢aligmalarda
kullanilmigtir. Deneylerde kullanilan tiim kimyasallar analitik safliktadir ve deneysel
calismalar i¢in kullanilan ¢o6zeltiler taze hazirlanmistir. Tim deneylerde Direct-Q3,
Millipore, ABD'den elde edilen deiyonize su (kimyasal direnci: 18 MQ cm)

kullanilmistir.

3.2. Kullamilan Cihazlar

Tiim deneylerde kullanilan deiyonize su (kimyasal direnci: 18 MQ cm) Millipore
Direct-Q® 3 UV marka cihazdan temin edilmistir. Kimyasallarin miktar analizleri
Sartorius Entris® 2241-1S marka analitik terazi ile 6l¢lilmiis, bu kimyasallarin manyetik
karisim1 IKA C-MAG HS 7 digital marka manyetik karistirict ile yapilmistir. Deneysel
caligmalardaki MOF iiretimi sirasinda gergeklesen 1sitma ve kurutma islemleri
Memmert UNSS5 marka etiiv kullanilarak gerceklestirilmistir. Adsorpsiyon ve
peroksidaz benzeri aktivite tayini calismalarinda absorbans Ol¢limleri The Thermo
Scientific GENESYS marka UV-Visible Spectrophometer cihaz ile yapilmistir.
Cozeltilerin pH ayarlamalar1 igin NeoMet pH/ISE Meter pH-240L marka cihaz

kullanilmistir.
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3.3. Zirkonyum Bazh Metal Organik Yapilarin Sentezi

Tez kapsaminda zirkonyum bazli metak organik yapilarin diol igeren biyomolekullerin
izolasyonu ve tespiti amacli ¢ikis materyali olarak hazirlanmasi hedeflenmistir.
Solvotermal yontemle sentezlenen zirkonyum bazli metal organik nanoyapilarin
eldesinde kullanilan metal tuzu zirkonyum tetraklorir (ZrCls) olarak segilmistir.
Yapilan 6n ¢aligsmalarda, cam deney tiipii i¢ine 30 mL dimetil formamid (DMF) {izerine
0.25 g zirkonyum tetrakloriir eklenmis ve ultrasonikasyon yapilarak zirkonyum
tetrakloriiriin ¢oziinmesi saglanmistir. Elde edilen metal ¢ozeltisi Gzerine amin grubu (-
NH.) iceren organik baglayici olarak 0.268 g 2-aminotereftalik asit (BDC-NH.)
eklenmistir. Elde edilen karigima nanoyap1 formunda metak organik kafeslerin olugmasi
amactyla 5.4 mL HCI eklenmistir. Karigimi igeren cam deney tiipii sizdirmazlik
saglayan ve basinca dayanikli plastik septum ile kapatilmistir. Karisim, cam sisede
80°C'de solvotermal yontemle firinda isitilmistir. Reaksiyon siiresi sonunda etiiv
kapatilarak dogal yollarla oda sicakligina sogumaya birakilmistir. Soguma islemi
sonrasinda santrifiij yardimiyla kristal yapisina dahil olmayan metal tuzlari, baglayicilar
veya modiilatorler, ¢oziicii ortamindan uzaklastirilmis ve etiivde 50 °C’de 12 saat
boyunca kurutulmustur. Bu islemler dogrultusunda malzeme kullanima hazir hale

getirilmistir. Sentez yonteminin sematik gosterimi Sekil 3.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 3.1. A) Zirkonyum aminobenzendikarboksilat bazli MOF (UiO-66-NH>) sentez

yonteminin B) FPBA’nin, MOF yapisina baglanmasinin sematik gosterimi.

3.4. FPBA'nin Zr-MOF’a Kovalent Baglanmasi

Sekil 3.1.B’de MOF yapisinin fonksiyonellestirilmesinin ~ sematik  gosterimi
verilmektedir. Sekilde goriildiigii gibi fonksiyonel grup (6rn: -NH2 gruplu) igeren ligand
(6rn: 2-aminotereftalik asit) kullanilarak on-fonksiyonellestirme yontemiyle dogrudan
MOF yapisi olusturulmustur. FPBA, su ortaminda, tepkimeye girerek MOF yapisindaki
amino grubuna Schiff baz reaksiyonu ile direkt baglanmistir. Yontemde sodyum
borhidriir kullanilarak, olusan kovalent bagin stabilizasyonu saglanmistir. Boylece NH>
grubu iceren MOF, FPBA ile reaksiyona sokularak MOF yiizeyine borik asit grubu

iceren kromatografik ligand baglanmasi saglanmistir (Sekil 3.1).

Tipik olarak FPBA (100 mg) igeren mutlak etanol (20 mL) ortami1 igerisine sentezlenen
MOF (100 mg) eklenmis ve ¢Ozelti igerisinde ultrasonikasyon yoluyla dagitilmistir.
Reaksiyon ortami 40°C'de 400 rpm'de karistirilmistir. Reaksiyon ortamima 4 ve 8.
saatlerde esit miktarlarda (2x75 mg) NaBHj ilave edilmistir. Ikinci NaBH4 ilavesinden
sonra karistirmaya 15 dakika daha devam edilmistir. FPBA baglh Zr-MOF yapilar (UiO-
66-NH2-FPBA), santrifiijleme-dekantasyon yoluyla iki kez etanol ve DI su ile

yikanmustir.

3.5. UiO-66-NH2-FPBA Partikillerin Karakterizasyonu

Sentezlenen yapilarin boyutu ve yiizey morfolojisi Taramali Elektron Mikroskopisi
(SEM) ile incelenecektir. Enerji dagilimli X-1s1m1 Spektroskopisi (EDX) haritalamasi ile
yiizey atomik bilesimi incelenecektir. Kristalin yapisi X-1smm1 difraksiyon (XRD)
spektrofotometre ile tayin edilecektir. Yapinin yiizey alani Brunauer-Emmet-Teller
(BET) ve fiziksel/kimyasal 6zellikleri X-1511 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS) analiz
yontemleri kullanilarak tayin edilecektir. Elde edilen malzemenin fonksiyonel gruplari

Fourier Doniigiimlii Kizildtesi Spektroskopisi (FTIR) kullanilarak tayin edilmistir.
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Elde edilen iiriinlerin BET gozenek boyutu ve ylizey alani dl¢limleri laboratuvarimizda
Quantochrome, Nova 2200e, ABD cihaz ile gerceklestirilmistir. Toz malzemelerin
(vaklasik 0.1 g) BET ylizey alani, -196 °C’deki sivi azot ortaminda azot (N2) gazi

adsorpsiyonu teknigine dayal1 olarak m?/g olarak Sl¢iilmiistiir.

MOF yapisinin boyut ve yiizey morfolojisi goriintiilenmesi amactyla SEM analizleri
yapilmistir. Analizler, Hacettepe Universitesi Ileri Teknolojiler Uygulama ve Arastirma
Merkezi (HUNITEK)’te GAIA3+Oxford XMax 150 EDS model cihazda ve yiiksek
vakum altinda 30 kV’de gerceklestirilmistir. Elde edilen numunenin iletkenliginin
saglanmasi i¢in Leica ACE 600 model Au/Pd/C kaplama cihaz1 ile Au/Pd kaplama
yapilmistir, ardindan taramali elektron mikroskobuyla 5.0 x-40.0x biiyiitme ve 40um-
Spum ¢oziniirliik araliginda goriintiiler alinmistir. EDS analizleri ile numune iizerinde
belirli bir noktaya odaklanilip bu alanlarin taranmasi sonucu numunenin ytizey atomik

bilesimi % elementel oran olarak hesaplanmaistir.

Elde edilen numunenin fonksiyonel gruplarinin analizi Nicolet, Wisconsin, ABD marka
Thermo Nicolet 380 spektrometresinde gergeklestirilmistir. FTIR analizinde 4000-400
cm™ dalga boyu araliginda tarama yapilarak yapidaki fonksiyonel gruplarin absorbans

degerleri belirlenmistir.

Elde edilen numunenin nitel yap1 analizi icin ODTU Merkezi Laboratuvari’nda (Ultima
IV X-ray diffractometer, Rigaku Ultima IV, Japan marka) XRD cihaz1 kullanilmistir.
Numunenin kristalin yapisal analizi 20=2-80° tarama araliginda oda sicakliginda

gerceklestirilmistir.

Mikrokiirelerin yiizey atomik bilesenlerinin belirlenmesi icin EGE Universitesi Merkezi
Arastirma Test ve Analiz Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde XPS
(Thermo Scientific, K-Alpha, A.B.D.) cihazi kullanilmistir. XPS spektrumlari, elde
edilen grafigin tepe yogunluklar1 ve tepe konumlari cinsinden oOlgiilerek ylizey kimyasi

ve malzemenin igerigi hakkinda bilgi saglamaktadir.
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Numune yapisinda bulunan bor metali miktarinin tayinini yapmak icin ODTU Merkezi
Laboratuvari’nda ICP-OES (Indiiktif Eslesmis Plazma-Optik Emisyon Spektroskopisi)
cihaz1 kullanilmistir.  Perkin Elmer Optima 4300DV marka cihaz ile hazirlanan
malzemedeki Bor yogunlugu, 1sin-madde etkilesimlerinin incelenmesi sonucu kiitlece

tespit edilmistir.

Partikiillerin boy-boy dagilimlar1 Hacettepe Universitesi Ileri Teknolojiler Uygulama ve
Arastirma Merkezi (HUNITEK)’te Malvern marka Mastersizer 3000 Partikil Boyutu
Analiz cihazi kullanilarak oOlgiilmiistiir. Analiz sonuglari 3 tekrarli kontrollii deney

calismalar1 sonucunda standart sapma degerleri ile birlikte verilmistir.

3.6. Diol iceren Biyomolekiil Adsorpsiyon-Desorpsiyon Deneyleri

Model diol iceren biyomolekil olarak segilen B-NAD’in segici olarak MOF'lara
baglanma mekanizmasi ve adsorpsiyon-desorpsiyon siireci sirasiyla Sekil 3.2A ve
3.2B'de gosterilmektedir. B-NAD ucunda bulanan diol ile fenilborik asit ligand1 arasinda
tersinir formda halkasal borat esteri olusumu ile biyomolekilin sorbent (izerine
baglanmas1 saglanacaktir. Bununla birlikte, adsorpsiyon islemi genellikle, yikama,

kosullandirma, numune yiikleme ve eliisyon gibi basamaklardan olusmaktadir (Sekil
3.2).

Bu kapsamda hazirlanan malzemenin B-NAD adsorpsiyon kapasitesinin bulunmasi igin
oncelikle 2 mg/mL B-NAD stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Malzemenin adsorpsiyon
kapasitelerini belirleyebilmek icin temas siiresi (60 dk), sorbent miktari (5 mg) ve ortam
sicakligr (293K) sabit tutularak ortam pH’1 (5-9) ve B-NAD derisimi (0.025-2 mg/mL)

parametrelerinin etkileri ayr1 olarak incelenmistir.

Adsorpsiyon ¢aligmalarinda kullanilan adsorpsiyon tamponlar1 su sekildedir:
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pH 5/ pH 6 : 25 mM HOC(CO2H)(CH2CO2H)2/ HOC(COONa)( CH.COONa); -
2H,0

pH 7 : 25 mM NaH2HPO4/ Na;HPO4

pH8/pH85/pH9 :25mM HEPES

(A)

Diol igeren

) o
/ Nor \7’)‘\0_2- O biyomolekiil

«o}

3
L)
inkiibasyon Yikama )
I —— ANALiZ

-+ Diol igeren Diol igermeyen ¢ MOF

Sekil 3.2. A) Model biyomolekil olarak secilen B-NAD’n segici olarak UiO-66-NH,-
FPBA vyapisina baglanma mekanizmast ve B) B-NAD’m adsorpsiyon-desorpsiyon

sureci

Adsorpsiyon ¢alismalarinda 5 mg sorbent tartilip istenilen derisimde hazirlanmis B-
NAD ¢ozeltisi i¢ine eklenmistir. Ortam pH=8.5’¢ 0.1 M NaOH ve 0.1 M HCI
yardimiyla ayarlanarak 60 dk silire boyunca oda sicaklifinda rotator yardimiyla
karigtirilmistir. Adsorpsiyon sonunda ¢ozelti igerisinde kalan B-NAD derisimlerinin
belirlenmesi i¢in UV-Vis spektrofotometre cihazi ile 260 nm dalga boyunda 6lgiimler
kaydedilmistir. Optimum sartlar belirlenerek adsorpsiyon belirlenen kosullarda
tekrarlanmistir. Cozlicii olarak ise deiyonize su ve UV-Vis spektrofotometre cihazinda

okumalar1 yapabilmek i¢in 1em’lik quartz kiivetler kullanilmistir.
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Adsorpsiyon sirecinde sistem dengeye ulastiginda sorbentin birim kiitlesinin

adsorpladig1 madde miktar1 asagidaki Esitlik 3.1 kullanilarak hesaplanmuistir:

Co—C,
o =—=V Esitlik 3.1

m

ge : Sorbentin dengede adsorpsiyon kapasitesi (mg/g)

Co : B-NAD’1n (adsorplanan biyomolekiliin) baslangi¢ derisimi (mg/mL)

Ce : B-NAD’n (adsorplanan biyomolekilin) denge anindaki (adsorplanmadan kalan)
derisimi (mg/mL)

V : Cozelti hacmi (mL)

m : Sorbent agirlig (g)

Desorpsiyon ¢aligmalarinda adsorpsiyon isleminde kullanilan 5 mg sorbent, desorpsiyon
¢ozeltisi (pH 7 100 mM fosfat tamponu, 300 mM sorbitol) i¢ine eklenmistir. Cozelti 60
dk siire boyunca oda sicakliginda rotator yardimiyla karistirilmistir. Desorpsiyon
sonunda ¢0zelti icerisinde kalan (desorplanan) B-NAD derisimlerinin belirlenmesi igin

UV-Vis spektrofotometre cihazi ile 260 nm dalga boyunda 6l¢iimler kaydedilmistir.
Elde edilen izotermler, Langmuir ve Freundlich izotermal modelleri ile

degerlendirilmistir. Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izotermleri sirasiyla Esitlik

(3.2) ve Esitlik (3.3) ile tanimlanmaktadir.

-=—+ Esitlik 3.2

lgq =gk, +-1gC, Esitlik 3.3
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Ce= B-NAD’in (adsorplanan biyomolekuliin) denge anindaki (adsorplanmadan kalan)

derisimi (mg/mL)

g = Sorbentin dengede B-NAD adsorpsiyon miktar1 (mg/g)
gm= Sorbentin maksimum adsorpsiyon kapasitesi (mg/g)
KL= Langmuir sabiti

Kt = Freundlich sabiti

1/n= Boyutsuz sabit

Adsorpsiyon kinetigi, adsorbent ylizeyine B-NAD’in adsorpsiyonu sirasinda hangi
mekanizmalarin gergeklestigini belirlemek i¢in kullanilir. Adsorpsiyon kinetigi agagida

verilen Psodo birinci ve ikinci dereceden esitlikleri ile agiklanir (Esitlik 3.4 ve 3.5).

k g
log(qe — q¢) = log(qe) — 5555t Esitlik 3.4
t 1 1
— = +—t Esitlik 3.5
ar [kzqé] de 3

Esitlik 3.4’te ki psddo 1. dereceden hiz sabiti (dk*) ve ge ve Qi (mg/g) sirasiyla
adsorpsiyon dengede ve t zamaninda adsorbe edilen biyomolekiil adsorpsiyon
miktaridir. In(qe-qt)’ nin t° ye karsi ¢izilen grafigi ile 1. dereceden kinetiginin
uygunlugu degerlendirilir. Esitlik 3.5 te k2 (g/mgdk) 2. dereceden reaksiyon hiz
sabitidir. t/qt” nin t'ye karsi grafigi ile 2. dereceden kinetiginin uygunlugu

degerlendirilir.

3.7. UiO-66-NH2-FPBA Partikilin Peroksidaz-Mimetik Aktivitesi
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FPBA bagli MOF yapilarin (UiO-66-NH2-FPBA) peroksidaz benzeri aktivitesi, pH 8.5
tampon ortaminda o-fenilendiamin (OPDA) ve H>O> kullanilarak arastirilmigtir. UiO-
66-NH2-FPBA (12.5 mg), secilen tampon ¢ozeltisi ile (¢ kez santrifujleme yoluyla
yikanmistir. Daha sonra, belirli bir pH’da (pH 8.5) OPDA ¢6zeltisi (50-3000 uM, 2
mL) icerisinde dagitilmistir. Konsantre H202 soliisyonu (5 pL, %50 w/w) ortama
eklenmistir. Reaksiyon, karanlikta, oda sicakliginda, rotatorda 100 rpm'lik bir doniis
hiziyla gergeklestirilmistir. UiO-66-NH2-FPBA nin santrifiijleme yoluyla ayrilmasindan
sonra, slipernatanin absorbansi reaksiyonun 1.dakikasinda UV-vis spektrofotometrede
(Thermo Scientific, ABD) 416 nm'de Ol¢iilmiistiir. OPDA oksidasyonu i¢in 416 nm'de
absorbansin izlenmesiyle Lambert Beer yasasina gore kararli durum reaksiyon hizlar

elde edilmistir (Esitlik 3.6).

A=gxbxC. Esitlik 3.6

A olgiilen absorbanstir; €, OPDA oksidasyon iriiniiniin molar sénme katsayisidir (€ =

16,7 mMt cm™); b, 1518310 yol uzunlugudur (b = 1 cm).

Maksimum substrat tiiketim hizi (-rm, pM OPDA/dak) ve Michaelis-Menten sabiti
(Km), Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak hesaplanmistir. rmax, enzimin doymus
substrat degerinde reaksiyon hizidir. Km, Michaelis sabiti olarak adlandirilir ve
enzimatik reaksiyon hizi rm, rmax'in yarisina ulastigindaki substrat derisimini [S] ifade
eder. l/rm ‘in 1/[S]'in fonksiyonu olarak ¢izilmesiyle olusturulan dogrunun X

eksenindeki kesisimi -1/Km'yi, Y ekseni ise 1/rmax'1 temsil etmektedir.

3.8. Tek Basamakh Tayin Protokoliinde UiO-66-NH2-FPBA Kullanilarak Tampon
Ortaminda B-NAD Tayini

UiO-66-NH2-FPBA (5 mg), farkli derisimlerde hazirlanmis B-NAD igeren ¢Ozelti (1
mL, 25 mM HEPES tamponu, pH 8.5) i¢inde vortekslenerek dagitilmistir. Dispersiyon,

oda sicakliginda 100 rpm'de 1 saat siireyle rotatorda karistirilmistir. Daha sonra ortama
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OPDA ¢ozeltisi (1 mL, 6.0 mM) ve H202 (2 pL, %10 w.w ') eklenmistir. Nihai
dispersiyon, kolorimetrik reaksiyonun tamamlamasi i¢in ayni kosullar altinda 20 dakika
siireyle karistirilmistir. Bu siirenin sonunda dispersiyon 4000 rpm'de (1400 g) 4 dakika
santrifiij edilmistir. Siipernatanin absorbanst UV-Vis spektrofotometresinde 416 nm'de
Olciilmiistiir. Kalibrasyon grafigi dlgiilen absorbans verileri ile elde edilmistir. f-NAD
icin tayin limiti (limit of detection, LOD) Esitlik 3.7’ ¢ gore hesaplanmistir. Burada ¢ ve

m sirasiyla standart sapma ve kalibrasyon egrisinin egimidir.

LOD= 30/m Esitlik 3.7

27



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tez kapsaminda FPBA bagli Zr-MOF yapilarin (UiO-66-NH2-FPBA partikili) sentez
protokolii, karakterizasyon sonuglari, boronat afinite kromatografisi sorbenti olarak
kullanimi1, peroksidaz benzeri aktivite 6l¢iim sonuglari ve model biyomolekil olarak
secilen B-NAD’in tampon ortaminda izolasyonunda ve kolorimetrik tayininde

kullanilmasina ait deney sonuglari incelenmistir.

4.1. UiO-66-NH2 ve UiO-66-NH2-FPBA Partikillerinin Yapisal ve Kimyasal

Karakterizasyonlari

UiO-66-NH> ve UiO-66-NH2-FPBA partikiillerinin SEM goriintiileri Sekil 4.1 'de
gosterilmektedir. Sem goriintiileri incelendiginde UiO-66-NHz ve UiO-66-NH2-FPBA
partikiillerinin diizgiin bir kiibik kristal yapida oldugu ve modifikasyondan sonra ortaya
cikan UiO-66-NH2-FPBA partikiillerinin = yilizeyi daha piiriizli hale geldigi
gortlmektedir. UiO-66-NH2 ve UiO-66-NH2-FPBA partikiillerinin hafif¢e topaklagmis
sekilde olmasinin nedeninin organik baglayict nedeniyle, MOF'larin gozeneklerinin
NH2 grubu ile islevsellestirilmesi sonucu bloke edilmesinden kaynaklandigi

diistiniilmektedir [38].

Ortalama ¢ap degerleri Dinamik 151k sagilimi metodu ile dl¢tilmiistiir. UiO-66-NH> ve
UiO-66-NH2-FPBA partikiillerinin ortalama boyut degerleri sirasiyla 0.3764 = 0.0040
um ve 0.4523 £ 0.0178 um olarak bulunmustur. Sekil 4.2°de, UiO-66-NH ve UiO-66-
NH-FPBA partikillerine ait ortalama partikil boyutu grafikleri verilmektedir.
FPBA'nin kovalent baglanmasi i¢in uygulanan tiirevlendirme yontemiyle UiO-66-
NH2nin ortalama boyutunda ve boyut dagiliminda onemli bir degisiklik
gbzlenmemistir. Sonuglar elektron mikroskobu goriintiileri ile iyi bir uyum i¢indedir.
Elde edilen degerler mikrokiirelerin afinite ortamindan santrifiijleme yoluyla kolayca

ayrilmasi i¢in uygundur.
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A)

B)

Sekil 4.1. A) UiO-66-NH: ve B) UiO-66-NH2-FPBA partikiillerinin SEM fotograflari.
Blyutme: (A) 5.0X, 40.0X (B) 5.0X, 40.0X.

UiO-66-NH> ve UiO-66-NH2-FPBA partikillerinin azot adsorpsiyon-desorpsiyon
izotermleri ve bu izotermler ile elde edilen gézenek boyutu dagilimlari, Sekil 4.3'te
verilmistir. Bu izoterm tipleri BDDT (BrunauerDeming-Deming-Teller) siniflandirmasi
icerisinde Tip IV izoterm davranisi gostermektedir (Sekil 4.3A ve B). Bu izoterm tipi

yapida hem mikrogdzeneklerin hem de mezogozeneklerin varligini kanitlamaktadir.

Elde edilen partikillerin gdzeneklilik dzellikleri (6zgul gozenek hacmi, 6zgul yizey
alan1 ile ortalama gbzenek boyutu) azotun 77 K’daki adsorpsiyon-desorpsiyon
izotermleri degerlendirilerek belirlenmistir. UiO-66-NH2 ve UiO-66-NH2-FPBA
partukullerinin, BJH (Barrett-Joynes-Halenda) yontemiyle belirlenen ortalama g6zenek
boyutlar1 sirastyla 2.96 nm ve 4.78 nm, 6zgiil yiizey alanlar1 sirastyla 770 m?/g ve 353
m?/g ve gbzenek hacimleri sirasiyla 0.36 cm®/g ve 0.11 cm®g olarak bulunmustur.
Malzemenin yiiksek 6zgiil yiizey alan1 ve gozenek boyutu degerlerine sahip olmasi
biyomolekil adsorpsiyon kapasitesini artirict bir etkendir [39]. UiO-66-NH2-FPBA
yapisinin UiO-66-NH> yapisina gore daha diisiik yiizey alanina sahip olmasi beklenen
bir sonugtur. Bu degerlerin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmektedir [38,40].
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Sekil 4.2, A)UiO-66-NH ve B) UiO-66-NH2-FPBA partikillerine ait ortalama partikul
boyutu grafikleri
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Sekil 4.3. A)UiO-66-NHz ve B) UiO-66-NH.-FPBA partikllerine ait azot adsorpsiyon-
desorpsiyon egrileri; C)UiO-66-NH> ve D) UiO-66-NH>-FPBA partikillerine ait
gdzenek boyutu dagilim egrileri
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UiO-66-NH2-FPBA ve UiO-66-NH: partikiillerine ait Enerji Dagilimli X-Isin1 Analizi
(EDS) haritalama goruntuleri Sekil 4.4 'te verilmektedir. EDS ¢alismalar1 C, O, N, Zr ve
B elementlerinin kristal iizerinde diizgiin bir sekilde dagildigini gostermektedir. Ayni
zamanda Bor (B) atomu i¢in alinan EDS haritalama sonuglari, UiO-66-NH2-FPBA
yapisinda FPBA'min varligimi kanitlamaktadir (Sekil 4.4.B). UiO-66-NH>-FPBA
partikiiliniin FPBA igerigi, bor igeriginin (55 mg B/g sorbent) ICP-OES ile
belirlenmesiyle 5.09 mmol FPBA/g sorbent olarak hesaplanmustir.

A)

B)

Sekil 4.4. A)UiO-66-NH: ve B) UiO-66-NH2-FPBA partikillerine ait EDS haritalama

analiz sonuglar1

UiO-66-NH2-FPBA partikiillerinin yiizey kimyasal durumlart X-151mm1 fotoelektron
spektroskopisi (XPS) kullanilarak tespit edilmistir. XPS spektrumu ile yapidaki C, N, O,
B ve Zr elementlerinin varligi tespit edilmistir (Sekil 4.5). Sekil 4.5 'te gosterildigi gibi
C 1s,0 1s, N 1s, B 1s ve Zr 3d icin sirastyla 285.30, 531.85, 399.97, 192.09 ve 183.70
eV'de en yiiksek pik yogunluklar1 gozlenmistir.

Sekil 4.5 ’te goriildigii gibi, C 1s spektrumu bes pik seklinde, sirasiyla 283.9, 284.5,
285.2, 288.2 ve 289.0 eV'ye karsilik gelen C-B, C-C/C=C, C-O, C-N ve C-C=C
baglarin1 gostermektedir. O 1 spektrumu, B-O-H (530.5 eV), C-O (531.6 eV) ve C=0
(532.7 eV) gruplarina karsilik gelen dort pik seklinde ayristirilabilir.
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Zr 3d spektrumu iki pik seklinde, sirastyla 182.7 (Zr 3d5/2) ve 185.3 eV (Zr 3d3/2) 'ye

karsilik gelen yiiksek pik yogunluklart UiO-66-NH> yapisinin karakteristik 6zelligidir
[41].

N 1s spektrumu analiz edildiginde N-H bagi 399.6 eV’ye ve UiO-66-NH2-FPBA
yapisindaki amino grubu ile FPBA'daki aldehit grubu arasindaki reaksiyonu kanitlayan -
N-C=0 bag1 402.00 eV'ye karsilik gelen pikler gézlemlenmistir. B 1s spektrumlarinda,
B-0O (192.8 eV) ve B-C'nin (191.8 ¢V) karakteristik tepe noktalar1 gozlenmistir [41, 42].
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Sekil 4.5. UiO-66-NH.-FPBA partikiline ait genel XPS spektrumu (survey spectrum)
ve ¢ekirdek seviye spektrumlari (core level spectra of O 1s, N 1s, C 1s, Zr 3d ve B 15s)

UiO-66-NH2-FPBA  partikiiliniin ~ basarili  bir  sekilde hazirlandigi  FT-IR
karakterizasyonuyla da kanitlanmistir (Sekil 4.6). Yaklasik 3418 cm™! bandlarinda
gorilen pikler UiO-66-NH2-FPBA yapisindaki aromatik amino gruplarmin (—NH:
titresimlerinin) etkisiyle olusmustur. Sekil 4.6> da yaklasik 1624 cm™ ve 1566 cm™
bandindaki pikler C—-O'nun gerilme titresimlerinin, 1495 cm “lik bandinda gériilen
keskin pik C—C gerilme titresimlerinin, 1436 cm Y'lik bandinda gériilen keskin pik C—N
gerilme titresimlerinin varligim gdstermektedir. 1380 cm™ ve 1259 cm™* bandindaki
pikler, B-O-H gerilme titresimi; 1156 cm ™ civarindaki pik, B-C gerilme titresimi
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sonucunda olusmustur. Bu sonuclar yapidaki borik asit varligini1 da desteklemektedir.
767 cm™t, 652 cm ! ve 470 cm™! civarindaki karakteristik pikler, UiO-66-NH: yapisi
Uzerindeki Zr-O titresimlerinden kaynaklanmaktadir [43,44].

Sekil 4.7°de, sentezlenen UiO-66-NH2-FPBA partikiiline ait XRD grafigi
gosterilmektedir. Fazlarin maksimum pik yaptigi 26 degerleri 7.4, 8.5 ve 25.8 olacak
sekilde veri tabaniyla eslestirerek tanimlanmustir. Grafige bakildiginda, elde edilen
verilerin literatiirde tanimlanmis MOF yapisi igin XRD verileri ile iyi bir uyum icinde
oldugu goriilmistiir. UiO-66-NH2-FPBA partikiiliinde kristal tepe noktalar1 ile genis
amorf tepe noktalarmin (10°-25°) karigimi mevcuttur. XRD spektrumuna bakildiginda
daha az kristal yapiya sahip olmasma ragmen 20 = 5-10°de UiO-66-NH, MOF
yapisinin karakteristik sinyalinin varlig1 (Sekil 4.7b), boronik asit gruplu MOF yapisinin
basarili bir sekilde hazirlandigini gostermektedir [45].
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Sekil 4.6. UiO-66-NH>-FPBA partikiltne ait FTIR spektrumu
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Sekil 4.7. A) Ui0O-66-NH. ve B) UiO-66-NH>-FPBA partikillerine ait XRD grafikleri

4.2. UiO-66-NH2-FPBA Partiktllerinin Boronat Affinite Sorbenti Olarak
Kullamilarak Yapilan Denge B-NAD Adsorpsiyon Desorpsiyon Calismalari

Biyomolekil tayinine yonelik biyosensorlerin sentezi amaciyla dncelikle diol igeren
biyomolekiile selektif olarak duyarli halde olan metal-organik kafesler (MOF'lar)
kullanilarak maksimum adsorpsiyon kosullarinda kesikli sistemde B-NAD’1n izolasyonu
saglanmistir. B-NAD, siklik boronat ester olusumu ve ayrigmasi yoluyla boronat afinite
kromatografisinde kullanilan sorbentlerinin adsorpsiyon ve desorpsiyon davranislarini

test etmek i¢in uygun diol iglevselligini tasiyan kii¢lik bir molekiildiir.

UiO-66-NH2-FPBA partikiillerinin maksimum adsorpsiyon performansina ulasmak i¢in
adsorpsiyon ve desorpsiyon adimlart ayr1 ayr1 optimize edilmistir. Malzemelerin
biyomolekiil denge adsorpsiyonu iizerine adsorpsiyon ortam pH’min ve baslangi¢
biyomolekil (B-NAD) derisiminin etkisi incelenmistir. B-NAD adsorpsiyonu

sonrasinda, desorpsiyon ortami olarak kullanilan 100 mM pH 7 PB tamponu igerisinde
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farkli miktarlardaki desorpsiyon ajani sorbitolun desorpsiyon verimi iizerine etkisi tayin

edilmistir.

4.2.1. Adsorpsiyon Ortam pH’min Adsorpsiyon Verimine EtKisi

Boronat afinitesi i¢in ortam pH degeri ¢ok 6nemlidir. Boronik asit gruplari, ortam pH’1
biyomolekiliin pKa'sindan daha biiyiik oldugunda, tersine gevrilebilir bir kovalent
reaksiyon yoluyla biyomolekdlleri yakalayabilmektedir. Ayrica ortam pH’1 asidik hale

getirildiginde boronat ester bagi ayrisir ve hedef biyomolekiil salinabilir.

B-NAD adsorpsiyonunda ortam pH degerinin (5-9) malzemenin adsorpsiyon kapasitesi
Uzerine etkisini belirlemek icin, 2 mg/mL biyomolekil derisiminde, 5 mg malzeme ve
120 dakika temas siiresi ile ¢alisilmistir. MOF bazli malzemelerde ¢6ziinmeden dolay1
yapilarinda bozunma olabilecegi icin yiiksek pH degerlerinde (asir1 alkali sartlarda)
deneyler yapilmamistir. Sekil 4.8 'de gosterildigi gibi pH degerleri 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 8.5
ve 9.0 olan B-NAD ¢ozeltisi ortaminda biyomolekil adsorpsiyon ¢aligmalar1 sonucunda
pH 8.5 oldugunda malzemenin B-NAD’1 iyi bir sekilde yakaladigi, yiiksek baglanma
yetenegi sergileyerek maksimum denge B-NAD adsorpsiyon miktar1 (mg/g) elde
edildigi goriilmektedir. Ayn1 malzeme ile pH 5.0-7.0 araliginda elde edilen B-NAD
denge adsorpsiyon miktarlari, alkali bolgede elde edilenlerden daha diisiiktiir.

Bilindigi gibi fenil boronik asit ligandinin pKa's1, hidrofilik tersiyer formun olusmasiyla
en yiksek derecede iyonizasyonun meydana geldigi pH hakkinda fikir vermektedir. Bu
pH degerinde, uygun siklik boronat ester olusumunu saglanmaktadir. FPBA'nin pKa's1
7.6’dir ve maksimum B-NAD adsorpsiyonunun gézlemlendigi pH degeri bu degerden
yiiksek olmalidir [55]. Bu nedenle, maksimum denge B-NAD adsorpsiyonunun pH 8.5

olmas1 geleneksel BA mekanizmasinin gegerliligi ile agiklanabilir.
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Sekil 4.8 UiO-66-NH>-FPBA partikiilii tarafindan B-NAD adsorpsiyonu iizerinde pH'in
etkisi (temas siiresi: 60 dakika, sorbent derisimi 5 mg/mL, T = 25°C).

4.2.2. Baslangi¢ B-NAD Derisiminin Adsorpsiyon Verimine Etkisi

Baglangi¢ biyomolekil derisiminin adsorpsiyon kapasitesine etkisini incelemek igin 25
mM, pH:8.5 Hepes tampon ortaminda, sorbent derisimi 5 mg/mL olacak sekilde 0.1-2.0
mg/mL araliginda biyomolekul derisimlerinde calismalar yapilmistir. Sekil 4.9A’da
baglangic  B-NAD  derisiminin  partikilin  adsorpsiyon  kapasitesine  etkisi
gosterilmektedir. Grafikten gézlemlendigi gibi B-NAD adsorpsiyon verimi, biyomolekiil
derisimi arttikga artmaktadir. Gelistirilen malzemenin denge B-NAD adsorpsiyon
kapasitesi 80 mg B-NAD/g sorbent olarak belirlenmistir. Desorpsiyon ajani olarak
sorbitol kullanilarak notr pH'ta elde edilen neredeyse kantitatif desorpsiyon verimleri,
UiO-66-NH2-FPBA yapisina diol baglanmasinin FPBA ligand: varligiyla siklik boronat
ester olusumu yoluyla gergeklestigini agik¢a gostermektedir (Sekil 4.9B).
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Sekil 4.9 (A) UiO-66-NH2-FPBA partikiili kullanilarak denge B-NAD adsorpsiyon
miktart tizerine baslangi¢ B-NAD derisiminin etkisi (B) B-NAD desorpsiyon verimi

tizerine baslangic B-NAD derisiminin etkisi

4.2.3. Adsorpsiyon izotermleri

Farkli baslangi¢ B-NAD derisimleri (0.025-2 mg/mL) kullanilarak yapilan adsorpsiyon
calismalarinda ulasilan denge derisimleri ile birim sorbent basina adsorplanan madde
miktar1 arasindaki iliskinin ortaya konmasi amaciyla Langmuir ve Freundlich izoterm
modelleri kullanilmustir.
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Esitlik (4.1) ve (4.2)’te verilen esitlikler ile ¢izilen egrilerin egim degerlerinden
adsorpsiyon izoterm sabitleri elde edilmistir. Esitliklerde; qe, sorbent tarafindan
adsorplanan molekiil miktarin1 (mg/g); Ce, dengedeki molekiil derisimini (mg/L) ifade
etmektedir [46, 47].

e L 5L Esitlik 4.1
de amKy, dm

logqe = logks + ~logCe Esitlik 4.2

Bu denklemlerde ge (mg/g) adsorplanan B-NAD miktarini belirlemektedir. Ce (mg/L)
dengedeki B-NAD derisimidir. qm (mg/g) maksimum adsorpsiyon kapasitesidir. Kp
Langmuir adsorpsiyon sabiti, Kr (L/g) ve 1/n model parametreleridir.

Denge durumunda adsorpsiyon verilerinin analizi farkli adsorpsiyon izotermleri
yardimiyla (Langmuir ve Freundlich izotermleri) incelenmistir (Sekil 4.10). Langmuir
sabitleri KL ve Qgm, Ce/gm ve Cenin dogrusal grafiginin kesisim noktasindan ve
egiminden bulunmustur (Sekil 4.10.A). Freundlich sabitleri Kr ve n, In Ce ve In ge'nin

dogrusal grafiginin kesisim noktasindan ve egiminden bulunmustur (Sekil 4.10.B).

Bu izotermler yardimiyla elde edilen deneysel verilere bakildiginda en yiiksek
korelasyon katsayis1 (R?) degerinden, adsorpsiyon mekanizmasinin Freundlich modeli
(R? = 0.9789) vyerine Langmuir modeline (R?>= 0.9959) uygunluk gosterdigi
soylenebilmektedir (Cizelge 4.1).

Bu nedenle sorbent yiizeyinin homojen oldugu, yilizeyin adsorplanan molekiiller
tarafindan tek tabaka ile kaplandig1 ve ylizeyin her tarafinda adsorpsiyon enerjisinin

ayni oldugu sonucuna ulagilmistir. Langmuir izoterminde adsorpsiyon kapasitesini ifade
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eden Qmax degeri, qm=80.00 mg/g ve adsorpsiyon enerjisine isaret eden K degeri ise,

KL =0.014 L/mg olarak bulunmustur.
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Sekil 4.10. UiO-66-NH>-FPBA partikiilii tizerine B-NAD adsorpsiyonu igin elde edilen
A) Langmuir izoterm ve B) Freundlich izoterm grafikleri

Langmuir izoterminin daha ileri bir analizi boyutsuz bir temele dayanarak yapilabilir.

Denge parametresi, R, ayn1 zamanda ayirma faktorii olarak da bilinir ve Esitlik (4.3) ile

gosterilmektedir.
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1
1+K.Co

L Esitlik 4.3

Esitlikte Co (mg/L), en yiiksek B-NAD baslangi¢ derisimidir. R_ parametresi, izoterm
seklinin uygun oldugunun (0 < RL < 1), ve ya uygun olmadiginin (R > 1) bir
gostergesidir. RL degerinin 0.042 olarak bulunmasi B-NAD 'in adsorban iizerindeki
adsorpsiyon davranisinin, 80.0 mg/g maksimum adsorpsiyon kapasitesi (gm) ile olumlu

olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir [47].

Cizelge 4.1. Langmuir ve Freundlich Izotermleri Denklem Parametreleri.

Freundlich izoterm

Kf ((mg/g)(mg/L)Vn n R?

25.53 6.55 0.9789

Langmuir izoterm

qm(mg/g) Kvu (I/mg) R?

80.00 0.014 0.9959

4.2.4. Adsorpsiyon Kinetigi

Adsorpsiyonun denge durumuna ulagmasi i¢in gegen siirenin yani adsorpsiyon hizinin
belirlenmesi oldukga 6nemli bir bilgidir [48]. Bunun belirlenebilmesi igin, 3-NAD
adsorpsiyonu 1. derece ve 2.derece kinetik modellleri kullanilarak degerlendirilmistir.
B-NAD’in adsorpsiyonuna ait Esitlik 4.2 ’e gore cizilen 1. derece ve 2.derece hiz

grafikleri Sekil 4.11 ’de gosterilmektedir. Grafigin egimi ve kesim noktasindan
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hesaplanan hiz sabitleri (k1 ve k) ve adsorpsiyon kapasiteleri (qe) degerleri Cizelge

4.2°de verilmektedir.

Reaksiyon derecesinin nihai degerlendirmesi yapilirken, model parametre degerlerinin
yorumlanmasina ve ozellikle R? Ve Qeqcal degerine ve bu parametrenin degerinin
deneysel olarak belirlenen geg,exp'e nasil karsilik geldigine dayanmasi gerektigine dikkat

edilmelidir. R? degerleri incelendiginde hem 1.derece hem de 2.derece kinetik modeline

uyumlu oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.11. B-NAD adsorpsiyonunun psddo a) 1. Dereceden kinetigi b) 2. Dereceden
kinetigi (B-NAD derisimi: 2 mg/mL, sorbent derisimi: 5 mg/mL, pH: 8.5)
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Cizelge 4.2. B-NAD’1n adsorpsiyonuna ait kinetik degerler

Ps6do 1. dereceden Psddo 2. Dereceden
ge, exp k1 ge, cal R? k2 ge, cal R?
(Mafa) | (k1) (mg/g) (g.mgdk ) (mg/g)
80 0.065 70.1 0.9519 0.001 105 0.9927

4.2.5. Elisyon Tamponundaki Sorbitol Derisiminin Etkisi

Sorbitol, adsorplanan B-NAD 'in eliisyonu i¢in yarigmali diol olarak kullanilmistir. Bir
dizi eliisyon tamponu, eliisyon tamponuna 100 ila 500 mM arasinda degisen farkli
sorbitol derisimleri eklenerek test edilmistir. Sekil 4.12'de gosterildigi gibi B-NAD
elusyonu sorbitol derisiminin artmasiyla artmaktadir. p-NAD, > 100 mM sorbitol
derisimi i¢in >%90 oraninda desorpsiyon verimine ulagilmistir. 300 mM sorbitol
derisiminde, neredeyse kantitatif desorpsiyon verimine ulasilmistir ve bu nedenle
sonraki kullanimlar i¢in desorpsiyon ortami olarak 300 mM sorbitol i¢eren pH 7.0, 100

mM sodyum fosfat tamponu se¢ilmistir.

4.2.6. Boronat Sorbentlerinin Biyomolekil Adsorpsiyon Kapasitelerinin

Karsilastirilmasi

Tez kapsaminda sentezlenen UiO-66-NH2-FPBA partikiilin f-NAD’a baglanma
ozelligi literatiirde rapor edilen malzemelerin adsorpsiyon kapasitesi, eliisyon pH'1 ve
adsorpsiyon denge siiresi 6zellikleri ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. Cizelge 4.3”
e bakildiginda gelistirilen malzemenin baglanma yeteneginin rapor edilen ¢ogu
sorbentlerden daha iyi oldugu anlasilmaktadir. Yapilan deneylerde adsorpsiyon siiresi
60 dakika olmasina ragmen partikiliin denge adsorpsiyon kapasitesinin (qm) 80 mg/g'e
ulastigi ve B-NAD’1n, nétr pH degerinde eliisyon edildigi gorilmektedir.
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Sekil 4.12. UiO-66-NH>-FPBA partikilin B-NAD adsorpsiyonu uzerinde sorbitol
derigiminin etkisi (temas stiresi: 60 dakika, sorbent derigimi: 5 mg/mL, B-NAD derisimi:

2mg/mL, T = 25°C).

Cizelge 4.3. Farkli malzemelerin diol i¢eren biyomolekiillere baglanma yetenekleri

Adsorbent Biyomolekul | Adsorpsiyon Q Eltsyon Ref
stresi (min) (Mg/g) pH
PEIPBA-SNPs HRP 120 22.5 2.7 49
Fes0:4@SiO2-BA TRF 240 5.46 4.5 50
Fe304@pTiO2-VPBA OVA 40 78 2.7 51
SiO.@PEI-FPBA MS B-NAD 60 149.2 7 52
SiO,@PEI-CBBx HRP 120 23.8 2.7 53
PVPBA-g-PGMA OVA 180 32.17 4 54
beads
Fes0,@SiO.@P HRP 60 7.63 4 55
(MMA-co-VPBA)
ATP-Fe304-NH2- Adenozin 9 13.78 3 56
DFFPBA
UiO-66-NH2-FPBA B-NAD 60 80 7 Bu
tez
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4.2.7. B-NAD’mn UiO-66-NH2-FPBA Partikili Tarafindan Secici Adsorpsiyonunun

incelenmesi

Secicilik deneyleri icin diol islevselligi tasiyan kiiciik ve biiyiilk molekiiller (6rn.
Ovalbumin (OVA) ve Transferin (TRF)) ve diol islevselligi igermeyen molekuller (6rn.
Sitokrom C (SITOK C) ve Bovin serum albumin (BSA)) segilmistir. Dort biyomolekdl
¢ozeltisine (2 mg/mL), 5 mg/mL derisimde sorbent ilave edilmis, karisim, 25 °C
sicakliktaki ¢alkalayicida 60 dakika bekletilmistir. Cozelti absorbansi UV-vis
absorpsiyon spektroskopisi ile tespit edilmistir. Hazirlanan malzemenin segiciligi Sekil
4.13 'te verilmektedir. Diol islevselligi tasiyan kiigiik ve biiyiik molekiiller (6rn. f-NAD,
OVA ve TRF) ile yiiksek denge adsorpsiyon kapasiteleri elde edilmistir. Diol
islevselligi icermeyen molekuller (6rn. Sitokrom C ve BSA) ¢ok diisiik denge
adsorpsiyon kapasiteleri gézlenmistir. Bu sonuglar UiO-66-NH>-FPBA partikiliin diol

iceren biyomolekiillere kars1 yiiksek segicilige sahip oldugunu dogrulamistir.
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Sekil 4.13. UiO-66-NH2-FPBA partikiilin farkli biyomolekuller igin adsorpsiyon

kapasiteleri
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4.2.8. UiO-66-NH2-FPBA Partikilin Tekrar Kullamlabilirligi

UiO-66-NH2-FPBA  partikilin yeniden kullanilabilirlik kapasitesi, ardisitk bes
adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisiiyle degerlendirilmistir. UiO-66-NH2-FPBA partikulin
desorpsiyon veriminin bes dongiiden sonra dnemli 6l¢iide azalmadigi (yalnizca % 10)
gorulmektedir (Sekil 4.14). Sonug olarak hazirlanan UiO-66-NH2-FPBA partikalun B-
NAD izolasyonu uygulamalarinda uygun ve yiiksek bir potansiyel degere ve miikkemmel

bir yeniden kullanilabilirlige sahip oldugu sonucuna varilabilmektedir.
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Sekil 4.14. UiO-66-NH2-FPBA partikdl icin tekrarlanabilirlik testi

4.3. UiO-66-NH2-FPBA Partikulin Peroksidaz-Mimetik Aktivitesi

UiO-66-NH2-FPBA partikill, hem belirlenen hedef molekiile (B-NAD) kars1 segici
baglanma hem de secilen substrata (OPDA) karst peroksidaz benzeri aktivite
gostermektedir. B-NAD saflagtirmalarinin pH 8.5 ortamda etkili bir sekilde yiiriitildiigi
Bolim 4.3.1 de anlatilmigtir. Bu nedenle, pH 8.5 'ta FPBA bagli MOF yapilar igin

kayda deger bir peroksidaz benzeri aktivite elde edilmelidir.
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OPDA, pH 8.5 'ta UiO-66-NH>-FPBA partikilin peroksidaz-mimetik aktivitesi
sayesinde donistiiriilen substrat olarak segilmistir. Peroksidaz mimetik aktivite,
OPDA'nin renkli iiriin olan 2,3-diaminofenazine doniisiimiine neden olmaktadir. Olusan

irtin (DAP), 416 nm'de goriiniir bolgede maksimum absorbans saglamaktadir.

4.3.1. UiO-66-NH2-FPBA Partikiiliin Degisen Substrat (OPDA) Derisimi I¢in

Peroksidaz Benzeri Aktivitesi Olctimleri

UiO-66-NH2-FPBA partikiiliin aktivite davranigsini anlamak i¢in sabit pH degerinde
(pH:8.5) farkli OPDA derisimleri kullanilarak yapilan peroksidaz benzeri aktivite
calismalarindan elde edilen Michaelis Menten grafikleri Sekil 4.15A’da verilmistir.
Artan OPDA derisimiyle ¢0zeltilerdeki sar1 renk koyulasmis ve UV-Vis
spektrofotometresinde 416 nm dalgaboyunda daha yiiksek absorbans degerleri
Olgiilmiistiir. Sekil 4.15B’de UiO-66-NH>-FPBA partikuliine ait Lineweaver Burk
grafigi verilmistir. Lineweaver-Burk grafigi kinetik veriyi goriintiilemek i¢in yaygin
kullanilmaktadir. Lineweaver Burk analizi, Km ve Vmax Kinetik sabitlerini belirlemek
amaciyla “1/OPDA derisimi’’ ve “’1/OPDA Tiiketim Hiz1’’ arasinda dogrusal iligkiyi
gosterme yontemidir.

A) B)

y =28.319x + 0.2366
R*=0.9805

0.6 |

03

OPDA tiiketim hizi (uM/dak)
~
1/0OPDA tiiketim hiz1 (dakika/pM)

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 0 0.005 0.01 0.015 0.02
Baglangig OPDA derigimi (uM) 1/0PDA derigimi (1/pM)

Sekil 4.15. UiO-66-NH>-FPBA partikiline ait A) Michaelis Menten B) Lineweaver
Burk grafikleri
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UiO-66-NH2-FPBA partikiilii i¢in reaksiyondan elde edilebilecek maksimum hiz (Vm)
ve Km ise (Michaelis sabiti) degerleri sirasiyla 4.23 uM/dakika ve 120 pM olarak
hesaplanmistir. Korelasyon katsayisi (R?) degerinin yiiksek olmasi “>1/OPDA derisimi’’
ve “’1/OPDA Tiiketim Hiz1>’ arasinda dogrusal iliskinin kanitidir.

4.3.2. UiO-66-NH2-FPBA Partikill ile Tampon Ortaminda B-NAD Tayini

B-NAD tayini analizinde OPDA’nin, H20: tarafindan oksidasyonu UiO-66-NH2-FPBA
partikillerin peroksidaz benzeri aktivitesi ile katalize edilmektedir. Sar1 renkli iiriin olan
oksitlenmis OPDA (2,3 Diaminophenazine), OPDA ile H>O> arasindaki reaksiyon
yoluyla elde edilmistir. Boylece, icerigindeki B-NAD derisimi ile dogru orantili olarak
farkli tonlarda sar1 renkli ¢ozelti yanit1 elde edilmistir (Sekil 4.16 A). 60 dakikalik
reaksiyon siliresinden sonra UV-VIS Spektrofotometrede 200-800 nm araliginda
degerler okunmustur. Sekil 4.16B’de, olusan 2,3 Diaminophenazine bilesigine iliskin
karakteristik absorpsiyon pikinin 416 nm’de oldugu goriilmiistiir. UiO-66-NH>-FPBA
partikiillerin peroksidaz benzeri aktivitesinin tampon ortamindaki B-NAD derisimi ile
degisimi Sekil 4.17'de verilmistir. Sekil 4.17°de gozlenen degisiklik, numunedeki [-
NAD derisiminin artmasiyla birlikte oksitlenen iiriiniin derisiminin azalmasindan

kaynaklanmalidir.

B-NAD derigimi (mM)

A) B~ 2
B-NAD derigimi (mg/mL) i

Absorbans (a.u.)

300 400 500 600
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.16. A) UiO-66-NH2-FPBA partikill tarafindan katalize edilen OPDA'nin

kolorimetrik donilistimiiniin tamamlanmasindan sonra farkli B-NAD derisimleriyle

hazirlanan sulu ¢o6zeltilerin fotograflari. (B) UiO-66-NH>-FPBA partikili kullanilarak

OPDA ile muameleden sonra B-NAD’1n degisen derisimleri i¢in UV-Vis spektrumlari
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Sekil 4.17 UiO-66-NH2-FPBA partikiiliin peroksidaz benzeri aktivitesinin sulu tampon
ortamindaki B-NAD derisimi ile degisimi

UiO-66-NH>-FPBA partikllerin peroksidaz benzeri aktivitesi, 0-0.75 mM (0-0.5 mg /
mL) araliginda artan B-NAD derisimi ile dogrusal olarak azalmistir. Tampon ortaminda
B-NAD tayini i¢in uygun tayin limiti (limit of detection, LOD) ve korelasyon katsayisi
degerleri elde edilmistir (Cizelge 4.4). Sekil 4.17 ve Cizelge 4.4 e bakildiginda, 0-0.75
mM araliginda B-NAD derisimleri i¢in tatmin edici diizeyde yiiksek korelasyon
katsayisina (R2 = 0.9715) sahip dogrusal iliski elde edildigi anlagilmaktadir.

Cizelge 4.4 UiO-66-NH,-FPBA partikiiliin B-NAD tayin 8zellikleri

Tayin arahig LOD a* b* R?
mM (mg/mL) mM
0-0.75 mM 0.033 0.4192 1.443 0.9715
(0-0.5 mg/ mL)

*Kalibrasyon grafigi Esitlik 4.4 ile tanimlanmistir:
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A=aCyp+b Esitlik 4.4

Esitlikte A: 416 nm’deki absorbans, C, (mM): Tampon ortamindaki B-NAD derisimi ve

LOD: Tayin limiti olarak tanimlanmaktadir.
Sonu¢ olarak gliglii peroksidaz benzeri aktiviteye sahip UiO-66-NH2-FPBA

partiktllerin, 6zellikle 0—0.75 mM araliginda B-NAD derisimlerinin kesin tespiti i¢in

gelistirilmis yeni bir nanozim olarak kullanilabilecegi sonucuna varilabilmektedir.
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5. SONUCLAR

e Calisma kapsaminda Zirkonyum aminobenzendikarboksilat bazli MOF (UiO-66-NH>),
secilen bir metalin klor tuzlar1 (zirkonyum tetrakloriir (ZrCls)) ve organik baglayici
(BDC-NH2) ile uygun bir ¢oziici ortaminda (DMF) hidrotermal yontemle
sentezlenmistir. Kristal olusumu tamamlandiktan sonra oda sicakligina sogutulan
reaksiyon ortami, uygun ¢oziiciiler yardimiyla yikama islemi yapilarak kristal yapisina
dahil olmayan metal tuzlarinin, baglayicilarin veya modiilatorlerin uzaklastirilmasi
saglanmistir. Saflagtirllan MOF kristalleri diisiik sicakliktaki etiive yerlestirilerek
¢oziicli uzaklastirilmis ve uygulama i¢in kullanima hazir hale getirilmistir.

e MOF yapisinin fonksiyonellestirilmesi i¢in FPBA, su ortaminda, tepkimeye girerek
MOF vyapisindaki amino grubuna Schiff baz reaksiyonu ile direkt baglanmistir.
Yontemde sodyum borhidriir kullanilarak, olusan kovalent bagin stabilizasyonu
saglanmistir. Boylece NH2 grubu iceren MOF, FPBA ile reaksiyona sokularak MOF
yiizeyine borik asit grubu iceren kromatografik ligand baglanmasi saglanmstir.

e Sentezlenen yapilarin (UiO-66-NH. ve UiO-66-NH2-FPBA parttkdllerin) boyutu ve
yiizey morfolojisi Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM) ile incelenecektir. Enerji
dagilimli X-151mm1 Spektroskopisi (EDX) haritalamas1 ile ylizey atomik bilesimi
incelenecektir. Kristalin yapis1 X-151n1 difraksiyon (XRD) spektrofotometre ile tayin
edilecektir. Yapinin yiizey alant Brunauer-Emmet-Teller (BET) ve fiziksel/kimyasal
Ozellikleri X-1g51m1 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS) analiz yontemleri kullanilarak
tayin edilecektir. Elde edilen malzemenin fonksiyonel gruplart Fourier Doniistimlii
Kizil6tesi Spektroskopisi (FTIR) kullanilarak tayin edilmistir. Malzemenin Bor igerigi
Endiiktif olarak eslestirilmis plazma optik emisyon spektroskopisi (ICP-OES) cihazi
ile analiz edilmistir.

e UiO-66-NH, ve UiO-66-NH>-FPBA partikiillerinin, BJH (Barrett-Joynes-Halenda)
yontemiyle belirlenen ortalama gézenek boyutlar: sirasiyla 2.96 nm ve 4.78 nm, 6zgiil
yiizey alanlar1 sirasiyla 770 m?/g ve 353 m?/g ve gozenek hacimleri sirastyla 0.36
cm®/g ve 0.11 cm®g olarak bulunmustur. UiO-66-NH2-FPBA partikiiliinin FPBA
icerigi, bor igeriginin (55 mg B/g sorbent) ICP-OES ile belirlenmesiyle 5.09 mmol
FPBA/g sorbent olarak hesaplanmistir.
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eBiyomolekil tayinine yonelik biyosensorlerin  sentezi amaciyla Oncelikle
biyomolekillere secici olarak duyarli halde olan metal-organik kafesler (MOF'lar)
kullanilarak maksimum adsorpsiyon kosullarinda kesikli sistemde tampon ortamindan
diol iceren biyomolekul olarak secilen B-NAD’m izolasyonu saglanmistir.
Malzemelerin B-NAD denge adsorpsiyonu iizerine baslangic B-NAD derisimi ve
tampon pH etkisi incelenmistir. B-NAD adsorpsiyonu sonrasinda, bir dizi ellisyon
tamponu kullanilarak, eliisyon tamponuna 100 ila 500 mM arasinda degisen farkll
sorbitol derisimleri eklenerek, secilen desorpsiyon ortamlarinda, desorpsiyon verimleri
tayin edilmistir. UiO-66-NH2-FPBA partikiiliin maksimum denge B-NAD adsorpsiyon
kapasitesi, pH 8.5 ve baslangi¢c B-NAD derisimi 2mg/mL oldugu durumda 80 mg B-
NAD /g sorbent olarak bulunmustur. Sorbitol derisimi > 100 mM i¢in >%90 oraninda
desorpsiyon verimine ulagilmigtir. 300 mM sorbitol derisiminde, neredeyse kantitatif
desorpsiyon verimine ulasilmistir ve bu nedenle sonraki kullanimlar i¢in desorpsiyon
ortami1 olarak 300 mM sorbitol iceren pH 7.0, 100 mM sodyum fosfat tamponu
secilmistir.

e Adsorpsiyon izotermleri yardimiyla elde edilen deneysel verilere bakildiginda en
yiiksek korelasyon katsayis1 (R?) degerinden, adsorpsiyon mekanizmasinin Freundlich
modeli (R? = 0.9789) yerine Langmuir modeline (R?*= 0.9959) uygunluk gosterdigi
anlasilmistir.

eReaksiyon derecesinin nihai degerlendirmesi sonucunda, R? degerleri incelenerek
adsorpsiyon kinetiginin hem 1.derece hem de 2.derece kinetik modeline uyumlu
oldugu goriilmistiir.

¢ UiO-66-NH2-FPBA partikulln diol iceren biyomolekiillere kars1 yiiksek segicilige ve
miikemmel bir yeniden kullanilabilirlige sahip oldugu sonucuna varilmistir.

¢ UiO-66-NH,-FPBA partikullerin peroksidaz benzeri aktivitesi, 0-0.75 mM (0-0.5 mg /
mL) araliginda artan B-NAD derisimi ile dogrusal olarak azalmistir. Tampon
ortaminda B-NAD tayini i¢in uygun tayin limiti (limit of detection, LOD) ve
korelasyon katsayis1 degerleri elde edilmistir. 0-0.75 mM araliginda B-NAD
derisimleri igin tatmin edici diizeyde yiiksek korelasyon katsayisina (R? = 0.9715)
sahip dogrusal iliski elde edildigi anlagilmaktadir. Sonug¢ olarak giiclii peroksidaz
benzeri aktiviteye sahip UiO-66-NH>-FPBA partikillerin, 6zellikle 0-0.75 mM
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araliginda B-NAD derisimlerinin tayin limiti 0.033 mM olacak sekilde kesin tespiti

icin gelistirilmis yeni bir nanozim olarak kullanilabilecegi sonucuna varilabilmektedir.
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