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Metal organik kafesler (MOF’lar), essiz Ozellikleri ile son yillarin 6nemli arastirma konular
arasinda yer alan, metal iyonu/metal kiimesi veya organik ligandlarin koordinasyon etkilesimi ile olusan,
istenilen 6zellikle ve boyutta tasarlanabilen, gdzenekli, hibrit yapili malzemelerdir. Lipazlar biyoteknoloji
ve endiistride en sik rastlanilan, genis uygulama alanlarina sahip dnemli bir enzimdir. Sik kullanilan
enzimler arasinda yer alsalar da lipazlar, zorlu kosullar altinda konformasyonel yapilarini
koruyamamaktadirlar. Bu durumun Onlenmesi i¢in immobilizasyon gibi tekniklerin gelistirilmesine
ihtiya¢ duyulmaktadir. MOF’lar essiz Ozellikleri ile enzim immobilizasyonu teknikleri i¢in ideal destek
materyali olarak diisiiniilmektedir. Mekanokimyasal yontem de MOF sentez yontemlerinden birisidir.
Modern, ekonomik, olaganiistii reaktivitesi ve se¢imlilikleri ile etkili, ¢evre dostu ve solvent igermeyen
bir yontemdir. Bu g¢alismada, mekanokimyasal yontem kullanilarak, immobilizasyon igin yeni bir
yontemin gelistirilmesi amaglanmustir.

2 ¢inko bazli (ZIF-8, Zn-MOF-74), 1 zirkonyum bazli (UiO-66-NHy) ve 1 bakir bazli (Cu-MOF)
olmak iizere toplam 4 farklit MOF sentezlenmesi ve sentezlenen MOF’larin farkli orjinli 2 farkli lipaz
tirtiniin (Candida rugosa lipaz (CRL) ve Porcine pankreatik lipazin (PPL)) immobilizasyonunda
kullanilmas: amaglandi. Immobilize enzimlerin (ZIF-8@CRLmek, ZN-MOF-74@CRLmek, UiO-66-
NH2@CRLmek, Cu-MOF@CRLmek, ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek, UiO-66-NH2@PPLmek, Cu-
MOF@CRLmek, ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLinek, UiO-66-NH2@PPLmek Ve Cu-MOF@PPLmek)
immobilizasyon parametreleri, immobilize ve serbest enzimlerin (CRL, PPL) enzim Kinetikleri, enzim
immobilizasyonunda yiizey aktif maddelerin aktiviteye etkisi incelendi. Ayrica immobilize enzimlerin
(ZIF-8@CRLmek, ZN-MOF-74@CRLmek, UiO-66-NH@CRLmek, Cu-MOF@CRLmek, ZIF-8@PPLmMeK,
Zn-MOF-74@PPLmek, UiO-66-NH2@PPLnek, Cu-MOF@CRLmek, ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPL ek,
UiO-66-NH2@PPL ek Ve Cu-MOF@PPLmek) rasemik naproksen metil esterinin enantiyosegimli hidroliz
reaksiyonunda kullanilmas1 amaclandi.

Candida rugosa lipazin (CRL) pH:7’de maksimum aktiviteye sahip oldugu bulundu. Immobilize
enzimlerin (ZIF-8@CRLmek, ZN-MOF-74@CRLmek, UiO-66-NH@CRLmek Ve Cu-MOF@CRLmek’in)
sonuglar1 incelendiginde, pH stabilitelerinin daha genis aralikta kararlilik gosterdigi belirlendi. Zn-MOF-
TA@CRLmek, UiO-66-NH@CRLmek Ve Cu-MOF@CRLmex’in pH:6’da, ZIF-8@CRLmex’in ise pH 8.5’de
maksimum aktiviteye sahip oldugu belirlendi.



Candida rugosa lipazin (CRL) optimum sicaklik degeri 35°C maksimum aktiviteye sahip oldugu
belirlendi. immobilize enzimlerin ise sirasiyla, Zn-MOF-74@CRLmex’in 45°C, ZIF-8@CRLmek ve UiO-
66-NH2@CRLyex’nin 40 °C ve Cu-MOF@CRLmek’in ise 30 °C’de maksimum aktiviteye sahip oldugu
belirlendi. Rasemik naproksen metil esterin enantiyose¢imli hidroliz reaksiyonu sonuglarinda en iyi
doniigiim (x=48) UiO-66-NH2@CRLmex’te bulundu.

Immobilize lipazlar (ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek Ve UiO-66-NH,@PPLmek) pH 8’de,
Cu-MOF@PPLme’in pH 6°da, PPL’nin ise pH:5’te maksimum aktiviteye sahip oldugu belirlendi.
Immobilize lipazlar (ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek, UiO-66-NH2@PPLmek, Cu-MOF@PPL mex)
ve PPL’nin termal stabiliteleri incelendi. 120 dakika 60 °C'de inkiibasyon sonucu en yiiksek aktivite UiO-
66-NH,@PPLmek’de belirlendi. immobilize lipazlarin (ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLek, UiO-66-
NH2@PPL ek, Cu-MOF@PPLex) depolama stabiliteleri incelendi. En iyi depolama kararliligi, Zn-MOF-
TA@PPLmek’te  bulundu. Rasemik naproksen metil esterin enantiyose¢imli hidroliz reaksiyonu
sonuglarinda en iyi doniigim (x=46.5) Cu-MOF@PPL ek ’te bulundu.

Immobilize lipazlar (ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek, UiO-66-NH,@PPLmek, Cu-
MOF@PPLmek) ve serbest PPL’nin de enzim kinetigi incelendi. UiO-66-NH@PPLmek Ve Zn-MOF-
TA@PPLmek’in daha iyi afiniteye sahip oldugu belirlendi. Cu-MOF@CRLmek Ve ZIF-8@PPLpex’in
birbirine daha yakin afiniteye sahip oldugu goriildii. Yiizey aktif madde etkisini incelemek igin SDS, p-
stilfokaliks[4]aren ve L-prolinin enzim aktivitesindeki etkisi incelendi.

Anahtar Kelimeler: Candida rugosa lipaz, enzim immobilizasyonu, naproksen, mekanokimyasal
reaksiyon, metal organik kafes, Porcine pankreatik lipaz
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Metal organic frameworks (MOFs) are porous, hybrid structured materials that are formed by the
coordination interaction of metal ions/metal clusters or organic ligands and can be designed with desired
properties and sizes, and are among the important research topics of recent years with their unique
properties. Lipases are the most common and important enzymes in biotechnology and industry with a
wide range of applications. Although they are among the most frequently used enzymes, lipases are
unable to maintain their conformational structure under harsh conditions. In order to prevent this
situation, techniques such as immobilization need to be developed. MOFs are considered as ideal support
materials for enzyme immobilization techniques with their unique properties. Mechanochemical method
is one of the MOF synthesis methods. It is a modern, economical, efficient, environmentally friendly and
solvent-free method with outstanding reactivity and selectivity.

In this study, we aimed to develop a new method for immobilization using mechanochemical
method. We aimed to synthesize a total of 4 different MOFs, 2 zinc-based (ZIF-8, Zn-MOF-74), 1
zirconium-based (UiO-66-NH>) and 1 copper-based (Cu-MOF) and to use the synthesized MOFs in the
immobilization of 2 different lipase species of different origin (Candida rugosa lipase (CRL) and Porcine
pancreatic lipase (PPL)).

The immobilized enzymes (ZIF-8@CRLmek, ZN-MOF-74@CRLmek, UiO-66-NH@CRLmek, Cu-
MOF@CRLmek, ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek, UiO-66-NH2@PPLek, Cu-MOF@CRL ek, ZIF-
8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek, UiO-66-NH,@PPLymek and Cu-MOF@PPLe) immobilization
parameters, enzyme kinetics of immobilized and free enzymes (CRL, PPL), and the effect of surfactants
on activity in enzyme immobilization were investigated.

In addition, immobilized enzymes (ZIF-8@CRLmek, Zn-MOF-74@CRLmek, UiO-66-
NH;@CRLmek, Cu-MOF@CRLmek, ZIF-8@PPLek, ZN-MOF-74@PPL ek, UiO-66-NH,@PPLmek, Cu-
MOF@CRLmek, ZIF-8@PPL ek, ZN-MOF-74@PPL ek, UiO-66-NH2@PPLmek and Cu-MOF@PPLmMe) in
the enantioselective hydrolysis reaction of racemic naproxen methyl ester.

Candida rugosa lipase (CRL) was found to have maximum activity at pH:7. When the results of
the immobilized enzymes (ZIF-8@CRLmek, Zn-MOF-74@CRLmek, UiO-66-NH,@CRLmex and
Cu@MOF@CRLmek) Were examined, it was determined that their pH stability showed stability in a wider
range. Zn-MOF-74@CRLmek, UiO-66-NH,@CRLmek and Cu-MOF@CRLmek were found to have
maximum activity at pH:6 and ZIF-8@CRLex at pH 8.5.
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Candida rugosa lipase (CRL) was found to have a maximum activity at an optimum temperature
of 35°C. The immobilized enzymes were found to have maximum activity at 45°C, Zn-MOF-
TA@CRLmek, ZIF-8@CRLmek and UiO-66-NH@PPLyex at 40°C and Cu-MOF@CRLpyex at 30°C,
respectively. In the results of the enantioselective hydrolysis reaction of racemic naproxen methyl ester,
the best conversion (x=48) was found in UiO-66-NH,@CRL mek.

The immobilized lipases (ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLex and UiO-66-NH2@PPLyex) had
maximum activity at pH 8, Cu-MOF@PPL ek at pH 6 and PPL at pH 5. Thermal stability of immobilized
lipases (ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLek, UiO-66-NH2@PPLmek, Cu-MOF@PPLex) and PPL were
investigated. After incubation at 60 °C for 120 min, the highest activity was determined in UiO-66-
NH2@PPLmek. The storage stability of immobilized lipases (ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek,
Ui0-66-NH2@PPLmek, Cu-MOF@PPLek) Was investigated. The best storage stability was found in Zn-
MOF-74@PPLmek. In the results of enantioselective hydrolysis reaction of racemic naproxen methyl ester,
the best conversion (x=46.5) was found in Cu-MOF@PPL yex.

The enzyme kinetics of immobilized lipases (ZIF-8@PPL ek, ZN-MOF-74@PPL ek, UiO-66-
NH2@PPLmek, Cu-MOF@PPLme) and free PPL were also examined. UiO-66-NH@PPLmex and Zn-
MOF-74@PPLmek Were found to have better affinity. Cu-MOF@CRLmex and ZIF-8@PPLmex Were found
to have closer affinity to each other. To investigate the surfactant effect, the effect of SDS, p-
sulfocalix[4]arene and L-proline on enzyme activity was examined.

Keywords: Candida rugosa lipase, enzyme immobilization, naproxen, mechanochemical reaction, metal
organic framework, Porcine pancreatic lipase.
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1. GIRIS

Dogal ve yapay gozenekli malzemeler, sahip olduklar1 potansiyel 6zellikler ve
genis gozenek yapilari ile arastirmalarda biiyiik ilgi ¢ceken, genis bir malzeme sinifini
olusturmaktadir (Morris ve Wheatley, 2008; Li ve ark., 2021; Mallakpour ve ark.,
2022). Gozenekli malzemeler, son yillarda kimya, fizik, biyokimya ve malzeme bilimi
gibi alanlarda biiyiik ilgi géren malzemelerdir (Li ve ark., 2021).

Geleneksel olarak gozenekli malzemeler organik veya inorganik malzemeler
olarak siniflandirilmaktadir. Organik malzemeler, segenekleri arasinda aktif karbon en
yaygin kullanilan gozenekli malzemedir (Manocha, 2003; Gatou ve ark., 2023).
Inorganik gdzenekli malzemeler, zeolitler tarafindan Orneklendirilen, iyi organize
edilmis diizenlemeler sergilemektedir. Bu malzemelerin sentezi, sentez islemi sirasinda
inorganik kafes ile giiglii etkilesimler kuran bir inorganik veya organik maddenin
kullanimini igermektedir (Férey, 2008; Gatou ve ark., 2023).

1.1. Metal Organik Kafesler

Gozenekli malzeme grubunda yer alan, metal-organik kafesler (MOF'lar),
gozenekli koordinasyon polimerleri olarak da adlandirilmaktadir (Kim ve ark., 2022).
Son yillarda hem organik hem de inorganik gozenekli malzemelerin avantajl
Ozelliklerini birlestirmek i¢in tasarlanan gozenekli hibrit malzemeleri olusturan
MOF'larin gelistirilmesine ve kapsamli bir sekilde arastirilmasina biiyilk 6nem
verilmektedir. MOF'lar, destek gorevi goren organik ligandlar ve digiim gorevi goren
koordineli metal iyonlari/iyon kiimelerin bir, iki veya ii¢ boyutlu genisletilmis
koordinasyon aglari ile etkilesimiyle olusturulan yeni hibrit yapili malzemelerdir (Yaghi

ve ark., 1996; Kitagawa ve ark., 2004; Du ve ark., 2022; Anyama ve ark., 2023; Gatou

ve ark., 2023).
' /

Organik Metal- Organik
Ligand Kafes
(MOF)

Sekil 1.1. Metal organik kafeslerin yapisinin olusumu

1



Metal diigiimler ve organik ligandlar arasindaki olasi kombinasyonlarin genis
dizisi degistirilerek, farkli 6zelliklere sahip MOF'lar kolaylikla sentezlenebilmektedir.
Bu o6zellikler arasinda ¢ok cesitli gdézenek boyutlar1 (mikro gozeneklerden, mezo veya
makro gozeneklere kadar), sert veya esnek iskeletler ve ayarlanabilir yiizey afiniteleri
yer almaktadir ve bunlarin tiimii MOF'larin 6zelliklerini biiylik dlgiide etkilemektedir
(Li ve ark., 2021; Gatou ve ark., 2023). Ayrica pargacik morfolojisi, boyut dagilimi ve
kimyasal oOzellikler gibi faktorler, farkli uygulamalar i¢in MOF yapilarinin
olusturulmasinda sekillenmesinde biiylik 6nem tasimaktadir. Kolay sentez, istenilen
sekilde ozellestirilebilir gozenek boyutlart ve yapisi, ¢ok sayida aktif bolge, cesitli
fonksiyonel gruplar, degisken yapilar, yiiksek ylizey alanlar1 ve yiikleme kapasiteleri,
biyouyumluluk ve biyobozunabilirligin yani sira dikkate deger mekanik ve termal
stabilite gibi avantajli 6zelliklerinden yararlanarak MOF tabanli sistemler ¢ok farkli
uygulama alanlarinda kullanilmaktadir (Tchinsa ve ark., 2021; Gatou ve ark., 2023).

Kristal malzemelerin dizayni, iyi tanimlanmis malzemeler yaratmak i¢in oldukca
onemlidir, bu sayede elde edilen film veya kristaller en az bir kristalografik eksen
boyunca hizaya sahiptir (Walther ve Muller, 2013; Feng ve ark., 2019; Liu ve Zhang,
2020; Khalil ve ark., 2023). Bu kristal malzemelerin diizenlenme stratejisi sirasinda
olusturulan nanoarayiizler, malzemenin sadece morfolojisini etkilemekle kalmaz, ortam
kosullarindaki degisiklikler (kusur girisini de hizlandirabilir ve yiik aktarimi, toplu
tagima, katalitik aktivite ve elektronik durum vb. degisimler) ile arayiiz gerilmesine
neden olabilmektedir. Bu etkiler de malzemelerin 6zelliklerini belirlemede 6nemli bir
etkiye sahiptir (Gilroy ve ark., 2016; Wu ve ark., 2016; Lee ve ark., 2017; Khalil ve
ark., 2023). Bu etki de dikkate alinarak, MOF'larin yapilarinin olusumunda rol alan
gliclii metal iyonlar1 ve organik liganlar arasindaki geometrik koordinasyon etkilesimi,
MOF’larin boyutlarmin ve 06zelliklerinin belirlenmesinde olduk¢a 6nemli oldugu
diisiiniilmektedir (Ma ve ark., 2020; Jin ve Shang, 2021). Ornegin, kafes yapisindaki
metallerin varlig1 kataliz i¢in aktif bolgelere katkida bulunurken, yapida yer alan
organik ligandlar ise, elektriksel ve termal etkilerin yam sira kimyasal modifikasyon
icin bol miktarda fonksiyonel gruplar saglamaktadir (Niu ve ark., 2020; Xu ve ark.,
2021; Du ve ark., 2022).

MOF'lar, ultra yiiksek gozeneklilik, 6000 m?’nin Stesine uzanan muazzam i¢
ylizey alanina sahip kapsamli bir kristal malzeme smifidir. Diger gozenekli
malzemelerden, dogadaki minerallerden tiiretilen topolojik olarak ¢esitli ve estetik

acidan hos yapilari ile ayrilmaktadir (Zhou ve ark., 2012).
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MOF'lar fonksiyonel molekiiler materyaller olarak degisen cesitleri, sekilleri,
boyutlar1 ve gézenek yapilariyla bir dizi yapisal cesitliliklere sahiptirler. Bu 6zellikleri
de MOF’larin hem akademik hem de endiistriyel alanlarda 6nemli ilgi gormelerine yol
agmaktadir (Gascon ve Kapteijn, 2010; Umemura ve ark., 2011; Furukawa ve ark.,
2012; Howarth ve ark., 2016; Li ve ark., 2016; Zhao ve ark., 2023).

1995 yilinda

Yaghi ve arkadaslari, bityiik
gbzeneklere sahip 3 boyutlu
kristal Cu(4,4"-bpy); 5-
NO,(H,0),,5'in  sentezini
aciklanmuglar  ve buna
“Metal-organik kafes” adin1
vermiglerdir

\

1989 yilinda 1999 yilinda 2024
“" Hoskins ve Robson, termal, William ve arkadaglari bakir MOF’lar ile  ilgili
mekanik  ve  kimyasal bazli bir MOF sentezlerken, arastirmalar hizla devam
kararlilik sergileyecek cok Yaghi ve arkadaslar1 ¢inko etmektedir.
cesitli 3 boyutlu ici bos bazli MOF’lar ve MOF-5 ile
yapilar  fikrini ortaya ilgili caligmuglardir.

atmiglar

Sekil 1.2. MOF’larin tarihgesi (Hoskins ve Robson, 1990; Yaghi ve Li, 1995; Chui ve ark., 1999;
Moghadam ve ark., 2017; Fatima ve ark., 2023; Luczak ve ark., 2023).

1965'in  sonlarinda, Tomic ve c¢alisma arkadaslar1 ilk kez Kkarboksilik
baglayicilardan ve di-, tri- ve tetravalent metallerden olusan MOF tiiri yapilar
incelemislerdir. Termal kararlilik, metal iyonlarinin degerliligi ve baglayicilar
tizerindeki koordinasyon bolgeleri arasindaki iligkiyi incelemek i¢in koordineli
polimerler {izerinde galigmalar yapmuslardir (Hoskins ve Robson, 1990; Fatima ve ark.,
2023). Daha sonra 1989 yilinda Hoskins ve Robson, termal, mekanik ve kimyasal
kararlilik sergileyecek cok cesitli 3 boyutlu i¢i bos yapilar fikrini ortaya atmislar. Ayrica
kataliz ve iyon degisimi gibi uygulamalari da 6ngérmislerdir (Hoskins ve Robson,
1990; Fatima ve ark., 2023).

1990’1arda MOF’larin kesfine kadar, belirli 6zelliklere ve islevlere sahip hedef bir
yapi tasarlamak, malzeme bilimcileri i¢in sonsuz bir 6zlemini temsil etmekteydi (Zhou
ve ark., 2012). 1995 yilina gelindiginde Yaghi ve arkadaslari, biiylik gézeneklere sahip
3 boyutlu kristal Cu(4,4'-bpy)15-NO3(H20)1.25'in sentezini agiklamiglar ve buna “Metal-
organik kafes” adin1 vermislerdir (Yaghi ve Li, 1995; Fatima ve ark., 2023).

Temel diizeyde MOF'lar, kimyasal yapilarin giizelligi ve genellikle farkli olarak

kabul edilen iki disiplin olan organik ve inorganik kimyay1 birlestirmenin giiciinii
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ozetlemektedir. MOF’larin kesfi ile birlikte, kimyanin bu alani neredeyse benzersiz bir
bliyiime yasanmistir (Zhou ve ark., 2012). MOF’lar 6zellikle son yillarda kimya, fizik,
biyokimya ve malzeme bilimi gibi alanlarda 6nemli bir arastirma konusu arasinda yer
almaktadir (Li ve ark., 2021).

Glizel yapilart dogal yapisinin tersine miihendislik kullanilarak sentezlerini
yapmak i¢in ilk adim, altta yatan geometrik ilkelerini anlamaktir. O'Keeffe ve Yaghi
yaptiklar1 arastirmalarla, MOF'lerin kristal yapilarini altta yatan topolojik aglarina gore
ayirarak boyle bir yaklasimi agiklamis ve boylece diger MOF yapilarinin daha sonra
tanimlanmasi ve tasarimi i¢in bir temel olusturmuslardir (Zhou ve ark., 2012).

William ve arkadaglar1 1999 yilinda yaptiklari bir calismada, benzen trikarboksilat
baglayicilari olan bakir bazli bir MOF sentezlemislerdir (Chui ve ark., 1999; Fatima ve
ark., 2023).

Ayni yil, Yaghi ve ekibi rekor kiran, yaklasik 4000 m%g yiizey alanma sahip,
cinko bazli kiimeler ve MOF-5 adi1 verilen benzendikarboksilat baglayicilara sahip
oldukga gozenekli bagka bir MOF yapisini ¢aligmislardir (Li ve ark., 1999; Fatima ve
ark., 2023). MOF’lar daha 6nce yapilan ¢alismalarda, MOF-2, MOF-5, MOF-9, MOF-
253 vb. gibi kesif sirasina gore numaralandirilmaktalardi. Yapilan arastirmalarin artmasi
ile numaralandirma sistemi degismis ve kesif siras1 yerine, Oslo Universitesi (UiO-66,
UiO-67, Ui0O-68, vb.), Materials Institute Lavoisier (MIL-53, MIL-101, vb.), Hong
Kong Bilim ve Teknoloji Universitesi (HKUST-1, vb.), Instituto de Tecnologia
Quimica metal-organic framework (ITQMOF), Leiden Institute of Chemistry (LIC-),
Seul Ulusal Universitesi (SNU), Jilin University China (JUC), Cambridge Universitesi
KRICT (CUK-1), Washington Eyalet Universitesi (WSU-5) ve Pohang Bilim ve
Teknoloji Universitesi (POST) gibi kesfedildikleri yere gore adlandirilmaya baslamistir
(Fatima ve ark., 2023). Diger MOF tiirleri ise, Zeolitik imidazolat kafesler (ZIF’ler gibi)
gibi adlandirilirken, organik kafesler ise kristal yapilarinin adin1 almistir (Reddy ve ark.,
2020; Zhou ve ark., 2022).

2002 yilinda, Gérald Férey'in grubu, metal merkezi olarak gorev yapan
krom(111)(Cr*3) ve baglayici olarak BDC bazli ligandlar ile MIL (MIL = Matériaux de
I'Institute Lavoisier) kafeslerinin sentezini agiklamiglardir (Pham ve Dinu, 2023).
2002'de, MOF ailesi, giliniimiizde zeolitik imidazol kafesler (ZIF'lar) olarak bilinen
imidazolat bazli bilesiklere genisletilmistir (Tian ve ark., 2002; Park ve ark., 2006;
Stock ve Biswas, 2012).



2004 yilinda, Férey ve ark. MIL-100(Cr)'nin sentezini ve yapisint ilk kez
aciklamiglardir. 2005 yilinda, MIL-101(Cr) de ayn1 grup tarafindan agiklanmistir (Férey
ve ark., 2004; Férey ve ark., 2005; Jiao ve ark., 2019).

IUPAC goérev grubu Koordinasyon Polimerleri ve Metal Organik Cergeveler:
Terminoloji ve Isimlendirme Kilavuzu 2009 yilindan bu yana bu alandaki
arastirmacilarla siirekli diyalog halinde mevcut uygulamalar1 belgelemis, analiz etmis
ve degerlendirmistir. Bu, s6z konusu grubun nihai raporudur (Batten ve ark., 2013).

2017 yilinda, Cambridge Kristalografik Data Merkezi kullanilarak yaklasik
70.000 MOF malzemesi tanimlanmistir (Moghadam ve ark., 2017; Luczak ve ark.,
2023). Bu tiir yapilarda, organik baglayicilar, bilesenlerin sertligi ve yonliligi
nedeniyle kolayca yaratilan serbest bosluklar saglayan metalik diiglimler (genellikle

ikincil yapi1 birimler olarak anilir) i¢in bir destek olusturmaktadir (Luczak ve ark.,

2023).
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Sekil 1.3. MOF yapilarimin farkli sekillerde olusumlari (Luczak ve ark., 2023).

Bu tiir gozenekli yapilar ayrica post-sentetik olarak da modifiye edilerek

malzemeye yeni islevsellikler eklenebilmektedir.
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Sekil 1.4. Metal-organik  ¢ercevelerin  morfolojisini  kontrol  etmek i¢in  kullanilan

protonasyon/deprotonasyon mekanizmasi (Luczak ve ark., 2023).

MOF’lar, morfolojik olarak farkli bi¢imlerde bulunabilir. IUPAC, MOF’larin
morfolojilerini "yiliksek polimerler, polimer karisimlari, kompozitler ve kristaller gibi
maddelerdeki faz alanlarinin sekli, optik goriinlimii veya formu" olarak tanimlamaktadir
(Work ve ark., 2004; Luczak ve ark., 2023). Bu baglamda, morfoloji terimi, fiziksel
boyut, diizliikk, yuvarlaklik, kiiresellik, liflerin gériiniimii, pargaciklarin en boy orani vb.
icerikleri belirtmektedir. Morfolojileri géz oniline alindiginda, nanomalzemeler olarak
MOF’lar, geometrik 6zelliklerine bagl olarak sifir boyutlu (0D), tek boyutlu (1D), iki
boyutlu (2D) ve ii¢ boyutlu (3D) olarak siiflandirilmistir (Feng ve ark., 2019).

1D 2D 3D

Sekil 1.5. Geometrik 6zellikleri ve boyutlarina gére MOF yapilar1 (Feng ve ark., 2019).

MOF'lerin anizotropik dogasi, MOF kristal boyutlarinin kontroliinii saglayan
belirli kristal yiizlerin kontrollii biiylimesine izin vermektedir. Bugiine kadar, literatiirde

kiireler, kiipler, kiipoktahedron, oktahedron, ¢ubuklar, tabakalar ve karmasik hiyerarsik



yapilar (0rnegin ¢icekler) da dahil olmak iizere bircok MOF yapisal olarak tarif
edilmistir (McGuire ve Forgan, 2015; Luczak ve ark., 2023).
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Sekil 1.6. Literatiirde yer alan farkli yapida MOF 6rnekleri (Rocio-Bautista ve ark., 2019).

MOF’lar sadece metal ligand etkilesimi ile olusturulan yapilart ile sinirh
degillerdir. Amaca uygun olarak kullanimlar1 i¢in, temel olarak yiizey adsorpsiyonu,
kovalent baglanma, gozeneklerin kapsiillenmesi ve yapi tast olarak fonksiyonel
molekiiller gibi dort strateji kullanilarak MOF yapilarina, koprii ligandlarinin
omurgasina piridil, metil , bromiir, hidroksil, etilen ve amino gibi ikame edici islevsel

gruplarin eklenmesi de yapilabilmektedir (Cai ve ark., 2020; Fatima ve ark., 2023).

1.2. MOF’larin Fiziko-kimyasal Ozellikleri

Metal organik kafesler (MOF'lar) ylizey alani, kiralite, kristallik, gozeneklilik,
yap1 ayarlanabilirligi ve liminesans gibi essiz fizikokimyasal 6zelliklere sahiptir (sekil
1.7) (Kuang ve ark., 2014; Butova ve ark., 2016; Yang ve Yan, 2016; Redfern ve Farha,
2019; Zhang ve ark., 2019; Kabtamu ve ark., 2020; Moosavi ve ark., 2020; Singh ve
ark., 2023).
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Sekil 1.7. MOF’larin Fizikokimyasal 6zellikleri (Kuang ve ark., 2014; Butova ve ark., 2016; Yang ve
Yan, 2016; Redfern ve Farha, 2019; Zhang ve ark., 2019; Kabtamu ve ark., 2020; Moosavi ve ark., 2020;
Singh ve ark., 2023).

v Yiizey alani:

Metal iyonu ve organik ligandin arasindaki baglanma ile kafesin olusumu,
MOF'larin genis bir yiizey alanini ve igeriden i¢i bos bir yap1 olusturmaktadir (Moosavi
ve ark., 2020; Singh ve ark., 2023). Yiizey acisindan zengin MOF'lar, algilama
potansiyeli ile oldukea ilgi ¢gekmektedir. Olusan yapilar, olaganiistii gaz adsorpsiyonu
ve ayirma yeteneklerinden dolayr membran olarak da kullanilabilmektedirler (Singh ve
ark., 2023).

v Kiralite:

Kiral MOF'larin  sentezi, asimetrik heterojen kataliz i¢in  oldukca
onemlidir. Kiralite MOF sentezinde, kiral baglayicilar kullanilarak MOF'lara
baglanabilmektedir (Moosavi ve ark., 2020; Singh ve ark., 2023). MOF'lar, ¢esitli
uygulamalarda kiral tanima, kiral ayirma ve kiral katalizi icerdiginden molekiiler elek
benzeri malzemeler olarak kabul edilebilirler (Kuang ve ark., 2014; Singh ve ark.,
2023).



v Gozeneklilik:

MOF’lara katalizde en avantaj kazandiran 6zelliklerden biri, sentez siirecini ve
kimyasal 6nciileri degistirerek gdzenek boyutunun kontrol edilebilmesidir (Redfern ve
Farha, 2019; Singh ve ark., 2023). Bununla birlikte, simdiye kadar agiklanan MOF'larin
cogu, kiitle transferini yavaslatan ve daha agir molekiillerin i¢ yiizeylerine erisimini
kisitlayan mikro gozenek yapisina sahiptir (Kabtamu ve ark., 2020; Singh ve ark.,
2023).

v Yapi ayarlanabilirligi ve Liiminesans:

MOF'lar, gozenekli ve polimerik kafes benzeri aglari nedeniyle oldukca
ayarlanabilir hibrit yapili malzemelerdir. MOF'larin sentetik ayarlanabilirligi, ¢cok islevli
katalitik sistemler i¢in elverislidir (Butova ve ark., 2016; Redfern ve Farha, 2019; Singh
ve ark., 2023).

MOF'larin en ayirt edici Ozelliklerinden biri, uyarilmis molekiillerden 1s1831n
salinmasini igeren “liiminesans”tir. Bu sadece MOF'larin bilesimindeki metal tipi ile
iliskili degildir, ayn1 zamanda liiminesans i¢in mitkemmel kromoforlar saglayan organik
ligandlar tarafindan potansiyelize edilebilmektedir (Yang ve Yan, 2016; Singh ve ark.,
2023).

v Kiristallik:
MOF'larin kristal 6zelligi vardir, ¢iinkii MOF'larin sentezi kristallesmenin Kkilit
stirecini icermektedir. Enerji ve cevre ile ilgili alanlarda biiyiikk miktarda potansiyele
sahip olan, kristalize cergevelerden gelen essiz 6zellikleri nedeniyle, yiiksek oranda

kristalli mezogdzenekli tasarimlar olan MOF’lar 6zellikle imit vericidir (Zhang ve ark.,

2019; Singh ve ark., 2023).

1.3. Metal Organik Kafeslerin Cesitleri

Metal organik kafesler (MOF’lar) essiz Ozellikleri ile son yillarda popiiler
aragtirma konular1 arasinda yer alan hibrit yapili malzemelerdir. MOF’lar ile yapilan
caligmalar hizla artmaktadir. Kesiflerinden giinlimiize kadar yapilan calismalarda,
yap1y1 olusturan metal iyonu veya ligand tiirlerine gore farkli geometrilerde ve tiirlerde
MOF’lar tasarlanabildigi belirlenmistir. Yapilarinin arastirildigi calismalarda, kafes
yapisini olusturan ligand uzunlugunun tasarimi, ¢oklu fonksiyonel gruplar konumsal

izomerizim ve fonksiyonel MOF'larin geometrisi ve farkli alanlarda uygulamalar
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incelenmektedir (Kirchon ve ark., 2018; Pullen ve Clever, 2018; Hu ve ark., 2021; Kim
ve Hong, 2021; Sun ve ark., 2023b).

Siire¢ icinde MOF’larin ligand tasarimu ile ilgili farkli arastirmalar da yapilmastir.
Ornegin, Morsali ve arkadaslari, farkli fonksiyonel grup tiplerinin ligandlar {izerindeki
etkilerini, MOF'larin yapisi, konuk-konak kimyasi ve uygulamalari iizerinde etkisini
arastirirken (Razavi ve Morsali, 2019; Sun ve ark., 2023b), Hong ve arkadaslari,
MOF'larin ~ organik ligandlarindaki  ¢oklu  fonksiyonel gruplarin  konumsal
regioizomerizmini, yap1 ve fonksiyonlardan derinlemesine arastirmislardir (Kim ve ark.,
2021; Sun ve ark., 2023b), Maji ve ark., ise esnek MOF'larin geometrisine ve farkli
fonksiyonel uygulamalarina odaklanarak, farkli boyutlarda c¢ok islevli MOF'lar
olusturmak igin karigik ligandlarin kullanimi hakkinda fikir vermistir (Kim ve Hong,
2021; Bhattacharyya ve Maji, 2022; Sun ve ark., 2023b).

1.3.1. Liganda Gore Metal Organik Kafesler
Yapilan arastirmalarda, karboksilatlar, fosfatlar, pirazolatlar, tetrazolatlar,
katekolatlar ve imidazolatlar gibi polidenat organik baglayicilarin, inorganik yapi

birimleri genisletilmis kafes yapilarinda birlestirmek icin kullanildigi goriilmektedir

(sekil 1.8) (Yaghi ve ark., 2019; Luczak ve ark., 2023).

Karboksilatlar Imidazolatlar

MOF sentezinde
kullanilan ligand

tiirleri
[ X )

Fosfatlar

Pirazolatlar Tetrazolatlar

Sekil 1.8. MOF sentezinde kullanilan ligand tiirleri (Yaghi ve ark., 2019; Luczak ve ark., 2023).
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MOF’lar ligandin tiirline gore karboksil ligand, bir siklodekstrin ligand, piridin ve
bir nitrojen iceren heterosiklik ligand olarak 3 farkli sekilde de siniflandirilabilirler
(Sharmin ve Zafar, 2016). Bu tiirler arasinda karboksilatlar kullanilarak olusturulan
MOF’lar en biliyiik grubu olusturmaktadir. Karboksilat yapisinin blyiik cesitliligi,
sonsuz sayida iki veya {i¢ boyutlu organik-inorganik yapilarin olusumunu
saglayabilmektedir (Yaghi ve ark., 2019; Luczak ve ark., 2023).

Yapilan diger arastirmalarda organik ligand olarak kullanilan 2,5-dioksido-1,4-
benzendikarboksilat veya 2,5-dihidroksiterafilatat’in MOF yapisinda ¢ok Onemli
katkilar sagladigi belirlenmistir. MOF-74'iin yapisinda yer alan bu ligand, bir boyutlu
[MO-COOXu-OH]n zinciri, bir metal katyonun bes O'ya baglandigi tek boyutlu altigen
kanal ag1 olusturan {i¢ boyutlu bir petek bal yapisina doniistiiriilmiistiir. Bu MOF
yapisinda yer alan metal iyonlar1 ve ligandin, diiz sonsuz sarmal ikincil yap1 birimleri
olusturdugu goézlenmistir. Sekil 1.9°da MOF-74"{in yapis1 gortiilmektedir (Xiao ve Liu,
2019).

Sekil 1.9. MOF-74’{in yapis1 ((a) Ligandin yapisi, b ve ¢) MOF-74"{in yapis1) (Xiao ve Liu, 2019).

1.3.2. Metal iyonuna Gére Metal Organik Kafesler

MOF’larin yapilarinda ¢inko (Zn*?), magnezyum (Mg*?), kobalt (Co*?),
kadmiyum (Cd*?), mangan (Mn*?), demir (Fe*?), veya nikel (Ni*?) gibi gecis metali
katyonlar1 yer almaktadir. Bu metal katyonlar1 ile farkli tlirlerde MOF’lar
sentezlenebilmektedir (Sun ve ark., 2023b).
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I Cinko Bakir \
(Zn) (Cu)

Zirkonyum Nikel
(Zr) (Ni)

- 4

Demir Kobalt
(Fe) (Co)

Sekil 1.10. Metal Iyonlarina Gére Metal-Organik Kafes Tiirleri (Chen ve ark., 2018; Shen ve ark., 2018;
Ozyilmaz ve ark., 2021c; Liu ve ark., 2022a; Song ve ark., 2022; Ozyilmaz ve ark., 2023).

1.3.2.1. Cinko Bazh Metal Organik Kafesler

MOF’lar, hem etkili ila¢ yiiklemesini en list diizeye ¢ikarmak ve hizli salinim
oranini saglamak hem de insan viicudundaki istilaciligl en aza indirmek i¢in giinliik
diyette (Cu, Mg, Fe veya Zn) bulunan metal merkezlerini igermelidir (Lawson ve ark.,
2020). Zn o6nemli biyolojik islevlere sahiptir ve teranostik uygulamalar igin glivenli
oldugu diisiiniilen biyoMOF bilesimi i¢in uygun metallerden biri olarak belirtilmektedir
(Bahrani ve ark., 2019; Sun ve ark., 2023b). Diisiik toksisite, biyolojik olarak
parcalanabilirlik ve ¢ok yonlii islevsellikleri ile birlikte yukarida belirtilen 6zelliklere
sahip ¢inko bazli MOF'ler, nanokapsiilatorlerin hazirlanmasi, gelismis dagitim
sistemleri yoluyla ilacin kontrollii salinimi ve ilag tagimasi i¢in de ideal adaylar olarak
diisiiniilmektedirler (Horcajada ve ark., 2006; Keskin ve Kizilel, 2011; Agostoni ve ark.,
2013; Bahrani ve ark., 2018; Bahrani ve ark., 2019; Moharramnejad ve ark., 2022).

> Zeolitik imidazolat Kafesler
Zeolitik imidazolat kafesler (ZIF'lar), zeolit topolojilerine benzeyen 3B tetrahedral
kafesler olusturabilen, gecis metali iyonlar1 (Zn*? ve Co*? metal iyonlar1) ve imidazolat

baglayicilardan olusan, gozenekli ve kristalli MOF malzemelerinin bir alt sinifidir (Park
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ve ark., 2006; Khan ve ark., 2013; Zhang ve ark., 2014a; Ighalo ve ark., 2022; Ganiyu
ve ark., 2023).

Sekil 1.11°de baz1 zeolitik imidazolat kafes 6rnekleri yer almaktadir (Zhang ve
ark., 2020).

Zeolit Topolojisi

ZIF-67 ZIF-90
CHy CH, -0
Z"‘N(L‘len ~~~~ .»-'C°~NAN/°°---.. __,,.Zn_N,J.:N/Zn

Sekil 1.11. Zeolit topolojisi ve birkag ZIF topoloji 6rnegi (Zhang ve ark., 2020).

ZIF’lar, yapisal acidan MOF’larin avantajlarin1 gostermelerinin yani sira, diger MOF
tirlerine kiyasla miikemmel mekanik stabiliteye ve kimyasal stabiliteye sahiptir ve
yapilart daha esnektir. Bu ozellikleri ile ZIF’lar, diger MOF tiirlerine gore daha
kararlidirlar, zayif termal ve kimyasal kararlilik gibi zayifliklarmin da istesinden
gelmektedirler (Banerjee ve ark., 2008; Phan ve ark., 2009; Cheng ve ark., 2018;
Hassan ve ark., 2020; Pouramini ve ark., 2023).

1.3.2.1.1. ZIF-8

Zn iyonlar toksik degildir, antiinflamatuardir ve antibakteriyeldir (Plum ve ark.,
2010; Wang ve ark., 2011; Bahrani ve ark., 2018; Farhadi ve ark., 2021; Ozyilmaz ve
Caglar, 2023). Zn ile nanokristallerin olusumu nanotip gibi farkli uygulamalarda biiyiik
ilgi gormektedir, c¢linkli cesitli Zn kompleksleri pratik olarak yaygin durumlarda da
bulunmaktadir (Ozyilmaz ve Caglar, 2023). Zeolitik imidazolat kafesler (ZIF'lar),
zeolitlerin izomorfik topolojileri ve MOF'larin koordinatif bilesimine sahip bir MOF alt

smifidir (Li ve ark., 2024). ZIF-8, ZIF ailesinin bir {iyesidir (Ozyilmaz ve Caglar, 2023).
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2-metilimidazol (2-mIM) ligandlart ile baglanan ¢inko atomlarinin tetrahedral
koordinasyonundan olusan ZIF-8 kristalleri, basit ve zengin sentez stratejisi nedeniyle
uygulamalar i¢in en ¢ok arastirilan imidazol kafes malzemeleridir (Nie ve ark., 2017,
Dong ve Koenig, 2020; Lu ve ark., 2020; Dong ve ark., 2021; Sun ve ark., 2023c; Li ve
ark., 2024)

ZIF-8'in kimyasal mimarisi, organik bir ligand/par¢a ile usuliine uygun olarak
koordine edilen ¢inko metalinden olusmaktadir ve bu etkilesim, essiz gozeneklilige
sahip kafes benzeri li¢ boyutlu bir ag ile sonuglanmaktadir (Khan ve ark., 2013; Ighalo
ve ark., 2022; Jadhav ve ark., 2022; Ozyilmaz ve ark., 2022b; Ganiyu ve ark., 2023).
ZIF-8'in ici bos ve gozenekli yapisi nedeniyle ondan hazirlanan kompozitler birgok
alanda iyi uygulama olanaklar1 sunmaktadir. Bos ZIF-8 ile karsilastirildiginda yeni
kompozit bilesikler, gaz depolama veya gelismis algilama (katalitik, optik,
elektrokimyasal, iletim) yetenekleri acisindan faydalar sunabilmektedir (Li ve ark.,
2024). ZIF-8, essiz bir mimari ve fizikokimyasal 6zellik nedeniyle, son zamanlarda gaz
depolama, biyokataliz, elektrokimyasal algilama, ila¢ dagitimi, sensoér gibi cesitli

uygulamalarda 6nemli arastirma konular1 arasinda yer almaktadir (Ozyilmaz ve ark.,

2021a; Ozyilmaz ve ark., 2021b; Paul ve ark., 2022).

ZIF-8

Sekil 1.12. ZIF-8’in yapis1 (Ozyilmaz ve Caglar, 2023).

1.3.2.1.2. Zn-MOF-74

M-MOF-74 ise, iki degerli gecis metalleri (M: Co, Fe, Ni, Mg ve Mn) ve 2,5-
dihidroksitereftalik asit arasindaki koordinasyon etkilesimibile olusturulmaktadir (Wang
ve ark., 2018c; Karimi-Maleh ve ark., 2021). Ozellikle MOF-74'{iin tek boyutlu
kanallarinin yapisal 6zellikleri, 2,5-dihidroksitereftalikasit ile baglanma mukavemetleri,
tatmin edici iletkenlik ve kimyasal kararlilik sensoér uygulamalarinda Onemli
elektrokatalitik etki saglayabilmektedir (Muratovi¢ ve ark., 2020; Karimi-Maleh ve ark.,
2021). Yapilan ¢alismalarla bu malzemelerin farkli oksidasyon reaksiyonlarinda

heterojen katalizorler olarak yiiksek verime sahip oldugu agiklanmistir (Ruano ve ark.,
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2015; Flores ve ark., 2023). MOF-74’teki metal katyonlari, kristalografik eksen
boyunca ¢ubuk benzeri oksometalik zincirler olusturur, bunlar arasinda karmasik bir
etkilesim vardir. Bu etkilesimler, kataliz i¢in agik koordinasyon merkezi ve konuk
molekiil koordinasyonun saglanmasinda da avantaj saglamaktadir (Rosi ve ark., 2005;
Stolar ve ark., 2021).

Q

HO™~F OH

o]

Sekil 1.13. MOF-74’{in temsili yapis1 (Kim ve Hong, 2021).

1.3.2.2. Zirkonyum Bazh Metal Organik Kafesler

Zirkonyum (Zr) dogada ve tim biyolojik sistemlerde yaygin olarak
bulunmaktadir. Zr ile yapilan deneysel ve klinik aragtirmalarda biyouyumlu malzemeler
oldugu agiklanmigtir (Lee ve ark., 2010).

Zirkonyum bazli metal-organik kafesler (Zr-MOF), ¢esitli reaksiyonlar i¢in umut
verici heterojen katalizorler olarak kabul edilmektedir. Yapilan arastirmalarda
baglayicilarin  eksikliginden kaynaklanan kafes yapisindaki kusurlu bolgelerin,
reaksiyon aktif bolgeleri olarak hareket edebildigi kanitlanmistir (Ozyilmaz ve ark.,
2023). Zr'nin zengin igerigi ve disiik toksisitesi, Zr-MOF'larin gelistirilmesini ve
uygulanmasini daha da kolaylastirmaktadir (Lee ve ark., 2010; Bai ve ark., 2016a; Bai
ve ark., 2016b).

Zitkonyum (Zr) bazli MOF'lar, olduk¢a kararli ve saglam malzemelerin
olusumunu saglayan Zr-O baginin olaganiistii giicii nedeniyle 2008'deki kesiflerinden
glinlimiize artan ilgi gérmekte ve bu bag sayesinde olaganiistii stabilite sergilemektedir

(Cavka ve ark., 2008; Feng ve ark., 2012; Qiao ve ark., 2020; Yuan ve ark., 2021,
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Gimeno-Fonqguernie ve ark., 2024). Tipik Zr kiimesi, 12'ye kadar karboksilat grubunu
koordine edebilen bir oktahedron olusturan alt1 Zr atomundan olusur ve bu da 4, 5, 6, 8,
10 ve 12 baglantili kiimelerle ¢ok ¢esitli topolojilere neden olur (Chen ve ark., 2019;
Gimeno-Fonqguernie ve ark., 2024).

Zr-MOF nanokristalleri iyi topolojiler ve hidrofobiklikler ile yiiksek su/termal
stabiliteler sergilemektedir (Huang ve ark., 2017). Olaganiistii performanslari, {istiin
termal ve kimyasal kararliliklari, zengin yapi tipleri ve islevleri nedeniyle oldukga ilgi

¢eken MOF tiirleri arasinda yer almaktadir (Zou ve Liu, 2019; Yuan ve ark., 2021).

1.3.2.2.1. UiO-66-NH2

Zr-O tek baginin giiglii etkilesiminden kaynaklanan bu MOF tiirleri, ¢ok cesitli
ortamlarda kararhidir. UiO-66, Zr** ve tereftalik asit (TA) baglayicis1 arasindaki
koordinasyondan iiretilen zirkonyum bazli bir MOF'tur (Keramatinia ve ark., 2024).
Zr** metali ile karbonil grubu arasindaki giiglii sert asit-sert baz tiirii koordinasyon
baglarina sahip zirkonyum (IV)-karboksilat MOF (Zr-MOF) ailesinin olagantistii
kimyasal ve su stabilitesine sahip oldugu su ana kadar yapilan aragtirmalarda genis
capta agiklanmistir (Liu ve ark., 2015; Li ve ark., 2022).

UiO-66, ¢ok yliksek yiizey alanmna ve yiiksek termal stabiliteye sahip bir
MOF’tur. Kararliligin, 1,4-benzendikarboksilik asit (BDC) koordinasyonu igin 12
uzatma noktasina izin veren kiibiktahedral metal oksit diiglimiinden kaynaklandigi
bulunmustur. Bu ve biiylik 6l¢lide hem eksik kiime hem de eksik baglayici kusurlarinin
kusur kontroliinden kaynaklanan olaganiistii ayarlanabilirligi ve islevselligi 6zellikleri
ile, UiO-66 bilimsel aragtirmalar igin olduk¢a dikkat ¢ekerek popiilerlik kazanmistir. Bu
ozelliklerin birlesimi, bir¢ok farkli uygulamaya uyarlanabilen ¢ok yonlii bir malzemeye
olanak saglamistir (Winarta ve ark., 2019). UiO-66 ve tiirevleri, Zr-MOF ailesinin bir
tiyesidir. Hidrofilik yapilar1 sayesinde sulu ortamda kimyasal ve termal kararlilik
gostererek enzim aktivitesinin korunmasina yardime1 olmaktadirlar. Bu nedenle, UiO-
66 ve tilirevleri, enzim immobilizasyonu arastirmalarinda enzim stabilitesini arttirmak
igin umut verici bir destek malzemeleri olarak kabul edilmektedir (He ve ark., 2014;
Lazaro ve ark., 2017; Arcuri ve ark., 2018; Liang ve ark., 2019; Chen ve ark., 2020;
Farboudi ve ark., 2020; Yang ve Yang, 2020; Cheng ve ark., 2021).

UiO-66-NH2, Zr-MOF ailesinin bir iiyesidir ve Zr-MOF'lar arasinda, yapisinda
yer alan amino gruplarinin etkisi diger tiyelere gore oldukga dikkat cekmektedir. UiO-

66-NH2'nin amino grubu, aldehit grubu, anhidrit, epoksi grubu vb. gibi diger bir¢ok
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grupla reaksiyonlar igin biiyiik bir aktiviteye sahiptir (Guo ve ark., 2021). UiO-66-NH>
sinerjik etkisi, yliksek performansl bir katalizor olusturmada oldukga énemlidir (Huang

ve ark., 2022).

~NH,

Ui066-NH;

Sekil 1.14. UiO-66-NH;’nin yapist

1.3.2.3. Bakir Bazh Metal Organik Kafesler

Bakir bazli MOF'lar (Cu-MOF’lar), MOF'lar arasinda miikemmel fizikokimyasal
ozelliklere sahiptir (Ambundo ve ark., 1999; Cun ve ark., 2022). Cu-MOF'lar, bakirin
biyolojik rollerinin daha fazla taninmasiyla artan bir ilgi gérmektedir. Bakir mineral bir
besin maddesidir ve solunum, metabolizma, hiicre sinyalizasyonu ve benzeri gesitli
biyolojik siireclere katilmaktadir (Ishida ve ark., 2013; Su ve ark., 2018; Cun ve ark.,
2022). Cu?*'min benzersiz redoks kimyasi, fotokimyasal ve elektriksel ozelligi ve
katalitik aktivitesi sayesinde ve ¢esitli alanlarda ve biyomedikal uygulamalarda son
zamanlarda oldukga ilgi gormektedir (Ambundo ve ark., 1999; Cun ve ark., 2022). Cu-
MOF'lerdeki Cu*?, kanser hiicrelerinde dnemli bir antioksidan molekiil olan glutatyonu
(GSH) oksitleyerek GSH igerigini tiiketebilir (Cun ve ark., 2022). Bu arada, bakir
homeostazi organizmalarin saglig1 i¢in esastir; cok yiiksek veya ¢ok diisiik bakir igerigi
cesitli hastaliklarla i¢ igedir. Lezyon boélgelerindeki anormal bakir seviyeleri ve
metabolizmalar, kanser gibi bozukluklarin tedavisi i¢in iimit verici bir hedef olarak
tanimlanmaktadir (Denoyer ve ark., 2015; Shao ve ark., 2019; Shanbhag ve ark., 2021;
Cun ve ark., 2022). indirgenmis Cu* ayrica kanser hiicrelerinde H20- ile reaksiyona
girerek Fenton benzeri reaksiyonlar yoluyla kanser 6ldiiriicii ‘OH iiretebilir. ilk yapilan
arastirmalarda, Cu-MOF'larin yiizeyindeki reaktif gruplarin (NH> veya COOH),
gelismis fizyolojik kararliliga veya diger biyolojik islevlere sahip kompozitler
olusturmak icin diger malzemelerle kimyasal olarak degistirilebilecekleri belirtilmistir.
Son c¢alismalarda da, aktif bolge metabolik kofaktoriinden sinyal metali ve

metalloallosterik diizenleyiciye kadar biyolojik isleve sahip oldugunu belirlenmistir
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(Krishnamoorthy ve ark., 2016; Xiao ve ark., 2018; Cun ve ark., 2022; Ge ve ark.,
2022). Ayrica, bazi bakir bazli organik kompleksler dogal olarak biyoaktiftir, bu da
biyolojik ligandlar tarafindan hazirlanan biyoaktif Cu-MOF'larin  biiylik bir
potansiyelini akla getirmektedir (Santini ve ark., 2014; Cun ve ark., 2022; Lu ve ark.,
2022). Genel olarak, bakirin bu biyolojik 6zellikleri, Cu-MOF'lerin farkli biyomedikal
amaglara yonelik saglam bir platform olusturmasini saglamaktadir (Wang ve ark., 2021;
Cun ve ark., 2022).

Bazi Cu-MOF'lar da enzim benzeri olaganiistii katalitik aktivite sergileyerek
onlart katalitik tiimor tedavisi ve biyoalgilamada cazip hale getirmektedir. Antikanser,
antibakteriyel, biyosensor, biyokataliz, yara iyilesmesi, timor terapisi ve
biyoalgilamada da dahil olmak iizere biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadir.
Buna ek olarak, Cu-MOF'lar orta derecede manyetik ozelliklere ve iyi fototermal
donilisiim yetenegine sahiptir, bu da manyetik rezonans goriintiileme ve fototermal
tedavide potansiyel uygulamalarimi belirlemektedir (Cun ve ark., 2022). Cu-MOF'un
sinerjik etkisi, yiiksek performansh bir katalizér olusturmada oldukc¢a Onemlidir
(Amirzehni ve ark., 2021). Cu-MOF'larin tek basina biyomedikal uygulamalardaki
karmasik ihtiyaclar1 karsilamas1 zordur. Ornegin, fizyolojik kosullardaki nispeten diisiik
stabilite, bunlarin dogrudan kanser tedavisi i¢in kullanilmalarin1 zorlastirmaktadir; cogu
Cu-MOF'un diisiik elektro iletkenligi, yiiksek verimli elektrokimyasal analizlerde
dogrudan kullanimini sinirlamaktadir (Cun ve ark., 2022; Liu ve ark., 2022a; Zheng ve
ark., 2022). Bu nedenle, Cu-MOF ve diger malzemelerin, 6rnegin polimerin
kompozitleri genellikle avantajlarini birlestirmek igin tiretilmektedir (Zhu ve Xu, 2014;
Cun ve ark., 2022).

18


https://www.sciencedirect.com/topics/physics-and-astronomy/bioinstrumentation
https://www.sciencedirect.com/topics/physics-and-astronomy/bioinstrumentation

_________________________

P i
,r 0, c ( o)1 pCo
: [ - ._::.I : : Cu Cu
| | /! I
| C C © | : O -C- O !
| G i C i
. ‘ | s i
i 1 O O I
i 1 !
| | !
i C. Ci 'y , I d- - |
Q
I "O‘.. 0. § _.notCu
o G, Lu==-Q
[ non metal (o] '.’
() on metal C
\
Cu---0

& ¢ o

Copper-Copper
paddlewheel type

Sekil 1.15. Cu-MOF yapis1 (Moghadam ve ark., 2020)

Cu-MOF

Sekil 1.16. Cu-MOF’un temsili yapisi

1.3.2.4. Kobalt Bazh Metal Organik Kafesler

Gegis metali bazli MOF'lar, bir¢ok arastirma grubu tarafindan siklikla iyi
Ozelliklere sahip, biyouyumlu malzemeler olarak incelenmektedir (Zhang ve ark.,
2014b; Yang ve ark., 2017; Zheng ve ark., 2017; Hua ve ark., 2019). Kobalt bazli
metal-organik kafesler (Co-MOF’lar), son yillarda arastirmacilar tarafindan dikkat
¢eken inorganik malzeme smifidir. Co-MOF’lar, kolaylikla hazirlanabilmeleri, yiiksek
gozeneklilik ve ayarlanabilir yapilarmin avantaj saglamalar1 ile olduk¢a dikkat
¢cekmektedir. Bununla birlikte, zayif iletkenlikleri, bozulmamig Co-MOF'larin daha
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genis alanda kullaniminin 6niindeki en biiyiik engellerden biri olarak belirtilmektedir
(Zhou ve ark., 2022). Pratik uygulamalarda, Co-MOF tabanli tiirevler, bozulmamis Co-
MOF'ler ve bunlarm bilesiklerinden daha popiiler goriinmektedir. Onciil olarak
kullanildiklarinda, Co-MOF'lar yaygin olarak Co-iliskili oksitler, siilfiirler veya farkli
morfolojilere sahip diger baz1 formlar halinde sentezlenirler (Meng ve ark., 2013; Xu ve
ark., 2016; Liu ve ark., 2017; Zou ve ark., 2017; He ve ark., 2018; Weng ve ark., 2018;
Hua ve ark., 2019).

Co-MOF'ler ve bunlarin kompozitleri, genellikle malzemelerin genel 6zelliklerini
iyilestirmek i¢in diger aktif bilesenlerle birlikte sablon rolii oynar (Hua ve ark., 2019).

ZIF-67, MOF’larin metal iyonuna gére Co-MOF tur. Ayni zamanda ZIF ailesinin
bir iiyesidir. Co*? iyonlar1 ve imidazoliin etkilesimi ZIF-67’nin yapisin1 olusmaktadir.

Yapisini olusturan kobalt iyonlari kristal bir yapiya sahiptir (Gupta ve Murthy, 2022).

@ + (b; ] ‘ /2 ‘

“
‘ .

Co(NO3); .6H,0 + 2-metilimidazol

Sekil 1.17. ZIF-67’nin yapisinin olusumu

ZIF-67’nin yapisinda sirasiyla yaklasik 11,6 A ve 3,4 A gozenek acikligi ve
boslugu gozlenmektedir (Lashgari ve ark., 2021). ZIF-67'nin yar1 kararli koordinat
baglar1 nedeniyle, ligand degisimi, iyon degisimi veya kimyasal asindirma reaksiyonlari
yoluyla diger tiirler tarafindan kolayca islevsellestirilebilmektedir. Yiizey aktif bolgeleri
de, yiizey ozelligi ile yiiksek oranda iliskili oldugundan, ZIF-67'nin yiizey
islevsellestirmesi, ZIF-67'nin elektro-katalitik aktivitesini artirabilmekte (Sun ve ark.,
2020a; Hu ve ark., 2023), genis yiizey alani, mikro gozeneklilik, kristallik, zengin
yapisal ¢esitliligi, ¢ok ¢esitli uygulamalar i¢in olaganiistii termal ve kimyasal kararlilik
gibi essiz Ozellikleri ile enzim immobilizasyonu igin de biiyllk umutlar verdigi
diistiniilmektedir (Abdelhamid, 2021; Behera ve ark., 2022; Du ve ark., 2022; Ozyilmaz
ve ark., 2022Db).
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ZIF-67

Sekil 1.18. ZIF-67 nin yapis1 (Tang ve ark., 2015).

1.3.2.5. Nikel Bazh Metal Organik Kafesler

Nikel bazli metal-organik kafeslerin (Ni-MOF’lar), yapisini olusturan nikel (II)
iyonlari, diislik maliyetleri, iyi bolluklari, daha iyi katalitik aktiviteleri ve
elektrokimyasal 06zellikleri nedeniyle yaygin olarak bulunabilen bir gecis metali
iyonudur. Ni-MOF’lar, son yillarda aragtirmacilar tarafindan dikkat ¢eken inorganik
malzeme sinifidir (Chen ve ark., 2011; Wu ve ark., 2019; Liu ve ark., 2022b). Ni-
MOF’lar, yiiksek 6zgiil yiizey alani, yapisal gesitlilik, ayarlanabilir ¢erceve vb. gibi
avantajlar sunarlar. Bu g¢esitli malzeme simifi, Kkatalitik aktivite sergilemekte,
elektrokimyasal Ozelliklerinden dolay1 da elektrokimyasal algilama, elektrik enerjisi
depolama, elektrot yiizey degistiricileri ve elektrokatalizor olarak kullanilmakta,
elektrokataliz alanlarinda da genis uygulama kabiliyeti gostermektedir (Sheikh-Mohseni
ve Nezamzadeh-Ejhieh, 2014; Pourtaheri ve Nezamzadeh-Ejhieh, 2015; Ahmadi ve
Nezamzadeh-Ejhieh, 2017; Li ve ark., 2022). Diger Ni bazli malzemelerle
karsilastirildiginda, ¢cok boyutlu koordinasyon modellerine ve ¢esitli yapilara, yiiksek
spesifik ylizey alanina ve biiyiik gozenek boyutuna sahip Ni-MOF'lar, hedef maddelerin
diflizyonuna ve elektron transferine ve bol gozenek kanallarina ve katalitik aktif
bolgelere elverislidir. Hedeflenen madde i¢in hizli yanita yonelik olarak uygundur (Du

ve ark., 2018; Liu ve ark., 2022b).
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Sekil 1.19. Karsilik gelen metal kiimeleri ve organik baglayicilari olan Ni-bazli MOF yapilar1 (Arrozi ve
ark., 2019)

1.4. Metal Organik Kafeslerin Sentez Yontemleri

MOF’lar farkli metotlar kullanilarak sentezlenebilirler. MOF’lar sonokimyasal
yontem, elektrokimyasal yontem, mikrodalga destekli yontem, birlikte cokeltme
yontemi, mekanokimyasal yontem, solvotermal ve hidrotermal yontem gibi farkh
teknikler kullanilarak sentezlenmektedir (Taghipour ve ark., 2018; Tajik ve ark., 2020;
Vaitsis ve ark., 2020; Jadhav ve ark., 2022; Jasim ve ark., 2022; Zhang ve ark., 2022;
Nath, 2024; Wen ve ark., 2024).
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Sekil 1.20. MOF sentez yontemleri (Liu ve ark., 2022a; Mohamed ve ark., 2022; Gatou ve ark., 2023;
Ozyilmaz ve Caglar, 2023; Surya Babu ve ark., 2024)

1.4.1. Sonokimyasal Yontem

Son 40 yilda sonokimya, ultrason etkisi ve akustik kavitasyon etrafinda donen iyi
tanimlanmis bir teknik haline gelmistir. Ultrasonlar, insan isitme sinirmin (20 kHz)
tizerindeki frekanslart icermektedir. Kimya ve sentezde tipik degerler 1 MHz'e kadar
cikarken, tipta cihazlar maksimum 20 Mhz'e kadar c¢alismaktadir. Bu teknoloji,
kimyasal sentez, biyoloji (mikrobiyal/enzim (in)aktivasyonu) ve tiptan, ¢evre korumaya
(su aritma, toprak dekontaminasyonu), gida endiistrilerine ve kozmetiklere (6rnegin
emiilsifikasyon) kadar genis bir alana yayilmistir (Vaitsis ve ark., 2020). Sonokimyasal
reaksiyonlar ii¢ farkli bdlgede gerceklesebilir. Ilk bolge, asir1 sicaklik (>5000 K) ve
basin¢g kosullart1 (>1000 atm) tarafindan dikte edilen bir mikro/nanoreaktoér olarak
gorsellestirilebilen kabarcigin i¢ kismudir. Ikinci bélge, kabarcik ile yigin ¢dziicii
arasindaki arayiizdiir. Ugucu olmayan c¢oziiciilerin bu bdlgede reaksiyona girme
konusundaki goreceli verimlilikleri, gaz-sivi arayliziinde birikme kabiliyetlerini
belirleyen hidrofobikliklerine baghdir. Uciincii bolge ise, yigmn ¢dzeltinin ortam
sicakliginda oldugu ve sicak bolgelerde serbest radikallerin olustugu kabarcik ¢evresidir
(Henglein, 1987; Vaitsis ve ark., 2020). Ayrica, sonokimyasal siireglerin verimini ve
yoniinii etkileyebilecek birkag harici parametre vardir. Bu siirecler, helyum ve argon,

kavitasyon i¢in bir ¢ekirdek gorevi gordiiklerinden, ¢oziinmiis gaz kabarciklarindan
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faydalanabilir. Ultrasonlarin kimyasal siireglerin ¢esitli yonlerinde yaygin olarak
kullanilmasi, MOF arastirmalarindaki muazzam artigla birlikte, daha kisa reaksiyon
siireleri, faz seciciligi ve sekil kontrolii elde etmek i¢cin MOF'larin sonokimyasal
sentezini bir adim daha yaklastirmistir (Vaitsis ve ark., 2020).

Sonokimyasal teknikler, kisa reaksiyon siiresi, diisiik ¢calisma sicaklig1 ve basinci,
kontrol kolaylig1 ve yiiksek kaliteli {iriinler dahil olmak {izere bir¢ok olaganiistii 6zellik
saglamaktadir (Taghipour ve ark., 2018; Wang ve ark., 2020; Bhasha ve Balamurugan,
2021). MOF arastirmalarinda ultrasonlarin uygulanmasi, esas olarak yiiksek sicakliklara
ve uzun reaksiyon siirelerine ihtiya¢ duyan geleneksel yontemlerin aksine, daha hafif
kosullarla daha kiigiik partikiil boyutuna olan ihtiyacin giderilmesine katki saglamistir
ve MOF’larin sentezinde de basit, etkili ve yaygin olarak kullanilan bir stratejidir.
Homojen ve hizli cekirdeklenmeye dayali sonokimyasal yaklasimlar kullanilarak,
geleneksel solvotermal yaklasimdan daha kisa bir kristallesme siiresi gergeklesmekte ve

ayrica ¢ok daha kii¢iik pargacik boyutu da tiretebilmektedir (Vaitsis ve ark., 2020).

1.4.2. Elektrokimyasal Yontem

Ozellikle, elektrot ve elektrolit arayiiziinde gerceklesen redoks reaksiyonlari
olarak tanimlanan elektrokimyasal reaksiyonlar, ilgili 6n gerilimdeki modifikasyonlar
yoluyla reaksiyon hizinin basitlestirilmis kontrolii ve reaksiyon iiriinlerinin yar1
reaksiyonlardan uygun sekilde ayrilmasi gibi avantajlar nedeniyle umut vaat etmektedir
(Tajik ve ark., 2020). Sonug¢ olarak, arastirmacilar elektrokimyasal sistemleri
elektrokimyasal sensorler, siiperkapasitorler, elektrokataliz, yakit hiicreleri, piller ve
elektrokromik cihazlar da dahil gesitli fonksiyonel uygulamalarda kullanmiglardir (Bard
ve Fox, 1995; Steele ve Heinzel, 2001; Tarascon ve Armand, 2001; Simon ve Gogotsi,
2008; Benson ve ark., 2009; Mortimer, 2011; Anantharaj ve ark., 2016; Shao ve ark.,
2016; Hwang ve ark., 2018; Tajik ve ark., 2020).

1.4.3. Solvotermal ve Hidrotermal Sentez Yéntemi

Metal, organik baglayici, solvent konsantrasyonu, sicaklik ve reaksiyon siiresi gibi
diger reaksiyon kosullari, metal organik kafeslerin (MOF’larin) morfolojik ve yapisal
ozelliklerini belirlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu nedenle, kristallerin
cekirdeklenmesi ve biiylimesi, metal iyonlarinin ve organik ligandin molar orani,
¢oziicli ve reaksiyon kosullart degistirilerek MOF’larin gbzenek boyutlart ve dzellikleri

kontrol edilebilmektedir. Solvotermal ve hidrotermal sentez, MOF’larin sentezinde iyi
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bilinen bir yontemler arasinda yer almaktadir (Farha ve Hupp, 2010; Jadhav ve ark.,
2022).

1.4.3.1. Solvotermal Sentez

Solvotermal yontem, hidrotermal yonteme benzerlik gosterse de sentetik
prosediirde su yerine organik c¢oziiciilerin kullanilmas: ile hidrotermal yontemden
ayrilmaktadir. Yontemde, reaksiyon ortami olarak alkoller ve gliserol kullanildigi i¢in
reaksiyonlar sirasiyla alkolotermal ve glikotermal olarak adlandirilmaktadirlar. Bu
sentez yontemi, iyi kristal 6zelliklere sahip nano boyutta kristallerin hazirlanmasi igin

onemlidir (Zhong ve ark., 2011).

1.4.3.2. Hidrotermal Sentez

Hidrotermal yontem, kristal tozlarin, kaplamalarin ve tek kristallerin nispeten
diisiik sicakliklarda dogrudan ¢o6zeltiden elde edilebildigi bir islemdir. Hidrotermal
sentetik yontem inorganik malzemelerin  sentezlenmesinde yaygin  olarak
kullanilmaktadir (Zheng ve ark., 2019; Zhang ve ark., 2020; Zheng ve ark., 2020; Zhang
ve ark., 2022). Ham maddeleri ¢ozelti haline getirmek igin ¢oziiciiler segilir, bunlar
hidrotermal kazanda paketlenir ve 100-200°C'ye sitilir. Hidrotermal kosullar altinda
sentezlenen malzemeler miikkemmel o6zellikler sergilemektedir (Cao ve ark., 2020;
Zhang ve ark., 2020; Zhang ve ark., 2022). Reaksiyon islemi sirasinda, sistemdeki
hidrotermal kazan kendi kendine olusan belirli bir basinci korur ve dengesiz hidrotermal
sistemdeki su fazi yeniden reaksiyonu genellikle gozenekli nanomalzemeler tiretebilir
(Yang ve ark., 2022; Zhang ve ark., 2022). Bu yontem kullanilarak, yiiksek saflik, faz
stabilitesi (stokiyometri) kontrollii parcacik boyutu ve dar boyut dagilimi ve kontrol
edilebilir morfolojiler gibi iistlin toz Ozelliklerine erisim saglanmaktadir. Bu nedenle
hidrotermal sentez, arastirmacilarin/iireticilerin bazi teknolojik zorluklarin iistesinden
gelmelerine ve siirdiiriilebilir bir biiylime i¢in yeni teknolojiler gelistirmelerine yardimci

olabilen 6nemli bir yontemdir (Zhang ve ark., 2022; Gatou ve ark., 2023).

1.4.4. Birlikte Cokeltme Yontemi

21. ylizyilin baglarinda gelistirilen birlikte ¢cokeltme yontemi, en basit, uygun ve
etkili bir yaklasim olmasindan dolay1 bircok MOF’un sentezinde kullanilan en énemli
yontemlerden birisidir (Laurent ve ark., 2008; Jasim ve ark., 2022). Yontem {i¢ ana

adimda gerceklesir. Bu adimlar, doygunluk, cekirdeklenme ve biiylimedir ve bu adimlar
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sentezlenen malzemenin seklini belirlemektedir. Yontemde kullanilan tuzlar, ¢ézeltinin
pH", ortam sicakligi ve iyonik kuvvet ise iiretilen pargaciklarin boyutunu, seklini ve
bilesimini etkilemektedir (Roostaee ve Sheikhshoaie, 2020; Jasim ve ark., 2022).
Birlikte c¢okeltme yontemi iki basamaktan olusmaktadir. ilk basamakta tiir
konsantrasyonu siiperkritik doygunluga yaklastiginda gerceklesmektedir ve kiigiik
cekirdekler yaratilmaktadir. ikinci basamakta ise, ¢dziinen maddelerin kristal yiizeyine
difiizyonu nedeniyle kristalin biiytimesi gergeklesmektedir (Roostaee ve Sheikhshoaie,
2020; Jasim ve ark., 2022). Bu teknigi kullanmanin temel avantaji, ¢ok sayida
nanopargacik liretmesidir, ancak kinetik ajan kristal biiylimesiyle diizenlendiginden
dolay1 pargacik boyutu dagitim kontrolii simirlidir (Dong ve Koenig, 2020; Jasim ve
ark., 2022).

1.4.5. Mikrodalga Yontemi

Alternatif bir 1sitma teknolojisi olan mikrodalga 1sitma, son yillarda yaygin olarak
kullanilmaya baslanan bir yontemdir (Lin ve ark., 2011; Bu ve ark., 2018; Fei ve ark.,
2018; Gtowniak ve ark., 2021; Li ve ark., 2021; Qiao ve ark., 2021; Kishimoto ve ark.,
2023; Wen ve ark., 2024)

Verimsiz bir 1s1 iletim siirecine (ekipmandan numuneye) dayanan geleneksel
elektrikli 1sitma tekniginin tam aksine, mikrodalgalar numuneler tarafindan dogrudan
adsorbe edilebilmekte ve dipol doniisii ve iyonik iletim mekanizmalar1 yoluyla 1siya
dontstiiriilebilmektedir (Glowniak ve ark., 2021; Jia ve ark., 2021; Qiao ve ark., 2021;
Wen ve ark., 2024) (Farkli 1sitma prensipleri goz Oniine alindiginda, mikrodalga
destekli 1s1tma kisa bir siire i¢cinde (birkag saniye / dakika) hizli 1sitma saglamaktadir, bu
da tek atomlu katalizorlerin hazirlanmasi sirasinda metal atomlarinin gogiinii ve
toplanmasini etkili bir sekilde engellemektedir (Jia ve ark., 2021; Qiao ve ark., 2021;
Wen ve ark., 2024) Hizl kristal ¢ekirdeklenme ve biiyiime kinetigi, ¢ok az ikincil iiriin
veya hig ikincil iiriin olmadan izole edilebilen, istenilen iriinlerin yiiksek verimle elde
edilmelerini saglamaktadir. Mikrodalga 1sitma kullanilarak, MOF'lerin hazirlanmasi i¢in
hem ekonomik olarak hem de uygun siireler boyunca biiyilik miktarlarda izolasyonlaria
yol acan iyi karakterize edilmis materyallerin sentezleri yapilmaktadir. Bu teknikle
ayrica fonksiyonel cihazlarda dogrudan uygulama bulabilecek nano-boyutlu

kristalitlerin biiylimesi saglanmaktadir (Klinowski ve ark., 2011).

26



1.4.6. Mekanokimyasal Yontem

MOF sentezi i¢in akademik arastirmalarda genellikle, diisiik uzay-zaman verimi
sunan ve genellikle pahali organik coziiciiler gerektiren, endiistriyel liretim i¢in de
uygun olmayan solvotermal yontemlerin yaygin olarak kullanildigi goriilmektedir.
MOF'larin istenilen 6l¢ekte ve maliyette iiretilmesi, bu malzemelerin yeni teknolojilerde
kullanilmasi i¢in 6nemlidir (Stolar ve ark., 2021).

Mekanik kuvvetin aracilik ettigi kimyasal reaksiyonlar1 kapsayan bir kimya dali
olan mekanokimya, olagandis1 reaktivitesi, sentez siiresi, yliksek firiin kalitesi ve
stirdiiriilebilir iiretim i¢in giiglii potansiyeli nedeniyle son zamanlarda kimyasal sentezin
On saflarinda yer alan 6nemli bir tekniktir (James ve ark., 2012; Tan ve ark., 2016; Do
2021; Brekalo ve ark., 2022; Puccetti ve ark., 2022; Pourmadadi ve ark., 2023).

International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) mekanokimyasal
reaksiyonu, “mekanik enerjinin dogrudan emilmesiyle indiiklenen bir kimyasal
2018). Mekanokimyay1, "diinyamiz1 degistirecek on kimyasal yenilikten" biri olarak
adlandirmaktadir (Gomollon-Bel, 2019; Yang ve ark., 2024).

Mekanokimyay1 diger sentetik tekniklerden ayiran ve onu canli bir arastirma alani
haline getiren sey, olaganiistii reaktivitesidir. Mekanokimyasal doniisiimler benzeri
goriilmemis diizeyde bir segicilik ve iirlinlin stokiyometrik bilesimi iizerinde kontrol
sunar ve sadece Ogiitme ekipmaniyla dogrudan katalize odaklanan bir dal hizla
gelismektedir (Braga ve ark., 2007; Howard ve ark., 2018; Martinez ve ark., 2020;
Martinez ve ark., 2023).

Mekanokimya, kati katalizorlerin sentezinde yaygin olarak uygulanan bir
tekniktir. Yiksek yiizey alani, diizglin gdzenek boyutu, yiliksek oranda dagilmis aktif
metale ve hatta tek atomlu metale sahip katalizor, mekanokimyasal yaklasimla
sentezlenebilmektedir. Mekanik c¢alkalama, katalizore, katalitik performansi tizerinde
onemli etkiye sahip olan kusur olusumu, yapisal diizenleme ve modifiye etkilesime
yanstyan benzersiz 0Ozellikler kazandirabilmektedir. Mekanokimyasal yontemle
hazirlanan katalizorlerin essiz yapilari, olaganiistii katalitik aktiviteye ve katalitik
reaksiyonda milkemmel stabiliteye yol agmaktadir (Yang ve ark., 2024).

Mekanokimyasal yontem cevre dostu, basit, hizli, atomik olarak ekonomik bir

-----

Fris¢i¢, 2018; Ardila-Fierro ve Hernandez, 2021; Stolar ve ark., 2021; Brekalo ve ark.,
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2022; Puccetti ve ark., 2022). Yiiksek verimlidir ve ¢ok az solvent gerektirir veya hig
gerektirmez. Bu oOzellikler, mekanokimyay1 siirdiiriilebilir ve ¢evre agisindan faydali,
oziinde yesil bir sentetik yontem yapmaktadir (Brekalo ve ark., 2022). lyi verim, hizli
sentez siiresi ve yiiksek iiriin kalitesi, solvent igermeyen, ¢evre dostu mekanokimyasal
teknigin ozellikleridir (Klimakow ve ark., 2010; Julien ve ark., 2016; Pourmadadi ve
ark., 2023). Koordinasyon baglariin mekanosentezinde, basit 6giitme, sivi yardimiyla
Ogiitme sirasinda tavlama, sivi destekli Ogilitme ve iyon gibi c¢esitli yOntemler

kullanilmaktadir (Pourmadadi ve ark., 2023).

Sekil 1.21. Kimyasal reaksiyonlarin mekanik aktivasyonunun ii¢ ana modunun sematik gésterimi:
(a) har¢ ve havan tokmagiyla 6giitme (“6glitme tas1” aktivasyonu); (b) planeter bilyali frezeleme; (c) bir

karistirict degirmende yiiksek hizli titresimli 6giitme (Leonardi ve ark., 2018)

Siirtlinmeyi arttirmak igin, ozellikle sivi baglangic malzemeleri igin, mekanik
enerjinin transferine izin veren bir katinin dahil edilmesi gerekli olabilmektedir
(Leonardi ve ark., 2018).

Mekanokimyasal teknikler arasinda en dikkate deger ve yaygin olarak kullanilan
sivt destekli 6glitme teknigidir. Bu teknikte kiiciik miktarlarda sivi mekanokimyasal

reaktiviteyl hizlandirmak, yonlendirmek veya genel olarak optimize etmek i¢in katki

Genel olarak, MOF kompozitlerini mekanokimyasal olarak sentezlemenin {i¢ yolu
vardir:
1) MOF o6nciilerinden fonksiyonel malzemelerle dogrudan sentez;
i) MOF'lerin ve fonksiyonel malzemelerin ayri ayri hazirlanmasi ve bunlar
mekanokimyasal olarak birlestirmeleri;

iii) MOF'lerin substrat (kaplama) iizerinde birikmesi (Wang ve ark., 2023a).
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Mekanokimya son 30 yilda, dokme katilarin yesil sentezi ve doniisiimii i¢in

yaygin olarak kullanilan ve giiglii bir ara¢ haline gelmistir (James ve ark., 2012;

2021; Mannias ve ark., 2022; Martinez ve ark., 2023).

Heterojen katalizorler veya reaktifler, cevresel iyilestirme teknolojilerinde ¢ok
onemli bir rol oynamaktadir. Islak kimyasal ¢okeltme gibi geleneksel sentez yontemleri
ve hidrotermal sentez, uzun reaksiyon siireleri, enerji tiiketen kosullar (6rnegin, ytiksek
sicaklik) ve biiylik miktarda ¢oziicliye ihtiyag duyma gibi bircok dezavantaja sahiptir,
bu da onlar1 ne ekonomik ne de ¢evreci kilar. Mekanokimyasal sentez, aksine, yiiksek
diizeyde cok yonliiliigli, basitligi ve ¢evre dostu olmasi nedeniyle One ¢ikmustir.
Coziicii, kimyasallarin tasinmasinda anahtar bir rol oynadigi igin, sivi fazda ¢oziinme ve
enerji  dagilimi, kiitle ve enerji tasmnmasi, geleneksel kimyasal sentezde
engellenebilmektedir. Buna karsilik, yiiksek enerjili 6glitme, katilar veya katilagmig
reaktifler arasindaki reaksiyonlarin solventsiz kosullarda gergeklesmesini saglayan
karistirma isleminde etkili bir ara¢ olarak gorev yapmaktadir (Rodriguez ve ark., 2007;
Yin ve ark., 2022).

Yapilan arastirmalarda mekanokimyasal yontemin yesil kimya ilkelerine dayali
olarak, farkli biyokatalizorlerin uygulanmalarinda sadece hedef {iirlinler iiretip yan
etkileri azaltmakla kalmayip, ayni zamanda seciciligi ve aktiviteyi de arttirdig
belirtilmistir. Ayrica enzim bazli biyokatalizorlerin, yiiksek katalitik performanslarinin,
cevre dostu reaksiyon sistemleri ve segicilikleri nedeniyle c¢ok ilgi cekici oldugu
vurgulanmistir. Immobilizasyon, enzimlerin stabilitesini ve tekrar kullanilabilirligini
gelistirmek i¢in uygun bir yaklasim olarak gosterilmistir (Gan ve ark., 2021)
Mekanokimya, metalurjide yogun bir sekilde uygulanan bir yontemdir (Suryanarayana,
2001; Amrute ve ark., 2021). Ancak son zamanlarda organik, organometalik, inorganik
kimya ve malzeme miihendisligi dahil olmak tizere bir¢ok farkli yonden arastirmacilari

kendine ¢ekmistir (James ve ark., 2012; Amrute ve ark., 2021).
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Sekill.22. Yaygin olarak kullanilan 6giitme ekipmani. (a) Havan ve tokmak, (b) otomatik havan, (c)
dikey titresimli mini degirmen, (d) titresimli mikro degirmen, (e) titresimli bilyali degirmen, (f) sicaklik
kontrollii titresimli bilyali degirmen, (g) gezegen bilyeli degirmen, (h) ¢oklu numune alma degirmeni ve

(i) stirekli mekanokimyasal sentez igin ¢ift vidali degirmen (Wang ve ark., 2023a).

1.5. Metal Organik Kafeslerin Kullanim Alanlar

Metal organik kafesler (MOF’lar), essiz Ozellikleri ile bir¢ok uygulama igin
oldukca dikkat ¢ceken gozenekli malzemelerdir. Sahip oldugu 6zellikleri ile son yillarin
onemli arastirma konulari arasinda yer almaktadir. Antibakteriyel, gaz depolama,
biyoalgilama, biyogoriintiileme, ilag salinimi, batarya, sensor, pestisit aragtirmalar1 ve
biyokataliz gibi bir¢ok alanda da kullanilmakta ve arastirmalar devam etmektedir (Alezi
ve ark., 2015; Bai ve ark., 2016a; Yang ve Yang, 2020; Zheng ve ark., 2020; Al
Sharabati ve ark., 2022; Mahmoud ve ark., 2022) (sekil 1.23)
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Sekil.1.23. MOF’un kullanim alanlar1 (Alezi ve ark., 2015; Bai ve ark., 2016a; Yang ve Yang, 2020;
Zheng ve ark., 2020; Al Sharabati ve ark., 2022; Mahmoud ve ark., 2022)

1.5.1. Antibakteriyel

Bakteriyel enfeksiyonlar insan hastalik ve Oliimlerinin ana nedenidir. Her yil
milyonlarca oliime neden olmaktadir. Bakteriyel enfeksiyon, insan yasaminin her
alaninda insan saghigmi ciddi sekilde tehlikeye atmaktadir ve diinyanin karsi karsiya
oldugu en ciddi tehditlerden biridir (Guo ve ark.,, 2020; Guo ve ark., 2024).
Antibiyotiklerin kesfinden bu yana, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde genis
spektrumlu etkilere sahip ¢ok sayida antibiyotik kullanilmistir. Ancak genis spektrumlu
antibiyotiklerin yaygin kullanimiyla birlikte bakterilerin ila¢ direnci giderek artmis ve
antibakteriyel tedavi ciddi bir halk sagligi sorunu haline gelmistir (Guo ve ark., 2024).

Antibiyotiklerin yaygi kullanimiyla birlikte giderek daha ciddi bakteriyel direng
sorunlarina yol a¢an antimikrobiyal tedavi, kiiresel bir endise haline gelmistir. MOF'lar,
proteinler ve polisakkaritler gibi biyomakromolekiillerle kompozit malzemeler
olusturabilen, metal iyonlar1 ve organik ligandlarin etkilesimleri ile olusan diisiik
yogunluklu gbézenekli koordinasyon malzemeleridir. Son yillarda MOF'lar ve tiirevleri
antibakteriyel alanda etkili antibakteriyel ajanlar olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir
(Guo ve ark., 2024).

Geleneksel antibakteriyel ilaglarla karsilastirildiginda, MOF bazli antimikrobiyal

malzemelerin asagidaki 6zelliklere sahip olduklari belirlenmistir:
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1. Daha yiiksek spesifik ylizey alani ve gozenekliliklerinden dolayi, MOF'lar metal
iyonlar1 veya bakterisidal fonksiyona sahip antibakteriyel ilaclarla yiiklenebilmekte ve
stimiilasyonla (pH ve lazer 1simnlamasi gibi) yavasca salinabilmektedir (Guo ve ark.,
2020; Wang ve ark., 2020; Guo ve ark., 2024).

2. Cesitli metaller ve baglayicilar kullanilabildiginden dolay1, yiiksek diizeyde
biyouyumlu MOF'lar i¢in toksik olmayan veya daha az toksik onciiller segilebilmektedir
(Ma ve ark., 2021; Guo ve ark., 2024).

3. Yapilarinda yer alan bol yiizey aktivite gruplari, MOF'larin degistirilme ve bakteriyel
enfeksiyon bolgelerine hedeflenme ve yiiklii antibakteriyel ilaglar1 serbest birakma
yetenegine sahip olmasini saglamaktadir (Cao ve ark., 2022; Guo ve ark., 2024).

4. 1lk olarak, gdzenekli yapi antibakteriyel ajanlarin (&rnegin, metal/metal oksit
nanopartikiiller, antibiyotikler, antibakteriyel peptitler ve dogal antibakteriyel maddeler)
etkili bir sekilde kapstillenmesi i¢in faydalidir ve duyarli bozunabilir yap1, gerektiginde
metal iyonlarinin, organik ligandlarin ve antibakteriyel ajanlarin kontrollii veya yavag
salinimini  saglamaktadir. Ikinci olarak, kolay modifikasyon ve islevsellestirme
ozellikleri biyouyumlulugu ve biyolojik olarak pargalanabilirligi artirmaktadir. Buna ek
olarak, yeni simiile edilmis katalizor aktivitesi, kemodinamik terapi (CDT) veya
fotodinamik terapi (PDT) yoluyla reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretebilir, bdylece
patojenlere oksidatif stres olusturabilir ve MOF'lar ayrica fototermal terapi (PTT), PDT,
CDT ve sonodinamik terapi (SDT) dahil olmak iizere kombine antibakteriyel 6zellikler

de uygulayabilmektedir (Terzopoulou ve ark., 2020; Guo ve ark., 2024).

1.5.2. Sentez ve Fonksiyonlandirma

MOF'larn bir baska ilgin¢ yonii de MOF'lar1 fonksiyonel gruplarla birlestirmektir.
Bu fonksiyonel gruplar, MOF sentezi sirasinda veya sonrasinda organik baglayicilara
baglanir. Bu baglanma, verimli ve oOzellie 6zgii MOF'larin sentezine yol agar.
MOF'larin fonksiyonlandirilmasi temel olarak yiizey adsorpsiyonu, kovalent baglanma,
gozeneklerin kapsiillenmesi ve yapi tasi olarak fonksiyonel molekiiller gibi dort
stratejiyi i¢ermektedir (Fatima ve ark., 2023). MOF’larin fonksiyonlandirilmas: ile,
kopri ligandlarinin omurgasina piridil, metil, bromiir, hidroksil, etilen ve amino gibi
ikame fonksiyonel gruplarinin eklenmesiyle yapilabilmektedir (Cai ve ark., 2020;
Fatima ve ark., 2023).
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Sekil 1.24. MOF’larin post-sentetik modifikasyonu (Carreon ve Venna, 2020)

1.5.3. Ila¢ Salimm

Hastaliklarin tedavisine yonelik ilaglar, insan viicuduna girdikten sonra kontrolsiiz
bir sekilde yayilma ve salinma egilimi gosteren ¢esitli faktorlerden etkilenmektedir
(Xing ve ark., 2024). ilag dagitim sistemleri iizerine yapilan ¢alismalar, geleneksel
formiilasyonlarin olagan dezavantajlarinin iistesinden gelmeyi amaclamistir. Geleneksel
formiilasyonlarla ilgili sorunlar arasinda siirekli ila¢ uygulamasi, secicilik eksikligi ve
viicuttaki biyolojik engelleri agsmanin zorlugu yer almaktadir (Piazza ve ark., 2024).
MOF’lar, bu faktorlerin etkisinin giderilmesinde duyarli sistemin gelistirilmesinde,
kontrollii salinimda 6nemli etkilere sahiptir (Xing ve ark., 2024).

MOF'lar, sunduklar1 ¢esitli metal Onciilleri ve organik ligandlardan dolay: ilag¢
dagitim icin tercih edilen 6nemli malzemelerdir. Organik ligandlar supramolekiiler
diizenleyiciler olarak gorev alirlar ve ayni1 zamanda fizikokimyasal 6zellikleri de dnemli
Olciide etkilemektedirler. Karboksilat, fosfat, siilfat ve cesitli heterosiklik bilesikler gibi
ligandlarin kullanimi, ¢esitli fonksiyonel gruplar1 ve kimyasal ozellikleri nedeniyle
biiylik onem tagimaktadir ve MOF'larin 6zel 6zelliklere sahip tasarimini ve sentezini
miimkiin kilmaktadir (Lu ve ark., 2014; Simon-Yarza ve ark., 2018; Benny ve ark.,
2024). MOF'lar fonksiyonel gruplar1 degistirme ve gozenek boyutunu ayarlama
yetenegine sahiptir, bu nedenle ideal ilag dagitim malzemeleri olarak diisiiniilebilir.

llaglar genellikle MOF'lara tek kap sentezi, yiizey adsorpsiyonu, sentetik sonrasi
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kapsiilleme ve kovalent baglanti dahil olmak iizere ¢esitli yollarla dahil edilir (Lawson
ve ark., 2020; Wang ve ark., 2020). Tek-kap sentezinde, MOF ve ilag molekiilleri sentez
islemi sirasinda birlestirilir. Bu teknik kullanarak, MOF'un gézenek boyutundan daha
bliyiik ilaglar1 hapsetmek ve zamanindan once sizmalarini 6nlemek miimkiindiir. Yiizey
adsorpsiyonlari, ilag molekiillerinin bir MOF yiizeyine dogrudan reaksiyon karigimi
icinde baglanmasiyla gerceklestirilebilir. Diger tekniklerin aksine, yiizey yliklemesi
siklikla daha diisiik ilag¢ yiliklemesine ve ilacin MOF'tan hizli bir sekilde salinmasina yol
acar. Ayrica, sentez sonrasi kapsiilleme, ila¢ molekiillerinin sentezden sonra MOF'larin
gozenekleri igine yiiklenmesini igeren en esnek ve etkili teknik olarak kabul
edilmektedir (Sun ve ark., 2020D).

llaglarin kovalent baglarla MOF'a baglanmasi, oldukca secici kanser gibi
hastaliklarin hedeflenmesi icin baska bir stratejidir. Ancak, yalmizca benzersiz
fonksiyonel gruplar (-SOzH, -COOH, C=0 gibi) iceren sinirli ilag molekiilleri kovalent
bag yoluyla giiclii etkilesimler olusturabilir. En son bulgular, ilaglarin diizenlenmis
kosullar altinda yerel olarak verilebilecegini, bunun da tedavi etkinligini artirabilecegini

ve yan etkileri en aza indirebilecegini gostermektedir (Fatima ve ark., 2023).

1.5.4. Enantiyosecimli Reaksiyonlarda Kullanimi

Kiralite doganin en temel 6zelliklerinden biridir. Kiral molekiiler enantiyomerler
birbirlerinin ortismeyen ayna goriintiileridir (Aizawa ve ark., 2023; He ve ark., 2023;
Miao ve ark., 2024). Kiralite, bir molekiiliin ayna goriintiisiniin kendisiyle
cakisamamasi ve bu ayna molekiil ¢iftinin zit optik dontislere sahip olmasi anlamina
gelir; bu durumda bunlara toplu olarak enantiyomerler denir (Fan ve ark., 2024).
Enantiyomerler, ¢ok benzer fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip olmalarina ragmen
genellikle biyolojik aktivite, farmakolojik etkiler vb. acisindan biiyiik farkliliklar veya
zithklar gosterirler (Basheer ve Ali, 2018; Suttipat ve ark., 2020; Fan ve ark., 2024)

Kiral fenil aromatik bilesikler dogada yaygin olarak bulunur. Tipik kiral
Ozelliklere sahiptir ve bunlarin enantiyomerleri arasinda biyolojik aktivite ve uygulama
acisindan 6nemli farkliliklar vardir (Miao ve ark., 2024).

Hormonlar, proteinler, amino asitler ve kiral ilaglar da dahil olmak {izere en
onemli biyolojik bilesikler kiraldir ve bir¢ok biyolojik ve metabolik siire¢, yukarida
bahsedilen belirli kiral molekiiler sistemler tarafindan yakindan diizenlenmektedir

(Zhou ve ark., 2015; Xing ve ark., 2021; Fan ve ark., 2024). ila¢ pazarindaki ilaglarin da
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neredeyse yaris1 kiraldir; bir formu giivenilir ve emniyetliyken, diger formu ise

mutajenik, etkili olmayan ve hatta zehirlidir (Mane, 2016; Bukhari, 2023).

Sekil 1. 25. Kiral Algilama ve Ayirma igin Metal-Organik Cergeveler Tabanli Analitik Cihazlar
(Hassanpour ve ark., 2022) .

1.5.4.1. Naproksen

Steroid olmayan antiinflamatuar ilaglar (NSAID'ler), analjezik, antipiretik veya
antiinflamatuar etkileri olan bir farmasétik smifidir (Liang ve ark., 2021b; Mo ve ark.,
2021; Kim ve ark., 2024). Naproksen, insanlarin ve hayvanlarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan, diklofenak, ibuprofen vb. dahil olmak tizere, steroid olmayan anti-
inflamatuar bir ilagtir (NSAID) (Todd ve Clissold, 1990; Rios ve ark., 2022; Wang ve
ark., 2023b) Ucuzdur, regetesiz satilmalar1 ve yan etkilerinin az olmasindan dolay1
siklikla kullanilmaktadir (Ghazali ve ark., 2024).

Naproksen, birgok lilkede regetesiz satildigi igin de diinyada en ¢ok tiiketilen
ilaglardan birisidir (Rios ve ark., 2022). Ilag, romatoid artrit, osteoartrit, ankilozan
spondilit ve eklem dis1 romatizma gibi bir¢ok romatizmal hastalikta, akut travmatik
yaralanmalarda ve migren, gerilim tipi bas agrisi, ameliyat sonrast agri, dogum sonrast
agr1 ve cesitli jinekolojik prosediirlerle iligkili agr1 gibi akut agrilarin tedavisinde ve
profilaksisinde etkilidir (Todd ve Clissold, 1990). a-metil-6-metoksi-2-naftilasetik asit,
(S)-(+)-2-(6-metoksi-2-naftil)-propiyonik asit (Naproksen) 2-aril propiyonik asit
tirevlerinin grubunda yer almaktadir (Li ve ark., 2023a). Diisiik toksisitesi, nispeten az
komplikasyonu ve 1iyi tolere edilebilirligi nedeniyle Naproksen, diinyadaki en baskin ve
en ¢ok satan ilaglardan biri haline gelmistir (Han ve Kiigiikgiizel, 2020; Li ve ark.,
2023a) Giinde bir veya iki kez uygun bir dozda kullanilarak agizdan veya rektal yoldan
uygulanabilmektedir (Todd ve Clissold, 1990) Naproksen ayrica birincil veya ikincil
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dismenorenin agrisi ve iligkili semptomlarin tedavisinde de etkilidir ve menorajisi olan
hastalarda asir1 kan kaybini azaltmaktadir. Naproksenin yan etki profili incelendiginde,
ozellikle birgok yeni NSAII ile karsilastirildiginda, iyi belirlenmis ve ilacin iyi tolere
edildigi gozlenmistir (Todd ve Clissold, 1990). Aymi zamanda diger anti-inflamatuar
ilaglardan farkli olarak diisiik vaskiiler risk olusturdugu icin yiliksek kardiyovaskiiler
riski olan hastalarda osteoartrit tedavisinde kullanilabilecek bir ilagtir (Angiolillo ve
Weisman, 2017; Dilekoglu ve Yapici, 2023).

Enantiyose¢imlilik, birgok ilacin kiral bilesikler olmast ve bunlarin
enantiyomerlerinin farkli farmakolojik ve/veya farmakokinetik etkiler sergileyebilmesi
nedeniyle farmasétik endiistrisinin kritik bir yoniidiir. Ornegin bir enantiyomer istenen
terapotik etkiye sahip olabilirken digeri olumsuz yan etkilere neden olabilmekte ve hatta
toksik olabilmektedir (Hancu ve Modroiu, 2022; Orlandini ve ark., 2022; Dob6 ve ark.,
2023). Etkisiz enantiyomerler sadece ilaglarin etkinligini etkilemekle kalmayacak, ayni
zamanda viicutta olumsuz yan etkilere veya toksisiteye de neden olacaktir (Tokunaga ve
ark., 2018; Yang ve ark., 2019; Seebauer ve ark., 2022; Li ve ark., 2023a).

Naproksen’in, etkinliginin farkli optik izomerler arasinda 6nemli dl¢iide degistigi
iyi bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalarda, (S)-naproksen enantiyomerinin, agriy1 azaltmak
icin yaralanma bolgesindeki prostaglandin tiretimini azalttigi, (R)-naproksen izomerinin
ise karaciger igin toksik oldugu belirlenmistir (Todd ve Clissold, 1990; Naghdi ve
Fakhari, 2022)

Yapilan aragtirmalarda, S- Naproksen’in antiinflamatuar aktivitesinin, R-
Naproksen’in yaklasik 28 kat1 oldugu belirlenmistir (Han ve Kiiciikgiizel, 2020; Li ve
ark., 2023a)

Sekilde Naproksenin 2 formu ve {i¢ boyutlu molekiil gosterimi yer almaktadir.

'i &"’ ‘ -
- 5y A
¢ S

S-Naproksen (R )-Naproksen

Sekil 1.26. Naproksenin ii¢ boyutlu molekiil dizilimi
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(S)-Naproksenin endiistriyel iiretimi klasik rezulasyon prosesi kullanilarak

gerceklestirilmigtir (Harrington ve Lodewijk, 1997).

1.5.5. Biyokataliz

Biyomakromolekiillerin ~ ve  hatta  tim  hiicrelerin  katalize  ettigi
biyotransformasyonu kolaylastirabilen biyokataliz, kataliz endiistrilerinin vazgecilmez
bir pargasidir (Schmid ve ark., 2001; Benkovic ve Hammes-Schiffer, 2003; Liu ve ark.,
2018; Fan ve ark., 2024).

Biyokatalizorlerin nanomalzemelerle immobilizasyonu, biyokatalizin gelisimini
onemli 6l¢iide tesvik etmis ve gliniimiizde onu kataliz endiistrilerinin vazgegilmez bir
parcast haline getirmistir. Organik baglayicilar ve metal iyonlar1 veya kiimelerinden
olusturulan MOF'lar, son yillarda biyokatalizérlerin immobilizasyonuna yonelik dnemli
ilgi uyandirmistir (Liu ve ark., 2021b).

MOF'lar yiiksek yiizey alanlari, ayarlanabilir gézenek boyutlar1 ve katalitik
aktiviteleri nedeniyle biyokatalizde biiylik potansiyel gdstermistir. MOF'lar enzimleri
kapstillemek, zorlu ortamlardan korumak ve enzim stabilitesini ve aktivitesini

gelistirmek i¢in kullanilmistir (Feng ve ark., 2022; Felix Sahayaraj ve ark., 2023).

CuCl,.2H,0 Co(NO,),.6H,0

s =

’“,'
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o OH _
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NH.-TPA Lac-Cu-MOF

o

Sekil 1.27. Tekstil boyalarinin biyokatalitik olarak uzaklastirilmasi igin lakkaz-metal-organik kafes hibrit

yapilarin tasarimi (Birhanli ve ark., 2022) .

Enzimler, reaksiyonlarin  aktivasyon enerjisini azaltan ve  boylece
organizmalardaki tim biyokimyasal reaksiyonlar1 etkileyen katalitik proteinlerdir. En
yaygin olanlar1 polimerazlar, karbonhidrazlar, niikleazlar, lipazlar ve proteazlar olan
enzimler bitkilerde, hayvanlarda ve mikroorganizmalarda bulunur (Bullo ve ark., 2024).

Yiiksek enantiyosecicilikleri nedeniyle esas olarak enantiyopiir organik bilesiklerin

37



sentezinde kullanilirlar, bu da daha az yan iirlin ve rasemik karisim olusumu ile {iretim
stireci gerektiren olduk¢a spesifik maddelerin iiretilmesini miimkiin kilarlar (Hauer,
2020; Bullo ve ark., 2024).

Enzimler ayrica olaganiistii iirlin segicilikleri, yliksek verimleri ve diisiik enerji
maliyetlerine yol acan daha hafif reaksiyon kosullarinda ¢alisma kapasiteleri nedeniyle
endiistriyel proseslerde genis uygulama alani bulmaktadir (Gog ve ark., 2012; Chapman
ve ark., 2018; Bullo ve ark., 2024). Giiniimiizde, kimyasal kullanimini azaltmaya
yonelik artan ihtiyag, enzimlerin biyolojik olarak pargalanabilirligi ve ekolojik
ozellikleri ile birlestiginde, bu malzemeleri endiistriyel pazarda umut verici alternatifler
haline getirmektedir (Bullo ve ark., 2024).

Lipazlar (EC 3.1.1.3), sulu olmayan ortamlardaki reaksiyonlar1 katalize etme
yetenekleri nedeniyle endiistriyel alanda 6ne ¢ikan bir enzim sinifidir (Bullo ve ark.,
2024). Bu enzimler triagilgliserollerin gliserol ve yag asitlerine hidrolizini ve su-lipit
ara ylizeyinde mono- ve diagilgliserolleri katalize ederler (Stergiou ve ark., 2013;
Thangaraj ve Solomon, 2019; Chandra ve ark., 2020; Bullo ve ark., 2024). Hidroliz,
alkoliz, esterlesme, transesterlesme, asidoliz ve aminoliz de dahil bircok farkli
reaksiyonu katalize etmek i¢in kullanilan 6nemli enzimlerdir (Bornscheuer, 2003;
Dhake ve ark., 2011; Verdasco-Martin ve ark., 2016; Yildiz ve ark., 2017; Ozyilmaz ve
Eski, 2020; Ozyilmaz ve ark., 2021b; Ozyilmaz ve ark., 2022b).

Candida rugosa lipaz (CRL, EC 3.1.1.3), genis spesifiklige, segicilige, stabiliteye
ve esterifikasyon, transesterifikasyon ve hidroliz gibi endiistriyel biyotransformasyon
reaksiyonlarini katalize etme kapasitesine sahip mikrobiyal lipazlardir (Boudrant ve

ark., 2020; Sharma ve ark., 2024).
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Sekil 1.28.Candida rugosa lipazin yapisal durumu (Grochulski ve ark., 1994)

CRL, katalitik glutamin, histidin ve serin (Glu-His-Ser) ti¢liisiine sahip bir kapak
ile 31 amino asitten olusan aktif bir bolgeye sahiptir (Yilmaz ve ark., 2009; Ozyilmaz
ve ark., 2022b). Kapagin i¢ yiizeyi hidrofilik, dis yiizeyi ise hidrofobik olup acik ve
kapali olmak tizere iki farkli yapiya sahip olabilir (Mathesh ve ark., 2016; Ozyilmaz ve
Eski, 2020; Ozyilmaz ve ark., 2022b) CRL Kkatalitik etkilerini heterojen reaksiyon
sistemlerinin substrat-su arayiiziinde gergeklestirir (Mosmuller ve ark., 1993; Ozyilmaz
ve Eski, 2020; Ozyilmaz ve ark., 2022b) Genellikle lipazlarin agik formu, hidrofobik
ylizeylerin varliginda kapagin hareket etmesiyle olusur ve enzim aktivitesi artar
(Manoel ve ark., 2016; Ozyilmaz ve ark., 2022b).

Porcine Pankreatik lipaz (PPL), diger ticari mikrobiyal ve hayvan lipazlariyla
karsilagtirildiginda daha ucuz olan, biyotransformasyon reaksiyonlarinda en yaygin
kullanilan lipazlardan biridir. Porcine Pankreatik lipaz, 449 amino asitin yer aldig1 tek

bir zincirden olusmaktadir (De Caro ve ark., 1981).

Sekil 1.29. Porcine pankreatik lipazin 3D gérintiisii ve yapisal durumu
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PPL'den elde edilen ham ekstrakt preparasyonu, kirletici maddeler olarak dnemli
saylida bagka hidrolaz (esterazlar, amilazlar ve proteazlar) icermektedir. Ancak bu
lipazin yar1 saflastirilmis formunun fiyat1 yiiksektir (Faber ve Faber, 2004; Mendes ve
ark., 2012). PPL'nin ayrica erisilebilirligi (uluslararasi pazarda cesitli tedarikgiler
tarafindan ticarilestirilmektedir), yliksek stabilitesi ve dogal olmayan substratlarin
biyotransformasyonuna yonelik genis 6zgiilliigii nedeniyle endiistriyel uygulamalar i¢in
¢ok ¢ekici oldugu disiiniilmektedir (Bagi ve ark., 1997; Bagi ve Simon, 1999; Paula ve
ark., 2007; Caballero ve ark., 2009; Mendes ve ark., 2012). PPL'nin yiiksek seg¢iciligi,
solventlere kars1 biiylik toleransi, yiliksek katalitik aktivitesi ve disik su
konsantrasyonlarinda yiiksek sicaklikta termal stabilitesi nedeniyle organik ortamda
mikrobiyal lipazlardan daha avantajli oldugu bildirilmektedir (Zaks ve Klibanov, 1985;
Mendes ve ark., 2012)

Onemli reaksiyonlarm katalizlerinde kullanilsalar da lipazlarin diisiik operasyonel
stabilitesi ve tekrar kullanilabilirliginin ~ zorlugundan dolayi, endiistriyel
uygulamalarinda problemler ile karsilasiimaktadir (Facin ve ark., 2019; Ozyilmaz ve
ark., 2021d).

Enzimlerin konformasyonel yapilarinin korunmasi, tekrar kullanilabilirliklerinin
saglanmasi i¢in uygun maliyetli, ¢evreye duyarli yeni yontemlere ihtiyag giin gectikge
artmaktadir (Sheldon ve Brady, 2022).

Serbest lipazlarin endiistrilerde kullanim1 yeniden kullanilabilirlik eksikligi, disiik
geri kazanim orant ve daha az operasyonel, termal ve depolama stabilitesi gibi
dezavantajlarindan dolayr sinirlidir. Bu da onlart maliyetli hale getirmektedir
(Rodriguez-Salarichs ve ark., 2021; Sharma ve ark., 2024). Ayrica serbest formdaki
enzimler, substratlar ve  hatta  Uriinler tarafindan  kolaylikla  inhibe
edilebilmektedir (Sharma ve ark., 2024). Immobilizasyon yéntemi ile, lipaz termal
strese kars1 direngli hale getirerek ve konformasyonel bozulmasini 6nleyerek bu
dezavantajlarin iistesinden gelinebilmektedir. Yesil ve siirdiiriilebilir tiriinlerin sentezi
icin lipaz immobilizasyonu i¢in kapsiilleme, kovalent baglama ve ¢apraz baglama gibi
farklt yontemler kullanilmaktadir. Bununla birlikte, immobilizasyondan sonra CRL,
difiizyon sinirlamasi ve sterik engelleme nedeniyle aktivitesini etkileyen biyokimyasal,
kimyasal ve kinetik 6zelliklerde bir¢ok degisiklige ugramaktadir (Arana-Pefia ve ark.,
2021; Sharma ve ark., 2024). Enzim immobilizasyonu, enzimin geri kazanimi ve
yeniden kullanimi problemini ¢d6zmek ve ayrica siireclerin daha basit kontroliinii

saglamak igin gelistirilen 6nemli bir yontemdir (DiCosimo ve ark., 2013; Liese ve
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Hilterhaus, 2013; Sampaio ve ark., 2022). Bir biyoprosesin uygulanmasinda enzim
immobilizasyonu gerekli bir adim olabileceginden, bir¢ok arastirmaci bu gerekliligi
diger enzim sinirlamalarina ¢éziimle iiretmeye calismistir (Sampaio ve ark., 2022)
Endiistriyel lipazlarin performansini iyilestirmek i¢in de immobilizasyon teknikleri gibi
tekniklerin kullanim1 olduk¢a 6nemlidir (Ozyilmaz ve ark., 2022b).

Enzim gibi biyomolekiillerin serbest durumlari, immobilize enzimler ile
karsilastirildiginda, elde edilen kompozitlerin, onemli oOlclide gelistirilmis termal,
kimyasal ve hatta mekanik stabiliteye sahip olmasi ve boylece endiistride ¢alisma
kosullariin 6nemli 6l¢lide genisletilmesi, in vitro ve in vivo potansiyel uygulamalarda
kullanim alanlarini genigletmesi diistintilmektedir (An ve ark., 2019).

Iyi tanimlanmis gdzenek ve kristal yapisi, uygun biyouyumluluk ve son derece
yiiksek ylizey alani gibi essiz Ozellikleri ile MOF’larin enzimlerin stabilitelerinin
artirllmasi ic¢in gerekli olan immobilizasyon isleminde, immobilize enzimin yeni ideal
destek maddeleri olmasi1 beklenmektedir (An ve ark., 2019; Du ve ark., 2022; Li ve ark.,
2022). Yiiksek spesifik yiizey alani ve esnek gozenek boyutu ayari 6zellikleri, MOF'lart
immobilize enzimler i¢in milkkemmel tasiyicilar haline getirir. MOF-enzim
biyokompozitlerinin bir diger dikkate deger avantaji, gelismis stabilite ve yeniden
kullanilabilirlik ile birlikte miikemmel biyokatalitik 6zellikler sergileyebilmeleridir (Xia
ve ark., 2024).

Enzimlerin gbzenekli katilar icerisinde immobilizasyonu sadece yapisal
stabilizasyon saglamakla kalmaz, aym1 zamanda enzim inaktivasyonunun temel
nedenlerine karsi ilgi ¢ekici koruyucu etkiler de saglamaktadir (Le ve Compton, 2021,
Degorska ve ark., 2023; Mirsalami ve ark., 2024). Enzimlerin {i¢ boyutlu yapisinin
stabilizasyonu, stabil enzim ile destek materyali arasinda ¢oklu baglarin kurulmasi
yoluyla saglanmaktadir (Zhao ve ark., 2023; Mirsalami ve ark., 2024). Enzimler diizgiin
bir sekilde dagildiginda ve gozenekli kat1 dis katmana giiclii bir sekilde baglandiginda,
reaksiyon karigimina katilan organik coziiciilerin neden oldugu yogunlugun yani sira
asirt pH kosullarmin ve diger faktorlerin olumsuz etkilerinden korunmaktadirlar.
Ayrica, bozulma etkilesimlerine yol acabilecek hidrofobik arayiizlerin varligi,
¢Oziinmeyen igerikler veya hava/oksijen cepleri, 6zellikle hafif ¢alkalama hizlarinda
biyokatalizdrlerin gecirgen gbézenekli kombinasyonunda engellerle karsilagtiindan en
aza indirilmektedir (Mirsalami ve ark., 2024).

Enzimlerin immobilizasyonu i¢in fiziksel adsorpsiyon, kovalent baglanma, dahil

olmak iizere farkli yontemleri kullanilmaktadir (Saddique ve ark., 2024).
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Destek materyali olarak kullanilan malzemenin lipazin aktivitesinin yaninda Kinetik
ozellikleri iizerinde de Onemli bir etkisi bulunmaktadir. Bu nedenle immobilizasyon
yonteminde, ideal destek materyalinin se¢imi immobilizasyon igin Onemli bir
parametredir (Sharma ve ark., 2024). Destek materyalinin O6zellikleri, enzimlerin
mikrogevrelerine duyarliligi ve destek materyali ve enzimlerin arasindaki etkilesimler,
enzimlerin aktivitesini derinden etkilenmektedir (Liu ve ark., 2022a; Weng ve ark.,
2024). Son yillarda oOzellikleri ile olduk¢a dikkat ¢eken MOF’lar enzimlerin
immobilizasyonu i¢in ideal destek malzemeleri olarak diisiiniilmektedir (Saddique ve

ark., 2024).
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

21. yiizyilin harika malzemesi olan metal organik kafesler (MOF’lar),
kesiflerinden giinlimiize, genis spesifik yiizey alanlari, yliksek gozeneklilikleri, esnek
boyutlari, kolay yapisal modifikasyonlar1 ve gesitli islevsellikleri gibi essiz 6zellikleri,
farkl1 sentez metotlar1, farkli disiplinler ve farkli uygulamalarda kullanimlar ile
ozellikle son yillarda oldukg¢a dikkat ¢ceken hibrit yapili, gézenekli malzemelerdir (Li ve
ark., 2024; Nath, 2024).

2.1. Metal Organik Kafeslerin Enzim iImmobilizasyonunda Kullanimlar

Yiiksek verimli biyokatalizorler olarak enzimler, 1limli kosullar altinda olaganiistii
aktivite ve segici Ozelliklerle ¢esitli reaksiyonlar1 Katalize etmede miikemmeldirler.
Bununla birlikte, bunlarin genis uygulamalari, diisiik termal stabilite, sinirli pH toleransi
ve organik coziiclilere ve denatlirantlara karst hassasiyet dahil olmak tizere dogal
kirilganliklart nedeniyle engellenmektedir. Enzimlerin MOF'lar icinde kapsiillenmesi,
onlar1 bu zorlu ortamlarda denatiirasyondan koruyabilmektedir. Ancak bu genellikle
enzim aktivitesinin bozulmasina yol agar. Son yillarda, MOF'lar i¢indeki enzimatik
aktiviteyi arttirmaya yonelik kapsamli aragtirma cabalar1 sarfedilmis olup, bu cabalar
yalnizca katalitik potansiyellerini korumakla kalmayip ayni zamanda serbest
muadillerinden daha iyi performans gosteren yeni enzim-MOF kompozitlerinin

gelistirilmesine yol agmistir (Weng ve ark., 2024).

2.2. Mekanokimyasal Yéntem ile Enzim immobilizasyonu Cahsmalar

Son yillarda gozenekli malzemeler kimya, fizik, biyokimya ve malzeme bilimi
gibi alanlarda biiyik ilgi gormektedir (Li ve ark., 2021). MOF’lar, gozenekli
koordinasyon polimerleri olarak da adlandirilan, reaksiyona giren birimlerin kendi
kendine birlesmesi temelinde inorganik ve organik tiirler arasindaki koordinasyon
bagiyla olusturulan kristal yapili gozenekli malzemelerdir (Kim ve ark., 2022).
MOF'larin yapilarin1 olusturan giiclii metal iyonlar1 ve organik liganlar arasindaki
geometrik koordinasyon etkilesim boyutlarini ve 6zelliklerinin belirlenmesinde oldukca
onemlidir (Ma ve ark., 2020; Jin ve Shang, 2021). MOF’lar farkli yontemler
kullanilarak  sentezlenebilmektedir. Mekanokimyasal yontem de bu sentez
yontemlerinden birisidir (Nath, 2024)

Mekanokimyasal sentez, yeni malzemeler elde etmek, maliyetleri ve siireleri

smirlamak igin giiglii bir yaklasimdir (Sala ve ark., 2024). Mekanokimyasal sentez, bir
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kimyasal reaksiyonu baglatmak i¢in solventsiz &giitmeyi igerir. Cogunlukla
koordinasyon polimerleri ve MOF'lar olmak iizere birka¢ hibrit malzeme ailesinin yesil
ve verimli olusumu i¢in kullanilan bir yontemdir (McHugh ve ark., 2022). Son yillarda
yapilan ¢alismalar, mekanokimyasal yaklagimin, MOF'larin ve bunlarin kompozitlerinin
biiylik miktarlarda ve diisitk maliyetle sentezine olanak taniyan ¢evre dostu bir sentetik
stire¢ oldugunu ortaya koymaktadir (Nath, 2024).

Metal-organik ¢ergeveler (MOF'ler) son zamanlarda ¢ekici bir kat1 substrat olarak
dikkat cekmeye baslamistir ¢iinkii yiiksek oranda ayarlanabilir MOF c¢er¢evesi yalnizca
inert bir konakg¢1 olarak hizmet etmekle kalmaz, ayn1 zamanda enzimlerin seg¢iciligini,
stabilitesini ve/veya aktivitesini de arttirmaktadir (Ozyilmaz ve Caglar, 2023).

Wei ve ark., yaptiklar1 arastirmada, enzimleri saglam MOF'lara kapsiillemek i¢in
mekanokimyasal bir strateji kullanmanin avantajlarim1 gostermek istemisler ve P-
glukosidaz, invertaz, p-galaktosidaz ve katalaz gibi bir dizi enzimi, bilyali 6giitme
islemi yoluyla ZIF-8, UiO-66-NH. veya Zn-MOF-74 i¢inde kapsiillemiglerdir. Kati hal
mekanokimyasal stratejisi hizli oldugunu ve sentez sirasinda organik ¢oziiciilerin ve
giiclii asitlerin kullanimini en aza indirerek, enzimatik biyolojik aktiviteyi korurken
enzimlerin {i¢ prototip saglam MOF'ye kapsiillenmesine olanak tanidig1 belirtmislerdir.
Immobilize enzimin aktivitesi gosterilmis ve asidik kosullar altinda bile proteazlara
kars1 artan direng gosterdigi bulunmustur. Bu calismanin ¢esitli endiistriyel islemlerde
uygulanmak iizere MOF i¢inde biyomolekiil igeren bir kompozit paketinin

olusturulmasina yonelik bir adim1 temsil ettigi belirtilmistir (Wei ve ark., 2019).
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Sekil. 1.30. Biyokatalizorlerin saglam metal-organik gergevelere hizli mekanokimyasal enkapsiilasyonu

(Wei ve ark., 2019).

Grepioni ve ark., 2022 yilinda yaptiklar1 arastirmada mekanokimyasal solvent
icermeyen veya bulamag¢ yontemleriyle elde edilmis ve kati1 hal teknikleri kullanarak,
alkali ve ge¢is metal halojentirleri gibi inorganik tuzlarin, amino asitler, iire, tiyoiire ve
kuaterner amonyum tuzlar1 gibi organik bilesiklerle birlikte kristallestirilmesi
gerceklestirmis, kat1 hal teknikleri kullanilarak da karakterize etmislerdir. Bunlar1 (1)
rasemik bilesiklerden kiral ¢oziiniirliikk ve konglomera olusumu, (2) iire ayrismasini ve
cevre kirliligini azaltmak icin toprak enzim aktivitesinin inhibisyonu ve (3)
antimikrobiyal direncin listesinden gelmek i¢in yeni ajanlarin hazirlanmasi gibi amaclar
icin basariyla kullanilabilecegi bir dizi 6rnek araciligiyla gostermislerdir. Calismanin
temel fikrinin, organik ve inorganik bilesikler arasindaki molekiiller aras1 etkilesimlerin
(koordinasyon ve hidrojen baglar1) se¢imine dayanan bir kristal miihendisligi
yaklasiminin, farkli ve genellikle ayri1 bilesenlerinkinden c¢ok daha iistiin kolektif
ozelliklere sahip malzemelerin elde edilmesine olanak saglamast oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica, bu stratejinin basarisinin, bu yeni materyallerin biyoinorganik,
mikrobiyoloji ve kiralite uygulama odakli gelistirmeleri alanlarinda uzman bilim
insanlariyla disiplinler arasi sinerjik aligverise Onemli oOlgiide bagli oldugu da

gosterilmistir (Grepioni ve ark., 2022).
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Sekil 1.31. Dogadan ilham alan inorganik kristal miihendisligine dogru adimlar (Grepioni ve ark.,
2022).

Issaka ve ark. 2023 yilinda yaptiklar1 arastirmada, katalizor olarak yaygin doga,
verimlilik ve secicilik, enzimleri kimyasal sentezlerde ve ila¢ dagitiminda vazgecilmez
kildigin1 belirtmisler, enzimin kullaniminin, kirilgan dogalar1 ve yiiksek maliyetleri
nedeniyle engellendigi ve bu nedenle bunlarin MOF'ler igine kapsiillenmesinin, enzim
aktivitesinin maksimum diizeyde tutulmasini saglamak ve analitlerin enzim aktif
bolgelerine ve enzim aktif bolgeleri i¢in dagilimini garanti etmek i¢in ¢cok dnemli bir
strateji oldugunu vurgulamislardir. Yaptiklar1 ¢alismada, ZIF-8'in verimli katalitik
aktivitesi, yiiksek termal ve kimyasal stabilitesi nedeniyle biyosensor ve biyokataliz igin
¢ekici bir enzim tastyicist oldugu belirtilmistir. ZIF-8 genel olarak bir solvotermal
prosediir yoluyla {iretildigi, ancak mikrodalga, mikrodalga destekli, iyonotermal,
mekanokimyasal, buhar destekli ve sonokimyasal sentez gibi diger sentez yontemlerinin
de kullanildig1 aciklanmistir. Oda sicakliginda sentezin daha cevre dostu bir yontem
olmast ve bu nedenle harika uygulamalara sahip oldugu belirtilmistir. Issaka ve ark.,
yaptiklar1 arastirmada, ZIF-8'in sentezlenmesinde yer alan ¢esitli mekanizmalarin ana
hatlarini ¢izmis, ad1 gecen yontemleri karsilastirmis ve kolorimetrik analizler i¢in ZIF-
8@enzim taklitlerinin kullanimini tartismiglardir. Metalloenzimlerin, dogal enzimlere
gore daha {stlin olduklar1 i¢in dikkat ¢ektigi, demir porfirin tiirevi hem,
hemeproteinlerin aktif bolgesini igerdigi, bu aktif bélgenin peroksidaz benzeri aktiviteyi
taklit ettigi, hem merkezinin, kristaller olusturmak ve onlari korumak igin ZIF-8 ile
kapsiillendigi belirtilmigtir. Bu stratejinin, dogal peroksidazda goriilen Kkatalitik
aktiviteleri taklit etmedeki miikemmel nitelikleri nedeniyle yaygin olarak kullanildigi

aciklanmistir. Gorsel kolorimetrik biyokatalitik algilama i¢in daha biiyiik katalitik
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aktivite saglayan protein-ZIF-8 hibrit amalgamlari, ZIF-8'in bir enzim immobilizasyon
matrisi ve floresan sondiiriicii olarak kullanilmasiyla artan ilgiyi ¢ekmistir (Issaka ve
ark., 2023).

Mannias ve ark. yaptiklari arastirmada, demir(IIl)trimesat metal-organik kafesin
biyo-dostu kosullara istisnai bir uyarlanabilirligine isaret etmislerdir. Bu, yapinin
biyomedikal uygulamalar i¢in biyomolekiillerin tek kap immobilizasyonu ag¢isindan
Ozellikle cazip oldugu, sentezin oda sicakliginda sadece 1 saat icinde ek coziiciiler
olmadan yesil, biyouyumlu kosullar altinda mekanokimyasal yaklasimla
gerceklestirildigi  belirtilmistir. Calismada ¢ozelti bazli yontemlerin aksine, kafesi
olusturmak i¢in ¢oziiciilerin gereksiz oldugu kanitlanmistir. Malzemenin mikro yapisi
ve termal kararliliginin pH'dan etkilenmedigi, tersine, dokusal ozellikler sadece baz

miktar1 degistirilerek ayarlanabilecegi agiklanmistir (Mannias ve ark., 2023).

FE(N03)3'9H20
H3BTC TMAOH:-5H,0

N2

Demir(lll)
trimesat

Sekil. 1.32. MOF'lar1 Biyomedikal Uygulamalara Uyarlamak: Bir Hayalet mi yoksa Somut Bir Gergeklik
mi? Biyo-dostu Mekanosentez ile Fe-BTC'nin Vaka Calismas1 (Mannias ve ark., 2023).

MOF’larin sentezi sirasinda enzimlerin mekanokimyasal kapsiillenmesinin,
desteklenen enzimatik katalizorlerin sentezlenmesinde dogal, ekonomik, yeni ve ¢evre
dostu bir adim oldugu diisliniilmektedir. Ozyilmaz ve Caglar, yaptiklar1 ¢alismada ilk
kez Candida rugosa lipazinin (CRL) immobilizasyonu i¢in mekanokimyasal teknik
kullanmis ve ¢inko bazli iki MOF tipi (Zn-MOF-74 ve ZIF-8) sentezlemislerdir.
Hazirlanan immobilize enzimlerin (Zn-MOF-74@CRL ve ZIF-8@CRL) enzim kinetigi
ve immobilizasyon parametreleri (pH, sicaklik, termal stabilite ve tekrar
kullanilabilirlik) incelenmistir. Hazirlanan immobilize enzimler FTIR, SEM ve XRD
teknikleri ile karakterize edilmis. Zn-MOF-74@CRL'nin katalitik aktivitesinin ZIF-
8@CRL'ninkinden alt1 kat daha yiiksek oldugu belirlenmis. Bes kez tekrar kullanimdan
sonra Zn-MOF-74@CRL ve ZIF-8@CRL'in aktivitelerinin sirasiyla %81 ve %73
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korundugu bulunmus. 120 dakika siireyle 60°C'ye tabi tutulduktan sonra ZIF-8@CRL
ve Zn-MOF-74@CRL, aktivitelerini sirastyla %65 ve %73'te korudugu belirlenmistir.
Ayrica rasemik naproksen metil esterin enantiyosecici hidroliz reaksiyonu, model
reaksiyon olarak se¢ilmis. Zn-MOF-74@CRL'nin ZIF-8@CRL'den (E = 136) daha iyi
enantiyosegicilige (E = 245) sahip oldugunu gozlenmistir. Bu ¢alisma ile,
mekanokimyasal yontemle iiretilen MOF'lar1 kullanarak ila¢ endiistrisi i¢in miitkemmel
katalitik 6zelliklere sahip biyokatalizorler olusturmanin miimkiin oldugunu belirtilmistir

(Ozyilmaz ve Caglar, 2023).

/ 18 /2 | . . O~
ZIF-8@CRL
O + & (R,S)-Naproksen metil ester. S Naproksen
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Sekil 1.33. Mekanokimyasal yontem ve iki ¢inko bazli metal organik kafes (ZIF-8 ve Zn-MOF-74)
kullanilarak, immobilize enzimlerin Rasemik Naproksen metil esterinin enantiyoselektif hidroliz

reaksiyonunda kullanim1 (Ozyilmaz ve Caglar, 2023).

Stirdiirtilebilir ve verimli bir yaklasim olan mekanokimya, arttk MOF'lar
(enzim@MOF'lar) igindeki enzimler gibi biyokatalizorleri kapstillemek icin
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, biyokatalizér ve endiistriyel MOF iiretiminin
tyilestirilmesini azaltma potansiyeline sahip, ultra hizli, ¢evre dostu ve yiiksek verimli
enzim@MOF sentezinin elde edilmesi zorlu olmaya devam etmektedir. Lam ve ark.
yaptiklar1 arastirmada, bir MOF alt ailesi olan zeolitik imidazolat ¢ergeve-90 (ZIF-90)
igindeki tek kapta mekanik kapsiilleme enzimini incelemislerdir. Az miktarda (~100 ul)
Tris tampon ¢ozeltisinin yardimiyla, 8 Hz veya daha diisiik frekanslarda yalnizca 10
saniyede Onemli bir verim (yaklasik %80) elde edilmis, hidrojen peroksitin
parcalanmasindan sorumlu olan kapsiillenmis katalaz (CAT) enzimi, mekanik islemden
sonra biyoaktivitesini korumus, ek olarak enzimin boyut koruma etkisine baglh olarak

sindirime karst koruma (6rnegin proteinaz K) kazandigi goriilmiis. Enerji aktarimi
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simiilasyonlar1 ve deneysel bulgular, birincil aminler igeren bir tampon ¢ozeltisinin,
baglayic1 deprotonasyonunu etkiledigini, dolayisiyla ultra hizli 6giitme reaksiyonlari
sirasinda ZIF-90 enzimi kristallerinin iyi tanimlanmis bir 3 boyutlu yapisinin hizli
olusumunu kolaylastirdigini ortaya koydugu belirtilmistir. Calismada, ZIF-90'da sigir
serum albiimini ve Escherichia coli'yi kapsiilleyerek mekanik yaklagimlarini daha da
gostermigler ve bu yontemin g¢esitli  endiistriyel uygulamalarda MOF
biyokompozitlerinin islenmesinde ¢ok yonliligini vurgulamislardir (Lam ve ark.,
2023).

\
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Sekil.1.34. Lam ve ark. yaptiklar1 aragtirmada, bir MOF alt ailesi olan zeolitik imidazolat kafes-
90 (ZIF-90) igindeki tek kapta mekanik kapsiilleme enzimini incelemislerdir (Lam ve ark., 2023).

2.3. Metal Organik Kafes- Yiizey Aktif Madde Calismalar:

Sun ve ark., 2019 yilinda yaptiklar1 arastirmada, bir etanol-su karigimi
cozeltisinde bir siirfaktan Pluronik F 127 (PF-127) yardimiyla biiytik tek Cu-BTC MOF
kristallerini  (Cu-s) sentezlemek igin bir yontem kesfetmis, uzun ¢ubuklar
goriiniimiindeki Cu-s'nin kimyasal formiiliinii belirlemis ve biiylime mekanizmasini
incelemislerdir. PF-127 siirfaktaninin eklenmesinin, Cu*? iyonlari ile a ekseni boyunca
Cu-s Dbiiylimesini destekleyen benzen-1,3,5-trikarboksilik asit (BTC) ligandlar
arasindaki temasi etkili bir sekilde engelleyebilecegini bulmus ve gozenekli Cu-BTC
MOF'lerin (HKUST-1) hizli olusumunu bastirdigini belirlemislerdir. Cu-s'nin fotoaktif
ozelliklerini ve nispeten biiylik boyutunu (~3 mm'ye kadar ortalama uzunluk) goz
onilinde bulundurarak, aydinlatma altinda miikemmel foto-algilama 6zellikleri gosteren

basit bir foto-algilayici cihaz olusturmuslardir (Sun ve ark., 2019).
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Sekil 1.35. Sun ve ark., 2019 yilinda yaptiklar1 arastirmada, bir etanol-su karisimi ¢ozeltisinde bir
stirfaktan Pluronik F 127 (PF-127) yardimiyla biiyiik tek Cu-BTC MOF kristallerini (Cu-s) sentezlemek
icin bir yontem kesfetmis, uzun ¢ubuklar gériiniimiindeki Cu-s'nin kimyasal formiiliinii belirlemis ve
biiyiime mekanizmasini incelemislerdir. Cu-s'nin fotoaktif 6zelliklerini ve nispeten biiyiik boyutunu (~3
mm'ye kadar ortalama uzunluk) g6z ontinde bulundurarak, aydinlatma altinda miikemmel foto-algilama

Ozellikleri gosteren basit bir foto-algilayici cihaz olusturmuslardir (Sun ve ark., 2019).

Vaidya ve ark., (2020) enzim aktivitesinin, ¢cogunlukla immobilizasyon prosediirii
sirasinda meydana gelen olumsuz konformasyonel degisiklikler nedeniyle MOF i¢inde
enzimin immobilizasyonundan sonra azaldigini dikkate alarak yiiksek derecede aktif bir
enzim elde etmek icin yaptiklari aragtirmada, lipazi siirfaktanlar tarafindan aktive
edilmig, ardindan tek kap yontemiyle zeolitik imidazolat cercevesi (ZIF-8) icinde
kapsiillemislerdir. Hazirlanan biyokompozit, X-15in1 kirmimi (XRD), Fourier doniisiimii
kizilotesi (FT-IR) ve taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak karakterize
edilmis ve analiz edilmistir. Sonuglar incelendiginde, hazirlanan lipaz-SDS ZIF-8’in,
serbest lipaza kiyasla %250 arttirllmis aktivite sergiledigi, immobilize lipaz
biyokompoziti i¢in termo-stabilite, yar1 dmiir agisindan iki kattan fazla gelismis stabilite
gosterdigi, sicakligin 50-70 °C araliginda oldugu belirlenmistir. Ayrica immobilize
lipazin, alt1 kez tekrar kullanimindan sonra bile aktivitesinin %76'sim1 korudugu ve
yirmi gilinlik uzun siireli depolamanin ardindan %91 hala aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. Son olarak, lipaz-SDS ZIF-8, serbest lipaza kiyasla miikemmel stabilite
gosteren polar denatiire edici ¢oziiclilerde kimyasal stabilite agisindan test edilmistir
(Vaidya ve ark., 2020).

Kontrollii protein hidrolizi, proteomik uygulamalarda 6nemli bir prosediirdiir ve

protein yapist ve fonksiyonunun anlasilmasia yardimci olmak i¢in kullanilmaktadir.
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Hidrofobik proteinlerin hidrolizinde genellikle dogal enzimleri inaktive eden
stirfaktanlarin  kullanilmas1 gerekmektedir, bunlarin zayif ¢oziliniirliikleri nedeniyle,
Ozellikle zordur. Dogal enzimlerin bu tiir sinirlamalari, proteinlerin segici hidrolizi igin
kimyasal katalizorlerin gelistirilmesine yol agmistir. Simms ve ark., 2022 yilinda
yaptiklar1 aragtirmada, Zr608 bazli bir metal organik c¢ergeve olan MOF-808'in
nanozimatik potansiyeli, yap1 ve polarite bakimindan farklilik gosteren g¢esitli
siirfaktanlarin  varliginda protein hidrolizine yonelik olarak arastirilmistir. Iyonik
sodyum dodesil siilfat (SDS), nétr Triton X-100 (TX-100) ve zitteriyonik Zw3-12 (n-
dodesil-N,N-dimetil-3-amonyo-1-propansiilfonat) ve CHAPS'n (3-[(3-
kolamidopropil)dimetilamonyo]-1-propansiilfonat) etkisi yiizey aktif maddelerin MOF-
808 varliginda at kalbi miyoglobininin hidrolizi iizerindeki etkileri incelenmistir.
Sonuglar incelendiginde, SDS'nin varliinin protein ag¢ilimi ve artan protein-MOF
etkilesimi nedeniyle gdzlemlenen peptit fragmanlarinin sayisini arttirdigi, zwitter iyonik
ve notr yiizey aktif madde kullaniminin, biiyiik olasilikla verimli protein-MOF
etkilesimini engelleyerek hidrolitik etkinligi azalttigi belirlenmistir (Simms ve ark.,
2022).

Feng ve ark., 2023 yilinda yaptiklar1 aragtirmada hiyerarsik bir medi metal-
organik kafes olan H-mMOF-1, MOF baslangi¢ reaktifleri ve bir triblok kopolimer
ylizey aktif madde F127'nin bir araya getirilmesiyle basariyla sentezlenmistir. Elde
edilen H-mMOF-1, mikro gozenekli yapisini1 korumus, ancak ayni zamanda 3 ila 10 nm
boyut araliginda mezo gozenekler de sergilemistir. Mezogodzenekler, 160 mg/g ylikleme
kapasitesiyle protein Cyt c'yi barindirabilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde
hiyerarsik MOF'larin yiizey aktif madde destekli sentezinin, enzim immobilizasyonu

icin umut verici uygulamalar sagladig: belirtilmistir (Feng ve ark., 2023).

Zn(Oac),
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Sekil 1.36. Feng ve ark., 2023 yilinda yaptiklar1 aragtirmada hiyerarsik bir medi metal-organik kafes olan
H-mMOF-1, MOF baslangic reaktifleri ve bir triblok kopolimer yiizey aktif madde F127'nin bir araya
getirilmesiyle basariyla sentezlenmistir (Feng ve ark., 2023).

Qi ve ark., 2023 yilinda yaptiklar1 arastirmada, sorbitan monooleat (Span-80)
kullanarak, yaban turpu peroksidaz/glikoz oksidaz bienzim sisteminin zeolitik
imidazolat kafes-8 (ZIF-8) bazli kolloidozomlar igerisinde konumsal montajini
gerceklestirmek icin yeni bir strateji gelistirilmistir. Kendiliginden adsorpsiyon
Ozelligine sahip Span-80, yag i¢inde su Pickering emiilsiyon sablonlarinin olusumunda
enzim ylikli ZIF-8'e (enzim@ZIF-8) uygun i1slanabilirlik kazandirmak i¢in yardimeci
stabilizator olarak kullanilmis ve bundan yararlanilarak, bienzimlerin kolloidozomlarin
liimeninde ve kabugunda eszamanli immobilizasyonu saglanabilmistir. Bu arada Span-
80'in, ZIF-8 kristalitlerinin enzim@ZIF-8 katmanlar iizerinde asir1 bilylimesini tesvik
etmek ve kontrol etmek i¢in bir araci olarak gdrev yaptig1 bulunmus; bu sayede kabuk
hazirligt icin bir "tugla 6rme" katilastirma protokolii olusturulmustur. Ortaya ¢ikan
kolloidozomlar, bienzimlerin esnek konumsal degisimini miimkiin kilmis; kabugu, artan
kompakthiga ve homojenlestirilmis mikro goézeneklere sahip tek katmanli bir yapi
sergilemistir.  Ayrica c¢oklu enzim basamakli reaksiyonu, o-fenilendiaminin
oksitlenmesiyle orneklenmistir. Derinlemesine bir arastirma, bienzimlerin toplanma
stratejilerinin, basamak reaksiyonlar1 arasindaki H»O, ara irlinliniin kullanim
verimliligini etkileyerek biyokatalitik verimliliklerini 6nemli o6lgiide etkiledigini
gostermistir. Elde edilen sonuglar 1s18inda  bu calismanin, c¢oklu enzim
biyokatalizoriinlin olusturulmas: i¢in kolay bir sentetik yola yonelik bir fikir verdigi

belirtilmistir (Qi ve ark., 2023).
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Sekil 1.37°de Qi ve ark., 2023 yilinda yaptiklar1 arastirmada, sorbitan monooleat (Span-80) kullanarak,
yaban turpu peroksidaz/glikoz oksidaz bienzim sisteminin zeolitik imidazolat kafes-8 (ZIF-8) bazli
kolloidozomlar igerisinde konumsal montajin1 gerceklestirmek icin yeni bir strateji gelistirilmistir.

Gelistirilen model ve sema sekil 1.37°de goriilmektedir (Qi ve ark., 2023).

Metal-organik kafesler (MOF'lar), benzersiz ozellikleri sayesinde ideal destek
malzemeleri olarak kullanilmaktadir. Son yillarda ozellikle enzim immobilizasyon
caligmalarinda ilgi odag haline gelmislerdir. Ozyilmaz ve ark., (2023) yaptiklart
arastirmada, Candida rugosa lipazin (CRL) Kkatalitik aktivitesini ve stabilitesini
arttrmak i¢in UiO-66'dan tiiretilen yeni bir floresan bazli MOF (UiO-66-Nap)
sentezlemis, sentezlenen malzemelerin yapilarini, FTIR, 1H NMR, SEM ve PXRD gibi
spektroskopik tekniklerle dogrulamislardir. Ardindan CRL, UiO-66-NH'de immobilize
edildi ve UiO-66-Nap adsorpsiyon teknigi ile UiO-66-Nap@CRL'nin immobilizasyon
ve stabilite parametreleri incelenmistir. immobilize lipazlardan UiO-66-Nap@CRL,
UiO-66-NH>@CRL'den daha yiiksek katalitik aktivite sergilemistir. UiO-66-
Nap@CRL’nin yapisindaki siilfonat gruplari, yiizey aktif maddenin polar gruplar ile
protein ylizeyindeki belirli yiikli konumlar arasindaki gii¢lii iyonik etkilesimler
gostermektedir. Bu da UiO-66-Nap@CRL'deki siirfaktan gruplarindan (Nap) daha
yuksek aktiviteye sahip olmasinda etkilidir. Elde edilen sonuglar, yeni sentezlenen
floresan bazli MOF tiirevinin (UiO-66-Nap) enzim immobilizasyonu i¢in ideal bir
destek materyali olabilecegini ve enzimlerin aktivitelerini korumak ve arttirmak icin

basartyla kullanilabilecegini gostermektedir (Ozyilmaz ve ark., 2023).
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UI06E-Nap-CRL

Sekil 1.39. UiO-66-Nap-CRL’nin sentezi (i) H20, 4 h, 90 oC (ii) DMF, 2.5 h, RT (iii) DMF, 24 h, 120 -C
(iv) DMF, 24 h, 50 -C. (Ozyilmaz ve ark., 2023).

2.4. Metal Organik Kafes-Enantiyoselektivite Calismalar:

Kiralite, maddenin her seviyesinde her yerde bulunan, doganin temel bir
ozelligidir. Molekiiler diizeyde, bir molekiil ayna goriintiisiiyle cakisamadiginda kiral
bir molekiil olarak adlandirilmaktadir. Kiral bir molekiil ve ayna goriintiisii birbirinin
enantiyomerleridir. Kirallik ayn1 zamanda yasamin tipik bir 6zelligidir ve yasamin
olusumunda ve evriminde kilit bir rol oynamaktadir (Sojo, 2015; Michaeli ve ark.,
2016; Cheng ve ark., 2023).

Kiralite bir 6zelliktir, asimetrik karbona bagli atoma sahip olan bir molekiile kiral
denilmektedir. Asimetrik ve 1iist {iste binemeyen enantiyomerik formlarda
bulunmaktadirlar. Bu molekiillerin atomlar1 ve baglar1 agisindan higbir kimyasal
farkliliklar1 yoktur ancak uzaydaki diizenleri farklidir (H Brooks ve ark., 2011; Ali ve

ark., 2024). Enantiyomerler genellikle farkli etkiler gosterirler. Bazi durumlarda, belirli
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bir konfigiirasyondaki enantiyomerler canli hiicreler lizerinde geri doniisii olmayan bir
etkiye bile sahip olabilir (Niu ve ark., 2022). ila¢ pazarindaki ilaglarn neredeyse yaris
kiraldir; bir formu giivenilir ve emniyetliyken, diger formu ise mutajenik, etkili olmayan
ve hatta zehirlidir (Mane, 2016; Bukhari, 2023). Kiral ¢6ziiniirliik, farmasotik, terapotik,
adli tip ve gida analizi dahil olmak iizere cesitli bilimsel disiplinlerde ¢ok onemlidir
(Liu ve ark., 2019; Teixeira ve ark., 2019; Bukhari, 2023). Kiralite, yasam sistemlerinin
evrensel bir olgusudur. DNA, protein, aminoasitve niikleik asit gibi biyomolekiillerin
timii kiralite 6zelliklerine sahiptir (Niu ve ark., 2022; Li ve ark., 2023a). MOF’lar, essiz
ozellikleri ile ¢ok farkli umut verici uygulamalara sahip miikemmel bir gézenekli hibrit
yapili malzemelerdir (Gatou ve ark., 2023; Li ve ark., 2023a; Ozyilmaz ve Caglar,
2023). Ortaya ¢ikan gozenekli malzemelerin kiral ¢oziniirliik yetenegini artirabilen ve
cevrenin korunmasina katkida bulunabilen 6n islem maddeleri veya islevsellestirici
maddeler olarak kullanilabilirler (Yu ve ark., 2020; Li ve ark., 2023a). MOF'larin
onemli bir 6zelligide, organik ligandlarin boyutunu ve tipini segip ayarlayarak farkli
topolojilere ve gozenek boyutlarina sahip malzemelerin sentezini kontrol edebilme,
boylece islevsellik ve sentetik esneklik saglama yetenegidir (He ve ark., 2021; Li ve
ark., 2023c; Nath, 2024). MOF"lar, yapidaki kiral organik baglayicilar veya kati igindeki
bilesenlerin kiral diizenlemesi nedeniyle kiraldir (Zhao ve ark., 2017; Berijani ve ark.,
2019; Shang ve ark., 2020; Sun ve ark., 2023a). Boylece MOF'lara amino asitlerin
ligand olarak dahil edilmesiyle uygulamaya aktif baglanma bolgelerine ve fonksiyonel
gruplara sahip ¢evre dostu kiral gézenekli malzemeler elde edilebilir. Destek materyali
olarak kullanimlarinda ortamda iyonik sivi veya metal ligand etkilesimleri ile,
enzimlerin aktif merkezleri ile de etkilesim gostererek stabiliteyi saglayabilirler. Kiral
tanima yeteneklerini de artmasma yardimer olabilirler (Li ve ark., 2023d; Qiu ve ark.,
2023). Kiral gozenekli MOF'lar kiral analitlere segici olarak girebilen agik kanallar
veya bosluklar1 nedeniyle Ozellikle enantiyosecimli kataliz ve ayirma olmak {izere
birgok alanda kullanilmaktadirlar (Antil ve ark., 2021; Weng ve ark., 2021; Li ve ark.,
2023d).

Zhong ve ark., 2020 yilinda yaptiklar1 arastirmada, DNAzimlerin umut verici bir
biyoilhamh katalizér siifi oldugu, ancak yapisal istikrarsizliklarinin potansiyellerini
sinirladigi agiklanmaktadir. Burada, DNAzimleri metal-organik bir cerceve (MOF)
konakgisinda kapsiilleyerek stabilize etmeye yonelik bir yontem bildirilmektedir. Bu
biyomimetik mineralizasyon siireci, DNAzimleri daha genis bir kosullar altinda aktif

hale getirmektedir. Konsept, hemin-G-dortlii kompleksin (Hemin-G4) zeolitik
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imidazolat ¢ergceve-90 (ZIF-90) igine kapsiillenmesiyle gosterilmistir; bu, gercekten de
DNAzimin yapisal stabilitesini arttirmaktadir. Stabilize edilmis DNAzimler,
Eksoniikleaz I, organik c¢oziiciler veya yiksek sicaklik varliginda aktivite
gostermektedir. Yiiksek stabilitesi ve heterojen dogasi nedeniyle, stirekli akis kosullar
altinda kataliz gergeklestirmek miimkiindiir ve DNAzim, K*'nin eklenmesiyle yerinde
yeniden etkinlestirilebilmektedir. Ayrica kapsiillenmis DNAzimin, tioanizoliin (S)-metil
fenil siilfoksite siilfoksidasyonuyla gdsterilen yiiksek enantiyomer segiciligini korudugu
bulunmustur. DNAzimleri stabilize etmeye yonelik bu konsept, kimya endiistrisindeki
potansiyel uygulamalarini1 genisletmektedir (Zhong ve ark., 2020).

Amino asit (AA) enantiyomerlerinin kiral olarak tanimmasi ve miktarlarinin
belirlenmesi biyoloji ve biyotip gibi bircok alanda biiyiik 6nem tasimaktadir. Yang ve
ark. 2021 yaptiklar1 calismada, bu hedefe ulasmak i¢in genel bir enzim giidimlii
floresan algilama modeli Onerilmektedir. Tasarlanan floresan problar {i¢ bilesenden
olugmaktadir: enantiyoselektif ve kemoselektif tanima i¢in dogal bir enzim, floresan
yanit raportorii olarak borat ester bazli bir floresan molekiil ve bir enzim ile floresan
raportOriin kaskad yanit sistemi olarak entegrasyonu i¢in sirali bir mezogozenekli Ce
bazli MOF (OMUiO-66(Ce)). L-AA oksidaz varliginda, duyusal platform bir dizi
yaygin AA'ya karsi yliksek verimli L-tipi enantiyosegicilik sergilemis ve enantiyosecici
giiclendirme oranlar1 (ef veya AIL/AID) fenilalanin (Phe) i¢in 212, 16sin i¢in 213,
triptofan i¢in 194 ve benzerlerine ulagsmistir. Ayrica, yiiksek enantiyosegicilik ve
kemosegicilik ile ¢ok sayida serbest amino asit arasinda L-glutamatin (L-Glu) hizli bir
sekilde Olclilmesini saglamak i¢in L-glutamat oksidazin spesifik bir AA oksidazinin
kullanilmast da orneklenmistir. Problarin AA enantiyomerini tanimaya yonelik
0zgiilliigli, muhtemelen bir arada bulunan diger girisimci tiirler tarafindan neredeyse hig
bozulmamistir.  Simiile  edilmis  viicut sivist  Orneklerinde  karistk  AA
enantiyomerlerinden L-Phe ve L-Glu'nun dogrudan kontrolii basariyla ger¢eklestirilmis,
bu da karmasik biyolojik orneklerde spesifik kiral AA'larin yiliksek verimli taranmasi
i¢in biiyiik potansiyellerini gostermistir (Yang ve ark., 2021).

Fan ve ark., 2023 yilinda yaptiklar arastirmada, MOF’lar ile immobilize edilmis
bir lipaz, ilk olarak organik ortamda agil donorii olarak vinil asetat kullanilarak
transesterifikasyon reaksiyonu ile mandelik asit enantiyomerlerinin kinetik ¢oziintirligii
igin kullanilmistir. Ozellikle, tastyicinin biyouyumlulugunun ve lipazin katalitik
performansinin, NH2-Ni-MOF'un polivinilpirolidon ile modifikasyonu yoluyla énemli

Olclide gelistirilebilecegi belirlenmis, enzimatik silirecin kapsamli bir sekilde
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taranmasinin ardindan, enzim katalizli transesterifikasyon reaksiyonu i¢in optimum
enantiyoselektif ¢oziiniirliik kosullar1 ve miikemmel sonuglar elde edilmistir. Ayrica,
geri kazanilan immobilize lipaz, immobilizasyondan sonra olaganiistii bir tekrar

kullanilabilirlik sergilemistir (Fan ve ark., 2023).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Calismada Kullanilan Cihazlar

FTIR
spektrometresi
(Perkin Elmer)

Termal
gravimetrik analiz
cihazi (TGA)

pH metre
(Mettler Toledo)

Yiiksek basingl
StV1
kromatografisi
(HPLC) (Agilent
1200)

UV-Visible
spektrofotometre
(Shimadzu 1700)

Taramali elektron
mikroskopu (SEM.
Jeol, JSM 5310,
Japan)

Sekil 3.1. Calismada kullanilan cihazlar

3.2. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler analitik saflikta olup,

temin edilen firmalar ve kimyasallarin isimleri tablo 3.1°de yer almaktadir.
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve temin edilen firma isimleri

Kimyasal Ad1

Firma adi

Candida rugosa lipaz (CRL, E.C.3.1.1.3, Type VII),
Porcine pankreatik lipaz (PPL)

Bradford reaktifi

S-Naproksen

Sigma

2,5-dihidroksiterafitalik asit
2-aminoterafitalik asit

2-Metilimidazol

Sigma-Aldrich

Bakir kloriir dihidrat (CuCl2.2H20)
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4)
2-propanol

[zooktan

DMSO

NaOH

Merck

p-nitrofenil palmitat (p-NPP) (C22H3sNO4)

Alfa aesar

Sodyum fosfat dibazik dodekahidrat
(Na2HPO4.12H20)

Fluka

4,4-dipiridil

ACros

Etanol

Isolab

Miilipore Milli-Q Plus su aritma cihazinda saflastirilan saf su, ¢alismada tiim sulu

¢Ozeltilerin hazirlanmasinda kullanildi.

3.3. Mekanokimyasal Yontem ile Farkli Metal Organik Kafeslerin Sentezleri

3.3.1. ZIF-8'in Sentezi

ZIF-8, zeolitik imidazolat kafes yapisi Zn iyonlar1 ve 2-metilimidazol’den (2-mIM)

olusan, sodalit tipi bir yap1 sergileyen tipik bir ZIF ¢esididir. ZIF-8’in mekanokimyasal

sentezi i¢in ¢inko oksit ve 2-metilimidazol havana alindi, iizerine etanol ilave edildi.

Karigim 2.5 dk 6giitiildii. Su ve etanol ile yikandi1 ve 4000 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi.

Liyofilizatérde kurutuldu (Wei ve ark., 2019).
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ZnO 2-mIM

ZIF-8

Sekil 3.2. Mekanokimyasal yontem ile ZIF-8’in sentezi (Wei ve ark., 2019).

3.3.2. Zn-MOF-74"iin Sentezi

Zn-MOF-74, mekanokimyasal yontemlerden birisi olan havanda 6giitme teknigi
kullanilarak, tek basamakta sentezlendi. Cinko oksit (36 mg, 0.44 mmol) havana alind,
1 mL distile su ilave edildi ve 6giitiildii. Uzerine 2,5- dihidroterafitalik asit (H4dhta) (44
mg, 0.22 mmol) ve 50 uL DMSO ilave edildi. Son karisim 2,5 dakika ogiitildi ve
santrifiij yapildi. Son olarak 5 mL distile su ile 3 kez yikandi. Liyofilizatdrde kurutuldu.
4 °C'de sakland1 (Wei ve ark., 2019).

o]
OH
O+ HO
HO OH
Zn0 DHTA ©

-

o —_—

Zn-MOF-74

Sekil 3.3. Mekanokimyasal yontem ile Zn-MOF-74{in sentezi (Wei ve ark., 2019).

3.3.3. Zirkonyum oksohidroksimetakrilat ve UiO-66-NH2’nin Sentezi

Metal organik kafesler metal iyonu/ metal kiimesi ve organik ligandin
koordinasyon etkilesimi ile olusan gézenekli malzemelerdir.

Zitkonyum bazli MOF ailesinin iiyesi olan UiO-66-NH2’nin yapisinin
mekanokimyasal yontemle sentezlenebilmesi icin Oncelikle metal kiimesi olarak

kullanilan zirkonyum okso hidroksi metakrilat sentezlendi (Wei ve ark., 2019).
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3.3.3.1. Zirkonyum oksohidroksimetakrilatin Sentezi
Metakrilik asit (1.4 mL, 2 mL) Zirkonyum propoksit (Zr(OPr)s) ¢ozeltisine ilave
edilerek reaksiyon karisimi, 72 saat 60 °C'de inkiibe edildi. Olusan renksiz kati, vakum

altinda stiztildii ve 2 mL 2-propanol ile yikand1 (Wei ve ark., 2019).

o
ﬁ)l\OH ) 0= o HO \ /0
q -5 / o 0

Metakrilik asit . OH 2+ 0

+ (o]
\/\O' O/\/
Zr "l =
/\/ 7 °©
\A Zirkonyum (IV) okso hidroksi metakrilat

Zirkonyum(IV) propoksit

Sekil 3.4. Zirkonyum(I'V)oksohidroksi metakrilatin sentezi (Wei ve ark., 2019).

3.3.3.2. UiO-66-NH2’nin Sentezi

Sentezlenen Zirkonyum (1V) oksohidroksimetakrilat (25 mg) ve 2-aminotereftalik
asit (16 mg) havana alindi. Ogiitmede yardimci sivi olarak 41 pL etanol eklendi. 5
dakika ogitiildiikten sonra santrifiij yapildi. 3 kez 500 pL deiyonize su ile yikama
yapildi ve liyofilizatorde kurutuldu (Wei ve ark., 2019).

0=, o HO—y 0
\—
\ Y 0 ’4”-.\
OH 70 0
o Y o HO
\ \
\ OH | )

UiO66-NH;

2-Aminoterafitalik asit

Sekil 3.5. Mekanokimyasal yontem ile UiO-66-NH;’nin sentezi (Wei ve ark., 2019).
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3.3.4. Cu-MOF'un Sentezi

Cu-MOF, CuCl; sulu ¢ozeltisi (CuCl2.2H20) (3.9 mM, 1 mL), etanol ve H>O
(h/h = 50: 50) karisimi iginde ¢oziilen 4,4'-bipiridin (15.6 mM, 1 mL) oda sicakliginda
basit bir sekilde karistirilarak hazirlandi. Reaksiyon, hafif¢ce karistirilarak 15 dk
boyunca gerceklestirildi. Bundan sonra iiriinler santrifiijleme (4000 rpm, 5 dakika) ile

topland1 ve ii¢ kez ultra saf su ile yikandi (Wang ve ark., 2018a).

s O

CuCl,.2H,0 4.4'-bipyridine

Sekil 3.6. Mekanokimyasal yontem ile Cu-MOF un sentezi (Wang ve ark., 2018a).

3.4. Mekanokimyasal Yontem ile Lipaz immobilizasyonu Calismalari
Mekanokimyasal yontem kullanilarak, 4 farkli MOF sentezlendi. Sentezlenen

MOF’lar karakterize edildi. MOF’larin sahip olduklar1 essiz  6zellikleri ve

biyouyumluluklar1 ile Candida rugosa lipaz ve Porcine pankreatik lipazin

immobilizasyonlarinda iyi bir destek materyali olarak kullanilabilecegi diistiniildii.
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3.4.1. Metal Organik Kafeslerin Candida Rugosa Lipazin Immobilizasyonunda

Kullanim

3.4.1.1. ZIF-8@CRLmek’in Hazirlanmasi

Immobilizasyon i¢in 6ncelikle ¢inko oksit (ZnO), 2-metilimizadol (2-mIM) ve
farkli miktarlarda (5-20 mg) CRL havana alindi, iizerine etanol ilave edilerek karigim
2.5 dk ogiitildii. Elde edilen son karisim su:etanol ile yikandi. Ardindan 4000 rpm’de 5
dk santrifiij yapildi. Liyofilizatérde kurutuldu (Wei ve ark., 2019).

P 3 o

zo N CRL
2-mIM {3 274 \N Tt
Qa/R 22

ZIF-8@CRL ¢

Sekil 3.7. ZIF-8@CRLmek’in hazirlanmasi

3.4.1.2. Zn-MOF-74@CRLmek’in Hazirlanmasi

Cinko oksit (36 mg, 0.44 mmol) ve farkli miktarlarda (5-25 mg) CRL havana
alinds, distile su ile dgiitiildii. Uzerine 2,5- dihidroterafitalik asit (44 mg, 0.22 mmol) ve
50 uL DMSO ilave edildi. Son karisim 2,5 dakika ogiitiildii ve santrifiij yapildi. Son
olarak distile su ile 3 kez yikandi. Liyofilizatérde kurutuldu. 4 °C'de saklandi (Wei ve
ark., 2019).

O

_ HO" \ﬁ/*\\-.j/o'* +
. AAA__OH
HO ~ . -
Zno H CRL / \
DHTA © —\
~ s l-

\/‘

Zn-MOF-74@CRL

Sekil 3.8. Zn-MOF-74@CRL ek’ in hazirlanmasi
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3.4.1.3. UiO-66-NH2@CRLmek’in Hazirlanmasi

Sentezlenen zirkonyum (1V) okso hidroksi metakrilat (25 mg), 2-aminotereftalik
asit (16 mg) ve daha sonra 10 mg CRL havana ilave edildi. Ogiitmede yardime1 sivi
olarak 41 pL etanol eklendi. 2,5 dakika 6giitiildiikten sonra santrifiij yapildi. 3 kez 500
uL deiyonize su ile yikama yapildi. Santrifiij yapildi ve liyofilizatérde kurutuldu (Wei
ve ark., 2019).
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\J
2-Aminoterafitalik asit

cRL
Sekil 3.9. UiO-66-NH2@CRL ek’ in hazirlanmasi

3.4.1.4. Cu-MOF@CRLmek’in Hazirlanmasi

Hazirlanan Cu-MOF ve 30 mg CRL havana alindi. Karigima etanol:su (50:50)
ilave edildi. Son karisim 2,5 dakika ogiitiildii. Son karisim 2,5 dakika ogitiildii ve
santrifiij yapildi. Son olarak distile su ile 3 kez yikandi. Liyofilizatérde kurutuldu. 4
°C'de saklandi1 (Wang ve ark., 2018a).
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Cu-MOF CRL

Cu-MOF@CRL

Sekil 3.10. Cu-MOF@CRLmek’in Hazirlanmasti

3.4.2. Metal Organik Kafeslerin Porcine Pankreatik Lipazin Immobilizasyonunda
Kullanim

Pankreas lipazlari, hidroliz i¢in suda ¢oziinmeyen substratlara erigsmek, trigliserit
substratlarin1 insan sindirim sisteminde monogliseritlere ve serbest yag asitlerine
dontistirmek i¢in yag-su arayiizlerinde aktive edilebilen ara yiizey enzimleridir (Zhang

ve ark., 2019).

3.4.2.1. ZIF-8@PPLmex’in Hazirlanmasi

Immobilizasyon i¢in dncelikle ¢inko oksit, 2-metilimizadol (2-mIM) ve 10 mg
PPL havana alindi, lizerine etanol ilave edildi. Karigim 2.5 dk 6giitiildii. Elde edilen son
karisim su:etanol ile yikandi ve ardindan 4000 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi.
Liyofilizatérde kurutuldu (Wei ve ark., 2019).
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Sekil 3.11. ZIF-8@PPL ek’ nin hazirlanmasi
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3.4.2.2. Zn-MOF-74@PPLmek’in Hazirlanmasi

Cinko oksit (36 mg, 0.44 mmol) ve 20 mg PPL havana alindi, distile su ile
ogiitiildii. Uzerine 2,5- dihidroterafitalik asit (44 mg, 0.22 mmol) ve 50 uL DMSO ilave
edildi. Son karisim 2,5 dakika 6giitiildii ve santrifiij yapildi. Son olarak distile su ile 3
kez yikandi. Liyofilizatérde kurutuldu. 4 °C'de sakland1 (Wei ve ark., 2019).

Zn-MOF-74@PPL .1

Sekil 3.12. Zn-MOF-74@PPL ek’ in hazirlanmasi

3.4.2.3. UiO-66-NH2@PPLmex’in Hazirlanmasi

Sentezlenen zirkonyum (IV) okso hidroksi metakrilat (25 mg) ve 2-
aminotereftalik asit (16 mg) havana alindi. Daha sonra 10 mg PPL havana ilave edildi.
Ogiitmede yardimei sivi olarak 41 pL etanol eklendi. 5 dakika ogiitiildiikten sonra
santrifiij yapildi. 3 kez 500 pL deiyonize su ile yikama yapildi. Santrifiij yapildi ve
liyofilizatérde kurutuldu (Wei ve ark., 2019).
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Sekil 3.13. UiO-66-NH2@PPLmek’in hazirlanmasi

3.4.2.4. Cu-MOF@PPLmek’in Hazirlanmasi
Hazirlanan Cu-MOF ve 30 mg CRL havana alindi. Karisima etanol:su (50:50)
ilave edildi. Son karisim 2,5 dakika &giitiildi. Son karisim 2,5 dakika ogiitiildii ve

santrifiij yapildi. Son olarak distile su ile 3 kez yikandi. Liyofilizatérde kurutuldu. 4
°C'de sakland1 (Wang ve ark., 2018a).

Cu-MOF PPL

Cu-MOF@PPL

Sekil 3.14. CUMOF@PPL mex’nin hazirlanmasi

67



3.5. Mekanokimyasal Yontem ile Enzim Immobilizasyonu Calismalari
3.5.1. Iimmobilize Lipazlarin Aktivite Tayini

Immobilize lipaz (ZIF-8@CRLmek, Zn-MOF-74@CRLmek, UiO-66-
NH2@CRLmek, Cu-MOF@CRLmek) ve serbest lipazin (CRL) aktivite olgtimleri i¢in p-
nitrofenil palmitat (p-NPP)’1n hidroliz reaksiyonu uygulandi (Ozyilmaz ve ark., 2021c).
Immobilize ve serbest lipazlardan belirli miktarda aliarak, iizerine 1mL PBS (pH:7)
tampon ilave edildi. 1 mL 14.4 mM p-NPP ¢ozeltisi ile etkilestirildi. Oda sicakliginda 5
dakika karistirildi. Ardindan 2 mL 0.025 M NaCOs ilave edilerek reaksiyon
durduruldu.  Santrifiij yapildi. Aciga ¢ikan p-nitrofenol  (p-NP) UV-Vis
spektrofotometresinde 410 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapildi ve kalibrasyon
grafiginden yararlanilarak enzim aktiviteleri hesaplandi (sekil 3.15) (Hung ve ark.,
2003; Chiou ve Wu, 2004). Tiim aktivite deneyleri {i¢ kez tekrarlandi.

25 ¢

Absorbans (405 nm)

0 20 40 60 80
p-NP (uM)

Sekil 3.15. CRL igin standart p-NP (p-nitrofenol)- absorbans grafigi (Amax=410 nm)

Immobilize lipaz (ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek, UiO-66-NH2@PPLmek,
Cu-MOF@PPLmek) ve serbest lipazin (PPL) aktivite dlgtimleri i¢in p-nitrofenil palmitat
(p-NPP)’1n hidroliz reaksiyonu uygulandi (Ozyilmaz ve ark., 2021c). immobilize ve
serbest lipazlardan belirli miktarda alinarak, lizerine 250 uL. DMSO ve 750 uL PBS
(pH:7) tampon ilave edildi. 1 mL 14.4 mM p-NPP ¢ozeltisi ile etkilestirildi. Oda
sicakliginda 5 dakika karigtirildi. Ardindan 2 mL 0.025 M Na;COs ilave edilerek
reaksiyon durduruldu. Santrifiij yapildi. Agiga ¢ikan p-nitrofenol (p-NP) UV-Vis

spektrofotometresinde 410 nm dalga boyunda absorbans 6l¢timii yapildi ve kalibrasyon
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grafiginden yararlanilarak enzim aktiviteleri hesaplandi (sekil 3.16) (Hung ve ark.,
2003; Chiou ve Wu, 2004). Tim aktivite deneyleri li¢ kez tekrarlandi.

0.6 ¢
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Sekil 3.16. PPL i¢in standart p-NP (p-nitrofenol)- absorbans grafigi (Amax=410 nm)

3.5.2. immobilize Lipazlarin Protein Tayini

Bradford yontemi, Coomassie Blue G250 boyasinin proteine baglanmasina
dayanan protein tayininde kullanilan 6nemli bir yontemdir (Bradford, 1976; Kruger,
2009). Yapilan aragtirmalarda serbest boyanin dort farkli iyonik formda
bulunabilecegini belirtilmistir (Chial ve ark., 1993; Kruger, 2009). Asidik test reaktif
cozeltisinde baskin olan boyanin ii¢ yiiklii formundan, daha katyonik olan kirmizi ve
yesil formlar sirastyla 470 nm ve 650 nm'de absorbans maksimumlarina sahiptir. Buna
karsilik, proteine baglanan boyanin daha anyonik olan mavi formu, 590 nm'de bir
absorbans maksimumuna sahiptir. Bu nedenle, protein miktarr, mavi iyonik formdaki
boya miktarim1 belirleyerek tahmin edilebilmektedir. Bu genellikle ¢6zeltinin
absorbansinin 595 nm'de 6l¢iilmesiyle elde edilmektedir (Kruger, 2009).

Immobilize lipaz (ZIF-8@CRLmek, ZN-MOF-74@CRLmek, UiO-66-NH2@CRL mek,
Cu-MOF@CRLmek) ve serbest lipazin (CRL) igerisindeki protein miktar1 Bradford
yontemine gore belirlendi (Bradford, 1976). immobilize lipaz (ZIF-8@CRLmek, Zn-
MOF-74@CRLmek, UiO-66-NH2@CRLmek, Cu-MOF@CRLmek) ve serbest lipazin
(CRL) 595 nm dalga boyundaki absorbanslar1 ol¢iildii. Standart olarak, absorbans-
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protein miktart (mg/mL) grafigi ¢izildi ve yapilan biitiin protein ¢aligmalarinda bu

grafik referans alindi (sekil 3.17) (Bradford, 1976).

Absorbans (595 nm)

03 F

(=]
(]

>

=
-
[y

=]

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Protein miktar1 (mg/mL)

Sekil 3.17. CRL igin standart protein miktari (mg/mL)- absorbans grafigi (Amax =595 nm)

Immobilize lipaz (ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek, UiO-66-NH2@PPLmek,
Cu-MOF@PPLmek) ve serbest lipazin (PPL) igerisindeki protein miktart Bradford
yontemine gore belirlendi (Bradford, 1976). Immobilize lipaz (ZIF-8@PPLmek, Zn-
MOF-74@PPLmek, UiO-66-NH2@PPLmek, Cu-MOF@PPLmex) ve serbest lipazin (PPL)
595 nm dalga boyundaki absorbanslar1 olgiildii. Standart olarak, absorbans-protein
miktar1 (mg/mL) grafigi cizildi ve yapilan biitiin protein ¢alismalarinda bu grafik
referans alind1 (sekil 3.18) (Bradford, 1976).
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Sekil 3.18. PPL i¢in standart protein miktar1 (mg/mL)- absorbans grafigi (Amax =595 nm)

3.5.3. pH stabilitesi

Immobilize lipaz (ZIF-8@CRLmek, ZN-MOF-74@CRLmek, UiO-66-NH2@CRL mek,
Cu-MOF@CRLmek) ve serbest lipazin (CRL) pH stabilitesini incelemek igin, belirli
miktarda tartilan lipazlar tiiplere alindi. Uzerine ve farkli pH araliklarinda (4.0-9.0) 1
mL PBS tampon ilave edildi. Lipaz aktiviteleri p-nitrofenil palmitat (p-NPP)’in hidroliz
reaksiyonu ile belirlendi. Tiim aktivite deneyleri ti¢ kez tekrarland1 (Ozyilmaz ve ark.,
2021c).

Immobilize lipaz (ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek, UiO-66-NH2@PPLmek,
Cu-MOF@PPLmek) ve serbest lipazin (PPL) pH stabilitesini incelemek igin, belirli
miktarda tartilan lipazlar tiiplere alindi. Uzerine 250 pLDMSO ilave edildi ve farkli pH
araliklarinda (4.0-9.0) 750 pL PBS tampon ile etkilestirildi. Lipaz aktiviteleri p-
nitrofenil palmitat (p-NPP)’1in hidroliz reaksiyonu ile belirlendi. Tiim aktivite deneyleri

ti¢ kez tekrarland1 (Ozyilmaz ve ark., 2021c).
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3.5.4. Optimum Sicakhk Tayini

Belirli miktarlarda tartilan immobilize lipazlar (ZIF-8@CRLmek, Zn-MOF-
74@CRLmek, UiO-66-NH2@CRLmek, Cu-MOF@CRLmek, ZIF-8@PPLmek, Zn-MOF-
T4@PPLmek, UiO-66-NH2@PPLmek, Cu-MOF@PPLmek) Ve serbest lipazlar (CRL, PPL)
30°C-60°C arasinda degisen sicakliklarda 15°er dakika siireyle inkiibe edildi. Lipaz
aktiviteleri p-nitrofenil palmitat (p-NPP)’in hidroliz reaksiyonu ile belirlendi. Tim

aktivite deneyleri ti¢ kez tekrarlandi (Ozyilmaz ve ark., 2021c).

3.5.5. Termal Stabilite

Immobilize lipazlar  (ZIF-8@CRLmek, Zn-MOF-74@CRLmek, UiO-66-
NH2@CRLmek, Cu-MOF@CRLmek, ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmex, UiO-66-
NH2@PPLmek, Cu-MOF@PPLmek) Ve serbest lipazlar (CRL, PPL) termal stabilitesini
O0lgmek icin, enzim ¢ozeltileri 20-120 dk zaman araliklarinda 60 °C'de inkiibe edildi.
Aktivite olgtimleri p-nitrofenil palmitat (p-NPP)’m hidroliz reaksiyonu ile belirlendi.

Tiim aktivite deneyleri li¢ kez tekrarlandi1 (Ozyilmaz ve ark., 2021c).

3.5.6. Tekrar Kullanim

Immobilize lipazlarin ~ (ZIF-8@CRLmek, Zn-MOF-74@CRLmex, UiO-66-
NH2@CRLmek, Cu-MOF@CRLmek, ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek, UiO-66-
NH2@PPLmek, Cu-MOF@PPLmek) tekrar kullanimini 6l¢mek igin, aktivite 6l¢timleri p-
nitrofenil palmitat (p-NPP)’in hidroliz reaksiyonu incelendi. Enzim ¢ozeltileri PBS ile
yikanarak aktivite 6l¢timleri 5 kez tekrarland1 (Ozyilmaz ve ark., 2021c).

3.5.7. Depolama Stabilitesi

Enzimlerin, uzun siireli saklanmalar1 zordur. Bu nedenle wuzun siire
saklanmalarinda aktivite kaybinin giderilmesi 6nemli bir aragtirma konusudur. Serbest
enzimlerin aktiviteleri korumalar1 oldukc¢a zordur. Bu nedenle enzimlerin depolama
kararliligimi saglamak onlar1 endiistride daha genis alanda kullanimlari i¢in oldukca
Onem tagimaktadir.

Depolama stabilitesini incelemek i¢in tim immobilize lipazlar (ZIF-8@CRLmek,
Zn-MOF-74@CRLmek, UiO-66-NH2@CRLmek, Cu-MOF@CRLmek, ZIF-8@PPLmek, Zn-
MOF-74@PPLmek, UiO0-66-NH2@PPLmek, Cu-MOF@PPLmek) 10 giin boyunca +4
°C’de muhafaza edildi. 2 ser giin araliklarla aktivite 6l¢timleri p-nitrofenil palmitat (p-

NPP)’1n hidroliz reaksiyonu ile incelendi.
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3.6. Enzim Kinetigi Calismalar:

Enzim reaksiyon hizinin yar1 Vmax oldugu substrat konsantrasyonu, Michaelis
sabiti Ky olarak tanimlanir. Vmax Ve Km degeri, enzim ve substrat arasindaki afiniteyi
gostermektedir (Chen ve ark., 2017; Ozyilmaz ve ark. 2023) Immobilize lipazin
performansini degerlendirmek igin enzimatik kinetik parametreler (Km ve Vmax)
incelenmistir.

Serbest CRL, serbest PPL ve immobilize lipazlarin (ZIF-8@CRLmek, ZN-MOF-
74@CRLmek, UiO-66-NH2@CRLmek, Cu-MOF@CRLmek, ZIF-8@PPLmek, ZNn-MOF-
74@PPLmek, UiO-66-NH2@PPLmek Ve Cu-MOF@PPLmek) Vmax Ve Km degerlerini
belirlemek igin substratimiz olan p-nitrofenil palmitat (p-NPP) 14,4 uM, 11 uM, 5,5
uM, 2,75 uM, 1,375 uM ve 0,687 uM konsantrasyonlarinda hazirlandi. Hazirlanan p-
NPP’lar serbest CRL ve PPL ve immobilize lipazlarin aktivite tayinlerinde kullanildi.
Lipazlarin aktivite olgtimleri p-nitrofenil palmitat (p-NPP)’in hidroliz reaksiyonu ile

incelenerek ve kinetik parametreler belirlendi (Ozyilmaz ve ark., 2021c).

3.7. Yiizey Aktif Madde Etkisi Calismalar:
3.7.1. Yiizey Aktif Maddelerin Hazirlanmasi

Tez ¢alismamda, sodyum dodesil siilfat (SDS), L-prolin ve p-siilfokaliks[4]aren
yiizey aktif madde olarak kullanildi. Sodyum dodesil siilfat (SDS) ve L-prolin (L-prol)
ticari olarak temin edildi. p-siilfokaliks[4]aren (S-kal-4) sentezlendi (Collins ve ark.,
1991; Ozyilmaz ve Sayin, 2013).
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Sekil 3.19. Bu ¢aligmada kullanilan yiizey aktif maddelerin yapilari

3.7.2. Yiizey Aktif Madde@Lipaz@MOF Hazirlanmasi

Yiizey aktif madde@Lipaz@MOF immobilize enzimlerini elde edebilmek igin,
oncelikle MOF@Lipazmek hazirlama yontemleri dikkate alindi (Wang ve ark., 2018a;
Wei ve ark., 2019; Ozyilmaz ve Caglar, 2023). Yiizey aktif madde olarak SDS, L-prolin
ve p-siilfokaliks[4]aren kullanildi.

Enzim miktar1 10 mg olarak kullanildi. Bu miktar sabit tutularak enzim ile ayni
anda yiizey aktif madde miktarlar1 5, 10, 20 mg olacak sekilde havana eklendi.
Immobilize enzimlerin aktivite dlgiimleri p-nitrofenil palmitat (p-NPP)’in hidroliz

reaksiyonu ile incelendi (Ozyilmaz ve ark., 2023).
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3.8. HPLC Cahismalari
3.8.1. Naproksen Metil Ester Tiirevinin Sentezi

Naproksen metil esteri sentezi i¢in, S-naproksen rasemlestirilerek (R/S)-
Naproksen rasematina doniistiiriildii. Fischer esterlesme metodu kullanilarak metanol ile

asidik ortamda etkilestirildi ve (R/S)-Naproksen metil ester tiirevi elde edildi.

3.8.2. (S)-Naproksen’in Rasemlestirilmesi

2 g (S)-Naproksen ve 1.78 g sodyum hidroksit (NaOH), 15 mL etilen glikol
icerisinde 6 saat 175 °C’de karigtirilarak kaynatildi. Reaksiyon sonrasinda karisim
tizerine distile su ilave edildi ve pH 4.0’e¢ ayarlandi. Olusan iiriin siiziilerek su ile
yikand1 ve vakum altinda kurutuldu. Rasemlesme HPLC sisteminde, yaklasik olarak

ayni alana sahip piklerin varligi ile dogrulandi (Wu ve Liu, 2000).

3.8.3. (R/S)-Naproksen Metil Ester Sentezi

30 mL metanol icerisinde 4 mmol (R/S)-Naproksen ¢oziildii. Uzerine 1 mL H2SO4
ilave edildi ve karistirilarak kaynatildi. 2 saat sonra reaksiyon ortamina distile su ilave
edildi ve olusan iiriin ¢oktiiriildii. Coktiiriilen tirtin kloroform ile ekstraksiyon yapildi ve
organik faza alindi. Organik faz MgSOs ile kurutuldu. Organik fazin vakum altinda
uzaklastirildi ve (R/S)-Naproksen metil ester tiirevi elde edildi.

Verim % 90, *H-NMR (400 MHz, CDCls); §=1.6 (3H,d, J=7.4 Hz ), 3.63 (3H, s),
3.86 (1H, g, J=7.0 Hz ), 3.92 (3H, s) 7.15 (2H, m), 7.4 (1H, m), 7.65 (3H, m), 3*C-NMR
(400 MHz, CDCls), 18.82, 45.17, 52.13, 55.73, 105.93, 119.33, 126.15, 126.40, 127.39,
129.14, 129.48, 133.91, 135.88, 157.92, 175.32 (Sekil 3.20).
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Sekil 3.20. (R/S)- Naproksen metil ester tiirevinin *H-NMR spektrumu

3.8.4. Immobilize Lipazlar (MOF@Lipaz) ile Rasemik Naproksen Metil
Esterlerinin Enantiyosecimli Hidrolizi

5 mL’lik vial sise icerisine 2 mL lipaz ¢ozeltisi (pH 7.0, 0,05 M fosfat tamponu)
ya da serbest lipaz’a esdeger Unit’de immobilize lipaz konuldu. Daha sonra iizerine 100
uL Rasemik Profen Metil Esterlerinin izooktandaki ¢ozeltisi (20 mM) ilave edildi. 24
saat 35 °C de calkalamali1 inkiibator igerisinde karistirildi. Daha sonra karisim lizerine 2
mL izooktan konularak ekstraksiyon yapildi. Izooktan fazindaki numune, HPLC

cihazina verilerek analizi yapildi.

(R.S)-Naproxen methyl ester

S- Naproxen
Ui0-66-NH@CRL ek
O

N

R-Naproxen methyl ester

Zn-MOF-74@CRL e Cu-MOF@CRL e

Sekil. 3.21a immobilize lipazlarin (ZIF-8@CRLmek, ZN-MOF-74@CRLmek, UiO-66-NH,@CRLmek, Cu-
MOF@CRLmek) ile Rasemik Naproksen Metil Esterlerinin Enantiyose¢imli Hidrolizi
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Sekil. 3.21b Immobilize lipazlarm (ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek, UiO-66-NH2@PPLmek, Cu-
MOF@PPLek) ile Rasemik Naproksen Metil Esterlerinin Enantiyose¢imli Hidrolizi

Immobilize lipazlarin  (ZIF-8@CRLmek, ZN-MOF-74@CRLmek, UiO-66-
NH2@CRLmek, Cu-MOF@CRLmek, ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek, UiO-66-
NH2@PPLmek Vve Cu-MOF@PPLmek) rasemik naproksen metil esterlerinin
enantiyosecimli hidroliz reaksiyonlar incelendi (sekil 3.21a ve sekil 3.21b).
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Calisma temel olarak 5 ayr1 basamakta degerlendirildi.

»  Oncelikle, ekonomik, hizli, ¢evre dostu olan mekanokimyasal yaklasim ve bu
teknik kullanilarak, 2 farkli ¢inko bazli (ZIF-8, Zn-MOF-74), 1 zirkonyum bazl
(Ui0-66-NH) ve 1 bakir bazli (Cu-MOF) olmak {izere toplam 4 farkli MOF’un
sentezi basariyla tamamlandi.

» Sentezlenen MOF’lar Candida rugosa lipaz (CRL) ve Porcine pankreatik lipazin
(PPL) immobilizasyonunda destek materyali olarak kullanildi.

+  Immobilize lipazlar ve serbest lipazlarin enzim kinetikleri incelendi.

+ Immobilize lipazlar, rasemik naproksen metil esterinin enantiyosecimli hidroliz
reaksiyonunda kullanildi.

* Enzim immobilizasyonunda yiizey aktif madde etkisi arastirildi.

4.1. Mekanokimyasal Yontem ile Metal Organik Kafeslerin Sentez ve
Karakterizasyonlari

Metal organik kafes (MOF) kompozitlerinin benzersiz 6zellikleri ve biyokataliz
uygulamalarinda yaygin kullanimi, son birkag¢ yilda ¢ok biiyiik ilerlemeler saglamistir.

Son zamanlarda popiiler olan mekanokimyasal yontem modern, hizli, basit,
solvent icermeyen, ekonomik ve g¢evre dostu bir yontemdir (Karadeniz ve ark., 2019;
Wei ve ark., 2019; Effaty ve ark., 2021; Tsuzuki, 2021; Puccetti ve ark., 2022;
Ozyilmaz ve Caglar, 2023; Nath, 2024).

4.1.1. ZIF-8’in Sentezi ve Karakterizasyonu

ZIF-8'in mekanokimyasal sentezinin mekanizmasi Sekil 3.2’de gosterilmektedir.
ZIF-8, ¢inko oksit, 2-metilimizadol (2-mIM) ve ¢ok kii¢iik miktarda etanoliin havana
ilave edilip 2.5 dk ogiitiilmesi ile hazirlandi. Elde edilen son karigim su:etanol ile
yikandi ve ardindan 4000 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi. Liyofilizatérde kurutuldu (Wei
ve ark., 2019).

ZIF-8'in yapisinda yer alan fonksiyonel gruplar, FTIR spektrumlari incelenerek
aydinlatildi. Morfolojisini incelemek i¢cin SEM analizi, kristalize yapisini agiklamak i¢in

de XRD spektrumu kullanildi.
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Sekil 4.1.a. CRL, ZIF-8 ve ZIF-8@CRLmek’in FT-IR spektrumu

3332 cm™ ve 2980 cm™'deki pikler ZIF-8'in C-H'sinin gerilme titresimini gosterir.
Imidazol halkasinin C=N band1 ve Zn-N gerilme titresimi igin karakteristik absorpsiyon
bantlar1 sirastyla 1588 cm™ ve 480 cm™'de bulunmustur. C=N'nin gerilme titresiminin
1588 cm™'deki bantta oldugu dogrulanmistir. Aromatik C-N'nin gerilme modu 1120 cm
b'deki banda karsilik gelmistir (Zhang ve ark., 2018; Ozyilmaz ve Caglar, 2023). Bu
pikler aromatik halka yapisina bagli oksijenli-fonksiyonel gruplarin varligina isaret
etmektedir. Ote yandan, ZIF-8'in 420, 792, 1120, 1235-1300, 1350-1500, 1580 ve
2971/3332 cm™'deki sarmal bantlari, sirasiyla, Zn-N diizlem dis1 biikiilme, imidazol
halkasinin diizlem i¢i biikiilmesi, tiim halka, germe, imidazol halkasinin C=N ve
alifatik/aromatik C-H baglarin1 dogrulamaktadir (Tanaka ve Miyashita, 2017; Ozyilmaz
ve Caglar, 2023).

CRL'nin spektrumunda, 3100-3500 cm™ araligindaki amin band1 ve CO-NH_'den
kaynaklanan 1364 cm™ ve 1649 cm™'deki bantlar goriilebilir. CRL'nin amid I ve amid
II'si 1649 cm™* ve 1540 cm™'dedir (Xie ve Huang, 2018; luliano ve ark., 2020).

Hem CRL ve ZIF-8 hem de ZIF-8@CRLmek i¢in 1100 cm™ civarinda goriilen
karakteristik pikler, CRL'nin ZIF-8'e basaril1 bir sekilde yerlestirildigini gostermektedir
(Zou ve ark., 2020a). ZIF-8@CRLmek'de amid I pikinde hafif bir kayma vardir, bu da
Zn*? ile enzim iizerindeki karbonil gruplar1 arasindaki koordinasyon nedeniyle
dogrudan enzim-MOF etkilesimini dogrulamaktadir (Sekil 4.1.a) (Qi ve ark., 2019;
Karimian ve ark., 2023).

79



Transmittance [%]

ZIF-8@PPL,

mek

I 1 I 1 1 1 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber cm™?

Sekil 4.1.b. PPL, ZIF-8 ve ZIF-8@PPLmek’in FT-IR spektrumu

1629, 1519 ve 1456 cm™'deki absorpsiyon bantlari, PPL'nin karakteristik piklerini
gostermektedir. Ayrica 1629 ve 3362 cm™deki absorpsiyon bantlari, sirasiyla amid I
baglarinda CO ve NH esneme titresimine karsilik gelmektedir (Sekil 4.1.b) (Zhu ve
ark., 2014).

Spektrumdaki 3331 cm™ ve 2972 cm™'deki pikler ZIF-8'in C-H'sinin gerilme
titresimini gosterir. Imidazol halkasinin C=N bandi ve Zn-N gerilme titresimi i¢in
karakteristik absorpsiyon bantlar1 sirasiyla 1588 c¢cm™ ve 480 cm™'de bulunmustur.
C=N'nin gerilme titresiminin 1588 cm™deki bantta oldugu dogrulanmistir. Aromatik C-
N'nin gerilme modu 1120 cm™'deki banda karsilik gelmistir (Zhang ve ark., 2018;
Ozyilmaz ve Caglar, 2023). Bu pikler aromatik halka yapisina bagl oksijenli-
fonksiyonel gruplarin varligina isaret etmektedir. Ote yandan, ZIF-8'in 420, 792, 1120,
1235-1300, 1350-1500, 1580 ve 2971/3332 cm™'deki sarmal bantlari, sirastyla, Zn-N
diizlem dis1 biikiilme, imidazol halkasinin diizlem i¢i biikiilmesi, tiim halka, germe,
imidazol halkasinin C=N ve alifatik/aromatik C-H baglarin1 dogrulamaktadir (Tanaka
ve Miyashita, 2017; Ozyilmaz ve Caglar, 2023).

ZIF-8@PPLmek’in FTIR spektrumunda, PPL’nin karakteristik olan 1629, 1519 ve
1456, 1394 cm™'deki absorpsiyon bantlarinin ve ZIF-8 nin yapis1 igin karakteristik olan
1448, 1337, 1235 cm™'deki absorpsiyon bantlarinin PPL ve ZIF-8 ile etkilesimi ile bir
miktar kayarak degisiklige ugradigi goriilmektedir. ZIF-8@PPLmek’in amid | pikinde

hafif bir kayma vardir, bu da Zn*? ile enzim {izerindeki karbonil gruplari arasindaki
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koordinasyon nedeniyle dogrudan enzim-MOF etkilesimini dogrulamaktadir (Sekil

4.1.a) (Zhu ve Xu, 2014; Qi ve ark., 2019; Karimian ve ark., 2023)

ZIF-8
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Sekil 4.2. ZIF-8’in XRD spektrumu

Sentezlenen ZIF-8’in 20'da = 7,2 °, 10,6 °, 12,9 °, 14,9 °, 16,6 °, 18,2 °, 19,7°,
22,3°, 24,7°, 25,4°, 26,9°, 30,8° ve 31,7° karakteristik pikleri oldugu belirlendi. Bu
calismada sentezlenen ZIF-8’in XRD modeli, diger calismalar ile kiyaslandiginda, ZIF-
8’nin kristal yapisinin olusumu dogrulandi (Wang ve ark., 2018b; Zou ve ark., 2020g;
Ozyilmaz ve Caglar, 2023). Bu sonug bize ZIF-8’nin basaril1 bir sekilde sentezlendigini
gostermektedir (Sekil 4.2).

, £F
N e EHT=1800KV

EHT=1800k/  SonelA=SE1 Signal A= SE1
WO =120mm |Probe= 122pA

SE
Wo=120nm | Prode= 500pA
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Sekil 4.3. A) ZIF-8 ve B) ZIF-8@CRLmek, ZIF-8@PPLex’in SEM analizi
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Sekil 4.3’de ZIF-8, ZIF-8@CRLmek Ve ZIF-8@PPLmek’in SEM  goriintiileri
gosterilmektedir. ZIF-8’in yiizey morfolojisi, SEM analizi ile dogrulandi. ZIF-
8@CRLmek Ve ZIF-8@PPLmek’in  SEM  goriintiisiinde ise dis  morfolojisinde
immobilizasyon sonrasi enzimin yogun agregasyon olusturdugu ve MOF yapilariin
onemli Olgliide degistigi gozlenmistir (Julien ve ark., 2016; Stolar ve ark., 2021;
Ozyilmaz ve ark., 2022b; Ozyilmaz ve Caglar, 2023).

4.1.2. Zn-MOF-74’iin Sentezi ve Karakterizasyonu

Zn-MOF-74’iin  mekanokimyasal sentezinin mekanizmast Sekil 3.3’de
gosterilmektedir. Zn-MOF-74, mekanokimyasal yoOntemlerden birisi olan havanda
ogiitme teknigi kullanilarak, tek basamakta sentezlendi (Wei ve ark., 2019).

Yapisinda yer alan fonksiyonel gruplar, FTIR spektrumu incelenerek aydinlatildi.
Morfolojisini incelemek i¢in SEM analizi kullanildi. Zn-MOF-74"1in kristalize yapisini
aciklamak i¢in de XRD spektrumu kullanildi.
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Sekil 4.4.a. CRL, Zn-MOF-74 ve Zn-MOF-74@CRLex’in FT-IR spektrumu
CRL'nin spektrumunda, 3100-3500 cm™ araligindaki amin band1 ve CO-NHz'den
kaynaklanan 1364 cm™ ve 1649 cm™'deki bantlar goriilebilir. CRL'nin amid I ve amid

II'si 1649 cm™ ve 1540 cm™'de goriilmektedir (Xie ve Huang, 2018; luliano ve ark.,
2020).
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Zn-MOF-74'iin FTIR spektrumunda, 2981 cm™'deki giicli bant Zn ve O
arasindaki gerilme titresimini gdstermektedir. 1643 cm™'deki giiclii bant, 1426 cm™'de
aromatik halkanin varhgini gosterir. 1174 cm™'deki giiglii bant C-O tek bagini gosterir.
Aromatik halkanm para pozisyonunu 846 cm™'de, 899 cm™de gosterir. Bu pikler
aromatik halka yapisina bagli oksijenli-fonksiyonel gruplarin varligimni gostermektedir
(Ozyilmaz ve Caglar, 2023).

Zn-MOF-74@CRLmex’in FTIR sepktrumunda, Zn-MOF-74’{in 2981 cm™'deki Zn-
O etkilesimine gii¢lii bandinin CRL ile etkilesimi sonucu 3281 cm™’e kaydig1 ve burada
daha giiclii oldugu bant olusturdugu goriilmektedir. Zn-MOF-74’tin  FTIR
spektrumundaki, 1643 cm™'deki giiclii bant ve 1426 cm™'de aromatik halkanin varligini,
1174 cm™deki giiglii bant C-O tek bagini gostermektedir. Immobilizasyon sonucu
bantlarin, 1589 cm™, 1441 cm™, 1117 cm™ ve 874 cm™*’deki bantlar ile amid I ve amid
II baglar1 ve CRL’nin basarili bir sekilde Zn-MOF-74’e yiiklendigi goriilmektedir
(Ozyilmaz ve Caglar, 2023).
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Sekil 4.4.b PPL, Zn-MOF-74 ve Zn-MOF-74@PPL ek’ in FT-IR spektrumu

PPL’nin FTIR spektrumunda, 1629, 1519 ve 1456 cm™'deki absorpsiyon bantlari,
PPL'nin karakteristik piklerini gostermektedir. Ayrica 1629 ve 3362 cm™deki

absorpsiyon bantlari, sirasiyla amid I baglarinda CO ve NH esneme titresimine karsilik

gelmektedir (Sekil 4.4.b) (Zhu ve ark., 2014).
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Zn-MOF-74'iin FTIR spektrumunda, 2981 cm™'deki giicli bant Zn ve O
arasindaki gerilme titresimini gdstermektedir. 1643 cm™'deki giiclii bant, 1426 cm™'de
aromatik halkanin varhgini gosterir. 1174 cm™'deki giiglii bant C-O tek bagini gosterir.
Aromatik halkanm para pozisyonunu 846 cm™'de, 899 cm™de gosterir. Bu pikler
aromatik halka yapisina bagli oksijenli-fonksiyonel gruplarin varligini gostermektedir
(Ozyilmaz ve Caglar, 2023).

ZNn-MOF-74@PPLmek’in FTIR sepktrumunda, Zn-MOF-74’iin 2981 cm™'deki Zn-
O etkilesimine giiglii bandimin PPL ile etkilesimi sonucu 3213 cm™’e kaydig1 ve burada
genis bir alanda daha giiclii oldugu bant olusturdugu goriilmektedir. Zn-MOF-74’iin
FTIR spektrumundaki, 1643 cm™'deki gii¢lii bant ve 1426 cm™'de aromatik halkanin
varhgini, 1174 cm™deki giiglii bant C-O tek bagini gostermektedir. Immobilizasyon
sonucu bantlarin, 1600 cm™, 1454 cm™, 1314 cm™, 1121 cm™ ve 869 cm™’deki bantlar
ile amid | baglarindaki CO ve NH esneme titresimini gostermektedir. Bu pikler PPL’nin
basarili bir sekilde Zn-MOF-74’e yiiklendigi dogrulamaktadir (Zhu ve ark., 2014;
Ozyilmaz ve Caglar, 2023).

Zn-MOF-74
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Sekil 4.5. Zn-MOF-74’tin XRD spektrumu

Zn-MOF-74in  XRD  kirmim  deseni  Sekil 4.5'de  gosterilmektedir.
Sentezledigimiz Zn-MOF-74’{in karakteristik pikleri 12.1 °, 15.7 °, 16.1°, 17.8 °, 20.4 °,
22.4°,23.1°,23.9°,24.3°,24.9°,252°,257°,27.9°,29.6°,31.4°,31.7°,349°ve
36.3 °de goriilmektedir. Bu c¢alismada sentezlenen Zn-MOF-74’tiin XRD kirinim
desenini diger calismalarda yer alan MOF-74 ile karsilastirildiginda Zn-MOF-74’{in
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karakteristik piklerinin dogrulandig1 goriilmektedir. Bu da yiiksek kristallige sahip
MOF-74'in basarili bir sekilde sentezlendigini gostermektedir (Wei ve ark., 2019;
Stolar ve ark., 2021).
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Sekil 4.6. A) Zn-MOF-74 ve B) Zn-MOF-74@CRL ek Ve C) Zn-MOF-74@PPLe’in SEM analizi

Zn-MOF-74, Zn-MOF-74@CRLmek Ve Zn-MOF-74@PPLmex'nin SEM goriintiileri
Sekil 4.6’da gosterilmektedir. Zn-MOF-74’lin ylizey morfolojisi, SEM analizi ile
dogrulandi. Zn-MOF-74@PPLmek'nin  SEM  gériintiisinde  Zn-MOF-74’tiin  dig
morfolojilerinde immobilizasyon sonrasi enzimin yogun agregasyon olusturdugu ve

MOF yapilarinin 6nemli dlglide degistigi gozlendi (Julien ve ark., 2016; Stolar ve ark.,
2021; Ozyilmaz ve ark., 2022b; Ozyilmaz ve Caglar, 2023).

4.1.3. UiO-66-NH2"nin Sentezi ve Karakterizasyonu

Sentezlenen zirkonyum (IV) okso hidroksi metakrilat, 2-amino terafitalik asit ve
etanol havana alindi. 5 dakika ogiitiildiikten sonra santrifiij yapildi. 3 kez deiyonize su
yikama yapildi. Santrifiij yapildi ve liyofilizatorde kurutuldu (Wei ve ark.,
2019).Yapisinda yer alan fonksiyonel gruplar, FTIR spektrumu incelenerek aydimlatildi.
Morfolojisini incelemek i¢in SEM analizi kulanildi. UiO-66-NHz'nin kristalize yapisini
aciklamak i¢in de XRD spektrumu kullanildi.
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Sekil 4.7.a. CRL, UiO-66-NH; ve UiO-66-NH,@CRL mek’in FT-IR spektrumu

CRL'nin spektrumunda, 3100-3500 cm™ araligindaki amin band1 ve CO-NH'den
kaynaklanan 1364 cm™ ve 1649 cm™'deki bantlar goriilebilir. CRL'nin amid I ve amid
II'si 1649 cm* ve 1540 cm™'dedir (Xie ve Huang, 2018; luliano ve ark., 2020).

UiO-66-NH2'nin FTIR spektrumunda, 1700-1200 cm™ bolgesinde karboksilat
gruplart ve fenil halka deformasyonlarindan kaynaklanan ¢ok yogun bantlar gozlendi.
2965 cm™* merkezli genis bir bant H-bagli OH gruplarini, 3501 ve 3385 cm™'deki NH;
bantlar1 gostermektedir. 1316 ile 1680 cm™ arasindaki bantlar UiO-66-NHz'nin
karakteristik ~zirvelerini gosterirken, 1680cm™ ve 1544 cm™deki zirveler, 2-
aminotereftalik asit ligandinin yapisindaki aromatik ve karboksilik gruplardaki simetrik
ve asimetrik COO germe baglarimi gostermektedir (Samui ve ark., 2016; Ozyilmaz ve
ark., 2023).

UiO-66-NH2@CRLmex'nin - FTIR  spektrumunda da, hem UiO-66-NH2'nin
karakteristik bantlari, hem de CRL’nin amid I ve amid II bantlar1 1643 cm™ ve 1540
cm'de yogun sekilde goriilmektedir. Bu da bize CRL’nin UiO-66-NHz’ye basarili bir
sekilde ytiklendigini gostermektedir (Ozyilmaz ve ark., 2023).
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Sekil 4.7. b. PPL, UiO-66-NH. ve UiO-66-NH2@PPLek’in FT-IR spektrumu

PPL’nin FTIR spektrumunda, 1629, 1519 ve 1456 cm™deki absorpsiyon bantlari,
PPL'min karakteristik piklerini gostermektedir. Ayrica 1629 ve 3362 cm™'deki
absorpsiyon bantlari, sirasiyla amid I baglarinda CO ve NH esneme titresimine karsilik
gelmektedir (Zhu ve ark., 2014).

UiO-66-NH2'nin FTIR spektrumunda, 1700-1200 cm™ bélgesinde karboksilat
gruplart ve fenil halka deformasyonlarindan kaynaklanan ¢ok yogun bantlar gézlendi.
2965 cm™ merkezli genis bir bant H-bagli OH gruplarini, 3501 ve 3385 cm™'deki NH>
bantlar1 gostermektedir. 1316 ile 1680 cm™ arasindaki bantlar UiO-66-NHz'nin
karakteristik zirvelerini gosterirken, 1680cm™ ve 1544 cm™'deki zirveler, 2-
aminotereftalik asit ligandinin yapisindaki aromatik ve karboksilik gruplardaki simetrik
ve asimetrik COO germe baglarin1 gostermektedir (Samui ve ark., 2016; Ozyilmaz ve
ark., 2023).

Ui0-66-NH2@PPLmek’in FTIR spektrumunda, 2963 cm™'deki adsorpsiyon bandi
UiO-66-NH> yapisindaki C-H gerilim frekansini dogrularken, 1680, 1544 absorpsiyon
bantlari, sirasiyla amid I baglarinda CO ve NH esneme titresimine karsilik gelmektedir.
3500 ve 3386 cmldeki bantlar NH. bantlar1 gosterir. Tiim spektrumlar birlikte
degerlendirildiginde, UiO-66-NH2’nin yapist ve UiO-66-NH2@PPLmek’nin basarili bir
sekilde elde edildigi sdylenebilir (Sekil 4.7.b) (Ozyilmaz ve ark., 2023).
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Sekil 4.8. UiO-66-NH; nin XRD spektrumu

UiO-66-NH2'nin XRD spektrumu incelendiginde, 14.7°, 17.4°, 22.2°, 25.7°,
30.6°, 31.1°, 35.9°, 37.7°, 40.1°, 43.6'da 12 ana kirinim gosterdigi gorilmektedir (Sekil
4.8). Bu c¢alismada sentezlenen UiO-66-NH2'nin XRD kirimim desenini diger
caligmalarda yer alan UiO-66-NH. ile karsilastirildiginda karakteristik piklerinin
dogrulandigi goriilmektedir. Bu da yiiksek kristallige sahip UiO-66-NH2'nin basarili bir
sekilde sentezlendigini gostermektedir (Wei ve ark., 2019; Ozyilmaz ve ark., 2023).
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Sekil 4.9. A) UiO-66-NH,, B) UiO-66-NH@CRLmek Ve C) UiO-66-NH2@PPLex’in SEM analizi

Sekilde UiO-66-NH2, UiO-66-NH2@CRLmex ve UiO-66-NH2@PPLmek’in - SEM
goriintiileri yer almaktadir. UiO-66-NHz’nin yiizey morfolojisi, SEM analizi ile
dogrulandi (Sekil 4.9). UiO-66-NH2@CRLmek ve UiO-66-NH2@PPLmek'nin SEM
goriintiisiinde UiO-66-NH2’nin dis morfolojilerinde immobilizasyon sonrast gozenek

boyutunun biiyiidiigli, enzimin yogun yiiklendigi ve MOF yapilarinin 6nemli dlgiide
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degistigi gozlendi (Julien ve ark., 2016; Stolar ve ark., 2021; Ozyilmaz ve ark., 2022b;
Ozyilmaz ve Caglar, 2023).

4.1.4. Cu-MOF’un Sentezi ve Karakterizasyonu

Cu-MOF, CuCly sulu c¢ozeltisi, 4,4'-bipiridin, etanol ve su (h/h = 50: 50)
karisiminin havana eklenmesi ve Ogiitiilmesi ile oda sicakliginda basit bir sekilde
karistirtlarak hazirlandi. Elde edilen karisim santrifiijlendi, yikandi ve kurutuldu (Wang
ve ark., 2018a).

Cu-MOF’un yapisinda yer alan fonksiyonel gruplar, FTIR spektrumu incelenerek
aydinlatildi. Morfolojisini incelemek i¢in SEM analizi, kristalize yapisini agiklamak i¢in

de XRD spektrumu kullanildi.
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Sekil 4.10.a. CRL, Cu-MOF ve Cu-MOF@CRLmex’in FT-IR spektrumu

CRL'nin spektrumunda, 3100-3500 cm™ araligindaki amin band1 ve CO-NH_'den
kaynaklanan 1364 cm™ ve 1649 cm™'deki bantlar goriilebilir. CRL'nin amid I ve amid
II'si 1649 cm™* ve 1540 cm™'dedir (Xie ve Huang, 2018; luliano ve ark., 2020).

Cu-MOF’un FTIR spektrumunda, 3305 cm™deki yogun absorpsiyon bandi
aromatik C-H gerilme frekansini gostermektedir. 1604-1413 cm™' bolgesindeki bantlar,
C=N, C=C gerilme titresim bantlarim1 gostermektedir. Cu-MOF’un yapisinda yer alan
bu bantlar literatiir ile de uyumludur (Ahamad ve ark., 2019).
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Cu-MOF@CRLmex’in - FTIR spektrumu incelendiginde, Cu-MOF’un FTIR
spektrumundaki, 3305 cm™'deki aromatik C-H gerilme frekansim isaret eden yogun
absorpsiyon bandin ve 3048’deki giiclii bandin ve CRL’nin FTIR spektrumunda goriilen
3304 cm™'deki giiglii bantlarin, Cu-MOF ve CRL arasindaki etkilesimi ile bir miktar
kayma gosterdigi ve 3314, 3062 ve 3037°de daha kiiciik bantlara kaydig1 goriilmektedir.

CRL’nin karakteristik amid bantlar1 ve Cu-MOF un 1604-1413 cm™' bélgesindeki
C=N, C=C gerilme titresim bantlari, Cu-MOF ve CRL arasindaki etkilesimi ile 1608-
1415 cm™ bolgesinde yine yogun bir sekilde goriilmektedir. Cu-MOF@CRLmek’in
FTIR spektrumu bizlere Cu-MOF ve CRL arasindaki etkilesimin iyi bir sekilde
tamamlandigimi ve Cu-MOF@CRLmex’in basarili  bir sekilde elde edildigini

gostermektedir (Sekil 4.10.a) (Xie ve Huang, 2018; Ahamad ve ark., 2019; luliano ve
ark., 2020).
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Sekil 4.10.b. PPL, Cu-MOF ve Cu-MOF@PPLmek’in FT-IR spektrumu

PPL’nin FTIR spektrumunda, 1629, 1519 ve 1456 cm™deki absorpsiyon bantlari,
PPL'nin karakteristik piklerini gostermektedir Ayrica 1629 ve 3362 cm™'deki
absorpsiyon bantlari, sirasiyla amid I baglarinda CO ve NH esneme titresimine karsilik
gelmektedir (Zhu ve ark., 2014).

Cu-MOF’un FTIR spektrumunda, 3305 cm™deki yogun absorpsiyon bandi
aromatik C-H gerilme frekansini gostermektedir. 1604-1413 cm™ bolgesindeki bantlar,
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C=N, C=C gerilme titresim bantlarin1 gostermektedir. Cu-MOF’un yapisinda yer alan
bu bantlar literatiir ile de uyumludur (Ahamad ve ark., 2019).

Cu-MOF@PPLmek’in FTIR spektrumunda, 3050 cm™'deki adsorpsiyon bandi Cu-
MOF un yapisindaki C-H gerilim frekansmi dogrularken, 1629, 1606 ve 3281 cm™'deki
absorpsiyon bantlari, sirasiyla amid I baglarinda CO ve NH esneme titresimine karsilik
gelmektedir. Tim spektrumlar birlikte degerlendirildiginde, Cu-MOF un yapisi ve Cu-
MOF@PPLmek’nin basarili bir sekilde elde edildigi sdylenebilir (Sekil 4.10.b) (Zhu ve
ark., 2014; Ahamad ve ark., 2019).

Mag= 2000KX }'_7“

Sekil 4.11. A) Cu-MOF, B) Cu-MOF@CRL ek Ve C) Cu-MOF@PPLmek’in SEM analizi

Cu-MOF, Cu-MOF@CRLmek ve Cu-MOF@PPLmek'nin SEM goriintiileri Sekil
4.11°de  gosterilmektedir. Cu-MOF@CRLmek ve Cu-MOF@PPLmek'nin SEM
goriintiisiinde Cu-MOF’un dis morfolojilerinde immobilizasyon sonrasi enzimin yogun
agregasyon olusturdugu ve MOF yapilarinin 6nemli dlgiide degistigi gozlendi (Julien ve
ark., 2016; Stolar ve ark., 2021; Ozyilmaz ve ark., 2022b; Ozyilmaz ve Caglar, 2023).

Sentezlenen Cu-MOF’un yapisinda yer alan elementlerin ylizey dagilimini ve
bakir yogunlugunu incelemek i¢in Enerji Dagilimli Yaygmn X-Isin1 Analizi (EDX)

spektrumlari ve incelendi.
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Sekil 4.12a Cu-MOF’un EDX analizinde elementlerin harita goriintiileri

Sekil 4.12b. Cu-MOF’un EDX analizinde elementlerin yiizde analizleri
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Sekil 4.12¢c. Cu-MOF’un EDX analizinde elementlerin harita goriintiileri

Aabebaded edededobal obodedol ol bbbl

1
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Sekil 4.12d. Cu-MOF’un EDX analizinde elementlerin yiizde analizleri

EDX haritalamas1 Cu, Cl, N, O ve C elementlerinin varhigin1 gosterir ve bu da
onlarin Cu-MOF nanokristalleri i¢indeki temel bilesenler olarak rollerini géstermektedir
(Shi ve ark., 2017; Aliyari ve ark., 2023). Sonug¢ olarak, EDX analizi ile Cu-MOF’un
yapisint olusturan bakir gibi elementlerin yogunlugu agiklandi (Sekil 4.12a-d)
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Sekil 4.12a ve sekil 4.12c¢’de elementlerin haritadaki yogunluklar1 goriilmektedir.
Sekil 4.12b ve sekil 4.12d’de yapida yer alan elementlerin ylizde olarak oranlari
goriilmektedir. EDX haritalamas1 yapida yer alan elementlerinin varhigim1 ve bu da
onlarin Cu-MOF nanokristalleri i¢indeki temel bilesenler olarak rollerini gostermektedir
(Shi ve ark., 2017; Aliyari ve ark., 2023). Calismada, SEM-EDX analizi kullanildi.
SEM analizi ile morfoloji belirlenirken, EDX analizi kullanilarak Cu-MOF un yapisini
olusturan bakir gibi elementlerin yogunlugu bulundu. SEM ve EDX analizleri
kullanilarak son yillarda essiz 6zellikleri ile oldukca ilgi ¢eken MOF’larin yapilarinda

morfolojiyi olusturan elementlerin yogunlugu agiklanmaktadir.
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Sekil 4.13. Cu-MOF@CRLmek ve Cu-MOF’un TGA analizi

Cu-MOF@CRLmek ve CRL'nin TGA sonuglar1 Sekil 4.13'de verilmistir. Sonuglar,
suyun uzaklastirilmasi nedeniyle ilk agirlik kaybinin 100-200 °C'de meydana geldigini
gostermistir.

Sekil 4.13'de gosterildigi gibi, tim numuneler en azindan ~100 °C' ye kadar
termal olarak kararliydi. Cu-MOF'un 200 °C'ye 1sitildiginda agirliginin %39'unu ve Cu-
MOF@CRL'in agirhiginin %7'sini  kaybettigi bulunmustur. Cu-MOF'un agirligim
neredeyse korudugu ve Cu-MOF@CRL'nin 200 ila 300 °C arasinda isitildiginda
agirhigmin %26'sin1 kaybettigi bulunmustur. Cu-MOF'un 300 ila 400 °C arasinda
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isitildiginda agirhiginin %19'unu, Cu-MOF@CRL'nin ise agirhiginin %9'unu kaybettigi
gozlenmistir. 400-600 °C arasinda 1sitildiginda Cu-MOF'un agirhiginin %13'ini, Cu-
MOF@CRL'in ise agirliginin %9'unu kaybettigi tespit edilmistir.

Enzim immobilizasyonu, biyoteknoloji ve endiistride ¢ok cesitli uygulamalara
sahip 6nemli bir tekniktir. Enzimlerin kat1 bir destek veya matris lizerine immobilize
edilmesi, enzim stabilitesini ve aktivitesini artirabilir, reaksiyon verimliligini ve iiriin
safligini iyilestirebilir ve enzim replasman ile iliskili maliyetleri azaltabilir. immobilize
edilmis enzimler birden ¢ok kez yeniden kullanilabilir ve bu da onlan ¢esitli
uygulamalar i¢in daha siirdiiriilebilir ve uygun maliyetli bir secenek haline getirir.
Immobilizasyon, stabil ve koruyucu bir mikro ¢evre saglayarak enzimlerin ii¢ boyutlu
yapisin1 koruyabilir. Bir enzim immobilize edildiginde, denatiirasyona ve aktivite
kaybina neden olabilecek zorlu ¢evre kosullarindan koruyabilen kati bir destege veya
matrise baglanir. Bu teknik, enzim katalizinin kritik bir rol oynadig1 ilag, gida ve
kimyasallarin tiretiminde O6zellikle 6nemlidir. Genel olarak, enzim immobilizasyonu,
enzimlerin stabilitesini ve islevselligini iyilestirmek i¢in dnemli bir aragtir ve bu da onu
cesitli endiistriyel ve biyomedikal uygulamalar i¢in c¢ekici bir yaklasim haline
getirmektedir (Wang ve ark., 2020; Liu ve ark., 2021a; Eser ve Aydemir, 2023).
Enzimler, sicaklik, pH, iyon konsantrasyonu ve denatiirasyon gibi bozulmaya ve
cevresel faktorlere karsi hassastir ve bu da kullanimlariyla iliskili riskleri artirir.
Stabilitelerini ve giivenilirliklerini saglamak i¢in enzim immobilizasyonu gereklidir
(Eser ve Aydemir, 2023). MOF@enzim biyokompozitleri MOF’larin essiz 6zellikleri
ile birlikte stabilitelerinin artitilmasina 6nemli katkilar saglamaktadir (Du ve ark.,

2022).

4.2. Hazirlanan Metal Organik Kafeslerin Lipaz immobilizasyonunda
Kullanilmasi

4.2.1. Hazirlanan Metal Organik Kafeslerin Candida Rugosa Lipazin
Immobilizasyonunda Kullanilmas:

Candida rugosa lipaz (CRL, EC 3.1.1.3), genis spesifiklige, se¢icilige, stabiliteye
ve esterifikasyon, transesterifikasyon ve hidroliz gibi endiistriyel biyotransformasyon
reaksiyonlarin1 katalize etme kapasitesine sahip mikrobiyal lipazlardir (Boudrant ve
ark., 2020; Sharma ve ark., 2024). Serbest CRL'nin endiistrilerde kullanimi sayisiz
dezavantajlarindan dolayr smirhidir: yeniden kullanilabilirlik eksikligi, diisiik geri

kazanim orani ve daha az operasyonel, termal ve depolama stabilitesi, bu da onlari
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maliyetli hale getirir (Rodriguez-Salarichs ve ark., 2021; Sharma ve ark., 2024). Ayrica
serbest formdaki enzimler, substratlar ve hatta iiriinler tarafindan kolaylikla inhibe
edilebilir. Immobilizasyon, CRL'yi termal strese karsi direncli hale getirerek ve
konformasyonel bozulmasini 6nleyerek bu dezavantajlarin tistesinden gelebilir (Homaei
ve ark., 2013; Sharma ve ark., 2024). Yesil ve siirdiiriilebilir iiriinlerin sentezi i¢gin CRL
immobilizasyonu i¢in tuzaklama, kapsiilleme, kovalent baglama ve ¢apraz baglama gibi
farkli yontemler kullanilmaktadir. Bununla birlikte, immobilizasyondan sonra CRL,
difiizyon sinirlamasi ve sterik engelleme nedeniyle CRL aktivitesini etkileyen
biyokimyasal, kimyasal ve kinetik 6zelliklerde bir¢ok degisiklige ugramaktadir (Arana-
Pefia ve ark., 2021; Sharma ve ark., 2024). Destek matrisi olarak kullanilan malzemenin
CRL'nin kinetik 6zellikleri tizerinde 6nemli bir etkisi vardir. Bu nedenle uygun destek
matrisinin se¢imi immobilizasyon i¢in 6nemli bir parametredir (Sharma ve ark., 2024).
MOF’lar sahip oldugu 6zellikler ile immobilizasyon i¢in ideal destek malzemesi olarak

diistiniilmektedir (Ozyilmaz ve ark., 2021c).

4.2.1.1. immobilize Lipazlarin Aktivite ve Protein Tayini

Mekanokimyasal yaklagim teknigi kullanilarak, 2 farkli ¢inko bazli (ZIF-8, Zn-
MOF-74), 1 zirkonyum bazli (UiO-66-NH2) ve 1 bakir bazli (Cu-MOF) olmak iizere
toplam 4 farkli MOF’un sentezi basariyla tamamlandi. Sentezlenen MOF’lar Candida

rugosa lipaz (CRL) immobilizasyonunda destek materyali olarak kullanildi.
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Tablo 4.2.1.1. immobilize enzimlerin aktivite ve protein tablosu

Lipaz Aktivitesi Yiiklenen Protein
(U/g destek maddesi) (mg/g)
ZIF-8@CRLmex 27 Ulg 4.9
Zn-MOF-74@CRL ek 163.25 U/g 14.86
Ui0-66-NH2@CRLmex 172.63 U/g 9.2
Cu-MOF@CRLmek 323 U/g 1.445

Tablo 4.2.1.1.’de goriildiigii gibi immobilize lipazlarin (ZIF-8@CRLmek, Zn-
MOF-74@CRLmek, UiO-GG-NHz@CRLmek, CU'MOF@CRLmek) p-nitrofenil palmitat
(p-NPP)’1n hidroliz reaksiyonu ile aktivite tayinleri yapildi.

p-nitrofenil palmitat

Sekil 4.14. p-nitrofenilpalmitatin hidroliz reaksiyonu

immobilize lipazin aktivitesi

Lipaz aktivitesi (U/g support)
immobilize lipazin miktari

ZIF-8@CRLmek, Zn-MOF-74@CRLmek, UiO-66-NH2@CRLmek, Cu-
MOF@CRLmek’in lipaz aktiviteleri sirasiyla, 27; 163.25; 83.63; 323 U/g bulundu.

Bradford metodu kullanilarak immobilize lipazlarin (ZIF-8@CRLmek, Zn-MOF-
74@CRLmek, UiO-66-NH2@CRLmek, Cu-MOF@CRLmek) yiiklenen protein miktarlar
hesaplandi. Yiiklenen protein miktarlar1 sirasiyla, 4.9; 14.86; 9.2; 1.445 mg/g olarak
hesaplandi.
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Sekil 4.15. CRL miktarinin ZIF-8@CRLmek Ve Zn-MOF-74@CRLmek’in  aktivitesinde etkisinin

incelenmesi

CRL’nin immobilizasyonunda destek materyali olarak ZIF-8 kullanildiginda ve
enzim miktar1 10 mg alindiginda, ZIF-8@CRLmex’in maksimum aktiveye sahip oldugu
belirlendi. CRL’nin immobilizasyonunda destek materyali olarak Zn-MOF-74
kullanildiginda ve enzim miktar1 20 mg alindiginda, Zn-MOF-74@CRLex’in
maksimum aktiveye sahip oldugu belirlendi (sekil 4.15).
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Sekil 4.16. CRL miktarmin Cu-MOF@CRLmek’nin aktivitesinde etkisinin incelenmesi

CRL’nin immobilizasyonunda destek materyali olarak Cu-MOF kullanildiginda
ve enzim miktarinin etkisini incelemek i¢in CRL’den 10-40 mg alinip immobilizasyon
yapildi. Cu-MOF@CRLmex’in  immobilizasyonda 30 mg CRL kullanildiginda
maksimum aktiveye sahip oldugu belirlendi (sekil 4.16).

4.2.1.2. pH stabilitesi

Enzimler, canli organizmalarda enerji donilisimii ve metabolizma gibi yasam
stireclerini stirdiirmek i¢in hemen hemen tiim biyokatalitik reaksiyonlara katilan énemli
biyokatalizorlerdir. Enzimler, iliman kosullar altinda (oda sicakligi, atmosferik basing
ve pH) sulu c¢ozeltilerde son derece yiiksek katalitik aktivite ve segicilik
sergilemektedirler. Ancak enzimlerin aktivitesi ve stabilitesi reaksiyon sistemindeki
solventler, pH ve sicaklik gibi faktorlerden kolaylikla etkilenir (T. sriwong ve Matsuda,
2022; Xu ve ark., 2024). Enzimatik aktivite pH'dan biiyiik 6l¢iide etkilenmektedir,
ancak pH'a bagli enzimatik aktivitenin dinamik mekanizmasinin mantig1 tam olarak
anlagilmamigtir. Yapilan aragtirmalarda enzimlerin optimum pH kosullar1 altinda
stabiliteyi ve islevi optimize ettigi hem yapt hem de dinamiklerin etkilendigi
belirlenmistir (Wang ve ark., 2024).

Enzim immobilizasyon tekniklerini kullanmanin temel amaci hem stabiliteyi hem

de enzimin yeniden kullanilabilirlik potansiyelini arttirmaktir (Atiroglu ve ark., 2024).
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Sekil. 4.17. immobilize lipaz (ZIF-8@CRLmek) ve serbest lipazin (CRL) pH stabilitesi

ZIF-8 ile immobilize lipazin (ZIF-8@CRLmek) Ve serbest lipazin (CRL) pH
stabilitesini incelemek igin pH 5.5 ve 9 arahiginda aktiviteleri incelendi. Immobilize
lipazin (ZIF-8@CRLmex) pH 8.5’te maksimum aktiviteye sahip oldugu ve bazik bolgede
de kararlilik gosterdigi, CRL’nin ise pH:7’de maksimum aktiviteye sahip oldugu
gortldi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.18. Immobilize lipaz (Zn-MOF-74@CRLmek) ve serbest lipazin (CRL) pH stabilitesi
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Zn-MOF-74 ile immobilize lipazin (Zn-MOF-74@CRLmek) ve serbest lipazin
(CRL) pH stabilitesini incelemek i¢in pH 5.5 ve 9 araliginda aktiviteleri incelendi.
Immobilize lipazin (Zn-MOF-74@CRLmek) pH 6°da maksimum aktiviteye sahip oldugu
ve daha genis pH araliginda kararlilik gdsterdigi, CRL’nin ise pH:7’de maksimum
aktiviteye sahip oldugu gortldi (Sekil 4.18).
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Sekil 4.19. immobilize lipaz (UiO-66-NH2@CRLmex) ve serbest lipazin (CRL) pH stabilitesi

UiO-66-NH> ile immobilize lipazin (UiO-66-NH2@CRLmek) ve serbest lipazin
(CRL) pH stabilitesini incelemek i¢in pH 4 ve 9 araliginda aktiviteleri incelendi.
Immobilize lipazin (UiO-66-NH2@CRLmek) pH 6’da maksimum aktiviteye sahip
oldugu, asidik bolgede ve daha genis pH araliginda kararlilik gosterdigi, CRL nin ise
pH:7’de maksimum aktiviteye sahip oldugu gortildii (Sekil 4.19).
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Sekil 4.20. immobilize lipaz (Cu-MOF@CRLmex) ve serbest lipazin (CRL) pH stabilitesi

Cu-MOF ile immobilize lipazin (Cu-MOF@CRLmek) ve serbest lipazin (CRL) pH
stabilitesini incelemek icin pH 4 ve 9 araliginda aktiviteleri incelendi. Immobilize
lipazin (Cu-MOF@CRLmek) pH 6’da maksimum aktiviteye sahip oldugu, asidik bolgede
ve daha genis pH araliginda kararlilik gosterdigi, CRL’nin ise pH:7’de maksimum
aktiviteye sahip oldugu goriildii (Sekil 4.20).

Candida rugosa lipazin immobilizasyonunda kullanilan destek materyalleri ile pH
stabiliteleri incelendiginde serbest lipaza gore, asidik ve bazik bolgelere dogru kayma
ve daha genis pH araliginda aktivitelerinde kararliliklar oldugu goriilmektedir. Serbest
lipazin (CRL) pH:7’de, immobilizasyonda ZIF-8 kullanildiginda immobilize enzimin
(ZIF-8@CRLmek) pH:8.5’te, Zn-MOF-74, UiO-66-NH> ve Cu-MOF kullanildiginda ise
immobilize enzimlerin  (Zn-MOF-74@CRLme, UiO-66-NH2@CRLmek ve Cu-
MOF@CRLmek) pH:6’da maksimum aktiviteye sahip oldugu belirlendi.

Enzimlerin mikrokafeslerine duyarliligi ve destek malzemeleriyle etkilesimleri
g6z Oniine alindiginda, enzimlerin etkinligi bu desteklerden derinden etkilenmektedir
(Liu ve ark., 2022a; Weng ve ark., 2024). pH stabilite sonuglarindaki bu farklilik
mekanik sistemde kati destek materyalinin enzim ile arasinda kovalent olmayan
etkilesimlerin etkileri, olusan MOF@enzim kompozitlerinin zorlu kosullara karsi
koruyucu 6zellik kazanmasindan kaynaklanmaktadir (Ozyilmaz ve ark., 2021c; Du ve
ark., 2022; Ozyilmaz ve Caglar, 2023; Ozyilmaz ve ark., 2023; Weng ve ark., 2024).
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4.2.1.3. Optimum Sicakhk Tayini
Katt MOF vyapisi, yiiksek sicakliklar gibi olumsuz kosullar altinda enzimlerin
kapali konformasyonel konfigiirasyonlarindan salinmasimi onler (Liang ve ark., 2015;
Chen ve ark., 2018; Chen ve ark., 2020; Ozyilmaz ve Caglar, 2023). Diizenli kafes
yapisinin enzimin konformasyonel yapisini korumasindan dolayi, immobilizasyon ile
elde edilen MOF@enzim kompozitleri, yliksek sicaklik altinda stabilite, pH ayarlari,
depolama stabilitesi ve yeniden kullanim agisindan olaganiistii katalitik 6zelliklere
sahiptir (Xu ve ark., 2021; Du ve ark., 2022; Ozyilmaz ve Caglar, 2023).
Belirli miktarlarda tartilan immobilize lipazlar (ZIF-8@CRLmek, Zn-MOF-
74@CRLmek, UiO-66-NH2@CRLmek, Cu-MOF@CRLmek) Ve serbest lipaz (CRL) 30 °C-
60 °C arasinda degisen sicakliklarda 15°er dakika siireyle inkiibe edildi. Lipaz

aktiviteleri p-nitrofenil palmitat (p-NPP)’1n hidroliz reaksiyonu ile belirlendi.
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Sekil 4.21. immobilize lipaz (ZIF-8@CRLmek) ve serbest lipazin (CRL) optimum sicaklik tayini

Immobilize lipaz (ZIF-8@CRLmek) Ve Serbest lipaz (CRL) ve optimum sicaklik
tayinini incelemek i¢in farkli sicakliklar kullanilarak aktivite tayinleri incelendi. ZIF
8@CRLmek’in ise 40 °C’de, serbest lipaz’in (CRL) ise maksimum aktivitesine 35 °C’de
maksimum aktiviteye sahip oldugu belirlendi. (Sekil 4.21).
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Sekil 4.22. immobilize lipaz (Zn-MOF-74@CRLmek) ve serbest lipazin (CRL) optimum sicaklik tayini

Immobilize lipaz (Zn-MOF-74@CRLmek) ve serbest lipazin (CRL)optimum pH
tayini icin farkli sicakliklar kullanilarak aktivite tayinleri incelendi. Immobilize lipazin
(Zn-MOF-74@CRLmek) 45 °C’de, serbest lipaz’in (CRL) ise 35 °C’de, maksimum
aktiviteye sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.22).
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Sekil 4.23. immobilize lipaz (UiO-66-NH2@CRLmek) ve serbest lipazin (CRL) optimum sicaklik tayini
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Zirkonyum bazli bir MOF tiirii olan UiO-66-NH2 immobilizasyonda kullanilarak
elde edilen immobilize lipazin ve serbest lipazin (CRL) optimum pH tayini igin farkli
sicakliklar kullanilarak aktivite tayinleri incelendi. Immobilize lipazin (UiO-66-
NH2@CRLmek) 40 °C’de, serbest lipaz’in (CRL) ise 35 °C’de maksimum aktiviteye
sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.23).
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Sekil 4.24. immobilize lipaz (Cu-MOF@CRLmek) ve serbest lipazin (CRL) optimum sicaklik tayini

Immobilize lipaz (Cu-MOF@CRLmek) Ve serbest lipaz (CRL) ve optimum pH
tayini icin farkli sicakliklar kullanilarak aktivite tayinleri incelendi. Immobilize lipazin
(Cu-MOF@CRLmek) 30 °C’de, serbest lipaz’in (CRL) ise 35 °C’de maksimum
aktiviteye sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.24).

Enzim immobilizasyonunda hidrofobik ve Van der Waals etkilesimlerinin
varligl, enzimin tasiyicisindan salinmasini Onleyerek c¢evresel faktorler tarafindan

bozulmaya kars1 duyarliligini azaltmaktadir (Eser ve Aydemir, 2023).
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4.2.1.4. Termal stabilite

Enzimlerin daha iyi kararlilik gostermesi i¢cin immobilizasyon 6énemli ve etkili bir
yontemdir (Du ve ark., 2022). Yapilan arastirmalarda immobilizasyon yontemi
kullanilarak elde edilen MOF@enzim kompozitlerinin enzimin zorlu karst yapisin
koruyucu 6zellige sahip oldugunu belirlenmistir (Du ve ark., 2022; Ozyilmaz ve Caglar,
2023).

Immobilize lipazlarin daha genis pH araliginda da aktivitesini koruyabilmesi,
bazik kosullarda da hala aktiviteye sahip olmasi, mekanokimyasal reaksiyonda katalizor
ve substratlar arasindaki kovalent olmayan etkilesimlerin gii¢lendirilmesiyle iliskili
olabilecegini gostermektedir (Ozyilmaz ve ark., 2021d; Du ve ark., 2022; Ozyilmaz ve
Caglar, 2023).

Immobilize lipaz (ZIF-8@CRLme, Zn-MOF-74@CRL mek, UiO-66-
NH2@CRLmek, Cu-MOF@CRLmek) ve serbest lipazin (CRL) termal stabilitesini 6lgmek
i¢in, enzim ¢ozeltileri 20-120 dk zaman araliklarinda 60 °C'de inkiibe edildi ve 20’ser

dakika araliklar ile enzim aktivitesi ol¢iildii.
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Sekil 4.25. immobilize lipaz (ZIF-8@CRLmek) ve serbest lipazin (CRL) termal stabilitesi
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120 dakikanin sonunda, immobilizasyonda enzime destek materyali olarak ZIF-8
kullanildiginda, immobilize enzimin aktivitesini %65 oraninda korudugu, serbest

lipazin (CRL) aktivitesini tamamen kaybettigi belirlendi (Sekil 4.25).
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Sekil 4.26. immobilize lipaz (Zn-MOF-74@CRLmek) ve serbest lipazin (CRL) termal stabilitesi
120 dakikanin sonunda, immobilizasyonda enzime destek materyali olarak Zn-

MOF-74 kullanildiginda, immobilize enzimin aktivitesini %73 oraninda korudugu,

serbest lipazin (CRL) aktivitesini tamamen kaybettigi belirlendi (Sekil 4.26).
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Sekil 4.27. immobilize lipaz (UiO-66-NH2@CRLmek) ve serbest lipazin (CRL) termal stabilitesi

120 dakikanin sonunda, immobilizasyonda enzime destek materyali olarak UiO-
66-NH2 kullanildiginda aktivitesini %55 oraninda korudugu, serbest lipazin (CRL)
aktivitesini tamamen kaybettigi belirlendi (Sekil 4.27).
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Sekil 4.28. immobilize lipaz (Cu-MOF@CRLmek) ve serbest lipazin (CRL) termal stabilitesi
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120 dakikanin sonunda, immobilizasyonda enzime destek materyali olarak Cu-
MOF kullanildiginda aktivitesini %49 oraninda korudugu, serbest lipazin (CRL)
aktivitesini tamamen kaybettigi belirlendi (Sekil 4.28).

Mekanoenzimoloji, diisiik solventli veya solventsiz karisimlarda enzimatik
reaksiyonlart siirdiirmek i¢in mekanik karigtirmanin kullanildigi yeni kesfedilen ve son
yillarda arastirmacilarin oldukga ilgisini ¢eken bir alandir. Bu yontem, geleneksel
reaksiyonlarin aksine, solventsizdir, ya da cok az miktarda solvent icermektedir.
Coziiniirliik sorunlarindan kag¢inma, minimum hacimde ilerleme ve solvent atiklarini
azaltma, potansiyel olarak reaksiyon verimliligini artirma ve yeni reaktiviteye erisme
avantajlarma sahiptir  (Arciszewski ve Auclair, 2022). Mekanoenzimolojinin
immobilizasyon i¢in kullanimi, MOF’larin essiz 6zellikleri ile bir araya geldiginde,
enzimlerin olumsuz kosullara kasi daha kararli olduklar1 goriilmektedir (Ozyilmaz ve

Caglar, 2023).

4.2.1.5. Tekrar Kullanim

Enzimler yesil kimyada biyoteknoloji, tip, enerji ve gida endiistrileri gibi alanlar1
etkileyen onemli bir rol oynayan, bu alanlarin gelistirilmesi ve siirdiiriilebilirlik i¢in
giiclii araglardirlar (Atiroglu ve ark., 2024). Ancak lipazlar gibi dogal enzimlerin
uygulamalarn diisiik caligma stabilitesi, tekrar kullanimlarinin zorlugu, zayif stabiliteleri
ve operasyonel kosullar altinda kararliliklarinin zorlugu nedeniyle sinirhidir (Ozyilmaz
ve ark., 2018; Zhong ve ark., 2021; Zhang ve ark., 2022; Ozyilmaz ve ark., 2023).

Immobilizasyon ~ yontemi  kullanilarak  bu  sinirlamalarin  iistesinden
gelinebilmektedir. Immobilize enzimler, stabil ve tekrar kullanilabilir bir enzim sistemi
saglayan bir destek matrisi veya ylizeyine sabitlenmis veya siirlandirilmig
biyokatalizorlerdir. Immobilizasyon, enzimlerin stabilitesini, aktivitelerini ve
seciciligini arttirirken ayni zamanda substrat reaksiyonunu katalize ettikten sonra
enzimin ayrilmasini ve geri kazanilmasini kolaylastirmaktadir (Al-Harbi ve Almulaiky,
2024).

Immobilize lipazlarm (ZIF-8@CRLmek, Zn-MOF-74@CRLmek, UiO-66-
NH2@CRLmek, Cu-MOF@CRLmek) tekrar kullanimini1 6lgmek igin, aktivite 6l¢timleri p-
nitrofenil palmitat (p-NPP)’in hidroliz reaksiyonu incelendi. Enzim ¢6zeltileri PBS ile
yikanarak aktivite 6l¢timleri 5 kez tekrarland1 (Ozyilmaz ve ark., 2021c).
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Sekil 4.29. immobilize lipazin (ZIF-8@CRLmex) tekrar kullanimi

Immobilize lipaz (ZIF-8@CRLmek) 5 kez tekrar kullamldiginda aktivitesinin %73

oraninda hala korudugu belirlendi (sekil 4.29).
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Sekil 4.30. Immobilize lipazin (Zn-MOF-74@CRLmek) tekrar kullanimi
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Immobilize lipaz (Zn-MOF-74@CRLmek) 5 kez tekrar kullanildiginda
aktivitesinin %81 oraninda hala korudugu belirlendi (sekil 4.30).
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Sekil 4.31. immobilize lipazin (UiO-66-NH2@CRLek) tekrar kullanimi

Immobilize lipaz (UiO-66-NH,@CRLmek) 5 kez tekrar kullanildiginda
aktivitesinin %65 oraninda hala korudugu belirlendi (sekil.4.31).
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Sekil 4.32. immobilize lipazin (Cu-MOF@CRL mek) tekrar kullanimi

Immobilize lipaz (Cu-MOF@CRLmek) 5 kez tekrar kullanildiginda aktivitesinin
%S51 oraninda hala korudugu belirlendi (sekil 4.32).

Enzimler yesil kimyada biyoteknoloji, tip, enerji ve gida endiistrileri gibi alanlar
etkileyen 6dnemli bir rol oynamaktadir. Siirdiiriilebilirlik i¢in giiclii araclardir ve cesitli
uygulamalarda Onemli iyilestirmeler saglarlar (Atiroglu ve ark., 2024). Ancak
enzimlerin, zorlu ¢evre kosullarina maruz kaldiklarinda orijinal yapilarin1 kaybetme
egiliminde olmalar1 nedeniyle sinirlamalar1 vardir. Etkili enzim aktivitesi i¢in uygun
ortam1 saglamak amaciyla sirketler gesitli alternatifler arastirmaktadirlar (Mohamed ve
ark., 2014; Al-Harbi ve Almulaiky, 2024).

Immobilizasyon yontemi ile bu smirlamalarm {istesinden gelebilmektedir.
Immobilize enzimler, stabil ve yeniden kullamlabilir bir enzim sistemi saglayan bir
destek matrisi veya yiizeyine sabitlenmis veya sinirlandirilmis biyokatalizorlerdir.
Immobilizasyon, enzimlerin stabilitesini, aktivitelerini ve segiciligini arttirirken aymi
zamanda substrat reaksiyonunu katalize ettikten sonra enzimin ayrilmasini ve geri
kazanilmasmi kolaylastirmaktadir. iImmobilize enzimler, yiyecek ve igecek, ilag ve
biyoyakit {retimi gibi g¢esitli endiistriyel uygulamalarda yaygm kullanim alani
bulmustur (Al-Harbi ve Almulaiky, 2024).

Enzim immobilizasyonu, enzimi belirli bir alanda tutarak veya reaksiyon

ortamindan ayirarak enzim kararliligini ve depolama siiresini artirmaktadir. Bu yontem,
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kapsiilleme, mikrokapsiilleme veya enzimi adsorpsiyon, kovalent baglama veya capraz
baglama yoluyla kat1 destek malzemelerine baglama yoluyla elde edilebilen enzimlerin
mekanik olarak tutulumunu igermektedir (Sheldon, 2007; Homaei ve ark., 2013; Jangi
ve ark., 2020; Sahin ve ark., 2024).

Immobilize edilmis enzimler, atik su aritiminda organik kirleticilerin daha az
zararli formlara doniistiiriilmesi, gida islemede raf dmriiniin korunmasi ve uzatilmasi,
biyodizel iiretimi, toksik ve Kkirleticilerin biyosensor olarak tespiti ve immiinolojik
testlerde antikorlarin tanimlanmasi dahil olmak {izere ¢ok sayida uygulamaya sahiptir
(Lai ve ark., 2017; Sybesma ve ark., 2017; Jangi ve Akhond, 2021; Sahin ve ark., 2024).

Yapilan arastirmalar ile immobilize edilen enzimlerin pH, sicaklik ve iyonik
giicteki degisikliklerden daha az etkilendigi, serbest enzim formuna kiyasla
kararliliklarini, depolama Omiirlerini ve yeniden kullanilabilirliklerini korudugu
belirlenmistir (Sheldon, 2007; Homaei ve ark., 2013; Hu ve ark., 2018; Jangi ve ark.,
2020; Jangi ve Akhond, 2021; Sahin ve ark., 2024).

Katalizoriin yeniden kullanilabilirligi, siirecler yalnizca ekonomik agidan degil,
ayni zamanda kaynak verimliligi ve siirdiiriilebilirlik acisindan da dikkate alindiginda
onemli bir konudur. Bu aymi zamanda mekanoenzimatik reaksiyonlardaki
biyokatalizorler i¢in de gegerlidir. Bu nedenle bilyali degirmenlerde ve ekstriiderlerde
immobilize enzim formiilasyonlar1 da uygulanmis ve tasiyicinin etkisi ve biitlinligi
konusunda farkli gbézlemler yapilmistir. Bu nedenle polimer destekli 6giitme, zorlu
oglitme kosullarina karsi enzim saglamlhigimi artirmak igin giiglii bir segenek olarak
goriilmektedir. Ayrica enzim formiilasyonunun ve immobilize enzimlerin destek
malzemesinin 6gilitme sirasindaki enzim stabilitesi iizerinde etkisi vardir (Hollenbach ve

Ochsenreither, 2023).

4.2.1.6. Depolama Stabilitesi

Enzimler biyokataliz ve endiistride yaygin kullanilsalar da tekrar kullanim ve
uzun siireli saklanmalarinda aktivitelerinde kayiplar yasanmaktadir. Bu nedenle
endiistriyel uygulamalar i¢in depolama stabilitelerinin incelenmesi biiylikk 6nem
tasimaktadir (Aghaei ve ark., 2022).

Belirli miktarlarda tartilan immobilize lipazlar (ZIF-8@PPLmek, Zn-MOF-
T4@PPLmek, UiO-66-NH2@PPLmek, Cu-MOF@PPLmek) 10 giin boyunca 2 ser giin
arayla lipaz aktiviteleri incelendi. Aktiviteleri p-nitrofenil palmitat (p-NPP)’in hidroliz

reaksiyonu ile belirlendi.
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Sekil 4.33. immobilize lipazin (ZIF-8@CRLmex) depolama stabilitesi

ZIF-8@CRLmek’in 10. Glinde hala aktivitesini %76 oraninda korudugu belirlendi
(sekil 4.33).

B Zn-MOF-74@CRLmek

100
S

s 80
Z

= 60
=
=

é 40

20

0 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10

Giin

Sekil 4.34. Immobilize lipazin (Zn-MOF-74@CRLmex) depolama stabilitesi
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Zn-MOF-74@CRLmek’in 10. giinde hala aktivitesini %85 oraninda korudugu
belirlendi (sekil 4.34).

B UiO-66-NH2@CRLmek

2 - 6 8 10

Giin

100

Relatif aktivite (%)
= =2} =}
=] =] =]

2
[~

Sekil 4.35. immobilize lipazin (UiO-66-NH2@CRLmex) depolama stabilitesi

UiO-66-NH2@CRLmex’in 10. giinde hala aktivitesini %75 oraninda korudugu
belirlendi (sekil 4.35).
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Sekil 4.36. immobilize lipazin (Cu-MOF@CRLmex) depolama stabilitesi

Cu-MOF@CRLmex’in 10. giinde hala aktivitesini %69 oraninda korudugu
belirlendi (sekil 4.36).

Metal-organik kafesler (MOF'lar), organik ligandlar ve metal diigiimlerinin
koordinasyon etkilesimi ile bir araya gelmesiyle olusan, 3 boyutlu, aga benzer yapiya
sahip, hibrit yapili malzemelerdir (Liang ve ark., 2015; Chen ve ark., 2020; Liang ve
ark., 2021a; Liu ve ark., 2021b; Du ve ark., 2022). MOF’lar, tasarlanabilir ultra yiiksek
gozeneklilik, yiiksek yiizey alani, kristalografik yapi, miikemmel yapisal, termal ve
kimyasal stabilite gibi son derece Onemli Ozelliklere sahip kristal gozenekli
malzemelerdir, gézenekli yapilari, hizli kiitle transferi i¢in zengin yiizeyler sunmakta,
spesifik gozenek boyutu, hedeflerin yiiklenmesi ve tutunmasina katki saglamaktadir
(Chen ve ark., 2020; Du ve ark., 2022; Ozyilmaz ve ark., 2022b; Yao ve ark., 2022).
MOF’larin yapilarini meydana getiren organik ligandlar ise elektriksel ve termal
etkilerin yani1 sira kimyasal modifikasyon i¢in bol miktarda fonksiyonel gruplar
saglamaktadir. Kafes yapidaki metallerin varligi, kataliz i¢in olas1 aktif bdlgelere
katkida bulunmaktadir (Niu ve ark., 2020; Xu ve ark., 2021). Kati MOF yapisi,
kapsiillenmis enzimlerin konformasyonel yapisinin agilmasini smirlandirarak ytiksek
sicaklik, pH gibi zorlu kosullar altinda organik c¢doziiclilerde sabit kalmasma izin

vermektedir (Liang ve ark., 2015; Wu ve ark., 2017; Chen ve ark., 2018; Chen ve ark.,
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2020). Olusan MOF@enzim kompozitleri MOF’larin  essiz  6zelliklerinden
yararlanilarak enzimin diizenli kafes yapilar1 ile korunmasindan dolay: stabilite (pH,
sicaklik, kimyasal ve termal stabilite) gibi stabilite, depolama kararliligi, tekrar kullanim
acisindan benzersiz katalitik performanslar sergilemektedir (Nadar ve ark., 2020; Xu ve
ark., 2021).

4.2.2. Hazirlanan Metal Organik Kafeslerin Porcine Pankreatik Lipazin
Immobilizasyonunda Kullamlmasi

Mekanokimyasal yaklagim teknigi kullanilarak, 2 farkli ¢inko bazli (ZIF-8, Zn-
MOF-74), 1 zirkonyum bazli (UiO-66-NH2) ve 1 bakir bazli (Cu-MOF) olmak {izere
toplam 4 farkli MOF’un sentezi basariyla tamamlandi. Sentezlenen MOF’lar Porcine

pankreatik lipazin (PPL) immobilizasyonunda destek materyali olarak kullanilda.

Tablo 4.2.2.1. Immobilize enzimlerin aktivite ve protein tablosu

Lipaz Aktivitesi Yiiklenen Protein
(U/g destek maddesi) (mg/g)
ZIF-8@PPLmex 4.76 73.8
Zn-MOF-74@PPL ek 7.27 97.6
UiO-66-NH2@PPL ek 2.34 37.6
Cu-MOF@PPL mek 9.27 131.8

Tablo 4.2.2.1.’de goriildiigii gibi immobilize lipazlarin (ZIF-8 @PPLmek, ZN-MOF-
74@PPLmek, UiO-66-NH2@PPLmek, Cu-MOF@PPLmek) p-nitrofenil palmitat (p-
NPP)’mn hidroliz reaksiyonu ile aktivite tayinleri yapildi. ZIF-8@PPLmek, Zn-MOF-
T4@PPLmek, UiO-66-NH2@PPLmek, Cu-MOF@PPLmek’in lipaz aktiviteleri sirasiyla,
4.76; 7.27; 2.34; 9.27 U/g bulundu.

Bradford metodu kullanilarak immobilize lipazlarin (ZIF-8@PPLmek, Zn-MOF-
T4@PPLmek, UiO-66-NH2@PPLmek, Cu-MOF@PPLmek) yiiklenen protein miktarlari
hesaplandi. Yiiklenen protein miktarlar sirasiyla, 73.8; 97.6; 37.6; 131.8 mg/g olarak
hesaplandi.
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4.2.2.2. pH stabilitesi

Enzimlerin serbest formlar1 ortam kosullarindan etkilendiklerinde konformasyonel
yapilar1 degisiklige ugramaktadir. Dolayisiyla enzimlerin yapilarini zorlu kosullara karsi
korumak olduk¢a 6nemlidir. Bu durumun iistesinden gelebilmek i¢in immobilizasyon
islemi olduk¢a Onemlidir. Enzimlerin immobilizasyonu farkli teknikler ile
yapilabilmektedir (Du ve ark., 2022; Ozyilmaz ve ark., 2022b).
Kati MOF yapisi, yiiksek sicakliklar gibi olumsuz kosullar altinda enzimlerin kapali
konformasyonel  konfigiirasyonlarindan ~ salinmasinit  6nlemekte ve  enzim
immobilizasyonu i¢in ideal destek maddesi olarak disiiniilmektedirler (Liang ve ark.,
2015; Chen ve ark., 2018; Chen ve ark., 2020; Ozyilmaz ve Caglar, 2023).
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Sekil. 4.37. immobilize lipaz (ZIF-8@PPLmex) ve serbest lipazin (PPL) pH stabilitesi

Porcine pankreatik lipazin maksimum aktivite gosterdigi pH degeri pH:5 iken,
ZIF-8 ile immobilize edildiginde pH stabilitesinin bazik bolgede de kararlilik gosterdigi
ve ZIF-8@PPL’nin pH:8’de maksimum aktivite gosterdigi belirlendi (Sekil 4.37).
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Sekil 4.38. immobilize lipaz (Zn-MOF-74@PPLmex) ve serbest lipazin (PPL) pH stabilitesi

Porcine pankreatik lipazin maksimum aktivite gosterdigi pH degeri pH:5 iken,
Zn-MOF-74 ile immobilize edildiginde pH stabilitesinin daha genis pH araliginda
kararlilik gosterdigi ve Zn-MOF-74@PPL’nin pH:8’de maksimum aktivite gosterdigi
belirlendi (Sekil 4.38).
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Sekil 4.39. Immobilize lipaz (UiO-66-NH,@PPLmek) ve serbest lipazin (PPL) pH stabilitesi

Porcine pankreatik lipazin maksimum aktivite gosterdigi pH degeri pH:5 iken,
UiO-66-NHz ile immobilize edildiginde pH stabilitesinin ¢ok daha genis pH araliginda
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kararlilik gosterdigi ve UiO-66-NH2@PPLmek’nin  pH:8’da  maksimum aktivite
gosterdigi belirlendi (Sekil 4.39).
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Sekil 4.40. immobilize lipaz (Cu-MOF@PPLmek) ve serbest lipazin (PPL) pH stabilitesi

Porcine pankreatik lipazin maksimum aktivite gosterdigi pH degeri pH:5 iken,
Cu-MOF ile immobilize edildiginde pH stabilitesinin daha genis pH araliginda
kararlilik gosterdigi ve Cu-MOF@PPLmek’nin pH:6’da maksimum aktivite gosterdigi
belirlendi (Sekil 4.40).

Enzim molekiilleri fizyolojik olmayan ortamda hassas veya kararsizdir, enzimin
kendini koruma yetenegini tesvik ederek veya ekstra tastyicilarla enzimin kararliligini
artirarak veya hiz sinirlayict adimda zayif biyolojik enzimlerin yerini almak i¢in metal
enzimler kullanarak ek koruma gerektirmektedir (Cao, 2005; Boudrant ve ark., 2020;
Du ve ark., 2022; Liu ve ark., 2022a). Immobilizasyon teknigi ile olumsuz durumlar
avantaja doniistiiriilmektedir. Immobilizasyon icin ideal destek olarak kullanilan
materyallerin  6zellikleri Onemlidir. Enzimlerin maksimum aktivitesini siirdiirme
yetenegine sahip olmali ve uygulamalar sirasinda yeniden kullanimlarini saglamak i¢in
enzim molekiillerini korumak ig¢in tatmin edici stabiliteye sahip olmalidir (Zhang ve
ark., 2018; Nadar ve ark., 2020; Du ve ark., 2022).

Son yillarda nanomateryaller, enzim immobilizasyonunda, optimal biyokataliz

icin destekler ve enzimler arasinda uygun bir mikro ortamin insasini saglayabilen essiz
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avantajlar sunmaktadir (Bilal ve ark., 2019; Bilal ve Igbal, 2019; Ren ve ark., 2023).
MOF’lar, essiz dzelliklere, milkemmel biyouyumluluk ve stabiliteye sahiptir ve enzim
immobilizasyonu i¢in iyi konakg¢ilar oldugu bilinmektedir (Ren ve ark., 2023).

pH stabilite sonuglarini inceledigimizde, sonuglar bize immobilizasyon ile elde
edilen MOF@enzim kompozitlerinin enzimin zorlu karsi yapisin1 koruyucu ozellige
sahip oldugunu gosterdi (Du ve ark., 2022). Immobilize lipazlarin daha genis pH
aralifinda da aktivitesini koruyabilmesi, bazik kosullarda da hala aktiviteye sahip
olmasi, mekanokimyasal reaksiyonda katalizor ve substratlar arasindaki kovalent
olmayan etkilesimlerin giiclendirilmesiyle iliskili olabilecegini gdstermektedir

(Ozyilmaz ve ark., 2021c; Du ve ark., 2022; Ozyilmaz ve Caglar, 2023).

4.2.2.3. Optimum Sicakhk Tayini

Katt MOF vyapisi, yiiksek sicakliklar gibi olumsuz kosullar altinda enzimlerin
kapali konformasyonel konfigiirasyonlarindan salinmasii onler (Liang ve ark., 2015;
Chen ve ark., 2018; Chen ve ark., 2020; Ozyilmaz ve Caglar, 2023). Diizenli kafes
yapisinin enzimin konformasyonel yapisin1 korumasindan dolayi, immobilizasyon ile
elde edilen MOF@enzim kompozitleri, ylksek sicaklik altinda stabilite, pH ayarlari,
depolama stabilitesi ve yeniden kullanim agisindan olaganiistii katalitik ozelliklere
sahiptir (Xu ve ark., 2021; Du ve ark., 2022; Ozyilmaz ve Caglar, 2023). Belirli
miktarlarda tartilan immobilize lipazlar (ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPL ek, uio-
66-NH2@PPLmek, Cu-MOF@PPLmek) ve serbest lipaz (PPL) 30°C-60°C arasinda
degisen sicakliklarda 15’er dakika siireyle inkiibe edildi. Lipaz aktiviteleri p-nitrofenil

palmitat (p-NPP)’1n hidroliz reaksiyonu ile belirlendi.
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Sekil 4.41. immobilize lipaz (ZIF-8@PPLmek) ve serbest lipazin (PPL) optimum sicaklik tayini

Serbest lipaz (PPL) ve immobilize lipazin (ZIF-8@PPLmek) optimum pH tayini
i¢in farkl sicakliklar kullanilarak aktivite tayinleri incelendi. Serbest lipaz’in (PPL)
maksimum aktivitesine 45 °C’de sahip oldugu belirlendi. ZIF-8@PPL’in ise 35 °C’de
maksimum aktivitesine sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.41).
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Sekil 4.42. immobilize lipaz (Zn-MOF-74@PPLmex) ve serbest lipazin (PPL) optimum sicaklik tayini

Immobilize lipaz (Zn-MOF-74@PPLmek) ve serbest lipazin (PPL) optimum pH

tayini i¢in farkli sicakliklar kullanilarak aktivite tayinleri incelendi. Hem serbest lipaz’in

122



(PPL) hem de immobilize lipazin (Zn-MOF-74@PPLmek) 45 °C’de maksimum
aktiviteye sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.42).
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Sekil 4.43. immobilize lipaz (UiO-66-NH2@PPLmek) ve serbest lipazin (PPL) optimum sicaklik tayini

Zirkonyum bazli bir MOF tiirii olan UiO-66-NH2 immobilizasyonda kullanilarak
elde edilen immobilize lipazin ve serbest lipazin (PPL) optimum pH tayini igin farkli
sicakliklar kullanilarak aktivite tayinleri incelendi. Serbest lipaz’in (PPL) maksimum
aktivitesine 45 °C’de sahip oldugu belirlendi. UiO-66-NH2’nin ise 40 °C’de maksimum
aktivitesine sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.43).
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Sekil 4.44. immobilize lipaz (Cu-MOF@PPLek) ve serbest lipazin (PPL) optimum sicaklik tayini

Serbest lipaz (PPL) ve immobilize lipazin (Cu-MOF@PPLmek) optimum pH tayini
icin farkli sicakliklar kullanilarak aktivite tayinleri incelendi. Hem serbest lipaz’in
(PPL) hem de immobilize lipazin (Cu-MOF@PPLmek) 45 °C’de maksimum aktiviteye
sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.44).

Cesitliligi ve 6zgiilliigii nedeniyle enzimler, son zamanlarda biiyiik ilgi gormekte
ve tip, biyosensor ve endiistriyel tiretim gibi ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir. Bununla
birlikte, pratik uygulamalar diizenli olarak daha yiiksek sicaklik, organik ¢oziicii ve asiri
pH degerleri icermektedir, bu kosullar enzimin kararsizligina ve hatta inaktivasyonuna
yol agmaktadir. Ayrica serbest enzimin reaksiyon c¢ozeltisinden geri kazanilmasi
nispeten zordur, bu da dogrudan maliyeti arttirmaktadir ve kaynak israfina yol
acmaktadir (Adlercreutz, 2013; Wang ve ark., 2023a). Bu durumu 6nlemek igin son
yillarda Onemli arastirmalar yapilmaktadir. Arastirmalarda, malzeme-biyo-arayiiz
miihendisliginin, burada malzemelerin stabiliteyi, geri doniistiiriilebilirligi ve verimliligi
artirmak i¢in etkilesime girmesi saglandigi belirlenmistir. Burada ideal malzemenin
kullanimi1 ve se¢imi 6nem kazanmaktadir. Destek malzemeleri olarak silika, hidrojeller,
MOF’lar ve polimer mikrokapsiiller yer alirlar (Lee ve ark., 2018; Ayoubi-Joshaghani
ve ark., 2020; Li ve ark., 2023d).

MOF'lar yiiksek gozeneklilik, genis yilizey alan1 ve kolay sentezlenmeleri
nedeniyle diger materyallere gore tstlinliik sergilerler (Hasan ve Jhung, 2015; Chai ve
ark., 2022; Li ve ark., 2023c). MOF yiizeyindeki aktif bolgeler siklikla enzimlerin
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katalitik aktivitesini etkiler. Genellikle MOF'lar yalnizca tek tiir aktif bolge icerir ve bu
da aktiviteyi sinirlamaktadir (Li ve ark., 2023c).

Immobilize  lipazlarin  (ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek, UIO-66-
NH2@PPLmek, Cu-MOF@PPLmek) sicakliklardaki farkliliklar, MOF'larin  yapisini
olusturan metal iyonu ve ligandlarin, enzimin konformasyonel yapisi ile etkilesiminin
farkli olmasindan den kaynaklanmaktadir (Hu ve ark., 2018; Du ve ark., 2022;
Ozyilmaz ve ark., 2022b; Ozyilmaz ve Caglar, 2023). immobilize enzimlerin daha sert
dogas1 veya proteinin termal denatiirasyona karsi direng gelistirilmesi ile lipazin
konformasyonel yapisinda sinirlamalarin olusmasiyla da agiklanabilmektedir (Ozyilmaz

ve Sayin, 2013; Du ve ark., 2022; Ozyilmaz ve Caglar, 2023).

4.2.2.4. Termal stabilite

Immobilize lipaz (ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek, UiO-66-NH2@PPLmek,
Cu-MOF@PPLmek,) ve serbest lipazlarin (PPL) termal stabilitesini 6lgmek i¢in, enzim
cozeltileri 20-120 dk zaman araliklarinda 60 °C'de inkiibe edildi ve 20’ser dakika

araliklar ile enzim aktivitesi Ol¢tildii.
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Sekil 4.45. immobilize lipaz (ZIF-8@PPLmex) ve serbest lipazin (PPL) termal stabilitesi

120 dakikanin sonunda, serbest serbest lipazin (PPL) aktivitesini %25 oraninda
hala korudugu belirlenirken, immobilizasyonda enzime destek materyali olarak ZIF-8
kullanildiginda ise aktivitesini %40 oraninda hala aktiviteye sahip oldugu aktivitesini

korudugu belirlendi (Sekil 4.45).
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Sekil 4.46. immobilize lipaz (Zn-MOF-74@PPLmek) ve serbest lipazin (PPL) termal stabilitesi

120 dakikanin sonunda, serbest serbest lipazin (PPL) aktivitesini %25 oraninda
hala korudugu belirlenirken, immobilizasyonda enzime destek materyali olarak Zn-
MOF-74@PPL kullanildiginda aktivitesinin %54 oraninda korudugu belirlendi (Sekil
4.46).
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Sekil 4.47. immobilize lipaz (UiO-66-NH2@PPLmex) ve serbest lipazin (PPL) termal stabilitesi
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120 dakikanin sonunda, serbest serbest lipazin (PPL) aktivitesini %25 oraninda
hala korudugu belirlenirken, immobilizasyonda enzime destek materyali olarak UiO-66-

NH: kullanildiginda aktivitesinin %65 oraninda korudugu belirlendi (Sekil 4.47).
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Sekil 4.48. immobilize lipaz (Cu-MOF@PPLmek) ve serbest lipazin (PPL) termal stabilitesi

120 dakikanin sonunda, serbest serbest lipazin (PPL) aktivitesini %25 oraninda
hala korudugu belirlenirken, immobilizasyonda enzime destek materyali olarak Cu-
MOF kullanildiginda aktivitesinin %46 oraninda korudugu belirlendi (Sekil 4.48).

Bu sonuglar bize immobilizasyon ile elde edilen MOF@enzim kompozitlerinin
enzimin yiiksek sicaklikta ve uzun sartlara karsi yapisim1 koruyucu ozellige sahip
oldugunu gésterdi. Immobilize lipazlar icin, yiiksek sicakliga ragmen katalitik
aktivitesini koruyabilmesi, mekanokimyasal reaksiyonda, MOF’larin yapisindaki aktif
merkez ve enzim arasindaki etkilesimler ile enzimin konformasyonel yapisin1 korumasi,
katalizor ve substratlar arasindaki kovalent olmayan etkilesimlerin giiclendirilmesiyle
baglantili oldugu diistiniilmektedir (Ozyilmaz ve ark., 2021c; Du ve ark., 2022;
Ozyilmaz ve Caglar, 2023).
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4.2.2.5. Tekrar Kullamim

Immobilize lipazlarin  (ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek,  UiO-66-
NH2@PPLmek, Cu-MOF@PPLmex) tekrar kullanimlarini incelemek i¢in 5 kez arka
arkaya lipaz aktiviteleri incelendi. Aktiviteleri p-nitrofenil palmitat (p-NPP)’in hidroliz

reaksiyonu ile belirlendi.

B ZIF-8@PPLmek

=2
=

o
=]

Relatif Aktivite (%)

[
=]

=

1 2 3 <+ 5
Tekrar Kullanim Sayisi

Sekil.4.49 immobilize lipazin (ZIF-8@PPLmek) tekrar kullanimi

Immobilize lipaz (ZIF-8@PPLme) 5 kez tekrar kullanildiginda aktivitesinin
%33 {ini hala korudugu belirlendi (Sekil. 4.49).

128



BZn-MOF-74@PPLmek

2 3 -+ S

Tekrar Kullanim Sayisi

100

80

60 |

40 |

Relatif Aktivite (%)

20

Sekil.4.50 immobilize lipazin (Zn-MOF-74@PPLmek) tekrar kullanimi

Immobilize lipaz (Zn-MOF-74@PPLmex) 5 kez tekrar kullamldiginda aktivitesinin
%75’1ni hala korudugu belirlendi (Sekil. 4.50)
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Sekil.4.51 Immobilize lipazin (UiO-66-NH@PPLmex) tekrar kullanimi

Immobilize lipaz (UiO-66-NH2@PPLmek) 5 kez tekrar kullamildiginda
aktivitesinin %55’ini hala korudugu belirlendi (Sekil. 4.51)
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Sekil.4.52 Immobilize lipazin (Cu-MOF@PPLmek) tekrar kullanimi

Immobilize lipaz (Cu-MOF@PPLmek) 5 kez tekrar kullamldiginda aktivitesinin
%63’1ini hala korudugu belirlendi (Sekil. 4.52).

Enzim immobilizasyonu, enzimin geri kazanimi ve yeniden kullanimi
problemini ¢6zmek ve ayrica siireglerin daha basit kontroliinii saglamak i¢in gelistirilen
onemli bir tekniktir (DiCosimo ve ark., 2013; Liese ve Hilterhaus, 2013; Sampaio ve
ark., 2022). Enzimlerin MOF tarafindan korunmasi, immobilize enzimleri olumsuz
kosullar kars1 direngli hale getirmektedir (Wei ve ark., 2019; Ozyilmaz ve Caglar,
2023). Mekanoenzimatik reaksiyonlar, daha siirdiiriilebilir siireglerin tasarlanmasi igin

umut verici bir stratejidir.

4.2.2.6. Depolama Stabilitesi

Enzimler biyokataliz ve endiistride yaygin kullanilsalar da tekrar kullanim ve
uzun siireli saklanmalarinda aktivitelerinde kayiplar yasanmaktadir. Bu nedenle
endiistriyel uygulamalar i¢in depolama stabilitelerinin incelenmesi biiylik Onem
tasimaktadir (Aghaei ve ark., 2022). Belirli miktarlarda tartilan immobilize lipazlar
(ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek, UiO-66-NH2@PPLmek, Cu-MOF@PPLmex) 10
giin boyunca 2 ser giin arayla lipaz aktiviteleri incelendi. Aktiviteleri p-nitrofenil

palmitat (p-NPP)’1n hidroliz reaksiyonu ile belirlendi.
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Sekil 4.53. immobilize lipazin (ZIF-8@PPLmek) depolama stabilitesi

ZIF-8@PPLmek’in 10. Giinde hala aktivitesini %63 oraninda korudugu belirlendi
(sekil 4.53).
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Sekil 4.54. Immobilize lipazin (Zn-MOF-74@PPLmek) depolama stabilitesi

Zn-MOF-74@PPLmex’in 10. giinde hala aktivitesini %76 oraninda korudugu
belirlendi (sekil 4.54).
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Sekil 4.55. immobilize lipazin (UiO-66-NH,@PPLmek) depolama stabilitesi

UiO-66-NH2@PPLmek’in 10. giinde hala aktivitesini %71 oraninda korudugu
belirlendi (sekil 4.55).

B Cu-MOF@PPLmek
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Sekil 4.56. Immobilize lipazin (Cu-MOF@PPLex) depolama stabilitesi

Cu-MOF@PPLmek’in  10. gilinde hala aktivitesini %74 oraninda korudugu
belirlendi (sekil 4.56).
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MOF’lar farkli yontemlerle sentezlenebilmektedir. Mekanik kuvvetler yoluyla
reaktifler arasinda bir reaksiyonun baslatilmasi olan mekanokimya, kismen diisiik enerji
tilkketimi ve minimum solvent ihtiyaci nedeniyle son yillarda oldukca dikkat
¢cekmektedir (Arciszewski ve Auclair, 2022). Enzimlerin se¢imliligi, yesil proseslerin
tasarlanmasi ve yan iriinlerin olusumunun 6nlenmesi agisindan 6nemli bir 6zelliktir
(Hollenbach ve Ochsenreither, 2023). Mekanokimyasal stratejisi hizlidir ve sentez
sirasinda enzimatik aktiviteyi korurken enzimlerin bozulmamis MOF i¢inde
kapsiillenmesine izin verir (Wei ve ark.,, 2019). Boylece lipazin tersiyer yapisi
korunmus olur. Katt MOF yapisi, enzimlerin konformasyonel yapisinin yiiksek sicaklik
gibi olumsuz kosullar altinda agilmasini 6nleyerek kararliliklarini saglar (Wei ve ark.,
2019). Enzimlerin MOF tarafindan korunmasi, immobilizeenzimleri olumsuz kosullar
kars1t direngli hale getirmektedir (Wei ve ark., 2019; Ozyilmaz ve Caglar, 2023).
Mekanoenzimatik reaksiyonlar, daha siirdiiriilebilir siireclerin tasarlanmasi i¢in umut
verici bir stratejidir. Biyokatalizin avantajlarinin, mekanokimya ile kombinasyon
halinde daha da genisletilebilecegi diistiniilmektedir. Bu baglamda solventsiz enzimatik
prosesler miimkiin hale gelmektedir ve bu da solvent kullaniminin azaltilmasi veya
tamamen ortadan kaldirilmasi ve atik olusumunun 6nlenmesi yoluyla siirdiiriilebilirligin
daha da gelistirilmesine yol agmaktadir (Hollenbach ve Ochsenreither, 2023) MOF
ligand uzunluklar1 yapilarini olusturan metal-ligand etkilesimi ile degisiklik gdstersede,
terminal fonksiyonel gruplarini, yogunluklarini ve grup-metal grup koordinasyonunu
korumaktadir (Du ve ark., 2022).

Uzun vadeli depolama stabilitesi ¢aligmalar1 incelendiginde, enzimin minimum
diizeyde yapisal bozunma gosterdigi ve depolama kosullari altinda aktif yapisini
korudugu belirlendi. ZIF-8, Zn-MOF-74, UiO-66-NH: ve Cu-MOF’un yiiksek kimyasal
ve yapisal stabiliteleri, kapsiillenmis enzimler i¢in koruyucu bir etki sagladigi
goriilmektedir (Wu ve ark., 2017; Salehipour ve ark., 2021; Ozyilmaz ve Caglar, 2023).
Depolama kararlilig1 sonuglar1 bizlere, enzim immobilizasyonunda mekanokimyasal
reaktivitenin ¢ok gii¢lii bir etki sagladigini gostermektedir (Wei ve ark., 2019; Ozyilmaz
ve Caglar, 2023).
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4.3. Yiizey Aktif Maddelerin Aktivitede Roliiniin Incelenmesi

Lipazlarin katalitik mekanizmasi kendine 6zgiidiir ve onlarin biyolojik islevlerini
(suda neredeyse ¢Ozlinmeyen bir substrat olan yaglarin hidrolizi) yerine getirmelerine
izin verir. Lipazlar kapakli veya diiz olarak adlandirilan bir polipeptit zinciri ile
ortamdan izole edilmis aktif merkeze sahiptirler. Lipazin acik formu biiyiik bir
hidrofobik cep sunmaktadir ve sulu homojen bir ortamda stabil degildir. Bu hidrofobik
lipaz cebi, trigliserit damlaciklarinin dis ylizeyine adsorbe edilir ve bu sekilde lipazlar
onlarla etkilesime girebilir. Bu mekanizmaya arayiizey aktivasyonu denilmektedir
(Schmid ve Verger, 1998; Schmid ve ark., 2001; Dragoi ve Dumitriu, 2005; Aloulou ve
ark., 2006; Reis ve ark., 2009; Abellanas-Perez ve ark., 2024).

SDS

Proteinler ve yiizey aktif maddeler arasindaki etkilesim, bu malzemelerin
deterjanlar, kozmetikler ve son zamanlarda biyotip alanindaki genis uygulama yelpazesi
nedeniyle ticari a¢idan biiyiik ilgi ¢ekmektedir (Hirlekar ve ark., 2019) Zhang ve ark.,
2024). Bu maddeler endiistride ¢ok ¢esitli gida, ilag ve kozmetik sistemlerinin ana
bilesenleridir. Cozeltideki ve araylizeylerdeki etkilesimleri, bu tiir sistemlerin fiziksel
ozelliklerini ve kolloidal yapisini kontrol etmede énemli bir rol oynamaktadir (Goddard
ve Ananthapadmanabhan, 1993; Lad ve ark., 2003).

Buna ek olarak, deterjanlar gibi ylizey aktif maddeler de proteinleri ylizeye
adsorpsiyon yoluyla ve proteine elektrostatik ve/veya hidrofobik baglanma yoluyla
ylzeylerden uzaklastirir. Anyonik yiizey aktif maddeler s6z konusu oldugunda,
proteinler ve ylizey aktif madde arasindaki etkilesim giicliidiir ve genellikle biiyiik

komplekslerin olugmasina ve proteinin denatiirasyonuna yol acar (Lad ve ark., 2003).

\/\/\/\/\/\/O\S//O .
VA

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Sekil.4.3.1. SDS’nin yapis1
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Sodyum dodesil stilfonat (SDS), polar bir gruba ve proteinler i¢indeki hidrofobik
ve elektrostatik etkilesimlere miidahale ederek molekiiller arasi baglarin bozulmasina
yol agan hidrofobik bir karbon kuyruk yapisina sahip tipik bir amfoterik yiizey aktif
madde molekilidir (Wang ve Wu, 2012; Zhang ve ark., 2024). Proteinin
konformasyonun bozulmasi, katlanmamasi ve denatiire olmasina neden olur (Yu, Xu,
Jiang ve Xia, 2017; Zhang ve ark., 2024).
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Sekil.4.3.2. CRL, ZIF-8@CRLmek, SDS ve ZIF-8@CRL@SDSnmek’in FTIR spektrumu

CRL'nin spektrumunda, 3100-3500 cm™ araligindaki amin band1 ve CO-NH_'den
kaynaklanan 1364 cm™ ve 1649 cm™'deki bantlar goriilebilir. CRL'nin amid I ve amid
II'si 1649 cm™ ve 1540 cm™'dedir (Xie ve Huang, 2018; luliano ve ark., 2020).

3332 cm™ ve 2980 cm™'deki pikler ZIF-8'in C-H'sinin gerilme titresimini gosterir.
Imidazol halkasinin C=N band1 ve Zn-N gerilme titresimi icin karakteristik absorpsiyon
bantlar1 sirastyla 1588 cm™ ve 480 cm™'de bulunmustur. C=N'nin gerilme titresiminin
1588 cm™'deki bantta oldugu dogrulanmistir. Aromatik C-N'nin gerilme modu 1120
cm-1'deki banda karsilik gelmistir (Zhang ve ark., 2018; Ozyilmaz ve Caglar, 2023). Bu
pikler aromatik halka yapisina bagli oksijenli-fonksiyonel gruplarin varliga isaret
etmektedir. Ote yandan, ZIF-8'in 420, 792, 1120, 1235-1300, 1350-1500, 1580 ve
2971/3332 cm™'deki sarmal bantlari, sirasiyla, Zn-N diizlem dis1 biikiilme, imidazol

halkasinin diizlem i¢i biikiilmesi, tiim halka, germe, imidazol halkasinin C=N ve

135



alifatik/aromatik C-H baglarin1 dogrulamaktadir (Tanaka ve Miyashita, 2017; Ozyilmaz
ve Caglar, 2023).

Hem CRL ve ZIF-8 hem de ZIF-8@CRLmek i¢in 1100 cm™ civarinda gériilen
karakteristik pikler, CRL'nin ZIF-8'e basaril1 bir sekilde yerlestirildigini gostermektedir
(Zou ve ark., 2020). ZIF-8@CRLmek'de amid I pikinde hafif bir kayma vardir, bu da
Zn*? ile enzim iizerindeki karbonil gruplar1 arasindaki koordinasyon nedeniyle
dogrudan enzim-MOF etkilesimini dogrulamaktadir (Sekil 4.3.2.) (Qi ve ark., 2019;
Karimian ve ark., 2023).

SDS'nin  FTIR spektrumunda, 3465 cm™’deki bant adsorbe edilen sudan
kaynaklanmaktadir (Wypych ve ark., 2004; Lun ve ark., 2014). SDS'nin yapisindaki -
CH>- gruplarinin asimetrik ve simetrik gerilmesi sirasiyla 2917 ve 2851 cm™'deki giiclii
bantlar ile goriilmektedir (Zhao ve Gao, 2004; Allahbakhsh ve Mazinani, 2015). 2322
cm? 'de goriilen bant -OH germe titresimini gostermektedir. 1466 cm™'deki bant,
SDS'in yapisindaki C-H baglarinin asimetrik biikiilmesine karsilik gelmektedir
(Allahbakhsh ve Mazinani, 2015). 1214 cm™'deki absorpsiyon bandi1 SO4 gruplarmin S-
O germe titresimlerinin karakteristik bandin1 gostermektedir (Zhao ve Gao, 2004; Mo
ve ark., 2005; Allahbakhsh ve Mazinani, 2015). 1075 cm™'de gozlenen bant S=O
baglarmin simetrik gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir. 983 cm™'deki bant C-O-S
baglarinin asimetrik gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir (Zhao ve Gao, 2004,
Allahbakhsh ve Mazinani, 2015).

ZIF-8@CRL@SDSmex’in FTIR spektrumunda 3372 cm? civarinda goriilen
karakteristik pikler, CRL'nin SDS ile birlikte ZIF-8'e basaril1 bir sekilde yerlestirildigini
gostermektedir. 2322 cm™ 'de gorillen bant -OH germe titresimini gdstermektedir
(Wang ve ark., 2011; Allahbakhsh ve Mazinani, 2015). 1636 ve 1587 cm™ dalga
sayilarinda gézlenen iki bant keton (-C=0) gruplarinin titresimlerini ve CRL’deki amid
bag: ile etkilesimi gostermektedir(Allahbakhsh ve Mazinani, 2015). 1214 cm™'deki
absorpsiyon bandi SO4 gruplarinin S-O germe titresimlerini gostermekteydi, bu bandin
CRL ve ZIF-8 ile etkilesimleri ile kaymaya ugradigi gériilmektedir (Zhao ve Gao, 2004;
Mo ve ark., 2005; Allahbakhsh ve Mazinani, 2015). SDS’de 1075 cm™'de gézlenen bant
S=0 baglarinin simetrik gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir. 983 cm™'deki bant
C-O-S baglarinin asimetrik gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir (Zhao ve Gao,
2004; Allahbakhsh ve Mazinani, 2015). Bu bantlarin, CRL ve ZIF-8 ile etkilesimleri ile
1142 cm™ ve 993 cm™Y'e kaydig1 goriilmektedir. ZIF-8'in 420, 792, 1120, 1235-1300,
1350-1500, 1580 ve 2971/3332 cm™deki sarmal bantlari, sirasiyla, Zn-N diizlem dis1

136



biikiilme, imidazol halkasinin diizlem i¢i biikiilmesi, tiim halka, germe, imidazol
halkasimnin C=N ve alifatik/aromatik C-H baglarininin da CRL ve SDS ile etkilesimleri
sonras1 2322, 1587, 1422, 1307, 1178, 1142, 751, 464 cm™de oldugu goriildii. Bu
bantlar ZIF-8, CRL ve SDS’nin basarili bir sekilde etkilestigini gostermektedir (Tanaka
ve Miyashita, 2017; Ozyilmaz ve Caglar, 2023).
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Sekil 4.3.3. Immobilizasyonda (ZIF-8@CRL@SDSmek) farkli oranda enzim:SDS oraninin aktiviteye

etkisinin incelenmesi

Immobilizasyon igin farkli oranlarda enzim:SDS’nin aktiviteye etkisi incelendi.
CRL’nin immobilizasyonunda destek malzemesi olarak ZIF-8 kullanildi. Bir de
immobilize enzimin hazirlanmasinda enzim miktar1 sabit tutulup, SDS miktan
degistirilerek yiizey aktif madde etkisi incelendi. Bunun i¢in, 5 mg SDS:10mg CRL,;
10mg SDS:10 mg CRL; 20mg SDS:10 mg CRL immobilizasyonda kullanildi.
[mmobilize enzimlerin  (ZIF-8@CRLmek; ZIF-8@CRL@SDSmex  (1:2);  ZIF-
8@CRL@SDSmek (1:1) ve ZIF-8@CRL@SDSmek (2:1) aktiviteleri incelendi. SDS’nin
etkisi degerlendirildiginde en iyi oranin, 1:1 oldugunda yani immobilizasyonda 10 mg

CRL ve 10 mg SDS ayni1 anda eklendiginde oldugu belirlendi.
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Sekil.4.3.4. CRL, Zn-MOF-74@CRLmmek, SDS ve Zn-MOF-74@CRL@SDSmek’in FTIR spektrumu

CRL'nin spektrumunda, 3100-3500 cm™ araligindaki amin band1 ve CO-NH'den
kaynaklanan 1364 cm™ ve 1649 cm™'deki bantlar goriilebilir. CRL'nin amid I ve amid
II'si 1649 cm* ve 1540 cm™'dedir (Xie ve Huang, 2018; luliano ve ark., 2020).

Zn-MOF-74@CRLmek’in FTIR spektrumunda, Zn-MOF-74"iin 2981 cm™'deki Zn-
O etkilesimine gii¢lii bandinin CRL ile etkilesimi sonucu 3281 cm™’e kaydig1 ve burada
daha giiglii oldugu bant olusturdugu goriilmektedir. Zn-MOF-74’tin  FTIR
spektrumundaki, 1643 cm™'deki giiclii bant ve 1426 cm™'de aromatik halkanin varligini,
1174 cm™deki giiglii bant C-O tek bagini gostermektedir. Immobilizasyon sonucu
bantlarin, 1589 cm™, 1441 cm™, 1117 cm™ ve 874 cm™’deki bantlar ile amid T ve amid
IT baglar1 ve CRL nin basaril1 bir sekilde Zn-MOF-74’¢ yiiklendigi goriilmektedir.

SDS'nin FTIR spektrumunda, 3465 cm™’deki bant adsorbe edilen sudan
kaynaklanmaktadir (Wypych ve ark., 2004; Lun ve ark., 2014). SDS'nin yapisindaki -
CHa- gruplarmin asimetrik ve simetrik gerilmesi sirastyla 2917 ve 2851 cm™'deki giiglii
bantlar ile goriilmektedir (Zhao ve Gao, 2004; Allahbakhsh ve Mazinani, 2015). 2322
cm? 'de goriilen bant -OH germe titresimini gdstermektedir. 1466 cm™'deki bant,
SDS'nin yapisindaki C-H baglarinin asimetrik biikiilmesine karsilik gelmektedir
(Allahbakhsh ve Mazinani, 2015). 1214 cm™'deki absorpsiyon bandi1 SO4 gruplarmin S-
O germe titresimlerinin karakteristik bandin1 gostermektedir (Zhao ve Gao, 2004; Mo
ve ark., 2005; Allahbakhsh ve Mazinani, 2015). 1075 cm™de gdzlenen bant S=O
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baglarmin simetrik gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir. 983 cm™'deki bant C-O-S
baglarinin asimetrik gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir (Zhao ve Gao, 2004,
Allahbakhsh ve Mazinani, 2015).

Zn-MOF-74@CRL@SDSmek’in FTIR spektrumunda, Zn-MOF-74@CRLmek’in
FTIR spektrumunda, Zn-MOF-74’{in 2981 cm™'deki Zn-O etkilesimine gii¢lii bandinin
CRL ve SDS ile etkilesimi sonucu 3248 cm™’e kaydig1 ve burada daha genis ve giiclii
bir bant olusturdugu gériilmektedir. Immobilizasyon sonucu bantlarin, 1584 cm™, 1442
cm?, 1120 cm™ ve 880 cm™’deki bantlar ile amid I ve amid II baglar;, CRL’nin SDS
etkilesimi ile basarili bir sekilde Zn-MOF-74’e yiiklendigi goriilmektedir (Allahbakhsh
ve Mazinani, 2015; Ozyilmaz ve Caglar, 2023).
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Sekil.4.3.5. Immobilizasyonda (Zn-MOF-74@CRL@SDSme) farkli oranda enzim:SDS oraninin

aktiviteye etkisinin incelenmesi
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Immobilizasyon igin farkli oranlarda enzim:SDS’nin aktiviteye etkisi incelendi.
CRL’nin immobilizasyonunda destek malzemesi olarak Zn-MOF-74 kullanildi. Bir de
immobilize enzimin hazirlanmasinda enzim miktar1 sabit tutulup, SDS miktar
degistirilerek yiizey aktif madde etkisi incelendi. Bunun i¢in, 5 mg SDS:10mg CRL; 10
mg SDS:10mg SDS; 20 mg SDS:10mg CRL immobilizasyonda kullanildi. Iimmobilize
enzimlerin  (Zn-MOF-74@CRLmek; Zn-MOF-74@CRL@SDSmek  (1:2); Zn-MOF-
7TA@CRL@SDSmek (1:1) ve Zn-MOF-74@CRL@SDSmek (2:1) aktiviteleri sirasiyla
incelendi. En iyi oranin 20 mg SDS:10 mg CRL’ye ait oldugu belirlendi.
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Sekil.4.3.6. CRL, UiO-66-NH2@CRLmek, SDS ve UiO-66-NH,@CRL@SDSmek’in FTIR spektrumu

CRL'nin spektrumunda, 3100-3500 cm™ araligindaki amin band1 ve CO-NH'den
kaynaklanan 1364 cm™ ve 1649 cm™'deki bantlar goriilebilir. CRL'nin amid I ve amid
II'si 1649 cm™* ve 1540 cm™'dedir (Xie ve Huang, 2018; luliano ve ark., 2020).

UiO-66-NH2'nin FTIR spektrumunda, 1700-1200 cm™ bolgesinde karboksilat
gruplart ve fenil halka deformasyonlarindan kaynaklanan ¢ok yogun bantlar gozlendi.
2965 cm™* merkezli genis bir bant H-bagli OH gruplarini, 3501 ve 3385 cm™'deki NH;
bantlar1 gostermektedir. 1316 ile 1680 cm™ arasindaki bantlar UiO-66-NHz'nin
karakteristik  zirvelerini gosterirken, 1680 cm? ve 1544 cmdeki zirveler, 2-
aminotereftalik asit ligandinin yapisindaki aromatik ve karboksilik gruplardaki simetrik
ve asimetrik COO germe baglarimi gostermektedir (Samui ve ark., 2016; Ozyilmaz ve
ark., 2023).
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UiO-66-NH2@CRLmex'nin - FTIR  spektrumunda da, hem UiO-66-NHz'nin
karakteristik bantlari, hem de CRL’nin amid I ve amid II bantlar1 1643 cm™ ve 1540
cm™'de yogun sekilde goriilmektedir. Bu da bize CRL’nin UiO-66-NHz’ye basarili bir
sekilde yiiklendigini gostermektedir (Ozyilmaz ve ark., 2023).

SDS'nin FTIR spektrumunda, 3465 cm™deki bant adsorbe edilen sudan
kaynaklanmaktadir (Wypych ve ark., 2004; Lun ve ark., 2014). SDS'nin yapisindaki -
CHz- gruplarmin asimetrik ve simetrik gerilmesi sirasiyla 2917 ve 2851 cm™'deki giiclii
bantlar ile goriilmektedir (Zhao ve Gao, 2004; Allahbakhsh ve Mazinani, 2015). 2322
cm? 'de goriilen bant -OH germe titresimini gostermektedir 1466 cm™'deki bant,
SDS'in yapisindaki C-H baglarinin asimetrik biikiilmesine karsilik gelmektedir
(Allahbakhsh ve Mazinani, 2015). 1214 cm™'deki absorpsiyon bandi1 SO4 gruplarmin S-
O germe titresimlerinin karakteristik bandin1 gostermektedir (Zhao ve Gao, 2004; Mo
ve ark., 2005; Allahbakhsh ve Mazinani, 2015). 1075 cm™'de gozlenen bant S=O
baglarmin simetrik gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir. 983 cm™'deki bant C-O-S
baglarinin asimetrik gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir (Zhao ve Gao, 2004;
Allahbakhsh ve Mazinani, 2015).

UiO-66-NH@CRL@SDSmek’te hem UiO-66-NH2, CRL hem de SDS’nin
karakteristik bantlar1, 3507 cm™, 3390 cm™, 2322 cm?, 2917 cm™'deki giiclii bantlar ile
CRL'nin amid | ve amid Il'si 1681 cm™ ve 1540 cm™'de goriilmektedir (Wypych ve ark.,
2004; Lun ve ark., 2014; Allahbakhsh ve Mazinani, 2015; Xie ve Huang, 2018; luliano
ve ark., 2020). Bu da bize CRL ve SDS’nin UiO-66-NH.’ye basarili bir sekilde
yiiklendigini gostermektedir (Wypych ve ark., 2004; Allahbakhsh ve Mazinani, 2015;
Ozyilmaz ve ark., 2023).
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Sekil.4.3.7. Immobilizasyonda (UiO-66-NH,@CRL@SDSmek) farkli oranda enzim:SDS oranmin

aktiviteye etkisinin incelenmesi

Immobilizasyon igin farkli oranlarda enzim:SDS’nin aktiviteye etkisi incelendi.
CRL’nin immobilizasyonunda destek malzemesi olarak UiO-66-NH> kullanildi. Bir de
immobilize enzimin hazirlanmasinda enzim miktar1 sabit tutulup, SDS miktari
degistirilerek yiizey aktif madde etkisi incelendi. Bunun i¢in, 5 mg SDS:10mg CRL; 10
mg SDS:10mg CRL; 20 mg SDS:10mg CRL immobilizasyonda kullanildi. En iyi
oranin 10 mg CRL: 10 mg SDS’ye ait oldugu belirlendi.

142



L-proline (L-prol)

L-prolin (LP), proteinojenik bir amino asittir, yani protein sentezinde merkezi bir
rol olusturur (Moradi ve ark., 2022; Abdelnour ve ark., 2024). Ek olarak hiicresel
yapilar1 ve enzimleri stabilize etmek, ozmoprotektan olarak gorev yapmak, reaktif
oksijen tiirlerini (ROS'U) temizlemek ve olumsuz kosullar altinda redoks dengesizligini

kontrol etmek gibi bagka temel rollere de sahiptir (Meena ve ark., 2019; Abdelnour ve
ark., 2024).

OH

NH

L-proline

Sekil.4.3.8. L-prolinin yapis1
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Sekil.4.3.9. CRL, ZIF-8@CRLmek, L-prol ve ZIF-8@CRL@L-prolyex’in FTIR spektrumu
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CRL'nin spektrumunda, 3100-3500 cm? araligindaki amin band1 ve CO-NH_'den
kaynaklanan 1364 cm™ ve 1649 cm™'deki bantlar gériilebilir. CRL'nin amid I ve amid
II'si 1649 cm™ ve 1540 cm™Y'dedir (Xie ve Huang, 2018; luliano ve ark., 2020).

3332 cm ve 2980 cmY'deki pikler ZIF-8'in C-H'sinin gerilme titresimini gosterir.
Imidazol halkasinin C=N bandi ve Zn-N gerilme titresimi icin karakteristik absorpsiyon
bantlar1 sirastyla 1588 cm™ ve 480 cm™'de bulunmustur. C=N'nin gerilme titresiminin
1588 cm™'deki bantta oldugu dogrulanmistir. Aromatik C-N'nin gerilme modu 1120 cm’
Y'deki banda karsilik gelmistir (Zhang ve ark., 2018; Ozyilmaz ve Caglar, 2023). Bu
pikler aromatik halka yapisina bagli oksijenli-fonksiyonel gruplarin varligma isaret
etmektedir. Ote yandan, ZIF-8'in 420, 792, 1120, 1235-1300, 1350-1500, 1580 ve
2971/3332 cm™'deki sarmal bantlari, sirasiyla, Zn-N diizlem dis1 biikiilme, imidazol
halkasinin diizlem i¢i biikiilmesi, tiim halka, germe, imidazol halkasinin C=N ve
alifatik/aromatik C-H baglarin1 dogrulamaktadir (Tanaka ve Miyashita, 2017; Ozyilmaz
ve Caglar, 2023).

Hem CRL ve ZIF-8 hem de ZIF-8@CRLmek igin 1100 cm™ civarinda gériilen
karakteristik pikler, CRL'nin ZIF-8'e basarili bir sekilde yerlestirildigini géstermektedir
(Zou ve ark., 2020b). ZIF-8@CRLmek'de amid I pikinde hafif bir kayma vardir, bu da
Zn*? ile enzim iizerindeki karbonil gruplar1 arasindaki koordinasyon nedeniyle
dogrudan enzim-MOF etkilesimini dogrulamaktadir (Qi ve ark., 2019; Karimian ve ark.,
2023) (Sekil 4.1.a).

L-proline’in FTIR spektrumunda, 3151 cm™ civarinda gériilen genis ve giiglii bir
bant karboksilik asit grubundaki O-H gerilmesini gostermektedir. 3100-3500 cm™!
civarinda, orta ile giicli arasinda gorillen bant amin grubundaki N-H gerilimini
gostermektedir. 1684 cm™’de goriilen giiglii bant karboksilik asit grubundaki C=0
gerilmesini gostermektedir. 1455 cm™ araliginda goriilen giiglii bant -CH2 grubunu
gostermektedir.1350-1000 cm™? arahiginda goriillen giicli bant karboksilik ~asit
grubundaki C-N gerilmesini gostermektedir (Mary ve ark., 2009).

ZIF-8@CRL@L-prolmek FTIR spektrumunda, ZIF-8’in ZIF-8'in 420, 792, 1120,
1235-1300, 1350-1500, 1580 ve 2971/3332 cm™'deki karakteristik piklerinin CRL ve L-
prol ile etkilesimi ile 3151 cm™, 1688 cm™, 1227-1584 cm™ bélgesinde yogun bantlar
olusturdugu goriildii (Tanaka ve Miyashita, 2017; Ozyilmaz ve Caglar, 2023).
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Sekil 4.3.10. immobilizasyonda (ZIF-8@CRL@L-prolmex) farkli oranda enzim:L-prol oraniin aktiviteye

etkisinin incelenmesi

CRL’nin immobilizasyonunda destek malzemesi olarak ZIF-8 kullanildi. Bir de
immobilize enzimin hazirlanmasinda enzim miktar1 sabit tutulup, L-prol miktar
degistirilerek yiizey aktif madde etkisi incelendi. En iyi etkilesimin 10 mg L-prolin: 10
mg CRL eklendiginde oldugu belirlendi.
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Sekil 4.3.11. CRL, Zn-MOF-74@CRLmek, L-prol ve Zn-MOF-74@CRL@ L-prolmec’in FTIR spektrumu

CRL'nin spektrumunda, 3100-3500 cm? araligindaki amin band1 ve CO-NH_'den
kaynaklanan 1364 cm™ ve 1649 cm™'deki bantlar goriilebilir. CRL'nin amid I ve amid
II'si 1649 cm™ ve 1540 cm™'dedir (Xie ve Huang, 2018; luliano ve ark., 2020).

Zn-MOF-74@CRLmek’in FTIR spektrumunda, Zn-MOF-74"iin 2981 cm™'deki Zn-
O etkilesimine giiclii bandinin CRL ile etkilesimi sonucu 3281 cm™’e kaydig1 ve burada
daha giiglii oldugu bant olusturdugu goriilmektedir. Zn-MOF-74’tin  FTIR
spektrumundaki, 1643 cm™'deki giiclii bant ve 1426 cm™'de aromatik halkanm varligini,
1174 cm™deki giiglii bant C-O tek bagini gostermektedir. Immobilizasyon sonucu
bantlarin, 1589 cm™, 1441 cm™, 1117 cm™ ve 874 cm™*’deki bantlar ile amid I ve amid
IT baglar1 ve CRL nin basarili bir sekilde Zn-MOF-74’¢ yiiklendigi goriilmektedir.

L-proline’in FTIR spektrumunda, 3151 cm™ civarinda gériilen genis ve giilii bir
bant karboksilik asit grubundaki O-H gerilmesini gostermektedir. 3100-3500 cm™
civarinda, orta ile giicli arasinda gorillen bant amin grubundaki N-H gerilimini
gostermektedir. 1684 cm™’de goriilen giiclii bant karboksilik asit grubundaki C=0O
gerilmesini gostermektedir. 1455 cm™ araliginda goriilen giiglii bant -CHz grubunu
gostermektedir.1350-1000 cm™ araliginda goriilen giiglii  bant karboksilik asit
grubundaki C-N gerilmesini gostermektedir (Mary ve ark., 2009).

Zn-MOF-74@CRL@SDSmek’in FTIR spektrumunda, hem Zn-MOF-74, CRL hem
de L-prolin’in karakteristik bantlar1, 3280 cm™, 2249 cm™, 1582 cm™deki giiclii bantlar
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ile CRL'nin amid bantlar1 1582 cm™ ve 1582 cm™'de gériilmektedir (Mary ve ark.,
2009; Xie ve Huang, 2018; luliano ve ark., 2020; Ozyilmaz ve Caglar, 2023). Bu da
bize CRL ve L-prolin’in Zn-MOF-74’¢ basaril1 bir sekilde yiiklendigini gostermektedir
(Ozyilmaz ve Caglar, 2023).
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Sekil 4.3.12. Immobilizasyonda (Zn-MOF-74@CRL@L-prolme) farkli oranda enzim:L-prol oraninin

aktiviteye etkisinin incelenmesi

CRL’nin immobilizasyonunda destek malzemesi olarak Zn-MOF-74 kullanildu.
Bir de immobilize enzimin hazirlanmasinda enzim miktar1 sabit tutulup, L-prolin
miktar1 degistirilerek yiizey aktif madde etkisi incelendi. En iyi aktivitenin

immobilizasyonda 20 mg L-prolin: 10 mg CRL ilave edildiginde oldugu belirlendi.
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Sekil.4.3.13. CRL, UiO-66-NH2@ CRLmek, L-prol ve UiO-66-NH,@CRL@L-prolmec’in FTIR spektrumu

CRL'nin spektrumunda, 3100-3500 cm™ araligindaki amin band1 ve CO-NH_'den
kaynaklanan 1364 cm™ ve 1649 cm™'deki bantlar goriilebilir. CRL'nin amid I ve amid
II'si 1649 cm* ve 1540 cm™'dedir (Xie ve Huang, 2018; luliano ve ark., 2020).

UiO-66-NH2'nin FTIR spektrumunda, 1700-1200 cm™ bolgesinde karboksilat
gruplar1 ve fenil halka deformasyonlarindan kaynaklanan ¢ok yogun bantlar gézlendi.
2965 cm-1 merkezli genis bir bant H-bagli OH gruplarini, 3501 ve 3385 cm™'deki NH>
bantlar1 gostermektedir. 1316 ile 1680 cm™ arasindaki bantlar UiO-66-NHz'nin
karakteristik zirvelerini gosterirken, 1680cm™ ve 1544 cm™deki zirveler, 2-
aminotereftalik asit ligandinin yapisindaki aromatik ve karboksilik gruplardaki simetrik
ve asimetrik COO germe baglarimi gostermektedir (Samui ve ark., 2016; Ozyilmaz ve
ark., 2023).

UiO-66-NH2@CRLmek'nin - FTIR  spektrumunda da, hem UiO-66-NH2'nin
karakteristik bantlari, hem de CRL’nin amid I ve amid II bantlar1 1643 cm™ ve 1540
cm™'de yogun sekilde goriilmektedir. Bu da bize CRL’nin UiO-66-NHz’ye basarili bir
sekilde yiiklendigini gostermektedir (Ozyilmaz ve ark., 2023).

L-proline’in FTIR spektrumunda, 3151 cm™ civarinda gériilen genis ve giiglii bir
bant karboksilik asit grubundaki O-H gerilmesini gostermektedir. 3100-3500 cm™
civarinda, orta ile giiclii arasinda goriilen bant amin grubundaki N-H gerilimini
gostermektedir. 1684 cm™’de goriilen giiclii bant karboksilik asit grubundaki C=0O

gerilmesini gostermektedir. 1455 cm™ araliginda goriilen giiclii bant -CH2 grubunu
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gostermektedir.1350-1000 cm™? arahginda goriillen giiclii bant karboksilik ~asit
grubundaki C-N gerilmesini gostermektedir (Mary ve ark., 2009).

UiO-66-NH2@CRL@L-prolmex’in FTIR spektrumunda, UiO-66-
NH2@CRLme'nin FTIR spektrumunda da, UiO-66-NH2'nin karakteristik bantlar1 ve
hem de CRL’nin hem de L-prolinin FTIR spektrumu ile karsilastirildiginda, L-prolin ve
CRL’nin basari ile yliklendigi belirlendi.
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Sekil 4.3.14. immobilizasyonda (Ui0-66-NH,@CRL@L-prolmex) farkli oranda enzim:L-prol oraninin
aktiviteye etkisinin incelenmesi

CRL’nin immobilizasyonunda destek malzemesi olarak UiO-66-NH kullanild:.
Bir de immobilize enzimin hazirlanmasinda enzim miktart sabit tutulup, L-prol miktari
degistirilerek yiizey aktif madde etkisi incelendi. Bunun i¢in, 5 mg L-prol:10mg CRL;
10mg L-prol:10 mg CRL; 20mg L-prol:10 mg CRL immobilizasyonda kullanildi. En
yiiksek aktivite 20 mg L-prolin: 10 mg CRL ilave edildiginde belirlendi.
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p-siilfokaliks[4]aren (s-kal-4)

Supramolekiiler bilesikler ailesinin bir iiyesi olan kaliksarenler, hidrofobik
boslugun yani sira ayarlanabilir boyut ve konformasyona sahip muhtesem yapi
Ozelliklerine sahiptir. Ayrica 1st ve alt kenarlarda kolaylikla islevsel hale
getirilebilmeleri arastirmalarda giderek artan bir ilgi saglamaktadir (Sayin ve ark., 2011;
Ozyilmaz ve Sayin, 2013; Ozyilmaz ve ark., 2016; Yildiz ve ark., 2017; Troian-Gautier
ve ark., 2020; Sayin, 2021; Ozyilmaz ve ark., 2022a). Bu malzemelerin 6zellikle {ist
kenarinin suda ¢oziinebilen maddelerle etkilesimi, bunlara karsilik gelen suda ¢oziiniir
tiirevlerini saglayabilmektedir, bu da hem hidrofobik hem de hidrofilik yanlar tasiyan
bir kimyasal yapiya yol agmaktadir. Boylelikle suda ¢oziinebilen kaliksarenlerin sulu
ortamda islem yapilmasini gerektiren calismalar One c¢ikmaktadir. Bu anlamda,
¢oziinebilir kaliksarenlerin katalizor, amino asitler, peptidler, sekerler, niikleik asitler ve
proteinler gibi biyomolekiillerin taniyicilari, toksik maddeler i¢in kemosensorler, ilag
tasiyict ve ¢Ozlinlirliigii arttiric1 ajanlar ve enzim immobilizasyonunda enzimin yiiksek
aktivite gosterdigini katki maddesi olarak yaygin sekilde kullanildigi goriilmektedir
(Memon ve ark., 2004; Bhatti ve ark., 2018; Ozyilmaz ve Eski, 2020; Pan ve ark., 2021,
Sayin, 2021; Ozyilmaz ve ark., 2022a).
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p-silfokaliks[4]aren dikarboksilik asit

Sekil.4.3.15. p-siilfokaliks[4]arenin yapisi
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Sekil.4.3.16. CRL, ZIF-8@CRLmek, s-kal-4 ve ZIF-8@CRL@ s-kal-4mei’in FTIR spektrumu

CRL'nin spektrumunda, 3100-3500 cm™ araligindaki amin band1 ve CO-NH_'den
kaynaklanan 1364 cm™ ve 1649 cm™'deki bantlar goriilebilir. CRL'nin amid I ve amid
II'si 1649 cm* ve 1540 cm™'dedir (Xie ve Huang, 2018; luliano ve ark., 2020).

3332 cm™ ve 2980 cm™'deki pikler ZIF-8'in C-H'sinin gerilme titresimini gosterir.
Imidazol halkasinin C=N band1 ve Zn-N gerilme titresimi igin karakteristik absorpsiyon
bantlar1 sirastyla 1588 cm™ ve 480 cm™'de bulunmustur. C=N'nin gerilme titresiminin
1588 cm™'deki bantta oldugu dogrulanmistir. Aromatik C-N'nin gerilme modu 1120 cm
b'deki banda karsilik gelmistir (Zhang ve ark., 2018; Ozyilmaz ve Caglar, 2023). Bu
pikler aromatik halka yapisina bagli oksijenli-fonksiyonel gruplarin varligma isaret
etmektedir. Ote yandan, ZIF-8'in 420, 792, 1120, 1235-1300, 1350-1500, 1580 ve
2971/3332 cm™'deki sarmal bantlari, sirasiyla, Zn-N diizlem dis1 biikiilme, imidazol
halkasinin diizlem i¢i biikiilmesi, tiim halka, germe, imidazol halkasinin C=N ve
alifatik/aromatik C-H baglarin1 dogrulamaktadir (Tanaka ve Miyashita, 2017; Ozyilmaz
ve Caglar, 2023).

Hem CRL ve ZIF-8 hem de ZIF-8@CRLmek i¢in 1100 cm™ civarinda goriilen
karakteristik pikler, CRL'nin ZIF-8'e basarili bir sekilde yerlestirildigini gostermektedir
(Zou ve ark., 2020a). ZIF-8@CRLmek'de amid I pikinde hafif bir kayma vardir, bu da
Zn*2 ile enzim iizerindeki karbonil gruplar1 arasindaki koordinasyon nedeniyle
dogrudan enzim-MOF etkilesimini dogrulamaktadir (Sekil 4.3.10) (Qi ve ark., 2019;
Karimian ve ark., 2023).
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s-kal-4’iin FTIR spektrumunda, 3151 cm™®’deki karakteristik pik -OH titresimine
atfedilir. 3440 cm™'de beliren pik, bir grup SOjs ile hidrojen bag1 olan -OH'nin gerilme
titresimini gostermektedir. 2857 cm™ ve 2968 cm™'deki pikler simetrik ve asimetrik
C=C gerilme titresimlerine karsilik gelmektedir. Ayrica, 1374 cm™, 1455 cm™, 1597
cm? ve 1684 cm™'de goriilen pikler C=C gerilme titresimlerine karsilik gelmektedir.
Ayrica, asimetrik ve simetrik S=O gerilme titresimleri de 1024 cm™ ve 1104 cm™¥’de
goriilmektedir. Son olarak, C-S germe titresimleri igin karakteristik bant 893 cm™ ve
813 cm™’de gozlenmistir. Bu pikler su ana kadar yapilan son ¢alismalarmn sonuglariyla
karsilastirildiginda s-kal-4’tin basariyla sentezlendigi goriilmektedir (Shinkai ve ark.,
1987; Xiong ve ark., 2008; Rahimi ve ark., 2019; Mohammadi ve ark., 2023).

ZIF-8@CRL@s-Kal-4mex’in FTIR spektrumunda, 1114 cm™, 1575 cm™, 1307 cm’
11684 cm™ ve 3188 cm™de, goriilen pikler ZIF-8, CRL ve s-kal-4’iin arasindaki
etkilesimine karsilik gelmektedir. s-kal-4’iin FTIR spektrumunda, 3151 cm™’deki
karakteristik pik, CRL etkilesimi ile 3188 cm™’de gériilmektedir.1600 cm™ ve 450 cm
I'deki pikler simetrik ve asimetrik C=C gerilme titresimleri, amid baglari ile imidazoliin
karakteristik pikleri arasindaki etkilesimlere karsilik gelmektedir (Shinkai ve ark., 1987;
Xiong ve ark., 2008; Tanaka ve Miyashita, 2017; Rahimi ve ark., 2019; Mohammadi ve
ark., 2023; Ozyilmaz ve Caglar, 2023).
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Sekil 4.3.17. Immobilizasyonda (ZIF-8@CRL@s-Kal-4me) farkli oranda enzim:s-kal-4 oraninin

aktiviteye etkisinin incelenmesi

CRL’nin immobilizasyonunda destek malzemesi olarak ZIF-8 kullanildi. Bir de
immobilize enzimin hazirlanmasinda enzim miktar1 sabit tutulup, s-kal-4 miktari
degistirilerek yiizey aktif madde etkisi incelendi. Bunun igin, 5 mg s-kal-4:10 mg CRL;
10 mg s-kal-4:10 mg CRL; 20 mg s-kal-4:10 mg CRL immobilizasyonda kullanildi. En
Iyi aktivitenin immobilizasyonda 20 mg s-kal-4: 10 mg CRL ilave edildiginde oldugu
belirlendi.

153



Zn-MOF-74@CRL,, .,

Transmittance [%]

Zn-MOF-74@CRL@s-kal-4

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm™!

Sekil.4.3.18. CRL, Zn-MOF-74@CRLek, s-kal-4 ve Zn-MOF-74@CRL @s-kal-4mek’in FTIR spektrumu

CRL'nin spektrumunda, 3100-3500 cm? araligindaki amin band1 ve CO-NH_'den
kaynaklanan 1364 cm™ ve 1649 cm™'deki bantlar goriilebilir. CRL'nin amid I ve amid
II'si 1649 cm™ ve 1540 cm™'dedir (Xie ve Huang, 2018; luliano ve ark., 2020).

Zn-MOF-74@CRLmex’in FTIR spektrumunda, Zn-MOF-74’iin 2981 cm™'deki Zn-
O etkilesimine gii¢lii bandinin CRL ile etkilesimi sonucu 3281 cm™’e kaydig1 ve burada
daha giiglii oldugu bant olusturdugu goriilmektedir. Zn-MOF-74’tin FTIR
spektrumundaki, 1643 cm™'deki giiclii bant ve 1426 cm™'de aromatik halkanm varligini,
1174 cm™deki gii¢lii bant C-O tek bagini gostermektedir. immobilizasyon sonucu
bantlarin, 1589 cm™, 1441 cm™, 1117 cm™ ve 874 cm™*’deki bantlar ile amid I ve amid
II baglar1 ve CRL’ nin basarili bir sekilde Zn-MOF-74’e yiiklendigi goriilmektedir.

s-kal-4’iin FTIR spektrumunda, 3151 cm™’deki karakteristik pik -OH titresimine
atfedilir. 3440 cm™'de beliren pik, bir grup SOj3 ile hidrojen bag1 olan -OH'nin gerilme
titresimini gostermektedir. 2857 cm™ ve 2968 cm™'deki pikler simetrik ve asimetrik
C=C gerilme titresimlerine karsilik gelmektedir. Ayrica, 1374 cm™?, 1455 cm™, 1597
cm™ ve 1684 cm™'de goriilen pikler C=C gerilme titresimlerine karsilik gelmektedir.
Ayrica, asimetrik ve simetrik S=O gerilme titresimleri de 1024 cm™ ve 1104 cm™’de
goriilmektedir. Son olarak, C-S germe titresimleri icin karakteristik bant 893 cm™ ve
813 cm™’de gozlenmistir. Bu pikler su ana kadar yapilan son ¢alismalarin sonuglartyla
karsilastirildiginda s-kal-4’tin basariyla sentezlendigi goriillmektedir (Shinkai ve ark.,
1987; Xiong ve ark., 2008; Rahimi ve ark., 2019; Mohammadi ve ark., 2023).
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Zn-MOF-74@CRL@s-kal-4mex’in  FTIR spektrumu incelendiginde, Zn-MOF-
74@CRLmek’in FTIR spektrumunda, 3281 cm™’de goriilen giiglii bandm, CRL ve s-kal-
4 ile etkilesimi ile 3335 cm™’e kaydig1 goriilmektedir (Shinkai ve ark., 1987; Xiong ve
ark., 2008; Rahimi ve ark.,, 2019; Mohammadi ve ark., 2023). s-kal-4’iin FTIR
spektrumunda, 1374 cm™, 1455 cm™, 1597 cm™ ve 1684 cm™'de goriilen C=C gerilme
titresimlerine karsilik gelen piklerin, 1335 cm™, 1445 cm™, 1584 cm™e kaydig
belirlendi. Ayrica, asimetrik ve simetrik S=O gerilme titresimleri de 1120 cm™ ve 1104
cm¥’de goriilmektedir. Son olarak, C-S germe titresimleri i¢in karakteristik bant 893
cm? ve 799 cm™’de gozlenmistir. Bu pikler su ana kadar yapilan son calismalarin
sonuglartyla karsilastirildiginda s-kal-4’tin  basariyla sentezlendigi goriilmektedir
(Shinkai ve ark., 1987; Xiong ve ark., 2008; Rahimi ve ark., 2019; Mohammadi ve ark.,
2023).
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Sekil 4.3.19. Immobilizasyonda (Zn-MOF-74@CRL@s-kal-4mex) farkli oranda enzim:s-kal-4 oraninin

aktiviteye etkisinin incelenmesi
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CRL’nin immobilizasyonunda destek malzemesi olarak Zn-MOF-74 kullanild:.
Immobilizasyon igin farkli oranlarda enzim:s-kal-4’nin aktiviteye etkisi incelendi.
Enzim miktar1 sabit tutulup, s-kal-4 miktar1 degistirilerek yiizey aktif madde etkisi
incelendi. Bunun i¢in, 5 mg s-kal-4:10mg CRL; 10 mg s-kal-4:10mg s-kal-4; 20mg s-
kal-4:10 mg CRL immobilizasyonda kullanildi. En yiiksek aktivite 10 mg s-kal-4: 10
mg CRL ilave edildiginde goriildii.
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Sekil 4.3.20. CRL, UiO-66-NH;@CRLmek, s-kal-4 ve UiO-66-NH@CRL @s-kal-4mex’in FTIR spektrumu

CRL'nin spektrumunda, 3100-3500 cm™ araligindaki amin bandi ve CO-
NH_'den kaynaklanan 1364 cm™ ve 1649 cm™deki bantlar goriilebilir. CRL'nin amid I
ve amid 1I'si 1649 cm™ ve 1540 cm™Y'dedir (Xie ve Huang, 2018; luliano ve ark., 2020).

UiO-66-NH2'nin FTIR spektrumunda, 1700-1200 cm™ bolgesinde karboksilat
gruplart ve fenil halka deformasyonlarindan kaynaklanan ¢ok yogun bantlar gozlendi.
2965 cm-1 merkezli genis bir bant H-bagli OH gruplarini, 3501 ve 3385 cm™'deki NH;
bantlar1 gostermektedir. 1316 ile 1680 cm™ arasindaki bantlar UiO-66-NHz'nin
karakteristik  zirvelerini gosterirken, 1680 cm? ve 1544 cm™deki zirveler, 2-
aminotereftalik asit ligandinin yapisindaki aromatik ve karboksilik gruplardaki simetrik
ve asimetrik COO germe baglarimi gostermektedir (Samui ve ark., 2016; Ozyilmaz ve
ark., 2023).
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UiO-66-NH2@CRLmek'nin -~ FTIR  spektrumunda, hem  UiO-66-NHz'nin
karakteristik bantlari, hem de CRL’nin amid I ve amid II bantlar1 1643 cm™ ve 1540
cm™'de yogun sekilde goriilmektedir. Bu da bize CRL’nin UiO-66-NHz’ye basarili bir
sekilde yiiklendigini gostermektedir (Ozyilmaz ve ark., 2023).

s-kal-4’iin FTIR spektrumunda, 3151 cm™’deki karakteristik pik -OH titresimine
atfedilir. 3440 cm™'de beliren pik, bir grup SOs ile hidrojen bagi olan -OH'nin gerilme
titresimini gostermektedir. 2857 cm™ ve 2968 cm™'deki pikler simetrik ve asimetrik
C=C gerilme titresimlerine karsilik gelmektedir. Ayrica, 1374 cm™, 1455 cm™, 1597
cm™ ve 1684 cm™'de goriilen pikler C=C gerilme titresimlerine karsilik gelmektedir.
Ayrica, asimetrik ve simetrik S=O gerilme titresimleri de 1024 cm™ ve 1104 cm™’de
goriilmektedir. Son olarak, C-S germe titresimleri i¢in karakteristik bant 893 cm™ ve
813 cm™°de gozlenmistir. Bu pikler su ana kadar yapilan son c¢alismalarmn sonuglariyla
karsilastirildiginda s-kal-4’tin basariyla sentezlendigi goriilmektedir (Shinkai ve ark.,
1987; Xiong ve ark., 2008; Rahimi ve ark., 2019; Mohammadi ve ark., 2023).

Ui0-66-NH2@CRL @s-Kal-4mek FTIR spektrumunda, 3151 cm™’deki karakteristik
pik CRL s-kal-4 ile nin basart ile etkilesimini gostermektedir.
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Sekil 4.3.21. immobilizasyonda (UiO-66-NH,@CRL@s-Kal-4mek) farkli oranda enzim:s-kal-4 oraninin

aktiviteye etkisinin incelenmesi

Immobilizasyon igin farkli oranlarda enzim:s-kal-4’{in aktiviteye etkisi incelendi.
CRL’nin immobilizasyonunda destek malzemesi olarak UiO-66-NH kullanildi. Bir de
immobilize enzimin hazirlanmasinda enzim miktar1 sabit tutulup, s-kal-4 miktar
degistirilerek yiizey aktif madde etkisi incelendi. Bunun igin, 5 mg s-kal-4:10mg CRL;
10mg s-kal-4:10 mg CRL; 10 mg CRL:20 mg s-kal-4 immobilizasyonda kullanildi. En
yiiksek aktivite 5 mg s-kal-4: 10 mg CRL ilave edildiginde goriildii.
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4.4. Enzim Kinetigi

Vmax, enzimler substrata doydugunda potansiyel maksimum aktiviteyi, Km ise
enzimlerin substratlara olan afinitesini gostermektedir ve Vmax'in yaris1 kadar substrat
konsantrasyonuna esdegerdir (Bayranvand ve ark., 2021; Wu ve ark., 2022; Jiang ve
ark., 2023) Bu ¢alismada immobilize lipazlar (ZIF-8@CRLmek, ZN-MOF-74@ CR Lek,
UiO-66-NH2@CRLmek, Cu-MOF@CRLmek, ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek,
UiO-66-NH2@PPLmek, Cu-MOF@PPLmek), serbest CRL ve PPL’nin enzim Kinetigi

incelenmistir.

Cizelge 4.2. immobilize lipaz ve serbest CRL’ nin enzim kinetigi

Km (MM) Vmax (U/mQ)
Serbest CRL 0.44 115
ZIF-8@CRLmek 0.76 25.86
Zn-MOF-74@CRLmek 0.34 130.88
UiO-66-NH2@CRLmek 0.42 352
Cu-MOF@CRLmek 1,2 625
Serbest PPL 1,167 389
ZIF-8@PPLmek 1.36 83
Zn-MOF-74@PPLmex 1.087 95.16
UiO-66-NH2@PPLmex 0.89 129
Cu-MOF@PPLmek 1.28 109.16

Immobilize  lipazlar  (ZIF-8@CRLmek, Zn-MOF-74@CRLmek,  UiO-66-
NH2@CRLmek, Cu-MOF@CRLmek, ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek, UiO-66-
NH2@PPLmek, Cu-MOF@PPLmek) ve serbest CRL ve PPL’nin enzim kinetigi
incelenmistir.

Vmax’1n ylksek ve Km’nin diisiik olmasi daha yiiksek verimlilik ve afiniteyi
gostermektedir (Eldin ve Mita, 2014; Qamar ve ark., 2021; Azmi ve ark., 2023;
Ozyilmaz ve ark., 2023).

Immobilize  lipazlar  (ZIF-8@CRLmek, ZN-MOF-74@CRLmek,  UiO-66-
NH2@CRLmek, Cu-MOF@CRLmek) ve serbest CRL’nin enzim kinetigi incelendi. Zn-
MOF-74@CRLmek Ve UiO-66-NH2@CRLmek’in serbest CRL’den daha iyi afiniteye
sahip oldugu belirlendi. Bu durum, MOF yapisinin ortamin iyonik dengesindeki
degisikliklerden etkilenmesi, yiizey etkilesiminde enzim MOF arasindaki meydana
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getirdigi degisikliklerden dolay1 enzimin aktif bolgesiyle zayif etkilesime neden olmasi
olarak diistiniilmektedir.

Immobilize  lipazlar  (ZIF-8@PPLmek,  ZN-MOF-74@PPLmek,  UiO-66-
NH2@PPLmek, CU-MOF@PPLmek) Ve serbest PPL’nin de enzim kinetigi incelenmistir.
UiO-66-NH2@PPLmex Ve Zn-MOF-74@PPLmex’in daha iyi afiniteye sahip oldugu
belirlendi. Cu-MOF@CRLmek Ve ZIF-8@PPLmek’in birbirine daha yakin afiniteye sahip

oldugu goriildii.

4.5. Enantiyoselektivite Calismalar:
4.5.1. immobilize Lipazlar ile (R/S)-Naproksen Metil Ester’in Enantiyosecimli
Hidrolizi

Mekanokimyasal yontem ile elde edilen immobilize enzimler kullanilarak rasemik

Naproksen metil esterinin enantiyose¢imli hidrolizi incelendi (Sema 4.3.1).

S- Naproxen

tampon / izooktan

- 0
0 [«;’# xrrx “m”,-f -
. ,-Jlm\ R, q:{;.a"
0 : zerbest veya immohilize
? enzim
2

(R,S)-Naproxen methyl ester 0 ey //\J/O'“
\H{]Jk =N

E-Naproxen methyl ester

Sema 4.3.1. (R,S)-Naproksenin metil esterin enantiyoselektif hidrolizi

Elde edilen HPLC sonuglari, Chen ve arkadaglarinin yaptigi calismalarindaki
formiiller kullanilarak hesaplandi. Enantiyomerik fazlalik (ee), donilisim orani (c),
enantiyose¢imlilik (E) gibi degerler asagidaki formiiller kullanilarak hesaplanmaktadir

(Chen ve ark., 1982).
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In[ (1-x) (1-eey |

E=
Inf (1) (1+¢e) |
eeg CGg-Cg G-Cg
X= ee,= ———— eep= )
e+ gy T GG G+ Cr

ees= Kalan substratin enantiyomerik fazlaligi eep= Olusan iiriiniin enantiyomerik fazlaligi

Cr= R enantiyomerinin konsantrasyonu Cs= S enantiyomerinin konsantrasyonu

Tablo 4.3.1.a ve Tablo 4.3.1.b’de immobilize lipazlarla katalizlenmis rasemik
Naproksen metil esterin enantiyose¢imli hidrolizi sonuglart goriilmektedir. Donilisiim
(x), enantiyomerik asirilik (ee) ve enantiyomerik oran (E) (R,S)-Naproksen metil esterin
enantiyosecimli hidrolizinde immobilize lipazlar ile gosterildi. Immobilize lipazlar ile
rasemik naproksen metil esterin enantiyosec¢imli hidrolizi sulu tampon ¢ozelti/izooktan

(ikili faz) reaksiyon sisteminde caligildi.

Tablo 4.3.1.a immobilize lipazlar kullanarak rasemik Naproksen metil esterin kinetik rezulasyonu

X (%) ees(%0) eep (%) E
ZIF-8@CRLmek 25 33 >08 136
Zn-MOF-74@CRLmex 45 80 >98 245
UiO-66-NH2@CRLmek 48 91 >908 317
Cu-MOF@CRLmex 46 85 >08 270

2HPLC (Agilent 1200 Serisi-kiral kolon (Chiralcel OD-H)) ile belirlenen entiomerik fazlalik (ee); HPLC
mobil faz: n-heksan/2 propanol/trifloroasetik asit, (100/1/0,1, v/viv), t=24 saat, substrat konsantrasyonu:
20 mM; pH 7,0; sicaklik, 35°C; akis hizi: 1 mL/dak; UV dedektor dalga boyu: 254 nm.
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Tablo 4.3.1.b Immobilize lipazlar kullanarak rasemik Naproksen metil esterin kinetik rezulasyonu

X (%) ees(%) eep (%) E
ZIF-8@PPLmex 36 55 >98 172
Zn-MOF-74@PPLmex 40 70 >908 207
UiO-66-NH2@PPLmex 43.3 75 >98 224
Cu-MOF@PPLmek 46.5 86 >98 276

8HPLC (Agilent 1200 Serisi-kiral kolon (Chiralcel OD-H)) ile belirlenen entiomerik fazlalik (ee); HPLC
mobil faz: n-heksan/2 propanol/trifloroasetik asit, (100/1/0,1, v/viv), t=24 saat, substrat konsantrasyonu:
20 mM; pH 7,0; sicaklik, 35°C; akis hizi: 1 mL/dak; UV dedektor dalga boyu: 254 nm.

Tablo 4.3.1.a ve Tablo 4.3.1.b’de goriildiigii gibi, MOF’un yapist ve yapisini
olusturan metal iyonlari- organik ligandin enzimle etkilesimleri farkli oldugu icin
enantiyosegimliliklerinde farkliliklar gézlendi.

ZIF-8@CRLmek’in % 25 oraninda doniisiim sagladigi, Enantiyomerik orani, E=
136 bulundu. Zn-MOF-74@CRLmek’in % 45 oraninda donisim sagladigi,
Enantiyomerik orani, E=245 bulundu. UiO-66-NH2@CRLmek’in % 48 oraninda
doniistim sagladigi, Enantiyomerik orani, E=317 bulundu. Cu-MOF@CRLmek’in % 46
oraninda doniisiim sagladigi, Enantiyomerik orani, E 270 olarak bulundu.

ZIF-8@PPLmex’in % 36 oraninda donisiim sagladigi, Enantiyomerik orani, E=
172 bulundu. Zn-MOF-74@PPLme’in = % 40 oraninda doniisim sagladigi,
Enantiyomerik orani, E= 207 bulundu. UiO-66-NH2@PPLme’in % 43.3 oraninda
doniistim sagladigi, Enantiyomerik orani, E= 224 bulundu. Cu-MOF@PPLmek’in% 46.5
oraninda doniigiim sagladigi, Enantiyomerik orani, E 276 bulundu.

Kiralite bir 6zelliktir, asimetrik karbona bagli atoma sahip olan bir molekiile kiral
denilmektedir. Asimetrik ve st iiste binemeyen enantiyomerik formlarda
bulunmaktadirlar. Bu molekiillerin atomlar1 ve baglar1 agisindan hi¢bir kimyasal
farkliliklariyoktur ancak uzaydaki diizenleri farklidir (H Brooks ve ark., 2011; Ali ve
ark., 2024). Enantiyomerler genellikle farkli etkiler gosterirler. Bazi durumlarda, belirli
bir konfigiirasyondaki enantiyomerler canli hiicreler iizerinde geri doniisii olmayan bir
etkiye bile sahip olabilir (Niu ve ark., 2022). ilag¢ pazarindaki ilaclarin neredeyse yarisi
kiraldir; bir formu giivenilir ve emniyetliyken, diger formu ise mutajenik, etkili olmayan
ve hatta zehirlidir (Mane, 2016; Bukhari, 2023). Kiral ¢6ziiniirliik, farmasétik, terapotik,
adli tip ve gida analizi dahil olmak iizere cesitli bilimsel disiplinlerde ¢ok onemlidir

(Liu ve ark., 2019; Teixeira ve ark., 2019; Bukhari, 2023). Kiralite, yasam sistemlerinin
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evrensel bir olgusudur. DNA, protein, aminoasit ve niikleik asit gibi biyomolekiillerin
timi kiralite 6zelliklerine sahiptir (Li ve ark., 2022; Niu ve ark., 2022). MOF’lar, essiz
ozellikleri ile ¢cok farkli umut verici uygulamalara sahip miikemmel bir gézenekli hibrit
yapili malzemelerdir (Liu ve ark., 2018; Gatou ve ark., 2023; Ozyilmaz ve Caglar,
2023). Ortaya ¢ikan gozenekli malzemelerin kiral ¢oziiniirlik yetenegini artirabilen ve
cevrenin korunmasina katkida bulunabilen 6n islem maddeleri veya islevsellestirici
maddeler olarak kullanilabilirler (Yu ve ark., 2020; Li ve ark., 2023b).

MOF'larin 6nemli bir 6zelligi de, organik ligandlarin boyutunu ve tipini seg¢ip
ayarlayarak farkli topolojilere ve gdzenek boyutlarina sahip malzemelerin sentezini
kontrol edebilme, bdylece islevsellik ve sentetik esneklik saglama yetenegidir (He ve
ark., 2018; Li ve ark., 2023a; Nath, 2024). MOF'lar, yapidaki kiral organik baglayicilar
veya kati igindeki bilesenlerin kiral diizenlemesi nedeniyle kiraldir (Zhao ve ark., 2017;
Berijani ve ark., 2019; Shang ve ark., 2020; Zhao ve Zhang, 2020; Li ve ark., 2023d).
Boylece MOF'lara amino asitlerin ligand olarak dahil edilmesiyle uygulamaya aktif
baglanma bolgelerine ve fonksiyonel gruplara sahip g¢evre dostu kiral gozenekli
malzemeler elde edilebilir. Destek materyali olarak kullanimlarinda ortamda iyonik siv1
veya metal ligand etkilesimleri ile, enzimlerin aktif merkezleri ile de etkilesim
gostererek stabiliteyi saglayabilirler. Kiral tanima yeteneklerini de artmasina yardimei
olabilirler (Li ve ark., 2023a; Qiu ve ark., 2023). Kiral gozenekli MOF'lar kiral
analitlere sec¢ici olarak girebilen agik kanallar1 veya bosluklari nedeniyle ozellikle
enantiyose¢imlikatalizve ayirma olmak lizere birgok alanda kullanilmaktadirlar (Antil
ve ark., 2021; Weng ve ark., 2021; Li ve ark., 2023a).

ZIF-8@CRLmek, Zn-MOF-74@CRLmek, UiO-66-NH2@CRLmek, Cu-
MOF@PPLmek, ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek, UiO-66-NH2@PPLmek Ve Cu-
MOF@PPLmek’in enantiyosegimliliklerindeki farkliliklar, MOF yapilarint olusturan
metal iyonu ve organik liganda ilaveten yapinin olusumunda ¢ok az miktarda kullanilan
iyonik destegin enzimin aktif merkezi ile olan etkilesiminde yer alan baglanmadan
kaynaklanmaktadir. Reaktanlarin kati-kat1 etkilesimlerinin, ortamdaki iyonik etkinin ve
enzimin aktif merkezi ile etkilesiminde ve Kkiraliteye etkisi detayli sekilde
aciklanmaktadir (Antil ve ark., 2021; Ozyilmaz ve ark., 2021d; Weng ve ark., 2021; Li
ve ark., 2023d; Ozyilmaz ve Caglar, 2023; Qiu ve ark., 2023).

Sonuglari inceledigimizde Cu-MOF@PPLmek’nin diger immobilize enzimlere
gore milkemmel enantiyose¢imlilige sahip oldugu belirlendi, en diisiik

enantiyose¢imliligin ise ZIF-8@PPLmek’te oldugu belirlenmistir. Calismamiz sadece
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lipaz katalizli enantiyose¢imli hidroliz reaksiyonlarinin gelistirilmesinde Oonemli bir
ilerleme gostermekle kalmiyor, ayn1 zamanda mekanokimyasal yontemle hazirladigimiz
farkli MOF@enzimlerle ilgili etkilesimlerde baglanmanin etkisini 1iyi sekilde

anlamamizi saglamaktadir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Bu tez calismasi, temel olarak 5 ayr1 basamakta degerlendirildi.

> Oncelikle, mekanokimyasal yontem kullanilarak 2 farkli ¢inko bazli (ZIF-8, Zn-
MOF-74), 1 zirkonyum bazli (UiO-66-NH2) ve 1 bakir bazli (Cu-MOF) olmak

tizere toplam 4 farkli MOF’un sentezi basariyla tamamlandi. Hazirlanan MOF’lar

ve immobilize enzimler, FTIR, SEM ve XRD analizleri kullanilarak karakterize

edildi.

Mekanokimyasal yontem kullanilarak sentezlenen MOF’lar Candida rugosa

lipazin (CRL) immobilizasyonunda kullanildi.

Immobilize enzimlerin (ZIF-8@CRLmek, ZN-MOF-74@CRLmek, UiO-66-
NH2@CRLmek Ve CU@MOF@CRLmek’in) ve Candida rugosa lipazin (CRL) pH
stabiliteleri incelendi.

Candida rugosa lipazin (CRL) pH:7’de maksimum aktiviteye sahip oldugu
bulundu. immobilize enzimlerin (ZIF-8@CRLmek, ZN-MOF-74@CRLmek, UiO-
66-NH>@CRLmek Ve CU@MOF@CRLmek’in) sonuglart incelendiginde, pH
stabilitelerinin daha genis aralikta kararlilik gosterdigi belirlendi. Zn-MOF-
7T4@CRLmek, UiO-66-NH2@CRLmek Ve CU@MOF@CRLmex’in pH:6’da, ZIF-
8@CRLmek’in ise pH 8.5’de maksimum aktiviteye sahip oldugu belirlendi.
Immobilize enzimlerin (ZIF-8@CRLmek, ZN-MOF-74@CRLmex, UiO-66-
NH2@CRLmek Ve CU@MOF@CRLmek’in) ve Candida rugosa lipazin (CRL)
optimum sicaklik tayini incelendi.

Candida rugosa lipazin (CRL) optimum sicaklik degeri 35°C maksimum
aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Immobilize enzimlerin sonuglarmda, Zn-
MOF-74@CRLmek’in 45°C’de, ZIF-8@CRLmek Ve UiO-66-NH2@PPLmek’nin 40
°C’de ve Cu-MOF@CRLmex’in ise 30 °C’de maksimum aktiviteye sahip oldugu
belirlendi.

Immobilize enzimler (ZIF-8@CRLmek, ZNn-MOF-74@CRLmek, UiO-66-
NH2@CRLmek Ve CU@MOF@CRLmek’in) ve Candida rugosa lipazin (CRL)
termal stabilitesi incelendi.

60°C’de 120 dakika inkiibasyonun sonunda, serbest serbest lipazin (CRL)

aktivitesini tamamen kaybettigi belirlenirken,
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v ZIF-8@CRLmek’in %65, Zn-MOF-74@CRLmek’in %73, UiO-66-
NH2@CRLmek’in - %55 ve Cu-MOF@CRLmek’in ise %49 oraninda hala
aktivitesini korudugu belirlendi.

e Immobilize enzimlerin (ZIF-8@CRLmek, ZN-MOF-74@CRLmek, UiO-66-
NH2@CRLmek Ve CU@MOF@CRLmek’in) depolama stabilitesi 10 giin incelendi.

v 10. giinde ZIF-8@CRLmek’in % 73, Zn-MOF-74@CRLmek’in % 81, UiO-66-
NH2@CRLmek’in % 65 ve Cu-MOF@CRLmek’in % 51 oraninda hala aktivitesini
korudugu belirlendi.

> Immobilize enzimler (ZIF-8@CRLmek, ZN-MOF-74@CRLmek, UiO-66-
NH2@CRLmek ve Cu-MOF@CRLmek) (R,S)-Naproksen metil  esterin
enantiyose¢imli hidrolizinde kullanildu.

v ZIF-8@CRLmek’in % 25 oraninda doniigiim sagladigi, Enantiyomerik orani, E=
172 bulundu.

v' Zn-MOF-74@CRLmek’in % 45 oraninda doniisiim sagladigi, Enantiyomerik
orani, E= 207 bulundu.

v' Ui0-66-NH2@CRLmex’in % 48 oraninda doniisim sagladigi, Enantiyomerik
orani, E=317 bulundu.

v' Cu-MOF@CRLmek’in % 46 oraninda doniisiim sagladigi, Enantiyomerik oran,
270 bulundu.

» Mekanokimyasal yontem ile sentezlenen MOF’lar Porcine pankreatik lipazin
(PPL) immobilizasyonunda da kullanildu.

e Immobilize enzimler (ZIF-8@PPLmek, Zn-MOF-74@PPL ek, UiO-66-
NH2@PPLmek Ve CU@MOF@PPLmek’in) ve Porcine pankreatik lipazin (PPL’nin)
pH stabiliteleri incelendi.

v Porcine pankreatik lipazin pH:5’te maksimum aktiviteye sahip oldugu bulundu.
Immobilize  enzimlerin  (ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek, UiO-66-
NH2@PPLmek Vve CU@MOF@PPLmek’in)  sonuglart  incelendiginde, pH
stabilitelerinin daha genis aralikta kararhilik gosterdigi belirlendi. Cu-
MOF@PPLmek’in pH:6’da, ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek Ve UiO-66-
NH2@PPLmek’in ise pH:8’de maksimum aktivite gosterdigi belirlendi.

e Immobilize enzimler (ZIF-8@PPLmek, Zn-MOF-74@PPL ek, UiO-66-
NH2@PPLmek Ve CU@MOF@PPLmek’in) ve Porcine pankreatik lipazin optimum

sicaklik tayini incelendi.

166



v" Porcine pankreatik lipazin optimum sicaklik degeri 45°C maksimum aktiviteye
sahip oldugu belirlendi. Immobilize enzimlerin sonuglarinda, ZIF-8@PPLmek’in
35°C’de, UiO-66-NH2@PPLmek’nin 40 °C’de, Zn-MOF-74@PPLmek ve Cu-
MOF@PPLmek’in ise 45 °C’de maksimum aktiviteye sahip oldugu belirlendi.

e Immobilize enzimler (ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek, UiO-66-
NH2@PPLmek Ve CU@MOF@PPLmek’in) ve Porcine pankreatik lipazin termal
stabilitesi incelendi.

v' Immobilize enzim ve serbest enzimin termal stabilitesi incelendi. 60°C’de 120
dakika inkiibasyonun sonunda, serbest serbest lipazin (PPL) aktivitesini % 25
oraninda hala korudugu belirlenirken, ZIF-8@PPLmek’in %40, Zn-MOF-
T4@PPLmek’in %54, UiO-66-NH2@PPLmek’in %65 ve Cu-MOF@PPLmek’in ise
%46 oraninda hala aktivitesini korudugu belirlendi.

e Immobilize enzimlerin (ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek, UiO-66-
NH2@PPLmek Ve CU@MOF@PPLmex’in) depolama stabilitesi 10 giin incelendi.

v' 10. ginde ZIF-8@PPLme’in % 63, Zn-MOF-74@PPLmek’in % 76, UiO-66-
NH2@PPLmek’in % 71 ve Cu-MOF@PPLmek’in % 74 oraninda hala aktivitesini
korudugu belirlendi.

> Immobilize enzimler  (ZIF-8@PPLmek, ZN-MOF-74@PPLmek, UiO-66-
NH2@PPLmek  ve  Cu-MOF@PPLmek)  (R,S)-Naproksen — metil  esterin

enantiyose¢imli hidrolizinde kullanildu.
V' ZIF-8@PPLmek’'in % 36 oraninda doniisiim sagladigi, Enantiyomerik orani, E=
172 bulundu.
v Zn-MOF-74@PPLmek’in % 40 oraninda doniisiim sagladigi, Enantiyomerik orani,
E= 207 bulundu.
V' Ui0-66-NH2@PPLmek’in % 43.3 oraninda doniisim sagladigi, Enantiyomerik
orani, E=224 bulundu.
v Cu-MOF@PPLmek’in % 46.5 oraninda doniisiim sagladigi, Enantiyomerik orani, E
276 bulundu.
Bu calisma hem YOK ve TUBITAK’tan &ncelikli alanlar doktora bursu ile
desteklendi. Hem de c¢alismanin bir kismi 1002-B Acil Destek Modiilii Kapsaminda
Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan desteklendi.
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5.2 Oneriler

v’ Mekanokimyasal yaklasim, son yillarda dikkat ¢eken, ¢evre dostu, ekonomik ve yesil
kimya ilkelerine uygun bir yontemdir.

v Mekanoenzimoloji, diisiikk solventli veya solventsiz karisimlarda enzimatik
reaksiyonlart siirdiirmek i¢in mekanik karigtirmanin kullanildigi son yillarda oldukca
dikkat ¢ceken yeni bir alandir.

v Mekanokimyasal doniisiimler benzeri goriilmemis diizeyde bir segicilik ve triiniin
stokiyometrik bilesimi iizerinde kontrol sunar ve sadece Ogilitme ekipmaniyla
dogrudan katalize odaklanan bir dal hizla gelismektedir.

v Miikkemmel Kkatalitik ozelliklere sahip Onemli biyokatalizérlerin gelistirebilmesi,
enzimoloji ve ila¢ endiistrisinde enzimler i¢in yeni ufuklar kesfedebilmek icin yeni
yollar acacag diisiiniilmektedir.

v" Yesil kimya ilkeleri arasinda yer alan hizli, ucuz ve gevre dostu bir yontem olan
mekanokimyasal yontemin de avantajlarindan yararlanilarak, lipazin MOF iizerinde
immobilizasyonu, enantiyomerlerin onemli farkliliklarindan dolay1 ilag¢ endiistrisi
icin kolay ve ucuz bir yol sunulmaktadir.

v" Elde edilen sonuglar ile literatiire 6nemli bir katki saglandi. Hem ¢evre dostu bir
yontemin gelistirilmesinde hem de hedefe yonelik MOF@enzim biyomalzemelerin

gelistirilmesine yeni bir yontem kazandirildi.
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