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_CIVA (I1) [YONUNA SECICI MERKAPTOPROPIYONIK ASIT ILE
TUREVLENDIRILMIS KROMENILYUM-SiYANIN TABANLI YENI BiR
TURN-ON FLORESAN SENSORUN GELISTIRILMESI

OZET

Hg?" icin floresan bazli sensorler segicilikleri, hassasiyetleri, biyouyumluluklari ve tip
alanindaki uygulamalar1 nedeniyle biiyiik ilgi gérmesine ragmen, baz1 sensdrler zayif
secicilik ve hassasiyetin yani sira girisim, yavas yanit, suda diisiik ¢oziintirliik ve kisa
emisyon dalga boyunda ¢alisma gibi baz1 dezavantajlar gostermektedir. Ayrica, Hg?*
iyonuna kars1 se¢ici oldugu bildirilen sensoérlerin gogu goriiniir bolgede (400-650 nm)
emisyon ve absorpsiyon gostermektedir.

Yakin kizil6tesi bolgede calisan kemosensor platformlarindan biri olan kromenilyum-
siyanin boyalari, son yillarda giiclii floresan 6zellikleriyle dikkat cekmektedir. Yakin
kizilotesi bolgede verdigi absorpsiyon ve emisyonundan dolayi, derin doku
penetrasyonu, diisiik fotohasar1 ve otofloresan arka plan giiriiltiisiinden uzak olmasi
nedenleriyle, oOzellikle hiicre ic¢i calismalarda hassas analizi miimkiin kilar.
Kromenilyum siyanin molekiilleri bir¢cok yonden rodaminlerden iistiindiir. Bunlardan
biri ve en 6nemlisi, rodaminler genellikle goriiniir bolgede (500-600 nm) absorpsiyon
ve emisyon gosterirken, kromenilyum siyanin molekiilleri NIR (yakin kizilotesi)
bolgesinde (>700 nm) hem absorpsiyon hem de emisyon gosterir. Bu nedenle,
geleneksel rodamin boyalarina gore daha biiyiik absorpsiyon uzatma katsayilari,
yiiksek floresan kuantum verimlilikleri ve yliksek parlaklik gibi tistiin 6zelliklere sahip
olabilirler. Bir digeri, kromenilyum siyanin molekiilleri, karboksilik asit tarafindan
kontrol edilen floresans agma-kapama mekanizmasina sahipken, rodaminlerde benzer
bir mekanizma bulunmayabilir. Ozetle, kromenilyum siyanin molekiilleri, canli
hiicrelerde floresan goriintiileme uygulamalar1 i¢in potansiyel olarak daha uygun
olabilirken, rodaminler genellikle diger uygulamalarda kullamilir. Bu farklar,
kromenilyum siyanin molekiillerinin biyolojik goriintiileme alaninda rodaminlere gore
avantajli olabilecegini gostermektedir. Rodamin boyalarla benzer spirolaktam halka
acilma ve kapanma mekanizmasina sahip olan kromenilyum-siyanin boyalari tiirevleri
uygun kosullarda halka kapali formda iken katyon, anyon gibi bir analit varliginda
halka yapis1 kirilip tiim molekiil boyunca uzun dalga boylu emisyona sahip olmasini
saglayan konjugasyon artis1 meydana gelir. Bu modifikasyon, tiim molekiil boyunca
uzun dalga boylu emisyona neden olur. Buna ek olarak, bir analit varliginda, rodamin
ve kromenilyum siyanin bazli sensorlerin halka agma ve kapama mekanizmasi benzer
sekilde caligmasina ragmen, rodamin boyalar1 goriiniir bolgede ¢alisir ve bu da onlar1
biyolojik uygulama icin ¢ok kullanisli hale getirmez.

Civa (Hg), ilag sentezi ve elektronik iiriinlerin {iretimi, beyazlaticit kozmetikler ve dis
amalgami dahil olmak {izere birgok alanda yaygin olarak kullanilmasina ragmen, insan
sagligina ve ¢evreye ciddi zararlar veren toksik bir metaldir. Yeryiiziinde dogal olarak
bulunmasinin yani sira, altin madenciligi, petrol rafinerileri, termik enerji tiretimi, su
aritma ve atik yakma tesisleri gibi endiistriyel faaliyetler de civa kirliligine ve
birikimine neden olarak cevre i¢in ciddi bir tehdit olusturabilir ve topraga, suya ve
biyolojik ¢esitlilige zarar verebilir. Civanin toksisitesi maruziyetin siddetine ve civa
formuna (organik, inorganik ve metalik) bagli olarak degisebilir. Civanin organik
formlar1 inorganik civa tuzlarindan ¢ok daha toksiktir ¢linkii ppm seviyelerinde bile
hiicre zarina kolayca niifuz edebilir, kan-beyin bariyerini gegebilir ve gii¢lii lipid
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¢Oziiniirliikleri nedeniyle dogrudan olumsuz sonuglara neden olabilirler. Ancak
inorganik civa kolaylikla daha zehirli olan organik civaya doniisebilir. inorganik
crvanin doniisiimii ile olusan organik civanin iyi bilinen bir formu olan metil civa,
1950'lerde Japonya'da bir su hastaligi salginina neden olmustur. Civa, kaynagi ne
olursa olsun tatli su ve deniz ekosistemlerine girdikce besin zinciri boyunca birikir ve
Hg?" iceren endiistriyel atiklar nedeniyle karasal ekosistemlerdeki mahsuller boyunca
birikir. Besin zincirinin en tepesinde yer alan insanlar en ¢ok zarar gormektedir, bu
nedenle kontamine olmus gidalarin tiiketimi insan saghigim ciddi sekilde
etkilemektedir, Japonya'daki Minamata hastali§i ve Irak'taki salgin iyi bilinen
orneklerdir. ABD Cevre Koruma Ajansi (EPA), ciddi toksisitesi nedeniyle i¢cme
suyunda izin verilen maksimum inorganik civa seviyesini 2 ppb (10 nM) olarak
belirlemistir. Civa su, toprak ve hava gibi ¢esitli yollarla yayilarak biyolojik birikime
neden olur ve maruziyeti insanlarda sinir sistemi ve beyin, bobrek hasari, kanser ve
iireme sorunlar1 gibi ¢esitli hastaliklara neden olabilir. Hg?" katyonunun yiiksek
elektrofilik etkisi nedeniyle, fizyolojik siireclerde hayati rol oynayan merkapto, amino,
karbonil ve karboksil gibi gruplara karsi yiiksek bir afinite gosterir ve bu gruplari
iceren biyoaktif gruplarla kolaylikla reaksiyona girmektedir. Ornegin, Hg?*
katyonunun in vivo redoks diizenleme siirecine katilmasi i¢in genellikle aktif bolge
gorevi goren merkapto gruplariyla giiclii bir sekilde birlesebilir. Dahasi, gii¢lii bir
elektrofil olarak, DNA iplik¢ik kirilmalarina neden olur ve reaktif oksijen saliimin
tetikleyerek viicutta bir bozukluga neden olur. insanlara ve ¢evreye verdigi bu zararlar
nedeniyle tespiti biiyiik 6nem tasimaktadir.

Civa analizinde atomik absorpsiyon spektroskopi (AAS), X-ray floresan, indiiktif
olarak eslesmis plazma kiitle spektrometresi (ICP-MS) gibi yoOntemler
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bu yontemlerin kullanilmas1 i¢in egitimli
operatorlere ihtiya¢ duyulmakta ve uzun hazirlik prosediirleri gerektirmektedir. Daha
da onemlisi bu yontemler anlik/saha Olgiimleri i¢in pratik degildir. Civa tayini igin
klasik yontemlerde karsilasilan bu eksiklikler yeni gelistirilen kemosensorlere dayali
spektrofotometrik yontemlerin gelistirilmesiyle asilmistir. Ozellikle bu sensérlerin
civayl secici, hassas, hizli sekilde tespit edebilmesi ve anlik/saha Ol¢timleri igin
kullanish olmasi nedeniyle siklikla tercih edilmektedir.

Bu calismada, merkaptopropiyonik asit ile tiiretilen yakin kizilotesi bolgede ¢alisan
kromenilyum-siyanin tabanli bir kemosensér (NIR8) sentezlenmis ve FT-IR, H-
NMR, 3C-NMR ve HRMS yontemleri ile basarili bir sekilde karakterize edilmistir.
Hg?" katyonuna kars1 yiiksek secicilige sahip olan sensériin tespit limiti UV-Gér ve
floresan spektroskopisi titrasyon g¢alismalar1 neticesinde, sensoriin (NIR8) sirasiyla
2,01 x 107 -1,29 x 10* M, 9.81 x 10° - 1.52 x 10* M araliginda dogrusallig1 elde
edilmis ve Hg?* katyonuna kars: yiiksek secicilige sahip olan sensériin tespit limiti bu
spektroskopik yontemler ile sirastyla 4,93 x 108 M (9,86 ppb) ve 1,13 x 108 M (2,26
ppb) olarak bulunmustur. Ayrica, akilli telefonla yapilan titrasyon g¢alismasi ig¢in
dogrusal aralik 2,92 x 10° M - 1,16 x 10* M olarak 6l¢iilmiistiir. Cesme, musluk ve
g6l suyu gibi gercek numunelerde civa tespit analizleri UV-Gor ve floresan
spektroskopisi yontemleriyle birlikte akilli telefon ile kolorimetrik olarak yapilmistir.
Ayrica Job's Metodu sonuglarina gore sensdr ile Hg?* arasindaki reaksiyon
stokiyometrisi 1:1 olarak bulunmustur. Baglanma reaksiyonunun analiz sonuglari
sayesinde ise sensoriin bir kemodozimetre oldugu anlasilmistir. Bir sensoriin algilama
yeteneklerini gosteren gercek hayat uygulamasina sahip olmasi mantiklidir. Bu
baglamda, UV Goriiniir ve floresan spektroskopik yontemlerin yani sira, NIR8'in bir
akilli telefon kullanarak musluk, gol ve igme suyu gibi gercek su orneklerinde Hg?*
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katyonunu yiiksek geri kazanim sonugclartyla tespit edebilmesi, NIR8'in gercek hayat
orneklerinde iyi bir uygulanabilirlige sahip oldugunun kanitidir. Tiim bu 6zelliklerin,
cesitli zorluklarin iistesinden gelmeye olanak taniyan tek bir sensorde birlestirilmesi,
bu sensorii yetkin kilmaktadir.
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DEVELOPMENT OF A NEW — MERCURY (II) ION SELECTIVE,
CHROMENYLLIUM-CYANINE BASED TURN-ON FLUORESCENT
SENSOR DERIVATIVED WIiTH MERCAPTO PROPIONIC ACID

SUMMARY

Although fluorescence-based sensors for Hg?* have attracted much attention due to
their selectivity, sensitivity, biocompatibility and applications in medicine, some
sensors show poor selectivity and sensitivity, as well as some drawbacks such as
interference, slow response, low solubility in water and operation at short emission
wavelength. Moreover, most of the sensors reported that selective to Hg?* ion show
emission and absorption in the visible region (400-650 nm).

Chromenyllium cyanine dyes, which are a platform that have recently gained attention
among chemosensors operating in the near-infrared region, have strong fluorescence
properties as well as deep tissue penetration due to absorption and emission in the near-
infrared region, low photo damage and being away from autofluorescent background
noise, especially in intracellular studies. These features of chromenyllium cyanine
allow precise analysis. Chromenyllium cyanine molecules are superior to rhodamines
in many ways. One of them, and the most important one, is that while rhodamines
generally show absorption and emission in the visible region (500-600 nm),
chromenyllium cyanine molecules show both absorption and emission in the NIR (near
infrared) region (>700 nm). Thus, they may have superior properties over conventional
rhodamine dyes, such as larger absorption extension coefficients, high fluorescence
quantum efficiencies and high brightness. Another is that molecules have a
fluorescence on-off mechanism controlled by carboxylic acid, whereas rhodamines
may not have a similar mechanism. In summary, chromenyllium cyanine molecules
may potentially be more suitable for fluorescence imaging applications in living cells,
while rhodamines are often used in other applications. These differences suggest that
chromenyllium cyanine molecules may have an advantage over rhodamines in the field
of biological imaging. Having the same spirolactam ring opening and closing
mechanism as rhodamine dyes, these chemosensors are in ring-closed form when
synthesized. In the presence of an analyte such as a cation or anion, the ring structure
is broken and conjugation increase occurs, which ensures long wavelength emission
caused by long pi bond conjugation throughout the entire molecule. This modification
results in long-wavelength emission across the entire molecule. In addition, in the
presence of an analyte, the ring opening and closing mechanism of rhodamine and
chromenylium cyanine-based sensors work similarly, whereas rhodamine dyes operate
in the visible region, making them not very useful for biological application.

Although mercury (Hg) is widely used in many fields, including pharmaceutical
synthesis and the manufacture of electronic products, whitening cosmetics and dental
amalgam, it is a toxic metal that causes serious harm to human health and the
environment. In addition to being found naturally on earth, industrial activities such as
gold mining, oil refineries, thermal power generation, water treatment and waste
incineration plants can also cause mercury pollution and accumulation, posing a
serious threat to the environment and harming soil, water and biodiversity. The toxicity
of mercury can vary depending on the severity of exposure and the form of mercury
(organic, inorganic and metallic). Organic forms of mercury are much more toxic than
inorganic mercury salts because, even at ppm levels, they can easily penetrate the cell
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membrane, cross the blood-brain barrier and cause direct adverse consequences due to
their strong lipid solubility. However, inorganic mercury can easily be converted into
the more toxic organic mercury. Methylmercury, a well-known form of organic
mercury formed by the transformation of inorganic mercury, was the causative agent
in an outbreak of watery disease in Japan in the 1950s. Mercury accumulates along the
food chain as it enters freshwater and marine ecosystems regardless of its source and
is deposited along crops in terrestrial ecosystems due to industrial wastes containing
Hg?*. Humans at the top of the food chain suffer the most, so the consumption of
contaminated food seriously affects human health, with Minamata disease in Japan
and the outbreak in Iraq being well-known examples. The US Environmental
Protection Agency (EPA) sets the maximum allowable level of inorganic mercury in
drinking water at 2 ppb (10 nM) due to its serious toxicity. Mercury spreads in various
ways such as with water, soil and air, causing bioaccumulation, and its exposure can
cause various diseases in humans such as nervous system and brain, kidney damage,
cancer and reproductive problems. Due to the high electrophilic effect of the Hg?*
cation, it shows a high affinity for groups such as mercapto, amino, carbonyl and
carboxyl, which play a vital role in physiological processes, and easily reacts with
bioactive groups containing these groups. For example, it can strongly associate with
mercapto groups, which often serve as the active site for the Hg?* cation to participate
in the redox regulation process in vivo. Moreover, being a strong electrophile, it causes
DNA strand breaks and triggers the release of reactive oxygen, resulting in a disorder
in the body. Due to these harms to humans and the environment, its detection has great
importance.

Methods such as atomic absorption spectroscopy (AAS), X-Ray fluorescence,
inductively coupled plasma and mass spectrometry (ICP-MS) are used in mercury
analysis. However, using these methods requires trained operators and time-
consuming preparation procedures. More importantly, these methods are not practical
for on-site measurements. These shortcomings encountered in classical methods for
Hg?" ion determination have been overcome with the development of
spectrophotometric methods based on newly constructed chemosensors. In particular,
these sensors are frequently preferred because they can detect Hg?* ion selectively,
sensitively and quickly, and are useful for on-site measurements.

In this study, a chromenyllium-cyanine based chemosensor operating in the near
infrared region derived with mercapto propionic acid was synthesized and
characterized successfully by FT-IR, H-NMR, *C-NMR and HRMS methods.
Titration studies of UV-Vis and fluorescence spectroscopy demonstrated that the prob
(NIR8) works properly in the range 2,01 x 107 -1,29 x 104 M, 9,81 x 107° - 1,52 x
107* M, and limit of detection of the prob which has high selectivity towards Hg?* was
found with these spectroscopy methods as 4,93 x 10®M (9.86 ppb) and 1,13 x 108 M
(2.26 ppb), respectively. Moreover, the linear range was measured as 2,92 x 10° M to
1,16 x 10 M for the titration study done by smartphone. In real samples such as tap,
lake and drinking water, mercury detection analyzes were made colorimetrically with
a smartphone, together with UV-Vis and fluorescence spectroscopy methods. In
addition, according to Job’s Method results, reaction stoichiometry between the prob
and Hg?* as 1:1. It is understood that the prop is a chemodosimeter because of the
analysis results of the binding reaction. It makes sense for a sensor to have a real-life
application demonstrating its detection capabilities. In this context, besides UV-
Visible and fluorescence spectroscopic methods, NIR8's ability to detect Hg?* cation
in real water samples such as tap, lake and drinking water with high recovery results
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using a smartphone is proof that NIR8 has good applicability in real life examples. It
is important that all these features are combined in a single sensor that allows to
overcome the various challenges that makes this sensor adequate.
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1. GIRIS

Civa, ilag sentezi ve elektronik iriinlerin iiretimi, beyazlatici kozmetikler ve dis
amalgami da dahil olmak iizere bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmasina ragmen,
insan sagligina ve ¢evreye ciddi zararlart olan toksik bir metaldir [1,2]. Yeryiiziinde
dogal olarak bulunmasinin yani sira, altin madenciligi, petrol rafinerileri, klor-alkali
endiistrisi [3], termik enerji iretimi, su aritma ve atik yakma tesisleri gibi endiistriyel
faaliyetler, civa kirliliginin ve birikiminin ana kaynaklaridir. Bu da ¢evre i¢in ciddi bir
tehdit olusturmakta ve dogal olarak bozunamadigi i¢in topraga, suya ve biyolojik
cesitlilige zarar vermektedir [4]. C1va, su, toprak ve hava gibi ¢esitli yollarla yayilarak
biyolojik birikime neden olur ve maruziyeti insanlarda kanser, sinir ve dolagim sistemi
bozukluklari, beyin ve bobrek hasari, lireme ve fizyolojik sorunlara neden olabilir
[3,5]. Civanin toksisitesi maruziyetin siddetine ve civanin formuna (organik, inorganik
ve metalik) baglh olarak degisiklik gosterebilir. Organik civa tiirleri, inorganik civa
tuzlarindan ¢ok daha toksiktir ¢linkii ppm seviyelerinde bile hiicre zarina kolayca
niifuz edebilir, kan-beyin bariyerini gegebilir ve giiglii lipid ¢oziinlirliigli nedeniyle
dogrudan olumsuz sonuglara yol acabilir. Ayrica, inorganik civa kolayca daha toksik
olan organik civaya doniisebilir. Organik civanin iyi bilinen bir formu olan ve
inorganik civanin doniistimii ile olusan metilciva, 1950'lerde Japonya'da patlak veren
sulu hastalik salgininda etken olmustur [1,3,6,7].

Hg?* katyonunun yiiksek elektrofilik etkisi nedeniyle, fizyolojik siireclerde hayati rol
oynayan merkapto, amino, karbonil ve karboksil gibi gruplara kars1 yiiksek bir afinite
gosterir ve bu gruplart igeren biyoaktif gruplarla kolaylikla reaksiyona girmektedir.
Omegin, Hg?* katyonu in vivo redoks diizenleme siirecine katilmak icin genellikle
aktif bolge gorevi goren merkapto gruplar ile giiglii bir sekilde birlesebilir. Ayrica,
giiclii elektrofil olmasi nedeniyle DNA ipligi kirilmalarina neden olur ve reaktif
oksijen salginim tetikler, bu da vuciit icerisinde bir bozukluk meydana gelmesine
sebep olur [4]. Bu sebeple, gevresel ve biyolojik 6rneklerde eser miktarda Hg?*
katyonunu hassas ve segici bir sekilde belirlemek igin basit, hizli, diisiik maliyetli,
gercek zamanl ve ¢evrim i¢i izleyici analitik yontemlerinin gelistirilmesi son derece

onemlidir.



Civa, kaynagima bakilmaksizin tath su ve deniz ekosistemlerine girmesi ve Hg?" igeren
endiistriyel atiklar nedeniyle karasal ekosistemlerde depolanmasi nedeniyle besin
zinciri boyunca birikir. Besin zincirinin en tepesinde yer alan insan en ¢ok zarar
gormektedir, bu nedenle kontamine gidalarin tiiketilmesi insan sagligini ciddi sekilde
etkilemektedir. Japonya'daki Minamata hastaligi ve Irak'taki salgin iyi bilinen
orneklerdir [1]. ABD Cevre Koruma Ajansi (EPA), ciddi toksisitesi nedeniyle igme
suyunda izin verilen maksimum inorganik civa seviyesini 2 ppb (10 nM) olarak
ongormektedir [8].

Atomik absorpsiyon spektroskopisi (AAS) [9], X-1sin1 floresansi, indiiktif eslesmis
plazma kiitle spektrometrisi (ICP-MS) [10], kizilétesi spektroskopisi (IR) [11], ve
voltametri [12] gibi geleneksel yontemler civa analizinde kullanilmaktadir. Ancak bu
yontemlerin kullanimi egitimli operatorler ve uzun hazirlik prosediirleri gerektirmekte,
ayrica biyolojik orneklere uygulanmasinda zorluklar yasanmaktadir. Daha da
onemlisi, bu yontemler anlik/alan 6l¢iimleri i¢in pratik degildir. Civa tayini i¢in klasik
yontemlerde karsilasilan bu eksiklikler, yeni gelistirilen kemosensorlere dayali
spektrofotometrik yontemler ile asilmistir. Ozellikle bu sensérler civayi segici, hassas
ve hizli bir sekilde tespit edebildikleri ve anlik/alan dl¢timleri i¢in kullanigh olduklari

icin siklikla tercih edilmektedir [13,14].

Hg?* icin floresan tabanl1 sensorler secicilikleri, hassasiyetleri, biyouyumluluklari ve
tip alanindaki uygulamalar1 nedeniyle yogun ilgi gérmelerine ragmen, bazi sensorler
zay1f secicilik ve hassasiyet gostermesinin yani sira, girisim gosterme, yavas yanit
verme, suda diisiik ¢6ziinme ve kisa emisyon dalga boyunda calisma gibi bazi
kusurlara sahiptir. Ayrica, Hg?* iyonuna kars1 secici oldugu bildirilen sensorlerin cogu
goriiniir bolgede (400-650 nm) emisyon ve absorpsiyon gostermektedir. Kemosensor
platformlar1 arasinda son zamanlarda dikkat ¢eken bir platform olan kromenilyum
siyanin boyast, gli¢lii floresan 6zelliklerinin yani sira derin doku penetrasyonuna sahip
olmasi, yakin-kizilotesi bolgede (NIR) (650-900 nm) absorpsiyon ve emisyon
gdstermesi, fotohasarin az olmasi ve diisiik otofloresan arka plan giiriiltiisiiniin olmasi
nedeniyle Ozellikle hiicre i¢i g¢aligmalarda hassas analizi miimkiin kilmaktadir.
Rodamin boyalari ile benzer spirolaktam halka agma ve kapama mekanizmasina sahip
olan bu kemosensorler halka kapali formda iken, katyon veya anyon gibi bir analit
varliginda, spirolaktam halka yapisinin bozulmasiyla beraber konjugasyon artigi

meydana gelir. Bu degisiklikle beraber tiim molekiil boyunca uzun dalga boylu



emisyon saglar [1]. Ek olarak, bir analit varliginda, rodamin ve kromenilyum siyanin
tabanli sensorlerin halka agma ve kapama mekanizmasi benzer sekilde calisirken,
rodamin boyalarinin gériiniir bolgede ¢alismasi sebebiyle biyolojik uygulama igin pek

kullanish degildir.

Bu ¢alismada, yakin kiziltesi bolgede Hg?* iyonunu segici ve hassas bir sekilde tespit
etmek icin yeni bir Hg?" sensérii, NIRS, sentezlenmis ve karakterize edilmistir.
Kolorimetrik floresan sensér NIR8, Hg?* katyonunu orantisal yéntemle aninda tespit
edebilmektedir. Hg?* ile reaksiyona girdikten sonra kararli bir iiriine doniisen NIRS,
spektrometrik olarak tutarli sinyaller vermistir. Merkapto grubunun yapidan ayrilarak,
sensOr platformunun asit formuna (CS2) doniistiiglinii gosteren kemodozimetre
ozelligi, NIRS ile Hg?* arasinda bir reaksiyon gergeklestirildikten sonra IR, NMR ve
HRMS ile kanitlanmistir. Ayrica, UV-Gor ve floresan spektroskopik yontemler
kullanilarak Hg?* katyonunun tayini hassas, giivenilir bir sekilde ve diisiik tespit limiti
degerleri (sirasiyla 9,86 ve 2,26 ppb) ile gerceklestirilmistir. Bir sensoriin tespit
yeteneklerini gosteren gergek hayat uygulamasina sahip olmasi Onemlidir. Bu
baglamda, UV-Gor ve floresan spektroskopik yontemlerin yani sira NIR8 probunun
akilli telefon kullanilarak musluk, gol ve igme suyu gibi gergek su drneklerinde Hg?*
katyonunu yiiksek geri kazanim sonuglariyla tayin edebilmesi, NIR8'in ger¢ek hayatta
iyl bir uygulanabilirlige sahip oldugunun kanitidir. Bu tez calismast kapsaminda
gelistirilen ve {stlin sensor yeteneklerine sahip NIR8 probu kullanilarak literatiirde

Hg?* tayininde karsilasilan cesitli zorluklarin {istesinden gelinmistir.






2. GENEL BiLGILER

2.1 Kemosensor

Molekiiler sensér veya kemosensorler, tespit edilebilir bir degisiklik veya bir sinyal
tireterek bir analitin algilanmasi i¢in kullanilan organik veya inorganik kompleks
molekiiler yapilardir. Segicilik, hassasiyet, geri doniistiiriilebilirlik, kararlilik, diisiik
maliyet ve kolay uygulanabilirlik bir sensorde bulunmasi gereken 6zelliklerdendir.
Katyonlar, anyonlar, toksik maddeler, patlayicilar, farmasotik ajanlar, biyolojik
maddeler yaygin analitler olup, biyoloji, fizyoloji ve gevre bilimleri gibi birgok farkli
alanda yaygin olarak kullanilmaktadir [15].

Sekil 2.1°de, kemosensorlerin genel algilama mekanizmasi goriilmektedir. Baslangigta
analit yokken herhangi bir sinyal iiretimi olmazken analit varliginda kemosensoriin
algilamasi sonucuyla sinyalde degisiklik olarak analitin tespitini miimkiin kilmaktadir
[Sekil 2.1 a)]. Kolorimetrik ve florometrik sensorler olarak iki sekilde de goriilebilir.
Analit varliginda renk degisimini gozle gorebildigimiz sensorlere kolorimetrik derken
[Sekil 2.1 b)], tespit i¢in sinyal odlglimlerini floresans spektrofotometre gibi cihazla
yaptigimiz sensorlere ise florometrik sensorler denir [Sekil 2.1 ¢) ve d)]. Bunlar da
temelde ikiye ayrilir ve kapali (turn off) ve agik (turn on) olarak adlandirilmaktadir.
Sekil 2.1 ¢)’de analit yokken sinyal iiretimi yoktur, analit varliginda ise sinyal tiretimi
gerceklesmis dolayisiyla algilanabilir hale donerek turn on olarak ¢alismistir. Sekil 2.1
d)’de ise normalde kendisi sinyal {tretebilirken analit varliginda bu sinyal
sontimlenmis ve kapali hale donerek turn off olarak calismistir. Boylelikle,
kemosensorler sinyalde degisiklikler yaparak analitin tespitini miimkiin kilmaktadir

[15].

2.2 Liiminesans

Liiminesans, kimyasal bir molekiil tarafindan belirli bir dalga boyunda 1518in
absorpsiyonunu (uyarma dalga boyu) ve daha uzun bir dalga boyunda 1s18in

emisyonunu (emisyon dalga boyu) igeren bir olgudur. Diger bir deyisle elektronik



seviyelere uyarilmis fotonlarin emisyonudur. Cok ¢esitli luminesans tiirleri vardir.

Kemiliiminesansta, bir kimyasal reaksiyonun sonucu olarak 11k emisyonu gerceklesir.
ngnalmg Unit

e = S

Signal respnme Host-Guest
Interaction

Colorimetric sensor: Fluorometric sensor:

UV induced light UVindueed light

4

b)

7
Chromaphore Color change Fluorophore  Flugrescent OFF Flunrescent ON

, UV induced light m induced light

Fluerophore  Fluorescent ON Fluorescent OFF

Sekil 2.1 : a) kemosensorlerin, b) kolorimetrik, ¢) turn-on florometrik genel ve d)
turn-off florometrik sensorlerin genel algilama mekanizmasi.

Biyoliiminesans, buna rnektir. Canli bir organizmadaki biyokimyasal reaksiyonlarin
sonucunda gerceklesen bir kemoliiminesans tiiriidiir. Ates bocekleri, deniz meneksesi
bu tiir liiminesans yapan canlilardir. Termoliiminesanta kiiciik miktardaki termal
enerjiye maruz kalma sonucunda molekiiller yiiksek enerjili titresim seviyelerine
gecerler ve bu enerjiler yine 13tk olarak disartya salinabilir. Ozetle bir madde
1sitildiginda emilen enerjinin yeniden yayilmasidir. Elektrokimyasal bir maddeden
gecen elektrik akiminin bir sonucunda olusan reaksiyonun sonucunda ise
elektrolliminesans  gerceklesir.  Fotoliiminesans ise ~ molekiillerin ~ fotonlarla
etkilestirilerek uyarildigr spektroskopi tiirlidiir, yani fotonlarin absorpsiyonunun
sonucu olarak gozlenen 151k emisyonudur. Floresans ve fosforesans olmak iizere ikiye
ayrilir. En yaygin olarak gortilen fotolimesans tiirii floresanstir ve bu ¢alismada da

bundan faydalanilmigtir [15].

2.3 Floresans Spektroskopisi

2.3.1 Floresans Spektroslobisi Prensibi

Diyagram (Sekil 2.2) atomik floresansi degil molekiiler floresansi agiklayan bir
diyagramdir. Temel halinde, So, HOMO’ da (en yiiksek dolu molekiiler orbital)

bulunan molekiil 6nce uyarict kaynaktan kazandigi enerjiyi absorplayarak bir iist



enerji diizeyindeki orbitallere LUMO’ya (en diisikk bos molekiiler orbital), S1 ve Sz,
gibi uyarilmis anti bag orbitallerine gegis yaparlar. Bu elektronik gecis esnasinda
elektronlar spinlerini degistirmezler. Bu uyarilma haline singlet uyarilma adi verilir.
Ancak bazi maddelerde yapisal 6zellikten dolayi elektron singlet olarak uyarildiktan
sonra spin degistirerek uyarilmis halde kalabilir. Bu olayda spin degistirme enerjisini
herhangi bir sekilde ortama verirler. Bu hale de triplet uyarilmis hal adi verilir.
Normalde singlet uyarilma olmadan triplet uyarilmis hale molekiil direkt gegemez,
once singlet uyarilma haline gecer daha sonra spin degistirme enerjisini ortama
birakarak triplet uyarilmis hale ulagabilir (T1). Temel singlet halden triplet hale gecis
elektronun spinindeki degismeyi de kapsadigi igin singlet hale gegise gore daha az
miimkiin olmaktadir. Ozetle uyarilmis bir singlet sistemden temel haldeki singlet bir
sisteme geg¢is sirasinda yayilan 1s18a floresans denirken uyarilmis bir triplet sistemden
temel haldeki singlet bir sisteme gecis sirasinda yayilan 1s1ga fosforesans denir.
Bunlarin arasinda bazi temel farkliliklar vardir. Floresansta uyarici kaynaktan gelen
etki kesilince liiminesans son bulurken, fosforesansda ¢ok kisa bir siire daha devam
eder. Burada uyarilmis elektronun, titresimsel gevseme yoluyla orijinal uyarma
enerjisinin bir kisminit sagmasi nedeniyle, yayilan foton daha diisiik enerjiye ve
dolayisiyla daha uzun dalga boyuna sahip olacaktir. Bu enerji farki ise, foton yayarak

dagilir ve bununla da sinyaller olusur [15,16].
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Sekil 2.2 : Perrin-Jablonski diyagraminin sematik gosterimi.



2.3.2 Floresan bilesikleri

Floresan bilesiklerinin yapilanda bulunan bazi floroforlarin kimyasal yapilar1 Sekil
2.3’de goriilmektedir. Floroforlar genelde birka¢ kombine aromatik grup veya birkag
7 bagina sahip diizlemsel veya halkali molekiiller igerirler. Belirli bir dalga boyunda
absorpsiyon ve daha uzun bir dalga boyunda 15181 yeniden yayarak emisyon yapan,
calistiklar1 dalga boylari, pH, sicaklik ve ¢oziiciiler her biri i¢in farklilik gosteren
kimyasal bilesiklerdir.

Op° b O O 4
=R
\ SR R-N . N-R
DMD N:B:N 4 O O
F F 0 0

Cyanine
D = conjugated, charged substituent
BODIPY Perylene Diimide
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o HO. O o] O OH H]cj ce rCHa " cle
o HiC._N O Al Sty HiC N O o ,ngHa
oS gap et
HiCg N o O 07" CH,
He®  co

Berberine Fluorescein Riodamine B Rhodamine 6G

Sekil 2.3 : Cesitli florofor gruplarin kimyasal yapilari.
2.3.3 Floresans spektroskopisi prensibi uygulamalar:

Floresans spektroskopisi, hassas, hizl1 ve secici analizler yapabilme yetenegi ile genis
bir uygulama yelpazesine sahip olan, bir maddenin uyarilmasi sonucunda yaydigi
floresan 15181n1n siddetinin dl¢iilmesine dayanan bir analiz teknigidir.

Belirli bir molekiiliin varligin1 tespit etmek, molekiiler etkilesimleri incelemek ve
molekiiliin yapisim1 belirlemek i¢in molekiiler tanima ve analizde; ¢evresel kirlilik
analizinde, biyolojik molekiillerin tespitinde ve hiicresel siireclerin incelenmesi igin
cevre ve biyolojik uygulamalarda; ilag etkilesimlerini incelemek ve ilaglarin hedef
molekiillere baglanma siireclerini anlamak igin, tibbi tanida da kullanilarak belirli
hastaliklarin teshisinde ve takibi i¢in ilag gelistirme tibbi tan1 siirecinde; gida
kalitesinin kontrol edilmesi, gida giivenligi analizleri ve tarimsal tiriinlerin analizi i¢in
gida ve tarim endiistrisinde; ve son olarak, malzeme bilimi ve nanoteknolojide nano
Olgekte malzemelerin Ozelliklerinin  ve karakterizasyonunun incelenmesinde
kullanilmaktadir [15].



2.4 Rodaminler

2.4.1 Rodaminlerin tarihgesi ve baz tiirevleri

[k olarak 1905 yilinda Noelting ve Dziewonsky tarafindan ftalik anhidrit ve m-
aminofenol ile bir Lewis asidi varliginda meydana gelen tepkimenin sonucunda
sentezlenen rodaminler (Sekil 2.4), yapilarinda genellikle ksanten veya fenantren

halkas1 bulunduran florofor molekiillerdir [17].

OH fO
t Lewis Asidi
+ ——
NR,R \
1182 le)

Sekil 2.4 : i1k rodamin tiirevinin sentez semasi.

Rodaminler, pembe veya kirmizi renkli ve floresan 151k yayabilen floresan boya
molekiilii olup ¢esitli kimyasal yapilar1 ve floresan 6zellikleri olan bir grup bilesigi
igerirler. Bu molekiiller, floresan 6zellikleri nedeniyle floresan sensdr olarak tespit
uygulamalarinda ve genellikle biyolojik goriintiilemede hiicre igi isaretleyici olarak
kullanilirlar. Rodaminlerin emisyon dalga boyu yaklasik 550-650 nm ve UV-Gor
absorpsiyon dalga boyu yaklasik 540-600 nm arasindadir. Cesitli modifikasyon
seceneklerine sahip olmalariyla da dikkat ceken ve farkli fonksiyonel gruplarin
eklenmesiyle 6zellestirilebilen rodaminler, Sekil 2.5’de gosterildigi gibi molekiildeki
fenil halkalarina bagl olan Ri1, R2, Rs, R4 ve G gruplarindan ve ayrica eslenik iyon
kismindan (X°) modifiye edilerek (genellikle CI, Br- ve ClOy) farkli fotokimyasal
Ozelliklere sahip rodaminler tasarlanabilmektedir. Bu tasarimlar sonucunda farkl
fotofiziksel ozelliklere sahip, farkli emisyon ve absorpsiyon dalga boylar1 olan veya

farkli floresan kuantum verimi olan rodamin tiirevleri elde edilebilmektedir [18].

Sekil 2.5 : Rodaminlerin genel yapisi.



Rodamin B, rodamin 6G, rodamin 123 gibi rodamin tiirevleri, iskelet yapidaki
fonksiyonel gruplarin degisikligi sonucunda elde edilmistir (Sekil 2.6). Rodamin B’de
ksantene bagli benzoik asit ve N,N-dietil amino ve benzen haklasina bagl kisimda
karboksili asit; rodamin 6G ‘de ksantene bagli metil, etil amin ve benzen halkasina
bagli etil fenil ester; rodamin 123’te ise yine ksantene bagli amin, ve benzen halkasina

bagli ester gruplari bulunmaktadir [19].

~ Cl
Rodamin B yapisi Rodamin 6G yapisi Rodamin 123 yapis

Sekil 2.6 : Yaygin olarak bilinen Rodamin B, rodamin 6G ve rodamin 123
molekiillerinin yapilar.

Rodamin tabanli boyalar, yiiksek fotostabilite, yiliksek absorpsiyon katsayisi, yiiksek
floresan kuantum verimi, genis floresans spektrumu, uzun uyarma ve emisyon dalga
boylar1, suda kismi ¢oziiniirliikk, basit sentetik prosediirlerle elde edilebilirlik gibi
ozellikleri nedeniyle genis bir uygulama yelpazesine sahip olup yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayrica, rodaminler, 6zellikle tekstil, boya, miirekkep, plastik ve
kagit endiistrilerinde renklendirme maddesi olarak yaygin olarak kullanilan énemli
bilesiklerdir. Sonug olarak, rodaminler floresan 6zelliklere sahip organik boyalar veya
boyar maddelerdir ve genis bir endiistriyel ve bilimsel uygulama yelpazesine

sahiptirler [20].

2.4.2 Rodaminlerin elektronik ve spektral 6zellikleri

Rodaminlerin, genellikle pH degisiklikleri veya ¢oziicii ortamindaki degisiklikler gibi
cevresel kosullara bagli olarak, emisyon dalga boylarinda kaymalar gézlemlenebilir.
Rodamin boyalarinin batokromik kayma gdstermesine neden olan faktdrlerden bir
tanesi ¢ozelti pH"1idir. Asidik kosullarda karboksil grubu protonlanip rodamin boyasi
katyonik formda bulunurken, bazik kosullarda ayrisma meydana gelir ve rodamin
boyas1 zwitterionik formda olabilir. Hem katyonik hem de zwitteriyonik formlar ayni
kromoforu paylagsa da, negatif yiik, ksanten kromoforunun merkezi karbon atomu
tizerinde indiiktif bir etkiye sahip olmasi nedeniyle, hem absorpsiyon hem de floresans
spektrumlarinda kirmiziya dogru bir kaymaya neden olabilir. Bir diger faktor ¢oziicii

polaritesidir; genel olarak, daha polar ¢oziiciilerde, rodamin molekiilleri daha iyi
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¢Oziiniir, molekiiller arasindaki doniis hiz1 artar ve molekiiller arasindaki etkilesimler
degisir. Daha polar ¢6ziiciilerde, molekiiliin yapisindaki baz1 etkilesimler degisimi
spektral 6zelliklerde degisikliklere neden olabilir. Coziiciiniin polaritesi azaldiginda
ise, zwitter iyon formu, m-konjugasyonunun bozulmasi nedeniyle tersinir olarak
renksiz bir lakton formuna dontisiir (Sekil 2.7). Sonug olarak, ortam polaritesi rodamin
boyalarinin floresan o6zelliklerini, emilim ve floresans maksimumlarini, kuantum
verimliligini, floresans Omriinii etkileyebilir ve bu nedenle floresan dlgiimlerinde bu
faktoriin dikkate alinmasi Onemlidir. Rodamin boyalarimin batokromik kayma
yapmasina etki eden diger faktorler arasinda ¢dzeltinin sicakligi, iyonik bilesimi ve
¢ozeltinin viskozitesi gibi 6zellikler de bulunabilir. Bu etkiler, rodamin boyalarinin,
cesitli kosullarda farkli spektral ozellikler gostermesini saglar ve bu da ¢esitli

uygulamalarda kullanilmalarinda 6nemli bir rol oynar [18-20].

Rodamin 101

Katyonik
Rodamin B

0
Bazik pH

Asidik pH

Sekil 2.7 : Rodamin 101’in katyonik, anyonik ve lakton formunun denge hali ve
rodamin B’nin asidik ile bazik kosullardaki formlari.

2.4.3 Rodamin tiirevlerinin halka agma kapama mekanizmasi

Rodamin boyalarinin halka agma ve kapanma mekanizmasi, molekiiliin yapisindaki
belirli gruplarin kimyasal reaksiyonlar1 sonucunda gerceklesir. Bu reaksiyonlar
genellikle cevresel kosullara (pH, ¢oziicli polaritesi, sicaklik vb.) duyarlidir. Bu
mekanizma genellikle floresan ozelliklerinde degisikliklere neden olur. Rodamin
boyalarindan tiiretilen sensorlerin spirohalkalar1 kapali bir formdadir. Bu durumda,
molekiiliin floresan oOzellikleri sinirhidir ve genelde floresan yaymazlar. Asidik
ortamda ya da analit varliginda kompleks veya par¢alanma iiriinii olusturarak rodamin

molekiillerinin yapisinda degisiklik meydana getirir ve spirohalkalarin agilmasina
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neden olur. Halkanin agilmasi floresan siddetinin artmasiyla sonuglanir. Bu durum,
molekiiliin floresan 6zelliklerinde belirgin bir degisiklik yaratarak analitlerin tespiti

veya goriintiilenmesi amaglari i¢in kullanilabilir (Sekil 2.8) [20].

0 Q
O H'yada
N—R |metaliyon (M)
—
N "
R (0} R
Floresan olmayan spirosiklik yapi Floresan olan acik halkal yapi

Sekil 2.8 : Rodamin tiirevinin analit varliinda spirolaktam halka acilmasi.
2.5 Siyaninler

2.5.1 Siyaninlerin tarihcesi ve baz tiirevleri

Ik siyanin boyas1, 1856 yilinda C.H.G Williams tarafindan N-amil lepidinyum ile N-
amil kinolinyumun amonyak i¢inde 1sitilip oldukga parlak mavi bir ¢ozelti elde
edilmesiyle Sekil 2.9°daki gibi sentezlenmistir [21]. Siyanin boyalarin ismi mavi
kelimesinden gelmektedir. Latin koklii “cyanos”, mavi anlamina gelen floresan
Ozelliklere sahip olan bir tiir boyar maddeyi ifade eden "siyanin™ sentetik boyalar
arasinda yer alir. Tekstil endiistrisi, biyoteknoloji, mithendislik, farmakoloji ve tip gibi

cok ¢esitli ve genis bir alanda ¢ok sayida kullanim1 ve uygulamasi vardir [22].

n-Amyl* " _-n-Amyl

1a * 1b

1c

Sekil 2.9 : ilk sentezlenen siyanin molekiiliiniin konjugasyon yapilari.

Siyanin boyalarinin (ayn1 zamanda polimetin siyanin boyalar1 olarak da adlandirilir),

genel molekiiler yapisi, tek karbon atomlarindan olusan konjuge bir zincirle ayrilan iki
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azot heterosiklik halkaya sahip olacak sekildedir [Sekil 2.10. a)]. Molekiillerin
kimyasal yapilari, 6zellikle konjuge zincirdeki karbon atomlarinin sayisi, siyaninin
adim belirler. Zincirdeki karbon atomu sayisina gore siyaninler monometin (Cyl),
trimetin (Cy3), pentametin (Cy5) ve heptametin (Cy7) siyaninler olarak adlandirilir
[23,24] [Sekil 2.10 b)]. Ayrica siyanin boyalarinin optik 6zellikleri 6ncelikle ¢oklu
zincirdeki vinilen gruplarinin sayisina baglidir. Sensoriin bir vinilen (CH=CH) kism1
kadar uzatilmasi, maksimum absorpsiyon ve emisyonda 100 nm'lik bir kaymaya yol
acar. Monometin ve trimetin siyaninler (Cy3) genellikle goriiniir bélgede absorpsiyon
gosterirlerken kromoforun bir vinilen parca kadar uzatilmasiyla pentametin (Cy5)
tiirevleri yakin kizilgtesi bolgeye (>700 nm) ulasabilir ve heptametin siyaninler (Cy7)

1000 nm'nin 6tesinde emisyon gosterebilirler [25].

b.
':)Z\Aié : .?N"W N;: .’;"Z\W\i E
R R R R

Trimethine cyanine Pentamethine cyanine Heptamethine cyanine
(Cy3) (Cys5) ; (©y7)
7 550 nm- hiy 570 nm A, ~650 nm - ;ﬁm 670 nm /_.b ~750 nm - A, 770 nm

Sekil 2.10 : a) Siyanin molekiillerinin genel yapisi b) Yaygin siyanin molekiillerinin
yapisl.
Siyanin boyalar 600-700 nm dalgaboyu aras1 yakin kizilotesi bolgede giiglii floresan
emisyonuna sahip olmakla beraber floresans rezonans enerji transfer (FRET) [26],
floresans in situ hibridizasyonu (FISH) [24], 1sikla indiiklenen elektron transferi (PET)
[27] ve orantisal yakin kizil6tesi floresan [28] gibi sistemlerde yayginca kullanilir. Bu
boyalarin yapisi, iki ugtaki heterosiklik/aromatik alt birimlerin bir polimetin koprii ile
birlesmesiyle olusur. Bu koprii, pozitif yiiklii azot ile nétr yiiklii azot arasinda bir
baglayici olarak gorev alir ve pozitif yiikiin rezonansla dagilmasina izin vererek
¢ozeltisinin ve kristalinin kuvvetli renklere sahip olmasini saglar. Polimetin zinciri ya
da azot atomu {iizerinden tiirevlendirilebilen siyaninler, farkli renklere ve farkli
Ozelliklere sahip olurlar. Polimetin koprii uzunlugunun ve kullanilan 6zel heterosiklik
bilesenlerin g¢esitliligi, siyanin boyalarinin emisyon ve floresans 6zelliklerini

ayarlamak icin kullanilir. Sekil 2.11°de baz1 siyanin tiirevleri verilmistir. Siyaninler,
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cesitli uygulamalarda kullanilan ¢ok yonli bilesiklerdir ve biyolojik goriintiileme,

sensorler ve optik materyaller gibi alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir [23].
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Sekil 2.11 : Baz1 siyanin molekiillerinin yapisi.

2.5.2 Siyaninlerin elektronik ve spektral 6zellikleri

Siyaninlerin elektronik ve spektral 6zellikleri, molekiiliin konjugasyon yapisindan
kaynaklanan ozelliklerdir. Siyanin molekiillerinde konjugasyon, polimetin yapisinin
varligindan kaynaklanir. Bu polimetin baglayici, molekiil icinde elektron
delokalizasyonuyla ¢ift baglar arasinda alternatif tek ve cift baglar olusturarak
konjugasyonu saglar. Bu delokalizasyon, molekiiliin uzun bir konjuge sistem
olusturmasina ve dolayisiyla genis bir absorpsiyon ve emisyon spektrumuna sahip
olmasina olanak tanir. Boylece farkli dalga boylarinda calisabilme ve cesitli
uygulamalarda kullanilabilme esnekligi saglar. Bazi siyanin tiirevleri, yakin kizilotesi
(NIR) bolgede (600-750 nm) emisyon yapabilir. Bu 6zellikleri, biyolojik goriintiileme
gibi derin dokularin penetrasyonunu saglayan uygulamalarda kullanilmalarini saglar.
Bunun yaninda, siyaninler, genellikle yiiksek absorpsiyon katsayist ve yliksek
floresans verimine sahiptirler. Diisiik konsantrasyonlarda bile giiclii floresans
sinyalleri iireterek yiiksek hassasiyetle algilama yapabilirler. Iyi fotokararliligimnin

olmasi ve diisiik floresans arka plani gibi diger 6zellikleri sayesinde de siyaninlerin
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biyolojik goriintilleme ve sensdr uygulamalar1 gibi alanlarda kullanimi oldukca

yaygindir [23,29].

2.6 Kromenilyum Siyaninler

2.6.1 Kromenilyum siyaninlerin tarihcesi ve baz tiirevleri

Changsha (CS) boyas1 adi verilen ve karboksilik asit fonksiyonel grubuna sahip
kromenilyum-siyanin boyalar1 ilk olarak 2012 yilinda Yuan ve ekibi tarafindan,
rodaminlerin halka agma kapama mekanizmasina sahip olup ayni zamanda daha uzun
dalga boyunda absorbsiyon ve emisyon yaparak canli hiicreler igerisinde daha az
zararla calismay1 hedeflemeleri ile sentezlenmistir [30]. CS molekiilleri, merosiyanin
A birimini ve benzoik asidi birlestirerek olusturulan yeni bir tiir NIR fonksiyonel
boyalardir. Merosiyan A birimi istenilen NIR optik ozellikleri gosterebilirken,
karboksilik asit fonksiyonel grubunun spirohalkalasma yoluyla floresans ag¢ma-
kapama islevi gorebilecegi hipotezi iizerine sentezlenmistir (Sekil 2.12). Yeni
sentezlenen CS molekiilleri rodaminlerden bir¢ok anlamda iistiindiir. Bunlardan en
onemlisi, rodaminler genellikle goriiniir bolgede (500-600 nm) absorpsiyon ve
emisyon gosterirlerken, CS molekiilleri NIR (yakin kizil6tesi) (>700 nm) bolgede hem
absorpsiyon hem de emisyon gosterirler (Sekil 2.13). Boylelikle, geleneksel rodamin
boyalarina gore daha biiyiik emilim katsayilari, yliksek floresan kuantum verimlilikleri
ve yiiksek parlaklik gibi iistiin 6zelliklere sahip olabilir. Bir digeri, CS molekiilleri,
karboksilik asit tarafindan kontrol edilen floresans agma-kapama mekanizmasina
sahipken, rodaminlerde benzer bir mekanizma bulunmayabilir. Ozetle, CS
molekiilleri, canli hiicrelerde floresan goriintiileme uygulamalari i¢in potansiyel olarak
daha uygun olabilirken, rodaminler genellikle diger uygulamalarda kullanilir. Bu
farklar, CS molekiillerinin biyolojik goriintiileme alaninda rodaminlere gore avantajhi

olabilecegini gostermektedir.

2.6.2 Kromenilyum siyaninlerin elektronik ve spektral 6zellikleri

Kromenilyum siyaninlerin, floresan yogunlugu ve emisyon dalga boyu,
konformasyonel degisiklikler ve yerine konulan gruplar araciligiyla kolayca
ayarlanabilir olmasi, uzun siireli inkiibasyon sonrasinda fizyolojik kosullarda kararlilik
gostermeleri, yiiksek kuantum verimliligi sunmalari, yiliksek parlaklikla canl

goriintiileme uygulamalarinda kullanilabilir olmalari, canli gériintiilleme sistemlerinde
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yaygin olarak kullanilan uyarilma dalga boylartyla uyumlu olmalar1 gibi {istiin
avantajlar1 bu boyalarinin diger NIR boyalara gére daha iistiin olmalarini saglar ve
biyolojik goriintiileme uygulamalarinda etkili bir platform olarak tercih edilir [31-
33]. Kromenilyum siyaninler, NIR bdlgesinde ¢alistiklari icin minimal fototoksisiteye
sahiptirler ve bu canli hiicrelerde kullanildiginda hiicrelere zarar verme olasiligini
azaltir. Derin doku niifuzu yapabiliyor olmalari, derin canli hiicrelerin i¢ yapisini
incelemek i¢in daha derin bolgelere ulasmay1 saglar. Diisiik otofloresan arka plan
1s1masi sayesinde hiicre i¢i sinyallerin daha net ve dogru bir sekilde goriintiilenmesini,
optik Ozelliklerin ayarlanabilirligiyle de canli hiicre uygulamalarina uygun hale

getirilmelerini saglar.

Spirocyclic form Open form Spirocyclic form
Non-fluorescent Fluorescent Non-fluorescent
0 o]
(A) Rhodamine O 0 Rhodamine amide O N-R2
derivatives
e L 2 O
R. 1:1 0 "r‘ R o \\IGR
R R l-l? Flt
1600
® 3 1200
s
2
£ 800
c
3
[y
0: T T T 1
merocyanine A 700 750 800 850 90C
Wavelength, nm
Spirocyclic form Spirocyclic form

Non-fluorescent

Non-fluorescent

Changsha NIR
amide derivatives

Sekil 2.12 : {lk CS NIR molekiilii sentezi semasi. (A) klasik rodamin ve rodamin
amid tiirevlerinin spirosiklizasyonu. (B) merosiyanin boya A'nin yapisi ve floresan
emisyon spektrumu (CHsOH iginde). (C) yeni changsha (CS) ve changsha amid
tiirevlerinin spirosiklizasyonu.
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Rhodamine 6G Rhodamine B Rhodamine 101
ab: 530 nm; em: 551 nm ab: 553 nm; em: 572 nm ab: 574 nm; em: 599 nm

Ccs-1 CS-2
ab: 688 nm; em: 721 nm ab: 700 nm; em: 731 nm ab: 710 nm; em: 745 nm

cs-4 Ccs5 Cs-6
ab: 708 nm; em: 741 nm ab: 720 nm; em: 750 nm ab: 728 nm; em: 783 nm

Sekil 2.13 : Klasik rodamin boyalart ile yeni CS NIR boyalarinin karsilastirilmasi.
Ust kisim: Klasik rodamin boyalarmin kimyasal yapilar1 (rodaminler B, 6G, 101).
Alt kisim: Yeni tasarlanan CS1-6 NIR boyalarinin kimyasal yapilari.

Kromenilyum siyaninlerin yapisindaki halka pH 1 ve 2 disinda pH 12 ye kadar kapali
olup biyolojik pH (pH 7,4) degerinde bir sinyale sahip olmadigindan biyolojik

sistemlerde ¢alisilmasi i¢in idealdir [30].

Kromenilyum  siyaninlerin, orantisal olarak ¢alisan floresan  proplara
doniistiiriilebilirler. Orantisal proplar, belirli bir hedef molekiiliin varligina bagli olarak
iki veya daha fazla floresan sinyal arasindaki oransal degisiklikleri kullanarak analiz
yaparlar. Bu sayede, sinyaller arasindaki oransal degisiklikler hedef molekiiliin

varligini veya konsantrasyonunu belirlemek i¢in kullanilabilir [31]. Kromenilyum-
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siyanin molekiillerinin, spirolaktam halkasi agikken yaklasik 700 nm’de genis bir
absorbans ve floresan siddetine sahip olmalarinin sebebi molekiildeki konjugasyonun
diger rodamin bilesiklerine oranla daha genis bir alana yayilmasidir. Konjugasyon
kesildiginde ise 700 nm civarindaki sinyaller kaybolmaktadir. Ayrica kromenilyum-
siyanin tabanli molekiillerde UV-Gor spektrumlarinda yaklasik 375 nm’de bir elektron
gecis bandi goriilmektedir, bu bandin siddeti analit miktar1 ile genellikle azalirken,
halka agilmasi kaynakli 700 nm’lerde olusan bandin siddeti ise artmaktadir. Bu da
kromenilyum-siyanin molekiillerinde 375 ve 700 nm’deki bantlar1 arasinda orantisal
analizi miimkiin kilmaktadir. Bazi kromenilyum-siyanin tabanli 6rnek molekiiller ve

spektral 6zellikleri 6zet olarak Sekil 2.14’te sunulmustur.

1b) —e—CC19

Normalized absorbance
1 'S 1 1
Normalized intensity

500 600 700 80 e 720 760 800
Wavelength, nm Wavelength, nm

Sekil 2.14 : a) Bazi kromenilyum-siyanin tiirevi bilesiklerini kimyasal yapis1 ve bu
bilesiklerin b) UV-Gor ve c) floresans spektrumlari.

2.6.3 Kromenilyum siyaninlerin ile yapilan bazi kemosensor calismalari

Spektrofotometrik, kolorimetrik, orantisal ve halka agma-kapama mekanizmasina
dayanan, ¢evrede ve canli hiicrede tehlikeli Hg?* analizi i¢cin karsilasilan kritik

eksiklige etkili bir ¢oziim saglamayr hedefleyen, metiyonin biyomolekiilii ile
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tirevlendirilmis kromenilyum siyanin platformuna dayanan yeni bir yakin kizilotesi
(NIR) florofor sensorii (CSME) Yilmaz ve ekibi tarafimdan sentezlenmistir. CSME
yapist ve Hg®"iyonu ile etkilesimi NMR, FTIR, MS, UV-Gér ve floresan
yontemlerinin yani sira Yogunluk fonksiyonel teorisi (DFT) hesaplamalari ile
aydinlatilmig ve spirolaktam halkasina sahip analit yoklugunda floresan aktif olmayan
CSME, rakip iyonlar1 igeren sulu ¢ozeltide sadece Hg?" ile etkilesime girerek NIR
bolgesinde spektral ve kolorimetrik degisiklikler sergileyen amit formlu floresan aktif

bir tiire doniismiistiir.

90 saniye iginde yanit veren prob, UV-Gor ve floresan tekniklerine dayanan, genis
dogrusal araliklara sahiptir (UV-Gér igin: 6,29 x 102 - 1,86 x 10 M; floresan igin:
9,49 x 10°- 1,13 x 10° M) ve ABD Cevre Koruma Ajans1 (EPA) kurulusu tarafindan
ongoriilen degerden daha diisiik bir tespit sinirt (LOD) degerine (floresan igin: 4,93 x
10° M, 0,99 ng/mL) sahiptir.

Hg?" analizi igme ve musluk sularinda diisiik bagil standart sapma (RSD) degerleri ve
yuksek geri kazanim ile gergeklestirilmistir ve gergek orneklerde ve 3T3 hiicrelerinde
kolorimetrik Hg?* algilama igin akilli telefon ve canli hiicre uygulamalari basariyla

tamamlanmistir (Sekil 2.15) [7].

—$
0

0 =
=
7

Hg(CIOg),

Sekil 2.15 : CSME ve Hg?" arasindaki reaksiyon igin onerilen mekanizma.

Bagka bir ¢alismada, Karaoglu ve ekibi tarafindan kromenilyum-siyanin Schiff bazi
tiirevlerinin (5a-c) optik &zelliklerindeki degisiklige dayanarak, Cu®* ve OCI
iyonlarini sulu 6rneklerde yakin IR'de (NIR) izlemek i¢in ilk kez bir dizi kolorimetrik
ikili sensér tasarlanmis, sentezlenmis ve karakterize edilmistir. Sensorlerin Cu?* ve
OCl- iyonlarina kars1 kolorimetrik tepkileri, pH 7,2'de bir dizi rekabetgi anyon ve
katyon igindeki sulu numuneler igin degerlendirilmistir. Sensérler, Cu?* katyonunu
Cu?* destekli spirohalka agilma reaksiyonu yoluyla secici olarak tespit ederken, OCl—

tanima sirasindaki fotofiziksel degisiklik, analiz ortamindaki Cu® ve hipoklorit
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iyonlar1 arasindaki reaksiyondan iiretilen Cu?* iyonunun koordinasyonu yoluyla
spirohalka agilma reaksiyonundan kaynaklanmaktadir. ikili sensorlerin (5a-C) tespit
limitleri Cu?* igin 3,30 x 10°% M, 1,93 x 10°* M ve 2,36 x 10°® ve OCI™ igin 2,83 x
108 M, 2,10 x 10® M ve 2,60 x 10® M tayin limiti degerleri gdz Oniinde
bulunduruldugunda oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir (Sekil 2.16) [34].

GO or
el

| H
HCy CCHH3 - 1
g 5b : OH
% N(CH,CHj,

Sekil 2.16 : Kromenilyum-siyanin tabanli kemosensériin Cu*/Cu?* oksidasyonunun
neden oldugu hipoklorit ile bakir baglama mekanizmasinin 6nerilen spirosiklik halka
acilma reaksiyonu.

Gu ve ekibi tarafindan sulu ¢ozeltilerdeki diger metallere kiyasla Fe®" icin yiiksek
secicilik gosteren diger bir yeni yakin kizilétesi floresan sensor RHCC tasarlanmis ve
sentezlenmistir. Tespit limiti 1,2 x 107 M ve komplekslesme kararlilik sabiti 5,807 x
10* MY'dir. RHCC ile Fe®* katyonunun baglanma oran1 MS, FTIR ve Job's grafigi ile
1:1 olarak tespit edilmistir. RHCC'nin HOMO ve LUMO arasindaki enerji boslugu
3,22 eV iken, RHCC-Fe®*" kompleksi 0,95 eV olmasi, RHCC ve Fe®' sensériiniin
baglanmasinin RHCC-Fe** kompleksinin enerji boslugunu diisiirdiigii ve onu daha
kararl1 hale getirdigi anlamina gelmektedir. Dahasi, canli hiicrelerde ve zebra baligi
calismalarinda, RHCC sensdriiniin 6nemli bir sitotoksik etkisinin olmamasi, biyolojik

sistemde Fe®* katyonunu izleyebilecegini gostermektedir (Sekil 2.17) [35].
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Sekil 2.17 : Kromenilyum-siyanin tabanli RHCC sensoriin A549 hiicrelerinin
goriintiileri, RHCC ve Fe**'nin algilama mekanizmasi, RHCC'nin Fe** iyonu ile
absorpsiyon spektrumu ve zebra baliginin floresans goriintiiler.

Yapilan bir baska ¢alismada, sulu ortamda Hg?" iyonlarmin tespiti icin NS202 selat
tinitesine sahip kromenilyum-siyanin florofor tabanli bir orantisal yakin kizilotesi
(NIR) floresan sensérii L, Jiao ve ekibi tarafindan sentezlenmistir. Sensér L, Hg?*
iyonlari icin yiiksek segicilik gdstermekte ve Hg?* kaynakli molekiil ici yiik transferi
(ICT) mekanizmasi araciligiyla 663 nm'de hemen artan ve 728 nm'de es zamanli olarak
azalan floresan yogunlugu ile Hg?* iyonlarinin gercek zamanli olarak hem “giplak
gbzle” hem de orantisal tespitine yol agmaktadir. Ayn1 zamanda sensor, 9,59 nM tespit

2+

limiti ile ppb araligindaki bir konsantrasyonda Hg“" 'ye kars1 yiiksek bir hassasiyet
sergilemektedir. Ayrica sensor hiicre gecirgen ve diisiik toksikligi sebebi ile canli
hiicrelerde Hg?* iyonlarinin es odakli lazer taramali floresan mikroskobu ile orantisal

gorsel izlenmesi i¢in kullanilabilir (Sekil 2. 18) [36].

e
C L

s/
strong ICT
Fl. at 728 nm
2
[}
: qr
~/ 2. O
N/Hgi I
S.
T T T T weak ICT
650 700 750 800 850 co,H Fl.at663 nm

Wavelength (nm)

Sekil 2.18 : Kromenilyum-siyanin tabanli sensériin titrasyon grafigi, Hg?*
varligindaki baglanma mekanizmasi ve canli hiicre goriintiisii.
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2.7 Civa (Hg)

Civa, dogal kaynaklar ve insan faaliyetleri (6rnegin, madencilik, sanayi, tarim, enerji
tiretimi) yoluyla cevreye salinabilen, insan sagligi ve g¢evre i¢in ciddi bir tehlike
olusturan bir toksik metaldir. Civa, diisiik konsantrasyonlarda bile insan sagligi
tizerinde zararl etkilere sahip olabilen toksik bir agir metal oldugundan, insan
viicudundaki minimum civa seviyesi ideal olarak sifirdir. Ancak ¢evresel maruziyet,
diyet alimi1 ve diger kaynaklara bagli olarak insan viicudunda eser miktarda civa
bulunabilecegini unutmamak 6nemlidir. Diinya saglik orgiitii (WHO), insanlarda civa
maruziyetine iliskin kilavuzlar ve referans seviyeleri olusturmustur. Igme suyundaki
cwva icin WHO kilavuz degeri litre bagina 1 mikrogramdir (ug/L). Ayrica cesitli
cevresel ortamlarda ve gida {irtinlerinde civa i¢in izin verilen sinirlar, insan sagligin
korumak amaciyla farkli {lkelerdeki diizenleyici otoriteler tarafindan
belirlenmektedir.

Civa ¢evreye en zararli agir metallerden biridir ve organik civa bilesikleri yalnizca
beslenme yoluyla %90'a kadar emilir. Civa kirliliginin zararlar1 oldukga genis olmakla
birlikte cevre tizerindeki etkileri, sagliksiz toprak ve suya yol agarak bitki ve hayvan
yasamini tehdit etmesi, ekosistemde ve besin zincirinde birikme kabiliyeti nedeniyle
kiiresel kirletici olarak siniflandirilmaktadir. Civa atmosferde uzun mesafeler kat
ederek yerel, bolgesel ve ulusal ¢evreleri etkilemektedir. Civanin en 6liimciil formu
olan metil civa, organizmalarin bagisiklik sistemine, genetik, enzim sistemlerine ve
norolojik sistemine zarar vermektedir.

Civa, ozellikle de uzun siireli maruziyet durumunda, insan sagligina birgok sekilde
zarar verebilir. Insanlar, civa ile temas ettiginde, solunum yoluyla, deri yoluyla veya
gida ve su yoluyla viicuda girebilir. Civaya yiiksek seviyede maruz kalmak,
mikrotiibiillerin pargalanmasina, mitokondriyal hasara ve norotoksik kimyasallarin
birikmesine yol agarak merkezi sinir sistemi anormallikleri, nobetler, kardiyomiyopati
ve solunum yetmezligi gibi ¢esitli rahatsizliklara, embriyo veya fetal 6liimiine sebep
olabilir [37]. Bu sonuglar, civa kirliliginin acilen ele alinmasi ihtiyacini
vurgulamaktadir. Etkili iyilestirme stratejileriyle ¢esitli endiistriyel ve dogal
faaliyetlerden kaynaklanan civa emisyonlarini diizenlenmelidir. Bu nedenle, civa
maruziyetini en aza indirmeye ve seviyeleri belirlenmis giivenlik sinirlar1 dahilinde

tutmaya yonelik ¢abalar, insan sagliginin ve ¢evrenin korunmasi agisindan énemlidir.
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Civanin hem dogal hem de antropojenik kaynaklari vardir. Civa yer kabugunda
bulunur ve volkanik patlamalar ve kayalarin asinmasi gibi jeolojik faaliyetler yoluyla,
orman yanginlari, biyokiitle yanmasi ve hava kosullar1 gibi dogal siireglerle de aciga
c¢ikabilir. Komiir yakitli enerji santralleri, ¢imento iiretimi ve atiklarin yakilmasi gibi
endiistriyel islemler, ¢cevreye onemli miktarda civa salabilir. Zanaatkar ve kiiciik
Olcekli altin madenciligi, civa emisyonlarinin 6nemli bir diger kaynagidir. Civa
termometreler, dis dolgular1 ve floresan ampuller gibi cesitli {riinlerde de
kullanilmakta olup, uygun sekilde bertaraf edilmedigi takdirde civa kirliligine yol
acabilmektedir. Bunlar disinda, elektronik atiklarin uygunsuz sekilde imha edilmesi
ve civa igeren pestisit ve fungisitlerin kullanilmas1 yoluyla da salinabilir ve ayrica civa
iceren giibreler ve pestisitler topragi ve suyu kirletebilir. Bu faaliyetler civanin
atmosfere, topraga ve suya salinmasina neden olarak ¢evre kirliligine katkida bulunur
[38]. Civa kaynaklarinin belirlenmesi, bu kaynaklardan kaynaklanan civa
emisyonlarinin azaltilmasi, civa kirliliginin giderilmesi, ¢evrenin ve insan sagliginin
korunmasi agisindan ¢ok 6nemlidir [38].

Civa tarihsel olarak farkli endiistrilerdeki ¢ok c¢esitli uygulamalarda kullanilmastir.
Crvanin temel kullanim alanlarindan biri elektrik ve elektroniktir. Civa, iletken olmasi
ve metallerle amalgam olusturabilme 0Ozelligi nedeniyle elektrik anahtarlarinda,
rOlelerde ve redresorlerde kullanilmaktadir. Ayrica diisiik basingli civa buharl
lambalar, diigme hiicreleri, termal sensorler ve diger elektronik cihazlarda, ig¢inden
elektrik akimi gegtiginde 11k tiretmek i¢in floresan lambalarda ve neon tabelalarda
aydinlatma amacl da kullanilmaktadir. Bir diger alan kimya endiistrisidir. Civa, klor-
alkali prosesi yoluyla klor ve kostik soda liretiminde ve ¢esitli kimyasal bilesiklerin ve
katalizorlerin iiretiminde de kullanilmaktadir. Tibbi ve dis¢ilik uygulamalarinda civa,
dislerin amalgam dolgularinda kullanilmaktadir. Benzersiz fiziksel 6zelliklerinden
dolay1 belirli tiirdeki termometrelerde, barometrelerde ve diger bilimsel cihazlarda,
laboratuvar ve bilimsel araglarda kullanilmaktadir. Saglik ve ¢evre kaygilari nedeniyle
bu uygulamalardaki kullanimi 6nemli 6l¢iide azalmis olsa da tibbi alet ve cihazlarda
da hala kullanilmaktadir. Civa, zanaatkar ve kii¢iik 6l¢ekli madenciler tarafindan, altin
ve glimiis gibi metallerin ¢ikarilmasinda amalgam olusturarak cevherden altin ve
giimiis ¢ikarmak i¢in madencilik alaninda da yine yaygin olarak kullanilir. Tarim
alaninda ise mahsullerdeki mantar hastaliklarin1 kontrol etmek i¢in civa igeren

fungisitler kullanilmaktadir [39]. Ancak, civa kullanimi ¢evre kirliligi ve insan sagligi
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riskleri tasidigindan, bu alanlarindaki civa kullanimi ve atiklarinin yonetimi biiyiik

Onem tagir. Bu nedenle, civa tespiti biiyiik 6nem tagimaktadir.

2.7.1 Civa (Hg?") tespit mekanizmalari ve bazi civa (Hg?") kemosensorleri

Rao ve ekibi tarafindan yapilan bir calismada, Hg?" iyonunun secici tespiti icin N-metil
imidazol yapisi igeren yeni bir rodamin 6G tabanli floresan ve kolorimetrik
kemosensor tasarlanmis ve sentezlenmistir. Hg?* iyonunun eklenmesi iizerine halka
acilma mekanizmasina dayanan renk degisimi ve floresan tepkisi, reseptoriin Hg?*
katyonuna kars1 segici ve duyarli oldugunu ve diger rekabet¢i metal iyonlariyla gozle
goriiliir bir etkilesime girmedigini gostermesi UV-Gor ve floresans spektral
calismasinin sonuglariyla kanitlanmistir. Reseptore Hg?* iyonu eklenmesi, renksizden
pembeye dogru hizli bir renk degisimine neden olmus ve farkli katyonlar arasinda Hg?*
katyonuna kars1 floresan tepkisinin incelenmistir. Job's egrisiyle reseptor ile Hg?*
arasindaki stokiyometrik oran 1:1 olarak bulunmus ve reseptor ile Hg?" arasindaki
olas1 baglanma modu, *H NMR ve kiitle spektral ¢alismasiyla dogrulanmustir. Pratik
uygulama icinse, elektro-egirilmis nanofiber test seritleri, sulu ortamda Hg?* iyonunu

tanimak i¢in basartyla uygulanmistir (Sekil 2.19) [40].

Hg2+
100% Water
- Hg?* —_— Hg?'
_ |—rn—r7—=1
Normal light UV light

= /- ¥

Sekil 2.19 : Rodamin 6G tabanli ‘turn on’ Hg?" segigici kemosensér.

Jing ve ekibi tatafindan yapilan farkli bir calismada, stilben bagli terpiridin
kromoforuna sahip yeni bir asimetrik diariletilen, Heck reaksiyonuyla sentezlenmistir.
UV/Gér ve Hg?*/EDTA tarafindan tetiklendiginde etkili bir sekilde geri

doniistiiriilebilir floresans sergilemistir. Hg?* tarafindan indiiklenen emisyon piki, 60
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nm kadar kirmiziya kaymis ve emisyon siddeti, 1:2 metal/ligand kompleksinin
olusumu nedeniyle a¢ik maviden parlak yesile es zamanli bir renk degisimiyle birlikte
4 kat artmustir. Sonug olarak diariletilenin, Hg?* katyonunun oldukea segici bir sekilde

taninmasi icin bir floresans kemosensorii olarak gorev yapabilecegi gosterilmistir

(Sekil 2.20) [41].
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Sekil 2.20 : Hg?*/EDTA ve UV/Vis 151k uyaranlari tarafindan indiiklenen 10'nun cift
kontrollii floresan anahtarlama davranisi.

Xue ekibi tarafindan yapilan bir diger ¢alismada, yeni distiril tiirevli BODIPY tabanl
floresan kemosensor 2 ile Hg?* iyonunun analizi rapor edilmistir. Hg?* iyonu ile
titrasyon  sirasinda  absorpsiyon bandinda  biiylikk  hipsokromik  kayma
gozlemlenmesiyle beraber ¢6zeltinin renginin yesilden agik sariya degismesine neden
olmustur. Béylelikle, "¢iplak gdzle" de Hg?* iyonunun tespiti miimkiin olmaktadir. Bu
arada Hg?* iyonunun eklenmesiyle, sensériin 680 nm civarindaki floresan siddeti, ICT
stirecinin bloke edilmesi nedeniyle soniimlenmistir. En 6nemlisi ise kemosensor 2,
sulu ¢ozeltilerdeki diger metal iyonlarina gére Hg?" iyonuna Kars: yiiksek segicilik ve
hassasiyet sergilemistir (Sekil 2.21) [42].

Rathod ve ekibi tarafindan yapilan farkli bir calismada cevresel agidan zararsiz
mekanokimyasal yolla yiiksek verimli sentezlenen, fenilalaninol bagl floresin tabanl

bir Schiff baz1 reseptorii (FPA) rapor edilmistir. Bu yeni sentezlenen floresan sensor,
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sulu ortamda ve endiistriyel atik sularda ¢okelti olusumu yoluyla civa iyonlarinin
(Hg?") es zamanl tespiti ve giderilmesi nedeniyle oldukga ilgi gdrmiistiir.

COOCH; 650 nm

No ICT
Hg(ll)

Sekil 2.21 : BODIPY tabanli ICT mekanizmali orantisal yontemli ng+ secici sensor.

Reseptdr, kolorimetrik analizde saridan pembeye hizli gegis yoluyla Hg?* iyonunun
secici olarak algilanmasinda ve ayrica florometrik analizde floresan yogunlugunun
sondiiriilmesinde bir kemosensor olarak basarili bir sekilde calismistir. Civa
iyonlarinin uzaklastirilmasi, slipernatanin indiiktif olarak eslestirilmis plazma analizi
ile dogrulanmistir. FPA reseptorii i¢in Hg?* iyonlarmin tespit limiti, absorpsiyon ve
floresans spektroskopik yontemlerle belirlendigi iizere sirasiyla 1,65 ve 0,34 pM'dir.
Reseptoriin Hg?* iyonlarina kars1 olusturdugu kompleks stokiyometrisi 1:1 oraninda
belirlenmistir. Ayrica bu sensor, kati, ¢ozelti ve buhar fazlarindaki civa iyonlarinin
yerinde tespitini saglamak icin kagit tabanli taginabilir bir cihazda kullanim igin pratik

bir alternatif olarak sunulmustur (Sekil 2.22) [43].

\\

A

40() 450 500 550 600

Sekil 2.22 : EPA kemosensériiniin yapisi, Hg?* ile olan reaksiyon sonucu ve Hg?*
varligindaki spektral degisimi.
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3. DENEYSEL KISIM

3.1 Kimyasallar, Materyaller ve Cihazlar

3.1.1 Kimyasallar ve materyaller

Spektrofotometrik ¢alismalarda kullanilan, nitrat (Li*, K*, Cs*, Mg?*, Ca®", Ba?*, AI**,
Cré*, Fe**,Co?*, Ni?*, Cu?*, Ag*, Cd?", Pb?* ve Hg?"), kloriir (Zn?"), perklorat (Na*,
Sr2*, Fe?*, Mn?*) tuzlar1 Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmis ve ¢ift distile su ile
hazirlanan 5,0 x 1072 M stok ¢dzeltiler halinde herhangi bir saflastirma islemine tabi
tutulmadan kullanilmistir. 3-Dietilaminofenol, ftalik anhidrit, toluen, sikloheksanon,
stilfiirik asit (%98), perklorik asit (%70), Fischer aldehit, asetik anhidrit, hidrazin
hidrat (%80), benzotriazol-1-iloksitris(dimetilamino)fosfonyum heksaflorofosfat
(BOP), 3-merkaptopropiyonik asit, p-toluen siilfonik asit, magnezyum siilfat, sodyum
bikarbonat, sodyum hidroksit, 2-[4-(2-hidroksietil)piperazin-1-iljetansiilfonik asit
(HEPES), trietilamin, N,N- dimetil formamid (DMF), heksan, etanol (EtOH), metanol
(MeOH), diklorometan (DCM), etilasetat, dietil eter ticari tedarik¢ilerden alinmistir.
Kromatografik saflastirmalar Merck Silika 60 (200-400 veya 70-230 ag) ile
tamamlanmis ve TLC (Iince Katman Kromatografisi) i¢in ticari tedarikgilerden temin

edilen Merck TLC Silica Gel 60 F254 plakalar1 kullanilmistir.

3.1.2 Cihazlar

Calismanin tamaminda kullanilan distile suyun elde edilmesinde GFL 2104 Double
Distiller kullanilmis ve pH olglimleri pH metre (Thermo Scientific Orion 4-Star
Benchtop pH/ISE Meters) ile yapilmistir. Thermo Scientific Q Exactive Plus Orbitrap
Sivi Kromatografisi- Yiiksek Coziiniirliklii Kiitle Spektrometrisi (LC-HRMS) Sistemi,
Yiiksek Coziiniirliklii Kiitle spektrumunu elde etmek i¢in kullanilmistir. NMR
spektrumlar1 (*H and 3C), Agilent VNMRS 500 MHz NMR spektrometresinden elde
edilmis, FT-IR spektrumlar1 Perkin-Elmer spektrometresi ile kaydedilmistir. Varian
Cary Eclipse florofotometre, uyarilma/emisyon (dalga boyu 670 nm/650 nm) ile

floresans spektrumlarindan yararlanilmig ve yariklar sirasiyla 5 nm/10 nm olarak
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ayarlanmigtir. UV—gor Olglimleri Agilent 8453 spektrofotometre ile 25 °C'de

tamamlanmustir.

3.2 Merkaptopropiyonik Asit ile Tiirevlendirilmis Kromenilyum-Siyanin

Tabanh Floresan Sensoriin (NIR8) Sentezi

3.2.1 CS2 sentezi

CS2, Sekil 3.1'de gosterildigi gibi literatiire [44,45] uygun sentez adimlari takip

edilerek 3-dietilaminofenol ve ftalik anhidritten baslayarak sentezlenmistir.

/@\ OH OO OH
/\N OH @E:
/\N

3-Dietilaminofenol Ftalik anhidrit

Sekil 3.1 : 3-dietilaminofenol ve ftalik anhidritten baglayan CS2'nin sentetik
mekanizmasi. &) Toluen b) i. Siklohekzanon, H2SOa ii. HCIO4 ¢) Fischer Aldehit,
asetik anhidrit.

3.2.2 3-Merkaptopropan hidrazitin sentezi

Sekil 3.2, literatiire gore sentezlenen Metil 3-merkaptopropiyonattan [46] 3-
merkaptopropan hidrazitin  [47] sentetik prosediiriinii gdstermektedir.  3-
Merkaptopropiyonik asit (3,18 g, 0,03 mol) ile p-toluen siilfonik asit (10 mg, katalitik
miktar) 100 mL kuru-MeOH igerisinde ¢oziildii ve 12 saat boyunca geri akis altinda
80°C'ye 1sitildi. MeOH vakumda buharlastirildiktan sonra tortu, dietil eter (50 mL)
igerisine alindi, doymus NaHCO3 (50 mL) ve su (50 mL) ile ekstraksiyon tamamlandi
ve MgSOs ile kurutuldu. Nihai {irin olan (metil 3-merkaptopropiyonat), dietil eter
buharlastirildiginda berrak bir siv1 olarak elde edildi. Karakterizasyonu NMR (Sekil
3.3 ve 3.4) ve IR (Sekil 3.5) ile tamamlandi. Daha sonra metil 3-merkaptopropiyonat
(10 g, 83 mmol), mono-hidrazin hidrat 7,5 mL (200 mmol, 2,4 ekiv.) ve 30 mL kuru-
MeOH karigtirilarak gece boyunca oda sicakliginda reaksiyon devam ettirildi.

MeOH'nin buharlastirilmasindan sonra, kalint1 dietileter:metanol (8:2 v/v) karisimi
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icinde flag kolon kromatografisi ile saflastirildi. 3-Merkaptopropan hidrazit bilesigi
renksiz yag olarak basariyla elde edildi (Sekil 3.2). Karakterizasyonu NMR (Sekil 3.6
ve 3.7) ve IR (Sekil 3.8) ile tamamlandi.Verim: %40. vmax/(cm™ ') = 3322, 3289, 3183,
1667, 1626, 1532, 1427, 1280, 1109, 1045, 860. *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) &
9,12 (s, 1H), 3,99 (d, 2H), 3,14 (s, 1H), 2,62 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 2,31 (t, J = 6,9 Hz,
2H). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 170.79 (d, J = 1.7 Hz), 37.86, 20.37.

O a) O

b) O
_— —_— ’NH

3-Merkaptopropiyonik Asit Metil 3-Merkaptopropiyonat 3-Merkaptopropan Hidrazit

Sekil 3.2 : 3-Merkaptopropan hidrazitin 3-Merkaptopropiyonik asitten baglayan
sentetik mekanizmasi. a) i.MeOH, ii.p-TSOH b) i.MeOH, ii. NHz2NH.
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Sekil 3.3 : Metil 3-merkaptopropiyonatin *H-NMR spektrumu.
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Sekil 3.4 : Metil 3-merkaptopropiyonatin **C-NMR spektrumu.

120

110

100

(o]
o
1

Gecgirgenik (%)

(o))
(@)
1

ul
o
1

40 -

T I T T T T T T
4000 3500

T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalga Sayisi (cm™)

Sekil 3.5 : Metil 3-merkaptopropiyonatin FT-IR spektrumu.
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Sekil 3.6 : 3-merkaptopropan hidrazitin *H-NMR spektrumu.
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Sekil 3.7 : 3-merkaptopropan hidrazitin 3C-NMR spektrumu.
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Sekil 3.8 : 3-merkaptopropan hidrazitin FT-IR spektrumu.

3.2.3 Ligand (NIR8) sentezi

Sekil 3.9, sensor NIR8’in sentez semasini gostermektedir. 8 mL kuru DCM igerisinde
coziilen BOP reaktifi (70 mg, 0.158 mmol), 42 pL trietilamin ve CS2 (100 mg, 0.179
mmol), yuvarlak dipli siseye konuldu ve N2 altinda 30 dakika karistirildi. Daha sonra
reaksiyon karisimina damla damla 3-merkaptopropan hidrazit (183 mg, 1.52 mmol)
ilave edildi ve reaksiyon, oda sicakliginda gece boyunca karistirildi. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra ¢oziicii doner buharlastiricida buharlastirildi ve geri kalan
madde, etil asetat:hekzan:trietilamin (50/25/1, v/v/v) karistimi kullanilarak silika
tizerinde kolon kromatografisi kullanilarak saflastirildi. Verim %45. Reaksiyon semasi
Sekil 3.9'da gosterilmektedir. *H-NMR (Sekil 3.10), *C-NMR (Sekil 3.11), FT-IR
(Sekil 3.12) ve HRMS (Sekil 3.13) yontemleri ile karakterizasyonu basarili bir sekilde
tamamlandi. vmax/(cm™ ') = 2966, 2935, 2360, 1622, 1550, 1436, 1365, 1247, 1043,
921, 802, 620; *H-NMR (500 MHz, Aseton-des) & 8.92 (s, 1H), 7.85 (dt, J = 7.6, 1.0
Hz, 1H), 7.67 (td, J = 7.5, 1.3 Hz, 1H), 7.58 (td, J = 7.5, 1.0 Hz, 1H), 7.53 — 7.46 (m,
1H), 7.32 - 7.23 (m, 2H), 7.16 (td, J = 7.7, 1.3 Hz, 1H), 6.82 (td, J = 7.4, 0.9 Hz, 1H),
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6.75 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 6.37 (t, J = 1.7 Hz, 2H), 5.49 (d, J = 12.6 Hz, 1H), 3.41 (q, J
= 7.1 Hz, 4H), 3.20 (s, 3H), 2.71 — 2.60 (m, 2H), 2.53 — 2.46 (m, 2H), 2.36 (m, J =
15.0, 10.0, 4.7, 2.0 Hz, 1H), 2.25 - 2.16 (m, 1H), 2.02 — 1.87 (m, 2H), 1.70 (d, J = 3.7
Hz, 6H), 1.69 — 1.45 (m, 2H), 1.18 (t, J = 7.0 Hz, 6H); 13C NMR (126 MHz, Aseton-
ds) 6 205.39, 132.74, 128.88, 128.43, 127.73, 123.89, 122.82, 121.48, 119.24, 108.05,
105.89, 97.24, 92.27, 43.96, 37.88, 28.49, 27.96, 27.68, 24.95, 23.63, 22.01, 20.23,
12.08, 12.03; HRMS (m/z): (CaoH4sN4O3S) igin hesaplanan 660.31340, bulunan
[M+H]": 661.31940.

CS2 NIRS
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Sekil 3.10 : NIR8’in *H-NMR spektrumu.
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Sekil 3.11 : NIR8’in **C-NMR spektrumu.
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Sekil 3.12 : NIR8’in FT-IR spektrumu.
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Sekil 3.13 : NIR8'in HRMS spektrumu.
3.3 Ol¢iim Metodu Optimizasyonu

Tuzlarin, (5,0 x 10~ 2 M) stok ¢ozeltileri, nitrat (Li*, K*, Cs*, Mg?*, Ca®*, Ba%*, AlI**,
Cr¥*, Fe®, Co?", Ni?*, Cu?*, Ag*, Cd?*, Pb?* and Hg?"), kloriir (Zn?"), perklorat (Na*,
Sr?*, Fe?*, Mn?*) tuzlan cift distile su ile ve NIR8 sensériiniin stok ¢dzeltisi (5,0 x 107
4 M) ise DMF igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir. Sekil 3.14'te (a, b) gosterildigi gibi
calisma kosullarini belirlemek amaciyla yapilan optimizasyon g¢alismasi sonucunda
sensoriin kiivetteki konsantrasyonu i¢in 2,0 x 10° M secilmistir. DMF:H20 (v/v)
oraninin en iyi kosullarin1 se¢mek igin ¢esitli denemelerle tamamlanmistir. Sekil
3.15'te (a, b) goriildiigii gibi, 1:1, 5:1 ve 9:1 oranlar1 daha iyi tepkiler vermektedir. Bazi
metaller i¢in bu oranlarla segicilik ¢alismalar1 yapildiginda sensériin civa iyonuna
kars1 segiciligi agisindan en uygun sonug 5:1 oraninda elde edilmistir (Sekil 3.16). Bu
nedenle DMF:H20, 5:1 (v/v) olarak secilmistir. Ayrica, uyarilma dalga boyu tespit
calismasi yapilarak 670 nm olarak secilmistir. Bu dalga boyunda sinyallerde girisim
olmadan yiiksek siddet elde edilmistir. (Sekil 3.17). HEPES c¢ozeltisi ile tiim
cozeltilerin pH'1 7,4'e ayarlanmustir. Kiivetteki HEPES derisimi 5,0 x 10* M olarak

belirlenmistir. Tiim UV-Gor ve floresan spektrofotometrik dl¢iimler, 3 mL'lik kuvars
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kiivette ve oda sicakliginda ii¢ tekrarli yapilmistir. Gergek numune ¢alismalari igin,

Hg?* kontamine numuneler, 5,0 x 10 M stok civa nitrat ¢dzeltisinin musluk, gél ve

icme suyu ile 2,5 x 102 M'ye kadar seyreltilmesiyle hazirlanmistir. Kiivet icerisine

eklemeler, seyreltilmis ve Hg?" kontamine numune soliisyonlarindan yapilmustir.

Absorbans (725 nm)

Absorbans (725 nm)

Sekil 3.14 : DMF:H20 (5:1, v/v, HEPES, pH 7.4) tamponlu ¢ozeltide 5,0 ekiv.
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Sekil 3.15 : NIR8'in (2,0 x 10"> M) DMF:H20 farkl1 oranlarmnin tamponlu
¢ozeltilerinde 5,0 ekiv. Hg?* varliginda ¢oziicii-su oranlarinin belirlenmesi icin a)
UV-Gor ve b) Floresans Ol¢timleri.
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Sekil 3.16 : NIR8'in (2,0 x 10> M) DMF:H20 (1:1, v/v, HEPES, pH 7,4) tamponlu
cozeltilerinde 5,0 ekiv. Hg?* varligindaki a) UV-Gér ve b) Floresan, DMF:H20 (5:1,
v/v, HEPES, pH 7,4) tamponlu ¢dzeltilerinde 5,0 ekiv. Hg?* varligindaki ¢) UV-Gér
ve d) Floresan, DMF:Hz20 (9:1, v/v, HEPES, pH 7,4) tamponlu ¢ozeltilerinde 5,0
ekiv. Hg?" varligindaki e) UV-Gér ve f) Floresan dlgiimleri.
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Sekil 3.17 : NIR8'in (2,0 x 10> M) DMF:H20 (5:1, v/v, HEPES, pH 7,4) tamponlu
c¢ozeltilerinde 5,0 ekiv. Hg?" varhgindaki 600-700 nm araliginda uyarma dalga
boyunun belirlenmesi.
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4. SONUC VE YORUMLAR

4.1 Sensor Bilesigi NIR8’in Karakterizasyonu

NIRS sentezlendikten sonra *H-NMR, 3 C-NMR, FTIR ve HRMS gibi spektroskopik
yontemlerle karakterize edilmistir. tH-NMR spektrumunda 9 ila 5,5 ppm arasinda 13
aromatik proton piki basariyla gézlenmis ve sensoriin kromenilyum kismini Fischer'in
indol tarafina baglayan alken protonuna karsilik gelen 5,49 ppmdeki dublet piki,
sensOr platformunun basari ile sentezlendigini géstermektedir. Fischer tarafinda 3-H
entegre metil amin protonlar1 ve 6-H entegre metil protonlar sirasiyla 3,20 ve 1,70
ppm'de, ayrica 4-H ve 6-H entegre dietilamin protonlari sirasiyla 3,41 ve 1,18 ppm'de
goriilmiistiir. Son olarak merkapto hidrazit yapisinin bagh oldugu, merkapto
protonlarinin 2,02 ila 1,45 ppm arasinda olmas1 ile de kanitlanmistir. *C-NMR
spektrumunda ise 169, 163 ve 67 ppm'de 2 amit karbonil ve spirolaktam karbon pikleri
gibi sensoriin yapisal biitinliigiinii kanitlayan onemli pikler basarili bir sekilde
goriilmiistiir. FT-IR spektrumunda sirastyla 1622 ve 2360 cm™'de amit karbonillerine
ve tiyollere karsilik gelen bantlarin varligt ve HRMS spektrumunda tam kiitlesi
660.3134 olan NIRS8'in 661.3194 olarak goriilmesi analiz sirasinda fazladan bir
protonun baglandigin1 gostermektedir. Biitiin bu sonuglar sensoriin basarili bir sekilde

sentezlendigini kanitlamaktadir.

4.2 NIR8'in spektroskopik ozellikleri

Kromenilyum-siyanin boyalari, spirolaktamin halka agma islemi olarak adlandirilan,
rodamin boyalar1 ile ayni algilama mekanizmasina sahiptir. Bu agilma mekanizmasi,
molekiilde daha fazla konjuge m elektron sistemine sahip olmasi nedeniyle,
rodaminlerden farkli olarak kromenilyum-siyanin boyalarinda absorbsiyon ve
emisyon yakin kizilotesi bolgede gozlenir. Kromenilyum-siyanin tiirevi bir floresan
sensOr olan NIR8'in, Sekil 4.1'de gosterildigi gibi yakin kizil6tesi bolgede absorpsiyon
veya emisyon sinyali yoktur. Sadece UV-Gor spektrumunda, yiliksek enerji bolgesi
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olarak kabul edilen 380 nm'de bir absorpsiyon bandi vardir, bu da molekiiliin =«
elektron sisteminin engellendigini gosterir. Ancak, NIR8 Hg?* ile etkilesime
girdiginde, spirolaktam halkasinin acilma siireci devreye girer ve bu tetikleme ile
molekiil, yakin kizil6tesi bolgede absorpsiyon ve emisyon saglayan daha diisiik enerjili
duruma doniistir. UV-Gor spektrumunda, spirolaktam halkasinin agilmasindan sonra
725 nm ve 485 nm'de sinyal artislar1 ve 380 nm'de sinyal azalmas1 gozlenir. Kisa dalga
boyu tarafinda 725 nm'de bir omuz bulunan bant, sirasiyla Se'dan Si'e gegisin 0-0 ve
0-1 titresim bantlarin1 gosterir. Ayrica, 485 nm'deki daha yiiksek enerjili bant So'dan
Ss'e gegisi gosterir [48]. UV-Gor spektrumuna ek olarak, spirolaktam halkasi agik
oldugunda, diistiik konjuge = sistemden daha yiiksek konjuge olana ge¢is nedeniyle
floresans spektrometresinde 755 nm'de giiclii bir emisyon artis1 gézlenir.
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Sekil 4.1 : NIR8'in (2,0 x 10> M) DMF:H20 (5:1, v/v, HEPES, pH 7,4) tamponlu
cozeltide 5,0 ekiv. Hg?* varliginda a) UV-Gér ve b) Floresans spektrumlari.
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4.3 pH Calismasi

Floresan sensdrlerin tepki mekanizmalari, kapali spirohalka yapisi ile yakin kizilotesi
floroforun halka agik formlar1 arasindaki yapisal degisikliklere dayanmaktadir. Bu
sensorler, molekiil i¢i konjugasyonu dnleyen kapali amit yapisina sahip spirosiklik
yap1 nedeniyle analitin yoklugu ve nétr veya bazik pH degerlerinde floresan degildir.
Ancak analitin eklenmesiyle veya asidik pH'da halka acilmasi meydana gelir ve tiim
molekiil konjugasyona sahip olur. Genislemis konjuge yapiya sahip by molekiil yakin
kizilotesi dalga boylarinda yiiksek derecede floresan sergiler. Bu nedenle, farkli
pH'larda sensdr molekiiliiniin davranisinin arastirilmasi, bir algilama prosesi igin
uygun pH kosullarinin belirlenmesi agisindan ¢ok 6nemlidir [49,50]. Bu ¢alismada,
DMF:H20 (5:1, v/v, HEPES, pH 7,4) tamponlu igerisindeki (2,0 x 10™ > M) sensériin,
1'den 10'a kadar cesitli pH degerlerindeki tampon ¢dzeltilerindeki pH bagimlilig, Hg?*
iyonlarmin (1,0 x 10~ * M Hg?") varliginda ve yoklugunda incelenmistir. Sensériin bu
cozeltilerdeki  absorpsiyon ve emisyon siddet degisiklikleri kaydedilip
degerlendirilmistir (Sekil 4.2). Kromenilyum siyanin tiirevlerinde, asidik pH
degerlerinde spirosiklik (floresan olmayan) yapidan ziyade, halka acik (floresan) amid
formuna gecis yaptign bilinmektedir. Yapilan c¢alismada, bu durumun Hg?*
eklenmesiyle tetiklenmesi istendiginden, asidik ortam secilmemistir. NIR8, Hg?*
varliginda pH 7,4'te giiclii absorbans ve floresans yogunlugu degisimine sahiptir.
Dolayisiyla bu deger, sonuglarin kayda deger degisimi, spirolaktam halkasindaki
agma-kapama mekanizmasinin ¢aligmasi ve ayrica hiicre ortami ile uyumlu olmasi

nedeniyle se¢ilmistir.

4.4 Tepki Siiresi

Floresan sensorler igin kisa siirede ve kararli yanit vermek ¢ok 6nemlidir. Bu nedenle
2,0 x 10° M NIR8 (DMF:H20, 5:1, v/v, HEPES pH 7,4) tamponlu ¢ozeltisine 5 es
deger Hg?* sulu ¢ozeltisi eklenerek bir tepki siiresi belirlendi ve yanitlar, floresans
spektrometresi kullanilarak 5 dakika boyunca 15 saniyelik periyotlarla oSlgiildii.
Sonuglara gore Sekil 4.3’teki gibi sensoriin gergek zamanli olarak cevap verdigi ve bu
stire boyunca sabit kaldig1 goriilmektedir. Dolayisiyla NIR8 sensoriiniin bu 6zelligi

sensOr uygulamalarinda miikemmel bir avantaj saglamaktadir.
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Sekil 4.2 : NIR8'in (2,0 x 10~> M) DMF:H20 (5:1, v/v, HEPES, pH 7,4) tamponlu
¢ozeltilerinde farkli pH degerlerinde 5,0 ekiv. Hg?" yoklugunda ve varliginda a)

absorbans ve b) floresan yaniti.
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Sekil 4.3 : NIR8'in (2,0 x 10° M) DMF:Hz0 (5:1, v/v, HEPES, pH 7,4) tamponlu
ortamdaki NIR8 ve Hg?" arasindaki reaksiyonun tepki siiresini belirlemek igin 5,0
ekiv. Hg?* ilavesinden sonraki 5 dakika boyunca almnmus siddet dlgiimleri.

4.5 Secicilik ve Girisim

Kolorimetrik ve florimetrik sensor uygulamalarinda gelistirilen probun segiciligi
oldukga kritiktir. Bu kapsamda, NIR8 probunun farkli katyonlara yonelik segicilik
calismas1 gerceklestirilmistir. UV-Gor ve floresan spektrometrik yontemler
kullanilarak, DMF:H20 (5:1, v/v, HEPES, pH 7,4) tamponlu ¢ozelti i¢indeki 2,0 x
105 M NIRS ¢ozeltisine belirli katyonlar (Li*, K*, Cs*, Mg?*, Ca?*, Ba?*, AI**, Cr¥*,
Fe3*,Co?*, Ni?*, Cu®*, Ag*, Cd?*, Pb?" ve Hg?* iyonlarmin nitrat tuzlarmn, Na*, Sr?*,
Fe**, Mn?* iyonlarinin perklorat tuzlarinin ve Zn?* iyonunun kloriir tuzununun 5,0 x
102 M cozeltileri) 5 es deger olarak eklenmistir. Sekil 4.4'de gosterildigi gibi
absorbans (725 nm/380 nm orantisal olarak) ve floresan sinyallerindeki (755 nm'de)
degisiklikler kaydedilerek incelenmistir. NIR8'in Hg?" ile reaksiyonundan sonra
absorbans oraninin (A72s/Asso0) diger analitler ile karsilastirildiginda nispeten yiiksek
oldugu ve floresans yogunlugunun belirgin sekilde artti1 gériilmiistiir. Ote yandan,
sensoriin diger katyonlarla absorbansi ve floresan siddeti degismemistir (Cu?* haric,

UV-Gor spektrofotometrisi yapilirken 1 es deger EDTA ile maskelendi). Bu sonuglar,
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NIRS sensoriiniin ayn1 kategorideki diger rekabetci katyonlar arasinda Hg?* katyonuna
karst nispeten yliksek segicilie sahip oldugunu gostermektedir. Spirolaktam
halkasinin analitler ile etkilesimi ve halka kapali ve agik formlar1 arasindaki denge
nedeniyle kromenilyum-siyanin boyalarinda renk degisiklikleri meydana gelir [31].
DMF:H20 (5:1, v/v, HEPES, pH 7,4) c¢ozeltisindeki sensoriin rengi, Hg?" varliginda
acik saridan koyu yesile degisirken diger katyonlarin varliginda herhangi bir renk
degisikligi olmamistir. Boylece bir numunedeki Hg?* iyonunun herhangi bir cihaz

kullanmadan ¢iplak gozle algilanmast miimkiin olmaktadir.
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Sekil 4.4 : DMF:H20 (5:1, v/v, HEPES, pH 7.4) tamponlu ¢dzeltide 5,0 ekiv. Hg?*
veya diger metal katyonlar1 varliginda NIR8'in (2,0 x 10> M) a) absorpsiyon
degisiklikleri ve b) UV-Gor spektrumlari ve renkli ¢ozeltileri; NIR8 ¢ozeltisinin ve
metal katyonlar1 eklenmis NIR8 ¢ozeltisinin c) floresan siddeti degisiklikleri ve d)
floresan spektrumlari.
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NIR8 sensorii i¢in diger katyonlarin girigsimini daha fazla arastirmak igin farkl
katyonlara yonelik, UV-Gor ve floresan spektrometrik yontemlerle, DMF:H20 (5:1,
v/v, HEPES, pH 7,4) i¢indeki 2,0 x 10 M sensére farkli katyonlar (Li*, K*, Cs*, Mg?*,
Ca?*, Ba%*, APP*, Cr¥, Fe3*,Co?*, Ni?*, Cu®*, Ag*, Cd?*, Pb?" ve Hg?" iyonlarinn nitrat
tuzlarmin, Na*, Sr?*, Fe?*, Mn?* iyonlarinin perkolarat tuzlarinin ve Zn?* iyonunun
kloriir tuzunun 5,0 x 102 M ¢dzeltileri) 5 es deger olarak eklenmistir (Sekil 4.5). Diger
katyonlar1 igeren ¢dzeltiye Hg?* eklendikten sonra, ¢esitli metal iyonlar1 ve Hg?* iceren
sensOr NIR8 ¢ozeltilerinin absorbans orani ve floresan siddeti, ¢esitli metal katyonlar
iceren sensOr c¢ozeltileriyle karsilastirildiginda onemli oOlgiide artmistir (kiigiik
bozukluklari ortadan kaldirmak adina, Zn i¢in 0,5 es deger 3-merkaptopropiyonik asit
ve Fe¥ icin 1 es deger EDTA maskeleme maddeleri kullanilmistir). Dolayisiyla, bu
sensdr Hg?* katyonuna diger analitler ile karsilastirildiginda oldukga giiglii sinyallerle
yamt verdigi goriilmiis ve bu sensoriin Hg?* tanima konusunda girisime maruz

kalmadan ¢aligtigini gostermistir.

4.6 Dogrusal Aralik ve Tespit Limiti

Oran belirleme, farkli absorpsiyon dalga boylarindaki yanitlarin oran1 hesaplanarak
elde edilebilir. Orantisal sensorler, kendi kendini diizetmeyi saglama ve ¢esitli gevresel
faktorlerden kaynaklanan girisimi azaltma agisindan avantajlara sahiptir, dolayisiyla
orantisal sensorler yiiksek duyarliliga sahiptir [4]. 2,0 x 10° M NIR8 tampon
¢ozeltisine (DMF:H20, 5:1 v/v, pH 7,4 HEPES) farkli miktarlarda Hg?* ilave edilerek
UV-Gér titrasyon deneyleri gerceklestirilmistir. Hg?* iyon konsantrasyonundaki
kademeli artigla beraber, 725 nm'de absorpsiyon bandi artarken 380 nm'deki bandin
azaldig1 gozlemlenmistir bu da kantitatif orantisal analiz (A725/A380) yapilmasina
olanak saglamistir. Sekil 4.6 a) ve Sekil 4.6 b)'de oldugu gibi 2,01 x 1077 - 1,29 x 10°*
M araliginda Hg?" konsantrasyonuna karsi absorbans orami degerlerinin karekokii
cizildiginde iyi bir dogrusallik (R? = 0,997) bulunmustur. LOD degeri, denklem (1)
kullanilarak 4,93 x 108 M olarak hesaplanmustir; formiilde SS kér dl¢iimlerin (n=20)
standart sapmasi ve S kalibrasyon egrisinin egimini ifade etmektedir. Hg?* katyonu
yoklugunda NIRS sensor ¢ozeltisinin floresans emisyonu yoktur. Ancak 2,0 x 10° M
NIR8 DMF:H20 (5:1, v/v, HEPES, pH 7,4) tamponlu ¢ozeltisine kademeli olarak

Hg?* ilave edildiginde 755 nm'deki emisyon kademeli olarak artmustir.
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Sekil 4.5 : NIRS8'in (2,0 x 10> M) DMF:H20 (5:1, v/v, HEPES, pH 7,4) tamponlu
cozeltideki 5,0 es deger Hg?* varhiginda 5,0 es deger ¢esitli metal katyonlar1 iceren a)
absorbans ve b) floresan siddetlerindeki degisime ait bar grafikleri.

Floresan siddetinin analit konsantrasyonuna kars1 kalibrasyon egrisi ¢izildiginde ise,
Sekil 4.6 ¢) ve Sekil 4.6 d)'de goriildiigii gibi 9,81 x 107° - 1,52 x 10 M araliginda
iyi bir dogrusallik (R? = 0,995) goriilmiistiir. LOD degeri , denklem (1) kullanilarak

1,13 x 10® M olarak hesaplanmistir. Bu analizler, NIR8 sensériinun diisiik
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konsantrasyonlarda Hg?* iyonunu genis dogrusal araliklarda tespit edebildigini

gostermistir.
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Sekil 4.6 : NIR8'in (2,0 x 10°> M) DMF:H20 (5:1, v/v, HEPES, pH 7,4) tamponlu
¢ozelti igerisindeki a) artan Hg?* konsantrasyonuna kars1 absorpsiyon spektrumu, b)
Iki dalga boyunun (725 nm/380 nm) karekok oranmin Hg?* konsantrasyonuna kars1
grafigi, c) artan Hg?* konsantrasyonuna kars1 floresan spektrumu ve d) Hg?*
konsantrasyonuna kars1 755 nm'deki floresan siddeti (Aex: 670 nm).
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4.7 Gercek Ornek Calismasi

Sentezlenen yeni sensor NIRS8, gelistirilen yontemi dogrulamak ig¢in analitle
kontamine edilerek musluk, gél ve su numuneleri gibi gergek érneklerde Hg?* analizi
icin test edilmistir. 5,0 x 10~ M Hg?" stok ¢dzeltisi, musluk, gol ve igme suyuyla 2,5
x 1073 M'ye seyreltilmis, ardindan 6lgiim yapmak icin kirlenmis ger¢ek numuneler,
2,0 x 10° M NIRS8 ¢ozeltisine DMF:H20 (5:1, v/v, HEPES, pH 7,4) kiiciik miktarlarda
eklenmistir. Her bir kirlenmis gercek numune i¢in ii¢ tekrarli Slgiim yapilmis ve
bulunan Hg?* iyonunun hesaplanmas: i¢in kalibrasyon denklemlerinde absorpsiyon ve
emisyon sonuglart birlikte kullanilmis ve c¢izelge 4.1 a) ve c¢izelge 4.1 b)'de
sunulmustur. Ayrica ayni1 uygulamalar 5 farkli marka igme suyu numunesi i¢in de
yapilmis olup sonuglar ¢izelge 4.1 c) ve cgizelge 4.1 d)'de gosterilmistir. Tablolar
incelendiginde eklenen ve dlgiilen degerler arasinda iyi bir iliskinin oldugu barizdir ve
bu da yontemin basarili oldugunu kanitlamaktadir. Yiiksek geri kazanimlar ve diisiik
% RSD degerleri, sensoriin pratik olarak ger¢ek numunelerde Hg?* iyonunun dogru

tespiti i¢in bir sensor gorevi gorebilecegini gostermektedir.

4.8 Akilli Telefonla Kalibrasyon Egrisini Cizme ve Gercek Orneklerde Hg?*
Katyonunu Tespit Etme

Akillr telefon uygulamalarindaki son gelismeler, bunlarin kolorimetrik kantitatif bir
yontem olarak kullanilmasina olanak tanmakta ve algilama sirasinda gozle goriiliir
belirgin renk degisimi sayesinde gesitli analitlerin hizli bir sekilde yerinde tespitini
saglamak i¢in RGB (kirmizi/yesil/mavi) analizi uygulanmaktadir [7,48,51-54]. Bu
calismada, Google Play Store’da iicretsiz olarak yer alan Color Assist Free mobil
uygulamasi, farkli Hg?* konsantrasyonlarmin varhiginda renkli NIR8 (2,0 x 10°> M)
DMF:H20 (5:1, viv, HEPES, pH 7,4) tamponlu ¢6zeltisinin RGB renk siddetindeki
degisimi elde etmek i¢in kullanilmistir. Fotograflamada kullanilan akilli telefonun
(Redmi Note 10S) laboratuvarda 1s181n dalgalanmasindan etkilenmemek i¢in kapali
bir kutu icerisinde ve hiicreye 10 cm uzaklikta konumlandirilmistir. Fotograflar
telefonun 15181yla beraber ¢ekilerek, RGB renk degerleri kaydedilmistir. Farkl
konsantrasyonlardaki Hg?* katyonun G/B'min degisen yogunluk oranma gore,
kalibrasyon egrisi cizildiginde, bu egri iyi bir dogrusallik (2,92 x 10° M - 1,16 x 10
M) (R? = 0,996) gdstermistir.
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Cizelge 4.1 : DMF:H20 (5:1, v/v, HEPES, pH 7,4) tamponlu ortamda . NIR8 (2,0 x 10"> M) sensérii kullanilarak, igme, musluk ve gl suyunda
degisen miktarlarda Hg?* ile dl¢iimleri sonucunda geri kazanim ve bagil standart sapma (RSD) degerleri a) UV-Gér ve b) floresan; Farkli gercek su
orneklerinde Hg?* tespiti ¢) UV-Gor ve d) floresan sonuglar.

a) Cesme Suyu Gol Suyu Igme Suyu
Eklenen [Hg?"] Bulunan [Hg?"] Geri Kazanim Bulunan [Hg?"] Geri Kazanim Bulunan [Hg?"] Geri Kazanim
(10° M) (10° M) + RSD (%) (10°M) + RSD (%) (10° M) + RSD (%)
3,3 2,7 81,9+2,3 3,0 90,6 £0,9 35 105,3+ 1,7
4,1 4,8 116,8 +29,9 3,8 93,0+£0,9 4,5 109,8+ 1,4
4,9 5,0 101,3+ 34,3 4,6 93,6+1,6 5,7 117,1+ 13,6
5,7 5,4 94,5+ 15,3 5,6 97,7+0,4 55 96,0+ 11,0
6,5 6,4 98,1+0,9 5,6 86,5+3,2 6,4 989+1,9
7,3 6,8 93,0+0,3 6,2 85,1+0,9 8,0 109,9+ 12,7
8,1 6,9 852+2,5 6,6 81,9+0,3 6,7 82,8+ 11,5
b) Cesme Suyu Gél Suyu I¢me Suyu
Eklenen [Hg?] Bulunan [Hg?"] Geri Kazanim Bulunan [Hg?"] Geri Kazanim Bulunan [Hg?"] Geri Kazanim
(10°M) (10°M) + RSD (%) (10°M) + RSD (%) (10°M) + RSD (%)
4,9 4,3 87,4+ 0,6 4,3 87,4+0,2 4,0 82,3+2,3
5,7 54 95,0+1,8 5,0 87,0+ 0,6 5,1 88,7+ 1,5
6,5 6,3 97,7+1,4 5,6 86,4+ 0,9 5,7 88,1+0,9
7,3 7,0 96,2+ 0,6 6,3 87,0+ 0,6 6,5 89,5+0,6
8,1 7,7 955+1,7 7,6 93,6 0,7 7,2 89,0+£0,9
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Cizelge 4.1 (devam): DMF:H20 (5:1, v/v, HEPES, pH 7,4) tamponlu ortamda . NIR8 (2,0 x 10™° M) sensérii kullanilarak, igme, musluk ve gl
suyunda degisen miktarlarda Hg?* ile dlgiimleri sonucunda geri kazanim ve bagil standart sapma (RSD) degerleri a) UV-Gér ve b) floresan;
Farkl1 gergek su drneklerinde Hg?* tespiti ¢) UV-Gor ve d) floresan sonuglar.

c) Omnek 1 Ornek 2 Ornek 3 Ornek 4 Ornek 5
Eklenen Bulunan Geri Bulunan Geri Bulunan Geri Bulunan Geri Bulunan Geri
[Hg?"] [Hg?"] Kazanimz+ [Ho?*] Kazanimz+ [Ho?"] Kazanimz+ [Hg?"] Kazanim+ [Ho?*] Kazanimz+
(10°M) (10°M) RSD (%) (10°M) RSD (%) (10°M) RSD (%) (10°M) RSD (%) (10°M) RSD (%)
4,9 57 117,1+ 13,6 53 107,8 £ 0,7 54 111,2 +1,9 43 86,8 +0,7 45 923+1,1
57 55 96,0+ 11,0 58 101,0+2,0 6,3 109,7 1,6 4,7 82,3+0,1 6,2 109,1+0,9
6,5 6,4 989+19 6,0 92,6+1,4 6,6 101,3 £1,2 57 88,3+0,9 7,0 107,2+1,6
7,3 8,0 109,9 +12,7 6,5 89,1+1,4 7,0 96,1 +£0,8 6,6 90,1+2,3 7,6 105,0+0,9
8,1 6,7 82,8+115 7,1 88,1 +0,9 7,5 926 £1,1 7,6 94,6 £3,3 8,3 102,5+1,2
d) Ornek 1 Ornek 2 Ornek 3 Ornek 4 Ornek 5
Eklenen Bulunan Geri Bulunan Geri Bulunan Geri Bulunan Geri Bulunan Geri
[Hg*] [Hg*] Kazammz [Hg*] Kazammz [Hg*] Kazammz [Hg*] Kazammz [Hg*] Kazamm=
(10°M) (10°M) RSD (%) (10°M) RSD (%) (10°M) RSD (%) (10°M) RSD (%) (10°M) RSD (%)
4,9 4,0 82,3+2,3 52 106,7 +2,6 53 108,7+2,0 5,0 101,54+ 0,6 44 90,2+15
57 51 88,7 +1,5 6,0 104,7+1,3 6,0 105,4+0,9 5,9 104,3+3,4 53 932+2,4
6,5 57 88,1+0,9 6,2 95,4+0,2 6,2 95,7+0,5 6,4 97,8+0,8 58 89,8 +1,0
7,3 6,5 89,5+0,6 6,6 90,7+0,9 6,8 92,7+0,4 6,8 94,3+ 0,6 6,5 89,1+0,3
8,1 7,1 89,0+0,9 7,5 929+1,8 7,4 92,1+1,8 7,3 90,8 +1,2 7,4 92,0+0,9
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Boylelikle, bu sistem, Hg?" iyonunun yerinde 6l¢iimii icin uygun, tasinabilir, diisiik
maliyetli ve basitlestirilmis bir ara¢ oldugunu kanitlanmistir (Sekil 4.7).

1.40
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1.15- y= 2274.145x + 1.068
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Sekil 4.7 : Akill1 telefon tabanli RGB uygulamasi kullanilarak elde edilen G/B
degerindeki degisime dayanan Hg?" konsantrasyonu icin dogrusal egri. Kalibrasyon
araliginda Hg?* konsantrasyonu artttkca DMF:H20 (5:1, v/v, HEPES, pH 7,4)
tamponlu ¢dzeltide NIR8'in (2,0 x 10~% M) kolorimetrik degisimi.

Akilli telefon analizi i¢in kalibrasyon egrisini ¢izdikten sonra, sensoriin gercek
hayattaki 6rneklerde tutarli sonuglar verip vermedigini dogrulamak ¢ok dnemlidir. Bu
calismada musluk suyu, gol suyu ve ii¢ farkli marka igme suyunda Hg?* Kantitatif
olarak tespit edilmistir. Cizelge 4. 2 a) ve b)'de gosterilen sonuglara gore, akilli telefon
kullanilarak NIRS ile Hg?* iyonun cesitli ger¢ek hayattaki numunelerde yiiksek geri

kazanim sonuglariyla tespit edilebildigi anlasilmaktadir.
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Cizelge 4.2 : DMF:H20 (5:1, v/v, HEPES, pH 7.4) tamponlu ortamda NIR8 (2.0 x 107> M) sensérii kullanilarak yapilan akilli telefon 6l¢iimii
sonucunda a) musluk, gél ve b) gesitli igme sularinda degisen miktarlarda Hg?* ile geri kazanim ve bagil standart sapma (RSD) degerleri.

a) Cesme Suyu Gol Suyu

Eklenen Hg? Bulunan Hg? Geri Kazanim + Bulunan Hg* Geri Kazanim +
[Hg?*] (10°°M) [Hg?*] (10°°M) RSD (%) [Hg?] (10°5M) RSD (%)

3,3 31 92,5+4,4 34 103,1+5,0

41 3,8 92,7+25 42 102,6 £2,9

49 4,6 93,6 +2,5 51 103,6 +3,3

58 54 93,1+3,2 59 102,7 +£3,7

6,6 6,1 93,3+3,9 6,8 102,8 + 3,7

7.4 6,8 919+3.3 7,6 1025+3,1

8,2 7,6 92,1+3,6 8,4 102,9+4,1

54



b) Ornek 1 Ornek 2 Omek 3

Eklenen Hg? Bulunan Hg?* Geri Kazanim Bulunan Hg?* Geri Kazanim Bulunan Hg? Geri Kazanim

[Hg*] [Hg*] +RSD [Hg*] +RSD [Hg*] +RSD

(10°M) (10°M) %) (10°M) %) (10°M) %)
3,3 34 101,3+5,1 34 101,2+45 34 101,0+4,4
4,1 4,2 101,4+3,3 43 102,8+2,9 4.24 102,6 £2,9
5,0 51 103,4+2,6 51 103,8+3,0 5.13 103,6 + 3,0
58 58 101,2+34 5,8 101,2+2,7 5.81 100,6 + 3,2
6,6 6,7 101,1+3,2 6,6 100,5+ 3,7 6.75 102,6 + 4,2
7.4 75 100,8+2,4 7,6 102,5+2,8 7.50 101,4+3,1
8,2 8,2 99,8 +3,7 8,2 100,5+4,1 8.39 102,3+4,1
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4.9 NIR8'in Hg?* ile reaksiyon mekanizmasi

Job's yontemi, NIR8 ve Hg?* molekiilii arasindaki metal-ligand baglanma oranim
incelemek icin metal iyonunun mol fraksiyonunu 0,0 — 1,0 araliginda degistirildigi
farkli ¢ozeltiler hazirlayarak gergeklestirilmistir. Bu ¢ozeltilerin floresan yogunluklari
(755 nm'de) dlciildiigiinde, maksimum sonucun 0,5 molar Hg?* iyon fraksiyonu ile
elde edildigi gozlenmistir; bu da sensér NIR8 ile Hg?" arasinda 1:1 stokiyometrisi

oldugunu gosterir (Sekil 4.8).

140

120 ~

100 ~

80

60

Siddet (755 nm)

40

20

[Hg*"1/[(NIR8)+Hg*"]

Sekil 4.8 : NIR8 - Hg?" icin, DMF:H20 (5:1, v/v, HEPES, pH 7,4) tamponlu
¢ozeltide NIR8’in (2.0 x 10~ M) Job's grafigi.
Sensdriin  baglanma modunu anlamak icin NIR8 ve Hg? arasinda reaksiyon
gerceklestirildi. 40 mg (0,06 mmol) sensor (NIR8) 2 mL asetonda ¢oziildi ve ¢ozelti
50 mL'ik yuvarlak tabanli bir balona konuldu. 100 mg (0,3 mmol) Hg(NOs)2 1 mL
aseton ile karistirilarak elde edilen siispansiyon, 10 kez seyreltilmis %65 (v/v) nitrik
asit ¢ozeltisinden 1 damla eklenerek ¢oziildii. Cozelti elde edildikten sonra bu karisim
NIRS8 ¢ozeltisine ilave edilerek reaksiyon karisimi oda sicakliginda 2 saat karistirilda.

Reaksiyon tamamlandiktan sonra ¢6ziicli vakum altinda uzaklastirildi ve kalan kalint1
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DCM/EtOH mobil fazi ile kolon kromatografisi ile saflastirildi. Saflastirilan {irtin FT-
IR ve HRMS spektroskopisi ile analiz edildi.

Bu analizlere gore, sensoriin kompleks olusumundan sonra hidroliz oldugu
gdzlenmistir ki bu da NIR8'in bir Hg?* kemodozimetre oldugu anlamina gelmektedir.
NIRS (Sekil 3.13.) ve NIR8-Hg?" (Sekil 4.9.) HRMS sonuglar1 karsilastirildiginda,
CS2'nin 559.29'daki keskin kiitle piki, sensériin CS2'ye hidrolize oldugunun
isaretlerinden biridir. Diger bir kamit ise S-H'ye ait IR bandmin (Sekil 4.10.)
kaybolmasi, karbonil pikinin 1622'den (Sekil 4.10.) 1722 cm™'e (Sekil 4.11.) kaymas1
ve O-H bagina ait yeni bir bandin olusmasidir (Sekil 4.11.). Bu da kompleksin asit
form CS2'ye hidrolize oldugunu desteklemektedir.

NIR8-C #21 RT: 0.16 AV:1 SM: 7G NL: 3.65E9
T: FTMS + p ESI Full ms [100.0000-1000.0000]

100 559.29419

Relative Abundance
o
(=]

242.28349
| 17atz712 24 o 3812963 54128345 | 581.27606 734.40369 g45 50629

T \"'\"'I'"I"'|L"'I“'I‘"I"'\"'|"‘I"‘I"'I "I"'|"'\"'\"'I"‘I"‘|"'I""I‘ T "'\L"'\L"'i"‘l""l"'l"'|"'I"'\"'I" T
100 200 300 400 500 600 700 800 900
miz

Sekil 4.9 : NIRS ile Hg?* reaksiyonundan elde edilen iiriiniin HRMS spektrumu.
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Sekil 4.10 : NIR8'In IR spektrumu.

110 +

100 ~

90

80

Gecirgenik %

70

60

50

T T T T T T T T T T T T T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalga Sayisi (cm™)

Sekil 4.11 : NIRS ile Hg?* reaksiyonundan elde edilen iiriiniin IR spektrumu.
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5. SONUC

Dogal kaynaklar ve insan faaliyetleri (6rnegin, madencilik, sanayi, tarim, enerji
tiretimi) yoluyla c¢evreye salinabilen, insan sagligima ve cevreye en zararli agir
metallerden biri olan civa, ilag sentezi ve elektronik iiriinlerin iiretimi, beyazlatici
kozmetikler ve dis amalgami da dahil olmak iizere bir¢ok alanda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Civa, su, toprak ve hava gibi ¢esitli yollarla yayilarak biyolojik
birikime neden olur bu da ¢evre i¢in ciddi bir tehdit olusturmakta ve dogal olarak
bozunamadig1 i¢in topraga, suya ve biyolojik cesitlilige zarar vermektedir. Civa
maruziyeti insanlarda kanser, sinir ve dolasim sistemi bozukluklari, beyin ve bobrek
hasari, lireme ve fizyolojik sorunlara neden olabilir. Civa, diisiik konsantrasyonlarda
bile insan sagligi lizerinde zararli etkilere sahip olabilen toksik bir agir metal
oldugundan, insan viicudundaki minimum civa seviyesi ideal olarak sifirdir. Ancak
cevresel maruziyet, diyet alimi ve diger kaynaklara bagl olarak insan viicudunda eser
miktarda civa bulunabilecegini unutmamak 6nemlidir. Diinya saglik orgiitii (WHO),
insanlarda civa maruziyetine iligkin kilavuzlar ve referans seviyeleri olusturmustur.
Igme suyundaki civa igin WHO kilavuz degeri litre bagina 1 mikrogramdir (ug/L) [37].
Atomik absorpsiyon spektroskopisi (AAS), x-1s1n1 floresansi, indiiktif eslesmis plazma
kiitle spektrometrisi (ICP-MS), kizilotesi spektroskopisi (IR), ve voltametri gibi
geleneksel yontemler civa analizinde kullanilmalarina ragmen bu yontemlerin uzun
hazirlik prosediirleri 0lmasi, kullanimi egitimli operatorler gerektirmesi ve biyolojik
orneklere uygulanmasinda zorluklar yasanmasi gibi eksiklikleri bulunmaktadir. Daha
da Onemlisi, bu yontemler anlik/alan Slgiimleri i¢in pratik degildir. Civa tayini i¢in
klasik yontemlerde karsilasilan bu eksiklikler, yeni gelistirilen kemosensdrlere dayali
spektrofotometrik yontemler ile asilmistir. Ozellikle bu sensérler civayi segici, hassas
ve hizli bir sekilde tespit edebildikleri ve anlik/alan dl¢timleri i¢in kullanish olduklar
icin siklikla tercih edilmektedir [55].

Yakin kizilotesi bolgede (NIR) calisan rodaminlerin halka a¢ma kapama
mekanizmasina sahip olup ayni zamanda daha uzun dalga boyunda absorbsiyon ve
emisyon yaparak canli hiicreler icerisinde daha az zararla calisan, geleneksel

kemosensorlere gore daha biiyilk emilim Kkatsayilari, yiiksek floresan kuantum
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verimlilikleri ve yliksek parlaklik gibi iistlin 6zelliklere sahip olan ksanten halkasina
sahip kromenilyum-siyanin boyalar1 yaygin olarak tercih edilmektedir. Fizyolojik
kosullarda kararlilik gostermeleri, yiiksek kuantum verimliligi sunmalari, yiliksek
parlaklikla canli goriintileme uygulamalarinda kullanilabilir olmalari, canl
goriintiileme sistemlerinde yaygin olarak kullanilan uyarilma dalga boylariyla uyumlu
olmalar1 gibi iistiin avantajlar1 bu boyalarinin diger NIR boyalara gore daha istiin
olmalarini saglar [31].

Bu calismada, yakin kizildtesi bolgede calisan ve FT-IR, H-NMR, *C-NMR ve
HRMS yontemleri ile basarili bir sekilde karakterize edilen kromenilyum-siyanin
boyasi temel alarak merkaptopropiyonik asit ile tiiretilen yeni bir segici ve Hg?*
iyonuna duyarli floresan sensér NIR8 tasarlanmis ve hazirlanmistir. Algilama
mekanizmasi, spirolaktam halkasinin halka agma ve kapama sisteminin bir sonucu
olarak, Hg?" katyonuna baglanma ile indiiklenen sensoriin hidrolizi olarak nerilmistir.
Sunulan sensér, UV-Gor ve floresan spektroskopisi igin sirastyla 2,01 x 107 - 1,29 x
104 M, 9,81 x 10° - 1,52 x 10* M genis araliklarinda 4,93 x 10 M (9,86 ppb) ve 1,13
x 108 M (2,26 ppb) kadar diisiik tespit limiti ile hizli Hg?* tespiti gerceklestirmektedir.
Ayrica, akill telefonla yapilan titrasyon calismasi i¢in dogrusal aralik 2,92 x 10° M
ile 1,16 x 10* M olarak 6l¢iilmiistiir. Bununla birlikte, ¢iplak gozle tespit edilebilen
Hg?* ilavesiyle acik saridan yesile dogru gozle goriilir bir renk degisimi
gozlemlenmistir. Gergek orneklerde UV-Gor ve floresan spektroskopisi yontemleriyle
birlikte akilli telefonla kolorimetrik olarak civa tespit analizleri yapilmis ve bu sensor
pH 7,4'te Hg?* iyonuna hassas yanit vermistir. Bu nedenle biyolojik ve gevresel
orneklere uygulanabildigi goriilmiistiir. Buna ek olarak, baglanma modu Job yontemi
ile belirlenmis olup sensér ve Hg?* arasindaki reaksiyon stokiyometrisi 1:1 olarak
Olciilmiistlir; baglanma reaksiyonunun analiz sonuglari sensdriin kemodozimetre

oldugunu gostermistir.
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