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OZET

BAZI KIMYASAL TURLERIN ANALIZINDE
KATI-FAZ FLORESANS SPEKTROSKOPISININ
KULLANILABILIRLIGININ INCELENMESI

OZTURK, Merve
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

Danisman : Prof. Dr. Orhan GEZICI

Ocak 2022, 42 sayfa

Bu calismada, kati-faz floresans spektroskopisi (SPFS) tekniginin floresans o6zellik
sergileyen tiirlerin kantitatif analizinde kullanilabilirligi incelenmistir. Bu amacgla,
kantitatif analizde kalibrasyon grafiklerinin tiiretilmesinde kullanilacak  kati
seyrelticilerin tiirii ve Ol¢iimde kullanilacak 6rnekleme metodunun tiirii ¢alisilmistir.
Kat1 seyrelticiler olarak sodyum karbonat, silika, sodyum kloriir ve nisasta olmak tizere
dort farkli katt madde, model bilesik olarak secilen Rodamin b ve Floressein
analitlerinin farkli konsantrasyonlara sahip standart karisimlarinin hazirlanmasinda
kullanildi. Model bilesiklerin hazirlanan standart karisimlari (a) katt numune Ol¢lim
hiicresi metodu ve (b) vinil bant metodu olmak tizere iki farkli metotla 6l¢iilmiis ve
kaydedilen floresans sinyallerinden tiiretilen kalibrasyon grafiklerinden bazi performans
parametreleri tiiretilmistir. Calisilan kat1 seyrelticiler arasindan en iyi sonuglar sodyum
karbonat ve silika ile elde edilirken, dl¢iim yontemleri arasindan kati numune 6l¢iim
hiicresi metodu belirgin bir {stiinlik sergilemistir. Rodamin b ve floressein igin en

diisiik miktar tayin sinirlar1 (LOQ) sirasiyla 60 ppb ve 110 ppb olarak hesaplanmustir.

Anahtar Sozciikler: Floresans, floressein, kantitatif analiz, liiminesans, on-cephe floresans spektroskopisi,

rodamin b, spektroskopi



SUMMARY

INVESTIGATION OF THE USABILITY OF
SOLID-PHASE FLUORESCENCE SPECTROSCOPY
IN THE ANALYSIS OF SOME CHEMICAL SPECIES

OZTURK, Merve
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Chemistry

Supervisor : Prof. Dr. Orhan Gezici

January 2022, 42 pages

In this study, the usability of solid-phase fluorescence spectroscopy (SPFS) technique in
the gquantitative analysis of fluorescent species was investigated. For this purpose, the
type of solid diluents to be used in the derivation of calibration graphs in quantitative
analysis and the type of sampling method to be used in measurement were studied. As
solid diluents, four different solids, namely sodium carbonate, silica, sodium chloride
and starch, were used in the preparation of standard mixtures with different
concentrations of rhodamine b and fluorescein analytes selected as model compounds.
Prepared standard mixtures of model compounds were measured by two different
methods, (a) solid sample measuring cell method and (b) vinyl tape method, and some
performance parameters were calculated from the calibration graphs derived from the
recorded fluorescence signals. The best results were obtained with sodium carbonate
and silica among the solid diluents studied, and the solid sample measuring cell method
showed a clear superiority among the studied measurement methods. The lowest limit
of quantitation (LOQ) values for rhodamine b and fluorescein were calculated as 60 ppb
and 110 ppb, respectively.

Keywords: Fluorescence, fluorescein, front-face fluorescence spectroscopy, luminescence, quantitative

analysis, rhodamine b, spectroscopy



ON SOz

Daha ¢ok sivi orneklerin analizinde kullanilan floresans spektroskopisi, teknolojik
gelismelerin yardimiyla artik giiniimiizde katilarin ve viskoz sivilarin da dogrudan
analiz edilebildigi yeni formlara evirilmistir. Bu amagla son yillarda yogun bir sekilde
kullanilmaya baslanan kati-faz floresans spektroskopisi (en. solid-phase fluorescence
spectroscopy, SPFS) sundugu pratik coziimlerle dikkatleri tizerine c¢ekmektedir.
Ozellikle kati numuneler icin dogrudan uyarma ve emisyon spektrum taramasini
miimkiin kilan ve hatta bunu {i¢ boyutlu spektrumlar halinde verebilen cihazlarin
gelismesiyle bu teknik daha etkili bir sekilde kullanilmaya baslanmistir. Elde edilen bu
spektrumlar, kati ve viskoz sivilar igin kalitatif analizlerin pratik bir sekilde
yapilabilmesine olanak tanimistir. Diger taraftan, analizCinin numune hazirlama
asamalarin1 biiylik oranda by-pass etmesine olanak taniyan bu teknigin kantitatif
amagclarla kullanim noktasinda hentiz yeterli bir kullanim alan1 bulamadig1 gorilmustiir.
Bu nokta, sunulan bu tez ¢alismasinin konusunun sekillenmesindeki temel motivasyon

kaynagi olmustur.

Bu calismada; kat1 numunelerin seyreltilmesi i¢in bazi kat1 bilesiklerin seyreltici ortam
olarak kullanilabilirliklerinin incelenmesi ve bdylece, SPFS’nin kati tiirlerin kantitatif
analizinde kullanimi  noktasinda yeni bir yaklasimin  uygulanabilirliginin
degerlendirilmesi hedeflenmistir. Elde edilen sonuglarin, konuyla ilgili bagka ¢aligsmalar
i¢cin 6nemli bir dayanak teskil edecegi ve SPFS tekniginin kantitatif analizlerde (kisa ve

orta vadede) kullanilmasinda bu tiir ¢aligmalarin ¢ok faydali olacagi diistiniilmektedir.

Calismalarim siiresince her konuda yardimci olan danigman hocam Prof. Dr. Orhan
GEZICI’ye tesekkiirlerimi sunarim. Laboratuvar olanaklarimi kullandigim Kimya
Boliimii’ne de ayrica tesekkiir etmek isterim. Son olarak, bu ¢alismanin yiiriitiilmesinde,
FMT-2020/4 numarali BAGEP projesi ile mali destek sunan Nigde Omer Halisdemir
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii'ne de sonsuz siikranlarimi

sunarim.
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BOLUM I

GIRIS

Son zamanlarda floresansa dayali analitik yontemler, bircok disiplinde hem kalitatif
hem de kantitatif amaglar i¢in en ¢ok kullanilan yontemler haline gelmistir (Ozbekova
ve Kulmirzayev, 2015). DNA c¢alismalari, genetik incelemeler, klinik kimya, molekiiler
biyofizik gibi alanlarda spektroflorimetrik yontemlere olan ilgi hizla artmistir. Floresans
spektroskopisine duyulan ilginin altinda yatan baslica nedenler yiiksek hassasiyet,
secicilik, hiz, kolaylik ve esneklik olarak siralanabilir. Floresans spektroskopisi,
molekiillerdeki kiigiik degisikliklere karsi yiiksek duyarlik sergileyen bir teknik olarak
ayrica Snemsenmektedir (Ozkan, 2016). Floresans spektroskopisi; az is giicii, zamandan
tasarruf ve diisiikk analiz maliyeti gibi hususlarda da avantaj saglamaktadir. Analizlerde
gbrece az kimyasal kullanimi da bu teknigin iistiin yonlerindendir (Cinisli ve Ozgiil,

2018).

Numune hazirlamak genelde dikkat gerektiren, vakit alan ve zaman zaman sikici hale
gelen bir islemdir. Bundan dolay1 uygulanan hazirliklarin bazen sinirlandirilmasina
sebep olur ve analiz sirasinda kullanilan kimyasal maddelerin zararli etkileri de 6nem
arz eder. Bu sebeple floresans spektroskopisi ile uygulanan analizlerin diger tekniklere
olan uyumu, arastirmacilarin dikkatini ¢ekmis ve yapilan aragtirmalarda bu teknigin

{imit verici bir teknik oldugu sonucuna ulasilmistir (Cinisli ve Ozgiil, 2018).

Optik spektroskopinin bir dali olan floresans spektroskopisi; maddenin elektromanyetik
1510 ile temel halden bir iist enerji seviyesine uyarilmasi (absorpsiyon), daha sonra
kararsiz bir hale tekabiil eden bu durumdan tekrar temel hale donmesi ve absorpladigi
enerjiyi 1sima olarak vermesi (emisyon) esasina dayanmaktadir. Spektroflorimetrik
analizler, bu emisyon 1simasmin &lgiilmesine dayanir (Ozbekova ve Kulmirzayev,
2015). Yani floresans spektroskopisinde madde, kararsiz bir hale tekabiil eden uyarilmis
halde ¢ok kisa bir siire kalir ve sonra tekrar temel hale geri doner (Yiiksekogul, 2017).
Maddenin temel hale dénmesi asamasinda goézlenen 1sin emisyonu floresans ve
fosforesans olmak tizere iki sekilde gergeklesebilir. Uyarilmis bir molekiil bu halde
yaklasik olarak 10 s duran madde 1s1mal1 veya 1s1masiz durulma ile temel hale déner.

Isimali durulma islemine fotoliiminesans denir (Toprak, 2006). Floresans ve



fosforensans olaylarmin her ikisi de fotoliiminesans kapsaminda degerlendirilip, her iki
durumda da emisyon 1simasinin dalga boyu absorplanan isinin dalga boyundan daha
uzundur (Oksiiz, 2016). Floresansta uyarilmis singlet halden temel hale gegis,

fosforesansta ise uyarilmis triplet halden temel hale gegis esastir (Nazli, 2020).

Maddelerin 15181 yayma (emisyon) siiresi floresansta fosforesansa gore daha kisadir.
Floresans 6zellik gosteren maddeler 10°-10® saniye siireyle 151k yayarken, fosforesans
maddeler genellikle 10* saniyeden daha uzun siire 1510 Yyayar. Floresans
spektroskopisindeki analizler ¢ok kiigiik konsantrasyonlarda bile c¢alisilabilecek
hassaslikta olmasi nedeniyle bazi yontemlere gore yiiksek hassasiyet gosterir. Fakat
floresans Ozellik gosteren maddeler sayica az oldugu igin floresans spektroskopisinin

uygulama alan: siirli kalmaktadir (Oksiiz, 2016).

Floresans spektroskopisinde floresans 6zellige sahip bir tiriin dogrudan analizi

yapilabildigi gibi; bazi tiirlerin analizi floresans soniimleme (quenching) yolu ile dolayli

olarak da yapilabilmektedir (Ozyol, 2016).

Floresans spektroskopisi, floresans 6zellik sergileyen tiirlerin analizi i¢in giiniimiizde
sikca basvurulan tekniklerden bir tanesidir. Floresans siddetinin konsantrasyon ile
orantili olmasi teknigin kantitatif amaglarla da kullanilabilmesine olanak tanimaktadir.
Analiz edilen 6rneklerin karmasik olmasi, farkli kimyasal tiirlere ait uyarma ve emisyon
dalga boylariin c¢akisabilmesi gibi bazi nedenlerden dolay1r bu teknik ¢ogu zaman
kromatografi gibi bir ayirma yontemiyle birlikte kullanilmaktadir. Giiniimiizde,
spektroflorimetrelerde kaydedilen teknolojik gelismeler, bazi tiirlerin katt ve viskoz
ortamlarda dogrudan analizini de miimkiin kilmaktadir. On-cephe floresans
spektroskopisi (eng. front-face fluorescence spectroscopy, FFFS) olarak bilinen teknik
ile kati numuneler ve viskoz sivilar ilave bir numune hazirlama asamasina gerek
duyulmadan dogrudan analiz edilebilmektedir. Bu teknik kat1 6rneklere uygulandiginda
bazen kati-faz floresans spektroskopisi (eng. solid-phase fluorescence spectroscopy,
SPFS) olarak da adlandirilabilmektedir (Mounier vd., 2017a).

Bu teknik kullanilarak siit (Hougaard vd., 2013), peynir (Karoui vd., 2007), ilag (Alves
ve Poppi, 2013), kanalizasyon suyu (Muller vd., 2011), toprak (Ammari vd., 2014) ve
sarap (Airado-Rodriguez vd., 2011) 6rneklerinin basarili bir sekilde analiz edilebildigi

2



goriilmiistiir.  Ayrica, 1sil islemin siit {izerine etkisinin de bu teknikle
degerlendirilebildigi goriilmiistir (Kulmyrzaev vd., 2005). Dolayisiyla, FFFS ve SPFS
teknikleri, bircok alanda farkli 6zelliklere sahip numunelerin analizinin hizli ve

giivenilir bir sekilde yapilmasini olas1 kilan teknikler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Sunulan bu tez g¢alismasi, SPFS tekniginin kantitatif analizlerde uygulanabilirliginin
kapsaml1 bir sekilde degerlendirildigi bir calisma niteligi tasimaktadir. Calismada,
seyreltici ortam olarak bazi destek katilarinin SPFS teknigindeki performanslari

kantitatif tayin siir1 (LOQ) ve hassasiyet temelinde incelenmistir.



BOLUM II
GENEL BILGILER
2.1 Liiminesans Spektroskopisi
Floresans ozellik sergiledigi anlasilan ilk madde Kinin olarak bilinen ve bir zamanlar
sitma tedavisinde kullanilan bir maddedir (Sekil 2.1). II. Diinya Savasi’nda sitmanin

tedavisinde kullanilan kimyasallarin floresans 6zellik sergilemesi 1950’11 yillarda ilk

spektroflorimetrenin gelistirilmesinde etkili olmustur (Ozdamar, 1988).

Sekil 2.1. Kinin i¢in molekiiler yap1

Liiminesans olay1, uyaritlmanin yapildig: sirada kullanilan enerji kaynagina gore farkli

isimlerle adlandirilabilir (Oguzcan, 2020):

o

Elektrik enerjisi ile uyarildiginda “elektroliiminesans”,

% Kimyasal reaksiyon enerjisi ile uyarildiginda “kemiliiminesans”,

X4

Canlilardaki biyomolekiiller ile uyarildiginda “biyoliiminesans”,

L)

X/
L X4

Isin ile uyarildiginda “fotoliiminesans”.

Floresans ve fosforesans olaylarinda temel ve uyarilmis hallerdeki farkli elektronik
durumlar s6z konusudur. Floresansta; madde temel singlet halden 6nce uyarilmis singlet

hale geger ve ardindan tekrar temel singlet hale doniis yapar. Fosforesansta ise madde
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temel singlet halden uyarilmis singlet hale, sonra uyarilmis triplet hale ve son olarak da
temel singlet hale gecer. Bu gegisler ‘da sematik olarak gosterilmistir (Sekil 2.2)
(Toprak, 2006):

A A A
Y
() (D) (c)
Temelsinglet Uyariimis Uyariimis
hal singlet hal triplet hal
Floresans Fosforesans

Sekil 2.2. Liiminesans spektroskopisinde gegis halleri

Alexander Jablonski, 1simali durulma hallerini, Jablonski Diyagrami adi verilen bir

diyagram {izerinde basarili bir sekilde izah etmistir (Sekil 2.3) (Toprak, 2006).



Singlet Uyariimis hal Triplet Uyariimis Hal
= N i
3 "" ’§' titresim
T ¥ ¢ doniisme durulmasi Sistemler arasi
Sy o gegis
]
t
f
8 —
e I I -
£ [
g , I I
m i¢ ve dis
doniisme l I I |
I,
. “OVQ *OANS
Absorpsivon Floresans llohllm ‘\I‘mh
titresim | |
durulmasi I |
1
; i |
» AAE
T
i I *
i ; ¥
Temel g
=0
hal Dénme enerji seviyeleri ...
Titresim enerji seviyeleri
Elektronik enerji seviyeleri s

Sekil 2.3. Jablonski enerji diyagrami

Diyagramda; So singlet temel enerji seviyesini, S; uyarilmis 1. singlet elektronik enerji
seviyesini, Sy singlet ikinci uyarilmis enerji seviyesini ve T ise triplet uyarilmis enerji
seviyesini  gostermektedir (Toprak, 2006). Jablonski diyagraminda belirtilen

absorpsiyon, floresans ve fosforesans gegislerini tanimlayacak olursak:

Absorpsiyon

Absorpsiyon, singlet temel enerji seviyesinden (So) singlet uyarilmis herhangi bir
uyarilma enerji seviyesine (S1 veya Sz) olan gegistir. Bir 151min absorplanma hizi ¢ok
yiiksektir (Toprak, 2006). Enerji seviyeleri arasindaki gegisler 10" s’de gerceklesir
(Skoog vd., 1998).

Floresans

Floresans 10 s veya 10 s gibi kisa bir siirede gerceklesir. Bu olay, izin verilen bir

elektronik gecis basamagidir ve mekanizma singlet uyarilmis enerji seviyesinden singlet
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temel enerji seviyesine doniise dayana isimali bir gegistir (Kaya, 2014). Floresans
emisyonunda molekiiller, 1s1masiz durulmalar nedeniyle absorbladiklar: enerjiden daha
diisiik bir enerji yayarlar. Bu yiizden floresans spektroskopisinde molekiile yollanan
1s181in dalga boyundan daha uzun dalga boylarinda floresans gozlemlenir. Bu daha

yiiksek dalga boylarina kayma olayimna Stokes Kaymasi adi verilir (Skoog vd., 1998).

Fosforesans

Fosforesans, triplet uyarilmis enerji seviyesinden singlet temel enerji seviyesine 1simali
bir gecistir. Fosforesansta elektron triplet uyarilmis enerji seviyesinden singlet temel
enerji seviyesine gecerken spin degistirmektedir. Bu gecis absorpsiyon ve floresansa
gdre daha uzun bir siirede gerceklesir (10 - 1 s) (Kaya, 2014). Bu siire bazen 100 s gibi

yiiksek siirelerde de gozlemlenebilir.

Absorpsiyon, floresans ve fosforesans olaylarindaki gegisler ve gegislere karsilik gelen

siireler Sekil 2.4‘te sematik olarak 6zetlenmistir.

S, A

(1012s)
S1 A_m— Sistem-ici gecis
7 — g =
— % T,
[72] o
= - o
L]
hvﬁj ?, (/ o ‘:‘:’-
o '
hv, = p
—
S, y * -
A 4
Absorpsiyon Floresans Fosforesans

Sekil 2.4. Absorpsiyon, floresans ve fosforesans olaylarina ait gegisler

2.2 Floresansi Etkileyen Parametreler

Floresans o6zellik, molekiil yapist ve g¢evreye baglidir. Floresansi kuantum verimi,

¢oziicii ve pH, sicaklik ve viskozite, derisim, yapisal faktorler, derisim, ¢Ozlinmiis



oksijen, molekiiler katilik gibi bircok parametre etkileyebilir (Ozyol, 2016). Bunlar

asagida kisaca agiklanmustir:

2.2.1 Molekiiler yapi

Floresansta ilk sart UV veya goriiniir alandaki radyasyonun madde tarafindan
absorblanabilmesidir. En diistik enerjili elektronik gegislerden n—>n* gecisinde
floresans 6zellik daha fazladir. Bu nedenle, aromatik ve konjuge ¢ift bag sayis1 fazla
olan bilesiklerde floresans 6zellik ¢ok belirgindir. Bu tiir bilesiklerin diizlemsel ve kati
yapida olanlarinda bu ozellik daha belirgindir. m-bagli heteroatom igeren ve n=>m*
gecislerine sahip bilesikler genellikle zayif floresans sergiler. Basit alifatik yapili
bilesiklerde floresans 6zellik gézlenmez (Skoog vd., 1998).

Bir molekiiliin kuantum verimi de molekiiler yapisiyla iligkilidir. Kuantum verimi
floresans ve fosforesans i¢in hesaplanirken liiminesans gergeklestiren molekiillerin
sayisinin toplam uyarilmis molekiil sayisina orani esas alinir. Floresans 6zelligi yiiksek
kimyasal tiirler icin kuantum verimi 1’e yakinken, floresans ozellik gdstermeyen

kimyasal tiirlerin kuantum verimi 0’a yakindir (Oksiiz, 2016).

Yapisal rijitlik floresans ozelligi artiran bir faktordiir. Yapisal rijitlik molekiiliin
serbestce hareket etmesini sinirladigindan 1s1masiz  durulma olasiliklar1 azalir.
Floressein ve fenolftaleyn bilesiklerinden floressein ¢ozelti halinde kuvvetli floresans
ozellik sergilerken yapisal rijitlik sergilemeyen fenolftaleyn bdyle bir 6zellik gostermez
(Sekil 2.5) (Oksiiz, 2016).

(a) Floressein (b) Fenolftaleyn

ot | o

Y 0
HO ‘ 0 ‘ OH Q l OH
HO

Sekil 2.5. Floressein ve fenolftaleyn i¢cin molekiiler yapilar




2.2.2 Sicakhik

Cogu molekiiliin floresans 6zelligi ve kuantum verimi sicaklifin artmasiyla azalir.
Sicakligin artmast molekiillerin birbirleriyle etkilesimini artiracagindan floresans
Ozelligin azalmasma neden olur (Yiiksekogul, 2017). Yani, sicakligin artmasiyla
uyarilmig molekiillerin 6zellikle ¢6ziicli molekiilleri ile carpisma olasiliginin artmast
sonucu enerji 1s$1ma yapmadan aktarilir. Bu da emisyon sinyalinin azalmasi anlamina

gelir.

2.2.3 Coziicii tiirii

Uyarilmis haldeki molekiil ile ¢oziiciiniin karismasiyla hidrojen bagi olusuyorsa ve bu
bag temel hale 1s1masiz doniisii hizlandirdigindan floresans siddeti azalir. Agir atom

igeren ¢oziiciiler floresans siddetini azaltir (Capan, 2008).

2.2.4 Ortam pH’s1

Asidik ve bazik fonksiyonel gruplar iceren molekiillerin floresans 6zelligi ortam
pH’sina baghdir. Ortamin pH degerine bagli olarak asit-baz o6zelligi sergileyen

fonksiyonel gruplarin iyonlagsma diizeyleri degistiginden floresans ozellikte de
farklilagsma gozlenir (Yiiksekogul, 2017).

2.2.5 Coziinmiis oksijen miktari

Bir ¢ozeltide ¢dziinmiis oksijenin varligi floresans siddetini genellikle azaltir. Ozellikle
fosforesans olaymnin gerceklestigi calismalarda ortamdan ¢6ziinmiis oksijenin
uzaklastirilmas1 gerekmektedir (Ozkan, 2016).

2.3 Spektroflorimetreler

Tipik bir spektroflorimetre baslica su kisimlardan olusur: Isin kaynagi, numune kabi,

filtreler, monokromatérler ve detektor. Fotoliiminesans oOl¢iimii i¢in kullanilan

cihazlarda bulunan 151n kaynagi; filtre, monokromator, numune kaplar1 gibi bilesenler,



spektrofotometre ve ultraviyole goriiniir bolge fotometrelerinin bilesenleriyle benzerlik
gosterir (Ozyol, 2016).

Floresans spektroskopisinde kaynaktan gelen 1s1mn uyarilma filtresinden veya
monokromatorden gecer. Bu filtre uyaracak 1sinlar1 gecirebilen ancak floresans
emisyonunun dalga boyundaki isinlari ayiklayabilen bir filtredir (Capan, 2008).
Floresans i1simasi uyarici 1sina dik bir pozisyonda olgiilerek hiicre duvarindan veya
¢ozeltiden kaynaklanan sacilmanin sinyal iizerine etkisi minimuma indirilir (Ozyol,

2016).

Bazi cihazlarda detektdrdeki ve 1sin kaynaginin siddetindeki farkliliklar1 gidermek i¢in
¢ift 1ginl sistemler kullanilir. Boyle cihazlarda isinlardan biri numuneden gegtikten

sonra, diger 151n ise dogrudan detektore gelir (Capan, 2008).

Floresans 6zelligi olan maddelerin uyarilabilmesi i¢in giiglii 151k kaynagi kullanilmasi
gerekmektedir. UV-Vis. Spektroskopisinde kullanilan tungsten ve déteryum lambasi
gibi 151 kaynaklarindan daha giiglii 151n kaynaklar1 tercih edilir. Bundan dolay1
floresans spektroskopisinde yiiksek basingli ksenon ark lambalar1 ve diisiik basingli civa
ark lambalar1 kullanilir. Son yillarda lazerlerde de ksenon ark lambasi kullanilmaktadir.
Farkli dalga boylarinda galisildiginda ksenon lamba, hassas analizlerde ise diisiik

basingli c1va ark lamba tercih edilir (Ozyol, 2016).

Floresans Ol¢limlerinde silindirik veya dikdortgen prizmasi seklinde, cam veya silisten
yapilmis numune kaplari kullanilir. Numunenin bulundugu bodlme, detektdre ulasip

sagilan 1s1n1n sagilmasini en aza indirecek sekilde tasarlanmistir.

2.4 Calismanm Onemi

Kimyasal tiirlerin analizinde en &nemli, en maliyetli ve en zaman alict asama hig
kuskusuz numune hazirlama basamagidir. Bu nedenle, giiniimiizde kimyasal tiirlerin
bulunduklar1 matrikslerden dogrudan analizi icin alternatif analiz yOntemleri
onemsenmektedir. Teknolojik ilerlemeler, bazi enstriimantal tekniklerle (Or.
spektroflorimetre, ATR-FTIR) kat1 ve viskoz numunelerdeki tiirlerin analizinin daha

kolay ve daha hizli yapilmasina olanak tanimistir. Floresans 6zellik sergileyen kimyasal
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tiirlerin ¢ozelti ortaminda tayini ile ilgili ¢cok sayida ¢alisma olmakla beraber, bu tiirlerin
kat1 ve/veya viskoz orneklerde dogrudan tayini i¢in yapilan ¢alisma sayisinin daha az
oldugu goriilmektedir. Diger taraftan, bu ¢alismalarda son zamanlarda 6nemli diizeyde

artis gézlenmektedir.

Floresans 6zellik sergileyen tiirlerin ¢6zelti ortaminda yiiksek konsantrasyonlarda ve
kat1 halde analizinde karsilasilan en biiyiikk problemlerden bir tanesi “ig-filtre etkisi
(inner filter effect)” olarak bilinen olaydir. Bu etkinin sonucu emisyon asamasinda
yayilan fotonlar tekrar absorplanir. Bu etki, 6zellikle diisiik Stokes kaymasina sahip
sistemlerde ¢ok belirgindir. Kati-faz floresans spektroskopisinde, floroforun optik
olarak gegirgen bir kat1 ile seyreltilmesi ig-filtre etkisini 6nemli oranda diisiirebilir
(Khan vd., 2018). Bu durum, kati-faz floresans spektroskopisi temelinde yiiriitiilecek
kantitatif analizlerde optik olarak gecirgen katilarin seyreltici ortamlar olarak
kullanilabilme potansiyelini de diisiindiirmistiir (Alves ve Poppi, 2013; Muller vd.,
2011). SPFS analizlerinde kati seyrelticiler olarak ¢alisilan sartlarda optik olarak
gegirgen olan sodyum kloriir (Khan vd., 2018), sodyum karbonat (Muller vd., 2011) ve
borik asit (Mounier vd., 2017a, 2017b) gibi katilar kullanilmstir.

SPFS ve/veya FFFS’nin kantitatif analizde kullanilabilirliginin test edildigi bazi
calismalar mevcuttur. Ornegin, Mounir ve arkadaslar1 (Mounier vd., 2017b), kati
seyreltici ortam olarak borik asidi kullanarak triptofan ve floressein i¢in hazirladiklar:
sentetik ornekleri hem toz halde hem de bu tozlarin preslenmesi ile elde edilmis peletler
halinde analiz etmistir. Bir diger ¢alismada ise benzer bir yaklasim hiimik asit ve bazi
kimyasallarin analizinde denenmistir (Mounier vd., 2017a). Diger taraftan; literatiirde,
farkli kat1 seyrelticilerin SPFS’deki performansinin (deteksiyon limiti ve hassasiyet
temelinde) kapsamli bir degerlendirmeye tabi tutuldugu bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Bu noktadan hareketle; sunulan bu ¢alismada, SPFS tekniginde kat1 seyreltme ortami
olarak bazi kat1 tirlerin seyreltici ortam olarak kantitatif analizdeki performanslar
karsilastirmali olarak ilk defa incelenmistir. Model bilesikler olarak floresans 6zelligi
yiiksek iki bilesik secilmistir: Floressein ve rodamin b (Sekil 2.6). Ayrica, toz numune
orneklemesi ve vinil bant 6rneklemesi olmak iizere iki farkli 6rnekleme yonteminin

basarisi da ilk defa bu tez ¢alismasinda karsilastirmali olarak incelenmistir.
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Sekil 2.6. Floressein ve Rodamin b bilesiklerinin molekiiler yapilari
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BOLUM 111

DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Kimyasallar

Deneylerde, spektroskopik saflikta rodamin b ve floressein kullanilmistir (Sigma).
Model bilesik olarak kullanilan bu maddelerin spektroskopik safliktaki asetonda
(Merck) hazirlanmis standart ¢ozeltileri kullanilarak farkli konsantrasyonlarda kati
ornekler hazirlanmistir. Floressein i¢in standart ¢ozelti hazirlanirken, hacme
seyreltmeden Once esdeger miktarda 0,1 M NaOH (Merck) ¢o6zeltisinden ilave
edilmistir. Kat1 seyrelticiler olarak analitik saflikta sodyum karbonat (Sigma), silika
(Sigma), sodyum kloriir (VWR) ve nisasta (Sigma) kullanilmustir.

3.2 Cihazlar ve ekipmanlar

Spektroflorimetrik  analizlerde Hitachi™-F7100 model spektroflorimetre cihazi
kullanildi. Kiitle dlgiimleri Sartorius™ marka hassas terazi ile gergeklestirildi. Kati
ornekler porselen bir havanda 6giitiilerek hazirlandi. Kullanilan tiim cam kaplar ve
ekipmanlar  kullanilmadan 6nce analitik safliktaki aseton ile temizlendi.
Spektroflorimetrik dl¢timler 6n-cephe floresans spektroskopisi esasina gore yapildi ve

bunun i¢in bir kati numune 6l¢iim aparati ve toz 6lgiim hiicresi kullanildi (Sekil 3.1).
Hitachi™ firmasinin tasarladig: katt numune 6lgiim aparatinda, 30°’lik bir gelis agisina

ilaveten st taraf 10° ‘ye egilmistir. Bu sekilde optimal verim alindig: tespit edilmistir

(Sekil 3.2) (Hitachi High-Technologies Corporation, 2013).
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(a) (b)

Sekil 3.2. Kati numunelerin 6l¢timiinde kullanilan aparatlar: Kati numune 6l¢iim aparati
(@) ve toz olgtim hiicresi (b)

3.3 Metot

Standart rodamin b ve floressein karigimlarini hazirlamak igin seyreltici ortamlar olarak
sodyum karbonat, silika, sodyum kloriir ve nisasta kullanildi. Bu seyreltici katilar,
onceden hazirlanan standart rodamin ve floressein cozeltileri ile farkli oranlarda
karistirildi. Standart rodamin ¢ozeltisi asetonda hazirlanmistir. Standart floressein
¢ozeltisi de asetonda hazirlanmis olmakla beraber esdeger miktarda NaOH ilavesi
yapilmistir. Calisilan her bir kati seyreltici kullanilarak rodamin igin 0-3.000 ppb
araliginda, floressein iginse 0-3.300 ppb araliginda karisimlar hazirlandi ve iki farkl
yontemle &rnekleme yapildi. Orneklemelerde kullanilan toz numuneler, asetonda
hazirlanan rodamin ve floressein standartlarinin uygun oranlarda kati seyrelticiler ile bir

porselen havanda iyice ufalanip karistirilmasiyla hazirlandu.
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Spektroflorimetrik okumalarda kati numune 6l¢iim aparati kullanildi ve okumalar 6n-
cephe floresans modunda gerceklestirildi. Bu modda iki farkli yontem iizerinden okuma
yapildi. Birinci yontemde standart kati numune O6l¢tim hiicresi kullanildi (Sekil 3.2).
Olciim hiicresine, tamamen dolacak sekilde toz haldeki numune eklendi ve hiicre
kapatildiktan sonra daha 6nce belirlenen uyarma dalga boyunda emisyon sinyali alindi.
Ilgili dalga boyundaki emisyon sinyalinin siddetinin konsantrasyona karsi grafige
gecirilmesiyle kalibrasyon grafikleri elde edildi. Bu kalibrasyon grafiklerinden ve blank
analizlerinden kantitatif deteksiyon limiti (LOQ) ve hassasiyet hesaplamalar1 yapildi.
Ikinci yéntemde ise, toz haldeki numuneler siyah renkli yapiskan bir vinil bandin
tizerine alind1 (Sekil 3.3) ve toz numune 6l¢iim aparati (Sekil 3.2) tizerinde analiz edildi.
Her bir 6l¢iim en az 5 defa alind1 ve hesaplamalarda ortalama degerler kullanildi. Sapan

degerler i¢in %95 giiven seviyesinde Q-testi uygulandiktan sonra ortalama hesaplandi.

LOQ hesaplamalarinda asagidaki formiil esas alind1 (Skoog vd., 1998):

Sm = Sp; + kSp; (1)

Sm: Gozlenebilen en diisiik sinyal,

Soi: Blank i¢in kaydedilen ortalama sinyal (en az 10 okumanin ortalamast),
sbi: Blank i¢in kaydedilen okumalarin standart sapmast,

k: Bir katsay1 (LOD i¢in 3,3 ; LOQ i¢in 9,9)

Bu sekilde hesaplanan Sm degeri daha sonra lineer aralik icin ¢izilen kalibrasyon

dogrularinin egimine (M) boliinerek konsantrasyona doniistiiriildii.
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Sekil 3.3. Vinil bant yontemine gore analiz i¢in hazirlanan 6rnekler

Floresans dl¢iimlerinde asagidaki cihaz parametreleri kullanilmistir:

Rodamin b:

Uyarma dalga boyu: 490 nm
Emisyon dalga boyu: 570 nm
PMT voltaji: 400 V

Slit araliklart: 10 nm

Floressein:

Uyarma dalga boyu: 468 nm
Emisyon dalga boyu: 522 nm
PMT voltaji: 350 V

Slit araliklari; 10 nm
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BOLUM IV

BULGULAR VE TARTISMA

4.1. SPFS Analizlerinde Kat1 Seyreltici Tiiriiniin Etkisi

SPFS tekniginin kantitatif analizde kullanilabilmesi i¢in analiz edilen tiirin sinyalini
bozucu bir etkiye sahip olmayan ve bu tiir ile muntazam bir sekilde karisabilen bir
katinin belirlenmesi biiyiik 6neme sahiptir. Bu amagla yiiriittiigimiiz 6n-¢aligmalardan
dort adet graniiler katinin bu amagla kullanilabilecegi belirlendi. Belirlenen bu katilar
(nisasta, sodyum Kloriir, silika ve sodyum karbonat) genis bir aralikta farkli oranlarda
rodamin b ve floressein ile karistirilarak sentetik 6rnekler hazirlandi. Boylece, farkli
konsantrasyonlara sahip rodamin b ve floressein karisimlari hazirlandi ve bunlar SPFS

teknigi ile analiz edildi.

Analiz samasinda iki farkli 6rnekleme yontemi kullanildi. Birinci yontemde, hazirlanan
rodamin ve floressein karisimlart dogrudan toz halde Olgiilmiis ve bu amagla toz
numune Sl¢iim hiicresi kullamilmustir. Ikinci yontemde ise, hazirlanan rodamin ve
floressein karigimlar vinil bir yapiskan bant iizerine muntazam bir sekilde dagitilmis ve

bdylece yapiskan bandin {lizerine alinan partikiiller analize tabi tutulmustur.

Dolayisiyla hem kat1 seyreltici tiiriiniin hem de 6rnekleme yonteminin etkisi iki farkli
analit kullanilarak incelenmistir. Elde edilen verilerden tiiretilen kalibrasyon grafikleri
lineer aralik, LOQ ve hassasiyet temelinde birbiriyle karsilastirildi ve en iyi deneysel

sartlar irdelendi.

Elde edilen sonuglar ile ilgili kapsamli degerlendirmeler 6nce ayri basliklar altinda
asagida sunulmug ve ardindan sonuglar toplu halde verilerek genel bir degerlendirme

yapilmustir.

4.2.1 Nisasta kullanilarak elde edilen sonuclar

Kat1 seyreltici ortam olarak kullandigimiz ilk kati olan nisasta ile elde edilen sonuglar

Sekil 4.1‘de verilmistir. Sekilden de goriilecegi iizere, genis bir konsantrasyon
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araliginda, nisasta ile elde edilen veriler ¢ok iyi bir lineer dagilim sergilemistir. Nigasta
kullanilarak elde edilen bu veriler, ucuz bir kati olarak nisastanin SPFS’de

kullanilabilirligi noktasinda 6nemli bir destek noktasi olarak degerlendirilmistir.

Nisasta kullanildig1 zaman elde edilen 6l¢iim hassasiyeti 0,6 sinyal/ppb olarak, kantitatif

tayin sinir1 (LOQ) ise 160 ppb olarak hesaplanmistir.

2000 1
O Nisasta o
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1600 - i
— y=0,6065x
3 R?=0,9958 e
21200 - ”,»’
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0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Rodamin konsantrasvonu (ppb)

Sekil 4.1. Nisasta ile toz 6rnekleme yapilarak rodamin b i¢in elde edilen sinyal-
konsantrasyon iligkisi

Nigastanin seyreltici ortam olarak kullanildigi deneyler, ikinci model bilesik olan
floressein ile de yiiriitiilmiistiir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.2°de verilmis olup, rodamin
b’den farkli olarak floressein kullanildig1 zaman lineer aralik daha dar gozlenmistir. Bu
nedenle LOQ ve hassasiyet hesaplamalarinda lineer aralikta ¢izilen kalibrasyon grafigi
kullanilmigtir (Sekil 4.3). Kalibrasyon grafigi incelendiginde, sinyal-konsantrasyon
iliskisi i¢in lineer karakterin rodaminde daha belirgin oldugu sdylenebilir. LOQ degeri

330 ppb, hassasiyet ise 0,5 sinyal/ppb olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.3. Nisasta ile toz 6rnekleme yapilarak floressein igin elde edilen sinyal-
konsantrasyon iliskisinin lineer araliktaki gdsterimi
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4.2.2 Silika kullanilarak elde edilen sonuglar

Silika kullanilarak yiiriitiilen deneylerden elde edilen sonuglar Sekil 4.4‘te verilmistir.
Verilerden, genis bir aralikta sinyal-konsantrasyon iliskisinin dogrusallifa ¢ok yakin
oldugu soylenebilir. Diger taraftan, LOQ ve hassasiyet hesaplamalarinda dar
konsantrasyon araligi kullanilmistir. Bu araliga karsilik gelen sinyal-konsantrasyon
iliskisi Sekil 4.5‘te verilmistir. Silika kullanildigi zaman LOQ degeri 100 ppb,
hassasiyet ise 0,7 sinyal/ppb olarak hesaplanmistir. Silika ile elde edilen LOQ degeri
hem nisasta hem de sodyum kloriir ile elde edilen 160 ve 120 ppb’lik degerlerden daha
diisiik ¢ikmustir.
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Sekil 4.4. Silika ile toz 6rnekleme yapilarak rodamin b i¢in elde edilen sinyal-
konsantrasyon iligkisi
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Sekil 4.5. Silika ile toz 6rnekleme yapilarak rodamin b i¢in elde edilen sinyal-
konsantrasyon iliskisinin lineer araliktaki gosterimi

Model bilesik olarak floressein kullanildigi zaman genis bir konsantrasyon araliginda
sinyal-konsantrasyon iliskisinin lineer karaktere yakin oldugu goriilmistiir (Sekil 4.6).
Ayni durumun rodamin i¢in de gbzlenmis olmasi (Sekil 4.4), kat1 seyreltici olarak
silikanin, analiz edilen model bilesigin tiiriinden bagimsiz olarak daha tutarli bir
davranig sergiledigini diisiindlirmiistiir. Lineer karakterin daha yiliksek oldugu dar
konsantrasyon araliginda sinyal-konsantrasyon iligkisinin yiiksek diizeyde dogrusallik
sergiledigi lineer regresyon analizi ile gosterilmistir (R?=0,9917; Sekil 4.7). Silika
kullanildigi zaman LOQ ve hassasiyet degerlerinin 240 ppb ve 1,4 sinyal/ppb olarak
hesaplanmustir. Elde edilen bu verilerden yola ¢ikarak, silikanin nisastadan daha diisiik
bir tayin sinir1 elde edilmesini sagladigi ve ayni zamanda nigastanin kullanildigi duruma

gore daha hassas ol¢limlerin yapilabildigi sdylenebilir.
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Silika ile toz 6rnekleme yapilarak floressein i¢in elde edilen sinyal-
konsantrasyon iliskisinin lineer araliktaki gosterimi
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4.2.3 Sodyum karbonat kullanilarak elde edilen sonuclar

Rodamin b’nin SPFS ile tayininde seyreltici ortam olarak sodyum karbonatin
kullanildig1 analizlerden elde edilen deneysel veriler Sekil 4.8°de grafik olarak verildi.
Sodyum kloriirde gozlenen sinyal-konsantrasyon iligkisine benzer bir davranis (Sekil
4.12) sodyum karbonat kullanildiginda da gozlendi (Sekil 4.8). Yani, 1.500 ppb’den
daha yiiksek rodamin konsantrasyonlarinda sinyal-konsantrasyon iliskisinde lineerlikten
onemli diizeyde sapmalarin meydana geldigi goriildii. Diger taraftan, daha seyreltik
konsantrasyonlarda sinyal-konsantrasyon iligkisinin lineer oldugu anlasild1 (Sekil 4.9).
Calisilan kat1 seyrelticiler arasindan en diisik LOQ degeri (60 ppb) ve en yiiksek
hassasiyet (2,2 sinyal/ppb) sodyum karbonat ile elde edildi. Bu durum, SPFS’de
seyreltici ortam olarak sodyum karbonati (¢alisilan diger katilara kiyasla) daha iyi bir

seceneklerden biri haline getirdi.
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Sekil 4.8. Sodyum karbonat ile toz 6rnekleme yapilarak rodamin b i¢in elde edilen
sinyal-konsantrasyon iliskisi
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Sekil 4.9. Sodyum karbonat ile toz 6rnekleme yapilarak rodamin b igin elde edilen
sinyal-konsantrasyon iliskisinin lineer araliktaki gosterimi

Analiz edilen model bilesik degistirildiginde sodyum karbonatin da silikaya benzer bir
davranig sergiledigi goriildi. Yani rodamin veya floresseinin analiz edilmesinden
bagimsiz olarak lineerlikten sapma davranisinin hemen hemen benzer oldugu anlasildi
(Sekil 4.8 ve Sekil 4.10). Lineer aralikta yiiriitillen regresyon analizinden, sinyal-
konsantrasyon iligkisinin lineer karakterinin yiiksek oldugu tespit edildi (Sekil 4.11).

LOQ ve hassasiyet degerleri de sirastyla 110 ppb ve 2,6 sinyal/ppb olarak hesaplandi.
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Sekil 4.11. Sodyum karbonat ile toz dérnekleme yapilarak floressein igin elde edilen

sinyal-konsantrasyon iligkisinin lineer araliktaki gosterimi
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4.2.4 Sodyum kloriir kullamlarak elde edilen sonuglar

Sodyum kloriir kullanilarak toz 6rnekleme yontemi ile elde edilen verilerden tiiretilen
kalibrasyon grafigi Sekil 4.12°de verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi, yaklasik
olarak 1.500 ppb’nin iizerindeki konsantrasyonlarda sinyal ile konsantrasyon arasindaki
lineer iligki bozulmaktadir. Diger taraftan, 1.500 ppb’ye kadarki aralikta sinyal ile
konsantrasyon arasinda ¢ok iyi bir dogrusal iliski elde edildi (Sekil 4.13). Sekil
4.13’ten, 6l¢iim hassasiyeti 1,0 sinyal/ppb olarak hesaplanmis olup, bu deger nisastanin
kullanildigit durumda hesaplanan 0,6 sinyal/ppb degerinden daha yiksektir. Yani,
sodyum kloriir ile daha hassas Ol¢lim yapilabildigi anlasildi. Yine Sekil 4.13’ten
hesaplanan 120 ppb’lik LOQ degeri nisastanin kullanildigi durumda hesaplanan 160
ppb’lik degerden daha diisiik bulundu. Bu nedenle galisma araligi harig, sodyum

Kloriiriin nisastaya gore daha avantajli oldugu goriildi.
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Sekil 4.12. Sodyum kloriir ile toz 6rnekleme yapilarak rodamin b i¢in elde edilen
sinyal-konsantrasyon iliskisi
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Sekil 4.13. Sodyum kloriir ile toz 6rnekleme yapilarak rodamin b i¢in elde edilen
sinyal-konsantrasyon iliskisinin lineer araliktaki gosterimi

Rodamin ile elde edilen sonuglardan yola g¢ikarak, SPFS’de seyreltici ortam olarak
caligilan katilar igin LOQ ve hassasiyet temelinde yapilan degerlendirmelerden bu

katilarin performanslarin asagidaki siraya gore azaldigi sonucuna varilmistir:

Sodyum karbonat > Silika > Sodyum kloriir > Nisasta

Sunu da belirtmek gerekir ki, floressein analizinde kati seyreltici olarak sodyum kloriir
kullanildigi zaman faydali sonuglar alinamamistir. Bu nedenle, floressein i¢in sodyum
kloriir kullanilarak elde edilen veriler tartismaya dahil edilmemistir. Yani hem rodamin
hem de floressein kullanildigi durumda LOQ degerlerinin sodyum karbonat, silika ve
nisasta sirasinda arttigi; hassasiyetin ise ayni sirada azaldigi goriilmiistiir. Floressein igin
LOQ ve hassasiyet temelinde yapilan degerlendirmelerden, ¢alisilan katilarin

performanslarinin asagidaki sirada azaldigi goriilmiistiir:

Sodyum karbonat > Silika > Nisasta
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Rodamin b ve floressein igin galisilan katilarla elde edilen sayisal degerler Cizelge 4.1
ve Cizelge 4.2°de listelenmistir. Ayrica, ¢aligilan katilarla elde edilen grafikler Sekil
4.14 ve Sekil 4.15te toplu halde verilmistir.

Cizelge 4.1. Rodamin i¢in baz1 performans parametreleri

LOQ (ppb) Hassasiyet (sinyal/ppb) R?

Silika 1,0x10? 1,1 0,9910
Sodyum Kloriir 1,2x10? 1,0 0,9959
Nisasta 1,6x102 0,6 0,9958

Cizelge 4.2. Floressein i¢in bazi performans parametreleri

LOQ (ppb) Hassasiyet (sinyal/ppb) R?

Sodyum karbonat 1,1x10? 2,6 0,9902
Silika 2,4x10? 14 0,9917
Nisasta 3,3x10° 0,5 0,9654
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Sekil 4.14. Rodamin i¢in bazi1 kat1 seyrelticiler kullanilarak elde edilen sinyal-
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Sekil 4.15. Floressein i¢in bazi kati seyrelticiler kullanilarak elde edilen sinyal-
konsantrasyon iligkilerinin toplu halde gdsterimi
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4.2. SPFS’de Ornekleme Yonteminin Etkisi

Deneysel calismalarda iki farkli 6rnekleme yonteminin etkisi incelenmistir. Toz
numune Ol¢iim hiicresi kullanilarak gergeklestirilen birinci yontemde numune, 6lgiim
hiicresine toz halde konulup dogrudan 6l¢iim alinmistir. Bu metot basit olmakla beraber,
fazla miktarda numune gerektirmesi bakimindan dezavantajlidir. Clinkii toz numune
Ol¢iim hiicresi ile Ol¢iim alabilmek i¢in hiicrenin igerisinin tamamen doldurulmus
olmas1 gerekmektedir. Aksi durumda, kati partikiillerin basta yer¢ekimi olmak iizere
bazi etkilerle hareket etmesi sonucu 6l¢timiin hem tekrarlanabilirligi hem de dogrulugu
onemli diizeyde etkilenebilmektedir. Bu nedenle alternatif bir metot olarak yapiskan
vinil bandinin {izerine t0z numunenin alindig1 ve bu sekilde 6l¢iimiin gerceklestirildigi
ikinci bir yontem de ¢alisilmistir. Bu yontemde, 6l¢tim igin gerekli olan numune miktari
onemli oranda disiiriilebilmektedir. Vinil bant yonteminde gerekli olan numune
miktarinin, kati 6lglim hiicresine dayanan yonteme gore en az 10-100 kat daha az

oldugu goriilmiistiir.

Yukarida belirtilen iki metodun performansini karsilastirmak i¢in hem rodamin b hem
de floressein ile en iyi sonuglar1 veren kati seyrelticilerle (sodyum karbonat ve silika)
bazi deneyler yiirtitiilmiistiir. Sodyum karbonat ile hazirlanan rodamin 6rneklerinin vinil
bant yontemi ile analizinden elde edilen sonuglar Sekil 4.16°da verilmistir. Sekilden de
anlasilacagi iizere, ayn1 rodamin konsantrasyonlarinda, katt numune 6lgiim hiicresi ile
elde edilen sinyallerin siddeti vinil bant metodu ile elde edilenlere gore ¢ok daha
yiiksektir. Bu nedenle, kati Olgiim hiicresi yontemiyle daha diisiik rodamin
konsantrasyonlarinin 6lgiilebilecegi sonucuna varilmistir. Vinil bant yontemi ile elde
edilen sinyallerin ¢ok zayif olmas1 nedeniyle bu yontem i¢in ayrica bir deteksiyon limiti
caligmasi yiiriitilmemistir. Ayrica, her iki metodun lineer araligi dikkate alindiginda,
birinci metodun ikinci metoda gore yaklasik 40 kat daha fazla hassasiyet sergiledigi
gortilebilir (Sekil 4.9 ve Sekil 4.16). Benzer sonuglar silika kullanilarak yiiriitillen
deneylerden de elde edilmistir (Sekil 4.17). Silika kullanildigi zaman kati numune
Olctim hiicresinin kullanimina dayanan metodun vinil bant metoduna gore yaklasik
olarak 20 kat daha fazla hassasiyet elde edilmesine olanak tanidigi goriilmiistiir (Sekil
4.5 ve Sekil 4.17). Bu nedenle, birinci metodun vinil bant metoduna gore ¢ok daha
yiiksek performans sergiledigi goriilmiistiir. Vinil bant metodu ile elde edilen en ilging

sonug ise hem sodyum karbonat hem de silika kullanildigi zaman rodamin igin elde
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edilen kalibrasyon grafiklerinin her ikisinin de hemen hemen ayn1 egimi sergilemeleri

olmustur (Sekil 4.18). Fakat, floressein i¢in ayni sonucun elde edilmedigi goriilmiistiir

(Sekil 4.21).
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Sekil 4.16. Rodamin i¢in sodyum karbonat kullanilarak iki farkli 6rnekleme yontemi ile
elde edilen veriler
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Sekil 4.18. Rodamin i¢in vinil bant yontemi ile iki farkli kat1 seyreltici kullanilarak elde
edilen veriler

Floressein igin her iki metotla yiiriitiilen analizlerden elde edilen sonuglarin rodamin

icin elde edilenlere ¢ok benzedigi goriilmiistiir. En belirgin benzerlik, vinil bant
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metoduna kiyasla, kat1 6l¢iim hiicresi metodu ile elde edilen daha yiiksek siddetteki
floresans sinyalleri olmustur (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20). Bu durum, kati seyrelticinin
tiriinden bagimsiz olarak gozlemlenmistir. Sodyum karbonat kullanildiginda, birinci
metodun vinil bant metoduna gore floressein igin yaklasik 15 kat daha hassas sinyaller
sagladig goriilmiistiir. Silika kullanildigi durumda ise bu oranin yaklasik olarak 20 kat
diizeyinde oldugu tespit edilmistir. Yani, kati Ol¢iim hiicresi metodu iistlinliigiinii
floressein ile de dogrulamistir. Vinil bant metodunda, sodyum karbonat ile elde edilen
Olclim hassasiyetinin silika ile elde edilene gore yaklasik 2,5 kat daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.21). Kat1 6l¢glim hiicresi metodu kullanildiginda ise bu oran
yaklagik 2 kat diizeyinde g¢ikmistir. Dolayisiyla bu iki Kati seyreltici kullanilarak
floressein igin iki farkli metotla elde edilen hassasiyetlerin orani neredeyse ayni
cikmigtir. Bu nedenle, izlenen metottan bagimsiz olarak, floressein ig¢in sodyum
karbonat ile daha iyi sonuglar elde edildigi sonucuna varilmistir. Diger taraftan rodamin
igin kat1 6l¢iim hiicresi kullanilirken sodyum karbonat daha avantajli iken (Sekil 4.5 ve
Sekil 4.9), vinil bant metodunda sodyum karbonat ile silika arasinda ¢ok belirgin bir
performans farklilasmasi gozlemlenmemistir (sodyum karbonat kullanildiginda sinyal
siddeti bir miktar yiiksek ¢ikmistir) (Sekil 4.18). Bu nedenle, analiz edilen tiire bagl
olarak vinil bant metodunun farkli sonuglar verebildigi; diger taraftan, kati 6lgiim
hiicresi metodunun daha az degisken bir Ozellik sergiledigi sonucuna varimistir.
Ornegin, rodamin icin kat1 6l¢iim hiicresi ile sodyum karbonat ve silika kullanilarak
elde edilen hassasiyet diizeyleri arasindaki fark 2 civarinda ¢ikmis olup, bu oran

floressein i¢in yukarida verdigimiz oranin birebir aynisidir.
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Sekil 4.19. Floressein i¢in sodyum karbonat kullanilarak iki farkli 6rnekleme yontemi
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Sekil 4.20. Floressein i¢in silika kullanilarak iki farkli 6rnekleme yontemi ile elde
edilen veriler
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Sekil 4.21. Floressein i¢in vinil bant yontemi ile iki farkli kati seyreltici kullanilarak
elde edilen veriler

4.3. Olgiimlerin Tekrarlanabilirligi

Analitik sinyallerin tekrarlanabilirligini degerlendirmek icin kati seyreltici olarak orta
diizeyde performans sergileyen silika kullanilarak farkli giinlerde iki farkli tekrar analizi
yiritiilmiistiir. Tekrar analizlerinde kati numuneler her defasinda taze hazirlanmstir.
Ayni sartlarda elde edilen veriler Sekil 4.22°de verilmistir. Grafikten de goriilecegi
tizere, floresans spektroskopisi gibi sicaklik ve girisimlere karsi son derece hassas olan
bir teknikle elde edilmelerine ragmen sinyallerin yiiksek tekrarlanabilirlikle elde
edilebildigi  gortlmistir. Bu durum SPFS tekniginin Kkantitatif analizlerde

kullanilabilme noktasinda potansiyele sahip oldugunun bir baska gostergesidir.
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Sekil 4.22. Silika kullanilarak kati numune hiicresi 6l¢iim yontemi ile yiiriitiilen giinler-

arasi tekrar analizlerinden elde edilen sonuglar
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SPFS tekniginde kat1 seyreltici olarak kullanilabilecek dort farkli katinin (sodyum

karbonat, silika, sodyum kloriir ve nisasta) performans 6zellikleri incelenmistir.

Floresans analizlerinde iki farkli 6rnekleme yontemi kullanilmistir: (a) katt numune

6l¢iim hiicresi yontemi ve (b) vinil bant yontemi.

Calisilan katilar ve uygulanan yontemler iki farkli model bilesik (Rodamin b ve

Floressein) iizerinde denenmistir.

Ayni uyarma ve emisyon dalga boylarinda ve ayni enstriimantal parametrelerde elde

edilen sinyallerden LOQ ve hassasiyet hesaplamalar1 yapilmstir.

Yapilan degerlendirmeler neticesinde, en iyi Ol¢iim performansinin sodyum

karbonat katis1 ve kati numune 6l¢tim hiicresi ile elde edildigi gorilmustiir.

Sodyum karbonat kullanildiginda 60 ppb (Rodamin b) ve 110 ppb (Floressein);
silika kullanildiginda ise 100 ppb (Rodamin b) ve 240 ppb’lik (Floressein) LOQ
degerlerinin elde edildigi goriilmiistiir. Bunlar, calisilan sartlarda gbzlenen en diisiik

LOQ degerleri olmustur.

Yiiksek LOQ ve diisiik hassasiyetine ragmen vinil bant metodunun genis bir aralikta
lineer sinyal-konsantrasyon iligkisi sunabildigi, az numune gerektirdigi, daha pratik
oldugu ve bu nedenle gorece yliksek konsantrasyona sahip numunelerin kantitatif

analizinde kullanilabilecegi degerlendirilmistir.
En 1yi performans degerlerini sunan kati numune 6l¢lim hiicresi metodunun fazla

miktarda numune gerektirmesi bu yontemde karsilagilan en Onemli dezavantaj

olarak degerlendirilmistir.
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% Genel olarak; SPFS tekniginin uygun kati seyrelticiler kullanilarak hem kalitatif
hem de kantitatif analizlerde kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu ve bu konu

ile ilgili daha kapsamli ¢alismalara gereksinim oldugu sonucuna varilmistir.

¢ Sunulan bu ¢alismanin, konu ile ilgilenen baska arastirmacilar i¢in de 6nemli bir

kaynak teskil edecegi diistiniilmiistiir.
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