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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

METAL TﬁRLERiNiN TAYiNi i(;iN KARBAZOL TEMELLI FLORESANS
SENSORLERIN GELIiSTIiRILMESI VE UYGULAMALARI

Siimeyye ARSLAN

Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damsman: Dr. Ogretim Uyesi Tahir SAVRAN

Haziran, 2022, 71 sayfa

Sunulan tez konusu metal iyonlarina duyarli, yiiksek analitik performansa sahip,
farkli dalga boylarinda 1s1ma yapabilecek 6zgiin kimyasal yapiya sahip karbazol
esaslt optik sensor sisteminin hazirlanarak gercek numunelere uygulama iizerine
tamamlanmis oldukca kapsamli ve sistematik bir c¢alismadir. Bu kapsamda,
caligmanin ilk asamasinda detaylar1 yontem kisminda verilen ve yapisinda metal
iyonu tayininde kullanilan mekanizmalar1 gergeklestirebilecek fonksiyonel gruplara
sahip 0zgiin karbazol temelli molekiil (CTH) basarili sekilde sentezlenmis ve
karakterize edilmistir. Karakterizasyon islemlerinde lH—NMR, B3¢ APT-NMR,
ATR-FTIR ve MALDI TOF-MS spektroskopi yontemleri kullanilmistir. Caligmanin
ikinci asamasinda; sentezlenen sensor molekiiliinliin fotofiziksel Ozelliklerini
belirlemek amaciyla, UV—-Vis ve floresans spektroskopisi ile metal iyonlarina duyarh
olup olmadiklar1 detayli olarak aragtirllmis ve Ozgiin analitik yontemler
gelistirilmistir. Hazirlanan CTH sisteminin metal iyonlarina olan absorbans ve
emisyon cevaplar1 incelenerek, sinyallere ¢oziicli etkisi, metal tiirii, tayin limiti, pH
etkisi, cevap siiresi ve diger metallere karsi seciciligi gibi parametreler incelenmistir.
Spektroskopik ¢aligmalar neticesinde CTH’1n Fe** metal iyonuna kars1 kolorimetrik
sensér (LOD=5.89 uM), Hg*" metal iyonuna karsi ise C=N grup hidroliz reaksiyon
mekanizmas1 {lizerinden yiiksek oranda secimli floresans yanit (LOD=5.10 nM)
verdigi kanitlanmistir. Calismanin son asamasinda ise; sentezlenen CTH'in Fe** ve
Hg”" metal iyonlar1 i¢in pratik uygulanabilirlik ¢alismalar1 ise dogal kaynak su
numuneleri, test kitleri ve akilli telefon (Smartphone Free App., Colorimeter)
lizerinde basariyla gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglarin, karbazol temelli
floresans sensorleri kapsamindaki bilimsel c¢aligmalara yol gdsterici olacagi
kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Floresans sensor, Kolorimetrik sensor, Karbazol, Demir,
Civa, Akill1 telefon
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ABSTRACT

Ms Thesis

DEVELOPMENT OF CARBAZOLE BASED FLUORESCENCE SENSORS
FOR DETERMINATION OF METAL SPECIES AND APPLICATIONS

Siimeyye ARSLAN

Karamanoglu Mehmetbey University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assistant Prof. Dr. Tahir SAVRAN

June, 2022, 71 pages

The presented thesis is a very comprehensive and systematic study on the preparation
and application of a carbazole—based optical probe system, which is sensitive to
metal ions, has high analytical performance, and can radiate at different wavelengths,
with a unique chemical structure. In this context, in the first stage of the study, a
unique carbazole—based molecule (CTH) with functional groups that can realize the
mechanisms used in metal ion determination in its structure and whose details are
given in the method section was successfully synthesized and characterized. *H-
NMR, *C APT-NMR, ATR-FTIR and MALDI TOF-MS spectroscopy methods
were used in the characterization processes. In the second stage of the study; to
determine the photophysical properties of the synthesized CTH molecule, their
sensitivity to metal ions was investigated in detail by UV-Vis and fluorescence
spectroscopy, and unique analytical methods were developed. By examining the
absorbance and emission responses of the prepared CTH system to metal ions,
parameters such as solvent effect on signals, metal type, detection limit, pH effect,
response time and selectivity against other metals were investigated. As a result of
detailed spectroscopic studies, it has been proven that the CTH has a colorimetric
probe (LOD=5.89 uM) against Fe** metal ion and a highly selective fluorescence
probe (LOD=5.10 nM) against Hg®* metal ion through the C=N group hydrolysis
reaction mechanism. In the last stage of the study; practical applicability studies of
the synthesized CTH for Fe** and Hg** metal ions were successfully carried out on
natural spring water samples, test kits and Smartphone (Smartphone Free App.,
Colorimeter). We believe that the results obtained will be a guide for molecular
Sensor designer researchers working with carbazole—based molecules.

Keywords: Fluorescent sensor, Colorimetric sensor, Carbazole, Iron, Mercury,
Smartphone
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1. GIRIS

Analizlerin temel ve zaman alici asamalarini bertaraf ederek biiyiikk kolaylik
saglayan, hizli, zahmetsiz, maliyetsiz ve tayin edilecek analitlere yiiksek secicilik ve
hassasiyet gosteren 0Ozgiin optik sensdrlerin tasarimi, son yillarda biiylik ilgi
uyandiran ve énemli gelismeler kaydedilen bir yaklagimdir. Son yillarda, agir metal
iyonlarinin ciddi g¢evresel kirlilige neden olmalar1 ve besin zinciri yoluyla canlilar
tizerindeki toksik etkileri sebebiyle, agir metallerin tayinine yonelik optik
kemosensorlerin gelistirilmesi i¢in biiyiik ¢aba sarf edilmektedir (Birimkulova, 2017;

Aydin, 2018; Karuk Elmas, 2019).

Endiistriyel ve tarimsal uygulamalarin yogunlugu nedeniyle demir (IIT) (Fe**) ve civa
(11) (Hg®") iyonlarmin 6zellikle besin zincirinde biyobirikimi, énemli bir sorun haline
gelmistir. Fe* yeryiiziinde en bol bulunan agir metal iyonlarindan biridir ve canlilar
icin gerekli bir eser elementtir. Fe** enzimatik siireglerde ve DNA/RNA sentezinden
elektron transferi ve oksijen metabolizmasi stlireglerine kadar O6nemli hiicresel
metabolizmalarda bir kofaktdr olarak hayati bir rol oynamaktadir. Ote yandan
Fe*"'iin fazlalig1 canlilar {izerinde toksik etkiye sahiptir ve organ fonksiyon
bozukluklari, hepatit, kanser, Parkinson, Huntington ve Alzheimer hastaliklar1 gibi
kritik hastaliklara; Fe* eksikligi ise anemi, erken Oliim, diyabet, kalp hastaliklari,
karaciger ve bobrek hasarlarina neden olabilmektedir (Savran, 2022; Giingor, 2017).
Hg2+ en toksik metal iyonlarindan biri olarak kabul edilmektedir. Cok diisiik
konsantrasyonda Hg?* veya bununla ilgili bilesikler bile, hiicresel islev bozukluguna
yol agan tiyolden zengin enzimlere ve proteinlere yiiksek afiniteleri nedeniyle canhi
sistemlerde biyolojik islev bozukluguna, ciddi motor, bilissel ve merkezi sinir sistemi
bozukluklarina yol acabilmektedir. Daha da onemlisi, atik suda veya toprakta
bulunan Hg* suda yasayan organizmalar tarafindan metil-civa formuna
dontstiirilmektedir. Viicut i¢in en giiclii norotoksinlerden biri olarak kabul edilen
metil—civa formu, deniz yirticilart boyunca besin zincirinde ilerler ve bdylece insan
organizmalarinda cesitli norolojik hasar belirtileriyle birikmektedir. Atmosferik

birikimden Hg®*'nin biyo-birikiminin, kiiresel karbon déngiisii iizerinde etkisi oldugu



diisiiniilen aga¢ yapraklarinda ve yosunlarda meydana geldigi iyi bilinmektedir ve
bu, bitkilerde terlemeyi ve fotosentezi olumsuz etkilemektedir. Hg?*, Chisso-
Minamata hastalig1, hareket ve dogum 6ncesi beyin hasarlar1 gibi ciddi hastaliklara
neden olabilmektedir. Resmi kuruluslara gore igme suyunda izin verilen maksimum
Hg?* seviyesi 10 uM (0.02 mg/kg)'n altindadir (Savran, 2022; Giingor, 2017).

Agir metallerin tayini i¢in son zamanlardaki analitik yontemler; atomik absorpsiyon
spektroskopisi, indiiktif olarak eslestirilmis  plazma-kiitle  spektrometrisi,
kromatografi, potansiyometri, akis enjeksiyon amperometrisi gibi zahmetli, zaman
alici, pahali ve karmasik yontemlere dayanmaktadir. Bu dezavantajlar nedeniyle,
Fe** ve Hg”"'nin hassas, uygun maliyetli, secici, duyarli ve yerinde tayini i¢in yeni
optik sensor sistemlerinin gelistirilmesi igin biiylik ¢aba sarf edilmektedir.
Literatirde Fe** ve Hg* tayini i¢in konuya yonelik rodamin, naftalimid, Bodipy,
siklodekstrin, Schiff bazi ve izokumarin gibi farkli organik yapilara dayali ¢ok sayida
sensdr sistemi rapor edilmistir (Goshisht, 2022). Literatiirde Hg®" tayini igin "turn-
on" floresans ve Fe®' tayini i¢in "kolorimetrik" karbazol molekiilii esasli herhangi bir
optik sensdre rastlanilmamistir. Karbazol bazli optik sensorlerin yiiksek kimyasal
stabilite, miikemmel optik 6zellik, giiclii absorpsiyon ve emisyon 6zelligi gibi iistiin
Ozelliklerinden dolayr yaygin olarak optik sensor dizayninda kullanildig:

bilinmektedir.

Yukarida belirtilen hususlar dikkate alinarak, sunulan tez c¢alismasinda metal
iyonlarina duyarli, yiiksek analitik performansa sahip, farkli dalga boylarinda 1s1ma
yapabilecek 0zgiin kimyasal yapiya sahip karbazol esasli optik sensor sistemi
hazirlanmis ve gercek numunelere uygulamalar gerceklestirilmistir. Bu kapsamda,
0zglin karbazol temelli molekiil (CTH) basarili sekilde sentezlenmis ve karakterize
edilmistir. Sentezlenen CTH molekiiliiniin fotofiziksel Ozelliklerini belirlemek
amaciyla, UV—Vis ve floresans spektroskopisi ile metal iyonlarina duyarli olup
olmadiklar1 detayli olarak arastirilmis ve 0zgiin analitik yontemler gelistirilmistir.
Spektroskopik ¢aligmalar neticesinde CTH’1n Fe*" metal iyonuna kars1 kolorimetrik
sensor, Hg2+ metal iyonuna kars1 ise yiiksek oranda se¢imli floresans sensor 6zelligi
gosterdigi  kanitlanmistir. CTH'!n pratik uygulanabilirlik ¢alismalart ise dogal
kaynak su numuneleri, test kitleri ve akilli telefon {izerinde basariyla

gerceklestirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Liiminesans ve Floresans

Elektronik olarak uyarilmis tiirlerin ultraviole, goriiniir bolge, infrared fotonlarinin
emisyonuna liiminesans adi verilir. Liimen yani 151k anlamina gelen liiminesans ilk
olarak, fizik¢i ve tarih bilimcisi Eilhardt Wiedemann tarafindan 1888 yilinda
tanimlanmistir. Uyarilma durumlarina gore liiminesansin farkl tiirleri Cizelge 2.1°de

listelenmistir (Karuk Elmas, 2019; Drummen, 2012).

Cizelge 2. 1: Liiminesans tiirleri ve uyarilma prosesleri (Karuk Elmas, 2019).

Liiminesans tiirii Uyarilma prosesi

Fotoliiminesans Is1g1n absorpsiyonu
Kemiliiminesans Kimyasal prosesler
Biyoliiminesans Biyokimyasal prosesler
Elektroliiminesans Elektrik alan

Termoliiminesans Depo edilmis enerjinin 1sitilmast
Radyoliiminesans Iyonize 151ma

Katodliiminesans Katot 11

Sonoliiminesans Ultrason

Triboliiminesnas Surtiinme ve elektrostatik kuvvetler

Floresans ve fosforesans, liiminesansin tiirlerindendir. Uyarilma sirasinda fotonlarin
absorpsiyonu, absorpsiyon yapan tiirlerin uyarilmis hallerini meydana getirir.
Fotonlarin emisyonu, uyarilmis halden temel hale geg¢mesiyle olur ve bu olaya
fotoliiminesans (floresans, fosforesans, gecikmeli floresans, kemiliiminesans) denir.
Bu durum ancak madde ile 15181n etkilesimiyle meydana gelebilmektedir. (Valeur,

2001; Valeur, 1994; Wainwright, 2009).

Floresans; maddenin 151k enerjisini yada diger elektromanyetik dalga enerjisini
absorbe ederek, elektronlarini uyarilmis elektronik enerji seviyesine ¢ikardiktan
sonra tekrar temel hale donerken yaydigi emisyondur. Floresans soguk cisimlerde
molekiiler 1s1manin absorblanmasi ile daha uzun dalga boyunda bagka bir 1s1manin
yayilmastyla olusan 1s1ma olayidir. Isin molekiil tarafindan sogurulmasinda, elektron
bulundugu orbitalden daha yiliksek enerjili orbitale c¢ikar ve molekiil uyarilmis

duruma geger. Genellikle bu uyarilmis hal kararsiz yapida oldugu ig¢in elektron
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enerjisini geri vererek baslangic orbitaline doner. Floresans 1s1ma, daima absorplanan
dalga boyundan daha uzun dalga boylu, yani daha diisiik enerjilidir (Ozdemir, 2021;
Valeur, 2001).

2.1.1 Floresans olayim etkileyen faktorler

Floresans siddetinin verimini etkileyen temel faktorler;

» Molekiiler yapr etkisi: Floresans, ¢ogunlukla aromatik yada devam eden
konjligasyonun bir sonucu olarak, kat1 hale sahip bilesiklerde gozlenmektedir.
Bilesigin titresimsel donme hareketi az, sertligi yiliksek olursa; S1 ve Sp arasindaki
enerji boslugu artacagi i¢in, floresans olasiligi o kadar artar. Bu sekildeki floresans
stirecler, 1s1masiz stiregler tizerinde baskindir.

» Sicakhlik etkisi: Sicaklikta gergeklesen artis ile ¢oziicli maddenin viskozitesini
azaltir. Sicakliktaki bu artis molekiiler hareketlerde veya ¢arpigsmalarda artisa neden
olacagindan, floresans 1s1ginda azalma gozlenir.

» Coziicii Etkisi: Coziiciiniin, floresans emisyonu iizerinde farkli durumlar
gerceklestirdigi bilinmektedir. Ornegin, spin orbital eslesmesi ihtimalindeki artisa
bagli olarak, agir atomlar igeren coziiciiler i¢inde, floresans yogunlugu azalabilir, bu
da floresansda artisa neden olabilmektedir. Organik molekiiller uyarildiginda
polaritesi artar. Bu da optik malzeme ile molekiiler ortamdaki etkilesimin artmasina
neden olarak enerji kaybina sebep olmaktadir.

» Viskozite etkisi: Floresans olayinda ¢oziiciilerin viskozitesi uyarilmig haldeki
molekiill ve c¢oziicii molekiilleri arasindaki carpismalar1 etkileyebilir. Viskoz
cozeltilerde, molekiiler carpismalar azalir ve bu da enerji aktarimini azaltir buna
bagl olarak, molekiiler ¢arpigmalar azalacagi i¢in, enerji kayb1 azalir ve floresans

daha fazla yiikselir (Deshpande, 2001; Rendell, 1987).
2.1.2 Uyarilmis molekiiliin floresans ve diger durulma prosesleri

Uyarilan molekiil, 15181n absorpsiyonunun ardindan sistemler aras1 gecis (fosforesans
emisyonu), konformasyonel degisiklik, i¢ doniisiim (temel hale floresans emisyonu
olmadan direk doniis) ve molekiil ici ylik transferi gibi farkli yollar izleyerek ve
floresans emisyonu yayarak temel hale geri doniis yapmaktadir. Bu durumun

haricinde, uyarilmis seviyede diger molekiillerle etkilesim yaparak da (enerji



transferi, elektron transferi, eksimer olusumu yada proton transferi) temel hale doniis

yapabilmektedirler (Sekil 2.1) (Valeur, 2001; Guliyev, 2008; Sahin, 2011).

sistemler arasi gecikmig

fosforesans <« gecis — floresans

floresans ic déniisii
emisyonu IG donugum

molekdl igi yik
transferi

konformasyon
uyarimis W— degisikligi
molekdl

elektron transferi

fotokimydsal
dontisim

/

ekzipleks l
olugumu
ekzimer olusumu

proton transferi
enerji transferi

Sekil 2. 1: Uyarilmig haldeki molekiiliin temel hale gegisi esnasinda meydana gelebilecek
prosesler ve floresans olay1 (Sahin, 2011).

2.2 Analitik Bir Arac¢ Olarak Kolorimetrik ve Floresans Sensorler

Metal iyonlarinin biyolojik numunelerde ya da c¢evrede tespiti ve miktarmin
belirlenmesine yonelik yeni analiz yontemlerinin gelistirilmesi biiylik 6nem arz
etmektedir (Sekil 2.2) (Newman, 2011; Zhang, 2011). Metal iyonlarinin tespitine
yonelik uygulamada olan yontemler; atomik absorpsiyon spektrometrisi (AAS),
indiiktif olarak eslesmis plazma kiitle spektrometrisi (ICP-MS), elektrokimya ve
kromatografi gibi yontemleri igermektedir (Chen, 2010; Qiong, 2006). Anack
uygulamada olan yontemler karmasik numune hazirlama yontemleri, maliyet,
kimyasal kullanimi, uzman analizci miidehalesi ve uzun analiz siireleri
gerektirmektedir. Emisyon siddeti degisimine bagli gelistirlen sensor sistemlerinde
ise; yiiksek secicilik, hassasiyet, kisa analiz siiresi ve diisiik tespit limiti ile yerinde

tayin avantajlarina sahiptir (Lakowicz, 1999; Powe 2010).
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SINYAL BiRiMi RESEPTOR SINYAL

1) RENK = KOLORIMETRIK SENSOR
2) FLORESANS = FLORESANS SENSOR

Sekil 2. 2: Kolorimetrik ve floresans sensorler.



Tasarlanan floresans sensor sistemleri, ilk yillarda metal iyonlarinin tespitine yonelik
iken, simdilerde pek ¢ok nétr veya anyonik tiirlerin yanisira ¢evresel ve biyolojik
olarak &nemli bircok analiti icerecek sekilde yonelik de uygulanmaktadir. Ozellikle,
biyolojik ve ¢evresel olarak onemli kii¢iik nétr-molekiiller ve biyomakromolekiiller
(proteinler, DNA, vb.) icin floresans sensorler biiyiik gelisim gostermistir (Oguz
Tilimay, 2020). Spektrofotometrik analiz, ¢cok diisiik konsantrasyonlarda bile algilanip
ve kullanilabilmesi nedeniyle etkin bir sensor olusturmak i¢in 6nemli yontemler
arasindadir. Floresans sensor, kimyasal sensorlerin igerisinde en etkili ve en 6nemli
sensorlerden biridir (Sekil 2.3). Bu, hedef iyon ve molekiillerin organizma iginde

goriintiilenmesi ve gdzlenmesinde en basarili yontemler arasindadir (Ozdemir, 2021).

(A) TURN-OFF SENSOR

(D) KEMODOZIMETRIK SENEOR

K@ = FLORESANS KISIM m = RESEPTOR { ’ = ANALIT

Sekil 2. 3: Floresans cevaplarina gore farkli floresans sensorler.

2.2.1 Floresans sensorlerin siniflandiriimasi
Floresans molekiiler sensorleri genel olarak ii¢ grupta toplayabiliriz (Sekil 2.4-2.8).

v" I._Grup: Floroforun bir analitle ¢arpismasiyla, sahip oldugu floresans 1s1gmin

soniimlenmesi (Or. O, Cl, gibi gaz molekiilleri).

v 1. Grup: Analit ile florofor arasinda tersinir bir iliski s6z konusudur. Analit eger
iyon ise floresans selatlama, proton ise pH indikatorii tanimlamasi
kullanilmaktadir. Floresans 15181, komplekslesme ile artabilir (CEF tipi:
Floresansin Selatlanma ile Artmasi) ya da florofor ile analit arasindaki baglanma

ile soniimlenebilir (CEQ tipi: Floresansin Selatlagma ile Sontimlenmesi).



v Ill._Grup: Sensor ile florofor arasinda bosluk bulunmasini veya Sensoriin
florofora direk olarak baglandigi molekiilleri ifade etmektedir. Bir sensor
tarafindan molekiil veya iyon tanimaya dayanan bu tiir sensorlerin tasarimi, afinite
ve secicilik kriterlerini yerine getirmek i¢in 6zel dikkat gerektirmektedir.
Florofora bagli olan analit ile etkilesimi sonucunda meydana gelen yiik aktarimu,
fotofiziksel degisiklikler, enerji transferi, eksimer olusumu, elektron transferi ya
da kaybolmasi gibi foto—indiiklenmis proseslerden kaynaklanmaktadir. Eger bir
iyon sensOrii tasarlanmis ise molekiiler sensor floroiyonofor, sensore ise iyonofor
olarak tanimlanmaktadir. Etkilesim sonucu floresans siddeti soniimlenebilir veya

artabilir (Sekil 2.4) (Karuk Elmas, 2019).
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Sekil 2. 4: Floresans sensorlerin siniflandirilmasi (Karuk Elmas, 2019).

2.2.2 Enerji ve elektron transfer prosesleri

Bir metal iyonunun iyonofor grup ile baglanmasinin ardindan floresans sensoriin
emisyon siddeti azalabilir [selat olusumu ile floresansin soniimlenmesi (CHEQ)]
veya artabilir [selat olusumuna dayanan artmis floresans (CHEF)]. Her iki
mekanizmada floroforun floresans bandinda maviye ya da kirmiziya kaymaya sebep
olabilmektedir. Tayin sirasinda ortamda bulunan molekiiler oksijen, hemen hemen
tiim floroforlarin floresans sinyalini azaltabilmektedir, bu sebeple giivenilir sonuglar

elde etmek i¢in ortamdan ¢ozlinmiis oksijenin uzaklastirilmas: gerekmektedir.

Floresans emisyon degisimi i¢in dnerilen temel mekanizmalar kisaca 6zetlenmistir:



* Isina dayah elektron transferi (PET): Dondr atomlar (eslesmemis elektron ¢ifti
iceren atomlar, N, O, S ve P gibi) ile uyarilmis haldeki floroforun HOMO enerji
seviyesi arasinda elektron transferini ifade etmektedir (Sekil 2.5). Floresans sensoriin
florofor kismi uygun dalga boyundaki 1sin ile uyarildiginda, HOMO enerji
seviyesindeki bir elektron LUMO enerji seviyesine ge¢mektedir. Bu durumda
iyonofor kisminda mevcut donér atomun HOMO enerji seviyesindeki bir elektron,
floroforun HOMO enerji seviyesine gecis yapar. Floroforun HOMO enerji
seviyesinde mevcut ve eslenerek floresans emisyona neden elektron, floroforun
LUMO enerji seviyesinden HOMO enerji seviyesine transfer olamaz. Bu durumun
sonucunda; emisyon siddetinde azalma yani séniimlenme meydana gelir. iyonofor
yapisina metal iyonu baglandiktan sonra donér atomun HOMO enerji seviyesi,
floroforun HOMO enerji seviyesinden daha diisiik enerjili hale gecer yani PET
mekanizmasit inhibasyonu gergeklesir. Bu durumda, floroforun LUMO enerji
seviyesinde mevcut uyarilmis elektron fazla enerjisini floresans 1s1ma yoluyla
kaybeder ve HOMO enerji seviyesine gegis yapar. PET mekanizmasi biiylik oranda
¢oziicli polaritesi ile iligkili oldugu icin, ¢oziiclinlin yiiksek polaritesi elektron
transferini  kolaylastirmakta ve soniimlenme hizin1 artinr. PET inhibisyon
mekanizmasiyla tepki veren sensorler, hedef tiir ile baglandiginda genellikle
floresans bandinda kayma gostermezler (Oguz Tiimay, 2020; Karuk Elmas, 2019).

indirgemeli Elektron Transferi
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Sekil 2. 5: Floresans sensorlerde PET mekanizmasinin sematik gosterimi.



» Isina dayah yiik transferi (PCT): Elektron akseptorii ve donérii arasinda
meydana gelen elektron transfer tiirli olarak bilinmektedir (Sekil 2.6) ve bu
mekanizmaya dair sensorler tamamen n—konjuge sistemin kismi yilik aktarimini
kapsamaktadir. Florofordan bir baglayici grup ile ayrilan iyonofor kismina sahip PET
sensorlerinin tersine, biitlinlesik bir iyonofor ve florofor icermektedirler ve metal
iyonunu ile etkilesim elektron enerji seviyelerinde degisimine (floresans
azalmasi/artmasi ya da dalga boyunda degisim) neden olmaktadir (Valeur, 2000).
Bu tiir etkilesimler, sensér sisteminin kuantum verimini etkilemektedir (Oguz

Tiimay, 2020; Karuk Elmas, 2019).
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Sekil 2. 6: Floresans sensorlerde PCT mekanizmasinin sematik gosterimi.

KIRMIZIYA
‘ KAYMA

» Floresans rezonans enerji transferi (FRET):FRET prosesi floroforun uyarilmisg
haldeki dondr grubun enerjisinin, floforun temel haldeki akseptoriine transferi ile
gerceklesmektedir (Sekil 2.7). FRET mekanizmasi, birbirine bagli olan donor
akseptor ciftinin iki kriteri karsilamasiyla gerceklesir. Ilki, dondrun floresans
emisyon spektumu ile akseptoriin absorbans spekturumunun iist liste Ortligmesi
gerekliligidir. Ikincisi ise, dondr akseptdr arasindaki en uygun mesafe (Forster
mesafesi) yaklasik 20-60A° olmas1 gerekmektedir (Miyawaki, 2011; Ogiz Tiimay,
2020; Lakowicz, 2006; Dehmelt ve Bastiaens, 2010).
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Sekil 2. 7: Floresans sensorlerde FRET mekanizmasinin sematik gosterimi.

= Eksimer olusum prosesi: Aromatik halkalarin zayif etkilesimleri (Van der Waals
etkilesimi), uyarilmis seviyede "eksimer" veya "dimer" olarak tanimlanan komsu
halka ile etkilesimin artigi, halkalardan birinin elektronik olarak uyarilmasina neden
olmaktadir. Daha uzun dalga boyunda genis bir bant halinde eksimer bandi ve bir
monomer bandi olmak flizere iki floresans bandi gozlenmektedir. Eksimer ve
monomer emisyonuna bagli sinyal siddetinin orani, viskoziteye ve molekiiler

hareketliligine baghdir (Sahin 2011; Valeur, 2000; Kim, 2007).

= Metal ligand ve ligand metal ligand yiik transferi (MLCT ve LCMT):
Fotokimyada en 6nemli yaklasimlarindan biri kromoforlarin uyarilmis halden temel
hale gecisteki faktorleri anlamaktir. Bunlardan biri metalden liganda ve liganddan
metale yiikk aktarim gegisleridir. Bu yiik aktarimi enerji ve elektron transferi ile
metalin d orbitalinden uyarilmis florofora gecisiyle gergeklesir. Boylece floroforun
floresan1  séniimlenir. Ikinci durum ise floroforun sahip oldugu floresans

emisyonunun, metal ile florofor etkilesimi sonucu meydana gelmesidir (Sekil 2.8)

(Karuk Elmas, 2019).
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Sekil 2. 8: Floresans sensorlerde LCMT ve MLCT yiik atrarim gecis mekanizmalarinin
sematik gosterimi (Karuk Elmas, 2019).
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2.3 Agir Metaller

Yogunlugu 5 g/cm>ten bityiik elementler agir metaller olarak tanimlanmaktadir. Agir
metallere bakir (Cu), kalay (Sn), ¢inko (Zn), krom (Cr), metal olmayan selenyum
(Se), kursun (Pb), civa (Hg), arsenik (As), aliiminyum (Al), kadmiyum (Cd), kobalt
(Co), nikel (Ni) ve demir (Fe) o6rnekleri verilebilir (Duffus, 2002; Jarup, 2003). Agir
metaller iki gruba ayrilir: yasamsal agir metaller ve yagamsal olmayan agir metaller.
Burada belirleyici faktor, belirtilen agir metalin biyolojik bir silirece katki saglayip
saglayamamasidir. Agir metallerin etki mekanizmalarini, metalin doz miktari
belirlemektedir (Bakar ve Baba, 2009; Yavuz ve Sarigil, 2016). Agir metallerin
cevreye salimimlari, ya dogal kaynaklardan ve yollardan (volkanik olaylar, depremler
ve madeni kayaglar) ya da insan faktoriiyle (sanayilesime ve diger faaliyetlerin
sonucu) gergeklesmektedir. Agir metallerce kirletilen hava, su ve toprak kaynaklar
beslenme/gida zincirini olusturan her tiirlii canliyr etkilemekte, dolayisiyla insan

sagligini olumsuz yonde etkilemektedir (Erkmen, 2010).

2.3.1 Civa (II) metali

3 erime

Atom numarast 80, atom agirligi 200,6 g mol ', yogunlugu 13,6 g cm™
noktas1 —13,6 °C ve kaynama noktasi 357 °C olan oda kosullarinda tek sivi metaldir
(Sekil 2.9). Civa metali, dogal olarak olusmakta ve genellikle cevher islemenin bir
yan lirlinii olarak geri kazanilmaktadir. Bu nedenle civa metali, ortamdaki en toksik

ve tehlikeli agir metallerden biri olarak kabul edilmektedir.

Sekil 2. 9: Civa metali.

Akiskan giimiis anlamina gelen civa (Hg), oda kosullarinda sivi halde bulunan, suda
¢Oziinmeyen, suya oranla yaklasik 14 kat ve havaya oranla 7 kat daha yogun olan bir

agir metaldir. Civa, plastik iiretiminde katalizor olarak, barometre ve termometre gibi
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Olglim aletlerinde, ¢imento Sanayisinde, elektrik ve madencilikte, kagit ve boya
endiistrisinde siklikla kullanilmaktadir. Kullanim alanlarinin yayginligi cevresel
kirlenmeye sebep olmaktadir. Su ve diger gidalar yoluyla canlilarin, civaya maruz
kalmalarina neden olmaktadir. Metalik civa insan viicuduna gegtiginde, kan dolagimi
yoluyla beyin basta olmak iizere tiim hayati organ ve dokularda yikici etkiler
gostermektedir. Sinir sistemi, deri, solunum sistemi, bobrekler ve 6zellikle karaciger

ciddi sekilde olumsuz etkilenmektedir (Ozbolat ve Tuli, 2016).
2.3.2 Demir (111) metali

Atom numarast 26, atom agirligi 55,845 olan 7,8 g cm > yogunlugunda, erime
noktast 1535 °C'dir (Sekil 2.10). Gimiisiimsii gri renkte olan demir, parlak,
genlesebilen ve islenmeye ¢ok yatkin metalik bir elementtir. Demirin ana kaynagi
hematit ve manyetit mineralleridir. Takonit, limonit ve siderit mineralleri de diger
onemli kaynaklardir. Yer kabugunun en bol dordiincii elementi (56,300 ppm) olan
demir, metaller arasinda en bol ve en ucuz olamidir. Yer kabugunun yaklasik %

5,6's1n1 ve diinyanin ¢ekirdeginin biiyiik bir boliimiinii olusturur.

Sekil 2. 10: Demir metali.

Dogal olarak toprakta bulunan demir akarsular, nehirler ile deniz ve goéllere
taginmaktadir. Fabrika atiklarindaki, kimyasal maddelerin temizlenmesi ile olusan
demir, kanalizasyonlar yoluyla deniz ve gollere tasinarak, sucul ortamda demir
birikimlerine sebep olmaktadir. Demir siilfatin suda ¢6ziinmesi, su i¢inde birikimlere
neden olmasi agisindan onemlidir.

Her tiirlii demir, teneke ya da metal parcalar1 denize atildiginda zamanla demir oksit
sekline doniismekte ve ¢okerek ¢amur ile dipte birikmektedir. Zamanla ¢amur iginde

yasayan bakteriler tarafindan oksitlenen demir oksitler, c¢esitli oksidasyon
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kademelerinde parcalanarak farkli organik molekiillere baglanmaktadir. Demir celik
sanayinin ana hammaddesi olarak, insan ve hayvan yagaminin en 6nemli parcasi olan
hemoglobinin yapisinda, demir oksitleri boya endiistrisinde pigment olarak, saf
olarak demir; karbon ve diger metallerle alasim seklinde, insaatlarda beton, kiris gibi

yiizeylerin saglamlastirilmasinda kullanilir (Tuncay, 2007).
2.4 Karbazol Molekiilii ve Ozellikleri

Karbazol, iki benzen halkasi ve bir pirol halkasi i¢eren, molekiil formiilii C1oHgN
olan heterohalkali aromatik organik bir bilesiktir (Sekil 2.11). Karbazol ilk defa
Graebe ve Glaser tarafindan 1872 yilinda komiir katranindan izole edilerek
kesfedilmistir (Bouaziz, 2014; Cagli, 2014; Ozgiin, 2016; Erden, 2018).

Sekil 2. 11: Karbazol bilesiginin molekiil yapisi.

Karbazol Ci;HgN genel formiiliine sahip, oldukga zayif bazik 6zellik gosteren bir
bilesiktir. Karbazol’iin bazi1 fiziksel ve kimyasal 0Ozellikleri Cizelge 2.2°de

verilmistir.

Cizelge 2. 2: Karbazol bilesiginin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri.

Kimyasal Ad1 9H-Karbazol
Molekiil formiilii CpHgN

Molekiil agirhg: 167,2 g/mol

Erime noktasi 246,3 °C

Kaynama Noktasi 345,7 °C

Yogunluk 1,3 g/cm®

Fiziksel goriiniim Kirli beyaz toz kristal

Karbazol; asetik asit, etanol, benzen, toluen ve asetondan beyaz renkte kristallenen
bir madde olup yar iletken 6zelligi gosterdigi bilinmektedir. Karbazoliin pek ¢ok
organik ¢oziiciide ve sicak alkolde ¢oziindiigii ancak suda ¢oziinmedigi literatiirlerde
belirtilmistir (Hammond, 2009). Turunggillerin kabuklarindan ve komiir katranindan
antrasen eldesinde yan {iriin olarak meydana gelen karbazol, UV (ultraviole) 1s18ina

maruz kaldiginda kuvvetli floresans etkisi gosterir. Bu da karbazoliin fotografik
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levhalarin yapiminda ve boya iiretiminde sikg¢a kullanilmasina neden olmaktadir

(Cagli, 2014; Ozgiin, 2016; Erden, 2018).
Karbazol’iin tercih edilme nedenleri ve kullanim alanlar1 agsagida verildigi gibidir;

» Elde edilmesi kolay oldugu igin ¢ok kullanilan bir bilesiktir.

» Karbazoller optik, elektriksel 6zellikler ve ¢oziiniirliigi artirmak istendiginde
kolayca uyarlanabilir.

» Kimyasal agidan kararl bir yapiya sahiptir.

= Farkli siibstitiientlerin karbazol halkalarina eklenme reaksiyonlar1 kolay
yiirtimektedir.

» Karbazol gruplar, kararl radikal katyonlar1 olustururlar.

» Karbazol igeren bilesikler yiiksek termal ve foto kararliliga sahiptirler (Cagl,
2014; Ozgiin, 2016; Erden, 2018).

Karbazolii saf olarak elde etmek kolay degildir. Bu siiregte olusan ¢esitli safsizliklar
yontemi zorlastirdig1 i¢in karbazol, en saf hali ile laboratuvar ortaminda elde edilir.
Yapay olarak ilk eldesi 1858 yilinda gerceklestigi literatiirde verilmektedir
(Drechsel, 1858). Sonraki yillarda farkli yontemlerle karbazol ve tiirevleri
sentezlenmistir. Karbazollerin sentez yontemleri olarak kullanilan yaygin yontemler
arasinda Borsche—Drechsel Siklizasyonu, Graebe—Ullmann Reaksiyonu ve Fischer
IndolSentezi yer almaktadir ve bu yontemler asafida kisaca agiklanmaktadir.
Karbazoliin bitkilerden izolasyon yoluyla saf olarak ayristirmasi zor oldugu i¢in,
laboratuvar ortaminda sentezlenmesi 6nemlidir. Karbazol halkasinin sentetik olarak

eldesi igin ti¢ genel yontem vardir;

1. Borsche—Drechsel Siklizasyonu
2. Bucherer Karbazol Sentezi

3. Graebe-Ullmann Karbazol Sentezi (Li, 2009; Cagl, 2014; Ozgiin, 2016; Erden,
2018).
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Borsche—Drechsel Siklizasyon Reaksiyonu: Borsche karbazol sentezi olarak da

bilinen Borsche—Drechsel Siklizasyonu, fenil hidrazin ve siklohekzanon tiirevlerinin
iki basamakta karbazol halkasina doniismesi reaksiyonudur (Sekil 2.12 ve 2.13) (L1,
2009). Fischer—indol Sentezini andiran ilk adim, fenil hidrazin ve siklohekzanonu
tetrahidrokarbazole doniistiiriir. Sonraki adimda ise tetrahidrokarbazoliin karbazole
yiikseltgenmesini i¢ermektedir. Reaksiyonun mekanizmasi Sekil 2.12 ve 2.13’de
gosterilmistir. Borsche karbazol sentezi Dracshel ve Borsche tarafindan kesfedilmis
ve reaksiyon 50 yili askin bagimsiz bir ¢alismanin sonunda optimize edilmistir (Li,

2011; Cagli, 2014; Ozgiin, 2016; Erden, 2018).

©\ | Fischer-Indole N Oksidasyon O \
N~ N
H

H
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Sekil 2. 12: Borsche—Drechsel Siklizasyonu genel semas.
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Sekil 2. 13: Borsche—Drechsel Siklizasyonu mekanizmasi.
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Bucherer Karbazol Sentez Reaksiyonu: Bucherer Karbazol Sentezi, bir naftil alkol
veya naftilamin bilesiginin sulu sodyum bisiilfat (NaHSOg3) varliginda fenilhidrazin

ile muamele edilmesi ve ardindan ortamin asitlendirilerek benzo[a]karbazol veya

OH ©\ NH
+ —_—
Y
H

1 2 3

benzo[c]karbazol olusumu ile gergeklesir (Sekil 2.14 ve 2.15).

Sekil 2. 14: Bucherer karbazol sentezi genel semasi.

Bucherer karbazol sentezi ilk defa 1 numarali bilesigin sodyum hidroksit (NaOH),
sodyum bisilfat (NaHSO3) ve fenilhidrazinin (2 numarali bilesik) varliginda
1sitilmast ve daha sonra asitlendirilmesi sonucu 3 numarali benzokarbazol {irlintiniin
Olugsmasi ile ispatlanmistir (verim ~ %70). 2-naftol kullanildiginda reaksiyon
oldukca yavastir ve reaksiyon verimi 130 °C’da giinler boyu siiren reaksiyon

sonunda ancak %46 olmustur (Li, 2005; Cagli, 2014; Ozgiin, 2016; Erden, 2018).

H
HOH
O ‘ﬁ\” — 1]

SOzH OSO,H
\HN:(/ NHNHPh
“Ph =—=
NH2NHPh HzO H/\ :Na
OSO,H OSO,H ( OSO,H

X
S

CNH [3.,3]-S|g.r'natrop|k NH,

f‘l{lH yeniden diizenlenme H NH
— —_—

OO Daha sonra H* OO
° (D
L) ¥
N

—_— NH

Sekil 2. 15: Bucherer karbazol sentezi mekanizmasi.
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Graebe-Ullmann Karbazol Sentez Reaksiyonu: Bir triazoliin karbazol bilesigini

olusturmak iizere termal olarak bozunmasi Graebe—Ullmann Reaksiyonu olarak
kabul edilir. Graebe ve Ullmann 1896 yilinda 2—aminodifenilamin ve nitroz asitin

reaksiyonu sonucu olusan benzotriazoliin termolizi sonucu karbazoliin olustugunu

bildirdiler (Sekil 2.16 ve 2.17).

N\
NH N
@ D HN02 N/ - O
N -N

Sekil 2. 16: Graebe—-Ullmann Karbazol Sentezi genel semasi.

Graebe—Ullmann karbazol sentezinin reaksiyonunun mekanizmas: hakkinda ¢ok
fazla bilgi bulunmamaktadir. Triazol bilesiginin termolizinin radikalik bir ara {iriin
tizerinden ilerledigi tahmin edilmektedir. Graebe—Ullmann karbazol reaksiyonu
genellikle kapali sistemlerde ve yiiksek sicakliklarda gergeklestirilir (Cagli, 2014;
Ozgiin, 2016; Erden, 2018).

Cor - O |
TS

Sekil 2. 17: Graebe—-Ullmann Karbazol Sentezi mekanizmas.
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2+,

2016'da yapilan caligmada, Cu“’a "turn-on" yanit veren piridinyum ve hidrazid
birimlerini iceren karbazol igerikli sensér tasarlanmistir. Prob, Cu®* ilavesiyle
floresans artigi sergilemistir. Tanima reaksiyonu, Cu?"nin oncelikle probun oksijen
ve nitrojen atomlari ile koordine olacagi bir mekanizmaya maruz kalabilir ve daha
sonra ICT'ye eslik eden aldehiti saglamak icin hidrolize edildigi ifade edilmektedir.
Dahasi, tasarlanan CuCM sensorii diger metal iyonlarina karsi etkisiz oldugu ve
cesitli pH degerlerine dogru floresansta hicbir ayirt edilebilir degisiklik gostermegi
ortaya konmustur. Ozellikle, diisiik sitotoksisiteye sahip oldugu ispatlanan CuCM
probu ile Hela hiicrelerinde basarili bir goriintiileme elde edilmistir (Li, 2016).

CHO

CuCm CuCM+Cu?*

Mahapatra ve arastirma grubu tarafindan 1:1 kompleks olusturarak Hg2+'ya kars1
yiiksek segicilik sergileyen karbazol-feniltiyosemi-karbazon bazli bir agik
kemosensor tasarlanmis ve sentezlenmistir. Sensor, sulu ¢ozelti igindeki ng+ tespiti
i¢in oldukea hassas ve segici bir sensor olarak rapor edilmistir. Cys'in (Sistein) %99
sulu karbazol-feniltiyosemikarbazon- Hg** sistemine eklenmesi, hizli ve etkin bir
“turn-on" floresan (436 nm'de emisyon) artisi ile sonuglanmistir (Mahapatra vd.,
2013).

R
N
: : S Vs
N N PhHNJkN,NHz
R mage- R
0,
7063 oHe cuo  CHiOH. 70°C, 125a v N\NH
R= C4Ho % 85 ju
S S
PhHN c1 :<NHP
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N N (=
HN NH l s . =
J=s s=( Cys-Hg-Cys )=s NHPh
PhHN NHPh PhHN
C1 C1-Hg?** kompleks

Cu?" i¢in yiiksek hassasiyet ve secicilige sahip Schiff bazli yeni bir kemosensor
tasarlanmis ve sentezlenmistir. CH3CN ¢ozeltisindeki kemosensoriin  floresans
siddeti, 10 ekivalent cu?* iyonu eklendikten sonra 160 kat artirilmustir. Cu? iyonu,
diger metal iyonlari ile kiyaslandiginda, CH3CN ¢oziiciisii igerisinde daha kolay
tespit edilebilmistir. Hazirlanan kemosensériin, Cu®" iyonlarina kars1 diisiik tespit

limitine ve hizli yant siiresine sahip oldugu ifade edilmistir (Yin vd., 2018).

o (D e

H
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CeHq3 Sensor 1
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Kullamilan Kimyasallar ve Analiz Sistemleri

Analizlerinde kullanilan kimyasal maddeler, standart ¢ozeltiler ve ¢oziiciiler analitik
saflikta olup, Sigma—Aldrich (St. Louis, Missouri, ABD) ve Honeywell (Charlotte,
North Carolina, ABD) firmalarindan temin edilmistir. Kimyasallarin tamami baska
bir saflastirma islemine gerek duyulmadan direk kullanilmigtir. Deneysel
calismalarda kullanilan saf su ise Milli-Q®7003/05/10/15 ultra saf su sisteminden
(Merck KGaA, Darmstadt, Almanya) temin edilmistir. Ince tabaka kromatografi
(1TK) analizleri silika jel tabakasiyla (SiO;, Merck—60 Fjs4) kaplanmis aliiminyum
plakalar kullanarak gerceklestirilmistir.

Kullanilan analiz sistemleri ve modellerine dair bilgiler Cizelge 3.1’de detayli olarak

yer almaktadir.

Cizelge 3. 1: Kullanilan analiz sistemleri ve modelleri.

Analiz sistemi Marka/ model
=  UV-Vis spektroskopi Agilent Carry 60 UV-Vis spektroskopi
» Floresans spektroskopi Agilent Carry Eclipse floresans spektroskopi
= ATR-FTIR spektroskopi Perkin Elmer Spectrum—100 ATR mod spektroskopi
= MALDI-TOF MS spektroskopi  Bruker Microflex™ LT MALDI-TOF MS spektroskopi
= 400 MHz NMR spektroskopi Bruker—DPX 400-MHz **C-APT- ve "H-NMR spektroskopi
* 60 MHz NMR spektroskopi Magritek Spinsolve Masaiistii 60 MHz *H-NMR spektroskopi
=  Masaiistii pH metre Mettler Toledo SevenCompact™ pH Meter S210
» Ultra saf su cihaz1 Merck Milli-Q®7003/05/10/15 ultra saf su sistemi

Sunulan tez g¢alismasinda; metal iyonlarma duyarli, yliksek analitik performansa
sahip, farkli dalga boylarinda 1s1ma yapabilecek 6zgiin kimyasal yapilara sahip
karbazol esasli optik sensor sisteminin hazirlanarak, uygulanabilirlik testlerinin
gerceklestirilmesi amaglanmistir. Bu ama¢ dogrultusunda; karbazol esasli Sensor
(CTH) molekiili [(E)-N"—((9—pentil-9H—karbazol-3—il)metilen)tiyofen—2—
karbohidrazit] uygun reaktifler kullanilarak sentezlenmis ve yapilar1 sepktroskopik

teknikler ile karakterize edildikten sonra metal iyonlarina karsi optik ozellikleri
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arastirilmuistir. CTH molekiiliiniin, detayli spektroskopik ¢alismalar neticesinde Fe**
metal iyonuna kars1 absorbans (kolorimetrik) sensor dzelligi gosterdigi, Hg?" metal
iyonuna karsi ise C=N grup hidroliz reaksiyon mekanizmasi iizerinden yiiksek
oranda se¢imlilik gosterdigi kanitlanmistir. Tez kapsamindan sentezlenen CTH'm
Fe** ve Hg”" metal iyonlan igin pratik uygulamalarda kullanilabilirligi ise dogal
kaynak su numuneleri, test kitleri ve akilli telefon uygulmasi (Smartphone Free App.,

Colorimeter) i basariyla gergeklestirilmistir.
Tez kapsaminda gergeklestirilen deneysel calismalar 2 temel asamada yiiriitiilmiistiir;
I asama: Karbazol tiirevi CTH’1n sentez ve karakterizasyon ¢alismalari

II, asama:.  Analitik sensor ¢aligmalar seklindedir.

3.2 Karbazol Tiirevi Sensoriin (CTH) Sentez ve Karakterizasyon Calismalari

Tez galismasi kapsaminda sentezlenen molekiillerin ve sensér CTH molekiiliiniin
yapilar1 Sekil 3.1°de yer almaktadir. Sekilde goriildiigii gibi; (2) nolu molekiil,
literatiirde yer alan metoda goére karbazolden alkilasyon ve formilasyon
reaksiyonuyla elde edildi (Savran ve ark., 2022). CTH sentezi i¢in, EtOH (10 mL)
iginde ¢Oziilmiis tiyofen—2—karbohidrazid, [molekiil (3)] (89.08 mg, 0.63 mmol)
¢ozeltisi, EtOH (10 mL) igindeki 9—pentil-9H—karbazol-3—karbaldehite [molekiil
(2)] (163 mg, 0.61 mmol) eklendi. Daha sonra, bu karisima katalitik miktarda AcOH
(tic damla) ilave edilmistir. Karisim yaklasik 3 saat refliiks edildi. Reaksiyon oda
sicakligina getirildikten sonra olusan beyaz ¢okelek siiziildii ve birka¢ kez soguk
EtOH ile yikandi. Elde edilen beyaz kat1 {iriin, Sensér CTH'yi (((E)-N—((9—pentil-
9H—karbazol-3—-il)metilen)tiyofen—2—karbohidrazid)) vermek iizere vakum altinda

kurutuldu. Reaksiyon verimi %71.

'H-NMR spektrumu (400 MHz, DMSO-dg); & (ppm): 11.80 (d, J = 10.8 Hz, —
NH), 8.48 (s, 1H, -N = CH), 8.31 (s, 1H, ArH), 8.25 (d, J = 7.7 Hz, 1H, ArH), 8.12
(s, 1H, ArH), 8.08-7.83 (m, 2H, ArH), 7.75-7.67 (m, 1H, ArH), 7.64 (d, J = 8.3 Hz,
1H, ArH), 7.50 (td, J = 7.8, 2.6 Hz, 1H, ArH), 7.26 (t, J = 6.0 Hz, 2H, ArH), 4.42 (t,
J =65 Hz, 1H), 1.79 (it, J = 8.5, 4.2 Hz, 2H), 1.29 (p, J = 3.6 Hz, 4H), 0.82 (t, J =
3.4 Hz, 2H).
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3C APT-NMR spektrumu (150 MHz, DMSO-dg); & (ppm): 161.57, 149.35,
145.74, 141.45, 140.95, 139.12, 135.06, 126.70, 125.61, 125.12, 124.55, 122.71,
122.47,121.08, 120.58, 119.83, 110.55, 110.15, 42.87, 29.10, 28.73, 22.38, 14.34.

FT-IR spektrumu (ATR-FTIR) (cm™): 3159, 3043, 2946, 2925, 2861, 1648,
1597, 1516, 1494, 1474, 1421, 1393, 1244, 1152, 942, 814, 792.

Kiitle spektrumu (MALDI-TOF MS); Cy3H23N30S m/z Hesaplanan: 389.510
Deneysel: 389.726

~0
H A
O O 3 O \N'N1I>
N HZN-N)M __AcOH O oI
+ H EtOH N
2 3 refliks
CTH
POCI,
DMF
A~
N
NaOH, aseton H
1 refliiks
Karbazol

Sekil 3. 1 : Sensor CTH molekiiliiniin sentez semasi.

3.3 Analitik Sensor Calismalari

3.3.1 Standart metal ¢ozeltileri ve CTH'"in stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Spektroskopi ¢alismalar1 i¢cin metal iyonlarinin (M=ng+, Fe®*, Cca**, K, Pb*",
Cu?*, Cd**, zn**, Ba®*, AI**, Cr®*, sr**, Mn**, Mg®*, Fe**, Ni*" ve Co?*) perklorat
tuzlarinin [M(ClOy)x] ¢Ozeltileri, ultra saf su igerinde 1x10% M konsantrasyonda

hazirlanmastir.

Calisma kapsaminda sentezlenen CTH Sensoriiniin stok ¢ozeltisi 1x10°% M
konsantrasyonda DMSO igerisinde hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozelti uygun
oranlarda su ile karigsabilen organik ¢oziicii ortaminda [DMF/ H,O (90/10, v/v),
Britton—Robinson tamponu, pH=7] 1x10° M konsantrasyona seyreltilmis, daha

sonraki asamada ise metal iyonlarina kars1 optik 6zellikleri incelenmistir.
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3.3.2 CTH"'In metal iyonlarina kars1 spektroskopik ézelliklerinin incelenmesi

CTH’in metal iyonlarina karst optik Ozellikleri UV-Vis ve floresans
spektrometreleri ile incelenmistir. Hazirlanan CTH’in metal iyonlarma karsi

cevaplar1 her iki spektroskopik yontemle de incelenerek;

¢oziic etkisi,

metal iyonlarina kars1 duyarlilik,

metal iyonlarina karsi segicilik,

metal iyonlarina kars1 cevap siiresi,

metal iyonlart ile titrasyon,

metal iyonuna kars1 baglanma sabiti ve algilama limiti degerlerinin tespiti,
pH’1n etKisi,

kompleks sitokiyometrisinin belirlenmesi,

NS N N N N N S NN

gercek numunelerde uygulanabilirlige dair ¢calismalar gergeklestirilmistir.

UV-Vis ve floresans spektroskopi deneyleri, 3000 pL hacimli quartz kiivetler
kullanilarak gergeklestirilmistir. CTH’in stok c¢ozeltisi, uygun oranlarda su ile
karisabilen organik ¢oziicii ortaminda [DMF/ H,O (90/10, v/v), Britton—Robinson
tamponu, pH=7] tespit edilen uygun konsantrasyona (1x10°° M) seyreltilmistir. UV—
Vis ve floresans spektroskopisinde on tarama (pre—scan) modiilii ile uyarilma dalga
boyu CTH igin Oncelikle belirlenmis ve CTH ¢6zeltileri tizerine belirli oranlarda
metal iyonlarinin ilave edilmesiyle UV-Vis ve floresan titrasyon deneyleri ve
secicilik calismalar1 gerceklestirilmistir. Titrasyon deneylerinden elde edilen veriler
kullanilarak, CTH’in metal iyonlar1 i¢in tayin limiti ilgili esitlikler kullanilarak
belirlenmistir. CTH’1n optimum ¢alisma kosullarinin tespiti ig¢in cevap siiresi ve pH

ile ilgili ¢calismalar detayl1 olarak gerceklestirilmistir.
3.3.3 CTH"In gercek numunelerde uygulanabilirliginin incelenmesi

Fe** metal iyonunun pratik/yerinde ve diisiik maliyetli tespiti i¢in analitik bir arag
olarak Apple i1Phone7 cihazi kullanilarak "akilli telefon uygulamasi” {izerine
calismalar gerceklestirilmigtir. Bu platform, CTH’in RGB (kirmizi, yesil, mavi)

degerlerinde [Fe**] konsantrasyonuna karsi degisiklikleri hesaplayabilen iicretsiz
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"Colorimeter” mobil uygulamasini kullanarak gergek drneklerde Fe** metal iyonu

tespiti i¢in kullanilmstr.

Akilli telefon uygulamasi yaninda, dogal kaynak sularinda Hg2+ ve Fe** metal
iyonlarini tespiti igin CTH’1in pratik numunelerdeki uygulanabilirligi arastirilmustir.
Numuneler 5000 rpm'de 10 dakika santrifiijlenmis, daha sonra 0.45 um'lik bir
membran filtreden siiziilmiis, son olarak dnerilen spektroskopi prosediirleriyle analiz
edilmistir. CTH’m su numunelerinde Hg?* ve Fe** metal iyonlarini tespitlerine karst
duyarliligi, standart ekleme/spiking yontemi [0.1 uM ve 0.2 uM Hg2+ ilavesi; 2.0 uM
ve 4.0 pM Fe* ilavesi] kullanilarak degerlendirilmistir. CTH’nin performans,
floresan yontemimizin giivenilirligini gostermek i¢in Fe** tayini i¢in standart AAS

yontemiyle de dogrulanmustir.

Son olarak, CTH’n test kagidi uygulanabilirligi i¢in "daldirma—kaplama" yontemi
kullanilarak deneysel uygulama gerceklestirilmistir. Silika kapli ince tabaka
kromatografisi (ITK) levhasi kullanilarak, Hg?* metal iyonu tespiti icin test kagidi
uygulanmustir. ITK plakasi, CTH ¢ozeltisine daldirilmis, daha sonra havada
kurutulmus, bu prosediirii takiben "Hg?* duyarli test kagidi" performansi, floresan

15181 altinda degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Sunulan tez ¢alismasinda elde edilen deneysel bulgular 2 ana alt baslik altinda

sunulmus ve sonuglar detayli olarak degerlendirilmistir.
(i) CTH'in sentez ve karakterizasyonuna dair elde edilen sonuglar

(i) CTH"n analitik sensor performansina dair elde edilen sonuglar

4.1 CTH"'n Sentez ve Karakterizasyonu

Sentezlenen CTH'n yapisi (Sekil 4.1) *H-NMR, **C APT-NMR, FT-IR ve MALDI
TOF-MS spektroskopi yontemleri kullanilarak basarili bir sekilde karakterize
edilmistir (Sekil 4.2—4.5).

.N'O HJ Qt‘” YO
EtOH
2 refliks
CTH
POCI;
DMF
A~
N
NaOH, aseton ”
1 reflilks
Karbazol

Sekil 4. 1: CTH molekiiliiniin sentez semasi.

CTH'n karakterizasyonu igin elde edilen "H-NMR verisi incelendiginde, yapidaki
karbazoliin N atomuna bagli —CH, protonlar1 4.42 ppm'de triplet olarak gézlenmistir.
Ayrica pentil grubuna ait diger protonlarin sinyalleri 0.8—1.8 ppm'de multiplet olarak
gbzlenmistir. Karbazol ve tiyofen halkalarindaki aromatik proton tepe noktalar1 7.2—
8.5 ppm'de rezonans olmustur. CTH'in ikili sinyal olarak —NH ve karakteristik imin
bandi (CH=N) sinyalleri 'H-NMR spektrumlarinda sirasiyla 11.80 ve 8.48 ppm'de
gdzlenmistir. Imin karbonu (CH=N), 3¢ APT-NMR spektrumlarinda 149.35 ppm'de
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ve FT-IR spektrumlarinda 1597 cm “de tespit edilmistir. Ayrica, CTH'n
yapisindaki tiyofen hirazit pargasinin —C=0 germe titresimleri 1648 cm “'de

gbzlenmistir.

Sonug olarak elde edilen *H-NMR, C APT-NMR, FT-IR ve MALDI TOF-MS

verileri, CTH bilesiginin basaril1 bir sekilde sentezlendigini kanitlamaktadir.

'H-NMR spektrumu (400 MHz, DMSO-dg); ¢ (ppm) 11.80 (d, J = 10.8 Hz, —
NH), 8.48 (s, 1H, -N = CH), 8.31 (s, 1H, ArH), 8.25 (d, J = 7.7 Hz, 1H, ArH), 8.12
(s, 1H, ArH), 8.08 — 7.83 (m, 2H, ArH), 7.75-7.67 (m, 1H, ArH), 7.64 (d, J = 8.3 Hz,
1H, ArH), 7.50 (td, J = 7.8, 2.6 Hz, 1H, ArH), 7.26 (t, J = 6.0 Hz, 2H, ArH), 4.42 (t,
J=6.5 Hz, 1H), 1.79 (tt, J = 8.5, 4.2 Hz, 2H), 1.29 (p, J = 3.6 Hz, 4H), 0.82 (t, J =
3.4 Hz, 2H).

BC APT-NMR spektrumu (150 MHz, DMSO-dg); & (ppm) 161.57, 149.35,
145.74, 141.45, 140.95, 139.12, 135.06, 126.70, 125.61, 125.12, 124.55, 122.71,
122.47,121.08, 120.58, 119.83, 110.55, 110.15, 42.87, 29.10, 28.73, 22.38, 14.34.

FT-IR spektrumu (ATR-FTIR) (cm™) 3159, 3043, 2946, 2925, 2861, 1648, 1597,
1516, 1494, 1474, 1421, 1393, 1244, 1152, 942, 814, 792.

Kiitle spektrumu (MALDI-TOF MS); Hesaplanan: C,3H,3N3OS m/z: 389.520.
Deneysel: 389.726
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Sekil 4. 5: CTH’a ait MALDI TOF-MS spektrumu.
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4.2 CTH'In Analitik Sensor Performans Sonuclar:

4.2.1 CTH"'In metal iyonlarina karsi sensor ozelliklerine dair sonuclar

Sentezlenen CTH'in sensor 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla ilk olarak; en uygun
¢Oziicii tlirlinlin  tespitine yonelik caligmalar gerceklestirilmistir. Bu amag
dogrultusunda dimetilformamit (DMF), tetrahidrofuran (THF), dimetil sulfoksit
(DMSO), asetonitril (ACN) ve etil alkol (EtOH) ile denemeler gergeklestirilmistir ve
metal iyonu (Hg”") varliginda emisyon spektrumlarindan en uygun ¢dziicii tiiriiniin
tespiti saglanmustir (Sekil 4.6). Elde edilen verilere gore; genel olarak metal iyonlar
varliginda CTH molekiiliiniin floresans siddetinin ¢ok diisiik oldugu (Aemmaks~450
nm) gozlenmistir. Hg®* iyonun Sisteme Hg** metal iyonunun (6n denemeler
neticesinde karar verilen Hg®" metal iyonu variiginda) CTH molekiiliine eklenmesi
ile birlikte Aem=429 nm de floresans artisinin (turn—on) DMF ¢oziiciisti ile meydana
geldigi goriilmiistiir. Sonug olarak, Hg”" metal iyonu ilavesi ile en fazla floresans
siddeti degisiminin tespit edildigi DMF ¢oziictisii temelinde spektroskopik

caligmalara devam edilmesinin uygun olacagina karar verilmistir.

——— CTH+DMF
—— CTH+DMF+Hg*
——CTH+THF

——— CTH+THF+Hg*'
———CTH+DMSO
——— CTH+DMSO+Hg*
—— CTH+ACN

——— CTH+ACN+Hg*
—— CTH+EtOH
——— CTH+EtOH+Hg™"

800

600

400 -

Floresans Siddeti

200

, : . . : :
400 450 500 550 600 650
Dalga boyu (nm)

Sekil 4. 6 : CTH ¢oziicii caligmasi sonucu elde edilen emisyon siddetleri.
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Uygun ¢oziicii ortamini tespit etmek amaciyla, DMF igersinde kullanilabilecek H,O
miktarina (Britton—Robinson tamponu, pH=7) yonelik calismalar ger¢eklestirilmistir
(Sekil 4.7). Elde edilen sonuglara gore; kullanilan ¢oziicii sisteminde H,O/DMF
orani 1/10 oldugunda Hg2+ metal iyonu ilavesi ile floresans siddeti degisiminin artig
gosterdigi, su oran1 %10 degerinin {izerine ¢iktiginda ise floresans siddetinde azalma
tespit edilmistir. Sonu¢ olarak; bu calisma i¢in en uygun ¢oziicli sisteminin
DMF/H,0: 9/1 seklinde olduguna karar verilmistir (Britton—Robinson tamponu,
pH=7) ve tim UV-Vis ve floresans spektroskopi ¢alismalarinda bu ¢6ziicti sistemi

ile caligilmustir.

= CTH+ DMF icersinde %0 H,O
—— CTH+DMF igersinde %0 H20+Hg2'

800 - = CTH+DMF igersinde %10 H,0
—— CTH+DMF igersinde %10 H20+ng'
— CTH+DMF icersinde %20 H,O
— CTH+DMF igersinde %20 H20+ng‘
600 —

CTH+DMF igersinde %30 H,0
— CTH+DMF igersinde %30 H20+Hg"

400 —

Floresans Siddeti

200

o T T T T
350 400 450 500 550 600
Dalga boyu (nm)

Sekil 4. 7 : CTH-Hg”" kompleks sisteminde artan su oranmna gére floresans siddetleri.
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4.2.2 CTH';m Fe*" metal iyonuna karsi kolorimetrik sensor calisma sonuclari

4.2.2.1 CTH';m Fe** ve diger metal iyonlarina kars1 duyarhihik ¢calisma sonuglar:

CTH’in metal iyonlarma (M=Hg?", Fe**, Ca®*, K*, Pb**, cu**, cd**, zn**, Ba*",
AR, Cr¥, sr**, Mn?*, Mg®*, Fe?*, Ni** ve Co?") olan kolorimetrik duyarliligi (cevap
degeri), DMF/H,O (90/10, v/v, Britton—Robinson tamponu, pH=7) ¢dziici
karigiminda arastirilmistir. CTH igin 200-800 nm dalga boyu araliginda elde edilen
UV-Vis spektrumunda ~350 nm dalga boyunda, bir absorpsiyon bandi elde
edilmistir. Sekil 4.8’den goriildiigi gibi, CTH ¢ozeltisine her bir metal ¢ozeltisi ayri
ayr1 eklenerek duyarlilik calismasi gergeklestirilmistir.

AR = L

| 1
ol oal
Cd"l NI"‘Ho‘"an' Mn?*  Ba® Mg® K° Fe¥* CTH Cu? Fe?* A* zn® Pp2 G sritl cry+]

2.5+

2.0+

(72]
c 1.5 $ e
3 3 N\ CTH  CTH
[ < +
2
2 1.0 S
< = = 4
Dalga boyu {(nm)
Fe®
0.5 g
CTH,K',cu™, Ba”", Mn"™",
Mg”, ca”, zn”, Fe", Pb”, Cd™,
NI, 8, co™, A", or”, Hg™
0.0 e | .
300 400 500 600 700 800

Dalga boyu (nm)

Sekil 4. 8: CTH (5 uM) metal iyon duyarlilik ¢alismasi sonucu elde edilen absorpsiyon
spektrumlar1 [DMF/ H,O (90/10, v/v), Britton—Robinson tamponu, pH=7].

CTH igeren ¢6zeltiye metal iyon ¢ozeltileri eklendikten sonra, sadece Fe* varliginda
~400 ila 500 nm arasinda yeni ortaya ¢ikan genis bir absorpsiyon bandi elde
edilmistir. Sensoriin absorpsiyon siddetinde en fazla artis Fe** metal ¢oOzeltisi
varliginda 505 nm dalga boyunda gozlenirken, diger metal ¢ozeltilerinin varliginda
sensorlin cevabinin degismedigi tespit edilmistir. Buna karsilik, diger metal iyonlari,
CTH'in absorpsiyon spektrumunda onemli bir degisime sebep olmamistir. Ayrica,
CTH-Fe** kompleks sisteminin renk degistirme davranisi, Fe** tanima icin ciplak
gbz sensoriiniin - gelistirilmesi  fikrini  desteklemisti. CTH  ¢ozeltisine Fe**
eklendiginde, ¢ozeltilerin rengi, Sekil 4.8’de gosterildigi gibi pembe bir renge
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doniismiistiir. Dolayisiyla elde edilen sonuglar, CTH'in analiz edilen diger metal
iyonlarma kiyasla Fe** metal iyonuna kars: iyi bir kolorimetrik duyarliliga sahip

oldugunu gostermistir.

4.2.2.2 CTH'n Fe*' metal iyonuna cevap siiresinin tespitine dair calisma

sonuc¢lari

CTH’m DMF/ H,O (90/10, vl/v, Britton—Robinson tamponu, pH=7) ortaminda
optimum cevap degerini belirlemek i¢in, Sensor ¢ozeltisine (5><10*6 M) 1 equvalent
miktarda Fe** eklenerek farkli siire degerlerinde 505 nm dalga boyunda absorpsiyon
spektrumlari elde edilmisti. En uygun cevap siiresinin, Fe®* ¢ozeltisinin
eklenmesinin ardindan maksimum absorbans artisinin elde edildigi yaklasik siire
degeri yani 1 dk oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.9) ve devam eden spektroskopik

calismalarda oda sicakligi ve 1 dk deney siiresi uygulanmistir.

@ CTH-Fe*

0.12- 00000000000000

o 0.08-

c

(4]

0

[

o

n

Ke]

< 0.04

000 @
T T T T T T T ! T ! T : I ' !
0 2 4 6 8 10 12 14
Siire (dk)

Sekil 4. 9: CTH’in Fe*" iyonuna kolorimetrik cevap siiresinin tespiti [DMF/ H,0 (90/10,
v/v), Britton—Robinson tamponu, pH=7].
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4223 CTH'm Fe*' yaninda diger metal iyonlarmma karsi secicilik caliyma

sonuc¢lari

CTH’m DMF/ H,0 (90/10, v/v, Britton—Robinson tamponu, pH=7) ortaminda metal
iyonlarina olan seciciliinin tespit c¢alismasinda; Fe* varhiginda, farkli metal
iyonlarina (M=Hg?**, Fe**, ca’*, K*, Pb?*, Cu?*, Cd**, zn**, Ba®*, AI**, Cr**, sr¥*,
Mn?*, Mg?*, Fe®*, Ni** ve Co?*") olan cevap degerleri incelenmistir. Fe** iyonu
varliginda, CTH’a diger metal iyonlarmin ayr1 ayr1 eklenmesiyle absorbans
siddetinde artis gostermis, dolayisiyla Fe** metal iyonuna kars1 gelistirilen Sensdriin

oldukga segici oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 4.10).

[ JCTH+M™

I CTH+M™ +Fe**

0.12

0.08 -

Absorbans

0.04

k)
> ¥ & T T &
£ F &g F LT TyHy g
=
£ & K R e N A S R © &
& & & &L il &
[ AR 4 [ O S R A A S P M TR D &

Sekil 4. 10: CTH’in (5 uM) farkli metal iyonlar1 varliginda Fe** metal iyonuna kars
secicilik ¢alismasi sonucu elde edilen absorbans maksimumlar1 [DMF/ H,O
(90/10, v/v), Britton—Robinson tamponu, pH=7].
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4.2.2.4 CTH'm Fe*" metal iyonu ile titrasyon calisma sonuclari

CTH cozeltisine farkli derisimlerde Fe®** metal iyonu iceren ¢ozeltiler (01
equvalent) sirayla eklenerek, Sensoriin DMF/ H,O (90/10, v/v, Britton—Robinson
tamponu, pH=7) ortaminda Fe** metal iyonu derisimine karst duyarliligi
incelenmistir. 5x10° M konsantrasyondaki sensér CTH ¢ozeltisine, ardisik olarak
Fe** (0.0-1.0 ekivalent) eklenmesi, 505 nm'deki absorbans bandmnin diizenli olarak
artisina ve bir platoya ulasmasina neden olmustur. Sonug olarak, sadece 1 ekivalent
Fe** metal iyonu ¢ozeltisi eklendiginde 505 nm'deki absorbans siddetinde maksimum
artis tespit edilmis ve doygunluk derecesine ulasildigi kanaatine varilmistir (Sekil

4.11).

Absorbans

Dalga boyu (nm)

Sekil 4. 11: CTH’in (5 uM) Fe** metal iyonu ile (0-1.0 eq.) UV-Vis titrasyon galismas1
sonucu elde edilen absorpsiyon spektrumlar1 [DMF/ H,O (90/10, v/v), Britton—
Robinson tamponu, pH=7].

4.2.2.5 CTH'm Fe** metal iyonuna karsi1 baglanma sabiti ve algilama limiti

degerleri tespit sonuglari

UV-Vis titrasyonundan elde edilen veriler kullamlarak, CTH’in Fe** iyonu molar
konsantrasyonuna [Fe®"] ve 1/[Fe**]’e karsi kalibrasyon grafikleri elde edilmistir
(Sekil 4.12 ve 4.13). Absorbans siddetinde, artan derisimlerdeki Fe®" metal iyonuna
kars1 dogrusal artis tespit edilmistir. LOD degeri elde edilen grafikten hesaplanmistir
[LOD=3x*a/K]. LOD ile ifade edilen tayin limiti, ¢ kor sinyalin standart sapmasini
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ve K ise kalibrasyon egrisinin egimini ifade etmektedir. Elde edilen veriler

dogrultusunda LOD degeri 5.89 uM olarak hesaplanmistir (Sekil 4.12). Ayrica

CTH-Fe** kompleksinin baglanma sabiti (log Ka) degeri, Benesi—Hildebrand

grafigine bagli olarak 4.59x10* M olarak tespit edilmistir (Sekil 4.13).

0.12
y = 1.3456x10° x + 0.0066
R? = 0.9961
/'Q/
0.08 4
" @
c -
© ,-’
2 * 3
5
¥4 Q o
< .04 it
@
I‘D/
A
000 @
I T I 1
0.0000000 0.0000025 0.0000050 0.0000075
[Fe™]

Sekil 4. 12: CTH’in (5 pM) ile Fe** iyonunu algilama limiti galismasindan elde edilen
kalibrasyon grafigi [DMF/ H,O (90/10, v/v), Britton—Robinson tamponu, pH=7].

100
y = 5.5477x10° x + 2.5568 Q
1 R*=0.9991 L

80 -
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<o -/_/'
< .9
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0 T T T T T ! T T T T T T
0 300000 600000 900000 1200000 1500000 1800000

1/[Fe*]

Sekil 4. 13: CTH’in (5 pM) ile Fe** iyonuna baglanma sabitinin tespiti i¢in elde edilen
Benesi—Hildebrand kalibrasyon grafigi [DMF/ H,O (90/10, v/v), Britton—

Robinson tamponu, pH=7].

CTH’in DMF/ H,0 (90/10, v/v, Britton—Robinson tamponu, pH=7) ortaminda Fe**

metal iyonuna olan kolorimetrik sensor performansi, literatiire sunulan/gelistirilen
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kolorimetrik ve floresans sensdrler ile karsilastirildiginda; ¢oziicii ortami, LOD

degeri, baglanma sabiti degeri ve uygulamalari bakimindan 6nemli {istiinliiklere

sahip oldugu agik¢a goriilmektedir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4. 1: Fe* iyonunu tespiti igin gelistirilen kolorimetrik ve floresans sensérler ile
CTH performansinin karsilastirilmasi.

Fe® tayini igin Sensér Sinyal Coziicii LOD (M) Test Smart Ref
prosesi ortami kagidi App
o
o o FL ~ Ly ve
o @ ) o off" H,0 50x10°  yok yok grlz’
L Kolorimetrik 2017)
FL H,0 199x10°  yok yok  (Saive
turn off" 2014)
yok yok (SathJ(o
ve ark.
FL DMSO : H,0 6 '
" on® (1:1, VIv) 9.84 x 10 2016)
(Weeras
FL CH:CN - yok yok inghe
"turn on® Tris-HCI 1x10° ‘Z’Sﬂ')‘
Kolorimetrik (75:25, viv)
(Chai
yok yok
fL . CHACN : H,0 . ve ark.,
turn on (1:1, i) 2x10 2012)
Kolorimetrik -
(Chaud
yok yok hary ve
FL Hzo . CH3CN 5 ark.,
"turn off" (9:1, viv) 2.70x10 2018)
(Jung
yok yok ve ark.,
FL THF : H,O 353 x 10°5 2010)
"turn on" (2:99, viv) '
. . DMF:H,0 6 CTH
Kolorimetrik (90:10, VIV) 5.89x 10 var var
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4.2.2.6 CTH ve Fe* etkilesiminin kompleks stokiyometrisinin tespitine dair

sonuclar

Fe** metal iyonuna se¢imli olarak kolorimetrik sensor 6zelligi gosteren CTH 1n, Fe**
metal iyonu ile nasil bir etkilesime girdigi hakkinda bilgi edinmek igin Job's plot
(mol oran), MALDI TOF-MS ve ATR-FTIR spektrumlarindaki degisimler
incelenmistir (Sekil 4.14-4.18). Job's plot (mol oran) metoduna gore, 15181
absorplayan bir katyon kompleksindeki katyon/sensér orani, yani kompleksin
sitokiyometrisi, absorbladigi dalga boyunda absorbans oOlgiimleri ile tespit
edilebilmektedir. Katyon ile sensor arasinda olusan kompleksin stokiyometri
oraninin tespit edilmesi i¢in, katyonun veya Sensoriin mol kesrine, X (veya katyonun
hacim kesrine, VK/(VK + VR)), VK; katyon c¢ozeltisinin hacmi, VR; Sensor
cozeltisinin hacmi) karsi grafige gecirilmektedir. Elde edilen iki lineer dogru
kesistirilmekte ve kesim noktasina karsilik gelen mol kesirlerinin orani, Xx/Xg,
kompleks yapisinda bulunan katyonun/sensor oranini vermektedir. Hesaplanan oran
0.5 ise M1-R1, 0.33 ise M1-R2, 0.25 ise M1-R3, 0.20 ise M1-R4 kompleksi
meydana gelmistir. Sekil 4.14’den goriildiigii iizere, CTH’1n, Fe** metal iyonu ile
hesaplanan mol orani 0.5 bulunmus yani, 1:1 sitokiyometri ile baglanma gosterdigi

tespit edilmistir.
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Sekil 4. 14: Job's metodu ile CTH’in Fe** iyonu ile kompleks stokiyometrisinin tespiti
[DMF/ H,0 (90/10, v/v), Britton—Robinson tamponu, pH=7].
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CTH’in DMF/ H,0 (90/10, v/v, Britton—Robinson tamponu, pH=7) ¢ozeltisi iizerine
Fe* iyonu ¢ozeltisi ilave edilerek karistmin MALDI TOF-MS sistemi ile kiitle
spektrumu alinmustir (Sekil 4.15). Sekil 4.15°den anlasildigi gibi, CTH-Fe**
kompleksinde metal/ligand oraninin 1:1 oldugu kiitle spektroskopisinde yer alan m/z:

481.400 [CTH+Fe+2+H,0] degerinden anlasilmaktadir.

Elde edilen ATR-FTIR spektrumunda ise; CTH'in 1648 cm 'deki hidrazit karbonil
piki, Fe** metal iyonu ilavesiyle 1678 cm e kaymistir. Ayrica CTH'nin 1596 cm™
Ydeki C=N tepe noktasinin, CTH-Fe** kompleksinin olusumundan sonra 1620 cm™

Ye kaydig1 goriilmektedir (Sekil 4.16).
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Sekil 4. 15: CTH-Fe** kompleksinin MALDI TOF-MS spektrumu.
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Sekil 4. 16: CTH-Fe** kompleksinin ATR-FTIR spektrumu.
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Sekil 4. 17: CTH’in Fe* iyonu ile tahmini etkilesim mekanizmasi.

4.2.2.7 CTH"'In ger¢cek numunelerde Fe®* tespiti icin uygulama sonuclari

Fe®* iyonunun pratik ve diisiik maliyetli tespiti i¢in analitik bir ara¢ olarak Apple
iPhone7 cihaz1 kullanilarak "akilli telefon uygulamasi” {izerine calismalar
gerceklestirilmistir. Bu platform, CTH’in RGB (kirmizi, yesil, mavi) degerlerinde
[Fe**] konsantrasyonuna karsi degisiklikleri hesaplayabilen iicretsiz "Colorimeter”
mobil uygulamasim1 kullanarak gergek oOrneklerde Fe** metal iyonu tespiti igin
kullanilmigtir. RGB degerindeki degisiklikler, CTH’in DMF/ H,O (90/10, vlv,
Britton—Robinson tamponu, pH=7) ¢ozeltilerine Fe** ilave edilerek izlenmistir. CTH
icin R/G oranlan, eklenen Fe®" konsantrasyonuna (0-25 pM) karsi grafige
gecirilmistir (Sekil 4.18). Elde edilen Sekil 4.18deki grafikten goriilecegi iizere,
absorbans siddeti konsantrasyon ile olumlu bir dogrusallik (R%*= 0.944) gostermis,

LOD= 3.33x10"> M konsantrasyona kadar limit degeri tespit edilmistir.

Daha sonraki asamada, dogal kaynak su numunelerdeki Fe** iyonu tespiti i¢in
CTH’in uygulanabilirligi arastirilmistir. CTH’in su numunelerinde Fe®* iyonu
tespitine kars1 duyarlilifi, standart ekleme/spiking yontemi [2.0 uM ve 4.0 uM Fe**
ilavesi] kullanilarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.2). Cizelge 4.2°de yer alan
verileren goriilecegi tizere; Fe** metal iyonu tayini i¢in geri kazamim ve bagil
standart sapma (RSD) degerleri, su numuneleri i¢in sirasiyla 99.17%-107.76% ve
1.28%-3.20% arasinda tespit edilmistir. Onerdigimiz kolorimetrik ydntemin
giivenilirligini kanitlamak amaciyla, Fe®* tayini i¢in AAS yontemiyle dogrulama
yapilmig ve istatistiksel olarak yontemler arasi farkliliklar incelenmistir (Cizelge
4.3). Cizelge 4.3'de yer alan degerler incelendiginde, Null Hipotezi temelinde iki
yontemin ortalamalarinin farkliliklar1 birbirinden 6nemli Ol¢lide farklilik espit

edilememistir (P<0.05). Elde edilen sonuglar, CTH'm ¢esitli ger¢ek su drneklerinde
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hassasiyet ve yiiksek dogrulukla Fe** metal iyonu tayini i¢in basarili bir uygulama

potansiyeli gosterdigini gostermistir.
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Sekil 4. 18: Smartphone uygulamasi kullamlarak CTH’in (5 pM) ile Fe** metal iyonunu
algilama limiti ¢alismasi sonucu elde edilen kalibrasyon grafigi [DMF/ H,0O
(90/10, v/v), Britton—Robinson tamponu, pH=7].

Cizelge 4. 2: CTH kullanilarak dogal kaynak su numunelerinde Fe** metal iyonunu tespiti
ve % geri kazanim degerleri.

Fe® eklenen Fe® tespitedilen  geri kazamm  RSD (%)

(umol-L™") (umol-L™") (%) (n=3)

0.00 0.0996 +0.0020 2.01

dogal kaynak suyu -1 2.00 2.1319 £0.0643 101.62 3.20
4.00 4.2359 +0.1000 103.41 2.36

0.00 0.1491 £0.0036 242

dogal kaynak suyu —2 2.00 2.1325 +£0.0625 99.17 2.93
4.00 4.4595 +0.0808 107.76 1.81

0.00 0.1194 +£0.0015 1.28

dogal kaynak suyu —3 2.00 2.2582 +£0.0513 106.94 2.27
4.00 4.2799 +0.0776 104.01 1.81
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Cizelge 4. 3: CTH kullamlarak dogal kaynak su numunelerinde Fe** metal iyonununun tespiti ve elde edilen verilerin AAS yontemi ile
karsilastirilarak yontemin iistiinliigiiniin kanitlanmast.

Fe** (umol.L™") ortalamalar Istatistik degerlendirme (df=2)
CTH AAS arasi fark Tistatistik olasithk>|t|
dogal kaynak suyu -1 0.0996 £0.0020 0.0978 £0.0018 -0.0003 —-0.3529 0.7578
dogal kaynak suyu —2 0.1491 £0.0036 0.1508 +£0.0048 0.0047 -1.6075 0.2492 t bulunan™ 1 tespit edilen
dogal kaynak suyu —3 0.1194 +£0.0015 0.1149 +£0.0045 0.0030 1.5126 0.2695

T ortalama(1)- ortalama(2) = 0, Null Hipotezi temelinde; ortalama(1)—orta(2) <> 0 Alternatif Hipoteze dayali; ortalamalarin farklilasmas, test varyasyonu (0) ile
istatistiksel agidan 6nemli Sl¢iide farkli DEGILDIR (0.05 diizeyinde)
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4.2.3 CTH'In Hg2+ iyonuna karsi floresans sensor ¢calisma sonuclari
4.2.3.1 CTH'm Hg2+ ve diger metal iyonlarina karsi1 duyarhlik ¢calisma sonuclari

CTH’m DMF/ H,0 (90/10, v/v, Britton—Robinson tamponu, pH=7) ortaminda metal
iyonlarina olan duyarhilig, farkli metal iyonlarmm (M=Hg**, Fe**, Ca**, K*, Pb?*",
Cu?*, Cd®*, zn?*, Ba?*, AI**, Cr**, Sr¥*, Mn?*, Mg?", Fe?*, Ni** ve Co?") ¢ozeltileri
kullanilarak arastirilmisgtir. CTH igin elde edilen spektrumda 429 nm dalga boyunda
emisyon siddetinde artis tespit edilmistir (Sekil 4.19). Sekil 4.19°da goriildigi gibi,
CTH cozeltisine her bir metal ¢ozeltisi ayr1 ayri eklenerek floresans duyarlilik
calismasi gergeklestirilmistir. CTH igeren ¢ozeltiye metal ¢ozeltileri eklendikten
sonra, sadece Hg*" metal ¢ozeltisi varliginda 429 nm dalga boyunda yeni ortaya
cikan bir emisyon bandi elde edilmistir. CTH’in emisyon bandinda floresans
siddetindeki artis (turn—on) oranmin yani duyarliliginin Hg?* iyonuna karst oldugu
tespit edilmistir. Buna karsilik, diger metal iyonlart CTH'in spektrumlarinda 6nemsiz
emisyon degisikliklerine neden olmustur. Elde edilen sonuglar, CTH"n analiz edilen
diger metal iyonlarina kiyasla Hg* iyonuna karst iyi bir floresans duyarliligina sahip

oldugunu gostermistir.
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Sekil 4. 19: CTH (5 uM) metal iyon duyarlilik ¢alismasi sonucu elde edilen floresans
siddetleri [DMF/ H,O (90/10, v/v), Britton—Robinson tamponu, pH=7].
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4.2.3.2 CTH'n Hg2+ metal iyonuna cevap siiresinin tespitine dair sonuglar

CTH’m DMF/H,0 (90/10, v/v, Britton-Robinson tamponu, pH=7) ortaminda Hg**
iyonuna optimum cevap degerini belirlemek i¢in, Sensor ¢ozeltisine (5 x10°° M) 10
ekivalent miktarda Hg*" iyon c¢ozeltisi eklenerek farkli siire degerlerinde 429 nm
dalga boyunda emisyon spektrumlari elde edilmistir. En uygun cevap siiresinin, Hg?*
cozeltisinin eklenmesinin ardindan maksimum emisyon artisinin elde edildigi
yaklasik siire degeri yani 8 dakika oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.20) ve devam

eden spektroskopik ¢alismalarda oda sicakligi ve 8 dakika deney siiresi

uygulanmigtir.
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Sekil 4. 20: CTH’in Hg** iyonuna floresans cevap siiresinin tespiti [DMF/ H,O (90/10, v/v),
Britton—Robinson tamponu, pH=7].

4.2.3.3 CTH'!m Hg” yammnda diger metal iyonlarma karsi segicilik cahsma

sonuc¢lar

CTH’m DMF/ H,0 (90/10, v/v, Britton—Robinson tamponu, pH=7) ortaminda metal
iyonlarina olan segiciliginin tespit caligmasinda; Hg*" varhiginda, farkli metal
iyonlarina (M=Hg?**, Fe**, Ca’*, K*, Pb**, Cu®*, Cd**, zn**, Ba®*, AP**, Cr**, sr*,
Mn?*, Mg®*, Fe?*, Ni** ve Co?") olan cevap degerleri incelenmistir. Hg** iyonu

varliginda, CTH’a diger metal iyonlarinin ayri ayr1 eklenmesiyle 429 nm’deki
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emisyon siddetinde artis gostermis, dolayisiyla Hg®* iyonuna karsi gelistirilen

floresans sensoriin oldukga secici oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4. 21: CTH’in (5 uM) farkli metal iyonlar1 varliginda Hg?* iyonuna kars: segicilik
calismasi sonucu elde edilen emisyon siddetleri [DMF/ H,O (90/10, v/v), Britton—
Robinson tamponu, pH=7].

4.2.3.4 CTH'Im Hg2+ metal iyonu ile titrasyon ¢caliyma sonuclari

CTH ¢ozeltisine farkli derisimlerde Hg** iyonu igeren c¢ozeltiler (0-10 ekivalent)
sirayla eklenerek, sensorin DMF/ H,O (90/10, v/v, Britton—Robinson tamponu,
pH=7) ortaminda ng+ iyonu derisimine kars1 floresans duyarlilig1 incelenmistir.
5x10° M konsantrasyondaki CTH c¢ozeltisine, ardistk olarak Hg®* (0.0-10.0
ekivalent) eklenmesi, 429 nm'deki emisyon bandmin diizenli olarak artisina ve bir
platoya ulagsmasina neden olmustur. Sonug¢ olarak, sadece 10 ekivalent Hg2+ iyonu
cozeltisi eklendiginde 429 nm'deki floresans siddetinde maksimum artis tespit
edilmis ve doygunluk derecesine ulasildigi kanaatine varilmistir (Sekil 4.22). Bu
durumun, Hg?* iyonuna karst imin (C=N grup) hidroliz reaksiyon mekanizmasi

tizerinden yiiksek oranda se¢imlilik gostermesinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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Sekil 4. 22: CTH’in (5 pM) Hg®* iyonu ile (0-10.0 eq.) floresans titrasyon ¢alismasi sonucu
elde edilen emisyon siddetleri [DMF/ H,0 (90/10, v/v), Britton—Robinson
tamponu, pH=7].

4.2.35 CTH'm Hg’" iyonuna cevabinda pH etkisine dair sonuclar

CTH’1n Hg2+ iyonuna olan cevap degerinde optimum c¢alisma pH degerini/araligini
belirlemek i¢in farkli pH degerlerinde, Sensor ¢ozeltisine Hg?* eklenerek floresans
spektrumlar elde edilmistir. En uygun pH degeri/araligim Hg®* eklenmesinin
ardindan maksimum emisyon artisinin elde edildigi pH araligi yani pH=5.0-10.0
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.23) ve devam eden spektroskopik calismalarda
Britton—Robinson tamponunun pH=7.0 kullanildigst DMF/ H,0O (90/10, v/v) ¢oziici

sistemi kullanilmustir.
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Sekil 4. 23: CTH’in (5 pM) ile Hg?* iyonunu algilamasina pH etkisine dair elde edilen
calisma sonucu [DMF/ H,0 (90/10, v/v), Britton—Robinson tamponu, pH=7].

423.6 CTH'Im Hg2+ iyonuna kars1 baglanma sabiti ve algillama limiti

degerlerinin tespit sonuclari

Floresans titrasyon c¢alismasindan elde edilen veriler kullanilarak, CTH’in ng+
iyonu molar konsantrasyonuna [Hg®*] ve 1/[Hg?]¥?’e kars: kalibrasyon grafikleri
elde edilmistir (Sekil 4.24 ve 4.25). Emisyon siddetinde, artan derisimlerdeki Hg2+
iyonuna karst dogrusal artis tespit edilmistir. LOD degeri elde edilen grafikten
hesaplanmistir [LOD=3%¢/K]. LOD ile ifade edilen tayin limiti, ¢ kor sinyalin
standart sapmasin1 ve K ise kalibrasyon egrisinin egimini ifade etmektedir. Elde
edilen veriler dogrultusunda LOD degeri 5.10 nM olarak hesaplanmistir (Sekil 4.24).
Ayrica CTH-Hg* kompleksinin baglanma sabiti (log Ka) degeri, Benesi—
Hildebrand grafigine bagl olarak 1.8x10% M2 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4. 24: CTH’in (5 pM) ile Hg®* iyonunu algilama limiti ¢alismasi sonucu elde edilen
kalibrasyon grafigi [DMF/ H,O (90/10, v/v), Britton—Robinson tamponu, pH=7].
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Sekil 4. 25: CTH’in (5 pM) ile Hg®* iyonunu ile baglanma sabitinin tespiti i¢in elde edilen
Benesi—Hildebrand kalibrasyon grafigi [DMF/ H,O (90/10, v/v), Britton—
Robinson tamponu, pH=7].

CTH’in DMF/ H,0 (90/10, v/v, Britton—Robinson tamponu, pH=7) ortaminda Hg**
metal iyonuna olan floresans sensor performansi, literatlire sunulan/gelistirilen
kolorimetrik ve floresans sensorler ile karsilastirildiginda; ¢oziicii ortami, LOD

degeri, baglanma sabiti degeri ve uygulamalar1 bakimindan 6nemli istiinliiklere

sahip oldugu agik¢a goriilmektedir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4. 4: Hg*" metal iyonunu tespiti igin gelistirilen kolorimetrik ve floresans sensérler
ile CTH performansinin karsilastirilmasi.

Hg®" tayini icin Sensor Sinyal Coziicii LOD (M) Test Smart Kaynak
prosesi ortami kagidi App

f\op .
o " FL (Afshani

L v rumor EOHMOgggyqoe vk ek e

@ Kolorimetrik R 2016)

@ y

(N < N;NN"WEN FL CH.CN - H.O (Hong
¢ "turn on" (13_ 99. v /v§ 60.78 x10°° var yok  veark,
N R Kolorimetrik o 2016)

O
/ -\ s /\ /NQ FL DMSO/Hzo

s i on” iy 6L7x10° yok — yok (L;EVE
HO - 2017)
/N s /\ s .
ST\ s FL : (Yin ve
SJ "turn on” EE?T V';\'/Z)O 62.0x107° var yok ark.,
Kolorimetrik - 2019)
HoN R
N
© f ,,mfnl‘on“ CH5;CN : H,0 236 x 10°° yok yok (Bayindi
o Kolorimetrik (9:1,viv) r, 2019)
N
H
FL CH3CN/H,0 (Wu ve
"turn on" (1:1, viv 121077 yok yok ark.,
HEPES 2017)
tampon)
FL CH5;CN/H,0 ok ok (Lee ve
"turn on® (7:3, VIV) 460x10°¢ Y y ark.,
Kolorimetrik 2014)
" " He ve
FL "turn on THF/H,0 a10x10® Yok yok (ark.
Kolorimetrik (9:1, viv) 2020)
Sitrat h
FL "turn on" tamponu/ ang
CHLCN 2.0x107 yok yok Ve ark,,
2017)
(2:1, viv)
_/ " " (Zzhou
N s FL "turn on
©:s\>_©_<s H%EE].S/\I/_:/tI?H 1.59x10°° Yok yok ve ark.,
HO \ " 2017)
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| . FL "turn on®  PBS-DMSO (Huang
O I /j o (10mM,pH  68.0x107° var yok  veark.,
° O s Kolorimetrik 7.4, 1: 1, viv) 2019)
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)j = "turn on" (1:9, viv) 5.10%10°° var var CTH

4.2.3.7 CTH'm Hg®" iyonu ile kompleks sitokiyometrisi tespitine dair sonuglar

Hg** iyonuna secimli olarak floresans sensor 6zelligi gosteren CTH 1n, Hg?* iyonu
ile olusturdugu kompleks bilesik hakkinda bilgi edinmek i¢in Job's plot (mol oran),
'H-NMR titrasyon, MALDI TOF-MS ve ATR-FTIR spektrumlarindaki degisimler
incelenmistir (Sekil 4.26-4.30). Job's plot (mol oran) metodunda elde edilen iki
lineer dogru kesistirilmis ve kesim noktasina karsilik gelen mol kesirlerinin orani
0.66 olarak tespit edilmistir. Sekil 4.26’dan anlasildig1 gibi, hesaplanan mol orani
0.66 bulunmus yani, CTH-Hg®* kompleksi 2:1 sitokiyometri ile baglanma gosterdigi
tespit edilmistir.

CTH’mn ¢dzeltisi iizerine farkli konsantrasyonlardaki Hg”" metal iyonu ¢ozeltileri
(0.0-2.5 ekivalent) ilave edilerek, karigimlarin *H-NMR titrasyon yontemi ile ile
spektrumu alinmustir (Sekil 4.27). Elde edilen *H-NMR spektrumunda aldehit
pikinin (Hb) 9.6 ppm'de ve NH (Hc) pikinin 8.6 ppm'de ortaya ¢ikmasi, molekiiliin
parcalandigini gostermektedir. Ayrica tiyofende kayma olmamasi C—H(Hd)(7.57
ppm) C-H(Hd)tiyofende S atomunun koordinasyona katilmadigini gostermektedir.
Bu sekilde, Hg”" metal iyonu ile CTH'm mekanizmasmimn imin hidrolizine bagli
oldugunu gostermektedir. Metal iyonlarinin baglanmasinin imin hidrolizini baglattig
ve bunun da aldehit ve NH; birimlerinin olusumuna neden oldugu gosterilmistir
(Sekil 4.28).
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Sekil 4. 26: Job's metodu ile CTH’in Hg®" iyonu ile kompleks sitokiyometrisinin tespiti
[DMF/ H,0O (90/10, v/v), Britton—Robinson tamponu, pH=7] [a) CTH b) CTH +
Hg® (0.5eq.) ¢) CTH + Hg** (1.0 eq.) d) CTH + Hg” (1.5 eq.) €) CTH + Hg**
(2.0 eq.) f) CTH + Hg* (2.5 eq.)].
CTH’1n ¢ozeltisi lizerine Hg2+ iyon ¢ozeltisi ilave edilerek karisimin MALDI TOF-
MS sistemi ile kiitle spektrumu alinmistir (Sekil 4.29). Sekil 4.29°dan gérildigii
iizere, m/z: 265'teki pik, CTH-Hg®" kompleksinde goriilen C=N grubunun hidroliz
etkilesimi sonucunda olusan 9—pentil-9H—karbazol-3—karbaldehit fragmanina aittir.
Elde edilen kiitle spektrumunda m/z: 485.966'daki pik [2-tiyofen hidrazit+Hg], Hg**
ile tiyofen hidrazit grubu tarafindan verilen 2:1 kompleksine aittir. CTH"in Hg2+ ile
onerilen baglanma mekanizmasi, C=0O grubundaki oksijen atomu ve HC=N

grubundaki nitrojen atomu {izerinden meydana gelmektedir (Sekil 4.28).

Elde edilen ATR-FTIR spektrumunda ise; CTH'in 1648 cm “deki hidrazit karbonil
piki, Hg®* metal iyonu ¢ozelti ilavesiyle 1663 cm *'e kaymis ve 1596 cm “deki C=N
piki CTH-Hg?* kompleksinin olusumundan sonra kaybolmustur (Sekil 4.30).
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Sekil 4. 27: 'H-NMR titrasyon yontemi ile CTH’in Hg®* metal iyonu ile etkilesim
mekanizmasinin tespiti.
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Sekil 4. 28: CTH’in Hg®" iyonu ile tahmini etkilesim mekanizmasi.
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Sekil 4. 29: CTH-Hg* kompleksinin MALDI TOF-MS spektrumu.

58




%T

96.3 .

94 |

92 J

90 |

88 |

86 |

84 |

82 ]

0 |

78 ]

76 ]

74 ]

ry

70 ]

62 |
67.0

3215.18

1620.78

123642
146903 1352.37
1324 88

1557.71
1094

1054 42

40000 3600

3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200
cm-1

Sekil 4. 30: CTH-Hg* kompleksinin ATR-FTIR spektrumu.

59




4.2.3.8 CTH'In Hg2+ gercek numunelerde tespiti icin uygulama sonuclari

CTH’1n test kagidi uygulanabilirligi i¢in "daldirma—kaplama" yontemi kullanilarak
deneysel uygulama gergeklestirilmistir. Silika kapli ITK levhasi kullanilarak, Hg2+
metal iyonu tespiti igin test kagidi uygulanmistir. ITK plakasi, CTH ¢dzeltisine
daldirilmis, daha sonra havada kurutulmus, bu prosediirii takiben "Hg®" duyarl test
kagidi" performansi, floresan 15131 altinda degerlendirilmistir. ki silika jel plakast,
temiz bir plakanin ~0.5 dakika boyunca CTH ¢d6zeltisine daldirilmasi ve ardindan
havada kurutulmasiyla kolayca iiretilmistir. Daha sonra plakalardan biri sirayla oda
sicakliginda Hg?" metal c¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Plakalarin serbest Sensdr
cozeltisine daldirilmasinin floresans 15181 altinda herhangi bir renk degisikligi
gostermedigi tespit edilmistir (Sekil 4.31). Buna karsilik, Hg2+ ¢ozeltisine daldirilmis
firca ile plakaya "Hg®™ yazildiktan sonra, sekilde gosterildigi gibi "Hg?™ kelimesini
gosteren CTH i¢in mavi floresan gézlenmistir. Sonug olarak, CTH molekiilii ile elde
edilen ITK plakasinin, Hg*"'y1 kalitatif olarak tespit etmek icin taginabilir bir cihaz

olarak kullanilabilecegi kanaatine varilmistir.

“:> CTH “:>

CTH —
(;ﬁzeltisj

Reseptor CTH ¢ozeltisinin Reseptor CTH ¢ozeltisi lizerine
damlatilmasi Hg?* ¢ozeltisinin damlatiimasi

Sekil 4. 31: Test kdgidi uygulamasi kullanilarak CTH’in (5 pM) ile Hg*" metal iyonunu
algilama c¢aligmas1 [DMF/ H,O (90/10, v/v), Britton—Robinson tamponu, pH=7].

Daha sonraki asamada ise, dogal kaynak su numunelerdeki Hg?* metal iyonu tespiti

icin CTH’1n uygulanabilirligi arastirilmistir. CTH’1in su numunelerinde Hg2+ metal
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iyonu tespitine karst duyarliligi, standart ekleme/spiking yontemi [0.1 uM ve 0.2 uM
Hg”" ilavesi] kullamlarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.5). Cizelge 4.5’de yer alan
verileren goriilecegi lizere; ng+ metal iyonu tayini i¢in geri kazanim ve bagil
standart sapma (RSD) degerleri, su numuneleri i¢in sirastyla 101.27%-110.26% ve
1.64%-3.85% arasinda tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar, CTH'n ¢esitli gercek
su drneklerinde hassasiyet ve yiiksek dogrulukla Hg”* metal iyonu tayini i¢in basaril
bir uygulama potansiyeli gosterdigini gostermistir.

Cizelge 4. 5: CTH kullanilarak dogal kaynak su numunelerinde Hg®* metal iyonunu tespiti
ve % geri kazanim degerleri.

Hg** eklenen Hg® tespit edilen  geri kazamm  RSD (%)

(umol-L™") (umol-L™") (%) (n=3)

0.00 0.0069 +0.0002 3.01

dogal kaynak suyu -1 0.10 0.1098 £0.0020 102.85 1.82
0.20 0.2147 £0.0035 103.90 1.64

0.00 0.0070 +0.0003 3.59

dogal kaynak suyu —2 0.10 0.1083 +£0.0042 101.27 3.85
0.20 0.2275 £0.0055 110.26 2.42

0.00 0.0064 =0.0001 2.39

dogal kaynak suyu —3 0.10 0.1114 +£0.0025 105.03 2.20
0.20 0.2214 £0.0064 107.51 2.90
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5. SONUC

Sunulan tez c¢alismasi kapsaminda metal iyonlarina duyarli, yiiksek analitik
performansa sahip, farkli dalga boylarinda 1s1ma yapabilecek 6zgiin kimyasal yapiya
sahip karbazol esasli optik sensor sisteminin hazirlanarak gercek numunelere
uygulama lizerine oldukc¢a kapsamli ve sistematik bir calisma gergeklestirilmistir.
Metal iyonlariin analizi i¢in voltametri, titrimetri, elektrokimya, potansiyometri,
kromatografi gibi metotlar kullanilmaktadir. Ancak bu metotlar zahmetli, karmasik
ve zaman alict drnek hazirlama asamalari ve uzman kullanici gerektiren pahali
cihazlarin kullanimimi gerekmektedir. Zaman alic1 ve zahmetli bu yontemlerin aksine
yiikksek duyarliliga, segicilige ve hizli cevap siiresine sahip olan ve nispeten daha
kolay 6rnek hazirlama ve basit spektroskopi sistemlerinin gerektiren kolorimetrik ve

florometrik sensor yontemleri ile metal iyonlarini tayin etmek miimkiindjir.

= (Calismanin ilk asamasinda detaylar1 yontem kisminda verilen ve yapisinda metal
iyonu tayininde kullanilan mekanizmalar1 gergeklestirebilecek fonksiyonel
gruplara sahip 0zgiin karbazol temelli molekiill (CTH) basarili sekilde
sentezlenmis ve karakterize edilmistir. Karakterizasyon islemlerinde 'H-NMR,
B¥C APT-NMR, ATR-FTIR ve MALDI TOF-MS spektroskopi yontemleri
kullanilmistir.

» (Calismanin ikinci asamasinda; sentezlenen CTH molekiiliiniin fotofiziksel
ozelliklerini belirlemek amaciyla, UV—Vis ve floresans spektroskopisi ile metal
iyonlarina duyarl olup olmadiklar1 detayli olarak arastirilmis ve 6zgiin analitik
yontemler gelistirilmistir. Hazirlanan CTH sisteminin metal iyonlarina olan
absorbans ve emisyon cevaplari incelenerek, sinyallere ¢oziicii etkisi, metal tiiri,
tayin limiti, pH etkisi, cevap siiresi ve diger metallere karsi seciciligi gibi
parametreler incelenmistir. Detayli spektroskopik c¢alismalar neticesinde Sesor
CTH’m Fe** metal iyonuna kars1 kolorimetrik sensor, Hg2+ metal iyonuna kars1
ise C=N grup hidroliz reaksiyon mekanizmasi {izerinden yiiksek oranda sec¢imli
floresans sensor Ozelligi  gosterdigi  kamtlanmustir. CTH-Fe®*  arasindaki
baglanma orani 1:1, CTH-Hg?" i¢in ise 2:1 olarak belirlenmistir. Tayin limitleri
CTH-Fe** ve CTH-Hg* i¢in sirayla 5.89 uM ve 5.10 nM olarak tespit edilmistir.
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» Calismanin fgiincii asamasinda ise; sentezlenen CTH'n Fe** ve Hg” metal
iyonlar1 i¢in pratik uygulanabilirlik ¢aligmalar1 ise dogal kaynak su numuneleri,
test kitleri ve akilli telefon (Smartphone Free App., Colorimeter) iizerinde

basariyla gergeklestirilmistir.

Sonug olarak, tez kapsaminda sentezlenen karbazol temelli CTH’1n, metal iyonu
algilama 6zelligi agisindan disiik algilama limit degerleri ile sadece Fe** ve Hg?*
iyonlar1 i¢in sec¢imli, hizli cevap siireli ve gercek numunelere uygulanabilir oldugu
belirlenmistir. Elde edilen sonuclarin, karbazol temelli molekiiller ile c¢alisan
molekiiler Sensor tasarimci arastirmacilara katki saglayic1 ve yol gosterici olacagi

kanaatindeyiz.
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