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KROMENILYUM-SiYANIN TABANLI SECICI VE HASSAS BISULFIT
SENSORUNUN GELISTIRILMESI

OZET

Ik olarak 1905 yilinda m-aminofenol ve ftalik anhidritle bir Lewis asidi varliginda
sentezlenmis olan rodamin bilesigi, ksanten grubunun bir tiirevi olup kemosensor
alaninda oldukca yaygm bir sekilde kullanilmigtir. Kendine 06zgli bir tespit
mekanizmasina sahip olmasimnin yaninda yiiksek floresans verimi, yiiksek absorpsiyon
katsayis1 ve uzun uyarilma ve emisyon dalgaboyuna sahip olmasi gibi 6zelliklerinden
otiirli bu bilesiklerile yapilan analizlerin sonuglar1 hassas ve kesindir. Genig bir pH
araliginda kapali spirolaktam halkasindan otiirii zayif floresan halde bulunan rodamin
tiirevi bilesikler bir analit varliginda ya da asidik kosullarda bu halkanin agilmasi
sayesinde biitiin molekiil boyunca m bagi konjugasyonu saglandigi i¢in kuvvetli
floresan hale gelip absorpsiyon ve emisyon sinyallerinin artis1 sayesinde kantitatif

analizi mumkiin kilar.

Yakin kizil6tesi kemosensorleri hem yakin kiziltesi bolgesinde biyomolekiillerin oto-
floresanindan kaynakli arkaplan giliriiltiisliniin az olmasindan hem de hiicre ici
caligmalarda analiz yaparken bu bolgedeki 1s181n yliksek doku penetrasyonu sayesinde
daha derin goriintiilemeyi miimkiin kilabileceginden ve bu dalgaboyundaki 1s13in
hiicreye zarar verme olasiliginin oldukca azalmasindan 6tiirii biyolojik ve c¢evresel
analizlerde siklikla tercih edilir. Siyanin tlirevi, spesifik olarak rodamin-siyanin (ya da
kromenilyum-siyanin) tiirevi kemosensorler ozellikle yakin kizilotesi bolgede
caligmalarindan dolay1 tercih edildigi gibi rodamin tiirevi bilesiklerdeki 6zgiin tespit

mekanizmasina da sahiptir.

Bisiilfit anyonu; enzim inhibitorii, antimikrobiyal ve antioksidan o6zelliklerinden
dolayr ozellikle sekerli ve alkollii gidalarda koruyucu olarak kullanilip bu gidalara
uzun raf dmrii saglayabilen bir anyondur. Insan viicudundaki asiris1 viicutta, dzellikle
solunum problemleri yaratan astim, akciger kanseri, solunum sistemine zarar veren
alerjik reaksiyonlar gibi hastaliklarin yaninda kalp rahatsizliklarina da sebebiyet
verebilir. Bu nedenle gidalardaki denetimi ve kisitlamalar1 oldukca 6nemlidir. Bistilfit

anyonunun tespiti ic¢in spektroflorometri, spektrofotometri, kemiliiminesans,
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kromatografi gibi halihazirda birgok yontem bulunmaktadir. Fakat bu yontemlerin
uygulanmasi, analiz i¢in zaman harcayict 6n hazirlik prosediirii ve bu yontemlerde
kullanilan cihazlar1 kullanabilen uzmanlar gerektirir. Bu yontemlerin bahsedilen
olumsuz yonlerinden dolayi; hizli, kesin ve hassas analizi miimkiin kilan

kemosensorler, bistilfit analizi i¢in oldukea ilgi gormektedir.

UV-Gor ve floresan cihazlariyla analizin yanisira, son zamanlarda hizli ve kolay
kantitatif analiz i¢in gelistirilen bir yontem kolorimetrik kemosensorlerde analiz igin
gereken tek cihazi sadece akilli telefona kadar indirgemistir. Renkler dijital ortamda
kirmizi, mavi ve yesil rengin farkli oranlarda birlesmesiyle tanimlanir. Dolayisiyla
hazirlanan sensor bilesigi ¢ozeltisinin-eger rengi varsa- dijital ortamda (R, G, B)
formatinda sayisal bir karsili§1 vardir. Analit derisiminin degismesiyle gerceklesen
¢ozelti rengindeki degisim; dijital ortamdaki bu sayisal degerlerin degismesi,
dolayisiyla degisen analit miktarina karsi bu degisimin dogrusal olabilecegi manasina
gelir. Bu prensip kullanilarak gelistirilmis bu yontem kolorimetrik kemosendrlerlerle

yapilan kantitatif analizi oldukg¢a pratik hale getirmistir.

Bu baglamda, bu tez calismasit kapsaminda, aldehit fonksiyonel grubuna sahip
kromenilyum-siyanin tabanli kemosensor (CyR) UV-Gor, floresan spektrometre
cihazlar1 ve akilli telefonla bisiilfit tayinin yapilabilmesi i¢in gelistirilmistir. Daha 6nce
sentezlenmis olan bu kemosensoriin kristal yapist X-Isin1 Kristalografisi ile
aydinlatilmistir. Bisiilfit anyonunun aldehit fonksiyonel grubuna niikleofilik katilmas1
sonucu spirolaktam halkasinin agilabilecegi 6ngoriisiinde bulundugumuz sensoriin,
icinde %50 DMF yardimci ¢oziiciisii bulunan pH 5 tampon ortamindaki ¢ozeltisine
bisiilfit eklendiginde baslangicta sar1 olan CyR ¢o6zeltisinin rengi bisiilfit niikleofilik
katilma sonucu spirolaktam halkas1 agilmasiyla ongoriildiigii gibi yesile donmiistiir.
Molekiildeki bu degisiklik UV-Gor spektrumunda 724 nm ve 480 nm bandindaki
absorbanslarin artarken 385 nm ’deki absorbansin artmasi seklinde gézlemlenmistir.
Bu es zamanli degisim UV-GOr analizinde oransal yontemi kullanmayr miimkiin
kilmaktadir. Floresans spektrumunda ise 745 nm ’de zayif emisyon veren molekiiliin
bisiilfit varliginda bu dalga boyundaki emisyonunun siddetini arttirdigi gézlenmistir.
Bu sonugla beraber optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda spektrofotometrik galisma
kosullar1 %50 DMF yardimci ¢oziiciistiyle pH 5 sulu tampon ortaminda CyR’nin 30
uM ’lik ¢o6zeltisi olmustur. Optimizasyonun ardindan katilma reaksiyonun ne siirede

bittigini anlayabilmek i¢in sensdriin cevap siiresi ¢aligmasi yapilmis ve reaksiyonun
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dengeye gelme siiresi yaklasik 300 saniye olarak belirlenmistir. Bu sonuca gore biitiin
caligmalar bu siire dikkate alinarak yapilmigtir. Analiz i¢in uygun pH ortamini
belirlemek i¢in pH ¢alismasi yapilmis olup CyR’nin pH 1-10 araligindaki verdigi
absorpsiyon ve emisyon sinyallerinin bisiilfit katilmasiyla nasil degistigi gbzlenmistir.
Bu ¢alismaya gore CyR’nin pH 5 ve 7 sulu tampon ortamlarinda bistilfite uygun cevap
verdigi gozlenmistir. Fakat bisiilfit anyonu sulu ortamda siilfit anyonuyla denge
halinde oldugundan ve bazik ortamin bu dengenin yoniinii silfite dogru
kaydiracagindan ¢alisma kosulu olarak pH 5 sulu tamponu se¢ilmistir. Uygun ¢alisma
ortami1 kesinlestirildikten sonra segicilik ve girisim c¢alismast yapilmis olup bu
calismanin sonucuna gére CyR’nin herhangi bir anyon varhiginda absorpsiyon ve
emisyon sinyallerinde bir degisime ugramadan sadece bisiilfite cevap verdigi
goriilmiis ve bisiilfite segici oldugu gozlenmistir. Bisiilfit derisimine gore absorpsiyon
ve emisyon sinyallerinin kalibrasyon egrisinin ¢ikarilmasi igin titrasyon g¢aligmasi
yapilmis ve lineer araligm UV-Gor Ol¢timlerine gore 10-160 uM ve floresan
Olglimlerine gore 145-270 uM oldugu saptanmistir. Bu kalibrasyon egrisine goére
yapilan tespit limiti sirasiyla 1.15 pM ve 0.09 uM olarak hesaplanmustir. Bisiilfit
baglanma modunun daha iyi anlasilmas: i¢in FT-IR, 'H-NMR ve MALDI-TOF
Olgtimleri yapilmig olup bisiilfitin 6ngorildigii gibi aldehit fonksiyonel grubuna
katildig1 dogrulanmistir. Buna ek olarak; CyR’nin kirmizi sarap, roze sarap ve toz
sekerde yiiksek geri kazanim oranlariyla bisiilfit tespiti yapabildigi gozlenmistir. Akilli
telefonla bir numunede bisiilfit tayini yapilabildigi ise yine akilli telefon yardimiyla
toz sekerde yapilan bisiilfit analizinin yliksek geri kazanim yiizdeleri gostermistir. Son
olarak, bir diger uyguma alan1 olan kagit testi ¢aligmasi yapilmistir. CyR, hazirlanan
derisik DMF’teki ¢ozeltisinden kagit seritlerine emdirilip bu seritlerin iizerine farkl
derisimlerde bistilfit sulu ¢ozeltisi damlatildiginda bisiilfit derisimine gore baslangicta
sar1 olan kagit seritlerinin farkli yogunlukta yesil renkleri elde edilmistir. Boylece bir
numunede kagittaki yesil rengin yogunluguna gore bistilfit derisimi yaklasik olarak
belirlenebilmektedir. Biitiin bu ¢alismalar 1s181nda UV-Gor, floresan ve akilli telefon
olmak iizere li¢ kanall1 analiz ger¢eklestiren, UV-Gor dlglimlerine gore oransal yontem
kullanilabilen, segici ve hassas bir kolorimetrik bisiilfit sensorii gelistirilip literatiire

kazandirilmistir.
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DEVELOPMENT OF CHROMENYLIUM-CYANINE BASED SELECTIVE
AND SENSITIVE BISULFITE SENSOR

SUMMARY

Rhodamine compound, which was first synthesized by the reaction of m-aminophenol
and phtalic anhydride in the presence of a Lewis acid in 1905, is a derivative of the
xanthene group and has been widely used in the field of chemosnesors. In addition to
having unique detection mechanism, the result of the analyzes performed with these
compounds are sensitive and precise due to their properties such as high fluorescence
yield, high absorption coefficient and long excitation and emission wavelengths.
Rhodamine derivative compounds, which are weakly fluorescent due to the closed
spirolactam ring in a wide pH range, enable quantitative analysis in the presence of an
anlyte or in acidic conditions, due to the opening of this ring, because © bond
conjugation is provided throughout the molecule, it becomes strongly fluorecent and

increases absorption and emission wavelength.

Near-infrared chemosensors are used in both biological and environmental analyzes
because the device background noise is low due to absorption and emissions in the
near infrared region, and because it enables deeper imaging thanks to the high tissue
penetration of the light in this region when analyzing in intracellular studies, and the
possibility of damaging the cell at this wavelength is considerably reduced. Cyanine-
derived, specifically rhodamine-cyanine (or chromenylium-cyanine) derivative
chemosensors are preferred because they work especially in the near infrared region,

and they also have a unique detection mechanism in rhodamine-derived compounds.

Bisulfite anion; due to its enzyme inhibitor, antimicrobial and antioxidant properties,
it is an anion that can be used as a preservative especially in sugary and alcoholic foods
and can provide these foods with a long shelf life. In excess, it can cause heart diseases
as well as diseases such as asthma, lung cancer, allergic reactions that damage the
respiratory system, which cause respiratory problems in the human body. For this
reason, control and restrictions of bisulfite anion in foods are very important. There
are currently many methods for the detection of bisulfite anion, such as
spectrofluorometry, spectrophotometry, chemiluminescence, chromatography.

However, the application of these methods requires time-consuming preparation
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procedure for analysis and specialists who can use the devices used in these methods.
Due to the mentioned negative aspects of these methods; Chemosensors, which enable

fast, precise and sensitive analysis, are of great interest for bisulfite analysis.

In addition to analysis with UV-Vis and fluorescent devices, a method recently
developed for quick and easy quantitative analysis has reduced the only device
required for analysis in colorimetric chemosensors to just a smartphone. Colors are
defined by the combination of red, blue and green colors in different proportions in the
digital environment. Therefore, the prepared sensor compound solution, if it has color,
has a digital equivalent in (R, G, B) format. The change in solution color with the
change of analyte concentration; the change of these numerical values in the digital
environment means that this change can be linear against the changing amount of
analyte. Developed using this principle, this method has made quantitative analysis
with colorimetric chemosensors very practical.

In this context, within the scope of this thesis, a chromenylium-cyanine based
chemosensor (CyR) with aldehyde functional group has been developed for bisulfite
determination with fluorescence and UV-Vis spectrometer devices and smartphone.
The crystal structure of this chemosensor, which was synthesized before, was brought
to the literature by X-Ray Crystallography. When bisulfite was added to the solution
of the sensor in pH 5 buffer medium containing 50% DMF co-solvent, the color of the
CyR solution, which was initially yellow, turned green as predicted by the opening of
the spirolactam ring as a result of bisulfite nucleophilic addition. The response of this
change in UV-Vis measurements was observed as a ratiometric decrease of the band
with a maximum absorbance of 385 nm at the beginning, together with the increase in
the band with the maximum absorbance of 724 nm. With this result, as a result of
optimization studies, spectrophotometric working conditions were found to be a 30
mM solution of CyR in pH 5 aqueous buffer with 50% DMF co-solvent. In order to
understand how long the addition reaction takes after the optimization, the response
time of the sensor was studied and the time for the reaction to reach equilibrium was
determined as approximately 300 seconds. According to this result, all studies were
carried out taking this time into account. A pH study was carried out to determine the
appropriate pH environment for the analysis, and it was observed how the absorption
and emission signals of CyR in the pH range of 1-10 changed with the addition of
bisulfite. According to this study, it was observed that CyR responded appropriately
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to bisulfite in pH 5 and 7 aqueous buffer environments. However, since the bisulfite
anion is in equilibrium with the sulfide anion in the aqueous medium and the basic
medium will shift the direction of this balance towards the sulfite, the pH 5 aqueous
buffer was chosen as the operating condition. After the appropriate working
environment was determined, selectivity and interference studies were carried out, and
according to the results of this study, it was observed that CyR only responded to
bisulfite without any change in the absorption and emission signals in the presence of
any anion, and it was selective to bisulfite. Titration study was carried out to calculate
the calibration curve of the absorption and emission signals according to the bisulfite
concentration and it was determined that the linear range was 10-160 uM according to
the UV-Vis measurements and 145-270 uM according to the fluorescence
measurements. The detection limit made according to this calibration curve was
calculated as 1.15 uM and 0.0868 uM, respectively. In order to better understand the
bisulfite binding mode, FT-IR, *H-NMR and MALDI-TOF measurements were made
and it was confirmed that bisulfite joined the aldehyde functional group as predicted.
In addition; it has been observed that CyR can detect bisulfite with high recovery rates
in red wine, rose wine and granulated sugar. It has been shown that bisulfite
determination can be made in a sample with a smartphone, and bisulfite determination
with a high recovery rate in granulated sugar according to the calibration curve
prepared using a smartphone before. Finally, a paper test study, which is another
application area, was carried out. When CyR was absorbed from its solution in
concentrated DMF to the paper strips and bisulfite aqueous solution of different
concentrations was dripped onto these strips, different intensities of green colors of the
paper strips, which were initially yellow, were obtained according to the bisulfite
concentration. Thus, the bisulfite concentration can be approximately determined in a
sample according to the intensity of the green color in the paper. In the light of all these
studies, a selective and sensitive colorimetric bisulfite sensor, which performs three-
channel analysis, namely UV-Vis spectrometer with ratiometric method, fluorescence

spectrometer and smartphone, has been developed and brought to the literature.
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1. GIRIS

Bisitilfit, SO, tiirevi bir anyon olup eski ¢aglardan giliniimiize kadar gidalarda koruyucu
olarak kullanilmis ve halen ayni amagla kullanilmaya devam etmektedir. ESki
zamanlarda Romalilar ve Misirlilar SOz gazini sarap kaplarminin dezenfeksiyonu igin
kullanmiglardir. Daha sonralarinda ayn1 mantikla elma saraplarinin depolandigi kaplar
ve ficilar SO; gaziyla dezenfekte edilmistir. 1921 yilinda ise sodyum bisiilfit ilk kez
gida katki maddesi olarak kullanilmistir[1]. Bisiilfitin antioksidan ve enzim inhibitor
ozelligi, onu genellikle alkollii gidalarda, meyve Sularinda ve kuru meyvelerde
koruyucu olmaya uygun olmasini saglamistir. Siilfitlerin oksitlenerek stilfatlara
doniistiriiken olusturdugu radikalik ara iiriinler, gidalarda koruyucu niteliginde etkili
bir antioksidan madde gorevi gormesini saglar[2]. Bisilfitin, mikroorganizma
ortamina eklendiginde bu canlilarin lireme hizlarini azalttig1 goriilmiis olup bu yénden
de gidalarda koruyucu madde olarak kullanmak igin ideal bir anyon haline
gelmistir[3]. Insanlarin bu gida iiriinlerini siklikla tiikettigi diisiiniiliirse, gidalara
eklenen bisiilfit miktarmin kisitlanmas: ve kontrol edilmesi onemli bir hale
gelmektedir. Ciinkii insan viicuduna alinan asir1 bisiilfitin astim, akciger kanseri,
solunum sistemine zarar veren alerjik reaksiyonlar gibi 6zellikle solunumu etkileyen
birgok zarar1 bazi calismalar sayesinde sabittir. Bunun yanisira bir takim kalp
rahatsizligma da yol agtign bilinmektedir[1,4-7]. Insanlara verebilecegi bu zarardan
otiirii Avrupa Parlamento ve Konsey Yonetmeligi bir insanin bir giinde alabilecegi
giivenli bisiilfit miktarini 0.7 mg.kg™ olarak belirlemistir[8]. Bu baglamda gidalardaki
bisiilfit miktarin1 kolay ve kesin bir sekilde tespit edebilmek hayati bir 6neme sahip
hale gelmistir. Giinlimiizde halihazirda bisiilfit analizi i¢in spektroflorometri[9-11],
spektrofotometri[12-14], kemiluminesans[15-17], kromatografi[18] gibi birgok
yontem bulunmaktadir fakat bu yontemlerin uzun 6n hazirlik prosediirlerine sahip
olmast ve bu yontemler i¢in gereken cihazlar1 kullanmasini bilen uzman kisilere
ithtiya¢c duyulmasindan 6tiirli bistilfit analizi i¢in daha pratik yollar tercih edilmeye
baglanmistir. Kolorimetrik floresan kemosensdrler uygulama kolayligi, hizli ve kesin

sonug¢ vermeleri ve az maliyetli olmalarindan 6tiirli bisiilfit analizi i¢in miikemmel



adaylar olmuslardir[19-21]. Giiniimiizde anyon, katyon ya da aminoasitler gibi birgok
analit tespiti i¢in rodamin, siyanin, BODIPY tiirevleri gibi bircok sensor
kullanilmaktadir. Bu sensorlerin yiiksek kuantum verimine, yiiksek molar absorpsiyon
katsayisina, yakin kizil6tesi bolgede absorpsiyon ve emisyon dalgaboyuna sahip
olmalar1 gibi istiin fotofiziksel 6zellikleri bu molekiilleri milkemmel kemosenorler
yapmaktadir. Bisiilfitin niikleofilik karakterinden 6tiirli bu kemosensorlerin arasindan
reaksiyon temelli tespit mekanizmasina sahip; yapisinda elektrofil karakterli aldehit,
keton ya da 1,4 konjuge alken fonksiyonel gruplarini bulunduran molekiiller
tasarlandiginda bisiilfite kars1 segicilik rahatlikla saglanmaktadir[22—-24]. Rodamin
tirevli kemosensorler spirolaktam ortamdaki analit derigimi tetiklemesiyle halka
yapisinin ac¢ilmasi gibi 6zgiin bir tespit mekanizmasina sahiptir. Notr veya bazik
kosullarda genis bir pH araliginda zayif floresan halde olan spirolaktam halkas1 kapal1
yapisindaki rodamin tiirevli bilesikler bir analit varliginda veya siddetli asidik
kosullarda molekiil i¢i konjugasyonu kesen bu halka agilir ve tiim molekiil igerisinde
konjugasyon saglanir. Yeniden diizenlenen bu m baglarmin UV-Gor ve floresan
cihazlarinda molekiiliin yapisina bagli olarak, kemosensore “turn-on” 0Ozelligi
kazandiran, 550-650 nm arasi Kkuvvetli bir absorpsiyon ve emisyon artist
g6zlenir[25,26]. Siyanin grubuyla da tiirevlendirilen bu rodamin sensér platformu, bu
grupla tiirevlendirildiginde absorpsiyon emisyon dalgaboylar:1 yakin kizilétesi bolgeye
daha da yaklagsmaya baslar. Bu kategori altinda bulunan ve son zamanlarda biiyiik ilgi
goren rodamin-siyanin (kromenilyum-siyanin) sensor platformu, biinyesinde en uzun
absorpsiyon ve emisyon dalgaboyuna sahip molekiilleri barindirir[27]. Rodamin
tirevli kemosensorlerin 6zgiin tespit mekanizmasina sahip bu molekiillerin yakin
kizilotesi bolgede calisiyor olmalarinin 2 6nemli avantaji vardir. Bunlarn ilki,
numunede bulunan biyomolekiillerden kaynakli arkaplan oto-floresanin bu bolgede
oldukca az olmas1 yapilan Glgiimlerin hassasiyetini ve giivenilirliginin biiyiik dl¢iide
arttirir. Bir diger avantaj ise biyolojik sistemlerdeki uygulamasindadir. insanda veya
hayvanda viicut i¢i goriintiileme yapilirken doku i¢ine niifuzun arttirilmasi ve 15181n
gonderildigi bolgede hasar olusturmamasi adina uzun dalgaboylu 1s1k tercih edilir.
Eger viicut i¢ine enjekte edilen boyar madde ne kadar uzun dalgaboyunda uyariliyorsa
goriintiileme daha 6nce bahsedilen nedenlerden dolay1 o kadar saglikli olur[28-30].
Kromenilyum-siyanin tabanli kemosensorlerin uyarilma dalgaboyu olduk¢a uzun

oldugu icin bu alanda calisilmasi i¢in yiiksek bir potansiyele sahiptir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Floresans Spektroskopi Prensibi ve Uygulanmasi

2.1.1 Floresans Spektroskopi Prensibi

Fotoliiminesans, bir molekiilin belli bir dalgaboyunda 1sikla uyarildiginda
absorplanan bu 1s181in, molekiile ait uyarilmis elektronlarin enerjisinin bir kismini
sistem i¢i gegislerle kaybederek temel hale donerken uyarilan 1giktan daha diisiik
enerjili bir 1s1kla emisyon yapma durumudur. Bu durum floresans veya fosforesans
olarak uyarilmig fotoliiminesansin dogasina goére iki sekilde goézlenebilir. Perrin-

Jablonski diyagrami (Sekil 2.1) bu durumu net bir sekilde gostermektedir[31].
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Sekil 2.1 Sp diizeyinde bulunan elektronun uyarilmasiyla temel hale geri donerken
molekiiliin floresans ve fosforesans yapma mekanizmasi (Perrin-Jablonski
Diyagramu).

Molekiiliin temel halinde HOMO’ da bulunan (So) elektron belirli bir dalgaboyundaki
fotonla uyarildiginda LUMO’ya (S1) gecer. Uyarilmis bu elektron temel hale geri

donmeden Once uyarilmis halde bulundugu orbitalin en diisiik enerji diizeyine i¢



dontisiim adi verilen bir siirecle gecer ve boylece degistirdigi iki diizey arasidaki enerji
farki kadar enerjisini kaybetmis olur. Uyarilmis halin en disiik enerji diizeyinde
bulunan elektron temel hale floresan emisyonu yaparak geri doner. Boylece floresans
spektroskopisinde uyarma ve emisyon dalgaboyunda bir fark gozlenir. Bu farka ayni
zamanda Stokes Kaymasi da denir. Bu emisyon sadece elektronun tekli elektronik
uyartlmis durumdan izin verilen bir temel hal seviyesine geri donmesiyle

gerceklesir[32].

2.1.2 Uygulama Alanlari

Bu yontem genellikle bir florofor molekiiliin ortamdaki bir analit etkisiyle yaptig1
emisyondaki degisim gozlenerek gergeklestirilir. Bu iki parametre kendi arasinda
iligkilendirilerek kantitatif bir analizin yapilmasi miimkiin hale gelir. Floresans
spektroskopisi kimya, biyokimya, gevre, eczacilik, tarim, endiistri gibi bir¢ok alanda
analiz olanagi sunmaktadir. Ozellikle cevreye ve biyolojik sistemlere zararl organik,
inorganik, organometalik ve metalik kimyasallarin analizinde Genmli bir yere
sahiptir[33].

2.2 Rodamin Boyalar

2.2.1 Rodaminlerin Tarihgesi ve Bazi Tiirevleri

[k defa 1905 yilinda Noelting ve Dziewonsky tarafidan sentezlenmis olan rodaminler
ksanten grubuna ait bilesiklerdir. Sentez m-aminofenol ve ftalik anhidritin Lewis asidi

varligindaki reaksiyonuyla gerceklestirilmistir.Sentezin genel semas1 Sekil 2.2°de

goriilmektedir[34].
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Sekil 2.2 Rodamin B’nin lakton formunun sentez semasi.
Yapisinda ksanten, karboksilik asit, amino veya ester gibi gruplar1 barindiran rodamin

tiirevli molekdillerin uyarildiginda 550-650 nm aras1 dalgaboyunda gii¢lii bir emisyon



yapar. Ayrica 540-600 nm dalgaboyu arasinda ise yine giiglii bir absorpsiyon bandi
gdzlenir. iskelet yapida yapilan kromofor degisiklikleri; rodamin B, rodamin 6G,
rodamin 123 gibi gesitlerin ortaya ¢ikmasini saglar. Rodamin B’de ksantene bagh
benzoik asit ve dietil amin; rodamin 6G ‘de ksantene bagl metil, etil amin ve etil fenil
ester; rodamin 123’te ise yine ksantene bagli amin, ve metil fenil ester gruplar

bulunur. 3 molekiiliin yapist Sekil 2.3’te gosterilmistir[26].
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Sekil 2.3 Rodamin B, rodamin 6G ve rodamin 123 molekiillerinin yapilar1.
2.2.2 Rodaminlerin Elektronik ve Spektral Ozellikleri

Amino ve ksanten gruplari arasinda elektron transferi goriilen rodamin yapilarinda bu
transferden dolay1 batokromik kayma goriilir. Bu kayma rodaminin igerisinde
bulundugu ¢oziicliniin polaritesi, pH degeri veya viskozitesi gibi 6zelliklerine gore

degiskenlik gosterebilir.
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Sekil 2.4 Rodamin 101’in katyonik, anyonik ve laktin formunun denge hali ve
rodamin B’nin asidik ile bazik kosullardaki formlari.

Rodaminler asidik ortamda yapisina proton katarak katyonik forma geger. Ote yandan,
bazik ortamda ise rodaminler ayrisir ve zwitter iyonu formuna doniisiir. Bu iki yap1
oziinde ayn1 olup negatif yiik hipokromik kaymaya sebebiyet veren ksanten yapisinda
indiiktif etkiye neden olur. Diisiik polariteli ¢oziiciilerde zwitter iyon formunun pi

konjugasyounun kesilmesinden dolay1 ¢ozeltisine renksiz formu kazandiran bir lakton



formuna doniigiir. Bu formlar arasindaki yapr degisimleri Sekil 2.4’te

goriilmektedir[26].

2.3 Siyanin Boyalar

2.3.1 Siyaninlerin Tarihcesi ve Baz1 Tiirevleri

[lk siyanin boya, 1856 yilinda C. H. G. Williams tarafindan, N-amil kinolinyum ile N-
amil lepidinyumu amonyak iginde 1sitip oldukca parlak mavi bir ¢ozelti elde ederek
sentezlemistir. Siyanin boyalarin ismi ise mavi anlamina gelen Latin kokli “cyanos”
kelimesinden gelmektedir. Daha sonraki yillarda ise siyanin tiirevi bir¢ok boyar madde

sentezlenmistir. Sentezlenen iiriiniin konjuge yapilart Sekil 2.5’te gosterilmistir[35].

1c

Sekil 2.5 ilk sentezlenen siyanin boyasinin konjugasyon yapist.

Polimetin boyalarin bir tiirli olan siyanin boyalar 600-700 nm dalgaboyu arasi yakin
kizilotesi bolgede giiclii floresan emisyonuna sahip olmakla beraber floresans
rezonans enerji trasnfer (FRET) ve floresans in situ hibridizasyonu (FISH) gibi
sistemlerde yayginca kullanilir[36]. Siyanin boyalarin genel iskeletini tarif etmek
gerekirse, biri pozitif yiiklii olan iki azot atomunun birka¢ konjuge karbondan olusan
polimetin zinciriyle baglanmis yapisi olarak 6zetlenebilir. Bu iskeletin genel yapisi
Sekil 2.6°da goriilmektedir. Baglayici polimetin zinciri, pozitif yiiklii azot atomunun
yiikiinii rahatca diger azot atomua dogru molekiil i¢inde dagitmasina yardime1 olur ve

bu yiik transferi molekiiliin ¢dzeltisinin ve kristalinin kuvvetli renkelere sahip olmasini
saglar[37].
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Sekil 2.6 Siyanin boyalarinin genel yapist.

Polimetin zincirinde ve azot atomu iizerinde yapilan degisikliklerle siyanin boylari

birgok sekilde tiirevlendirilebilir. Sekil 2.7’de siyanin boylarin bazi tiirevleri

gorilebilmektedir.
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Sekil 2.7 Baz1 siyanin boyalari.
2.3.2 Siyanin Boyalarin Elektronik ve Spektral Ozellikleri

Daha 6nce bahsedildigi gibi siyanin boyalarin iskelet yapisinda bulunan iki azot atomu
arasindaki polimetin zinciri araciligiyla gerceklesen verimli yiik trasnferi bu boyalarin
yakin kiziltesi bolgede bulunan uzun dalgaboylarinda kuvvetli emisyon yapmalari
(600-750 nm) ve bununla beraber yiiksek molar absorpsiyon katsayilarina sahip
olmalar1 lazer boyalari, fotografik hassaslastiricilar ve floresan kemosensorleri olarak
yayginca kullanilmalarini saglar[38]. Ayn1 zamanda bu bolgede yapilan diisiik enerjili
emisyon bu boyalarin biyoorneklere az hasar vermeleri, biyomolekiillerin
otofloresanindan dolayr goriilen girisimin minimuma inmesi ve derin doku
penetrasyonundan dolay1 biyoloji alaninda da ¢ok yaygin kullanimi bulunmaktadir.
Ote yandan, bircok siyanin boyalarin kuantum verimleri nispeten diisiiktiir ve

polimetin zincirinin floresan emisyonunu séniimlemesine neden olan agregasyona yol



acma ihtimali vardir. Giiniimiizde bu sorunlar, hareket kabiliyeti zayif olan elektron

verici gruplarin yapiya eklenmesiyle giderilmeye ¢alisilmaktadir[39—41].

2.4 Kromenilyum-Siyanin Boyalari

2.4.1 Kromenilyum-Siyaninlerin Tarihgesi ve Baz1 Tiirevleri

Ik olarak Aralik 2011°de Yuan ve ekibi tarafindan merosiyaninlerin sentezi fikrinden
yola ¢ikarak sentezlenen, rodamin tespit mekanizmasina sahip Changsha (CS) boyasi
ad1 verilen ve karboksilik asit fonksiyonel grubuna sahip kromenilyum-siyanin
boyalar1 literatiirdeki en uzun floresan emisyon dalgaboyuna sahip boyalardir.
Molekiildeki kromofor gruplarinin degistirilmesiyle tlirevlendirilebilen bu boyalarin

bazilar1 Sekil 2.8’de goriilmektedir.

CS-1
ab: 688 nm; em: 721 nm

cs4 Cs-5 Ccs-6
ab: 708 nm; em: 741 nm ab: 720 nm; em: 750 nm ab: 728 nm; em: 763 nm

Sekil 2.8 Kromenilyum-Siyanin iskeletinin karboksilik asit formunun bazi tiirevleri.
Rodaminler ve siyaninler genel olarak 550-650 nm arasinda emisyon yaparken
kromenilyum-siyaninler 700 nm iizerinde dalgaboylu emisyon yapabilmektedir.
Temelde siyanin iskeletine sahip olan bu yapilar ayni zamanda rodamin tiirevli
kemosensorlerin analit tetiklemesiyle  “turn-on” olarak ¢alisan 6zgilin tespit
mekanizmasina da sahiptir. Geri doniisiimlii spirolaktam halka ac¢ilmasi mekanizmasi
bu molekiillerde de oldugu i¢in kemosensor alaninda rodamin tiirevli molekiillerin

genis yelpazesi bu platform i¢in de ¢alisma potansiyeli olarak goriilebilir[42].



2.4.2 Kromenilyum-Siyaninlerin Elektronik ve Spektral Ozellikleri

Siyanin tiirevi molekiillerle ayn1 mekanizmayla emisyon yapan kromenilyum-
siyaninler, kromenilyum kismindan gelen kromofor gruplari sayesinde emisyon
dalgaboylar1 siyanin boyalara gore daha kirmizi bolgede kalmaktadir. Kromenilyum-
siyaninlerin yakin kizildtesi bolgede emisyon yapma ve spirolaktam halka a¢ilma
mekanizmasinin biyolojik pH ortaminda diizgiin ¢alisiyor olma o6zelligi biyolojik
sistemlerde ¢alisilmasi i¢in idealdir. Karboksilik asit formunun 700 nm civarinda genis
bir floresans spektrumu gozlenmesiyle beraber eger spirolaktam halkasi kapatilirsa
karboksilik asit grubu ile siyanin kismindaki azot grubu arasindaki konjugasyon
kesildigi i¢in bu sinyal kaybolur. Benzer davranisin UV-Gor spektroskopsinde
goriilmesiyle beraber bu spektrumda 380 nm civarinda, analit tespiti i¢in oransal
yontem kullanmaya imkan saglayan bir elektron transfer bandi da goriiliir. Bu bandin
siddeti ortamdaki analit miktarinin degismesiyle 700 nm’deki bandin siddetiyle ters
orantili olarak degisir. Sekil 2.9°da bazi kromenilyum-siyanin tiirevleri ve bu

molekiillerin UV-Gor ve floresans spektrumlari gosterilmistir[43].

Normalized absorbance
Normalized intensity

500 600 700 800  ggo 720 760 800
Wavelength, nm Wavelength, nm

Sekil 2.9 Bazi kormenilyum-siyanin tiirevi bilesikler (a) ve bu bilesiklerin UV-Gor
(b) ve floresans (c) spektrumlari.

2.4.3 Kromenilyum-Siyanin Tiirevi Molekiillerle Yapilan Bazi Kemosensor

Calhismalan

2020°de yapilan bir ¢alismada hem Cu?* hem de CIO hassas analizini yapabilen bir

kemosensor sentezlenmistir. Sensor bakir(Il) katyonlarini rodamin spirolaktam halka



acilma mekanizmastyla tespit ederken, hipoklorit tespitini ortamda bulunan bakir(I)
katyonlarin1 yiikseltgeyerek bu katyonlarin yine spirolaktam halka ac¢ilma
mekanizmasini tetiklemesiyle yapmaktadir. Komplekslesme mekanizmasi Sekil
2.10°da gosterilmistir. Yakin kizilotesi bolgede ve fizyolojik pH araliginda ¢alisan bu
sensoriin analit tespit hassasiyeti; bakir(Il) igin 3,30x10°% M, 1,93x10® M ve
2,36x1078 ve hipoklorit igin 2,83x1078 M, 2,10x1078 M ve 2,60x10~% M tayin limiti
degeleri gz 6niinde bulunduruldugunda oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir[44].

ClO”

S5a | H
5b : OH
5¢ : N(CH,CHg),

Sekil 2.10 Kromenilyum-siyanin tabanli kemosensoriin hipoklorit ile bakir baglama
mekanizmasi.

Yine 2020’ de yapilan bir c¢aligmada sentezlenen kemosensor yakin kizilGtesi

bolgesinde 1,28x10°® M tayin limiti hassasiyetiyle higbir katyon tarafindan girisime

ugramadan fizyolojik pH araliginda bakir(Il) tespiti yapabilmektedir. Ayrica ligandin

ve ligand-metal kompleksinin yapisi, bu yapilarin kristalleri elde edilerek

aydilatilmis olup bu yapilar Sekil 2.11°de gosterilmistir[45].

Sekil 2.11 Kromenilyum-siyanin tabanli kemonsensoriin yapisi, bu yapinin ve
bakir(II) kompleksinin kristal yapilari.
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Bir baska calismada, Zhu ve ekibi tarafindan sentezlenen, flor fonksiyonel gruplu,
yakin kizilotesi bolgede calisan, oransal yontemle sistein tayini yapabilen bir
kemosensor gelistirmiglerdir. Fizyolojik pH araliginda caligabilen ve mitokondri
icerisinde ¢aligsmasi hedeflenen bu sensor ayn1 zamanda 0,47 degerinde yiiksek bir
kuantum verimine de sahiptir. Ek olarak HeLa hiicrelerinde yapilan g¢alisma bu
kemosensoriin hiicre i¢inde calisabildigini agik¢a gostermektedir. Sensoriin tespit

mekanizmasi, pH aralig1 ve hiicre i¢i ¢alismasi Sekil 2.12°de gosterilmistir[46].

CCF-OH

#— CCF-OH o ®

(B) —e— CC33 N-Cys N-Cys + NEM u Cys NEM + Cys N-Cys + NEM + GSH
5x10° s
@ o Green channel
> coon pKa=75
2 4x10°f 4
£ ' #
g 3x10°f /
g ‘/ i & & S Red channel
o 3 - N Scoom
@ 2x10° / - 1
5 T o W83 Gy
HO' 0 Y,
£ 1x10°} s ,5/ ‘
. /‘,/ ¥ Overlay
e ceron )=\
0 1 1 1 1 1 A4
5 6 7 8 9 -

Sekil 2.12 N-Cys kemosensdriiniin sistein tayin etme mekanizmasi, pH ¢alisma
aralig1 ve hiicre i¢i ¢alisma goriintiileri.

Jiao ve ekibi civa(Il) sensorii olarak sentezledikleri floresan ve kolorimetrik
kemosensorle yapisindaki civa baglayan grup sayesinde, spirolaktam halka acilma
mekanizmas1 yerine molekiil i¢i ylik transferi mekanizmasini kullanarak oransal
yontemle civa analizi yapabilmektedir. Civa baglanma mekanizmasi Sekil 2.13°te
gosterilmistir. 9,59 nM mertebesinde tayin limiti bulunan bu kemosensdriin ayrica

hiicre i¢i ¢caligmalarla biyolojik sistemlerde galisabilecegi ispatlanmistir[47].
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Sekil 2.13 L kemosensoriiniin onerilen civa baglama mekanizmasi.

2.5 Bisiilfit Tespit Mekanizmalari ve Bazi Bisiilfit Kemosensorleri

Bisiilfit anyonu, niikleofilik karakterinden dolay1 bir molekiiliin elektrofilik grubuna
katilir. Bisiilfit genelde molekiildeki aldehit, keton ya da elektrofil karakteri tagiyan
konjuge alken sistemleriyle reaksiyon verir.[48] Sekil 2.14’te bisiilfitin niikleofilik
katilma mekanizmasi gosterilmektedir. Bu mekanizmadan yararlanarak molekiil i¢i
yiik transferi, floresans rezonans enerji transferi veya spirolaktam halka acilma
sistemleri gibi mekanizmalar kullanilarak cesitli kemosensorler
gelistirilebilir[24,49,50].

O"Na* OH
’,.-'"" pralon \\ f
AN N
SO,H SO,Na

Sekil 2.14 Niikleofil bisiilfitin elektrofil karakteri tagiyan karbonil grubuna katilma
mekanizmasi.

Literatiirde bisiilfit tespiti i¢cin sentezlenen ve ¢esitli sistemler kullanilarak gelistirilen
bir¢ok kemosensor bulunur.

Yang ve ekibi, aldehit grubu iceren rodamin B tiirevi secici bir bisiilfit sensorii
gelistirmistir. Bisiilfitin aldehite katilmasi ile ¢alisan bu kemosensor, rodamin tiirevi

bilesiklerde goriilen spirolaktam halka ag¢ilma mekanizmasina sahiptir. Bisiilfit
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katilmasiyla onerilen yap1 Sekil 2.15°te gosterilmistir. Kolorimetrik ve florometrik

olan bu sensoriin tayin limiti 0,89 uM olarak tespit edilmistir[51].

HSO5"

(Fluorescent)

Sekil 2.15 Rodamin B tiirevi olan bisiilfit sensoriiniin tespit mekanizmasi.

Liu ve ekibi, bisiilfit anyonunu segici ve hassas bir sekilde oransal yontemle aldehit
grubuna niikleofilik katilma sayesinde bisiilfit anyonlarini tespit edebilen ve molekiil
i¢i yik transferi mekanizmasina sahip bir kemosensor gelistirmislerdir. Saniyeler
icinde cevap veren bu kemosensdriin goze ¢arpan bir diger 6zelligi 186 nm gibi uzun
bir Stokes kaymasina sahip olmasidir. Molekiiliin kendi hali floresan 151k altinda sar1

renkte emisyon yaparken bisiilfit varliginda mavi renkte emisyon yapmaya

baslamaktadir[52].

S S OH
: l\f : cHo Na;SO3 :j:N/ ; : H; SO3H
| HO — > HO
5
i
: ;
&2 T
-—UI — /C7~
/, ny.
O} /?/b/{@
=) s =
— CHO _
[::I:N N 1 S0zH
H o H o
1' 5'

Sekil 2.16 1 numarali bisiilfit sensoriiniin ¢alisma mekanizmas.
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Sekil 2.17 1 numaral1 sensoriin bisiilfit derisimiyle degisen floresans spektrumundaki
degisimi ve bisiilfit varliginda floresans 151k altindaki renk degisimi.

Jiang ve ekibi, yapisinda piren grubu olan ve oransal yontemle bisilfit analizi
yapabilen kolorimetrik bir bisiilfit sensorii gelistirmislerdir. Michael katilmasi
mekanizmasina sahip bu kemosensoriin bisiilfite segici cevabi 30 saniye gibi kisa bir
stiredir. Katilma mekanizmasi ve titrasyon spektrumlar: sirasiyla Sekil 2.18 ve Sekil

2.19’ da gosterilmistir.

Sekil 2.18 PCN bisiilfit sensoriiniin dnerilen tespit mekanizmasi.

Tayin limiti 12 nM olarak hesaplanan bu bisiilfit sensorii toz sekerde ve test kagidiyla

analiz uygulama alanlarina sahiptir[53].
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Sekil 2.19 PCN bisiilfit sensoriiniin bisiilfit derisimi degismesiyle beraber degisen
UV-Gor ve floresans spektrumlari, cevap siiresi 6l¢lim sonucu ve bistilfit varligiyla
renk degisimi.

Peng ve ekibi, bisiilfit anyonunu kolorimetrik ve florometrik bir sekilde analiz edebilen
hibrit bir kumarin-tiazol kemosensorii sentezlemislerdir. Bu sensor, Sekil 2.20° de
gosterildigi gibi, bisiilfitin konjuge alken sistemine katilarak molekiil icindeki

konjugasyonun kesilip var olan emisyonun mavi bdlgeye kaymasi prensibine dayali

bir mekanizmayla caligmaktadir.

conjugation

HSO,

COOEt

red fluorescence blue fluorescence

Sekil 2.20 Kumarin-tiazol kemosensoriiniin bistilfitle olan reaksiyon mekanizmasi ve
bistilfit varliginda renk degisimi.
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Molekiiliin kendi hali 600 nm’ de emisyon yaparken, bisiilfit varliginda molekiil ici
konjugasyon kesildigi i¢in bu emisyon 450 nm’ye kaymaktadir. Bu iki dalgaboyundaki
degisim es zamanli oldugu i¢in  bisiilfit analizinde oransal yontem
kullanilabilmektedir. Uygulama alan1 olarak gogiis kanseri ve toz sekerde bistlfit
analizi yapilmis olup basarili sonuglar alinmistir. Siilfitin katilma mekanizmasi ve
floresans titrasyon spektrumu sirasiyla Sekil 2.20 ve Sekil 2.21° de gosterilmistir[54].

JL
a4

50004 A, =415nm
| slit: 2.5 nm, 5 nm

24
4000 -

3000 -

2000 -
Aﬂ=500nm 1

slit: 10 nm, 10 nm

1000 - ¢
0 .

450 500 550 600 650 700
Wavelength/nm

Fluorescence Intensity

Sekil 2.21 Kumarin-tiazol kemosensoriiniin bisiilfit derisimi degismesiyle floresans
spektrumundaki degisimi.

Wang ve ekibi, rodamin tiirevi bir bilesik sentezleyerek bisiilfitin keton karboniline
niikleofilik katilma mekanizmasi prensibiyle bir bisiilfit sensorii gelistirmistir.
Molekiile bagli konjugasyonu sayiflatan ester grubu oldugundan ilk basta zayif
floresan halde olan sensor, bisiilfit ester karboniline katildiginda bu ester yapisi
molekiilden ayrilip sensorii giiclii floresan hale getirir. Siilfitin katilma mekanizmasi
ve UV-Gor ile floresans spektrumlarindaki degisimi Sekil 2.22° de goriilmektedir.
Molekiil i¢i ytik transferi mekanizmasiyla ¢alisan bu bisiilfit sensorii 10 dakika gibi bir
stirede sonug verip 645 nm gibi oldukca uzun bir dalgaboyunda emisyon vermektedir.
Bisiilfite kars1 seciciligi kanitlanan bu sensoriin tayin limiti ise 0,6 uM olarak tespit
edilmistir. Bu kemosensoriin, Sekil 2.23” te de goriildigi gibi, zebra baligi

hiicrelerinde de bisiilfit tayini yapabildigi de goriilmiistiir[24].
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Sekil 2.22 Rodamin tiirevi bisiilfit kemosensdriiniin bisiilfit tespit mekanizmast,
bistilfit varligindaki UV-Gor ve floresans spektrumundaki ve ¢ozelti rengindeki
degisimi.

Probe L Probe L + 100 pM SO, Probe L + 200 pM SO;2

Bright Field Red

Merged

Sekil 2.23 Rodamin tiirevi bisiilfit sensoriiniin zebra balig1 hiicrelerindeki bisiilfit
analizi.

2.6 Analizde Akilli Telefon

Gliniimiizde diinyanin yaklasik %80 gibi biiyiikk bir kesiminin kullandigi akilli

telefonlarin gevreyle etkilesime girmelerini saglayan ivmedlger, termometre ve en sik



kullanilan sensor olarak optik kamera gibi ¢esitli sensorler bulunmaktadir[55]. Ayrica
akilli telefonlar sistemlerinde genis hafiza, ¢ok cekirdekli islemci, USB girisi,
dokunmatik ekran ve biitiin bu parcalara gii¢ veren dayanikh pil; akilli telefonlarin
islem giiciinii oldukca arttirmaktadir. Bunlarin yanisira; akilli telefonlarda bulunan
kablosuz baglanti sistemleri, toplanan bilgilerin acil durumlarda bile uzaktan
islenmesine olanak saglar[56]. Bu imkanlar géz oniinde bulunduruldugunda akilli
telefonlarin genis gapli ve gelismis isleme ve baglant1 kurma kabiliyeti sayesinde bu
cihazlarin, masaiistiinde kullanilan analiz cihazlarinin yerine kullanilmaya baslandigi
goriilmektedir. Akilli telefonlar giiniimiizde analiz icin atik yonetimi, giivenlik, ev
otomasyonu, saglik, su kirliligi, gaz ve su sizint1 tespiti, hava kirliligi gibi alanlarda
kullanilmaktadir. Son zamanlarda ise akilli telefonlar akademik ve endiistri arastirma

alanlarinda oldukga ilgi ¢eken cihazlardir[57].

2.6.1 Kablosuz Elektrokimyasal Sensorler

1960’lardan bu yana sensor alaninda yapilan c¢alismalar hizla artis gostermistir. Bu
slireg icerisinde literatiirde kimyasal sensor ve fiziksel doniistiiriictileri birbirinden
ayirt eden birgok tanim olusmustur[58-60]. Fiziksel doniistiiriicii genel olarak ¢evrede
olusan bir degisiklik ile elektrik sinyali lireten ve bunu islemesi i¢in ana bilgisayara
gonderen cihaz olarak tanimlanir. Bu cihazlara 6rnek olarak sicaklik temelli termistor,
termokupl ya da platin ¢ubuklar; fiziksel oOzellik temelli piezoelektrik basing
dondistiirticiileri, debidlcer ya da nem sensorleri; 151k siddeti temelli fotodiyotlar,
fotorezistorler ya da fotocogalticilar 6rnek olarak gosterilebilir. Bu sensorler genel
olarak ucuz, kolay ulasilabilir, hassas ve secici Olglimler yapabilen ideal sensor
tanimina yakin cihazlardir. Kimyasal sensor ise, bir kimyasal se¢ici membran, film ya
da katman yardimiyla ¢evresinin kimyasal karakterini ortaya koyabilen cihazlardir. Bu
sensorlerin ylizey katmaninin bileseni sensoriin etkili, secici ve uzun omiirlii olarak
calismast i¢in olduk¢ca oOnemlidir. Fiziksel doniistiiriiciiler kimyasal sensorlerde
toplanan bilgiyi ana bilgisayara islenmesi i¢in gonderen bilesenlerdir. Yakin
zamanlarda iiretilen bu sensorlere internet araciliiyla uzaktaki bir bilgisayara -daha
da pratik olarak bir akilli telefona- baglanabilme 6zelligi getiren modiiller entegre
edilmesi sayesinde akilli telefonlar analiz i¢in kullanilabilir hale gelmistir. Sekil
2.24’te kablosuz analiz yonteminin genel bir semasi gosterilmistir[61]. Kablosuz
elektrokimyasal sensorlerin arasinda gliniimiizde Ozellikle biyomedikal alanda

oldukca kullanighh olan ve en yaygin olarak kullanilan sensorler giyilebilir
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elektrokimyasal sensdrlerdir. Bu tip sensorler olduk¢a esnek kullanig alani olan,
giinlik yasantida kendini fark ettirmeyen, giyilebilir ya da implante edilebilir,
biyolojik sistemlere uyumlu, hafif, iiretimi kolay ve daha ekonomik cihazlardir. Bu
cihazlarin iiretilme amaglarindan biri, cihaz deri {izerine ya da viicut i¢ine entegre
edilmisken cihazin ger¢ek zamanli olarak pH, sicaklik, kalp ritmi, noral sinyaller, kan

basinci gibi fizyolojik degerleri okuyup isleyebilmesidir[62].
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Sekil 2.24 Kablosuz elektrokimyasal analiz yontemi genel semas.
2.6.2 Kablosuz Optik Kimyasal Sensorler

Optik kimyasal sensdrler, bir kimyasal ya da biyolojik analit bir reseptorle etkilesime
girdiginde olusan optik sinyale tepki veren ya da bu etkilesimle optik sinyal iireten
cthazlardir. Basit¢e somutlagtirmak gerekirse; bir optik kimyasal sensor ya bir analitin
veya analitle etkilesime giren indikator molekiiliin ¢ozelti ortamindaki absorbans
degerini dogrudan isleyebilir ya da bir optik kimyasal sensor reseptor katmanindaki
indikator molekiiliin analit etkilesimiyle yapmis oldugu floresans emisyon cevabinm
iseleyebilir. Radyo sinyaliyle galisan bir optik kimyasal sensorler, analit ya da
indikatdriin vermis oldugu cevabi elektrik sinyaline doniistiiriir; bu sinyal, sonrasinda
tiretilen radyo frekansi araciligiyla -akilli telefonlar i¢in kablosuz internet baglantisi
olabilir- uzaktaki kablosuz aliciya iiretilen bilginin iglenmesi igin goénderilir. Bu
yontemin genel semasi Sekil 2.25’te gosterilmistir. Son zamanlarda bu sistem

kullanilarak ¢evresel, biyomedikal gibi alanlarda bir¢ok ¢alisma yapilmistir[62].
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Sekil 2.25 Optik kimyasal sensorle analiz yonteminin genel semalari.

Su kalite analizi i¢in ilk yapilan optik kimyasal sensorlerden biri sahada cevap

verebilen otoamatik bir fosfat goriintiileme cithazidir. Fosfat 6l¢timii, mikroakiskan bir

¢ipin reaktif (molibdovanadofosforik asit) 6rnekle karistirilmasiyla olusan absorbansin

LED ve fotodiyotlarla dl¢iimesine dayandirilarak yapilmaktadir. Kablosuz baglantiy1

saglamak i¢in bir GSM alicis1 kullanilmistir. Ayrica toplanan bilgiler SMS mesaji
olarak da gonderilebilir[63].

2015’te yapilan bir ¢calismada minyatiir bir florometre iceren, midede ve bagirsakta

olusabilecek bir kanamayi goriintiileyebilen, yutulabilir kablosuz bir kapsiil

gelistirilmistir. Kapsiildeki florometre, kana 6nceden enjekte edilmis floresein boyar

maddesini, eger bir kanama varsa, sindirim sisteminde tespit edebilmektedir. Kapsiil

kandaki 20 nM floreseini algilayabilmektedir. Toplanan bu bilgi ZigBee (bilgi

transferi i¢in radyo dalgalar1 kullanan bir sistem) protokolii araciligiyla kablosuz bir

aliciya gonderilmektedir. Bu analiz, 6l¢iim ve aktarma hizina gore birkag giin stirebilir.

Analiz i¢in kullanilan cihazlar Sekil 2.26’da gosterilmistir[64].
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steminde kanama tespiti yapabilen kimyasal sensorde
kullanilan cihazlar.

Giyilebilir bir optik kimyasal sensére ornek olarak 2012’de yapilan bir ¢aligma
gosterilebilir. Bu calismada tekstil tabanli giyilebilir bir pH sensorii gelistirilmistir.

Sensorde bir pH indikatorii olan metil kirmizisi bir pamuga emdirilmis olarak hibrit
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bir biyocam sistemi yardimiyla entegre edilmistir. Sensorde 151k tespiti i¢in beyaz LED
ve fotodiyot kullanilmistir. Sensdriin ¢alismasi igin gereken enerji oldukea diisiik olup
terin pH araligina uygun olan pH 4 ve 8 arasinda 0,05 pH ¢ozliniirliigiine sahiptir. Bilgi
kablosuz bir aliciya Bluetooth araciligiyla yapilmaktadir. Sensor tarafindan toplanan
pH bilgisi kisinin fiziksel aktivitesi hakkinda bilgi vermektedir. Sekil 2.27°de sensor

ve viicut iizerinde yaptig1 analiz gosterilmektedir[65].

a il

e

- Measured
. 4 pH electrode

0 10 20 30 40 50 60
Time (min)

Sekil 2.27 Ter analizi yapan kimyasal sensor (a) ve viicut lizerindeki dl¢iimii (b).
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3. DENEYSEL BOLUM

3.1 Kimyasallar ve Cihazlar

3.1.1 Kimyasallar

3-dietilamino fenol, ftalik anhidrit, siklohekzanon, siilfiirik asit, perklorik asit, Fischer
Aldehit (2-(1,3,3-trimetilindolin-2-iliden)asetaldehit), asetik anhidrit, hidrazin hidrat
(%80), BOP reaktifi ((benzotriazol-1-oksi)tris(dimetilamino)fosfonyum
hekzaflorofosfat), glioksal (%40), toluen, diklorometan (DCM), tetrahidrofuran
(THF), etil asetat, N,N-dimetil formamit (DMF), etanol, hekzan, silika jel, sodyum
floriir, botasyum kloriir, potasyum bromiir, sodyum iyodiir, sodyum nitrit, sodyum
nitrat, sodyum benzoat, sodyum siilfiir, sodyum siilfat, sodyum tiyosiilfat, potasyum
pirosiilfat, sodyum siilfit, sodyum bisiilfit, sodyum siyaniir, sodyum tiyosiyaniir,
EDTA (etilendiamin tetraasetik asit) disodyum tuzu, potasyum fosfat, potasyum
hidrojen fosfat, potasyum dihidrojen fosfat, potasyum bromat, potasyum kromat,
sodyum perklorat, sodyum Kklorat, potasyum iyodat, sodyum okzalat, sodyum
hipoklorit kimyasallar1 ticari kaynaklardan elde edilerek bu kimyasallara higbir
saflagtirma islemi uygulanmamistir. Calismalarin ytiriitiildiigii pH ortamu asetik asit ve
sodyum asetat ile saglanmistir. Calisma boyunca cifte distile su kullanilmistir.
Kromatografik saflagtirmalar Merck Silika 60 (200-400 veya 70-230 mikron) ile
gerceklestirilmistir.

3.1.2 Cihazlar

Ddoner buharlastirict (Heidolph Laborata 4011), manyetik karistirict (Heidolph), hassas
terazi (Precisa), UV Spektrofotometre (Agilent 8453), etiiv (Heraeus), vakum etiivii
(Heraeus Vacutherm), ultrasonik banyo (Wise Clean), kiil firm (SFL), H, 3C-NMR
Agilent VNMRS 500 (ITU Kimya Béliimii), FT-IR (Perkin-Elmer ITU Kimya
Boliimi), kristalografik veriler tek kristal X-1sin1 difraktometresi (Bruker D8 Venture,
ITU Kimya Boéliimil)  kullanilarak alindi. Matriks ile desteklenmis lazer
desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrometresi (MALDI-TOF-MS) ise
BRUKER Microflex LT marka ile ditranol ve 2,5-dihidroksibenzoik asit matrisinde
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elde edildi. UV-Gor spektrumlart Agilent 8453 spektrofotometre ile 1 cm
uzunlugundaki kuartz kiivet ile oda sicakliginda elde edilmistir. Floresan spektrumlari

ise Varian Cary Eclipse florofotometresi ile 670 nm de uyarilarak ol¢tilmiistiir.

3.2 Sentez Prosediirii

3.2.1 Kromenilyum-Siyanin Hidrazit (CS2H) Molekiiliiniin Sentezi

CS2H, literaiirde yer alan prosediire gore, kromenilyum-siyanin yapisinin karboksilik
asit formunun (CS2) hidrazin hidrat (%80) ile kuru DCM igerisinde oda sicakliginda
reaksiyona sokulmasiyla literatiirde bahsedildigi gibi sentezlenmistir[66]. CS2 (0,76
mmol, 0,55 g) ve BOP reaktifi (0,80 mmol, 0,36 g) 25 ml kuru DCM igerisinde
¢oziliip, olusan yesil renkli ¢ozelti 100 ml’lik reaskiyon balonunda 30 dk boyunca
azot gazi altinda karigtirtlmigtir. 30 dk sonunda hidrazin hidrat (%80) (7,6 mmol, 0,5
ml) ¢zoeltinin igerisine eklenmistir ve bu ¢ozelti 2 saat boyunca oda sicakliginda
karisirilmistir. Reaskiyonun sonunda, reaksiyon karisimi vakum altinda ugurulup elde
kalan kati, sabit fazin silika jel ve mobil fazin etil asetat/hekzan (1/1) ¢6zelti sistemi
oldugu kolon kromatografisiyle saflastirilmistir. CS2H sar1 toz halinde elede
edilmistir. Verim %62 (0,27 g); hesaplanan m/z 572.75, buluinan [M+H]*=573.50,
[M+3Na]*=643,3, 'H-NMR (500 MHz, aseton-d6) & 7,78 (ddt, J = 7,5, 3,8, 1,0 Hz,
1H), 7,58 — 7,48 (m, 3H), 7,26 (dt, J = 7,3, 1,6 Hz, 1H), 7,21 — 7,14 (m, 2H), 6,83 (it,
J=74,13Hz 1H), 6,74 (dd, J = 7,9, 2,1 Hz, 1H), 6,43 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 6,40 —
6,36 (m, 1H), 6,32 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 5,49 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 3,40 (qd, J = 7,1, 4,1
Hz, 4H), 3,20 (s, 3H), 2,82 — 2,30 (m, 2H), 1,92 — 1,62 (m, 1H), 1,72 (t, J = 3,6 Hz,
6H), 1,63 — 1,40 (m, 2H), 1,17 (td, J = 7,0, 1,3 Hz, 6H). *C-NMR (126 MHz, aseton-
de6) 171,65, 160,94, 157,26, 152,52, 150,67, 148,51, 147,13, 145,44, 138,63, 132,12,
131,23, 128,24, 128,22, 127,70, 123,40, 122,37, 121,48, 120,33, 119,22, 119,14,
108,00, 106,18, 10,.85, 105.17, 97,

43, 92,28, 67,49, 45,14, 43,94, 29,42, 29,27, 29,11, 28,96, 28,80, 28,65, 28,50, 28,47,
27,83, 25,14, 23,06, 22,09, 12,00.

3.2.2 Aldehit Fonksiyonel Gruplu Kromenilyum-Siyanin Tabanh Bisiilfit

Sensoriiniin (CyR) Sentezi

CyR sentezi literatiirde bahsedilen prosediire gore Sekil 3.1’de gorildigi gibi
sentezlenmistir[66]. Glioksalin %40°lik sulu ¢ozeltisi (6,3 mmol, 0,72 ml) 50 ml’lik
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reaksiyon balonuna eklenip buz banyosuyla 0 °C’ ye sogutulmustur. CS2H (0,32
mmol, 0,18 g) ayr1 bir sekilde 4,2 ml THF igerisinde ¢oziiliip sogutulan glioksal
¢Ozeltisinin igerisine damlatilarak eklenmistir. Ekleme bittikten sonra buz banyosu
kaldirilip reaksiyon karisimi oda sicakliginda 48 saat boyunca karistirilmistir.
Reaksiyon sonunda reaksiyon ¢dzeltisi vakum altinda ugurulup elde kalan katiya DCM
ve su ile ekstraksiyon yapilmistir. Organik faz toplanip herhangi bir kurutma islemi
yapmadan vakum altinda ugurulmustur. Elde edilen yesil renkli kat1, sabit faz1 silika
jel ve mobil faz1 DCM/EtOH (25/1) olan kolon kromatografisiyle saflastirilmistir.
CyR turuncu toz halinde elde edilmistir. Verim %40; hesaplanan m/z 612,77, bulunan
[M+H]*=613,44 'H-NMR (500 MHz, aseton-d6) & 9,40 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 8,02 (d, J
=7,5Hz, 1H), 7,96 (d,J = 7,7 Hz, 1H), 7,77 (td, J = 7,5, 1,2 Hz, 1H), 7.65 (t, J = 7,5
Hz, 1H), 7,61 (d, J = 12,8 Hz, 1H), 7,34 — 7,20 (m, 2H), 7,17 (td, J = 7,7, 1.3 Hz, 1H),
6,85 (t, J=7,4 Hz, 1H), 6,77 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 6,47 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 6,47 — 6,38
(m, 2H), 5,50 (d, J = 12,7 Hz, 1H), 3,41 (q, J = 7,1 Hz, 4H), 3,20 (d, J = 15,6 Hz, 3H),
2,54 (p, J =5,2 Hz, 2H), 1,73 (s, 6H), 1,62 (p, J = 6,3 Hz, 2H), 1,55 — 1,26 (m, 2H),
1,17 (t, 3 = 7,0 Hz, 6H). **C-NMR (126 MHz, aseton-d6) & 191,90, 164,98, 158,15,
152,17, 150,57, 149,16, 147,98, 145,32, 141,84, 138,65, 134,94, 129,15, 128,28,
127,74, 127,47, 123,85, 123,51, 121,52, 120,58, 119,44, 119,21, 108,63, 106,03,
104,16, 102,48, 97,36, 92,07, 68,12, 45,28, 43,94, 29,41, 29,26, 29,11, 28,95, 28,80,
28,64, 28,49, 27,81, 24,86, 23,73, 22,77, 21,92, 11,809.

NH,NH,.H,0

DCM (dried)
R.T.

Sekil 3.1 CS2H’den baslayarak CyR sentez semasi.
3.3 Tek Kristal X-Istm1 Kirimimi Yontemi

CyR’nin 0,01 x 0,02 x 0,20 mm boyutlarindaki tek kristali molekiiliin aseton
¢ozeltisinin yavas buharlastirilmasiyla elde edilmistir. Kristal mikroyuvaya
yerlestirilip PHOTON100 CMOS detektorti ile donatilmis bir Bruker D8 VENTURE
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difraktometre iizerindeki bir gonyometre bashigina baglanmis olup 1° Q ve
@ dondiirme gergeveleri kullanilarak oda sicakliginda (296 K) grafit monokromlu Mo-
Ka radyasyonu (A = 0,71073 A) ile dlgiilmiistiir. Yap:, SHELXS[67] kullanilarak
intrinsik yontemle ¢6ziildii ve SHELXL[68] kullanilarak rafine edildi. CyR’nin kristal
verileri ve yap1 iyilestirme parametreleri Cizelge 3.1°de verilmistir. Cizelge 3.2 ve
Cizelge 3.3, Cizelge 3.1 i¢in secilen bag uzunluklarini, bag ve burulma agilarin
icermektedir. OLEX2[69] kullanilarak molekiiler ¢izimler olusturulmustur. Termal
elipsoidler Sekil 3.2°de gosterilmistir. CCDC 2168347, CyR i¢in ek kristalografik
verileri icermektedir. Kristal verileri, veri toplama ve iyilestirmeler hakkinda daha

fazla ayrinti destekleyici bilgiler de bulunabilir. Coziimlenen kristal yapisit seklilde

gosterilmektedir.
Cizelge 3.1 Bag acilari (soldaki) ve burulma agilar1 (sagdaki).
Atom  Atom  Atom () Atom  Atom  Atom  Atom ©)
C13 Cl1 N1 98,5(3)
N2 N1 11 2 -

C1l 01 C39 119,0(3) ¢ ¢ 58,9(6)
C25 C26 Cc27 126,4(4) C4 C6 N3 C9 -3,6(8)
C27 Cc28 N4 123,0(4

) C25 C26 C27 C28  -179,4(4)
C25 C39 C21 124,9(4)
C3 C2 C1 116,3(4) C28 N4 C37 C36  -177,6(5)

CyR, uzay grubu ile bir trikilinik kristal sisteminde kristallestirildi. Her birim hiicre
iki molekiil icermektedir. (Z=2). Kristal kafes herhangi bir hidrojen bagi ya da n-n
istiflenmesinden yoksundur. Ksanten ve izoindolinon gruplarinin olusturdugu
diizlemsel 86,8° dihedral a¢1 ile birbirine neredeyse dikken, ksanten ve izoindol
gruplariin olusturdugu diizlemler arasinda bu ac1 11,0°’dir. Dietil amino grubunun
tiim karbon atomlar1, bu tiir kristaller i¢in yaygin olan baz1 bozukluklar icerir. Tiim
bag mesafeleri ve agilar1 benzer yapiya sahip kristal literatiirti ile uyumludur[44,70—

72].
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Cizelge 3.2 CyR ig¢in kristal ve yap1 iyilestirme parametreleri.

Parametre CyR
Kapah Formiil C39H37N403
Molekiil Agirhgi 609,72
(9/mol)
T(K) 296(2)
MA) 0,71073
Kristal Sistemi Triclinic
Uzay Grubu P-1
Birim Hiicre
Boyutlar:: (A, °)
a 12,47(3)
b 12,89(3)
c 13,06(3)
V(A3) 1696.(7)
o 109,71(4)
B 102,03(5)
v 111,80(4)
Z 2
Absorpsiyon 0,076
Katsayis1 (mm-?)
Dcalc (g/ cm?®) 1,194
F(000) 646
Kristal Boyutu (mm) 0,01 x 0,02 x 0,20
Veri Toplama Icin 0 2,54 to 25,00
. Arahg (°)
Indeks Arahg: -14<h<14
-15<k<15
-15<I<15
Toplanan Yansimalar 71394
Bagimsiz Yansimalar 5971
Bagimsiz 99,9
Yansimalarin Oram
(%)
Veri/Parametre 5971/421
Son R Indisleri R1=0,0779
[1=25(1)] wR2 =0,1611
R Indisleri (Tiim R1=0,1589
Veriler) wR2 =0,2061
F2 1,022




Cizelge 3.3 Bag Uzunluklari.

Atom Atom A
N3 C9 1,463(9)
c9 C10 1,480(7)
N2 C19 1,293(8)
C19 C40 1,444(8)
03 C40 1,239(9)
C26 C25 1,358(7)
C26 c27 1,435(7)
c27 C28 1,350(7)
C28 C29 1,538(7)
C29 C30 1,537(6)
C29 C31 1,545(6)
C11 N1 1,501(7)
N1 c12 1,416(7)
C39 C25 1,457(7)
C25 C24 1,498(8)
c23 c22 1,45(1)
c22 c21 1,510(8)

Sekil 3.2 CyR’nin termal elipsoidleri %50 olasilikla
cizilmistir. Netlik saglamak i¢in hidrojen atomlari
kaldirilmistir.
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3.4 CyR’nin Spektral Davranisi ve Uygun Calisma Kosullarinin Bulunmasi

En uygun calisma kosulunun bulunmasi i¢in dncelikle ¢esitli ¢oziiciilerde ¢oziintirliik
testi yapildi. Bu testin sonunda CyR i¢in en uygun ¢oziicli; molekiilii iyi ¢6zmesi,
suyla karismasi ve molekiiliin yapisini bozmamasi a¢isindan, DMF olarak tespit edildi.
Uygun su oraninin bulunmasi icin DMF 9%10-%90 araliginda farkli oranlarda suyla
kansitirnthip 30 uM’lik CyR ¢o6zeltisinin bisiilfit ile reaksiyonu bu kosullarda
incelendi. %50 su oraninin lizerine ¢ikildiginda molekiil sistemde ¢6ziinmezken, altina
inildiginde ise bistilfit katilma reaskiyonunun gergeklesmedigi goriildii. Bu yiizden
calisma kosulu olarak DMF/su (1/1) sistemi se¢ildi. Spektral ¢alismalar i¢in CyR
derisimi 30 uM, bisiilfit derisimi CyR’nin 15 ekivalenti se¢ilmistir.

Bistilfit katilma reaskiyonu UV-Gor ve floresan cihazlariyla takip edildi. UV-Gor
cihazinda molekiiliin sadece 385 nm bandinda bir absorbansi goriiliirken, ortama
bisiilfit eklendiginde ¢6zeltinin rengi saridan yesile donerken 385 nm’deki absorabans
siddetinin azaldigi, 420 nm ve daha siddetli olarak 724 nm’de yeni bantlarin ortaya
ciktig1 goriilmektedir. Ayrica 724 nm’deki bandin yiiksek enerji tarafinda ise bir omzu
oldugu gozlenmektedir. Floresan cihazina bakildiginda ise 670 nm dalgaboylu 1sikla
uyarmayla ilk basta 745 nm’de zayif floresana sahip olan CyR ¢dzeltisine bisiilfit
katildiginda, ayni dalgaboyunda uyarmanin ardindan hafif bir kirmiziya kaymayla 750
nm’de siddetli bir emisyon verdigi gozlenmektedir. Biitiin bu davranislar spirolaktam

halka a¢ilmas1 mekanizmasiyla ortlismektedir.
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Sekil 3.3 CyR’nin farkli pH ortamlarinda bisiilfitle olan davraniglarinin UV-Gor
(solda) ve floresans (sagda) dl¢timleri.
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Uygun pH ortaminin bulunmasi i¢in, bisiilfit katilma reaksiyonu DMF/pH (1/1)
kosullarinda, pH 1-10 arasindaki tampon ¢ozeltileri kullanilarak takip edilmistir. UV-
Gor ve floresan cihazlariyla yapilan bu ¢alismada en net sinyal degisimi pH 5 ve 7°de
goriilmiis olup, bisiilfitin yiiksek pH kosullarinda proton verebilecegi ve bistilfitin
stilfitle dengeye girebilecegi géz onilinde bulundurularak, reaskiyonun sadece bisiilfitle
gergeklestiginden emin olmak i¢in uygun tampon ortami pH 5 olarak segilmistir[73].

Sinyal degisimleri Sekil 3.3’de goriilmektedir.

3.5 Secicilik Calismasi

CyR’nin bisiilfite kars seciciligini gérmek igin, 15 ekivalent HS", S,07, S203", SO4*
, SO3%*, SCN", S, POs*, HPO4*, H,POy4, CIO™ CIO4, ClOs7, BrOs, 1037, Br, I, CI', F
, C20.4%, CO3%, HCO3', AcO', Bn, EDTA%, NO3, NO», CN- anyonlarina karsi
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Sekil 3.4 Secicilik ¢calismasinin UV-Gor (listte) ile floresans (altta) dlglimleri ve
cesitli anyonlar varliginda renk degisimleri.

cevaplarina ayr1 ayri bakildi. Higbir anyondan cevap alinmazken, sadece 15 ekivalent
HSOg3™ eklendiginde sinyal artis1, absorpsiyon spektrumunda 724 nm’de ve floresans

spektrumunda 750 nm’de goriilmiistiir. UV-Gor ve floresan dlgiimlerinin sonuglar
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sekillerde goriilmektedir. Aynt zamanda bu anyonalarin eklenmesiyle ¢ozeltilerde

goriilen renginin sadece bisiilfitle saridan yesile dondiigii Sekil 3.4’de goriilmektedir.

3.6 Diger Anyonlarin Girisimi

Bisiilfite verilen cevabi diger anyonlarin etkileyip etkilemedigini gormek i¢in secicilik
testinde kullanilan biitiin anyonlarin ayri ayr1 bulundugu ortamda ayni miktarda
bisiilfitin cavaplar dl¢iilmiis ve hicbir anyonun bisiilfite verilen cevabi etkilemedigi
goriilmiistiir. UV-Gor ve floresans cihazlariyla yapilan girisim testinin 6l¢timlerinin

sonuclar1 Sekil 3.5’te goriilmektedir.
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Sekil 3.5 Girisim calismasinin UV-Gor (solda) ve floresans (sagda) 6l¢iimleri.
3.7 Cevap Siiresi

Bisiilfitin aldehit fonksiyonel grubuna katilma reaksiyonunun ne zaman sonlandigini
tespit etmek i¢in cevap siiresi ¢alismast yapildi. Calismanin sonuglart Sekil 3.6°te

goriilmektedir.
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Sekil 3.6 Bisiilfit katilma reaksiyonun UV-Gor (sagda) ve floresans (solda) cihazi ile
takibi.
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15 ekivalent bisiilfit ve 30 uM CyR’nin kullanildigt ve UV-Gor ile floresan
cihazlariyla 6l¢tim yapildigi bu calismaya gore reaksiyonun bitis siiresi 300 saniye

olarak 0l¢tldii. Biitiin ¢alismalar bu siire dikkate alinarak yiirttiildii.

3.8 Oransal Yontem Kullamlarak UV-Gor Cihaziyla Yapilan Bisiilfit

Titrasyonu

Bisiilfit derisimiyle absorbans siddetinin bagdastirmak i¢in aymi derisimde CyR
¢Ozeltisi icerisine farkli miktarlarda bisiilfit eklendi ve absorbans 6l¢iimleri alindi. Bu
Olclimlere gore, bisiilfit miktar1 arttikca 724 nm’deki bandin siddeti artarken 385
nm’deki bandin siddetinin azaldig1 gézlendi. Bu degisimlerin orani bisiilfit derisimine
gore grafige dokiildiigiinde 10-160 puM bisiilfit araliginda oran artiginin dogrusal

oldugu goriildii.
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Sekil 3.7 Bisiilfit titrasyonunun UV-Gor spektrumu (solda) ve bu spektrumla oransal
yontem kullanilarak hazirlanmis kalibrasyon egrisi (sagda).

Spektruma bakildiginda bisiilfit eklendik¢e bu bantlarin haricinde 480 nm’de de bir
bandin ortaya ¢iktigi goriildii. Bu Olglimlere gore, A724/A385 = 0,19073 +
4,76163%x10“C (C = uM cinsinden bisiilfit derisimi) denkemli ve 0,99553 R? degerine
sahip kalibrasyon grafigine gore tayin limiti (LOD =3 a./ egim) 1,15 uM (0,120 ppm)
olarak hesaplanmistir (o, CyR ¢dzeltisinin 5 kere 6l¢iimiinden alinan standart sapma
degeri olup 0,000183 degerine sahiptir.). UV-Go6r spektrumu ve oransal yontemle

hazirlanmis kalibrasyon egrisi Sekil 3.7°te gosterilmistir.
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3.9 Floresans Spektrofotometrisiyle Bisiilfit Titrasyonu

CyR ¢ozeltisinin igerisine eklenen az miktarlardaki bistilfitle, floresans spektrumuna
gore, 745 nm’deki zayif floresan siddetinin 670 nm 1sikla uyarma {iizerine bistlfit
artistyla orantili olarak arttigi goriildii. Floresans siddetinin artmasiyla beraber
baslangi¢ noktasiyla doyum noktas1 arasinda 5 nm’lik bir kirmiziya kayma da goriildii.
Floresans spektrumu ve bu oOl¢iimden ¢izilen kalibrasyon egrisi Sekil 3.8°de
gosterilmistir. Bisiilfit derisimine karsi florsans siddetinin kullanildigi kalibrasyon
egrisine gore sinyal artisinin 145-270 uM araliginda dogrusal oldugu gériilmiistiir. | =
-17,41613 + 1,96583C (C = uM cinsinden bisiilfit derisimi) denklemine sahip
kalibrsayon egrisinin R? degeri 0,99477 olarak bulunmustur. Standart sapmasi 0,0568
olan 5 adet CyR ¢ozeltisinin 6l¢timii de kullanilarak hesaplanan tayin limiti (LOD =

30/ egim) 0,09 uM (0,0091 ppm) olarak hesaplanmistir (o = standart sapma).
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Sekil 3.8 Bisiilfit titrasyonunun floresans spektrumu (solda) ve bu spektrumla
hazirlanan kalibrasyon egrisi (sagda).

3.10 Bisiilfit Baglanma Modu

Bisiilfitin CyR’ye baglanma mekanizmasini daha iyi anlamak i¢in olusan bisiilfit
baglanmis iiriinin FT-IR, !H-NMR ve MALDI-TOF olmak iizere, ii¢ analiz
yontemiyle yapisi agikliga kavusturuldu. Sekil 3.9°daki FT-IR sonugarina bakildiginda
onemli degisiklikler goriilmiistiir. Bunlardan ilki, 3500 cm™ bandinda yeni bir genis
OH bandinin ortaya ¢iktigi gézlenmistir. Ortaya ¢ikan bu bant, aldehit grubunun
bisiilfit ile degisiklige ugrayip hidroksi grubuna doétliniistiiglinii gosterebilir. Nitekim
literatiire gore de aldehit grubbuna bisiilfit katilmasi sonucu bu grubun hidroksi
grubuna doniistiigii goriilmektedir. Ikincisi, CyR’de goriilen 1741 cm™’deki
karakteristik aldehit pikinin 1690 cm™’e kaydig1 goriilmiistiir. Bu kayma da aldehit
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grubundaki degisime isaret eder. Ayrica amid karbonili piki olarak gosterilebilen 1691
cm™*deki pikin de kayboldugu1 gézlenmistir. Katilma sonucu molekiildeki bu yap1 da
kaybolmaktadir. Son olarak, 1000-1300 cm™ bandinda giiclii bir S-O absorpsiyon
bandinin olustugu da acik¢a goriilmekte olup yapidaki bisiilfit varligim

desteklemektedir.
100

90 | /,‘/WW*WJW/\ !
= V/\ A
S Y m ‘
%4 80 “ ‘ U“‘ ‘U‘ o ‘\ \W H f’\‘
S MM h J\ \“ M w q‘ \" I
s H “l ‘ I l
6 1741.43 cmr /' HH ‘H

60 (aldehit) \

50 1691 cm™

(amit)
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalga Numarasi (cm™)
100 SV
PN L
s % 3650-3020 cm™ | | N‘\M fn
= C-H Vi W \
c [ A
S (sp?) | ‘f‘\ , WW
g 1699 cm'* \‘ ‘w '
o (H-C-OH) L/‘\W |
|
/1070 cm®
S-0
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalga Numarasi (cm™)

Sekil 3.9 CyR ve CyR’ye bisiilfit katilmig yapinin FT-IR karsilastirmasi.
!H-NMR spektrumundaki tek énemli degisim, Sekil 3.10°de goriildiigii iizere, aldehit

protonunun spektrumda énemli bir yer degisikligi yapmis olmasidir.
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Sekil 3.10 CyR ve CyR’ye bisiilfit katilmis yapinin *H-NMR spektrumlarmin
karsilastirilmasi.
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Basta 11,2 ppm’de goriilen aldehit protonu piki, katilma sonras1 yer degisikligi yapip
6,6 ppm’e kaymistir. Literatlirde de bu degerlere benzer kaymalar goriilmiis olup bu
sonuglar1 destekler niteliktedir. Bu spektrumdaki diger degisiklikler ufak kaymalardan
ibarettir.

Son olarak MALDI-TOF sonuglari, Sekil 3.11°da goriildiigii iizere, bisiilfit katilmis
yapinin sodyum tuzu olarak olustugunu soylemektedir. 716,288 g/mol’deki pik
yapinin tek sodyum tutmus haline isaret etmekte olup, spektrumda CyR (615,634
g/mol) ya da CS2 (559,636 g/mol) gibi bozunma pikleri de goriilmektedir.
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Sekil 3.11 CyR’ye bisiilfit katilmis yapinin MALDI-TOF analiz sonuglari.
3.11 Gercek Ornekler Icerisinde Bisiilfit Analizi

Kirmizi1 sarap, rose sarap ve toz seker olmak iizere 3 adet fatkli ger¢cek 6rnek iizerinde
CyR kullanilarak bisiilfit analizi yapilmistir. Oncelikle, bu iiriinlerde halihazirda
koruyucu olarak bistilfit katildigi i¢in, baglangigta bulunan bisiilfit miktar1 iyodometri
standart yontemiyle tayin edilmistir. Bulunan bisiilfit tayin araliinin disinda kaldigi
icin bu Orneklere fazladan bisiilfit eklenip 6rnek igerisinde bulunan toplam bisiilfit
miktar1 CyR yardimiyla florometri analiziyle tespit edilmistir. Bu Ol¢timlerin
sonuclarina gore, Cizelge 3.4’te goriildiiglh lizere, yiiksek geri kazanim degerleri
CyR’nin gercek Orneklerde hizli ve isabetli sekilde bisiilfit analizi yapabilecegi

gOriilmiistiir.
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3.12 Test Kagidi ile Bisiilfit Tayini

CyR’nin laboratuvar kosullar1 olmadan bisiilfit tayini yapip yapamayacagint gormek
icin, lizerinde CyR adsorplanmis test kagitlari hazirlandi. Bu test kagitlari, CyR’nin
102 M’lik DMF ¢ézeltisinde bekletilip 3 saat boyunca vakum etiiviinde kurutulan

Cizelge 3.4 Gergek orneklerde florometriyle bisiilfit analiz sonuglari.

Topla(r:“ﬁ;sijlfit Bulun(aur'llv| B)isi.ilfit Kazar?:'n:ii-RSD
(%)
176,80 169,51 96,8710,21
Kirmizi Sarap 200,09 188,34 94,12+0,059
223,15 213,35 95,2040,99
160,49 160,39 99,94+0,72
Rose Sarap 183,92 173,70 94,44+0,64
207,12 185,45 89,6010,35
160,52 167,11 104,10+0,27
Toz Seker 183,95 177,30 96,38+0,77
207,16 192,19 92,78+0,72

siizgeg kagitlarindan hazirlanmisir. Hazirlanan test kagitlar1 10 — 10 M araligindaki
bistilfit¢ozeltilerine daldirilip renk degisimi gozlenmistir. Baslangigta sar1 olan test
kagidinin rengi, bisiilfit derisimine bagli olarak farkli tonlarda yesile donligmiistiir. Bu
renk degisimleri Sekil 3.12°da goriilmektedir. Bu calisma g6z 6niinde bulundurularak
CyR’nin laboratuvar kosullar1 olmadan hizli bir sekilde bistilfit analizi yapabilecegi

gorilmiustir.

Sekil 3.12 CyR adsorplanmus test kagitlarinin farkli bisiilfit derisimli ¢ozeltileri
damlatildiginda olusan renk degisimleri (a: 10 M HSOs", b: 102 M HSOs', ¢: 104 M
HSOs', d: 10° M HSOs', e: 10° M HSOg', f: 10% M HSOs, g: CyR).
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3.13 Akilli Telefon ile Bisiilfit Analizi

Bistilfit analizini, gilivenilirlikten 6diin vermeden, hizli ve pratik bir sekilde
gerceklestirmek i¢in bir akilli telefonla analiz yontemi kullanildi. Kolorimetrik
kemosensorlerde gerceklestirilebilecek bu yontemle analiz yapmak igin Once
icerisinde farkli miktarlarda bisiilfit olan CyR renkli ¢6zeltilerinin fotograflari bir
akilli telefon (Redmi Note 10S) kameras1 yardimiyla cekilip, bu renklerin RGB
degerleri Color Assist Free telefon uygulamasi yardimiyla elde edilip, y=R/(G+B)
fonksiyonu bisiilfit derisimine kars1 kalibre edilmistir. Cizilen kalibrasyon egrisi ve
¢ozeltilerdeki renk degisimi Sekil 3.13’te goriilmektedir. R/(G+B) = 0,74373 + (-
0,00254)C (C = ppm iinitesinde bisiilfit derisimi) denklemine sahip kalibrasyon
egrisinin 17-126 ppm araliginda dogrusal (R? = 0,99147) oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 3.13 Akilli telefon yardimiyla olusturulan kalibrasyon egrisi ve artan bistilfit
miktaria gore ¢ozeltideki renk degisimi.

Bu veriler 15181nda akilli telefon analizinin ger¢ek orneklerde nasil ¢alistigini gérmek
icin toz seker Orneginde, cikarilan bu kalibrasyon egrisine gore bisiilfit analizi
yapilmigtir. Olgiimlerin sonuglart Cizelge 3.5’te gdsterilmistir. Bu sonuglara gore

yiiksek geri kazanim degerleri, son yillarda pratik ve isabetli analiz i¢in deger géren
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bu yontemin CyR i¢in diizglin ¢alistifi ve bisiilfit analizi i¢in kullanilabilecegi

gorilmiistir.

Cizelge 3.5 Akill1 telefon ile yapilan seker numunesindeki bisiilfit analizi sonuglari.

Toplam Bisiilfit (uLM) Bulunan Bisiilfit (uM) Geri KazanimzRSD (%)

68,32 70,57%1,05 103,30+2,96
136,63 140,16+1,67 102,58+2,39
204,95 199,48+3,56 97,33+3,57

3.14 CyR’nin Literatiirdeki Baz1 Bisiilfit Sensorleriyle Karsilastirilmasi

Gelistirilen CyR kolorimetrik bisiilfit sensoriiniin literatiire ne kazandirdigini daha iyi
gorebilmek i¢in daha Onceden yapilan ve bisiilfit tayini i¢in gelistirilen diger
kemosensorler incelendi ve segilen parametreler karsilastirildi. Bu karsilastirmaya
gore CyR’nin bircok bisiilfit sensoriinden daha hassas analiz yapabilmesiyle beraber
bistilfit tespiti agisindan uygulama alaninda literatiire hem test kagidi analizi hem de
akilli telefonla analiz olanag: gibi istiinliikleri goriilmiistiir. Bir¢ok sensdrden hizli
olarak 5 dakika gibi kisa bir siirede sonuglar goriilebiliyorken UV-Gor
spektrometresiyle oransal yontem kullanilarak oldukc¢a gilivenli sonuglar elde
edilebilmektedir. Floresans spektrometresinde diger bisiilfit sensorlerinden daha
hassas analiz yapabilidigi agik¢a goriilmektedir. Ayrica literatiideki en uzun emisyon
dalgaboyuna sahip bisiilfit sensorii olmasi, bu kemosensorii hiicre iginde bisiilfit
analizi i¢in calismaya ideal bir aday yapmaktadir. Literatiir karsilastirmas1 Cizelge

3.6’da goriilmektedir.
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Cizelge 3.6 Literatiirdeki bazi bisiilfit kemosensorlerin bir takim parametrelerinin CyR ile

Cevap Emisyon Oransal Akilh Telefon,

bor Ortam LOD (uM) Dogrusal Aralik (M) Siiresi (S) Girisim Dalgaboyu (nm) Yontem Test Kagidi ¢
Red 02 MtaNrT?E)};rTL? AF-)atglk asit 1,76 5-30 Hemen Hayir 575 Hayir Hayir, Hayir
- 0,
CTAS oS \t/‘;‘\r/”’;ﬂ“g % 11,03 0-45 4800 Hayr 395 Evet Hayr, Hayir
CTAB'PBL:’) fampon, 1mM, 0,200 0,5-150 7200 Hayir 465 Evet Hayr, Hayir
0,
PBSDt:An;p())OC;l\,/ 1;) Hm g/l 211 % 0,600 0-80 600 Hayir 646 Hayir Hayir, Hayir
0,
PBS tampo;ll._:, 51 g) THF, viv, 3 0-300 - Hayir 484 Hayir Hayir, Hayir
0,
PBS tar\Z}r\Jlor;)llj_,' ::_’)OOA) THF, 2 0-60 1800 Hayir 400 Evet Hayir, Hayir
115 10-160
Asc(g /?BA&gN\;Jamﬁ 05ng ' s elftfl?):f;?::i in (floresans spektrometre 300 Hayir 745 Evet Evet, Evet C
VIV PELS, pexirs 0) ¢ icin 145-270)
karsilastirilmasi.
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4. SONUC VE YORUMLAR

Sonug olarak, bu tez caligmasinda florometrik ve kolorimetrik yontemle bisiilfitin
hassas ve secici olarak tayinini gerceklestirebilen, kromenilyum-siyanin tabanli,
aldehit fonksiyonel grubu bulunan kemosensor gelistirilmis; bu kemosensoriin yapisi
X Isin1 kirmimi yontemiyle aydinlatilmis olup bisiilfit tiirevinin karakterizasyonu FT-
IR, *H-NMR ve MALDI-TOF analiz yéntemleriyle gergeklestirilmistir. Cevap siiresi
5 dakika olarak tespit edilen bu sensoriin bisilfit i¢in tayin limiti UV-Gor
spektrometresiyle oransal yontem kullanilarak 1,15 puM, floresans spektrometresi
kullanilarak 0,09 uM olarak bulunmustur. Kirmizi sarap, rose sarap ve toz seker olmak
lizere lic numunede yiiksek isabet oranlariyla bisiilfit analizi yapabilen sensoriin
kolorimetrik 6zelligi kullanilarak test kagidi ve akilli telefon ile bisiilfit analizi
yapabilmesi miumkiindiir. Ayrica bu kemosensoriin litaratiirdeki  bisiilfit
kemosensorleri arasinda en uzun dalgaboyu emisyonuna sahip olmasi bu sensorii

hiicre i¢inde bisiilfit analizi i¢in yliksek bir potansiyele sahip olmasini saglamaktadir.
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