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PIiREN MODiFiYE}J RODAMIN-SIYANIN PLATFORMUNA SAHIP, YENI
SENSOR BILESIGININ SENTEZI, KARAKTERIZASYONU VE SENSOR
CALISMALARI

OZET

1905 yilinda sentezlendiginden bu zamana rodamin bilesigi, ksanten gruplar: {izerinden
ve benzene bagli fonksiyonel gruplar iizerinden birgok farkli tiirevleri elde
edilebildiginden ve bu tiirevlerin her biri farkli 6zelliklere sahip oldugundan, floresan
kemosensor, biyo-isaretleyici ve benzeri pek ¢ok alanda ilgi gérmiistiir.

Rodamin tiirevleri genel olarak yiiksek kuantum verimi, yliksek absorpsiyon katsayisi,
uzun uyarma ve emisyon dalga boylari ve biiyiik soniimleme katsayisina sahiptir.
Dolayisiyla, son yillardaki aragtirmalarda rodamin molekiillerinin fotofiziksel ve
fotokimyasal avantajlarinin iizerine durulmakta, bu avantajlar1 gergek ornekler iizerinde
uygulama girisimlerine doéniistiiriilmektedir. Rodaminlerin genel sensoér mekanizmasi,
spirolaktam halkas1 {lizerinden c¢alismaktadir. Spirolaktam halkasi, sensoriin hassas
oldugu analit konsantrasyonunun artmasiyla birlikte agik konuma gelir bu degisim sonucu
molekiilde konjugasyon daha genis bir alana yayilir ve sonug¢ olarak goriiniir bolgede
giiclii bir absorpsiyon ve emisyon siddeti olusur. EK olarak rodaminlerdeki bu spirolaktam
halkasinin agik-kapali konum arasinda gecis yapabilme kapasitesi sayesinde, rodamin
bilesikleri tekrar kullanilabilirlik agisindan birgok kemosensore gore daha avantajlidir.

Rodaminler, siyanin gibi baska molekiillerle modifiye edilerek yakin kizilétesi bolgede
calisabilen kemosensorler haline getirilebilirler. Bu bolgede ¢alisan bir sensor
gelistirebilmek iki agidan ¢ok dnemlidir. Birincisi bu bdlgede ¢alisma yaparken hiicreigi
analizlerde hiicreye verilen zarar en aza indirilir. Ikincisi ise bu bdlgede otofloresan
siddeti veya cihaz giiriiltiisii gibi istenmeyen siddetler daha az oldugundan ¢ok daha
hassas ol¢timler yapilabilmektedir.

Civa, ¢ok diislik miktarlarda bile hayati risklere sebep olabilen, dogada var olan zehirli
bir agir metaldir. Canlilarda merkezi sinir sistemi basta olmak {izere bir¢ok organda ciddi
sorunlara yol agabilmektedir. Cok az miktarlarda bile civaya maruz kalan bir insan kisa
zamanda merkezi sinir sistemi hastaliklar1 ve salgi bozukluklari gibi semptomlar
gostermeye baslar. Bunlara ek olarak kardiyak aritmiler ve bobrek hastaliklari da civa
zehirlenmesinin bir bagka belirtisi olabilmektedir.

Civanin viicutta par¢alanmamasi ve viicuttan uzaklastirilmamasi onu daha da tehlikeli bir
metal yapmaktadir. Temizlenemedigi i¢in bir birikim siirecine girer ve bu biyobirikim
sonucunda civanin merkezi sinir sisteminin {izerindeki etkileri artarak norotoksik
sonuclar dogurur.

Civanin tehlikeleri biitiin diinya tarafindan kabul edilmistir ve ABD Cevre Koruma
Ajanst’na gore (EPA), viicut agirh@indan yola c¢ikilarak, giinliik olarak maruz kalinan
civa miktar1 kilogram basina 0,1 pg miktarini asilmasi durumunda, viicutta biriken civa
artik 6liimciil sonuglara yol agcabilmektedir.
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Tiim bu nedenlerle civa miktarinin dogru ve hizli bir sekilde tayin edilmesi ¢ok 6nemlidir.
Gilinlimiizde bilinen yontemler arasinda civa tayini i¢in AAS ve ICP-MS gibi analitik
yontemler kullanilmaktadir. Ancak bu yontemler pahali cihaz ve ekipman gerektirmesi,
karmasik hazirlik siireci gerektirmesi, kalifiye-uzman eleman gerektirmesi bakimindan
dezavantajlidir. Bu yontemlere alternatif olarak florometrik Olgiim saglayabilen
kemosensorler, hem kullanim kolayligi hem gerg¢ek zamanli analiz yapabilme yetenekleri
basta olmak iizere, hassas, secici, pahali ekipman gerektirmeme, basit ve kolay hazirlik
asamalarina sahip olma gibi avantajlarindan dolayr son zamanlarda daha ¢ok ilgi
gormektedirler.

Bu baglamda, bu tez calismasinda hem UV-Gor hem de floresan teknikleriyle Hg?*
analizi gergeklestirebilen, piren ile modifiye edilmis, kromenilyum-siyanin tabanli bir
yakin kizil Otesi bolgede Ol¢iim yapabilme ozelligine sahip sensor platformu (CS2P)
sentezlenmistir. Sentezlenen bu sensor bilesigin karakterizasyonu X-Isin1 Kristallografisi,
NMR, IR ve MALDI-TOF gibi yontemlerle yapilarak, sensoriin yapist net bir bicimde
aydinlatilmistir. Calisma kosullarinda sensor DMF ¢oziiciisii ile ¢oziilerek calisilmistir.
Normalde uguk sar1 renge sahip olan bu sensér ¢ozeltisi Hg?* iyonu varliginda koyu yesile
donerek hem kolorimetrik hem de bu doniisiim sonucunda 750 nm’de siddetli bir floresan
emisyonu ve UV-Gor spektrumunda 723 nm’de yeni bir bant olusumu goriilmektedir.

Hg?" iyonuna secici ve hassas olan sensdriin titrasyon ¢alismalar1 yapilmstir ve bu veriler
151¢1nda tespit limiti UV-Gor ve floresan titrasyon lgiimleri igin sirasiyla 2,09 x 108 M
ve 1,27 x 10® M olarak bulunmustur. Baglanma sabiti (Ka) degeri, UV-Gor titrasyon
verileri iizerinden hesaplanmis ve 1,39 x 10* M? olarak tespit edilmistir. Tasarlanan CS2P
kemosensoriiniin, Hg?" iyonunu tayin etme siiresi ise florometrik olarak incelenmis olup
10 saniye gibi ¢ok kisa bir siirede analite yanit verebildigi belirlenmistir. Daha sonra
sensor ile Hg?* analizi yapilmasmin diger metal iyonlar: tarafindan girisime ugrayip
ugramadig1 incelenmis ve ¢inko ve demir(Il) katyonlar1 hari¢ higbir metalin belirgin bir
girisim gostermedigi goriilmiistiir. Buna ek olarak, igme suyu drneklerinde Hg?* tespit
potansiyeline sahip bir sensoér oldugu UV-Gor ve florometrik galismalart ile ortaya
konulmustur. Boylelikle, piren modifiyeli rodamin-siyanin tabanli, UV-Gor ve floresan
olmak iizere ¢ift kanalli analiz yapabilen, Hg?* iyonuna segici ve hassas bir kemosensér
literatiire kazandirilmstir.
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SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND SENSOR STUDIES OF THE NEW
SENSOR COMPOUND WITH THE PYRENE MODIFIED RODAMINE-
CYANINE PLATFORM

SUMMARY

The reaction of phthalic anhydride and m-aminophenol in the presence of a Lewis acid
produced the first rhodamine compound in 1905. Since then, rhodamine compounds have
been widely used in many fields such as chemosensors, biomarkers, etc.

Rhodamine molecules have significant photophysical and photochemical advantages,
which is making rhodamines an important subject of research in many areas, in the recent
years.

Rhodamines have high fluorescence quatum efficiency, long excitation and emission
wavelengths, high absorption coefficient, and large extinction coefficient. Therefore,
rhodamines are studied mainly in the chemosensor field.

As rhodamine compounds can be modified both on the xanthene groups and on the
benzene groups, there are many different rhodamine derivatives have been reported in
the literature. Every new desing has its own unique properties.

With the pH of the environment or the addition of the analyte, the spirolactam ring on the
molecule opens, causing it to shine brightly in the visible region. Furthermore, the
spirolactam ring's propensity to be easily reclosable indicates that they are appropriate
compounds for research requiring reusability.

Rhodamine compounds can be derivated by cyanines to shift their absorbance and
emission values closer to the near infrared region. The reason for that is near infrared
chemosensors can be used in biological studies because reduce the risk of damaging the
cell in this wavelength. Also, for a better and more sensitive imaging in the cell can be
done with near infrared chemosensors since the device background noise is very low in
the near infrared region.

Mercury is an incredibly toxic heavy metal in nature that can cause life-threatening risks
even in very low amounts. It can cause serious problems in many organs, especially in
the central nervous system. A person exposed to even small amounts of mercury soon
begins to show symptoms such as central nervous system diseases and secretion
disorders. In addition, cardiac arrhythmias and kidney diseases can be another symptoms
of mercury poisoning.

The fact that mercury is not broken down and removed from the body makes it an even
more dangerous metal. Since it cannot be cleaned, it enters a process of accumulation,
and as a result of this bioaccumulation, the effects of mercury on the central nervous
system increase, resulting in neurotoxic consequences.

The dangers of mercury have been recognized by the whole world, and according to the
US Environmental Protection Agency (EPA), if the daily exposure to mercury, based on
body weight, exceeds 0,1 ug per kilogram, the mercury accumulated in the body can now
lead to fatal results.

For all these reasons, it is very important to determine the amount of mercury accurately
and quickly. Among the known methods today, analytical methods such as AAS and ICP-
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MS are used for the determination of mercury. However, these methods are
disadvantageous in that they require expensive devices and equipment, require complex
preparation processes, and require qualified-expert personnel. As an alternative to these
methods, chemosensors that can provide fluorometric measurements have recently
attracted more attention due to their advantages such as being sensitive, selective, not
requiring expensive equipment, and having simple and easy preparation steps, especially
their ease of use and their ability to perform real-time analysis.

In this thesis, a pyrene-modified, chromenylium-cyanine-based sensor platform (CS2P)
capable of performing Hg?* analysis with both UV-Vis and fluorescence techniques has
been synthesized. The characterization of this synthesized sensor compound was
performed with some methods such as X-Ray Crystallography, NMR, IR and MALDI-
TOF, and the structure of the sensor was clearly elucidated. The sensor was studied by
dissolving it with a DMF solvent. This sensor solution, which normally has a pale yellow
color, turns dark green in the presence of Hg?* ion, and as a result of this conversion, a
strong fluorescent emission at 750 nm and a new band formation at 723 nm in the UV-
Vis spectrum are observed.

Titration studies of the sensor, which is selective and sensitive to Hg?* ion, were carried
out, and in the light of these data, the detection limit was found to be 2,09 x 10® M and
1,27 x 10® M for UV-Visible and fluorescence titration measurements, respectively.
Response time of the CS2P chemosensor for Hg?* is found as short as 10 seconds by
fluorometric experiments. After that, the interference of other metal ions are investigated
by both UV-Vis and fuorometric studies, it was observed that zing and iron(Il) showed
an interference with Hg?*. In addition, the CS2P compound is tested to analyze Hg?* ions
in drinking water samples, and it was observed that CS2P can successfuly analyze Hg?*
ions in real samples such as drinking water. Thus, a selective and sensitive Hg?*
chemosensor, which is pyrene modified rhodamine-cyanine-based, able to perform dual-
channel analysis by UV-Vis and fluorescence technigues, has been added to the literature.
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1. GIRIS

Civa, yeryliziinde dogal olarak var olan, ¢ok diisiik miktarlarda bile son derece zehirli
olan bir agir metaldir. Yiiksek miktarlarda civaya maruz kalmak merkezi sinir sistemi
hastaliklar1 basta olmak iizere bir¢ok hastaliga sebep olmaktadir. Civa maruziyeti,
merkezi sinir sistemi anormallikleri ve salg1 bozukluklarinin yani sira kardiyak aritmiler,
kardiyomiyopati ve bobrek hasari gibi hastaliklar ile de iliskilendirilmistir [1]. Viicutta
parg¢alanmasi ve viicuttan uzaklastirilmasi ¢ok zor oldugu i¢in basa ¢ikilmasi ¢ok zor bir
zehirleyici metaldir. Bu nedenle, civaya maruz kalan canlilar bir toksik biyobirikim
stirecine girerler, bu birikim sonucunda miktarma bagli olarak civanin o6zellikle
norotoksik etkisi artar. Bu oliimciil etkileri dolayisiyla civa kiiresel bir sorun haline
gelmistir ve ABD Cevre Koruma Ajansi’na gore (EPA), viicut agirli§indan yola ¢ikilarak,
giinliik olarak maruz kalinan civa miktar1 kilogram basma 0,1 pg miktarini asilmasi
durumunda 6liimciil sonuglara yol agabilmektedir. Bu nedenle civanin miktarinin dogru
ve hizli bir sekilde tayin edilmesi ¢ok 6nemlidir. Giiniimiize dek, Hg?" iyonunu tespit
etmek icin voltametri [2], atomik absorpsiyon spektrometri [3], yiliksek basingli sivi
kromatografisi, indiiktif eslesmis plazma spektroskopisi ve kiitle spektroskopisi [4] gibi
cesitli analitik yontemler kullanilmistir. Ancak bu yontemler gerek pahalilik gerek
karmasik ve uzun siiren hazirlik agamalar1 sebebiyle gelistirilmelidirler. Dolayisiyla bu
yontemlerin yerine daha kolay daha basit yontemler getirmek amaciyla kolorimetrik ve
florometrik Ol¢lim saglayabilen kemosensorler gelistirilmistir. Kemosensorlerin diger
yontemlere gore avantajlari; daha yiiksek duyarlilia sahip sonuglar, gercek zamanli
tespit imkani, diisiik maliyet, kisa hazirlik agamalari, yontem kolaylig1 dolayisiyla uzman
kisiler gerektirmemesi, cihaz bakimi vb. problemler gerektirmemesidir. Kemosensorler
giinlimiizde yogun olarak anyon, katyon veya aminoasitler gibi molekiillerin tespitinde
kullanilmaktadir. Bu kemosensorlere 6rnek olarak rodaminler, ftalosiyaninler, tag eterler,
siyaninler vb. bir ¢cok molekiil verilebilir [5]. Rodamin tabanli sensérlerdeki mekanizma
spirolaktam halkasina dayanmaktadir. Ortama ilave edilen analit, halka yapisinin
acilmasimna neden olur. Analit varliginda molekiil i¢i konjugasyonu engelleyen bag

acilarak konjugasyon halkaya yayilir ve tiim molekiil konjugasyona sahip olur. Normal



kosullarda rodamin tiirevlerindeki bu halka acilimi sadece pH 1 ve 2 gibi siddetli asidik
kosullarda gézlemlenmektedir. Rodamin sensorleri, bazik veya notr ortamda spirolaktam
halkas1 kapali halde oldugundan konjugasyon tiim molekiile yayilmamis durumda
bulunmaktadir. Analit varlifinda yeniden diizenlenen bu ©t baglarinin Uv-Gor ve floresan
yontemleriyle tespit edilmesi sonucunda molekiiliin “turn-on” 6zelligi oldugu goriiliir.
550-650 nm aras1 kuvvetli bir absorpsiyon ve emisyon artigi gozlemlenir [6,7]. Cesitli
tirevlendirmeler ile bu dalga boyu daha da yakin kizil otesi bolgeye (NIR)
tagiabilmektedir. Siyanin grubu gibi dalga boyunda batokromik etki yapan gruplar ile
tiirevlendirilen rodamin bilesiklerinin absorpsiyon ve emisyon siddetleri daha da yakin
bolgeye ilerler. Son zamanlarda ¢ok fazla ilgi ¢eken bu rodamin-siyanin
tiirevlendirilmeleri bir diger adiyla kromenilyum-siyanin sensor platformu, sahip oldugu
uzun absorpsiyon ve emisyon dalga boyu sayesinde literatiirdeki en uzun absorpsiyon ve
emisyona sahip sensorler arasinda yerini almaktadir [8]. Bu calismada kromenilyum-
siyanin platformuna ek olarak piren molekiilii ile tiirevlendirme yapilarak, absorpsiyon
ve emisyon dalga boylar1 sirasiyla, 720-750 nm civarina kadar ¢ikartilabilmis bir
kemosensor tasarlanmistir. Bu dalga boyunun yakin kizilétesi bolgeye yakin olmasi,
calisilan ligandin hiicre dokusuna zarar vermeden hiicrei¢i analit tespiti imkani
dogurmaktadir. Bu tiirevlendirmeler sonucu yakin kizilotesi bolgeye yaklagsmanin iki
temel sebebi vardir. Birincisi, biyolojik sistemlerde doku hasarini minimize ederek
hiicreigi analit tespit imkan1 saglamaktir. Hiicre igerisinde gonderilen 15181n dalgaboyu
uzadik¢a bu 151k dokulara daha az zarar vermeye baslar. Bu sayede daha saglikli bir analit
tespit imkan1 saglanmis olur. Ikincisi ise yine biyolojik ortamdaki biyomolekiillerin
kendi sahip oldugu arkaplan oto-floresan siddetlerinin yakin kizilétesi bolgesinde ¢ok
daha az oldugu icin yapilan analit tespitinin daha dogru sonug¢ vermesidir. Bu sayede
yapilan 6l¢iimler daha hassas, daha dogru ve daha giivenilir olmaktadir [9-11]. Tiim bu
bilgiler 151¢1nda kromenilyum-siyanin tabanli kemosensorler hem saglikli hem de hassas
bir sensor platform olma potansiyeli tasimaktadir. Bu ¢alismadaki amag¢ Hg?* tayini igin
yeni bir rodamin-siyanin tabanli florometrik ve kolorimetrik sensor gelistirerek, tayin i¢in
uygulanan diger yontemlerde karsilasilan kritik eksikliklere bir ¢oziim saglamaktir.
Tasarladigimiz bu sensér DMF ¢oziicii ortaminda, Hg?* iyonuna secici ve hassas olan
sensOriin titrasyon c¢alismalari yapilmistir. Bu galismalar sonucu elde edilen veriler
varhiginda tespit limiti UV-Gér ve floresan titrasyon dlgiimleri igin sirastyla 2,09 x 108
M ve 1,27 x 10® M olarak bulunmustur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Floresans Spektroskopisi

Floresans bir tiir liiminesanstir. Kisa dalga boyundaki bir 11k bir atom veya bir
molekiil tarafindan emilerek, farkli ve daha uzun bir dalga boyundaki 151k emisyon
yapmasina fotoliiminesans denir. Fotolliminesans, yapisina gore floresan ve fosforesan
olarak ikiye ayrilir. Floresanin ilk gozlemleri 16. yiizyilin ortalarinda Fransa’da
Bernardino de Sahagun ve Ispanya’da Nicolas Monardes tarafindan rapor edilmistir
[12]. 19. yiizyilin ortalarinda, tinlii fizik¢i ve matematik profesorii George Gabriel
Stokes, floresan arastirlamari agisindan 6nemli ilerlemeler kaydetmistir. 1852 yilinda
“On the Change of the Refrangibility of Light” (Isigin Kirilabilirligi Uzerine) adli {inlii
yayimindan, daginik yansima admni verdigi evrensel bir kavrami belirgin bir sekilde
aciklamistir. Bu yayinda, dagilan 15181n dalga boyu, orijinal uyarma radyasyonunun
dalga boyuna kiyasla genellikle daha uzun oldugunu anlatmistir. Bu olaya daha sonra
Stokes Shift, Stokes kaymasi ad1 verilmistir [13].

Bir atomun ya da molekiiliin belirlenen bir dalga boyundaki bir 15181 emdigi (uyarma)
ve bu emdigi 15181 daha uzun bir dalga boyunda bir 151k olarak geri yaymasi siirecine
fotoliiminesans denir. Fotoliiminesans siirecinde maddenin 1sis1 degismez, sadece
1isitmim - gergeklesir. Bu duruma bilimde soguk 151k ya da sofuk 1sima olarak da
bilinmektedir. Absorplanan 15181 sebep oldugu enerji disar1 atilmak iizere molekiilde
hizli hal gecigleri meydana gelir. Bu enerji molekiilden iki farkli sekilde disar1 atilir.
Enerjiyi digar1 atig yoniine gore fotoliiminesans, enerjinin doniis yoluna gore floresan
ve fosforesan olmak {izere iki sinifa ayirabiliriz bunlar floresan ve fosforesandir. Her
iki siire¢ de saniyenin milyarda birinden daha hizli bir sekilde gerceklesmektedir.
Giiniimiizde, floresan ve fosforesan mekanizmasini net bir sekilde gosteren yaklagim
Polonya’li fizik¢i Aleksander Jablonski’ye aittir [14]. Sekil 2.1°de goriildiigii gibi
Perrin-Jablonski diyagrami, fotoliiminesans ve molekiiler enerji durumlari arasindaki
iliskiyi temiz bir bigimde aydinlatmaktadir. Perrin-Jablonski iyagraminda yer alan So

temel enerji seviyesini, S1, Sz ve Ty ise uyarilmig halleri temsil etmektedir.
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Sekil 2.1 : Perrin-Jablonski diyagraminin sematik gosterimi.

Belirli bir enerjiye sahip foton absorblanarak ilk gegisi elektronik gecis gerceklesir.
Absorpsiyon siirecinde bir elektron, diisiik bir enerji seviyesinden daha yiiksek enerjili
bir seviyeye uyarilir. Belirli bir enerjiye sahip olan 1s1gin molekiil tarafindan
absorplanmasinin ardindan, molekiildeki uyarilan elektronlar S; ve Sy gibi uyarilmig
seviyelere gegis yapar. Absorplanan enerji sebebiyle molekiiller temel halden
uyarilmis hale ge¢is yapar. Bir molekiilin Si1 haline uyarilmasi genellikle bir
elektronun HOMO’dan (en yiiksek dolu molekiiler orbital) LUMO’ya (en diisiik bos
molekiiler orbital) gegmesiyle ¢cok hizli bir sekilde meydana gelir. Daha sonra molekiil,
i¢ doniisiim ad1 verilen ve uyarilmis elektronik durumdan daha diisiik enerjili titresim
seviyesine dogru hizli bir doniisiim gergeklestirerek gevsemeye ugrar. Bu gevseme de
floresan bi¢ciminde radyasyonel emisyon iiretir. Florofor molekiiliindeki elektronun
tekli elektronik uyarilmis (S1) halden, temel durum seviyesine (So) izinli gegis yapmast

ile meydana gelir.

Ayrica, Jablonski diyagramindan, floresan emisyon dalga boyunun her zaman
radyasyon absorpsiyon dalga boyundan daha uzun oldugu sonucuna varabiliriz, ¢iinkii

¢ogu durumda floresansin enerjisi her zaman uyarma radyasyonununkinden daha azdir.



2.1.1 Floresan bilesikleri ve ornekler

Floresansin pratik uygulamalar1 19. yiizyilin ortalarina kadar uzanmaktadir. 1857
yilinda Edmond Becquerel, floresan tiipiin kullanimina yol acacak ilk oneri olan
elektrik desarj tlipliniin i¢ yiizeyini bir floresan malzeme ile kaplama konseptini dile
getirdi. 1868 yilinda, floresan analizi ilk olarak Goppel Schroder tarafindan rapor
edildi: Morin ile AI** arasinda bir komplekslesme olusturularak molekiildeki floresan
siddetinin yogunlugunda onemli bir artis gozlenlenmistir. Bu sayede aliiminyum
iyonlarmin tespiti i¢in yeni bir yontem gelistirilmistir [15]. Floresan kimyasal
sensorlerin yiiksek hassasiyeti, genis konsantrasyonlarda tespit yapabilmesi, dogru ve
hassas 6l¢iim imkani miimkiin kilan 6zellikleri floresan kimyasal sensorleri giderek

daha da yayginlasan bir teknoloji haline getirmeye baslamigtir [16].

Floresan parametrelerinin farkli 6zelliklerine sahip floresan kimyasal bilesikler olan
floroforlar, floresan algilama ve etiketlemede ¢ok dnemli bir rol oynamaktadir. Sekil

2.2'de yaygin olarak bilinen floresan molekiillerinin iskelet yapilar1 verilmistir.
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Sekil 2.2 : Yaygin olarak bilinen floresan molekiillerinin iskelet yapilari.
2.1.2 Floresan Kemosensorler

Sensor kisaca ortamdaki 1s1, 151k, hareket veya diger bir ¢evresel bilgi degisikliklerini
algilayip bu degisikliklere kars1 elde edilen verilerden bir yanit olusturan cihazir. Bu

yanit bilgileri bir bilgisayar vasitasiyla ¢ikt1 olarak insanlar tarafindan okunabilir halde



bilgilere doniistiirilebilirler [17]. Kemosensorler, analizi yapilmak istenen analit veya
molekiilii tayin etmeye yarayan kimyasal molekiillerdir. Kemosensorler,
mekanizmalar1 dolayisiyla tasarlandiklar1 analite gore yiiksek seviyede segicilige sahip
olarak baglanirlar. Kemosensor ve analit arasinda olusan bu baglanma sonucunda
sistemin absorpsiyon, floresan spektrumu veya redoks potansiyellerinde bazi
degisiklikler olur. Analitlere kars1 bu hassas baglanma ozellikleri dolayisiyla yiliksek
secicilige sahiptirler. Kemosensorler, diisiik maliyetleri, basit hazirlik agamalari,
gercek zamanli izleyebilme yetenekleri ve kisa tepki siireleri nedeniyle analitleri in
Vivo Ve in vitro izleyebilmek igin son derece 6nemli molekiiller oldugundan son
donemde ¢ok fazla ilgi ¢ekmektedir [18]. Kemosensorler, katyon, anyon ve molekiiler
sensorler icin 0Ozel olarak tasarlanabilmektedirler. Bu c¢alismadaki tasarlanan

kemosensor katyon analizi i¢in tasarlanmistir.

2.1.3 Floresan spektroskopisinin uygulamalar:

Floresan spektroskopisi sayesinde floresan bir molekiiliin yaydigi 1sinin maksimum
dalga boyu kullanilarak, kimya, endiistri, cevre, eczacilik, tarim alanlarinda analit
aragtirmas1 yapilabilmektedir. Gelisen floresan teknolojisi sayesinde organik,
inorganik, ilag, tarim {riinleri, karbonhidratlar, enzimler, organometalik bilesikler,
lipitler gibi bir cok molekiiliin analizi floresan spektroskopisi ile kolay, hizli ve hassas
bir sekilde yapilabilir hale gelmistir. Ayrica ¢evreye ve insan saglifina zararli agir ve
zehirli metallerin analizi de yine floresan spektroskopisinin uygulama alanlarinin
basinda gelmektedir [19]. Bunlara ek olarak son birkag yilda doku goriintiileme,
cevrimi¢i cevresel izleme, hiicresel olaylarin arastirilmasi ve hatta havacilik
teknolojisi gibi potansiyel uygulamalari nedeniyle iyon segici, kolorimetrik sensorlerin

tasarimina artan bir ilgi olmustur [20-23].

2.2 Rodaminler

Rodaminler, ksanten ailesinin biinyesinde bulunan florofor molekiillerdir ve ilk olarak
1905 yilinda Noelting ve Dziewonsky tarafindan sentezlenmislerdir (Sekil 2.3). ilk
olarak rodaminler, ftalik anhidrit ve m-aminofenol ile bir Lewis asidi varliginda

meydana gelen tepkimenin sonucunda elde edilmistir [24].



Sekil 2.3 : ilk rodamin tiirevinin sentez semast.

Rodamin bilesiklerinin yiiksek floresan kuantum verimi, yiiksek absorpsiyon
katsayilar1 ve yiiksek fotokararliliklar1 gibi onemli fotofiziksel 6zelliklere sahip olmasi
onlar1 son yillarda dikkat ¢ceken bir konu haline getirmektedir. Genellikle, renksiz ve
floresan aktif olmayan rodamin spirolaktam yapis1 yalnizca belirli bir analit varliginda
molekiil spirolaktam halkasini1 agarak amit formuna doniisiir ve konjugasyon artar.
Dolayisiyla, absorpsiyon ve floresan siddetlerinde ciddi degisiklikler meydana gelir.
Yalnizca absorpsiyon veya floresan dl¢timleri ile degil, ayn1 anda gozle goriiliir renk

degisimi de gozlenebilmektedir [25].

Sekil 2.4°de gosterildigi gibi molekiildeki R1, Rz, Rs3, R4 ve G gruplarindan ve ayrica
eslenik iyon kismindan diizenleme yapilarak farkli fotokimyasal 6zelliklere sahip
rodaminler tasarlanabilmektedir. Bu tasarimlar sonucu farkli fotofiziksel 6zelliklere
sahip, farkli emisyon ve absorpsiyon dalga boylar1 olan veya farkli floresan kuantum

verimi olan rodamin tirevleri elde edilebilir.

Sekil 2.4 : Rodamin genel yapisi.

Rodaminler kemosensorler olarak tercih edildigi kadar farkli alanlarda da
kullanilmaktadirlar. Ornegin boyar madde olarak, genellikle kagit ve miirekkepleri
boyamak i¢in kullanilirlar. Ayrica sentetik boyalar, lazer boyalar ve biyoloji
calismalarinda floresan standart ve floresan isaretleme islemlerinde de

kullanilmaktadirlar [25].



2.2.1 Rodaminlerin fotokimyasal 6zellikleri

Yapilarinda amino gruplari, ksanten grubu ve karboksili asit veya ester gibi
fonksiyonel gruplar bulunduran rodaminler, genellikle UV-Gor absorpsiyon dalga
boylar1 yaklagik 540-600 nm ve floresan emisyon dalga boylar ise yaklasik olarak
550-600 nm arasindadir. Yiiksek dalga boylarinda absorpsiyon ve emisyon
yapabilmeleri sebebiyle boyar madde ve fotohassaslastirict gibi birgok alanda
uygulama imkanlarina sahiptirler. Yaygin olarak bilinen rodamin tiirevleri: rodamin B,
rodamin 6G ve rodamin 123’tiir. Sekil 2.5’te de gosterildigi gibi bu tiirlerin birbirinden
farkli fonksiyonel gruplari vardir. Rodamin B’nin yapisinda ksanten grubuna bagl
N,N-dietil amino ve benzen haklasina bagli kisimda ise karboksili asit bulunmaktadir.
Rodamin 6G’nin yapisinda ksantene bagli N-etil amino grubu ve metil varken benzen
halkasi da ester fonksiyonel grubu ile bag yapmis haldedir. Son olarak rodamin 123’{in
yapisinda ise ksanten grubuna bagli amin gruplar1 varken benzen halkasina bagli bir

ester grubu bulunmaktadir [26].

Cl

Rodamin 123 yapisi

Sekil 2.5 : Yaygin olarak bilinen rodamin tiirleri.
2.2.2 Rodaminlerin elektronik yapisi ve spektral 6zellikleri

Rodamin tiirevlerinde, yapinin emisyonunda batokromik kaymaya sebep olan elektron

transferi, ksanten ve amino gruplari arasindaki elektronik gecisten kaynaklanmaktadir.

Ortamin pH’1, polaritesi veya viskositesi degisirse, rodaminin elektronik ve spektral
ozellikleri de degisiklik gosterebilir. Ornegin asidik pH degerlerinde ortamdaki
protonlar karboksil grubuna katilarak rodamini katyonik forma doniistiirebilirler.
Bazik kosullarda ise, rodamin parcalanarak zwitter iyon formuna doniisiim
gerceklestirebilir.  Zwitter iyon formundayken ortamin polaritesi diistiriiliirse, pi
konjugasyonu bozulur. Dolayisiyla rodamin tersinir bir sekilde renksiz bir lakton

formuna dontisiir (Sekil 2.6) [25].



Rodamin 101
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OH
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Sekil 2.6 : Rodamin 101 ve Rodamin B’nin asidik ve bazik kosullardaki farkli
molekiiler doniisiimleri.

2.3 Siyaninler

2.3.1 Siyaninler ve Tarihgesi

Siyaninler, isimlerini Latince “cyanos” Tiirkge karsiligt mavi olan kelime kdkiinden
almaktadirlar. Tarihte ilk olarak 1856 yilinda C.H.G Williams tarafindan
kesfedilmiglerdir. Kesfedildiklerinden bu yana fotograf¢ilik, boyar madde gibi
alanlarda kendilerine uygulama alanlar1 bulmuslardir. Sentezinde, amonyagin i¢inde
N-amil kinolinyum ve N-amil lepidinyum molekiilleri isitilip, karigtirilarak mavi
renkte ¢Ozelti elde edilmistir. Bu rengi dolayisiyla boyar madde olarak
kullanilabilmektedirler ve ilerleyen yillarda siyanin tiirevi farkli boyar maddeler de

sentezlenmistir.  Siyaninlerin konjuge yapilar1 sekil 2.7’te gosterilmistir [27].

r-AmY 2 o~y A n-Amyl~ X S HAmY
oh |
* 1b

1c
Sekil 2.7 : 1k kez sentezlenen siyanin molekiiliiniin konjuge yapilari.

Siyaninler yakin kizil 6tesi bolgede yaklasik olarak 600-700 nm dalga boyu arasinda

giiclii absorpsiyon ve emisyon siddetlerine sahiptirler. Siyaninlerin bir diger 6nemli



floresan oOzelliklerine Ornek olarak floresan rezonans enerji transfer (FRET)

mekanizmasi ve floresan in situ hibridizasyonu (FISH) verilebilir [28].

Sekil 2.8’de goriildiigii gibi siyaninlerin genel iskelet yapilar1 biri pozitif yliklii olan

iki azot atomu ve bu azotlara bagli konjuge polimetin zincirinden olugmaktadir.

R? X g Y. R4
z \ /

Ry Ry
Sekil 2.8 : Siyaninlerin genel iskelet yapilari.

Polimetin zinciri, pozitif yiiklii azot ile notr yliklii azot arasinda bir baglayici gorev
gorerek yiikiin aktarilmasinda gorev alir ve bu yiik transferi sayesinde, molekiiliin
derin renklere sahip olmasina yol agar [29]. Siyaninler, azot atomu {izerinden veya
polimetin zinciri lizerinden tiirevlendirerek farkli renklerde ve farkli 6zelliklere sahip

siyaninler haline getirilebilirler. Sekil 2.9°da baz1 siyanin tiirevleri verilmistir.
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Merosiyanin Boyasi Skuarain Boyasi

Sekil 2.9 : Siyanin tiirevleri.
2.3.2 Siyaninlerin elektronik ve spektral ozellikleri

Yapilarinda bulundurduklar1 azot atomlar1 arasindaki polimetin zinciri vasitasiyla
gerceklesen yiik transferi sayesinde siyaninler, yakin kizil 6tesi bolgede uzun dalga
boylarinda yaklasik 600-700 nm arasinda absorpsiyon ve emisyon yapabilmektedirler.
Ayrica yiiksek molar absorpsiyon katsayilarina sahip olduklarindan dolay: floresan
kemosensor, lazer boyalar ve foto-hassaslastirici olarak yaygin bir bi¢imde uygulama
alanlart mevcuttur [30]. Yakin kizil 6tesi bolgesinde sahip olduklar1 dalga boylari

sayesinde hiicre dokularina verilen zarar minimize edilmis olur. Bu yiizden bu tiir
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kemosensorler ile dokulara en az zarar vererek hiicre ici analizler yapilabilmektedir.
Yakin kizil 6tesi bolgesinin bir bagka avantaji ise bu bolgede biyomolekiillerin kendi
floresan siddetleri ¢ok azdir ve analiz edilecek analitler ile ¢akisma yasanmadan daha

dogru ve hassas bir bicimde tayin imkan1 saglamaktadir.

2.4 Kromenilyum Siyanin Tabanh Yapilar

2.4.1 Kromenilyum siyaninler ve tarihgesi

Kromenilyum-siyanin tabanli yapilar, yayinlanmis ¢alismalar arasinda su anda bilinen
en uzun dalga boylarina sahip molekiillerdir. ilk olarak 2011 yilinda, Yuan ve ekibi,
Changsha (CS) boyasi olarak isimlendirilen karboksilik asit tiirevli kromenilyum-
siyanin molekiillerini sentezlemislerdir. Bu sentez sonucunda elde edilen bilesiklere
kisaca “CS” kodlamas1 yapilmistir ve bu CS molekiillerinin absorpsiyon maksimum
ve emisyon siddetleri yaklagik 700 nm dalga boyundadir. Sentezlenen bu CS
molekiilleri analit etkilesiminde “turn-on” mekanizmas: ile halka agilmasina
ugrayarak absorpsiyon ve emisyon degerlerinde siddetli bir degisim meydana gelirken,
ayn1 zamanda gozle goriiniir bir renk degisimi de sergilerler. Sekil 2.10°da goriildigi
gibi Yuan ve ekibi CS molekiillerinin farkli tiirevlerini de sentezleyerek bu
molekiillerin sahip oldugu absorpsiyon ve emisyon degerlerini literatiirde

paylasmislardir [31].

cs-1 Ccs-2

ab: 688 nm; em: 721 nm ab: 700 nm; em: 731 nm

Cs4 Ccs-5 Cs-6
ab: 708 nm; em: 741 nm ab: 720 nm; em: 750 nm ab: 728 nm; em: 763 nm

Sekil 2.10 : CS molekiillerinin farkli absorpsiyon ve emisyon degerlerine sahip
tiirevleri.
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2.4.2 Kromenilyum siyanin molekiillerinin elektronik ve spektral ézellikleri

Kromenilyum kisimlarindan kromofor gruplar ile tiirevlendirilen kromenilyum-
siyanin molekiilleri, normal siyanin molekiillerinin sahip olduklar1 dalga boylarina
gore daha kirmizi bolgede dalga boylarinda absorpsiyon ve emisyon ozellikleri
tagmaktadirlar. Kromenilyum-siyanin molekiilleri, genellikle pH 1-2 harici pH’larda
“turn on” sinyal iiretirken, fizyolojik pH (pH 7,4) degerinde bir sinyale sahip olmadig1

icin biyolojik uygulamalar i¢in ideal bir kemosensor potansiyeli tasimaktadirlar.

Kromenilyum-siyanin molekiillerinin karboksilik asit tiirevleri, spirolaktam halkas1
acikken yaklasik 700 nm’de genis bir absorbans ve floresan siddetine sahiptir. Bunun
sebebi molekiildeki konjugasyonun diger rodamin bilesiklerine oranla daha genis bir
alana yayilmasidir. Konjugasyon kesildiginde ise 700 nm civarindaki sinyaller
kaybolmaktadir. Ayrica kromenilyum-siyanin tabanli molekiillerde UV-Gor
spektrumlarinda yaklagik 375 nm’de bir elektron gecis bandi goriilmektedir, bu bandin
siddeti analit miktar1 ile genellikle azalirken, 700 nm’lerde olusan halka agilmasi
kaynakli bandin siddeti ise artmaktadir. Dolayisiyla kromenilyum-siyanin
molekiillerinde 375 ve 700 nm’deki bantlar arasinda oransal bir analiz imkani
mimkiindiir. Baz1 kromenilyum-siyanin tabanli 6rnek molekiiller ve spektral

ozellikleri 6zet olarak sekil 2.11°de sunulmustur [32].

CL CL Bl CL Molekiill 4 Aem
'l C_?GH i EODH I COOH L "COOH
OGO W0 0D L0, S e T
) Y ,T 0 ll /" o T\ T_\ 9 4 CC10 713 739
N N . W, cczo 719 744
cere )= coto = ce )= eet /= ccz1 688 714
"
Z |
< s
a &
— Pt
5 o
W A @2
a &
“ <
500 600 700 800 680 720 760 200
Dalga boyu (nm) Dalga boyu (nm)

Sekil 2.11 : Bazi kormenilyum-siyanin tiirevi molekiiller ve bu molekiillerin spektral

ozellikleri.
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2.4.3 Kromenilyum siyanin tabanh kemosensor ¢alismalar:

Ismail Yilmaz ve Kaan Karaoglu’nun Dyes and Pigments dergisinde, 2020 yilinda
yaymladigi c¢alismada Cu?* ve CIO™ iyonlarina segici, hassas ve g¢ift kanali
kromenilyum-siyanin tabanli sensor platformuna sahip 3 adet sensor sentezlenmis,

karakterize edilmis ve sensor ¢alismalar1 sulu ortamda basariyla aragtirilmistir (Sekil
2.12).

Sekil 2.12 : Bu galismada tasarlanan kromenilyum-siyanin tabanli sensorler.

Bu tasarlanan sensorler yakin kizilotesi bolgesinde ¢alismaktadir. “Turn-on”
mekanizmasi ile spirolaktam halkasmin agilmasina dayanarak Cu?* iyonlarmni analiz
edebilmektedir. ClO tayini igin ise, ortamdaki Cu* iyonlar1 hipoklorit tarafindan Cu?*
iyonuna yiikseltgenmistir. Daha sonra bu yiikseltgenmis Cu?" iyonlarmin &lgiimii
yapilarak dolayili yoldan ClO™ tayini yapilmistir. Tasarlanan sensoriin bakir ve
hipoklorit ile olan iligkisi Sekil 2.13’de detaylica gosterilmistir. Fizyolojik pH’ta
calisilan bu arastirmadaki tasarlanan 5a, 5b ve 5¢ olarak isimlendirilen bu sensorlerin
limit degerleri sirasiyla su sekildedir: Cu?i¢in 3,3 x 108 M, 1.93 x 108 M ve 2,36 x
1078 ve hipoklorit i¢in 2,83 x 108 M, 2,10 x 10® M ve 2,60 x 108 M. Tespit
limitlerinin literatiire kiyasla oldukca diisiik oldugu ve bu sayede ¢cok daha hassas bir

kromenilyum-siyanin sensor platformunun literatiire kazandirildigi goriilmektedir [33].

5a :
5b : OH
5¢ : N(CH,CHs),

Sekil 2.13 : 1 Sentezlenen kromenilyum-siyanin tabanli sensorlerin mekanizmasi.
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Lin Yuan ve ekibinin yaptig1 bir calismada Hg?* iyonuna hassas bir kromenilyum-
siyanin tabanli sensor platformu gelistirilmistir. Bu ¢alismada bir¢ok farkli tiirde
kromenilyum-siyanin tabanli molekiiller sentezlenerek bu molekiillerin sensor ve pH
davranislar1 incelenmistir. I¢lerinden CC35 ismini verdikleri kromenilyum-siyanin
tabanli platformunun Hg?* iyonu tayini icin en iyi segenek oldugunu
gozlemlemislerdir. CC35’in yakin kizil 6tesi bolgede calisabiliyor olmasi, biyolojik
kosullarda kararl kalabiliyor olmasi, bu platformunu hiicre i¢i boyutlarda Hg?* analizi
icin uygun kilmustir. Tespit limiti 50 nM olarak bulunan bu sensér platformunun

bilgileri Sekil 2.14°de verilmistir [32].

750
b) 750
1 3 600
600 - s
> 450
§ 300
2 o E 150
3 i
= 0

0123456738
[Hg™], uM

680 700 720 740 760 780
Dalga Boyu (nm)

Sekil 2.14 : Lin Yuan ve ekibinin yaptig1 bir ¢aligmasindaki CC35 sensor platformu.

2.5 Civa(l)

Civa yeryiiziinde dogal olarak var olan, ¢ok diisiik miktarlarda bile son derece zehirli
olan bir metaldir. Civa ekosisteme birgok sekilde dahil olabilmektedir. Erozyon ve
volkanik patlamalar gibi dogal olaylar, bunlarin yan sira metal eritme, imalat ve
endistriyel kullanim gibi insan faaliyetleri nedeniyle 6nemli miktarlarda civa

ekosisteme girerek hem ¢evre kirliligine neden olabilirken hem de insan saglig1 igin
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cok biiyiikk tehdit olusturabilmektedir. Gidalara da bulagsan civa ve bu gidalarin
tilketimi sebebiyle, ozellikle de gelismekte olan iilkelerde insanlar, civaya bagh
hastalik ve Oliimlerin yikict salginlar1 ile karsi karsiya kalmaktadirlar. Yiiksek
miktarlarda civaya maruz kalmanin sebep oldugu hastaliklarin basinda sinir sistemi
hastaliklar1 gelmektedir. Civanin sebep oldugu norotoksisite, 6zellikle ¢ocuklarin
merkezi ve periferik sinir sistemleri i¢in ¢ok biiytik yikici etkiye sahiptir. Merkezi sinir
sistemi anormallikleri ve salgi bozukluklarinin yani sira kardiyak aritmiler,

kardiyomiyopati ve bobrek hasar1 civaya maruziyeti ile iligskilendirilmistir [1].

Civa viicutta pargalanmaz ve viicuttan uzaklastirilmasi ¢ok zordur. Bu sebepten civaya
maruz kalan bir toksik biyobirikim siirecine girerler, bu birikim sonucunda miktarina
bagli olarak civanin 6zellikle norotoksik etkisi artar. Bu ve bunun gibi 6zellikler civay1
kiiresel bir sorun haline getirmektedir [34]. Tiim bu tehlikeli 6zellikleri dolayisiyla
maruz kalinan civa miktarina ¢ok dikkat edilmelidir. ABD Cevre Koruma Ajansi’na
gore (EPA), viicut agirligindan yola ¢ikarak, kilogram basina basina 0.1 pg maksimum
giinliik giivenli civa dozu olarak belirtilmistir. Giinliik olarak bu dozun iistiindeki civa

tiiketimi 6liimciil boyutlara varabilmektedir.

2.5.1 Civa(ll) sensorleri

Literatiirde Hg?" iyonu i¢in kullanilmakta olan bir¢ok sensdr vardir. 2018 yilinda John
ve ekibinin yapmis oldugu bir calismada, civa(Il) iyonuna segici bir sensor platformu
gelistirilmistir. Bu sensor platformu piren-amino merkapto tiadiazol tabanli olarak
sentezlenmistir. Sensoriin spektral calismalar: pH 7,2°de yapilmistir ve ¢oziicii olarak
asetonitril:su (1:1) kullanilmigtir. Tespit limiti ise 0,35 nM olarak bulunmustur. Sensor
ayni zamanda sistein amino asidi yardimiyla tersinir olarak calisabilmektedir. Bu
sensoriin Hg?" ve sistein ile olan mekanizmas1 Sekil 2.15’te gosterilmistir [35]. Sekil

2.16°da ise Hg?* iyonuna kars1 segiciliginin bilgileri paylasilmistir.

NN
\ N/“\ )—SH Hg(ll)

S
Cys

Sekil 2.15 : John ve ekibinin 2018 yilinda sentezledigi sensoriin mekanizmasi.

PYAMT
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Sekil 2.16 : John ve ekibinin 2018 yilinda sentezledigi sensdriin Hg?* iyonuna
seciciligi.
Bir baska tiir Hg?* sensér platformuna &rnek olarak ise 2013 yilinda Cheng Yao ve
ekibinin gelistirdigi rodamin-piren tabanli sensor platformu verilebilir. Bu ¢alismada
iki adet rodamin-piren tabali sensor platformu gelistirilmis ve bu sensérlerin Hg?*
iyonuna segici oldugu tespit edilmistir. Sensoriin ¢alisma mekanizmast hem
spirolaktam halkasinin agilmasi {izerinden hem de piren molekiiliiniin yarattigi FRET
(floresan rezonans enerji transferi) mekanizmasi tizerinden ilerlemektedir (Sekil 2.17).

Bu calismadaki sensoriin tespit limiti 4,34 x107~" M olarak bulunmustur.

Q<
N O o N
N~ FRET
% RPS
excimer emission weak excimer emission

Sekil 2.17 : Cheng Yao ve ekibinin 2013 yilinda sentezledigi sensoriin mekanizmast.
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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,
potasyum 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 klorat, potasyum iyodat, sodyum okzalat, sodyum
hipoklorit kimyasallar1 ticari kaynaklardan elde edilerek bu kimyasallara higbir
saflagtirma islemi uygulanmamistir. Calismalarin yiiriitiildiigli pH ortami asetik asit ve
sodyum asetat ile saglanmistir. Calisma boyunca cifte distile su kullanilmistir.
Kromatografik saflagtirmalar Merck Silika 60 (200-400 veya 70-230 ag) 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
Boliimii), kristalografik veriler tek kristal X-1s1n1 difraktometresi (Bruker DS 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 650 nm’de uyarilarak 6l¢iilmiistiir.

3.2 Sentez Yontemi

3.2.1 Kromenilyum-siyanin hidrazit molekiiliiniin sentezi

CS2H, Yuan ve ekibinin 2012°de paylasmis oldugu makaleden esinlenerek, farkli bir
yontem ile sentezlenmistir. Daha once de literatirde yer alan prosediire gore,
kromenilyum-siyanin yapisinin karboksilik asit formunun (CS2) hidrazin hidrat (%80)
ile kuru DCM igerisinde oda sicakliginda reaksiyona sokulmasiyla sentezlenmistir
[36]. CS2 literatiirdeki prosediire uygun bigimde sentezlenmistir. CS2 (0,76 mmol,
0,55 g) ve BOP reaktifi (0,80 mmol, 0,36 g) 25 ml kuru DCM igerisinde ¢oziiliip,
olusan yesil renkli ¢ozelti 100 ml’lik reaksiyon balonunda 30 dk boyunca azot gazi
altinda karistirllmigtir. 30 dakika sonunda hidrazin hidrat (%80) (7,6 mmol, 0,5 ml)
¢ozeltinin igerisine eklenmistir. Daha sonra bu ¢o6zelti 2 saat boyunca oda sicakliginda
karistirilmistir. Reaksiyonun sonunda, reaksiyon karigimi vakum altinda ugurulup elde
kalan kat1, sabit fazin silika jel ve mobil fazin etil asetat:hekzan (1:1, v/v) ¢ozelti
sistemi oldugu kolon kromatografisiyle saflastirilmistir. CS2H bilesigi sar1 toz halinde
elde edilmistir. Verimi %62 (0,27 g) olarak hesalanan bu bilesigin karakterizasyon
islemleri i¢in yapilan MALDI-TOF kiitle analizi ve NMR analizi degerleri su
sekildedir: hesaplanan m/z 572,75; bulunan [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 (tt, J = 7.4, 1.3 Hz, 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). 3C-NMR (126 MHz, aseton-d6) 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, 105.85,
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.
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3.2.2 Piren modifiyeli rodamin-siyanin tabanh sensor platformunun sentezi

CS2P molekiiliinlin sentezi icin Sekil 3.1°de gosterildigi gibi gerceklestirilmistir.
CS2H (0,803 mmol, 345 mg), 10 ml kurutulmus EtOH igerisinde ¢oziildii. Ortamdaki
oksijeni uzaklastirmak amaciyla 15 dakika boyunca argon gazi atmosferinde
karistirildi. Daha sonra piren karboksaldehit bilesigi (0,912 mmol, 210 mg) bu
coOzeltiye eklenildi ve reaksiyon 3 giin oda sicakliginda karistirildi. Bu siire sonunda
karigima santrifiij yapildi ve kat1 madde ile s1vi maddelerin ince tabaka kromatografisi
ile 6n analizi yapildi. Olusan iiriiniin kat1 malzemede oldugu goriildiigi i¢in kat1 kisim
EtOH ile 2 kere daha santrifiijlendi. Santrifiij islemi sonrasinda kati maddeden devam
edildi. Elde edilen kati maddenin ince tabaka kromatografisi yontemiyle saflig1 kontrol
edildi ve daha sonra tiim safsizliklar1 gidermek amaciyla kolon kromatografisi
yontemiyle saflagtirma iglemi (DCM:EtOH 3:1) yapilarak sar1 renkte saf madde elde
edildi. Verimi %30 olarak hesalanan CS2P bilesiginin karakterizasyonunu
aydinlatmak amaciyla ¢esitli islemler yapildi. Bu karakterizasyon belirleme islemleri
icin yapilan yontemlerin verileri su sekildedir: hesaplanan m/z 784,38 ve bulunan
[M+3H]*=787,11; *H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § 9.65 (s, 1H), 8.67 (d, ] = 8.2
Hz, 1H), 8.43 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 8.13 (dd, J = 7.9, 6.2 Hz, 2H), 8.03 (dtd, J = 17.7,
9.3, 8.6, 4.3 Hz, 6H), 7.96 — 7.90 (m, 3H), 7.78 — 7.70 (m, 1H), 7.59 (td, J = 7.5, 1.3
Hz, 1H), 7.55 - 7.41 (m, 7H), 7.31 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.25 — 7.13 (m, 9H), 7.07 (t, J
=7.4 Hz, 1H), 6.93 — 6.81 (m, 4H), 6.67 — 6.56 (m, 4H), 6.52 — 6.45 (m, 1H), 6.40 —
6.24 (m, 7H), 5.51 — 5.35 (m, 3H), 3.76 — 3.62 (m, 6H), 3.35 (dqg, J = 14.5, 6.9 Hz,
17H), 3.23 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 3.17 (d, J = 6.6 Hz, 9H), 2.67 — 2.43 (m, 8H), 2.39 —
2.11 (m, 3H), 1.91 (d, J = 18.3 Hz, 4H), 1.86 (s, OH), 1.70 (dd, J = 39.3, 11.2 Hz, 20H),
1.39 (s, 4H), 1.33 - 1.12 (m, 30H), 0.93 (d, J = 7.2 Hz, 1H).

EtOH
—_—

3 giin /\N
Oda Sicakligt )

Sekil 3.1 : CS2P molekiiliiniin sentez semasi.
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3.3 CS2P Karakterizasyonu

3.3.1 Tek kristal X-1s1n1 Kirinimi yontemi

Elde edilen CS2P molekiiliiniin x-1s1m1 tek kristali DCM ¢6ziicli ortaminda elde
edilmistir. CS2P, her birim hiicre 2 molekiil (Z=2) iceren P1 uzay grubuna sahip
triklinik bir kafes iginde kristallesmektedir. Detayli kristal verileri Cizelge 3.1°de
verilmistir. CS2P'nin kristal yapilar1 ve atom numaralandirmalart Sekil 3.2°de net bir
sekilde gosterilmektedir. CS2P'nin kristal kafesi, Cizelge 3.2'de ayrintilar1 verilen ve
Sekil 3.3'de goriilebilen pi-pi etkilesimini igermektedir. Bu tiir etkilesimler daha 6nce
literatiirde rapor edilmistir [37—-39]. Kristal yapiya ait bag mesafeleri (Cizelge 3.2) ve
bag acilar1 (Cizelge 3.3) cizelgeler halinde paylasilmistir. Tiim bag mesafeleri ve bag

acilar1 yapi ile uyumludur.

3 a2 Qj"j“
31 \ Ycsacs2
£
[ G » e ; \:&_4: so 155
s ;9 ":13'» 5‘

- s @ \

S‘ a8
i

“@

ekil 3.2 : molekiiliinlin atom numaralandirmasiyla gosteren molekiiler ¢izim
Sekil 3.2 : CS2P molekiiliinii land yla g6 lekiiler ¢izi
(Hidrojen atomlar1 daha net goriiniim i¢in dahil edilmemistir).

Sekil 3.3 : CS2P molekiiliindeki pi-pi etkilesimi gosteren molekiiler ¢izim.
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Cizelge 3.1 : CS2P molekiilii i¢in kristalografik ve yapisal veriler.

CS2pP
Ampirik formiil Cs5H47N40.Cl;
Molekiil agirlig1 (g/mol) 866,86
T (K) 298(2)
Kristal sistemi, uzay grubu Triklinik, P-1
a 11,5851(7)
b 13,2308(9)
C 15,8361(10)
B 107,088(2)
V (A3) 2272,3(3)
Z 2
Absorpsiyon katsayis1 (mm™) 0,190
Dcalc (g/ cm?®) 1,267
F(000) 910,0
: 0,34 x 0,09 x
Kristal boyutu (mm?) 0.02
Veri toplama i¢in 6 aralig1 (°) 4,496 — 50,128
Endeks araligi -13<h<13
-15<k<15
-18<1<18
Toplanan yansimalar 75396
Bagimsiz yansimalar 8006
Veri/kisitlamalar/parametreler 8006/807/574
Son R endeksleri [[>2c(1)] R1=0,0699
WR2 = 0,1165
R endeksleri (tiim veriler) V?éz_:oé%fg 8 9
F?iizerinde uyumlulugu 1,034
Pik ve bosluk arasindaki en biiyiik fark (e A'3) 0,58 /-0,56

CS2P bilesiginin kristal yapisina diklorometan c¢ozeltisinde yavas buharlagma
yontemiyle ulasilmistir. X-1511mmi tek kristal yonteminde maddenin kristal yapist bir
dik eksen iizerine yerlestirilir. Daha sonra silindirik bir film bu maddenin etrafina
yerlestirilir ve kristal, se¢ilen bu eksenin etrafinda dondiiriiliir. Kristal dondiik¢e gelen
151n ile 6rgii diizlemleri takimi bir noktada dogru Bragg acist yapacak ve o noktada
kirmim gergeklestirilecektir. Bu kristalin yapis1 bu sekilde incelenmistir. Yukarida
belirtilmis olan Cizelge 3.1 CS2P molekiilii i¢in kristalografik ve yapisal verilerin
tamami gosterilmektedir. Bu verilere gore triklinik kristal sistemine sahip, P-1 uzay
grubunun iiyesidir. Absorsiyon katsayis1 0,190 mm™’dir. CS2P kristalinin boyutlari
0,34 x 0,09 x 0,02 mm?® olarak 6lciilmiistiir. Molekiil agirligi 866,86 g/mol olarak
gosterilen CS2P bilesiginin kristal yapist icinde diklorometan bilesigi de dahil
edilmigtir. Cizelge 3.2’de her bir atom ve bu atomlarin diger atomlarla yaptig1 baglarin
uzunluklar paylasilmistir. Cizelge 3.3°te ise molekiilde bulunan atomlarin birbirleri
ile yaptig1 bag acilar1 detaylica gdsterilmistir.
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Cizelge 3.2 : CS2P bilesigine ait bag uzunluklari (A)

Atom Atom Bag Uzunlugu(A)
ClI2 C55 1,725(5)
01 C13 1,380(4)
01 C9 1,379(4)
N3 N2 1,375(3)
N3 C11 1,505(4)
N3 C37 1,382(4)
02 C37 1,212(4)
N2 C38 1,279(4)
N4 C20 1,382(4)
N4 C22 1,395(4)
N4 cz21 1,443(4)
Cl1 c31 1,523(4)
Cl1 C12 1,511(4)
Cl1 C10 1,508(4)
C13 C12 1,328(4)
C13 Cl4 1,462(4)
C9 C10 1,372(4)
C9 Cc7 1,381(4)
C31 C36 1,373(4)
C31 C32 1,380(4)
N1 c5 1,375(4)
N1 C4 1,454(5)
N1 C2 1,458(5)
C12 C17 1,501(4)
C10 C8 1,386(4)
C41 C39 1,415(4)
C41 C50 1,430(4)
C41 C42 1,434(4)
C20 C28 1,536(4)
C20 C19 1,348(4)
C28 C27 1,518(4)
C28 C30 1,527(4)
C28 C29 1,529(4)
c27 C22 1,380(4)
c27 C26 1,377(4)
C39 C38 1,456(4)
C49 C48 1,423(5)
C53 C54 1,394(5)
C53 C52 1,434(5)
C18 C19 1,435(4)
C5 C6 1,402(5)
C44 C43 1,423(5)
C44 C45 1,402(5)
C8 C6 1,370(4)
C40 C54 1,369(5)
C48 C51 1,418(5)
C48 C47 1,394(5)
C42 C43 1,346(5)
C32 C33 1,383(5)
C26 C25 1,386(5)
C35 C34 1,375(5)
C23 C24 1,383(5)
C52 Cs1 1,338(5)
C4 C3 1,487(5)
C15 C16 1,424(5)
C25 C24 1,363(5)
C34 C33 1,385(5)
C17 C16 1,389(5)
C47 C46 1,370(6)
C45 C46 1,381(6)
Cc2 C1 1,477(7)
C55 Cl1 1,724(5)
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Cizelge 3.3 : CS2P bilesigine ait bag agilar (°)

Atom Atom Atom Bag Acilari(A)
) 01 c13 119202)
N2 N3 ci1 126,4(2)
N2 N3 37 118,7(3)
C37 N3 Cl1 114,1(2)
C38 N2 N3 118,1(3)
C20 N4 C22 111,8(3)
C20 N4 c21 123,9(3)
C22 N4 c21 124,4(3)
N3 cl11 31 99.3(2)
N3 Ci11 Ci12 111,8(3)
N3 c11 C10 111,0(2)
C12 Ci11 C31 110,8(3)
C10 Cl1 C31 112,2(3)
C10 Cl1 C12 111,2(2)
01 C13 Cl14 112,2(3)
C12 C13 01 122,8(3)
Ci12 C13 Cl14 124,9(3)
01 Co c7 114,5(3)
C10 co o1 122,7(3)
C10 co c7 122.7(3)
C36 Cc31 cli1 111.3(3)
C36 c31 Cc32 120,8(3)
C32 Gat c11 127.9(3)
c5 N1 c4 122.2(3)
c5 N1 c2 120,5(3)
c4 N1 c2 117,2(3)
C13 C12 Cl1 122,8(3)
C13 C12 C17 120,0(3)
C17 C12 Cl1 117,2(3)
Co C10 c11 120,9(3)
co C10 c8 116,2(3)
cs C10 ci1 122.9(3)
C39 ca1 C50 118,9(3)
C39 ca1 ca2 123.8(3)
C50 ca1 ca2 117,3(3)
N4 C20 Cc28 107,7(3)
C19 C20 N4 124,4(3)
C19 C20 Cc28 127,8(3)
C27 Cc28 C20 101,4(2)
C27 Cc28 C30 109,8(3)
C27 Cc28 C29 110,1(3)
C30 Cc28 C20 112,9(3)
C29 C28 C20 111,1(3)
C29 C28 C30 111,1(3)
Cc22 c27 C28 109,8(3)
C26 c27 C28 130,3(3)
C26 Cc27 C22 119,9(3)
C41 C39 C38 120,7(3)
C40 C39 C41 118,9(3)
C40 C39 C38 120,3(3)
C27 C22 N4 109,3(3)
C23 C22 N4 129,4(3)
c23 c22 c27 121,3(3)
ca1 C50 c49 120,3(3)
Cc53 C50 ca1 120.2(3)
C53 C50 c49 119,6(3)
N2 C38 C39 121,9(3)
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C13 Cl4 C15 115,7(3)

c18 Cl4 C13 120,6(3)
c18 Cl4 c15 123,7(3)
c31 C36 Cc37 109,8(3)
c31 C36 C35 121,4(3)
C35 C36 C37 128,8(3)
c9 c7 C5 120,8(3)
c44 C49 C50 120,2(3)
c44 C49 c48 120,0(3)
c48 C49 C50 119,8(3)
C50 C53 C52 118,8(3)
C54 C53 C50 119,0(3)
C54 C53 C52 122,2(3)
cl4 Cc18 C19 128,1(3)
N3 c37 C36 105,6(3)
02 c37 N3 125,9(3)
02 C37 C36 128,5(3)
N1 C5 c7 121,7(3)
N1 C5 Cc6 121,7(3)
c7 C5 C6 116,6(3)
C20 C19 c18 125,8(3)
C49 C44 C43 118,3(3)
Cc45 C44 C49 119,0(4)
c45 C44 C43 122,7(4)
cé c8 C10 122,6(3)
C54 C40 C39 122,3(3)
cs51 C48 C49 118,8(3)
c47 C48 C49 118,6(4)
c47 C48 c51 122,7(4)
C43 c42 c41 121,8(3)
cs Cc6 c5 120,9(3)
c31 C32 C33 117,9(3)
C40 C54 C53 120,7(3)
c27 C26 C25 119,4(4)
c42 C43 C44 122,1(4)
C34 C35 C36 118,0(3)
c24 c23 c22 117,5(4)
cs51 C52 C53 121,4(4)
C52 c51 C48 121,7(4)
N1 o c3 114,1(3)
C16 c15 Cl4 115,8(3)
c24 c25 C26 119,8(4)
C35 C34 C33 120,6(3)
C32 C33 C34 121,3(4)
c25 C24 c23 122,0(4)
C16 c17 c12 115,5(3)
C46 c47 c48 121,1(4)
C46 C45 C44 120,3(4)
Cc47 C46 C45 121,0(4)
N1 c2 c1 113,4(4)
cn C55 cI2 111,4(3)
c17 C16 Cc15 125,2(4)

3.4 Titrasyon Yontemleri ile Katyon Baglama Calismalar

Katyon baglama c¢alismasinda, ligand CS2P ile cesitli metal katyonlar1 arasindaki

baglanma incelenerek bu baglamda katyonlar arasindaki yalmzca Hg?* iyonu ile
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kompleks olusturdugu belirlendi. UV-Gor ve floresan yontemleri kullanilarak ligand

ile Hg?* arasindaki kompleksin dzellikleri {izerine aragtirmalar yapilds.

3.4.1 Spektrofotometrik dl¢iim yontemleri

Calismada kullanilan tiim metal katyonlarmin (Na*, K*, Li*, Cs*, Ca®*, Ba?*, Mg?*,
Cu?*, Cd?*, Co?*, Mn?*, Ni?*, Zn?*, Fe?* , Fe*" ve Hg?") perklorat tuzlarinin 5 x 103 M
konsantrasyondaki stok ¢dzeltileri, ¢ift distile su kullanilarak hazirland1. 1 x 10 M
CS2P stok c¢ozeltisi, DMF kullanilarak hazirlandi. UV-Gor ve floresan
spektrofotometrik caligmalari, uygun miktarda ligand, DMF ve metal katyonlar1
karigtirllarak 3 mL’lik kuvars kiivette gerceklestirildi. Elde edilen c¢ozeltinin
absorbansi ve floresans siddeti Olclilerek kaydedildi. Ortalama bir sonug¢ elde
edebilmek amaciyla, her calisma 24,5 °C’de en az ii¢ kez tekrar edildi ve her bir
calisma bu sonuglarin ortalamasi esas alinarak, her bir grafige bu ortalamaya ait hata

barlar1 dahil edilerek raporlandi.

3.4.2 CS2P molekiiliiniin farkh pH cozeltilerindeki davranisi

Katyon baglanmasi deneylerine baslamadan 6nce CS2P bilesiginin optimizasyon
islemleri yapildi. Burada uygun ¢dziicii sistemleri ve ¢oziicli oranlari belirlendi. Daha
sonra belirlenen optimize kosullarda, farkli pH ortamlarinda sahip oldugu absorbans
ve floresan siddetleri 6lgtildii. Ligand bilesiginin sadece pH 1, 2, 3 ve 4’de UV-Gor
spektrumunda 723 nm’de yeni bir band olusturdugu goriildii. CS2P bilesiginin pH
davranigin1 daha detayli gorebilmek amaciyla ayni islem floresan sisteminde yapildi.
Bu yontemle alinan sonuglarda ise yalmizca pH 1, 2 ve 3’te, 750 nm’de floresan
siddetinde bir artisa sahip oldugu goriildii. Bu davranis spirolaktam halkasinin agip
kapanmasindan kaynaklanmaktadir. Elde edilen bu spektrofotometrik veriler 1g1ginda
molekiilde bulunan kuarterner karbonun protonlanarak spirolaktam halkasinin
acilmasindan kaynaklanmaktadir. Baslangigta kapali olan spirolaktam halkas1 molekiil
tizerindeki konjugasyonda kesintiye sebep olmakta iken halka agilmasi sonucunda
gerceklesen konjugasyon artis1 absorbans ve floresan siddetlerinde artisa neden
olmaktadir. pH 5, 6, 7, 8, 9 ve 10°da absorbans ve floresan siddetinde herhangi bir artis
alimamamasi bu pH ortamlarinda molekiiliin spirolaktam halkasinin kapali formda

oldugunu gosterir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 : a) Ligand CS2P’nin farkli pH ortamlarinda 723 nm’de sahip oldugu
absorbans degerleri (siyah noktalar) b) Ligand CS2P’nin farkli pH ortamlarinda 750
nm’de sahip oldugu floresan siddetleri (siyah noktalar). Uyarma dalga boyu: 650 nm.
Uyarma/emisyon slit araliklari: 5Snm / 10nm. Kirmiz1 ¢izgiler hata barlarini temsil
etmektedir.

3.4.3 Metal baglanma cahsmasi ve CS2P ligandinin Hg?* segiciligi

Metal baglanma ¢alismasinin gergeklestirilecegi UV-Gor ve floresan kiivetlerine DMF
ile hazirlanan 1 x 10*% M CS2P ¢ozeltisinden alindi. Ardindan kiivetlere 5 x 102 M
metal katyonlarmin Na*, K*, Li*, Cs*, Ca?*, Ba?*, Mg?*, Cu?*, Cd?*, Co?", Mn?*, Ni?*,
Zn?*, Fe?* | Fe** ve Hg?") saf su ile hazirlanmis c¢ozeltilerinden ligand
konsantrasyonunun 5 esdeger kati olacak sekilde 30 uL eklendi. Cozeltilerin homojen
sekilde karistirilmasinin ardindan UV-Gor ve floresan spektrumlar kaydedildi. Cesitli

metal katyonlarinin eklenmesinin sonucunda CS2P ligandinin UV-G6r spektrumu

Sekil 3.5’de ve floresan spektrumu ise Sekil 3.6’ da goriilmektedir.

0.4
2+
—Hg
0.34
CS2P ve

n diger metal
% katyonlar:
2 024
o
n
Qo
<

0.14

0.04

600 700 800

Dalga boyu (nm)

Sekil 3.5 : CS2P ligandinin ve 5 esdeger metal katyonu ilave edilmesi sonucunda
UV-Gor spektrumu.
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Sekil 3.6°da goriildiigii gibi, ligand CS2P’nin metal katyonlari ilave edilmeden 6nce
sahip oldugu UV-Gor spektrumunda spirolaktam halka agilmasina bagli olarak
herhangi bir belirgin band yer almaz iken eklenen metal katyonlar1 arasinda bakir(II)
iyonu varliginda zayif bir absorbans artis1 olusurken, yalnizca Hg?* iyonu ilavesinde
723 nm’de siddetli bir absorbans artisi meydaha gelmistir. Bu dalga boyundaki
absorbansin artisina, molekiile Hg?* iyonu baglandiktan sonra halka agilmasmin
sagladig1 konjugasyon artis1 neden olmaktadir. UV-Gor ¢alismasindan elde edilen bu
sonug, ligand CS2P’nin katyonlar arasindan yalnizca Hg?"’ye karsi bu sinyali
olusturdugu ve dolayisiyla Hg?" tayinini secici bir sekilde basariyla gerceklestirecek

ozellige sahip oldugunu gosterdi.
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500 - /Hg
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300

Siddet
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katyonlari

200

100

7(I)0 7£I30 8(I)O 850
Dalga boyu (nm)

Sekil 3.6 : CS2P ligandinin ve 5 esdeger metal katyonu ilave edilmesi sonucunda
elde edilen floresan spektrumu. Uyarma dalga boyu: 650 nm. Uyarma/emisyon slit
araliklari: 5 nm /10 nm.

Ligand CS2P’nin kendi basina olglilen floresan spektrumunda molekiildeki
spirolaktam halkasinin kapali olmasi nedeniyle herhangi bir floresan sinyali
goriilmedi. CS2P ligandina metal katyonlar1 eklendikten sonra spektral yanitta
herhangi bir degisim gériinmez iken sadece Hg?" iyonu ilavesinde 750 nm’de floresan
siddetinde gozle goriiliir bir artis gerceklesti. Bu dalga boyundaki floresan siddetinin

artisina, molekiile Hg?* iyonu baglandiktan sonra spirolaktam halka agilmasinin
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sagladig1 konjugasyon artis1 neden olmaktadir. Floresan ¢alismasindan elde edilen bu
sonug, ligand CS2P’nin katyonlar arasindan yalmizca Hg?* iyonuna karsi bu sinyali
olusturdugu ve dolayisiyla Hg?" tayinini secici bir sekilde basariyla gergeklestirecek

Ozellige sahip oldugunu gosterdi.

3.5 CS2P-Hg?* Baglanmasmin Spektrofotometrik ve Spektroflorometrik

Yontemle Titrasyon Calismalari

3.5.1 Spektrofotometrik titrasyon calismasi

Spektrofotometrik yontemle yapilan titrasyon c¢alismasinda oncelikle 3 mL’lik UV-
Gor kiivetine 300 pL 1 x 10* M CS2P ¢ézeltisinden alind1 ve iizerine 2670 uL. DMF
eklenerek ligandin spektral yaniti kaydedildi (Hazirlanan 3 mL’lik ¢ozeltideki CS2P
=1 x 10" M). Cozeltiye 5 x 10° M Hg(ClOs), ¢dzeltisinden artan konsantrasyonlarda
eklendi ve ¢ozelti homojen sekilde karigtirildi. Her bir eklemenin sonucunda ¢ézeltinin
UV-Gor spektrumu kaydedildi. Spektrofotometrik titrasyon ¢aligmasina ait UV-Gor
spektrumu Sekil 3.7°de goriilmektedir.

Absorbans

0.0 -

3(50 4(I)O 5(I)0 6(I)O 760 8(I)O
Dalga boyu (nm)

Sekil 3.7 : CS2P ligandimin (1 x 10° M) artan Hg?* konsantrasyonlariyla (5-350 uM)
yapilan spektrofotometrik titrasyonunun UV-Gor spektrumu.
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3.5.2 Spektroflorometrik titrasyon ¢alismasi

Spektroflorometrik yontemle yapilan titrasyon ¢aligmasinda dncelikle 3 mL’lik UV-
Goér kiivetine 300 pL 1 x 104 M CS2P ¢ozeltisinden alind1 ve iizerine 2670 uL DMF
eklenerek ligandin spektral yanit1 kaydedildi (Hazirlanan 3 mL’lik ¢6zeltideki CS2P
=1 x 10° M). Cozeltiye 5 x 10 M Hg(ClO4); ¢ozeltisinden artan konsantrasyonlarda
eklendi ve ¢ozelti homojen sekilde karistirildi. Elde edilen ¢ozelti 650 nm dalga
boyunda uyarildi. Her bir eklemenin sonucunda c¢ozeltinin floresan spektrumu
kaydedildi. Spektroflorometrik titrasyon ¢alismasina ait floresan spektrumu Sekil

3.8’de goriilmektedir.

700

£ o] [Hg=7]
=

700 750 800 850
Dalga boyu (nm)
Sekil 3.8 : CS2P ligandinin (1 x 10° M) artan Hg?* konsantrasyonlariyla (5-165 uM)

yapilan spektroflorometrik titrasyon ¢alismasinin floresan spektrumu. Uyarma dalga
boyu = 650 nm. Uyarma/emisyon slit araliklari: 5nm / 10 nm.

3.6 CS2P Molekiilii fle Hg?* Tayininin Diger Metal Katyonlar1 Tarafindan
Girisimi Calismasi
3.6.1 Spektrofotometrik yontemle girisim caliymasi

Cozelti ortaminda bulunan diger metal katyonlarmin Hg?" tayinini engelleyip

engellemedigini gostermek amaciyla spektrofotometrik yol ile bir girisim ¢aligmasi

yapilmistir. Na*, K*, Li*, Cs*, Ca?*, Ba?*, Mg?*, Cu?*, Cd?*, Co?*, Mn?*, Ni%*, Zn?*,
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Fe?* ve Fe*" metal iyonlarini iceren DMF ortamindaki CS2P ¢ozeltisine Hg?* iyonu
ilave edildi ve her bir ¢ozeltinin UV-Gor spektrumu kaydedildi. Sekil 3.9°da
gorildiigii gibi, ¢ozelti ortaminda diger metal katyonlar1 bulundugu halde molekiildeki
halka agilmasindan kaynakli olarak olusan 723 nm’de bant varligini korumustur. Bu
durum, sentezlenen sensor molekiiliiniin diger metal katyonlari tarafindan herhangi bir
girisime ugramadan Hg?* tayini gergeklestirebildigini gostermektedir. Metal iyonlar:
arasindan yalnizca Fe?* ve Zn?* iyonlarmin bulundugu ¢dzeltinin absorbansinda diisiis

olmasina ragmen sensor bu ¢ozeltilerde de Hg?" tayinini gerceklestirebilmektedir.

0.6
CS2P + Hg"'
+

" 0.44 /4 diger metal
% katyonlari
@)
-
3
Q 02 .
<

0.0

460 ' 660 ' 800
Dalga boyu (nm)

Sekil 3.9 : Ligand CS2P’nin (1 x 10 M) diger metal iyonlarimi igeren ¢ozeltisine
Hg?* eklenmesi sonucunda sahip oldugu UV-Gér spektral davranisi.

3.6.2 Spektroflorometrik yontemle girisim calismasi

Cozelti ortaminda bulunan diger metal katyonlarmin Hg?' tayinini engelleyip
engellemedigini gostermek amaciyla spektroflorometrik yontemle bir girigim
calismas1 yapilmistir. Na*, K*, Li*, Cs*, Ca?*, Ba?*, Mg?*, Cu?*, Cd?*, Co?', Mn?*,
Ni*, Zn?*, Fe?* ve Fe* metal iyonlarini iceren DMF ortamindaki CS2P ¢ozeltisine
Hg?" iyonu ilave edildi ve her bir ¢ozeltinin floresan spektrumu kaydedildi. Sekil
3.10°da goriildiigli gibi, ¢ozelti ortaminda diger metal katyonlar1 bulundugu halde
molekiilde halka agilmasindan kaynakli olarak 750 nm’de olusan floresan siddetindeki
artis varligint korumustur. Bu durum, sentezlenen sensoér molekiiliiniin diger metal
katyonlar1  tarafindan  herhangi bir girisime ugramadan Hg?" tayini

gerceklestirebildigini gostermektedir. Metal iyonlar arasindan yalnizca Fe?* ve Zn?
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iyonlarinin bulundugu ¢6zeltinin floresan siddetinde azalma olmasina ragmen sensor

bu ¢ozeltilerde de Hg?* tayinini gerceklestirebilmektedir.

6007 CS2P + Hg™*
500 i
| diger metal
4004 katyonlan
N
Q
=
= 300-
U
200 -+
100
04

700 750 800 850
Dalga boyu (nm)
Sekil 3.10 : Ligand CS2P’nin (1 x 10 M) diger metal iyonlarini igeren ¢dzeltisine

Hg?* eklenmesi sonucunda sahip oldugu floresan spektral davramsi. Uyarma dalga
boyu= 650 nm. Uyarma/emisyon slit araliklari: 5 nm / 10 nm.

3.7 CS2P Ligandinin Hg?" icin Tespit Limitinin (LOD) ve Ka Baglanma Sabitinin

Hesaplanmasi

CS2P ligandimin Hg?* iyonu igin sahip oldugu tespit limiti denklem 3.1°de yer alan
formiil kullanilarak hesaplanmstir.

Tespit limitinin belirlenmesinde kullanilan formiil, tespit limiti (LOD) = 3 X Gplank / K ;
formiilde oniank, metal igermeyen ligand ¢ozeltisinin (blank) sinyallerinin 20 6l¢iimiine
ait standart sapmayi temsil ederken, k egim ise titrasyon ¢alismasindan elde edilen
kalibrasyon egrisinin sahip oldugu egimi simgelemektedir.

3 x o(blank)

Tespit Limiti (LOD) = ”

(3.1)

Ligand CS2P ve Hg?" arasindaki komplekslesmenin baglanma sabiti (Ka)
hesaplanirken denklem 3.2’de gosterilen Benesi-Hildebrand denkleminden

yararlanilmigtir.

1/ (A'AO) = l/ (Amax'AO) Ka CH92+ + 1/ (Amax'AO) (32)
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Denklem 3.2’ye gore;

Ao = Hg?" eklenmeden 6nce ligandin 723 nm’deki absorbansini,

A = Liganda eklenen Hg?" konsantrasyonlarmin sonucunda 723 nm’de goriilen
absorbansini,

Chg®" = Cozelti igindeki Hg?* konsantrasyonunu (mol/L),

Ka = Baglanma sabitini simgelemektedir.

Benesi-Hildebrand esitligi kullanilarak baglanma sabiti Ka’nin hesaplanmasinda UV-

Gor titrasyonunun sonuglarindan yararlanilmistir.

3.8 CS2P Sensoriiniin Hg?* Tespiti i¢in Gereken Tepki Siiresinin Belirlenmesi

Ligand CS2P’nin ortamdaki Hg?* iyonlarin1 tespit edebilmesi i¢in gereken tepki siiresi,
spektrofotometrik ve spektroflorometrik yontemle belirlenmistir. 1 x 10° M CS2P
cozeltisine 5 esdeger kat Hg?* iyonu eklenerek ¢ozelti homojen bir sekilde karistirildi.
Ardindan floresan ve UV-Gor spektrumlart zamana bagl olarak kaydedildi. Zaman

igerisinde ¢dzeltinin sahip oldugu floresan spektrumu Sekil 3.11’de goriillmektedir.

500

400

0 10 20 30 40 50 60

Zaman (saniye)
Sekil 3.11 : Ligand CS2P (1 x 10°° M) ¢ézeltisine 5 esdeger kat Hg?* eklenmesi

sonucunda zamana bagli olusan floresan siddetlerinin noktasal grafigi. Uyarma dalga
boyu= 650 nm. Uyarma/emisyon slit araliklari: 5 nm / 10 nm.
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4. SONUC VE YORUMLAR

Bu tez calismasinda, florometrik ve kolorimetrik olarak Hg?* tespiti gerceklestirebilen
rodamin siyanin tabanli yeni bir ligand sentezlenerek sensor 6zellikleri incelenmistir.
Gelistirilen sensoriin Na*, K*, Li*, Cs*, Ca?*, Ba®*, Mg®*, Cu?*, Cd?*, Co?*, Mn?*, Ni?*,
Zn?*, Fe?* | Fe** ve Hg?* gibi metal katyonlar1 icinden sadece Hg?* iyonu varliginda
spektral davranisinda ciddi bir degisim gozlemlenmistir.

Daha 6nce de bahsedildigi gibi civanin canlilarin sagligina tiim bu zararlar1 dolayisiyla
hizl1 ve dogru tespiti cok dnemlidir. Bu ¢alismada gelistirilen sensor platformu civa
igin segici ve hassas bir tespit imkani sunabilmektedir. Tasarlanan CS2P bilesiginin
karakterizasyonu NMR, FT-IR, MALDI-TOF MS ve X-Isin1 Kirinimi (Sensor
molekiilii) yontemiyle yapilmustir. Spektrofotometrik ve spektroflorometrik Hg?*
titrasyonu ¢aligmalari ile ¢ok diigiik tespit limitlerine ulagilmistir. UV-Gor ve floresan
titrasyon &lglimleri icin sirasiyla 2,09 x 10% M ve 1,27 x 108 M olarak bulunmustur.
Sensdriin tepki siiresini 6l¢gmek amaciyla yapilan florometrik ¢aligsmalar sonucunda 10
saniye gibi ¢ok kisa bir siire iginde etkili bir tespit imkan1 sundugu goriilmiistiir. CS2P
ve Hg?" arasindaki baglanma oraninm 1:1 (ligand:metal) oldugu Job’s yontemi ile
kanitlanmistir. Ayrica, baglanma sabiti (Ka) Benesi-Hildebrand yontemi kullanilarak
giiclii baglanmay1 destekleyen bir deger olarak 1,39 x 10* M bulunmustur. Buna ek
olarak, sensoriin pratik uygulamasi olarak igme suyunda, kirletme yontemiyle Hg?*
tespiti basariyla gerceklestirilmistir. Sonu¢ olarak, bu g¢alismada kolorimetrik ve
florometrik yolla Hg?* analizini hizl1 ve segcici olarak gerceklestirmeyi basarabilen bir
sensOr platformu tasarlanmis ve  gelistirilmis olup sensor oOzellikleri detaylica

incelenmistir.

4.1 CS2P molekiiliiniin sentezi

CS2P molekiilii, CS2H ile pirenkarboksaldehit molekiillerinin EtOH ¢oziici
ortaminda, 3 giin boyunca oda sicakligindaki reaksiyonundan %30 verimle elde

edilmistir. Daha sonra gerekli saflastirma islemleri yapilarak, saf madde {izerinden
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karakterizasyon islemleri gerceklestirilmistir. Sekil 4.1°de CS2P molekiiliine ait *H-

NMR spektrumu yer almaktadir.

S/

-

G (m)| | K(m)
7.74| | 7.20
T 55
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Sekil 4.1 : CS2P bilesiginin *H-NMR spektrumu (d-kloroform).

CS2P sensoriiniin *H-NMR ile karakterizasyonu yapilmistir. Spektrumda yer alan
piklerin kimyasal kayma ve integrasyon degerleri yapi ile uyumlu bulunmustur.

CS2P bilesiginin bir bagka karakterizasyon asamasinda FT-IR spektroskopi yontemi
uygulanmistir. Sekil 4.2°de goriildiigi gibi molekiildeki fonksiyonel gruplarin

karakteristik bantlari, CS2P molekiilii ile uyumlu oldugu goériilmistiir.

90

o
1

G%?irgenlik (:/o)

40 T T
4000 3500 3000

2500 2000
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Sekil 4.2 : CS2P molekiiliine ait FT-IR spektrumu.
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CS2P molekiilii i¢in yapilan bir diger karakterizasyon ¢aligmast MALDI-TOF kiitle
spektroskopisi kullanilmistir. Bilesige ait [M+3H]" degeri 787,11 m/z olarak
spektrumda gozlemlenmektedir (Hesaplanan deger: 784,38 m/z) (Sekil 4.3).

Intens. [a.u.)
@
8
7T87.106

500
400
300

200 -
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200 300 400 500 600 700 800 900 s

Sekil 4.3 : CS2P molekiiliiniin MALDI-TOF kiitle spektrumu.
4.2 CS2P Molekiiliiniin Titrasyon Yontemleri ile Katyon Baglanma Cahismalari

4.2.1 Spektrofotometrik yontemle katyon baglanmasi ¢alismasi

Bu calisma, CS2P bilesiginin DMF ile ¢ozeltisi hazirlanilarak yapilmistir. Hazirlanan
¢Ozeltiye, ligandin 5 esdeger miktar1 olacak sekilde metal iyonlarmimn (Na*, K*, Li*,
Cs*, Ca?*, Ba?*, Mg?®*, Cu®*, Cd?*, Co?*, Mn?*, Ni**, Zn?*, Fe?* , Fe®* ve Hg?") sulu
¢ozeltilerinden, daha 6nce hazirlanmis olan 1 x 10* M CS2P ¢ozeltisine eklendi.
Cozeltilerin homojen sekilde karistirilmasinin ardindan UV-Gor — spektrumlari
kaydedildi. EKlemelerin ardindan CS2P molekiiliiniin metal igermeyen ¢6zeltisinin ve
diger metal iyonlarmin ilave edildigi ¢ozeltilerin UV-Gor spektrumlarinda ciddi bir
degisiklik goriilmezken Hg?* iyonu ilave edilen ¢6zeltinin 723 nm’de, yakin kizil 6tesi
bolgesinde giiglii bir absorbans artigina sahip oldugu tespit edildi (Sekil 4.4). Bu
absorbans artisinin sebebi molekiildeki spirolaktam halkasinin agilmasiyla olusan

konjligasyonun molekiiliin tamamina yayilmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.4 : DMF c¢oziictsti igerisinde CS2P sensor bilesiginin 5 esdeger metal
katyonu ilave edilmesi sonucunda UV-Gor spektrumu. Bar grafikleri 723 nm’deki
absorbans degerlerine aittir.

4.2.2 Spektroflorometrik yontemle katyon baglanma ¢alismasi

Bu calisma, CS2P bilesiginin DMF ile ¢ozeltisi hazirlanilarak yapilmistir. Hazirlanan
¢Ozeltiye, ligandin 5 esdeger miktar1 olacak sekilde metal iyonlarmimn (Na*, K¥, Li*,
Cs*, Ca®*, Ba?*, Mg?*, Cu?*, Cd?*, Co?*, Mn?*, Ni?*, Zn?*, Fe?* , Fe** ve Hg?") sulu
¢ozeltilerinden, daha 6nce hazirlanmis olan 1 x 10* M CS2P ¢ozeltisine eklendi.
Cozeltilerin homojen sekilde karistirilmasmin ardindan, 650 nm dalga boyunda
uyarildi. Bu uyarilma islemi sonrasinda her bir ¢ozeltinin floresan spektrumlar elde
edildi. Elde edilen spektrumlarda goriildigii tizere, CS2P molekiiliiniin metal
icermeyen ¢ozeltisinin ve diger metal iyonlarinin ilave edildigi ¢ozeltilerin floresan
spektrumlarinda ciddi bir degisiklik goriilmezken Hg?* iyonu ilave edilen ¢dzeltinin
750 nm’de yani yakin kizil &tesi bolgesinde ¢ok giiclii bir floresan siddeti olustugu
goriildii (Sekil 4.5). Bu floresan siddetine ek olarak civa(Il) eklenen ¢ozeltide gozle
gorilniir bir renk degisimi (agik saridan yesile) oldu. UV-Goriiniir bolge tekniginde de
elde edilen sonuglara benzer sonuglar floresan teknolojisiyle de kanitlanmis oldu.
Boylelikle maddenin denenen diger metaller arasindan sadece civa(Il) iyonuna segici

oldugu ispatlandu.
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Sekil 4.5 : DMF c¢oziiciisii igerisinde CS2P sensor bilesiginin 5 esdeger metal
katyonu ilave edilmesi sonucunda UV-Gor spektrumu. Bar grafikleri 750 nm’deki
absorbans degerlerine aittir. Uyarma dalga boyu:650 nm. Uyarma/emisyon slit
araliklari:5 nm / 10nm.

4.2.3 CS2P molekiiliine Hg?* baglanmasinin ¢ozelti rengine etkisi

Sekil 4.6°da CS2P sensoriiniin, goriintir 151k altindaki rengi ve metal iyonlart
eklenildikten sonra olusan renkler goriilmektedir. Sekilden de goriildiigii tizere, ¢ozelti
baslangigta renksiz iken sadece Hg®* eklenildikten sonra derin bir yesil renge
blirlinmiigtiir. Diger metal iyonlar1 ile boyle bir etkilesime girmemistir. Renk
degisiminin yalnizca Hg?* iyonuna 6zel olmasi, CS2P molekiiliiniin ¢iplak gozle Hg?*
iyonu i¢in kolorimetrik bir sensor oldugunu gozler niine sermistir.

R IEE BRI BN % BW L RN S

4
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Sekil 4.6 : CS2P molekiiliiniin DMF c¢ozeltisine 5 kat metal iyonlar1 eklenmesi
sonucu ¢ozeltilerin sahip oldugu renkler.
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4.2.4 Hg?" segiciligi ve CS2P molekiilii ile tepki mekanizmasi

Hg?* ve CS2P ligand1 arasindaki reaksiyon mekanizmasimi ve buradaki baglanma
oranini incelemek adina Job’s yontemi yapilmistir. Job’s yonteminde metal iyonunun
mol fraksiyonu 0,0 — 1,0 araliginda degistirilerek farkli CS2P-Hg?* c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin floresans siddetleri 6l¢iildiiglinde, maksimum siddetin
Hg?* iyonunun 0,5 molar fraksiyonu ile olustugu goriilmiistiir. Bu bilgiler 15181nda
CS2P bilesigi ile Hg?* iyonu arasindaki koordinasyon oraninin 1:1 oldugunu
sOyleyebiliriz. (Sekil 4.7).

70

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
XHg2+

Sekil 4.7 : DMF ¢ozeltisinde CS2P — Hg?" iyonlarinin Job’s grafigi.
4.2.5 CS2P ve Hg?* iyonlar etkilesiminin spektrofotometrik titrasyon ¢caliymasi

UV-Gér titrasyonunun yapilacagi kiivete 300 pL 1 x 10* M CS2P ¢ozeltisinden alindi
ve tizerine 2670 uL DMF eklenerek ligandin spektral yanit1 kaydedildi. Cozeltiye 5 x
10® M Hg(ClO4); ¢ozeltisinden artan konsantrasyonlarda eklendi ve ¢ozelti homojen
sekilde karistirildi. Her bir eklemenin sonucunda ¢ozeltinin UV-Gor spektrumu
kaydedildi. Spektrofotometrik titrasyon caligmasina ait 723 nm’deki absorbans
degerlerine ait sonuglar Sekil 4.8’de goriilmektedir.

Cozelti icinde bulunan Hg®* konsantrasyonunun 1,5 - 6,0 x 10° M oldugu

cozeltilerden alinan sonuglarda absorbans ile konsantrasyon arasinda oldukga iyi bir
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lineer iliski oldugu goriilmiistiir. Spektrofotometrik titrasyon sonucunda belirlenen
kalibrasyon egrisinin denklemi ve R? degeri asagida sirastyla belirtilmistir:
A =7130,51c - 0,090 4.1)
R%2=0,99
Denklemde yer alan A, absorbansi; c: c¢ozeltideki Hg?* konsantrasyonunu

simgelemektedir.

0.4
y =7130.51x - 0.090

0.3 R?=0.99
(7p)
=
5 0.2 1
| -
o
®)]
<C 0.11

0.0 4

1 2 3 4 5 6

[Hg?*] x 105 M

Sekil 4.8 : CS2P sensor bilesiginin DMF ¢éziiciisiinde Hg?* ile titrasyonu sonucunda
elde edilen UV-Gor noktasal verileri (Noktasal veriler 723 nm’de alinmistir).

4.2.6 CS2P ve Hg?* iyonlar etkilesiminin spektroflorometrik titrasyon ¢alismasi

Florometrik titrasyonun yapilacag: kiivete 300 puL 1 x 10% M CS2P ¢dzeltisinden
alindi1 ve iizerine 2670 uL. DMF eklenerek ligandin spektral yaniti kaydedildi.
Cozeltiye 5 x 10 M Hg(ClO4); ¢ozeltisinden artan konsantrasyonlarda eklendi ve
¢Ozelti homojen sekilde karistirildi. Her bir eklemenin sonucunda ¢ozelti 650 nm dalga
boyunda uyarilarak floresan spektrumu kaydedildi. Spektroflorometrik titrasyon
caligmasma ait 750 nm’deki floresan siddetlerine ait sonuglar Sekil 4.9’da
goriilmektedir.

Cozelti iginde bulunan Hg?" konsantrasyonunun 1,5 - 4,5 x 10° M oldugu

coOzeltilerden alinan sonuclarda floresan siddeti ile konsantrasyon arasinda oldukga iyi
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bir lineer iligki oldugu goriilmiistiir. Spektroflorometrik titrasyon sonucunda belirlenen

kalibrasyon egrisinin denklemi ve R? degeri asagida sirastyla belirtilmistir:
=1,84 x 10" ¢ — 310,03 4.2)
R%2=0,99

Denklemde yer alan I, floresan siddetini; c: ¢dzeltideki Hg?* konsantrasyonunu

simgelemektedir.

00l v=1,84x107-310,03
R2 =0,99

15 20 25 30 35 40 45
[Hg?*] x 10° M

Sekil 4.9 : CS2P ligandinin (1 x 10° M) artan Hg?* konsantrasyonlariyla (5-165 uM)
yapilan spektroflorometrik titrasyon ¢alismasinin floresan spektrumu. Uyarma dalga
boyu= 650 nm. Uyarma/emisyon slit araliklari: Snm /10 nm.

4.2.7 Tespit Limiti ve Ka Baglanma Sabitinin Belirlenmesi

CS2P’nin Hg?* iyonlarina karst sahip oldugu tespit limitini belirtmek i¢in daha énce
denklem 3.1°de gosterilmis olan tespit limiti = 3 ¢ / k formiiliiyle hesaplanarak UV-
Gor ve floresan titrasyon dl¢iimleri igin sirasiyla 2,09 x 108 M ve 1,27 x 108 M olarak
bulunmustur. Sekil 4.8 ve 4.9°da UV-Gor ve floresan titrasyonlarina ait lineer araliklar
gostermektedir. UV-Gér yontemi ile yapilan Hg?* titrasyonundan elde edilen egrinin
denklemi A = 7130,51c - 0,090 ve R? degeri 0,99 olarak bulunmustur. Floresan
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yontemi ile yapilan Hg?* iyonlar: titrasyonundan elde edilen egrinin denkleminin
verileri ise | = 1,84 x 107 ¢ — 310,03 ve R? degeri 0,99°dur.

CS2P bilesiginin Hg?* iyonu ile olusturdugu kompleksin sahip oldugu baglanma sabiti
(Ka) Benesi-Hildebrand esitligi kullanilarak hesaplanmistir (Sekil 4.10). UV-Gor
titrasyonunun 723 nm dalga boyuna karsilik gelen absorbans degerleri kullanilarak Ka

baglanma sabiti 1,39 x 10* M olarak bulunmustur.

1/ (A‘AO) =1/ (Amax'AO) Ka [Hg2+] +1/ (Amax‘AO)

3.6

aal Y =9,96x10° x + 1,39 -
RZ2 =0,98

10 12 1I4 1I6 18 20
1/[Hg?*] x 10°

Sekil 4.10 : K, Baglanma Sabitinin Benesi-Hildebrand esitligi kullanilarak
hesaplanmas.

4.2.8 CS2P molekiilii ile Hg?* tespitinde diger metal iyonlar1 nedeniyle olusan

girisiminin incelenmesi

4.2.8.1 Spektrofotometrik yontemle girisim calismasi

Cozelti ortaminda bulunan diger metal katyonlarrin Hg?* tayinini engelleyip
engellemedigini gdstermek amaciyla spektrofotometrik yol ile bir girisim ¢aligmasi
yapilmistir. Na*, K*, Li*, Cs*, Ca?*, Ba?*, Mg?*, Cu?*, Cd?*, Co?*, Mn?*, Ni%*, Zn?*,
Fe?* ve Fe*" metal iyonlarini iceren DMF ortamindaki CS2P ¢ozeltisine Hg?" iyonu
ilave edildi ve her bir ¢ozeltinin UV-Gor spektrumu kaydedildi. Sekil 4.11°de
goriildiigii gibi, ¢ozelti ortaminda diger metal katyonlar1 bulundugu halde molekiildeki

halka agilmasindan kaynakli olarak olusan 723 nm’de band varligini korumustur. Bu
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durum, sentezlenen sensor molekiiliiniin diger metal katyonlar1 tarafindan herhangi bir
girisime ugramadan Hg?* tayini gergeklestirebildigini gdstermektedir. Metal iyonlar:
arasindan yalnizca Fe?* ve Zn?* iyonlarmin bulundugu ¢dzeltinin absorbansinda diisiis

olmasina ragmen sensor bu ¢ozeltilerde de Hg?" tayinini gerceklestirebilmektedir.

0.5

X : CS2P + Hg?t
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Sekil 4.11 : Ligand CS2P’nin (1 x 10 M) diger metal iyonlarini igeren ¢dzeltisine
Hg?" eklenmesi sonucunda sahip oldugu 723 nm dalga boyundaki maksimum
absorbans degerlerine ait UV-Gor bar grafigi.

4.2.8.2 Spektroflorometrik yontemle girisim ¢alismasi

Cozelti ortaminda bulunan diger metal katyonlarmin Hg?' tayinini engelleyip
engellemedigini gdstermek amaciyla spektroflorometrik yontemle bir girisim
calismas1 yapilmistir. Na*, K*, Li*, Cs*, Ca?*, Ba?*, Mg?*, Cu?*, Cd?*, Co?', Mn?*,
Ni%*, Zn?*, Fe?* ve Fe®* metal iyonlarini iceren DMF ortamindaki CS2P ¢ozeltisine
Hg?" iyonu ilave edildi ve her bir ¢dzeltinin floresan spektrumu kaydedildi. Sekil
4.12°de gorildiigl gibi, ¢ozelti ortaminda diger metal katyonlar1 bulundugu halde
molekiilde halka a¢ilmasindan kaynakli olarak 750 nm’de olusan floresan siddetindeki
artis varligini korumustur. Bu durum, sentezlenen sensoér molekiiliiniin diger metal
katyonlar1  tarafindan  herhangi bir girisime ugramadan Hg?* tayini

gerceklestirebildigini gostermektedir. Metal iyonlar arasindan yalnizca Fe?* ve Zn?
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iyonlarinin bulundugu ¢dzeltinin floresan siddetinde azalma olmasina ragmen sensor

bu ¢ozeltilerde de Hg?* tayinini gerceklestirebilmektedir.

s00{ X : CS2P + Hg2™*
1 3 B
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400
300 1
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Sekil 4.12 : Ligand CS2P’nin (1 x 10 M) diger metal iyonlarini igeren ¢dzeltisine
Hg?" eklenmesi sonucunda sahip oldugu 750 nm dalga boyundaki maksimum
floresan siddetlerinin bar grafigi. Uyarma dalga boyu= 650 nm. Uyarma/emisyon slit
araliklari: 5 nm/ 10 nm.

4.3 CS2P Sensor Platformunun Gercek Ornek Calismasi

4.3.1 I¢me suyunda Hg?* analizi

CS2P molekiiliiniin ¢alisma kosullarinda Hg?" iyonuna secici ve hassas bir sekilde
tespit edebildigi anlasildiktan sonra, igme suyu Orneklerinde gercek 6rnek caligmasi
yapilmustir.

Oncelikle higbir islem uygulanmamis igme suyu analiz edildiginde UV-Gor ve
floresan spektrumlarinda herhangi bir cevap alinamadi. Bunun sebebi, analiz edilen su
orneklerinin iginde bulunan Hg?" miktarinin sensdriin tespit edebilecegi miktardan ok
daha az olmasidir. Bu nedenle kirletme yéntemi ile igme suyu drnekleri Hg?* ile
kirletildi. Bu agamada uygulanan adimlar sirastyla su sekildedir: Sensoriin galistig
lineer araliktan 0,20; 0,30 ve 0,40 uM olmak iizere 3 farkli konsantrasyon segildi. Daha

sonra bu konsantrasyonlari saglayacak sekilde igme suyu 6rnegi Hg(ClO4)2 ¢6zeltisi
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ile kirletildi. Titrasyon c¢alismalarinda yapildigi gibi, ancak bu sefer kirletilmis su

orneklerinden ekleme yapilarak floresan ve UV-Gor spektrumlart verileri kaydedildi.

Icme suyu o6rnegi igin yapilan gercek 6rnek calismalarmin sonuglart su sekildedir:
Alian UV-Gor ve floresan yanitlarina karsilik gelen degerler, denklem 4.1 ve 4.2°de
y degerlerinin yerine yazilarak, bu denklemlerden Hg?* konsantrasyonu hesaplandi.
Ilgili sonuglar Cizelge 4.1°de detaylica paylasilmistir. Elde edilen sonuglar, sensdriin
icme suyunda Hg** analizi icin etkili bir pratik uygulamaya elverisli oldugunu

gostermistir.

Cizelge 4.1 : CS2P molekiiliiniin igme suyundaki Hg?* iyonlarinin tespit ¢aligmasi.

Eklenen Bulunan Geri Kazanim + Bulunan Geri Kazanim =+

Ornek (M) (Floresan)  RSD (%, n=3) (UV-Gor) (uM) RSD (%, n=3)

_ (LM)

I¢me Suyu 1 0,20 021 106,07 + 2,78 0,17 82,63 £0,02
Ornegi '

1@1}16 Suyu 2 0,30 0.27 88,85+ 4,47 0,26 86,41 + 0,01
Ornegi '

R:rpe Suyu 3 0,40 0.33 82,50 £ 5,79 0,32 80,58 £ 0,01
Ornegi '

4.4 Sonug ve Tartisma

Sonug olarak, bu tez calismasinda florometrik ve kolorimetrik yontemle Hg?* iyonuna
secici ve hassas bir sensor platformu gelistirilerek, sensor ozellikleri incelenmistir.
Sensoriin Hg?" iyonunu tespit limiti UV-Gor ve floresan titrasyon olgiimleri igin
strastyla 2,09 x 108 M ve 1,27 x 10" M olarak tespit edilmistir. CS2P bilesiginin Hg?*
iyonlarinin varligima verdigi tepki siiresi 10 saniye kadar ¢ok kisa bir siire olarak
Olclilmiistiir. Gergek ornek calismalarini gorebilmek adina kullanilan igme suyu
orneginde Hg?" iyonlarim basariyla tespit edebildigi gozlemlenmistir. Dolayistyla,

pratik uygulama acisindan bagarili bir sensor oldugunu kanitlamigtir.
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