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Doktora Tezi

OZET

AZAFLAVANON-3-OL BILESIGI iLE YENI BIR SPEKTROFLORIMETRIK DEMIR
TAYINi METODUNUN GELISTIRILMESI

Aysel BASOGLU

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Ummiihan OCAK
2014, 112 Sayfa, 3 Ek Sayfa

Bu calismada, literatiirde son zamanlarda bildirilen bir azaflavanon-3-ol bilesigi
kullanilarak demir tayini igin yeni bir spektroflorimetrik yontem gelistirilmistir. Ligant 375
nm’de uyarilmig, 400-650 nm arasinda emisyon siddetleri kaydedilmis ve maksimum
emisyon dalga boyu 503 nm olarak belirlenmistir Yapilan spektroflorimetrik titrasyonlarda
ligandin artan Fe** iyonuna kars1 1,44 - 71,04 mg/L araliginda dogrusal cevap verdigi
goriilmiistiir. Ligandin Fe** iyonu ile metanol:su ortaminda 1:1 kompleksi olusturdugu Job
Metodu kullanilarak belirlenmistir. Demir tayini igin gelistirilen metotta modifiye bir
standart ekleme yontemi kullanilmistir. Yontemin gozlenebilme sinir1 0,81 mg/L ve tayin
siirt - 2,43 mg/L olarak hesaplanmistir. Metodun dogrulugu sertifikali referans
materyallerin analizi ile belirlenmistir. Bu yontem 1spanak, nane, dereotu, semizotu, roka,
kurufasiilye ve kirmizi mercimek numunelerine ve bunun yaninda iki farkli demir ilaci
tabletine uygulanmistir. Bu 6l¢iimlerin tiimii i¢in % bagil standart sapma (BSS) 2,0’1n
altinda bulunmustur. Ayrica dere suyu 6rneginde % geri kazanim ¢aligmalar1 yapilmigtir.

% Geri kazanimlar 98’in {lizerinde bulunmustur.

Anahtar Kelimeler :Azaflavanon-3-ol, Ligant, Spektroflorimetrik titrasyon, Soniim,
Standart ekleme yontemi, Demir tayini, Ilag, Gida
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Phd. Thesis

SUMMARY

A NOVEL SPECTROFLUORIMETRIC METHOD FOR DETERMINATION OF IRON
WITH AZAFLAVANONE-3-OL COMPOUNDS

Aysel BASOGLU

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Ummiihan OCAK
2014, 112 Pages, 3 Appendix Pages

In this study, a new spectrofluorimetric method for determination iron that applied to
real sample by using recently reported 2-(4-floromophenyl)-3-hydroxy-2,3-
dihydroquinolin-4(1H)-one compound, that have been devoloped. The fluorescence
spectrum of the ligand give strong monomer emission at 503 nm when excites at 375 nm.
The obtained results from the fluorimetric titration of the ligand with increasing Fe®" ions
concentration, it was seen that the ligand at pH 7,0 with Fe** ion gave the linear response
of flourescence. The binding assay of Fe** ion were determined using the method of
continuous variations (Job’s plots), which resulted with 1:1 stoichiometry with the ligand.
The proposed method contains a modified standart addion method. In order to commentate
the analytical performance of the new methods, the linear range, the values of limit of
dedection and the values of limit of quantification have been calculated respectively as
1,44 — 21,64 mg/L, 0,81 mg/L and 2,43 mg/L. Additionally, checking the accuracy of
methods the certified reference materials were analyzed. This method was applied to the
determination of iron in spinach, mint, dill, rocket, purslane, red lentil and haricot bean
samples and two different iron tablets with RSS % values below than 2,0. For the
determination of iron in stream water samples including the concentrated matrix was tested
in the recovery studies by adding the known amounts of iron. The recoveries obtained for
the stream water samples was upper than 98 %.

Key Words: Azaflavanon-3-ol, Ligand, Spectroflorimetric titration, Quenching, Standart
addition method, Determination of iron, Food, Medicine
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris ve Calismanin Amaci

Analitik kimyada yapilan ¢alismalarin en Onemlilerinden biri, ¢evresel
numunelerdeki element konsantrasyonlarmin ve cinslerinin belirlenmesini amaglayan
pratik ve giivenilir metotlar gelistirmektir. Eser terimi; ¢ok kiigiik miktarda analit miktarini
belirtmektedir. Genel olarak organik ve inorganik numunelerde konsantrasyonlart 100 pg
g™in altinda bulunan elementler, eser element olarak ifade edilirler. Son yillarda eser
element analizleri analitik kimyanin yan sira biyoloji, tip, fizik, ¢evre, ziraat bilimleri ve
kalite kontrol alanlarinda da arastirma konusu olmustur (Mizuike, 1983).

Floresans spektroskopisi ¢evre kimyasi, klinik kimya, ila¢ analizi, genetik analiz,
biyomolekiiler ¢alismalar vb. birgok alanda kullanilan bir yontemdir. Florimetrik analiz
yontemleri, gelismis floresans cihazina dayali teknikler sayesinde dogru, hassas, hizli,
giivenilir sonuglara ve yorumlara ulagilmasini saglayan optik yontemlerdir. Ayrica tepkime
olusumlarina ve etkilesmelere ¢cok duyarli ve etkindir.

Floresans siddeti Olglimiine dayanan analitik metotlar, yiisek secicilikleri ve
duyarliliklar1 sebebiyle ¢ok gilincel metotlardir. Literatiirde yapilan incelemelerde pek ¢ok
iyon veya molekiil tayini i¢in florimetrik yeni metotlarin gelistirildigi goriilmiistiir.

Floresent bir analitin direkt spektroflorimetrik tayinini yapmak miimkiindiir. Bu
uygulamalar aromatik hidrokarbonlar, proteinler, bazi ilaglar ve klorofiller icerir. Boyle
direkt tayinlerle yaglar, besinler, ilaglar ve hava-su Kirleticilerin analizi gibi ¢alismalar
bildirilmistir. Oysaki pek c¢ok iyon ve molekiil floresent degidir ve asagida belirtilen
durumlarda temel indirekt (dolayli) metotlar kullanilir: 1) Tiireviendirme; 6rnegin, analitin
floresent bir bilesik olusumuna sebep olan bir reaktifle reaksiyonu, floresans tayini ile
birlestirilen sivi kromotografisinde kullanilir. 2) Floresent kompleks olusumu, iyon ve
molekiil tanima metotlarinin ¢ogunun temelidir. 3) Floresans soniimii (kuenging), analitin
floresent bir bilesikle ¢arpismasi sonucu gerceklesir. Bu metot Oy, SO,, H,S, NH3, HCI,
Cl, ve klorokarbon gibi gazlarin tayini i¢in 6zellikle uygun olan bir metottur (Valeur vd.,
2002).

Son yillarda, sulu ¢ozeltilerde metal iyonlarinin belirlenmesi igin gelistirilen

floresent kimyasal sensorler, biyokimya, klinik-tip bilimi, hiicre biyolojisi, analitik kimya



ve cevre bilimi gibi pek cok bilim dalinda potansiyel uygulamalari olmasi nedeniyle
giderek artan bir 6neme sahip olmustur (Bargossi vd., 2000). Farkli kimyasal sensorler
arasinda floresans kaynakli olanlar, yiiksek segicilige, duyarliliga, diisiik maliyete,
kolayliga ve ¢ok yonliiliige sahip olduklari igin 6zellikle ilgi ¢ekicidirler (Prodi vd., 2000;
Martinez-Manez ve Sanceno n, 2003; Espada-Bellido vd., 2010).

On yili askin siiredir, metal iyonlarmin tayini igin gelistirilen floresent kimyasal
sensorler tizerine yapilan arastirmalar, uygulanabilirliklerindeki basitlik, yiiksek duyarlilik
ve Olglim kolaylig1 sayesinde yiiksek oranda bir artis gostermistir (Lohani ve Lee, 2010).

Floresent kemosensorler reseptér ve florofor olmak iizere iki kisimdan olusur.
Reseptor, analitle etkilesir, florofor ise bu etkilesmeyi sinyale doniistiiriir. Cevresel ve
biyolojik tayin amagli pek ¢ok kimyasal floresent sensor, ¢esitli floroforlarin reseptorlerle
birlestirilmesiyle sentezlenmistir. Kemosensorlerde ideal bir florofor, yiiksek floresans
kuantum verimine, yiiksek soniim sabitine, uzun uyarma ve yayilma dalga boyuna, uzun
omre ve fotokararliliga sahip olmalidir. Bu yiizden florofor se¢imi, yeni floresent
kemosensor tasariminda en 6nemli faktordiir (Lohani ve Lee, 2010).

Pb%*, Fe®, Ccu?, zn**, Cd** ve Hg2+ gibi biyolojik ve ¢evresel olarak énemli metal
iyonlarinin tayini igin gelistirilen kimyasal sensorlerin gelistirilmesi ciddi bir arastirma
konusudur (Liu ve Wu, 2012). Demir, insanlarda en ¢ok gerekli ge¢is metalidir ve pek ¢ok
protein i¢in biyokimyasal proseslerin biiyiik bir kisminda kofaktoér olarak davranir. Bu
prosesler oksijen transferi, elektron transferi ve oksidorediiktaz katalizi proseslerini igerir
(Cowan, 1997). Insan viicudundaki demirin diizenlenmesi son derece kontrollii bir
prosesdir. Demir eksikligi hiicrelere diisiik oksijen tasinmasina sebep olur ve bu durum
anemiye, diisik kan basincina ve zayif bagisiklik sistemine sebebiyet verir (Haas ve
Brownlie, 2001). Saglikli yetigskin bir insan, hemoglobin ve protein deposu olarak 4 g
demir ihtiva eder (Malone, 2007; Bertini vd., 2007; Sivaraman vd., 2014). Aksine, canli
hiicrelerde demir iyonlarinin asir1 miktarda birikmesi, Fenton Reaksiyonlari ile reaktif
oksijen tiirlerin olusumuna sebep olur. Bu reaktif tiirler, lipitlere, niikleik asitlere ve
proteinlere zarar verebilir. Ayrica demir iyonlarmin hiicre iizerindeki toksik etkisi,
Alzaymir, Parkinson ve Huntington gibi bir ¢ok ciddi hastaliga neden olur (Burdo ve
Connor, 2003; Bonda vd., 2011; Pithadia ve Lee, 2012).

Aragtirmacilar tafindan, cesitli numunelerdeki demir iyonlarmin o6l¢iilmesi ig¢in
atomik absorpsiyon spektroskopisi (AAS) (Andersen, 2005), indiiktif eslesmis plazma-
kiitle spektroskopisi (ICP-MS) (Castillo Busto vd., 2005), indiiktif eslesmis plazma-atomik



emisyon spektroskopisi (ICP-AES) (Pomazal vd., 1999) ve voltametriyi (Berg, 2006)
iceren pek ¢ok geleneksel metot gelistirilmistir. Bu metotlar gelismis cihazlar gerektirir ve
analizlerde kolaylikla kullanilamaz. Bu nedenle pek ¢ok arastirmaci, demir tayini igin
secici ve duyarli sensorler gelistirmeye odaklanmuslardir (Liu ve Wu, 2012). Fe**’iin
kimyasal ve biyolojik proseslerde 6nemli goérevleri olmasina ragmen segici ve selektif
floresent kemosensorleri literatiirde oldukga azdir. Bunun nedeni Fe**’iin floresans
soniimiine yol acan paramanyetik Szelligi olabilir (Chai vd., 2012). Fe** iyonlari, bu
paramanyetik yapilari nedeniyle floresans sondiiriiciiler olarak bilinir (Wang vd., 2013).

Cesitli arastirma gruplari, birbirlerinden bagimsiz olarak UV ve yakin goriiniir 151k
arasinda uyarma dalga boyuna sahip naftalen, dansil, antrasen ve kumarin gibi florofor
bilesikleri igeren Fe** kemosensorler sentezlemistir (Lohani ve Lee, 2010).

Floresans spektroskopisinde soniim, ilk olarak biyokimyasal proseslerde 1960’11
yillarin sonlarinda uygulanmaya baglanmistir. Sontim olaylar1 miktar1 az olan, bozulmayan,
floresans problar1 igeren numunelerde kolaylikla gergeklesebilir ve bu reaksiyonlardan
ilgili sistem igin son derece &nemli bilgiler elde edilebilir. Ornegin; sénme
reaksiyonlarinda oksijen (Oy), akridin gibi sondiiriiciiler kullanilarak makromolekiillerin
yapisindaki floresans gruplarin yerleri hakkinda bilgi edinilebilir. Sonme reaksiyonlari,
degisik sartlarin neden oldugu yapi degisiminde veya tomografik bir makromolekiiliin
ozelliklerini belirlemede kullanilabilir (Lakowicz, 2002).

Gilinlimiizde doganin maruz kaldig1 ¢evresel kirlilikler ve fabrika atiklar1 nedeniyle
agir metaller topraga ve suya karigmaktadir. Topraktaki ve sudaki canlilar1 etkileyen hatta
Oliimiine yol acan, yiyecek (sebze, meyve vb.) ve iceceklerimize (igme suyu vb.) karigan
agir metaller, insan saglig1 agisindan biiyiik bir tehlike olusturmaktadir.

Hiicre ici demir elementi, belli konsantrasyon seviyelerinde canli metabolizmasinda
kanser gibi pek ¢ok hastaliga, organlarin islev bozukluguna sebep olmaktadir. Bu nedenle
canlilarin sikg¢a tiikettigi gida ve su numunelerinde eser miktardaki demir iyonu seviyesinin
dogru ve giivenilir olarak saptanmasi ¢ok onemlidir.

Eser konsantrasyondan daha diisiik konsantrasyondaki metallerin tayinini yapan
yontemler giinlimiizde mevcuttur. Fakat bu yontemlerle tayin yapilabilmesi i¢in metal
iyonlarmin  ¢esitli  yontemlerle zenginlestirilmesi gerekmektedir. Gelistirilen bu
yontemlerin pek ¢ogunda tayin basamagindan once, matriks ayirma ve zenginlestirme
yontemleri gibi bir 6n isleme tabi tutulur (Tokalioglu ve Yildiz, 2009). Bunun nedeni su

sekilde agiklanabilir; c¢evresel numunelerde bulunan elementlerin ¢esitli tekniklerle



dogrudan tayin edilemeyecek konsantrasyonda olmasi ve bulunduklari matriksin bozucu
etkileridir.

Yapilan caligmanin amaci, ger¢ek numunelerde demir tayini i¢in daha avantajli,
kolay ve ucuz yeni bir spektroflorimetrik tayin yontemi gelistirmektir. Bu yontem 2-(4-
florofenil)-3-hidroksi-2,3-dihidrokinolin-4(1H)-on bilesiginin se¢imli floresent ligant
olarak kullanilmasina dayandirilmistir.

Bu amag icin 6ncelikle Fe** iyonunun ligant ile kompleks olusturdugu uygun
konsantrasyon, pH, komplekslesme siiresi, gesitli metal iyonlarinin girisimi gibi etkiler
incelenecektir. Bahsedilen bilesik kullanilarak cesitli sebze ve bakliyat numunelerinde
toplam demirin Fe®* iyonu halinde tayin calismalari gerceklestirilecektir. Metotun
dogrulugu standart referans materyallerin analizi ile gosterilecektir.

Gelistirilecek yontemin analiz dncesinde numunede herhangi bir ayirma veya on
temizleme islemi gerektirmemesi ve sulu ortamda demirin kolayca tayinini saglamasi
acisindan literatiirdeki mevcut demir tayin metotlarina gore daha avantajli olacagi
diistiniilmektedir. Diger enstriimental analiz yontemleri tayin 6ncesi matrikste 6n ayirma
ve zenginlestirme gerektirdiginden uygulanmasi zor ve zaman alicidir. Buna karsilik
gelistirilecek yontemin daha kolay ve kisa zamanda uygulanabilecek 6zellige sahip olacagi

distiniilmektedir.

1.2. Isin Absorpsiyonu ve Lambert-Beer Kanunu

Cesitli dalga boylarinda 151 igeren bir demet, seffaf bir ortamdan gecirilirse, i¢inden
baz1 dalga boylarmin kayboldugu goriiliir. Bu olaya absorpsiyon (sogurma) denir
(Lakowicz, 2007).

Absorpsiyon spektroskopisinde elektromanyetik dalganin numune tarafindan ne
kadar absorblandig1 Lambert-Beer yasasi ile verilir. Deneysel olarak 15181 absorplanmast,
numune iizerine gelen 15181 1 cm’ lik bir numune igerisinden gecerken 151k siddetinde
meydana gelen degisimin Slgiilmesiyle dalga boyu A’ nin veya dalgasayisi v = A’in bir
fonksiyonu olarak kaydedilir. C konsantrasyonundaki homojen ¢ozeltiler i¢in Lambert-

Beer kanunu olarak adlandirilan denklem asagida verilmistir:

Log(lo/T) = e.c.l = A (1.1)



Bu denklemdeki c¢; ¢dzeltinin molar konsantrasyonu (mol L™), €; ¢dzeltinin molar
absorpsiyon katsayisi (L mol™ cm™) ve /; elektromanyetik dalganin ¢dzelti icinde aldig
yoldur (cm). Bunlarin ii¢iiniin birden ¢arpimi ise absorbans olarak tanimlanir.

Denklem 1.1, 6rnegin i¢inden gegen 1s1k siddetinin (I), yol uzunlugu (/) ve numune

konsantrasyonunun (c) artmasi ile azalacagini gosterir.

1.3. Molekiiler Liiminesans Spektroskopisi

Bir molekiil yiiksek enerji diizeyinden daha diisiik enerji diizeyine ge¢is yaparken,
sahip oldugu fazla enerjiyi foton olarak yayar. Bu olaya “molekiiler emisyon (yayma)”
denir (Lakowicz, 2007). Molekiiler floresans olayi da bir molekiiler emisyondur.

Molekiiler floresans, molekiiler fosforesans ve kemiliiminesans maddenin bir birine
yakin ii¢ ayr fiziksel ozelligidir. Bu &zelliklere liminesans da denir. ilk iki metotta
maddenin ¢Ozeltisi lizerine 151 enerjisi gonderilerek madde uyarilir (eskite edilir).
Uyarilan maddenin aldig1 enerjiyi geri vererek ilk haline donmesi esnasinda davranislari
incelenir. Bu inceleme sonucunda madde hakkinda kalitatif ve kantitatif bilgiler elde edilir.
Madde iizerine gonderilen 1sinlar; ultraviyole, goriiniir alan nadiren de infrared 1sinlardir.
Bu 1silar madde tarafindan 6nce ¢ok kisa bir siire absorplanir ve ondan sonra da floresans
ve fosforesans 1ginlari olarak yayilirlar (Giindiiz, 2002).

Floresans ve fosforesans maddelerde 1sinin alinip verilmesi sdyle agiklanabilir: Bir
molekiil tarafindan ultraviyole veya goriiniir bolge 1simnin absorpsiyonu, (Sekil 1.1) bir
elektronun, baslangicta diisiik enerjili ve dolu elektronlu olan bir orbitalden, daha yiiksek
enerjili bos olan bir orbitale elektronik olarak uyarilmasina neden olur (Turro, 1978).
Uyarilmis hal, kararsiz bir hal oldugundan atom aldig1 enerjiyi geri yayarak eski haline
donmek ister. Isinin absorpsiyonu ile bir iist elektronik enerji seviyesinde bulunan
molekiiliin, kararli hali olan temel hale ge¢mesi i¢in miimkiin olan iki yol vardir.
Bunlardan biri 1s1masiz gecis olup sistem aldig1 enerjiyi ¢evresine 1s1 olarak verir, bu 1s1
ortamin sicakligini arttiracak kadar olmayip sadece molekiillerin kinetik enerjilerini arttirir,

digeri ise floresans ve fosforesans olarak bilinen 1s1mali gegislerdir (Giindiiz, 2002).
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Sekil 1. 1. Elektronik yapilarin gosterimi (Turro vd., 1978).

Atom normal hale donerken aldigi enerjiyi bir enerji paketi halinde yayar. Bu
enerjinin yayilmasi spektruma neden olur (Cinar vd., 1994).

Floresans, singlet uyarilmis halden fosforesans ise triplet uyarilmig halden, singlet
temel hale olan elektronik gecisleri temsil eder. Singlet ve triplet uyarilmis haller elektron
spini bakimindan farklidir. Bu durum Sekil 1.1°de gésterilmistir. Singlet uyarilmis halde
elektron spinleri zit yonlii, triplet halde elektronlarin spinleri paralel yonlenmistir (Turro,
1978).

1.3.1. Floresansin Temeli

Yaygin liiminesans proseslerinden biri olan floresans olayinda molekiil, fiziksel,
mekaniksel veya kimyasal mekanizmalar ile olusturulan uyarilmis halden elektriksel olarak
151n yayar (Lakowicz, 2007).

Pek c¢ok elementel pargacik oda sicakliginda temel hallerinde bulunur. Molekiiliin
15181 absorblamasi sonucu olusacak fotofiziksel prosesler Sekil 1.2°de Jablonski
diyagraminda gosterilmigtir. Diyagram molekiiliin c¢esitli enerji seviyelerini gdsterir.
Burada fotonun absorbsiyonu elektronlarin temel halden (Sp), uyarilmis hallere (S;, S, vb.)
gecmelerine yol agar.

Foton absorbsiyonu; i¢ doniisiim, floresans, sistemler arasi gegis, fosforesans,

geciktirilmis floresans ve triplet — triplet gegisler gibi olaylara sebep olabilir.



Uyanlms Singlet Haller
Sn
Titresimsel Enerji
2 Halleri
Sy S
‘ 3 i¢ doniisiim
1 [
[ ol d
‘ c S
f i Sistemler Arasi
S-] Gegis Uvyarihims Triplet Haller
T2
c
Absorpsivon $
Floresans T1
Fosforesans
Sl]
Temel Hal

Sekil 1. 2. Floresans ve fosforesans i¢in Jablonski enerji diyagrami

Sekil 1.2°de verilen diyagrami kisaca agiklayacak olursak;

Isimalr iglemler

Absorpsiyon: So+hv—S; veyaSp+hv— T
Floresans : S1— So+hv'
Fosforesans : Ti— So+hv”

Burada; h: Planck sabiti ; v, v/, v"": Absorbe edilen veya yayilan 1sinin frekanslaridir.
Isimasiz islemler
Ic doniisiim : S1 — So + 181

Sistemler aras1 gegis: T1— SpveyaS; — T

Absorpsiyon; singlet temel halden singlet uyarilmis hale olan bir elektronik gegistir.
Bu gecis spektroskopik olarak miisade edilen bir olaydir. Zaman bakimindan singlet
absorpsiyonu yaklasik 10" saniyede gerceklesir.

Singlet-Triplet absorpsiyonu; Bu basamakta sistem singlet temel halden uyarilmis

triplet hale gecerken spin degistirmektedir. Cogunlukla sistemler, triplet uyarilmis hale



singlet uyarilmis (S;) hal iizerinden gecer. Bu nedenle bdyle bir absorpsiyon olayimin
gerceklesme ihtimali ¢ok diistiktiir.

Singlet-singlet emisyonu basamagi (floresans): Uyarilan molekiil, etrafin1 saran
molekiillerle carpigmalara maruz kalir ve enerjisini 151n yaymadan verirken, titresim enerji
seviyelerini basamak basamak inerek elektronik olarak uyarilan halin en diisiik titresim
enerji seviyesine iner. Fakat cevredeki molekiiller, molekiilii temel elektronik hale
getirmek icin gerekli daha biiylik enerji farkini kabul edemeyebilir. Bu nedenle elektronik
uyarilmig tiir, kendiliginden 151n yaymak icin yeterli dmiir kazanir ve kalan fazla enerjiyi
1s1n olarak yayar. Yani sistem singlet uyarilmig halden singlet temel hale gegerken
enerjisini 1s1mal sekilde c¢evresine yayar. Bu olay floresans olarak bilinmektedir. Isima
yapan madde tarafindan yayinlanan 1smm absorblanan 1sindan daha diisiik enerjili
oldugundan daha uzun dalga boyuna sahiptir. Floresans olayr 10™° - 107 saniyelik bir
zaman araliginda gercgeklesir. Floresans olayinin basamaklari Sekil 1.3°de gosterilmistir.

Triplet-singlet emisyon basamagi (fosforesans): Birinci basamak floresanstakinin
aynisidir, fakat triplet uyarilmis halin varligi belirleyici rol oynar. Singlet ve triplet
uyarilmis haller potansiyel enerji egrilerinin kesistigi noktada ortak bir geometri
paylasirlar. Bu yiizden, iki elektronik spin eslenmesini bozmak i¢in bir mekanizma varsa,
yani spin degisimi miimkiinse, molekiil sistemler aras1 ge¢ise ugrar ve bir triplet hal olusur.
Sistem triplet uyarilmis halden singlet temel hale gecer. Bu esnada elektronun spininde
degisiklik olmaktadir. Bu olay yasakli bir gecis olarak bilinmektedir. Bu 1simali gegis
fosforesans olarak adlandirilmaktadir. Zaman bakimindan 10° - 1 saniye araliginda

gerceklesmektedir. Fosforesans olaymin basamaklar1 Sekil 1.4°de gosterilmistir.



Titresimsel
Durulma S1

< . i
|

Absorpsiyon So

<
Floresans

Sekil 1. 3. Floesans Basamaklari (Atkins, 2010).

Sistemler

Arast Gegisler \

B

1
Absorpsiyon
Fosforesans

Sekil 1. 4. Fosforesans basamaklar1 (Atkins, 2010).
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I¢c doniisiim (1s1masiz gegis): Cogunlukla uyarilmis elektronik enerji seviyelerinin
(S2—Sy) titresim enerji seviyeleri arasinda gerceklesir. Eger temel halin titresim enerji
seviyeleri ile uyarilmis halin elektronik enerji seviyesi bir birine ¢ok yakinsa veya
cakisiyorsa bu olay gozlenebilir. Bazen de sistem S; enerji seviyesinden temel hale (So)
1s1masiz gecebilir. Sistem temel hale gecerken sahip oldugu enerjiyi sadece molekiillerin
kinetik enerjilerinde bir artisa neden olan molekiiler ¢carpismalarla 1s1 olarak vermektedir.
I¢c doniisiim olayr zaman bakimindan genelde 10t - 107 saniyelik bir zaman araliginda
gerceklesir.

Sistemler aras1 gecis: Bu proses 1simasiz olarak gerceklesir ve gercekte yasaklanmig
bir gecis seklidir. Ciinkii sistem singlet uyarilmis halden (S;) triplet uyarilmis hale (T,)
gecerken, elektronun spini degismektedir.

Bir diger sistemler arasi gegis olayi ise triplet uyarilmis halden (T;) singlet temel hale
(So) olan gegisle gerceklesebilir. Zaman bakimindan sistemler arasi gegis 10™°- 10 saniye
arasinda gerceklesir.

Uyarilmis halin deaktivasyonu, Jablonski diyagraminda anlatilan fotofiziksel olaylar
tizerinden gergeklesebilecegi gibi, fotokimyasal olaylarla da gergeklesebilir. Fotokimyasal
prosesler genellikle uyarilmis hal iizerinden gergeklesmektedir. Fotokimyasal olaylar
monomolekiiler (tek molekiillii) veya bimolekiiler (iki molekiillii)) olarak
gerceklesmektedir. Monomolekiiler olarak ger¢eklesen prosesler temsili olarak Sekil

1.5’de verilmistir.

a
— R_n +hv
h
R L R* Ey+1a
c
— Pl

Sekil 1. 5. Monomolekiiler deaktivasyon prosesleri

Sekil 1.5’de a ve b fotofiziksel (floresans ve i¢ doniisiim olaylar1) , ¢ ise fotokimyasal
bir islevdir. Rg, temel haldeki molekiilii, R* uyarilmis haldeki molekiilii, P; ise uyarilma

sonucu olusan herhangi bir {iriinii temsil etmektedir.
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Bimolekiiler etkilesmeler incelenecek olursa, ortamda R*’in haricinde onunla
etkilesecek bir Q molekiiliinlin oldugu kabul edilir. Genel olarak bimolekiiler prosesler

temsili olarak Sekil 1.6’da verilmistir.

a
— PGP )
h
RD ] R 0 F++ Q-
| I Ry +Q*

Sekil 1. 6. Bimolekiiler deaktivasyon prosesleri

Bir molekiilin uyarilmis hali R* olusarak ortamda temel halde bulunan Q
molekiilityle etkilesir ve bir {irline doniisiir (P; gibi). Bu etkilesim ile P1+P,... gibi birden
fazla iirtin de olusabilir (Sekil 1.6’da a prosesi).

Uyarilmis haldeki R* molekiilii, ortamda bulunan Q molekiiliine elektron vererek R*
ve Q hallerinin olugmasina sebep olabilir (Sekil 1.6’da b prosesi).

Uyarilmis molekiil (R*) belli bir enerjiye sahiptir. Bu molekiil eger ortamda baska
bir molekiil varsa enerjisini o molekiile transfer ederek enerji yiikiinii azaltir ve kendi
151masiz olarak temel hale gegerken, Q molekiiliiniin uyarilmasina neden olur. Bu proseste
transfer olan enerjinin 151ma seklinde gézlenmesi miimkiin degildir. Bu proseste oldugu
gibi, uyarilma enerjisini bir bagka molekiile transfer ederek molekiiliin 1s1masiz bir sekilde
temel hale gegme olayma sonme olayr denir. Buna neden olan molekiile ise “sondiiriicii”
ad1 verilir. Ayrica R* molekiiliiniin elektronik uyarilma enerjisini Q molekiiliine aktarmasi
olay1 enerji transferi olarak da tanimlanabilir.

Sonme olay1 bimolekiiler bir proses oldugundan uyarilmis haldeki R* molekiiliiyle Q
molekiiliiniin birbirleriyle etkilesimi 6nemlidir. R* molekiilii ile Q molekiilii arasinda

carpigsmalar olabilecegi gibi bu iki molekiiliin etkilesimi sonucu kompleks de olusabilir
(Lakowicz, 1983).
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1.3.2. Floresans Omrii ve Kuantum Verimi

Floresans omrii ve kuantum verimi bir floroforun en 6nemli 6zelliklerindendir.
Kuantum verimi, absorplanan foton sayisina bagli yayilan faton sayisidir. Yani, kuantum
verimi birim zamanda, sistemde yayinlanan foton sayisinin, absorplanan foton sayisina
oranina denir. Baska bir ifadeyle, ¢ozeltideki floresans i1simasi gosteren molekiillerin
sayisinin, toplam uyarilmis molekiil sayisina oranidir. Bir madde yiiksek kuantum verimine
sahipse ¢ok yiiksek bir emisyon siddeti gosterecegi sdylenebilir. Kuvvetli bir floresentin
kuantum verimi 1’e ¢ok yakindir. Bunun aksine floresent olmayan tiirlerin kuantum verimi
ise sifirdir (Lakowicz, 2007).

Floresans omrii de ayrica ¢ok oOnemlidir. Ciinkii, floresans omrii, floroforun
cevresiyle etkilestigi zaman ile iliskilidir. Boylece; emisyon hakkinda bilgi sahibi olunur.
Floresans 6zelligi gosteren maddenin uyarilmis halde kalma siiresi floresans omrii olarak

adlandirilir. Emisyonun yiiksek hizla gergeklestigi floresans omrii 10 s kadardir.

1.3.3. Floresans Soéniim

Bir seri islem molekiiliin floresans siddetinde azalmaya yol agabilir. Uyarilmis hal
stirecinde gergeklesen bu azalmalar molekiiler oryantasyon degisiklikleri, enerji
transferleri, temel hal kompleks olusumu ve carpismali soniim gibi ¢ok c¢esitli molekiiler
etkilesimler sonucu gerceklesebilir.

Floresans soniim, mekanizmasina gore genellikle statik veya dinamik olarak
siiflandirilir. Dinamik soniim, florofor ile sondiiriici molekiilleri arasindaki ¢arpismadan
kaynaklanir. Statik soniim, kompleks olusumundan kaynaklanmaktadir. Statik soniimde
sondiirticii ile florofor arasinda kompleks olusur ve bu olusan kompleks floresans 6zellige
sahip degildir. Statik ve dinamik soniim i¢in florofor ile sondiiriicii temas halinde
olmalidir. Carpisma sonucu soniim olabilmesi i¢in sondiiriicliniin, uyarilmis hal siirecinde

florofora ulagmis olmasi gerekir.
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Kaitr Uyarilmig Hal
* — * P e—
F+ Q — (F.Q
ho, ho, k, Emisyon
olmayan
<K_S Temel Hal
F+ QY= FQ ——

F: Florofor; Q: Sondiiriicii

Sekil 1. 7. Statik Soniimleme Mekanizmasi

Sekil 1.7°de goriildiigii gibi Statik soniim iki farkli sekilde gergeklesebilir. Florofor
(F) ile sondiiriicii (Q) arasinda temel halde, floresans 6zelligi olmayan bir kompleks
olusabilecegi gibi floresans 6zelligi olmayan bu kompleks florofor uyarildiktan sonra da
olusabilir.

Dinamik ve statik soniimii ayirt etmek icin sicaklik, floresans yasam omiirleri ya da
viskozite kullanilir. Diflizyona bagli soniimde (dinamik soniimde) bimolekiiler soniim
sabitleri artan sicaklikla artar (Sekil 1.8). Bunun nedeni sicaklik arttikga difiizyon
katsayisinin artmasidir. Aksine statik soniimde sicaklik artigiyla statik soniim sabitinin

(kompleksin kararliligi azalacagi igin) degeri diiser (Lakowicz, 1983).

Yiiksek
Fo/F 4 Sicaklik Fo/F 4
Yiiksek
/ 'i Sicaklik
1V
0 > 0 >
Dinamik Sonim Statik SOnim

Sekil 1. 8. Dinamik ve statik soniimlemenin sicakliga baglilig
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Soniim, numunenin optik dzelliklerinden de olusabilmektedir. Ornegin; yiiksek optik
yogunluk ve bulaniklik floresans siddetinin azalmasina sebep olur. Bu soniimlenme ¢esidi
Onemsizdir.

Floresans soniim verileri Stern-Volmer esitligi ile incelenir (Denklem 1.2)
(Lakowicz, 2007)

Fo/F =1+Ky, I.QJ:1+Toqu.QJ (1.2)

Fo ve F, floresent maddenin sirasi ile sondiiriicii yoklugunda ve varligindaki
floresans siddetlerini gosterir. [Q] sOndiirlici maddenin konsantrasyonudur. Kgy Stern-

Volmer soniim sabiti, kq bimolekiil soniim hiz sabiti, 7, ise ortamda séndiiriicii molekiil

yokken floresent molekiiliin ortalama omriidiir.

1.3.4. Floresansi Etkileyen Faktorler

Floresansi etkileyen faktorleri su sekilde siralayabiliriz: 1) Yapi; En siddetli floresans
icinde aromatik halkalar bulunan sistemlerde goriliir. 2) Yapisal rijitlik; Molekiil yapist
rijit ise, floresansi artar. 3) pH; Asit veya baz grubu igerigine gore pH ile birlikte floresans
degisir. 3) Sicaklik; Sicakligin yiikselmesi molekiiller arasi ¢arpismay1 artirir dolayisiyla
floresans isimasimi azaltir. 4) Cozlicliniin polarligl; Coziicliniin polarhiginin artmasi da
floresansi arttirir. 5) Coziinmis oksijen; Genellikle floresans siddetini azaltir. 6) Gelen
15181 dalga boyu ve siddeti; Floresansi olusturan 1518in dalga boyunun alt smir1 250
nm’dir. Gelen 151¢in siddetinin artmasi, floresansi arttirir. 7) Konsantrasyon; Floresans
siddeti, ¢ozelti igindeki floresent maddenin konsantrasyonuyla orantilidir.

Lambert-Beer Kanunu’na gore (Denklem 1.3):
P=P, e (1.3)
Burada Py floresent maddeyi igeren ¢dzeltinin iizerine gonderilen 15181n siddetidir. P

ise Po’1n ¢ozelti iginde d kadar yol aldiktan sonraki siddetini ifade etmektedir. &, ¢ozeltinin

molar absorbtivitesini ifade etmektedir. C ise ¢ozeltinin konsantrasyonudur.
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1.3.5. Spektroflorimetri

Floresans spektrometre sistemini olusturan birimler: Ark lamba yuvasi (75W’lik
Ksenon lamba), ayarlanabilir slitler, uyarma monokromatérii, numune kompartmana, filitre
tutucusu, uyarma ve emisyon optik diizenekleri, kiivet tutucusu, emisyon panjuru, emisyon

monokromatoru, PMT dedektort, kuartz kivet ve kati numune tutucusu’dur.

1.3.6. Floresans Ozellik Gosteren Floresent Bilesikler

Floresans tipik olarak aromatik bilesiklerden meydana gelir. Tipik bazi floresent
maddeler Sekil 1.9’da gosterilmistir. Tonik sularda bulunan kinin bilesigi en sik karsilasilan
florofor bilesiklerdendir. Tonik su sisesi giines 1s1g1ina tutuldugunda ¢ogu zaman yiizeyde agik
mavi pariltt goriiliir. Sise glines 1s1giin yoniine bagl olarak dogru agida incelendiginde ve
alkol gibi diisiik polaritedeki bir ¢oziicti eklenerek dielektrik sabiti disiiriildigiinde, bu pariltt
oldukca belirgin hale gelir. Tonik sudaki kinin, giinesten gelen ultraviyole 1smn tafindan
uyarilir. Kinin, temel hale donerken yaklasik 450 nm dalga boyunda mavi 151k yayar. Bir Kinin
¢ozeltisinde ilk floresansin aragtirmalari Sir John Frederick Herscel (Sekil 1.9) tarafindan
1845°de yapilmistir (Lakowicz, 2002).

Bilinen ilk florofor olan kininin 1950 1i yillarda goriilen ilk spektroflorimetrelerin
gelistirilmesine sebep olmasi ilgingtir. II. Diinya savasi boyunca, savas departmanlari kinin
iceren anti-sitma ilaglarimi incelemekle ilgilenmiglerdir. Bu erken ila¢ denemeleri, ilk
uygulamali spektroflorimetrinin gelistirilmesi i¢in Ulusal Saglik Enstitlilerinde daha
sonraki planlarin olusturulmasina olanak saglamistir (URL-1, 2014; Lakowicz, 2002).

Baska tiirlii pek cok floroforla giinlilk yasantimizda karsilasabiliriz. Ornegin eser
miktardaki Floresein ve Rodamin nedeniyle antifrizlerde sirastyla yesil veya kirmizi - oranj
pariltilar goriliir (Sekil 1.9). Antresen ve piren gibi poliniikleer aromatik hidrokarbonlar
da birer floresent bilesiktir ve bu tiirden bilesiklerdeki emisyon; hava kirliliginin gevresel
izlenmesinde kullanilir. Ayrica bazi siibstitiie organik bilesikler de floresenttir. Ornegin,
1,4-bis(5 fenilokzazol-2-il)benzen (POPOP) bilesigi kivilcim saymak igin ve akridin oranj
ise siklikla bir DNA bozucusu olarak kullanilir. Ayrica pridin 1 (Sekil 1.9) ve rodamin
floresent bilesikleri genellikle lazer boyalarinda faydalanilir (Lakowicz, 2002).

Floresent maddeler veya floresent kisimlar, floresans spektroskopisi igin dnemli bir

caligma alan1 olustururlar. Bu tiir yapilar biyoanalitik uygulamalarda, immiinoflorimetrik
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tekniklerde ve biyomolekiil isaretleme galismalarinda oldukga sik kullanilirlar (Lakowicz,
2002).

(CoHs)oN o) N*(CzHs),
90¢
l CO,H

Rodamin B

@)
1,4-bis(5-fenilokzazol-2-yl)benzen HO O 0 O OH
(POPOP) Floresein
=z
> CL
SN (CH=CH) N(CH)
NN N N~ | 2 3)2
| | oy
Acridine Oranj 4
Pridin 1

POPOP [ Kinin Akridin [l Rodamin
Silfat Oranj B

e S i— ,
FLOROFORLAR UV'DEN KIRMIZIYA

Sekil 1. 9. Baz tipik floresent bilesiklerin yapist ve floresans 1simalari
(Lakowicz, 2002).

Baz1 floresent gruplar floresans 6zellik gostermeyen veya az gosteren biyomolekiillere

baglandiginda, ona floresans Ozellik kazandirir veya spektroskopik 6zelligini degistirir.
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Buna isaretleme (labelling) denir. Isaretleme biyomolekiiliin yap1 ve fonksiyonlarmin
incelenmesine ve izlenmesine firsat verir. Bu uglar, protein, niikleik asit, hormon, biiylime
faktorii vb. gibi birgok biyomolekiillerle kovalent olarak baglanarak bu tiirlerin yap1 ve
fonksiyonlarmin incelenmesine olanak saglarlar. Elde edilen veriler patoloji, parazitoloji,
klinik teshis sonuglarinda kullanilabilmektedir. Floresent uglar genel olarak iki gruba
ayrilirlar: 1) Intrinsik (i¢ veya dogal) uglar: Bunlar dogal floresent maddelerdir. Aromatik
amino asitler, flavinler, klorofil tiirevleri gibi bilesikler. 2) Ekstrinsik (dis) uglar: Floresent
ozellik gostermeyen yapilara baglanirlar ve onlarin yapt ve ozellikleri konusunda bilgi
veren maddelerdir. Dansil kloriir, floresein, kumarin, rodamin ve ¢esitli bilesikler bu gruba

girerler.

1.3.7. Floroiyonoforlar

Iyon baglama ozelligi gdsteren molekiillere “iyonofor” maddeler denir. Eger bir
iyonofora floresent grup dahil edilirse olusan bilesik “floroiyonofor” olarak adlandirilir ve
katyonun molekiile baglanmasi lizerinden floresans Ozellik gosteren grubun fluoresans
ozelliklerindeki degisimin takibi ile kompleks olusumunun incelenmesi miimkiindiir. Sekil

1.10°da baz1 floresent gruplar gosterilmektedir.

D Qo0 QL
o )

Naftalin Antrasen Kumarin
*‘IO 0
. g
M
N{CH3)3
Dansil Piren Kinolin

Sekil 1.10. Bazi floresent gruplar

Floroiyonoforlar iyon tayinlerinde kullanilabilen molekiiler sensorler olarak
distintilebilir. Makrosiklik bilesikler ve selatlastirict bilesikler bu molekiiler sensorlerin

iyon baglayic1 kisimlarini olusturur. Molekiiler sensorlerin iyonofor kisimlar1 olarak
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makrosiklik bilesiklerden crown eterler, kriptandlar ve kaliksarenler kullanilabilir. Bu tiir
bilesikler supramolekiiler kimyanin ¢aligma konusudur (Beer vd., 1999). Selatlastirici
bilesikler de iyonofor olarak gorev yapabilir. Florofor ve reseptdr, bir floresent sensoriin

temel pargalaridir (Sekil 1.11).

FLOROIYONOQFOR
Eeseptor
(a) FLOROFOR birlesmemis
Reseptor
=gtirilmis
(b) [FLOROFOR .
birlesmis

Analit
Sekil 1.11. Floresent molekiiler sensorlerin temel goriintiisii

Sekil 1.11°de goriildiigii gibi florofor reseptor kisim ile birlesmis olabilecegi gibi (b)
bu iki kisim arasinda baska bir kisimda bulunabilir (a).

Cesitli sekillerde floroiyonoforlar olusabilir. Bu olusumlarda floresent sinyal iiretici
kisim iyonofora bir ara kisimla baglanabilecegi gibi direkt baglanma da gerceklestirebilir.
Ayrica iyonoforun bazi atomlarinin komplekslesmeye katildigi floroiyonofor olusumlari
mevcuttur. Sekil 1.12°de baz1 floroiyonoforlarin topolojileri gosterilmektedir (Valeur ve
Leray, 2000).
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Sekil 1. 12. Cesitli floroiyonoforlarin sematik gosterimleri (Valeur ve Leray,
2000).

1.4. Molekiiler Floresans Spektroskopisinin Uygulama Alanlari

Molekiiler floresans spektroskopisi, niikleer arastirmalarda uranyum tuzlarinin
belirlenmesinde, inorganik iyonlarin, vitamin Blve B2’in ve biyolojik ve cevresel
numunelerde eser bilesenlerin belirlenmesinde kullanilmaktadir.

Eosin, florosein, akridin, 2-naftakinon ve 2-hidroksi sinamik asit gibi floresent
bilesikler indikator olarak tercih edilmektedir.

Kromatografi (6zellikle HPLC) ve elektroforez cihazlarma spektroflorimetrinin

dedektor olarak eklenmesi pek ¢ok uygulama alaninda kolaylik saglamaktadir.
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Biitin bunlarin yaninda floresans spektroskopisi, biyolojik sistemlerdeki 6zel
bilesenleri tayin i¢in immiino test uygulamalarinda, DNA dizilemede, biyolojik sistemlerde
ligant baglama gibi ¢alismalarda kullanilmaktadir.

Floresans yontemlerinin biyokimya ve ¢evre kirliligi analizlerinde kullanilmas: hem
organik hem de anorganik maddelerin tayini igin biiyiik bir dneme sahiptir. Floresans
gosteren bir maddenin yaydigi 1sinin dalga boyu o madde i¢in karakteristik oldugundan
floresans analizleri ile maddelerin kalitatif analizi miimkiin olur. Kantitatif analizler ise
belirli bir konsantrasyon araliginda floresans siddeti ile konsantrasyon arasindaki iliskinin
dogrusal olmasindan yararlanilarak yapilir. Kolorimetrik veya spektrofotometrik
yontemlerle tayin edilemeyen cok diisiik konsantrasyondaki cézeltiler (10 - 10° M)
floresans yontemiyle tayin edilebilirler.

(Cozelti halindeyken floresans gosteren az sayida anorganik iyon bulunmaktadir.
Bunlardan en iyi bilineni uranil iyonudur. Bunlardan baska Cr**, Ce** ve TI" iyonlari da
floresans 0Ozellik gosterir. Az sayida anorganik iyon dogrudan dogruya floresans
gostermesine ragmen, pek ¢ok sayida anorganik iyon bazi aromatik yapida maddeler ile
selat olusturarak kuvvetli floresans yayan bilesikler olustururlar. Boylece pek ¢ok
elementin hassas bir sekilde tayinini yapmak miimkiin olmaktadir.

Bircok enzimin etkinlik Ol¢limleri florimetrik yontemle yapilabilmektedir.
Enzimatik etkinlik tayinindeki floresans olgtimleri, oda sicakligindaki ¢6zelti igerisinde,
organik bilesiklerin yapilarina 6zgii olan substrat ve koenzim dikkatle se¢ilerek reaksiyon
irinii olan bilesigin uyarma ve emisyon dalga boyu tayin edildikten sonra Olgiimler

yapilabilir.

1.5. Molekiiler Sensorler

Molekiiler sensorler veya kemosensorler analit ile etkilestiginde tespit edilebilen bir
degisiklik gosteren molekiillerdir. Bu degisiklikler genellikle spektroskopik olarak
incelenebilen degisikliklerdir. Yani sensoOriin analitle etkilesmesi sensor molekiiliin
spektroskopik Ozelliklerini degistirir. Mesela sensor, floresans oOzelligi gosteren bir
molekiil ise bu oOzelligi azalabilir, kaybolabilir veya artabilir. Bu degisimin
incelenmesinden analitin tayini yapilabilir. Boylece molekiiler sensorlerde konak — konuk

etkilesiminin olmasi s6z konusudur (Sekil 1.13).
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Konuk

Konak

Kompleks

Sekil 1. 13. Konak - konuk etkilesimi ile molekiiler sensér gosterimi

Reseptor, bazi fiziksel araglarla konugun varliginmi bildirebiliyorsa bir sensor olarak
kullanilabilir. Sensor ideal olarak 6zel bir konuk ic¢in se¢ici olmalidir. Sensor, konuk
molekiiliiniin varligini bildirmeli bunun yaninda konugun konsantrasyonunun izlemesine
de izin vermelidir. Konugun konsantrasyonunun izlenmesi fiziksel fonksiyon
gostergelerini izlenmek igin tibbi ve Kirlilik seviyesini izlemek igin ise ¢evresel a¢idan ¢ok
onemlidir (De Silva vd., 1997).

Farkl1 tiirdeki analitlerin belirlenmesi i¢in ¢ok sayida analitik metot mevcutur. Ancak
bunlar ¢ok masrafli olmalarinin yaninda biiyiik miktarda numune gerektirirler. Bu nedenle
molekiiler sensorler, analitik tayinde birincil 6neme sahiptirler. Molekiiler sensorler, iki
biiyiik sinifa ayrilabilirler; bunlar elektrokimyasal ve optik sensorlerdir.

Elektrokimyasal sensorler, redoks aktif birimin reseptor kisma baglanmasiyla elde
edilebilir. Reseptoriin yiikseltgenme - indirgenme o6zelliklerindeki bir degisme, siklik
voltametri (CV) gibi elektrokimyasal bir teknik ile belirlenebilir.

Optik sensorlerin en yaygin tipi floresent sensorlerdir. Ciinkii diger 151k - kaynakl
tayin metotlari arasinda floresans tayini yiiksek duyarlilik, yiiksek hiz ve yiiksek giivenlik
gibi ii¢ biiyiik avantaja sahiptir.

Yiiksek duyarliliklar1 sebebiyle molekiiler sensorler, biyolojik sistemlerde
kullanilmaya ¢ok uygundurlar.

Floresent sensorler tehlikeli bir {iriin olusturmadig1 ve numuneleri etkilemedigi veya

numunelere zarar vermedigi igin glivenle kullanilabilirler.
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1.5.1. Katyon Baglayici Floresent Sensorler

Katyon baglayici floresent sensorlerin tasarimi ve islevleri Sekil 1.14’de

FLOROIYONOFOR

FLOROFOR

gosterilmistir.

birlesmemis [

(AL A0
A

birlesmis [ FLOROFOR

»
ey

Sinyal verici kisim Sinyal alic1 kisim
= (et

Is18a dayali islemlerin katyonla kontrolii

e clektron transferi
e yiik transferi katyon oOzellikleri

e enerji transferi

T T

FOTOFIZIK SUPRAMOLEKULER
KIMYA

Sekil 1. 14. Katyon baglayict floresent molekiiler sensorlerin semast
(\Valeur ve Leray, 2000).

ligand yapisi

Bu sensorlerin olusumunda katyon kabul edici (alici) ve sinyal iiretici kisimlar ¢ok
onemlidir. Sinyal kismi sinyal doniistiiriiciisii olarak gérev yapar. Ornegin, katyon
baglanmasini; floroforun fotofiziksel 6zelliginde bir degisiklik olarak ifade eden optik bir

sinyale dontstiiriir. Bu degisikliklerin sebebi katyon baglanma ile elektron transferi, yiik
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transferi, enerji transferi, excimer (uyarilmis dimer) veya exciplex (uyarilmigs kompleks)
olusumu veya sonme gibi 1sma dayali islevlerin etkilenmesidir. Bu bakis agis1 fotofizik
alani ile iligkidir.

Floroiyonoforun alic1 (reseptor) kismi, ligant yapisini, katyon karakterini (iyon ¢api,
Iyon yiikii, koordinasyon sayis1 ve sertlik gibi) ve ¢6ziicliniin 6zelliklerini belirleyen etkin
ve segici bir bagin olusumundan sorumludur. Bu goriis ise supramolekiiler kimya alani ile

iligkilidir (Valeur ve Leray, 2000).

1.5.2. Katyon Baglayici Floresent Sensorlerin Calisma Mekanizmalari

Katyon baglayici floresent sensorleri 1s1ga dayali islemlerin yapisina gore 1) isina
dayali elektron transferi (PET), 2) 1s18a dayali yiik transferi (PCT), 3) uyarilmis dimer

olusumu seklinde siniflandirabiliriz (Valeur ve Leray, 2000).

1.5.2.1. PET Sensorler

Katyon baglayicit PET sensorler biiylik 6l¢iide ¢alisma konusu olmusturlar. Sekil
1.15’de gosterildigi gibi katyon alicisinin bir elektron dondr oldugu (6rnegin amino
gruplari) ve floroforun bir akseptor olarak rol oynadigi floroiyonoforda isina dayali

elektron transferi (PET) bir katyon tarafindan kontrol edilir.
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Sekil 1. 15. Metal katyonu ile 1sina dayali elektron transferindeki (PET) degisim (Gawley
vd., 2007).

Katyon baglanmadan once sensoriin florofor kismi 1smnla uyarildiginda HOMO
orbitalindeki bir elektron LUMO orbitaline geger. Bu durumda reseptor kismindaki donér
atomun (6rnegin amino grubundaki) HOMO orbitalinden floroforun HOMO orbitaline bir
elektron aktarilir. Boylece floroforun HOMO orbitalindeki elektron eslesmis olur. Bu
durumda floresans 1gimasina sebep olacak olan LUMO orbitalinden HOMO orbitaline
elektron aktarilmasi miimkiin olmaz. Bu da floresans soniimiine yani floresans kaybina
sebep olur.

Sensoriin reseptor kismi katyon bagladiginda ise; donér atomun redoks potansiyeli
artmistir. Boylece dondr atomun HOMO orbitali floroforun HOMO orbitalinden daha
diisiik enerjili olmustur ve PET islemi gerceklesmez. Bu durumda floroforun LUMO
orbitalinden HOMO orbitaline elektron gecisi miimkiin olur. Bu da floresans 1simasinin

artmasi1 anlamina gelir.
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1.5.2.2. PCT Sensorler

Elektron-veren gruplar igeren bir florofor elektron g¢eken grup ile konjuge oldugunda
151k ile uyarilma sirasinda dondrden akseptore molekiil i¢i yiik transferi azalir. Bir
katyonun dondr veya akseptor kisim ile etkilesmesi durumunda ise floroforun fotofiziksel
Ozelliklerinin degismesi beklenir. Cilinkii komplekslesmis katyon molekiil igi yiik transfer
oranini etkiler.

Floresent PCT sensorlerin PET sensorlerden temel farki, katyon baglanmasi ile PCT

sensorlerde floresans spektrumunda meydana gelen kaymadir (Sekil 1.16).

Dondr grupla etkilesim

Kirmiziya
kayma

Sekil 1. 16. PCT sensorlerde bir katyonun elektron veren veya alan grupla
etkilesimi sonucu olusan spektral kaymalar (Valeur ve Leray,
2000).

Bu kaymalar katyon reseptOriiniin yapisindaki fonksiyonel gruplara baghdir. PCT
sensorlerde katyon baglanmasi sonucunda floresans siddeti azalabilir veya artabilir.
Genellikle PCT ile floresans artis1 PET ile olan kadar fazla degildir.

Bu sensorlerde florofor kisim elektron dondr ve elektron akseptdr kisimlar

bulundurabilir. Isinla etkilesme sonucunda bu iki kisim arasinda molekiil i¢i yiik aktarimi
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gerceklesir. Floroforda elektron veren bir grup (bir amino grubu) katyonla etkilestiginde
konjugasyon azaldig1 i¢in bu grubun elektron verme karakteri diiser, gecis icin daha ¢ok
enerji gerekir ve maviye kayma gozlenir. Tersine akseptor grupla etkilesen bir katyon bu
grubun elektron ¢ekme karakterini arttirir. Boylece absorpsiyon spektrumunda daha az
enerji ile kirmiziya kayma ve molar absorpsiyon katsayisinda yiikselme goriiliir. Ayrica bu
tir etkilesimler ile kuvantum veriminde de degisiklikler belirlenmistir. Floresans

spektrumundaki bu kayma prensipleri absorpsiyon spektrumu i¢inde gegerlidir (Valeur ve
Leray, 2000).

1.6. Demirin insan Hayatindaki Onemi

Unlii Avustralyali molekiiler biyolog Michael Denton, evrendeki doga kanunlarmin
ve elementlerin insan yasami i¢in 6zel bir yapiya sahip oldugunu anlattig1 Nature's Destiny
(Doganin Kaderi) adli kitabinda, demirle ilgili olarak sunlar1 yazmaktadir: "Tiim metaller
arasinda, demir kadar yasam icin zorunlu olan biri daha yoktur. Diinyanin ilk kimyasal
farklilagsmasini saglayan, ilkel atmosferi ve sonunda denizleri meydana getiren 1s1, demir
atomlarinin yergekimi tarafindan merkeze dogru cekilmesiyle olusmustur.” (Denton,
2002).

2003 yilindan beri MagForce Nanoterapi denilen bir kanser tedavisi yonteminde
demir oksit tanecikleri kullanilmaktadir. Almanya’daki diinyaca tnlii Charite
Hastanesi’nden Dr. Andreas Jordan’in gelistirdigi bu yontemle manyetik likid hipertermia
(yiiksek 1s1li manyetik sivi) kanser hiicrelerini saglikli hiicrelere zarar vermeden yok

etmektedir.
Demir diinya iizerinde li¢lincii en yaygin elementtir ve yerkabugunun ylizde besini

olusturur. Demir elementi, diinya’da bu kadar fazla miktarda bulunmasina karsin, demirin
olusumu diinya disinda gergeklesmistir. Modern astronomik bulgular, diinya'daki demir
madeninin dis uzaydaki dev yildizlardan geldigini ortaya koymustur.

Demir viicudun disaridan aldigi, az miktarda ancak mutlak ihtiya¢ duydugu bir
elementtir. Giinliik en az 1,0 mg demiri yiyeceklerle disaridan almak gerekir. Insan
viicudunda demir, yap1 tasi olarak gorev yapmaktadir. Hemoglobin viicutta en ¢ok demir
iceren bilesiktir. Depolanmis haldeki demir ferritin ya da hemosiderindir. Viicutta
depolanan demir, erkeklerde yaklasik 1 gr, kadinlarda ise 0,5 gr’dir. Ferritin suda
¢oziinebilen depo demirken, hemosiderin ferritinin suda ¢6ziinemeyen firiiniidiir. Demir

plazmada transferrin denen proteine bagli olarak tasinir. Iskelet ve kalp kasinda
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miyoglobulin kisminda demir bulunur (Yilmaz, 1999). En oOnemli demir kaynaklar
Onem sirasina gore, et, karaciger, yumurta, bobrek, pekmez, kuru meyveler, yesil yaprakli
sebzelerdir. Demir bakimindan zengin olan diger besinler arasinda, kuru fasulye, kirmizi
mercimek ve bezelye gibi baklagiller de sayilabilir.

Demir insan viiciidunda her hiicrede bulunan bir mineraldir. Demir, hem fiziksel hem
de ruhsal saglik agisindan hayati 6nem tasimaktadir. Demir, ti¢ ana fonksiyona sahiptir;
bunlar ak¢igerden viicudun geri kalan kisimlarina oksijen tasima, saglikli bir bagisiklik
sistemini stirdiirmek ve enerji tiretimine yardimci olmaktir. Bunun yaninda yetersiz demir
aliimi demir eksikligine sebep olabilir. Demir eksikligi durumunda yorgunluk, uyusukluk,
daha sik enfeksiyonlar, soguga kars1 direngsizlik, 6grenme bozuklugu ve hypoferrimia gibi
haller goriilebilir. Bii yiizden inasanlarin giinlik almasi gereken demir miktar1 ¢ok

onemlidir. Tablo 1.1’de bu miktarlar verilmistir.

Tablo 1. 1. Onerilen giinliik alinmas1 gereken demir miktarlar:

Yas Aralig1 Demir (mg)
0-6 ay 10 mg
6-12 ay 15 mg
1-3 yas 15 mg
4-10 yas 10 mg
11-18 yas erkek 18 mg
19 yas tstii erkek 10 mg
11-50 yas kadin 18 mg
Gebe kadin 45-60 mg
Emziren kadin 45-60 mg

1.7. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler; bitkilerde dogal olarak bulunan ve antioksidan 6zellige sahip olan
cok oOnemli sekonder metabolitlerdir. Cogunlukla suda ¢Oziinlir ve aromatik zincir
halkasina bagli bir veya daha fazla sayida hidroksil grubu igeren, basit fenolik

bilesiklerden, yiiksek oranda polimerize olmus ¢ok sayida fenolik maddeler iceren genis
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bir gruptur. Yapilarindaki farkliliklara ragmen fenolik bilesikler polifenoller olarak da
adlandirilmaktadirlar (Balasundram vd., 2006).

Fenolik bilesikler temel olarak fenolik asitler ve flavonoidler olarak ayrilir.
Flavonoidler, fenolik bilesiklerin genis bir grubunu olusturur ve bu grupta flavonoller,
flavanoller, antosiyaninler, kumarinler, tanninler ve lignin gibi 6énemli maddeler yer alir.
Tablo 1.2°de fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi goriilmektedir.

Fenolik bilesiklerin bir alt grubu olan flavonoidler ise, bir asri askin bir siiredir
bitkisel pigmentler olarak bilinmektedirler. 1990 yilina kadar 5000°den fazla flavonoid alt
birimi saptanmistir (Du vd., 2008).

Tablo 1. 2. Fenolik bilesiklerin yapisal olarak siniflandiriimas: (Meral vd., 2012).

Fenolik Grup Ad1 Yaygim Ornek
Fenolik asitler
Hidroksibenzoik asit Gallik asit, Siringik asit, Total galatlar
Hidroksisinamik asit Kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit
Stilbenler Resveratrol
Flavonoidler
Antosiyaninler Depihidin-3-glikozit, Siyanidin-3-glikozit, Petunidin-3-
glikozit, Malvidin-3-glikozit
Flavonoller Kuersetin, Kaemferol, Kuersatagetin

Flavanoller (Flavan-3-oller) Katesin, Epikatesin, Epikatesin galat, Epikatesin-3-

gallat
Izoflavonoidler Genistein, Formononotein, Diadzein
Flavonlar Rutin, Apigenin, Luteolein
Flavononlar Mirisetin, Naringin, Naringenin

1.7.1. Flavonoidlerin Yapisi ve Olusumlari

Flavonoidler C6—-C3-C6 difenilpropan yapisindadir ve fenil gruplari arasindaki ti¢lii
karbon kopriisii, oksijenle halka olusturmaktadir (flavan halkasi). Degisik flavonoidler

arasindaki farklar; baglanan hidroksil gruplarinin sayisindan, doymamislik derecesinden ve
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ticliit karbon segmentinin oksidasyon diizeyinden kaynaklanmaktadir. Sekil 1.17°de

sirasiyla flavan halkasi, fenil benzopiron ve flavonoidlerin genel yapis1 goriilmektedir.

Flavan Fenil benzopiron Flavonoid

Sekil 1.17. Flavan halkasi, fenil benzopiron ve flavonoidlerin genel yapisi

Sekil 1.17°de goriilen fenil benzopiron yapisinda numaralarla gosterilen yerlerdeki C
atomlarina hidroksil (-OH) gruplarinin baglanmasiyla ¢ok ¢esitli flavonoidler meydana

gelmektedir. Bu flavonoidlerin iskelet yapilari Sekil 1.18’de gosterilmistir.
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Flavon Flavonol

OH

Flavanon Dihidroflavonol

Antosiyanidin Neoflavon

Biflavonoid Kalkon

Sekil 1.18. Flavonoidlerin iskelet yapilari (Kahraman vd., 2002).
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1.8. Flavonoidlerin Ozellikleri ve Kullanim Alanlari

Flavonoidler yillar 6nce arastirilmaya baslanmasina ragmen son yillarda yapilan
caligmalar flavonoidlerin antioksidan 6zelliklerinin yaninda antiinflamatuvar, antiallerjik,
antitrornbotik ve diger 6zelliklerinin de bulundugunu gostermektedir. Sayilan 5000' in
tizerinde oldugu tahmin edilen flavonoidler c¢ay, elma, sogan, baklagiller, domates ve
kirmizi sarapta bol miktarda bulunmaktadir (Stavric, 1994; Bors vd., 1990).

Flavonoidler bitkilerde antioksidan, enzim inhibitor ve isiktan koruma gibi bazi
onemli Ozelliklere sahiptirler. Ayrica bitkide enerjinin doniisimiine  ve Dbiiylime
hormonlarina etki etme gibi olaylardan da sorumludurlar (Harbone vd., 1982)

Flavonoidler, solunumu ve fotosentezi diizenleme ve bulasici hastaliklara karsi
savunma fonksiyonlarinda gorev alirlar (Granados vd., 2009).

Son zamanlarda flavonoidlerin, endiistrinin ¢esitli alanlarinda kullanilmasiyla ilgili
arastirmalarin sayist artmustir. Bu bilesiklerin antioksidan, cesitli {irin ve malzemeleri
boyama, metaller ile tepkimede bulunma gibi 6zellikleri onlarin besin, tekstil, deri,
metaliirji, t1p ve ziraat gibi alanlarda kullanimlarini arttirmistir.

UV isinlardan koruma ozellikleri flavonoidlerin kozmetik tiriinlerde 6nemli katki
maddesi olarak kullanilmalarini saglamistir (Deveoglu ve Karadag, 2011).

Flavonoidlerin kullanim amaci goz oniine alinarak 1970°1i yillarda gergeklestirilen
arastirmalar sonucu bu bilesiklerin ¢ok cesitli biyokimyasal ve farmakolojik aktivitelere
sahip olduklar1 belirlenmistir. Ornegin, bu tiir bilesiklerin antioksidan (Rice-Evans, 1999),
antimikrobiyal (Vazgeger vd., 2005), antiviral (Kaul vd., 1985) ve antiiilserojenik (Arif
vd., 2004) ozelliklere sahip olduklari agiklanmistir. Bunun yaninda flavonoidlerin
(kersetin ve kamferolun) antimutajenetik (Snijman vd., 2007) ve antikarsinojenik (Birman,

2012) etkilere sahip olduklari in vitro ve in vivo sartlarda belirlenmistir.

1.9. Metot Validasyonu

Analitik kimyacilarin laboratuarlarda elde ettikleri sonuglarin ne oranda dogru
olabilecegi baz1 yontemlerle tahmin edilebilir. Analizcinin elde ettigi sonug rakamla ifade
edilmeli, bu sonucun elde edilmesi sirasinda miimkiin hata kaynaklar1 ve bu hatalarin
sonug tizerindeki etkisi belirtilmelidir. Saglikli bir analiz sonucu elde edebilmek i¢in analiz

en az ¢ kez degisik numunelerle tekrarlanmalidir. Bir veya iki analiz ile elde edilen
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sonucun gercegi ne derecede yansittigini tahmin etmek oldukga giic, hatta olanaksizdir. Bu
yiizden yontem gegerliligi (validasyonu) yapilmalidir. Bir analitik metodun kendi amact
i¢in kabul edilebilir oldugunu kanitlayan islemlere metot validasyonu denir. Bu amagla;
validasyon; metodun 6zginliigli, dogrusalligi, dogrulugu, kesinligi, dogrusal araligi,
gozlenebilme ve tayin smiri, saglamligi gibi parametrelerin belirlenmesiyle saglanir

(Harris, 1995).

1.9.1. Dogruluk

Dogruluk (accuracy); analiz sonucunun gercek degere ne kadar yakin oldugunun bir
ifadesidir. Dogruluk, Olglimlerin aritmetik ortalamasimin dogru degere yakinligi olarak

tanimlanir ve % hata olarak da ifade edilir.

(XG 'XORT)

G

%Hata = x100 (1.4)

Denklem 1.4’te Xg dogru degeri, Xort ise Olglimlerin aritmetik ortalamasini

gostermektedir.

1.9.2. Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Yontemin kesinligi, herhangi bir degerin tekrarlanabilme kabiliyeti veya bireysel test
sonuglarinin birbirine yakinliginin bir derecesidir. Yontem kesinligi, standartlarin
onayladig1 bir dizi farkli dl¢limiin test sonuglarina etkisidir. Kesinlik % bagil standart
sapma ile verilir. Kesinlik i¢in kabul edilen kriter analizin tipine dayanir. Eczacilikta, kalite
kontrol analizi igin bagil standart sapma % 1’den daha iyi olan kesinlik kolaylikla
basarilabilirken g¢evresel ve besin numunelerinde kesinlik, daha ¢ok numune matriksine
dayanir. Ayrica kesinlik, analit konsantrasyonuna, analiz teknigine bagli olup bagil
standart sapma % 2 ve % 20 den fazlaya kadar ¢esitlilik gosterebilir.

Tekrarlanabilirlik, ayn1 kisi tarafindan aym sartlarda kisa zaman zarfinda aym
miktardaki 6rnegin belli bir yontem kullanilarak yapilan bir dizi islemin, kesinligi olarak

tanimlanir. Tekrarlanabilirlik, kesinligin bir gostergesidir.
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1.9.3. Secimlilik ve Duyarhhk

Yontemin se¢imliligi; analiti numunede varligi tespit edilmis analit ile girisim
yapabilen diger bilesenlerden farkli olarak Ol¢me yetenegidir. Numune matriksinde
bulunmasi gereken bilesenlerin yaninda analiz edilecek maddelerin dogru ve ozgiin
belirlenebilmesi, analitik yontemlerin se¢imliligini belirler. Duyarlilik ise test isleminin
konsantrasyonundaki kiigiik degisimleri kaydetme kapasitesidir. Kalibrasyon egrisinin

egimidir (Ertas ve Kayali, 2005).

1.9.4. Gozlenebilme Sinir1 (GS, LOD)

Bir analitik yontemin performansi genellikle gozlenebilme st ile 6lgiiliir.
Gozlenebilme smir1 konsantrasyon birimleri ile verilir (Denklem 1.5). Bir analitik 6l¢iimde
konsantrasyon cok diisiik ise tanik ile ayni degerde cevap alinir. Pratikte gozlenebilme
siir1, en az on tanik ¢dzelti i¢in Olciilen sinyallerin standart sapmasinin ii¢ kat1 alinarak

hesaplanabilir (Harris, 1995). ¢ : tanigin standart sapmasi, m: kalibrasyon grafiginin egimi

LOD =30/m (1.5)
1.9.5. Tayin Smr1 (TS, LOQ)

Gozlenebilme sinirinda tekrarlanabilirlik ¢ok diisiik oldugundan, gergek tayinler i¢in
sinir LOD degerinin bazen 5, bazen de 9 veyalO kat1 olarak alinir ki, bu degere tayin sinir1
adi verilir (Denklem 1.6). Bu simir i¢in 6nemli bir 6lgiit, kabul edilebilir bir bagil standart
sapma degeridir. Saglikli tayinler i¢in en az tayin sinirinin 3 kat1 kadar bir konsantrasyon
gereklidir (Harris, 1995). ¢ : tanik sinyalinin Standart sapmasi, m: kalibrasyon grafiginin

egimi

Log =22 (L.6)
m
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1.9.6. Calisma Arahgi

Tayin edilen alt ve ist tayin sinirlar arasinda yer alan cevap araligi bolgesi dogrusal

caligma aralig1 olarak tanimlanir.

1.10. Floresans Spektrometrisi ile Elementlerin Kantitatif Tayini

Gravimetri ve kulometri hari¢ biitiin analitik yontemler i¢in kalibrasyon gerekir.
Yontemin kalibrasyonu o6lgiilen analitik sinyal ile analit konsantrasyonu arasindaki
iligkinin belirlenmesidir. En ¢ok kullanilan iki yontem: Dis kalibrasyon dogrusu yontemi

ve standart ekleme yontemi’dir.

1.10.1. D1s Kalibrasyon Dogrusu Yontemi

Floresans spektroskopisinde kantitatif analizler Lambert-Beer yasasina dayanarak
yapilir. Konsantrasyonlar: bilinen standart c¢ozeltilerin kaydedilen floresans siddeti
degerleri, analit konsantrasyona karsi grafige gegilerek uygun bir kalibrasyon dogrusu elde
edilir. Daha sonra Ornegin floresans siddeti olgiiliir ve grafik yardimiyla analizi yapilan
elementin konsantrasyonu bulunur.

1.10.2. Standart Ekleme Yontemi

Analizde, numunenin bulundugu matriks etkisiyle fiziksel ve kimyasal girisimler
meydana gelebilir. Numunenin matriksi tam olarak bilinmediginde bu durum sonuglara
etki eder. Numunenin matriksinin tam olarak bilinmedigi durumlarda bu etkiyi gidermek
i¢in standart ekleme yontemi kullanilir. Bunun i¢in numune en az ti¢ kisma ayrilir. Birinci
kisim belli bir hacme saf su ile tamamlanir. Ikinci ve {iciincii kisimlara artan miktarlarda
standart ¢ozeltilerden eklenir ve hacmi ilk kisimla ayni1 degere kadar saf su ile tamamlanir.
Her ¢oOzeltinin absorbans veya floresans siddetleri Olgiilir ve eklenen standart
konsantrasyonlarina kars1 okunan degerler grafige gecirilir. Kalibrasyon dogrusunun yatay
ekseni kestigi noktanin negatif isaretlisi, ¢ézeltideki bilinmeyenin konsantrasyonunu verir.

Deneysel ¢alismalar sonucu elde edilen degerler, bu degerin dogrulugunu ve

giivenilirligini belirtecek sekilde verilir.
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1.11. Literatiir Ozeti
1.11.1. Demir Tayini Icin Onerilen Floresent Sensérler

Literatiirde demir tayini i¢in Onerilen sinirli sayida floresent sensér mevcuttur. Bu
calismalar agsagida 6zetlenmistir:

Jung vd., (2010), oksijen ve azot gibi metal baglayict kisimlar ve anyon baglama igin
hidrojen bag-donor kisimlar i¢eren yeni bir floresent reseptor (Sekil 1.19) sentezlemistir.
Bu reseptdriin fizyolojik olarak uygun katyon ve anyonlara karsi I' iyonunu segici olarak
tayin etmesi UV-vis spektrumundaki degismelerle arastirilmistir. Diger taraftan, reseptoriin
genis bir dogrusal konsantrasyon arahig1 iizerinde Fe** iyonunu selektif olarak baglanmasi
emisyon spektrumundaki degisme ile incelenmistir. Maksimum floresansin gerceklesdigi
438 nm’de gergeklestirilen florimetrik c¢alismalarda, THF/H,O (1:99,v/v) ¢0ozici
sisteminde HEPES ile tamponlandiginda Fe** igin yiiksek reseptor segiciligi gosterdigi
goriilmiistiir. Ligant ile Fe** arasindaki kompleks stokiyometrisi Stern-volmer egrisi ve Job
egrisi metotlariyla 1:1 olarak belirlenmistir. Fe* ve I icin minimum goézlenebilme siirlari
sirastyla 3,53x10™° M ve 4,25x107 M’dir. T i¢in dogrusal ¢alisma araligi 30 - 180uM, Fe*
icin ise 5 - 20 uM olarak bulunmustur. Bu ¢alismada, ayni sensor kullanilarak farkli
yontemlerle farkli analitlerin tayinine imkan verilmistir. Bu ¢aligma, iki farkli tayin modeli
kullanilarak, absorbanstaki degismelerle I ve emisyondaki degismelerle Fe** iyonlarini

tayin edebilen sensore ilk 6rnektir.

H O
N

. fNH NH 0
O -0 QO
H H

Sekil 1.19. Reseptoriin Fe** ve I iyonlarina baglanmasi (Jung vd., 2010).
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Zhang vd., (2010) dogal floresans molekiillerin iyon tayininde kullanilmasi {izerine
bir calisma gelistirmistir. Bu ¢alismada dogal floresent madde olan iiziim kabugu, Fe**
tayini igin bir sensdr olarak kullanilmistir. Uziim kabugunun ana pigmenti olan
antosiyanin, floresans maddesi olarak bilinmektedir. Uziim kabugunda bulunan ve sensér
olarak kullanilan antosiyanin bilesigi Sekil 1.20°de gosterilmistir. Antosiyanin metal
iyonlar1 ile kompleks olusturma 6zelligi nedeniyle, sensoriin floresans siddeti Fe** ile
sonmektedir. Ayrica, sensoriin spektral ozellikleri ve Fe** iyonuna florimetrik cevabi
incelenmistir. Bunun yaninda floresans siddeti iizerine pH’in, sicakligin ve yabanci
iyonlarin etkisi de calistlmistir. Sonug olarak; pH 5° de Fe** iyonunun tayin edilebilmesine
dayanan florimetrik bir metot gelistirilmistir ve iiziim kabuguna dayanan florimetrik
sensoriin Fe**” iin tayini icin ¢ok iyi ¢alistigi belirlenmistir. Uziim kabugu kaynakli bu
sensér, 1,0x10°® M ile 1,0x10° M (R?=0,9888) ve 3,2x10™° M ile 3,2x10™* M (R?=0,9856)
olmak tizere iki farkli konsantrasyon araliginda 60 °C’ta Fe** igin bir kalibrasyon cevabi
gosterilmistir. Fe** icin gozlenebilme smir1 0,419 pg/L olarak bulunmustur. Tayin igin

gelistirilen bu sensor gergek numunelere uygulanmamastir.

Sekil 1.20. Uziim kabugunda bulunan ve Fe** iyonunu tayini
icin Onerilen antosiyanin bilesigi (Zhang vd.,
2010).

Lee vd., (2014) benzimidazol ve antrasen olmak tizere iki floresent grup igeren bir
bilesik (Sekil 1.21) tasarlamistir. Boylece ayn1 uyarma dalga boyu ile floresans davranislar
oldukga farkli olan iki florofor gruptan meydana gelen ligant uyarilmistir. 1:1 asetonitril -
su ¢oziicii karisiminda 367nm’de uyarma gergeklestirildiginde 424 nm’de maksimum
emisyon meydana gelmistir. Bu calismada pH 7°’ye HEPES tamponu kullanilarak
ayarlanmistir. Gegis metallerine kars1 yapilan caligmalarda ligandin Fe® iyonlarina karsi

secici ve spesifik davrams gosterdigi belirlenmistir. Boylece ligandin Fe** iyonlarinin
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tayininde sensor olarak kullanilabilecegi Onerilmistir. Ancak gercek numunelere

uygulamalar gergeklestirilmemistir.
& H
SUSASILS
N
(J
QO NH

Sekil 1. 21. Fe*" tayini icin 6nerilen benzimidazol ve antrasen iki
floresent grup iceren bir bilesik (Lee vd., 2014).

Casanueva-Marenco vd., (2012) 2-hidroksi-1-naftaldehit’in 4-feniltiyosemikarbazit
reaksiyonu ile Fe** iyonu icin yeni bir sensér (Sekil 1.22) olusturmustur. Yapilan calisma
THF:su (9:1) ¢oziicii sisteminde 1x10™° M’lik bilesigin pH 7,4’te 17-37 uM (1,0-2,1
mg/L) araliginda Fe** iyonlarini tayin edilebilecegini gdstermistir. Ancak bu calismada
bilesigin gercek numunelerde demir tayininde kullanimina yonelik bir bilgiye

rastlanmamuistir.

OH

Sekil 1. 22. Fe*" tayini igin onerilen 2-hidroksi-1-naftaldehit’in
4-feniltiyosemikarbazit ile reaksiyonu ile olusan
sensor bilesik (Casanueva-Marenco vd., 2012).
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Senthilnithy vd., (2008) naftalen grubu tasiyan aminodihidroksamik asit bilesigini
(Sekil 1.23), 1x10°M konsantrasyonunda kullandiklarinda metanol:su (1:1) ortaminda pH
3'te Fe** iyonunu 1,0x10°-1x10% M (0,6-5,6 mg/L) araliginda tayin edebilmektedir.
Gozlenebilme sinir1 0,3 mg/L olarak verilmistir. Bu ¢alismada sonme mekanizmasina bagli
olarak bilesigin Fe*" iyonlari ile 1:1 ve 1:2 kompleksleri olusturdugu gériilmektedir. Bu
komplekslerin kararlilik sabitleri sirasiyla log K=3,30 ve 9,05 olarak verilmistir. Bu

yontem de ger¢ek numunelere uygulanmamustir.

o

Sekil 1. 23. Naftalen floroforu tasiyan aminodihidroksamik asit bilesiginin
Fe** iyonu ile muhtemel kompleksi (Senthilnithy vd., 2008).

Luo vd., (2004) 3-hidroksipiridin-4-on yapisinin floresent metoksikumarin grubuyla
kombinasyonundan olusmus bir floroiyonofor bilesik (Sekil 1.24) 6nermistir ve bilesigin
Fe** iyonu ile etkilesimi floresans siddetinde azalma ile sonuglanmustir. Yapilan calismada
bu bilesigin K", Na', Mgz+, Ca2+, Mn2+, Fe3+, C02+, cu®* ve zZn* iyonlar1 arasindan Fedt
iyonuna karsi secimli komplekslesme ozelligi gosterdigini belirlenmistir. Bu &zellige
dayanarak 0 - 1,0x10° M (0-0,06 mg/L) arahiginda Fe** iyonunun pH 7°de sulu ¢ozeltide
tayin edilebilecegi bildirilmistir. Ancak Onerilen metodu gercek numunelere

uygulamamiglardir.
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Sekil 1.24. Fe** tayini icin 6nerilen metoksikumarin floroforu tasiyan
floroiyonofor bilesik (Luo vd., 2004).

Singh vd., (2009) aminobisulfonat iyonoforunun naftalen floroforu ile
birlesmesinden olusmus bir floroiyonofor bilesik (Sekil 1.25) énermistir. Fe** iyonlarinin
baglanmas bilesigin floresans siddetinde sonmeye sebep olmustur. Bunun sebebinin Fe**
ve uyarilmig naftalen grubu arasindaki elektron/enerji transferinin oldugu bildirilmistir. Bu
bilesik fizyolojik pH’da Fe** iyonu i¢in diger bir cok metal iyonuna gére secimli bir sensér
olarak 6nerilmistir. Sensoriin Fe** iyonunu sulu ¢ozeltide 16-63 pM (0,9-3,5 mg/L)
dogrusal aralikta tayin edebildigi goriilmiistir. Stern-Volmer analizleri kompleks
bilesiminin 1:1 ve Benesi-Hilderbrand esitligi kompleks kararlilik sabitinin log K=4,88
oldugunu gostermistir. Gozlenebilme simir1 0,1 mg/L olarak bildirilmistir. Ancak bu
calismada da bilesigin gergek numunelerde demir tayininde kullanildigina dair bir bilgi

verilmemistir.

SO; Na*

SO; Na*

Sekil 1.25. Fe*" tayini icin 6nerilen naftalen floroforu tasiyan
floroiyonofor bilesik (Singh vd., 2009).

Feng vd., (2007) tarafindan B-siklo dekstrinli 2,6-bis(benzoksazoli)piridin, Fe** icin

.« . . o . . . . + . -
secici ve duyarli bir floresent kemosensor olarak Onerilmistir. Fe® iyonu varliginda
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floresans soniim gerceklesmistir (Ay= 320 nm ). Yapilan ¢alismada ¢oziicii sistemi, etanol
su (1:9) karisim1 olarak se¢ilmis ve pH optimize edilerek 7°ye ayarlanmistir. Artan Fe**
iyonuna kars floresans sonliimii Stern-Volmer esitligi ile incelenmistir ve soniim sabiti
1,25x10* M™ olarak hesaplanmustir. Bu ¢alismada 6,0x107 M’lik Fe** konsantrasyonuna
kadar Stern-Volmer iliskisinin dogrusal (R=0,99927) oldugu belirlenmistir. 1,47x107
mg/mL pB-siklo dekstrinli 6,63x10° M 2,6-bis(benzoksazoli)piridin kullamldiginda Fe**
icin gozlenebilme siniri 6,0x107 M olarak verilmistir. Gergek numunelerde uygulama
yapilmamustir.

Meng vd., (2012) mikro miktardaki Fe** iyonunun tayini igin yeni ve duyarh
florimetrik bir metot gelistirmistir. Bu metot klorogenik asit ¢ozeltisindeki Fe* iyonunun
floresans sonme etkisine dayandirilmigtir. HAc-NaAc tampon ¢ozeltisinde (pH 4,0)
klorogenik asidin maksimum uyarma ve emisyon dalga boylari sirasiyla 338 nm ve 420 nm
olarak bulunmustur. 9,30X10'8 M go6zlenebilme smir ile 3,2X10'7 M ile 1,OOX10'4 M
konsantrasyon arasinda dogrusal bir iligki bulunmustur. Gergek numunelerde uygulama
yapilmamustir.

Long vd., (2008) sefradin’in (CEPC) floresansinda Fe**’iin soniim etkisine
dayandirilan mikro miktardaki Fe®* iyonunun tayini i¢in yeni ve duyarl bir florimetrik
sontimii metodu gelistirmistir. pH’1 3 olan HCI ¢6zeltisinde sefradin’in miktar1 0,11 g/L,
maksimum uyarma ve emisyon dalga boylari ise sirasiyla 351 nm ve 431 nm’dir. Bagil
floresans siddeti ve Fe*"iin konsantrasyonu arasinda 1,6X10'6 mol/L’den 6,3X10'4
mol/L’ye olmak tizere dogrusal bir iliski bulunmustur. Gozlenebilme siniri 6,25x10”’
mol/L ve % bagil standart sapma (N=11) 2,10 olarak hesaplanmistir. Ancak metod gercek
numunelere uygulanmamigtir.

Tavallali vd., (2010) Fe*" iyonunun eser miktardaki tayini igin basit ve etkili bir
spektroflorimetrik metot gelistirmistir. Metot, yiizey aktif olarak TX-100 varhginda Ce*"’
nin floresans siddeti iizerine Fe**’1n séniim etkisine dayandirilmigtir. Ce-Fe-TX-100 i¢in
sinyaller A,y=303,5 nm’de ve Aem= 354 nm’de gozlenmistir. Metot, optimum sartlarda; pH
4’de ,[TX-100]=% 8,33x10™’de (v/v), 25°°de, 0,13 pg/mL gozlenebilme sinirt ile 0,2-15
ng/mL Fe®" tayinine imkan saglamistir. Cahismada bazi inorganik anyon ve katyonlar i¢in
sonlim etkisi arastirilmistir ve ciddi bir girisim etkisi gdzlenmemistir. Ger¢ek numunelerde

Uygulama yapilmamustir.

Cha vd., (1996) hidrazon tiirevi bir ligant olan 2-pridinkarbaldehit-5-nitro-

pridilhidrazon kullanarak, metanol-su ortaminda direkt Fe*" tayini gerceklestirmislerdir.
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Ligant konsantrasyonu 1,0x10% M olarak secilmistir. Yiizey aktif madde olarak
hegzadesiltrimetilamonyum bromiir ve pH ayarlamak i¢in hegzametilentetramin maddeleri
saf suda ¢oziilerek kullanilmistir. Yontem i¢in optimum pH 7,0 olarak belirlenmistir.
Uyarma dalga boyu 300 nm olarak se¢ilmis ve 420 nm’deki floresans siddetleri
Olglilmistiir. Tayin araligi 0,20-1,45 mg/L, gozlenebilme smirt 0,028 mg/L, % BSS 0,3

mg/L olarak bulunmustur. Ancak bahsedilen ¢alisma ger¢cek numunelere uygulanmamastir.

1.11.2. Gercek Numunelerde Demir Tayininde Kullanilan Floresent Sensorler

Literatiirde demir tayini i¢in Onerilen ve gergek numunelerde uygulanan floresent
bilesikler oldukca sinirlt sayidadir ve asagida 6zetlenmislerdir:

Mao vd., (2010) rodamin bazli bir floresent bir bilesigi (Sekil 1.26) Fe** iyonunun
secimli tayini icin Gnermistir (Mao vd., 2010). Bu bilesik Na*, K*, Mg?*, Ba**, AI**, Pb®",
Fe?*, Co**, Ni**, cu*, zn** ve Cd* varliginda Fe¥* iyonuna se¢imli davranmuistir.
Optimum pH’1 ayarlamak i¢cin HEPES tampon ¢o6zeltisi kullanilmistir. Uyarma dalga boyu
olarak 500 nm se¢ilmis ve 552 nm’deki floresans siddetleri ol¢iilmustiir. Bu metot musluk
suyunda ve atik sularda demir tayininde kullanmistir. ICP-AES metodu ile musluk suyu
numunesinde 78,5 mol/LL ve atik su numunesinde 189,3 mol/L olarak bulunan Fe¥*

miktarlar1 6nerilen metot kullanilarak sirasi ile 75,4 ve 187,3 mol/L olarak bulunmustur.

Metodun tayin araligi 3,4 pg/L -0,4 mg/L olarak verilmistir. Gozlenebilme sinirt ise 0,8

pg/L dir.

ZI

Sekil 1.26. Fe* tayini i¢in Onerilen rodamin esasli floresent bir bilesik
(Mao vd., 2010).
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Rodamin, fotofiziksel ozellikleri nedeniyle en ilgi ¢ekici florokromoforlardan
biridir, son zamanlarda agir metal iyonlarinin tayini i¢in rodamin esasli ve polimerik
kemosensorlerin gelistirilmesi tizerinde ¢ok¢a durulmustur. Bununla birlikte, Fe* tespiti
igin literatiirde sadece bir ka¢ kemosensors mevcuttur. Chereddy vd., (2012) alt1 yeni
rodamin esasli kemosensor sentezlemistir. Yapilan bu ¢aligmada, Sekil 1.27°de gosterilen
kemosensorii  floresans ozelliklerinden yararlanarak, sulu numunelerde toksik Fe*
iyonlarina maruz kalmis fibrolast canli hiicrelerinin goriintiilenmesi kemosensoriin olasi bir

uygulamasi olarak sunulmustur

Sekil 1.27. Fe*' tayini i¢in Onerilen rodamin  esasli bir
kemosensor (Chereddy vd., 20102).

Ragos vd., (1998) 4-hidroksikinolin bilesigini (Sekil 1.28) biiyiik bas hayvan
karacigerinde Fe¥* iyonunun tayininde kullanilmistir. Fe* iyonu ligandin floresans
siddetinde sonmeye sebep olmustur. 305 nm’de uyarma ile Ol¢iimler 380 nm’de
yapilmistir. Onerilen tayin bazik ortamda (pH=10, KOH ile) mikromolar konsantrasyonlar
icin gerceklestirilmistir. Siir karacigerinde Fe* tayinini ciddi sekilde etkileyen metal
katyonlarin1 maskelemek i¢in potasyum floriir ve trietilentetramin ¢ozeltileri kullanilmistir.

Yontem i¢in tayin araligi 5 - 10 umol/L, % BSS 0,80 olarak bulunmustur.
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Sekil 1.28. Fe**  tayini  icin  onerilen  4-
hidroksikinolin (Ragos vd., 1998).

Sivaraman vd., (2014) Rodamin 6G florofor ve 2-formil imidazol’un reaksiyonundan
iki rodamin kaynakli sensor olan RD-1 ve RD-2 bilesiklerini (Sekil 1.29) sentezlemistir.
RD-1 ve RD-2, pH 7,4 tampon ¢ozeltilerinde, Fe* iyonlarina kars1 ¢ok yiiksek secicilik ve
tam bir duyarlilik gostermistir. RD-1 ve RD-2 bilesiklerine (DMSO/H,O’da 2:8, pH
7.4°de) 1:1 oraminda Fe** eklenmesiyle renksizden pembeye bir renk degisimi
gerceklesirken kompleksler (RD-l-Fe3+), RD-Z-F83+) floresans o6zellik kazanmistir. Bu
komplekslerde 523 nm’de kuvvetli bir absorbans goriilmiistiir. Job egrisi ve ESI-MS
calismalarina gore; bilesiklerle Fe®* arasinda 1:1 bir baglanma modeli oldugu 6ne
sirilmiistiir. Bu ylizden RD-1 ve RD-2, floregenik ve kromogenik senérler olarak
Onerilmistir. Sensorler, canli hiicre olaran Candida albicans hiicrelerinde, goriintiileme

uygulamalarinda kullanilmistir.

RDI-1 RDI-2

Sekil 1.29. Fe*" tayini icin dnerilen RDI-1 ve RDI-2 bilesikleri (Sivaraman vd., 2014).
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Cha vd., (1998) salisilik asit-Fe** komplekslesmesinden faydalanilarak salisilik
asidin (Sekil 1.30) floresans siddetindeki azalmay: olcerek Fe***iin spektroflorimetrik
tayinini incelemistir. Yapilan bu ¢alismada salisilik asit sulu ¢ozeltilerde 299 nm’de
uyarildiginda, 409 nm’de Fe*’nin eklenmesiyle dogrusal olarak azalan bir emisyon
siddetine sahip oldugu gésterilmistir. Fe** tayini i¢in, dogrusal arahk 1x10° - 10x10° M
(0,0558 - 0,558 mg/L) ve gozlenebilme simri ise 5x10° M’dir. pH 8’¢ ayarlamistir.
Onerilen metot musluk suyu ve dogal su numunelerinde uygulanmistir. Toplam demir
miktarini tayin etmek icin su numunelerine KMnO, ilave edilerek Fe?* iyonlar: Fe**'ya
yiikseltgenmistir. Tayin sonuglart ICP-AES sonuglartyla karsilastirilarak dogrulugu

gosterilmistir.

OH

OH

Sekil 1.30. Fe** tayini i¢in 6nerilen salisilik asit (Cha
vd., 1998).

Lin vd., (2009) fenantroimidazol tiirevi olan 2-(4-(2,2-Bipridin-5-il)fenil)-1H-
fenantro[9,10-d] imidazol bilesigini (Sekil 1.31) (5uM %50 sulu metanol’de ), Fe** i¢in
orantili floresent sensér olarak kullanmustir. Fe** tayini i¢in pH aralig1 olarak 5-10 arasi
uygun bulunmustur. Ligandin Fe®* ile etkilesmesiyle 440 nm ve 500 nm de emisyon
siddetlerinin oranlarinin 0,36 dan 3,24’e artig1 goriilmiistiir. Fe*" icin sensoriin tayin araligi
1,0X10'5-1,5X10'4 M ve gozlenebilme sinir 5,26X10'6 M olarak belirlenmistir. Gelistirilen
metot, Yuelu kaynak sularina, musluk sularina ve Xiang nehir sularina uygulanmistir.
Bunun igin su numunelerine 1x10®° ve 5x10* M konsantrasyonda Fe®* Kkatilarak
gerikazanim calismalar1 gergeklestirilmistir. Ornegin, 1x10° M Yuelu kaynak suyunda
yapilan tayinde 99,4 % geri kazamm ve 0,03x10” bagil standart sapma ile Fe** iyonu
miktart 4,97 x 10®° mol/L ; 5x10* M Yuelu kaynak suyunda ise 98,0 % geri kazanim ve
0,05x10™ bagil standart sapma ile Fe** miktari 0,98 x 10 mol/L olarak bulunmustur.



45

Sekil 1. 31. Fe** tayini i¢in 6nerilen 2-(4-(2,2-Bipridin-5-il)fenil)-1H-
fenantro[9,10-d] imidazole (Lin vd., 2009).

Sayour vd., (2011) suda ¢6ziinen 1-naftol-2-siilfonatin potasyum tuzunun (Sekil 1.32)
floresans siddeti tizerine Fe*"iin séniimii etkisi kullamlarak Fe*" akiskan enjeksiyonlu
analizi i¢in duyarli ve secici bir metot gelistirmistir. Floresans emisyon spektrumlar1 283
nm’de uyarma ile almmustir. 1-naftol-2-siilfanatin emisyon siddetinin Fe** konsantrasyonu
ile dogrusal olarak diistiigii belirlenmistir. Akis enjeksiyonlu analiz ile Fe** i¢in bu diizgiin
dogrusallik aralik 0,1-18ug/mL ve goézlenebilme smirt ise 3,4 ng/mL olarak bulunmustur.
Metot ile endiistriyel atik numunelerinde ve sehir kanalizasyon numunelerinde 6lgiim

yapilmustir. Sonuglar 0,6 - 1,6 % BSS araliginda bulunmustur.

OH

Sekil 1. 32. Fe** tayini i¢in 6nerilen 4-hidroksikinolin 1-
naftol-2 sulfonat’in potasyum tuzu (Sayour vd.,
2011).

Rodrigues vd., (2014) etkili basit bir kantitatif metot gelistirmistir. Bu ¢alismada
sebzelerin kat1 ve sivi yaglarindan elde edilen biyo dizellerde demirin florimetrik olarak
tayini Onerilmistir. Tayin i¢in suda c¢ozilen CdTe kuantum noktalariyla kaph

merkaptopropiyonik kullanilmistir. Tayin oncesinde sivi yag numunelerinden ultrasonik
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banyo kullanilarak 1:1 (v/v) der. HCI : der. H,O, karisiminda 50 dak. yaklasik. %100
oranda demir ekstrakte edilmistir. Cozeltilerin floresans siddetleri 400 nm uyarma dalga
boyunda 420-700 nm arasinda tarama yapilarak Kkaydetilmistir. Bu biyodizel
numunelerdeki kompleks matriksindeki eser elementlerinin tayini igin iki farkli
kalibrasyon dogrusu gelistirilmistir: bunlar sulu ¢6zelti ile genel teknik ve metalo-organik
standartlar ile standart ekleme teknikleridir. Elde edilen kalibrasyon grafiklerinin egimleri
ayni oldugundan matriks etkisinin olmadigina karar verilmistir. Optimize deney sartlarinda
demir tayini i¢in; dogrusal ¢alisma araligi, 4,16-100 pg/L (R?=0,9996, N=6), gbzlene
bilme siniri, 1,25 pg/L olarak bulunmustur. Bes biyodizel numuneden (soya fasulyesi,
musir, aycicegi, kanola ve sigir i¢ yagi ) gelistirilen metotla elde edilen demir sonuglari
bilinen bir yontem ile HR-CS GFAAS’den elde edilen sonuglarla kiyaslanarak dogrulugu
gosterilmistir. Ayrica sonuglara 6grenci t-testi uygulanmistir. Bu numunelerde % 4’tin
altinda sapma ile geri kazanim ¢alismalar1 da gergeklestirilmistir.

Xu vd., (2013) naftalimid tirevi bir bilesikten 2-hidroksietil metakrilat
aktiflestirilmis cam lamel iizerinde UV-1sinlama ile kopolimer elde etmistir. 25°C’ta 0,05
mol/L Tris/HCI (pH 6,02) tampon ¢ozeltisine Fe** eklendiginde optik sensériin floresans
siddetindeki diisiise (Ayy= 408 nm ve Aem= 521 nm’dir) dayandirilarak Fe**’nin secici
olarak tayini Onerilmistir. Yapilan calismada Fe*’nin kantitatif tayininde, bulunan
dogrusal aralik 1,5X10'5-1,0X10'3 M ve gozlenebilme sinir1 ise 4,5X10'6 M olarak
verilmistir. Bu Fe®' duyarli membranin en az iki ay siire kararli oldugu belirlenmistir.
Metodun dogrulugu ve kesinligi, sudaki demir (1,0 mol/L HNOj3’de) ve standart referans
materyaller analiz edilerek degerlendirilmistir. Gelistirilen sensoér hazirlanmis ilag
numunelerindeki demir tayinde kullanilmistir. Optimize sartlar altinda ii¢ cesit siilfat
tableti analiz edilmistir. Sonuglar bilinen bir yontem olan redoks titrasyon sonuglariyla
karsilagtirildiginda % bagil hatanin -2,5 degerinin altinda oldugu belirlenmistir.

Gang vd., (2004) Fe*" iyonu ile 2.4-diklorofenilfloron’un floresans soniimiinii
kullanarak Fe** iyonu tayini igin yeni bir metot gelistirmistir. Fe** iyonunun bu bilesik ile
1:4 kompleks olusturdugu molar oranlar yontemine gore belirlenmistir. 5,2-5,9 tampon
¢ozeltisinde Fe** iyonu ve ligant kirmizi renkli bir kompleks olusturmaktadir. Uyarma ve
emisyon dalga boylar1 sirasiyla 282 nm ve 560 nm olarak saptanmistir. Fe* iyonu igin 4
ng/mL ile 24 ng/mL arasinda dogrusal bir aralik goriilmiistiir. Gergek numunelde tayin igin
Cin’deki bitkisel ilaglarda ve cayda 5’den daha diisiik % bagil hata ile Fe** iyonu tayin

edilmistir.
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Asan vd., (2010) salisilik asit kullanarak etanol-su ortaminda direkt florimetrik Fe**
tayin etmistir. Tayin i¢in akis enjeksiyon sistemi kullanilmistir. Bu amag i¢in katyon
degistirme recinesi igeren bir mini zenginlestirme kolonu akis enjeksiyon analiz sistemine
baglanmistir. Tasiyic1 ¢ozelti 2x10° mol/L salisilik asit icerecek sekilde hazirlanmis ve
pH’1 8,5 olarak ayarlanmistir. Uyarma dalga boyu 299 nm olarak secilmis ve 409 nm’deki
floresans siddetleri olgiilmiistiir. Yontemin tayin araligi 5-100 pg/L, gbzlenebilme siniri
0,3 ng/L, % BSS 1,25 ve 6rnekleme hiz1 60 h* olarak belirlenmistir. Bahsedilen ¢alisma
ile deniz suyu, nehir suyu ve kaynak sularinda Fe** iyon tayini yapilmustir.

Zhou vd., (2012) bir schiff baz1 olan 2-pridinkarbaldehid-p-fenilhidrazon ligandini
kullanarak siit tozu ve yasmin ¢ayinda Fe®* iyon tayini gerceklestirmistir. Ligandin ¢aligma
konsantrasyonu 2x10™ mol/L olarak se¢ilmistir. Optimum pH asetik asit-sodyum asetat
tamponu kullanilarak 4,6 olarak belirlenmistir. Tayin ¢ozeltisinin floresans kararliliga
ulagmasi i¢in 30 dakika beklenmistir. Uyarma ve floresans siddetlerinin kaydedildigi dalga
boylar1 sirasi ile 288 ve 344 nm olarak seg¢ilmistir. Yontemin dogrusal araligi 6,0x107'-
1,0x10° mol/L, gozlenebilme sinir 3,6)(10'7 mol/L, % BSS’s1 1,0x10° mol/L demir tayini
i¢in 4,9 olarak bulunmustur. Bilinen bir metotla AAS’de 134,2 ug olarak bulunan 1 g siit
tozu ornegindeki Fe®" miktar;, Snerilen metotla % 3,8 hata ile 1394 pg olarak
bulunmustur. Ayn1 sekilde 1 g yasmin ¢ayinda 192,5 pg olarak bulunan Fe** 6nerilen
metotla % -1,6 hata ile 189,5 pg olarak bulunmustur.

Yi vd., (2013) fosfonik asit bagli floren tiirevleri olan 9,9-bis(3 "-fosfonik asit propil)-
2,7-difenilfloren ve 2,7-difenilfloren-9-ilfosfonik asit ligandlar1 ile su numunelerinde Fe®*
tayini yapmiglardir. Tayinler Tris-HCI tamponu kullanilarak pH 7’de gergeklestirilmistir.
Floresans kararliliga ulasmak igin her iki ligant durumunda da tayin ¢o6zeltileri 24 saat oda
sicakliginda bekletilmistir. Ligandlarin floresans 6l¢timleri i¢in uyarma dalga boyu 330 nm
oldugu zaman spektrumlarda hem 377 nm ve hem de 359 nm’de soniim gdzlenmis ve
hesaplamalar bu dalga boylarinda yapilmistir. ilk ligant ile tayinde ydntemin tayin araligi
1-8 uM, gozlenebilme smir1 0,02 pM olarak, ikinci ligant ile tayinde ise yontemin tayin
araligr 1-5 pM, gozlenebilme sinirt 0,01 uM olarak hesaplanmistir. ICP-OES metodu ile
musluk suyu numunesinde 1,218 uM olarak belirlenen Fe®" miktart ilk ligant ile 1,382 uM,
ikinci ligant ile 1,314 uM olarak bulunmustur.

Du vd., (2013) bir ¢esit rodamin B tiirevi olan rodamin amit (RHA) floresans probu
ile asetik asit-sodyum asetat tamponu kullanarak su numunelerinde Fe** tayini

gerceklestirmislerdir. Ortam pH’1 3,2 olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada Fe**’min ortamda
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fazla miktarda bulunan KI ile reaksiyonu sonucu olusan I3~ anyonunun agir atom etkisi ile
ligandin floresans siddetindeki azalma temel alinmustir. Fe** ve KI arasindaki reaksiyon
igcin 10 dak. beklenmistir. Tayin ¢ozeltisi 510 nm’de uyarilmis ve 575 nm’deki floresans
siddetleri Olgiilmiistiir. Yontemin tayin araligr 0,5 - 5 umol/L, gozlenebilme siir1 0,3
umol/L, tayin smir1 0,5 umol/L olarak hesaplanmistir. Yontem gol suyu, atik su ve musluk
suyu numunelerine uygulanmistir. % BSS degerleri bu numuneler i¢in 2,0 - 6,0 arasinda

bulunmustur.

Shamsipur vd., (2013) yeni bir floresent kimyasal sensoér olan 5-(8-hidroksi-2-
kinolinmetil)-2,8-ditia-5-aza-2,6-piridinifen ligandin1 sentezlemisler ve Fe**’nin segici
tayini i¢in kullanmiglardir. Tayin igin, ligant, toz PVC, o-nitrofenil oktil eter ve sodyum
tetrafenilborat maddelerini farkli oranlarda igeren ¢ozeltiyi tozsuz bir cam plaka tizerine
yayarak bir membran hazirlamislardir. Tayinden 6nce floresans kararliliga ulagsmasi igin
membran pH’1 5,5 olan bir asetat tamponu ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilmigtir. Yontemin
dogrusal araligt 1,0x107 - 6,0x10* M, godzlenebilme smur 5,0x10° M olarak
hesaplanmuistir. Sirastyla 1spanak ve piring numunelerinde ICP-OES yontemi ile 15,10 pg/g
ve 26,40 pg/g olarak bulunan Fe** miktarlar bahsedilen metot ile % 2 bagil hata ile 15,4
ng/g ve %1,1 bagil hata ile 26,1 pg/g olarak bulunmustur. Metot ayrica su numunelerine

de uygulanmis ve sonuglar % 0,5 - 1,9 bagil hata araginda bulunmustur.

Huang vd., (2013) dogal bir polisakkarit olan sitozan polimeri ile insan serumunda
direkt Fe** iyon tayini yapmustir. Sitozan yapisi geregi diisiik bir floresans siddetine
sahiptir. 95°C’de 9 saat 1sitilarak sitozanin floresans siddeti arttirilmustir. Isitma isleminden
once asetik asit-sodyum hidroksit tamponu kullanilarak sitozan g¢ozeltisinin pH’1 6,0’a
getirilmistir. Sulu asetik asit ¢ozeltisinde ¢oziilen sitozan polimerinin optimum calisma
konsantrasyonu 3 mg/mL olarak belirlenmistir. Orjinal sitozan ¢ozeltisinin 325 nm olan
uyarma dalga boyu 1sitma prosediiriinden sonra 335 nm olarak belirlenmistir. 432 nm’deki
floresans siddetleri Olc¢lilmiistiir. Yontemin dogrusal araligi 1,96x10® - 2,0x10° M, %

BSS’si 6,8 olarak hesaplanmustir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Cihazlar

IR Spektrofotometresi

PTIQ Spektroflorimetresi

UV-vis Spektrofotometresi

pH metre

Analitik terazi

Vorteks ¢alkalayici

Kapali sistem mikrodalga

¢Oziiniirlestirme Cihazi

Destile/deiyonize su cihazi

Kondiktometre

LC-MS

Bitki Etiivii

:Perkin Emler One FT-IR Spektrofotometre
(K.T.U. Kimya Boliimii)
: QM-4-2006 A Photon Technologies International
Quanta Master Spectrofluorimeter
(K.T.U. Kimya Boliimii)
:Perkin Emler Lambda 25 UV-vis Spektrofotometre
(K.T.U. Kimya Boliimii)
: Orion Reearch Model 601 Digital lonalyzer
(K.T.U. Kimya Béliimii)
: Sartorius Ed224s
(K.T.U. Kimya Boliimii)
: Labnet Model No 50100-320 V
(K.T.U. Kimya Boliimii)

: Milestone Ethos D ( maksimum basing; 1450 psi
ve maksimum sicaklik; 300°C)

(K.T.U. Kimya Béliimii)

: Sartorius Milli-Q system (arium® 611UV)

(K.T.U. Kimya Béliimii)

: Hana Instruments EC 215 Conductivity Meter
(R.T.E.U. Kimya Béliimii)

: Quatro MicroMass LC-MS/MS

(K.T.U. Kimya Béliimii)

> Nuve, EN 400

(K.T.U. Kimya Bliimii)
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2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu c¢alismada kullanilan maddeler: Spektroskopik saflikta metanol, etanol,
tetrahidrofuran (THF), asetonitril, dimetilformamit (DMF), KNOj, Ca(NOs),.4H,0,
Pb(NO3)2, Sr(NO3)2, Mg(NO3),.6H,0, AI(NO3)3.9H,0, Fe(NO3)3.9H,0, Mn(NO3),.4H,0,
Cu(NOs3),2.3H,0, Co(NO3),.6H,0, Ni(NO3),.6H,0, Zn (NO3),.4H,0, Hg(NO3),.H,0,
AgNO3; ve NaNO3; Merck, Cd(NO3),.4H,0 ve KF, KCI, KBr, Kl, K,C,04, K,CO3, K;SOy,
K2S,07, K2Cr,07, K,CrO4, KHCO3, KHSO,4, KH,PO4, KCN, KSCN ve KNO; Sigma
Aldrich, Ba(NOs3), ise Alfa Aesar firmalarindan temin edilmis olup, tim bu kimyasallar
analitik safliktadir. Sulu ¢ozeltilerin gerekli seyreltme islemleri igin deiyonize saf su
kullanildi. pH 1,0 (gilisin, sodyum kloriir, hidroklorik asit), pH 2,0 (sitrik asit, sodyum
hidroksit, hidroklorik asit), pH 3,0 (sitrik asit, sodyum hidroksit, hidroklorik asit), pH 4,0
tamponu (potasyum hidrojen ftalat, pH 5,0 tamponu (sitrik asit, sodyum hidroksit), pH 6,0
ve pH 7,0 tamponu (sitrik asit, sodyum hidroksit), pH 8,0 (borik asit, sodyum hidroksit,
hidroklorik asit) hazir tamponlari Merck firmasindan satin alinip kullanildi. Toprak-kum
standart referans metaryali (CRM-SA-C Sandy soil C) High Purity Standard Inc., Karigik
Bitki Standart referans1 (Mixed Polish Herbs (INCT-MPH-2)) Instytut Chemii | Techniki

Jadrowej firmalarindan temin edildi.

2.3. Kullanilan Ligant

Fe** iyonunun spektroflorimetrik tayininde kullanilan ligant Karadeniz Teknik
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’nde Prof. Dr. Nurettin YAYLI'nin laboratuarinda Ars.
Gor. Gonca TOSUN tarafindan literatiire gore sentezlenmis Ve karakterizasyonu yapilmis
olan 2-(4-florofenil)-3-hidroksi-2,3-dihidrokinolin-4(1H)-on bilesigi olup, yapis1 Sekil
2.1’de gosterilmistir (Ahmed vd., 2013).
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ZT

OH

Sekil 2. 1. 2-(4-florofenil)-3-hidroksi-2,3-dihidrokinolin-
4(1H)-on bilesigi

2.4. Ligant Cozeltisinin Hazirlanmasi

16,60 mg ligant ayri ayr1 metanol, etanol, THF, asetonitril ve DMF’de oda
sicakliginda ¢oziilerek 2,6 X 10° M’lik stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden
gerektiginde seyreltme yapilarak 100 mL 2,6 x10™ M’lik ligant ¢6zeltileri hazirlandi. Bu

ligant ¢ozeltileri hem absorbans hem de floresans siddeti 6lgtimlerinde kullanildi.

2.5. Anyon ve Katyon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Uygun bilesiklerinden 2,6x10° M konsantrasyonundaki anyon ve katyonlarin
deiyonize sudaki stok ¢ozeltileri hazirlandi ve istenen konsantrasyona seyreltildi.

Hazirlanan biitiin ¢6zeltiler polietilen siselerde 4°C’ta buzdolabinda muhafaza edildi.

2.6. Gida ve Ila¢ Numunelerinin Temini

Sebze (1spanak, dereotu, semizotu, roka) ve kuru baklagil (kirmizi mercimek ve kuru
fasulye) numuneleri Trabzon’da yerel marketlerden satin alindi. Nane numunesi ise
Trabzon Cukurgayir beldesindeki bahgelerden temin edildi.

Sebze numuneleri dnce musluk suyuyla daha sonra deiyonize saf suyla iyice yikandi.
Daha sonra oda sicakliginda siizgec¢ kagidi tizerinde kurutuldu. Bu 6n kurutma isleminden
sonra sebze numuneleri 105°C’ta 24 saat siireyle bitki etiiviinde kurutuldu. Plastik
posetlerde saklandi. Sabit tartima getirilen sebze ve baklagil numuneleri 6giitildi.

Ferrum Fort ve Maltofer olmak iizere iki farkli firmanin demir tabletleri

Trabzon’daki eczanelerden satin alindi.
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2.7. Gidda Numunelerinin ve Standart Referans Materyallerin Mikrodalga
Coziiniirlestirme Sistemiyle Coziiniirlestirilmesi

Gelistirilen metot cesitli kati gida numunelerine uygulandi. Bu amagla kati numune
olarak kirmizi mercimek, kuru fasulye, 1spanak, nane, dereotu, semizotu, roka ve sertifikali
referans materyaller olarak CRM-SA-C Sandy Soil C (toprak-kum) ve Mixed Polish Herbs
(bitki) secildi. Kat1 gida numuneleri ve sertifikali standartlar, kapali sistem mikrodalga
¢oziinlirlestirme sistemiyle ¢oziiniirlestirildi. Bu amagla 0,1 mg hassasiyette tartilmis kati
numuneler ve sertifikali standartlar cihazin teflon kaplaria konulduktan sonra; CRM-SA-
C Sandy Soil C i¢in ¢oziintirlestirme reaktifi olarak 4,5 mL HCI, 1,5 mL HNO3, 1,0 mL
HF ve 2,0 mL H;0; kullanildi. Bunun yaninda kirmizi mercimek, kuru fasulye, 1spanak,
nane, dereotu, semizotu, roka ve Mixed Polish Herbs 6rnegini ¢oziiniirlestirilmesi igin ise
6,0 mL HNOj3 ve 2,0 mL H,0; kullanildi. Daha sonra numuneler kapali sistem mikrodalga
¢ozliniirlestirme tnitesinde Tablo 2.1°de gosterilen programa goére ¢Oziiniirlestirildi.
Numunelerin ¢ozelti karisimlar yaklasik 130 °C’ta 4 saat icinde 1siticida kuruluga kadar
buharlastirildi. Sonrasinda bu kalintilar belirlenen hacme deiyonize saf su ilavesiyle
seyreltildi ve 0,45 um’lik gézenek boyutuna sahip seliiloz nitrat membrandan siiziildii.

Hazirlanan biitiin ¢6zeltiler polietilen siselerde 4 °C’ta buzdolabinda muhafaza edildi.

Tablo 2. 1. Kati numunelerin mikrodalga ¢oziiniirlestirme sistemiyle ¢oziiniirlestirilmesi
i¢in uygulanan program

Basamak Zaman (dak.) Giig (W) Basing (atm) Sicaklik (°C)
1 6 250 45 160
2 6 400 45 180
3 6 650 45 220
4 6 250 45 220

Havalandirma sturesi: 3dak.
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2.8. Maltofer Fol ve Ferrum Fort Ila¢c Tabletlerinin Yas Yakma Yéntemi ile
Coziiniirlestirilerek Analize Hazirlanmasi

flag tabletlerinin ¢oziiniirlestirilmesi icin yas yakma ydntemi uyguland1 (Smrkolj vd.,
2005). Bir beher igerisine kuru demir iceren tabletten bir adet konularak 60 mL deiyonize
saf suda ¢oziildii, 1sitici tizerine yerlestirildi ve ¢ozelti karisiminin sicakliginin yaklasik 200
°C’a gelmesi beklendi. Daha sonra karisim tizerine ¢oziiniirlestirmede kullanilacak reaktif
olan der. HNO3’den 1mL ilave edildi. Isitma islemine 30 dak. daha devam edildi ve tekrar
ImL der. HNOj ilave edildi. Ceker ocakta gergeklestirilen bu ¢oziiniirlestirme islemine
¢ozelti berraklagincaya kadar (60 — 90 dak.) devam edildi (Tokalioglu ve Ayhandz, 2011).

Oda sicakligina kadar sogutulan ¢ozelti deiyonize su ile bir miktar seyreltildi, 0,45
um gozenek boyutuna sahip selilloz nitrat membrandan siiziildii ve 1000 mL’ye suyla
tamamlandi. Bu stok tablet ¢ozeltilerinden uygun hacimler alinarak 100 mL’ye seyreltildi.

Hazirlanan biitiin ¢6zeltiler polietilen siselerde 4 °C’ta buzdolabinda muhafaza edildi.

2.9. Deresuyu Numunesinin Analize Hazirlanmasi

Su numunelerinde geri kazanim ¢alismalarinin yapilmasi i¢in Trabzon Degirmendere
Deresi Deliklitas mevkiinden deresuyu numunesi alindi. Alinan bu numuneler ¢alisma
oncesinde 0,45 pm seliloz membrandan siiziildii. Polietilen siselerde 4 °C’ta buzdolabinda

muhafaza edildi.

2.10. Yontem Gelistirme

Ligandmn alkali (Li*, Na*, K*) ve toprak alkali metaller (Mg®*,Ca?*, Sr**, Ba**), gecis
metalleri (Cr**, Mn?*, Fe**, Fe?*, Co**, Ni**, Cu®*, Zn**, Ag®, Cd** ve Hg?") bazi diger
metaller (AI**, Pb*, Sn?*) olmak iizere toplam 21 ayri metal iyonlar1 ve halojen
anyonlartyla (F", CI', Br', I') ve bazi diger anyonlarla (C,0,>, COs*, SO4%, $,0+%, Cr,0+%,
CrO,*, HCOj3, CHsCOO, HSO,, H,PO,s, CN, SCN ve NO3) etkilesimleri
spektrofotometrik ve spektroflorimetrik olarak incelendi. Bu katyonlarda sadece Fe®* ve
Fe**’nin ligant ile kuvvetli bir sekilde etkilestigi spektroflorimetrik olarak gosterildi. Bu
sonuca dayanarak ligant ile sulu ¢o6zeltideki demirin spektroflorimetrik olarak tayin
edilebilecegi diistintildii.

Artan konsantrasyonda Fe** iyonu ile yapilan spektroflorimetrik titrasyonda ligandin
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floresans siddetinde diizenli bir azalma oldugu gozlendi. Bu degisimden faydalanarak
demir tayini i¢in bir metot gelistirildi. Yontemin, toprak-kum ve bitki standart referans
materyallerine uygulanmasiyla dogrulugu gosterildi. Fe** i¢in calisma araligmim 2,43 mg/L
ile 21,61 mg/L arasinda oldugu belirlendi. Gozlenebilme simirt 0,81 mg/L olarak tespit
edildi. Tayin sinir1 ise 2,43 mg/L olarak belirlendi. Yontem dogrulandiktan sonra 1spanak,
nane, dereotu, semizotu, roka gibi sebze numunelerine ve kuru fasulye ve kirmizi
mercimek gibi baklagil numunelerine ve iki ayri demir ilaci tabletine uygulandi ve
sonuglar akredite laboratuarlardan alinan analiz sonuglariyla kiyaslandi. Ayrica Trabzon Ili
Degirmendere Deresi Deliklitas mevkiinden alinan su numuneleri ile % geri kazanim
calismalar1 gerceklestirildi.

Demir tayini i¢cin modifiye bir standart ekleme yontemi kullanildi. Bunun igin 10
mL’lik 8 farkli tiipe 2 mL 2,6X10'5 M ligandin metanoldeki ¢ozeltisinden ve 0,030 mL
2,6 x10™ M standart Fe(NO3); ¢dzeltisinden konuldu (Optimizasyon ¢alismalart sonucunda
ilave edilen bu sabit standart Fe(NO3)s ¢ozeltisinin konsantrasyonunun 1,0 mg/L olmasina
karar verildi). Birinci tiip disindaki (tanik) diger tiiplerin hepsine analiz edilecek olan
numuneden ayni hacimde ilave edildi. Ugiincii tiipten itibaren artan konsantrasyonlarda
Fe(NOs3); standart ¢ozeltisi eklendi. Son hacim deiyonize saf su ile 4,0 mL’ye
tamamlanmadan Once biitiin tiiplerin pH’1 7,0’a sitrat tamponuyla ayarlandi. Daha sonra
tim tiiplerdeki ¢ozeltilerin floresans spektrumlart 10 mm’lik bir kuartz hiicresinde
kaydedildi. Toplam hacim olan 4,0 mL’deki standart Fe(NO3); konsantrasyonlar1 (3.
tiip’den itibaren) ligandin maksimum emisyon yaptig1 dalga boyundaki (503 nm) floresans
siddetlerine (F1, F2, F3...) kars1 grafige gecirildi. 503 nm’de birinci tiipiin floresans siddeti
Fo, ikinci tiiptin floresans siddeti F1, dogrunun egimi m ve numunenin konsantrasyonu Cy

olmak iizere Denklem 2.1°den numunenin konsantrasyonu hesapladi.

_(K-FR)

- (2.1)

X



3. BULGULAR

3.1. Spektrofotometrik Ol¢iimler

3.1.1. Coziicii Secimi

Metanol, etanol, THF, asetonitril ve DMF c¢oziiciilerdeki ligandin absorbans
spektrumlart alindi (Sekil 3.1). Sulu ¢ozeltilerde tayine engel olacagi diisiiniilen; suyla
karismayip faz olusturan; kloroform ve diklorometan gibi ¢6ziiciilerde ligandin
¢ozinlrligi iyi olmasina ragmen ligant ¢oziiciisii olarak tercih edilmedi. Bunun yaninda
daha ucuz, temin edilmesi kolay, dogal numunelerde tayine engel olmamasi agisindan

suyla karigabilen bir ¢6ziicii olan metanol ile ligant ¢oziiciisii olarak galismak daha uygun

goriildi.
035 - — MeOH
— EtOH
03 — MeCN
5 021 — THF
3
U
02
5
£ 015 1
2
e
< 01
0,05
O T T T T T T T T 1
270 290 310 330 350 370 390 410 430 450
Dalga Boyu (nm)

Sekil 3. 1. Ligandin 1,3x10° M konsantrasyonda farkli ¢oziicii sistemlerinde alman
absorpsiyon spektrumlari
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3.1.1. Ligant Konsantrasyonun Belirlenmesi

Metanoldeki 2,6 x 10° M, 1,0 x 10° M, 2,6 x 10> M ve 5,0 x 10° M’lik ligant
¢ozeltileri, ligandin 2,6x10° M’lik stok ¢ozeltisinden seyreltilerek hazirlandi. Absorbans
okumalar1 i¢in yukarida belirtilen konsantrasyonlardaki ligant ¢ozeltilerinin 2,0 mL’sine
2,0 mL deiyonize saf su ilave edildi. Hazirlanan bu ¢o6zeltilerin absorpsiyon spektrumlari
kaydedildi (Sekil 3.2). Absorpsiyon spektrumlardan, 234 nm’de ligant absorbansinin
0,2’den daha yiiksek oldugu ligant konsantrasyonlart belirlendi. 2,6 x 10° M ve 1,0 x 10°
M’lik ligant c¢ozeltilerinin 234 nm’deki absorbanst 0,1°den diisiikken, 5,0 x 10° M’hk
ligant ¢ozeltisinin absorbansi ise 0,5 civarindaydi. Fazla ligant sarfiyatin1 6nlemek i¢in en

uygun ligant konsantrasyonu 2,6 x 10 M olarak secildi.

0,6 - —129x 10 -6 M
—500x10°M

0,5 5
= 1,20x10 M
3 04 5\
o) T —
= 258 x 10
wn
S 03+
2
2
o 0,2
<

0,1

0 T T T T 1
200 250 300 350 400 450
Dalga boyu (nm)

Sekil 3. 2. Farkli konsantrasyonlardaki ligandin metanol:su (1:1) ¢oziici
karisiminda absorpsiyon spektrumlari
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3.1.2. Ligandin Absorpsiyon Spektrumuna Iyonlarin Etkisi

Sabit konsantrasyondaki ligant ¢ozeltisinin absorbansina asir1 miktardaki (10 kat)
iyon konsantrasyonunun etkisini incelemek igin su sekilde bir ¢alisma yapildi: 2,0 mL
2,6 x 10° M ligandin metanoldeki ¢ozeltilerine 2,0 mL 2,6 x 10 M’lik katyon (Li*, Na®,
K*, Mg?", Ca?*, S**, Ba¥, AI**, Sn?*, Pb?*, Cr**, Mn?", Fe?*, Fe™*, Co?*, NiZ*, Cu?*, Ag",
Zn**, Cd*ve Hg®") ve anyon F', CI', Br’, I', HCO3', CHsCOO", HSOy4, H,PO, , CN", SCN™,
NO5 C,0,%, COs%, SO, S$,07%, Cr,0+* ve CrO4%) ¢ozeltisi eklendi, daha sonra 0,5 mL
pH 7,0 tamponu (sitrik asit-sodyum hidroksit tamponu ) eklenerek pH’1 7,0’a ayarlandi ve
oda sicakliginda yaklasik 1 dak. kadar vorteks calkalayici ile ¢alkalandi. Sonrasinda UV-
vis spektrofotometresinde absorpsiyon spektrumlari kaydedildi (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4).
Iyonlarm ligandin absorpsiyon spektrumu iizerine etkisini karsilastirmak amaciyla sadece
ligand1 igerip iyonu icermeyen aymi sartlarda hazirlanmig ¢ozeltinin de absorpsiyon

spektrumu alindi.

0,5 1
0,45
0,4 -
0,35
0,3 7
0,25 A

Absorbans Siddet;

O T T T T - T 1

250 300 350 400 450 500
Dalga boyu (nm)

Sekil 3.3. Li*, Na*, K*, Mg%, Ca?*, Sr**, Ba**, AI**, Sn**, Pb*, Cr**, Mn?*, Fe**,
Fe3+, C02+, Ni2+, Cu2+, Ag+, Zn2+, Cd** ve ng+ metal katyonlarinin
ligandin absorpsiyon spektrumuna etkisinin incelenmesi.
[iyon]: 1,3x10™ M, [ligant]: 1,3x 10° M
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0,6 7

0,5 A

04 1

0.3 1 ligant ve diger

anyonlar
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Absorbans siddeti

0,1 4

250 300 350 400 450 500
Dalga boyu (nm)

Sekil 3. 4. F, CI, Br, I, CH;COO", HCO3, HSO4, H,PO,, CN’, SCN’, NO3
C2042', COgZ', SO42', 82072', Cr2072' ve CrO42' anyonlarinin ligandin
absorpsiyon spektrumuna etkisinin ile incelenmesi. [iyon]: 1,3x10™ M,
[ligant]: 1,3x 10° M

Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’de verilen spektrumlarda goriildiigii gibi ligandin Fe**, Fe?* |
CrOs ve Cr,0/ disinda higbir anyon veya katyona karsi spesifik bir davranig
gostermedigi gozlendi. Diger iyonlar i¢in ligandin maksimum absorbans yaptigir dalga
boylar1 olan 263 nm ve 375 nm’de absorbansda belirgin bir degisme olmadig1 goriildii.
Katyonlarla yapilan calismada; sadece asir1 Fe®* ve Fe?" katyonlarimin ligandin
absorbansinda biiyiik bir artiga sebep oldugu gozlendi.

Fe¥* Fe®* , CrO/ ve Cr,0/% iyonlan ile spektrofotometrik titrasyonlar
gerceklestirildi. Bunun icin Fe** ve Fe?* metallerinin degisen konsantrasyonlarinin sabit
konsantrasyondaki ligandin absorpsiyon spektrumu iizerine etkisi incelendi. Artan Fe®* ve
Fe** iyonlarimin konsantrasyonu ile ligandin 263 ve 375 nm’deki absorbanslarinin arttig:
goriildii.

Ligandin yoklugundaki ¢alismalarda da bu iki iyon i¢in ayn1 artiglar goriildiiglinden
bu artiglarin ligantla ilgili olmadigina karar verildi. Benzer durum CrO4% ve Cr,0;%
anyonlartyla yapilan ¢aligmalarda da gozlendi. Bu nedenle spektrofotometrik olgiimlerle
ligandin herhangi bir katyon veya anyonun tayininde kullanilamayacagina karar verilerek

spektroflorimetrik 6l¢limlerle ¢alismalara devam edildi.
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3.2. Spektroflorimetrik Olgiimler
3.2.1. Coziiciisii Se¢imi

Etanol, metanol, THF, asetonitril ve DMF ¢oziiciileri kullanilarak ligandin floresans
spektrumlar1 alindi (Sekil 3.5). THF ve DMF ¢oéziiciilerinde ligandin alinan floresans
spektrumunda emisyon siddetinin diger c¢oziiclilerde oldugundan daha yiiksek oldugu
goriildi. Bu yiizden ilk ¢aligmalar bu ¢oziiciilerde yapildi. Fakat dogrusal galisma araligi
icin en yiiksek R? degeri metanoldeki calismalarla elde edilince ¢alismanin devami bu
¢oziicti ile yapildi. Etanolde ve asetonitrilde ligandin floresans siddeti diger ¢oziiciilerde
oldugundan daha diisiik bulundu. Ayrica kalibrasyon grafigi elde etmek i¢in yapilan
calismalarda R? degeri metanoldekine gore daha diisiik oldugundan bu ¢oziiciiler de tercih
edilmediler. Kloroform ve diklorometanin tercih edilmemesinin sebebi ise suyla
karismayan c¢oziiciiler olmalariydi. Biitiin bu calismalarin sonrasinda daha ucuz, temin
edilmesi kolay, dogal numunelerde tayine engel olmayan, suyla karisabilen bir ¢6ziicii olan

metanol ile ligant ¢oziiciisii olarak ¢alismak uygun goriildii.

300 -
— DMF

250
g —— Etanol
.j:’ 200 - — Asetonitril
Q
3 — Metanol
= 150 A
U
2 — THF
< 100 A
g
e
I 50 A

O 4 T T T T 1
400 450 500 550 600 650
Dalga boyu (nm)

Sekil 3.5. 1,3x10° M Ligandin farkli ¢6ziicii sistemlerinde alinan floresans
spektrumlari
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3.2.2. Uyarma Dalga Boyunun Belirlenmesi

2,0 mL 2,6 x 10° M metanoldeki ligant ¢ozeltisine 2,0 mL su ilave edilerek UV-vis
absorpsiyon spektrumu alindi. Spektrumdan maksimum absorbansin oldugu dalga boyu
373 nm olarak belirlendi. Bu dalga boyunda uyarilarak ¢ozeltinin floresans spektrumu
alindi. Maksimum emisyonun oldugu dalga boyu 503 nm olarak belirlendi. Daha sonra bu
dalga boyunda uyarma spektrumu alindi. Maksimum emisyonun oldugu dalga boyunun
375 nm oldugu goriildii. Boylece ligandin floresans spektrumlar1 375 nm’de uyarilarak

alindi. Sekil 3.6’da ligandin absorpsiyon, uyarma ve emisyon spektrumlari bir arada

goriilmektedir.
2
1.8 uyarma
1,6 _
—_ absorpsiyon
S 14
= emisyon
52 1, /\(V Yy
T © [
T 0
- { \
c 38 '
5% 08 /
g
5 0,6
E 1
0,4
0,2
.................. S
200 300 400 500 600
Dalga boyu (nm)

Sekil 3.6. Ligandin absorpsiyon, uyarma ve emisyon spektrumlari
3.2.3. Ligant Konsantrasyonun Belirlenmesi

Metanoldeki 2,6 x 10° M, 1,0 x 10° M, 2,6 x 10° M ve 5,0 x 10° M’lik ligant
cozeltileri, ligandin 2,6X10'3 M’lik ¢ozeltisinden seyreltilerek hazirlandi. Floresans
Olgtimleri icin yukarida belirtilen konsantrasyondaki ligant ¢ozeltilerinin 2,0 mL’sine 2,0
mL deiyonize saf su ilave edildi. Hazirlanan bu ¢6zeltilerin floresans spektrumlari alindi.
Spektrumlardan, maksimum floresans siddetinin 503 nm’de oldugu belirlendi.

Konsantrasyon artik¢a floresans siddetinin de artigi goriildi (Sekil 3.7). Bunun yaninda
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konsantrasyon etkisini gérmek amaciyla; yapilan spektroflorimetrik olgiimler bu farkli
ligant konsantrasyonlarinda tekrarlandi. Fakat farkli ligant konsantrasyonlarmin tayin
smirmi diistiriicti bir etkisinin olmadigina karar verildi. Bu nedenle en uygun ligant

konsantrasyonu 1,3x10°M olarak belirlendi.

350 1 —129x 106

300 - — 5,00 x 10°
— 1,29 x10° M

250 - -

— —250x10° M

& 200 1

§
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= 50 -

400 450 500 550 600 650
Dalga boyu (nm)

Sekil 3.7. Farkli konsantrasyonlardaki ligandin metanol:su (1:1) ¢oziicii karigiminda
floresans spektrumlari

3.2.4. Ligandin Floresans Siddetine pH’1n Etkisi

Ligandin floresans siddetinin pH ile degisimini belirlemek i¢in pH 1-10 araliginda
Ol¢iimler yapildi. Yapilan ¢alismalar, ligandin 503 nm’deki floresans siddetinin pH 5-8
araliginda daha yiiksek ve yaklasik sabit oldugunu gosterdi (Sekil 3.8). Bu yiiksek
floresans siddeti nedeniyle ileriki floresans ¢alismalarinda ¢ozelti karisimlarinin pH’1 7,0’a

sitrat tamponu ile ayarlandi.



62

120 ~

110 ~

100 ~

Floresans siddeti (au)
3 8

~
o
1

D
o

10 12

o
N
N
o

pH

Sekil 3.8. Ligandin 503 nm’deki floresans siddetine pH etkisi

3.2.5. Ligandin Floresans Spektrumuna yonlarin Etkisi

Spektroflorimetrik ¢alismalarda sabit ligant konsantrasyonundaki ligant ¢ozeltisinin
floresans spektrumuna asirt miktardaki (10 kat) iyon konsantrasyonunun etkisini incelemek
icin su sekilde bir ¢alisma yapilmistir: 2,0 mL 2,6 x 10° M ligant ¢ozeltisine 1,5 mL
6,9 x10* M katyon (Na*, K*, Li* Mg®*, Ca?*, Sr**, Ba**, Mn?*, Cu®*, Co*, Ni?*, Pb*",
Cd**, Hg**, Fe**, Fe**, AI**, ve Cr**) veya anyon (F, CI, Br, I, HCO3, HSO4, H,PO4,
CN’, SCN’, NOsC,0,%, CO5*, SO4, S,0/%, Cr,0/* ve CrO,%) cozeltisi eklendi, daha
sonra pH 7,0’a 0,5 mL tampon ilavesiyle ayarland1 ve oda sicakliginda yaklasik 1 dak.
kadar vorteks calkalayici ile ¢alkalandi. Sonra spektroflorimetre ile floresans spektrumlari
kaydedildi (Sekil 3.9 ve Sekil 3.10). Karsilastirma yapmak i¢in ayn1 sartlarda ayrica sadece

ligant igerip katyon ve anyonlari igermeyen ¢dzeltinin de floresans spektrumu alindi.
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Sekil 3.9. Li*, Na*, K*, Mg, Ca®*, Sr**, Ba®*, AI**, sSn?*, Pb*, Cr**, Mn*", Fe**,
Fe3*, Co®", Ni%*, cu?, Ag’, Zn** Cd** ve ng+ metal katyonlarinin
ligandin floresans spektrumuna etkisinin incelenmesi. [iyon]:1,3x10™
M, [ligant]: 1,3x10™° M

200 -
180 - ligant ve diger
160 - anyonlar

Floresans siddeti (au)
3

400 450 500 550 600 650
Dalga boyu (nm)

Sekil 3. 10. F, CI', Br’, I, CH3COO’, HCOg3, HSO,4, H,PO,, CN’, SCN’, NO3’
C,0,%, COs%, SO, S,07%, Cr,0;% ve CrO,% ligandin floresans
spektrumuna etkisinin incelenmesi. [iyon]: 1,3x10* M, [ligant]:
1,3x10° M
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Sekil 3.9 ve 3.10°daki spektrumlar incelendiginde 10 kat Cr2072' anyonu ve Fe3* ve
AP Kkatyonlar etkisiyle ligandin floresans spektrumunda énemli bir degisim gozlendi.
Cozeltilerin 375 nm’de uyarilmasiyla maksimum floresansin oldugu 503 nm’de Fe®*
katyonu ve Cr,O;% anyonu etkisiyle floresans siddetinde belirgin bir diisiis oldugu
belirlendi. Aksine AI** katyonu etkisiyle 441 nm’de ligandin floresans siddeti oldukga
yiiksek oldugu goriildii. Bu etkilesimleri detayli incelemek icin Fe** ve AI** katyonlarinin
ve Cr,0;% anyonunun degisen konsantrasyonlarmin sabit konsantrasyondaki ligandin
floresans spektrumu flizerine etkisi incelendi. Artan Cr2072' iyonu ile de ligandin
floresansinda 6nemli bir diisiis olmasina ragmen bu degisimin diizenli olmadig1 saptandi.
Bunun yaninda artan AI** iyonu ile ligandin floresans siddeti diizenli bir sekilde arttig1
gozlendi. Fakat yapilan tekrar ¢alismalari bu degisimin kesinliginin diisiik; ligant ile AI®*
iyonu arasindaki etkilesimin kararsiz oldugunu gosterdi. Benzer sekilde artan iyon
konsantrasyonunun etkisi ligandin floresans siddetine ¢ok az etki eden anyon ve katyonlar
i¢in de arastirildi. Ancak diizenli bir degisim gézlenmedi.

Artan Fe** ve Fe*" iyonu konsantrasyonu ile ligandin 503 nm’deki floresans
siddetinin diizenli bir sekilde azaldigi saptandi. Bununla birlikte Fe?* icin elde edilen
kalibrasyon grafiginin R? degeri (Sekil 3.11) Fe* i¢in elde edilenden (Sekil 3.20) daha
diisiik oldugu goriildii.
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Sekil 3.11. Fe®* iyonu icin elde edilen kalibrasyon grafigi. Dalga boyu=503 nm
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Numunelerin ¢oziiniirlestirilmesi sirasinda nitrik asitle yiikseltgenme olacagindan
tiim demir tiirlerinin Fe3+’ya doniisiimii miimkiin olacaktir. Boylece ayrica bir indirgeyici
reaktif gerektirmedigi i¢in Fe*" iyonunun ligandla olan etkilesimine dayali kalibrasyon

grafigi kullanilarak metodun gelistirilmesine karar verildi (Sekil 3.20).

3.2.6. Yabana1 Iyon Etkisi

Gercek numunelerde tayinlerde karsilasilan en biiyiik problemlerden biri de matriks
bilesenlerinden kaynaklanan girisimlerdir. Gelistirilen metodun karmasik sistemlere
uygulanabilirligine karar vermek i¢in bazi iyonlarin Fe* tayini lizerine etkileri incelendi.
Bu amagla farkli miktardaki anyon ve katyonlar ekivalent miktarda Fe** iyonlarini igeren
ligant c¢ozeltilerine ilave edildi ve optimum sartlarda spektroflorimetrik Olgtimler
gerceklestirildi.

Béylece 1,3 x 10° M ligant ve Fe** iyonu igeren ¢ozeltilere yabanci iyonlar ilave
edildi ve floresans siddetindeki degisim incelendi. % 5’den daha az bagil hata ile gesitli

yabanci iyonlar i¢in tolerans sinirlart Tablo 3.1 ve 3.2°de gosterildi.
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Tablo 3. 1. Florimetrik titrasyonda % 5’den daha az bagil hata ile yabanci metal iyonlarinin
maksimum  tolerans  konsantrasyonlar..  Sartlar;  [ligant]=1,3x10"M;
[Fe**]=1,3x10" M; pH=7,0 (sitrat tamponu)

ar Tolerans Yabanci
Yabanci Tolerans Fe>": yabanci _ _ ,
. konsantrasyonu . miktarlari Iyonun Ilave
Iyonlar iyon orani ]
(mol/L) (ng) Edilen Tuzu
AP 5,2x1073 1:400 618,8 AI(NO3);
cr* 5,2x10°° 1:400 288.9 Cr(NOs)3
Sr* 6,5x107° 1:500 2260,6 Sr(NO3)3
Ba?* 3,9x10°® 1:300 21258 Ba(NO3);
ca®* 1,3x10 1:1000 517.0 Ca(NO3)s
Mg** 1,310 1:1000 312.2 Mg(NO3),
Sn# 5,2x107® 1:400 6126 Sn(NO3),
Pb%* 2,6x107° 1:200 21383 Pb(NO3),
+ -2 .
Na 1,3x10 1:1000 296.4 NaCl
-+ -2 . .
Li 1,3x10 1:1000 895 LiNO3
+ -2 .

K 1,3x10 1:1000 504.3 KOH
Zn* 1,3x107 1:1000 3374,1 Zn(NO3),
Ni®* 3,9x10°° 1:300 908,5 Ni(NOs);
Co** 1,2x10° 1:90 273,7 Co(NO3),
Cd** 7,7x10° 1:60 3480,2 Cd(NO3),
Hg?* 7,7x107° 1:60 6210,3 Hg(NO3),
Ag* 6,5x10™ 1:50 278,3 AgNO;
cu® 6,5x10™ 1:50 163,9 Cu(NO3),

Mn** 6,5x10™ 1:50 141,7 Mn(NO3),
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Tablo 3. 2. Florimetrik titrasyonda % 5’den daha az bagil hata ile yabanci anyonlarin

maksimum  tolerans  konsantrasyonlari.  Sartlar;  [ligant]=1,3x10°M;
[Fe**]=1,3x10"° M; pH=7,0 (Sitrat Tamponu)
Yabanci Tolerans Fe**: yabanci iyon T.O lerans Yabanci Iyonun
. konsantrasyonu miktarlari . .
Iyonlar orant Ilave Edilen Tuzu
(mol/L) (ng)
OH 1,2x10° 1:90 19,7 KOH
C,04” 7,7x10° 1:60 681,1 K,C,04
COs%, 1,2x10° 1:90 69.6 K2COs
SO, 3,9x10°° 1:300 3715 K2SO4
S$,07” 1,2x10°° 1:90 204.2 K2S207
Cr,07” 5,2x10° 1:4 111 K>Cr 07
Cros~ 6,5x10™ 1:50 748 K2CrO,
HCOs 1,2x10° 1:90 70.8 KHCO;
HSOy, 3,9x10° 1:300 3754 KHSO,
H,PO, 3,9X1O-3 1:300 375.2 KH>PO,4
CN’ 1,2x10° 1:90 302 KCN
SCN° 1,2x10° 1:90 67.3 KSCN
HSO4, 3,9x10° 1:300 3754 KHSO,
F 1,3x107 1:1000 2449 TBAF
cr 1,3x107 1:1000 4573 TBACI
Br 1,3x107 1:1000 1030.7 TBABr
I 2,6x10° 1:200 1637.0 TBAI
CH3COO 2,6x10° 1:400 TBACH;COO

152,2
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3.2.7. Job Metodu ile Ligant-Fe** Kompleks Bilesiminin Belirlenmesi

Ligandin Fe** ile olusturdugu kompleksin stokiyometrisi spektroflorimetrik olarak
Job metodu kullanilarak belirlendi. Job metodu (Job, 1928) ile M:L oranini tespit etmek
icin ligandin ve metalin 2,6 x10° M cozeltileri hazirlandi. Ligant ve metalin
konsantrasyonlarinin diizenli degistigi 4,0 mL’lik bir seri ¢6zelti hazirland1 ve 503 nm’de
spektroflorimetrik 6l¢timler yapildi. Yapilan 6lgiimler sonucunda eklenen ligant hacmine
karsi, floresans siddeti degerleri grafige gecirildi. Elde edilen grafikten (Sekil 3.12)
maksimum noktaya karsilik gelen hacmin 2,0 mL ligant hacmi oldugu goriildi. Bu
noktadaki metal ¢ozeltisinin hacmi de 2,0 mL oldugundan L/M orani (2/2) olarak bulundu.

Buna gore Fe®* : ligant kompleksinin oraninin 1:1 oldugu anlagildu.
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Sekil 3.12. Job metodu ile ligant:Fe**’nin stokiyometrisinin belirlenmesi
3.2.8. Kompleksin Floresans Siddetine Zamanin Etkisi

Ekivalent miktarda Fe** ve ligant igeren (1,3x10° M) karisimin 503 nm’de floresans
siddetindeki degisimler zamana karsi belirlendi (Sekil 3.13). Buna gore Fe*'-ligant
kompleksi 1 dak. i¢inde karaliliga ulastigi gibi 60 dak. boyunca da bu kararliligi korudu.
Sekil 3.13’den goriildiigii gibi Fe**-ligant kompleksinin 1 dak. sonra floresans siddetinde

onemli bir degisme olmadigi belirlendi. Gozlenen degisimin 1 saat bayunca % 2,0°dan
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daha az oldugu saptandi. Olgiimden once 1 dakikalik bir siire beklemenin tayin siiresini

oldukea kisaltig1 goriildii.
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Sekil 3.13. Kompleks Kararliligininin incelenmesi i¢in kompleksin
floresansinin zamanla degisimi

3.2.9. Uygun Calisma pH Arahgmin Tespiti

Buraya kadar ki c¢aligmalar ligandin floresans siddetinin maksimum oldugu pH
7,0°da gergeklestirildi. Spektroflorimetrik olarak demir tayini gergeklestirilirken ortamin
hangi pH’da olmasi gerektigini tespit etmek i¢in Ligant:Fe3+ kompleks c¢ozeltisi 1:1
oraninda hazirlandi ve ortamin pH’1 1,0°den 10,0’a kadar ayarlanarak 375 nm’de uyarma
ile 400-650 nm arasinda floresans spektrumlari alindi. Maksimum emisyonun gergeklestigi
503 nm’deki floresans siddetleri belirlendi ve degisen pH’a kars1 grafige gecirildi (Sekil
3.14).
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Sekil 3.14. Ligant:Fe** kompleksinin floresans siddetine pH etkisi

Sekil 3.14°deki grafikten goriildiigii gibi pH artis1 ile ligant:Fe** kompleksinin
floresans siddetlerinin artig1 ve pH 6,0-8,0 araliginda sabitledigi belirlendi. Onceki
caligmalarla uyumlu olacak sekilde demir tayini i¢in ligandin floresans siddetinin

maksimum oldugu pH seg¢ildi ve boylece ¢ozelti karigiminin pH’1 7,0%a ayarlandi.

3.2.10. Kararhlik Sabiti Tayini

Serbest ligant (L) ve metal (M) igeren kompleks (ML) arasindaki dengeyi kontrol
eden kararlilik sabiti (K), belirlenen uygun dalga boyundaki absorbans degisiminden tayin
edilebilir.

M + L =ML K=[ML]/(LI[M]) (3.1)

e

Absorbans degisimi incelendiginde; serbest ligandin absorbansini (A,) ve metal
katyonunu igeren ¢ozeltinin absorbansininin (A) yer aldigi asagidaki denklemlerler elde
edilir (Bourson, 1989).
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AO _ SLCO (3 2)
A~ A &.co—(e[L]+ e, [ML]) '

Burada Cy ligandin baglangic konsantrasyonudur. € Ve g sirasiyla ligandin ve

kompleksin molar absorpsivitesidir.

Denklem 3.1 ve 3.2’nin yeniden diizenlenmesi ile Denklem 3.3 elde edilir:

AoAj A & iLg (KEMT"+) &)

=n denilirse;

L€

AO -1 -1

=nK M n 34

A A [M]™ + (3.4)

nK™*=m denilirse;

A _ mM]™ +n (3.5)
A -A

esitligi elde edilir.
Buradan [M]™"’e kars1 Ao/Ao-A grafigi y=mx+n dogru denklemi ile ifade edilebilir.
Boylece denklemin kesim noktasinin (n) egime (m) orani kararlilik sabitini verir.

Benzer bir denklem floresans ol¢iimleri igin de tiiretilebilir.

Fo & Dy

= (kfl[l\/l]fl +1) (3.6)
Fo—-F & @ —eyPy
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Fo

= mM]™ +n (3.7)

0

Boylece Denklem 3.6°dan Denklem 3.7 elde edilir.

Burada @, ve®y_ sirasiyla ligandin ve kompleksin kuantum verimidir. [M]'l’e kars1
Fo/Fo-F grafiginin y=mx+n denkleminde yine kesim noktasinin egime orani kararlilik
sabitini verir.

Onceki yapilan denemeler sonucunda absorbans &lgiimleriyle kompleks olusumuna
dair her hangi bir sonuca varilamamasi nedeniyle; floresans 6lgiimleri kullanilarak ligant-
Fe* kompleksi i¢in kararlilik sabiti hesaplamast Sekil 3.15°de ¢izilen grafik kullanilarak
yapilmustir. Ligant-Fe** kompleksinin kararlilik sabiti ii¢ paralel él¢iim sonucunda + 0,09

standart sapma ile log K degeri 3,40 olarak hesaplanmistir.

3,5 q
3 .
2,5 4
L o]
o
S y = 0,0003x + 0,7408
= 1,
L R? = 0,9994
1 Log K = 3,40
0,5 4
0 T T T T T 1
1500 2500 3500 4500 5500 6500 7500
1[M]

Sekil 3.15. Kararlilik sabitinin belirlenmesi i¢in [M]**e kars1 Fo/(Fo-F ) grafigi
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3.2.11. Stern-Volmer Grafigi

Fe** ile yapilan spektroflorimetrik titrasyonlarda (pH=7,0) ligant konsantrasyonu
1,3 x 10° M’da sabit tutulup Fe** iyonu konsantrasyonunun artirilmasi ile ligandin
emisyon siddetinde bir azalma oldugu go6zlendi. Floresans spektrumundaki degisimler

Sekil 3.16°da gosterildi.

180 -
160 [Fe**], mg/L
1,44
e 140 ~ 2,88
& 10 432
B 5,76
1 .
g 10 7.20
U
2 80 10,8
2]
% 11,52
i
= 401 72,04
20 -
0 == : : : : =
400 450 500 550 600 650
Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.16. 400-650 nm dalga boylar1 arasinda ligandin floresans spektrumuna
artan konsantrasyondaki Fe**’nin etkisi. Ay= 375 nm, Aem= 503
nm, [ligant]= 1,3x10° M

Fe** iyonu ile ligant arasinda meydana gelen séniimiin yorumlanmasi icin Stern-
Volmer grafikleri olduk¢a onemlidir. Bu grafiklerde sondiiriicii konsantrasyonuna karsi

Fo/F degisimi gosterilir.

Fo

2 =K, [Fe*] (3.8)

Bu Stern-Volmer denkleminde (Denklem 3.8) Q séndiiriiciiniin konsantrasyonu, Fq

sadece ligandin, F ise metali de iceren ligant ¢ozeltisinin floresans siddetidir. Fo/F soniim
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etkinligi olarak diisiiniilebilir. K, ise Stern-Volmer soniim sabitidir. Burada sondiiriicii
Fe** iyonudur. Sekil 3.17°de Stern-Volmer grafigi gosterildi. Sekil 3.17°de goriildiigii gibi
Stern-Volmer grafiginin dogrusal kismi igin kesim noktasi beklendigi gibi 1’e esittir.
Bununla birlikte grafigin artan Fe** iyonu konsantrasyonlari ile dogrusalliktan pozitif
sapma gosterdigi goriildii. Bu sonug Fe®* iyonu ile ligand: arasindaki etkilesim sonucunda
gozlenen floresans soniimiiniin hem statik hem de dinamik soéniimiin birarada olmasindan

kaynaklandigini gosterir. (Al-Kady vd., 2011; Reddy vd., 2004).

4 A
¢
3 1 *
*
LL . *
S 2 A .
LL *
¢
1 covecee®®’
0 T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
[Fe**]x10*(M)

Sekil 3.17. Ligandin artan Fe** iyonu konsantrasyonuna karsi ¢izilen Stern-
Volmer grafigi

Stern-Volmer grafiginin g¢izilmesi i¢in {i¢ Ol¢im yapildi. Tablo 3.3’de bu
Ol¢timlerdeki her bir demir konsantrasyonu igin elde edilen Fo/F degerleri ve standart
sapmalar1 gosterildi. Grafiklerin dogrusal bolgelerine diisen bu konsantrasyonlar i¢in elde
edilen denklemin y eksenini kestigi noktanin 1’e esit oldugu Sekil 3.18’den daha acik bir
sekilde goriildii.
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Tablo 3.3. Fe** iyonu i¢in Stern-Volmer verileri (503 nm’de)

[Fe*] (mol/L) (FolF) +5
1,3x10° 1,037 + 0,002
2.6x10° 1,062 + 0,011
5,16x10™ 1,140 + 0,003
7,74x10° 1,224 + 0,006
1,03x10* 1,308 + 0,014
1,3x10™ 1,396 + 0,005
1,55x10 1,498 + 0,014

“s: Fo/F degerlerinin satandart sapmasi, N=3

2,00 -
1,50 7] /_ -
L N
=S 1,00 A
L y =0,1384x + 1,114
R? = 0,9881
0,50 -
0,00 T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[Fe*"Ix10™* (M)

Sekil 3.18. Stern-Volmer grafiginin dogrusal araligi
3.2.11.1. Stern-Volmer Grafiginin Sicaklikla Degisimi

Fe**’min ligandin floresans siddetindeki séniimiine statik ve dinamik soéniimiin
etkisini ayirt etmede kullanilan yontemlerden biri sicakliga baglh olarak Fo/F oraninin
incelenmesi (Sun vd., 2008) oldugundan s6z konusu olan olgiimler gergeklestirildi.
Calismada 298 K, 308 K, 323 K ve 333 K gibi farkli sicakliklarda olgiilen floresans
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siddetleri kullanilarak Stern-Volmer grafikleri ¢izildi (Sekil 3.19). 298 K’den 308 K’e
sicaklik artisinin egimi ¢ok fazla etkilemedigi grafikten goriildii. Oysaki 323 K ve 333
K’de Stern-Volmer grafiginin egiminde biiyiik oranda bir azalma saptandi. Bu sonuglara
gore sicaklik artistyla grafigin egiminin azalmasi Fe** etkisi ile gbzlenen soniimde statik
soniimiin etkili oldugunu gosterdi. Bu da Fe®" ile ligant arasinda bir temel hal

kompleksinin olustugunu destekledi.

24 1 * 208K
- y = 4472,8x + 0,8875 ] = 308K
y = 4062,3% + 0,9555 4 323K
2 x 333K
w 1,8
L
1,6
14 -
y = 1998,8x + 1,1378
1,2 1
! y = 1788 4x + 1,0262
1 T T T T T 1
0,00005 0,0001 0,00015 0,0002 0,00025 0,0003 0,00035
[Fe**], molL

Sekil 3.19. Fe®* iyonlari i¢in Stern-Volmer grafiginin sicaklikla degisimi

3.2.12. Fe** iyonu i¢in Dogrusal Aralik ve Lambert-Beer Kanunu’ndan Sapma

Fe**’iin spektroflorimetrik tayini i¢in gelistirilen metodun dogrusal ¢alisma araligi,
tayin sinir1 ve gozlenebilme siir1 gibi parametrelerin tespiti i¢in 1,44 mg/L ile 72,04 mg/L
degisen konsantrasyonlarda Fe®** ve 2,0 mL 2,6 x10®° M 1lik ligant iceren c¢ozeltiler sitrat
tamponuyla pH 7,0’a ayarlandi. Artan konsantrasyonda Fe** iceren bu ¢dzelti karisimlarina
toplam hacim 4,0 mL olacak sekilde deiyonize saf su ilave edildi. Bu ¢ozeltiler 1 dak.
vorteks karistiric ile karigtirtldi. Sonra spektroflorometrede 375 nm ile uyarma yapilarak
400-650 nm arasinda 10 mm’lik kuartz hiicrede 6lgtimler alind1 (Sekil 3.16).

503 nm’deki floresans siddetindeki degisimler Fe** konsantrasyonuna kars1 grafige

gecirildi (Sekil 3.20). Sekil 3.20°de goriildiigii gibi 1,44-21,61 mg/L araliginda dogrusal bir
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degisim belirlendi. 21,61 mg/L’den sonra Beer Kanunu’ndan sapma gozlendi.
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Sekil 3.20. Standart Fe*"iin tayinine ait dogrusal aralik ve Lambert - Beer
Kanunu’ndan sapma. Aen=503 nm. [ligant] =1,3x10° M

1,44-21,61 mg/L araliginda gozlenen dogrusallikla ilgi R? degeri 0,9949°dur. Bu
aralik i¢in elde edilen dogrunun denklemi asagidaki gibi tespit edilmistir (3.10):

y=-25767x + 1x10° (3.10)

Yukaridaki denklemde y; floresans siddeti, x; Fe*’nin mg/L olarak konsantrasyonu
ve R? ise korelasyon katsayisidir. Bu kalibrasyon grafigine gore standart referans
materyallerde Fe** iyonu analizi istenen dogrulukta gerceklestirilemediginden yapilan
tayinler asagida ayrintili olarak anlatilan bir modifiye standart ekleme yontemi ile

gerceklestirilmistir.
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3.3. Uygulanan Modifiye Standart Ekleme Yontemi

Standart ekleme yontemi spektroflorimetrik Slgiimlerde kullanilan bir yontemdir
(Kaewsuya vd., 2007). Ancak bilinen uygulama ile sonu¢ alinamadigindan farkli bir

standart ekleme yontemi uygulandi.

Deivonize saf

Deivonize . ]
e Deiyonize su

saf su
saf su

Artan kons. Fe*

standardi

Sabit kons. Sabit kons.
numune nammne
Sabit kons. [Sabit kons. | Sabit kons.
Ligand ligand ligand
3+
1mg/L Fe 1 mg/L Fe** 1 mg/L Fe**
standardi standardi standardi
— — —
Fo F1 Fs(F2,Fs,Fas,..)

Sekil 3.21. Modifiye standart ekleme yonteminin deneysel uygulama semasi

Bu yontemde biitiin tiiplere Sekil 3.21°de gosterilen ilaveler gerceklestirildi. Once biitiin
tiiplere 2,0 mL 2,6 x 10° M ligant ve sabit konsantrasyonda Fe** standard: (1,0 mg/L)
konuldu. Burada floresans siddeti Fo olan tiip tanik tiiptidiir. Floresans siddeti F; olan
tiipten itibaren biitlin tiiplere tayini yapilacak olan numuneden sabit hacimde ilaveler
gerceklestirildi. Floresans siddeti Fs olan tiip ise artan konsantrasyonda demir standardi
ilave edilen tiipleri temsil etmektedir. Bu tiipler i¢in floresans siddetleri Fy, F3, F4 ve Fs gibi
degerlerdir. Son olarak hacim 4,0 mL’ye tamamlanmadan Once biitiin tiiplerdeki

cozeltilerin pH’1  7,0’a sitrat tamponuyla ayarlandi. Sonu¢ olarak numune
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konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in Sekil 3.22’de gosterilen grafik ¢izildi. Bu grafigin
cizilmesi i¢in eklenen standart demir konsantrasyonlarina kars1 503 nm’de kaydedilen F,
F3, F4 ve Fs gibi floresans siddetleri grafige gegirildi. 1. tiiptin floresans siddeti Fy, 2. tiipiin
floresans siddeti F; ile gosterildi. Dogrusal grafigin ekstraplasyonunun Fqy degeri ile
kesistigi noktadan x eksenine bir dikme indirildiginde 4,0 mL’deki demir konsantrasyonu
belirlenmis oldu. Sekil 3.22°deki grafik onerilen modifiye standart ekleme yontemi

kullanilarak 1spanakta demir tayinine ait grafiktir.

1500000 Slgtilen Fo
= [}
9 —
o 1
- . 1000000 -
:
s : dleiilen F
— |
S 1
Cy '+ 500000 7 y = -35142x + 1.10°
\I R? = 0,9946
[}
I + O T T T 1
5 2,5 0 25 5 75 10
Eklenen standart Fe** konsantrasyonu (mg/L)

Sekil 3.22. Ispanakta demir tayini igin ¢izilen modifiye standart ekleme
yonteminin grafigi

3.3.1. Sabit Standart Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Sabit standart konsantrasyonunun belirlenmesi i¢gin CRM-SA-C Sandy Soil C
sertifikali materyali ve Ferrum Fort demir ilact tableti numunelerinde farkli
konsantrasyonda sabit standart kullanilarak tayinler gergeklestirildi. Sirasiyla 0,2, 0,6, 0,8,
1,0, 1,3, 1,5, 2,0 ve 3,0 mg/L sabit Fe(NOs)s standardi kullanildi. 2 mg/L demir igeren
standart referans metaryal ve demir ilaci tablet numunelerinin Fe** iyonu igerikleri analiz

edilerek hesaplanan % bagil hata degerlerinden uygun sabit standart konsantrasyonu
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belirlendi (Tablo 3.4). % Bagil hata ve sabit standart konsantrasyonunun en diisiik oldugu
deger 1 mg/L olarak bulundu. Bdylece Onerilen metotta 1,0 mg/L’lik sabit standart

konsantrasyonu ile ¢alisilmasina karar verildi.

Tablo 3. 4. Sabit standart konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in toprak-kum standart referans
metaryali ve Ferrum Fort tableti numuneleri i¢in hesaplanan % bagil hata
degerleri. Numunelerin demir igerikleri 2,50 mg/kg’dir.

Sabit Fe** konsantrasyonu® % Bagil Hata
(mg/L) Toprak-Kum standart Ferrum Fort demir ilaci
referans metaryali tableti
0,2 17,10 12,90
0,6 13,05 15,17
0,8 3,32 3,12
1,0 1,50 1,11
1,3 1,61 1,05
1,5 1,93 1,02
2,0 2,50 1,56
3,0 10,4 5,06

4 Standart Fe(NO3)3 ¢ozeltisi kullanilmustir

3.4. Gelistirilen Metodun Validasyonu

Gelistirilen metodun validasyonu, dogrusallik, dogruluk, kesinlik (giin i¢i ve giinler

arast), tayin sinir1 (TS) ve gozlenebilme sinir1 (GS) tespiti ile gergeklestirildi.

3.4.1. Dogruluk

Yontemin dogrulugu iki sekilde test edildi. Bunlardan ilkinde standart referans
materyaller (Sandy Soil ve Herbs) onerilen yontemle analiz edilerek analiz sonuglar
sertifikali demir igerikleriyle karsilastirildi ve bdéylece yontemin dogrulugu belirlendi

(Tablo 3.5). Ikinci dogruluk testi ise demir ilaci tableti ve gida numunelerde 6nerilen
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metotla belirlenen demir miktarlar;, bu numunelerin bilinen standart bir metotla
analizinden (Ankara Diizen Norwest Laboratuar1 ve Trabzon Gida Analiz
Laboratuari’ndan) elde edilen sonuglarla karsilastirilmasiyla yapildi ( Tablo 3.7 ve 3.9 ).
Bu iki dogrulama yontemi i¢in de demir miktarlar1 arasinda karsilastirma yapilirken
sonuglarin 6nemli oranda farkli olup olmadigini gostermek i¢in sonuglara t-testi (student’s

test) uygulandi. Hesaplanan bu degerler Tablo 3.5, 3.7 ve 3.9’da gosterildi.

3.4.2. Kesinlik

Yontemin kesinligi i¢in bagil standart sapma degerleri hesaplandi (Denklem 3.11).
Bagil satandart sapmalar 100 ile garpilarak % BSS olarak verildi (Denklem 3.12) (Skoog,
1991).

BSS = (s/x) (3.11)

%BSS = (s/xj*loo (3.12)

% BSS degerleri, tayinler giin i¢inde ve giinler arasinda 3’er defa tekrar edilerek
hesaplandi. Giin i¢i kesinlik olarak % BSS degerlerinin hesaplanmasi i¢in yapilan tayinler
sabah, 6glen ve aksam saatlerinde 5 saat arayla giin iginde tekrarlandi. Giinler arasi
kesinlik olarak, % BSS degerlerinin hesaplanmasi i¢in ise tayinler 2 giin arayla

gerceklestirildi. Sonuglar Tablo 3.6, 3.8 ve 3.10°da verilmistir.

3.4.3. Gozlenebilme Simir1 (GS)

Yapilan tayinlerde modifiye standart ekleme yontemi uygulanirken tanigin floresans
siddetinin (Fo) standart sapmasi 11 paralel ¢alisma yapilarak belirlendi. Sonrasinda
gozlenebilme sinirinin hesaplanmasi igin, bu degerin standart sapmasinin 3 kati alind1 ve
Onerilen yontemin modifiye standart ekleme grafiginin egimine bolinmesiyle GS
hesaplandi. Standart referans metaryallerle, demir tabletleriyle ve gida numuneleriyle

yapilan caligmalarin hepsinde gdzlenebilme sinir1 0,81 mg/L Fe** iyonu olarak bulundu.
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3.4.4. Tayin simir1 (TS)

Tayin sinir1, gozlenebilme smirt degerinin 3 kati alinarak hesaplandi. Tayin siiri

2,43 mg/L Fe** iyonu olarak bulundu.

3.4.5. Tayin Arahg

Onerilen metodun tayin araligi 2,43-21,61 mg/L Fe* iyonu olarak belirlendi (Sekil
3.20).

3.5. Sertifikah Referans Materyal Uygulamalar1 ve Sonuclarin Istatistiksel
Degerlendirilmesi

Gelistirilen yontemin dogrulugunu test etmek igin; yontem, Oncelikle toprak-kum
(CRM-SA-C Sandy Soil C) sertifikali referans materyaline daha sonra da karisik bitki
sertifikali referans materyaline (Mixed Polish Herbs (INCT-MPH-2)) uygulandi.

Ug tekrar numunesi analiz edildi ve her iki standart referans materyalin analizi i¢in
de 6nerilen metotla bulunan sonuglar arasindaki fark (Xr-Xort), kritik deger (ts//N )’den
% 95 giiven seviyesi ile daha diislik bulundu. Bylece gozlenen hatanin rastgele hatalardan
kaynaklandigina karar verildi. Dolayisiyla metodun dogrulugu gosterildi. Standart referans
materyallerin Onerilen metotla analizinden elde edilen sonuglarin 6grenci t-testi (Student’s

t-test) ile irdelenmesi yapildi. Bu sonuglar Tablo 3.5’de verildi.

Tablo 3. 5. CRM-SA-C Sandy Soil C ve Mixed Polish Herbs (INCT-MPH-2) sertifikali
materyallerin onerilen metotla analizinden elde edilen sonuglarin &grenci t-
testi (student’s t-test) ile irdelenmesi.

Element S XRr Kort Xr- Xort "ts/ \/ﬁ Karsilastirma
apedt
0,02 250 246 0,03 0,06 0,03 < 0,06
b3+
Fe 0,03 250 246 0,04 0,08 0,04<0,08

% CRM-SA-C Sandy Soil C sertifikali materyalleri icin; ® Mixed Polish Herbs (INCT-
MPH-2) sertifikali materyalleri igin; t: 4,30 (% 95 giiven seviyesinde); N=3; s: standart
sapma; Xor: bulunan ortalama deger;  Xg=sertifikali referans materyalin degeri;
Konsantrasyon mg/kg olarak ifade edilmistir.
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Sertifikali materyallerde metodun kesinligini ifade eden % bagil standart sapma
degerleri giin i¢i ve glinler aras1 kesinlik olarak hesaplandi ve % 3,00’1n altinda bulundu.

(Tablo 3.6)

Tablo 3. 6. Onerilen metotla CRM-SA-C Sandy Soil C ve Mixed Polish Herbs
(INCT-MPH-2) i¢in bulunan % BSS degerleri

%Sertifikali Giin-i¢i Kesinlik Giinler-Aras1 Kesinlik
Konsantrasyon
Degeri Ortalama % BSS Ortalama % BSS
Deger Deger
bFe® 2,50 2,51 1,96 2,46 1,01
Fe® 2,50 2,51 1,38 2,47 1,28

% Sertifikali metaryallerden hesaplanan demir konsantrasyonu; b CRM-SA-C Sandy
Soil C; “: Mixed Polish Herbs (INCT-MPH-2); N=3; Konsantrasyon mg/kg olarak
ifade edilmistir.

3.6. Demir Tableti Uygulamalari ve Sonuclarin istatiksel Degerlendirilmesi

Gelistirilen yontemin dogrulugunu test etmek igin; yontem ayrica demir tabletlerine
uygulandi. Iki farkli firmanin iirettigi demir tabletlerinde uygulamalar yapildi. Ferrum Fort
ve Maltofer demir ilaci tabletleri ICP-OES yontemi kullanilarak KYTG 504-12 kodlu
isletme i¢i standart metodu ile Diizen Norwest Laboratuarunda (Ankara) analiz ettirildi.
Aym numunelerin paralelleri dnerilen metotla analiz edildi. Onerilen metot uygulanarak
elde edilen sonuglar referans metotlardan elde edilenler ile karsilastirildi. Sonuglar t- testi
ile istatistiksel olarak degerlendirildiginde yukarida anlatildigi gibi % 95 giiven
seviyesinde Onerilen metot sonuglar1 ile akredite laboratuar sonuglar1 arasindaki
farkliliklarin rastgele hatalardan kaynaklandigi goriildii. Boylece oOnerilen metodun bir
sistematik hatasinin olmadig1 sonucuna varildi. Dolayisiyla yontemin dogrulugu tekrar
gosterildi. Akredite laboratuarin kullandigr ICP metodunun ¢aligmada 6nerilen metottan
(spektroflorimetrik) farkli bir prensibe dayanmasi Onerilen metodun dogrulugunu teyit

etmede daha anlamli oldugunu gosterdi. Elde edilen sonuglar Tablo 3.7°de verildi.
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Tablo 3. 7. Ticari ilag tabletleri i¢in akredite laboratuardan elde edilen sonuglarla 6nerilen
metottan elde edilen sonuglarin Ogrenci t-testi (student’s t-test) ile

karsilastirilmasi.
Element S Xr Xort Xp-Xot  “ts/ \/N Karsilastirma
et
0,02 2,50 2,47 0,03 0,06 0,03<0,06
bpg3* 0,01 2,50 2,49 0,01 0,03 0,01<0,03

% Ticari Ferrum Fort demir ilaci tableti; b Ticari Maltofer demir ilaci tableti; : t=4,30
(%95 giliven seviyesinde); N=3; s= standart sapma; Xoi=bulunan ortalama deger;
Xr=Ferrum Fort ve Maltofer tabletinde Ankara Diizen Norwest Laboratuarindan elde
edilen demir miktari; Konsantrasyon mg/kg olarak ifade edilmistir.

Ticari ilag tabletlerinde metodun kesinligini ifade eden % bagil standart sapma

degerleri giin i¢i ve giinler arasi kesinlik olarak hesaplandi ve % 3’in altinda bulundu.

(Tablo 3.8)

Tablo 3. 8. Onerilen metotla ticari Ferrum Fort ve Maltofer demir ilac1 tabletleri icin
bulunan % BSS degerleri

®Sertifikali Giin-i¢i Kesinlik Giinler-Aras1 Kesinlik
Konsantrasyon
Degeri Ortalama % BSS Ortalama % BSS
Deger Deger
"Fe®* 2,50 2,47 0,94 2,47 1,01
°Fe** 2,50 2,50 0,16 2,49 0,52

% Sertifikali metaryallerden hesaplanan demir konsantrasyonu; °: Ticari Ferrum Fort
demir ilac1 tableti; ©: Maltofer demir ilaci tableti; N=3; Konsantrasyon mg/kg olarak
ifade edilmistir.

3.7. Gercek Numune Uygulamalari ve Istatiksel Degerlendirilmeleri

Demir tayini i¢in gelistirilen yontemin dogrulugu test edildikten sonra yontem,

1spanak, nane, dereotu, semizotu ve roka gibi bazi sebze ve kurufasiilye ve kirmizi
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mercimek gibi bazi baklagil numunelerine uygulandi. Bunun i¢in gida numuneleri de AAS
yontemi kullanilarak NMKL 161 metodu ile Trabzon Gida Kontrol Laboratuarinda analiz
ettirildi. Ayn1 numunelerin paralelleri onerilen metotla analiz edildi. Sonuglar t- testi ile
istatistiksel olarak degerlendirildiginde yukarida anlatildigi gibi % 95 giiven seviyesinde
Onerilen metot sonuclari ile akredite laboratuar sonuglar1 arasindaki farkliliklarin rastgele

hatalardan kaynaklandigi goriildii. Elde edilen sonuglar Tablo 3.9’de gosterildi.

Tablo 3. 9. Ispanak, nane, dereotu, semizotu, roka, kurufasiilye ve kirmizi mercimek
numuneleri icin akredite laboratuardan elde edilen sonuglarla Onerilen
metottan elde edilen sonuglarin G6grenci t-testi (student’s t-test) ile

karsilastirilmasi
Numune S XRr XorT Xr- Xort  “ts/+/N Karsilastirma
Ispanak 0,04 2,50 2,46 0,04 0,10 0,04 <0,10
Nane 0,02 2,50 2,48 0,02 0,05 0,02 <0,05
0,05<0,10
Dereotu 0,04 2,50 2,45 0,05 0,10
. 0,01 <0,03
Semizotu 0,01 2,50 2,50 0,01 0,03
0,01 <0,03
Roka 0,01 2,50 2,51 0,01 0,03
0,02 < 0,06
Kuru fasulye 0,02 2,50 2,49 0,02 0,06
Kirmizi
) 0,01 2,50 2,51 0,01 0,04 0,01 <0,04
mercimek

Xr: AAS kullanilarak NMKL 161 metodu ile Trabzon Gida Kontrol Laboratuarinda
1spanak, nane, semizotu, dereotu, roka, kurufasiilye ve kirmizi mercimek numuneleri igin
elde edilen demir miktar;; *t = 4,30 (%95 giiven seviyesinde), N=3; Xorr=Onerilen
metotla bulunan ortalama demir konsantrasyonu; Konsantrasyon mg/kg olarak ifade
edilmistir.
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Gergek numunlerde metodun kesinligini ifade eden % bagil standart sapma
degerleri giin i¢i ve gilinler aras1 kesinlik olarak hesaplandi ve % 2’in altinda bulundu

(Tablo 3.10).

Tablo 3. 10. Onerilen metotla baz1 sebze ve baklagiller i¢in bulunan % BSS degerleri

®Akradite Giin-I¢i Kesinlik Giinler — Aras1 Kesinlik
Laboratuar
Deberi Ortalama % BSS Ortalama % BSS
egeri
Deger Deger
Ispanak 2,50 2,46 1,64 2,46 1,64
Nane 2,50 2,48 0,74 2,49 1,38
Dereotu 2,50 2,45 1,69 2,45 1,71
Semizotu 2,50 2,51 0,32 2,51 0,41
Roka 2,50 2,54 1,37 2,51 0,41
Kuru fasiilye 2,50 2,49 0,59 2,48 0,99
Kirmizi 2,50 2,51 0,27 2,51 0,57

Mercimek

a: AAS kullanilarak NMKL 161 metodu ile Trabzon Gida Kontrol Laboratuari’nda

analiz edildi. N=3; Konsantrasyon mg/kg olarak ifade edildi.

3.8. Standart Referans Materyallerin Analizi Sonuclar:

Gelistirilen yontem ile standart referans maddeler analiz edildi ve sonuglar Tablo

3.11°de verildi. Bu analiz sonuglar1 giin i¢i yapilan deneylerden hesaplanmuistir.
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Tablo 3. 11. Standart referans materyallerde demir tayini

Demir miktari (mg/g)

Numuneler Onerilen Metot Sertifikali Materyal
Bulunan Sertifikall
. % BSS . u
Deger Deger
Toprak-kum standart
) 13,94 1,96 13,9 1,2
referans materyali
Bitki standart referans
0,45 1,38 0,46 *

materyali

u: Sertifikali materyal i¢in % 95 giiven seviyesinde bildirilen 6l¢iim belirsizligi;

*: belirsizlik belirtilmemistir

3.9. Ger¢ek Numunelerin Demir Analizi Sonuclar:

Gelistirilen yontemin dogrulugu test edildikten sonra yontem, ticari ilag tabletlerine

ve gida numunelerine uygulandi. Bu numuneleri toplam demir miktar1 Tablo 3.12 ve

3.13’de verildi. Bu analiz sonuglar1 giin i¢i yapilan deneylerden hesaplandi.

Tablo 3. 12.Ticari ilag tabletlerinde demir analizi sonuglari

Demir miktar1 (g/kg)

Onerilen Metot Standart Metot
Numuneler Akredite
Bulunan
5 % BSS Laboratuar S
Deger .
Deger
Ferrum Fort Tableti
155,22 0,94 157,3 2,05
Maltofer Tableti
138,62 0,16 1385 1,07

s: Ankara Diizen Norwest Laboratuvarinin uyguladig
degeri

metodun standart sapma



88

Tablo 3. 13. Kuru gida numunelerinde demir analizi sonuglari

Demir miktar1 (g/kg)
Onerilen Metot Standart Metot
Numuneler
Akredite
Bulunan
5 % BSS Laboratuar u
Deger 5
Deger
Ispanak 215,60 1,64 219,17 17,75
Nane 642,65 0,74 648,42 52,52
Roka 615,70 1,37 606,97 49,16
Semizotu 136,27 0,32 135,69 10,99
Dereotu 78,51 1,69 80,07 6,48
Kuru fasiilye 102,63 0,59 102,94 8,34
Mercimek 86,80 0,27 86,39 7,00

u: Trabzon Gida Kontrol Laboratuarinin AAS kullanilarak uyguladigt NMKL 161

metodunun Sl¢iim belirsizligi

3.10. Deresuyu Numunelerinde Geri Kazanim Cahismalar:

Cevresel su numunelerinde bulunan demir iyonu konsantrasyonu 1 mg/L’in altinda

iken igme sularinda bu deger ¢ok daha diistiktiir. Demir iyonu tayini i¢in gelistirilen

metodun tayin sinir1 2,43 mg/L’dir. Bu yilizden su numunelerinde demir tayini yapilmasi

miimkiin olmamistir. Trabzon Degirmendere Deresi Deliklitas mevkiinden alinan su

numunesi tizerinde sadece geri kazanim ¢alismalar1 yapilmistir. % Geri kazanim sonuglari

Tablo 3.14°te verilmistir.
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Tablo 3. 14. Trabzon ili Degirmendere Deresi Deliklitas mevkiinden alman su
numunelerinde geri kazanim ¢alismalar1

Numune 3|+Eklenen XorT+ % BSS % Gerl

Fe™ Standardi Kazanim
Degirmendere 2,50 2,47+ 0,81 98,88
Deresuyu 5,00 4,98 + 0,20 99,60
7,50 7,47 £0,28 99,64

N=3; Konsantrasyon mg/kg olarak ifade edilmistir.

3.11. Gelistirilen Yonteme Gore Demir Tayinindeki Optimum Sartlar

Gelistirilen yontemin analitik performansini gosteren degerler Tablo 3.4’de

verilmigtir.

Tablo 3. 15. Demir tayini i¢in 6nerilen spektroflorimetrik metodun &zellikleri

Parametreler Degerler
Uyarma dalga boyu 375 nm
Emisyon dalga boyu 503 nm
Gozlenebilme simir1 0,81 mg/L
Tayin sinir1 2,43 mg/L
Tayin araligi 2,43-21,61 mg/L
Optimum pH 7,0
Ligant kons. 1,3x10°M
Ligant hacmi 2,0 mL
Toplam hacim 4,0 mL
Coziicli ortami Metanol:su (1:1)
Komplekslesme Siiresi 1-2 dak.
Korelasyon Katsayisi

0,9949

(R




4. TARTISMA

Agir metaller, canli hiicrelerde ve ¢evrede birikmeleri nedeniyle gevre kirliliklerinin
temel kaynaklarindandir. Bu nedenle ¢esitli ortamlardaki miktarlarinin tespiti ve tayini son
derece 6nemlidir. Yerkiirenin temel elementlerden biri olan demir ise biyolojik sistemlerde
oldukca énemli bir role sahiptir. Ozellikle 3+ yiikseltgenme basamagindaki demir insan
viicudu i¢in gereklidir. Demir hemoglobin ve miyoglobin gibi proteinlerin iiretiminde ve
oksijenin tasiniminda 6nemli bir role sahiptir. Asir1 veya yetersiz miktarda alimi insan
sagligin1 olumsuz yonde etkilemektedir. Bu nedenle ¢evresel numunelerde ve gidalarda
demir miktarinin belirlenmesi 6nemlidir.

Spektroflorimetrik olarak metal iyonlarinin segici olarak tayin edilmesi ve
miktarlarinin belirlenmesi i¢in uygun sensdrlerin gelistirilmesi tip, biyoloji, cevre, gida ve
kimya gibi bir¢ok alanda arastirma konusu olmustur. Spektroflorimetrik teknikler, hassas
ve segici olarak diisiik maliyetle hizli bir sekilde numuneyi tahrip etmeden ¢ok bilesenli
sistemlere uygulanabilir. Belirtilen bu avantajlar1 nedeniyle Onerilen ¢alismada gergek
numunelerde demir tayini azaflavanon-3-ol tiirde bir bilesik kullanilarak spektroflorimetrik
yontemle gergeklestirilmistir.

Flavanonoller bir tiir fenolik bilesik olan flavonoid sinifindandir. Flavonoidler
bitkilerde dogal olarak bulunan ve antioksidan Ozellige sahip olan ¢ok Onemli
metabolitlerdir. Kullanilan bilesik de sentetik bir flavonoid bilesigidir. Flavonoidler
antioksidan, antibakteriyel, antikanserojenik ve antialerjik gibi ¢ok genis biyolojik
fonksiyonlar gostermektedir. Bu yiizden florimetrik ¢aligmalarda cesitli sentetik flavonoid
tiirevlerinin daha ¢ok biyolojik amaclar i¢in kullanimina rastlanmaktadir. Literatiirde
flavonoid tiirevi morin (Hu vd., 2012), hesperidin (Wang vd., 2007) ve 2-(4-florofenil)-1-
fenil-1H-fenantro [9,10-d] imidazole (Jayabharathi vd., 2012) bilesiklerin fizyolojik
sartlarda, sigir serum albumini ile etkilesimi floresans spektroskopisi ile arastirilmis ve
Stern-Volmer esitligi ile sicaklik gibi termodinamik parametrelere bagli bag sabitleri ve
baglanma bolgeleri belirlenmistir. Ayrica c¢esitli flavonoid tiirevi bilesiklerin insan
hemoglobini ile etkilesimi spektroflorimetrik olarak ve molekiiler modelleme
caligmalariyla bulunmustur (Chaudhuri vd., 2011; Chakraborty vd., 2012). Benzer
caligmalar hedef proteinlerle (Gutzeit vd., 2004) ve kirmizi kan hiicre membran lipit ve

proteinleriyle (Chaudhuri vd., 2007) de gergeklestirilmistir. Boylece bu flavonoidlerin



91

antioksidan ve antihemolitik gibi etkileri hakkinda bilgi edinilmistir. Bununla birlikte
dogal veya sentetik flavonoidler kullanilarak metal tayini ile ilgili yapilan
spektroflorimetrik caligmalara literatiirde rastlanmamistir. Bu bakimdan sunulan c¢alisma
literatiir i¢in yeni bir 6rnek teskil etmektedir.

Yontemde kapali sistem mikrodalga ¢oziiniirlestirme sistemiyle ¢oziiniirlestirilen
nane, 1spanak, dereotu, roka ve semizotu gibi sebze; kuru fasulye ve kirmizi mercimek gibi
baklagil numunelerinde demir tayini pH 7,0’da metanol:su (1:1) ortaminda hizli ve basit
bir spektroflorimetrik yontemle gerceklestirilmistir.

Aza-flavanon-3-ol tiirti ligandin absorpsiyon spektrumu alindiginda maksimum
absorbans yaptigi dalga boyu 373 nm olarak belirlenmistir. 375 nm’de uyarilarak ligandin
floresans spektrumu alindiginda emisyon dalga boyu 503 nm olarak bulunmustur. Daha
sonra bir¢ok anyon ve katyonun soz konusu bilesikle etkilesimi metanol-su ortaminda
spektrofotometrik ve spektroflorimetrik dlciimlerle incelenmistir. Bu iyonlardan Fe?*, Fe®",
CrO4% ve Cr,07* iyonlarinin ligandin absorbans siddetinde dnemli bir artisa sebep oldugu
goriilmustiir (Sekil 3.3 ve 3.4). Ancak absorbanstaki bu degisimin sebebinin ligant ile
etkilesimleri degil bu iyonlarin kendilerinin oldugu ligantsiz yapilan calismalarda
anlasilmistir. Bu yiizden caligmalarin devaminda absorbans 6l¢limlerine yer verilmemistir.
Spektroflorimetrik ¢alismalarda ise 6zellikle Fe*', Fe?* ve Cr,0;% iyonlarinin ligandin
floresans siddetinde 6nemli bir azalmaya sebep oldugu gozlenmistir (Sekil 3.9 ve 3.10).
Cr,0/* iyonunun konsantrasyonu artik¢a ligandin floresans siddetinde diizenli bir
degisiklik s6z konusu olmamuistir. Fe** ve Fe*' iyonlartyla yapilan spektroflorimetrik
titrasyonlarda bu iyonlarin konsantrasyonu artik¢a ligandin floresans siddetinin diizenli
olarak azaldig1 belirlenmistir (sirasiyla Sekil 3.11 ve 3.20). Bununla birlikte Fe®" ile
yapilan ¢alismada R? degerinin (0,9949) Fe?* ile yapilan calismadakinden daha yiiksek
oldugu goriilmiistir. Fe** i¢in R? degeri 0,9825°tir (Sekil 3.11). Buna ilaveten Kati
numunelerin  ¢oziinilirlestirmesi  sirasinda  kullanilan  nitrik  asitin - de numuneyi
yiikseltgeyecegi dolayisiyla demir tiirlerinin 3+ basamagina doniisecegi dikkate alinarak
Fe** iyonunun ligantla etkilesimine dayali bir yontemin optimizasyonuna karar verilmistir.

Gelistirilen yontemde, spektroflorimetrik olarak demir tayininde kullanilacak
flavanonol ligandinin konsantrasyonunu belirlemek igin metanolde 2,6x10° M, 1,0x10° M,
2,6X10'5 M ve 5,OX10'5 M olan ligant ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢6zeltilerin her birinden
alman 2,0 mL’lik kisimlarin {izerine 2,0 mL deiyonize su ilave edildi. Hazirlanan

cozeltilerin 375 nm’de uyarilmasiyla ile emisyon spektrumlar1 400-650 nm arasinda alindi
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(Sekil 3.7). Daha sonra uygun ligant konsantrasyonunu optimize etmek igin bu
konsantrasyonlarda bir seri ligant ¢ozeltisi ile florimetrik Fe** iyon titrasyonlari
gergeklestirildi. Olgiimlerden floresans siddetleri dalga boyuna karsi grafige gegirildi.
Maksimum floresans siddetinin oldugu 503 nm’deki emisyonlar artan Fe** iyonu
konsantrasyonuna (mg/L) karst grafie gecirildiginde en yiiksek R® degeri veren
kalibrasyon grafigi 1,3x10™ M ligant ¢ozeltisi i¢in elde edildigi goriildii (Sekil 3.20).

Yapilan titrasyonlarda ligant ¢oziiciisii olarak metanol yerine etanol, asetonitril, THF
ve DMF de kullanilmistir. Yukarda belirtildigi gibi kalibrasyon grafiklerinin R? degerine
bakilarak metanolde ¢alismanin uygun oldugu goriilmiistiir. Metanoldeki 1,3x10° M’lik
ligant ¢ozeltisinin Fe** iyonu ile spektroflorimetrik titrasyonunda kalibrasyon grafiginin R
degeri 0,9949 olarak belirlenmistir (Sekil 3.20).

Ligandin floresans spektrumuna pH etkisini incelemek igin metanol:su (1:1)
ortamindaki 1,3x10®° M’lik ligant ¢ozeltilerinin her birinin pH’1 1,0°dan 10,0’a kadar
uygun tampon c¢ozeltiler kullanilarak ayarlandi ve 375 nm’de uyarma ile floresans
spektrumlar1 alindi. 503 nm’deki emisyonlar bu pH degerlerine kars1 grafige gegirildiginde
ligandin maksimum emisyon verdigi pH’in 5,0 ile 8,0 araliginda oldugu gérildii (Sekil
3.8). Bu nedenle calisma pH’1 olarak bu degerler arasindaki bir deger olan 7,0’ye karar
verildi.

Ligant ile Fe** iyonu arasindaki etkilesimin bir kompleks olusumundan kaynaklanip
kaynaklanmadigin1 géstermek i¢in Job metodu uygulandi (Job, 1928). Bu amagla ligandin
ve Fe** iyonunun 2,6 x10° M ¢ézeltileri hazirland1 ve pH 7,0’a ayarlandi. Son hacim 4 mL
olacak sekilde ligandin konsantrasyonu artarken Fe** iyonu konsantrasyonunun azaldig1 bir
seri ¢ozeltinin 503 nm’deki floresans siddetleri ligant hacmine kars1 grafige gecirildi. Elde
edilen grafigin tiggen seklinde olmasi ligandla Fe®* iyonu arasinda bir kompleks
olustugunu gostermektedir. Bu iiggenin tepe noktasindan ligant hacminin bulundugu
eksene bir dikme indirildiginde 2,0 mL’ye karsilik geldigi goriilmektedir. Bu noktada
metal hacmi de 2,0 mL oldugundan kompleks stokiyometrisinin 1:1 oldugu belirlenmistir
(Sekil 3.12).

Olgiimden onceki bekleme siiresinin optimizasyonu igin; 2,0 mL 2,6 x10° M
ligandin metanoldeki ¢ozeltisine 2,0 mL 2,6 x10™° M Fe**’nin sudaki ¢ozeltisi eklendi, 1-2
dak. vorteks calkalayicida calkalandi ve 1-60 dakika arasinda 503 nm’deki emisyon
siddetinde meydana gelen degisiklikler incelendi. Fe*'- ligant 1:1 kompleksinin birinci
dakikadan itibaren kararliliga ulastigi ve 60 dakika boyunca kararli kaldig: tespit edildi.
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(Sekil 3.13). Bu siire igerisinde floresans siddetindeki degisimlerin % 2,0’dan fazla
olmadig1 belirlenmistir. Ligant-Fe** arasindaki kompleksin hizli bir sekilde kararli hale
gelmesi tayinin siiresini de azalttigi i¢in 6nemli bir avantaj saglamaktadir.

Fe** iyonunun spektroflorimetrik tayinine pH etkisinin incelenmesi icin 2,6x10° M
ekivalent miktarda ligant ve Fe** iyonu iceren ¢ozelti karisimlarinin her birinin pH’1 1,0 ile
10,0 arasinda ayarlandi ve floresans spektrumlart alindi. 503 nm’deki emisyonlar bu pH
degerlerine kars1 grafige gecirildiginde Iigant:Fe3+ kompleksinin en yiiksek floresans
siddetini pH 5,0 ile 8,0 arasinda verdigi goriildii (Sekil 3.14). Boylece tayin pH’1 olarak
7,0’a karar verildi.

Literatiirde Fe** iyonunun florimetrik tayini igin verilen floresent ligandlarm Fe**
iyonu ile komplekslesme siireleri olduk¢a uzundur. Bu durum tayin siirelerini de
uzatmaktadir. Ornegin Zhou vd., (2012) siit tozu ve yasmin c¢ayinda Fe** iyonu tayini
gerceklestirilirken  2-pridinkarbaldehid-p-fenilhidrazon-Fe**  kompleksinin ~ kararliliga
ulagmasi i¢in 30 dakika beklenmesi gerektigini belirtmistir. Yi vd., (2013) 9,9-bis(3'-
fosfonik asit propil)-2,7-difenilfloren ve 2,7-difenilfloren-9-ilfosfonik asit ligandlarini
kullanarak su numunelerinde Fe®*" iyonu tayini gergeklestirdigi gahismasinda ise tayin
cozeltilerinin floresans kararliliga ulasmasi i¢in 24 saat oda sicakliinda beklenmesi
gerektigini bildirmistir. Benzer sekilde Du vd., (2013) da rodamin amid floresans probu ile
su numunelerinde Fe** iyonu tayininde, ¢zeltinin floresans kararliligina ulasmast icin 20
dakika beklemistir. Huang vd., (2013) ise insan serumunda direkt Fe** iyonu tayininde
kullandig1 dogal bir polisakkarit olan sitozanin floresans siddetini arttirmak i¢in 9 saat
isitmistir. Boylece Onerilen g¢alismadaki metodun literatiirdeki spektroflorimetrik Fe**
iyonu tayini metotlarindan daha hizli bir metot oldugu anlasilabilir.

Floresent bir tiiriin floresans siddetindeki soniimiiyle ilgili statik ve dinamik s6niim
mekanizmalarii agiklamak i¢in Stern-Volmer grafigi cizilir. Bunun ig¢in sondiiriicii
konsantrasyonuna [Q]’ya karsi Fo/F degerleri grafige gecirilir. Her iki soniim i¢in de
(statik soniim ve dinamik soniim) Stern-Volmer grafigi y eksenini 1’de kesen dogrusal
grafiktir (Denklem 3.8). (Al-Kady vd., 2011; Reddy vd., 2004). Onerilen ¢alismada ligant
ile Fe** iyonu arasidaki etkilesim sonucu olusan soniimiin mekanizmasi hakkinda fikir
sahibi olmak i¢in Stern-Volmer grafikleri ¢izildi. Bu amagla yapilan 6lgtimlerde, pH 7,0’da
metanol : su (1:1) ortaminda ligant konsantrasyonu 1,3 x 10° M’da sabit tutulup Fe*'
Iyonunun konsantrasyonunun artirilmasi ile ligandin emisyon siddetinde goriilen azalmalar

dikkate alindi. Elde edilen spektrumlar Sekil 3.17°de gosterildi. 375 nm’deki uyarma
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sonucunda 503 nm’deki floresans siddetleri dlgililerek demir konsantrasyonuna karsi Fo/F
degerleri grafige gecirildi. Uc &lgiim yapilmistir. Bu 6l¢iimlerin standart sapmasi1 Tablo
3.3’de gosterildi.

Sekil 3.17” den goriildiigli gibi elde edilen egrinin diisiik demir konsantrasyonlarina
karsilik gelen kismi dogrusaldir ve beklendigi gibi kesim noktasi yaklasik 1’e esittir.
Dogrusal degisimin oldugu bu konsantrasyon araligina ait grafik Sekil 3.18’de
gosterilmistir. Ancak yiiksek metal konsantrasyonlarinda Sekil 3.17° den goriildiigli gibi
egri dogrusalliktan pozifif sapma gostermektedir. Bu sonug ligant ile Fe®* iyonu arasindaki
etkilesim sonucu gozlenen floresans soniimiiniin dinamik ve statik soniimiin birararda
olmasindan kaynaklandigin1 gostermektedir. Literatiirde buna benzer sonuclara sikca
rastlanmigtir (Chaudhuri vd., 2011; Wei vd., 2014; Wang, 2009) Ayrica séniimiin bir temel
hal metal-ligant kompleksinin etkili oldugu bir statik soniimiin iizerinden mi yoksa
uyarilmis hal sirasinda olusan bir kompleksin isimasiz olarak temel hale donmesi
tizerinden mi gergeklestiginin belirlenmesine yonelik calismalarin yapildig: literatiirde
goriilmektedir (Sekil 1.7) (Behera, 1995). Ancak bu ¢alismalardan Ky, ve K, sabitlerinin
dogru olarak tespiti biiyiik 6l¢iide floresans omrii (lifetime) degerinin 6l¢iilmesine baglidir.
Yapilan ¢alismada kullanilan spektroflorimetre ile ligandin floresans émrii 6lgme imkani
olmadigindan statik soniim mekanizmasi ayirt edilememistir. Bununla birlikte dinamik
soniime eslik eden statik soniimiin mevcut oldugu floresans etkinligi iizerine sicakligin
etkisinin incelenmesi ile de dogrulanmustir.

Bunun i¢in 298 K, 308 K, 323 K ve 333 K sicakliklarda komplekslesme
incelenmistir. Sekil 3.19 soniim etkinligi (Fo/F) lizerine sicakligin etkisini gostermektedir.
Sekil 3.19’da goriildigi gibi 308 K’deki soniim etkinligi 323 K’dekinden, 323 K’deki
sontim etkinligi ise 333 K’dekinden daha fazladir. Yani sicakligin artmasiyla soniim
etkinligi (Fo/F) azalmistir. Bu nedenle artan Fe* konsantrasyonu ile 503 nm’de ligandinin
floresans siddetindeki soniimiinde statik sonlimiin etkili oldugu sdylenebilir. Bu sonug
ligant ile Fe** arasinda bir temel hal kompleksi olusumunu desteklemektedir.

Bu c¢alismada demir tayininde kullanilmak {izere Onerilen azaflavanon-3-ol
bilesiginin Fe** iyonu ile etkilesimi de ayrmtili olarak incelenmistir. Oncelikle metanol:su
ortaminda 1:1 bilesimine sahip bir kompleksin olustugu belirlenmistir. Ligand ile Fe®*
iyonu arasindaki kompleksin kararlilik sabitinin hesaplanmasi i¢cin Denklem 3.7 esitligi
kullanilmistir (Bourson, 1989). Bu esitlige gore 1/[Fe**]’mn, Fo/(Fo-F)’ye kars1 degisimi
grafige gecirildiginde dogrunun denklemi y=0,0003x+0,7408 olarak elde edilmistir (Sekil
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3.15). Sekil 3.15’te dogru denkleminin kesim noktas1 olan 0,7408 degeri egimi olan 0,0003
degerine boliiniip logaritmasi alindiginda log K degeri 3,40 olarak bulunmustur.

Ligandin Fe** iyonu ile olusturdugu kompleksin 6zellikleri hakkinda ayrintili bilgi
edinmek i¢in kati faz halinde kompleks hazirlandi. Bunun igin ekivalent miktardaki
(2,6x10°° M) Fe** iyonunun sulu ¢ozeltisi ile ligandin metanoldeki ¢ozeltisi 40 °C’de 1 saat
karistirildi. Coziicii kuruluga kadar evaporatdrde uzaklastirildi ve kalinti dietil eter ile
muamele edildi. Dietileterde ¢oziinmeyen kati kompleks siiziildii ve vakum etiiviinde P,Os
kurutuldu. Kompleksin IR spektrumu alindi ve ligandinki ile karsilastirildi. Ek 1 liganda ait
IR spektrumunu gostermektedir. Ek 2 ise kompleksin IR spektrumunu gostermektedir.
Ligandin IR spektrumunda gozlenen 1665 cm™’deki C=0O grubunun gerilme titresiminin
siddeti kompleksin IR spektrumunda zayiflamistir ve 1684 em Ve kaymistir. Bu sonug Fe*
iyonunun ligandin karbonil grubu ile etkilestigini gosterir. ~ Ayrica ligandin IR
spektrumunda 3415 cm™’de gorilen OH grubuna ait gerilme titresiminin yerine
kompleksin IR spektrumunda genis bir band goriilmektedir. Bu bandin kompleksin
yapisinda bulunabilecek bir su molekiilinden kaynaklandigir diisiiniilmektedir.
Kompleksin IR spektrumu incelendiginde 1157-1533 cm™ arasinda gdzlenen siddetli pikler
nitrat gruplarinin varligini gostermektedir. 1231-1295 ve 1403-1533 cm™deki piklerin
varligr koordine olmus yani kovalent bagli nitrat gruplarmin varligini gostermektedir
(Arora, 2009). Bu piklerin nitrat komplekslerindeki koordinasyona katilan nitrat
iyonlarinin  varhiginda goézlenen NO; grubuna ait gerilme titresimleri oldugu
bildirilmektedir (Radhakrishnan, 2005). IR spektrumunda 1380 cm™de absorpsiyon
bandinin gozlenmemesi koordine olmamis yani iyonik nitrat grubunun olmadigini
gostermektedir. [Rama 2008]. Bu sonuclar ligant ile Fe** tyonunun olusturdugu
komplekste sadece i¢ koordinasyon kiiresinde bagli nitrat iyonlarinin bulundugunu
gostermektedir. Bu diislincenin dogrulanmas: i¢in kompleksin iletkenlik oOlglimleri
gerceklestirildi. Bunun i¢in kompleksin 2,6x10% M dimetilformamidteki ¢ozeltisi
kullanild1 ve iletkenliginin literatiirde verilen yonteme gore 19 ohm™ cm? mol™ oldugu
belirlendi (Geary, 1971). Bu sonug olusan kompleksin non-elektrolit oldugunu yani iletken
olmadigin1 gosterdi. Boylece IR spektrumundan ve iletkenlik dl¢limlerinden kompleksin
iyonik bagli nitrat grubu icermedigi tiim nitrat gruplarinin i¢ koordinasyon kiiresinde
bulundugunu dogrulamaktadir.

Job metodu ile gosterilen 1:1°’lik kompleks bilesimine sahip yapinin olustugu baz

alimarak IR spektroskopik oOl¢iimleri ve iletkenlik Ol¢iimleri sonucglart da dikkate
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alindiginda olas1 bazi koordinasyonlara ait teorik kararlilik hesaplamalari yapildi. 1lk
adimda yapi1 yar1 deneysel yontem olan ZINDO1 yontemiyle optimize edildi. Sonra elde
edilen ham yapilar, DFT-B3LYP/6-31G(d) temel seti ile yeniden optimize edildi (Becke,
1993; Lee, 1988). Tiim hesaplamalar Gaussian 03 W programu ile gergeklestirildi (Frisch,
2003). Hesaplamalarda, hata paymi minimuma indirgeyen “tight converge” kriteri
kullanildi. Nitrat anyonlarinin koordinasyonlari ile birlikte; ligandin NH, karbonil, ve OH
gruplarinin komplekslesmeye katilimini saglayan muhtemel baglanma modlar icin ve
ligandin sadece karbonil grubu ile OH grubunun komplekslesmeye katilimini saglayan
baglanma modlar1 i¢in teorik kararlilik hesaplamalar1 yapildi. Bahsedilen yontemle,
molekiilleri tanimlayan bag uzunluklar1 ve bag agilar1 optimize edilerek, muhtemel yapilar
icerisinde en karali olan yapi1 elde edildi. Hesaplamalar sonucunda, -254694.8750 kj/mol

enerji degeriyle oldukga kararli olan yapinin Sekil 4.1°de verilen yap1 oldugu belirlendi.

9
3
‘o’

T

Sekil 4.1. Teorik hesaplamalara gore
ligandin Fe*" ile olusturdugu
en kararli yap1

Metalin, ligandin yapisindaki karbonil ve OH oksijeni ile etkileserek olusturdugu
bidentat bes iiyeli halka yapiya termodinamik kararlilik saglamaktadir. Ug nitrat grubu
monodentat tarzinda baglanirken bir su molekiilii de koordinasyona katilarak oktahedral bir

yap1 olugmaktadir (Sekil 4.1).
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IR ve kiitle spektroskopik verileri, iletkenlik Ol¢limleri ve teorik hesaplamalarin
sonuglarina dayanarak ligandin Fe®* iyonu ile olusturdugu kompleks icin Sekil 4.2°de

gosterilen baglanma modu onerilmistir.

H,O

Sekil 4.2. Ligandin Fe** kompleksi i¢in baglanma modu

IR spektrumundan karar verilen kompleksin su igerdigi fikrini destekleyecek
sekilde kiitle spektrumunun incelenmesinden [LFe(NO3)3H,0].H,O kapali formiiliine uyan
iyon 533 [M-1]" pikinin goriilmesi yapinin 6nerildigi sekilde olabilecegini gostermektedir.
Yine kiitle spektrumunda [LFe(NOs)s] koordinasyon bilesigine ait 496 [M-2]" pikinin
varlig1 6nerilen yapiy1 destekler niteliktedir (Ek 3).

Fe¥* iyonunun spektroflorimetrik olarak tayinine yabanci iyonlarin etkisini tespit
etmek icin 1,3x10° M ligant ve ekivalent miktarda Fe** iyonu igeren ¢ozeltilere uygun
konsantrasyonda ¢esitli yabanci iyonlar ilave edildi. Ligant:Fe** (1:1) ve uygun
konsantrasyonda yabanci iyon igeren c¢dozeltilerin 503 nm’deki floresans siddetleri
ligant:Fe** (1:1) ¢ozeltisinin floresans siddeti ile karsilastirildi. % 5°ten daha fazla farka
sebep olmayan en yiiksek yabanci iyon konsantrasyonu tolerans limiti olarak verildi (Tablo
3.1 ve 3.2). Tablo 3.1 ve 3.2’deki verilerden yiiksek konsantrasyonlarda dahi bir¢ok iyonun
tayini onemli Olgiide etkilemedigi anlasildi. Bu da 6nerilen metodun Fe* iyonu igin
secimli oldugunu gosterir nitelikteydi.

Yontemin analitik parametrelerinin verilebilmesi igin % bagil standart sapma (%
BSS), gozlenebilme sinir1 (GS) ve tayin sinir1 (TS) degerleri hesaplandi. Bu metodun
gbzlenebilme sinir, 11 adet tanik numunenin floresan siddetlerinin standart sapmasinin {i¢

katinin kalibrasyon grafiginin egimine orani aliarak 0,81 mg/L bulundu. Tayin sinir1 ise
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gozlenebilme sinirmin 3 kati alinarak 2,43 mg/L olarak hesaplandi.

Onerilen yontemle sertifikali referans materyaller, demir tabletleri, 1spanak, nane,
dereotu, semizotu, roka kurufasiilye, kirmizi mercimek numunelerinde Fe®* iyonu
analizlerine ait sonuclarin % bagil standart sapmasi, ayni giin i¢inde yapilan analizlerden
elde edilen verilere gore 0,16-1,69 degerleri arasinda, farkli giinlerde yapilan analizlerden
elde edilen verilere gore 0,41-1,71 degerleri arasinda bulundu. Sonuglar Tablo 3.6’da
3.8’de ve 3.10°da verildi. Bu sonuglar metodun hem giin i¢i hem de gilinler arasi
kesinliginin % 2,0’1n altinda oldugunu gosterdi. Bu kesinlik degerinin istatistiksel olarak
yeterince iyi oldugu soylenebilir.

Gelistirilen yontemde, Fe*nin spektroflorimetrik tayini igin standart referans
materyallere, demir ilaci tabletlerine ve gida numunelere ¢oziiniirlestirmeden baska
herhangi bir islem uygulanmamistir. Bu durum yodntemin uygulamadaki kolayligini
gosteren bir diger 6nemli noktadir. Oysaki Ragos vd.,’nin (1998), Asan vd.,’nin (2010) ve
Mao vd.,’nin (2010) metotlar1 gibi literatiirde Onerilen bazi metotlarda tayinden Once
numuneye bazi iyilestirme islemleri yapilmas: gerektiginden bahsedilmektedir. Ornegin
Ragos vd., (1998) 4-hidroksikinolin ile sigir karacigerinde spektroflorimetrik olarak Fe**
iyonu tayininde metal katyonlarinin bozucu etkisini maskelemek i¢in potasyum floriir ve
trietilentetramin ¢ozeltileri kullanmustir. Literatiirde bildirilen ¢alismalarin bazilarinda
analitin deristirilmesi i¢in bazi zenginlestirme islemleri yapilmistir. Asan vd., (2010)
katyon degistirme reginesi igeren bir mini zenginlestirme kolonu kullanarak numuneyi
zenginlestirmis ve florimetrik olarak salisilik asit ile Fe** iyonunun tayini
gerceklestirmistir. Mao vd, (2010) dolgu maddesi aktif karbon bagl etilendiamin (AC-
EDA) adsorbenti olan 50 mm x 9,0 mm boyutlarinda bir PTFE kolon kullanilarak % 100
sulu sistemlerde rodamin esasl floresans bir prob olan RC maddesi ile fizyolojik pH’da
Fe** iyonu tayinini ger¢eklestirmistir. Bdyle islemler tayin siiresiinin uzamasina sebep olur.
Oysaki bu caligmada Onerilen metotta her hangi bir zenginlestirme islemi yapilmamistir.
Bu sayede tayin siiresi uzamamastir.

Bolim 3.3’te detayli bir sekilde anlatilan modifiye standart ekleme yonteminin
uygulanmas1 son derece kolaydir. Bu yontemin uygulanmasinda oncelikle eklenen sabit
Fe** konsantrasyonu optimize edildi. Bunun icin toprak-kum standart referans
materyalinde ve Ferrum Fort isimli demir ilaci tableti numunelerinde 2,5 mg/kg’lik demir
tayini farkli konsantrasyonda “sabit standart Fe**, ilaveleri yapilarak gerceklestirildi.

Bulunan sonuglar % hata olarak degerlendirildi. Sabit standart konsantrasyonunun ve %
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hata degerinin en diisiik oldugu deger metot uygulanirken kullanilacak olan “sabit Fe**
konsantrasyonu” olarak segildi. Tablo 3.4’te goriildiigii gibi bu konsantrasyon 1,0 mg/L
olarak belirlendi.

Yontemin  dogrulugu ve gercek numunelere uygulanabilirligi iki sekilde
belirlenmistir. Bir analitik metodun sapmasini bulmak i¢in en yaygim yol gelistirilen
metodu bilesimi dogru olarak bilinen bir numunenin analizinde kullanmaktir. Bu amagla
dogruluk testinin ilki olarak bu gelistirilen modifiye standart ekleme yontemi toprak-kum
standart referans materyaline (HPS, sany-soil CRM-SA-C) ve bitki standart referans
materyaline (Polish CRM, Mixed Polish Herbs, INCT-MPH-2) uygulandi ve sonuglar %
95 giiven seviyesinde 6grenci t-tesi ile degerlendirildi. Ogrenci t-testi, Xg-Xor fark: segilen
bir olasilik seviyesi i¢in (ts/ /N ) kritik degerinden 6nemli oranda biiyiikse farkin sistematik
hatadan kaynaklandigini belirtir (Skoog, 1991). Sertifikali dogru deger ile Olgiilen
sonuglarin (N=3) ortalamasi1 arasindaki farkin (Xg-Xorr) %95 giiven seviyesi i¢in
hesaplanan kritik degerden (ts/\/N') kiigiik olmas1 yontemin analiz sonuglart ile sertifikali
degerlerden beklenen sonuglarin istatistik olarak ayni oldugu gostermektedir. Bu sonuglar
gozlenen farklarin rastgele hatadan kaynaklandigini, metodun sistematik hatasinin
olmadigini ortaya koymaktadir (Tablo 3.5).

Dogrulugun tespitinin ikinci sekli ise bilinen standart metotlarla analizdir. Bunun i¢in
gercek numuneler kullanilmistir. Demir ilaglari, 1spanak, nane, dereotu, semizotu, roka,
kuru fasulye ve kirmizi mercimek numuneleri bilinen standart metotlarla akredite
laboratuarlarda analiz ettirildi ve bu laboratuvardan alinan sonuglar bu tezde Onerilen
yontemden elde edilen sonuclarla karsilastirildi. Ogrenci t-testi (student’s t-test)
uygulandiginda sonuglarin istatistiksel olarak ayni oldugu goriildi (Tablo 3.7 ve 3.9).
Tablo 3.5, 3.7 ve 3.9’da goriildiigii gibi akredite laboratuvardan alinan deger ile Gnerilen
metotla elde edilen degerlerin ortalamasi arasindaki fark olan Xg-Xorx degeri %95 giiven
seviyesi i¢in hesaplanan kritik deger olan ts/ /N degerinden kiigiiktiir. Onerilen metotla
yapilan 6l¢iim sayis1 N=3"tiir.

Fe** iyonu tayini icin az sayida spektroflorimetrik yontem literatiirde bulunmaktadir
(Cha vd., 1996; Jung vd., 2010; Zhang vd., 2010; Lee vd., 2014; Feng vd., 2007; Wei vd.,
2014; Liping, vd., 2008). Cha vd.,’nin (1996), Wei vd.,’nin (2014) ve Liping vd.,’nin
(2008) gelistirdigi metotlarda ise gozlenebilme smir1 0,04 mg/L’nin altindadir. Bazi
arastirmacilar onerdikleri metotlar i¢in gbzlenebilme siirini belirtmemislerdir (Lee vd.,

(2014). Jung vd.,’nin (2010) 6nerdigi metodun gozlenebilme sinir1 yaklasik 2 mg/L’dir.
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Ancak yapilan ¢aligmada gozlenebilme sinirina dair bir bilgiye rastlanmamistir. Bir bagka
spektroflorimetrik metotta gozlenebilme sinirt 0,4 pg/L (Zhang vd., 2010). Siklo dekstrin
igeren bir baska floresent ligant demir tayini i¢in Onerilmistir ve bu metodun gézlenebilme
smirt ise 1 pg/L olarak belirtilmistir (Feng vd., 2007). Bununla birlikte 6nerilen metodun
gercek numunelere uygulanmasiyla ilgili bir bilgi verilmemistir.

Literatiirdeki az sayidaki spektroflorimetrik demir tayini yontemlerinin gézlenebilme
smirlar1 Onerilen ¢alismadakinden disiiktiir (Cha vd., 1998; Sayour vd., 2011). Bununla
birlikte tayinde kullandiklari bilesikler (salisilik asit ve 1-naftol-2-sulfonattin potasyum
tuzu) dogal bilesikler olmayip toksik &zellikleri olabilecek olan bilesiklerdir. Onerilen
metotta Fe** iyonu tayini i¢in kullanilan aza-flavanon-3-ol tiirevi olan bilesik biyolojik
etkinlikleri oldukg¢a yiiksek olan flavonoid bilesiklerindendir. Flavonoid bilesikler
antioksidan Ozellikleri ile de tanmirlar. Bu yiizden ¢evresel kirlilik ve insan saghgi
acisindan Onerilen ligandin bir toksik etkisinin olmayacagi diisiiniilmektedir. Bilesik
lieratiire yeni kazandirilan bir bilesik oldugundan hentiiz biyolojik aktivitesi hakkinda kesin
bir bilgi mevcut degildir. Bununla birlikte kullanilan ligandin yapisina benzer yapidaki 2-
aril-4-kinolonlar ve 2-aril-3-hidroksi-2,3-dihidro-4-kinolonlar yumurtaliklarda antikanser
aktivitesi gostermeleri ve fare dmriinde % 13’liikk bir artisa sebep olmalar1 gibi dikkat
cekici biyolojik ozellikler gostermislerdir (Li vd., 1994).

Lin vd., (2009) bir fenantroimidazol tiirevi kullanarak kaynak, musluk ve nehir
sularinda florimetrik Fe** tayini i¢in geri kazanimin calismalar1 gerceklestirmislerdir. Bu
caligmanin tayin araligi olduk¢a dardir (0,6-8,4 mg/L). Halbuki onerilen ¢aligmada tayin
araligi daha genistir (2,43-21,61 mg/L). Bir bagka ¢alismada bir membran hazirlanmistir ve
bu membran ¢alisilan sistem entegre edilmistir ve metodun tayin araligi 0,04-7,8 mg/L
olarak verilmistir. Ancak yontem sadece bazi vitamin ilaglarinda uygulanmistir (Zhang vd.,
2010). Goriildiigii gibi literatiirde baz1 onerilen spektroflorimetrik demir tayini metotlar:
belli bazi matriksler i¢in uygulanmistir (Cha vd., 1998; Sayour vd., 2011; Lin vd., 2009;
Zhang vd., 2007) Bunlar genellikle su ve ilaglardir. Onerilen ¢aligmada ise farkli 6zellikte
numune matriksleri i¢in tayinler yapilmistir. Bunlar gida, ilag, toprak ve su matriksleridir.

Bu c¢aligmada gelistirilen metot ¢ok fazla kimyasal maddeye ihtiyag
gostermemektedir. Sentezi basit ve % 89 gibi yiiksek bir verimle literatiire gore
sentezlenen ligant kullanilmaktadir. Literatiirdeki metotlarin bir ¢ogu maskeleme,
membran hazirlanmasi gibi islemler i¢in fazladan kimyasallarin kullanilmasini gerektirir

(Ragos vd., 1998; Shamsipur vd., 2013). Sonug olarak énemli bir antioksidan potansiyele
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sahip olabilecek ve saglik agisindan tehlike olusturmayacak bir flavonoid tiirii bilesik
kullanilarak demir tayini i¢in uygulamasi kolay, deney siiresi kisa, hassasiyeti yiiksek,
masrafsiz, ugucu organik ¢oziiciiler ve matrikste On deristirme ve ekstraksiyon gibi

islemler gerektirmeyen bir spektroflorimetrik demir tayini yontemi gelistirilmistir.



5. SONUCLAR

Bu calismada, demir ic¢in spesifik olan, herhangi bir zenginlestirme islemi
gerektimeyen ve direkt numune ¢o6zeltisinde spektroflorimetrik olarak demir tayininde
kullanilmak {izere yeni bir yontem gelistirilmistir. Bu yOntemin esasi, metanol:su
ortaminda azaflavanon-3-ol ligand: ile Fe** iyonu arasinda olusan 1:1 kompleksinin 375
nm’de uyarilmasiyla 503 nm’de gergeklesen floresans sontimiine dayanmaktadir.

Yapilan literatiir ¢alismasinda flavonoid bilesiklerin analitik amagli reaktif olarak
kullanilmastyla metal tayinlerinin gerceklestirildigi uygulamalara rastlanmamistir. Bu
nedenle bir flavanoid tiirii bilesik olan 2-(4-florofenil)-3-hidroksi-2,3-dihidrokinolin-
4(1H)-on bilesigi kullanilarak basit ve hizli bir demir tayini metodunun gelistirilmesi
acisindan 6zgiindiir.

Onerilen modifiye standart ekleme yontemi de literatiirde bilinen standart ekleme
yonteminin gelistirilmesiyle uygulanmistir. Boyle bir standart ekleme yonteminin
aciklandig1r benzer bir ¢alismaya literatiirde rastlanmamugtir. Yontemin uygulamasi son
derece pratik ve hizlidir. Floresans ¢6zeltilerin 1-2 dak. igerisinde kararliliga ulasmalari
tayinin kisa siire igerisinde gergeklestirilmesini saglamaktadir. Yontemin ligant, Fe(NOs)s
standardi, tampon ve metonol ¢oziiciisii disinda her hangi bir reaktif gerektirmemesi ve

spektroflorimetrik 6l¢iime dayanmasi ekonomik oldugunun bir kanitidir.
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