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Yiiksek Lisans Tezi
OZET

KALKON TUREVI BIR SCHIFF BAZI ILE DEMIR (III) TAYINI ICIN YENI BiR
SPEKTROFLORIMETRIK METOT

Nurhayat OZBEK

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1
Danisman: Prof. Dr. Ummiihan OCAK
2016, 48 Sayfa

Bu c¢alismada, kalkon tiirevi olan yeni bir Schiff bazi bilesigi (2E)-3-(2,5-
dimetoksifenil)-1-(4-{[(1E)-(4hidroksifenil)metilen]Jamino}fenil)prop-2-en-1-on
sentezlenerek karakterize edilmis ve Fe** iyonunun spektroflorimetrik tayininde secimli
ligand olarak kullanilmistir. Ligandin 360 nm’de uyarildiginda 470 nm’de maksimum
emisyon verdigi belirlenmistir. Ligandin etanol:su (1:1) ortaminda cesitli katyonlarla
etkilesimi  spektroflorimetrik  yontemle incelenmistir. Yapilan spektroflorimetrik
titrasyonlarda ligandin floresans siddetinde artan Fed* iyonu konsantrasyonu ile 0,2 — 8,8
mg/L aralifinda diizenli azalma gosterdigi tespit edilmistir. Bu gozleme dayanarak
onerilen ligand Fe* iyonunun tayininde kullanilmistir. Gelistirilen metotta modifiye bir
standart ekleme yontemi kullanilmistir. Yontemin gézlenebilme sinirt 0,06 mg/L ve tayin
siir1 0,18 mg/L olarak hesaplanmistir. Metodun dogrulugu toprak-kum sertifikali referans
materyalinin (CRM-SA-C Sandy Soil C) analizi ile belirlenmistir. Onerilen yontem
1spanak ve roka numunelerine de uygulanmistir. Akredite olan Trabzon Gida Kontrol
Laboratuari’nda analizi yapilan bu 1spanak ve roka numunelerinin demir konsantrasyonlari
sonuglar1 ile Onerilen metodun sonuglar1 karsilastirilmistir. Sonuglar arasinda istatistiksel

olarak fark olmadigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kalkon, Spektroflorimetrik titrasyon, Standart ekleme yontemi,
Demir tayini, Gida
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Master Thesis
SUMMARY

A SPECTROFLUORIMETRIC METHOD BASED ON A SCHIFF BASE DERIVED
FROM CHALCONE TO DETERMINE IRON (1)

Nurhayat OZBEK

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Ummiihan OCAK
2016, 48 Pages

A simple spectrofluorimetric method was developed using a new Schiff base
derived from substituted chalcone to determine iron (1) ion. The method was validated by
analyzing certified reference material (CRM-SA-C Sandy Soil C). Also, satisfactory
accuracy was obtained for spinach and rocket samples. Nitric acid and hydrogen fluoride
and only nitric acid were used for digestion of the certified reference material and food
samples, respectively, in a closed microwave system. Measurements were carried out using
a modified standard addition method. The standard addition graph was linear until
5,0 mg/L in determination of iron (III). Detection and quantification limits were 0,06 and
0,18 mg/L, respectively. The method is simple, time-saving, cost-effective and suitable for

determination of iron content of soil and foods.

Keywords: Food; Soil; Iron determination; Spectrofluorimetric analysis; Chalcone; Schiff
base
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Flavonoidler

Flavonoidler bitkiler tarafindan sentezlenirler ve diisiik molekiil agirligina sahip
fenolik bilesiklerdir [1]. Bitkiler sekonder metabolit olarak ¢ok sayida fenolik madde
olustururlar. Flavonoidler bitkilerin tiim kisimlarinda bulunurlar ve ¢i¢eklerin renklerinden
sorumludurlar. Ayni1 zamanda antioksidan, enzim inhibitorii ve 1siktan koruma gibi bazi
ozelliklere sahiptirler. Solunum ve fotosentez olaylarini diizenleme, enerji doniisiimii ve
bulasici hastaliklara karsi savunma gibi fonksiyonlara sahiptirler [2,3,4].

Flavonoidler insan saghgi iizerine etki eden 6nemli bilesenlerdendir [5], tipta
iltihap Onleyici, antialerjik, tiimor olusumunu Onleyici, antiviral, seker hastaligin1 6nleyici,
damar koruyucu, antioksidan [6], antimikrobiyal ve enzim inhibe edici [7] amagh
kullanimlara sahiptirler. Flavonoidler, sebzelerde, kuruyemislerde, meyvelerde, ¢ay, kahve
ve kirmizi sarap gibi i¢eceklerde ve tibbi bitkilerde bulunurlar [8]. Flavonoidlerin sari
renge sahip olmalar1 nedeniyle Latince ‘flavus’ sozciiglinden tiiretilerek flavonoid adini
almiglardir. Flavus ‘sari’ anlamma gelmektedir [9]. Bazi fenolik bilesikler meyve ve
sebzelerde buruk ve aci tadin olusmasinda da rol oynarlar. Gida bileseni olarak fenolik
bilesikler; tat ve koku olusumuna katkilari, renk olusumuna ve degisimine katilmalari,
degisik gidalarda saglik kontrol kriteri olmalart gibi birgok agidan ©Onem tegkil

etmektedirler.

1.1.1 Flavonoidlerin Yap1 ve Olusumlari

Flavonoidler 4 pozisyonunda bir karbonil (C=0) ve 5 (ya da 3 ) pozisyonunda bir
hidroksil (OH) grubuna sahip olduklarindan metallerle kompleks yapma 6zelligine
sahiptirler [10]. Flavonoidler kromon tiirevi maddelerdir ve kromon, benzo-Y-pirondur
(Sekil 1). Flavonoidlerin temel yapisinda Cg-C3-Cg konfigurasyonunda dizilmis on bes C
atomu vardir [11,12]. Meydana gelen yapidaki gruplarin yerlerini belirtmek igin fenil
halkalar A ve B harfleri ile gosterilirken hetero halka ise C harfiyle gosterilir, karbon
atomlar1 oksijenden baslayarak numaralandirilir. B halkasindaki karbonlara iissii (¢)

numaralar verilir [13].
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Kromon halkasi 1,3-difenil propan iskeleti

Fenil benzopiron Flavonoid
Sekil 1. Flavonoidlerin temel iskeletleri ve gosterimleri

Sekil 1°de goriilen fenil benzopiron yapisinda numaralarla gosterilen yerlerdeki C
atomlarina hidroksil (-OH) gruplarinin baglanmas1 sonucu ¢ok farkli flavonoidler olusur

[14].

1.1.1. Flavonoid Siniflar1

Flavonoid ailesinin iyeleri 1,3-difenil propan ve fenil benzopiron iskeletlerinin
cesitli sekillerde diizenlenmesi ve halkalara farkli gruplarin katilmasiyla meydana gelir.

Flavonoid ailesinin tiyeleri Sekil 2’de gosterilmistir [15].



Flavon Flavonol Flavonon
@ OH
OH OH ‘ OH
Ahey ey e
Flavononol Katekin Leukosiyanidin
O
Antosiyanidin Auron Dihidrokalkon
O
=
Kalkon

Sekil 2. Flavonoidlerin baslica liyeleri



1.1.3. Kalkonlar

Kalkonlar 1,3-diarilprop-2-en-1-on iskeletini igerir. Propan zincirinde olefinil bag
ve keto grubunun olmasi kalkonlarin en belirgin 6zelligidir. Bir kalkonun yapis1 Sekil 3’de
gosterilmistir. Flavonoidlerin heterosiklik C halkasina sahip olmayan sinifi kalkonlar ve
dihidrokalkonlardir [16].

Sekil 3. Kalkonun yapis1 ve gosterimi

Kalkonlar 1,3-diarilprop-2-en-1-on iskeletine ¢esitli gruplarin baglanmasiyla birkag

gruba ayrilirlar.

1.1.3.1. Basit Kalkonlar

Bitkilerde bol miktarda bulunan basit kalkonlar 1,3-diarilprop-2-en-1-on iskeletini
iceren kalkon tiirevlerindendir. Bu grup kalkonlar hidroksil ve metoksil gruplarinin her
ikisinin ya da sadece birinin A ve/veya B halkalarindaki pozisyonlarina bagl olarak

smiflandirma yapmak miimkiindiir [17, 18, 19].

1.1.3.2. Kinokalkonlar

Temel kalkon iskeletinin A halkasinda kinoid grubu igeren kalkonlardir ve A
halkasindaki karbonil gruplar1 kinoid karboniller olarak adlandirilir. Pedisidin

kinokalkonlara 6rnek olarak verilebilir (Sekil 4) [18].



MeO OH

OH

O O

Sekil 4. Pedisidin

1.2. Schiff Bazlan

Karbonil grubu igeren bilesiklerle primer aminlerin reaksiyonu sonucu olusurlar.
Karbon azot cifte bagi (C=N) olusur ve bu baga imin yada azometin bagi denir.
Reaksiyona giren karbonil bilesigi bir aldehitse meydana gelen baga azometin veya

adlimin, bir keton ise imin veya ketimin diye adlandirilir [20, 21].

H

H EtOH S C=N—R(AT
Sc=0 + H,N-R(A1) — = R (AD)
R/ - —Hzo
azometin veya aldimin
R EtOH R <
:“*C =0 + H,N-R(AD — _~C=N—R(AD)
' -H-,O R

R
imin veya ketimin

Ik olarak 1864 yilinda Hugo Schiff tarafindan sentezlendiklerinden isimleri bu
bilim adamindan gelmektedir. Glinlimiizde Schiff bazlari ve gesitli Schiff bazlarinin ligand
olarak kullanildigi metal kompleksleri olduk¢a popiilerdir. Schiff bazlarmin da

flavonoidler gibi mikroplara, mantarlara ve kansere kars1 etkileri bulunmaktadir [22, 23].



1.2.1. Schiff Baz1 Kompleksleri

Koordinasyon kimyasinda Schiff bazlarinin ligand olarak kullanimi 1993 yilinda
Pfeiffer ile baglamistir. Pfeiffer Schiff bazi ligandlar sentezlemis ve bu ligandlarin metal
iyonlar1 ile etkilestirilmesi sonucu bir¢cok gec¢is metalinin Schiff bazi komplekslerini
olusturmustur [24]. Schiff bazlari imin bagindaki azot atomunun ortaklanmamig

elektronlart sayesinde kompleks olustururlar [25].

1.2.2. Schiff Bazlar1 ve Komplekslerinin Uygulama Alanlari

Schiff bazi ve komplekslerinin kimya alaninda oldugu gibi endiistride de 6nemini
arttirmaya devam etmektedir. Boya ve polimer teknolojisinde, eczacilikta, tip alaninda, gaz
algilayict ve sivi kristal teknolojisinde kullanilan birgok Schiff bazi sentezlenmistir [26,
27]. Floresent grup tasiyan Schiff bazlar1 metal iyonlar1 ile komplekslestiginde metal
konsantrasyonuna bagli olarak floresans ozelligi degisir. Boylece Schiff bazlari analitik
kimyada metallerin taninmasinda rol oynarlar [28, 29]. Schiff bazi komplekslerinin daha
¢ok katalizor, boyar madde, antioksidan, dezenfektan, stabilizator, biyolojik oksidaz ve

oksidasyon reaksiyonlarinin izlenmesinde kullanildigi bilinmektedir[30, 31, 32].

1.2.3. Schiff Baz1 Selatlarimin Analitik Amac¢h Kullanimlari

Jungreis ve Thabet Schiff bazlarinin kalitatif ve kantitatif klasik analizlerde ¢esitli
uygulamalarini bildirmistir. Schiff bazi selatlagsma reaktiflerinin bir kism1 metal iyonlarinin
tespiti i¢in kullanildig: gibi kantitatif olarak belirlenmelerinde de kullanilabilir.

Potansiyometrik membran sensorleri farkli alanlarda genis bir uygulanabilirlige
sahiptir. Molekiiler taninma {iizerine tasarlanan potansiyometrik membran sensorler ¢esitli
molekiiler etkilesimlerle segici bir sekilde diger hedef tiirleri taniyan bir molekiil igerir.
Potansiyometrik sensorler olarak Schiff bazlarinin kullanimi literatiirde mevcuttur [32].

(Coziicli ekstraksiyonu ile ayirma, karismayan iki sivi fazdaki bilesenlerin ve
elementlerin ¢oziintirliikk farklarina dayanir. Schiff bazlarinin ¢oziicii ekstraksiyonunda

kullanimina literatiirde rastlanmaktadir [32].



Kat1 faz ekstraksiyon yontemi, temel olarak kiigiik, tek kullanimlik ekstraksiyon
kolon veya disklerine ¢esitli tutucu maddelerin doldurulmasi ve sivi 6rneklerini istenmeyen
bilesenlerden ayirma (temizleme), yogunlastirma ve ileriki analiz asamalar1 i¢in Ornek
matriks yapisinin degistirilmesi amagclariyla hazirlanmis olan kolon ve disklerden
gecirilmesi esasina dayanir. Schiff bazlarmin kat1 faz ekstraksiyon yonteminde kullanimi
literatiirde mevcuttur [32].

Kromatografik yontemler, esktrakte edilebilen metal selatlarin ayrilmasi ve tayini
icin ¢ok uygundur. Yiiksek basingli sivi kromatografisinde Schiff bazlar1 kullanilarak

yapilan ¢alismalar mevcuttur [32].

1.2.3.1. Fotometrik Metotlarda Schiff Bazlari

Fotometrik metotlardaki gelismeler 6zellikle eser miktardaki metallerin tayininde
yaygindir. Bu gelismelerin bir kism1 Schiff baz1 ve metal iyonu arasindaki reaksiyondan
ortaya ¢ikan renk olusumuna dayanir.

N,N’-Bis(salisiliden)etilendiamin Fe(lll) iyonu ile maksimum dalga boyu 495
nm’de pH 5’den diislik oldugunda kirmizi-mor, maksimum dalga boyu 470 nm’de pH
6’dan biiyiik oldugunda sar1 renkli olan bir kompleks olusturur [32].

G. Tantaru ve digerleri etilendiamin ile etil-o-hidroksifenil keton kondenzasyonu
sonucu 1-etil-salisiliden-bis-etilendiamin Schiff bazin1 hazirlamistir. Bu Schiff baz1 Mn(ll)
katyonu ile kahverengi bir kompleks olusturmus ve 460 nm’de maksimum absorbans
gostermistir. Kompleks pH 6’da maksimum kararlilik gostermistir. Bu Schiff bazini
kullanarak Mn(I1) iyonunu i¢eren farmasdtik iirtinlerde Mn(I1) iyonunun spektrofotometrik
tayini basariyla gerceklestirilmistir [32].

N,N’-bis(3-metilsalisiliden)-orto-fenilen diimin (MSOPD) sentezlenmis ve nikelin
spektrofotometrik tayininde kullanilmistir. MSOPD oda sicakliginda pH 8’de nikel iyonu
ile 1:1 kompleksi olusturmustur. Molar absorptivitesi 430 nm’de 9,5x10* L.mol™.cm™ ve
gbzlenebilme simir1 ise 1,36x10® M olarak belirlenmistir. Bazi dogal gida orneklerinde

nikel tayini yapilmistir [32].



1.2.3.2. Florimetride Schiff Bazlari

Florimetrik yontemler genellikle inorganik iyonlarin belirlenmesi ve tayini i¢in
cesitli yollar saglar. Floresans olusturmak i¢in kullanilan reaktifler genellikle 6nemli
Olgiide secici ve ¢ok hassastirlar.

Holzbecher salisilaldehit ve anilinden alkali ortamda floresan Schiff baz1 elde etmis
ve bu Schiff bazimi asit-baz titrasyonlarinda kullanmigtir. Ayrica Holzbecher,
aliminyumun Kkantitatif tayini i¢in de O-[N-(O-hidroksifenil)formimidoil]fenol bilesigini
Onermistir [32].

Sabry 2-asetilbutirolakton’dan tiireyen Schiff bazlarmin floresans 6zelliklerini ve
primer amin iceren bilesiklerin spektroflorimetrik tayini iizerinde ¢alismistir. 2-
Asetilbutirolakton (ABL) primer aminlerin spektroflorimetrik tayini igin florojenik bir
reaktif olarak kullanilmasi i¢in sentezlenmistir. Reaktif, asit katalizli sulu ¢ozeltilerde ya
da DMF iginde primer aminler ile reaksiyonu sonucunda gii¢lii floresent Schiff bazlari
olusturur [32].

Dong Gai tarafindan glioksal-bis-(2-hidroksianil) (GBHA) ile eser miktarda
kadmiyum tayini gelistirilmistir. Kadmiyum iyonu GBHA ile kararl bir selat olusturur, bu
selat pH=12-13 arasinda maksimum uyarma dalga boyu 227,4 nm, maksimum emisyon
dalga boyu 320 nm ve kompleks bilesimi 1:3 oranina sahiptir. Kadmiyumun dogrusal
konsantrasyon araligi  1-10 ng.mL've gozlenebilme simri 0,65 ngmL™ olarak

belirlenmistir[32].

1.3. Liiminesans Spektroskopisi

Uyarillmis enerji diizeyindeki bir atom veya molekiiliin temel enerji diizeyine
donerken enerjisinin bir kismin1 yada tamamini 1s1ma enerjisi halinde geri vermesine
emisyon yada liiminesans denir. Atom veya molekiil uyarilma esnasinda aldig1 enerjiyi
kimyasal bir tepkimeden sagladiginda kemiliiminesans, foton absorplanmasindan aldiginda
fotoliiminesans olarak adlandirilir. Biyolojik sistemlerde go6zlenen liiminesans ise

biyoliiminesans olarak adlandirilir [33].



Bir maddenin absorpladigi bir 1s1may1 ayni veya daha uzun dalga boyunda bir 151ma
olarak geri vermesine fotoliiminesans denir. Floresans ve fosforesans olmak iizere ikiye
ayrilir. Bir maddenin {izerine uygun dalga boyunda 1sin gonderilir gonderilmez floresans
0zelligi baslar ve gonderilen 151n kesilir kesilmez kaybolur. Fosforesans 6zelligi ise madde
lizerine uygun dalga boyunda 1sin gonderilir gonderilmez baslar ve gonderilen 1s1n
kesildikten sonra bir siire devam eder [33].

Bir molekiil ultraviyole veya goriiniir bolge 1sinin1 absorpladiginda diisiik enerjili
orbitaldeki elektron daha yiiksek enerjili bos bir orbitale gegerek uyarilmis olur [34].
Uyarilmig hal kararsiz bir hal oldugundan molekiil temel hale donmek ister. Temel hale
donerken olasi iki yol vardir. Bunlardan biri sistemin aldig1 enerjiyi ¢evresine 1s1 olarak

verdigi 1s1masiz gegis, digeri ise floresans ve fosforesans olarak bilinen 1s1mali gegislerdir

- —b
A A
| U

Temel Singlet Hal Uyanbms Singlet Hal Uyariis Triplet Hal

Sekil 5. Elektronik yapilarin gésterimi

Floresans singlet uyarilmis halden singlet temel hale gecisi ifade ederken,
fosforesans triplet uyarilmis halden singlet temel hale gegisi ifade eder (Sekil 5). Elektron
spinleri singlet uyarilmis halde zit yonlii iken, triplet uyarilmis halde iken paralel yondedir
[34].

Foton absorpsiyonu, i¢ doniisiim, floresans, sistemler arasi1 doniigiim, fosforesans,
gecikmeli floresans ve triplet-triplet gegisleri ig¢in Perin-Jablonski diyagrami (Sekil 6)
incelenebilir. Singlet elektronik haller Sy (temel elektronik hal), Si, S olarak, triplet haller
Ty, T, olarak ifade edilirler. Titresimsel seviyeler her bir elektronik hal ile iliskilidirler.

Absorpsiyon diger proseslere gore ¢ok daha hizli gergeklesir (yaklasik 107 s) [3
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Uwanlms Singlet Haller

S
Titresimsel Eneriji
=] Halleri
s o
2 ‘. g ic doniisiim
—22
A 73 -
i‘ Sistemler Arasa _ ]
S-' Gegis Uwarnbms Triplet Haller
T2
Ab i é
SOrPSIvVon
y T
Floresans 1
Y Fosforesans
S
o Temel Hal
Sekil 6. Perrin-Jablonski diyagrami
Isimal1 islemler
Absorpsiyon: Sotho——» S; veya Sothv ——» T
Floresans S; — > Spt+ hv'
Fosforesans : Ty ——» Sp+ ho"

Burada; h:Planck sabiti ; v, v', v" : Absorbe edilen veya yayilan 1s1in frekanslaridir.

Isimasiz islemler
I¢ doniisiim: S; —» Sy +1s1

Sistemler aras1 gecis: T, ——»Sp veyaS; ——» T
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1.3.1. Soniim Sekilleri

e Titresimsel durulma: Bir molekiil elektronik uyarilma esnasinda bir¢ok titresim
diizeylerinden birine uyarilabilir. Uyarilmis tiirlerin birbiriyle ve ¢dziicii
molekiilleri ile ¢arpigsmasiyla titresim enerjisi kaybedilir. Boylece uyarilmig halin
elektronik enerji seviyesine iner. Buradan elektron temel halin titresim
diizeylerinden birine donebileceginden birbirine yakin ¢ok pik olusur. Sonra
elektron tekrar titresimsel durulma ile temel halin en diisiik enerjili elektronik enerji
seviyesine iner.

e ¢ doniisiim: Bir molekiil 1s1ma yapmadan daha diisiik enerjili elektronik enerji
diizeyine inmesini ifade eder. Molekiil i¢i bir olaydir. Bir molekiiliin elektronik
enerji diizeyleri ile titresim enerji diizeyleri iist iiste cakisacak kadar yakinsa Sekil
6’da goriildiigii gibi Sy’den S1’e i¢ donlisiim gergeklesir.

e Dis dontisiim: Uyarilmis bir molekiil ve ¢oziicli veya diger ¢oziinenler arasindaki
etkilesimi ve enerji aktarilmasi olaylarina dig doniisiim denir.

e Sistemler arasi gecis: Uyarilmis bir elektronun spininin ters donmesi sonucu
gerceklesir. Singlet/triplet gecisidir. Iyot, brom gibi agir atomlar ve oksijen gibi

paramanyetik tiirlerin etkisiyle sistemler aras1 ge¢is artar [37].

1.3.2. Floresansi Etkileyen Faktorler

Molekiiler yap1 ve kimyasal g¢evre, liminesansin gerceklesip ger¢eklesmemesine

etki ettigi gibi siddetine de etki eder.

1.3.2.1. Floresans Omrii ve Kuantum Verimi

Bir floroforun en 6nemli 6zelliklerindendir. Birim zamanda, sistemde yayinlanan
foton sayisinin, absorplanan foton sayisina oranina kuantum verimi denir.Yani, ¢ozeltideki
floresans 1s1masi1 gosteren molekiillerin sayisinin, toplam uyarilmis molekiil sayisina
oranidir. Yiiksek kuantum verimine sahip bir madde yiiksek bir floresans siddeti
gosterebilir. Kuvvetli bir floresentin kuantum verimi 1’e ¢ok yakindir. Floresent olmayan

bir maddenin kuantum verimi ise sifirdir [38].
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Floresent bir maddenin uyarilmis halde kalma siiresine floresans omrii denir.

Emisyonun yiiksek hizla ger¢eklestigi floresans omrii 10 s kadardir [39].

1.3.2.2. Floresansta Gegis Tipleri

Bir molekiiliin molar absorbtivite katsayisi ne kadar yiiksek olursa floresans 1s1masi
da o kadar yiiksek olur. Molar absorbtivite katsayisi yaklasik 10000 olan n—n* gegislerinin
gozlendigi molekiillerde n*—n floresansi oldukga siddetlidir. n—>n* gegisinin gézlendigi
heteroatom igeren bilesiklerde ise n—>n* gecisinin molar absorbtivite katsayis1 yaklasik

1000 oldugundan bu molekiillerin yaptig1 floresans daha diisiik siddetlidir [37].

1.3.2.3. Yapimn Etkisi

Halka sayisinin artmasi, diizlemsellik, konjugasyon ve donmenin engellenmis
olmasi genellikle molekiillerde floresans verimini arttirir. Halkada elektron yogunlugunu
arttiran substitlientler de floresans veriminin artmasina neden olur. Yapiya halojenlerin

substitiisyonu sistemler arasi geg¢isin artmasina neden oldugu icin floresansi diisiiriir.

1.3.2.4. Sicaklik ve Coziicii Etkisi

Eger sicaklik arttirilirsa uyarilmig atomlarin da ¢arpisma olasilig1 artacagindan i¢
doniisim artar. I¢ doniisiimiin artmas1 floresans1 azaltir. Floresans verimi ¢dziicii

viskozitesinin artmast ile artar, agir atomlarin bulundugu ¢6ziicii sistemlerinde ise azalir.
1.3.2.5. pH’1n Etkisi
Bilesigin pH’a bagl olarak iyonlagmis veya iyonlasmamis halde olmas1 floresansi

etkiler. Bu tip bilesiklerin emisyonundaki degisimler, rezonansin degisiminden

kaynaklanir.
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1.3.2.6. Coziinmiis Oksijenin Etkisi

Bir ¢ozeltide oksijen bulunmasi genellikle floresans verimini diigmesine neden olur.
Oksijenin paramanyetik 6zelliginden dolayr sistemler arasi gecis ve triplet hal olusumu

artar.

1.3.2.7. Derisimin Etkisi

Floresans olayinda, absorplanan ve yayilan 1sinin siddetleri arasinda

l.=6(lo-1L)

Miskisi vardir. Esitlikte I, floresans siddeti, Io kaynaktan gelen 1sinmn siddetidir. Bu esitlik

Beer yasasindan (I=abc) ¢ikarilarak

seklinde yazilabilir. abc<0,05 olmak sartiyla seyreltik ¢ozeltiler i¢in bu esitlik sabit 151k
siddetinde I; =K ¢ seklindedir [40, 41, 42].

1.3.3. Florimetre ve Spektroflorimetre

Floresans 1smnin siddetini 6lgmek i¢in kullanilan aletin baslica kisimlar1 1s1k
kaynagi, ornek kiiveti, uyarma ve emisyon dalga boylarin1 segecek bir ¢ift filtre veya

monokromator ve floresansi dlgecek dedektordiir (Sekil 7).
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ORNEK
I UYARMA HUCRESI
KAYNAK MONOKROMATORT '
Si.li.tl.er _‘—
EMISYON
MONOKROMATORU
KAYDEDICI YUKSELTICI I DEDEKTOR I

Sekil 7. Spektroflorimetre cihazi

Isik kaynagindan 151 once bir yarik ve sonra monokromatdrden gegirilir. Ornek
¢ozeltisinden her yone dagilan floresans 1s1n belli bir agidan, once bir yariktan ve sonra
emisyon filtresi veya monokromatdriinden gegirildikten sonra fototiipe gelir. Yiikselticiden

gecirildikten sonra floresans 1s1nin siddeti kaydedilir [43].

1.4. Molekiiler Sensorler

Analit ile etkilesen ve bu etkilesim sonucunda yapilarinda tespit edilebilen
degisimler gosteren molekiillere molekiiler sensorler ya da kemosensorler denir. Molekiiler
sensorlerin aragtirma alani supramolekiiler analitik kimyadir [44, 45].

Analit ve sensOr arasindaki etkilesim sonucu meydana gelen degisimler
spektroskopik olarak incelenebilir. Yani analit molekiiler sensoriin floresans &zelligini
artirabilir, azaltabilir ya da yok edebilir. Degisimin gozlendigi bu 6zelliklerden analitin

tayini yapilabilir. Analit-sensor etkilesimi Sekil 8’de gosterilmektedir.
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Konak

Kompleks
Sekil 8. Bir molekiiler sensoriin konuk-konak etkilesimi ile gosterimi

Ideal bir sensdér konuk igin secici olmali ve konuk molekiiliiniin varligin
bildirmenin yaninda konsantrasyonunun takip edilmesine de izin vermelidir. Konuk

molekiiliinlin konsantrasyonunun izlenmesi tibbi ve ¢evresel analizlerde oldukc¢a énemlidir

[46].

1.5. Floroiyonoforlar

Iyonofor maddeler iyon baglama 6zelligine sahiptirler. Bir iyonofora floresent grup
baglanirsa floroiyonoforlar meydana gelir. Baz1 floresent gruplar Sekil 9°da goriilmektedir.
Floroiyonoforlar iyon tayininde kullanilan molekiiler sensérler olarak diisiiniilebilir. Iyon

baglayic1 kisimlarini makrosiklik bilesikler veya selatlastiric1 bilesikler meydana getirir

[47].
L

Maftalin Antrasen Kumarin
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M
MN{GH3)a
Dansil Piren Kinolin

Sekil 9. Bazi floresent gruplar
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Sekil 10. Makrosiklik gruplar igceren bazi floroiyonofor bilesikler
1.6. Demirin Insan Yasamindaki Onemi

Demir diinya iizerinde bulunan en yaygin ii¢ilincii elementtir ve yerkabugunun
yiizde besini olusturur. Insanin az miktarda ihtiya¢ duydugu ama mutlaka viicudun
disaridan almas1 gerektigi bir elementtir. Insanin giinde en az 1,0 mg demir almas: gerekir.
Insan viicudunda hemoglobinde, iskelet ve kalp kasinda miyoglobulin kisminda demir
bulunur. Demir transferin proteinine baglanarak plazmada tasinir. Ferritin ya da
hemosiderin depolanmis haldeki demire verilen isimdir. Ferritin suda ¢6ziinebilirken,

hemosiderin ferritinin suda ¢6ziinemez [48].

1.7. Literatiir Ozeti

1.7.1. Demir Tayini I¢in Onerilen Floresent Sensorler

Demir tayini icin literatiirde Onerilen floresent sensorler sinirli sayidadir. Bu

konuda yapilan ¢alismalar asagida 6zetlenmistir.
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Jung vd., 2010 yilinda yeni bir floresent reseptor (Sekil 11) sentezlemistir. Bu
reseptoriin Fe** iyonunu selektif olarak baglamasi emisyon spektrumundaki degismelerle
incelenmistir. Maksimum floresansin gergeklestigi dalga boyu 438 nm’dir. Florimetrik
calismalarda, THF/H,O (1:99,v/v) ¢oziicii sisteminde HEPES ile tamponlandiginda Fe®*
icin yiiksek secicilik gosterdigi goriilmiistiir. Reseptor ile Fe** arasindaki kompleks
stokiyometrisi Stern-Volmer egrisi ve Job egrisi metotlariyla 1:1 olarak belirlenmistir.Fe®*
i¢in minimum gozlenebilme sinir1 3,53x10° M’dir. Fe** i¢cin dogrusal ¢aligsma aralig1 5 - 20

uM olarak bulunmustur [49].

Sekil 11. Reseptoriin Fe** iyonunu baglamasi

Mao vd., 2010 yilinda Fe* iyonunun se¢imli tayini i¢in floresent bir bilesik (Sekil
12) o6nermistir. En uygun pH’1 ayarlamak i¢in HEPES tampon ¢ozeltisi kullanilmigtir.
Uyarma dalga boyu 500 nm’dir. 522 nm’deki floresans siddetleri dl¢iilmiistiir. Onerilen
metot musluk suyu ve atik sularda demir tayininde kullanilmistir. Musluk suyu
numunesinde Fe** miktar1 ICP-AES metodu ile 78,5 mol/L bulunurken, Mao vd.,
tarafindan onerilen metotla 75,4 mol/L bulunmustur. Atik su numunesinde Fe®" miktar
ICP-AES metodu ile 189,3 mol/L bulunurken, Mao vd., tarafindan Onerilen metotla 187,3
mol/L olarak bulunmustur. Onerilen metodun tayin arahi@g 3,4 pg/L-0,4 mg/L olarak

belirlenmistir. Gozlenebilme sinirt ise 0,8 pg/L’dir [50].
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Sekil 12. Fe** tayini i¢in onerilen floresent bilesik

Zhang vd., 2010 yilinda dogal floresent bir madde olan iiziim kabugunu Fe*' tayini
icin kullanilmistir. Uziim kabugunda bulunan antosiyanin bilesigi floresans &zellige
sahiptir. Antosiyanin bilesigi Sekil 13’te gOsterilmistir. Antosiyanin bilesiginin floresans
siddeti Fe** iyonu ile azalmaktadir. pH 5’te Fe** iyonunu tayin edebilen florimetrik bir
metot gelistirilmistir. Bu sensor 1,0x10® M ile 1,0x10° M (R?=0,9888) ve 3,2x10° M ile
3,2x10* M (R*=0,9856) olmak iizere iki farkli konsantrasyon araliginda Fe®" icin
kalibrasyon grafigi olusturmustur. Gozlenebilme sinir1 0,419 pg/L olarak bulunmustur
[51].

Sekil 13. Uziim kabugunda bulunan antosiyanin bilesigi
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Sayour vd., 2011 yilindal-naftol-2-siilfonatin potasyum tuzunu kullanarak Fe*
akigkan enjeksiyonlu analizi i¢in florimetrik bir metot gelistirmistir. Uyarma dalga boyu
283 nm’dir. 1-naftol-2-siilfonatin potasyum tuzu Sekil 14’te gosterilmistir. Fe** iyonu 1-
naftol-2-siilfonatin potasyum tuzunun floresans siddetinin diizenli olarak azalmasina neden
olmaktadir. Diizenli azalmanin oldugu bu aralik 0,1-18pug/mL’dir. Gozlenebilme sinir1 3,4
ng/mL olarak bulunmustur. Gelistirilen bu metot kullanilarak endiistriyel atik
numunelerinde ve sehir kanalizasyon numunelerinde analizler gerceklestirilmistir.

Sonuglar 0,6 - 1,6 % BSS araliginda bulunmustur [52].

OH Q

Sekil 14. 4-hidroksikinolin 1- naftol-2 sulfonat’in potasyum tuzu

Chavd., 1998 yilinda Fe¥* iyonu ile etkilesmesi sonucu floresans siddetinde azalma
meydana gelen salisilik asidi kullanarak Fe***iin tayini i¢in spektroflorimetrik bir yntem
gelistirmistir. Salisilik asit Sekil 15°te gosterilmistir. Salisilik asidin uyarma dalga boyu
299 nm’dir. Artan Fe®* miktariyla salisilik asidin floresans siddetinde 409 nm’de diizenli
bir azalma meydana gelmistir. Elde edilen dogrusal aralik 1x10° — 10 x10° M’dur.
Gozlenebilme simir1 5x10°8 M*dir. Olgiimler pH 8’e ayarlanarak yapilmistir. Metot musluk

suyu ve dogal su numunelerinde uygulanmistir [53].

OH

OH

Sekil 15. Salisilik asit
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Casanueva-Marenco vd., 2012 yilinda 2-hidroksi-1-naftaldehit ve 4-
feniltiyosemikarbaziti reaksiyona sokarak olusan bilesigi kullanarak Fe** iyonunun tayini
i¢cin yeni bir floresent sensor sentezlemistir. Sentezlenen madde Sekil 16°da gosterilmistir.

Sentezlenen bilesik 1x10° M olacak sekilde THF:su (9:1) ¢o6ziicli sisteminde

Sekil 16. 2-hidroksi-1-naftaldehit ve 4-feniltiyosemikarbazit
reaksiyonu ile olusan bilesik

Lin vd., 2009 yilinda Sekil 17°de gosterilen bilesigi kullanarak Fe* iyonlarinin
tayinini amaglamigtir. Bilesik %50 sulu metanol’de 5 uM olacak sekilde hazirlanmistir.
pH’mn 5-10 arasinda tutulmasi uygun bulunmustur. Bilesik Fe*" ile etkilestiginde floresans
siddetinde artma gdriilmiistiir. Gelistirilen yontemin tayin araligi 1,0x10°-1,5x10™ M’dur.
Gozlenebilme smiri 5,26x10° M olarak belirlenmistir. Bu yontem musluk sularina, Xiang
nehir sularina ve Yuelu kaynak sularina uygulanmistir. Su numunelerinde geri kazanim
¢alismalar1 yapilmustir. 1x10™° M Yuelu kaynak suyunda 99,4 % geri kazanim ve 0,03x107
bagil standart sapma ile bulunmustur. 5x10”% M Yuelu kaynak suyunda ise 98,0 % geri

kazanim ve 0,05x10™ bagil standart sapma ile Fe** miktar1 bulunmustur [55].
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Sekil 17. Fe®* tayini i¢in 6nerilen bilesik

Huang vd., 2013 yilinda sitozan polimerini kullanarak Fe** iyonunun direkt tayinini
gergeklestirmistir. Sitozanin floresans siddetini arttirmak igin 95 °C’de 9 saat 1sitilmustur.
pH tampon kullanilarak 6,0’a getirilmistir. Konsantrasyonu 3 mg/mL ve 1sitma isleminden
sonra uyarma dalga boyu 335 nm olarak belirlenmistir. Isitma isleminden 6nce uyarma
dalda boyu 325 nm olarak belirlenmisti. Floresans siddetleri 432 nm’de Olglilmiistiir.
Gelistirilen yontemin dogrusal araligi 1,96x10°® - 2,0x10° M olarak belirlenmistir. Yiizde
bagil standart sapmasi ise 6,8 olarak hesaplanmustir [56].

Ghimati ve Boroujerdi, 2015 yilinda oda sicaklifinda tek adimda yeni bir Cd-
Sistein kompleks nanorodlar sentezlemistir. Nanorodlarin morfolojisi, yapisi ve spektral
ozellikleri elektron mikroskopu (EA), X-Ray difraksiyon (XRD), IR spektroskopisi ve
spektroflorimetri ile karakterize edilmistir. Gelistirilen yontem Cd-Cys nanorodlar farkli
sulu matrislerde Fe** iyonunun tayini igin floresent bir sensor olarak kullamlmustir. Fe®*
iyonunun varliginda floresans soniimiine bagli sentezlenen nano sensoriin segiciligi ve
hassasiyeti Stern-Volmer esitiligine gore incelenmistir. Yontemin gozlenebilme siniri
uM/L seviyesindedir. Cd-Cys nanorodlarin cevabi biberiye yapraklarinda test edilmistir.
Ayrica antikoagiilan Glgtimleri kan biyouyumluluklarini degerlendirmek i¢in yapilmistir
[57].
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1.8. Yapilan Calismanin Amaci

Asirlardir insanlar agir metalleri taki, silah, su borusu gibi cesitli amaglar i¢in
kullanmistir. Sanayilesme ile birlikte endiistri bolgelerindeki agir metal kirliligi asiri
boyutlara ulasmistir. Agir metal kirliliginden kaynaklanan zehirlenmelerin ilk ornekleri
Japonya’da goriilmiistir [58]. Ashinda yogunlugu 5 g/cm®den biiyiik olan metaller agir
metaller olarak tanimlanir. Agir metaller grubunda yer alan kursun, kadmiyum, krom,
demir, kobalt, bakir, nikel, civa ve c¢inko basta olmak iizere altmistan fazla metal,
yerkiirede ¢ogunlukla karbonat, oksit, silikat ve siilfiir seklinde kararli bilesikleri halinde
veya silikatlarla birlikte bulunurlar [59]. Agir metaller zehirli ve tehlikeli kirletici olarak
tanimlanir ve gevresel 6nemleri agisindan pestisitlerden sonra ikinci siray: alirlar. Diger toksik
kirleticilerden farkli olarak bozulmaya ugramamalari en biiyiik ozellikleridir [60, 61]. Analitik
kimyanin amaglarindan biri ¢evresel numunelerde bulunan bu agir metallerin cinslerinin ve
konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in hizli ve giivenilir metotlar gelistirmektir.

Floresans spektroskopisi; ¢evre kimyasi, klinik kimya, ila¢ analizi, genetik analiz,
biyomolekiiler ¢alismalar gibi bircok alanda kullanilan dogru, hassas, hizli, giivenilir
sonuclara ve yorumlara ulasilmasini saglayan optik yontemlerdir. Floresans 6zellige sahip
bir analitin direkt spektroflorimetrik tayinini yapmak miimkiindiir. Gergeklestirilen direkt
tayinlerle yaglar, besinler, ilaglar ve hava-su Kkirleticilerin analizi gibi ¢alismalar
bildirilmistir. Ama birgok iyon ve molekiil floresans 6zellige sahip olmadigindan dolayli
metotlar kullanilir. Tiirevlendirme, floresent kompleks olusumu ve floresans soniimi
kullanilan dolayli metotlara 6rnek verilebilir [62].

Demir insanlar i¢in esansiyel bir elementtir. Viicutta bulunan demirin yaklagik
%65°1 hemoglobinlerde, %10’u kas liflerinde, enzimler ve stokromlarda bulunur. Geriye
kalan demir ise karacigerde retikiiloendotelyal sistem makrofajinda ve kemik iligindedir
[63]. Demirin viicuttaki baslica depo yerleri karaciger, dalak ve bagirsak mukozasidir [64].

Demir eksikligi anemiye, diisiik kan basincina ve zayif bir bagisiklik sistemine neden olur
[65].
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Canli hiicrelerde demirin agir1 miktarda birikmesi reaktif oksijenin olusmasina
neden olup lipitlerin, niikleik asitlerin ve proteinlerin zarar gérmesine sebebiyet verir.
Hiicrelerde biriken asir1 demir toksik etkiye neden olarak Alzaymir ve Parkinson gibi
hastaliklara neden olur [66, 67, 68]. Ayn1 zamanda kan plazmasmin demir baglama
kapasitesini asacak kadar demir alindig1 zaman akut demir zehirlenmesi meydana gelir.
Bulanti, kusma ve krampli agir hallerde 6liim goriliir [64].

Numunelerdeki agir metallerin analizinde atomik absorbsiyon spektroskopisi
(AAS), atomik emisyon spektroskopisi (AES), indiikklenmis eslesmis plazma-optik
emisyon spektroskopisi (ICP-OES) ve indiiktif eslesmis plazma-kiitle spektrometrisi (ICP-
MS) en ¢ok kullanilan yontemlerden bazilaridir [69, 70, 71]. Ancak bu yontemler pahali
cihazlar ve donanimli laboratuarlar gerektirmektedir. Ayrica drneklerin analize hazir hale
getirilmesi ve 6n islemlerden gegirilmesi zaman kaybina neden olmaktadir.

Yapilan calismanin amaci, ger¢gek numunelerde demir tayini i¢in daha avantajli,
kolay ve ucuz yeni bir spektroflorimetrik tayin yontemi gelistirmektir. Bu yontem (2E)-3-
(2,5-dimetoksifenil)-1-(4-{[(1E)-(4hidroksifenil)metilen]amino}fenil)prop-2-en-1-on
bilesiginin se¢imli floroiyonofor olarak kullanilmasina dayandirilmistir. Bahsedilen bilesik
kullanilarak gesitli sebze numunelerinde toplam demirin Fe** iyonu halinde tayin
calismalar1 gergeklestirilmistir. Ayni numunelerde demir tayini Trabzon Gida Kontrol
Laboratuari’nda standart AAS yontemi kullanilarak NMKL 161 metoduyla
gerceklestirilmistir. Sonuclar istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Gelistirilen metot ile
toprak-kum standart referans materyalinde de demir tayini yapilmistir. Elde edilen
sonuglarin istatistiksel olarak farkli olmadig1 belirlenmistir. Boylece metodun dogrulugu
gosterilmistir.

Gelistirilen yontemin numunelerin ¢oziiniirlestirilmesinden bagka analiz 6ncesinde
herhangi bir 6n islem gerektirmemesi ve demirin kolayca tayinini saglamasi literatiirde
belirtilen pahali ve 6n deristirme gerektiren yontemlere oranla daha avantajlidir. Ayrica

uygulanmasi kolay ve daha az zaman alicidir.



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Kullanilan Cihazlar

Spektroflorimetre : QM-4-2006 A Photon Technologies International
Quanta Master Spectrofluorimeter
(K.T.U. Kimya Boliimii)

Analitik terazi . Sartorius Ed224s
(K.T.U. Kimya Boliimii)

Spektrofotometre : Analytik Jena Specord 210 spectrophotometer
(K.T.U. Kimya Boliimii)

Vortex galkalayici : Labnet Model No 50100-320 VV

(K.T.U. Kimya Boliimii)

Mikrodalga ¢oziiniirlestirme sistemi | CEM Mars 6
(K.T.U. Kimya Béliimii)

Destile / deiyonize su cihazi : Merck Milipore Direct-Q 8 UV System
(K.T.U. Kimya Boliimii)

2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu ¢alismada kullanilan maddeler: Spektroskopik saflikta etanol, H(AuCly), Al(NO3)s,
Sb,03, H3AsO4, Ba(NOgs);, H3BOs;, Bi(NO3);, NaBr, BesO(C,H30,)s, Cd(NO3),, NaCl,
Cr(NOs)s, Co(NOgs)z, Cu(NOg3),, KyCrO4, NaF, KNOj, Ca(NOs);, Hg(NOs),, LiNOs,
Fe(NO3)s3, (NH4)sM07024, Mg(NO3);, Mn(NO3),, NaNOsz, NH4CI, Ni(NO3);, Pd(NO3),,
Pb(NOs),, KH,PO4, NaNO,;, AgNOsz;, Na;SO4, Scy0s, SnCly, Sr(NO3),;, TINOs;, SeOs,
(NHg)2WO,4, NH4VO3, (NH4),TiFs, Y(NOg3)s;, Zn(NO3),’nin 1000 mg/L’lik standart sulu
cozeltileri Merck firmasindan temin edilmis olup, tiim bu kimyasallar analitik safliktadir. Sulu
cozeltilerin gerekli seyreltme islemleri igin deiyonize su kullanildi. Toprak-kum standart
referans metaryali (CRM-SA-C Sandy soil C) High Purity Standard Inc. firmasindan temin
edildi.



25

2.3. Kullanilan Ligand

Fe** iyonunun spektroflorimetrik tayininde kullanilan ligand Karadeniz Teknik
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’nde Prof. Dr. Nurettin YAYLI’nin laboratuarinda Ars.
Gor. Gonca TOSUN CELIK tarafindan sentezlenmis ve karakterizasyonu yapilmis olan
(2E)-3-(2,5-dimetoksifenil)-1-(4-{[(1E)-(4hidroksifenil)metilen]amino}fenil)prop-2-en-1-
on (5) bilesigidir. Ligandin sentezlenme asamasinda izlenen yol Sekil 18’de
Ozetlenmektedir. 10 mmol 4-aminoasetofenon (1) 25 mL etanolde ¢6ziildii ve bu ¢ozeltiye
% 20’lik 15 mL NaOH sulu ¢ozeltisinden damla damla ilave edildi. Reaksiyon karigimi 30
dak. oda sicakliginda karistirildi. Daha sonra, reaksiyon karisimina 10 mmol 2,5-diamino-
metoksibenzaldehit (2) ilave edildi. Olusan kati siiziildii ve vakum altinda kurutuldu. Sar1
renkli kati iirtin % 80 verimle elde edildi. Nihai bilesigi (5) elde etmek i¢in, 10 mmol 4-
hidroksi-benzaldehit bilesik (3)’iin 25 mL’deki etanoldeki ¢6zeltisine eklendi ve reaksiyon
karisimi 12 saat 80°C’de reflaks edildi. Olusan sar1 kati siiziildii ve vakum altinda
kurutuldu. Verim % 70. *H NMR (DMSO-dg, TMS, 400 MHz, 6 ppm):10.62 (1H, bs, Ar-
OH), 8.52 (1H, s, -CH=N-), 8.21 (2H, d, Ar-H, J=8), 8.05 (1H, d, =CH, J=16), 7.96 (1H, d,
=CH, J=16), 7.81 (2H, d, Ar-H, J=8), 7.34 (2H, d, Ar-H, J=8), 7.04 (3H, bs, Ar-H), 6.91
(2H, d, Ar-H, J=8), 3.76 (3H, t, -OCHs, J=8), 3.70 (3H, t, -OCHj3, J=8). *C NMR (DMSO-
ds, TMS, 100 MHz, 6 ppm): 188.5, 162.1, 161.2, 156.6, 153.7, 153.1, 138.3, 134.9, 131.6,
130.4, 127.6, 124.0, 121.6, 118.5, 116.3, 116.2, 113.4, 113.1, 56.5, 56.1.
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Sekil 18. Kullanilan ligand (5)’in sentezlenme semasi
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2.4. Ligand Cozeltisinin Hazirlanmasi

Ligandin konsantrasyonu 1x10 M olacak sekilde etanolde stok ¢6zeltisi hazirlandu.
Bu ¢o6zeltiden gerektiginde seyreltmeler yapilarak 5,25x10° M’lik  ¢ozeltileri hazirlandi.

Bu ¢ozelti hem absorbans hem de floresans siddeti 6l¢timlerinde kullanildi.

2.5. Katyon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Katyonlarin standart sulu ¢dzeltilerinden 1x10° M konsantrasyonundaki deiyonize
sudaki stok cozeltileri hazirlandi ve istenen konsantrasyona seyreltilerek kullanildi.

Hazirlanan biitlin ¢ozeltiler polietilen siselerde 4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi.

2.6. Gida Numunelerinin Temini

Ispanak ve roka numuneleri Trabzon’da yerel marketlerden satin alindi. Sebze
numuneleri 6nce musluk suyuyla daha sonra deiyonize saf suyla iyice yikandi. Daha sonra
oda sicakliginda stizgeg kagidi tizerinde kurutuldu. Bu 6n kurutma isleminden sonra sebze
numuneleri 105°C’de 24 saat siireyle bitki etiiviinde kurutuldu. Plastik posetlerde saklandi.

Sabit tartima getirilen sebze numuneleri 6giitiildii.
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2.7. Gida Numunelerinin ve Standart Referans Materyalin Mikrodalga
Coziiniirlestirme Sistemiyle Coziiniirlestirilmesi

Kat1 gida numuneleri (1spanak ve roka) ve sertifikali standart, kapali sistem
mikrodalga ¢oziiniirlestirme sistemiyle ¢oziiniirlestirildi. 0,5 g CRM-SA-C Sandy Soil C
cihazin teflon kabina konulduktan sonra ¢éziiniirlestirme reaktifi olarak 2,0 mL HCI, 3,0
mL HNO3 ve 5,0 mL HF kullanildi. Ispanak ve roka 6rneginin ¢oziintirlestirilmesi igin ise
10,0 mL HNO; kullanildi. Daha sonra numuneler kapali sistem mikrodalga
¢cozlinirlestirme sisteminde 400-1800 W, 800 atm ve 200°C olan program izlenerek
¢ozliniirlestirildi. Numunelerin ¢6zelti karisimlart  kuruluga kadar buharlastirildi.
Sonrasinda bu kaltilar belirlenen hacme deiyonize saf su ilavesiyle seyreltildi. Iginde
kalabilecek kalintilar dolayisiyla 0,45 pm’lik gbézenek boyutuna sahip membrandan

stiziildi.

2.8. Uyaric1 Dalga Boyunun Belirlenmesi

Maksimum emisyonun oldugu dalga boyunun belirlenmesi i¢cin 400-300 nm
arasinda degisen uyarma dalga boylar1 kullanildi. Béylece en yiiksek floresans siddetinin
elde edildigi uyarilma dalga boyu 360 nm ve maksimum emisyonun elde edildigi dalga

boyu ise 470 nm olarak belirlendi.

2.9. Fe (IIT) Tayini Icin Yontem Gelistirme

Ligandm Li*, Na*, K*, Be**, Mg®*, Ca®", Sr**, Ba**, S¢**, Y**, Ti**, V°*, Cr**, Mo™,
W6+, Mn2+, Fe3+, C02+, Ni2+, CU2+, Ag+, Zn2+, Cd2+, BS+, A|3+, T|+, A55+, Se2+’ NH4+

katyonuyla etkilesimleri spektrofotometrik ve spektroflorimetrik olarak incelendi.
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Artan konsantrasyonda Fe** iyonu ile yapilan spektroflorimetrik titrasyonda
ligandin floresans siddetinde diizenli bir azalma oldugu gozlendi. Bu degisimden
faydalanarak demir tayini i¢in bir metot gelistirildi. Yontemin toprak-kum standart referans
materyaline uygulanmasiyla dogrulugu gésterildi. Fe®* i¢in ¢alisma araliginin 0,2 mg/L ile
8,8 mg/L arasinda oldugu belirlendi. Gozlenebilme sinir1 0,06 mg/L olarak tespit edildi.
Tayin smurt ise 0,18 mg/L olarak belirlendi. Yontem dogrulandiktan sonra 1spanak ve roka
gibi sebze numunelerine de uygulandi ve sonuglar akredite laboratuardan (Trabzon Gida

Kontrol Laboratuari) alinan analiz sonuglariyla kiyaslandi.



3. BULGULAR
3.1. Spektrofotometrik Olgiimler
3.1.1. Ligandin Absorpsiyon Spektrumuna Iyonlarin Etkisi

Sabit konsantrasyondaki ligand ¢ozeltisinin absorbansina asiri miktardaki (10 kat)
iyon konsantrasyonunun etkisini incelemek i¢in su sekilde bir ¢alisma yapildi: 2,0 mL 5,25 x
10° M ligandin etanoldeki ¢ozeltilerine 2,0 mL 5,25 x 10* M’Iik katyon ( Li*, Na", K, Be2+,
Mg®, Ca?*, sr**, Ba?*, sc®, Y*, Ti**, v, cr¥', Mo®™, W&, Mn*, Fe**, Co®*, Ni**, Cu®,
Ag', zZn®*, cd®, B¥, AI¥, TI', se*, NH;") cozeltisi eklendi ve vorteks calkalayiciyla
calkalandi. Sonrasinda UV-vis spektrofotometresinde absorpsiyon spektrumlar1 kaydedildi
(Sekil 19). Iyonlarin ligandin absorpsiyon spektrumu iizerine etkisini karsilastirmak amaciyla
sadece ligand: igerip iyonu icermeyen ayni sartlarda hazirlanmis ¢ozeltinin de absorpsiyon

spektrumu alindi.
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Sekil 19. Li*, Na', K*, Be**, Mg®*, Ca?*, Sr**, Ba?*, sc*, Y**, Ti**, v**, cr**, Mo, w®,
Mn*, Fe**, Co**, Ni**, cu®, Ag", zn®, Cd®*, B*, AP, TI', Se**, NH,"
katyonlarinin ligandin absorpsiyon spektrumuna etkisinin incelenmesi. [iyon]:
2,625x10™M, [Ligand]: 2,625x 10° M
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Sekil 19°da verilen spektrumda goriildiigii gibi ligandin Fe** disinda higbir katyona
kars1 spesifik bir davranis gostermedigi gozlendi. Diger iyonlar i¢in ligandin maksimum
absorbans yaptig1 dalga boylar1 olan 253 nm, 296 nm ve 369 nm’de absorbansda belirgin
bir degisme olmadig1 goriildii.

Fe* iyonlar1 ile spektrofotometrik titrasyonlar gergeklestirildi. Bunun igin bu
iyonlarin degisen konsantrasyonlarinin sabit konsantrasyondaki ligandin absorpsiyon
spektrumu tizerine etkisi incelendi. Bu iyonlarin artan konsantrasyonu ile ligandin 253 nm,
296 nm ve 369 nm’deki absorbanslarinin arttig1 goriildii.

Ligandin yoklugundaki calismalarda da Fe®" iyonlari ile absorbansta ayni artislar
goriilldiigiinden bu artiglarin  ligandla ilgili olmadigina karar verildi. Bu nedenle
spektrofotometrik ol¢timlerle ligandin demir (111) katyonun tayininde kullanilamayacagina

karar verilerek spektroflorimetrik dlgiimlerle ¢calismalara devam edildi.

3.2. Spektroflorimetrik Olciimler
3.2.1. Ligandin Floresans Spektrumu Uzerine Iyonlarin etkisi

Spektroflorimetrik ¢aligmalarda sabit konsantrasyonundaki ligand ¢ozeltisinin
floresans spektrumuna asirt miktardaki (10 kat) iyon konsantrasyonunun etkisini incelemek
icin su sekilde bir ¢alisma yapilmistir: 2 mL 5,25x10° M ligand ¢ozeltisine 2 mL 5,25x10™
M katyon (Li*, Na*, K*, Be**, Mg**, Ca?*, Sr**, Ba®*, S¢*, Y**, Ti**, V', Cr¥*, Mo®, W%,
Mn®, Fe**, Co?*, Ni**, Cu®, Ag*, Zn*, Cd**, B¥, AI**, TI", Se**, NH,") ¢ozeltisi eklendi,
daha sonra oda sicakliginda yaklasik 1 dak. kadar vorteks ¢alkalayici ile galkalandi. Sonra
spektroflorimetre ile floresans spektrumlart kaydedildi (Sekil 20). Karsilastirma yapmak
icin ayni sartlarda ayrica sadece ligand igerip katyon icermeyen ¢dzeltinin de floresans

spektrumu alindi.
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Sekil 20. Li*, Na*, K*, Be?*, Mg?*, Ca*", Sr**, Ba?*, Sc*, Y, Ti"*, v**, Cr**, Mo®", W®,
Mn*, Fe**, Co®*, Ni**, cu®, Ag', zn*, Cd*, B*, AP, TI', Se**, NH,"
katyonlarinin ligandin floresans spektrumuna etkisinin incelenmesi. [iyon]:
2,625x10™M, [ligand]: 2,625x 10° M

Sekil 20°deki spektrumlar incelendiginde on kat konsantrasyondaki hemen hemen
tiim katyonlarin etkisiyle ligandin floresans spektrumunda énemli bir degisim gozlendi. Bu
degisimin floresans kuencingi seklinde oldugu Sekil 20’den goriilmektedir. Floresans
siddetindeki azalma Fe** katyonlar1 etkisiyle en fazladir. Bu katyonun degisen
konsantrasyonlarinin sabit konsantrasyondaki ligandin floresans spektrumu iizerine etkisi
incelendi. Artan Fe** iyonu konsantrasyonu ile ligandin 470 nm’deki floresans siddetinin
diizenli bir sekilde azaldigi saptandi. Boylece spektroflorimetrik titrasyon verilerinden
demir (IIT) kompleksinin kararhilik sabiti hesaplandi. Ayrica Job metodu ile ligandin Fe®*
katyonlar1 ile 2:1 (L:M) bilesiminde kompleks olusturdugu belirlendi.

Fe** iyonunun ligandla etkilesimine dayah kalibrasyon grafigi kullanilarak yeni bir

demir tayini metodunun gelistirilmesine karar verildi.
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3.2.2. Kompleks Bilesiminin ve Kararhlik Sabitlerinin Tayini

Kompleks bilesiminin arastirilmasi i¢in kullanilan en yaygin li¢ yontem sunlardir;
1- Siirekli degistirme yontemi (Job metodu)

2- Molar oranlar yontemi

3- Egim oran1 yontemi

Kompleks bilesimi tayini i¢in en ¢ok kullanilan yontemler molar oranlar yontemi
[72] ve Job metodudur [73]. Bu c¢alismada Job metodu kullanildi. Job metodu
uygulanirken ligand derisimi ve katyon derisimleri ayni (5,25x10° M ) olmak tizere iki
cozelti hazirlandi. Sonra bu ¢ozeltilerden uygun hacimler alinarak ligandin mol kesrinin
stirekli degistigi bir seri ¢cozelti hazirlandi. Tiim ¢ozeltilerin floresans siddetleri ol¢iildii.
Okunan floresans siddetleri ligandin mol kesrine kars1 grafige gecirildi. Grafigin iki farkl
egime sahip kisimlarinin ekstrapolasyonunun kesim noktasindan x eksenine dikme inildi.
Elde edilen grafikten (Sekil 21) maksimum floresans siddetine karsilik gelen ligandin mol
kesri 0,66 oldugu goriildii. Metalin mol kesri ise 0,33’tiir. Bu sonuglara gore, ligandin Fe*

iyonlariyla olusturdugu kompleksin bilesimi 2:1 (L:M) oldugu belirlendi.
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Sekil 21. Kompleks bilesimi i¢in Job metodu grafigi
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Kompleks kararlilik sabitlerinin tayini i¢in spektroflorimetrik yontem kullanildi
[74]. Serbest (L) ve metal (M) igeren kompleks (ML) arasindaki dengeyi kontrol eden
kararlilik sabiti (K), belirlenen uygun dalga boyundaki absorbans veya floresans
degisiminden tayin edilebilir [74]. Genel olarak komplekslesme dengesi i¢in asagidaki
esitlikler yazilabilir.

L+ M —/———> LM, K=[LM]/ ([M]" [L]) (1)

Floresans siddetinin degisimi incelendiginde; serbest ligandin floresans siddeti (Fo)

ve metal katyonunu igeren ¢ozeltinin floresans siddetinin (F) yer aldig1 asagidaki esitlikler

elde edilir.
UK[M]" = [L]/ [LMy] (2)
F .Gy (3)

Fo—-F _gLCO — (e [L]+ &y [LM, ])

F, e ([L]1+[LM,]
Fo—F (s, —&pm)LM, ] 4)

e/ (eL- eLmn) = b dersek ve (4)’te (2)’yi yerine koyarsak
Fo/(Fo-F) =b {1/ (K [M]")+ 1} ()
Fo/(Fo-F) = bK[M]™ + b (6)

bK™*= m dersek

0

Fo _ “n (")
= I:_m[M] +b



34

LM kompleksi igin yani n=1/2 ise [M]“®¢ karst Fo/Fo-F grafigi cizildiginde
y=mx+b denklemi elde edilir. Kesim noktasinin egime orani (b/m) kararlilik sabitini verir

[74]. Kompleksin kararlilik sabiti bu yontemle hesaplandi (Sekil 22).

8 -
6 y =0,0821x - 3,3198
R%=0,9847
™ Log K=1,60
u_o 4 -
<
u_o
2 -
0 T 1
60 100 140
1/[M]/2

-1/25

Sekil 22. Kararlilik sabitinin belirlenmesi i¢in [Fe**]“?’ye kars1 Fo/(Fo-F) grafigi

3.2.3. Fe** Tayini i¢in Onerilen Metot

Onerilen metot ligandin Fe®* iyonu ile birlikte 470 nm’deki soniimii iizerine
kurulmugtur. Metodun dogrulugunu gostermek i¢in son zamanlarda Prof. Dr. Mirag¢ OCAK
ve laboratuar ¢alisma grubumuz tarafindan literatiire kazandirilan modifiye bir standart
ekleme yontemi kullanildi [75]. Bunun igin tiim tiiplere 2 mL (5,25x10™ M) ligand ve
sabit konsantrasyonda Fe®* ¢ozeltisi (0,5 mg/L) eklendi. Sonra esit miktarda Sandy Soil C
ornek ¢ozeltisinden birinci tlip hari¢ tiim tiliplere eklendi. Artan konsantrasyonda olacak
sekilde standart Fe**¢ozeltisinden iigiincii tip ve sonraki tiiplere ilave edildi. Tipler saf
suyla 4 mL’ye tamamlandi. Biitiin tiiplerin floresans siddeti 470 nm’de 6lgtildi (Sekil 23).
Ispanak ve roka numunelerinde ise tek fark sabit standart olarak eklenen Fe** miktarinin
degismesidir. Ispanakta 2 mg/L, rokada ise 1,5 mg/L Fe3* ¢ozeltisi kullanildi. Sekil 24
1spanak ve Sekil 25 ise roka drneklerinin standart ekleme yontemine ait grafiklerdir. Fe**

konsantrasyonu Esitlik 8 kullanilarak hesaplandi.
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(8)

Burada C,, tiip icindeki rnekteki Fe®* konsantrasyonudur. Fq ve Fy sirasiyla birinci

ve ikinci tiiplerin floresans siddetleridir, m ise standart ekleme grafiginin egimidir. Bu

standart ekleme yontemine gore, Fo ve Fi arasindaki fark tiip icindeki ornegin Fe®*

konsantrasyonu ile iliskilidir.
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Sekil 23. Sandy Soil

C standart referans metaryalinde demir (0,2 mg/L) tayini igin ¢izilen

standart ekleme yonteminin grafigi
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Sekil 24. Ispanakta demir (0,2 mg/L) tayini igin ¢izilen standart ekleme yonteminin grafigi
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Sekil 26. Fe** iyonu icin elde edilen kalibrasyon grafigi

Tablo 1. Standart referans materyallerde demir tayini

Demir miktari (mg/g) = % BSS

Numune
Bulunan Deger Sertifikali Deger

Toprak-kum standart

. 165+1,1 15,8+ 1,2
referans materyali

* % BSS degeri belirtilmemistir.



38

Tablo 2. Sebze numunelerinde demir analizi sonuglari

Demir igerigi (g/kg)
Numuneler Akredite Laboratuardan
Bulunan Deger
Alinan Deger
Ispanak 230,1+ 1,4 219,17 + 17,75
Roka 600,9 + 1,6° 606,97 + 49,16

® Onerilen metodun %BSS degeri; "Trabzon Gida Kontrol Laboratuarmim uyguladigi
metodun 6l¢iim belirsizligi



4. TARTISMA

Doganin dengesini bozacak konsantrasyonlarda, canlilar i¢in tehlike olusturacak her
turlii kati, sivi ve gaz halindeki maddelere kirletici denir [76]. Agir metaller bu kirleticiler
arasinda onemli yer tutar. Demir biyolojik ve fizyolojik islemlerde rol oynar ve ihtiyacin
altinda alinmasi eser metal eksikligine neden olurken, ihtiyagtan fazla alinmasi da zehirli etki
yaratir [77]. Bu nedenle g¢evresel numunelerde ve gidalarda demir miktarinin belirlenmesi
onemlidir.

Spektroflorimetrik yontemler ucuz, hassas ve segici olarak hizli bir sekilde numuneye
zarar vermeden kullanilabilme o6zelligine sahiptir. Belirtilen bu avantajlart nedeniyle bu
calisgmada kalkon tiirevi olan bir Schiff bazinin metal katyonlart ile etkilesimi
spektrofotometrik ve spektroflorimetrik metotlarla incelenmistir. Kullanilan ligand Karadeniz
Teknik Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’nde Prof. Dr. Nurettin YAYLI’nin laboratuvarinda
Ars. Gor. Gonca TOSUN CELIK tarafindan sentezlenmis ve karakterizasyonu yapilmis olan
(2E)-3-(2,5-dimetoksifenil)-1-(4-{[(1E)-(4hidroksifenil)metilen]amino}fenil)prop-2-en-1-on
bilesigidir ve agik yapist Sekil 18°deki (5) nolu bilesiktir.

Kalkon flavonoid smifindandir. Flavonoidler bitkilerde dogal olarak bulunan ve
antioksidan ozellige sahip olan ¢ok 6nemli metabolitlerdir. Kullanilan bilesik de sentetik bir
flavonoid bilesigidir.

Yontemde kapali sistem mikrodalga ¢oziinilirlestirme sistemiyle ¢oziiniirlestirilen
1spanak ve roka gibi sebze numunelerinde demir tayini etanol:su (1:1) ortaminda hizli ve basit
bir spektroflorimetrik yontemle gergeklestirilmistir.

Ligandin absorpsiyon spektrumu alindiginda maksimum absorbans yaptig1 dalga boyu
357 nm olarak belirlenmistir. 360 nm’de uyarilarak ligandin floresans spektrumu alindiginda
emisyon dalga boyu 470 nm olarak bulunmustur. Daha sonra bir seri katyonun séz konusu
bilesikle etkilesimi etanol-su ortaminda spektrofotometrik ve spektroflorimetrik olgtimlerle
incelenmistir. Bu iyonlardan 6zellikle Fe** iyonlarinin ligandin absorbans siddetinde dnemli
bir artiga sebep oldugu goriilmiistiir (Sekil 19). Ancak absorbanstaki bu degisimin sebebinin
ligand ile etkilesimleri degil bu iyonlarin kendilerinin oldugu ligandsiz yapilan ¢alismalarda

anlasilmistir. Bu ylizden ¢aligmalarin devaminda absorbans 6l¢iimlerine yer verilmemistir.
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Spektroflorimetrik caligmalarda ise 6zellikle gegis metali iyonlar: etkisiyle ligandin
floresans siddetinde belirgin bir diisiis oldugu belirlendi (Sekil 20). Bu iyonlarla yapilan
spektroflorimetrik titrasyonlarda Fe®" iyonlarinin konsantrasyonu arttikca ligandin
floresans siddetinin diizenli olarak azaldigi belirlenmistir. Spektroflorimetrik titrasyon
verilerinden artan metal iyonu konsantrasyonu i¢in diizenli floresans cevabinin alindig
durumlarin bir kompeks olusumundan kaynaklandigini gostermek ig¢in molar oranlar
grafikleri c¢izildi. Bunun i¢in [M]/[L] oranma kars1 floresans siddetinin degisimi ilgili
emisyon dalga boyu icin ¢izildi. Cizilen grafiklerde iki farkli egime sahip kisimlarin
ekstrapolasyonunun kesim noktasinin x ekseni tizerindeki iz diisiimleri dogrudan kompleks
bilesimini (M:L oranini) vermektedir [78]. Demir (III) iyonu i¢in ¢izilen bu grafikten
kompleks bilesimi belirlenemedi. Bu nedenle Job metodu uygulandi. Job metodu ile demir
(III) iyonunun ligandla olusturdugu kompleksin 2:1 (L:M) bilesimine sahip oldugu
belirlendi.

Kompleks kararlilik sabitinin hesaplanmasinda 2:1 (L:M) kompleksi i¢in
1/[M]1/2’ye kars1 Fo/(Fo-F)’nin degisimi ¢izilerek grafik olusturulmustur (Sekil 22). Elde
edilen dogru denklemlerinin egimlerinin kesim noktalarina orani kompleks kararlilik
sabitlerini vermistir. Demir (III) kompleksi i¢in kararlilik sabitinin log K degeri 1,06
olarak hesaplanmustir.

Sekil 26°dan Fe** metal iyonunun konsantrasyonu arttikca ligandin floresans
siddetinin diizenli olarak azaldigi goriilmektedir Bu diizenlilikten R?=0,9845 degerine
sahip kalibrasyon grafigi elde edildi. Bu kalibrasyon grafigi kullanilarak yapilan gergek
numunelerde demir tayininde beklenen dogruluk degerlerine ulasilamadigindan daha 6nce
literatlirde uygulanan modifiye standart katma metodu uygulandi. Bu yontemde kullanilan
sabit demir(lll) iyonu konsantrasyonu her bir numune matriksi i¢in optimize edildi.
Toprak-kum standart referans materyali i¢in optimum sabit demir(IIl) iyonu
konsantrasyonu 0,5 mg L™, roka i¢in 1,5 mg L™ ve 1spanak igin 2,0 mg L™ olarak
belirlendi.

Toprak-kum standart referans materyalinin ve sebze numunelerinin demir tayin
sonuclart sirasiyla Tablo 1 ve Tablo 2’de verilmistir. Tablo 1 ve Tablo 2’deki verilerden

elde edilen sonuglar arasindaki farkin %5’ten az oldugu goriilmektedir.



5. SONUCLAR VE ONERILER

Trabzon Gida Kontrol Laboratuar’inda analizi gergeklestirilen numunelerin analiz
sonuclar1 Tablo 1 ve Tablo 2’de verilmektedir. Laboratuarlar arasi karsilastirmalar sonucunda
onerdigimiz metotla akredite laboratuvardan alinan analiz sonuglar1 arasindaki fark %5’ten
azdir.

Sonug olarak Onerilen metot toprak-kum numunelerine ve 1spanak ve roka gibi gida
numunelerinde demir tayini i¢in uygulanabilecek olan basit, ucuz ve zaman almayan bir
metottur. Literatiirdeki pahali atomik metotlara dayanan demir tayini metotlarina gore

avantajli bir metottur.
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