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OZET

Glimiis; giinlik hayatimizda hemen her alanda kullanilmaya baslanan bir metaldir.
Gilimiis iyonunun ise daha onceki ¢aligmalar ile toksik etkilere sahip oldugu bilindigi
icin, bu calisgma da gida ve gevre 6rneklerindeki Ag(l) iyonunun ultra-eser diizeyde

tespiti amaglanmaistir.

Ag(I)’tin gida ve ¢evre Orneklerindeki analizleri biyolojik sistemlerdeki toksitesi ve
gerekliligi sebebi ile Onemlidir. Bu nedenle oncelikle Ag(l) iyonunun tayininde
kullanilmak tizere spesifik yeni bir ligand [2-((E)-{[3',6"-bis(dietilamino)-3-
oksospiro[isoindol-1,9'-ksanten]-2(3H)-yl]Jimino}metil) siklopenta-2,4-dien-1-
il](siklopenta-2,4-dien-1-il)-iron (DKES) bilesigi ilk defa sentezlenerek FTIR, H-
NMR, *C-NMR ve elementel analiz ile karekterizasyonu yapildi.

DKES bilesigi giiclii floresans ozellik gosteren bir ligandtir. Bu ligandin floresans
ozelliklerinden faydalanarak Erciyes Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii
Enstriimental Analiz Laboratuvari’nda yapilan bir florometre kullanilarak bazi gergek

orneklerdeki Glimiis’tin miktarinin tayini i¢in bir yontem gelistirildi.

Gelistirilen yontemin optimizasyonu i¢in; 6rnek pH ve asitligi, DKES miktarinin etkisi,
AgQ(I) miktari, sicaklik, Ag(l)-DKES kompleks olusumu igin bekleme siiresi, yiizey aktif
madde etkisi gibi degiskenlerin optimizasyonu yapilarak, optimum sartlar altinda ¢esitli
gida ve c¢evre Orneklerinde bulunan ultra-eser miktardaki Ag(I)’in tayini
gerceklestirilmistir. Gelistirilen metodun dogrulugu standart referans maddeleri ve

analit ilavesi ile test edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Gumiis, floresans, florometre, direkt tayin, ultra-eser, molekiiler

liminesans.
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“DETERMINATION OF SOME HEAVY METALS iN A VARIETY OF FOODS
WITH FLOUROMETRIC METHOD COSMETICS AND
ENVIRONMENT EXAMPLE?”

Assoc. Prof. Serife SACMACI

Erciyes University, Faculty of Sciences
Department of Chemistry

ABSTRACT

Silver; our daily life is a metal being used in almost every field. If the silver ion is
known to have toxic effects with previous studies, this study also in food and

environmental samples Ag (1) ion is intended to detect the ultra-trace levels.

Ag (1) 's analysis in food and environmental samples with significant toxicity and is in
biological systems because of necessity. Therefore, first, Ag (I) specific new ligands for
use in the determination of ions [2 - ((E) - {[3 ', 6™-bis (diethylamino) -3-oxospiro
[isoindoline-1,9'-xanthene] - 2 (3H) -yl] imino} methyl) cyclopenta-2,4-dien-1-yl]
(cyclopenta-2,4-dien-1-yl) -iro the (DKES) compound is first synthesized FTIR, 1H-
NMR 13C-NMR characterization was performed by elemental analysis.

DKES compound is a ligand showing strong fluorescence. This ligand fluorescence
properties benefiting from Erciyes University Department of Chemistry, Faculty of
Science a method for the determination of the amount of silver in some real samples

using a fluorometer made in Instrumental Analysis Laboratory was developed.

Improved methods for optimization; Examples of pH and acidity, the influence amount
of DKES, Ag (I) content, temperature, Ag (I) waiting time for -DKES complex
formation, making optimization of variables such as the effects of surfactant, available
in a variety of food and environmental samples under optimum conditions of ultra-trace
amount of Ag (1), the assay was performed. The accuracy of the developed method was

tested using a standard reference material and analyte addition.

Keywords: Silver, fluorescence, fluorometer, ultra-trace molecular luminescence,

determination of direct
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GIRIS

Bu calisma da, glimiis iyonunun florometrik yontem kullanilarak gesitli cevre ve gida
orneklerinde tayini hedeflenmistir. Bu nedenle, gesitli ¢evre ve gida drnekleri analize
hazir hale getirilerek, herhangi bir ayirma ve zenginlestirme prosediiriine gerek
duyulmadan Erciyes Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii Enstriimental Analiz

Laboratuvari’nda yapilan florometre ile tayinleri gerg¢eklestirilmistir.
Calismanin amaclarini kisaca 6zetleyecek olursak;

1) Gida ve g¢evre orneklerindeki aliiminyum elementinin floresans 6zellik gosteren ve
ilk defa sentezlenen [2-((E)-{[3',6"-bis(dietilamino)-3-oksospiro[isoindol-1,9'-ksanten]-
2(3H)-yl]imino}metil) siklopenta-2,4-dien-1-il](siklopenta-2,4-dien-1-il)-iron “DKES”

ile birlikte florometre de tayini amaglanmistir.

2) Gimis, gida ve cevre Orneklerinde direkt olarak tayini miimkiin olmayan bir
elementtir.  Sentezlenen DKES ligand1 ile herhangi bir ayirma-zenginlestirme
yontemine basvurmadan ultra-eser diizeydeki aliiminyumun tayini i¢in ¢aligmalar

yapilmistir.

3) Gelistirdigimiz yontem ile tekrarlanabilirlik, dogruluk, standart referans madde
analizi ve analit ilavesi gibi analitik parametreler incelenerek bu bulgular yontemimizin

gercek orneklere uygulanabilirligi hakkinda bilgiler vermistir.

Son yillarda metaller i¢in yiiksek miktarda segici ve hassas organik floresan problarin
arastirtlmas1 ve taminmasi, hem biyolojik hem de ¢evresel acidan olduk¢a Onem
kazanmistir. Cok sayidaki analitik yontem arasinda floresans yiiksek hassasiyeti

nedeniyle 6n plana ¢ikmaktadir [1].

Floresan bazli sistemler aktif olarak incelenmis ve biyolojik analiz i¢in florometrenin
0zel avantajlarina ilgiyi yogunlastirmistir. Bu teknigin son derece duyarli olmasi ve

Olciimlerde sistemlere zarar verilmemesi de ¢ok 6nemlidir [2].



Florometrik yontemler; maliyetinin az olmasi, otomasyona uyarlanabilir olmasi, gevre
kirliligine sebep olabilecek atiklar meydana getirmemesi, dogrudan ve gercek zamanl
analizin gerceklestirilebilir olmasi, klinik tanilama i¢in sensér olarak kullanilabilmesi

nedeni ile de 6n plana ¢ikmaktadir [3].



1. BOLUM

MOLEKULER LUMINESANS SPEKTROSKOPISI

1.1. Liiminesans Nedir ?

Elektronik olarak uyarilmis tiirlerin; UV — VIS veya kizilétest foton emisyonu yaymasi
“liiminesans” olarak adlandirilir. Isim latince “liimen = 151k” kelimesinden gelmekte ve

ilk olarak fizik¢i bilim adamlari tarafindan “liiminescenz” olarak tanimlanmustir [4].

Ayrica lliminesans, elektromanyetik 151k yaymasi nedeni ile 1s1ldama olarakta bilinir ve
diger elektromanyetik 151k yayan sistemlerden ayirt edici 6zelligi ise kaynagin 1sisinda
bir degisme meydana gelmeden 1s1mn yaymasidir. “Soguk 1s1k” olarakta bilinen

liminesans bu yoniiyle siyah cisim 1s1masindan ayrilir.

Liiminesans herhangi bir maddenin dig bir uyarict kaynaktan aldigi enerjinin, bir

boliimiinii elektromanyetik 1s1nim olarak yaymasidir [5].

Molekiiler liiminesans ise; molekiiler diizeyde uyarilan maddelerin elektromanyetik

1s1n1m yaymasit ile ilgilenir [6]

Molekiiler floresans, fosforesans ve kemiliiminesans gibi optik yontemlerde, analizi
yapilacak olan analit molekiillerinin emisyon spektrumlari; nicel ve nitel bilgileri

gosterecek sekilde uyarilir. Bu yontemler “molekiiler liiminesans” olarak bilinir.

Ultraviyole—goriiniir (UV-VIS) bolge 1sinlarinin bir molekiil veya ¢ok atomlu iyonlar
tarafindan absorpsiyonu ile molekiiliin bag elektronlar1 veya degerlik elektronlar1 temel
diizeyden daha yiiksek enerji diizeyli bir orbitale geger ve “uyarilmis molekiil (M')”

olusur.

M+ho—> M (1-1)



Uyarilmis molekiil 10® — 10 saniye gibi kisa bir siire de tekrar temel hale déner ve bu
duruma “durulma” adi verilir. Temel duruma doniis 1simali veya 1simasiz yolla

(floresans veya fosforesans) gerceklesebilir.
M"—M + ho (1-2)

Floresans ve fosforesans, uyarilmanin fotonlarin absorpsiyonu ile olmasi bakimindan

benzerdir. Bu nedenle bu iki olay “fotoliiminesans” olarak adlandirilir [7].
1.2. Floresans ve Fosforesans

Floresans olayi, soniim siiresi sicakliktan bagimsiz olan ve molekil uyarildigi siire
boyunca devam eden 1s1ma olayidir. Floresans olayinda elektronlar uyarma boyunca bir
st enerji seviyesinde bulunurlar ve bu uyarma kesildikten sonra goriiniir bolge 1511
yayarak tekrar temel seviyeye gecis yaparlar. Floresans isimada elektronlar temel
seviyede ters spinli olarak yerlesmis olan elektronlar uyarma sirasinda singlet
konumuna gegerler (6rnegin anti paralel) ve uyarma kesildikten sonra tekrar temel

duruma gegerler [8].

Seyreltik atomik buhar1 floresans gosteren en basit sistem olmasina karsin kompleks

kati, s1v1 ve gaz olan kimyasal sistemlerde de olusur.

Floresans ve fosforesansi birbirinden ayiran en onemli unsur; floresanstan sorumlu
elektronik enerji aktariminin elektronun spininde bir farklilik olmadan olugmasidir.
Bunun neticesinde ise; floresans hemen soniimlenen (<107 s) bir liiminesans olup kisa

Omiirlidiir [9].

Fosforesans emisyonlar ile iligkili elektronun spinindeki bir farklilasma, 1sinlanmanin
sona ermesinden hemen sonra rahatlikla belirlenebilir bir siire kadar, cogunlukla birkag

saniye veya daha uzun bir siire, 1stmanin devam etmesine sebep olur [10].

Madde iizerine gonderilen 1sinlar, UV-VIS ve IR 1sinlaridir. Bu 1sinlar madde tarafindan
cok kisa bir siire absorplanir ve daha sonra floresans veya fosforesans isinlari olarak

etrafa yayilir [6].

Floresans ve fosforesans olayinda yayilan 1sigin dalga boyu uyaran isigin dalga
boyundan daha biiyiiktiir. Enerjinin bir kisminin 1s1 enerjisine doniistiigii icin yayilan
15181N enerjisi daha kiigtiktir [11].



Sogurulan 151n frekansta herhangi bir degisiklik meydana getirmeden tekrar yayiliyorsa,
floresansin bu tiiriine “rezonans floresans1” adi verilir. Molekiiler tlirlerin birgogu
rezonans floresansi da gosterebilir. Rezonans c¢izgisinden daha uzun dalga boylarina
merkezlenmis olan molekiiler floresans (veya fosforesans) hatlarinin bir cogu, bu uzun
dalga boylarina ve diisiik enerjilere kayma egilimi gosterir ve bu egilim “stokes

kaymas1” olarak adlandirilir [12].
1.2.1. Singlet/Triplet Uyarilmis Haller

Molekiiler elektronik halinde; biitlin elektron spinlerinin eslesmis oldugu durum “singlet
hal” olarak bilinir. Singlet hale sahip bir molekiil manyetik alana maruz kaldiginda
elektronik enerji diizeylerinde higbir yarilma gézlenmez. Fakat, dublet hali ise; serbest
bir radikal i¢in temel haldir. Zira; manyetik alan i¢inde bulunan sistemde tek elektronun

cok az bile olsa farkli enerjilerde etki eden iki yonlenmeye sahip oldugu diisiiniilebilir.

Bir molekiildeki singlet veya triplet hal; molekiiliin bir ¢ift elektronundan birinin temel
halden daha yiiksek bir enerji diizeyine uyarilmasiyla meydana gelir. Temel halde
bulunan elektron ile uyarilmis olan elektronun spini birbirleri ile eslesmis vaziyette ise;
“uayarilmig singlet hal”, temel haldeki elektron ile eslesmemis durumda ve paralel ise;

“uyarilmig triplet hal” meydana gelir [6-7].

_— |
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Sekil 1.1. Uyarilmis singlet/triplet haller

Uyarilmig singlet hal, uyarilmis triplet halden daha yiiksek enerjilidir. Uyarilmig singlet
ve triplet haldeki molekiillerin 6zellikleri birbirlerinden oldukga farklidir. Elektronun,
singlet/singlet gecisi, singlet/triplet gecisine gore daha fazladir. Bunun neticesinde ise;
uyarilmig triplet durumun yaklasik Omrii 10 saniyeden birka¢ saniyeye kadar

siirmektedir. Uyarilmis singlet halin ortalama émrii 10”° — 10°® saniye civaridir [13].



Molekiil temel halde ise; 1sinla triplet hale uyarilmasi c¢ok az bir ihtimaldir.
Singlet/triplet gecisi neticesinde meydana gelen sogurma piklerinin siddeti,
singlet/singlet gecisine denk olan sogurma pik siddetlerinden birka¢ ondalik
mertebesinde daha diisiiktiir. Uyarilmis singlet durumundaki molekiillerden yalnizca
bazilari, uyarilmis triplet hale gegebilirler ve bu durum “fosforesans” ile sonuglanir. Bu

durum “Jabloski Diyagrami” ile anlatilmaktadir;
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Titresim enerji seviyeleri

Elektronik enerji seviyeleri s

Sekil 1.2. Fotoliiminesans molekiiller i¢in enerji diyagrami (Jabloski Diyagrami)
1.2.2. Absorpsiyon ve Emisyon Hizlan

Bir 1smin sogurulma hizi ¢ok yiliksek oldugu halde, floresans emisyonu hizi daha
yavagstir. Uyarilma iglemine karsilik gelen sogurulma pikinin molar absorptivitesi ve
uyarilmis halin 6mrii birbirleri ile ters orantilidir. Bu sebepten dolayi; molar absorptivite
katsays1 10° — 10° araliginda olanlarm uyarilmis hallerinin 6mrii 107 — 10”° saniyedir.
Zayif sogurucu sistemlerde gecis olasigr diigiik olabilir, bdyle sistemlerde uyarilmis

halin 6mrii 10°- 10 saniye kadar daha uzun olabilir.



Singlet/singlet gec¢isinde ortalama hiz, buna karsilik gelebilecek triplet/singlet gegisinin
ortalama hizindan daha fazladir. Bu nedenle fosforesans emisyonu 10%-10 saniye veya

daha fazla siire gerektirebilir [14].
1.3. Soniim Islemleri

Uyarilmis haldeki molekiiliin temel haline doniisii aniden degil birka¢ asama da
meydana gelir. Bu asamalardan iki tanesi 1s1n emisyonu (floresans veya fosforesans)

igerirken diger bir soniim islemi de 1s1masiz yolla gerceklesen durumdur [15].
1.3.1. Titresimsel Durulma

Molekiil elektronik uyarilma esnasinda bircok titresim diizeyinden rastgele birine
uyarilabilir. Uyarilmig olan tiirlerin molekiilleri ile ¢dziicii molekiilleri arasindaki
carpismalar sonucun da ¢ozelti igerisinde, yiiksek titresim enerjisinin hemen
kaybedilmesi ile bir enerji aktarimi ve ¢oziicli sicakliginda az miktarda artis gozlenir.
Titresim enerji diizeyleri dikkate alindiginda uyarilmis bir molekiiliin ortalama omrii
10"? s veya daha kisa olmakla birlikte, bu siire elektronik olarak uyarilmis bir halin
ortalama Omriinden oldukca kisadir. Bu nedenle de durulma islemi oldukga etkilidir.
Sonugta, ¢cozeltideki floresans daima uyarilmis bir elektronik durumun en diisiik titresim
diizeyinden bir gecis ile alakalidir. Ayni zamanda, elektron, ilk durumdaki titresim
diizeylerinden rastgele birine doniis yapabileceginden dolay1, birbirine yakin bir¢ok pik
olusur ve daha fazla titresimsel durulma ile elektron, siiratle temel elektronik durumun

en diisiik titresim diizeyine doner [12,13].

Bir elektronik ge¢is dikkate alindiginda, floresans bandinin sogurma bandindan daha
uzun dalga boylarina veya daha diisiik frekanslara kaymasi (stokes kaymasti), titresimsel

durulmanin bir neticesidir [9,15].
1.3.2. I¢ Déniisiim

Bir molekiil uyarilmis halden daha diisiik bir elektronik enerji seviyesine donerken 151n
yaymadan gegiyorsa bu molekiil i¢i olaylar i¢ doniisiim terimi ile ifade edilir. Bu olaylar
heniiz tam olarak tanimlanamamis olsa bile, bagil olarak floresans gosteren bilesiklerin

sayilarinin diisiik olmasi i¢ doniisiimiin floresansi etkiledigini gosterir [6].



iki elektronik enerji diizeyi arasinda bulunan titresim diizeyleri birbirlerine bir 6rtiisme
gosterecek kadar yakinsa i¢ doniisiimiin katkis1 gozlenir. Sekil 1.2°de gosterilen
ortiismeler i¢in, uyarilmis iki halin potansiyel enerjileri esittir ve bu esitlik, net olarak
etkili bir gegise izin vermektedir. Yiiksek enerjili uyarilmig bir halden temel hale
donerken, floresans ile enerji kaybina gore, Ortiisen titresim seviyeleri arasindaki ig

dontisiim ihtimali daha fazladir [10].

On ayrisma olaymin bir sonucu da i¢c doniisiime sebep olabilir. Titresim enerjisinin bir
bag1 koparmaya sebep olacak kadar biiylik olabilecegi yiiksek enerjili bir elektronik
halden, diisiik enerji diizeyindeki elektronik halin yiiksek enerjili titresim diizeyine
gecer. Elektronik uyarma enerjisinden daha diisiikk kuvvete sahip baglarin, biiyiik
molekiillerdeki kromoforlarda bulunma ihtimali yiiksektir. Bu baglarin kopmasi,
kromoforun absorpsiyonu ve zayif bag ile ilgili titresim enerjisine, elektronik enerjinin

i¢ doniisiimiiniin bir sonnucu olarak ortaya ¢ikabilir [16].
1.3.3. D1s Doniisiim

Uyarilmig bir elektronik halin séniime ugramasi, uyarilmis molekiil ve ¢oziicli ya da
diger ¢oziinenler arasindaki etkilesimi ayn1 zamanda da enerji naklini ihtiva edebilir. Bu
duruma “dis doniisiim” ya da “carpisma ile soniim” adi1 verilir. Coziicliniin floresans
siddeti lizerindeki giiglii etkisi ayrica taneciklerin ¢arpismasini azaltan faktorler (yliksek
viskozite ve diisiik sicaklik) dis donilisiim i¢in kanit niteligi tasimaktadir. Heniliz bu

olaylarin ayrintilar1 net olarak bilinmemektedir [9,11].
1.3.4. Sistemler Arasi Gegis

Uyarilmig bir elektronun spini ters donerse, molekiiliin multiplisitesinde bir farklilik
meydana gelir. Bu olaya “sistemler arasi1 gegis” adi verilir. Eger, bu iki halin titresim
diizeyleri birbirleri ile Ortiislirse bu gegisin ihtimalini arttirir. Sekil 1.2°de gorildigi
lizere bu singlet/triplet gecisi sistemler arasi gecistir. Yiiksek triplet titresim
diizeylerinden biri ile en diisiik singlet enerji diizeyinin birbiri ile Ortlismesi neticesinde

spin degismesi ihtimali vardir [17].

Agir atom (I, Bro...vs.) ihtiva eden molekiillerde sistemler arasi gecis ihtimali
yiiksektir. Iyot, brom vs. gibi agir atomlarm bulunmasi halinde, spin/orbital

etkilesimleri artar bu durumda spinde bir degisim olmasmi secenek haline



dontistiirebilir. Ayn1 zamanda, paramanyetik tlirler ¢ozeltide mevcut ise (¢ozlinmiis

oksijen gibi) floresansi azaltirken sistemler aras1 gegisi arttirir [14].
1.3.5. Fosforesans

Fosforesans yolu ile de uyarilmig elektronik hal enerji kaybedebilir. Sistemler arasi
gecisin ardindan triplet durumda, fosforesans yolu ile veya i¢ donilisiim ya da dis
donilistim ile bir miktar soniim gerceklesebilir. Bir singlet/singlet doniisiimii bir
triplet/singlet gecisine gore daha fazla gerceklesebilir. Fosforesansta triplet/singlet
gecisi oldugu i¢in, uyartlmis triplet halin ortalama dmrii, emisyona gére 10™ s’den 10

s’ye veya daha uzun siirelerde olabilir [8].

I¢c ve dis doniisiim, fosforesans ile yaris halindendir. Bu tiir emisyon, kat1 yiizeyde
sogurulan molekiillerde, sicakligin diisiik oldugu veya viskozitenin ¢ok yiiksek oldugu

ortamlarda goriilebilir [18].
1.4. Floresans ve Fosforesansi Etkileyen Degiskenler

Liiminesans olaymin olup olmayacagi hususunda maddenin kimyasal cevresi ve

molekiiler yapisi oldukca 6nem arz etmektedir.
1.4.1. Kuantum Verimi

Floresans veya fosforesans i¢in liiminesans yapan molekiillerin sayisinin toplam
uyarilmis molekiil sayisina orani kuantum verimi veya kuantum verimi orani ($) olarak
tanimlanir. Floresin gibi floresans siddeti yliksek mollekiillerde bazi kosullar altinda
kuantum verimi bire yaklasir. Siddetli floresans yapmayan molekiillerin kuantum

verimleri sifira yakindir [19,20]

Tablo 1.1. Kuantum Verimi Hesaplama Denklemi

Ks Floresans bagil hiz sabiti

Ks Sistemler aras1 gecis bagil hiz sabiti

Kdd Di1s dontisiim bagil hiz sabiti

_ ke Kig I¢ doniisiim bagil hiz sabiti
ki + ks + Kdd + Kid + koa + Ka Ksa

On ayrisma bagil hiz sabiti

Ka Ayrisma bagil hiz sabiti
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Floresansta, kuantum verimi genellikle floresans yapan organometalik bilesiklerde,
metal iyonunun yarigapmin artigi ile artmistir. Bu durum metal iyonunun organik

bilesige bagli oldugunu da ispatlamigtir [21].
1.4.2. Floresansta Gecis Tipleri

Floresans (veya fosforesans) 1smni elde etmek i¢in kullanilan isinlarin dalga boylari
genel olarak; 250 nm'den daha biiyiik olmalidir. 250 nm’den daha kiigiik 1sinlarin
sogurulmasinda floresans nadiren gozlenir. 250 nm’nin altindaki 1s1malar 6nayrigma ve

ayrisma ile uyarilmis durumdaki molekiiliin séniimiine neden olacak kadar enerjilidir.

a*—o gecisi ylksek enerjili oldugu icin floresans seyrek gozlenir bunun yerine
floresans emisyonu daha diisiik enerjili olan n*—mn veya n*—n geg¢islerinde gozlemlenir

[6,7].

Genellikle, birinci uyarilmis halin en diisiik titresim diizeyinden, temel durumun

elektronik titresim diizeyinden rastgele bir diizeye geciste gézlenen olay floresanstir.

Floresans, n—n* gecisi yapan molekiiller de, n—n* gecisi yapan molekiillere gére daha
fazla olarak gozlemlenir. Bu durum ayni zamanda, n*—mn gecisinin kuantum veriminin
yiiksek oldugunu da gostermektedir. Bu tiir gecislerde floresans ile yaris halinde olan
sonlim olaylar1 daha az meydana gelebilmektedir. Ciinkii, singlet/triplet haller
arasindaki enerji farki daha biyiiktiir, yani w* uyarilmis halinin elektronlarinin

eslesmesini bozmak daha c¢ok enerji gerektirir [5,14]
1.4.3. Molekiiler Yapinin Floresans Siddetine Etkisi

Aromatik fonksiyonel gruplari ihtiva eden bilesikler en giiclii floresans yapan tiirlerdir.
Sebebi ise diisiikk enerjili m—n* gegisine sahip olmalaridir. Halka sayis1 ve
kondensasyon derecesi kuantum verimi etkiler ve cogunlukla da arttirir. Sayilart az olsa
bile floresans 6zellik gdsteren bir diger grup ise; alifatik ve alisiklik karbonil gruplar1 ve
konjuge ¢ift bag ihtiva eden yapilardir. Siibstitiie olmamis aromatik hidrokarbonlardan

pek ¢ogu ¢ozelti igerisinde floresans gosterebilir.

Azotlu heterosiklik bilesikler de, hizlica triplet haline doniisen en diisiik enerjili
elektronik gecisin n—n* sistemi ile alakali oldugu diisiiniiliir. Bir heterosiklik ¢ekirdek

meydana getirmek i¢in benzen halkalarinin bir araya gelmesi sogurma pikinin molar
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absorptivitesinin artmasina neden olmaktadir. Bu yapilarin uyarilmis hallerinin 6miirleri

daha kisadir [13].

Benzen halkasindaki siibstitiisyon sogurma maksimumunun dalga boyunda kaymaya ve
buna karsilik olan floresans piklerinde farkliliklara yol agar. Bu etkilerin bazilar1 Tablo
1.2°de benzen tiirevleri i¢in verilmis olup siibstitiisyon genellikle floresans verimine etki
gosterir. Halojen siibstitliisyonunun etkisinde ise; floresan siddetinin azalmasinin nedenti,
halojenin atom numaras: arttik¢a triplet duruma gegen ve sistemler arasi gegis ihtimalini
arttiran agir atom etkisinin yol agtigi kabul edilmektedir. On ayrisma, iyodobenzen ve
nitro tiirevlerinde 6nemli oldugu diisiiniiliir, bu bilesikler, i¢ doniisiimden sonra uyarma

enerjisini sogurabilen hemen kopabilen baglara sahiptir.

Karboksilik asit veya karbonil grubunun siibstitiisyonu aromatik halkanin ¢ogunlukla
floresansini soniimler. Bu bilesiklerde, m—n* ge¢isinin enerjisi, n—n*gegisine gore
daha fazladir, n—n* geg¢isi sistemin floresansinin kuantum verimini normal olarak

diistiriir [11,12].

Tablo 1.2. Etanol I¢indeki Benzenin Floresansina Siibstitiisyonun Etkisi

Bilesik Formiil Floresans Floresz?nsm.
Dalga Boyu, nm Bagil Siddeti

Benzen CeHs 270-310 10

Toluen CeHsCH3 270-320 17

Propilbenzen CsHsC3H5; 270-320 17

Florobenzen CsHsF 270-320 10

Klorobenzen CeHsCl 275-345

Bromobenzen CeHsBr 290-380

Iyodobenzen CeHsl -

Fenol CeHsOH 285-365 18

Fenolat 1yonu CeHs0 310-400 10

Anisol CeHsOCH3 285-345 20

Anilin CeHsNH; 310-405 20

Anilinyum 1yonu CgsHsNH5" -

Benzoik Asit Ce¢HsCOOH 310-390

Benzonitril CsHsCN 280-360 20

Nitrobenzen CeHsNO; - 0
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1.4.4. Yapisal Rijitligin Floresans Siddetine Etkisi

Kimyasal rijitlik; molekiillerin donme ve 6telenme tesirlerine direnme derecesi olarak
ifade edilebilir. Ampirik olarak rijit yapida bulunan molekiillerde floresansin fazla
oldugu gosterilmistir. Selat yapict olarak kullanilan bazi organik maddelerin bir metal
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Rijit olmayan molekiiller de; i¢ doniisiim hizinin
artist ve bundan dolay1 1s1masiz séniimiinde artmasina neden olmaktadir. Molekdil rijit
degilse; molekiiliin bir boliimii, diger boliimiine gore daha diisiik frekanslarda titresim

yapabilir, bu durum enerji kaybina neden olur [14,15].
1.4.5. Sicaklik ve Coziiciiniin Floresans Siddetine Etkisi

Yiiksek sicakliklarda molekiillerin kinetik enerjileri artar ve molekiillerin ¢arpisma
frekanslarinda da artis gozlenir. Carpisma frekansinin artmasi dis doniistim ihtimalini
arttiracagl icin 1s1masiz soniim olasiligl yiikselir. Bu durumda sicakligin artmasi

floresansta kuantum verimini azaltici bir etki gosterir.

Ayni sekilde ¢oziicli viskozitesi arttikca ¢arpisma frekansinin artmasi dig doniisiim

thtimalini yiikselttigi i¢in floresansin kuantum verimini diisiirmektedir.

Bir molekiildeki floresans siddeti, agir atom mevcudiyetinde ya da yapisinda agir atom
ithtiva eden ¢oziiciiler mevcudiyetinde, azalma gosterir. Bu durum orbital spin etkilesimi

ile triplet olusum hizinin artmasi ile agiklanabilir [5].
1.4.6. pH’nin Floresans Siddetine Etkisi

Bir aromatik bilesigin iyonlasmamis ve iyonlasmis durumlari igin; dalga boyu ve
emisyon siddeti birbirlerinden farklidir. Asidik veya bazik siibstitiientleri ihtiva eden
aromatik bilesigin floresans siddeti ¢cogunlukla pH ile degisir. Fenol ve anilin i¢in bu
etkiyi belirten veriler Tablo 1.2°de verilmistir. Bu tiir bilesiklerin emisyonlarindaki
farklilasmalar molekiillerin, asidik ve bazik formlari, alakali rezonans tiirlerinin
farkliligindan meydana gelir. Rezonans formlar1 fazla olan bilesiklerde daha kararli
birinci uyarilmis hal vardir ki bu durumda ultraviyole bolge de floresans olmasini

saglar.
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Ayrica, asit/baz titrasyonlarinda doniim noktasi belirlenmesinde pH’ nin bir fonksiyonu
olarak bazi1 bilesiklerin floresansindan da faydalanabilinir. Herkesge bilindigi iizere
asidik ya da bazik iyonlasma sabitleri uyarilma ile degisir. Bu degismeler ¢ok biiyiik
degerlerdir. Sonug olarak, floresans Ol¢iimiine dayali analitik yontemlerde iyi bir pH

denetiminin olmas1 gerektigi belirtilir [5,6,7].
1.4.7. Coziinmiis Oksijenin Floresans Siddetine Etkisi

Molekiiler oksijenin paramanyetik 6zellikleri nedeni ile floresans siddetinde azalma
meydana gelir ve uyarilmis molekiiliin sistemler aras1 gecis ile triplet duruma gegis
ihtimalinin artmasi ile beraber 1s1masiz yolla (fosforesans ile) soniimii meydana getirir.
Ayrica bu durum, floresans gosteren tiirlerin fotokimyasal prosesler ile
yiikseltgenmesinin neticesi olabilir. Yani, bir ¢ozeltideki ¢ozlinmiis oksijenin ve diger

paramanyetik tiirlerin varligi genellikle, floresansi azaltir [15]
1.4.8. Derisimin Floresans Siddetine Etkisi

Floresans siddeti (F), sistemce sogurulan uyarict demetin 15in siddeti ile orantilidir.
Gelen 151n ile analit molekiilii tarafindan sogurulan 1s1n arasindaki oran; Lambert-Beer

Yasasi ile tanimlanir [21];

A =¢b.C=-log(l/lp) (Lambert-Beer Yasasi) (1-3)

(1-3) denkleminde esitligin logaritmasi alinir her iki tarafta 1’den ¢ikarilirsa;

1-1/lg=1-e°"¢ (1-4)
lo- 1= 1o (1 - e™) (1-5)
lo - I = Sogurulan 151n olduguna gore bu da floresans yogunlugu F olduguna gore,
denklem;

F=(o-1).¢ (¢ = kuantum verimi) (1-6)

Yukaridaki son iki esitlik g6z ontine alinirsa floresans yogunlugu igin,

F=lo.(1- 9.9 (1-7)
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Seyreltik ¢ozeltilerde ebC kiigiik olacaktir. Yukaridaki esitligin seri agilimi, yaklasik

olarak denklem (1-8)’e denk olur;
F = (2,303.£.b.10.$).C (1-8)

Esitlikte 2,303eblp® degerleri sabittir cihaza ve analizi yapilacak maddeye 6zgiidiir ve
K bu sabiti temsil etmek tizere esitlik; (1-9) halini alir.

F=K.C (1-9)

Maddenin yaydig1 floresans 1sin siddeti, seyreltik numunenin konsantrasyonu ile
orantilidir. Isin yayan molekiiliin derisimine kars1 floresans siddetinin grafigi seyreltik

¢ozeltilerde dogrusaldir [3].

Yiiksek konsantrasyonlara g¢ikildik¢a dogrusalliktan negatif yonde sapmalar meydana

gelir. Bu durumun iki ana sebebi vardir ki bunlar;
(i) Kendi kendine s6niim (self-quenching)
(if) Kendi kendine absorpsiyon (self-absorpsiyon)’dur.

Kendi kendine soniim, uyarilmis molekiiller arasi carpigsmalarin derisim ile artmasi
beklenir, bu durum molekiiller aras1 enerji aktarimimi kolaylastirdigi icin bir dis
doniisiim meydana gelebilir ve 151masiz enerji aktarimi olur. Bu olay floresans siddetini

diistirtir.

Emisyon dalga boyu sogurma piki ile ortiisiirse; kendi kendine absorpsiyon olusur ki
emisyon cozeltiden gegerken floresans siddeti azalir ve diger floresans veren tiirler

tarafindan yeniden sogurulur [20,21].
1.4.9. Emisyon ve Uyarma Spektrumlari

Bir uyarma spektrumu, sabit bir dalga boyunda liiminesans siddeti dlgiiliirken uyarma
dalga boyunun degistirilmesi ile bulunur. Bir uyarma spektrumu, uyarilmis durumlar
elde etmek i¢in 1s1min sogurulmasidir ve bu nedenle ayni kosullarda bulunan bir
absorpsiyon spektrumu ile aynidir. Bu floresans emisyonu iiretmek i¢in birinci adimdir.

Ayrica, sabit bir dalga boyundaki uyarilma ile dalga boyunun bir fonksiyonu olarak
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floresans ve fosforesans spektrumlarindaki emisyon siddetleri kaydedilir. Bu emisyon

spektrumudur.

Genellikle uyarma dalga boylari, fotoliiminesans dalga boylarindan daha kisa dalga
boylarinda gozlemlenir. Diger taraftan, floresans bantlari, fosforesans bantlarina gore
daha kisa dalga boylarinda bulunur. Bu durum, uyarilmis triplet durumun kendisine

denk gelen singlet halden daha diisiik enerjili olmasi ile agiklanabilir [15]
1.5. Floresans Olciim Cihazlari

Fotoliiminesans Ol¢iimiinde kullanilan cihazlardaki bir¢ok bilesen diger metodlarda

kullanilan cihazlarin bilesenleriyle benzerlik gosterir [5]. Cihazlarin blok diyagramu;

1sin kaynagi

v
Srnek Dalga Boyu DedeKtor Kaydedici
hiicresi Secici

Sekil 1.3. Liiminesans Cihazlarinin Blok Diyagrami

Uvarma Filtresi
veya

Monokromator K + ,

Numune
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Kaynak

P il

Emisvon Filtresi|

Demet
Zavifatcy

veya
Monokromatir
Referans Numune
Fotogozal I
otocogalticasa Fotocogalticis:

Fark
Yiikselticisi

Dedektor ve
Okuma Diizencgi

Sekil 1.4. Basit Bir Florometre
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1.5.1. Kaynaklar

Uyarma amaciyla absorpsiyon Olgiimlerinde kullanilan tungsten veya hidrojen
lambalarindan daha giiclii bir 1s1n kaynagina ihtiya¢ duyulur. Duyarlilik ve ¢ikis
sinyalinin biliyilikliigii kaynagin siddeti ile dogru orantilidir [21]

Kullanilan kaynaklar ;
(i) Lambalar
(ii) Lazerler

Lambalar; erimis slika pencereli, diisiik basingli, civa buhar lambasi filtreli
florometrelerde en ¢ok kullanilan uyarma kaynagidir. 254, 302, 313, 546, 578, 691 ve
773 nm’de uyarma floresansi i¢in uygun c¢izgiler meydana getirerek, uygun sogurma

veya girigim filtreleri ile, bu cizgiler digerlerinden rahatlikla ayirt edilebilir [23].

Ksenon ark lambasi, siirekli 1g1n kaynagi olarak spektroflorometrelerde yaygin olarak
kullanim alan1 bulmaktadir. Ksenon ark lambasinin spektrumu yaklasik olarak 300-
1300 nm arasinda siireklidir. Ksenon ark lambalari, 75-450 W’lik yiiksek basinca
sahiptir. Bu nedenle, 30 V’de 5-20 A’lik dogru akim {iretebilen bir giic kaynagi
gereklidir [18].

Lazerler; fotoliiminesans uyarma kaynagi olarak kullanim alani bulan lazerlerin basinda
“pulslu azot gazi lazeri” ve Nd:YAG lazeri ile pompalanan ayarlanabilir boya lazerleri

gelmektedir.

Ticari spektroflorometrelerde kaynak olarak lambalar tercih edilse de; lazerlerin ¢ok

bliyiik avantajlar1 vardir [22].
1.5.2. Monokromator ve Filtreler

Olusan floresans 1sinlariin dalga boylarinin belirlenmesi ve uyarma demetinin
secilmesi i¢in florometrelerde girisim ve sogurma filtrelerinin  her ikisi de
kullanilmaktadir. Ticari spektroflorometrelerde en az bir ya da bazen iki adet optik agh

monokromator bulunabilir [20].
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1.5.3. Dedektorler

Duyarli floresans cihazlarinda fotocogaltici tiipler en ¢ok kullanilan dedektorlerdir.
Tipik liiminesans sinyalinin diisiik siddette olmasi nedeni ile Olgiilebilmeleri igin
sinyallerin ytikseltilmesi gerekir. Spektroflorometreler igin diyot-serili ve yiik aktarma
dedektorleri onerilmektedir. Bunlar hem uyarma hem de emisyon spektrumlarinin hizl

kaydina izin verir ve kromatografik ve elektroforezde 6zellikle faydalidir [7].
1.5.4. Hiicre Bolmeleri ve Hiicreler

Floresans siddeti dlgtimleri, silis ya da cam yapilmis hem dikdortgen hem de silindirik
prizma seklindeki hiicreler kullanilmaktadir. Dedektdre gelen sacilmis 1smnlarin
miktarini diigiirmek i¢in hiicre bolmesine baffles’lar konulabilir. Cilt yaglar1 ¢ogunlukla
floresans verdigi icin ornek hiicrelerine bulasan parmak izinin engellenmesi, sogurma

Olctimlerinden daha fazla 6nem tasir [10]
1.6. Cihaz Tasarimlari
1.6.1. Florometreler

Filtreli florometreler kantitatif floresans analizleri i¢in basit ve ucuzdur. Yayilan
1sinlarin ve uyarma kaynagindan gelen 1sinlarin dalga boylarmi engelleyebilmek icin

girigim filtreleri ya da sogurma filtreleri kullanilir [12].
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. |
B . e — W
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1
Numune Filtre \\ // ] Referans
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[' ------- e - A i
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diski

Sekil 1.5. Tipik Bir Florometre
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Sekil 1.5’te goriilen floresans cihazi i¢in; floresans uyariminda 151 kaynagi olarak bir
civa ark lambasi1 ve dedektor olarak bir ¢ift fotogogaltict tiip kullanilmistir. Kaynak
151n1, numune agiklik diski sayesinde bir referans 151 ve bir numune 1511 olmak iizere
ikiye ayrilir. Referans 1s1n demetinin siddeti, numunenin 1s1n siddeti ile yaklasik olarak
esit olsun diye aralik diski ile siddeti azaltilir. Her iki 1s1n birinci filtreden gegtikten
sonra, referans 1sm1 referans fotocogaltic1 tiipline gonderilir. Numune 1511 ise,
mercekler yardimiyla numuneye odaklanir ve floresans emisyonuna neden olurlar.
Yayilan 1s1n ikinci filtreden gegtikten sonra mercekler yardimiyla numune fotogogaltici
tiipiine gonderilir. Referans ve numune siddetleri arasindaki fark analitin floresans

emisyonu olarak kaydedilir.
Bu sekilde ticari olarak satilan bir ¢ok florometre vardi [15].
1.6.2. Spektroflorometreler

Florometrelerden farkli olarak emisyon ve uyarma monokromatdrleri bulunan

cihazlardir. Donanimlar1 daha fazladir [19].

Emisyon Monokromatorii Uyarma Monokromatorii

Optik Ag

Referans
fotogogaltici tiip

Numune
Fotogogaltici
Tiip

Absorbans j
dengeleyici

hiicre

1 ksenon
lamba

Numune
Bolmesi

Sekil 1.6. Tipik Bir Spekroflorometre
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1.6.3. Serili Dedektorlere Dayanan Spektroflorometreler

Diyot-serili ve yiik aktarma aletlerinin kullanildigi ve bir saniyeden daha kisa siirede
yani anlik floresans spektrumlarmin kaydedilebildigi cihazlar gelistirilmistir. Ayn1 anda
bilesigin hem uyarma hem de emisyon spekrumu alinabilir. Bu sistem floresans yapan

karmagik tiirler i¢in uygundur. Floresans 6zellik her molekiil i¢in ayirt edicidir [10].
1.6.4. Fiber Optik Floresans Algilayicilar

Goriinti  ve 151 aktarmak icin fiber optik teknolojisini kullanan floresans
algilayicilardir. Uzak mesafeden lazer kaynaktan gelen 1sin optik fiber icerisinde
ilerleyerek ¢ozelti icerisinde floresans olusturur. Olusan floresans emisyonu ayni optik

fiber icerisinde ilerler ve dedektore gelir. Bu sekilde spektrum elde edilir [21].
1.6.5. Fosforimetreler

Fosforesans siddetini 6l¢mek icin kullanilan cihazlardir. Bu cihazlar1 florometrelerden
ayiran iki parga vardir. Bunlar ilk 6nce numunenin 1sinlanmasini saglayip daha sonra
belirli bir gecikmenin ardindan fosforesans siddetini ol¢ecek bir sistemdir. Ayni
ornekten meydana gelebilecek uzun ve kisa omiirlii fosforesansi birbirinden ayirt

edebilmek i¢in de zaman gecikmesi 6nemlidir [23].

Siv1 azot sicakliginda gergeklestirilen fosforesans ol¢timleri i¢in kuvars pencereli bir

Dewar Kabi kullanilmaktadir. Yontem florometre ile ayn1 mantiktadir.

<—— Numune

Emisyon

Uyarma Pencere Acikhii
Pencere Agikhg
" Emisyon
l yarme M kramatdriine
Monokromatériinden Clac Ter
Gelen Isin ’
C 0O

Sekil 1.7. Fosforimetre Diizenegi
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1.7. Cihazin Ayarlanmasi

Hassasiyetin yiiksek olmasi ile bilinen floresans yontemleri uygulanirken, cihazlarin
tekrarlanabilir bir duyarlilik diizeyinde olmasi onemlidir. Bu nedenle, bir cihazin
ayarlanmasi i¢in kararli bir florofor (floresans yapan madde) standart c¢ozeltileri

kullanilir.

Konsantrasyonu yaklagik 10° M olan kinin siilfatin bir standart ¢ozeltisi en yaygin
kullanilan florofordur. 350 nm’de bulunan 1s1n ile uyarilir ve 450 nm’de emisyon yapar
[16].

1.8. Uygulamalar ve Fotoliiminesans Metodlari

Daha diisilk konsantrasyonlara uygulanabilen floresans ve fosforesans metotlari
absorbansa dayali olan spektrofotmetrik metotlardan daha duyarhidir. Yiiksek
hassasiyet, duyarlilik ve segicilik fotoliiminesansi diger yontemlerden ayiran en 6nemli

parametrelerdir [14]

Baska bir agidan degerlendirildiginde ise; spektrofotometrik yontemlerin kesinlikleri ve
dogrulugu daha yiiksektir. Ayrica floresans, fosforesansa gore daha kesin sonuclar

vermektedir. Bu nedenle floresansin gelisimi fosforesans oranla daha fazla olmustur
[18].

1.8.1. Anorganik Tiirlerin Florometrik Tayinleri
Anorganik tiirler florometrik olarak iki sekilde tayin edilebilirler. Bunlar;

a) Floresans oOzellik gosteren bir selat olusturularak dogrudan emisyon siddeti

Olctilebilir.

b) Daha ¢ok anyon analizleri i¢in kullanilsa da tayin edilecek analitin séniimleme
etkisinden faydalanilarak floresansta meydana gelen azalma dikkate alinarak yapilir.
Katyon analizi i¢in metal iyonu ile selat yapan birden fazla elektron verici fonksiyonel

grup ihtiva eden yapilardir [11].
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1.8.2. Organik Tiirlerin Florometrik Tayinleri

Florometrinin en ¢ok uygulama alani1 buldugu tayinler organik tiirler i¢in yapilmaktadir.
Gida, ilag, dogal {iriin, klinik numuneler vs. gibi pek ¢ok alanda basari ile uygulanmakta

ve bu metodun duyarliligi, hassaslig ve seciciligi onemini arttirmistir [17].
1.8.3. Fosforimetrik Metodlar

Floresans ve fosforesans metodlar1 birbirlerini tamamlamaktadir. Zayif floresans veren
maddeler giiclii fosforesans, giiclii floresans veren maddeler ise zayif fosforesans

gosterirler.

Fosforimetrinin florimetri kadar uygulama alani bulmamasinin asil nedeni ise; diisiik
sicakliklarda galigilmasi gerekliligidir. Bunun bir neticesi olarakta daha diisiik kesinlik

gostermektedir [6].
1.9. Kemiliiminesans

Bir kimyasal reaksiyon; uyarilmis diizeyden temel diizeye donerken, 151n yayabilecek
veya sahip oldugu enerjiyi daha sonra emisyon yapabilecek baska bir tiire aktarirsa ya
da elektronik olarak uyarilmis bir tiir meydana getirirse “kemiliiminesans” olusur. Bu
tir reaksiyonlara daha ¢ok biyolojik sistemlerde rastlandigi icin “biyoliiminesans”

olarakta adlandirilabilir [5].

Biyoliiminesans gosteren tiirlere 6rnek verirsek; deniz meneksesi, ates bocekleri, ¢esitli

tiirlerdeki bakteriler ve deniz analaridir [7].

Kemiliiminesans reaksiyonu kisaca tanimlanmak istenirse;

A+B—->C*+D (1-10)
C* - C+ho (1-11)
C*; C tiirlinlin uyarilmis halidir.

Kemiliiminesans sonucu olgiilecek liiminesans spektrumu reaksiyon {iriinii olan C’nin

spektrumudur.
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Yukaridaki esitlik kemiliiminesans olayini basitge tanimlamak i¢in kullanilmakta olup,

gercek kemilliiminesans sistemleri oldukga karmasiktir ve hizli gergeklesir [14].
1.9.1. Kemiliiminesansin Olciilmesi

Kemiliiminesans Ol¢gmeleri i¢in cihaz; analit ile reaktif arasindaki kimyasal reaksiyon
1s1n kaynagi olmasi nedeniyle dalga boyu segicilerin kullanilmasina gerek duyulmadan,
sadece uygun bir reaksiyon kab1 ve bir fotogogaltici tiipten ibaret olabilir. Basit, hizli ve

ucuz bir tekniktir [21].
1.9.2. Kemiliiminesansin Analitik Uygulamalari
1.9.2.1. Gazlarin Analizi

Kiikiirt bilesikleri, azot oksitler ve ozon gibi atmosferik kirleticilerin tayinlerinde
yilksek duyarliliga ihtiyagc duyulmast nedeni ile gaz bilesiklerinin tayini i¢in
kemiliiminesans metodlar1 gelistirilmistir. Bu metodlardan ise en ¢ok azot monooksit

tayini i¢in olan reaksiyon kullanilir [12].
NO + O3 — NOy,* + O, (1-12)
NO,* — NO, +hv (%X =600 - 2800) (1-13)

Azot oksidin, ozon ile reaksiyonu, azotun daha yiiksek oksitlerinin tayini ic¢in de

uygulanmistir. Reaksiyon soyledir;
NO, S NO +0O (1-14)

Orneklerdeki azotun, kantitatif olarak azotmonooksite doniistiigii sartlarda oksijen
atmosferinde 1sitilarak pargalanir; daha sonra olusan azot monoksit belirlenen metod ile

sleiiliir [18].

Diger bir onemli kemiliiminesans metodu ise; atmosferik ozonun izlenmesinde
kullanilir. Analiz, yilizeyine rodamin-B boyasi absorbe edilmis aktif bir silikajel ile
analitin reaksiyonu sonucu ortaya ¢ikan liiminesansa dayanir. Bu iglem 1 ugL“l’den

daha az ozona duyarhdir, cevap 400 ugL'1 ‘den ozona kadar dogrusaldir.
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Diger 6nemli bir gaz kemiliiminesans metodu, atmosferik kiikiirt bilesenlerinin analizi
icin kullanilmaktadir. (H,S, SO, ve merkaptanlar ...vs.) Burada, numune bir hidrojen
alevinden bir kiikiirt dimeri olusturmak iizere yakilir. Olusan dimer daha sonra 11k

emisyonu ile bozunur [15].
4H, + 250, S S* + 4H,0 (1-15)
S;* 5 S, +ho (1-16)

Burada, 384 ve 394 nm'de pikleri olan mavi renkte 1sin olusur. Isinin siddeti uyarilmis
kiiklirt dimerinin derisimi ile orantilidir. Benzer sekilde, hidrojen alevinde fosfor
bilesiklerinin yanmasi da HPO*'dan dolayi 526 nm'de emisyon yapar. 10™lik bir
derisim aralifinda dogrusal bir ¢aligma grafigi elde edildigi belirtilmistir. Bu alev
kemiliiminesans tekniklerinin her ikisi de, gaz kromatografi kolonlarindan ¢ikan gazda

kiikiirt ve fosfor tiirlerinin tespiti i¢in kullanilmistir [20].
1.9.2.2. Sivi Fazda inorganik Tiirlerin Analizi

Sivi fazda yiriitiilen tayinlerin pek c¢ogunda, kemiliiminesans veren organik
maddelerden faydalanilir. Bu reaktifler, oksijenle, hidrojen peroksitle ve diger bir ¢cok
kuvvetli yiikseltgen maddelerle kemiliiminesans yiikseltgenme {irlinii vermek {izere

reaksiyona girerler. Liiminol bu bilesiklerin en yaygin drnegidir.

Baz1 katyonlar liminesansi azaltir veya arttirir, boyle durumlarda siddetteki azalma

veya artma derigim tayinin yapilmasini saglar [3].
1.9.2.3. Organik Tiirlerin Analizi

Kemilliiminesans reaksiyonlarinin seciciligini arttirmak ve metodu kemiliiminesans
reaksiyonlarinda dogrudan yer almayan analitlere de uygulayabilmek igin, istenen
analitin substrat oldugu ve iriinlerden birinin kemiliiminesansla tespit edildigi bir
enzim reaksiyonundan sonra bir kemiliiminesans basamaginin yiiriitiilmesi yaygin bir
uygulamadir. Bu durum, tutuklanmis enzim iceren kolonlu akis sistemlerinde yaygin
olarak kullanilir. Bununla birlikte, son yillarda optik fiberlere tutturulmus enzimlerin

kullanildig1 biyosensor tasarimlarina dnem verilmektedir [19].



24

On tespit basamaginda H,0, olusturan oksidaz enzimleri yaygmn olarak
kullanilmaktadir. Bir ¢ok farkli kemiliiminesans sistemlerle sadece H,0, tayin
edilemez, bir ¢ok numunede, 6zellikle sulu ¢ozeltilerinde halihazirda bulunan gerekli
yiikseltgen (O;'de tayin edilebilir. Enzimin kantitatif olarak doniistigii diisiiniilerek,
substratlar, H,O,'nin tayin edilebildigi 10-100 nM'a kadar tayin edilebilir. Bu sekilde
tayin edilen substratlar, glukoz, kolestrol, kolin, iirik asit, amino asitler, aldehitler ve

laktat1 kapsar [17].

ureaz

Urik asit + O, allontoin + H,0, (1-17)
—_—

Bu yaklasim, analiti tamamen esdeger miktardaki kemiliiminesans {irliniine
dontistiirmek i¢in ard arda enzim basamaklarinin kullanimi ile genisletilebilir. Bu yolla,
glikozdan bagka sekerler, glukozidler, kolestrol esterleri, kreatin ve asetilkolin tayin

edilmistir [21].

Sakkaroz + H,0O invertaz a—D-glukoz + Fruktoz (1-18)

o-D-glukoz ~ —@O%2 o b glukoz (1-19)
glukoz oksidaz . .

B-D-glukoz + O, > glukonik asit + H,0, (1-20)

H.O, tayini i¢in liminol ve bir peroksidaz katalizérii optimum bir sistem olarak
goriilmektedir. Kemiliiminesans siddeti yaklasik 100 ms'de en yiliksek olur, ¢oziicii
suludur, fakat baz1 organik bilesenlerle uyumludur; 10 veya 10* derisim araliginda

dogrusallik gosterir ve bu bolgede gozlenebilme sinir1 0,1 pM'dir [7].



2. BOLUM

DOGRUDAN ANALIZ YONTEMLERI

Geleneksel olarak eser elementlerin tayini, analizi yapilacak olan orneklerin, asitler
(veya asit karisimlari) ile islem gordiikten sonra uygun bir analitik metod kullanilarak
yapilmaktadir. Ornegin ¢oziilmesi islemi esnasinda, analit kayiplar1 ve/veya numunenin
kirlenmesi yonilinden risk tasimakta ve ayrica tehlikeli kimyasallarin kullanimini
arttirmaktadir. Bu sebep ile dogrudan analiz teknikleri gelistirilmeye ¢alisilmis ve bu
tekniklerin geleneksel prosediirlere gore, daha ¢ok avantaja sahip oldugu belirlenmistir.

Bu avantajlar;

(i) Gergek orneklere uygulanan 6n muamele islemlerinin azaltilmas,

(ii) Orneklerde kirlenmenin azaltilmast ve daha kisa siirede analizinin

gerceklestirilmest,
(iif) Cozme islemiyle meydana gelen analit kayiplarinin en diisiik seviyeye getirilmesi,
(iv) Tehlikeli ve agindirici reaktiflerin kullaniminin azalmast,

(v) Orneklere uygulanabilirlik yoniinden (hem organik hem de inorganik ornekler)

genis bir perspektife sahip olmasidir [13].

Dogrudan analiz icin kullanilan analitik teknikler; X-1simn1 floresans spektroskopisi

(XRF), notron aktivasyon analizi, taramali elektron spektroskopisi (SEM) [20].
2.1. Analiz teknikleri
2.1.1. X-Ism Floresans Spektroskopisi (XRF)

XRF; molekiiller de elementlerin bilesimlerinin belirlenmesi i¢in yararlanilan en 6nemli

tekniklerden biridir.
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2.1.1.1. XRF caliyma prensibi

Atom veya molekiil, X 1sinlar1 gibi yiiksek bir enerji ile uyarilirsa; bu yiiksek enerji dis
yoriingelerdeki elektronlar1 daha yiiksek enerji diizeylerine ¢ikarir. Uyarilan elektronlar
temel enerji seviyelerine geri dondiiklerinde kazanmis olduklari fazla enerjiyi X 1sinlari
seklinde etrafa yayarlar. X 1sinlar1 yayimina floresans 1gimasi adi verilir. Elementlerin
verdigi bu 1simalarin dalga boyu her element i¢in farkli ve ayirt edicidir. (Elementin
parmak izidir.) Isimanin dalga boyunun belirlenmesi ile elementin tiirii (nitel),
belirlenen bu 1smin  siddetinin  Ol¢iilmesi ile de element derisimi (nicel)

belirlenebilmektedir [24].

XRF enstriimental aletleri sayesinde ¢ozme islemine gerek duyulmaz. Bu durum XRF

aletlerinin 6nemini oldukca arttirmaktadir.

Enerji dagilimhi X-151mm1 floresans (EDXRF) analizorleri (tasmabilir XRF analiz
cihazlari), hava izleme filtreleri ile toplanan toz numuneleri, kayalar, topraklar veya
metal Ornekleri dahil olmak iizere g¢evresel Orneklerde, hizli ve tahribatsiz analiz
yapmak miimkiin ve 25'e kadar elementlerin eszamanli analizinin saglanmasi bu

teknigin avantajlarindandir [25].

2.1.1.2. Uygulama Alanlar

v" Standart metotlar ile bilinmeyen inorganik materyaller, kati, sivilar ve tozlarin nitel
ve nicel analizleri,

v' Kayag ve minerallerin uluslararasi standartlara uygun olarak kimyasal analizleri,

v Maden ve endiistriyel hammaddelerin komple kimyasal analizleri,

v" Cimento, ¢imento hammaddeleri ve mineralojik katki malzemeleri analizleri,

v" Kati atiklarin kimyasal analizleri yapilmaktadir [26].

2.1.2. Ark ve Kiviletm Emisyon Spektroskopisi
2.1.2.1. Cahsma Ilkesi

Atom, iyon veya molekiiller i¢in, analizi yapilacak numunenin atomlastirilmasi ve bir

iist enerji diizeyine ¢ikarilmasinda genellikle kullanilan metod, iki elektrot arasina



27

uygulanan elektrik bosalimidir. Bu metodta; numune elektrotlardan birisinin igine
yerlestirilir ve numune olmayan karsit elektrotla bu elektrotun arasina elektrik bogsalimi
uygulanir. Elektriksel atomlagma iyonlagsma ve uyarma proseslerinde ark veya kivilcim

bosalimlar1 kullanilir ve en ¢ok uygulama alani bulan “dogru akim (dc) ark1”dir [27].

Analiz edilecek numunenin atomlastirilmast ve meydana gelen atomlarin uyarilarak bir
iist enerji seviyesine ¢ikmasi amaciyla yararlanilan elektriksel bosalim tiirlerinden bir
digeri ise; kivilcim’dir. Yiiksek akim yogunlugu ile 50 Hz’lik frekansa sahip
kondansatér bosalimi kivileim kaynagi elde edilir. Uygulanan gerilimin ve akim
siddetinin ¢ok yiiksek olmast sebebi ile 30000 — 40000 °C arasinda yiiksek sicakliklara
ulagilabilir. Bu sicaklikta numunedeki elementlerin pek ¢ogu iyonlastig1 i¢in kivileim
kaynagimin kullanildig: aletler ile elde edilen spektrumlarin neredeyse tamami iyonik
hatlardan olusmaktadir. Sonuglarin tekrarlanabilirligi cok yiiksek olsa da; kivilcim

kaynaginin duyarligi, “ark™a oranla daha diistiktiir [28].
2.1.2.2. Analitik Uygulamalari

Emisyon spektroskopisinde nitel analiz, elde edilen spektrumdaki siddetli hatlarin
dalgaboyu degerlerinin, elementlerin bilinen ve karakteristik emisyon dalgaboyu
degerler1 ile karsilastirilmasiyla yapilir. Bu amag¢ dogrultusunda, korelasyon
tablolarindan yararlanilir veya varligindan siliphelenilen elementlerin spektrumlari
kaydedilir ve ornekten elde edilen spektrumla karsilagtirilir. Hatlarin en az {igiiniin
dalgaboyu degerlerinin uyusmast ile siiphelenilen elementin varligi kanitlanir. Emisyon
spektroskopisi daha c¢ok elementlerin nicel analizinde kullanilir. Emisyon
spektroskopisinde duyarlik, absorpsiyon spektroskopisinde oldugu gibi temel enerji

diizeyinde olusturulan atom sayisina baglidir [29,30].
2.1.3. indiiklenmis Eslesmis Plazma (ICP)
2.1.3.1. Calisma Prensibi

Emisyon spektroskopisinde elektrik bosalimina dayanan atomlastirma ve uyarma
kaynaklar1 son yillarda yerini plazmalara birakmistir. En ¢ok kullanilan plazma tiirii
ICP, Indiiklenmis Eslesmis Plazma (Inductively Coupled Plasma) dir. Plazma katyon ve

elektron (bu ikisinin net toplam elektrik yiikii 0 olmalidir) igeren elektriksel olarak
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iletken olan gaz halindeki iyon akimi olarak tanimlanabilir. Kolay iyonlastirilabilmesi
ve inert olmasi nedeniyle ICP teknigindeki plazma argon gazi ile olusturulur. Cok c¢esitli
yontemlerle plazma olusturmak miimkiin olmakla beraber bu yontemde elektromanyetik
olarak argon gazinin indiiksiyon sarimlarinda bir radyo frekans (rf) jeneratoru ile
etkilestirilmesiyle elde edilir. ICP cihazlar1 hibrit cihazlar (ICP-OES, ICP-MS) olarak
kullanilir [30,31].

2.1.3.2. Analitik Uygulamalari

ICP-emisyon spektroskopisi bir¢ok distiinliigli olan bir yontemdir. Elde edilebilen
yiiksek sicaklik nedeniyle, ¢ok kararli bilesikler bile plazma sicaklhiginda atomlarina
aynisirlar.  Ayrica alevin  kullanildigi  absorpsiyon ve emisyon spektroskopisi
yontemlerinde, oksijenin yiiksek kismi basinci nedeniyle toprak alkali elementleri nadir
toprak elementleri ve bor, silisyum gibi bozunmayan oksit ve hidroksit radikaller
olusturan elementlerin analizinde duyarlik diistiktiir. Fakat argon gazi ile olusturulan
plazmada bu elementlerin atomlastirilmasinda bdyle bir sorun yoktur. ICP-emisyon
spektroskopisi  yonteminin diger bir {Ustlinliigli plazmadaki yiiksek elektron
yogunlugudur. Plazmadaki yiiksek elektron yogunlugu analit atomlarinin iyonlasmasini
biiylik olglide engeller. Ayrica ark, kivilcim, ve alevli kaynaklarin aksine plazmada
sicakligin atomlagma bolgesinin her yerinde aynidir [30,31,32].

2.1.4. Grafit Firinh Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi (GFAAS)
2.1.4.1. Cahsma Tlkesi

Atomik absorpsiyon spektroskopisi (AAS); yiiksek sicaklikta gaz halinde olan element
atomlarinin elektromanyetik 1sinlar1 sogurmasi iizerine kurulmustur. Atomlastirici
olarak alev yerine grafit firmn kullaniliyor ise, grafit firinli atomik absorpsiyon
spektrofotometresi (GFAAS) elde edilir. Alevsiz atomlastiricilara elektrotermal
atomlastiricilar da denir. Elektrotermal atomlastiricilar i¢cinde en taninmis olani grafit

firmdir [5,33].
2.1.4.2. Analitik Uygulamalar:

GFAAS ile genellikle metalik 6zellikteki elementlerin tayini yapilir. Biitiin element

atomlar1 kendilerine ait dalga boyundaki 1sin1 sogurup uyarildiklarinda elektronlarin
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bulundugu daha yiiksek enerji diizeylerine bagli olarak farkli siddetlerde ve dalga
boylarinda sogurma hatlar1i meydana gelir. Spektroskopik analizlerde calisilacak dalga
boyu belirlenirken en giiglii sogurulmanin oldugu dalga boyu segilir. Boylece segilen
dalga boyunda diisiik konsantrasyonlar da bile absorbans degerleri elde edilebilir.
GFAAS’de elementlerin kantitatif tayini i¢in kalibrasyon grafigi ve standart ekleme
yontemleri kullanilir [34,35,36].

2.1.5. Notron Aktivasyon Analizi
2.1.5.1. Cahsma ilkesi

Aktivasyon analizlerinin temelini, bir 6rnegin niikleer bir reaktdrden gelen 1s1l nétronlar
ile bombardiman edilmesi sonucunda meydana gelen radyoaktivitenin oSlgiilmesi,
olusturur. Aktivasyon analiz metodlarinin hassasiyetinin diger metodlara gére, 100 misli
yiiksek olmasi nedeniyle biiyiik 6nem arz etmekte ve bu metod ile ppm seviyelerindeki

derisimlerde tayinler yapilabilmektedir [37].

Notronlarin madde ile etkilesimi birkac¢ sekilde gergeklesebilir. Bombardiman sonucu
olusan liriin (veya Uriinler) bombardimani yapan notronlarin enerjisine baghdir. Kararli
bir izotopun 1s1l ndtronlarla bombardimani neticesinde, atom numaras: hedef elementten
bir birim daha yiiksek olan ¢ok fazla uyarilmis bir izotop olusur. Bu izotop hizla (~10-
12 saniye i¢inde) bir gamma 1511 (y) yayarak kararli hale gelir [38].

2.1.5.2. Notron Aktivasyonun Uygulamasi

Notron aktivasyon analizi, pek c¢ok sayida elemente uygulanabilir. Ek olarak, inert
gazlardan dort tanesi 1si1l notronlarla aktif izotoplar haline getirilerek tayini
gerceklestirilir. Ayrica oksijen, azot, ve itriyum elementleri hizli nétronlarla aktif
edilebilir. Notron aktivasyonu metodu ile analizi yapilabilen tiirler ise; metaller,
alagimlar, arkeolojik kalintilar, yar1 iletkenler, biyolojik kaynaklit maddeler, kayalar,
mineraller ve su. Aktivasyon analizi uygulamalari, ¢ogunlukla, eser miktarlardaki

elementlerin tayininde kullanilir [39].
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2.1.6. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)
2.1.6.1. Calisma Ilkesi

Taramali1 elektron mikroskobu(SEM)calisma sekli yiiksek enerjili elektronlarin  ¢ok
kiiciik bir alana odaklamasi ile yiizeyin taranmasi prensibine dayanir. Numunenin

yiiksek ¢oziinlirliige sahip topografik goriintiisiiniin elde edilmesinde kullanilir [40,41].
2.1.6.2. Uygulama Alanlar:

v" Tip ve adli uygulamalarda

v" Sanayinin degisik kollarinda hata analizlerinde

v Biyolojik bilimlerde

v' Kaplama yiizeylerinin karakterizasyonunda

v' Tiim kati malzemelerin mikro ve nano 6lgekte yapilarini tayin etmek ve bu yapilarin

elementel analizinde

v Lif kesitlerinin ve i¢ yapisinin incelenmesinde kullanilir.

v" Tekstil sektoriinde kullanilan sentetik ve dogal hammaddelerin karakterizasyonu
v’ Uretilen kumaslarin amaca uygun olup olmadig1

v' Sektore hizmet eden yan sanayi {riinlerinin (deterjan, boya, yumusatici) iiriin

tizerindeki etkileri tespit edilebilir.

v Boya sektoriinde pigmentlerin yapisal tayini ve uygulanan yiizeylerin

karsilastirmasinda kullanilir [42].
2.2. Gilimiis

Glimiis, elementlerin periyodik tablosunda simgesi Ag (Ag sembolii Latince argentum
kelimesinden gelir) olan, beyaz, parlak, degerli bir metalik element. Atom numarasi 47,
atom agirligi 107,87 gramdir. Erime noktast 961,9 °C, kaynama noktas1 1950 °C ve
Ozgil agirhigi da 10,5 g/cm3'tiir. Cogu bilesiklerinde +1 degerliklidir.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Enerji
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Glimiis ¢ok eski zamanlardan beri bilinmekle birlikte yine de altin ve bakirdan sonra
kesfedilmistir. Altin az olmasina ragmen, diinyanin her yanina yayilmasi sebebiyle daha
once kullanilmaya baslanmustir. Ayrica tabii halde giimiis az olup, ¢ok derinlerde
bulunuyordu. Giimiisin MO 3100 yillarinda Misirlilar ve MO 2500 yillarinda Cinliler
ve Persler tarafindan kullanildigi belirtilmistir. Yunan tarihinde Atina'daki giimiis
madenlerine rastlanir. MO 800 yillara dogru giimiis, Nil nehri havalisinde para olarak
kullanilmaya baslanmistir. Giimiisii ilk olarak Romalilarin islemeye basladiklar1 iddia
edilmektedir. Endiistri ilerledik¢e daha karisik ve saf olmayan glimiis filizleri iizerinde
calisilmaya baslandi. Bugiin glimiis biiyilk bir nisbette bakir, kursun ve ¢inko

tiretimindeki yan iirlinlerden elde edilir.

2.5. Giimiisiin Kullamldig1 Alanlar

Gumiis elektrigi iyi ilettiginden ve kolayca tel haline getirildiginden elektrik alaninda
kullanilir. Siis esyas1 yapiminda altindan sonra en ¢ok basvurulan metaldir. Bilesikleri
yaygin olarak fotografcilikta (% 30’u) kullanilir. Tipta dis yapimi kemik kiriklarinda
baglama teli olarak, kemik bosluklarini doldurmada, yanik tedavisinde kullanilir. Ancak
zehirli bilesikleri zehirli oldugundan viicutta birikim yapabilir. Giimiis fulminat gii¢li
bir patlayicidir. Cam yapistiricist olarak da kullanilir. Belli oranda bakirla karisimindan
olusan metal kasik, catal bigak, tabak yapiminda kullanilir. Ayrica iyi bir mikrop
oldiirticti oldugu i¢in Romalilardan beri uzun siire saklanmasi gerekli su ve besinleri
korumada kap kaplamasi olarak kullanildi. Giliniimiizde uzay teknolojisinde ve su
saflastirma sistemlerinde, elektronik aletlerde ve ila¢ endiistrisinde giderek kullanim
alani artmaktadir. Kimya ve gida sanayinde; organik bilesiklerin iiretiminde katalizor
olarak, kagit, patlayict madde, mineral asit, saf su, buhar, boya maddesi ve boya
tretiminde, karbonat ve kiikiirt liretiminde ayrica giibre sanayinde, elektrokimyasal
sanayinde, petrol rafinerilerinde, gida, ilag ve mesrubat sanayinde, atom enerjisi

sanayisinde ve ambalaj sanayinde siklikla kullanilmaktadir.

Giimiis Zehirlenmesi (Arjirizm): Zehirlenme agiz ya da cilt yoluyla olabilir.

Hastaligin olusmasi igin, i¢inde gilimiis bilesigi olan maddelerle uzun stire iligki
gereklidir. Bunun sonucu mukoza zarlari ve i¢ organlarda renk degismesi olusur. En ¢ok

fotografcilikla ugrasanlarda, kuyumcularda ve giimiis bilesikli ilaglar kullananlarda
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goriiliir. Belirtileri arasinda mide ve karin bolgesinde sancilar, nefes darlig1 ve tagikardi

vardir. Tedavisi oldukca giictiir.

Bilesikleri:

Glimiisiin en ¢ok bilinen bilesikleri sunlardir: Glimiis oksit Ag,0, giimiis siilfiir Ag,S,
glimiis siyaniir AgCN ve giimiis nitrat AgNO3’dir. Glimiis nitrat tipta daglama, sigil
tedavisi i¢in kullanilir. Deriyi kararttig1 i¢in bu bilesige cehennem tas1 da denir. Ayrica
giimiis kloriir (AgCl), glimiis bromiir (AgBr), giimiis iyodiir (Agl) gibi halojentirleri de

vardir.

2.7. Giimiisiin Tayini icin Literatiirde Yer Alan Calismalar

Jiang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alisma da; 5-bromosalisilaldehit
salicyloylhidrazon sentezi yapilarak, bu organik bilesigin Ag(I) ile yaptig1 kompleksin
floresans Ozellikleri incelenmistir. Kompleks, asetik asit-asetat tamponu ile pH 5,4’te
floresans siddeti en yiiksek olacak sekilde elde edilmistir. Elde edilen bu kompleks, 370
nm uyarma ve 460 nm emisyon dalga boylarinda maksimumuna sahiptir. Yontemin
lineer ¢aligma araligt 0- 200 ppb ve gozlenebilme sinir1 1,1 olarak bulunmustur.
Kompleksin mol orani 1:3 olarak elde edilmistir. Yontem mesrubatlarda uygulanmistir

[51].

Kindy ve arkadaslarimin yaptiklari c¢alisma; ((2-hidroksinaftalin-1-il))metilen)
asetilhidrazit (HNMA) sentezi yapilarak Ag(I) ile komplekslesmesi saglanmis ve bu
kompleksin floresans 6zellikleri incelenmistir. Kompleks tris tamponu ile pH 6,0 da
elde edilmistir. Uyarma dalga boyu 385 nm ve emisyon dalga boyu 450 nm’dir.
Yontemin dinamik araligit 50-800 ppb ve gozlenebilme smir1 9,2 ppb olarak
bulunmustur. Ayrica 200 ppb Ag(I) i¢in yiizde bagil standart sapma % 2,5’tir [44].

Park ve arkadasi tarafindan yapilan galisma, kromotropic asit’in asetik asit-sodyum
asetat tamponu ile pH 4’te Ag(I) ile kompleks olusturularak floresans siddetini
Olciilmesidir. Kompleksin uyarma dalga boyu 346 nm ve emisyon dalga boyu 370
nm’dir. Yontemin lineer ¢alisma aralig1 2 — 100 ppb ve gozlenebilme sinir1 1 ppb’dir.
Yontemin bagil standart sapmast %1,5 olarak bulunmustur. Yontem musluk sulari,

irmak ve deniz sularia uygulanmistir [52].
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Reyes ve arkadaglar1 kati yilizeyli floresan bazli bir algilama sistemi gelistirerek igme
sularindaki Ag(I) miktarini on-line olarak belirlemislerdir. Siirekli akis sistemine yiizeyi
kromotropic asit ile sivanmis floresan tabanli algilama cihazi su 6rneklerindeki Ag(l)
on-line olarak belirlemistir. pH 4,1’de kromotropic asit ve Al(I) arasinda olusan
kompleksin, uyarilma dalga boyu 361 nm ve emisyon dalga boyu 390 nm’dir. Sistemin
algilama aralig1 10-500 pg ve gozlenebilme sinir1 2,6 ppb ayrica sistemin bagil standart

sapmasi1 % 2,2 olarak bulunmus [53].

Ichiba ve arkadaslar1  6-kloro-N’-(2-hidroksibenziliden)piridazin-3-karbohidrazid
(CPCH) bilesigini sentezlemisler ve pH 3’te Ag(l) ile kompleks yapmislardir. Elde
edilen kompleksin uyarma dalga boyu 394 nm ve emisyon dalga boyu 490 nm olarak
bulunmus. Lineer ¢aligsma araligi 0-100 ppb ve algilama sinir1 200 ppb’dir. Kompleksin

mol orani 1:3’tiir [54].
2.8. Kimyasal Sensor ve Problar
2.8.1. Sensor ve Prob Nedir?

Sensor; otomatik kontrol sistemleri i¢in duyu organmi niteligi tasiyan, kimyasal ve
fiziksel buyiiklikleri elektrik sinyaline gevirerek algilanmasini saglayan diizeneklerin

genel ismidir [56].

Prob ise; kimyasal siireclerde yalnizca analite duyarli olan ve sensorlerin ana kismini
meydana getiren boliimdiir. Ornegin; pH metre bir sensdrdiir fakat pH metrenin ¢ozelti
igerisine daldirilan cam elektrot kismi bir probtur. Cozeltinin pH derecesini algilayan

prob iken, bu derecenin elektrik sinyaline doniismesi ile sensor meydana gelir.

Bir floresan sensor ise; floresansi okuyabilecek bir sistem ve bir metal iyonundan

meydana gelmektedir [57].

Floresans sensorler ¢ok farkl tipte gelistirilmistir ve her biri farkli deney ydntemleri

icin spesifik olan floresans 6lgme sistemlerinin dort temel gereksinimleri vardir;
v" Uyarici bir 151k kaynagi (ksenon ark ve civa buhari, lazerler, fotodiyotlar... vs.

v" Bir Fluorofor (Floresans yapabilen bir ligand)


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0039914004005284
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v’ Filtreler (spesifik dalga uzunluklarini izole etmek i¢in kullanilabilir)
v" Genellikle bir elektronik sinyal ¢ikisi kaydeden bir dedektor [58,59].

Bu tez ile gelistirilen yontem de; Ag(I) igin spesifik bir prob gelistirilmistir. Tez

caligmasinda sentezlenen ligand yalnizca Ag(I) i¢in duyarlhdir.
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3. BOLUM
MATERYAL VE METOT

3.1. Deneyde Kullanilan Aletler
3.1.1. Floresans Ol¢iim Cihazi

Floresans Olclimleri Photonic marka menekse lazer diyot ile donatilmis Erciyes
Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii Enstriimental Analiz Laboratuvari’mda
yapilan florometre ile gerceklestirilmistir. Enstriimental parametreler Thorlabs Yazilimi
tarafindan tiretilen SPECTRA adli bilgisayar program ile kontrol edilmistir. Cihaz 405
nm dalga boyunda uyarma yapip, 590,4 nm dalga boyunda emisyon kaydetmistir.

Floresans spektrumlari 1 cm’lik kuvars hiicresi kullanilarak 400-800 nm dalga boyu
araliginda c¢alisan fiber optik girisli SP1 — Thorlabs CCD — Array mini monokromator
ile okunup, sinyal yiikseltildikten sonra bilgisayar iizerine kaydedilmistir. 350-750 nm
dalga boyu araligina sahip fotovoltaik dedektdr, 151 sinyalini elektirk sinyaline

cevirmek i¢in kullanilmistir.

Photonic
Menekse Rengi
Lazer Diyot (405 nm)

SP1 - Thorlabs Vilkseltici Kaydedici
Ornek Isin Toplayici CCD- Array Mini

Hiicresi Mercek Monokromator

(400-800 nm)

Sekil 3.8. Erciyes Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii Enstriimental Analiz

Laboratuvari’inda yapilan florometre tasarimi
3.1.2. Mikropipet

Hamilton marka 20-200, 100-1000 ve 1000-10000 pL’lik mikro pipet drnek alimlari ve

¢Ozelti hazirlamak i¢in kullanildi.
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3.1.3. pH metre

Cozeltilerin pH o6lgiimleri i¢cin Nel Elektronik marka pH900 model dijital pH metre
kullanildi.

3.1.4. Tiip
Deneyde Isolab marka 15 ve 50 mL’lik polipropilen deney tiipleri kullanilda.
3.1.5. Siizge¢ Kagidh

Kat1 &rneklerin hazirlanmasinda siizme islemlerinde Isolab marka mavi band siizgec

kagidi kullanildu.

3.1.6. [2-((E)-{[3",6'-bis(dietilamino)-3-oksospiro[isoindol-1,9'-ksanten]-2(3H)-
yllimino}metil) siklopenta-2,4-dien-1-il](siklopenta-2,4-dien-1-il)-iron

“DKES” Sentezlenmesi Sirasinda Kullanilan Cihazlar

DKES sentezlenmesi sirasinda kullanilan arag ve cihazlar asagidaki siralamada
goriilmektedir. Bunlardan gerektigi yerlerde yararlanilmistir.

v LEC0O-932 marka CHNS-O model elementel analiz cihazi

v" Perkin Elmer marka Spectrum One model FT-IR spektrometresi,
v Isiticih manyetik karigtirict,

v" Heildoph marka donel buharlastirict (evaporator)

v Bruker Avance 400 MHz NMR cihazi,

v' Electrothermal 9200 marka erime noktasi cihazi,

v' Niive marka FN-500 model etiiv (300°C),

v' Camag marka ince tabaka kromatogram lambasi (254/366 nm),
v DC Alufolien Kiesegel 60 F 254 Merck TLC levhalari.

Elementel ve IR analizleri, Bozok Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya
Béliimii’nde, NMR analizleri, Erciyes Universitesi Teknoloji Arastirma ve Uygulama

Merkezi’nde yapilmistir.
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3.2. Kullanilan Reaktifler ve Hazirlansi

Kullanilan biitiin kimyasal madddeler analitik saflikta (Merck, Germany, Darmstadt)

olup, ¢ozeltileri hazirlamak i¢in distile su kullanilmistir.

Ayrica DKES sentezinde kullanilan baglica kimyasal maddeler, Merck, Aldrich, Fluka

ve Sigma gibi firmalardan ithal edilen 6zel reaktifler olup, analitik safliktadir.

1000 mg L™ lik Ag (Merck, Germany, Darmstadt) standardindan, 3 mg L™ ve 5 pg L™
ara stoklar hazirlandi. Deneyde c¢oziiniirlestirme islemlerinde derigik nitrik asit ve
hidrojen peroksit kullanildi. Ornek icindeki Ag(l) iyonunun florometre ile tayini uygun
tampon ortaminda dogrudan gerceklestirildi. Calisma da kullanilan 6rnekler Kayseri’de

bulunan yerel marketlerden temin edilmistir.

3.2.1. [2-((E)-{[3',6'-bis(dietilamino)-3-oksospiro[isoindol-1,9'-ksanten]-2(3H)-
yllimino}metil) siklopenta-2,4-dien-1-il](siklopenta-2,4-dien-1-il)-iron

Deneysel caligmalar igin, 0,1 g [2-((E)-{[3',6'-bis(dietilamino)-3-oksospiro[isoindol-
1,9'-ksanten]-2(3H)-yl]imino}metil) siklopenta-2,4-dien-1-il](siklopenta-2,4-dien-1-il)-
iron “DKES” tartildi ve bir miktar etanol ile ¢6ziilerek 100 mL’ye tamamlandi (%
0,1°1ik). Tiim deneysel asamalarda DKES ¢ozeltisi giinliik olarak hazirlandi. Hazirlanan
bu ¢ozeltiden 3 mL (%0,1’lik, 3,0 mg) alinarak tayinde kullanildi. DKES reaktifinin
ongoriilen acik yapisi agagida Sekil 3.1°de gortilmektedir.

Sekil 3.9. DKES reaktifinin 6ngdriilen acik yapisi

3.2.1.1. DKES’1n Sentezi ve Reaksiyon Basamaklari
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Sekil 3.10. DKES reaktifinin olusum mekanizmasi

2-amino-3’,6’-bis(dietilamino)-4a’,9a’-dihidrospiro[isoindol-1,9’-ksanten]3-on

Baslangic Bilesiginin (RBH) Sentezi:

100 mL’lik bir balonda Rodamin B (hidrokloriir tuzu, 1.20 g, 2.5 mmol) 30 mL etil
alkol icinde ¢oziildii. Uzerine 2.0 mL (asir1) hidrazin hidrat (% 85) damla damla ilave
edildi ve oda kosullarinda 1-2 saat karistirildi. Daha sonra isiticili-manyetik bir
karistiricida balona geri sogutucu takilarak 2 saat reflux edildi. Karigim sogumaya
birakildi ve doner buharlastiricida ¢oziicii uzaklastirildi. Elde edilen yagims: iiriine 1 M
HCI (50 mL) eklendi ve 1 M NaOH (55 mL) yavas yavas pH 9-10’a ulasincaya kadar

ilave edildi. Saf su ile yikandiktan sonra desikatorde P,Os tizerinde kurutuldu.
[2-((E)-{[3",6'-bis(dietilamino)-3-oksospiro[isoindol-1,9'-ksanten]-2(3H)-
yllimino}metil) siklopenta-2,4-dien-1-il](siklopenta-2,4-dien-1-il)-iron Ligandimin
(DKES) Sentezi:

(0.48 g, 1 mmol) RBH 25 mL etanol i¢inde 100 mL’lik bir balonda ¢oziildii ve {izerine
(0.21 g, 1 mmol) ferrocen karboksi aldehit (FKA) ilave edildi. Karisim isiticili-

manyetik karistirict tizerinde bir geri sogutucu takilarak 48 saat reflux edildi. Siire
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sonunda sogumaya birakildi ve bir doner buharlastirici da ¢dziicii atildi. Elde edilen
yagimsi lirlin eter ortamina alinarak bir gece karistirildi. Coken mor renkli kati iiriin
stizlilerek kolon kromatografi teknigi (silikajel 100-200 mesh, eliient karigimi etil

asetat/hekzan 4:1) ile saflastirildi.

> E.N.=241-242 °C,

> Verim: % 65,

» Molekiil Formiilti: CagHagFeN4O,,

» Molekiil Agirlhigr : 589 g/mol

>

Tablo 3.3. DKES Reaktifinin Yiizde Bilesenleri
Bilesen % C H N
Hesaplanan: 71.78 6.18 8.59
Bulunan 71.50 6.25 8.35

3.2.1.2. DKES Bilesiginin Yapisinin Dogrulanmasi
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Sekil 3.11. DKES bilesigine ait IH-NMR spektrumu

Sekil 3.4’de DKES ligandinin 'H-NMR spektrumu 400 MHz’de, DMSO’da alinan
spektrumu verilmistir. Spektrumdaki pikler ¢esitli NMR tablolart ve ACD-Labs paket

programi yardimiyla yorumlanmuistir.

o = 1.05, 1.04, 1.02 ppm’deki triplet pik grubu azot atomundaki metilen karbonuna
baglt metil gruplart protonlarmni (-N-CH,-CHs, 12H), 6 = 2.50 ppm’de gozlenen pik
¢oziicii olarak kullanilan DMSO’nun su pikini, & = 3.35, 3.30, 3.29, 3.28 ppm’deki
kuartet pik azota baglh metilen (-N-CH,, 8H) protonlarini, 6 = 4.38, 4.31, 3.86 ppm’deki
pikler ferrocen iskelet yapisindaki protonlar1 (Fer-H, 8H), & = 7.87-6.32 ppm’deki
multiplet pik grubu aromatik protonlart (Ar-H, 10H), 6 = 8.24 ppm’de gbzlenen pik ise
molekiilde imin grubunun bagli protonunun (-N=C-H, 1H) vermis oldugu sinyale aittir.
Ayrica, spektrumdaki piklerin integral alanlar karsilastirilarak bulunan proton sayilari,

yukaridaki yorum ve elementel analiz ile uyum igerisindedir.

Sekil 3.5’te DKES bilesiginin DMSO’da ¢oziilerek alinan BC-NMR spektrumuna gore
molekiilde bulunan karbon atomlarimin kimyasal kayma degeri asagidaki gibi

yorumlanmustir:
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o = 12.89 ve 14.42 ppm’deki pikler molekiildeki azot atomundaki metilene bagli -CHs
karbonlarini, 6 = 44.15 ppm’deki pik azot atomuna bagli -CH, karbonunu, 69.43
ppm’deki pik ksanten molekiiliinii diger molekiile baglayan koprii karbon atomunu,
79.06 ppm’deki pik ksanten molekiiliindeki oksijen atomu yoniindeki fenil
halkalarindaki (C-H) karbonu, 163.35 ppm’deki pik karbonil karbonunu, 153.50-105.98
ppm araligindaki pikler molekiildeki aromatik karbonlar1 ve (N=C-H)’deki karbon
atomlarin1 temsil etmektedir. Ayrica, spektrumdaki 40.42—39.37 ppm civarinda goriilen

pikler ise ¢6ziicii olan DMSQO’ya ait sinyallerdir.

ROD-5

NN

g: . . b BRUKER
WAV N2 ) (<

Sekil 3.12. DKES bilesiginin 13C-NMR spektrumu
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Sekil 3.13. DKES reaktifinin FT-IR spektrumu

Sekil 3.6’da IR spektrumunda; 3086-2870 cm™ arasindaki pikler aromatik ve alifatik C—
H gerilme titresimlerine aittir. 1715 cm™deki keskin absorpsiyon bandi molekiildeki
karbonil grubu gerilme titresimini temsil eder. 1630-1611 cm™*deki pik (C=C) ve 1514

cm > deki pik ise (C=N) gerilme titresimlerini gosterir.

3.2.2. Ortam Bilesenlerinin Etkisinin Incelenmesinde Kullanilan Cézeltiler

Fe(111): Fe(NOs3)3-9H20’tan 5-25 mg L™ araligim igerecek sekilde stok Fe(IIl) ¢ozeltisi

hazirlanmstir.

Fe(l1): FeSO,.7H,0’dan 5-10 mg L™ araligini icerecek Fe(Il) ¢ozeltisi hazirlandi.
Cu(I1): Cu(NO3)2:H20"dan 5-25 mg L™ araligimi icerecek sekilde stok Cu(Il) ¢ozeltisi
hazirlanmstir.

Mn(l1): Mn(NO3)24H20’dan 5-25 mg L7 igerecek sekilde stok Mn(Il) ¢ozeltisi

hazirlanmstir.

Na*: NaNOs’tan 50-7500 mg L™ Na" igerecek sekilde stok ¢ozeltisi hazirlanmustir.
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K*: KNOs’ten 50-2500 mg L™ K" igerecek sekilde stok ¢ozeltisi hazirlanmustr.

Ca(ll): Ca(NO3)2-4H20’den 50-7500 mg L™ Ca(l1) igerecek sekilde stok ¢ozeltisi
hazirlanmstir.

Mg(I1): Mg(NO3)2:6H20’den 50-5000 mg Lt Mg(Il) igerecek sekilde stok ¢ozeltisi
hazirlanmustir.

Zn(11): Zn(NO3)2’den 10-50 mg L™ Zn(11) icerecek sekilde stok ¢ozeltisi hazirlanmistir.

CO5”: Na,COs’den 100-1000 mg L7 olacak sekilde stok sodyum karbonat c¢ozeltisi

hazirlanmustir.

SO4*: Na2SOs’den 50-500 mg L™ olacak sekilde stok sodyum siilfat ¢ozeltisi

hazirlanmastir.

PO4¥: KyHPO,2H20°den 10-25 mg L™ olacak sekilde stok potasyum hidrojen fosfat

¢oOzeltisi hazirlanmistir.

CI: NaCl'den 100-1000 mg L™ olacak sekilde stok sodyum Kkloriir ¢ozeltisi

hazirlanmastir.

F: NaF’den 5-25 mg L olacak sekilde stok sodyum floriir ¢ozeltisi hazirlanmistir.
3.3. Deneysel Parametrelerin Optimizasyonu

3.3.1. pH Etkisi

Ag(l) ile DKES reaktifi arasindaki kompleksin hangi pH degerinde daha kararli ve

optimum oldugunu anlamak i¢in ¢esitli pH degerlerinde ¢ozeltiler hazirlandi.

pH 0,5 1, 1,5, 2 i¢in 1 M HCI/KCI tampon c¢ozeltisi, pH 3, 4, 5 icin 1 M
CH3COOH/NaCH3COO tampon ¢ozeltisi kullanildi.

400 pg L™ Ag(l) derisimi ve %0,1°lik 3,0 mg DKES reaktifi ve 1 M 1,5 mL tampon
¢ozeltiler sirasi ile eklendikten sonra son hacim 5 mL olacak sekilde 3 paralel ¢alisma
yapildi. Ag(l) - DKES kompleksinin bu pH degerlerinde floresans siddeti (F) 6l¢iilerek
grafige gecirildi.
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Sekil 3.14. Kompleks olusumuna pH’nin etkisi (n=3)

Sekil 3.7.°da Ag(l) ile DKES reaktifi arasindaki kompleksin ¢alisma pH araliginin 0,5-
1,5°da optimum iken daha sonra azalmaya bagladigr goriilmektedir. Floresans
siddetindeki bu diisiis Ag(l)- DKES kompleksinin yiiksek pH degerlerinde bozulmasi
olarak aciklanabilir. En yiliksek floresans siddeti ise pH 1’de elde edildi. Optimum

olmas1 nedent ile ¢alisma pH olarak 1 seg¢ildi.

Ortam etkisini incelemek i¢in, Al(I)- DKES kompleksi 0,1-5 M HNQO3, 0,1-5 M HCI ve
0,1-5 M H,SO, ortamlar igerisinde de olusturulmaya calisildi fakat asidik ortamlarda
kompleks formunun parcalanarak bozuldugu diisiintildiigii i¢in floresans siddeti saglikl
olarak oOlclilemedi. Yiiksek pH degerlerinde ise ¢ozelti ortami bulanarak c¢okelek
meydana geldi. Ag(l)-DEMAK kompleksi yiiksek pH degerlerinde bozularak ortamda
serbest kalan Ag(I) iyonunun, tampon ¢ozeltiden kaynakli CI* iyonlart ile AQCI

olusturarak ¢okeldigi diisiintilmektedir.
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Sekil 3.15. Ag(l)-DKES kompleksinin florometre aletinden alinan farkli ortamlardaki
pikleri

3.3.2. DKES Reaktifinin Miktarimin Etkisi

Bu deneyde olusan Ag(l)-DKES kompleksinin floresans siddetinin eklenen DKES
miktar1 ile nasil degistigini incelenemek i¢in 0-3,5 mg araliginda degisen miktarlarda
reaktif eklenerek calisma yapildi. Elde edilen sonuglar asagida Sekil 3.9°de grafik

olarak verilmistir.
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Sekil 3.16. DKES miktar1 ile Ag(l)-DKES kompleksinin floresans
siddetindeki degisim (n = 4)
Sekilden de goriilecegi tizere, Ag(l)-DKES kompleksi i¢in en yiiksek floresans siddeti
2,0 mg’da gostermistir. Bu nedenle optimum DKES reaktifi olarak 2,5 mg

belirlenmistir.

DKES reaktif miktar1 2,0 mg’dan diisiik oldugunda komplekslesme tamamlanmadigi
icin floresans siddeti yeterince iyi gozlenemedi. Diger taraftan DKES reaktif miktar
3,25 mg’dan fazla oldugunda ise derisimin floresans siddetine etkisi nedeniyle

kompleksin floresansinin soniimlendigi gézlendi.

3.3.3. Ag(I) Miktarimin Etkisi

Elde edilen Ag(l)-DKES kompleksine Ag(I) miktarmnin etkisini incelemek amaci ile 1
ng L™ ile 3 mg L™ arasinda degisen miktarlarda Ag(I) ¢ozeltileri hazirlanarak optimum

sartlarda caligmalar yapildi. Elde edilen sonuglar Sekil 3.11°de verilmistir.
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Sekil 3.17. Ag(I) miktarinin floresans siddetine etkisi (n=4)

Grafikten de anlagilacag: iizere; son hacim de 1,0 mg L™ Ag(l) ilavesinden sonraki
eklemelerde floresans siddeti sabit kald1 ve bdylece calisma araligi 0-1,5 mg L olarak
belirlendi. Calisma aralifindan fazla bulunan Ag(I) miktarmin etkisini belirlemek

amactyla yapilmistir.
3.3.4. Kompleks Olusumu icin Bekleme Siiresinin Etkisi

1 M 1,5 mL KCI/Cl kullanilanilarak hazirlanan pH 1 tampon ¢dzelti ortamina 400 pg L’
' Ag(l) ve 2,0 mg DKES reaktifi ilave edildikten sonra olusan kompleksin floresans
siddetinin bekleme siiresi ile nasil degistigini anlamak icin 0-300 dakika arasinda

floresans siddeti 6l¢iildii. Elde edilen sonuglar Sekil 3.12°de verilmistir.
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Sekil 3.18. Bekleme siiresinin floresans siddetine etkisi (n=4)

Yapilan ¢alismada Ag(l)-DKES kompleksi olusturulduktan 3 dakika sonra floresans
Olgtimlerinin yapilabilecegi goriildii. Ag(l)-DKES kompleksi olusturulduktan yaklasik
120 dakika sonra floresans siddetindeki azalma kompleksin yapisinin bozulmasi olarak

aciklanabilir.
3.3.5. Calisma Arahiginin Belirlenmesi

Elde edilen Ag(l)-DKES kompleksinin galisma araliginin belirlenmesi amaci ile
optiumum sartlar altinda 0,1 mg L™ ile 1,5 mg L™ arasinda cesitli drnek ¢ozeltiler

hazirlanarak floresans siddetleri okundu. Elde edilen sonuclar Sekil 3.13’de verilmistir.
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Sekil 3.19. Ag(l)-DKES kompleksi i¢in kalibrasyon dogrusu (n = 4)

Yukaridaki kalibrasyon dogrusu denklemi y = 1,4798 C + 0,3508 olarak bulundu.
r = 0,9998 ve r? = 0,9997 olarak bulundu. Burada r, korelasyon katsayisi ve r? tayin

katsayisidir. y = floresans siddeti ve C = Ag(I) i¢in konsantrasyondur.

2

=00

Sekil 3.20. Kalibrasyon pik goriintiisii ve dalga boyu

Kalibrasyon caligmasi sirasinda elde edilen pikler Sekil 3.14’de goriilmektedir. Ag(l)-
DKES kompleksinde Ag(I) derisimi arttik¢a floresans siddetinde artis gozlenmektedir.
Bu durum Ag(l)-DKES kompleksinin floresans siddetinin Ag(I) miktarina bagh
oldugunu gostermektedir. Soldaki sekil Ag(l)- DKES kompleksinin 3 boyutlu floresanin
pik gorintiisii ve sagdaki sekil ise Ag(l)-DKES kompleksinin floresansinin dalga boyu

gorilmektedir.
3.3.6. Ortam Matriks Bilesenlerinin Etkisinin Incelenmesi

Ortam matriks bilesenlerinin incelenmesi i¢in Na*, K*, Ca(ll), Mg(l1), Fe(lll), Fe(ll),
Mn(I1), Co(l1), Cd(l1), Pb(11), Cr(111), Au(ll), Pt(11), Pd(11), Ni(11), Cu(ll), Zn(11), PO,
SO42', F, CI, C032', CH3COO" ve glukoz’un gesitli derisimlerinin Ag(l)-DKES
kompleksinin floresans sinyali lizerine etki edip etmedigi arastirildi. Bunun ig¢in matriks
iyonlarini artan derisimlerde ortama ekleyerek floresans siddetleri 6l¢iildii. Ortama 1 M
1,5 mL HCI/KCI tamponundan eklenip pH 1°e ayarlandi1 ve 400 pg L™ Ag(l) ve 2,0 mg
DKES ortama eklendikten sonra son hacim 5 mL olacak sekilde tamamlandi. Elde

edilen sonuclar % geri kazanim degerleri halinde Tablo 3.2°de verilmistir.



50

Sonuglar 6rnek ortamlarinda bulunabilecek farkli derisimlerdeki anyon ve katyonlara

aittir. Elde edilen geri kazanma degerlerinin kantitatif oldugu, maksimum tuz

derisimleri tolere edilebilir matriks iyon derisimleridir.

Tablo 3.4. Bazi anyon ve katyonlarin Ag(l) kompleksinin tayinine etkisi

Iyon fyonun Tuzu Konsantrasyon (mg L™) Geri Kazamm (%)
Na* NaNO; 5000 95+2
K* KNO; 2500 96 + 2
ca® Ca(NOs),.4H,0 7500 96 + 2
Mg** Mg(NOs),.6H,0 2500 98 + 2
Zn(l)  Zn(NO;),.4H,0 10 95 +2
Fe(lll)  Fe(NOs)3.6H,0 5 95 +2
Fe(ll) FeSO,.7H,0 5 97 +2
Cu(ll)  Cu(NO3),.4H,0 10 98 + 2
Mn(ll)  Mn(NO;),.4H,0 5 96 + 3
Ni(I1) Ni(NOs), 6H,0 10 95 +2
Co(ll)  Co(NO3),.6H,0 5 96 + 2
Pb(Il)  Pb(NO,), 5 96 + 2
Pt(I1) Pt(NOs), 5 98 + 2
Pd(Il)  Pd(NO,),.2H,0 5 96 + 2
Au(lll)  Au(NO3); 5 95+ 3
Cr(1l)  Cr(NOs);.9H,0 5 97 +2
Cd(ll)  Cd(NO3),.4H,0 5 98 + 2
F NaF 25 95 +2
cr NaCl 1000 96 + 2
COs” Na,CO; 1000 95 +2
PO NaH,PO,.2H,0 25 97+3
SO~ Na,SO, 500 98 +2
NO;z NaNOs 7500 95 +2

3.3.7. Sicakhgin Etkisi
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pH 1 (1 M 1,5 mL KCI/HCI tampon ortamunda) 400 pg L™ Ag(l) ve 2,0 mg DKES
(%0,1°lik, 2 mL) eklenerek olusturulan Ag(l)-DKES kompleksinin floresans siddetinin
sicaklik ile nasil degistigini incelemek igin farkli sicakliklarda Ag(l)-DKES
kompleksinin floresans siddeti 6lgiildii. Elde edilen sonuglar Sekil 3.15°de verilmistir.

Olgiimler 0-55 °C’de gerceklestirildi.
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Sekil 3.21. Ag(l)- DKES kompleksinin floresans siddetine sicakligin etkisi (n =4 )

Yaklagik 15 °C’nin altindaki sicakliklarda kompleks olusamadigi i¢in floresans siddeti
gozlenememis olabilir fakat 15 °C’den sonra sicaklik arttik¢a kompleks olusmaya
basliyor yaklasik 25 °C ile 45 °C arasinda floresans siddeti sabit kaliyor. 45 °C’nin
tizerine ¢ikildiginda kompleksin sicaklik artis1 ile floresans siddetinde diisiis gozlendi.

Bu durum kompleks yapisinin sicaklik ile bozunmasi olarak agiklanabilir.
3.3.8. Yiizey Aktif Maddenin DKES ve Kompleksin Dalga Boyuna Etkisi

Elde edilen Ag(l)-DKES kompleksi ile DKES reaktifinin gosterdigi floresansin dalga
boylarindaki ¢akismay1 engelleyebilmek i¢in pH 1°de (1 M 1,5 mL KCI/HCI tampon
ortami) 400 pug L™ ve % 0,1’lik 2,0 mg DKES reaktifi ile olusturulan Ag(l)-DKES
kompleksi iizerine yiizey aktif madde olan % 0,25’lik Sodyum dodesil siilfat (SDS)
cozeltisinden 0-1 mL arasinda eklendi. Son hacim 5 mL’ye tamamlandi. Sonuglar Tablo

3.3°de goriildiigi gibidir;




Tablo 3.5. Yiizey aktif maddenin dalga boylarina etkisi (n=4)
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DKES Ag(1)-DKES Kompleksi
% 0,25'lik SDS (mL) X (nm) % 0,25'lik SDS (mL) X (nm)

0 560 0 590
0,05 535 0,05 590
0,10 520 0,10 590
0,25 510 0,25 590
0,50 507 0,50 590
0,75 507 0,75 590
1,00 507 1,00 590

Tablo 3.3’den anlasilacagi iizere; 0,50 mL % 0,25’lik SDS ilave edildiginde Ag(l)-

DKES kompleksinin dalga boyu degismezken, yalnizca DKES’a ilave edilen SDS

sonrasinda DKES’1n dalga boyunun daha diisiik dalga boyuna kaydigi goriilmektedir.

Bu durum Ag(l)- DKES kompleksinin floresansinin, DKES’1n floresansindan kolaylikla

ayirt edebilme imkan1 saglanmistir.
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Sekil 3.22. Yiizey aktif maddenin dalga boyuna etkisi (n=5)
(A.SDS Eklenmeden Onceki Dalga Boylar1, B. SDS Eklendikten Sonraki Dalga Boylart)

3.4. Kompleks Stokiyometrisinin Bulunmasi

3.4.1. Florometre ile Siirekli Degisme Metodu
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Siirekli  degismeler metodu kullanilarak (Job yontemi) Ag(l)-DKES kompleks

stokiyometrisinin belirlenmesi i¢in optimize edilen sartlarda 0,5 mg LAg() ¢ozeltisi,

% 0,1’'lik DKES reaktifi ve 1 M HCI/KCI tampon c¢ozeltisi ve % 25’lik SDS

kullanilarak optimum sartlarda ornek cozeltiler hazirlandi. 590 nm dalga boyunda

floresans siddetleri okundu. Ornek c¢ozeltilere eklenen miktarlar Tablo 3.4°de

verilmistir. Olgiilen floresans siddetleri, Ag(I)’iin mol kesrine kars1 grafige gecirildi.

Tablo 3.6. Yiizey aktif maddenin dalga boylarina etkisi (n=4)

Vaiany, mL Vpemak , ML pH 1 Tamponu, mL Vsps, ML Vson, mL F
0,0 3,5 15 0,005 50 70
0,5 3,0 15 0,005 50 247
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1,0 2,5 15 0,005 5,0 376
1,5 2,0 1,5 0,005 5,0 447
2,0 1,5 1,5 0,005 50 416
2,5 1,0 1,5 0,005 5,0 300
30 0,5 1,5 0,005 5,0 126
35 0,0 1,5 0,005 5,0 0
500
400 -
=
g
]
= 300 1
5 200 -
2
=
=100 A
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Sekil 3.23. Florometre ile kompleks stokiyometrisi (n=3)
Grafikte egrilerin dogrusal kisimlart kesisinceye kadar uzatildiginda kesisim

noktasindaki mol kesri kompleksin formiiliinii verir. Ciinkii bu noktalar hem Ag(l) hem

de DKES igin en uygun bagil derisimlerdir. Xaigm = 0,5 bulundu.

Ag(l) - DKES kompleksi 1:1 oraninda olup, formiili ML dir.

3.4.3. UV-VIS Spektrofotometresi ile Siirekli Degisme Metodu

Siirekli degismeler metodu (Job yontemi) ile tayin i¢in ayni1 derisimde Ag(l) ve DKES
¢ozeltileri hazirlandi. 0,2 mg L*Ag(l) ¢ozeltisi, % 0,01°lik DKES reaktifi ve 1 M
HCI/KCI1 tampon ¢ozeltisi ve % 25°’lik SDS kullanilarak optimum sartlarda 6rnek

¢ozeltiler hazirlandi. 557 nm dalga boyunda absorbans siddetleri okundu Olgiilen

absorbans siddetleri, aliiminyumun mol kesrine kars1 grafige gegirildi. Ornek ¢ozeltilere

eklenen miktarlar Tablo 3.6’da verilmistir.




1.0

Wi

CURSOR?

987 énm

55

Sekil 3.24. Optimum sartlarda Ag(l)- DKES kompleksinin UV-VIS spektrofotometresinde

dalga boyu taramasi

Optimum sartlar uygulandiginda Ag(l)-DKES kompleksinin en siddetli absorbans

gostertigi dalga boyu UV-VIS Spektrofotometresinde 557 nm olarak bulundu. Bu

nedenle absorbans 6l¢iimleri alinirken bu dalga boyunda 6l¢timler yapildi.

Tablo 3.7. Siirekli degisme metodu uygulamasi

Vaiany, ML | Vpemak, ML | pH 1 Tamponu, mL | Vgps, mL | Vson, mL Absorbans
0,0 3,5 1,5 0,005 5,0 0.111
0,5 3,0 1,5 0,005 5,0 0.386
1,0 2,5 1,5 0,005 5,0 0.610
15 2,0 1,5 0,005 5,0 0.795
2,0 15 1,5 0,005 5,0 0.797
2,5 1,0 1,5 0,005 5,0 0.649
3,0 0,5 1,5 0,005 5,0 0.406
3,5 0,0 1,5 0,005 5,0 0
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Sekil 3.25. UV- VIS spektrofotometresi ile kompleks stokiyometrisi (n = 3)

Grafikteki egrilerin dogrusal kisimlari kesistiginde kesisim noktasindaki mol kesri
kompleksin formiiliinii verir. Clinkii bu noktalar hem Ag(l) hem de DKES i¢in en uygun
bagil derisimlerdir. Xagn = 0,5 bulundu.

Ag(l) - DKES kompleksi 1:1 oraninda olup, formiili ML’dir.

Kompleks stokiyometrisi i¢in yapilan 2 farkli deneysel calisma ve 2 farkli cihazdan
alinan sonuglar dogrultusunda Ag(l)-DKES kompleksi 1:1 oraninda ve molekiil formiilii

ML seklindedir.
3.5. FT-IR ile Ag(l)- DKES Kompleksinin Incelenmesi

0,5 mg L Ag(l), 2,0 mg DKES reaktifi (% 0,1, 2 mL) ve pH 1°de (1 M 1,5 mL
HCI/KCI) son hacim 5 mL olacak sekilde deney tiipiinde hazirlandi. Hazirlanan bu
ornegin oda sicakliginda buharlagmasi saglandi ve kalan kat1 distile su ile yikanarak
mavi band siizge¢ kagidindan siiziildii. Ag(l)-DKES kompleksi olusturulduktan sonra
kompleks katis1 FT-IR ile incelendi.

Ag(l)-DKES kompleksine ait spektrum incelendiginde DKES reaktifinin karbonil
grubunda degisim s6z konusudur. 1680 cm™ absorpsiyon bandi karbonil grubunu temsil
etmektedir. Ayrica, alifatik ve aromatik C-H bandlarinda degisim ve genisleme (3362-

2456 cm™) s6z konusudur.
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Kompleks muhtemelen N=C ¢ift bagmin agilmasi ve karbonil grubundaki oksijenin
serbest elektron c¢iftinin Ag(I)’e atak ederek yeni bir halka meydana getirmesi ile

olusmus olabilir.

3.6. Gelistirilen Yontemin Go6zlenebilme Siniri

Yontemin gozlenebilme sinirinin tayini igin, optimum sartlarda tiim bilesenleri igeren,
ancak Ag(l) icermeyen 20 paralel tanik deney yapildi. Orneklere 1 M 1,5 mL HCI/KCI
tampon ¢ozeltisi ve 2,0 mg (% 0,1°lik, 2 mL) DKES reaktifi ve % 0,25’lik 100 uL. SDS
eklendi. Cozelti hacimleri 5 mL’ye tamamlandiktan sonra 5 dakika beklenerek optimum

sartlara gelmesi saglandi ve daha sonra floresans siddetleri 6l¢tildii.

DKES reaktifinin dalga boyu 507 nm ve Ag(l)-DKES kompleksinin 590 nm
oldugundan maksimum floresans siddetleri 590 nm’de okundu. Gozlenebilme siniri

asagida verilen formiil kullanilarak hesaplandi.

3xs

GS(LOD) =

s =0,8203 (Kor orneklerin ortalamasinin standart sapmast),
B =0,8127 (Kalibrasyon dogrusunun egimi)

3x0,8203

GS(LOD) =
0,8127

1,00pg Lt

Tayin Sinir1 i¢in asagida verilen formiil kullanilarak hesaplandi.
TS=GSx333=1,00 x 3,33=333pugL*

% Bagil Standart Sapma (%RSD) i¢in asagida verilen formiil kullanilarak hesaplandi.

9%BSS (RSD) = > x 100
X

x =980,7 (Kor 6rneklerin ortalamasi)

%BSS = % x100 = %0,083 (n=10)
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Sekil 3.26. Gozlenebilme siniri igin pikler

3.7. Yontemin Gercek Orneklere Uygulamasi

Gergek orneklerin analizi i¢in ¢esitli gida 6rnekleri alinmis ve 6rnek hazirlama islemleri

yapilmistir. Bunun i¢in igme suyu, baraj, irmak ve deniz suyu olmak iizere farkli su

ornekleri kullanildi. Sonuclar asagidaki gibidir.

Ornek Eklenen Bulunan Geri Kazanim (%)

Maden Sahasi Atik su - 4.6+1.9% -




Sarimsakli dam water

Irmak suyu

Akdag Madeni

Atik Su

Walnut

Hazelnut

Nut

10

10

10

10

10

0.03

0.1

0.03

0.06

0.03

146+2.2

58+04

15.8+0.2

3.8+0.6

13.6 1.8

7.0£0.1

17.1+£0.2

3.0+£0.1

129+ 1.0

0.035 +0.005

0.062 + 0.003

0.128 + 0.006

0.024 +0.003

0.053 +0.001

0.083 +0.001

0.029 + 0.001

9 +1

100+ 1

98 £2

101 +1

9 +1

95+1

97 +2

95+2

98+ 2

9+1

97 +3
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0.10 0.096 + 0.005 96 +1

3.8. Yontemin Dogrulugunun Incelenmesi

3.8.1. Standart Referans Madde (SRM) Analizi

Ornek Sertifikali Bulunan Geri Kazanim (%)
Deger

SLEW-3 estuarine water 0.0030 0.0029+ 0.001 97+ 1

CWW-TM-D waste water 0.250 0.244 £ 0.004 98 +1

®Ortalama + standart sapma

BOLUM 4

TARTISMA VE SONUC

Biyolojik siire¢lerde; metal iyonlarmin varligi O6nemli bir rol oynamaktadir.
Sistem/organizmalarda temel olarak bulunan eser diizeydeki metal iyonlarinin;
konsantrasyon esigini asmasi, metal iyonunun kansorejen ve mutajen dogasi nedeni ile,
insan ve ¢evre sagligi acisindan tehlike olusturabilecek oldiiriicii toksik etkileri meydana
getirebilir. Bu nedenle; biyolojik, ¢evre kirliligi ve klinik tan1 yonlerinden bu metal

iyonlarinin segici olarak saptanmasi gereklidir.
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Florometri, iyi bilinen ultra-iz analitik bir tekniktir. Yiiksek hassasiyet ve segicilik, kisa

cevap siiresi ve ger¢ek zamanli analiz avantajlar1 nedeniyle kullanilan metodlardandir.

Florometri ile metal iyonlarinin analizleri ise; metal iyonlarinin floresans yapabilen
ligandlar ile olusturduklar1 baz1 floresant kompleksler yardimiyla olur. Metal; floresans
yapabilen bir madde ile reaksiyona girdirilerek; olusan yeni {iriiniin floresans siddetinin

Olctlilmesi ile analiz gergeklestirilir.

Bu calisma da; ilk olarak floresans yapabilen yeni bir florofor (DKES) gelistirilmistir.
Sentezlenen DKES’1n gostermis oldugu yiiksek floresans emisyonundan faydalanilmak
sureti ile ¢esitli metal iyonlar: ile kompleks yapilmaya ¢alisilmig ve DKES’1n yalnizca

Ag(I) i¢in spesifik oldugu bulunmustur.

Ag(l)-DKES kompleksinin olusumu ve floresans siddetinin en iyi Olgiilebildigi

optimum deney kosullar1 belirlenmistir.

pH, DKES derisimi, sicaklik, bekleme siiresi, ortak iyon etkisi gibi farkli parametreler
optimize edilmistir. Daha sonra, kullanilan metodta ve cihazda 6l¢iilebilecek minimum

analit derisimini belirlemek amaci ile gézlenebilme sinir1 ¢alismalari yapilmastir.

Kayseri’deki marketlerden temin edilen c¢esitli gida ve ¢evre drnekleri ¢oziilerek direkt

olarak Ag(I) tayini yapilmistir.

Standart referans madde analizlerinden kantitatif geri kazanimlar elde edilerek yontemin

dogrulugu ispatlanmstir.

Ek olarak; bu calisma ile ilk defa sentez edilen DKES; Ag(I) i¢in spesifik bir ligand

olarak literatiire kazandirilmis ve calisma tamamlanmastir.
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