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OZET

ONNO TIiPINDEKI SCHIFF BAZLARININ CINKO TAYININDE FLORESANS
KEMOSENSORU OLARAK KULLANILABILIRLIGININ INCELENMESI

Ozgiir ILERI
Diizce Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Umit ERGUN
Temmuz 2016, 53 sayfa

Floresans kemosensdrler metal iyonlar1 gibi ¢evresel ve biyolojik tiirleri belirlemek i¢in
kullamish birer ara¢ olarak gelistirilmislerdir. Cinko iyonu (Zn?*) biyolojik nem
yiiziinden oldukga ilgi c¢ekmistir. Buna gore N,N'-bis(salisiliden)-2,2’-dimetil-1,3-
diaminopropan ve bu Schiff bazinin indirgenmis tiirevi N,N'-bis(2-hidroksibenzil)-2,2’-
dimetil-1,3-diaminopropan (LDM"H,) sentezlenip ¢inko iyonunun tayini igin kullanildu.
LDMH,-Zn kompleksi yiiksek floresans siddeti sergilerken, LDM™H,-Zn floresans
cevap vermedi. Dahasi alkali, toprak alkali ve diger gecis metalleri Zn** seciciligine
higbir girisim gostermedi. Diger bir deyisle, bu kemosensor Zn*?® yi diger metallerden
ayirt edebilmektedir. LDMH,-Zn kompleksinin floresans siddetini arttirmak igin
optimizasyon c¢alismalar1 yiiriitiildii. Elde edilen sonuglara gore en yiiksek floresans
siddeti nétral pH’ da, etanol-su karisiminda 10* M ligand konsantrasyonunda elde
edildi. Son olarak, kalibrasyon egrisi olusturuldu ve yontem Sertifikali Referans Madde
(SRM) ile test edildi.

Anahtar sozciikler: Schiff bazi, Agir metaller, N,N'-bis(salisiliden)-2,2’-dimetil-1,3-
diaminopropan, Cinko, Floresans



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ONNO TYPE SCHIFF BASES AS A FLUORESCENCE
CHEMOSENSOR FOR ZINC ANALYSIS

Ozgiir ILERI
Duzce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Chemistry
Master of Science Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Umit ERGUN
July 2016, 53 pages

Fluorescent chemosensors have been developed to be a useful tool to determine the
enviromentally and biologically important species such as metal ions. Zinc ion (Zn*")
has attracted a great deal of attention because of the biological significance of this
metal. In this regard, N,N'-bis(salicylidene)-2,2'-dimethyl-1,3-propanediamine
(LDMH,;) and the reduced derivative of this Schiff base bis-N,N'-(2-hydroxybenzyl)-
2,2'-dimethyl-1,3-propanediamine (LDM™H,) have been synthesized and used as
fluorescent chemosensor for the detection of zinc ions. While LDMH,-Zn complex
displayed a high fluorescence emission, LDM™H,-Zn showed no fluorescence responce.
Moreover, other common alkali, alkaline earth and transition metal ions exhibited no
interference on the selectivity of Zn?*. In other words, this chemosensor could
distinguish clearly Zn** from other ions. Optimization studies were then carried out on
LDMHy-Zn complex in order to increase the fluorescence intensity of this molecule.
According to obtained results, the highest fluorescence intensity was achieved at neutral
pH, 10 M ligand concentration and in ethanol-water mixture. Finally, the calibration
curve was created and the method was tested with a Certified Reference Material
(CRM).

Keywords: Schiff base, Heavy metals, N,N’-bis(salisylidene)-2,2’-dimethyl-1,3-
diaminopropane, Zinc, Fluorescence



1. GIRIS

1.1. AMAC VE KAPSAM

Bu c¢alismanin amaci Schiff bazlarim1 ligand olarak kullanarak, analitik olarak kabul
edilebilir diizeyde ¢inko miktarini, ligandla ¢inkonun komplekslesmesi sonucu olusan
floresans siddetindeki artisla belirlemek iizere yontem gelistirmek ve literatiiredeki bazi
eksiklikleri kapatmak olmustur. Bunun igin deneyler on ii¢ metal iyonu g¢ozeltisinde
yapilmis ve kirk sekiz metal iyonun bulundugu Sertifikali Referans Materyal (SRM) ile
de test edilmistir. Floresans siddetine etki eden ¢oziicii, pH ve zaman gibi etkenler
arastirilmis  olup, maksimum floresans siddetinin Olgiildiigii kosullar yaninda
kalibrasyon grafikleri ¢izilip belirleme smir1 (LOD), tayin st (LOQ) ve
diizlemsellikten sapma noktast (LOL) gibi analitik parametreler belirlenmistir.
Kaynaklar kisminda da bir bolimii verilen literatiir arastirmalarinda, bu caligmada
yapilan deneylerin ve bulunan analitik parametrelerin tamaminin toplu halde
bulunmadig belirlenip, ilerleme semas1 buna gore diizenlenmistir. Elde edilen veriler
sonucunda yontemin analitik parametreleri, seciciligi, olusan kompleksin kararliligi, pH
aralig1 ve ¢oziicii etkileri gibi verilerden yola ¢ikilarak c¢inko miktar tayininde analitik

bir yontem olarak kullanilabilecegine karar verilmistir.

1.2. SCHIiFF BAZI

Schiff bazlarmin ilk kez elde edilmesi 18. yiizyilin sonunda H. Schiff tarafindan

gerceklestirilmis ve Pfeiffer ligand olarak kullanilmalarinda onciiliik etmistir [1-2].

Literatiir arastirmalarinda 19. yiizyilin ortalarindan itibaren Schiff bazlarina rastlamak
olasidir. Ligand olarak kullanilmalar1 kolay oldugu i¢in son yillarda metal kompleksi

calismalar1 oldukga hiz kazanmustir [3].

Sekil 1. 1. Schiff baz1 genel yapisi



Schiff bazlari, amin tiirevlerinin karbonil tiirevleri ile verdikleri kondenzasyon
reaksiyonu sonucu meydana gelmektedir. Reaksiyonda karbonil karbonu ile amin azotu
arasinda ciftli bag olusmakta ve bir mol su agiga ¢ikmaktadir. Olusan bu baga azometin

ya da imin bagi ad1 verilir. Olusan kondenzasyon reaksiyonu semasi asagidaki gibidir.

H H
\C:O + HON—2Z —_—= >C: N—Z + H,O
R R
azometin
R R
\C:O + HpN—Z —_—= \CZN—Z + H,O
e /

imin

Sekil 1. 2. Kondenzasyon reaksiyonu semasi [3]

Schiff bazlarinin ¢aligma alanlart oldukga genistir. Olusturduklart kompleksler c¢esitli
renkler sergiledikleri i¢in boyar madde, antimikrobiyel oOzelliklerinden otiirii ilag
yapiminda, metal tayininde ve biyoizlenebilirlik uygulamalarinda kullanilabilmektedir.
[4-5] Konjuge Schiff bazlari optoelektrik dzelliklerinden dolay: organik ve perovskit
yapil1 gilines hiicrelerinde, organik alan etkili transistorlerde ve elektrokromik aletlerde
kullanilabimektedir [6-9]. Ayrica bazi Schiff bazlarinin diisiik floresans veya
fosforesans oOzellik gostermelerine karsilik ¢esitli metal iyonlar1 ile olusturduklari
selatlarin floresans siddetlerinin arttigi belirlenmistir. Bu nedenle, Schiff bazlari Zn**
dahil birgok metal iyonunun florimetrik tayininde kullanilmistir. Son yillarda literatiirde

bu ¢aligmalara oldukga fazla rastlanmaktadir [10-22].



1.3. MOLEKULER LUMINESANS SPEKTROSKOPISi

Fotoliiminesans kimyasal sistemlerin ¢ogunda vardir; yani disaridan enerji alip
uyarildiklarinda ayn1 veya daha uzun dalga boylarinda 1s1n yayarlar. Liiminesans iki

bicimde meydana gelir;

floresans

fosforesans
Floresans ve fosforesans farkli olusum mekanizmalarina sahiptir ve uyarilmis halin
ortalama yasam siiresiyle mekanizmalar arasindaki fark anlasilabilir.. Floresansta 1sima,
uyaric 1smlar durdurulduktan hemen sonra kesilir (< 10° s); fakat fosforesansta isin
kaynagi kesildikten bir siire sonra da devam eder. Analitik yonden floresans
fosforesansa gore daha degerli oldugundan ilerideki konular bunun iizerine

yogunlasacaktir.

Florimetrinin yapisindan kaynaklanan hassasiyeti, en énemli 6zelliklerinden birisidir.
Yo6ntemin en diisiik tayin siniri, bir absorpsiyon yontemine gore on kattan daha diistiktiir
(1-100 ppb) ve segicilik farkli yontemlerden daha belirgindir. Boyle avantajlara sahip
olmasi ayni zamanda bu yontemi ¢ok kullanilan bir yontem yapmaz ciinkii floresans

Ozellik olusturan yapilar oldukg¢a sinirli sayidadir [23].

1.3.1. Floresansin Teorisi

Floresans o6zellik basit ve kompleks gazlarla beraber sivi ve kat1 kimyasal sistemlerde
goriilebilir. Seyreltik atomik buharlar en basit sekilde floresans o6zellik gosterir.
Ornegin, sodyum atomundaki 3s elektronlar;, 5896 ve 5890 A% daki 1gmlarin
absorplanmasiyla 3p haline uyarilirlar. Cok kisa bir siire sonra uyarilmig elektronlar
temel hale donerken uyarildiklari dalga boylarinda 1sinlar sacarlar. Bu tip floresansa,
yani absorplanan i1sinin ayn1 dalga boyunda yayilmasina “rezonans isimi veya

floresansi" denir [23].
1.3.2. Uyarilmms Haller

Iki atom arasindaki bag, baglari olusturan bir cift elektronun bulunduklar: orbitallerin

iist lste ¢akismasiyla meydana gelen bir veya daha fazla molekiiler orbitalden olusur.



Bu atomik orbitallerin birlesmesiyle birer bag ve anti-bag orbitali meydana gelir; bag
orbitalinin enerjisi daha diistiktiir bu yiizden temel haldeki elektronlar bu orbitale
yerlesirler. Tiim molekiiler orbitaller elektronik enerji seviyeleri tizerinde birbirine
oldukc¢a yakin bir miktar titresim enerji seviyeleri bulundurur. Bu yiizden uyarilabilen
her madde, enerji seviyeleri arasindaki gecislerden dolayi, birbirinin hemen ardindan

gelen titresim pikleri gosterir.

Molekiillerin ¢ogunda elektron sayisi ¢ifttir; uyarilmamis halde, elektronlar ¢esitli
atomik ve molekiiler yoriingelerde ¢iftler seklinde bulunurlar. Pauli dislama ilkesi bize
bir orbitalde bulunan iki elektronun spinlerinin farkli oldugunu soyler (yani ¢iftlesmis
spinler). Ciftlesmis spinlerde (gift sayida elektronu bulunan sistemler) yonlii elektron
spini bulunmamaktadir ve molekiil diamagnetik 6zellik gosterir. Sistemdeki elektron
spinlerinin timiiniin ¢iftlestigi bir molekiiler elektronik hale "tekli (singlet)" hal denir;
boyle molekiiller magnetik alana maruz birakildiklarinda enerji seviyelerinde yarilma
(boliinme) gozlenmez (burada cekirdek spininin etkisi ihmal edilmistir). Serbest
radikaller icin ise temel hal bir "ikiz (doublet veya dublet)" haldir; bu durumda, tek

elektron magnetik alanda iki farkli halde bulunabilir ve enerji seviyesi ikiye boliiniir.

Molekiilde bulunan elektronlardan birinin, bir iist enerji seviyesine getirilmesiyle, bir
tekli veya "ii¢iiz (triplet)” durum meydana gelir. Uyarilmayla tekli hale gegirilen elekt-
ron, temel haldeki elektronun spiniyle ¢iftlesmis haldedir; tglii (iigliz) halde ise bu
elektronlarin spinleri ciftlesmis olmayip paralel haldedir. Bu haller asagidaki gibi

gosterilebilir.

| | |

temel uyariimis uyariimis
tekli hal tekli hal ucli hal

Sekil 1. 3. Uyarilmis haller [23]



Triplet durumundaki bir molekiilin  6zellikleri, tekli haldeki ozellikleriyle
karsilastirildiginda farkliliklar gozlenir. Ornegin, molekiil iiglii halde paramagnetik
Ozellik gosterirken, tekli halde diamagnetik ozellik gosterir.. Elektronik haldeki
degisikliklerle de alakali olan tekli-liglii gecisi (veya tersi) olasiligi, tekli-tekli gegise
gore daha azdir. Bu ylizden triplet durumun ortalama yasam siiresi tekli halden oldukca
fazla olabilmektedir (1-100 sn aras1). Uyarilmus tekli hal icinse yasam siiresi 10° s
kadardir. Ayrica temel haldeki molekiillerin 1s1n etkisiyle tigtiz duruma gelmeleri hizli
bir sekilde meydana gelmez, bundan dolayr meydana gelen absorpsiyon piklerinin
siddeti, benzer tekli geciste olusan piklerin siddetinden fark edilir miktarda daha azdir.
Molekiillerin uyarilmis tekli hallerinin bir arada bulunmasiyla triplet durum meydana

gelebilir boylece fosforesans 6zellikler meydana gikar.

Sekil 1.4' de liiminesans 6zellik gosteren bir molekiiliin enerji seviyelerinin bir bolimi
sergilenmistir. En altta bulunan kalin siyah ¢izgi temel haldeki enerji seviyesidir; dogasi

geregi tekli hal olup Sy ile gosterilmistir.

relaksasyon ; ;
/ sistem aras| gegis

— A ic degisme / oveihs
/ / degisme
82 wNA TN // /‘/
4
7 S, 1/
AT 1,
Enerji . J(-
) <
absorbsiyon oresans [ \ fosforesans
SRl
SO
temel hal

/8 A

Sekil 1. 4. Absorpsiyon, floresans ve fosforesans i¢in Jablonski Diyagrami [24]

Sekil 1.4° {in st kisminda bulunan yatay kalin ¢izgiler, uyarilmis farkli elektronik
seviyelerin temel titresim durumundaki enerji seviyeleridir. En soldaki ve onun sagindaki
cizgiler birinci (S;) ve ikinci (Sp) elektronik tekli halleri, en sagdaki ¢izgiler (T1) birinci
elektronik ticlii durumu sergiler. Dogal olarak, tiglii halin uyarilma enerjisi, karsiligi olan
tekli hallerden daha diisiiktiir. Tiim elektronik haller igin fazlaca titresim enerji seviyesi

vardir. Bu enerji seviyeleri ince yatay ¢izgilerle gosterilmistir.



Sekil 1.4' de goriildiigli gibi, ornekteki molekiiliin uyarilmasi, farkli dalga boylarindaki
1isinlarin absorbsiyonuyla meydana gelmistir, bunlardan biri A, (So = Si1) dalga boyu
dolayinda, digeri daha kisa olan A, (Sp = S2) dolayindadir. Uyarilma sonrasinda molekiil
birka¢ uyarilmis titresim seviyesinden birisine gecer. Uciiz duruma direkt uyarilma
mimkiin degildir, ¢iinkii bu durum sistemlerarast gegis ile elektronun spininde bir

degisiklik gerektirir [23].

1.3.3. Deaktivasyon (Aktifligin Bozulmasi)

Yarilan molekiiller farkli mekanik asamalarla temel durumlarina ulasirlar. Sekil 1.4" deki
yesil ve mor oklarla goriildiigii gibi, bu asamalardan ikisi floresans ve fosforesanstir.
Pembe zikzakli ¢izgilerle belirtilen diger deaktivasyon asamalari 1simasiz durumlardir.
Temel duruma ulagsmada en olmasi muhtemel asama yasam siiresi en az olan uyarilmis
haldir. Bu duruma gore, floresansla uyarilmis halin bozulmasi diger asamalara gore daha
hizliysa, floresans olay1 gozlenir. Eger 1s1imasiz bozunumun hiz sabiti daha yiiksekse,

floresans olay1 gozlenmez veya ¢ok zayiftir [23].

1.3.4. Titresim Durulmasi

Sekil 1.4' de gozlendigi {lizere, uyarilan bir molekiill bu islem asamasinda enerji
seviyelerinden herhangi birisine ¢ikabilir. Cozeltilerde, ¢oziicii molekiilleriyle uyarilmis
molekiiller arasinda olusan carpismalardan fazla enerji kaybolur; bundan dolay1 ¢oziicii
sicakliginda artma meydana gelir. Eger uyarilan bir molekiiliin ortalama yasam siiresi
10 saniye veya daha az ise relaksasyon iglemi olur; bu siire bir elektronik uyarilmis
halin yasam siiresinden daha kisadir. Bu yiizden, ¢ozeltide floresans meydana gelmesi,
her zaman "uyarilmis bir halden en diisiik titresim seviyesine" gegis olmasina baghdir.
Titresim durulmasi yeterliyse gecislerden meydana gelen floresans bandi absorpsiyon

bandindan daha diisiik frekanslarda gozlenir [23].

1.3.5. i¢ Déniisiim (i¢ Degisme)

I¢c doniisiim bir molekiiliin uyarilmis durumdan, 1s1n yaymadan daha diisiik enerjili
seviyelere geg¢mesi anlamina gelir. Bu durum, elektronik seviyelerin titresim
seviyelerinde iist liste binme yaratacak kadar yakinlagsmasiyla olusur. Cakisma hali iki
uyartlmig tekli enerji seviyesi i¢in Sekil 1.4' de sergilenmistir. Bu tiir durumlarda
uyarilmig hallerin potansiyel enerjileri birbirine denktir; bu denklik kolay gecislere olanak

saglar. I¢c doniisiim olasiligi iist iiste ¢akisan titresim seviyeleri yoluyla, uyarilan



durumdan floresansla enerji kaybetme olasiligindan daha fazladir. Yani, A, 1smiyla
uyarilmasi sonunda S; ve Sy arasindaki bir gecisten meydana gelen bandin ¢ikmasiyla, A3
dalga boyunda floresans iiretilir. Sonunda, uyarilan molekiil titresim relaksasyonlari, i¢
degisme ve diger relaksasyonlar araciligiyla daha diisiik enerjili durumun en diisiik
titresim seviyesine iner. Bu durumda, floresans uyarmayr meydana getiren A; ya da A,

dalga boylarina bagli olmayarak, "sadece" A3 meydana gelir.

Sekil 1.4’ de goriilen i¢ degisme durumlarinin (S; = Sp ve T; = Sp) mekanizmasi ¢ok iyi
bilinmemektedir. Eger temel durumun enerji seviyeleri ilk uyarilmis durumun titresim
seviyeleri lizerine diiserse deaktivasyon yukaridaki yolla gergeklesir. Bu durum alifatik
molekiillerde oldukca fazla meydana gelir bu yiizden bu tiir bilesiklerde floresans ¢ok az
gergeklesir; yani, ist iiste diisen enerji seviyeleri ¢ok hizli enerji transferi olmasini,

bdylece floresansi engeller.

On aynisma molekiil i¢i degisimlere neden olabilir. Eger elektronlar uyarilma
enerjilerinden daha yiiksek bir enerjiyle uyarilirlarsa bag kopmalar1 meydana gelir. Biiylik
molekiillerde, kromoforlarin elektronik uyarilma enerjilerinden daha az kuvvetli baglari
bulundurma olasilig1 fazladir. Fazla enerjinin titresim enerjisine ge¢mesi ile kromoforlarin

uyarilmasi sonucunda bulunduklari baglar kopar.

On ayrisma ve ayrisma olaylar1 farklidir; ayrismada absorblanan 151, bir kromoforun
elektronunu kromoforik bandi koparabilecek kadar yiliksek bir titresim seviyesine

dogrudan uyarir; bir i¢ degisme olay1 yoktur. Ayrigma islemi de floresans olayima rakiptir
[23].

1.3.6. D1s Doniisiim (Degisme)

Uyarilmis bir elektronik halin deaktivasyonu, uyarilmis molekiil ve ¢oziicii (veya diger
molekiiller) arasindaki etkilesim ve enerji transferi ile ilgilidir. Bu islemlere "dis
doniisiim" denir. Cozliciiniin floresans siddetini 6nemli derecede etkilemesi dis degisme
olaymin varhigini gosteren bir 6rnektir; ayrica tanecikler arasindaki ¢arpisma sayisini
azaltan kosullar (diisiik sicaklik ve yiiksek viskozite) floresansin yiikselmesini saglarlar.

Dis degismenin detaylari ¢ok iyi bilinmemektedir.

En diisiik uyarilmis tekli ve iiciiz hallerden temel hale 1s1masiz gegis, i¢c degisme olaylari

kadar, dis degisme olaylari ile de ilgilidir [23].



1.3.7. Fosforesans

Deaktivasyon olay1 fosforesansla da ilgilidir. Uyarilmis bir {igliz hale sistemler arasi
gecisten sonra i¢ veya dis doniisiim, veya fosforesans yoluyla deaktivasyon olusur. Bir
tclii-tekli gecisi olasiligi, bir tekli-tekli degisiminden daha azdir, ve uyarilmis ii¢lii halin
ortalama yasam siiresi, emisyona gore, 10™ - birkag saniye araligindadir. Buna gére, boyle
bir gecisten olugsan emisyon, 1sinlandirma kesildikten sonra bir siire daha devam eder. Bu

tip emisyon sadece ¢ok diisiik sicakliklarda veya viskoz ortamlarda gozlenebilir [23].

1.3.8. Kuantum Verimi

Bir floresans olaydaki kuantum verimi, uyarilmayla 1s1ma yapan molekiil sayisinin tiim
uyarilan molekiil sayisina oranidir Floresein gibi bazi molekiiller i¢in kuantum verimi,

uygun kosullarda, 1'e ulasabilir.

Sekil 1.4> deki bilgilere ve deaktivasyon islemleri lizerindeki incelemelere gore bir
bilesigin floresans kuantum verimi ¢, en diisiik uyarilmis tekli halin olustugu islemlerin
bagil hizlari ile saptanmalidir; bu islemler dis ve i¢ donilismeler, sistemler arasi gegis,
floresans, 6n ayrisma ve ayrismadir. Bu iliskileri asagidaki denklemle gosterebiliriz. (k

hiz sabitleridir).

Floresansin kuantum verimi Floresansin yagam siiresi
¢ _ yaytilan fotonlarin sayist ¢ _ kf (1 l)
- absorplanan fotonlarin sayist - kftkitkectkictkpatka '

Denklemler, yapisal ve gevresel etkenlerle degisen floresans siddetinin kalitatif olarak
yorumlanmasina imkan saglar. Floresans hiz sabiti ki hari¢ diger degerlerin kiigiik
olmasinin floresansi artiracagi agiktir. ki degerinin biiylik olmasi, 6n ayrisma hiz sabiti
Kod, Ve ayrigma hiz sabiti kg, kimyasal yapiya baghdir, diger k degerleri ¢evreden oldukga,
az miktarda da yapidan kaynaklanir [23].

1.3.9. Yapisal Sertligin Etkisi

Gergeklestirilen deneyler sonucunda yapist set olan maddelerin floresans 6zelligi daha
siddetli gosterdikleri anlasilmistir. Ornegin, benzer kosullarda floren ve bifenilin, 1.0 ve

0.2 dolayinda kuantum verimleri sergilemistir.

Floren barindirdig1 metilen kopriisii sayesinde daha sert bir yapiya sahiptir bundan dolay1
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bifenilden daha siddetli floresans 6zellik gosterir. Ayrica, floresans boyalar kati bir yiizey

(sertligi artirict etki) lizerinde absorplandiginda emisyon artar.

Selatlastirici1 baz1 molekiiller metal iyonlariyla kompleks olusturduklarinda floresans
ozellik artar, bunun sebebi molekiil sertligindeki artmanin bir sonucudur. Ornegin, 8-

hidroksikinolinin floresans siddeti, ¢inko kompleksininkinden ¢ok daha azdir.

0 OO

Floren Bifenil

Sekil 1. 5. Floren ve bifenil

Bir molekiiliin sertligini kaybetmesi i¢ degisme hizini (K;c) artirarak 1simasiz deaktivasyon
olasihigimmi yiikseltir. Sertlik gostermeyen bir molekiiliin herhangi bir pargasi diger

pargalarina gore farkli frekansta titresimi yapabilir; bu tiir hareketler enerji kaybina neden

olabilir [23].
O\z e
n
N SN
N\ / \

Sekil 1. 6. Kompleks 6rnegi
1.3.10. Sicaklik ve Coziiciiniin Etkileri

Sicaklikta artis molekiillerin gogunda floresans kuantum verimini distirtir, ¢iinkii sicaklik
arttikca carpisma sikligi artar ve boylece dig doniisiim ile deaktivasyon olasiligr yiikselir.
Cozici viskozitesindeki diisiisle de dis degisme olasiligi artacagindan ayni etkiyi gosterir.
Coziicliniin polaritesinin etkisi de 6nemli olabilir, n = 7n* gegis enerjilerinin polar
¢oziiciilerde fazlalastigi, m1 = ©* gegisinin ise diistiigi gézlenmistir. Bu kaymalar bazen,
n > 7* gegis enerjisini N > 7* gegisinin altina diistirecek kadar biiyiik olur; sonugta

floresans artirilir.
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Bir molekiilde agir atom bulunmasi veya agir atomlar igeren ¢oziiclide bulunmasi
floresansini azaltir; karbon tetrabromiir ve etil iyodiir bu tip maddelerdendir. Bu durumda
etki, floresans maddelere agir atomlarin siibstitiisyonunda goriilen etki ile aynidir; orbital

spin etkilesmesiyle {iglii olusum hizini artirir ve boylece floresans diiser [23].

1.3.11. Floresansa pH Etkisi

Siibstitiientleri asidik veya bazik ozellik gosteren bilesiklerin floresans1 genelde pH’ a
baghidir. Bilesigin iyonize ve iyonize olmamis hallerinin dalga boyu ve emisyon siddetleri
farklidir. Ornegin, mor 6tesi bolgede olusan 1-naftol-4-siilfonik asidin floresans1 gozle
belirlenemez. Goriiniir bolgede olmasi igin baz eklenerek fenolat iyonuna doniistiiriiliirse
emisyon piki gozlenebilir. Aralarindaki farklilik, fenoliin asit ayrigma sabitinden ¢ikarilan
pH’ dan farkli bir pH' da olusur; nedeni uyarilmis molekiiliin asit ayrigma Sabitinin ayn1
molekiiliin temel durumdaki degerinden farklilik goéstermesidir. Asit ve baz ayrisma
sabitinin uyarilmayla farklilik géstermesi normaldir. Bu nedenlerden &tiirti, floresansa
iceren analitik islemlerde pH’ 1n ¢ok iyi kontrol altina alinmasi gerektigi agik¢a belli
olmaktadir [23].

1.3.12. Floresans Siddetine Konsantrasyonun Etkisi

Bir ¢6zeltinin floresans siddetinin, emisyon yapan taneciklerin konsantrasyonuna goére
cizilen egrisi, diisiik konsantrasyonlarda, bir dogru seklindedir. Bu Beer Yasasindan

aciklanabilmektedir

Monokromatik 1s51n igin absorbans, 151k yolu b ve absorblayan tiiriin derisimi c ile dogru

orantilidir. Bu bagint1 agsagida verilmistir;
A = abc 1.2

Burada a oranti sabiti olup absorbtivite adiyla anilir. a’ nin biiyiikliigli b ve c i¢in
kullanilan birimlere baglidir. Absorblayan tiirlerin ¢ozeltilerinde b genellikle santimetre, ¢

ise litrede gram olarak verilir. Buna gére A, Lg™'cm™ birimlerinde olacaktir.

Denklem 1.2° de derigim litrede mol, hiicre uzunlugu ise santimetre olarak verildiginde
absobtivite , molar absobtivite adin alir ve 6zel simgesi € olur. Béylece b santimetre, ¢

ise litrede mol birimleriyle verilirse,
A = €Ebc 1.3
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Bagmtisinda € un birimleri Lmol*cm™ olur. Denklem 1.2 ve 1.3 Beer yasasin
bagtilaridir ve hem atomik hem de molekiiler absorbsiyon Olciimleriyle kantitatif

analizin temelini olustururlar.

Beer yasasinin uygulanisinda bazi smirlamalar vardir. Bu yasanin gegerliligi i¢in
cozeltilerin homojen ve seffaf oldugu kabul edilir. Ozellikle ¢ozeltideki taneciklerin
elektriksel olarak birbirini etkilemedigi varsayilir, bu yiizden ¢ozeltiler 0,01 M’ dan daha
seyreltik olarak hazirlanmasi 6nerilir. Ayrica kullanilan 1simnin tamamen monokromatik

oldugu, sa¢ilma ve yansimalarin olmadig1 varsayimlarin arasindadir.

Floresans 1sinin giicti F, sistem tarafindan absorplanan uyarict demetin 1sin giicii ile
orantilidir ve F° nin floresans madde konsantrasyonuyla iliskisi Beer yasasindan

c¢ikarilabilir.
F=K'(Py—P)> Pi = 10-€b¢ 1.4
0

Po cozeltiye gelen demetin giicli, P demetin b uzunlugundaki ortami gectikten sonraki

gliciidiir.
A <0.05 oldugunda denklemin agilimindaki baz1 terimler ¢ok kiigiik olur ve;
F = 2x3K'€bcP, 15
yazilabilir. Sabit Py’ da esitlik asagidaki sekli alir;
F =Kc 1.6

Verilere gore ¢ozeltinin floresans siddetinin, emisyon gerceklestiren tanecik
konsantrasyonuna gore cizilen egrisi, analit konsantrasyonuyla dogru orantilidir.
Konsantrasyon, 0,05’ den biiylik absorbansa kadar arttirilmasindan sonra dogrusallik

ortadan kalkar ve F, dogru ekstrapolasyonunun alt tarafinda ¢ikar.

Negatif sapmalarin yiiksek konsantrasyonlarda iki nedeni bulunur, bunlar kendini-
absorblama ve kendini zayiflatmadir. 1lki, molekiillerin uyarilmis durumdaki
carpigsmalarinin  bir sonucudur, bdylece 1simasiz enerji transferi olur; bu olay dis
doniisimde meydana gelen ¢06ziici molekiillerine enerji aktarilmasina benzer.

Konsantrasyon, kendini zayiflatmay:r artirir. Kendini absorplama, absorpsiyon dalga
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pikiyle emisyon dalga boyunun c¢akimasiyla olusur; yayilan demet ¢ozeltiye gecerken
floresans zayiflar. Bu olaylarin etkileri nedeniyle, floresans siddet konsantrasyon egrisi,

¢ogU zaman, bir maksimum gosterir [23].

1.4. FLORESANS ANALIiZ CIHAZLARI

Floresans cihazlarmin bolimleri mor Otesi-goriiniir  bolge  fotometreler  veya
spektrofotometrelerinkine benzerlik gosterir. Sekil 1.8 de bu boliimlerin  florometre ya
da spektroflorometredeki yerlesimleri sergilenmistir. Hemen hemen tiim floresans
cihazlarda, kaynak giiciindeki dalgalanmalar1 gidermek icin, ¢ift demetli optikler
kullanilir. Once 6rnek demeti bir uyarici filtre veya monokromatérden gegerek drnekten
cikan floresans dalga boylarmni uyarir, fakat diger dalga boylarim etkilemez. Ornekten her
yonde floresans 1sin yayilir, bunlar en iyi, uyarilan demete gore dogru agi altinda
gozlenebilir; ¢ozeltiden ve hiicre duvarlarindan sagilan diger isinlar floresans siddetin
Ol¢lilmesinde hatalara neden olabilirler. Yayilan 15n, olgililecek floresans piki ayiran

ikinci bir filtre veya monokromatérden gectikten sonra bir fotoelektrik dedektdre ulagir.

Referans demet, giiclinii floresans 1s1ma gore 100 kat veya daha fazla azaltan bir filtreden
gecer; referans ve ornek fototiiplerinin ¢ikist sonra bir islem amplifikatoriine, bunun ¢ikist

da bir metre veya kaydediciye beslenir.

uyarma \
kaynak il “6rn,el{
kaynak 4
zayiflatici | emisyon
filtresi
referf\ns @ ornek
fotogogaltic fotocogaltici

okuma

Sekil 1. 7. Bir florometre ve spektroflorometrenin kisimlari [23]

Spektroflometrelerde iki monokromator vardir. Bunlardan biri uyarilmis isinin dar bir
bant olmasini saglar, digeri 6zel bir floresans dalga boyunu digerlerinden ayirir. Bu tip
cihazlarla "floresans”, "uyarma", ve "absorbsiyon" spektrumlar1 6l¢iilebilir. Bir uyarma

spektrumu, emisyon monokromatoriinin - en yiiksek floresans dalga boyuna
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ayarlanmasiyla elde edilir; floresans ¢ikisi uyarma dalga boyuna karsi grafige alinir. Bir

floresans spektrumunda ise, uyarma dalga boyu sabit, floresans dalga boylar1 degiskendir.

Spektroflometrelerin segiciligi, molekiillerin elektronik ve yapisal 6zelliklerinin kalitatif
ve kantitatif incelenmesine olanak verir. Kantitatif ¢alismalarda basit cihazlar yeterlidir.
Gergekte, fazla pahali olmayan florometreler, gelistirilmis spektrofotometreler kadar

se¢ici ve uygun cihazlardir [23].

1.4.1. Cihazlarm Kisimlari

Florometreler ve spektroflorometreler sadece detaylarda farklidir; burada bu farkliliklar
belirtilecektir [23].

1.4.1.1. Isin Kaynaklar:

Uygulamalarin ¢ogunda, absorpsiyon Olgmelerinde kullanilan tungsten veya hidrojen
lambasindan daha siddetli bir kaynaga gereksinim vardir. Bu bir civa veya ksenon ark
lambasi olabilir. Ksenon ark lambasi, akimin bir ksenon atmosferinden gecirilmesiyle
yiiksek siddette 1s1n tiretir. Spektrum 250-600 nm dolayinda bir pik verir. Bazi cihazlarda,
lambada bir kapasitoriin desarj1 ile diizgiin piriltilar elde edilir; boylece yiiksek siddetler
alinir. Civa ark lambalan siddetli hat spektrumu verirler. Yiiksek-basing lambalar1 (~ 8
atm.) 366, 405, 436, 546, 577, 691 ve 773 nm' de hatlar verir. Diisiik basing lambalarinda

silika pencereler bulunur, bunlar ayrica 254 nm' de’ de siddetli bir hat verirler [23].
1.4.1.2. Filtreler ve Monokromatérler

Florometrelerde girisim ve absorbsiyon filtreleri kullanilir. Spektroflorometrelerin
¢ogunda ise optik agli monokromatérler bulunur [23].

1.4.1.3. Dedektorler

Tipik floresans sinyalin siddeti diisiiktiir ve Olgiilmesi i¢in biiyiik derecelerde
kuvvetlendirmeye gereksinim vardir. Hassas floresans cihazlarda dedektor olarak en ¢ok

fotomultiplier tiipler kullanilir [23].

1.4.1.4. Hiicreler ve Hiicre Bolmeleri

Silindirik ve dikdortgen hiicreler cam veya silikondan yapilir. Hiicrenin bulundugu bélme
dedektore ulagan sacilan 1511 en aza indirecek sekilde dizayn edilmelidir. Bu amagla

bdlmeye baffillar yerlestirilir [23].
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1.4.1.5. Florometreler

Q lamba

[ W
[\
Isin ﬂﬂy’ \&F Slit
engelleyici T\
kapak [

A \-x&_-All

ikinci B
filtre
ornek

/ referans

fotogogaltict
Sekil 1. 8. Tipik bir florometre [25]
fotogogaltict floresans kadrani

(UV Gegirmez)

—

aralik segici

filtre 5
sogutma fani (UV Gegirir) (dort aralik)

Sekil 1. 9. Turnet model 110 florometrenin optik dizayni [23]
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Sekil 1.10' da, bir civa lambasi ve tek bir fotogogalticr tiip (dedektor olarak) bulunan ¢ift
demetli bir florometrenin sematik diyagrami verilmistir. Lambadan gelen 1sinin bir
kismi bir filtreden gegerek Ornege gelir. Floresans 1sin sonra ikinci bir filtreden
dedektore gecer. Bir referans demet 151k kaminin aynalanmis yiizeyinden, fotogogaltici
tipli yonlendiren bir parlak 151k borusuna yansitilir. Donen 151k kesici bu referans
demetin ve floresans demetin, sira ile, dedektor yiizeyine g¢arpmasini saglar, boylece
giicleri farkli olan demetler bir ac sinyali iiretirler; ac sinyalinin fazin1 kuvvetli olan
demet belirler. Bu fark ve isareti, bir faz hassas aletle bir metre ibresini hareket ettirecek
sekle donustiirtiliir. Referans demetin giicii sonra 151k kaminin dénmesiyle degisir, kam

dedektore ulasan referans demetin miktarini mekanik olarak artirir veya azaltir [23].

1.4.1.6. Spektroflorometreler

Bu cihazlarda iki tane optik agli monokromator vardir. Ksenon lambasindan gelen 1sin
birinci monokromatérde dagitilir ve Ornegi uyarir. Olusan floresans 1sin, ikinci
monokromatorden dagitildiktan sonra, bir fotoselde algilanir. Okuma bir metre veya
kaydedici ile yapilir. Cihaz, sadece birinci monokromator ile absorbans 6lgmelerinde

kullanilabilir [23].

emisyon monokromatorii uyarma monokromatorii
| Y w
ﬁt\ /f/7 \i\ P/ /ﬁ
W\ W
Y |
o, T '__‘_ referans b s ]
‘ Bpuxias fotogogaltici optik ag
K tup
( <5
o demet
ornek aylirict
fotogogaltici eyaz <€
tiip yansnlcl | ksenon
o lamba

ornek bolmesi

Sekil 1. 10. Bir Spektroflorometre [26]
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2. MATERYAL VE YONTEM

Deneylerde kullanilan tiim tuzlar ve ¢6ziiciiler Merck, tetrahidrofuran (THF) ise Sigma-
Aldrich firmasindan temin edilmistir. Floresans oOlglimlerinde bdliimiizde bulunan
TUBITAK 1111T490 numarali projeden temin edilen Shimadzu RF-5301-PC model
spektroflorofotometre, pH 6l¢iimlerinde HANNA Instruments HI 2221 kullanilmastir.

2.1 N,N'-BIS(SALIiSILIDEN)- 2,2’-DIMETIL-1,3-DiAMINOPROPAN (LDMH})

OH HO
N N
= \\\\/,i>><i:\~/,/’ ~\\\

Sekil 2. 1. LDMH; ligandi

Salisilaldehit ve 2,2’-dimetil-1,3-diaminopropan’ in etanoldeki ¢ozeltileri 2:1 oraninda
yiiksek sicaklikta karigtirildi ve sar1 kristallerin olusumu gozlendi. 1:1 etanol-su
karisiminda tekrar kristlallendirme yapildi. Islem sonunda ¢dzeltide olusan Kristaller
stiziilerek kurumaya birakildi. Kuruma sonunda ince, sari1 kristaller tekrar elde edildi
[27].

Cizelge 2. 1. LDMH; i¢in IR verileri (cm™) [28]

YoH(alifatik) | YC—H(aromatik) | YC-H(alifatik) = Yc=N ScH, 8¢_H(aromatik)
2713 3009 2848 1635 1464 760
2848 3053 2961
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2.2 N, N'-BIS(2-HIDROKSIBENZIL)-2, 2’- DIMETIL-1, 3-DIAMINO PROPAN
(LDM"H2) SENTEZi

3 g LDMH2 50 mL MeOH’ de ¢oziildii ve NaBH4 ile renksiz ¢ozelti elde edilene kadar
muamele edildi. Elde edilen ¢ozelti 250 mL buzlu suya eklenip 24 saat bekletildi.
Olusan beyaz renkli kati %70 lik EtOH c¢ozeltisinden tekrar kristallendirildi ve
indirgenmis Schiff bazi elde edildi [27].

OH HO
H H
N N
Sekil 2. 2. LDM™H2 ligand

LDM"™H, icin NMR verileri; 6=6,72-6,77 ve 7,12-7,18 (Har), 3,88-4,34 (Hcp2, benzil),
2,38-2,54 (‘azota komsu Hepp), 0,98-1,22 (Hens), 5,26 (Hn-n) [29].

2.3. COZELTILERIN HAZIRLANMASI

2.3.1. 3x10™ M Ligand :

LDMH,” den 0,0186 g tartilir ve 200 mL balon jojeye konulup lizeri EtOH ile
tamamlanir.

2.3.2.3x10™ M Ligand :

3x10™*M ligand dan 2 mL alnip 20 mL’ lik balon jojeye konulup iizeri EtOH ile
tamamlanir.

2.3.3.3x10° M Zn :

Zn(NO3),6H,0° dan 0,0178g tartildi ve deiyonize su ile 20 mL’ ye tamamlandi.
Hazirlanan ¢ozeltiden 0,5 mL alinarak 50 mL ye tamamlandi.

2.3.4.3x10° M Al :

AI(NO3)3-9H,0O’dan 0,0225g tartildi ve deiyonize su ile 20 mL’ ye tamamlandi.

Hazirlanan ¢ozeltiden 0,2 mL alinarak deiyonize su ile 20 mL’ ye tamamlandi.
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2.3.5.3x10° M Ca :

Ca(NOs),'4H,O’dan  0,0142g tartildi ve deiyonize su ile 20 mL’ ye tamamlandi.
Hazirlanan ¢ozeltiden 0,2 mL alinarak deiyonize su ile 20 mL’ ye tamamlandi.
2.3.6.3x10° M Mn :

Mn(NOs3),-4H,0’ dan 0,0151g tartildi ve deiyonize su ile 20 mL’ ye tamamlandi.
Hazirlanan ¢6zeltiden 0,2 mL alinarak deiyonize su ile 20 mL’ ye tamamlandi.
2.3.7.3x10° M Fe :

Fe(NO3)3-9H,0’ dan 0,0242¢g tartildi ve deiyonize su ile 20 mL’ ye tamamlandi.
Hazirlanan ¢ozeltiden 0,2 mL alinarak deiyonize su ile 20 mL’ ye tamamlandi.
2.3.8.3x10° M Pb :

Pb(NO3),” den 0,0199¢ tartildi ve deiyonize su ile 20 mL’ ye tamamlandi. Hazirlanan

cozeltiden 0,2 mL alinarak deiyonize su ile 20 mL’ ye tamamlandi.

2.3.9.3x10° M Mg :

Mg(NO3),-6H,0’ dan 0,0154g tartildi ve deiyonize su ile 20 mL’ ye tamamlandi.
Hazirlanan ¢ozeltiden 0,2 mL alinarak deiyonize su ile 20 mL’ ye tamamland.

2.3.10. 3x10° M Co :

Co(NO3),-6H,0’ dan 0,0175g tartildi ve deiyonize su ile 20 mL’ ye tamamlandi.
Hazirlanan ¢ozeltiden 0,2 mL alinarak deiyonize su ile 20 mL’ ye tamamlandi.

2.3.11. 3x10° M Cr :

Cr(NO3)3-9H,0’dan 0,0240g tartildi ve deiyonize su ile 20 mL ye tamamlandi.
Hazirlanan ¢ozeltiden 0,2 mL alinarak deiyonize su ile 20 mL’ ye tamamlandi.
2.3.12.3x10° M Cu :

Cu(NOs3)2-3H,0’dan 0,0145g tartildi ve deiyonize su ile 20 mL ye tamamlandi.

Hazirlanan ¢ozeltiden 0,2 mL alinarak deiyonize su ile 20 mL’ ye tamamlandi.
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2.3.13.3x10° M Ni :

Ni(NO3),-6H,0’dan 0,0174g tartildi ve deiyonize su ile 20 mL ye tamamlandi.

Hazirlanan ¢6zeltiden 0,2 mL alinarak deiyonize su ile 20 mL’ ye tamamlandi.

2.3.14. 3x10° M Cd :

Cd(NO3)2-4H,0’dan 0,0185g tartildi ve deiyonize su ile 20 mL ye tamamlandi.

Hazirlanan ¢6zeltiden 0,2 mL alinarak deiyonize su ile 20 mL’ ye tamamlanda.
2.3.15. 3x10° M Hg :

Hg(NOs),-H20O’ dan 0,0204g tartildi ve deiyonize su ile 20 mL’ ye tamamland.

Hazirlanan ¢ozeltiden 0,2 mL alinarak deiyonize su ile 20 mL’ ye tamamlandi.

2.4. KOMPLEKSLERIN HAZIRLANMASI

Cozeltilerin hazirlanmasi boliimiinde anlatilan ligand ve metal tuzlar g¢ozeltileri ve

teker teker deney tiiplerinde bire bir oranda hazirlanip tepkimeye birakildi.

Ny, N
—_— “'2”\‘". "\\‘\

00

Sekil 2. 3. Ligand — metal kompleksine drnek olarak ¢inko kompleksi
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3.BULGULAR VE TARTISMA

3.1. “LDMH; — METAL” KOMPLEKSLERININ FLORESANS SIDDETLERI
VE GIRISIMLERININ KARSILASTIRILMASI

Materyal ve yontem boliimiinde anlatildigi gibi ¢ozeltiler hazirlandi. Cihazdan uyarilma

ve emisyon slit araliklar1 3 nm olarak ayarlandi. Elde edilen sonuclar agsagidaki gibidir.

Cizelge 3. 1. LDMH2-metal kompleksleri i¢in dalga boylari

Kompleks Aem Dex

LDMH,-Zn
LDMH,-Fe
LDMH,-Co
LDMH,-Pb
LDMH,-Hg
LDMH,-Cd
LDMH,-Cu
LDMH,-Mg
LDMH,-Ca
LDMH,-Ni
LDMH,-Cr
LDMH,-Mn
LDMH,-Al

Cizelge 3.1’ de goriildiigii lizere ¢inko ve aliiminyum kompleksleri diger komplekslere

gore daha fark edilebilir sonuglar vermistir.

Farkli her kimyasal bilesigin ozelliklerinin degisik oldugundan daha once bahsedildi.
Ligand ile kompleks olusturan her metal kullanilan yontemden dolay:r farkli degerler
sergilemektedir. Yapilan Olglimler sonucunda ¢inko metalinin ligandla kompleks
olusturarak diger metallere gore cok daha fazla floresans siddeti gosterdigi saptandi.
Bunun sebebi Schiff bazlarinda imin baglarinin ¢inko metaline karsi gosterdigi affinite
olarak ongoriildii. Cinko kompleksi i¢in Aex: 349 nm olarak 6l¢iildii ve yaklasik olarak 450

nm civarinda emisyon piki gézlendi
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Sekil 3. 1. LDMH,-Zn genel uyarilma taramasi
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Sekil 3. 2. LDMH,-Zn kompleksi 349 nm taramasi (uyarilma)

Olgiimlerde ligandin ayrica aliiminyuma affinite gosterdigi fakat emisyon pikinin 500 nm
civarinda oldugu gozlendi. Bu ylizden aliiminyum i¢in genel bir tarama yapildi ve Aex: 356
nm olarak belirlendi. Fakat bu dalga boyunda da ¢inko kompleksi aliiminyuma gore daha

fazla floresans siddeti gostermistir.
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700

M Zn dalga boyu B Al dalga boyu
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200 ~

100 -

Fe Co Pb Al Hg Cd Cu Mg Ca Ni Cr Mn Zn

Sekil 3. 3. Cinko ve aliiminyum komplekslerinde siddet karsilastirmali girisim

arastirmasi (etanol ¢ozeltisinde)

800

700
600
500
400
300
200

Floresans Siddet

100

Fe Co Pb Al- HG Cd Cu Mg Ca Ni Cr Mn Su

Sekil 3. 4. Cinko ve aliminyum komplekslerinde siddete dayali dalga boyu

karsilastirmasi (etanol ¢ozeltisinde)

Sekil 3.3 ve Sekil 3.4° den goriildiigli lizere hem dalga boyu hem de girisim

calismalarinda ¢inko diger metallere gore iistiin bir segicilik gostermistir.

24



3.2. INDIRGENMIS “LH,-ZN” KOMPLEKSI iCIN UYARILMA VE EMISYON
TARAMASI

Indirgenmis LDMH, (LDM™H,) ile hazirlanan Zn?* kompleksine ait emisyon taramasi

Sekil 3.5’ de verilmistir.

10007
8007
6007
4007
2007

0 ;
400 450

Floresans Siddet

500 550 600
Dalgaboyu (nm)

Sekil 3. 5. LDM"H,-Zn kompleksi floresans siddeti

Bu sekilden de gorilldiigii tizere LDM™H, — Zn kompleksinin emisyon taramasinda
herhangi bir pik elde edilmemistir. Bu durum, ligandin yapisinda bulunan imin baginin
(C=N) gerek ligandin gerekse kompleksin floresans Ozellik gostermesinde etkin
oldugunu ortaya koymaktadir. Literatiirde Schiff bazinin ve Schiff bazi komplekslerinin
floresans Ozellik gostermesinde imin bagina ait uyarilmanmn etkin oldugu yorumu
yapilmistir [20-22]. Bu c¢alismada yapilan bu yorumlar deneysel olarak ilk defa ortaya
koyulmustur. Elde edilen bu sonug¢lardan sonra indirgenmemis tiir olan LDMH,; ile

caligmalara devam edilmistir.

33. “LDMH; - Zn” KOMPLEKSININ ZAMANA KARSI SIDDET
DEGISIMININ INCELENMESI

Aninda gergeklesen kimyasal tepkimeler oldugu gibi reaksiyon vermesi zaman alan
tepkimeler de bulunmaktadir. Tepkime tamamlandiginda olusan yeni maddenin kimyasal
ve fiziksel 6zellikleri kendini olusturan maddeden farklilik gosterir. Bu ylizden LDMH;
ile ¢inko metali kompleksinin zamana kars1 gosterdigi floresans siddetindeki degisimi
caligmaya uygun goriildii. Kompleksin tam olarak olustugu zamani tespit edebilmek,
gozlenebilme smirt (LOD) ve tayin smir1 (LOQ) gibi analitik veriler dolayisiyla

calismanin giivenilebilirligi i¢in olduk¢a 6nemlidir.
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Sekil 3. 6. LDMH,-Metal kompleksinin zamana kars1 grafigi (etanol ¢ozeltisi)

3x107*M hazirlanan ligand ¢dzeltisinden ve metal ¢ozeltisinden 1:1 oranda almarak
deney tiipiinde reaksiyona sokuldu ve kuartz kiivetle ilk bes saatte her saat basi,
sonrasinda ise Sekil 3.6 deki zaman araliklariyla floresans ol¢timleri alindi. Uyarilma
(ex) slit araligi ve emisyon (em) slit araligi 3,0 nm olarak ayarlandi. Yapilan genel

taramalardan optimum uyarma dalga boyunun 349 nm oldugu belirlendi.

Sekil 3.6 elde edilen verileri sergilemektedir. Bulgulardan galisma i¢in en uygun

zamanin bes saatten sonrasi oldugu acgik¢a goriilmektedir.

3.4. “LDMH; — Zn” KOMPLEKSI ICiN COZUCU ETKiSi INCELENMESI

3x1073 M LDMH, kompleksi hazirlamak igin, 0,0186 g LDMHj; tartildi ve 20 mL
Olcekli balon jojelere aktarildi. EtOH, MeOH, ACN, AC, DMF, DMSO, THF ve 1,4-
dioksan ¢ozeltileri sirasiyla hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltilerden 2 ml alinarak bagka 20 ml

hacimli balonlarda kendi ¢dziiciileriyle seyreltilerek 3x10~* M ¢ozeltileri hazirland.

3x10~* M ligand ¢ozeltisinden 2 mL, 3x107> M Zn(NOs), ¢ozeltisinden 1 mL alinip bir
deney tiipii igerisinde reaksiyona sokulduktan sonra bes saat beklendi. Ae:349 nm olarak

ayarlanip veriler elde edildi.
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Sekil 3. 7. LDMH; — Zn kompleksi ¢oziicii etkisi

Etil alkol Sekil 3.7’ de goriildiigii gibi en yiiksek floresans siddetini gostermistir.
Floresansin © > w* gegislerinin enerjisinin diismesiyle gerceklestigini bildigimize gore
etanoliin bu gegisi diger ¢oziiciilere gore kolaylastirdigini sdyleyebiliriz. DMSO ve THF
her ne kadar etil alkol degerlerine yakin olsalar da hem ¢evre ve canli viicudu i¢in
alkolden daha fazla zararli olduklar1 hem de gosterdikleri goreceli diisiik siddet

yiiziinden ¢aligmada etil alkol ¢6ziicii olarak kullanildi.

35. “LDMH, - Zn” KOMPLEKSININ pH DEGISIMINE KARSI
FLORESANSININ iNCELENMESI

Liiminesans gosteren her bilesigin floresans veya fosforesans siddetleri asidik veya
bazik ortamlarda farklilik gosterir. Bunun sebebi bilesigin protonlanmis ve

protonlanmamig hallerinin uyarilma ve emisyon dalga boylarinin farkli olmasidir.

Hazirlanan 2 mL 3x10~* M LDMH, ¢ézeltisi ile 2 mL 3x10~5 M Zn(NO3), ¢ozeltileri
belirli pH araliklarina getirildi ve bes saat beklendikten sonra floresans siddetleri 6l¢iildii.
Slit araliklar1 uyarilma ve emisyon i¢in 3 nm olarak ayarlandi. Uyarilma dalga boyu

etanol ¢ozeltisinde kullanilan 349 nm olarak ayarlandu.
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Floresans Siddet
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Sekil 3. 8. LDMH;-Zn kompleksinin pH degisimine kars1 floresans siddeti

Sekil 3.8 da goriildiigi tizere pH 5 ve daha asidik bolgelerde kompleksin floresans
Ozelliginin  kayboldugu goriilmektedir. Bunun sebebi imin bagindaki azotun
protonlanarak Schiff bazinin hidrolize ugramasidir. Bu durum ligandin par¢alanmasina
diger bir ifade ile kompleksin bozunmasina neden olmaktadir. Cozeltinin pH’ 1 7° ye
yaklastik¢a floresans siddetinde onemli bir artis gozlenmekte ve pH 7 oldugunda
maksimum floresans siddeti gostermektedir. Calismanin en 6nemli bulgularindan
birisini bu olusturmustur ¢iinkii boylece su veya kan numunelerinden direkt olarak
ornek alip inceleme yapilabilmesinin 6nii agilmistir. pH 7’ den sonra ise floresans
siddetinde diislis gozlenmektedir. Bu dislisiin sebebi ¢inko iyonlarinin hidroksit

tuzlarimi olusturmasindan dolay1 kompleksin bozunmasi olarak 6n goriilmiistiir.

3.6. “LLDMH, — ZN*’ KOMPLEKSININ KALIBRASYON EGRIiSi

Kalibrasyon, analitik parametrelerin giivenli ve tekrarlanabilir olmasi i¢in mutlaka
yapilmasi gereken bir islemdir. Boylece deneylerde hangi konsantrasyon araliginda
calisilmas1 gerektigi, en diisiik tayin miktar1 ve yontemin hangi konsantrasyon

degerlerinden sonra sapma gosterdigi gibi parametreler bulunabilir.

Bu ¢alismada, 1x10~* ve 0,01x10™* M araliginda ¢inko iceren kalibrasyon ¢ozeltileri

optimizasyon c¢aligmalarinda bulunan parametreler dogrultusunda hazirlanmis ve
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floresans Olciimleri gerceklestirilmistir. Elde edilen ol¢lim degerleri Cizelge 3.2° de
verilmistir. Sekil 3.9 ve Sekil 3.10° da ise bu degerlere gore ¢izilmis olan konsantrasyon-

siddet egrisi ve bu egrinin dogrusal oldugu aralik i¢in kalibrasyon grafigi gosterilmistir.

Cizelge 3. 2. LDMH,-Zn kompleksi i¢in floresans siddeti verileri

. iddet
c10*Mm | 3
(450 nm)
0,01 9
0,03 17
0,04 44
0,06 78
0,08 108
0,1 144
0,2 356
0,3 549
0,4 780
0,5 983
0,6 >1000
0,8 >1000
1000 SEN . .
+ 800 -
T
i)
600
(7] L J
c
b
g 400 o
oS
L 200 .
<&
&
0 # T T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
C, 104 M

Sekil 3. 9. LDMH;-Zn kompleksinin 20 saat sonundaki konsantrasyon-siddet egrisi

(1-0,01 x10*M)
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Sekil 3. 10. LDMH;-Zn kompleksinin 20 saat sonundaki kalibrason egrisi

(0,5-0,04x10™* M)

Sekil 3.9’ de verilen kalibrasyon-siddet egrisinden goriildiigii izere yiiksek c¢inko
konsantrasyonlarmmda (1 — 0,6x10™* M) floresans siddeti cihazin okuyabilecegi
maksimum degerden fazla oldugundan dogrusalliktan sapmaktadir. S6z konusu egride
0,5 — 0,04x10~* M ¢inko konsantrasyonu araligi ile dlgiilen siddet degerleri arasinda
dogrusal bir iliski bulunmustur. Buna gére numune analizlerinde kullanilacak olan
kalibrasyon grafigi bu konsantrasyon aralig1 igin ¢izilmistir. Bunun yaninda, 0,04x10~*
M’ dan daha diisiik konsantrasyonlarda, kalibrasyon egrisinin egiminde dogrusalliktan

sapma tespit edildiginden, bu derigimler kalibrasyon grafigine dahil edilmemistir.

Standart sapma resiidial standart sapmadan (Sy) hesaplanmustir.

e(y_yl)z 3.1

Burada y cihazin okudugu deger, yi dogru denkleminden hesaplanan degerdir. N ise

deney sayisidir.

LOD:Sx% 3.2

LOQ = 10 x% 3.3
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Egim m olup, LOD degeri 2x107% M, LOQ ise 5x107® M hesaplanmis ve LOL ise
Sekil 3.10° dan anlasilacag: iizere 0,5x107* M olarak bulunmustur (LOD ve LOQ

resiidial standart sapmadan hesaplanmistir). Calisma aralign  4x107% — 5x107°> M

olarak belirlenmistir.
1000
HZn Fe HZn Co HZn Pb HZn Al M Zn Hg mZncCd EZnCu
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Sekil 3. 11. Cinko kompleksinin tek tek metallerle karisiminin floresans siddeti
karsilastirmasi ( 2x10™ M ligand 2x10° M metal)
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Sekil 3. 12. Cinko kompleksinin tiim metallerle karisiminin floresans siddeti
karsilastirmasi

Sekil 3.11°de iki metal karigiminin bulundugu, Sekil 3.12°de ise on ii¢ metal karisiminin
bulundugu c¢ozelti ortamina ligand eklenerek floresans arastirmalart yapildi.
Sonuglardan da goriildiigli ilizere her iki karisim ortamindan da ligand basariyla

cinko(II) metalini se¢ti. Bunun iizerine gergek numune analizleri yapildi.
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3.7. GERCEK NUMUNE ANALIZI

Bu calismada gelistirilmis olan metodun giivenilirligini test etmek i¢in bir Sertifikali
Referans Madde (SRM) kullanilmis ve bu SRM ic¢inde bulunan Zn?* miktari,
belirlenmis metot parametreleri ¢ergevesinde analiz edilmistir. Kullanilmis olan
SRM’nin kodu: ICP-MS-68A, Lot numarasi: 0725329 olup bu SRM yiiksek safliktaki
(% 99,964) 48 adet metal tuzlarindan olusmaktadir. Bu SRM’ de her bir metal
konsantrasyonu 10 mg/L + %0,5°dir ve bu metallerin hidrolizini 6nlemek i¢in standart
%2’ lik HNO;3 ile asitlendirilmistir. Kalibrasyon grafiginden de anlasilacagi iizere bu
numunedeki ¢inko konsantrasyonu kalibrasyon dogrusunun disina ¢iktigindan numune
1/10 oraninda (1 mg/L olacak sekilde) seyreltilmistir. Numunenin pH’1 ¢ok diisiik
oldugu i¢in numune seyreltik NaOH ile pH 7,0’ ye ayarlanmistir. Hazirlanmis olan bu
numuneden 2 mL alinip 2 mL 2x10™* M ik LDMH; ile karigtirilmis ve bu ¢dzeltinin
floresans Olciimleri yapilmistir. Sonuglar, Sekil 3.9’ de verilen kalibrasyon grafigi

yardimiyla hesaplanmis ve Cizelge 3.3’ de gosterilmistir.

Cizelge 3. 3. Numuneye ait okunan floresans siddeti ve bu siddetlere gore hesaplanan

konsantrasyon degerleri

Siddet | C (mg/L) (rlri;‘/f)
92,43 0,92 9,19
93,63 0,93 9,26
94,05 0,93 9,29
95,02 0,94 9,35
94,49 0,93 9,32
91,77 0,91 9,15
95,06 0,94 9,36
95,27 0,94 9,37
94,38 0,93 9,31
93,23 0,92 9,24
(W)xlo-%zmss%woo = C(ppm) 3.4

Cizelge 3.3’°te bulunan degerler Denklem 3.4 kullanilarak, Sekil 3.10°daki verilerle elde
edilmistir. Son konsantrasyonun on ile ¢arpilmasi, islem sirasinda uygulanan seyrelte

faktoriinden 6tiirti yapilmastir.
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Sonug % 95 giiven seviyesinde 9,28 + 0.05 mg/L olarak hesaplanmistir. Analiz
sonuclarint gergek degerle karsilastirmak dolayistyla da metodun sistematik hatasini
bulmak i¢in z-skoru hesaplanmustir. Z-skoru, sertifikali referans materyalle Horwitz

degeri kullanilarak asagidaki formiille hesaplanir [30-31].

X -X
7 = bulunan CRM 35
g4

Bu formiilde g, hedef standart sapma olup degeri Horwitz fonksiyonuna, H,, gore

hesaplanir [31]. Buna gore,
O-A = kHA 36

olarak ifade edilir. Bu esitlikte k faktorii analiz amacina gore 0,5;1,0;1,5 degerleri
alabilmektedir. Yiiksek kesinlik istenen analizlerde k = 0,5; iyi yapilandirilmis rutin
analizlerde k = 1,0; genel analitik 6l¢iimlerde ise k = 1,5 olarak atanir [32]. H, ise
SRM de belirtilen analit konsantrasyonun g/g olarak degerinin yer aldigi araligina

karsilik gelen formiilden hesaplanir. Buna gore,

0,22Xspm Xerm < 1,2 %1077
H, = 0,02 (Xgpp) 849> 1,2x1077 <X, <0,138 3.7
0,01/ Xspm X, >0,138

SRM’ de belirtilen ¢inko konsantrasyonu ppm cinsinden oldugundan dncelikle 1076 ile
carpilarak g/g’a cevirilir. Buna goére 10 X 107°, 1,2 x 1077 < X, < 0,138 araligina
denk geldiginden Horwitz fonksiyonu olarak 0,02(Xggs,) %84 ifadesi kullamlir. Buna

gore,

H, = 0,02(10 X 107608495 = 1,13 x 1076 3.8

olarak bulunur. Gelistirilen metodun amaci1 dogrultusunda hedef standart sapma k = 1,0

alinarak hesaplanmaistir.
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04 =1x1,13%x107°=1,13x 10"°g/g = 1,13 ppm 3.9

seklinde hesaplanan hedef standart sapma, z-skor denkleminde vyerine konur.
Gelistirilmis olan metot ile yapilan 10 adet 6lgiimiin ortalamasi 9,28 mg/L’dir. Buna
gore,

_928-10 _

= —0,64 3.10
1,13

olarak hesaplanir. Bulunan z-skor degeri, |z| = 0,64, asagidaki kriterlere gore
degerlendirilir [30].

|z| <2 ise analiz uygundur, metotla bulunan sonug basarilidir.
2 < |z| < 3 ise bulunan sonu¢ kabul edilebilir, ancak sistematik hatanin irdelenmesi
gerekir.

|z| =3 ise analiz sonucu basarisizdir, diizeltici faaliyet uygulanmalidir.

Bu degerlendirme kriterlerine gore, gelistirilen metotla yapilan SRM analizinin sonucu
(9,28 mg/L) basarilidir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada, bir Schiff bazi LDMH; ve indirgenmis tiirevi LDM"H; sentezlenmis ve
cesitli metal iyonlarma karsi gosterdigi floresans cevaplari incelenmistir. Buna gore
LDMH;’nin Al ile olan kompleksinin analitik amach kullanilamayacak kadar diisiik
floresans 6zellige sahip oldugu goézlenirken Zn ile yiiksek floresans duyarlik gosterdigi
belirlenmistir. Buna karsilik, indirgenmis tiirevinin Zn ve Al dahil olmak {izere ¢alisilan
hi¢bir metal iyonu ile floresans cevabi vermedigi tespit edilmistir. Bu nedenlerden
dolay1, metot sadece Zn ‘nin florometrik tayini i¢in optimize edilmis, en uygun pH,
¢oziicli ve ligand konsantrasyonu belirlenmistir. Optimize edilmis bu sartlar altinda
diger iyonlarin girigim etkileri incelendiginde ise 6nemli bir girisim gézlenmemistir. Bu
caligmalarin ardindan farkli konsantrasyonlardaki LDMHj-Zn kompleksleri igin
kalibrasyon grafigi cizilerek analitik parametreler ( LOD, LOQ, LOL, ¢alisma araligi,
regresyon katsayisi, dogru denklemi) belirlenmistir. Metodun dogrulugunu test etmek
icin Zn dahil 48 adet metal iyonu igeren Sertifikali Referans Madde, gelistirdigimiz bu
metot ile tayin edilmistir. 10 ppm Zn?* iceren SRM icin metodumuzla bulunan 9,28
degeri -%7,2’ lik Bias ortaya ¢ikarmistir. Bu sonuca gore yontemimizde bir sistematik
hata bulunmadigi ve LDMH; ligandinin Zn®* i¢in florometrik bir kemosensér olarak
kullanilabilecegi anlagilmistir. Yapilan z skor testi de yontemimizde Onemli bir

sistematik hata olmadigin1 desteklemektedir.

Bundan sonraki ¢alismalarda, ¢alisma araliginin genislemesini saglayabilecek ve daha
hizli dengeye gelerek analizin tamamlanma siiresini kisaltabilecek ligandlarin

tasarlanmasiyla bu metodun daha da gelistirilebilecegi diisiiniilmektedir.
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