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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
AMONYUM IYON SECICi ELEKTROT GELISTIRILMESI
Erdem KARATAS

Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damsman: Prof. Dr. ibrahim YILMAZ
Mayis, 2018, 51 sayfa

Bu ¢alismada, yapilarinda indazol grubu bulunan tripodal reseptor sentezlenerek
karakterize edilmistir. Karakterizasyon islemlerinde *H NMR, IR, elementel analiz gibi
enstriimental yontemler kullanilmistir. Daha sonra, bu reseptor kullanilarak amonyum
iyon-segici PVC membran elektrot gelistirilmistir. Gelistirilen elektrotun, dmrii, cevap
sliresi, optimum calisma araligi, tayin sinir1, segicilik katsayisi, calisilabilir pH araligi
gibi bazi karakteristik Ozellikleri belirlenmistir. Elektrotlarin amonyum iyonuna
secicilik gosterdigi ve egimin 58.43 + 0.27 mV/pNH, oldugu bulunmustur. Elektrotlarin
calisma arahigi 1.0x107-3.9x10° M olarak bulunmustur. Elektrotlarn cevap siiresi
yaklagik 15 saniye ve dmiirlerinin 2 aydan fazla oldugu belirlenmistir.

Hazirlanan elektrotlarin farkli iyonlara karsi secicilikleri sabit bozucu yontemi ve ayri
cOzelti yontemi ile tayin edilmistir. Elektrodlarin ger¢ek bir numunenin analizinde
kullanilabilirligi aragtirllmig ve idrar ve kan gibi gercek numunelere uygulanarak
dogrulugu standart ekleme yontemi ile kanitlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Iyon-segici elektrot, Amonyum, Indazol, Tripodal reseptor



ABSTRACT
Ms. Thesis
DEVELOPMENT OF AMMONIUM ION SELECTIVE ELECTRODE
Erdem KARATAS

Karamanoglu Mehmetbey University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Chemistry

Supervisor: Prof.Dr. ibrahim YILMAZ
May, 2018, 51 pages

In this study, a tripodal receptor containing indazole group was synthesized and
characterized. In the characterization of the receptor, IR, 1H NMR spectral techniques
and elemental analysis were used. After characterization, ammonium ion selelctive PVC
membrane electrode was developed by using synthesized compound. The life time,
response time, linear range, detection limit, selectivity coefficient and suitable pH range
of the electrode were detemined. Membrane electrode synthesized during the course of
this work exhibited high selectivity towards Ammonium ion over a wide variety of
other cations and yielded nernstian slope of 58.43 + 0.27 mV/pNH,. The lineer range of
the electrodes were found to be in 1.0x107%-3.9x10° M. The response time of the
electrodes were determined as 15 seconds and life time of the electrodes more than 2
months. Selectivity coefficients of the electrodes were calculated by using seperate
solution method and fixed interference method.

The applicability of the electrodes to real samples that contain ammonium were tested.
For this reason, the electrodes were successfully applied for the determination of
ammonium in urine and blood samples and accuracy of the proposed electrodes were
confirmed by standart addition method and results were evaluated statistically.

Key Words: lon selective electrodes, Ammonium, Indazole, Tripodal receptor
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1. GIRIS

Son zamanlarda ¢evresel ve biyolojik numunelerde anyon ve katyonlarin dogru, hassas
ve giivenilir bir sekilde tayini biiylik dnem tasimaktadir. Bu sebeple sik kullanilan
yontemlerin basinda kromatografik yontemler gelmektedir. Bu yontemlerin genelde
oldukca pahali ve uygulanmasinin zor olmasi nedeniyle son yillarda yapilan tayinlerin
farkl1 yontemlerle gergeklestirilmesi lizerine yapilan ¢alismalar artmaktadir. Bu tayin

yontemlerinden en ¢ok kullanilan1 potansiyometrik yontemlerdir.

Potansiyometrik yontemler sulu ¢ozeltilerdeki iyonik tiirlerin tayinlerinde iyon segici
elektrotlarin (ISE) kullanimiyla birlikte yaygm olarak uygulanmaktadir. Iyon-segici
elektrotlarla ilgili yapilan bilimsel ¢alismalarin ve arastirmalarin biiyiik bir kismi, bir

cok iyon yaninda sadece bir iyona segicilik gdsteren elektrotlar tizerinedir.

Ilk iyon-segici elektrot olarak hidrojen iyonuna duyarli cam membran elektrot
gelistirilmistir. Bu elektrot pH cam elektrodun temelini olusturmustur. ilerleyen
zamanlarda camin olusum yapisi degistirilerek Na*, K ve Li* gibi iyonlara duyarli cam
membran elektrotlarda gelistirilmistir. Elektrotlar ile ilgili ¢aligmalar, tasarimlar1 daha
kolay olan iyon-segici polimer membran elektrotlarin ortaya ¢ikmasiyla cesitlilik
kazanmigtir. Polimer matriks iginde ¢esitli polimerler yaninda genellikle PVC
kullanilmaktadir. Polimer matriks, PVC, plastiklestirici, iyonofor madde ve direng
diisliriicii gibi katki maddeleride bulundurmaktadir. Daha sonraki yillarda degisik
yapilarda mineral membranlar gelistirilerek diger Kkatyonlara duyarli elektrotlar
hazirlanmistir. Ancak bu membranlarin fazla segici olmamasi ve yavas cevap vermeleri,
birgok anyon ve katyona yiiksek duyarlilik goésteren sivi- membran elektrotlarin
gelistirilmesine neden olmustur. Giiniimiizde artik sivi-membran ISE ve bunlara ek
olarak son yillarda uygulama alani bulan ve sik kullanilmaya baglayan tamamiyla kati-
hal kontakt ISE vasitasiyla birgok anyon ve katyon hassas, dogru, kolay ve segici olarak

tayin edilebilmektedir.

Iyon-segici elektrot teknolojisindeki gelismeler, ¢alisma mekanizmalarinin anlasilmasi,
ekonomik oluslar1 ve akis hiicrelerinin hazirlanabilmesi nedeni ile bu tiir elektrotlarin
akig-enjeksiyon analizi ve kromatografik sistemlerde dedektor olarakda yaygin bir

bicimde kullanilmasina imkan saglamaktadir.



Pratik uygulama alanmin ¢ok olmasi, bu konuya olan ilginin artmasina neden
olmaktadir. 1990 yilindan bu yana iyon segici elektrotlar ile ilgili ¢ok sayida makale
bulunmaktadir (Biihlmann ve ark., 1998). ISE hakkindaki temelde olan ilgiyi en ¢ok
klinik kimya g¢ekmektedir. Bu konuda 6rnek verilecek olursa, sadece klinik kimya
laboratuvarlarinda yaklasik bir milyarin {izerinde ISE aracilifryla kandaki elektrolitlerin
tayini yapilmakta oldugu anlasilmistir. ISE'ler genellikle analitik kimyada (klinik
kimyada) ¢ok kapsamli uygulama alanina sahiptirler. ISE hazirlanmasinda ve farkli
iyonlarin secicilik dzelliklerinin arttirilabilmesi igin iyonoforlar kullaniimaktadir. Ozel
uygulamalarda kullanilan ISE'ler igin her bir tip membranin kendine 6zgii Karakteristik
Ozelligini olusturmalidir. Kullanilan membran ¢esitleri, cam, kati hal, sivi iyon
degistiricili PVC membran yada gaz duyarli prob seklinde olabilmektedir. Notral
tastyicili ve sivi iyon degistiricili elektrotlarin yapiminda kullanilan membranlarda
bulunan iyonoforlarin baglandiklari gruplarin iyon aktif ve biiyiikk olmasi istenir. Daha
cok hidrofobik 6zellikteki bulunan grup, iyonoforun organik fazda kalmasini yardimei
olarak, polar 6zellikteki iyonun aktif ug¢larinin organik faz ve suyun olusturmus oldugu
ara ylizeye yoOnlenmesiyle sulu fazdaki iyonlar1 baglanmasina yardimci olmaktadir.
Biiyiik hidrofobik gruplar, genellikle uzun zincirli alkil gruplarina baglanmayi tercih
etmektedirler. Son yillarda biiyiik bir gelisme gosteren ISE’ler, bu tiirdeki tayinler

igerisinde ¢ok genis uygulama alani bulmustur.

Bu calismamizda, amonyum iyonuna kars1 yiiksek secicilige sahip olan bit tripodal
reseptor kullanilarak iyon segici yliksek elektrot gelistirilmistir. Gelistirilen bu
elektrotlarin 6mrii, cevap siiresi, ¢alisma araligi, tayin limiti, secicilik katsayis1 ve diger
cevap karakteristikleri arastirilmistir. Ayrica, bu elektrodun cesitli analitik amaclarla
kullanilip kullanilamayacaginin belirlenmesi amaciyla kan ve idrar Orneklerinde

uygulamalar1 yapilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Tripodal Reseptorler

Her bir kolu hedef iyon ile koordine olabilen bir fonksiyonel grup tasiyan ¢ok kollu
tripodal reseptorler, asiklik iyonoforlarin 6zel bir tiirlinii olusturur. Preorganizasyona
gore siklik ile asiklik ligandlar arasinda olduklar1 varsayilan tripodal reseptorler, benzer
asiklik reseptdrlere gore, iyonlar ile daha etkili kompleks yapabildikleri bilinmektedir
(Berocal ve ark., 2000). Tanima motifi olarak tripodal temelli reseptorler iyon segici
elektrot membranlarinda ve optik sensorlerde tanima bileseni olarak basarili bir sekilde
kullanilmaktadir (Reinoso-Garcia ve ark., 2005; Kim ve ark., 2002; Kim ve ark., 2002;
Sasaki ve ark., 2001; Reinoso-Garcia ve ark., 2006; Schmuck 2006; Wei ve ark., 2005;
Niikura ve ark., 1999; Wiskur ve ark., 2001). Iyonlarin segici olarak taninmasi ve
duyarlilig1, ¢evresel kontrol, endiistriyel amacglardan klinik teshislere kadar birgok

alanda onemlidir.

Tripodal molekiiler platform, ligand gruplarinin takilabildigi ii¢ kol saglamaktadir.
Molekiiler dizayn; secicilik, kararlilik ve komplekslesme gibi baglanma 6zelliklerinin
kontrol edilmesine izin verir. Bir tripodal reseptdriin segiciligi biiyiik oranda kollarinin
veya ligandlarin, monopodal ve hatta bipodal reseptorlere gore birka¢ avantajinin var
oldugu bilinmektedir. Bu avantajlar: (1) Artan selat etkisinden dolayr tripodal
reseptorler genellikle metal iyonlarina ¢ok giiclii bir sekilde baglanabilir. (2) Tripodal
ligandlarin hacimliligi, metal iyonuna karsi reaktiviteyi kontrol edebilecek sekilde
ayarlanmasina imkén verir. Bu ayirt edici 6zelliklerinden dolay1 yapay tripodal reseptor
sisteminin dizayni ve gelistirilmesi supramolekiiler kimyada aktif bir ¢alisma alanidir
(Berocal ve ark., 2000; Reinoso-Garcia ve ark. 2005). Oysa bunlardan ¢ok azi iyon

duyarlilig1 uygulamalarindan bahsetmektedir.

Sentetik bir reseptoriin spesifik bir analite kars1 seciciligi, host-guest arasindaki ¢oklu
etkilesimlerle belirlenir. Reseptdr bir ¢ok fonksiyonel grup igerebilir. Bu gruplar
analitin seklini ve bliylikliiglinii tamamlamak i¢in organize olmalidir. Toplam reseptor

iyon etkilesimlerini belirlemede reseptdriin topolojisi Onemlidir. Tripodal sentetik



reseptorler asiklik iyonoforlarin 6zel bir sinifin1 olusturur ve hedef iyonla koordine
olabilecek c¢ok kollu ligantlardan olusur. (Sato ve ark., 1999; Ballester ve ark., 2009;
Fan ve ark., 2007). Tripodal reseptorler anyonlarla ii¢ farkli sekilde etkilesim
gostermektedir (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. Tripodal reseptorlerin etkilesimi a) dogrudan hidrofobik veya hidrojen bagi gibi
non-kovalent etkilesimlerle anyonu baglama; b) metal kompleks ile
elektrostatik etkilesme; c) indikatorle yer degistirme.

2.2. Potansiyometri

Potansiyometrik Olgiimlerde referans elektrot, indikatdr elektrot ve son olarak
potansiyel Olgme diizenegine ihtiya¢ vardir. Bu islemde yiiksek miktarda akim
cekilmezken elektrokimyasal hiicrelerin potansiyeli ol¢iiliir. 20. yiizyilin basindan beri,
potansiyometrik sistemlerin kullanimi, titrasyon ve doniim noktasinin belirlenmeesi
amactyla kullamlmaktadir. Ilerleyen zamanlarda bu sistemler, iyon segici membran
elektrotlarin  dogrudan potansiyeli  dlgmesiyle iyonlarin  konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde kullanilmaya baslanmistir. Bu elektrotlar, yabanci maddelerin
olusturdugu etkilerden etkilenmedigi gibi bircok anyon ve katyonun hizli ve uygun

olarak nicel tayinin yapilmasina imkan vermektedir. Laboratuarlarda, giinliik



potansiyometrik 6l¢me sayisi, herhangi bir enstriimental dlgme sayisindan daha fazla
olabilir. Imalatcilar, ¢ogu tiikketim maddesinin pH’sim1 &lger; klinik laboratuarlarda
hastaliklarin ilerleyisini takip etmek i¢in dikkat ¢eken bir gosterge olan kan gazlari
derisimlerini 6lgmektedir. Sanayi ve sehir atik sularinda, siirekli olarak pH ve Kirletici
derisimleri tayin edilmekte olup deniz bilimciler deniz suyundaki karbon dioksiti ve
diger dikkat ¢eken degiskenleri siirekli olarak takip ederek sikca tayinleri gerceklestirilir
(Skoog ve ark., 1998).

Potansiyometrik sistemler i¢in kullanilan sistemler kullanimi ve bulunmasi kolay ayrica
ucuzdurlar. Bu sistemler daha c¢ok referans elektrot / analit ¢ozeltisi / indikator elektrot /

tuz kopriisii ve potansiyel 6l¢lim cihazindan meydana gelmektedir.

segici

Potansiyo
metri

Sekil 2.2. Bilgisayar kontrollii potansiyometrik 6l¢tim sistemi ()

2.2.1. Potansiyometrik tayin ilkesi

Modern bir iyon segici elektrotta, iyon se¢ici membran, i¢ standart ve test ¢ozeltisinde
bulunan iyonlarin birbirleriden ayrilmasimi saglar. Elektronlar, basit iyonlar veya test
edilen iyonun yiiklii ya da nétral kompleksler membranimizin i¢ kesimlerine dogru i¢
standart ¢ozeltinin kompozisyonuyla orantili olarak tasinmaktadirlar. Boylece olusan
elektrostatik motor kuvveti (EMK), standart referans elektrotun yart hiicresiyle,

membran elektrot yar1 hiicresi birlestirilerek 6l¢iimii yapilir.



E=E° —%In% 2.1)

E = Indikatér elektrot potansiyeli

E = Standart elektrot potansiyeli

R = Gaz sabiti, 8.314 J.mol 1.K™

T = Sicaklik, kelvin ( O °C i¢in 273,15 °K)

F = Faraday sabiti = 96.486 J.volt™

n = Aliip-verilen elektron sayisi veya membrandaki aktif iyon yiikii
[A], [B], [C] ve [D] = Elektrottaki iyon konsantrasyonlar1

a, b, c ve d = yar1 reaksiyonda yer alan her bir tiiriin mol sayis1

2.3. Iyon-Secici Elektrotlar

Bir¢ok iyon yaninda sadece tek bir iyona cevap sergileyen elektrotlara iyon-segici
elektrotlar (ISE) denir. Iyon-segcici elektrotlar, serbest iyonun aktifligine duyarlidir. Iyon
secici elektrotlar az veya c¢ok birden fazla iyona cevap verebilir, ancak bir iyona karsi

fark edilir bir segicilik gosterirler.

2.3.1. Sivi membran iyon segici elektrotlar

Sivi membrane esasli iyon-segici elektrotlarin ¢alisma ilkesi kati-hal ve cam
elektrotlarinki ile aynidir. Stvi-membran elektrotlarda membran, hidrofobik bir iyon
degistirici emdirilmis bir sividir. Iyon degistiricilerin genel dzelligi zit kutupla yiiklii
bolgelerinden ve organik notral boliimlerinden ufak iyonlari baglama kabiliyetine sahip
olmalaridir. Membran yiizeyinde iyon-degisim islemi daha hizlidir. Elektrodun
seciciligi genellikle bu iyon degisim uygulamasi esnasinda olusan kompleksin

kararliligina baglidir.



2.3.2. iyon-secici membranlarin ozellikleri

Membran elektrotlarini, segici hale getirmek icin belli katyon veya anyonlara duyarl

cesitli 6zellikler tasimaktadir. Bu nitelikler asagidaki belirtilmistir:

En az ¢oziiniirliik : Tyon segici membranlarin, segici ortamda bulunmalari igin gerekli
olan ozelliklerininden biride analit ¢ozeltilerindeki (genellikle sulu ¢ozelti seklinde)
¢oziinlirliikleri sifira yakinlismasindandir. Bunun sebebi membranlarin ¢ogunda, silika
camlar veya polimerik regineler gibi biiyilk molekiillerin bir araya gelmesiyle
olugsmaktadir. Cozintrligi disiik olan giimiis halojeniirler, iyonik ve anorganik

bilesiklerin kullanilmasiyla membranlar hazirlanir.

Elektriksel iletkenlik : Her membran ¢ok ufakta olsa elektriksel bir iletkenlik 6zelligini
biinyesinde bulundurmasi gerekir. Siklikla bu iletkenlik, tek yiiklii iyonlarin membran

icerisinden ge¢mesiyle olusmaktadir.

Analite karsi secicilik : Membran matriksinde bulunan ¢esitli tiirler, analit iyona kars1
ayirt edici olarak baglanma o6zelligine sahiptirler. Ug cesit baglanma bigimi

bulunmaktadir. Bunlar sirasiyla; iyon degisimi, kristallenme ve komplekslesmedir.

2.3.3. Tyon-secici elektrotlarin prensibi ve tasarimi

Sekil 2.3’de gorildigi tlizere bir c¢esidin belirlenmesi amaciyla gerekli olan
potansiyometrik hiicre sekli goriilmektedir. Bu hiicre igerisinde membran elektrotu
bulunmaktadir. Potansiyometrik hiicreler, bir referans elektrotun yanisira birde
membran elektrotlarin bir araya gelmesiyle olusmaktadir. Iyon secici elektrot,
cozelti igerisinde bulunan belirli olan iyonun potansiyel degerini 6lgmektedir. Bu
sayede sabit potansiyele sahip olan kararli referans elektrotlara gore ol¢iim
yapilmaktadir. Bu referans elektrotlar giiglii bir i¢ mukavemete sahip olan
elektronik voltmetreye baglanmaktadirlar. Elektrotlar arasindaki potansiyel deger
farki, ¢ozelti i¢inde bulunan kendine has 6zellikteki iyonun aktivitesine bagli olarak

bulunur ve bu sayede nicel analiz yapilarak dl¢iimii saglanir.
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Sekil 2.3. Iyon secici elektrotlarm kullamlmastyla olusturulmus potansiyometrik hiicre semasi

Membran elektrotunda bulunan i¢ c¢ozeltinin birden fazla islevi bulunmaktadir.
Bunlardan birincisi, tayin edilmek istenen iyonda bulunan membrandaki konsantrasyon

degerinin sabit olmasi, digeri ise referans elektrodun bir boliimii olarak is gérmesidir.

2.3.4. Tyon secici elektrotlarin cevap mekanizmasi

Kimyasal sensorler iki bilesenden olusmaktadir. Bunlar birincisi segici digeri ise iletimi
saglayan bilesen olmak kaydiyla iki kisimdan olugsmaktadir. Segici bilesende bulunan
kimyasal bilgi, iletici bilesen araciligiyla dl¢iilebilen bir biiytikliige cevirmektedir (Sekil
2.4.).

Secici Iletici
bilesenn Bilesen
Analit - . [Makroskopik
Cozeltisi v - Sinyal
Molekiiler Sinyal
Etkilesim Aktarimi

Sekil 2.4. Kimyasal bir sensériin ¢alisma mekanizmasi

Potansiyometrik sensorler, ¢ozelti igerisindeki yiikli tiirler ile segici bilesenler

arasindaki kimyasal etkilesimleri sonucunda bir indikator elektrotun referans



elektroda gore elektrokimyasal bir potansiyel gostermektedir. Potansiyometrik

indikatorlerin elektrotlarinda bulunan segici bilesenlerinde se¢ici membran bulunabilir.

Daha ¢ok plastiklestirilmis polimerik fazlarda (PVC gibi), lipofilik iyon degistirici
bolgelerinin  yaninda birde iyonofor bulunduran iyonoforlu ISE membranlarmin,
numune ve i¢ elektrolit ¢ozeltisinde olmak tizere, iki sulu ¢ozelti arasina konulmaktadir
(Sekil 2.5.). Iyonoforlar, analiti tersinir olarak segici bir sekilde baglanmaktadir. Bu
baglama sonucunda membrana segicilik kazandirmaktadir. Boylece potansiyometrik

sensorlerin gelisiminde de 6nemli bir rol oynamaktadir.

Elektronik VVoltmetre

Ag/ AgCl
i¢ Elektrolit - E Referans Elektrot
e
Iyon Segici Membran - ——

Numune

Sekil 2.5. Tyon segici elektrot kullanilarak olusturulan potansiyometrik hiicrenin semasi

Kinetik model (ya da iyon aktarum modeli), faz sinuri potansiyel modeli ve membran ara
yiizey modeli (veya bosluk yiikii modeli) gibi birbirine zit olan #i¢ farkli modelin
kullanilmasiyla ISE’larm cevabmi agiklamaktadir (Morf, 1981). Bu modele gore,
membran boyunca iyon aktarimi gergeklesmeli ve segicilikler iyon hareketine bagl
oldugunu belirtmektedir. Faz simwi potansiyeli modeli, bu modelde her bir fazin
icindeki termodinamik dengeler ve elektrondtrallik sartindan yararlanmanin yanisira,
iki faz arasinda kinetik siirecinin hizli oldugunu varsayarak potansiyelin sulu faz ve
organik membran fazinin ara yiizeyinde meydana geldigini savunan modeldir. Bu
modelde, numune membran ara yiizeyinde iyonlarin kendiliginden denge olusturmasi
sonucunda dagilmasini agiklamaktadir. Membran-ara yiizey modeli ise, numune ile

membran ara yiizeyinde bulunan faz smir potansiyelinin bu yiizeyde bulunan iyon
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secici yik ayrimindan dolayr kaynaklandigimi belirtmektedir (Bakker ve ark. 1999,
Demirel, 2004)).

2.3.5. Tyon-secici elektrotlarin cevap fonksiyonu

Potansiyometrik hiicrenin EMK’sinda bulunan diger biitiin faktorler sabittir. Pratik
oneme sahip olmasi durumunda ISE’larin cevabi faz sinir potansiyeli (Es) (Esitlik 2.2)

ile agiklanmaktadir,

E, = E0+ N1 &(8U02)
zF  al(org)

(2.2)
Bu esitlige gore; R gaz sabiti, T sicaklik, F Faraday sabiti ve z analitin yiikiinii ifade
etmektedir. E° standart potansiyeli ve a; ilgili fazlardaki iyon aktivitelerini ifade
eder. Kiitle, yiik denklikleri ve kompleks olusum dengesine olusarak membranda
komplekslesmemis iyonun, ai(org), aktivitesini hesaplamasina yardimer olmaktadir. Bu
hesaplama igin bircok farkli durumda faz smur potansiyeli kullanilmistir. ai(org)
biiyiikliigii, ai(suda) biiyiikliigiine bagh degilse ISE cevabi Nernst egimi olan 59/z
mV/pX degerine sahiptir. Egimdeki goriintir sapmalart ya ai(org)’in ai(suda) ile
degismesi ya da membran yiizeyi ve tim numune arasindaki ai(suda) farkliliklariyla
aciklanabilmesi miimkiindiir. Bozucu bir iyonun etkisi, Nernst esitliginden tiiretilen ve

kullanilmaya devam eden Nikolskii-Eisenman esitligiyle (Esitlik 2.3) tanimlanmustir:

1]

E—E'+ % In[ai (suda) + K™a, (suda) J 2.3)

Analit ve bozucu iyonun potansiyeli dikkat ¢eken 6l¢iide etkiledigi aktivite araliginda
Nikolskii-Eisenman esitligi zi = zj oldugu durumda gecerli degildir. Ancak, bu

zi / Zi /,:
esitlik kalibrasyon egrisinde a; « Kiz]{ot a; 7 ve a » Kg-ot a; “Jile smirlanan dogrusal

aralikta gecerlidir.  Nikolskii-Eisenman  esitliginin ~ bu  eksikligine  ragmen,
potansiyometrik secicilik faktorii (Kf IOt) bozucu tiirlerin miktarinin olgiilmesinde
mimkiin olan en iyi yoldur; ¢iinkii, bu esitlik membranin iyon degisimi segiciligini

karsilar. Ancak, zi#zj i¢in iyon karisimlarinin cevaplarini dogru olarak tanimlamakta
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Kf lOt n degerlendirerel daha kompleks esitlikler kullanilmistir. Rastgele bir sayidaki
bir, iki ve ti¢ yiikli iyonlar i¢in gegerli olan ve ¢ok yonlii ihtiyaca en iyi cevap veren
esitlik yakin zamanda gelistirilerek literatiirde arasgtirma sonucu bulunabilmektedir

(Néagele ve ark. 1999, Demirel, 2004).

2.3.6. Tyon-secici elektrotlarin cevabina iyonoforun etkisi

Polimerik membran elektrotlarin segiciliginden daha ¢ok lipofilik komplekslestirici adi
verilen iyonoforlar mesuldiir. Lipofilik iyonoforun esleme segiciligi, membranin iyon
degisim segiciligini mecburi olarak ortaya ¢ikardiginda elde edilmektedir. Buna uygun
iyonofor secimi ile katyon ve anyon segiciliginde onemli derecede farklilik elde
edilmektedir. Son yillarda birden fazla yeni ve giincel agidan 6nemli derecede faydali
iyonoforlar  kesfedilmistir. Bu kesifler siirekli bir ilerleme kaydedildigini
gostermektedir. Su ana kadar benzer membran malzemelerinin kullanilmalariyla
yapilmis olan optik ve voltametrik/amperometrik sensorlerin gelistirilmesinde bu
iyonoforlar kullanilmistir (Bakker ve Meyerhoff, 2000 ;Demirel, 2004).

2.3.7. Tyon-secici elektortlarin cevabina plastiklestiricinin etkisi

Icerisinde poli(vinil kloriir) (PVC) barindiran membranlar daha ¢cok o- NPOE veya DOS
gibi yiiksek kaynama noktasina sahip olan organik sivilar vasitasiyla plastiklesebilirler.
Bu plastiklestiriciler vasitasiyla, camsi gegis sicakligini diistiriir ve iyonlarin dagilimin
kolaylagtirarak membranin polarligmni arttirmaya yardimci olurlar. Bu sayede
iyonoforlarin hareketli olmasina yardimci olurlar (Antonisse ve Reinhoudt, 1999).
Plastiklestirici yardimiyla hazirlanan PVC membranlari belirli bir zaman sonra
elektroaktif bilegenlerinden ayrilabilmektedir. Bunun olmamasini saglamanin en iyi
yontemi  plastiklestirici  kullanmamaktir. ~ Fakat genellikle plastiklestiricilerin
kullanilmamasi, membranin PVC polimerinden dolay1 analit iyonlarin1 gegirebilme
ozelligine olmasini engellemektedir (Choi ve Moon, 2001). ISE’larin, kaplanmis tel
elektrotlar ile kimyasal alana etkili transistorler gibi mikrosensorlere gore daha biiyiik
membran yiizey O0zelligi mevcuttur. Bu yiizden membran bilesenlerinin sizmasi1 daha

uzun zaman alarak membranimn Omriiniin artmasina yardimci olmaktadir. Yiiksek
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elektrik gegirgenliginin yani sira hidrofobik 6zelligede sahip olan plastiklestiriciler (o-
NPOE gibi) membran yapiminda daha c¢ok kullanilmaktadir (Choi ve ark., 2005;
Demirel, 2004) .

2.3.8. Iyon-secici elektrotlarin cevabina iletkenlik arttiricinin etKisi

Iyon degistirici 6zelligi olmayan iyon segici membranlar, ISE’larda stabil olarak istenen
performans1 gostermemektedirler. Esitlik 2.1' gore, ISE membraninda 6lgiilen iyon
aktiviteleri numune ile orantili olarak degisim gosteriyorsa, potansiyel membran faziyla
numune arasindaki tek bir tuzun dagilmasindan dolayr sabit kalmaktadir. Numune
igerisinde sade elektrolitler igermesi durumunda, nétral iyonofor bulunduran sivi ve
polimerik membran elektrotlarda iyonik safsizliklari ya da belirli bir amagla ilave
edilmis olan lipofilik iyon degistiricisi bulunmayan membranlarin, derisimden bagimsiz
olarak davrandigi deneysel olarak ispatlanmistir (Bithlmann ve ark., 1995; Yajima ve
ark., 1997).

Son yillarda lipofilik iyonik kisimlarin aktif edilmesiyle elektriksel olarak yiiklii olan
iyonoforlarda bulunan membranlarin segiciliklerinin = gelistirilebilmesinin  miimkiin
oldugu gozlenmistir. Bir ¢ok sayida, tek yiikli iyonofor esasli elektrotlarin
kullanilmasiyla, analit iyonu segicilikleri analit iyon yoluyla ayni isarete ve ayni yiikte
bulunan iyonik bolgeler katki sagliyarak artacag belirtilmistir (Bakker ve ark., 1999).

Cevap fonksiyonu gosteren karmasik modlu ¢ok sayida farkli iyonofor bulunmaktadir
(Badr ve ark., 1995). Ornek verilmesi gerekirse asidik ve bazik 6zelligini biinyesinde
bulunduran H* tasiyicisi, farkli iyonik bélgeleri bulunduran ISE membranlarina gore
cok farkli pH cevabi verdigi bilinmektedir. Diger yandan iletkenlik arttirma o6zelligi
bulunmayan membranlar bazen ¢ok genis bir araliga sahip olan bir yar1 Nernst cevap
egimi verebilmesi miimkiindiir (Yanming ve ark. 1998). Bunun haricindeki sistemlerin
duyarliligi arttirmak icinde goriiniir super Nernst cevap egimlerini Kullanarak
ayarlanabilmesi miimkiindiir (Amemiya ve ark., 1998). Direk olarak etki yapan
dengelere ilave olarak, iyonik bolgelerin iyonik siddetindeki degisimiyle, baska bir
etkiye sahip olmaktadir. Bunlardan diisiik polariteli membranlarda bulunan tetraalkil

amonyum tetrafenil borat gibi lipofilik bir inert elektrolitin eklenmesiyle iyonik siddetin
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arttirtlmasina katki saglamaktadir. Tek yiikli iyonlarin diger ¢ift yiiklii iyonlar
tizerindeki segiciligi olumlu 6zellige sahipttir (Nédgele ve ark., 1999). Bahsedilen tiim bu
Ozellikleri, faz sinir1 potansiyel modelinde gozlemlemek miimkiindiir. Yapilan son
calismalarda, iyonoforun tek basina iyon segici membranlar1 kullanarak
potansiyometrik cevabin Ogrenilmesine olanak saglamadigini ifade etmektedir

(Demirel, 2004).

2.3.9. yon-secici elektrotlarin cevabina polimer destegin etkisi

Polimerik iyon segici elektrot membranlari, daha ¢ok destek maddesi olarak kullanilan

poli(vinil kloriir) (PVC), silikon kaugugu ve poliiiretan esasli polimer tiirlerini

kullanmaktadir (Choi ve ark., 2005).

PVC-COOH’nin ayrilma prosesinde, plastiklestiricilerin polaritesine bagl oldugu kadar
deney ¢ozeltisinin pH’sininda etkili oldugu ifade edilmektedir (Lindner ve ark., 1988;
Lindner ve ark., 1993, Cosofret ve ark., 1994).

Plastiklestiricilerin ilavesiyle elastomerik 06zellik kazanan bu polimerler, silikon
yiizeylerin tutunmalarinin  yan1 sira biyo uygulanabilirlik  ozellikleri PVC
membranlarina gore daha iyi oldugu gozlenmistir. Bunun sebebi, iyonlarin membran
fazda yeterince dagilmasini engellemesinden dolay1 kaynaklanmaktadir. Bundan dolay,
membranin direnci yiiksek olmakta ve daha fazla lipofilik iyonik katkisinin ilavesiyle
membran direncinde ¢ok az bir azalmaya sebebiyet verecektir. Membran direncini
sadece lipofilik tuzlar azalmamaktadir. Bu yol membrana plastiklestirici ilave
edilmesiyle miimkiindiir. Fakat bu durumun, dayaniklilikta polisiloksanlarin
avantajlarim1  biiyiik bir azaltma meydana getirmektedir. Bu tip membranlarin
dayanikliliklarini, plastiklestiricilerde meydana gelen belli miktardaki azalmadan dolay:

gerceklesmektedir (Demirel, 2004).

Polisiloksan membranlarin polaritelerini arttirmanin diger bir yolu ise polisiloksan
iskelet yapisina polar siibtitiientlerin katilmasi seklinde olan baglanmadir. Bu
baglanmalar, polisiloksanlara nispeten polar siyanopropil gruplarin basarili bir sekilde
baglanmasiyla gerc¢eklesmektedir. Polisiloksan membranlarda yeterli miktarda
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mekaniksel kararlilia sahip olmak igin siloksan zincirleri capraz baglanmasi

gerekmektedir (Antonisse ark.,1999).

2.3.10. Tyon-segici elektrotlarin karakteristik ozellikleri

2.3.10.1. Secicilik ve segicilik katsayisi belirleme yontemleri

Bir elektrotlardaki en 6nemli 6zellik, bir numune igerisinde uygun bir dlgtimiin olup
olmayacagini gostermesine olanak saglamasidir. Bir iyon segici elektrot kendine 6zgii
olan bir iyona cevap verebilirken, ¢ozeltide bulunan farkli iyonlarada cevap verebilmesi

mumkindiir.

Secicilik katsayisin1 hesaplamak i¢in literatiirlerde bazi yontemler verilmistir. Segicilik
katsayisinin belirlenmesinin sebebi, bir numunedeki ¢esitli tiirlerin aktivitelerinin ve
secicilik katsayilarmi uygun bir esitlikte yerine koymak ve ISE’nin EMK cevaplarini
onceden tahmin edebilmesini miimkiin kilmaktir. Bundan dolayi, Nikolskii Eisenman

esitligi kullanilmaktadir (Esitlik 2.3) (Demirel, 2004).

2.3.10.2. Duyarhhk

Elektrotun duyarliligini, Kalibrasyon egrisinin dogrusal kismina olan egimi olarak
adlandirilmaktadir. Daha ¢ok kullanilan ISE’ler, Nernst esitligine gore cevap
vermektedirler (Esitlik 2.1). Buna gore, analitin yiikii olan z;’nin artmasiyla, elektrot

duyarhiliginda kayda deger azalma gozlenmektedir.

Tek yiikii bulunan bir iyonun her 10 katlik aktivite degisimi i¢in 59 mV’luk bir EMK
degismesi gozlenmektedir. Fakat iki yiiklii iyon i¢in bu degerin yaris1 seklinde olmasi

beklenmektedir.

2.3.10.3. Dogrusal calisma arahg:

IUPAC’akin agiklamasma gore dogrusal calisma araligi, hiicrenin potansiyelinde
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meydana gelen degisime gore cizilen iyonik aktivitesinin yanitina bagli olarak
logaritmasini alinir ve bu logaritmanin grafigi yardimiyla elde edilen alt ve iist tayin
smirlar1 arasinda kalan bolgenin tamami olarak tanmimlanmistir (Anonymous 1994).
Dogrusal ¢aligma araligi her zaman genis olmasi istenir bunun sebebi daha fazla degisimi
gorebilmek ve tayin araligimin daha fazla gozlenebilmesidir. Fakat diisiik derisimlerin
(gozlenebilme sinir1) yoniinden gozlenebilmesi i¢in kullanilan cihazlar hem karmagik
hemde pahalidir. Bu sebepden, eser analiz yapilirken ISE'nin kullanimi daha diizgiin bir
hale getirilmistir. ISE kalibrasyon egrileri 10°-10" M derisim mesafesinin dogrusal bir
cevap yoluyla gostermektedir. Fakat son yillarda yapilan ¢alismalar neticesinde, bu
dogrusal araligi c¢ok daha diisiik derisim bolgelerine genisletme calismalar

amaglanmistir (Amemiya ve ark., 1998).

2.3.10.4. Gozlenebilme sinir1

IUPAC'n tanimima gore gozlenebilme smiry, disik derisimde bulunan hiicre
EMK’sinin ortalama EMK degerinden saptigi ortamlar altindaki konsantrasyonu olarak
tamimlanmaktadir (Anonymous, 1994). inceleme yapilan ISE’larin bir gogu mikromolar
aralikta gozlenebilme smirinindan ¢ok uzaktir. Bunun sebebi, bir¢ok kayda deger
uygulamanin yan sira secicilik katsayilarmin giivenli tayinine engel olmasindan dolay:
meydana gelmektedir. Oldukg¢a yiiksek olan bu degerlerin tamamini elde etmenin
baglica iki temel sebebi mevcuttur. Bunlardan ilki, eser miktarda bulunan iyonlarin
seviyelerini 6lgmesinin sikintili olmasinin yani sira yiiksek saflikta bulunan sulu
numunelerinin rutin laboratuvar kosullarinda elde edilmesinin ¢ok zor olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Digeri ise, iyi sartlandirilma yapilmis olan bir iyon segici membranin, tipik bir
makroelektrot i¢in kabaca 0,1 pmol’e karsilik gelen 10 mM analit iyonunu biinyesinde
bulundurmasidir. Tiirlii kimyasal islemler sonucunda, bahsedilen bu analit iyonlarinin
cogunda sulu faz i¢ine sizmakta ve sulu faz smir tabakasmna etkili bir sekilde
bulasmaktadir. ISE’lar, faz s aktivitesi degisimlerinde cevap vermeleri, seyreltik
numunede bulunan elektrodun cevabim1i burada bulunan bdolgesel derisimler
belirlemektedir. Temel iyona baglh tayin sinirlarii gelistirmek i¢in yapilan i¢ dolgu

¢ozeltisinde, bozucu iyonun oldukea yiiksek bir konsantrasyona sahip olmasi ve temel
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Iyonun diisiik (neredeyse 0) konsantrasyona sahip olmasi beklenmektedir (Sokalski ve
ark., 1999).

2.3.10.5. Cevap siiresi

Herhangi bir referans elektrodu ile yapilan analitik uygulama elektrodunun ilgili tiire
kars1 gosterdigi ve ayn1 zamanda elektrodun basarisinin 6zelliklerinin belirlenmesinde

onemli parametrelerden biridir (Ganjali ve ark., 2010).

Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi'nin (IUPAC) tanimina gore herhangi
bir ISE’un cevap siiresi, iyon secici elektrotla referans elektrot (ISE hiicresi) analiti
iceren bir ¢ozeltiye eklendikten sonra potansiyelinde kararli hale ulagmasi igin gegen
zamanin tamami seklinde ifade edilmektedir (Anonymous, 1994). Burada ifade edilen
kararli hal degerine ulagmasi, egimden beklenen potansiyel degerine ulasilmasi ya da bu
degerin % 90’mna (t90) yakin gelmesi anlamima gelmektedir. Degisen durumlara gore
beklenen degerin % 63’iine (t63) veya % 95’ine (t95) ulasilmasi, bunun kararli hal

degerine geldigi anlamina gelmektedir.

2.3.10.6. Omiir

Referans elektrotlarin, herhangi bir degisiklik gozlenmedigi siirece uzun siire
kullanilmalar1 istenir. Elektrot omrii, kullanilan tiire gére degismekle beraber ticari
elektrotlarda ilk kullanim sonras1 performansin %70'e inen siire olarak kabul edilmistir.
Elektrotlarin omrii, kullanillan sayiya gore degismekle beraber, dogrusal c¢aligma
araliginda ve duyarhiliginda gosterdigi degisimide belirlemektedir. PVC membran
elektrotlarinin kullanimina etki eden faktorlerin en basinda membran bilesenlerinin

¢ozeltiye sizmasi neden olmaktadir (Dalkiran, 2009).

Bir referans elektrodun Omriiniin belirlenmesi, bir seri dl¢lim yapilmasi sonucunda
kalibrasyon grafikleri yardimiyla ¢izilmesi ve bu ¢izimler sonucunda elde edilen egim

degerleri arasinda yapilan karsilastirma sonucunda tespit edilmektedir.
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2.4. Amonyum iyonu

Azotun bir formu olan amonyum, NH," formiiliiyle gosterilen bir katyon koktiir. Tek

basina bulunmayan bu atom grubu bilesiklerde +1 degerlikli bir katyon yerini tutar.

Amonyum iyonu, ¢evresel tarim alanlarinda ve nehirlerde de ¢cok yaygin olarak bulunan
bir katyondur. Cevresel Orneklerde amonyum iyonunun varligit dogal sularin
ortrifikasyonu ve kirliligin boyutlarim1 gostermektedir. Cevresel amonyumun yiiksek
seviyesi ¢iftcilerin tarlalari asir1 sekilde giibrelemesi ve fabrika ve endiistrinin kirletmesi

sonucu olugmaktadir.

2.5. Kaynak Arastirmasi

Hsuan ve arkadaglarimin 2006 yilinda yaptiklar1 ¢alismada potansiyometrik yontemde
ire tayini i¢in hazirlanan biyosensér dogrudan kat1 hal amonyum iyon segici elektrot
yiizeyi lizerine iireazin immobilizasyonu ile hazirlamislardir. Karboksilli enzim PVC ve
nonactini membran iizerine birlestirme ydntemiyle immobilize etmislerdir. Immobilize
edilen madde ile tekrar ayn1 metodu degistirmeden kalay oksit (SnO,) / indiyum kalay
oksit, cam alt-tabaka kullanilarak pH’a duyarl elektrotlar amonyuma kars1 duyarl: iyon
secici elektrotlar ve iire tayinindeki biyosensor oOzelliklerini karsilastirmislardir.
Amonyum iyon secici elektrotlara gore iire tayin biyosensorleri 0.026 ile 10 mM
arasinda lire konsantrasyonundaki degisikliklere hizli ve kararli bir gsekilde yanit
vermistir. Lineer aralikta egim 55,56 +/- 3,15 mV /zaman degerini tayin limiti olarak
kabul etmislerdir. Yaklastk 5 UM lik degisim pH degeri degisimi ile iire tayin
biyosensorlerinin etkisi olmustur ve lire tayin biyosensorlerinin 6zellikleri amonyum
iyon secici elektrotlarla tanimlamiglardir. Buna ek olarak, pH'a duyarli elektrotlar ve
amonyum iyon segici elektrotlar biyosensorler kullanilarak iire miktar1 belirlenmesi
yapmislar ve deneysel sonuglar karsilastirmislar ve tartismiglar ( Nien Hsuan Chou ve
ark., 2006).

Yang zheng ve arkadaslar1 2009 yilinda yaptigr bir calismada bir probun dortli
amonyum iyon segici elektrot ile olgiilmiis ve anyonik polielektrolitler (APEs), suda

¢cOziinebilir olan dortlii amonyum katyonu (QA+) serbest konsantrasyonunun
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potansiyometrik tespiti i¢in ilave etmislerdir. APEs bir 6rnek olarak poliakrilat optimize
edilmis ve tek alkil grubu ile dortlii amonyum iyonlari> C15 biiyiikk bir potansiyel
degisiklikleri oldugunu gostermistir (-80 mV C16 ve -130 mV C18 ), 10-6-10-4
konsantrasyon araligi i¢inde ve pH > 8 iken yanit1 hizli (birka¢ dakika) bagimsiz bir
tepki gostermistir. APE diger anyonik, fonksiyonel grup ile, 6rnegin, heparin ve poli (4-

sitiren) i¢inde tespit etmisler (Xiang ve ark., 2009).

Hsuan ve arkadaslar1 yaptiklar: ¢alismada bir iyon segici membrana gore diferansiyel
kat1 hal iire biyosensorii ile yapmiglar. Kat1 hal iire biyosensorii ii¢ boliimden olusmus
kalay oksit (SnO,) pH elektrodu, nonactin bazli amonyum iyon segici elektrot (ISE) ve
amonyum iyon seg¢ici membran bazli {ire elektrot bulundurmuslar. Enzim bir iyon segici
zar lizerinde hapsetme yontemi ile hareketsizlestirilmis. Uygulama kolayligi i¢in, SnO; /
indiyum kalay oksit (ITO) cam cihazi temel substrat olarak kabul edilmistir. amonyum
iyonu segici membrana gore kati hal iire biyosensorleri 0.013 mM ile 10 mM arasinda,
ire konsantrasyonlar1 aralig1 i¢inde stabil ve dogrusal, hizli bir sekilde yanit vermistir.
Buna ek olarak, gerilim tepkisi, segicilik, tekrarlanabilirlik ve kararlilik olarak kabul
edilmistir. Deneysel sonuclar kat1 hal iire biyosensor girisim iyonlarinin etkisi 6nerilen
diferansiyel iire algilama yapis1 kullanilarak gelistirilebilir oldugunu gostermektedir.
Buna ek olarak, biyosensorler iyi ¢calisma ve uzun 6miir kararliligi gostermislerdir (Nien

ve ark., 2007).

Do Phuc QUAN ve arkadaslar1 ise gelisen teknoloji ile birlikte kiigiiltiilmiis boyutta
sensOr cesitlerinin gelisimi géz Oniine alindiginda, kat1 temas amonyum iyonu segici
elektrot arastirmiglardir. Iletken bir polipirol bir film elektrokimyasal olarak cams1 bir
karbon yiizey iizerine kaplamis, algilama membrani ve kati elektrot yiizeyi arasinda bir
i¢c kati madde temas tabakasi olarak kullanmislar. Elektromotor kuvvetini etkileyen
onemli parametrelerin sistematik olarak degerlendirilmesini (EMF) yapmuslardir. Bu
kat1 baglant1 sensorlerin performanslarini ¢oklu olarak dl¢iim yaparak ve bir piiskiirtme
akis hiicresi sistemi kullanilarak dogrulamislar. Tasarlandiklar1 sensériin birincil iyonu
ve 56.3 mV 10-1 egimle pNH," araliginda 1-5 iizerinde dogrusal bir tepki igin giizel bir
secicilik sergilemistir. Sensor hizli bir tepki siiresine sahip ve nispeten saglam ve iyi
sonuglar vermis, dogal su kaynaklarinin amonyum konsantrasyonlarini belirlemek i¢in

kullanilabilicegini 6ngdrmiislerdir. ( Do Phuc quan ve ark., 2001).
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Peterson yaptigi calismada bir akis enjeksiyon sistemi, seyreltilmemis kan i¢indeki iire
analizi i¢in kullanmislar. Ure, kovalent olarak hareketsizlestirilmis iireaz igeren bir zar
ile kapl bir amonyum iyon segici elektrot vasitasiyla 6l¢iiliir. Enzimatik olarak tiretilen
amonyum iyonu dogrudan iire konsantrasyonu ile ilgilidir. Potasyum akisinda 4.0 mM
sulu kalibrasyon ¢dzeltilerin potasyum konsantrasyonunun ayarlanmasi ile azaltilir ve
iizerine K™ potasyum iyonu konsantrasyonunu dlgmiisler kan drnekleri icin %1 lik bir
standart sapma ile 40 h-1 enjeksiyon frekansi ile, L-40 mM iire olarak bulmuslardir.
Olgiimiin sonu¢ enjeksiyonu 25 s iginde elde edilmektedir. Ornek Hematokrit
seviyesindeki varyasyonlar 6l¢iimii izerinde herhangi bir etkisi yoktur. akis enjeksiyon
yontemi ile elde edilen sonuglar yerel bir hastanede rutin bulunanlarla miikemmel bir
uyum igindedir. Sensor en fazla 25 giin boyunca stabildir. (Bo A. petersson, 1988).

Mertens ve arkadaslar1 1974 yilinda Kazan besleme ve amonyak ile ilgili uygulanacak
calismanin belirlenmesi ve yontemlerin gelistirilmesi i¢in amonyakli prob ve amonyum
selektif membran elektrot ile su iizerine ¢alismiglar. Bir kazan besleme suyu devresi
simiile edilmis ve bir 6n deneme sistemi kullanmuslar. iki elektrot sistemi davranislarini
ayni anda kontrol edebilmisler, boylece devreyi paralel olarak baglamislardir. Dogruluk
ve tekrarlanabilirlik acisindan oldukga iyi verim elde etmisler. ikili elektrod sisteminin
cevap siiresinin kisa olmasi 6l¢limii i¢in yeterince hizli kilmistir. Ugucu aminlerden
gelen etkilesimler kazan besleme suyunda mevcut olabildigi gibi kullanimi kolay ve

diisiik maliyette uygulama i¢in ¢alisma sonucuna varmislar (John ve ark., 1937).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Kullamilan Cihazlar

'H NMR, *C NMR spektrumlari Bruker 400 MHz NMR spektrofotometre ile, IR
spektrumlar1 Perkin Elmer FT-IR Spektrofotometre-Spectrum 100 ile, elementel
analizler LECO CHINSO-932 cihazi ile, erime noktasi tayinleri Gallenkap erime
noktast tayin cihazi ile, potansiyel Ol¢iimleri EMF Suite 1.02 software ile kontrol
edilecek olan EMF 16 potansiyometre PC cihaz1 ile alinmstir. Cozeltilerin
hazirlanmasinda kullanilan saf su Milipore ultra saf su cihazindan temin edilmistir.
Harici referans elektrot olarak 1 M LiOAc tuz koprisii ¢ozeltisi ve 3 M KCI referans

cozeltisi iceren double-junction Ag/AgCl elektrotu kullanilmstir.

3.2. Kullamilan Kimyasallar

Sentez ¢aligmalarinda ve amonyum iyon-segici elektrot yapiminda, optimum membran
bilesenlerinin belirlenmesinde, kalibrasyon egrilerinin g¢izilmesinde ve elektrot
uygulamalar ile ilgili ¢alismalarda Merck, Sigma-Aldrich ve Fluka firmalarindan
kimyasal maddeler temin edilmis ve herhangi bir saflagtirma islemine tabi tutulmadan

kullanilmistir.

3.3. Sentez Calismalar

3.3.1. 1H- indazol' iin sentezi

10 mmol (1.22 g) salisilaldehit, 50 mL etil alkoldeki ¢6zeltisi tizerine 15 mmol (0.98 g)
hidrazin monokloriir eklenerek 3 saat refluks yapilmistir. Refluksdan sonra ¢oziiciisii
alinarak silikajelden siiziilmiis ve sar1 renkli bir ¢okelek elde edilmistir.

1H- indazol' iin sentezi sekil 3.1 de gdsterilmistir.
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Sekil 3.1. 1H- indazol' {in sentezi

3.3.2.1,1',1"'-(2,4,6-trimetilbenzen-1,3,5-triyl)tris(metilen)tris(1H-indazol)’ iin sentezi

Calismamizda iyon segici elektrot yapiminda kullanilacak olan iyonoforun sentezlenme
islemleri, literatiirlerden arastirilarak modifiye edilmis sekillerinin uygulanmasiyla
gerceklestirilmistir (Lokhande ve ark., 2007; Chen ve ark., 2011; Morf, 1981).
Reaksiyonlarin gergeklestirildigi diizenek sekil 3.2 degdsterilmistir.

Sekil 3.2. Reaksiyonlari gerceklestirildigi havasiz ortam diizenegi

Genel semas1 Sekil 3.3'te verilen 4 numarali bilesigin iki farkli literature sentezlenmesi
gerceklestirilmistir. Indazol ve K,CO3'n DMF deki ¢ozeltileri iizerine 3 nolu bilesik ve
tiirevlerinin DMF deki ¢ozeltileri ilave edilerek reaksiyon 80 °C de gerceklestirilmistir.
Ya da indazol ve NaH iin THF deki ¢ozeltileri {izerine 3 nolu bilesik ve tiirevlerinin

DMF deki ¢ozeltileri ilave edilerek reaksiyon gergeklestirilmistir.
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Genel olarak; NaH i THF’deki ¢ozeltisine onceden sentezlemis oldugumuz indazol
gerekli miktarlarda kiigiik kisimlar halinde eklenmistir. Bu Karigim, igerisinden hidrojen
gaz1 ¢ikist duruncaya kadar karistirilmis olup toplamda 20 dakika boyunca karismistir.
Karigtirma sonrasi elde edilen ¢6zelti daha sonra yavas bir sekilde alt1 siibstitiie benzen
tiirevli bilesigin igerisinde bulunan THF deki ¢ozeltisine eklenmistir. Reaksiyon 24 saat
boyunca oda sicakliginda kontrol edilmistir. 24 saatin ardindan karisim suya
dokiilmiistiir. Karigim, sulu ortamda bir saat boyunca karistirtlmis ve daha sonra sulu
faz kloroform ile li¢ defa ekstrakte edilmistir. Ekstrakte edildilten sonra ayrilan organik
faz su ile yikamasi saglanmistir. Toplanan kloroform fazinin MgSQO, iizerinden
kurutulmasi saglanmig daha sonra ¢oziicii diisiik basingta buharlastirilmistir. Balondaki
kat1 madde az miktarda soguk eter ile muamele edilerek, reaksiyonda fazla miktarda
bulunan indazol tiirevleri uzaklastirildi. Sentezlenme sonucunda olusan bilesikler kolon
kromatografisi (CHCI3) ve kristallendirme yardimiyla saflastirma islemlerine tabi
tutulmus ardindan elementel analiz, IR ve NMR spektrumlart ¢ekilerek
karakterizasyonlar1 saglanmistir. Alinan IR ve NMR spektrum ve elementel analiz
verilerini g6z oniinde bulundurarak maddelerin sentezlendigi anlasilmis ve bir sonraki
calisma olan sensOr asamasina gecilmistir. Sentezlenen maddelere ait IR ve NMR
spektrumlart ve elementel analiz tablosu bilgisi Bulgular ve Tartisma kisminda

sunulmustur. Reaksiyonn genel semasi sekil 3.3 te gosterilmistir.

a \N
(¢]] N
CH
HiC CHa 1) K,CO3, DMF, 80 °C HsC s
. > N
cl cl 2) Indazol Turevleri = N N, _
CH, CH; N
3 4
\
cl : ZN—N
HyC CHs 1) NaH, THF HyC cHs
N
cl cl 2) Indazol Turevleri =N N, _
CHs, CHs N
3 4

Sekil 3.3. 1,1',1"-(2,4,6-trimetilbenzen-1,3,5-triyl)tris(metilen)tris(LH-indazol) sentezi
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3.4. Kullanmilan Cozeltiler

3.4.1. Amonyum Kloriir ¢ozeltisi

Merck ve Sigma Aldrich firmalarindan temin edilen amonyum kloriirden yeteri kadar
tartilip 0.1 M 100 mL’lik ve 0.1 M 250 mL’lik stok ¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan

bu ¢6zelti i¢ dolgu, dis dolgu ve sartlanma ¢ozeltisi olarak kullanilmistir.

3.4.2. HCI ¢ozeltisi

Merck ve Sigma Aldrich firmalarindan temin edilen HCI den belli miktarda alinip 0.5
M 100 mL lik stok HCI ¢ozeltisi hazirlanmistir.

3.4.3. Segicilik cahismalarinda kullanilan ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Merck ve Sigma Aldrich firmalarindan temin edilen Na®, Li*, K, Ni%*, Cca®*, cd®*, sr¥,
Mg2+, Zn2+, Pb2+, nitrat ve kloriir tuzlarindan gerekli miktarlarda alinip 1X10'1, 1X10'2,
1x10° M lik 100 mL’lik stok ¢oOzeltiler hazirlanmustir.

3.4.4. Tampon ¢ozelti

Merck ve Sigma Aldrich firmalarindan temin edilen H3PO,4, H3BO3 ve CH3COOH?’ den
belirli miktarlarda alinip 1 L'lik balon jojede iyonik siddetini sabitlemek amaciyla 10 ml
0,1 M KCI eklenerek kan ve idrar deneylerinde de kullanilma iizere pH 1 ve 12 arasinda

olan ¢ozeltiler hazirlanmustir.

3.4.5. LIOAC Cozeltisi

Merck ve Sigma Aldrich firmalarindan temin edilen saflikta ve gerekli miktarlar alinip
referans elektorotun dis dolgu ve ve sartlanma ¢dzeltisi icin 1 M 100 mL lik LIOAC

¢Ozelti hazirlanmustir.
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3.4.6. KCI Cozeltisi

Merck ve Sigma Aldrich firmalarindan temin edilen KCI den gerekli miktarda alinip

referans elektrotun i¢ dolgu ¢6zeltisi i¢in 3 M 100 mL ¢ozelti hazirlanmistir.
3.5. Potansiyometrik Cahsmalar

Potansiyometrik c¢alismalarda, iyonofor olarak kullanilan madde Amonyum iyonuna
cevap vermistir. Bu yiizden burada sadece bu madde ile ilgili caligmalara yer
verilmistir. Bu maddelenin isminin ¢ok uzun olmasi nedeniyle, iyonofor seklinde

kodlama yapilmistir. Bu maddenin formiilii sekil 3.4’de verilmistir.

\
N
N
HsC CHs;
/N\
N N
CHj N

Sekil 3.4. 1,1'1"-(2,4,6-trimetilbenzen-1,3,5-triyDtris(metilen)tris(1H-indazol)’tin  kimyasal

yapist

3.5.1. Membranlarin hazirlanmasi

Sentezlenen iyonofor tanesi ve tetrafenil borat tuzu belirli oranlarda THF te ¢6ziilerek
farkli kokteyller hazirlanmistir (Chen ve ark., 2011). Bu kokteylerdeki iyonofor:tuz
orani degistirilmek suretiyle en uygun kompleks stokiyometrisi belirlenerek bu oranda
elektrotlarin karaktersitik Ozellikleri tayin edilmistir. Iyon segici PVC membran

elektrotun sematik gosterimi Sekil 3.5’te gdsterilmistir.
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» Ag/AgCI

I¢ Dolgu Cozeltisi

s > | PVC Membran

Sekil 3.5. NH," iyon-segici PVC membran elektrotun sematik gosterimi

3.5.2. Iyon segici elektrotlarin hazirlanmasi

Yukaridaki sekilde hazirlanan membranlar poly(chlorotrifluoroethylene) den yapilmis
ve ticari olarak temin edilebilen elektrota Sekil 3.5.'teki gibi yerlestirilerek vida
sikistirlmistir. Elektrotlar double-junction olarak hazirlanmistir. I¢ dolgu ¢ozeltisinde 1
mM KCI, dis dolgu ¢ozeltisinde ise 10 mM NH4NO;3 c¢ozeltisi elektrotun igine
doldurularak igerisine Ag/AgCl tel daldirlmistir. Olgiimlere baslanmadan 6nce
elektrotlar 10 mM NH;NOj3 ¢ozeltisinde sartlandirilmustir.

3.5.3. EMF olciimleri

Potansiyel 6l¢timleri 25 £ 0,1°C’ de EMF Suite 1.02 software ile kontrol edilen EMF 16
potansiyometre cihazi vasitasiyla yapilmistir (Sekil 5). Cozeltiler, 6lglimleri boyunca
sabit hizda karistirilmistir. Referans elektrot olarak 1 M LiOAc tuz kopriisii ¢ozeltisi ve
3 M KCl referans ¢ozeltisi bulunan double-junction Ag/AgCl elektrotu kullanilmustir.
Olgiimler tarafimizca hazirlanip yaptigimiz Faraday kafesi icerisinde gergeklestirilmistir
(Sekil 3.6.). Deneyde elde edilen biitliin EMF degerleri sivi temas potansiyelleri igin
verilen Henderson esitligi (3.1. nolu esitlik) kullanilarak diizeltilmistir (Morf, W. E.,
1981).
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Aktiflik katsayilarinin hesaplanmasinda iki parametreli Debye-Huckel esitligi (3.2 nolu
esitlik) kullanilmistir (Meier, 1982).

_ [AIZ4Z_ VR
—logy; = | Ty | +cve (3.2)

3.5.4. iyon segici elektrotlarin karakteristik ézelliklerinin belirlenmesi

Gelistirilen elektrotlarin, membran bilesiminlerinin yan sira segicilik katsayisi, ¢alisma
araligi, egimi, cevap siiresi, tayin limiti, omrii gibi 6zellikleri de literatiire uygun olarak
tayin edilmesi saglanmistir (Guilbault ve ark., 1976; Bakker, 1997).

3.5.4.1. Iyon-segici elektrolarin membran bilesiminin belirlenmesi

Caligmamizda sentezledigimiz iyonofor ve tetrafenil borat tuzu belirli oranlarda THF’da
¢oziilerek Boliim 3.5.1' de anlatildig: gibi farkli kokteyller hazirlanmigtir (Chen ve ark.,
2011). Bu kokteyller arasindaki iyonofor:tuz oranmi degistirilmek suretiyle en uygun
kompleks stokiyometrisi belirlenmesi saglanmis ve bu oranda elektrotlarin cevaplarina
gore en uygun bilesim belirlenmistir. Bununla ilgili yaptigimiz tiim ¢alismalar ve
calisma sonucunda bulunan tim sonuglar Bulgular ve Tartisma kisminda detayli bir

sekilde verilmistir.

3.5.4.2. Iyon-secici elektrolarin kalibrasyon egrilerinin cizilmesi ve egimlerinin

belirlenmesi

Bolim 3.5.2” de agiklandigi yonde amonyum iyon-segici elektrot hazirlanmistir. Bu

elektrodun, kalibrasyon degerleri egrisinin ¢izilmesinin yani sira egiminin belirlenmesi
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icin pH’ 1 TRIS tamponu ile 7.4> e ayarlanmis olan 0.01 M amonyum kloriir ¢cdzeltisi
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiye daha 6nce hazirlanan amonyum iyon-segici elektrot ve cift
temasli  Ag/AgCl referans elektrodu daldirilmistir. Cozeltilerin - potansiyelleri
kaydedilmistir. Olgiimler’de 25 + 0,1°C’ ta ve 0.01 M amonyum iyonu derisiminden
baslayarak seyreltme yoluyla devam edilmistir. Kaydedilen potansiyel degerleri daha
sonra pNH,4"e kars1 grafige gecirilmistir. Daha sonra kalibrasyon grafikleri yardimiyla

elektrodun egim degerleri ve stabil ¢alisma araligi tespiti yapilmustir.

3.5.4.3. Iyon-secici elektrolarin cevap siiresinin belirlenmesi

Bu asamadan sonra elektrodun verdigi cevap siiresini belirlenmek amacyla Bolim
3.3.4.2° de yapilan dlgiimlerde ¢ozelti sabit hizla karistirilirken, potansiyeli daha kararl
hale gelmesi i¢in gereken siireler kaydedilmis ve daha sonra bu siireler elektrodun cevap

stiresi olarak belirlenip referans alinmistir.

3.5.4.4. iyon-segici elektrolarin émriiniin belirlenmesi

Iyon segici elektrotlar, Boliim 3.5.2'de belirtildigi gibi hazirlanmistir. Daha sonra bu
elektrotlar 2 ay boyunca kalibrasyon c¢ozeltilerinin potansiyelleri okunmustur. Elde
edilen verilerle ¢izilmis olan kalibrasyon grafiklerinden, elektrodun egimi tespit edilip

ardindan elektrot egiminin diisiis gosterdigi stire elektrodun dmrii olarak alinmustir.

3.5.4.5. Iyon-secici elektrolarin secicilik katsayisinin belirlenmesi

Secicilik katsayilarinin tayini hakkinda literatiirde bir ¢ok farkli metotlar bulunmaktadir.
Ancak bu calismada, Ayr1 Cozelti Metodunu, Sabit Bozucu Iyon Metodunun yani sira
Sabit Primer Iyon Metoduda kullanilmistir. Bu metodlarn hesaplamalari Nicolskii-
Eisenmann esitliginin modifiye edilmesiyle elde edilen ve deneysel olarak daha

kullanislt olan esitlikler kullanilarak elde edilmistir.
E= Ef + —In(a(I]) + K§™a;(1)2/%) (3.3)
I
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Ayn Cozelti Metodu: Bu metotta; asil iyon ve girisim yapan iyonlarin esit aktivitedeki
ayr1 iki ¢ozeltisini hazirlayarak gelistirilen elektrot araciligiyla kalibrasyon grafigi
olusturulmustur. Elde edilen kalibrasyon grafiklerinin tiiriine gore E° degerleri ve

ardindan asagidaki bagintiya gore segicilik katsayilar1 hesaplanmistir. (Esitlik 3.4)

ZiF

Ki*" = exp{(Ep — Ef) o

1 (3.4)
Sabit Bozucu iyon Metodu: Bu metodun amaci, analitin belirli konsantrasyonda
bozucu iyon bulunmasidir. Kalibrasyon grafigi olusturulur. Grafik olusturulurken
yapilan seyreltmelerde kullanilan ¢ozeltiler, ayni konsantrasyonda bozucu iyon etkisini
icermektedir. Buradan elde edilen grafikten vasitasiyla asil iyonun aktivitesi, egrinin
dogrusal kisimlarinin extrapolasyonu ile hesaplanip daha sonra asagidaki esitlikte
yerine konarak seg¢icilik katsayis1 hesaplanmistir. (Esitlik 3.5)

pot _  ai@)
KU —a](])zl/z] (3.5

3.5.4.6. Tyon-secici elektrolarin tayin limitinin belirlenmesi

IUPAC’a gore Referans elektrotlarin tayin smiri, kalibrasyon egrisinin dogrusal
kisimlarinin ¢akigsmasi olarak tanimlanmaktadir. Bu tanim, alt ve iist tayin sinirlarina
uygulanabilmektedir. Bizim calismalarimizda tayin limiti, kalibrasyon grafiklerinden
deneysel olarak elde edilen verilerin asagidaki esitlikte yerine konmasiyla hesaplamasi
yapilmustir. (Esitlik 3.6)

(Eson—E®)

DL = exp{Tpe (36)
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3.5.4.7. Iyon-secici elektrolarin ¢calisma araligimin belirlenmesi

IUPAC’in iyon segici elektronlari calisma araligimin belirlenmesi, bir hiicrenin
potansiyel deger degisim farkliligina karsi ¢izilen iyonik aktiviteye verdigi cevabin
logaritmasinin grafigi yardimiyla tayin edilmis alt ve st tayin simirlarinda bulunan
cevap aralig1 bolgesine dogrusal ¢alisma araligi denilmektedir. Bizim ¢alismalarimizda
elde edilen tayin limitleri arasinda Nernstian cevap alinan bolge calisma araligi olarak

belirlenmistir.

3.5.4.8. Iyon secici elektrotlarin biyolojik sivilarda uygulamalar:

Gelistirilmis olan elektrotlar, kan ve idrar gibi biyolojik sivilara uygulamalart ile ilgili
literatiirlerin modifiye edilmeleriyle gerceklestigi gozlenmistir. (Proelss ve ark., 1973;
Lopez, S, 1998; Claudia E, 1999; Georges, J, 1979; Mascini, M, 1977). Buradaki amag
sadece kan ve idrar gibi biyolojik sivilardaki amonyum miktarini 6lgmek olmustur.
Bundan dolay1 6rnekler herhangi bir hastalik tiirii tasiyan bir gruptan degilde saglikli bir

gruptan alinmistir.

Kanda amonyum tayini yapmak i¢in, 3 ayri1 kisiden heparinli tiiplere kan o&rnekleri
alinmistir. Bu 6rneklerin miktar1 5 mL {izeri olup bu 6rnekler buz icerisinde sogutulmus
0.5 M 5 mL perklorik asit ¢ozeltisi eklenerek 5 dakika buz igerisinde proteinlerin
¢okmesi i¢in saglanmigtir. Daha sonra 2000 rpm de 5 dakika santrifiijleme islemine tabi
tutulmustur. Bundaki amag kandaki berrak kisimlar alinip Tris ile pH 7.4’e ayarlanarak,
Boliim 3.5.2" deki gibi hazirlanan 3 ayri elektrotlar ile 6lgiimler alinmistir. Bulunan
degerler ayn1 giin icerisinde olusturulan kalibrasyon grafiginin lineer ¢aligma araligina
diistiigli  icin konsantrasyon hesaplamasi yapilmigtir. Buna ilaveten metodun

gecerliligini dogrulamak amaciyla standart ekleme yontemi kullanilmastir.

Diger bir tayin ise idrarda amonyum tayinidir. Bunun i¢in, 3 ayr1 kisiden alinan idrarlar
0.5 M HCI asit ilavesinden sonra 30 kat seyreltilerek toplam hacim 50 mL olacak
sekilde Tris ile pH lar1 7.4’ e ayarlanmistir. Ayarlanan ¢dzeltilerin 6l¢iimleri hazirlanan

3 ayr elektrotlarla alinmistir. Bulunan degerler ayni giin igerisinde olusturulmus olan
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kalibrasyon grafiginin lineer ¢aligsma araligina diistiigii icin konsantrasyon hesaplamast
yapilmistir. Buna ilaveten metodun dogrulugunu dogrulamak amaciyla ortama iki farkl

konsantrasyonda standart amonyum ¢ozeltisi eklenip tekrardan 6lgtimleri yapilmustir.

Iyon segici elektrotlarin dl¢iim sistemi Sekil 3.6°da gdsterilmistir.

Sekil 3.6. Iyon segici elektrotlarin dl¢iim sistemi
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Sekil 3.7. Tyon secici elektrotlarin dlgiimlerinin yapildig1 programdan bir kesit
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Sentez ve Karakterizasyon Calismalari

Amonyuma duyarli iyon secici elektrotlarin gelistirilmesinde kullanilmak iizere
yapisinda indazol grubu igeren alt1 siibstitiientli benzen yapilarindan olusan tripodal
reseptorler sentezlenmistir. Sentezlenen bu iyonoforlarm karakterizasyonlarinda *H

NMR, *C NMR, IR ve elementel analiz gibi enstriimental yontemler kullanilmistur.

4.1.1. 1H- indazol' iin karakterizasyonu

1H- indazol'iin *H ve *C NMR'lar1 sonuclar1 agagida mevcuttur.
'H NMR (CDCls): & 11.20 (brs, 1H, -NH), 8.19 (s, 1H, indazol), 7.83 (d, 1H, Ar), 7.52
(d, 1H, Ar), 7.46 (t, 1H, Ar), 7.20 (t, 1H, Ar).

3C NMR (CDCly): 8 140.12, 134.70, 126.88, 123.18, 121.02, 120.95, 109.90.

Sentezlenen molekiil *H NMR (Sekil 4.1) ve *C NMR (Sekil 4.2) spektrumlarina
bakildiginda 'H- indazol' e ait olmas gereken piklerin tamaminin mevcut oldugu

dolayistyla molekiiliin sentezlendigi goriilmektedir.
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Sekil 4.1. 'H- indazol bilesiginin "H NMR spektrumu

Sekil 4.2. "H- indazol bilesiginin **C NMR spektrumu
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4.1.2. 1,1'1"-(2,4,6-trimetilbenzen-1,3,5-triyl)tris(metilen)tris(1H-indazol)’ iin

karakterizasyonu

Iyon secici elektrot yapiminda kullanilacak olan iyonoforun sentezlenmesi, ilgili
literatiirlerin  modifiye edilmis sekillerinin uygulanmasiyla gerceklestirilmistir

(Lokhande ve ark, 2007; Chen ve ark., 2011; Morf, 1981).

Alinan IR ve NMR spektrumlarina ve elementel analiz sonuglarina bakildiginda
maddelerin sentezlerinin gergeklestigi anlasilmis ve sensér c¢alismalarina gegilmistir.
Sentezlenen maddeye ait NMR spektrumu Sekil 4.3.’de ve elementel analizleri Cizelge

4.1.°de verilmistir.
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Sekil 4.3. 1,1'1"-(2,4,6-trimetilbenzen-1,3,5-triyl)tris(metilen)tris(1H-indazol)’e ait 'H-NMR
spektrumu.

IH-NMR (Aseton-dg): 5 8.04-7.02 (m, 15H, Ar-H ve -CH=N-), 5.84, 5.73 (s, 6H,
-CH,-N), 2.55, 2.48 (s, 9H, -CHs).

2.95 ve 2.07 ppm’deki pikler aseton-ds ¢6ziiciisiine aittir. 2.55 ve 2.48 ppm’de goriilen
pikler bir dublet olmayip iki singlettir. Dublet oldugu diisiiniilerek elde edilen j degeri
32 Hz’dir. Bu da boyle bir bilesikte olmas1 gereken eslesme sabitlerine uymamaktadir.
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Bu pikler bir izomeriyi gosterir. Ayni1 durum 5.84 ve 5.73 ppm’de goriilen iki pik i¢in
de gecerlidir. Ciinkii buradan elde edilen j degeri 44 Hz olup, boyle bir bilesikte bu j
degerini verecek bir yapi yoktur. Bu iki pik de bir izomeriyi gosterir. 2.55 ve 2.48
ppm’de goriilen —CHj3 pikleri ile, 5.84 ve 5.73 ppm’de goriilen —CH,— pikleri ve
bunlarin integral degerleri onerilen bilesik ile uyumludur. 8.04 ile 7.02 ppm arasinda
gorillen pikler icin de, pikler acilarak yapilan hesaplamalarda ayni durum
goriilmektedir. Bu kisimdaki piklerden j degerleri, izomer piklerinin birbirini {izerine

gelmesi nedeniyle hesaplanamamistir. (Sekil 4.3)

Cizelge 4.1. 1,1'1"-(2,4,6-trimetilbenzen-1,3,5-triyl)tris(metilen)tris(1H-indazol)’e ait
elementel analiz sonuglari

(%) C | (%) H (%) N (%) S (%) O
Teorik Degerler” | 77.62 | 5.92 15.46 -- --
Analiz Sonuglar1 | 76.98 | 5.78 16.17 -- --

4.2. Potansiyometrik Calismalar

4.2.1. Tyon segcici elektrotlarin karakteristik 6zelliklerinin belirlenmesi

Gelistirilen elektrotlarin, membran bilesimi, secicilik katsayisi, tayin limiti, ¢alisma
aralig, egimi, cevap siiresi, Omrili, gibi Ozellikleri literatiire uygun olarak tayin

edilmistir (Bakker ve ark., 1992; Seiler ve ark.,1992).

4.2.1.1. iyon-segici elektrotlarm membran bilesiminin belirlenmesi

Iyon segici elektrotlarin membran bilesiminin belirlenebilmesi asamasinda sentezlenen
iyonofor ve tetrafenil borat tuzu 6n ¢alismalarda belirlenen oranlarda THF te ¢oziilerek
farkli kokteyller hazirlanmistir (Chen ve ark., 2011). Bu kokteyllerdeki iyonofor: tuz
orani degistirilmek suretiyle en uygun kompleks stokiyometrisi belirlenerek bu oranda

elektrotlarin cevaplarina gore en uygun bilesim belirlenmistir.
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Literatlir arastirmalarina gore, PVC matriksli nétral tasiyicili membran elektrotlarin
hazirlanmasinda, siklikla tercih edilen bilesimin % 1-7 makrosiklik bilesik (notral
tasiyict), % 28-33 PVC (i¢ matriks), % 60-69 plastiklestirici (¢oziicli), % 0,03-2
iletkenlik arttirict (lipofilik anyon) o6zellige sahip oldugu gorilmektedir (Demirel,
2004). Bu sebeple yukarida verilen bilesim araliklarinda ndtral tasiyici, PVC,
plastiklestirici ve iletkenlik artirict oranlart farkli degerlerde alinarak en uygun

membran bilesimi belirlenmeye c¢aligilmistir.

Calismamizin 6n deneme asamasinda membran matriksi olarak, PVC; plasliklestirici
olarak, 2-nitrofenil oktil eter (0-NPOE), bis(2-etilhekzil) sebakat (DEHS), dibiitil ftalat
(DBP), iletkenlik artiric1 olarak sodyum tetrakis[3,5-bis(perfluorohekzil)fenil]borat tuzu

kullanilmaistir.

Membran bilesiminin belirlenmesi amaciyla ¢ok fazla sayida denemeler yapilmis ve bu
denemeler sonucunda ideal oranin %32 PVC, %65 plastiklestirici, %3 iyonofor oldugu
goriilmistiir. Plastiklestrici tiirlinlin belirlenmesi amaciyla yapilan denemelerde de en
iyi plastiklestiricinin o-NPOE oldugu, iyonofor oraninin etkisi incelendiginde iyonofor
yiizdesinin %3 oldugu sartlarda daha iyi cevaplar alindigi kanaatine varilmistir.
Iletkenlik artirici tuz olarak farkli tuzlar denemis fakat tuzlar arasinda ¢ok fazla bir

farklilik yakalanmamisg, bu durumda en ucuz olani tercih edilmistir.

Iyonofor:tuz oraninin belirlenebilmesi i¢in, ¢ok farkli oranlarda kokteyller hazirlanmus,
her birinin cevaplari, egimleri, tayin limitleri incelenmistir. Bu incelemeler
tamamlandiginda, bu denemeler ve teorik durumlar kombine  olarak

degerlendirildiginde ideal oranin 3:1 oldugu neticesine varilmistir.

Bu denemeler sonucunda elde edilen bu orani kendi sistemimize uyarlayarak Boliim
3.5.2” de belirtildigi sekilde elektrotlarimiz hazirlanmis ve Olglimler yapilmistir. Bu
Ol¢iimler sonucunda elde edilen tayin limiti, ¢alisma aralif1 ve egim degerleri Cizelge

4.2’ de verilmistir.
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4.2.1.2. iyon-secici elektrotlarin kalibrasyon egrilerinin cizilmesi ve egimlerinin

belirlenmesi

Boliim 3.5.2° de anlatildgi sekilde hazirlanmis olan amonyum iyon-segici elektrodun,
kalibrasyon egrisinin ¢izilmesi ve ardindan egiminin hesaplanmasi igin bir seri
amonyum ¢ozeltileri pH lar1 7.4 olacak sekilde TRIS tamponu kullanilmis ve
hazirlanmistir. Bu ¢6zeltilere hazirlanan amonyum iyon-segici elektrot ve Ag/AgCI
referans elektrodu yerlestirilerek 6lgiimler yapilmistir. Kaydedilen potansiyel degerleri
PNH;"e kars1 grafige gecirilmistir. Kalibrasyon egrisi Sekil 4.4.’de verilmistir. Bu
kalibrasyon egrilerinin dogrusal kismindan elektrotlarin ¢alisma araligi, egimlerinden
ise hazirlanan amonyum iyon-segici elektrotun egimi hesaplanaral Cizelge 4.2.’de
verilmistir. Tablodaki degerlere bakilip incelediginde, egimin 58.03+0.76 oldugu
goriilmektedir. Bu degerlerde bulunan egimlerin ¢ok iyi oldugunun bir gostergesidir.
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Sekil 4.4. Amonyum iyon segici elektrotun kalibrasyon egrisi

4.2.1.3. Iyon-secici elektrolarin cevap siiresinin belirlenmesi

Iyon secici elektronlarmn cevap siirelerinin belirlenmesi hakkinda genel bilgi ve prosediir
icin Bolim 3.3.4.2° de yapilan ol¢timlerde ¢o6zelti stabil bir hizla karistirtlmistir.
Ardindan potansiyelin kararli hale gelmesi i¢in gerekli siireler kaydedilmis ve

potansiyellerin kararli olarak goziiktiigli degerler elektrodun cevap siiresi olarak
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belirlenmistir. Yaptigimiz ¢aligmada ortalama olarak cevap siiresi 15 saniyenin altinda

oldugu tespit edilmistir.

4.2.1.4. Tyon-secici elektrolarin 6mriiniin belirlenmesi

Iyon secici elektrotlarin émriiniin tespit edilmesi islemleri, Boliim 3.5.2° de anlatildig
gibi elektrotlar hazirlanmis olup, 2 ay boyunca kalibrasyon deger c¢ozeltilerinin
potansiyel hesaplama degerleri okunmus ve ¢izilen kalibrasyon grafiklerinden
elektrodun egimi tayin edilmistir. Elektrot egiminin diismeye basladigi siire elektrodun
omrii olarak alinmistir. Iki aym sonunda, elektrodun egiminin ¢ok fazla degismedigi

Sekil 4.5." de ¢izelen grafikte gozlenmistir.
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Sekil 4.5. Elektrot 6mriiniin belirlenmesi ¢alismalari

4.2.1.5. Iyon-segici elektrolarin tayin limitinin belirlenmesi

Tayin limitini belirleme ¢alismamizda, kalibrasyon grafikleri araciligiyla deneysel
olarak elde edilen veriler, Esitlik 3.6 da verilen denklemlerin yerine konmasiyla
hesaplanmis ardindan sonuglar Cizelge 4.2.°de verilmistir. Bu tablodaki degerlere
baktigimizda elektrotun tayin limiti 2.4x10° M olarak hesaplanip bulunmustur.
Literatiirdeki degerler ile karsilastirdigimizda, Kawakami ve arkadaslari 3.2x10° M,
Suzuki ve grubu 1x10™ M, Chin ve arkadaslari 2.5x10° M, Benco ve arkadaslar1 1x10™
M, Chandra ve arkadaslari 3.9x10° M olarak bulduklarini belirtmislerdir. Bu sonuglari
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g6z Oniinde bulundurdugumuzda, ¢alismamizdaki degerin literatiirdeki degerlere gok

yakin oldugunu sdyleyebilmemiz miimkiindiir.

4.2.1.6. Tyon-secici elektrolarin calisma araliginin belirlenmesi

Calismalarimizda elde ettigimiz kalibrasyon egrileri araciligiyla Nernstian alinan cevap
bolgelerini galisma araligi olarak belirlenmistir. Bu araliklar ve sonuglara Cizelge 4.2.°
de yer verilmistir. Cizelge 4.2.’deki degerlere bakildigi zaman elektrotlarin ¢alisma
araligi 1.0x10-2x10° M olarak bulunmustur. Bu degerler goz oniine alindiginda,
nonactinin ¢aligma araliginin bizim hazirladigimiz elektrotlarin ¢aligma araliklarindan

daha fazla genis oldugu sonucuna varabiliriz.

Cizelge 4.2. Elektrotlarin tayin limitleri, caligma araliklar1 ve egimleri

. S < Egim
Iyonofor Tayin Limiti | Calisma Arahg mV/pNH,*
fyonofor 2.4x10° 1.0x10"-2x10° | 58.03+0.76
Nonactin 3.4x10°° 1.0x107-2.4x10° | 60.00 +0.02

4.2.1.7. pH arah@imn belirlenmesi

Hazirladigimiz elektrotlarin Hidrojen iyonuna duyarli olup olmadigim belirlemek i¢in
0.01 M HCI g¢ozeltisinin seyreltme yoluyla cevaplart olgiilerek Sekil 4.7.” deki grafik
elde edilmistir. Bu grafige baktigimizda, elektrotun pH: 6.5 e kadar hidrojen iyonuna
cevap verdigi fakat daha biiyiik pH degerlerinde cevap vermedigi goriilmektedir. Ayrica
dort farkli tampon ¢6zeltisinde de denemeler yapilarak Sekil 4.8 de verilmistir. Her iki
grafik incelendiginde, NH;"-NH; dengesi diisiiniildiigiinde ve literatiirdeki ¢aligmalar
incelendiginde optimum pH nin 7.4 olduguna karar verilmis ve ¢aligsmalar bu pH’ ta

gergeklestirilmistir.
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4.2.1.8. Iyon segici elektrotlarin secicilik katsayisinin belirlenmesi

Elektrotlarin secicilik katsayilarinin tayini igin literatiirde bir ¢ok farkli metot
bulunmaktadir. Bizim ¢alismamizda, Ayrik Cozelti Metodu, Sabit Bozucu Iyon Metodu
ve Sabit Primer Iyon Metot yontemleri kullanilmistir. Hesaplamalarda deneysel kisimda
verilen esitlikler kullanilmistir. Elde edilen sonuglar, en az {i¢ deney sonucunun
ortalamasi seklinde ifade edilmistir. Segicilik ¢alismasinda amonyum iyonuna karsi
potasyum, sodyum, lityum, kalsiyum, kursun, ¢inko, kadmiyum, nikel ve stronsiyum

tyonlarinin segicilikleri tespit edilmis ve Cizelge 4.3’ te verilmistir.
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Cizelge 4.3.’teki degerlere bakildiginda, kiyas maddesi olarak kullanilan nonactin
maddesi i¢in biitin elektrotlar buna gore degerlendirilmesi yapilmistir. Nonactin
maddesi piyasada ticari olarak amonyum iyon segici elektrotlarda iyonofor seklinde
kullanilmaktadir. Literatiirde amonyum iyonun segici elektrotlarla ilgili baz1 ¢alismalar
bulunmaktadir. Bu ¢alismalar hakkindaki bilgileri literatiir 6zeti kisminda yer
verilmistir. Biitiin bu ¢alismalar gbz Oniine alindiginda genel olarak temel problemin
aslinda nonactin maddesinin potasyuma Kkars1 segiciliginin diisiik olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bizim ¢aligmamizda ise ¢ikis noktasini bu temel iizerine planlayip
olusturduk. Cizelge 4.3.’teki degerlere bakildiginda, iizerinde ¢alistigimiz katyonlarin
bir ¢ogunun (lityum, kursun, ¢inko, kadmiyum, nikel) gelistirdigimiz elektrotlara gore
nonactin bazli elektrotlardan ¢ok daha iyi sonuglar elde edemedigimizi tespit ettik.
Fakat gelistirdigimiz elektrotlarin potasyum iyonuna karsi segiciliklerini g6z Oniine
aldigimizda nonactine gore daha iyi oldugunu séylememiz miimkiindiir. Bu degerlerin
literatiirdeki degerlerle karisilastirildiginda hemen hemen ayni oldugunu, hatta
bazilarindan daha iyi oldugunu sdyleyebilmemiz miimkiindiir. Ayrica gelistirdigimiz
elektrotun sodyum iyonuna kars1 segicilikleride nonactin bazli elektrotlara kiyasla daha

Iyi durumda oldugu s6ylenebilir.

Literatiir degerleri incelendiginde; Kawakami ve arkadaglarinin potasyuma gore
seciciligi logKnna+  k+= -1.2, sodyuma gore segiciligi logKnna+ . na+= -1.87 olarak
bulduklarimi ifade etmislerdir. Diger bir ¢alismalarinda ise, -1 ve -3.52 olarak
bulmuslardir. Farkli bir grubun yaptig1 bir calismada ise l0gKnwa+, k+= -0.97, 10gK NHa+,
Na+= -3.00 olarak bulunmustur. Suzuki ve arkadaslar1 logKnu4+ k+=-1,6 bulduklar1 halde
kalsiyuma kars1 ciddi bir girisim tespit etmislerdir. Chin ve arkadaslar1 ise yaptiklari
amonyum iyon sec¢ici elektrotun, potasyum iyonuna karsi segiciligini -2.8 olarak
bulduklarim1 belirtmisler fakat sodyum segiciligini diisitk bulmuslardir. Yan Jin ve
arkadaglarinin potasyuma gore seciciligini, -1.84 bulmuslardir. Chandra ve arkadagslari,

potasyuma kars1 se¢iciligini -1.801 ve sodyuma gore ise -2.850 olarak bulmuslardir.

Bizim buldugumuz degerler ile literatiirdeki degerler arasinda bir kiyaslama yaptigimiz
ve hem potasyuma karst hemde sodyuma karsi segiciliklerini - beraberce

degerlendirdigimiz zaman, bunlarin oldukca iy1 oldugunu s6ylememiz miimkiindiir.
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Cizelge 4.3. Amonyum iyon secici elektrotun farkli katyonlara kars1 segicilik katsayilar

Secicilik katsayisi, logKnna+ 3+

iyonofor

Potasyum Sodyum Lityum Kalsiyum [Kursun Cinko Kadmiyum [Nikel Stronsiyum
iyonofor -1.7240,12 |- 4.57+0,55 |- 4.80£0,70 | - 3.76+0,32 |- 3.49+0,75 |- 3.72+0,43| -3.42+0,26 |-1.36+0,23 | -4.28+0,82
Nonactin| -0.86 -2.70 -3.29 -3.86 -324 -4.00 -3.63 -1.94 | hesaplanamadi

4.2.1.9. iyon segici elektrotlarin biyolojik sivilarda uygulamalar

Gelistirmis oldugumuz elektrotun, kan ve idrar gibi biyolojik sivilara olan uygulamalari

ile ilgili literatiirler arastirilmis ve modifiye edilerek uygulamasi gergeklestirilmistir
(Claudia, ve digerleri, 1999), (Georges, 1979), (Mascini & Gullbault, 1977). Kanda ve

idrarda amonyum tayini i¢in yaptigimiz deneylerde elde edilen sonuglar ve % geri

kazanim hesaplamalar1 asagida verilmistir.
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Cizelge 4.4. Amonyum iyon secici elektrotlar ile kan drneklerinde amonyum tayini

Eklenen Bulunan % Geri
iyonofor Numune
Amonyum(mg/L) Amonyum(mg/L) Kazanim
- 16.32 + 1.80 -
L. Kisi 60.00 78.39 + 5.70 103.46
90.00 111.52 + 8.67 105.79
- 9.28 + 127 -
Iyonofor 1. kisi 60.00 6724 + 4.50 96.60
90.00 97.53 + 8.27 98.06
- 7.81 =+ 1.31
III. Kisi 60.00 64.93 + 3.08 95.19
90.00 100.61 £ 4.90 103.11
- 5.01 <+ 0.37
L. Kisi 60.00 67.18 + 3.56 103.61
90.00 9742 £ 5.72 102.67
- 482 =+ 0.21 -
Nonactin 1. Kisi 60.00 66.38 + 3.28 102.59
90.00 99.90 + 5.12 105.64
- 438 =+ 0.34 -
II1. Kkisi 60.00 68.03 + 4.32 106.24
90.00 96.41 + 527 102.25

Cizelge 4.5. Amonyum iyon seg¢ici elektrotlar ile idrar 6rneklerinde amonyum tayini

. Eklenen Bulunan % Geri
Iyonofor Numune
Amonyum(mg/L) Amonyum(mg/L) Kazanim
- 47729 +11.55 --
L. kisi 30 507.56 +£9.79 100.88
50 531.07 £9.72 107.55
. - 47823 +£7.08 -
Iyonofor I1. Kisi 30 510.69 + 12.74 108.20
50 531.63 +10.41 106.81
- 161.10 +2.61 -
II1. Kisi 30 192.68 +3.56 105.27
50 216.58 +4.49 110.96
- 406.73 +9.28 -
L. Kisi 30 435.32 +14.20 95.31
50 456.23 +13.25 99.00
- 529.22 +17.49 -
Nonactin I1. Kisi 30 558.63 + 16.28 98.06
50 580.50 +17.02 102.58
- 155.72 +4.08 -
1. Kisi 30 185.93 +5.208 100.68
50 207.01 +4.08 102.57
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Verilen bu degerler en az {i¢ 6l¢iim sonucu olmakla beraber ortalama deger olarak
cizelgede verilmistir. Bu verilere baktigimizda, bulunan bu degerlerin literatiirde
bulunan bu degerlerle uyumlu oldugu gézlenmis, sonuglarin ¢ok yakin oldugu tespit
edilmistir. % Geri kazanim degerlerine bakildiginda sayesinde elektrotlarin cevaplarinin
giivenilir oldugu ve gercek numunelere uygulamasinin basarili bir sekilde gerceklestigi

sOyleyebilir.
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5. SONUC

Bu c¢alismanin amaci, giinimiizde en fazla ihtiyag duyulan c¢evresel ve Klinik
analizlerdeki yiiksek segicilige sahip ve membran bilesiminde indazol grubu igeren alt1

stibstitiientli benzen tiirevlerini igeren yeni iyon secici elektrotlarin gelistirilmesidir.

Kullanmis oldugumuz sistem, uygulanabilirlik testlerinden basar1 ile ge¢mesi
durumunda farkli c¢aligmalarin ¢ikmasina yardimci olacaktir. Buna Ornek verilecek
olursa, kati hal elektrotlarin hazirlanmasi ve daha sonra minyatiirize edilmesiyle
mikrosensorlerin yapilmasina olanak saglayacaktir. Bunlar1 basta tipta; reyes sendromu,
hepaticcoma, ve bobrek rahatsizliklart gibi bir ¢ok Onemli hastaliklarin direkt
belirleyicisi olan amonyagin devamli takip edilmesinde kullanilabilecektir. Bunun
disinda iire, kreatin gibi metabolitlerin indirekt olarak tayin edilmesinde kullanim
olanag1 saglayacaktir. Bunlarin disinda HPLC, iyon kromatografisi, akis enjeksiyon
sistemlerinde dedektor olarak kullanilmasida teknolojik alanda uygulamaya katki

saglayacaktir.

Bu vesile ile Bilim ve Teknoloji Yiiksek Kurulu (BTYK) ve TUBITAK tarafindan
Ulusal Bilim ve Teknoloji Politikalar1 kapsaminda belirlenen Vizyon 2023 Strateji
Belgesi'nde, tibbi cihazlarda, alet ve malzeme alanlar igerisinde ve iilke oncelikleri
arasinda olan sensor/dedektdr teknolojileri alanlart ile ilgili bir ihtiyacida karsilamasina

yardime1 olacaktir.
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