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Hidrazin (N;Ha), endiistride ve ¢esitli alanlarda yaygin olarak kullanilan oldukga kararsiz ve toksik
bir maddedir. Bundan dolay1 hidrazinin segici, hassas ve hizli bir sekilde tespit edilmesi olduk¢a 6nemlidir.
Hem ¢evredeki hem de biyolojik sistemlerdeki N>H4’lin tespit edilmesi i¢in farkli mekanizma ve alict
gruplara dayali olarak birgok floresan sensor gelistirilmistir.

Bu calismada, hidrazin tespiti i¢in florofor grup olarak benzotiyazol, ayrilan grup olarak ftalimid
igeren 2-(2-(benzo[d]tiazol-2-il) fenil) izoindolin-1,3-dion (BTF) sensorii sentezlenmistir. Sentezlenen
floresan sensér 'H-NMR, '3C-NMR ve FT-IR ile karakterize edilmistir. Sensoriin segicilik ¢alismalari
gesitli anyonlarm (ClOy, Cl,, NOy, NOs,, AcO", Br, SO4*, I), katyonlarn (Cu?*, Na*, Cd*', Pb*, Ba*",
Zn?"), biyolojik molekiillerin (Ure, L-Glutatyon, Pirolin) ve aminlerin (Amonyak, Trietilamin, Dietilamin,
Hekzametilendiamin, 1-Naftilmetilamin, 3-Metoksipiropilamin) eklenmesiyle gerceklestirilmis ve
sensOriin yalniz hidrazine kars1 secici davrandigi belirlenmistir. Sensoriin floresans yogunlugu, hidrazin
miktarinin kademeli olarak artirilmasiyla artmigtir. Sensor 200 esdeger hidrazin varhiginda 200 dakika
sonunda dengeye ulagmistir. Sensoriin minimum tespit limiti (LOD) 46,03 uM olarak hesaplanmustir.
Ayrica, sensoriin farkli pH’lardaki performansi incelenerek floresans yogunlugunun pH 7.4’te maksimum
oldugu goriilmiistiir. Cozelti ve gaz fazindaki hidrazinin gorsel olarak tespiti i¢in TLC test seritleri
hazirlanmig ve iyi algilama sonuglart elde edilmistir. NoHy4 ile sensor arasindaki mekanizma HPLC
teknigiyle ortaya konulmustur. Sensoérdeki ftalimid grubunun N,Hjy ilavesiyle bilesikten ayrildigi ve PET
mekanizmasi yoluyla floresans 1simanin oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Hidrazin, hidrazin tespiti, floresans spektroskopisi, floresan sensor,
benzotiyazol
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Hydrazine (N>H4) is a highly unstable and toxic substance widely used in industry and various
fields. Therefore, selective, sensitive and rapid detection of hydrazine is very important. Many fluorescent
sensors have been developed based on different mechanisms and acceptor groups for the detection of NoHy
in both environmental and biological systems.

In this study, 2-(2-(benzo[d]thiazol-2-yl) phenyl) isoindolin-1,3-dione (BTF) sensor containing
benzothiazole as fluorophore group and phthalimide as leaving group was synthesized for hydrazine
detection. The synthesized fluorescent sensor was characterized by 'H-NMR, '3C-NMR and IR. The

sensor’s selectivity studies are conducted on various anions (ClO4, Cl, NOy, NOs,, AcO", Br', SO4, I),
cations (Cu?*, Na*, Cd**, Pb*', Ba*", Zn?"), biological molecules (Urea, L-Glutathione, Pyrroline) and
amines (Ammonia, Triethylamine, Diethylamine, Hexamethylenediamine, 1-Naphthylmethylamine, 3-
Methoxypyropylamine) and it was determined that the sensor acts selectively only against hydrazine. The
fluorescence intensity of the sensor increased with the gradual increase of the amount of hydrazine. The
sensor reached equilibrium after 200 minutes in the presence of 200 equivalents of hydrazine. The minimum
limit of detection (LOD) of the sensor was calculated as 46,03 uM. In addition, the performance of the
sensor at different pHs was examined, and it was seen that the fluorescence intensity was maximum at pH
7.4. TLC test strips were prepared for visual detection of hydrazine in solution and gas phases and good
detection results were obtained. The mechanism between N>H4 and the sensor was revealed using HPLC.
It was determined that the phthalimide group in the sensor was separated from the compound by the addition
of N>H4 and there was fluorescence through the PET mechanism.

Keywords: Hydrazine, hydrazine detection, fluorescence spectroscopy, fluorescent sensor,
benzothiazole
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1. GIRIS

Hidrazin, amonyak kokusuna benzeyen berrak, renksiz, son derece reaktif, ugucu
ve yanici bir molekiildiir (Manna, Gangopadhyay, Maiti, Mondal ve Mahapatra, 2019).
Ortaklanmamuis elektron ciftine sahip iki azot ve siibstitiie edilebilir dort hidrojen atomu
icerir. Hidrazin a-etkisi nedeniyle giiclii indirgenebilirlige, yiiksek baziklige ve suda iyi
¢Oziinlirliige sahiptir (Yan, Zhang, Xie, Mu ve Zhu, 2020). Su ile karisarak hidrazin
hidrati olusturur. Hidrazin hidrat, susuz hidrazinden daha kararhidir ve parafin kapl
sizdirmaz kaplarda ayrismadan birka¢ yil saklanabilir. Hidrazin hidrat, fizikokimyasal
ozelliklerinin bircogunda susuz hidrazine benzese de ikisi arasinda fiziksel olarak
farkliliklar vardir. Bu, hidrazinin hidratli formda su ile karigsmasindan kaynaklanir (K. C.

Patil (Editor), 2014). Hidrazin molekiiliiniin yapis1 Sekil 1.1°de gosterilmektedir.

Sekil 1.1. Hidrazin molekiiliiniin yapisi

Diinyada hidrazin iiretimi yaklasik 200.000 tondur. Hidrazin, jet motoru ve roket
yakiti, antioksidan, indirgeyici ajan, katalizor, yakit hiicresi reaktani, polimer capraz
baglama ajan1 ve zincir uzatici, CO; tutucu, pestisit ve ilag hammaddesi olarak kullanilir
(Yan ve digerleri, 2020). Emiilgatorlerin, korozyon inhibitorlerinin ve tekstil boyalariin
hazirlanmasinda kullanilir (Cui, Ji, ve digerleri, 2014). Bocek ilaglarinda ve bitki biiylime
diizenleyicilerinde kullanilir (Maji ve digerleri, 2016). Termoplastik kaliplama isleminde
benzoilhidrazin kullanilir. Etilhidrazin, anti-korozif etkisi i¢in kullanilir. Fenilhidrazin ise
boyalarin imalatinda kullanilir (Bela Toth, 2021).

Hidrazine uzun siire maruz kalmak karaciger hasarina, metabolik anormallige,
hiperlipidemiye, DNA hasarina, hepatotoksisiteye ve kansere neden olur (Yan ve
digerleri, 2020). Hidrazin, suda ¢oziiniirliigii nedeniyle deri alt1 ve solunum yoluyla

biyolojik sistemler tarafindan kolayca emilir (Lu, Fan, Shi, Lu ve Fan, 2017). Bu da gegici



korliik, bas donmesi, mide bulantisi, alerji ve yaniklarina neden olur (Yan ve digerleri,
2020). Proteinlerde ve niikleik asitlerin yapisinda ciddi bozulmalara neden olur (Du ve
digerleri, 2020).

Hidrazin tespitinde; kromatografik teknikler, kromatografi-kiitle spektrometrisi,
ylizeyi giiclendirilmis raman spektroskopisi, kilcal elektroforez, potansiyometri,
amperometri (Roy ve Bandyopadhyay, 2018), akis enjeksiyonu, elektrokimyasal
algilama, elektrokatalizor gibi teknikler kullanilmaktadir (Yan ve digerleri, 2020). Bu
tekniklerin cogunda, zorluk olusturan uzun islem siiresi ve pahali 6l¢tim aletlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Ancak floresan sensorler bu dezavantajlardan yoksundur ve hidrazin
tespiti icin kolay, diisiik maliyet, yiiksek segicilik (Roy ve Bandyopadhyay, 2018),
yiiksek hassasiyet, hizli yanit, yerinde algilama veya izleme ve basit hazirlik gibi

avantajlar sunmaktadir (T. Liu ve digerleri, 2020).

1.1. Floresans Olaymin Temelleri

Liiminesans, belirli dalga boyundaki bir 15181n madde tarafindan absorbe edildigi
ve daha uzun dalga boyunda yayildig1 bir siirectir. Bu siirecte maddeden yayilan 15181n
dalga boyu, gelen 15181n degil, maddenin 6zelliginden kaynaklanmaktadir. Maddeden
yayilan 1s1k, goriiniir, ultraviyole veya kizil tesi bolgede olabilir (Siraj ve digerleri,
2016). Liiminesans, floresans ve fosforesans olarak iki baslik atinda ele alinir. Bu ayrim,
151k yayan molekiiliin uyarilmis halden sonraki emisyon mekanizmasinin farkliligindan

kaynaklanmaktadir (Sencer Selcuk, 2010).

1933’te Polonyal1 fizik¢i Aleksander Jablonski, birgok organik bilesige 6zgii
liiminesans olgusunu tanimlamak i¢in ti¢ enerji seviyeli bir diyagram onermistir (Xu, Liu,
Zhou, Yang ve Li, 2018). Jablonski diyagrami, bir dizi diferansiyel oran denklemi ile
molekiil i¢i ve molekiiller arasi elektronik gecisleri tanimlar (Zimmermann, Zeug ve
Roder, 2003). Molekiiliin 1sinla uyarilmasindan sonraki temel elektronik gecislerini
Ozetleyen basit bir Jablonski diyagrami Sekil 1.2°de gosterilmistir. Sekil 1.2°deki
diyagramda, molekiiliin ¢esitli enerji seviyeleri bir dizi yatay ¢izgi ile gosterilmektedir.
Temel durum, birinci, ikinci ve n’inci elektronik uyarilmis durumlar sirasiyla So, Si, S2
ve S, olarak gosterilmektedir. Benzer sekilde uyarilmis triplet durum Ti, T olarak

gosterilir.
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Sekil 1.2. Bir molekiiliin enerji durumlarin1 gésteren Jablonski diyagrami, (b) Bir molekiil tarafindan
enerjinin absorbe edilmesi ve emisyonu ile ilgili spektral dzellikler, (C) Floresans uyarma, emisyon ve
fosforesansta gegen siireler (Lichtman ve Conchello, 2005).

Her elektronik durumun titresim alt enerji seviyeleri, artan enerji sirasina gore 0,
1, 2 titresim kuantum sayilar ile gosterilir (Sekil 1.2a). Elektronun enerji durumlari
arasindaki gecisini igeren siiregler dikey oklarla temsil edilir (Jain, Blum ve
Subramaniam, 2009). Yaygin olarak kullanilan bir florofor olan floresin izotiyosiyanat’a
ait absorpsiyon ve emisyon spektrumlari, Sekil 1.2b’de gosterilmistir. Floresans uyarma,
emisyon ve fosforesansta farkli adimlarin yer aldigi durum Sekil 1.2c’de sematize
edilmistir. Oklar, fotonlarin dalga boyunu temsil edecek sekilde renklendirilmistir.
Ornegin, soldaki mor ok, molekiiliin temel durumdan ikinci uyarilmis duruma gecisine
neden olabilen bir ultraviyole fotonun enerjisini temsil etmektedir. Sekil 1.2b’deki
sagdaki turuncu ok, bu molekiil tarafindan en diisiik enerjili S; durumundan yiiksek

titresimli So durumuna gegerken yayilabilecek en diisiik enerjili fotonu temsil etmektedir.



Absorpsiyon ve emisyon spektrumlarinin drtiisme bolgesinde, titresim seviyesi en diisiik
seviyede olamamasina ragmen bazi fotonlarin absorbe edildigi goriilmektedir. Bu durum
Sekil 1.2b’deki yukar1 yonlii yesil ok ile gdsterilmistir. Enerjiyi sogurmayan molekiiller
ise, temel olarak S temel durumunun en diisiik titresim durumlariyla siirlidir (Lichtman
ve Conchello, 2005).

Stokes, floresansi 15181n absorpsiyonundan dolay1 bir emisyon siireci olarak dogru
bir sekilde tanimlamistir (Berberan-Santos, 2008). Stokes kaymasi, absorpsiyon ve
emisyon arasindaki enerji kayiplarini ortaya ¢ikaran floroforlarin 6nemli bir 6zelligidir
(Zhou, Lu, Yang ve Wu, 2019). Maksimum floresans yogunlugu, uyarilmig haldeki
titresimsel salinim ve ¢oziicii ile etkilesimden kaynaklanan enerji kayiplarinin bir sonucu
olarak maksimum absorbansa gore her zaman kirmiziya kaymaktadir (Demchenko,

2010). Stokes kaymasinin olusumu Sekil 1.3’te gdsterilmistir.
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Sekil 1.3. Jablonski enerji diyagramindan Stokes kaymasi mekanizmasinin sematik gosterimi (Zhou ve
digerleri, 2019)

Tipik organik boyalarda ve floresan proteinlerde floresans emisyonu, floroforun
kendisi tarafindan absorbe edilir ve genellikle 50 nm’den daha az Stokes kaymalari
gozlenir. Bu da absorpsiyon ve emisyon dalga boylar1 arasinda spektral ortiisme ile
sonuglanir. Kendi kendine absorpsiyon, floroforlarin optik performansini ciddi sekilde
etkileyen tipik bir floresans sondiirme mekanizmasidir (Zhou ve digerleri, 2019).
Floresan boyalarin Stokes kaymalarini genisletmek i¢in gelistirilen stratejiler biiyiik ilgi
gormektedir. Ozellikle, klinik gereksinimleri karsilamak adma emisyonu kirmiziya

kaydirmak i¢in ¢ok ¢aba harcanmistir. HOMO-LUMO boslugunu daraltarak kirmiziya



kayan emisyon gozlemlenebilir ancak ongoriilebilir Stokes kaymasi degisiklikleri

gozlemlenemez (Ren ve digerleri, 2018).
1.2. Floresan Sensorler

Floresans algilama, bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Floresans
algilamanin duyarhlik, segicilik, yanit siiresi ve optik fiberler araciligiyla uzaktan
algilama gibi belirgin avantajlar1 vardir. Floresans algilamanin farkli alanlardaki

kullanimi Sekil 1.4.'te gosterilmektedir.

biology biotechnology clinical
analytical
8 yitstry 4 7 diagnostics

chemical ‘- ‘ toxicology
oceanography ¢ onsics environment

Sekil 1.4. Bir¢ok alanda floresans algilamanin kapsamli kullanimi (Berberan-Santos, 2008).

Floresan sensor bir tiirtin varligini, renk degisikligi yoluyla gosterir (Cara, 2009).
Floresan sensorlerin cogu i¢in agma-kapama sinyali, tek bir floresans bandinin yogunluk
degisimine dayanir (Lei ve digerleri, 2021). Bir floresan sensdriin performansi segicilik,
hassasiyet, tepki stiresi, kullanim 6mrti, kararlhilik, dogruluk ve yeniden kullanilabilirlik
gibi bir¢cok parametreye baglidir. Bu nedenle, sensor gelistirme siirecinde tiim bu faktorler

gozetilmelidir (Rukiye Ayranc, y.y.).
1.2.1. Floresan Sensorlerin Yapisi

Bir floresan sensor, bir analit tanima grubu ve analit ile tanima grubu arasindaki
iligkiyi bir floresans ¢ikis sinyaline doniistiiren bir florofordan olusur ve bu florofor
grubu, elde edilen bilgiyi fotofiziksel 6zelliklerindeki degisimler tiiriinden bir optik
sinyale doniistiiriir. Yapida tanima grubu ile florofor birbirine konjugedir veya bazi
floresan sensorlerde oldugu gibi tanima grubu ile florofor arasinda bir baglayic1 grup

bulunmaktadir (Tunger, 2021). Bu sensorler genellikle ayni ortamdaki biyomolekiilleri,



iyonlar1 veya toksik agir metalleri hizli, dogru, kullanimi kolay ve ucuz yontemlerle tespit
etmek igin kullanilir. Ozellikle yapinin molekiiler tasarim asamasinda farkl
siibstitiientlerin eklenmesi, farkli kimyasal ve fotofiziksel 6zelliklere sahip floresans
uclarin sentezine olanak saglar. Bu amacla floresans ug olarak, siklikla organik boyalar
kullanilir. Bu ¢gesitlilik, muhtemel uygulama yelpazesini biiyiik 6l¢iide genisletir (Giilsen,
2018).

Her floroforun floresans yogunlugu ve dalga boylari, molekiiler yapisi ile
ilgilidir. Ornegin, serbestce doénen fonksiyonel gruplar iceren aromatik molekiiller, bu
fonksiyonel gruplar aracilifiyla enerji kaybederler, bu nedenle serbestce donen
fonksiyonel gruplara sahip aromatik molekiillerin floresans yogunlugu olmayanlara gore
daha azdir (Masoumeh ASOUMEH HEIBATI, 2019). Bir molekiiliin floresans 1s1ma
yapmast i¢in ilk sart, molekiilin UV veya g0riiniir bolge enerjilerini absorbe
edebilmesidir. Bu absorpsiyon ne kadar giiclii ise, yayilan floresans 1simanin yogunlugu
da o kadar gii¢lii olur. En diisiik enerjili elektronik gegcislere sahip molekiiller, yiliksek
floresans verimlerine sahiptir (Tagkiran, 2005).

Floresan sensorlerin ¢aligma mekanizmasi, floresans giiglendirme, floresans
sondiirme ve spektral kaymalar gibi floresans 0Ozelliklerinde c¢esitli sekillerde
degisikliklere neden olan analit ile spesifik reaksiyonlara dayanir (Xie, Wang, Su ve
Rodrigues, 2021). Floresan sensorlerin hedef analiti algilama mekanizmast Sekil 1.5’te

gosterilmistir.

Baglant1

/

}

Florofor

Tamma Grubu

Sekil 1.5. Floresan sensorlerin hedef analiti algilama mekanizmasi (Pournaki, Fallah, Giilcan ve Gazi,
2021)

1.3. Hidrazin Sensorlerinin Algillama Stratejileri

Gelistirilen hidrazin floresan sensorlerinin ¢ogu kimyasal reaksiyonlara dayali

olarak tasarlanmaktadir. Bu sensorlerde hidrazinin tanimlanmasi i¢in asetil, levulinil,



tiyofen-2-karbonil, ftalimid ve 4-bromobiitiril gibi gruplar tanima gruplar1 olarak

kullanilmistir. Sekil 1.6’da hidrazin sensorlerinin genel tasarim stratejisi gosterilmistir.

~ o NaHg
Fluorophore ‘LG : ~ ~ ( Fluorophore
—/ LG
Sekil 1.6. Hidrazin sensorlerinin genel tasarim stratejisi (Kaur ve Islamia, 2021)

Tanima gruplarinin genellikle floresan boyalara bagli oldugu reaktif bazl
sensorler, 6zellikle hidrazin ile reaksiyona girer. Koruma kaldirma, grup doniistimii,
siklizasyon ve halka agma reaksiyonlar1 gibi g¢esitli reaksiyonlar, bu tip sensdrler i¢in
tasarim konseptleri olarak kullanilmistir. Belirli reaksiyonlardan sonra floresans sinyal
degisikligi, hidrazinin varligimi gosterir ve temel olarak hidrazin konsantrasyonu ile
pozitif bir iligki gosterir (X. Y. Zhang, Yang, Wang, Jiao ve Zhu, 2020).

Sekil 1.7°de wverilen, siyanin, hemisiyanin, bodipy, floresin, benzotiyazol,
kumarin, naftalimid, kinolon, fenotiyazin, benzimidazol, fenantroimidazol, piren ve
tetrafeniletilen gibi ¢ok cesitli floroforlar hidrazin sensorlerinin tasariminda ve sentezinde
yaygin olarak kullamilmustir (J. Liu ve digerleri, 2020).

Hidrazin sensorleri, bir kimyasal reaksiyonun neden oldugu agma-kapama
mekanizmasi araciligiyla hidrazini tespit eder. Hidrazin i¢in algilama mekanizmalari

genellikle sunlardir: (Kaur ve Islamia, 2021)

Foto-indiiklenmis Elektron Transferi (PET)
Molekiil i¢i Yiik Transferi (ICT)
Uyarilmis Durum Molekiiller Arasi Proton Transferi (ESIPT)

Forster Rezonans enerji Transferi (FRET)

Bu algilama mekanizmalarinda gii¢lii niikleofil olan hidrazin, reaksiyon sonunda
floresansta degisiklige yol acar. Elektron veya enerji transferine atfedilen PET, ICT,
ESIPT ve FRET gibi algilama mekanizmalari, koruma veya koruma kaldirma
yaklasimiyla iliskili elektronik 6zelliklerdeki belirgin degisikliklerle uyumlu olmalidir.
Bu nedenle, koruma veya koruma kaldirma stratejilerine dayanan ve analite duyarl

floresan sensorlerin gelistirilmesi onemlidir. Ek olarak, ayni1 koruma grubu farkl tiirler



tarafindan kaldirilabilir. Bu nedenle, belirli bir hedef analit i¢in secicilik sorunu olusabilir,

ancak bu sorun 6l¢iim kosullarinin ayarlanmasiyla giderilebilir (Y. Tang ve digerleri,
2015).
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Sekil 1.7. Hidrazin sensorlerinde yaygin olarak kullanilan floroforlar

ICT mekanizmasina dayanan floresan sensorler, genellikle bir elektron donorii ve

elektron alicisindan olusan bir itme-¢ekme konjuge sistemleridir (Yan ve digerleri, 2020).



ESIPT, molekiil i¢i veya molekiiller arasi hidrojen bagi yoluyla floresans
degisimini kontrol eden, hidrojen baginda uyarilmis durum protonlarinin dondrden
akseptore transferini Onleyen, floresanda ve emisyon dalga boyunda kolayca
degisikliklere yol agabilen bir fotokimyasal floresans mekanizmasidir (F. Zhang, Du,
Jiang, Zhu ve Tian, 2022).

FRET mekanizmasi, uygun bir akseptoriin varliginda donér floroforun uyarilmis
durum enerjisini daha diisiik enerjili uyarilmis duruma sahip bir akseptor florofora
aktarma yetenegine dayanir. Bu enerji transferi bir foton yayma / sogurma olgusu degildir
ve dolayisiyla 1sinimsal olmayan bir siirectir (Fu ve Finney, 2018).

PET, uyarilmis bir elektronun dondrden (reseptdr grubu) florofora aktarildigi
uyarilmig durum elektron transfer islemidir. Ancak elektron ¢ifti bir protona baglanirsa,
PET artik miimkiin degildir ve floresans geri kazanilir. Bu nedenle, tanima grubu kolayca
oksitleniyorsa ve florofor kolayca indirgeniyorsa PET verimliligi yiiksektir. Ayrica PET,
kisa dalga boylu floroforlar ve polar ¢oziiciiler i¢in daha uygundur (Steinegger, Wolfbeis
ve Borisov, 2020). Aromatik bilesikler, PET siireclerinde elektron alicilar1 ve elektron
vericileri olarak kullanilmaktadir. PET, uyarilmig florofor biriminin deaktivasyonu i¢in
floresans ile rekabete girerek algilama davramislarinda degisikliklere yol acar (Jochen
Mattay, 1993). Foto-indiiklenmis elektron transferi (PET), genellikle floresans
sondiirmede kullanilir ve bitkilerin fotosentezi gibi bir¢ok fotokimyasal reaksiyonda yer
alir (Demchenko, 2010). Cogu durumda bir floroforun floresansi, PET islemi nedeniyle
sondiiriilir ve PET’in konuk molekiiller tarafindan engellenmesi yoluyla floroforun
floresansi geri kazanilir (Wu, Liu, Ge, Zhang ve Wang, 2011).

PET, oksidatif veya indirgeyici olabilir (Sekil 1.8). Indirgeyici PET te, elektron
transferi bir verici kistmdan uyarilmis florofora gergeklesir, bu nedenle indirgenir ve
floresans sondiiriiliir. Oksidatif PET, uyarilmis florofordan, elektron eksikligi olan
oksitlenmis bir alic1 pargaya elektron transferidir. Bu elektronun enerjisi, floroforun & ve
7* orbitallerinin enerjileri arasinda olur, uyarilmis durumun enerjisini diisiiriir ve n* ile
gevsemesini ve dolayisiyla floresans emisyonunu bloke eder. Bir floresans geri kazanimi
olusturmak icin bir analitin etkilesimi ile PET’in ortadan kaldirilmasi, yaygin olarak
kullanilan bir algilama stratejisidir. Tersine, bir kapatma sensorii olusturmak i¢in PET
sondiirme kullanilabilir. PET tabanli sensorler genellikle bir baglayici araciliiyla
elektron bakimindan zengin veya elektron eksikligi olan bir algilama grubuna konjuge
edilmis bir florofordan olusur. PET sondiirme, yalnizca sensdrden gelen zayif floresansa

neden olurken, istenen bir analit ile etkilesim floresansta bir iyilesmeye ve dolayisiyla
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geri kazanima neden olur. PET sondiirme ne kadar verimli olursa, floresansin geri

kazanimi o kadar fazla ve sensor o kadar hassas olur (Elizabeth J. New (Editor), 2022).

"
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Sekil 1.8. Temsili PET sistemleri ve (a) indirgeyici PET ve (b) oksidatif PET’e maruz kalan molekiiller
icin enerji seviyesi diyagramlar1 (Elizabeth J. New (Editor), 2022)
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Hidrazin sensorlerinin mekanizma tiirlerine gore algilama stratejileri sunlardir:

(Roy ve Bandyopadhyay, 2018)

° Koruma kaldirma,

. Disiyano veya monosiyanovinil gruplariin yer degistirme reaksiyonlart,
o 1,3-diketo grubu ile reaksiyonlar,

. Orto-hidroksi aromatik aldehitler ile reaksiyonlar,

. Hemisiyanin  sensorlerinde  baglayict C=C bagmin bdoliinmesi

reaksiyonlart.
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1.3.1. Koruma Kaldirma

Koruma kaldirma stratejisi, floresan sensorlerin sentezinde ve gelistirilmesinde
oldukca bilinen bir stratejidir. Aldehit, hidroksil ve amino gruplar1 gibi fonksiyonel
gruplar kimyasal olarak oldukga aktiftir. Fonksiyonel gruplarin korumasinin kaldirilmasi,
genellikle elektronik 6zelliklerde belirgin bir degisiklige neden olur. Bu nedenle, eger bir
fonksiyonel grup bir floresan boyaya ¢ok yakinsa, fonksiyonel grubun korumasinin
kaldirilmasindan dolay1 elektronik ozelliklerdeki degisimler boyanin fotofiziksel
durumunu etkileyebilir. Bu, boyanin emisyon profilinde dikkate deger bir degisiklige yol
acar. Dolayisiyla bu strateji, fonksiyonel gruplarin korumasinin kaldirilmasiyla analite
duyarli floresan sensorlerin tasarimi i¢in temel olusturur. Bu stratejiyi basarili bir sekilde
uygulamak i¢in hedef molekiiliin koruyucu olan grubu ¢ikarabilmesi gerekir. Koruma
grubunun ¢ogu zaman birgok farkli kosulla ortadan kaldirilabilir olmasi, son derece segici
floresan sensorlerin tasarimi icin secgenekler sunar. Hidrazin tespiti igin floresan
sensorlerin koruma kaldirma stratejilerinin kategorik olarak gdsterimi Sekil 1.9°da

gosterilmistir (X. Y. Zhang ve digerleri, 2020).

Sekil 1.9. Koruma kaldirma stratejisi kategorilerinin sematik diyagrami ve kullanilan tanima gruplar1 (X.
Y. Zhang ve digerleri, 2020)



12

1.3.1.1. Asetil Koruma Grubu

Asetil korumasinin kaldirilmasi, hidrazin sensorlerini tasarlamak ic¢in kullanilan
en yaygin stratejilerden biridir (Sekil 1.10). Bu strateji, floresan molekiillerinin
korunmasindan once ve sonra onemli floresans degisiklikleri nedeniyle farkli tiirde
analitler olugturmak ve floresan sensorleri tasarlamak i¢in kullanilir. Hidroksil genellikle
eterler ve esterler gibi gruplar olarak korunur. Hidroksil korumasmin kaldirilmasinin
ortak 0Ozelligi, hidroksil i¢in en yaygin koruma stratejilerinden birinin esterlestirme
oldugu hidroksil kismindan hidrojen atomunun ¢ikarilmasidir. Son yillarda, hidrazinin
hassas ve secici olarak izlenmesini saglamak i¢in hidroksilin korumasinin kaldirilmasina

dayanan ¢ok sayida hidrazin sensorii gelistirilmistir (Gao, Pang, Gao, Shi ve Guo, 2022).

0
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‘-~77'M— addition ) P v elimination P

Sekil 1.10. N,Hy ile indiiklenen asetil korumasinin kaldirilmasi igin 6nerilen mekanizma (Gao ve
digerleri, 2022)

1.3.1.2. 4-Bromobiitiril Koruma Grubu

4-bromobiitiril grubu hidrazin sensorlerinde koruma kaldirma stratejisi i¢in uygun
bir gruptur. 4-bromobiitiril, hidrazin sensorlerinde tanima gruplari olarak kullanilir. Bu
tanima grubu olan sensorlere bir niikleofil olan hidrazin ilave edilmesiyle 4-bromobiitiril
korumasinin kaldirilmasi saglanir (Sekil 1.11). Boylece, sensoriin absorpsiyon ve
emisyon Ozelliklerinde farkliliklar gdzlenir. Mekanizma, yer degistirme tepkimesi

tizerinden eliminasyon ve siklizasyon seklinde ilerler.
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Sekil 1.11. Hidrazin ile indiiklenen 4-bromobiitiril korumasinin kaldirilmasinin reaksiyon mekanizmasi
(Nguyen ve digerleri, 2018)
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1.3.1.3. Tiyofen-2-Karbonil Koruma Grubu

Tiyofen-2-karbonil koruma grubu da hidrazin sensorleri i¢in koruma kaldirma
stratejisinde kullanilmaktadir. Bu tiirde tasarlanan sensorler genellikle floresan 6zellik
gostermezler ve zayif emisyon verirler. Ancak NoHy ilave edilmesiyle sensoriin floresans
yogunlugunda artislar kaydedilerek hidrazinin girisim potansiyeli olan farkli tiirlerin
varliginda se¢ici olarak taninmasi saglanir. Bu sensdrlerdeki tiyofen karboksilat bolgesi,

keto formlarindan hidrazinolize ugrar (Sekil 1.12).

S
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Sekil 1.12. N>Hj, ile indiiklenen Tiyofen-2-karbonil korumasinin kaldirilmasi igin 6nerilen mekanizma
(Gao ve digerleri, 2022).

1.3.1.4. Levulinil Koruma Grubu

Hidrazin sensorlerinde koruma grubu olarak kullanilan levulinil kisminin
korumasi, hafif kosullar altinda bir hidrazinyum-piridinyum asetat tamponu ile birkag
dakika icinde kaldirilabilir (Gao ve digerleri, 2022). Levulinoil ester kismi genellikle
organik sentezde fenolik hidroksil grubu i¢in bir koruyucu grup olarak kullanilmistir ve
belirli niikleofilik reaktifler tarafindan kolayca bdliinebilir. Bu koruma kaldirma
reaksiyonu ayni zamanda hidrazinin ¢ift niikleofilik karakterinden yararlanir ve bu
nedenle yiiksek secicilige sahip floresan hidrazin sensorlerinin tasarimina uyarlanabilir.
Levulinat grubunun 4 pozisyonundaki karbonil grubu, birincil niikleofilik atak bolgesidir.
Elde edilen hidrazon daha sonra ester karbonili tiizerinde molekiil i¢i saldirt
gergeklestirerek ester fonksiyonunun béliinmesine yol agar (Sekil 1.13) (Nguyen ve

digerleri, 2018).
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Sekil 1.13. Levulinil korumali hidrazin sensérlerinin hidrazin eklenerek levulinil korumasinin
kaldirilmasina ait reaksiyon mekanizmasi (X. Y. Zhang ve digerleri, 2020).

1.3.1.5. Ftalimid Koruma Grubu

Ftalimid korumasinin kaldirilmasi, hidrazinin segici tespiti i¢in kullanilan bir
stratejidir. Bu strateji Gabriel sentezine, Ing-Manske hidrazinoliz ilkesine dayanir (Roy
ve Bandyopadhyay, 2018). Hidrazin bir bazdir ve giiclii niikleofilik 6zellige sahiptir.
Hidrazin, sensoriin koruma grubu ile florofor arasindaki bagina atak ederek koruma
grubunun yapidan ayrilmasina ve floroforun floresansinin geri kazanilmasina sebep olur
(X.Y. Zhang ve digerleri, 2020).

Ftalimid korumasinin  kaldirilmasinin  genel mekanizmas1  Sekill5’te
gosterilmektedir. Burada sensor, elektron veren aromatik amino grubuna sahip floroforun
ftalimid tiirevidir. Elektron eksikligi olan ftalimid korumali sensor, PET islemi nedeniyle
genellikle daha az emisyona sahiptir. Hidrazinin ftalimid pargasinin karbonil grubuna
niikleofilik eklenme-eliminasyonunun, ftalhidrazidi olusturmak i¢in miiteakip bir
intramolekiiler niikleofilik ekleme-eliminasyon reaksiyonuna giren bir karbonilhidrazid
ara iriinii yoluyla ilerler (Roy ve Bandyopadhyay, 2018). Sekil 1.14’te gosterildigi gibi
sensoOr c¢ozeltisine hidrazin ilave edilmesiyle ftalimid korumasiin kaldirilmasiin bir
sonucu olarak, PET islemi durdurulur ve floroforun floresans yogunlugu artar (Wang ve

digerleri, 2016).

r — oy Hidrazin
-__I Ftalimid | > -
Koruma

-=-=/ Kaldirma

Sekil 1.14. Hidrazin tespiti i¢cin genel koruma kaldirma stratejisi.
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1.4. Hidrazinoliz

Birincil aminler, ftalimid ile koruma yoluyla ve ardindan hidrazinoliz yoluyla
haloalkanlardan hazirlanabilir (Gao ve digerleri, 2022). Adin1 Alman kimyager Siegmund
Gabriel’den alan Gabriel sentezi, birincil aminlerin hazirlanmasi, 6zellikle alkil
halojentirlerin birincil aminlere doniistiiriilmesi i¢in klasik bir yaklasimdir. Geleneksel
olarak bu reaksiyon, bir hedef birincil alkil halojeniir tarafindan ftalimidin N-
alkilasyonunu ve ardindan birincil aminleri serbest birakmak ig¢in ftaloil grubunun
hidrazin ile boliinmesini igerir (Nguyen ve digerleri, 2018). Genel reaksiyon semasi, Sekil

1.15°te gdsterilmistir.

0 (0]
CONHR
N—R + H,NNH, —» @ —» RNH, + ITJH
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Ftalimid Tiirevi 2,3-dihidroftalazin-1,4-dion

Sekil 1.15. Hidrazinoliz reaksiyonlarinin genel mekanizmasi (Khan, 1995).

Gabriel amin sentezi isleminde, N-ikameli ftalimid asit veya baz ile hidroliz edilir
ancak hidroliz adiminin hiz sinirlayict adim oldugu bulunmustur. Bu nedenle, bu hidroliz
adimi, Ing-Manske prosediirii olarak bilinen hafif ve ndtr kosullar altinda ftalimidin
ayrilmasi i¢in hidrazin kullanilarak modifiye edilmistir (Manna ve digerleri, 2019).
Gabriel sentezinde yer alan bu strateji, tipik olarak amin iceren floroforlara ftalimid dahil
edilerek floresan hidrazin sensorlerinin gelistirilmesi i¢in basariyla uyarlanmigtir
(Nguyen ve digerleri, 2018). Sonu¢ olarak hidrazinoliz, reaksiyon aktivitesi nedeniyle
daha iyi sonuglar, daha kisa yanit siireleri ve daha makul reaksiyon kosullar1 saglar

(Manna ve digerleri, 2019).

1.5. Tezin Amaci

Bu tez ¢alismasinda, reaksiyon bazli ve koruma kaldirma stratejisine dayanan
BTF sensorii ile hidrazinin segici tespiti gerceklestirilecektir. 500 esdeger girisim
yapmasit muhtemel tiirlerin varliginda sensoriin hidrazine kars1 secici davranisi

incelenecektir. Sensor, Gabriel Sentezi hidrazinoliz yontemi ve PET mekanizmasina
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dayanarak sentezlenip karakterize edilecektir. Elektron c¢ekici ftalimid grubunu,
benzotiyazol gibi genis bir konjuge alana sahip organik florofor ile birlestirerek,
absorpsiyon ve emisyon Olgiimleri ile sensoriin arastirma g¢alismasi gercgeklestirilerek
reaksiyon mekanizmasi belirlenecektir. Ayrica, sensoriin ¢ozelti ve gaz fazindaki

hidrazine kars1 olan secici davranisi gorsel olarak tespit edilecektir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Literatiirde hidrazin tespiti i¢in ftalimid koruma kaldirma stratejisine dayali
floresan sensorler Onemli bir yere sahiptir. Hidrazin sensorlerinin algilama

mekanizmalarinin genel gdsterimi Sekil 2.1°de sunulmustur.

11,N-NTI : ::
@:\Ié kluorophor o 2 a H,0 » -
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Weak fluorescence Strong fluorescence
(X= H, unless otherwise indicated)

Sekil 2.1. Ftalimid korumasinin kaldirilmasimin genel mekanizmasi (Roy ve Bandyopadhyay, 2018).

Li ve ark.,, NoH4’lin tespiti icin sinerjistik etkiye dayali bir floresan sensor
gelistirmislerdir. Sensoriin tasarim prensibi Sekil 2.2°de gdOsterilmistir. Sensoriin
floresansinin ilk olarak, PET ve pasif durumdaki ESIPT ile iki kat engellenmis oldugu
calismada, hidrazin eklendikten sonra kesintiye ugrayan PET ve geri yiiklenen ESIPT in
floresans giiclendirmeye yol actig1 goriilmiistiir. Hidrazin i¢in iyi bir segicilige sahip
oldugu gosterilen sensoriin 0,2-40,0 uM lineer araliktaki LOD degeri 1,45 ppb olarak
hesaplanmistir (X. Li ve digerleri, 2019).

?aﬁ @ —— *’)=®

Sekil 2.2. 2019 yilinda Li ve ark. tarafindan gelistirilen sensoriin tasarim prensibi.

Mahapatra ve ark., ¢iplak gozle hidrazini secici kolorimetrik ve florometrik olarak
saptayan ve gabriel reaksiyon mekanizmasina dayanan 2-benzo [1,2,5] tiadiazol-4-il-
izoindol-1,3-dion sensoriinii sentezlemislerdir. Sensor hem gaz fazinda hem de sulu

cozeltide hidrazinin segici tespiti i¢in basartyla uygulanmistir. Calismadaki sensor, diger
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aminlerin varliginda hidrazine kars1 yiiksek segicilige sahip olup hidrazinin spesifik
tespiti i¢in karakterize edilmistir ve sensoriin tespit limiti 2,9 ppb olarak bulunmustur.
Sekil 2.3a, ¢alismadaki sensoriin algilama mekanizmasini, sekil 2.3b ise ¢alismadaki

deneysel verilerden elde edilen sonuglar1 gostermektedir (Maji ve digerleri, 2016).

a) b)

FL Intemsity (a.0)
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Sekil 2.3. (a) Sensoriin hidrazini algilama mekanizmast, (b) H,O-DMSO (4:6, v/v, 10 mM HEPES, pH 7.4)
cozeltisindeki 1 pM sensoriin hidrazin (1,5 esdeger) ve cesitli analitlerin (50 esdeger) varliginda bagil
floresans yanitlari (iistte), ayni sartlarda ¢esitli analitlerin varliginda ortam 15181nda ve 365 nm UV lambasi
altinda sensoriin floresans renk degisiklikleri.

Banerjee ve ark. tarafindan yapilan calismada, kati, sivi ve buhar fazlarindaki
hidrazinin tespiti i¢in yeni bir AIE tabanli florometrik sensor tasarlanmistir. Sensoriin
tespit sinir1 6,4 ppb olarak bulunmustur. Calismada sensoriin aminler, amino asitler, metal
anyonlar, anyonlar, yaygin oksidanlar ve indirgeyicilerin varliginda sadece hidrazine
kars1 secici oldugunu belirlenmistir. Ayrica, TLC plakalar1 ve kagit seritler gibi kati
platformlarda hidrazin buharinin nicel tespiti basariyla uygulanmustir. Sekil 2.4a,
calismadaki sensoriin hidrazini algilama mekanizmasini, Sekil 2.4b ise hidrazin
eklendikten sonra sensoriin floresans spektrumlar1 gosterilmektedir (Hiremath ve
digerleri, 2021).

)

=a
~—

700+

g8

neat, mtllln.

Intensity (a.u.)

O O NH, ;
300+
H 2004
v 1004
c 1 L)
TPE-NM, TPE-PMI 400 450 500 550 600
Emissive Non emissive Wavolength (nm)

Sekil 2.4 (a) 2021 yilinda Chatterjee ve ark. tarafindan gelistirilen sensér TPE-PMI’nin hidrazini algilama
mekanizmasi. (b) Hidrazin eklendikten sonraki floresans spektrumlari. Ek: Hidrazin konsantrasyonlarina
kars1 floresans yogunluklarmin iliskisini gosteren grafik.
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Chen ve ark. gerceklestirdigi calismada, 3,6-diasetoksifloran (FDA) sensoriiniin
zamana bagh floresan davranisini 50 saat boyunca incelenmislerdir. Molekiiliin yiiksek
secicilige sahip oldugunu ve algilama sinirinin 31 nM oldugunu sdylemislerdir. Sekil 2.5

ve Sekil 2.6,’da gesitli veriler gosterilmektedir (Qu, Chen ve Di, 2014).

a) b)
il S —a—Blank
g = % & 800+ —c—pifference
= : a .
600 ; £
£ | g
@ | o
| -
£ o ; £
3 i o 400+
: 200 : g 1
S | 8 200-
e S s} e
to ) ? ) \é L \‘i ) \l’ & B o O——
F 758 95 £ f & c
£ F S & & L T T T T
* & f' * 3 4 5 6 7 8 9 10
I pH

Sekil 2.5. (a) Sensoriin hidrazine ve cgesitli analitlere karsi floresans yanitlari. (b) Sensériin hidrazin
varliginda ve yoklugunda pH’a bagli floresans yogunluklari.
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Sekil 2.6. (a) Hidrazin eklendikten sonra floresans yogunluklarmin zamana bagli degisimi. (b) Farkli
hidrazin konsantrasyonlarinda 5 uM sensér FDA’nin floresans spektrumlari. EK: Dogrusal konsantrasyon
araligt

2019 yilinda Wang ve ark. tarafindan hidrazini saptamak i¢in bir floresan sensor
gelistirilmistir. Gelistirilen sensoriin, ¢esitli metal iyonlari, anyonlar, amino asitler ve
diger aminler varliginda hidrazine kars1 yiiksek secicilige ve 1,03 uM’lik bir saptama
limiti degerine sahip oldugu belirtilmistir. Floresans yogunlugunun, 0 ila 900 uM
arasindaki N>Hs konsantrasyonu ile pozitif bir korelasyona sahip oldugu belirlenmistir.
Sekil 2.7a ¢alismadaki sensoriin algilama mekanizmasini, sekil 2.7b seciciligini, Sekil 2.8
sensoriin sirastyla floresans ve absorpsiyon deneylerine ait verileri gostermektedir (M. Li

ve digerleri, 2019).
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Sekil 2.7 (a) Sensoriin (100 pM) hidrazini algilama mekanizmasinin grafiksel olarak gosterimi, (b)

sensoriin diger analitlerin (10 mM) varliginda hidrazine (900 pM) kars1 gosterdigi belirgin segicilik.
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Sekil 2.8. Tasarlanan sensériin, (2) 0-900 uM araliginda hidrazin ilavesiyle birlikte floresans yogunlugunda
ve (b) 0-600 uM araliginda hidrazin ilavesiyle absorbansta meydana gelen degisiklikleri gosteren

spektrumlar

Xu ve ark. tarafindan hidrazin tespiti i¢in iki farkli reaksiyon alanina sahip 2-fenil-

benzotiyazol (PBT) bazli floresan sensorii (AcO-PBT-CHO) tasarlanmistir. Calismada,

hidrazin ile etkilesim iizerine, sensoriin 505 nm’deki emisyonunda azalma gozlenirken

430 nm’deki emisyonunda ise artis gozlenmistir. Sensor, hidrazini diger ilgili girisim

yapan tiirlere karsi segici olarak algilayabilmistir. Sekil 2.9a calismadaki sensoriin

sentezini, Sekil 2.9b ve Sekil 2.10 ise calismaya ait deneysel verileri gostermektedir (Xu

ve digerleri, 2018).
a)

HO-PBT-CHO AcO-PBT-CHO

b)

Intonsity (o.u.)

Wavelength (nm)

Sekil 2.9. (2) sensoriin sentez mekanizmast, (b) Sensoriin farkl tiirlerin varliginda hidrazine kars1 segiciligi.
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Sekil 2.10. (a) Sensoriin {izerine hidrazin ilave edilmesiyle elde edilen floresans spektrumlarindaki
degisiklikler ve floresansta meydana gelen renk degisikligi. (b) floresans yogunluklari ve hidrazin

konsantrasyonlarinin iligkisini gosteren dogrusal grafik.

2019 yilinda Xu ve ark., 2-fenil-benzimidazol’a asetat ve ftalimid ekleyerek

sinerjik etkiye dayali bir hidrazin sensorii tasarlamislardir. Teorik hesaplamalar ile PET

stirecinin inhibe edildigini ve ICT siirecinin geri kazanildigin1 géstermisler ve bunun da

floresans artigina yol agtig1 soylemislerdir. Sensoriin diger analitlerin varliginda, 0,2-200

uM konsantrasyon araliginda dogrusal bir yanit ile yalniz hidrazine kars1 duyarli oldugu

belirlemislerdir. Sekil 2.11 ¢aligmaya ait algilama mekanizmasini, Sekil 2.12 ise sensdriin

elde edilen verilerin bir kismin1 gostermektedir (Xu ve digerleri, 2019).

o}

o]
H
N N = >— NH;NH;
O
N,

PET on ICT off

PET off ICT on

Sekil 2.11. 2019 yilinda Xu ve ark. gergeklestirdigi calismadaki sensoriin algilama mekanizmast.
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Sekil 2.12. (a) Sensoriin hidrazin varliginda ve yoklugunda pH’a bagl floresan degisimi (b) Farkl: tiirlerin

ve hidrazinin varliginda sensore ait floresans spektrumlari.
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Cui ve ark. tarafindan sulu ¢6zeltideki diger aminlere kars1 yliksek secicilikle
hidrazin tespiti i¢in Gabriel Sentezi’ne dayali bir floresan sensor gelistirilmistir. Sensor,
hidrazin ile segici olarak reaksiyona girerek 540 nm’de bir kapali-agik floresans sinyal
degisimi ve oda sicakliginda 2 dakika igerisinde renksizden sartya bir renk degisimi
gostermistir. Sensoriin ¢ozelti saptama limiti 0,3 ppb olarak bulunmustur. Ayrica sensér,
farkli konsantrasyonlarda hidrazinin gaz fazi testi i¢cin kullanilmistir. Calismadaki sensore
ait algilama mekanizmasi ve sensoriin sentetik rotasi sekil 2.13a da goriilmektedir. Sekil
2.13b ise farkli konsantrasyonlardaki hidrazin sulu ¢ozeltisine maruz birakildiktan sonra
sensoriin renk degisimlerini gostermektedir. Calismaya ait diger deneysel veriler ise sekil

2.14’te goriilmektedir (Cui, Peng, ve digerleri, 2014).
a) b)

Flosrescent ON
Sekil 2.13. (a) Sensoriin sentez semast ve 6nerilen hidrazinoliz mekanizmasi (b) TLC plakalarindaki
sensoriin farkli konsantrasyondaki hidrazin varliginda floresans renk degisiklikleri.

a) b)

1/
b
L/
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Sekil 2.14. (a) Sensoriin DMSO-H,0 (4:6, v/v) ortaminda UV ve floresans spektrumlari (b) hidrazin ve
cesitli tiirler varliginda, sensoriin floresan davranisi.

Lin ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada, hidrazinoliz yontemiyle hidrazin tespiti
i¢in ftalimid korumali 4-aminonaftalimid sensorii gelistirilmistir. Sensor, 4.2 nM’lik bir
tespit limiti ile tampon c¢ozeltili ortamda hidrazine karsi secici Ozellik gOstermistir.
Calismada, hidrazinin bir ftalhidrazit ara iriinii ile ftalimid grubunun korumasini
tamamen kaldirdig1 hidrazinoliz yontemiyle sensoriin algilama mekanizmasini ortaya

konulmustur. Calismadaki sensore ait algilama mekanizmasi Sekil 2.15°te ve calismaya
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ait deneysel veriler Sekil 2.16°da gosterilmistir (Ramakrishnam Raju, Chandra Prakash,
Chang ve Lin, 2014).
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Sekil 2.15. Tampon ¢dzelti icerisinde sensoriin hidrazin segici ftalimid korumasinin hidrazinoliz yoluyla
kaldirilmasinin mekanizmasi
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Sekil 2.16. (a) PBS-EtOH (1:9, v/v, 10 mM, pH 7.2) sartlarinda hidrazin (25 pM) ve diger birincil aminlerin
(25 pM) varhiginda sensoriin (5 pM) floresans spektrumlart (b) Cesitli aminler (25 pM) ile sensériin (5
uM) 365 nm UV lambasi altinda (altta) ve ¢iplak gozle (iistte) goriilen floresans renk degisimleri.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller ve Ekipmanlar

Cozeltilerin pH degerleri Mettler Toledo InLab422 model mikro cam elektrot
iceren dijital pH metre ile 6lciildii. 'H NMR ve '°C NMR spektrumlari, standart TMS ile
CDCI; igerisinde Bruker ASCEND 400 MHz NMR spektrometresi kullanilarak
karakterize edildi. Bilesigin kizilotesi spektrumlari oda sicakliinda 532 nm lazerli
Thermo Scientific/Nicolet IS20 spektrometresi kullanilarak elde edildi. Absorbans ve
floresans spektrumlari, Shimadzu UV-3600 Plus spektrometresi ve Agilent Cary Eclips
spektrometresi ile kaydedildi. HPLC 6l¢iimleri Shimadzu-LC-20AT Prominence
cihazinda %65 MeCN - %35 su olacak sekilde kolon sistemi ile gergeklestirildi.

Kullanilan cihazlarin isimleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan cihazlar

Kullanilan Cihazlar Tanimlayici Bilgi

Manyetik karistirici Clifton Cerastir

Vakumlu etiiv Wisd

Mikropipet Brand

pH metre Metter Tolede

'H NMR ve '3C NMR Bruker

FT-IR Thermo Scientific / Nicolet 1S20
UV-Vis spektrofotometre Shimadzu UV-3600 Plus
Florimetre Agilent Cary Eclips spektrometresi
HPLC Shimadzu-LC-20AT

Saf su cihazi Millipore

3.2. Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi ve Optik Olciimler

Sensor ve hidrazinin stok ¢ozeltileri DMSO igerisinde 0,01 M ve 0,50 M olarak
hazirlandi. Segicilik ¢aligmalarinda kullanilan tetrabutilamonyum tuzlari, nitrat tuzlari,
aminler ve biyolojik molekiillerin stok c¢ozeltileri distile suda 1,0 M olarak hazirlandi.
UV-Vis ve spektrofotometre 6l¢iimlerinde kullanilan stok sensor, stok hidrazin ve stok
analit ¢ozeltilerinin hesaplanan miktarlari, DMSO-PBS (1:1, v / v, 10 mM, pH=7,4)

icerisinde ¢ozelti hacminin 3 mL’ye tamamlanmastyla hazirlandi. PBS tampon ¢ozeltisi,
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2 g PBS’in (1 tablet) distile suda 200 mL’ye tamamlanmasiyla hazirlandi. Stok ¢ozelti
hazirlarken kullanilan kimyasallar Cizelge 3.2’de verilmistir.

Absorpsiyon ve floresans Ol¢limleri oda sicakliginda DMSO-PBS (1:1, v/v, 10
mM, pH=7.4) ¢oziicii sistemi kullanilarak gergeklestirildi. Absorpsiyon spektrumlari, 1.2
cm standart kuvars hiicreli UV-vis spektrofotometrede kaydedildi.  Floresans
spektrumlart Aex: 370 nm; yarik genisligi (uyarma: 2,5 nm / emisyon: 2,5 nm); PMT
voltaji: 650 V olan sartlarda gerceklestirildi.

Cizelge 3.2. Stok ¢ozelti hazirlamada kullanilan kimyasal malzemeler

Kullamilan Kimyasal Adi Markasi
Tetrabutilamonyum tuzlari Cloy, C, N(S)(Z):ﬁN ?_3 » AcO’, Brr, Sigma Aldrich
Nitrat Tuzlar1 Cu?', Na*, Cd*", Pb**, Ba?", Zn*" Sigma Aldrich
Amonyak,
Trietilamin,
Aminler Dietil.amir%, . Sigma Aldrich
Hekzametilendiamin,
1-Naftilmetilamin,
3-Metoksipropilamin
Biyolojik molekiiller Ure, L-Glutatyon, Pirolin Sigma Aldrich
PBS Phosphate buffered saline-tablet Sigma Aldrich

3.3. Sensoriin Sentezi ve Karakterizasyonu

2-(2-(benzo[d]tiazol-2-il) fenil) izoindolin-1,3-dion

S
0 /
S N
. . O
p n - Asetik Asit . N
N 118 °C, geri sogutucu altinda, 4 saat o

2-(2-Aminofenil) benzotiyazol Ftalik anhidrit Sensér BTF
Sekil 3.1. Sensore ait sentez semasi.

Sensoriin (2-(2-(benzo[d]tiazol-2-il) fenil) izoindolin-1,3-dion) sentezi literatiirde
belirtilen yonteme benzer sekilde sentezlenmistir (Nagarajan ve digerleri, 2013). 2-(2-
Aminofenil) benzotiyazol (1,00 mmol, 226 mg) asetik asit (5 mL) icerisinde ¢oziilerek
tizerine ftalik anhidrit (1,00 mmol, 148 mg) eklendi. Karisim 118 °C’de 4 saat geri
sogutucu altinda TLC ile takip edildi. Sensor, kolon kromatografisi ile etil asetat/hekzan

(1:5, v/v) ¢oziicli sistemi kullanilarak sar1 renkte ve kati olarak elde edildi. Bu reaksiyon
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sonucunda 313 mg iiriin elde edildi ve reaksiyon verimi % 84 olarak hesaplandi. Elde
edilen iiriin, NMR ve FT-IR spektrometre teknikleri ile karakterize edildi. Calismalarda
kullanilan 2-(2-(benzo[d]tiazol-2-il) fenil) izoindolin-1,3-dion bilesiginin sentez semasi

Sekil 3.1°deki gibidir.

3.3. Hidrazin Algilama Uygulamalari

3 cm x 1 cm boyutlarmda TLC seritleri kesildi. Uzerine DMSO igerisinde
hazirlanan 50 pM sensor c¢ozeltisinden 3’er damla damlatilarak oda sicakliginda
kurutuldu. Daha sonra her bir test seridi tizerine farkli derisimlerindeki DMSO-PBS (1:1,
v/v, 10 mM, pH=7,4) i¢erisinde hazirlanan hidrazin ¢ozeltilerinden 3’er damla damlatildi.
Seritlerde meydana gelen floresans renk degisiklikleri UV 15181 (365 nm) kullanilarak
incelendi.

Sensoriin hidrazin buharina kars:t algilama davranisini incelemek i¢in TLC
seritleri 3 cm x 1 cm boyutlarinda kesilerek DMSO i¢indeki 1 mM sensdr ¢ozeltisine bir
kez daldirild1 ve oda sicakliginda kurutuldu. TLC seritleri oda sicakliinda, igerisinde
farkli yilizdelerde sulu hidrazin ¢ozeltileri bulunan siselerin igerisine kapak kisimlarindan
cozeltiyle temas etmeyecek sekilde kapatildi. Tim TLC seritlerinin floresans

degisiklikleri, UV 15181 (365 nm) altinda bir akilli telefon kamerasi kullanilarak gozlendi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Sensoriin Karakterizasyonu

Sentezlenen molekiiliin yapist '"H NMR, 3C NMR ve FT-IR ile karakterize
edilmistir. "TH NMR spektrumuna gére molekiildeki toplam 12 protondan en asag1 alanda
goriilen 1,00 integrasyona sahip sinyal benzotiyazol kismina bagli benzen halkasina ait
protona, 2,00 integrasyona sahip sinyal ise ftalimid kismina bagli benzen halkasina ait
karsilikl1 protonlara aittir. '3C NMR spektrumuna gore, en asag1 alanda bulunan sinyaller
molekiilde bulunan heteroatomlara (imin ve amit) aittir. Bu sonuglardan molekiiliin
istenilen yapida oldugu anlagilmaktadir. Sensériin 'H NMR ve '*C NMR spektrumlarina
ait sonuclar asagida verilmistir.

"H NMR (400 MHz, CDCls) J 8.08 — 8.00 (m, 1H), 7.89 — 7.84 (m, 2H), 7.81 —
7.67 (m, 3H), 7.62 — 7.51 (m, 2H), 7.47 — 7.35 (m, 1H), 7.31 — 7.13 (m, 3H) ppm; "*C
NMR (100 MHz, CDCl3) 0 167.2, 163.0, 152.7, 133.8, 133.1, 131.6, 130.5, 130.3, 130.2,
130.00, 128.9, 128.7, 125.1, 124.4, 122.7, 122.2, 120.3 ppm.

Sentezlenen molekiile ait FT-IR spektrumu Sekil 4.1°de verilmistir. Aromatik
bilesiklerde C-H gerilme titresimleri genellikle 3100-3000 cm™ araliginda goriilmektedir
(Jag Mohan (Author), 2004). 3043 cm™! dalga sayisindaki pik benzen halkasindaki Csp>-
H gerilmelerine aittir. Benzen ve tiirevlerinin halka gerilme titresimleri olduk¢a 6nemlidir
ve 1625-1400 cm™ araliginda pik verirler (Robert M. Silverstein, Francis X. Webster,
David J. Kiemle, 2014)
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Sekil 4.1. Sensoriin FT-IR spektrumu.
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Spektrumda 1590 cm™ ve 1469 cm ™ 'deki gerilme pikleri sirastyla C=N ve C=C
baglarma aittir (Manoharan, Thekkeppat, Das ve Ghosh, 2020). 1350-1000 cm!
aralifinda meydana gelen titresimler Benzotiyazoldeki C-N gerilme titresimleridir. Bu
bolgedeki pikler birkag¢ bandin karisimi seklinde bulunabilir ve tanimlamak kolay degildir
(Muthu, Maheswari ve Sundius, 2013). Bu nedenle spektrumda, 1215 cm™ ve 1260 cm’
Pde gdzlemlenen bantlarin, C-N gerilme titresimlerine ait oldugu diisiiniilmektedir.
Molekiilde bulunan Ftalimid grubundaki C=0O (imid) baglarinin asimetrik ve simetrik
gerilme titresimleri ile aromatik C-H baglarinin titresimleri sirasiyla 1769, 1704 ve 715
cm’de ortaya ¢ikmigtir. Buda ftalimid grubunun varligin1 ortaya koymaktadir (Ghiggi,
Pollo, Cardozo ve Tessaro, 2017).

4.2. Coziicii Secimi

Sensore, hidrazin ilave edildikten sonra floresans yogunluguna farkli ¢oziiciilerin
(DMSO, DMF, THF, MeCN ve CHCI3) etkisi aragtirildi. Sekil 4.2°de gorildiigii gibi
DMSO en yiiksek floresans yogunlugu gostermistir. 2-(2-Aminofenil) benzotiyazol’iin
CHCI3 gibi nispeten polar olmayan c¢oziiciide ¢oziinmesi sadece dielektrik etki ile

olmaktadir ve amin ile ¢6ziicii arasinda sadece van der Waals etkilesimleri vardir.
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Sekil 4.2. Yaygin ¢oziiclilerde 50 uM sensor ¢ozeltisine 200 esdeger hidrazin eklendikten 200 dakika sonra
elde edilen floresans spektrumlari.
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2-(2-Aminofenil) benzotiyazol’iin DMSO’da ¢6ziinmesinde ise dielektrik etkiye
ek olarak ¢ozilinen ve ¢oziicii molekiilleri arasinda hidrojen bagi olmasindan dolay1 sensor
floresans yogunlugunun artmasina sebep oldugu ve dalga boyunun kirmiziya kaydigi
tahmin edilmektedir.

Coziict etkisi, polar ¢oziiclilerde molekiil ici yiik transferine baglidir (Binghe
Wang (Editor), 2011). Proton transferi 6zelligine sahip molekiiller genellikle temel halde
kararli bir enol yapisinda bulunurlar ve molekiil i¢i hidrojen baglari igerirler. Hidrojen
baglarindaki protonlar uyarildiklarinda donoérlerini terk ederler ve hidrojen bagi yonii
boyunca proton alic1 gruba aktarilirlar. Sonugta enolden ketoya yapisal bir gegis yani

uyarilmig durum intramolekiiler proton transferi (ESIPT) meydana gelir (Sekil 4.3).

H
>
N N
{ HJQ — { /H— ]Q
S S

Enol Keto

Sekil 4.3. 2-(2-Aminofenil) benzotiyazol’iin enol ve keto formlar1

ESIPT, molekiil i¢i veya molekiiller arasi hidrojen bagi yoluyla floresans
degisimini kontrol eden, hidrojen baginda uyarilmis durum protonlarinin dondrden
akseptore transferini Onleyen, floresansta ve emisyon dalga boyunda kolayca
degisikliklere yol acabilen bir fotokimyasal floresans mekanizmasidir (F. Zhang ve
digerleri, 2022). Uyarilmis haldeki keto formundaki enerjinin bir kismi floresans
emisyonu seklinde salinir ve kararli temel hal olan enol formuna geri doner. Metanol gibi
protik polar coziiciilerde, hidrojen bagli komplekslerin olusumu, 2-(2-Aminofenil)
benzotiyazol molekiiliinde, 6zellikle enamin yapisinda belirgin yapisal bozulmalara
neden olur. Molekiildeki benzotiyazol diizlemi, enamin grubunu i¢eren benzen halkasinin
diizlemine neredeyse diktir ve bu biikiilmiis yapinin enerjisi 6nemli 6l¢iide azdir. Bu da
uyarilmig durumda, enol formu enerjisinin keto formu enerjisinden biiyilik olmasina sebep
olur (Egnoi*> Eketo*). Keto formu olan enamin yapisi kararli bir konfigilirasyona
dontistiiriiliir, ancak bunun da osilator yogunlugu fkew* = 0 olacagindan ve floresans da

sadece amin yapisi tarafindan tiretildiginden floresans yogunlugu biiyiik dl¢iide azalir.
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4.2.1. Coziicii Sisteminin Etkisi

Farkli ¢oziicli sistemlerinin floresans yogunlugu {izerine etkisi arastirilmistir.
Coziicti sistemi olarak DMSO ile PBS (10 mM, pH=7,4) karisiminin farkli hacim oranlari
(DMSO:PBS; 4:1, 2:1; 1:1; 1:2; 1:4) kullanilmustr.

Sekil 4.4’te farkli oranlardaki DMSO-PBS (10 mM, pH 7.4) karisiminin
bulundugu ortamdaki sensor ile hidrazinin etkilesimi sonucundaki floresans yogunluklari
Olclilmiistiir. Ayrica yiizde PBS miktar1 ile floresans yogunlugu arasindaki iliski Sekil
4.5’te gosterilmistir. Sekil 4.4 ve 4.5’ten ¢oziicli sistemindeki PBS miktarinin artigtyla
floresans yogunlugunda bir artis oldugu, DMSO-PBS oraninin 1:1 oldugunda en yiiksek
floresans yogunluguna sahip oldugu goriilmiistiir. PBS miktar1 %50’den fazla oldugunda
floresans yogunlugunda azalma gézlenmistir. Bunun sebebi, ortamda yiiksek oranda su
bulundugunda hidrazinin su molekiilleri tarafindan ¢oziilmesi ve hidrazinin

reaktivitesinin azalmasidir (Samanta ve digerleri, 2020).

350 4 — DMSO-PBS (viv, 4:1)

—— DMSO-PBS (vlv, 2:1)
—— DMSO-PBS (viv, 1:1)
—— DMSO-PBS (viv, 1:2)
—— DMSOQ-PBS (viv, 1:4)

300

250
200 4
150

100 +

Floresans Yogunlugu

50 -

400 425 450 475 500 525 550
Dalgaboyu (hnm)

Sekil 4.4. DMSO-PBS ¢oziicii sisteminin farkli oranlarinda 50 pM sensdre 200 esdeger hidrazin eklenerek
200 dakika sonunda elde edilen floresans spektrumlari.
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Sekil 4.5. DMSO-PBS (10 mM, pH=7,4) igerisindeki sensoriin farkli PBS oranlarinda hidrazine karsi
floresan davranisi.

Yani, sulu ¢ozeltilerde suyun ortamdaki hidrazin ile gii¢lii hidrojen bag1 yapmasi
ve bunun sonucu olarak da hidrazinin azalan niikleofilitesi oldugu diisiiniilmektedir
(Ramakrishnam Raju ve digerleri, 2014).

DMSO-PBS orant 1:1 oldugu durumda en yiiksek floresans yogunlugu elde
edildiginden calismalar DMSO-PBS (1:1, v/v, 10 mM, pH=7,4) ¢oOziicli sistemi

kullanilarak gergeklestirilmistir.

4.3. Absorpsiyon ve Floresans Spektrumlari

4.3.1. Hidrazin Derisimi

Sensor derisimi daha fazla hassasiyet elde etmek i¢in optimize edilmesi gereken
parametrelerden biridir (Tiimay, Haddad Irani-nezhad ve Khataee, 2020). Sekil 4.6,
DMSO-PBS (1:1, v/ v, 10 mM, pH=7,4, Aex:370 ve Aem:450 nm) kosullarinda hidrazin
varliginda 5-100 uM arasinda degisen sensor derigimlerine karsi floresans yogunluklarini
incelenmistir. Her bir sensor derisimi i¢in hidrazin derisimi 10 esdeger alinmustir.
Grafikten anlagilacagi gibi sensor derisimi 50 pM ve tizeri oldugunda floresans
yogunlugunun hemen hemen sabit kaldig1 goriilmektedir. Bundan dolay1 sensoriin tatmin
edici bir floresans degerini ve uygun renk degisimini elde etmek icin floresans

Olclimlerinde sensor derigimi 50 uM olarak alinmistir.
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Sekil 4.6. Hidrazin varliginda 5-100 uM arasinda degisen sensor derisimlerine bagli floresans yogunluklart.
Sartlar: DMSO-PBS (1:1, v/ v, 10 mM, pH=7,4, Aex:370 ve Aem:450 nm)

100 uM sensor ¢ozeltisine 0-300 esdeger hidrazin eklenerek elde edilen UV-Vis
spektrumlar1  Sekil 4.7°de gosterilmektedir. Sensoriin 296 nm’deki maksimum
absorbanst, hidrazin ilavesiyle azalirken, 370 nm’de yeni bir tepe noktasinin goriiniir hale

geldigi gozlenmistir.
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Sekil 4.7. DMSO-PBS (1:1, v/ v, 10 mM, pH=7,4) igerisindeki 100 uM sensor ¢dzeltisine 0-300 esdeger
konsantrasyon araliginda hidrazin eklenmesi {izerine sensoriin absorbans spektrumundaki degisiklikler.

Sensoriin floresans yogunluguna hidrazin derisiminin etkisi, 50 puM sensor

¢ozeltisine 0, 5, 10 15, 20, 25, 50, 100, 150, 200, 250 ve 300 esdeger hidrazin eklenerek
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arastirllmistir. Sekil 4.8 ve Sekil 4.9’da, sensér c¢ozeltisine hidrazin eklenmesiyle

floresans yogunlugunun arttigi ve 200 esdegerden sonra sabit kaldig1 goriilmektedir.

Ayrica sensor, 365 nm UV lambasi altinda renksizden maviye kayan bir siddetli bir renk

vermektedir.

Floresans Yogunlugu

350 4
300:
250 4
200:
150:
100

50

J

300 esdeger NoHy
:

500
Dalgaboyu (nm)

T T T T
400 425 450 475

I 1
525 §50

Sekil 4.8. DMSO-PBS (1:1, v/ v, 10 mM, pH=7,4) igerisindeki 50 uM sensor ¢ozeltisine 0-300 esdeger
konsantrasyon araliginda hidrazin eklenmesi tizerine sensoriin floresans spektrumundaki degisiklikler. Ek:
Hidrazin eklendikten sonra sensoriin 365 nm UV 151k altinda gosterdigi renk degisikligi.

Floresans Yogunlugu
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Sekil 4.9. DMSO-PBS (1:1, v/ v, 10 mM, pH=7.,4) kosullar1 altinda 0-300 esdeger araligindaki hidrazin
konsantrasyonlarina karsi sensoriin floresans yogunluklarinin ¢izilmesiyle elde edilen konsantrasyon egrisi.
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4.3.2. pH Etkisi

Sensor kararliligi ve sensoriin biyo-goriintiilemelerdeki uyumlulugu i¢in ideal bir
pH belirlemek ¢ok 6nemlidir (Shi, Yin, Zhang, Wen ve Huo, 2019). Sekil 4.10’dan
goriilecegi gibi, sensoriin floresans yogunlugu, pH 2-7.4 araliginda 6nemli 6lglide artarak
pH 7.4’te maksimum degere ulagmistir. pH 7.4’ten sonra floresans siddetinin azaldigi,
asidik ortamdaki floresans yogunlugunun bazik ortamdakine goére daha zayif oldugu
gozlenmistir. Asidik bir ortamda, azotun benzotiyazol iizerindeki protonasyonu nedeniyle
ICT etkisi artar, baslangigta 435 nm’de bulunan floresans spektrumundaki maksimum

emisyon dalgaboyu, n6tr bir ortamda 450 nm’ye kadar kirmiziya kayar (Jiang ve digerleri,

2017).
350 + ~—=— Hidrazin Varhginda
. —#— Hidrazin Yoklugunda

300

2, 250 -
=2
c

5 200
0
>
[

£ 150
(]

o .
<]

T 100

50

1 = F— o g = —_—T
0 T T T T T r T
2 4 6 8 10 12
pH

Sekil 4.10. DMSO-PBS (1:1, v/ v, 10 mM) igerisinde 200 esdeger hidrazin varliginda (siyah) ve hidrazin
olmadan (kirmizi) 50 pM sensor ¢dzeltisinin pH’ya bagl floresans yogunluklari.

4.3.3. Zaman Calismasi (Algillama Siiresi)

Sensoriin algilama siiresi, DMSO-PBS (1:1, v/ v, 10 mM, pH=7,4) ¢oziicii sisteminde,
50 uM sensor cozeltisine 200 esdeger hidrazin eklenerek 420 dakika boyunca sensoriin
floresans yogunluklarinin zamana bagli degisimleri arastirilmistir. Sensoriin 450 nm’deki
floresans yogunlugunun zamanla arttig1 ve yaklagik 200 dakika sonunda maksimum degerine

ulastiktan sonra sabit kalmistir (Sekil 4.11)
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Sekil 4.11. DMSO-PBS (1:1, v/ v, 10 mM, pH=7,4) kosullarinda, 50 pM sensor ¢ozeltisine 200 esdeger
hidrazin eklendikten sonraki 420 dakika boyunca sensdriin floresans yogunlugunun zamanla degisimi.

Floresans Yogunlugu
(|

4.3.4. Tespit Sinir1 (LOD)

Sensoriin hidrazini tespit limitini (limit of detection, LOD) belirlemek igin,
sensoriin 0-50 esdeger hidrazin konsantrasyonu araligindaki emisyon spektrumlari
alinarak, hidrazin konsantrasyonuna karsi1 floresans yogunlugundaki degisimini gdsteren
grafik Sekil 4.12°de verilmistir. Hidrazinin tespit limitini hesaplamak icin esitlik (1)’de
verilen denklem kullanilmistir:

LOD=2c/S (1)
Burada;

LOD: Sensoriin tespit limiti

o: Bos 6l¢iimiin standart sapmast

S: 50 puM sensor c¢ozeltisine ait floresans yogunluklari ile 0-50 esdeger

araligindaki hidrazin konsantrasyonlar: arasindaki egim

Sekil 4.12°deki grafikten egim, S = 2451,42 ve standart sapma ¢ = 1128,39 olarak elde
hesaplanmistir. Esitlik (1) kullanilarak LOD = 46,03 pM olarak bulunmustur.
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Sekil 4.12. DMSO-PBS (1:1, v / v, 10 mM, pH=7,4) kosullar1 altinda floresans yogunluklar1 ile 0-50
esdeger araligindaki hidrazin konsantrasyonlar1 arasindaki dogrusal iligkiyi gosteren kalibrasyon egrisi.

4.4. Segicilik Calismalar

Biyolojik sistemlerde ve ortamlarda floresan sensdrlerin uygulanmasi igin
secicilik esastir (Yuan ve digerleri, 2021). Sonuglarin dogrulugunu belirleyen herhangi
bir analitik yontemin temel 6zelligi olan segicilik, yontemin yalnizca numunedeki analite
bagl sinyaller liretme yetenegi olarak tanimlanir. Cogu durumda, en yiiksek seciciligi
elde etme yetenegi, sensdr uygulamalart i¢in hayati 6nem tasir (Demchenko, 2015).
Secicilik, tilirlin geometrisi, elektronik yapisi ve polaritesi dikkate alinarak tamamlayici

molekiiler veya iyonik 6zellikler araciligiyla elde edilir (Galbraith, 2010).

Sensoriin secicilik ¢aligsmalari, yaygin anyonlar (ClO47, CI, NO27, NO3", AcO", Br’
, SO4%, T), yaygin katyonlar (Cu?, Na*, Cd**, Pb**, Ba**, Zn?"), biyolojik molekiiller
(Ure, L-Glutatyon, Pirolin) ve aminler (Amonyak, Trietilamin, Dietilamin,
Hekzametilendiamin, 1-Naftilmetilamin, 3-Metoksipropilamin) kullanilarak

gergeklestirilmistir.

50 uM sensor ¢ozeltisine hidrazin yoklugunda girisim yapmast muhtemel
tiirlerden 500 esdeger eklenirken, hidrazin konsantrasyonu 200 esdegerde sabit tutularak
floresans emisyon degerleri Ol¢iildi. Tiirler, sensoriin emisyon yogunlugunda artiga
neden olmazken, hidrazin 6nemli oranda artisa neden olmustur. Bu da sensoriin yalnizca

hidrazin i¢in se¢ici oldugunu gostermistir (Sekil 4.13). Ayrica, hidrazinin ve potansiyel
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olarak girisim yapabilecek tiirlerin varliginda sensoriin floresans yogunluklarinin

bolmeler halinde gosterimi Sekil 4.14°te verilmistir.

400 - N H
350 ] /

300 -
250 —
200 —

150

100 - Diger Tiirler

Floresans Yogunlugu

50

T T T T T T T T T T T T T
400 425 450 475 500 525 550
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.13. DMSO-PBS (1:1, v / v, 10 mM, pH=7.4) icerisinde 50 uM sensor ¢ozeltisine 200 esdeger
hidrazin ve 500 esdeger diger tiirler eklenerek elde edilen floresans yogunluklari.
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Sekil 4.14. DMSO-PBS (1:1, v / v, 10 mM, pH=7,4) icerisinde 50 uM sensdr ¢ozeltisine 200 esdeger
hidrazin ve hidrazin yoklugunda 500 esdeger diger tiirler eklenerek elde edilen floresans yogunluklarinin
bolmeler halinde gosterimi.

50 uM sensor ¢ozeltisine 200 esdeger hidrazin varliginda, girisim yapmast
muhtemel tiirlerden 500 esdeger eklenerek sensoriin floresans spektrumlart elde
edilmistir. Tiirlerin varliginda sensoriin emisyonunda artis gézlenmezken, her bir tiiriin
lizerine ayri ayr1 hidrazin ilavesi sonrasi sensoriin floresans yogunlugunda énemli oranda

artis gézlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. DMSO-PBS (1:1, v/v, 10 mM, pH=7,4) igerisinde 50 pM sensor ¢ozeltisine 200 esdeger
hidrazin ve hidrazin varhiginda 500 esdeger diger tiirler eklenerek elde edilen floresans yogunluklarinin
bdlmeler halinde gosterimi.

Ek olarak anyonlar, katyonlar, biyolojik molekiiller ve yaygin aminler i¢in 365
nm UV lambasi altinda hidrazin yoklugunda kaydedilen renk degisimleri Sekil 4.16’da
gosterilmistir. Burada da renk degisiminin sadece hidrazinde oldugu belirlenerek uyumlu

sonuglar elde edilmistir.

| |
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Sekll 4.16. UV 1§1k altinda (365 nm ) sensOr ¢ozeltilerinin farkl anahtler ve hidrazin varliginda renk
degisimleri.

Tiim sonuglar, sensoriin kompleks numunelerde hidrazin i¢in oldukca segici

oldugunu ve hidrazin tespiti i¢in kullanilabilecegini gdstermektedir.

4.5. Sensoriin Hidrazini Algilama Mekanizmasi

Sensor tasariminda tanima grubu olarak ftalimid grubunun secilmesinin nedeni,
bilesigin korumasini kaldirmak i¢in hidrazinin kullanilabilmesidir (Wang ve digerleri,
2016). 2-(2-Aminofenil) benzotiyazol ise PET olusturma ve giiclii floresans emisyonu
0zelligi nedeniyle secilmistir (Roy ve Bandyopadhyay, 2018). Florofor 2-(2-Aminofenil)
benzotiyazol, 151k tarafindan uyarildiginda, elektronlar1 en yiiksek dolu orbitalden

(HOMO) en diisiik bos orbitale (LUMO) gecis yapar ve elektronlar radyasyonla
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HOMO’ya geri dondiigiinde floresans olayr meydana gelir. Ancak tanima grubunun
HOMO’su floroforun iki yoriingesi arasina yerlestirildiginde, tanima grubunda HOMO
tizerindeki ortaklanmamis elektronlar yakindaki floroforun HOMO’sunu isgal ederek
florofora ait LUMO orbital elektronlarinin HOMO orbitallerine gecis yapmasina engel
olmaktadir. Bdylece, florofora ait HOMO orbitallerinde radyasyon gegisinin olugmasi
engellenir, PET olusur ve floresans sondiiriiliir (So, Zaleski, Murlick ve Ellaboudy, 1996).
Sekil 4.17°de sensore ait PET mekanizmasi gosterilmistir.

Ftalimid korumali sensor neredeyse hig floresans emisyonu vermemistir. Hidrazin
ilavesiyle ftalimid kismi1 yapidan ayrilarak 2-(2-Aminofenil) benzotiyazol olugmasiyla
birlikte sensdriin floresans yogunlugunda kayda deger artis gozlenmistir. Deneylerden
elde edilen bulgular, sensoriin algilama mekanizmasinin Sekil 4.17’deki gibi hidrazinoliz

olabilecegini gostermistir.

PET Aktif PET Deaktif
¥\ 7~
H,N

Sekil 4.17. Sensore hidrazin ilavesiyle PET siirecinin sonlanmast ve 2-(2-Aminofenil) benzotiyazol ile
floresansin geri kazanimai.

Sensoriin algilama mekanizmas1 UV-Vis spektroskopisi ve (J. Zhang ve digerleri,
2015) ve HPLC analizleri ile ortaya konulmustur (T. Tang ve digerleri, 2016). Sekil
4.18a’da goriildiigii gibi 2-(2-Aminofenil)-benzotiyazol bilesigi 370 nm dalgaboyunda,
2-(2-(benzo[d]tiazol-2-il) fenil) izoindolin-1,3-dion (BTF) sensorii ise 296 nm’de
absorpsiyon piki vermektedir. Sensoriin tizerine NoHy ekleyip belirli bir siire beklendikten
sonra sensOre ait olan 296 nm’deki pikin siddetinin azaldigi ve 370 nm’de 2-(2-
Aminofenil)-benzotiyazol bilesigine ait olan absorpsiyon pikinin olustugu goriilmektedir.
Buda N:;Hs ile sensoriin etkilesime girdigini ve olusan tiriin 2-(2-Aminofenil)-

benzotiyazol oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.18. Algilama mekanizmasinin dogrulanmasina ait (a) UV-Vis spektrumlari, (b) 330 nm’deki HPLC
kromatogramlari.

Onerilen bu mekanizmanin dogru olup olmadigini arastirmak igin, reaksiyon
gercek zamanl olarak HPLC ile izlendi. Sekil 4.18b’de gosterilen sonuglar, BTF
¢ozeltisine hidrazin (asir1) ve hidrazin ¢ozeltisine BTF (asir1) ayr1 ayri eklendikten sonra,
BTF konsantrasyonunun kademeli olarak azaldigini, 2-(2-Aminofenil)-benzotiyazol

konsantrasyonun kademeli olarak arttigini1 gostermektedir.

4.6. Sensor Uygulamalari

4.6.1. Test Seritleri

Test seritleri, sensorlerin pratik uygulamalari i¢in basit ve kullaniglh bir yontemdir
(Qiu, Chen, Jiang, Guo ve Yang, 2018). Hidrazini pratik olarak tespit etmek i¢in TLC
seritleri kullanildi. Her bir test seridi tizerine ayr1 ayri, 0,01 M, 0,05 M, 0,10 M, 0,20 M,
0,50 M, 1,00 M ve 5,00 M derisimlerindeki DMSO-PBS (1:1, v/v, 10 mM, pH = 7,4)
igerisindeki hidrazin ¢ozeltilerinden 3’er damla damlatildi. 60 dakika sonra, seritlerin
rengi 365 nm UV 15181 altinda renksizden maviye degisim gdsterdigi tespit edildi (Sekil
4.19). Bu uygulama, hidrazini pratik olarak tespit etmek icin sensoriin kullanilabilecegini

gostermistir.
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Sekil 4.19. BTF (50 uM) kapli test seritlerine farkli konsantrasyonlarda hidrazin ¢6zeltisi damlatildiktan
60 dakika sonra sensoriin bir UV lambasi (365 nm) altinda gdsterdigi renk degisiklikleri.

4.6.2. Gaz Faz1 Testi

TLC seritleri oda sicakliginda 15 dakika boyunca, igerisinde %0, %5, %10, %20,
%30, %40 ve %50 derisimlerinde sulu hidrazin ¢6zeltileri bulunan siselerin igerisine
kapak kisimlarindan ¢ozeltiyle temas etmeyecek sekilde kapatilarak sensoriin hidrazin
buharina kars1 algilama davranisi incelendi. TLC seritlerin 365 nm UV 15181 altindaki renk
degisimleri izlendi (Sekil 4.20). Buradan sensoriin gaz fazindaki hidrazine karsi da

duyarli oldugu ve gaz fazi uygulamalarda kullanilabilecegi sonucuna varildi.

1 mM BTF %5 N,H, %10 N,H,%20 N,H, %30 N,H, %40 N,H,%50 N,H,

u,»“_‘l. |8 R

- - N
‘ —

Sekil 4.20. Bir UV lambas1 (65 nm) altinda farkl1 hidrazin buhar1 konsantrasyonlarina maruz birakildiktan
15 dakika sonra sensor (1 mM) kapli TLC seritlerinin renk degisiklikleri.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Bu tez calismasinda hidrazin tespiti i¢in reaktif bazli floresan sensor olarak 2-(2-
(benzo[d]tiazol-2-il) fenil) izoindolin-1,3-dion tasarlanarak sentezlenmistir. Gabriel
sentezine dayanan ve florofor grup olarak 2-(2-Aminofenil) benzotiyazol, ayrilan grup
olarak ftalimid igeren floresan sensor, tek asamali bir reaksiyonla %84 verimle elde
edilmistir. Molekiiliin yapisal karakterizasyonlar1 'H-NMR, C-NMR ve FT-IR ile
gerceklestirilmistir.

Sensoriin, farkli ¢oziicli ortamlarinda hidrazin ile tepkimesi sonucu en yiiksek
floresans siddeti DMSO’da gozlenmistir. Ayrica PBS’in farkli oranlarinin kullanilmasi
ile olusturulan ¢oziicii sistemlerinden, DMSO-PBS oraninin 1:1 oldugu ¢oziicii
sisteminde en yiiksek floresans yogunlugu elde edilmistir. Sensdriin hidrazin tespitinde
kullanilabilecegi derisim 50 uM oldugunda sensoriin floresans yogunlugu, hidrazin
iceriginin kademeli olarak artirilmasiyla artarak 200 esdegerde sabit kalmistir. Sensoriin
200 esdeger hidrazin varliginda 200 dakika sonunda maksimum degere ulasarak sabit
kaldig1 gézlenmistir.

Sensoriin minimum tespit limiti LOD, 46,03 pM olarak hesaplanmistir. Ayrica,
sensOriin farkli pH’lardaki performans: incelenerek floresans yogunlugunun pH 7.4’te
maksimum oldugu goriilmiistiir.

Sensor ile ilgili segicilik caligsmalari, 50 uM derisimindeki sensor ve 200 esdeger
hidrazin iizerine 500 esdeger anyonlarin (ClO4, CI', NO2,, NOs', AcO", Br, SO4*, I),
katyonlarm (Cu?*, Na*, Cd**, Pb**, Ba**, Zn?"), biyolojik molekiillerin (Ure, L-Glutatyon,
Pirolin) ve aminlerin (Amonyak, Trietilamin, Dietilamin, Hekzametilendiamin, 1-
Naftilmetilamin, 3-Metoksipiropilamin) eklenmesiyle gerceklestirilmis ve sensoriin
DMSO-PBS (1:1, v / v, 10 mM, pH=7,4) ortaminda yalniz hidrazine karsi segici
davrandig belirlenmistir.

N2Hj4 ile sensor arasindaki mekanizma UV-Vis ve HPLC teknikleri kullanilarak
ortaya konulmustur. Sensordeki ftalimid grubunun N>Hjy ilavesiyle bilesikten ayrildigi ve
PET mekanizmasi yoluyla floresans 1s1manin oldugu belirlenmistir.

TLC’den hazirlanan test seritleri kullanilarak sensoriin ¢ozelti ortaminda bulanan
hidrazini algilama performansi basarili ve etkin bir sekilde gdzlemlenmistir. Ayrica

sensOriin gaz halindeki hidrazine karsi davranis1 yine TLC serit kullanilarak
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incelenmistir. Farkli yiizdelerde sulu hidrazin ¢6zeltilerine maruz birakilan sensoriin 15
dakika i¢inde renksizden maviye renk degisimi gozlenmistir. Sonu¢ olarak, bu iki
uygulamadan elde edilen bulgular, bu caligmada sentezlenen 2-(2-(benzo[d]tiazol-2-il)
fenil) izoindolin-1,3-dion sensoriiniin hidrazin tespiti i¢in segici ve giivenilir oldugunu

ortaya koymustur.

5.2. Oneriler

Gergeklestirilen bu ¢alismanin devami olarak, benzotiyazol yapisindan
yararlanan floresan sensorleri tasarlamak icin yeni bir temel gelistirebilir; 6zellikle hedef
analite kars1 yliksek segici, kolay ayarlanabilen ve kimyasal olarak kararli floroforlar,
basit ve Olceklenebilir bir sentetik strateji kullanilarak kolayca saglanabilir. Ayrica
hidrazin tespitinde kullanilacak molekiilde konjugasyonu artiracak gruplar eklenerek hem
floresans siddeti artirilabilir hem de daha fazla kirmiziya kayma saglanabilir. Hidrazinin
tespit siiresini kisaltacak sekilde molekiillerin tasarlanmasi, sensoriin daha iyi performans

gdstermesini saglayabilir.
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EK-1 Sensoriin 'H NMR spektrumu.
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EK-2 Sensoriin *C NMR spektrumu.
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EK-3 Sensoriin FT-IR spektrumu.
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