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BAZI 8-ANILINOBODIPY BOYALARININ SENTEZi VE SUDA
KROMOFLOROJENIK NITRIT iYONU TESPITi
UYGULAMALARI

OZET

Bu ¢alismada, iki 8-(4-anilino) BODIPY tiirevi (NP-1 ve NP-2) sentezlenmis ve nitrit
iyonu algilama potansiyelleri incelenmistir. Bilesikler, literatiir rehberliginde 4-
nitrobenzaldehit ve 2,4-dimetilpirol bilesiklerinin asidik ortamda kondenzasyonu ile ilgili
dipirometan tlirevlerine doniistiiriilmiistir. Daha sonra, bu tiirevler DDQ oksidanti
kullanilarak yiikseltgenmis ve dipirometen tiirevlerine c¢evrilmistir. Ardindan, bazik
ortamda bor trifloriir eterat1 ile muamele edilerek hedef problarin 6ncii bilesikleri olan 8-
(4-nitrofenil) BODIPY tiirevleri elde edilmistir. Bu bilesikler, asidik ortamda demir (demir
tozu) ile indirgenerek hedef 8-(4-anilino) BODIPY bilesikleri (NP-1 ve NP-2) basariyla
sentezlenmistir.

UV-vis spektroskopisi, NP-1’in H-siibstitiisyonlar1 nedeniyle pH degisimine bagli belirgin
bir kirmiziya kayma (6 nm) sergiledigini, NP-2’nin ise metil siibstitiisyonlarindan kaynakli
sterik etkilerle daha sinirli bir kayma (3 nm) gosterdigini ortaya koymustur. Ayrica, pH’nin
problarin floresans emisyonlari {izerindeki etkisi incelendiginde, artan asidik kosullar
altinda NP-2’nin emisyon geri kazaniminin, NP-1’e kiyasla yaklasik 85 kat daha yiiksek
oldugu belirlenmistir.

Floresans emisyon analizlerinde, NP-2’nin yiiksek baglangi¢ emisyonu nitrit varliginda ani
bir sekilde kaybolurken, NP-1’in diisiik emisyonuyla renk degisimi yoluyla algilama
sagladigi belirlenmistir. Sonuglar, NP-1’in kolorimetrik, NP-2’nin ise floresans probu
olarak nitrit algilama i¢in uygun adaylar oldugunu gostermistir. Bu ¢alismanin, farkl
analitler i¢in yeni prob tasarimlarina ilham olmas1 beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: BODIPY, nitrit iyonu, gida giivenligi, floresans problar, kolorimetrik
problar.
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SYNTHESIS OF SOME 8-ANILINO BODIPY DYES AND THEIR
APPLICATIONS IN CHROMOFLUOROGENIC DETECTION OF
NITRITE IONS IN WATER

ABSTRACT

In this thesis study, two 8-(4-anilino) BODIPY derivatives (NP-1 and NP-2) were
synthesized, and their potential for nitrite ion detection was investigated. The compounds
were prepared by condensing 4-nitrobenzaldehyde and 2,4-dimethylpyrrole in an acidic
medium to obtain the corresponding dipyrromethane derivatives. Subsequently, these
derivatives were oxidized using DDQ to produce dipyrromethene intermediates. These
intermediates were then treated with boron trifluoride etherate in a basic medium to yield
the precursor compounds, 8-(4-nitrophenyl) BODIPY derivatives. Finally, these
compounds were reduced with iron (iron powder) in an acidic medium to successfully
synthesize the target 8-(4-anilino) BODIPY derivatives, NP-1 and NP-2.

UV-vis spectroscopy revealed that NP-1 exhibited a significant red shift (6 nm) in response
to pH changes due to the electronic delocalization effects of hydrogen substitution at the
5- and 7-positions. In contrast, NP-2, with methyl substituents at these positions, displayed
a more limited red shift (3 nm) due to steric hindrance. Moreover, when the effect of pH
on the fluorescence emissions of the probes was investigated, it was found that under
increasingly acidic conditions, the emission recovery of NP-2 was approximately 85 times
higher compared to that of NP-1.

Fluorescence emission analysis showed that NP-2 exhibited high initial fluorescence
emission, which diminished sharply in the presence of nitrite ions. NP-1, on the other hand,
demonstrated low emission, enabling detection through colorimetric changes. The findings
suggest that NP-1 is a suitable candidate for colorimetric sensing, while NP-2 is better
suited as a fluorescence probe for nitrite detection. This study is expected to inspire the
design of new probes for various analytes.

Keywords: BODIPY, nitrite ion, food safety, fluorescence probes, colorimetric probes.
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1. GIRIS

Su kaynaklarinda ve gida maddelerinde izin verilen limitlerin {izerindeki nitrit (NO3 )
iyonu konsantrasyonlar1 tehlikeli kabul edilir ve ¢evre ve halk sagligi i¢in bir tehdit
olusturdugu kanitlanmistir (Yilmaz, 2021). Modern gida ve tarim endiistrisi, nitriti gida
koruyucusu ve giibre olarak yogun bir sekilde kullanir, bu da nitritin asir1
konsantrasyonunu insan ve halk sagligi ile ilgili oldugu i¢in kritik derecede 6nemli kilar
(Karwawska ve ark. 2020). I¢me sularindaki inorganik kirleticiler arasinda en yaygin
iyonlardan birinin nitrit oldugu bilinmektedir (Adarsh ve ark. 2013). Organik azotun son
iirlinii nitrattir. Nitrat iyonlar1 dogrudan toksik etkiye sahip degillerdir. Nitrat, bakteriyal
nitrat rediiktaz aktivitesi vasitasiyla zararli nitrit iyonlarina dontigmektedir. Nitrit ise
hemoglobin ile etkilesime girerek methemoglobin olusumuna neden olur. Hemoglobindeki

+3»

Fe*? yiikseltgenerek Fe*>’e doniismekte ve boylece kanin O tagimasi islevini dnlemekte

veya azaltmaktadir (Ozdestan ve ark. 2010).

Nitrit iyonu tarimsal faaliyetlerde kullanilan azot giibrelerinden, uygun olmayan atik
drenajindan ve atmosferik yagislardan kaynaklanan hem yiizey suyu hem de yeralt1 kirletici
olarak kabul edilmektedir. Istenmeyen uzun siireli ve/veya yiiksek diizeyde NO2 alimimin
infatil metmiyoglobinemi (mavi bebek sendromu olarak ta bilinir) artan kanser insidansi
ve hatta 6liim gibi sorunlara da sebep oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalarda NO3 ve
NO3 iyonlarmin bircok metabolik fonksiyon (nérotransdmitter ve tromboz) icin vekil

belirteg olarak davrandigi goriilmistiir (Lo ve ark., 2017).

NO:z’nin protein ile etkilesimi N-nitrozaminlerin olusumuna yol acar. Nitrozaminler, R nin
genellikle alkil grubu oldugu R2:N-N=O kimyasal yapisinin organik bilesikleridir.
Protonsuz bir amine bagli nitroso grubuna (NO™) sahiptirler. Cesitli gidalarin ve tiitiiniin
fermantasyonu sirasinda gastrointestenal sistemde bulunan asidik kosullar altinda nitrit

koruyucularin aminlerle invivo reaksiyonu ile olusan kanserojenlerdir (K. C. Rout ve ark.
2015).



Nitrit ayn1 zamanda doganin nitrojen déngiisiinde énemli rol alir. Ozellikle biyokimyasal
stireclerin diizenlenmesinde ve kontroliinde etkindir. Nitrit, uzun bir gegmise sahip olan bir
gida koruyucusudur. Mikroorganizmalarin biiylimesini ve gelismesini engelleyerek et ve

et irtinlerinin bozulmasini 6nlemek amaciyla kullanilmistir (Z. Qi ve ark. 2016).

Nitrit gida zehirlenmesine neden olan Clostridium Botulinum gelisimini 6nlemek
amaciyla ¢ok az miktarda et diriinlerinde kullanilir. Aym1 zamanda kiirlenmis ete
karakteristik renk, lezzet ve aroma vermektedir. Ayrica pH 5,7-6,0 olan bir {iriinde sodyum
nitritin 200 mg/kg’lik konsantrasyonunu Moraxella, Flavobacterium, Pseudomanas,
Enterobacter ve Escherichia cinsi bakterilerin gelisimini engellemektedir. Konu ile ilgili
gerceklestirilen bir ¢alismada, laboratuvar ortaminda 1s1l islem ve nitrit uygulamasinin 30

Clostridium susunu inhibe ettigi ifade edilmistir (O. Ozdestan ve ark. 2010).

Yogun kimyasal giibre kullanim1 ve hayvancilik atiklarindan kaynakli olarak cok miktarda
reaktif azotun salindig1 ve nitrit gibi azot igeren bilesikler seklinde sucul sistemlerde son
bulan bir dongii oldugu bilinmektedir. Nitrit su kiitlelerinde asir1 o6trifikasyon ve alg
biliyiimesinden sorumludur. Bu durumda nitritin besin zincirine girebilir oludugunu

kanitlamaktadir (A. Gill ve ark. 2019).

Viicuda alinan nitratin dnemli bir kismi diski yoluyla atilmakta iken bir kismu da tiikiiriik
bezlerine tasinmakta ve agiz yoluyla salgilanmaktadir. Burada agizda bulunan bakteriler
tarafindan nitrite indirgenir ve yutma yoluyla mideye tasinir. Nitrit varliginda gida
sisteminin fizikokimyasal 0Ozelliklerine baglh olarak baz1 kompleks reaksiyonlar
olusturmaktadir. Nitrit, hem indirgen hem de yiikseltgen bir madde olup; organik
maddelere kars1 asir1 derecede reaktiftir ve 1s1ya karst dayanikli degildir. Toplum saglig
acisindan nitrarin en dnemli dzelligi nitrar ve mide kanseri arasindaki iliskidir (O. Ozdestan

ve ark. 2010).

Ayrica nitrit, organik sentez ve tarim kimyasallarinin tiretiminde, farmasdtiklerde ve birgok
endiistriyel iirliniin bilesiminde rol oynamaktadir. (B. Gu ve ark. 2016) Cevre Koruma
Ajansi nitrit seviyesini 1 ppm olarak belirlemistir. (A.Gill ve ark. 2019) Diinya Saglik
Orgiitii ve Gida Katk1 Maddeleri (WHO/FAO) Uzman Komitesi igme suyunda maksimum
3 ppm (65 nM) limitini belirlemistir (H. M. Zang ve ark. 2016).



2. KAYNAK OZETLERI

Potansiyel toksisitesi ve tehlikeleri goz 6ntine alindiginda nitrit i¢in algilama yontemlerinin
gelistirilmesi saglik, cevre, gida kalitesi ve giivenilirligi i¢in ¢ok biliyiilk 6nem arz
etmektedir. Bugiine kadar sulu ¢ozeltilerde nitritin belirlenmesi ve izlenmesi amaciyla;
Spektrofotometri, Floresan Spektrofotometresi, Kromatografi, Kapiler Elektroforez,
Kemiliiminesans, Raman Spektroskopsi, Elektrokimyasal Yontemler gibi ¢esitli
yaklagimlar gelistirilmistir. Bu yontemler arasinda kolorimetrik algilama, basitlik, ucuzluk,
diisiik algilama sinir1 ve yerinde gorsel analiz nedeniyle nitrit izleme ve niceleme amaciyla

kullanilan en yaygin analitik tekniktir.

Ornegin yiizyildan daha uzun siiredir gelistirilen Griess tahlili nitrit tespitinin déniim
noktasidir ve bugiin bile popiilaritesini korumaktadir. Bununla birlikte; bu tahlil diisiik
hassasiyet, uzun reaksiyon siiresi, ¢cok adimli islem ve {i¢ farkli reaktifin tepkimesinin

gereksinimi gibi bazi sinirlayici niteliklere sahiptir.

Son zamanlarda Hou ve ark. Griess tahliline alternatif olarak nitrit tespiti igin yeni bir
kolorimetrik sensor bildirdi. Caligmalarinda sinyal raportorii olarak fenosafranin boyasinin
diazotizasyonunu kullanmis ve bu morumsudan maviye gorsel bir renk degisimi liretmistir.
Algilama sinirmin 0,22 nM oldugu ve optimal tespit siiresinin 20 dakika oldugu

belirtilmistir.

Wong ve ark. nitrit iyonlarinin kolorimetrik tespiti i¢in bir rutenyum kompleksi
tasarlamistir. Bu kompleks asidik nitrit ¢ozeltisinde tiretilen NO ile reaksiyona girmis ve
gozle goriiliir renk degisimi meydana getirmistir. Algilama sinir1 0,39 nM ve siiresi 1

dakika olarak belirtilmistir.

Cardoso ve ark. nitrit iyon tahlili i¢cin metilen menekse-3-RAX boyas1 kullanmislardir.
Diazotizasyon reaksiyonu, nitrit iyonlarmin miktariyla orantili olarak absorbans
yogunlugunda bir azalmaya neden olmustur. Hesaplanan tespit sinir1 0,14 nM ve yanit

suresi ise 15 dakikadir.



Lu ve ark. asidik ortamda p-aminobenzoik asit ve kloruglusinoliin diazo kenetlenme
reaksiyonuna dayal1 bir kolorimetrik nitrit tespiti bildirmistir. Bu algilama tepkimesi 434
nm’de maksimum absorbans gdsteren sar1 renkli azo-boyasi vermistir. Algilama sinir1 0,52

nM ve siiresi ise 24 dakika olarak hesaplanmustir.

Chen ve ark. nitrit tayini i¢in basit bir kolorimetrik yontem onermislerdir. UV 15181 altinda
2-amino-6-klorobenzoik asidin kendine baglanmali diazotizasyon reaksiyonu ile 0,12 nM
algilama sinirina ve uzun yanit siiresine (100 dakikalik) sahip bir siklik azobenzen bilesigi

vermistir.

Ramiah ve ark. ise yesil bir aza-BODPY tiirevi vermek i¢in nitritin asidik ¢dzeltide mavi
bir aza-BODPY ile reaksiyonuna dayali alternatif bir kolorimetrik yontem sagladilar. Bu

yontem i¢in algilama sinir1 0,5 nM ve sliresi 5 sn olarak bildirilmistir.

Griess tahliline alternatif olarak diger bazi ilging kolorimetrik yontemler (altin
nanopartikiiller, giimiis nano parcaciklari, kuantum noktalar1 ve karbon noktalar1) son
zamanlarda bildirilmis olsa da pratik uygulamalarda yaygin olarak kabul géormemistir ve

bu yoldaki arastirma hatti hala oldukc¢a sinirli kalmastir.

2.1. Spektrofotometrik Yontemler

Nirit ve nitrat tayini i¢in kullanilan en yaygin yontemlerdir. Basit, ucuz ve analitik
stabilitesi yiiksektir. Bu yoOntemler esas olarak nitritin bazi saptama reaktifleri ile
reaksiyonuna (diazolama ve nitrozasyon reaksiyonu) dayanir; reaksiyondan sonra {irliniin
absorbansi nitrit konsantrasyonu ile orantilidir. Kendi i¢inde, Griess tahlili, Nitrozasyon
tabanli ve Katalitik Spektrofotometrik yontemler olarak incelenir. Ancak bu yontemler
canli hiicre veya organizma ilizerinde uygulama yapmaya elverisli degildirler. Ve genellikle
diistik hassasiyet ve uzun tahlil siireleri sebebiyle tercih edilebilirlikleri azalmaktadir. Yine
de bu yontem ile gelistirilen kolorimetrik sistemler (test kiti vb.) ile imkanlarin zayif oldugu
sahalarda yerinde analiz yapabilmek miimkiindiir. Bu yoniiyle ucuz ve etkin ¢oziimler

iiretme potansiyeli yadsinamaz.



2.2. Kemiliiminesans

Basitlik, genis lineer aralik, diisiik maliyet, giivenlik ve kontrol edilebilir emisyon orani
gibi bir¢ok avantaja sahip giiclii bir analitik teknik olarak bilinmektedir. Bu avantajlari
nedeniyle son yillarda nitrit tayininde genis ¢apta kullanilmistir. Gaz fazli kemiliiminesans,
Luminol kemiliiminesans olarak iki baslik altinda incelenir. Ancak sahada, yerinde analize

uygun bir yontem degildir.

2.3. Elektrokimyasal Algilama

Elektroanalitik cihazlarin potansiyelleri ile tasimabilirligi gibi bir dizi cazip segenek
sunmaktadir. Genel olarak nitrit, platin, altin, bakir, elmas, camsi1 karbon gibi oksit
elektrotlarinda elektroaktiftir. Bununla birlikte ¢iplak elektrotlarin uygulanmasi sinirlidir.
Ciinkii elektrotlarin yiizeyi diger tiirler tarafindan kolaylikla zehirlenebilir. Dolayistyla

hassasiyet ve dogruluk azalir.

2.4. Kromatografi (HPLC, Iyon)

Mevcut literatlir analizi, kromatografinin ¢ogu dalinin nitrit ve nitrat tayini icin
kullanildigini gostermektedir. Dogrudan numune analizi, gogu HPLC ve iyon kromatografi
teknikleri ile elde edilebilir. Ancak gaz kromatografisi hedef tiiriin dlgtilebilir bir varliga
kimyasal modifikasyonunu gerektirir. Bu yaklasimin en biiyiikk dezavantajlari; kimyasal
modifikasyonlarin yani sira maliyet ve karmagiklig: ile ilgilidir. Ayn1 zamanda cihaz

kullanim1 yapacak bireylerin yetenekleri de onemli yer tutmaktadir.

2.5. Kapiler(kilcal) Elektroforez

Kilcal elektroforez, katyonik, anyonik ve ndtr bilesikleri analiz etmek i¢in kullanilabilen
cok yonlii bir tekniktir. Yiiksek ayirma verimliligi, kisa ¢aligma siiresi, kiigiik enjeksiyon
hacimleri, diisiik miktarda numune ve ¢ok ¢esitli anyonlarin es zamanh analizi gibi diger
analitik tekniklere gore ¢esitli avantajlara sahiptir. Son yillarda farkli 6rneklerde nitrit
tayinleri, dogrudan UV tespiti kullanilarak kilcal elektroforez ve kilcal bolge elektroforezi

kullanilarak gergeklestirilmistir. Nitritin kilcal elektroforez analizinde en sik kullanilan



tespit yontemi UV-vis absorbans olmasina ragmen; florometrik ve elektrokimyasal kilcal

elektroforez yontemleri de bildirilmistir.

2.6. Spektroflorimetrik Yontemler

Spektroflorimetri, yliksek hassasiyeti, yliksek segiciligi, cok diisiik tespit limitleri ve kolay
deney protokolleri nedeni ile nitrit tespiti i¢in daha yaygin olarak kullanim gérmeye
baslamistir. Floresan problar nitrit ile reaksiyona girdiginde floresan 1s1k yogunlugunda
degisiklikler =~ meydana gelir.  Nitrit tayini i¢in  birgok  floresan  prob,
nitrozasyon/diazotizasyona tabi tutulmak tiizere nitrit iyonunun kimyasal 6zgiinliiglinden
yararlanilarak yapilmistir. Nitrozasyon bazli, diazotizasyon bazli ve komsu aril diaminlere
dayali spektroflorimetrik yontemler olarak incelenebilir (Yilmaz, 2021). Spektroskopik
yontemlerin eksik/zayif yanlarini ortadan kaldirmaya en uygun analitik yontem oldugu
sOylenebilir. Bilhassa canli ortamlarda kullanima uygun olmasi ve yiiksek hassasiyet
gostermesi nedeniyle UV-vis tabanli spektrofotometrik analizlere tamamlayici nitelik

gosterirler.

2.7. Tasarimimiz

Tiim bu bahisle, biz de bu tez calismamiz kapsaminda hem renk degisimi prensibi ile
spektrofotometrik analizlerde hem de kolorimetrik test kitlerinde potansiyel kullanim
bulabilmesi yoniiyle boyarmadde tabanli sistemleri benimsiyoruz. Buna ek olarak, bu
boyarmaddenin floresans 6zellikli bir boya olmasi1 durumunda kolorimetrik cevaba ilaveten
florometrik analizlere de olanak tanimasi miimkiindiir. Bu baglamda, arastirma
grubumuzun Bordipirometen (BODIPY) bazli boyalar ile edindigi genis c¢apli gegcmis
tecriibelerimiz 1s181inda (Isik vd., 2013; Isik vd., 2019) asagida yapilarim1 sundugumuz iki
adet 8-anilinoBODIPY boyasinin nitrit varliginda hem kolorimetrik hem de florometrik
cevaplar iretebilecegi diigiiniilmiistiir. SOyle ki, nitrit varliginda ve yeter diizeyde asitli
ortamda boyanin mezo konumlarinda bulunan anilin birimlerinin hizlica diazotizasyona
ugrayarak yari-kararli (ing. metastable) ilgili diazonyum tuzunu olusturmasi
beklenmektedir. Beklenen diazonyum bilesiklerinin  mutlak surette problarin
absorbanslarinda kaymaya ve floresans emisyon siddetlerinde degisiklige neden olacagina

kuskumuz yoktur.
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Sekil 2.1. NP-1 ve NP-2’in nitrit ile diazotizasyon tepkimesi



3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez calismalari kapsaminda NP-1 ve NP-2 olarak kodlanan 2 (iki) adet 8-
anilinoBODIPY boyarmaddesinin  tasarim, sentez ve yapisal Kkarakterizasyonu
gerceklestirilmistir. Bu iki probun sulu ortamdaki spektroskopik o6zellikleri (UV-vis ve
floresans) incelenmis ve sulu ortamlarda nitrit iyonunun algilanmasina yonelik ¢aligmalar

yapilmistir.

3.1. Materyal

Bu ¢alismada kullanilacak tiim fine kimyasallar ve ¢oziiciiler ticari olarak temin edilmis ve
aksi belirtilmedik¢e daha fazla saflastirilmadan kullanilmistir. 1D NMR spektrumlari,
coziicii olarak CDCls kullanilarak bir 400 veya 600 MHz Niikleer Manyetik Rezonans
(NMR) Spektrometre tizerinde kaydedilmistir. HRMS verileri, bir Agilent Technologies
6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS iizerinde elde edilmistir. UV-Vis Absorpsiyon
spektrumlari, bir Shimadzu UV-3101PC UV-VIS-NIR spektrofotometre lizerinde veya
muadili bir cihazda alinmistir. Flag kolon kromatografisi (FCC) saflastirmalari igin flas
smifi silika jel (SiliaFlash Irregular Silica Gels, F60, 40-63 um, 60 A) kullanilmistir.
Sentetik reaksiyonlar, dnceden kaplanmis silika jel plakalar1 (Merck Silica Gel PF-254)
kullanilarak, el tipi bir UV-Vis lambasiyla gorsellestirilen ince tabaka kromatografisiyle
(TLC) izlenmistir. Tim organik c¢oziiciiler, susuz NaxSOs veya MgSOs iizerinde
kurutulmus ve FCC'ye tabi tutulmadan 6nce doner buharlastirici (rotary evaporator)
kullanilarak konsantre edilmistir. Tim absorpsiyon ve emisyon spektrum kayitlari i¢in 1.0
cm yol uzunluguna sahip kuvars hiicreler kullanilmistir. Sulu tamponlarin asitlik diizeyleri

bir dijital pH-metre yardimiyla belirlenmistir.

3.2. Sentetik Yontemler

Bu tez calismasi kapsaminda sentezlenen 2 (iki) adet 8-(4-anilino) BODIPY
boyarmaddesine (NP-1 ve NP-2) ait sentez ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Bilesiklerin

sentezine ait prosediirler asagida ayrintili olarak verilmistir.



3.2.1. 8-(4-Nitrophenyl) BODIPY (1 ve 2) bilesiklerinin sentezi icin yontemler

BODIPY 1 i¢in Kiprik vd. (2022), BODIPY 2 i¢in ise Imahori vd. (2001) galismalar1 takip

edilmistir.

BODIPY 1 sentezi

Pirol (5.7 mL, 25 esdeger) ve 4-nitrobenzaldehit (0.50 g, 1 esdeger) argon atmosferi altinda,
oda sicakliginda 5 dakika karistirildi. Karisima bir damla triflorasetik asit eklendikten
sonra, aynt kosullarda 5 dakika daha karistirllmaya devam edildi. Reaksiyon karigimina 50
mL su eklendi ve ardindan diklormetan (2 x 50 mL) ile ekstrakte edildi. Birlestirilen
organik faz, su ile yikanip NaSOs ile kurutulduktan sonra rotary evaporatorde
uzaklastirildi. Eldeki ham iriin, kisa bir silika jel kolonundan (DCM ile) gegirilerek
saflastirildi ve diisiik basing altinda kurutularak 577 mg sarimsi-yesil kat1 iirtin elde edildi.
Elde edilen dipirometan iiriin (1a), 25 mL diklormetan i¢inde ¢oziiliip, lizerine 1.0 esdeger
DDQ (490 mg) ii¢ kiiciik porsiyon halinde eklendi. Karisim oda sicakliginda 1 saat
karistirildi. Stirenin sonunda, karisim sifir dereceye sogutuldu ve tizerine 10 mL TEA
damla damla eklendi. Oda sicakliginda 15 dakika karistirildiktan sonra, 10 mL BF3 eter
kompleksi yine damla damla eklendi. C6zelti oda sicakliginda 2 saat daha karistirildiktan
sonra karisima 25 mL DCM ve 100 mL su eklendi ve gece boyunca siddetli bir sekilde
karistirildi. Ayrilan DCM fazi, susuz sodyum siilfat ile kurutulduktan sonra, 1:1 DCM:n-

hegzan karisimi eliiant1 kullanilarak silika jel kolonu ile saflastirildi.

BODIPY 2 sentezi

Argon gazi ile havasi giderilmis diklormetan (20 mL) i¢inde ¢6zliinmiis 2,4-dimetilpirol
(0.227 mL, 2.2 esdeger) ve 4-nitrobenzaldehit (0.151 g, 1 esdeger), oda sicakliginda
karistirildi. Bu karisima bir damla triflorasetik asit eklendikten sonra, ayni kosullarda 2 saat
daha karistirma islemine devam edildi. Daha sonra bu karisim {izerine 1.0 esdeger DDQ
(227 mg, 1 esdeger) li¢ kiigiik porsiyon halinde eklendi. Karisim oda sicakliginda 1 saat
karistirildi. Siirenin sonunda, karigim sifir dereceye sogutuldu ve tizerine 4 mL TEA damla
damla eklendi. Oda sicakliginda 15 dakika karistirildiktan sonra, 4 mL BFs eter kompleksi

yine damla damla eklendi. Cozelti oda sicakliginda 2 saat daha karistirildiktan sonra
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karigima 25 mL DCM ve 100 mL su eklendi ve gece boyunca siddetli bir sekilde
karigtirildi. Ayrilan DCM fazi, susuz sodyum siilfat ile kurutulduktan sonra, 1:1 DCM:n-

hegzan karisimi eliiant1 kullanilarak silika jel kolonu ile saflastirildi.

3.2.2. 8-(4-Anilino) BODIPY (NP-1 ve NP-2) bilesiklerinin sentezi i¢in genel yontem

Deneyde kullanilan tiim ¢dziiciiler, 6nce yarim saat boyunca argon gazi gegirilerek havasiz
hale getirildi. BODIPY bilesigi 1 veya 2 (NP-1 i¢in: 1.0 mmol, 313 mg; NP-2 i¢in: 0.623
mmol, 230 mg), metanol (NP-1 ig¢in: 10 mL; NP-2 i¢in: 7 mL) iginde ¢oziildii. Ardindan
bu ¢ozeltiye demir tozu (NP-1 igin: 15.0 mmol, 838 mg; NP-2 i¢in: 9.35 mmol 522 mg) ve
distile su (NP-1 i¢in: 6 mL; NP-2 igin: 4 mL) eklendi. Bu heterojen karisim 86 °C’lik bir
yag banyosunda riflaks sartlarinda 1sitildi. Bu esnada, karisima 0.6 M hidroklorik
asit/metanol ¢6zeltisi (NP-1 igin: 4 mL; NP-2 i¢in: 3 mL) yavasca damla damla eklendi.
Karigim, TLC analiziyle baslangi¢ malzemesinin tamamen tiikendigi belirlenene kadar 2
saat boyunca riflaks altinda karistirildi. Daha sonra oda sicakligina sogutularak siiziildii ve
diisiik basingta yogunlastirildi. Hedef 8-(4-anilino) BODIPY bilesikleri (NP-1: 22,4 mg,
%7,9 verim; NP-2: 160 mg, %75,7 verim) silica-gel hizli kolon kromatografisi (silika jel,

diklormetan) ile saflastirildi ve bilesikler kirmizi kati olarak elde edildi.

3.2.2.1. NP-1 Bilesiginin Yapisal Karakterizasyonu

IH NMR (600 MHz, CDCls) & 7.87 (s, 2H), 7.41 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.00 (d, J = 4.0 Hz,
2H), 6.74 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.52 (d, J = 3.5 Hz, 2H), 4.12 (s, 2H).

13C NMR (151 MHz, CDCls) & 149.8, 148.2, 142.4, 134.6, 132.9, 131.0, 123.8, 117.9,
114.3.

3.2.2.2. NP-2 Bilesiginin Yapisal Karakterizasyonu

IH NMR (600 MHz, CDCls) & 6.99 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.75 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 5.95 (s,
2H), 3.83 (s, 2H), 2.53 (s, 6H), 1.48 (s, 6H).

13C NMR (151 MHz, CDCls) & 154.9, 147.1, 143.2, 142.7, 132.0, 128.9, 124.6, 120.9,
115.4, 14.6, 14.5.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu tez ¢aligmalar1 kapsaminda hedeflenen NP-1 ve NP-2 kodlu nitrit problarinin sentezi

icin asagida, Sekil 4.1°de verilen sentetik rotalar takip edilmistir.

Trietilamin
BF3+OEt,
AN -
o NH HN W, NH N\

4-nitrobenzaldehit  pirol 1a
B.
NO
2 Trietilamin
B BF3+OEt,
+ [
N
H
So
\ NH HN / \ NH N\

4-nitrobenzaldehit  2,4-dimetilpirol 2a 2b

Sekil 4.1. NP-1 ve NP-2’in sentez rotasi

NP-1 ve NP-2 bilesikleri, BODIPY kromofor biriminin 1,3,5,7-pozisyonlarinda tasidig
stibstitiientler bakimindan farklilik gostermektedir. NP-1 bilesiginde bu pozisyonlarda
hidrojen atomlar1 bulunurken, NP-2 bilesiginde ise metil gruplar yer almaktadir. Ozellikle
5- ve 7-konumlari, nitrit probu tasarimimizin verecegi yanit agisindan kritik dneme
sahiptir. NP-1 bilesiginde, 5- ve 7-pozisyonlarinda H-siibstitiisyonu oldugu i¢in, kromofor
birimi ile 8-pozisyonuna bagl aromatik halka arasinda elektronik eslesme beklenir. Buna
karsilik, NP-2 bilesiginde 5- ve 7-pozisyonlarinda Me-siibstitiisyonu bulunmasi, kromofor
birimi ile 8-pozisyonuna bagli aromatik halka arasinda ¢ok daha diisiik elektronik eslesme
olmasini saglar. NP-2 bilesiginde goriilen bu farklilik, sterik engellemenin etkisiyle ortaya
cikar ve hem floresans emisyon degisimi hem de kolorimetrik sonug¢lar bakimimdan NP-1
ile belirgin bir fark yaratir. Bu farkin temel nedeni, NP-2 molekiiliinde elektronik ayrikligin

varhigidir.
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4.1. NP-2’in (Nitrit Probu 1) Sentez Calismalar:

Bu dogrultuda ilk olarak Kirpik vd. (2022) tarafindan yayimlanan prosediirler takip
edilerek 6nce 1 numarali 8-(4-nitrofenil) BODIPY bilesik sentezlenmistir. Bu amagla ticari
yoldan elde edilen 4-nitrobenzaldehit ile ¢iplak pirol TFA (trifloroasetik asit)
katalizorliigiinde kondanse edilerek la kodlu dipirometan bilesigi elde edilmistir. Bu
sentezde pirol bilesigi hem tepken hem de ¢oziicii olarak kullanmilmistir. Daha sonra bu
kondansayyon iiriinii bir esdeger DDQ (2,3-diklor-5,6-disiyano-1,4-benzokinon) oksidanti
yardimiyla ilgili dipirometen bilesigine (1b) ¢evrildi. Buz banyosu yardimiyla sifir
dereceye sogutulmus bu dipirometen bilesigine (1b) asir1 miktarda trietilamin (TEA)
ilavesine miiteakip bortrifloriir eter kompleksinin eklenmesiyle ara hedef olan 8-(4-
nitrofenil) BODIPY bilesigi (1) sentezlenmis oldu. Son asama ise bu bilesigin nitro-
grubunun asir1 eklenmis demir tozu araciligiyla asidik ortamda indirgemesine dayanir (Sun
vd. 2020). NP-1 bilesiginin yapisal karakterizasyonu Niikleer Manyetik Rezonans (NMR)
Spektroskopisi (*H-NMR ve *C-NMR) analizleri ile basarilmustir.

4.2. NP-2’nin (Nitrit Probu 2) Sentez Calismalari

Benzer yaklagimla, NP-2 kodlu nitrit probunun sentezi i¢in yine yukarida Sekil 4.1.’de
verilen sentetik rota takip edilecektir. Bu istikamette, Algi vd. (2017) ve Imahori vd. (2001)
calismalarindan faydalanilmistir. Bu amagla bir esdeger 4-nitrobenzaldehit ile 2.2 esdeger
2,4-dimetilpirol ticari bilesikleri havasi argon gazi ile giderilmis diklormetan ¢oziiciisiinde
TFA katalizorligiinde kondanse edilerek 2a kodlu dipirometan bilesigi elde edilmistir.
Daha sonra, 2a bilesigi 6nce bir esdeger DDQ ile oksitlendikten sonra karisim buz banyosu
yardimiyla sogutulur. Ortamin bazik olmasi igin asir1 miktarlarda eklenen trietil amin
damla damla eklendikten 15 dk. sonra bortrifloriir eterati eklenmesiyle ara hedef olan
tetrametil siibstitiie 8-(4-nitrofenil) BODIPY bilesigi (2) sentezlenmis oldu. Son asamada
bu bilesik demir/HCI yardimiyla indirgenerek nitro-grubunun amino-grubuna doniisiimii
saglanmigtir (Sun vd. 2020). Boylce sentezlenmis olan NP-2 bilesiginin yapisal
karakterizasyonu doteryumlu kloroform (CDCls) igindealinmis NMR spektrumlarinin (*H-
NMR ve *C-NMR) analizi ile saglanmistir.
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4.3. UV-vis ve Floresans Spektroskopi Karakterizasyonlari

Bu tez galismalar1 kapsaminda, NP-1 ve NP-2 kodlu 8-(4-anilino) BODIPY bilesiklerinin
sulu tamponlarda nitrite duyarlilig1 arastirllmistir. Calismalar kapsaminda, her bir probun
elektronik absorpsiyon (UV-vis) olglimleri gerceklestirilmis, 4,0-7,0 pH araliginda 1,0
birimlik degisimlerle asetat ve tuzlu fosfat tamponu kullanilarak kapsamli bir pH taramasi
yapilmistir. pH 3,0 tamponu igin sitrat tamponundan yararlanilmistir. pH 2,0 i¢inse 0,01 M
HCI ¢ozeltisi kullanilmistir. Bu 6l¢iimler sonucunda, her iki probun da pH baglilig1 net bir
sekilde ortaya konulmus ve bilesiklerin pH duyarlilik profilleri detayli bir sekilde analiz
edilmistir. Bilesiklerin UV-vis spektrumlart Sekil 4.2°de goriilmektedir.

NH, NH;

£ KA Y D KA Y
FF FF FF FF
NP-1 @ pH 7.0 NP-1 @ pH 2.0 NP-2 @ pH 7.0 NP-2 @ pH 2.0
0.30+ - :::"1‘ @pH 2.0 ——NP-2@pH 20
— NP-1@pH 3.0
N NP-1 @pH 40 —  NP-2@pH 3.0
S 025 — NP £l —NP-2@pHi 4.0
@pH 5.0
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Sekil 4.2. NP-1 ve NP-2 bilesiklerinin UV-vis spektroskopisi ile pH duyarlilig:

Sekil 4.2°de gosterilen NP-1 ve NP-2 bilesiklerinin UV-vis spektrumlarina ait grafikleri,
4,0-7,0 pH araliginda gergeklestirilen dl¢limleri gostermektedir. Bu olgiimlerin saf sulu
ortamlarda gerceklestirilmesi, bilesiklerin yiiksek pH’larda suda ¢ozliniirligiini yitirmesi
nedeniyle miimkiin olmamuistir. Bu sebeple, tiim 6l¢timler asidik su ve asetonitril karigimi
(%90 su : %10 asetonitril, hacimce) ortaminda gerceklestirilmistir. Grafiklerde, her bir pH
biriminde NP-1 ve NP-2 bilesiklerinin UV-vis absorpsiyon spektrumlarindaki degisimler

acikca izlenmis ve bu degisimler her iki probun pH’ya bagli davranisini ortaya koymustur.
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Her iki boya da tipik BODIPY absorpsiyon profiline sahip olup, yaklasik 490-500 nm bant
araliginda diisiik enerjili So—S1 gecis bantlarini gostermektedir. Daha ayrintili ifade etmek
gerekirse, bu boyalar, temel elektronik durumdan (So) birinci uyarilmis duruma (S1) gecise
ait baskin absorpsiyon bandina ek olarak, bu bandin hemen iizerinde, daha yiiksek enerjili
bir sogurma bandi da sergilemektedir (So—S2). NP-1 bilesigi, 5- ve 7-konumlarindaki H-
stibstitiisyonunun etkisiyle genis (yayvan) bir absorpsiyon bant araligi sergilemektedir. Bu
durum, molekiiliin elektronik yapisinda daha fazla delokalizasyon olmasiyla iliskilidir.
Buna karsin, NP-2 bilesigi, 5- ve 7-konumlarindaki metil siibstitiisyonlarinin neden oldugu
sterik etkiler nedeniyle daha keskin ve belirgin bir absorbans profili gdstermektedir. Metil
gruplarinin olusturdugu sterik engel, kromofor birimini 8-poziyonuna bagl aril grubundan
izole ederek elektronik etkilesimlerini daha sinirli hale getirmektedir. Bu farkliligin, her iki
bilesigin pH duyarlilig1 ve nitrite verecekleri yanit {izerinde de 6nemli bir rol oynamasi
beklenmektedir. Asagida Tablo 4.1°de NP-1 ve NP-2 bilesiklerinin her bir pH degerinde

sergiledikleri absorbans maksimum degerleri gésterilmektedir.

Tablo 4.1. NP-1 ve NP-2 bilesiklerinin pH duyarliligi (UV-vis spektroskopisi)

pH Ainax (NP-1) Amax (NP-2)
7.0 493 nm 496 nm
6.0 493 nm 496 nm
5.0 493 nm 497 nm
4.0 493 nm 497 nm
3.0 495 nm 499 nm
20 499 nm 499 nm
(510 nm)* (505 nm)*

*pH 2,0 dl¢iimlerine asirt miktarda sodyum nitrit ilavesinden 1 dk. sonra alinmis spektrum 6lgiimleridir. Bu
Ol¢timler asidik su: asetonitril (hacmen 9:1 oraninda) ortaminda alinmistir.

Daha fazla elektronik delokalizasyon gostermesi beklenen NP-1 pH marjinleri 493nm ile
499 nm arasinda iken NP-2 pH marjinleri beklendigi gibi daha dar bir aralikta, 496 nm ile
499 nm araliginda gerceklesir. Buna ek olarak, pH 2.0 ¢6zeltilerine asir1 miktarda sodyum
nitrit ilave edildikten 1 dk. sonra alinan 6l¢iimlerde, NP-1 iceren numune, 499 nm’den 510
nm’ye (kirmiziya) kayarken NP-2 iceren numunede bu kayma yalnizca 6nm ile sinirh

kalmaktadir (499 nm’den 505 nm’ye). Bu degisimlerin izlendigi spektrumlar asagida Sekil
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4.3’te verilmistir. Bu ¢aligsmalar sayesinde NP-1 ve NP-2 bilesiklerinin pH’ya ve nitrite

duyarliligr UV-vis spektrofotometrik yontemi ile karakterize edilmistir.
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Sekil 2.3. NP-1 ve NP-2 bilesiklerinin pH 2.0’da nitrite duyarlhiliginin UV-vis spektrometri yontemi ile
karakterizasyonu

Sekil 4.4’te verilen 2,0-7,0 pH araligindaki emisyon spektrumlarindan da gorildiigii tizere,
NP-1’in sulu ¢ozeltisinde pH’nin 7,0’dan 2,0’a diisiiriilmesiyle yaklasik 19 katlik bir
emisyon artigi gozlemlenmistir. Buna karsilik, ayn1 pH degisimi NP-2’nin sulu ¢6zeltisinde
yaklagik 536 katlik bir emisyon artisiyla sonuglanmistir. Bagka bir deyisle, artan asidik
kosullar altinda NP-2’nin floresans emisyonundaki artis, NP-1’¢ kiyasla yaklagik 86 kat
daha yiiksek bir seviyede gerceklesmistir. Bu bulgular, pH’nin 7,0’dan 2,0’a
diistiriilmesiyle NP-2’de gii¢lii bir floresans geri kazanimi meydana gelirken, NP-1’in
emisyonundaki zayif artigin, bu bilesikte yer alan BODIPY halkasimin 8-konumundaki 4-
anilino grubunun mezo-ekseninde gergeklestirdigi rotasyonel hareketler sonucu olusan
nanradyatif r6laksasyon siiregleriyle uyarilmis hal (S1) enerjisinin kaybina isaret ettigini

acikca ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.4. NP-1 ve NP-2 bilesiklerinin floresans emisyonlarina pH’nin etkisi

4.4. NMR Titrasyon Deneyi

NP-1 ve NP-2 problarinin her ikisinin de nitrit ile tepkimesinin, problarda nitrit tantyict grup olarak
bulunan anilino birimlerinin diazotizasyonu yoluyla ger¢eklesmesi beklenmektedir. Problarin nitrit
ile etkilesimi hakkinda daha ayrintili bilgi elde etmek amaciyla, déteryumlu asetik asit (ds-asetik
asit) icinde oncelikle NP-1’in yiiksek ¢oziintirliklii NMR spektrumu (600 MHz) alinmis (Sekil
4.5.2); ardindan bu ¢ozelti 2,0 esdeger NaNO; igeren bir cam viale aktarilmis ve ¢ozelti renginin
kirmizimsi kahve renginden koyu visne rengine doniistigi gézlenmistir. Yaklasik 1 dakika sonra
alman NMR spektrumu asagida Sekil 4.5. b)’ de verilmistir. Her iki 'H NMR spektrumu
karsilagtirmali olarak incelendiginde, BODIPY iskeleti tizerinde yer aldigi diisiiniilen (mavi ile
vurgulanan) protonlarin nitrit ilavesi dncesinde ve sonrasinda kimyasal kaymalarinda anlamli bir
degisiklik olmadigi, buna karsilik anilino biriminde bulunan protonlarin yiiksek alandan (6.94 ppm,
dublet; 7.52 ppm, dublet) diisiik alana (7.03 ppm, dublet; 7.55 ppm, dublet) dogru sirastyla 0.09
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ppm ve 0,02 ppm’lik kimyasal kaymalar sergiledigi belirlenmistir. NP-1"in anilino biriminde yer

alan aromatik C—H protonlarinin nitrit ilavesi sonrasi asag1 alana kaymasi, protonlanmis formda
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(600 MHz, 25 °C)
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bulunan anilin grubunun (Ar — NHZ) nitrit ilavesiyle birlikte diazonyum grubuna (Ar — N3)
doniistiigiinii desteklemektedir. Gozlemlenen bu kimyasal kaymanin, amonyum grubuna kiyasla
daha elektron gekici ozellik gosteren diazonyum grubunun olusturdugu deshielding etkisinden

kaynaklandig1 degerlendirilmektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez ¢alismalar1 kapsaminda, iki adet 8-(4-anilino) BODIPY boyarmaddesi (NP-1 ve
NP-2) basariyla sentezlenmistir. Bu bilesiklerin nitrit probu olarak degerlendirilebilmesi
amaciyla, sulu ortamlarda ¢oziiniirliiklerini artirmak ve asidik 6zelliklerini korumak adina
minimal miktarda (%10) asetonitril ko-g¢oziiciisii kullanilarak pH’ya duyarliliklar

belirlenmistir.

Calisma sonuglarma gore, BODIPY kromoforunun 8-pozisyonuna bagli 4-anilino
grubunun kromofor birim ile daha yliksek elektronik delokalizasyon sagladigi diisiiniilen
NP-1 bilesigi, artan ortam asitligiyle paralel olarak gérece yiiksek bir kirmiziya kayma (6
nm) gostermistir. Buna karsin, NP-2 bilesiginde bu kayma daha minimal (3 nm) olarak
gozlenmistir. Ayrica, pH 2,0 ortamina asirt miktarda nitrit ilavesiyle kirmiziya ani bir renk
kaymas1 meydana gelmis, ancak bu kayma, sterik etkilerin elektronik eslesmeyi sinirladigi
NP-2 bilesiginde daha siirli kalmistir. Her iki bilesigin de nitrit ile diazotize oldugu
degerlendirilmis ve verdikleri hizli1 yanit nedeniyle suda ¢alisabilen etkili nitrit problari

olarak degerlendirilmelerinin miimkiin oldugu degerlendirilmistir.

Floresans spektroskopisi ile detayli karakterizasyon ¢aligsmalar1 heniliz tamamlanmamustir.
Ancak, el tipt UV lambasi altinda yapilan gézlemlerde, NP-1 iceren pH 2,0 ¢ozeltisinin
neredeyse hi¢ 1s1ma gostermedigi, buna karsin NP-2’nin baslangigta yiiksek bir floresans
emisyon sergiledigi goriilmiistiir. Her iki bilesigin de pH 2,0 ¢ozeltisine asir1 miktarda
sodyum nitrit eklenmesi sonucunda floresans emisyonlarinin ani bir sekilde kayboldugu

tespit edilmistir. Bu etki, 6zellikle NP-2 igeren ¢ozeltilerde daha belirgin olmustur.

Bu sonuglar, NP-2’nin nitrit iyonu ig¢in etkili bir turn-off floresans probu potansiyeline
sahip oldugunu gosterirken, NP-1’in kolorimetrik veya kromojenik bir prob olarak daha
uygun bir aday oldugunu disiindiirmektedir. Burada onerilen prob tasariminin, farkl
analitlerin algilanmasi amaciyla gelistirilerek pek ¢ok 6zgiin ve ¢ok yonlii prob tasarimina

ilham olacagi umulmaktadir.
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