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OZET
Yiksek Lisans Tezi

MISEL iICEREN ORTAMLARDA KUMARIN 35 iLE PYRONIN BILESIKLERI
ARASINDAKI FLORESANS ENERJI TRANSFERININ INCELENMESI

Metin SEZER

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Yavuz ONGANER

Bu tez g¢alismasinda, Sodyum Dodesil Siilfat (SDS), Triton X-100 (TX-100) ve
Hekzadesiltrimetilamonyum Bromiir (CTAB) misellerini igeren ortamlarda, Kumarin
35 (C35) ile Pyronin Y (PyY) ve Pyronin B (PyB) arasindaki floresans enerji transferi
incelendi. Bu c¢alismada C35 donor molekiili olup, PyB ve PyY akseptor

molekulleridir.

TX-100 ve CTAB misellerini igeren ortamlarda, PyY-C35 ve PyB-C35’in floresans
enerji transferi i¢in uygun molekiil ciftleri olmadiklar1 belirlendi. Floresans enerji
transferinde Onemli bir sart olan dondriin emisyon spektrumu ile akseptoriin
absorpsiyon spekturumlarinin értiismesi SDS ortaminda her iki molekiil ¢ifti i¢in 1yi bir
oranda meydana geldi. C35 konsantrasyonu sabit tutulup, farkli PyB
konsantrasyonlarinda alinan emisyon spektrumlarinda, C35°e ait floresans bandin
siddetinde bir azalma ve PyB’ye ait floresans bandinin siddetinde bir artma gdzlendi.
C35-PyY molekiil ¢ifti i¢in de benzer olaylar gozlendi. Gergeklesen bu floresans enerji
transferi Stern-Volmer esitligine ve Forster teorisine gore tartisildi. Forster teorisine
gore hesaplanan Forster mesafesi (Rg) ve enerji transfer verimliligi degerleri, her iki

molekiil ¢ifti i¢in yakin degerlere sahip oldugu bulundu.

2010, 53
Anahtar Kelimeler: Sodyum dodesil stilfat, Triton X-100, Hekzadesiltrimetilamonyum
bromiir, Kumarin35, Pyronin bilesikleri, Forster teorisi, enerji transferi



ABSTRACT
Master Thesis

AN INVESTIGATION OF FLUORESCENCE ENERGY TRANSFER
BETWEEN COUMARIN 35 AND PYRONIN DYES IN MICELLAR MEDIA
Metin SEZER

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Yavuz ONGANER

In this thesis, the fluorescence energy transfer between coumarin 35 (C35) and Pyronin
Y (PyY) and Pyronin B (PyB) molecules in micellar media containing sodium dodecyl
sulfate (SDS), Triton X-100 (TX-100) and hexadecyltrimethyl ammonium bromide
(CTAB) were investigated. In the experiments, PyB and PyY are acceptor molecules

while C35 is the donor molecule.

PyY-C35 and PyB-C35 were determined as unsuitable molecular pairs for the
fluorescence energy transfer in TX-100 and CTAB micellar solutions. Overlap of
acceptor absorption spectrum with donor emission spectrum that is an important
condition in the fluorescence energy transfer occurred at a good rate for each molecular
pairs in the micellar solution containing SDS. When C35 concentration was kept
constant, by increasing PyB concentrations in micellar solution, it was observed that
fluorescence intensity of C35 fluorescence peak decreased as PyB fluorescence intensity
peak increased. The similar behavior was observed for C35-PyY molecular pairs in SDS
containing micellar solution. Fluorescence energy transfers were discussed according to
the Stern-Volmer equation and the Forster theory. Forster distance (Rg) and energy
transfer efficiency values calculated according to Forster theory have been found almost

the same for each pair of the molecules, PyY-C35 and PyB-C35.

2010, 53
Keywords: Sodium dodecyl sulfate, Triton X-100, Hexadecyltrimethylammonium
bromide, Coumarin 35, Pyronin dyes, Forster theory, energy transfer
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1. GIRIS

Enerji transferinin temelinde, 151¢1n madde ile etkilesimi vardir. Bu nedenle, 151k ve
15181n Ozelliklerinin iyi bilinmesi enerji transfer proseslerinin anlasilmasinda faydali
olacaktir. Isik, siniizoidal dalgalar halinde hareket eden, belli bir enerjiye sahip
elektromanyetik radyasyon paketidir (Skoog and Leary 1992). Isigin sadece
dalgadan ibaret olmadig1 ayn1 zamanda tanecik o6zelligine de sahip oldugu siyah
cisim 151masi ve fotoelektrik deneyi ile ispatlanmistir. Elektromanyetik radyasyonun

bilesenleri temsili olarak Sekil 1.1°de gosterilmektedir (Toprak 2006).

Dialga howvu

Flektrik Alan
MManyetik Alan

b

Isigm vanii

Sekil 1.1. Elektromanyetik radyasyonun dalga hareketi

Sekil 1.1°de gosterildigi gibi elektromanyetik radyasyon, bir birine dik manyetik alan ve
elektrik alan vektoriinden olusmaktadir. Burada elektromanyetik radyasyonun
maddelerle etkilesmesinden elektrik alan vektorii sorumludur. Elektromanyetik

radyasyonun madde ile etkilesmesi sonrasinda olusan olaylar1 inceleyen bilim dali



spektroskopi olarak bilinir. Fotofiziksel olaylarda enerjinin ilgilenilen sistemler igin
cesitli hallere doniisiimii s6z konusu iken, fotokimyasal olaylarda enerji, kimyasal
degisimlere neden olmaktadir. Elektromanyetik radyasyonun herhangi bir molekiille
etkilesmesi sonucu ilgili molekiiliin donme, 6telenme, titresim ve elektronik uyarilma
hallerinin olugmasma sebep olur. Molekiiliin dipol momenti ile elektromanyetik
radyasyonun elektrik alan vektoriiniin etkilesmesi sonucunda bir absorpsiyon olay1
gerceklesir.  Absorpsiyon, temel elektronik enerji seviyesinde bulunan valans
elektronlariin uyarilmis elektronik enerji seviyesine ge¢mesidir. Bu enerji seviyeleri
titresimsel enerji seviyelerinden meydana geldiginden dolay1 absorplanan enerjiye bagh
olarak valans elektronlar1 bu titresimsel enerji seviyelerinden herhangi birinde
bulunabilirler. Elektromanyetik radyasyonun absorpsiyonu sonucu uyarilmis enerji
seviyesinde bulunan molekiiliin kararl hali olan temel hale ge¢mesi icin takip edecegi
iki yol vardir. Bunlardan birincisinde, sistem almig oldugu enerjiyi molekiiler
carpismalar sonucunda 1simasiz bir sekilde 1s1 olarak kaybeder. Bu 1s1 ortamin
sicakligini artiracak kadar yiiksek degildir. Liiminesans olarak bilinen ikinci olayda ise
sistem uyarilma enerjisini 151ma yaparak kaybeder. Isimali gecis, temel ve uyarilmis
halin elektronik yapisina bagli olarak floresans veya fosforesans olarak adlandirilan iki
farkli sekilde gergeklesmektedir. Floresans singlet uyarilmis halden, fosforesans ise
triplet uyarilmis halden singlet temel hale olan 1simali gegisleri temsil etmektedir.
Singlet ve triplet uyarilmis haller elektronun spini bakimindan bir birinden farklidir.
Singlet uyarilmis halde bulunan elektronun spini, singlet temel hale gore zit yonlii iken,
triplet uyarilmis haldeki elektronun spini ise singlet temel hale gére ayni yonliidiir. Bu

kisimda belirtilen elektronik yapilarin temsili gosterimi Sekil 1.2°de verilmistir.
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Sekil 1.2. Elektronik yapilarin temsili gosterimi

Burada, singlet uyarilmis halin enerjisi ile triplet uyarilmis halin enerjisinin farkli
olduguna dikkat edilmelidir. Ayn1 konfigiirasyonlar icin singlet uyarilmis halin enerjisi
triplet uyarilmis halin enerjisine gore daha yliksektir. Molekiiliin elektromanyetik
radyasyonla etkilesmesi sonucunda olusacak prosesler Sekil 1.3’de Jablonski

diyagraminda verilmistir (Toprak 2006).
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Sekil 1.3. Jablonski diyagrami

Jablonski diyagraminda,

So: Singlet temel hali

S1: Uyarilmis 1. singlet elektronik enerji seviyesini

S, : Singlet 2. uyarilmig hali

Ty : Triplet uyarilmis hali temsil etmektedir.

Ayrica temel ve uyarilmis halde 0, 1, 2, 3, ... ile tanimlanan ¢izgiler titresimsel enerji
seviyelerini gostermektedir.

Jablonski diyagramiyla verilen basamaklari kisaca agiklayacak olursak;

Absorpsiyon: Singlet temel halden (Sp) singlet uyarilmis hale (S; veya S;) olan
elektronik bir gegistir. Absorpsiyon;

Sothv—— S



seklinde gosterilir ve 107 s gibi kisa bir zamanda gerceklesen bir prosestir. Bu gecis
spektroskopik olarak izinli bir gecistir. Elektromanyetik radyasyonun absorpsiyonu
sonucu singlet temel halden (Sp) triplet uyarilmis hale (T;) elektronik gegis ise
fotofiziksel olarak yasakli bir gegistir. Sistemin triplet uyarilmis halleri ancak singlet

uyarilmig haller lizerinden olusturulabilir.

Floresans: Bu olay fotofiziksel olarak izinli bir elektronik gecis basamagi olup, singlet
uyarilmig halden singlet temel hale olan 1s1mal1 bir gegistir. Floresans 10%s veya 10°s

gibi kisa bir zaman araliginda ger¢eklesmektedir.

Fosforesans: Bu olay triplet uyarilmis halden singlet temel hale olan 1s1mal1 bir gegistir.
Fosforesans olayinda bir spin degisimi s6z konusu oldugundan bu gegis fotofiziksel
olarak spin bakimindan yasakli bir gecistir. Fosforesans 10™ ile 1 saniyelik zaman

araliginda meydana gelir.

Sistemler Arast Gegis: Triplet uyarilmig halden singlet uyarilmis hale ya da singlet
uyarilmis halden triplet uyarilmis hale gec¢is olayidir. Bu olayin olabilmesi i¢in her iki

halin titresim enerji seviyelerinin ¢akismasi gerekmektedir.

Titresimsel Durulma: Elektronik enerji seviyeleri titresim enerji seviyelerine bunlar da
rotasyonel enerji seviyelerine yarilmistir. Sistem uyarildigi zaman molekiil uyarilmig
enerji seviyesindeki herhangi bir titresimsel enerji seviyesine ¢ikar. Temel hale donmek
icin uyarilmig enerji seviyesindeki en diisiikk titresim enerji seviyesine gelmek
zorundadir. Bu olay 1s1masiz meydana gelmekte olup sistem enerjisini etrafindaki diger

molekiillerle veya ¢6ziicli molekiilleriyle ¢carpisarak harcar.

Ic Doniisiim: Bu olay 1s1masiz gerceklesen bir prosestir. Cogunlukla ayni elektronik
hallerin uyarilmis enerji seviyeleri arasinda olabilecegi gibi, singlet uyarilmis halden
singlet temel hale olan ge¢isler de i¢ doniisiim olarak adlandirilir. Sistem almis oldugu
uyarilma enerjisini temel hale gecerken disariya 1s1 olarak vermektedir. Fakat bu 1s1

enerjisi sistemin sicakligini degistirecek kadar fazla olmayip sadece molekiillerin



kinetik enerjilerinde artisa sebep olacak diizeydedir. I¢ déniisiim zaman bakimindan

genellikle 10?5’

de gergeklesir.
Gecikmis Floresans: Gecikmis floresans, normal floresansa gore daha uzun siirede
gerceklesen bir proses olup, olusum sekline gore E-tiirii ve P-tiirii olmak tiizere iki

gesittir.

E-Tiirii Gecikmis Floresans: Elektronik uyarilma sonucu temel halden singlet uyarilmis
hale transfer olan molekiiller, sistemler arasi gegisle triplet uyarilmig hale transfer olur.
Bu esnada sistemin sicakligi artirilirsa enerji aktarimi yoluyla triplet uyarilmis haldeki
molekiiller tekrar (ancak bunun icin uyarilmis singlet ve triplet hallerin titresim enerji
seviyelerinin ¢akigmasi gerekir) singlet uyarilmis hale geri doner. Sonugta singlet
uyarilmis halden temel hale 1simali bir gecis gergeklesir. Bu olay E- Tiiri gecikmis

floresans olarak adlandirilir.

P-Tiirti Gecikmis Floresans: Bu olayda singlet uyarilmis hali olusan molekiiller,
sistemler aras1 gegisle triplet uyarilmis hale gecis yapar. Bu olaydan sonra triplet
uyarilmis haldeki molekiillerin birbirleriyle etkilesmesi sonucu enerjilerini birbirlerine
aktararak bazi triplet uyarilmis haldeki molekiiller tekrar singlet uyarilmig hale
cikarken, enerjisini birbirine transfer eden triplet haldeki molekiiller 1s1masiz bi¢imde
singlet temel hale doner. Singlet uyarilmis haldeki molekiiller ise 1s1mal1 bir bigimde

temel hale donerler. Bu olay P-Tiirii gecikmis floresans olarak adlandirilir.

Uyarilmis halin deaktivasyonu, Jablonski diyagraminda anlatilan fotofiziksel olaylar
tizerinden gerceklesebilecegi gibi, fotokimyasal olaylarla da gerceklesebilir.
Fotokimyasal prosesler genellikle uyarilmis hal {izerinden gerceklesmektedir.
Fotokimyasal olaylar monomolekiiler (tek molekiillii) veya bimolekiiler (iki molekiillii)
olarak gergeklesmektedir. Monomolekiiler olarak gergeklesen prosesler temsili olarak

Sekil 1.4°de verilmistir.
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Sekil 1.4. Monomolekiiler deaktivasyon prosesleri

Sekil 1.4°de deaktivasyon proseslerinden a ve b prosesleri fotofiziksel olup, ¢ prosesi
ise fotokimyasal bir prosestir. Sekildeki (Rp), temel haldeki molekiilii, (R*) uyarilmig

haldeki molekiilii, (P1) ise uyarilma sonucu olusan herhangi bir {iriinii temsil etmektedir.

Yukaridaki sekilde verilen a ve b prosesleri daha once detayli bir sekilde agiklanan
floresans ve i¢ doniisiim olaylarin1 temsil etmektedir. Diger basamakta (c) ise temel
haldeki bir molekiil (Ro) hv enerjisiyle uyarildiktan sonra R* uyarilmis hal olusur ve

molekiil bundan sonra P; gibi farkli bir iiriine dontismektedir.

Bimolekiiler etkilesmeler dikkate alinacak olursa, ortamda R*’in haricinde onunla
etkilesek bir Q molekiiliiniin oldugu kabul edilir. Genel olarak bimolekiiler prosesler

temsili olarak Sekil 1.5°de verilmistir.
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Sekil 1.5. Bimolekiiler deaktivasyon prosesleri

Sekil 1.5°de verilen a, b ve ¢ bimolekiiler deaktivasyon prosesleri sirasiyla agiklanacak

olursa:



a- Uyarilmis hali olugan bir molekiil R*, ortamda temel halde bulunan Q molekiiliiyle
etkileserek bir iiriine donlismektedir (P; gibi). Bu etkilesim sonucunda tek bir iiriin

olabilecegi gibi P1+P> ..... gibi birden fazla {iriin de olusabilir.

b- Uyarilmis haldeki R* molekiilii, ortamda bulunan Q molekiiliine elektron vererek R*

ve Q hallerinin olugmasina sebep olabilir.

c- Elektronik uyarilmis hali olusan molekiil (R*) belli bir enerjiye sahiptir. Bu molekiil
eger ortamda baska bir molekiil varsa enerjisini o molekiile transfer ederek enerji
yikiinii azaltir ve kendi 1simasiz olarak temel hale gecerken, Q molekiiliiniin
uyarilmasina neden olur. Bu proseste transfer olan enerjinin 151ma seklinde gozlenmesi
miimkiin degildir. Bu proseste oldugu gibi, uyarilma enerjisinin bir baska molekiile
transfer ederek molekiiliin 1s1masiz bir sekilde temel hale gegme olayina kuenglesme
(“sondiirme” (Quenching)) olay1 veya sensitizasyon olayr denir. Buna neden olan
molekiile ise “sondiirlicii” (Quencher) veya sensitizer adi verilir. Ayrica R*
molekiiliiniin elektronik uyarilma enerjisini Q molekiiliine aktarmasi olay1r enerji

transferi olarak da tanimlanabilir.

Kuenglesme olay1 bimolekiiler bir proses oldugundan uyarilmis haldeki R* molekiiliiyle
Q molekiiliiniin birbirleriyle etkilesimi 6nemlidir. R* molekiilii ile Q molekiilii arasinda
carpismalar olabilecegi gibi bu iki molekiiliin etkilesimi sonucu kompleks de olusabilir

(Lakowicz 1983).

Kuenclesme, ilk olarak biyokimyasal proseslerde 1960°l1 yillarin sonlarinda
uygulanmaya baslanilmistir. Kuenglesme olaylar1 miktar1 az olan, bozulmayan, katkili
veya katkisiz floresans problar1 iceren numunelerde kolaylikla gergeklesebilir ve bu
reaksiyonlardan ilgili sistem igin son derece onemli bilgiler elde edilebilir. Ornegin;
kuenclesme reaksiyonlarinda oksijen (O), akridin gibi kuen¢ ediciler kullanilarak
makromolekiillerin yapisindaki floresans gruplarin yerleri hakkinda bilgi elde edilebilir.
Kuenglesme reaksiyonlari, degisik sartlarin neden oldugu yap1 degisiminde veya

tomografik bir makromolekiiliin 6zelliklerini belirlemede kullanilabilir (Lakowicz
2002).



Bu tez calismasindaki amag, donor-akseptor molekiilleri arasindaki floresans enerji
transferinin incelenmesi ve Forster kinetigine gore tartisilmasidir. Ayrica enerji transferi

Stern-Volmer denklemiyle de tartigilacaktir.

Bimolekiiler kuenglesme olayinda iki molekiil arasindaki etkilesim temel esastir. Bu
molekiiller arasinda difiizyon sonucu c¢arpismalar ve bu carpismalar sonucunda
molekiiller arasinda bir foton absorpsiyonu meydana geliyorsa, molekiillerden biri
uyarilmis hale gecerken diger molekiil ise temel hale 1s1masiz bir sekilde doner. Bu tiir

prosesler dinamik kuenglesme olarak adlandirilmaktadir.

Florofor ile kueng edicinin etkilesmesinden sonra floresans o6zelligi olmayan bir
kompleks meydana geliyorsa, bu sekilde meydana gelen kuenglesme olayina ise statik
kuenglesme denilmektedir.

Dinamik kuenglesme icin Stern-Volmer denklemi asagidaki gibi ifade edilmektedir.

I, /1 =1+Ksv[Q] 1.1

Bu denklemde Iy, ortamda kuen¢ edicinin bulunmadigi andaki, I ise ortamda kueng
edicinin bulundugu andaki floresans siddeti ve [Q] ise kuencir konsantrasyonudur.
Ksv=Kq.To 0lup, Stern-Volmer sabitini temsil etmektedir. kq bimolekiiler kuenglesme hiz

sabiti, 1, kuencirin ortamda olmadig1 andaki floresans dmriidiir (Lakowicz 1983).

Statik kuenclesmede ise Stern-Volmer denklemi

1, /1 = L+ KsvQD(K,[Q]) 1.2

seklindedir. Burada K; kompleks olugma sabitidir (Lakowicz 2002).

Ayrica Stern-Volmer denklemi enerji transfer etkinligi hakkinda bilgi vermektedir. Bu

asamada calismanin konusunu olusturan floresans enerji transferinin tanimlanmasi
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gerekmektedir. Enerji transferinin gerceklesebilmesi icin donor olarak adlandirilan
enerji verici molekiil ile akseptdr olarak adlandirilan enerji alici molekiiliin olmasi
gereklidir. Bu molekiiller ayn1 veya farkli olabilirler. Floresans enerji transferi,
uyarilmis haldeki donor molekiiliinden (D) kimyasal 6zelligi farkli akseptor molekiiliine
(A) uyarilmis durumdaki hal enerjisinin transferidir. Bu enerji transferi 1g1masiz bir
sekilde gerceklesmektedir. Bu durum donor-akseptor c¢iftinin dipol-dipol etkilesiminin
bir sonucudur. Genel bir floresans enerji transfer olayr Sekil 1.6’da sematik olarak

gosterilmistir (Toprak 2006).

Donor
L=
R S —
I
' Akseptior
(]
I — 4 - e —
1 A= S
. L
. 1 =1 W=

Absorbsivon ]
1
i Enenji transfen
I -
1 Floresans
;
I
(]
1
1
Y

Sekil 1.6. Floresans enerji transfer prosesinin temsili gosterimi

Floresans enerji transferinin orani, akseptoriin absorpsiyon spektrumu ile donorun
emisyon spektrumunun Ortiistiikleri kismin biiyiikliigiine, donor ve akseptoriin dipol

gecislerinin kismi oranina ve donor-akseptor molekiilleri arasindaki uzakliga baglhdir.

Etkin bir enerji transferinin olabilmesi i¢in molekiillerin birbirleriyle etkilesmesi
gerekmektedir. Bu yiizden donor ve akseptor aras1 mesafe oldukca onemlidir. Enerji
transferinin olabilmesi i¢in donor ile akseptor arasindaki mesafe genel olarak 10 nm’den
daha kiiciik olmasi gerekmektedir. Bu durum temsili olarak Sekil 1.7°de verilmistir

(Toprak 2006).
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R>10nm .

Akseptir

Donor Floresans

Absorpsiyon

Floresans

Ahsorpsivon

Sekil 1.7. Floresans enerji transferinde donor ve akseptor arasindaki mesafenin 6nemini
gosteren sekil.

Sekil 1.7°de gosterildigi gibi donor ile akseptor arasindaki mesafe 10 nm’den biiyiik
oldugu zaman donorun absorpsiyonunun yaninda emisyonu da goriilmektedir. Ciinkii
mesafeye bagli olarak donor-akseptdr arasinda herhangi bir enerji transferi s6z konusu
degildir. Ancak bu mesafe 10 nm’den daha az oldugu zaman enerji transferi meydan
gelmekte olup, donor molekiilii absorpladig1 enerjiyi akseptér molekiiliine aktararak
akseptorilin emisyon yapmasina neden olmaktadir.

Donor-akseptor arasi enerji transferi,

D* +A ——— D +A*

seklindeki bir mekanizmayla ifade edilebilir. Bu mekanizmaya gore gerceklesen enerji

transferi heterotransfer olarak adlandirilir. Eger donor ve akseptor ayni ise;

D* +D ——» D +D*

homotransfer olarak tanimlanir.
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Enerji transferinin gerceklesebilmesi i¢in daha Onceden belirtilen bir diger dnemli
parametre, donorun emisyon spektrumu ile akseptoriin absorpsiyon spektrumunun
kismen Ortiismesi durumudur. Literatiirde overlap bolgesi (Ortiisme alani) olarak bilinen

bu durum Sekil 1.8’de temsili olarak gosterilmistir (Toprak2006).

MWolekil 2

hialekil 1 y
\ Floresans .. / Floresans
i »

N Canaor Akseptor

Ahsorpsiv n )
Ahsorpsivon

Dalga bovu (nan)

Sekil 1.8. Donor ve akseptdr molekiillerinin spektral ortiismesi

Sekil 1.8’de donor olan molekiil 1 ve akseptor olan molekiil 2’nin absorpsiyon ve
emisyon (floresans) spektrumlari verilmistir. Goriildiigii gibi donorun emisyon
spektrumu ile akseptdriin absorpsiyon spektrumu kismen ortiismektedir. Ortiismenin
biiylikliigli spektrumdaki oOrtiisen kismin alaniyla orantihdir (Lakowicz 1983).
Akseptoriin absorpsiyon spektrumu ile donorun emisyon spektrumunun oOrtiistiikleri
alanin bliytlikliigii iki molekiil arasindaki enerji transferini etkileyecektir. Bahsedilen
enerji transferi, tlirlerin konsantrasyonu ile dogru orantili olarak etkilenir. Ortama
eklenen akseptor konsantrasyonunun artirilmasi donorun emisyonunu azaltirken
akseptoriin absorpsiyonunun artmasina neden olur. Bu durum ayn1 zamanda donorun
kuantum veriminde (Qp) bir diisiis, akseptor kuantum veriminde (Qa) ise bir artig

demektir.

Enerji transferi oraninin donor-akseptor arasindaki uzakliga bagimliligindan dolayi, bu
uzaklhigin Olgiilmesi enerji transfer proseslerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Floresans enerji transferinin bagli oldugu tiim faktorler gelecekteki biyokimyasal
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arastirmalardaki enerji transferi uygulamalar1 i¢in bir potansiyele sahip oldugundan

oldukca onemlidir.

Enerji transfer olaylarinda gergeklesen enerji aktariminin belirlenmesinde Forster
esitliginden yararlanilir. Kisaca enerji transferinde donor-akseptor arasinda gerceklesen

enerji aktarimi Forster esitligine uygunluk gosterir.
Ro° = 8,875.10%. x?.n"*QyJ (cm) 1.3

Bu denklemde;

Ro : Forster uzakligi ( Karakteristik uzakligi)

x”: Donor ve akseptoriin dipol gegislerinin birbirine gore yonlenmesi (2/3 almir)
n : Coziicliniin kirilma indisi
Qq : Donor kuantum verimi

J : Normalize edilmis absorpsiyon ve emisyon spektrumlarin ¢cakigma integrali

D molekiillerinden A molekiillerine uyarilma enerjisinin transfer hizi,

6
K, = i(&j 1.4

denklemiyle verilir. Bu denklemde;
7o : Akseptoriin olmadigl durumda donorun uyarilmis haldeki yasam omrii

r : Donor akseptor ¢ifti arasindaki uzaklig

Ro : Forster uzaklig ( Karakteristik uzakligr) ifade etmektedir.

Formiilde yer alan Forster mesafesi enerji transferinin %50’sinin meydana geldigi anda
donor ve akseptor arasindaki mesafe olarak tanimlanmaktadir.
Bir donor ve akseptoriin sabit bir uzaklik olan r ile ayrildigin1 diigiinelim. Donordan

akseptore olan enerji transferinin hizi,
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9000(In10)x* ¢, 7 Fp (V)& (V) | 1.5
Ky = 5 ANy 6 _[ — dv
1287°n"Nr°zy %
k, =(r°Jx’n™1,)x8,71x10% s™* 1.6

formiilleriyle incelenebilir. Denklem 1.5°deki, integral, donor ile akseptdr arasindaki
ortiisen kismin alanini ifade etmekte olup, denklem 1.6°’da J sembolii ile verilmektedir.
Bu formiillerde ¢,, ortamda akseptoriin bulunmadigi andaki donorun kuantum
verimini; N, Avogadro sayisini; r, donor ile akseptor arasindaki uzakligi; 7, ortamda
akseptor bulunmadigi durumda donorun floresans dmriinii, n, ortamin kirilma indisini;
k%, donor ve akseptoriin gecis dipollerinin boslukdaki goreceli yonelmesini ifade eden
bir faktdr olup genelde 2/3 olarak alinir; £,(v ), v deki akseptoriin molar absorpsiyon
katsayisint; F,(v), donorun v den v + dv ye olan dalga sayisi araliginda diizeltilmis
floresans siddeti olup ayn1 zamanda normalize edilmistir. A, ise donorun emisyon hizi
olup A,= ¢,/7, oranm ifade etmektedir. J, donorun emisyon ve akseptoriin

absorpsiyon spektrumlarinin ¢akisma derecesini gosteren ortiisme integrali olup, birimi
M cm®diir. Floresans enerji transfer olaylarinda kullanilan bir diger 6nemli parametre

Forster mesafesidir ve asagidaki esitlikle belirlenir.
R, =9,79x10%[x*n g, 3 (A) 1.7

Bu denklemdeki her bir parametre denklem 1.5’de belirtilen parametreler ile aynidir.
Forster mesafesinin grafik yoluyla temsili gdsterimi Sekil 1.9°da verilmistir (Toprak

2006).
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Sekil 1.9. Forster mesafesini gosteren temsili grafik.

Stern-Volmer denklemi esas alinarak enerji transfer hiz sabiti belirlenebilir. Buna gore

denklem 1.1

=14 K, Q1 =1+ 7[Q] 18

olacak seklide diizenlenebilir (Sujan 2005; El-Daly 1999).

Enerji transfer olaylarinda 6nemli parametrelerden biri de enerji transfer verimliligidir
(E). Bu da akseptore transfer olan donor tarafindan absorplanan fotonlarin oranidir
(Lakowicz 1983). Enerji transfer verimliligi enerji transfer hiz sabitinin toplam

deaktivasyon prosesleri hiz sabitlerinin toplaminin oranina esittir (Lakowicz 2002).

e Kk 1.9
K; +k; +k'
Bu denklemde; k; floresans durulma hiz sabiti; k', ise diger tiim deaktivasyon

proseslerinin hiz sabitini temsil etmektedir. Enerji transfer verimliligi floresans
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siddetinden veya floresans Omiirlerinden faydalanarak hesaplanabilir. Bu denklemler

asagidaki gibidir.
E=1-foa 1.10
b
veya
E=1- Ton 1.11

Bu denklemlerde; 1, ortamda akseptdr olmadigi durumdaki donorun floresans siddeti;

| 5a, ortamda akseptdr oldugu durumdaki donorun floresans siddetidir. 7, ve 7p, ise

sirastyla ortamda akseptdr olmadigi ve akseptér oldugu andaki floresans yasam
omriidiir (Lakowicz 2002). Donor ve akseptor arasindaki r mesafesi asagidaki denklem

kullanilarak hesaplanabilir.

Ry

E=
RS +r°

1.12

Burada R,, Forster mesafesi; r, donor ve akseptor arasinda enerji transferinin oldugu

mesafe ve E ise enerji transfer verimliligidir.

Son yillarda artarak devam eden enerji transfer caligmalari farkli amacgli enerji
dontistiirme proseslerinde, dye lazerlerde belli dalgaboyunda en iyi cevabi verecek dye
karigimlarin belirlenmesinde ( De and Girigoswami 2004), 6zellikle biyokimya alaninda
olduk¢a hiz kazanmustir (Stryer 1978, Steinberg 1971). Enerji transfer prosesleri,
fotokimyasal sentezler, dye lazerlerinin enerjilerini degistirmede, biyolojik molekiil ve
floroforlar arasinda spesifik birlesme prosesleri igin gerekli biosensorlerin
gelistirilmesinde (Pampa 2003), biyolojik makromolekiillerin yapilarinda, molekiiler
dagilmada veya mikro heterojen sistemlerin kimyasal birlesmelerinde, biyomolekiillerin
yapt ve fonksiyonlar1 hakkinda bilgi edinmede, canli organizmalarin biyolojik

aktivitelerinde gerekli fosfolipitlerde, proteinlerin yarigaplari1 tahmin etmede,
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biyolojik mebran kalinligi hesaplamada, proteinlerdeki kromoforik gruplar arasindaki
mesafelerin belirlenmesi gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir (Hong 2000; Shin-Ichi
2000; Guy 1995; Sanchez 1996; Kalyanasundaram 1987; Baptista and Inding 1998;
Hueder 2003 ).

Bu tez calismasinda, fotofiziksel 6zellikleri iyi bilinen kumarin 35 (Das 2005) ve
pyronin dye bilesiklerinin (Pyronin B ve Pyronin Y), sodyum dodesil siilfat (SDS),
hekzadesiltrimetilamonyum bromiir (CTAB) ve triton x-100 (TX-100) misellerini
iceren ortamlarda floresans enerji transfer olay1 i¢in uygun molekiil ¢iftleri olusturup
olusturamayacaklari, enerji transfer gerceklesme sartlar1 dikkate alinarak incelenmesi
hedeflenilmistir. Bu amagla tez c¢alismasinda kullanilacak materyallerin genel

ozelliklerinden bahsetmek yararli olacaktir.

Calismada, donor molekiilii olarak kullanlan kumarin 35 (C35) molekiiliiniin yapisi

Sekil 1.10°da verilmistir.

CF;

(CoHs)oN 0 O

Sekil 1.10. Kumarin 35’in molekiiler yapisi

Kumarin tiirevi dye bilesikleri bilim ve teknolojinin farkli alanlarinda kullanilan organik
molekiillerdir. Elektronik uyarilma sonucu amino gruplarindan karbonil grubuna
molekiil i¢i elektron transfer edebilme yetenegine sahip bilesiklerdir. 7-aminokumarin
tirevlerinin mavi-yesil bolgede spektral emisyon oOzelligi vardir. Dye lazerlerin
dalgaboyunu ayarlamada, sentetik ipliklerin boyanmasinda, non-lineer optik
materyallerde, kumarinli polimerlerde, siirekli dalga modiilasyonu i¢in elektrooptik

materyallerde, diyot lazerlerin frekanslarini artirmada ve fotorefraktif materyallerde,
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kromotografide, protein ¢alismalarinda, ilag tiirevlerinin antikoagulantlarinda, biyolojik
alanda, polimerler ve farmakolojide yaygin bir sekilde kullanilir. Kumarin tiirevlerinin
uygulama alanmin c¢oklugu, antrasen ve pyren molekiillerinin aromatik halka
sistemlerinden farkli bir halka yapilarina sahip olduklarindan dolay1 farkli absorpsiyon
ve emisyon Ozelliklerine sahip olmalarindan ileri gelmektedir (Kozyra 2002; Christie

and Lui 1999; Nenkowich et al. 1997; Das 2005).

Akseptor olarak kullanilan pyronin B (PyB) ve pyronin Y (PyY) dye bilesikleri ksanten
tiirevi bilesiklerdir. Heterosiklik yapida olup, temel halde m-orbitalleri igeren organik
bilesiklerdir. Dye lazerlerde elektromanyetik 1simanin dalgaboyunu ayarlamada
kullanilan floresans Ozellige sahiptirler. Bu tiir bilesikler kagit, tekstil vb. sanayi
alanlarinda boyar madde olarak kullanilmaktadir (Arik 2003; Rohatgi 1978; Daintith
2000). Pyronin bilesiklerinin kimyasal yapist Sekil 1.11°de verilmistir.

I|Et Et
N ¢} N
Et” =
/
Pyronin B
Me Me
N o N
Me/ = \Me
/
Pyronin'Y

Sekil 1.11. Pyronin B ve Pyronin Y bilesiklerinin molekiiler yapilari

Bu tez ¢aligmasinda kullanilan bir diger materyal olan surfaktantlar polar ve apolar
kisimlara sahip yiizey aktif maddelerdir. Surfaktantlarin polar kismi anyonik, katyonik

veya yiikstliz olabilirler. Yiiksek miktarda yiizey aktif madde igeren ¢ozeltiler alisiimisin
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disinda bazi degisik fiziksel ozellik gosterebilirler. Seyreltik ¢ozeltide normal bir
¢oOziinen gibi davranan surfaktantlarin belli bir konsantrasyonda su igerisinde hidrofobik
kisimlarin ig¢e hidrofilik kisimlarin sulu ortamla temasta olacak sekilde yonlenmesiyle
yaklasik 10-100 adet surfaktant molekiiliinden olustugu tahmin edilen ve misel olarak
adlandirilan agregat yapilarinin meydana gelmesinden kaynaklanan fiziksel bir degisim
gozlenmektedir. Fiziksel oOzelliklerindeki degisimlerin meydana geldigi surfaktant
konsantrasyonuna “kritik misel konsantrasyonu” (CMC) denir. Dye-surfaktant
sistemlerin en belirgin Ozelligi zit yiikli surfaktantlarin varhiginda elektrostatik
etkilesmeler sonucu dye bilesiklerinin hem absorpsiyon hem de floresans 6zelliklerinde
onemli degisimlerin olmasidir (Behere et al. 1999). Calismalarda kullanilan pozitif,

negatif ve notral surfaktantlarin kimyasal yapis1 Sekil 1.12-14’de sirastyla verilmistir.

0

M/\M/O_%_O .

0

Sekil 1.12. Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)’1n kimyasal yapis1

CHs

N AVAVAVA VA VAV Y

CHy

Sekil 1.13. Hekzadesiltrimetilamonyum bromiir (CTAB)’iin kimyasal yapisi

\‘A‘®(OCHZCHZ)n—OH

Sekil 1.14. Triton X-100 (TX-100)’{in kimyasal yapisi
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2. KAYNAK OZETLERI

Biyolojik etiketleyici olarak yaygm bir sekilde kullanilan boyar maddeler (dye
bilesikleri), diizenli sistemlerde floresans rezonans enerji transferi igin kullanilmustir.
Saf su i¢inde boyar madde ¢iftleri olan floresin (donor)-nil kirmizisi (akseptor) ve
akridin orange (AO) (donor)-nil kirmizist (akseptor) giftleri arasinda enerji transferi
meydana gelme ihtimali olduk¢a disiiktiir. Floresans rezonans enerji transfer prosesi,
diizenlenmis surfaktant sistemlerinde, 6rnegin Triton X-100’{in misel ve ters misel
sistemlerinde enerji transferi orani konsantrasyonun bir fonksiyonu olarak artmistir.
Enerji transfer prosesleri i¢in ters misellerin, misellerden daha iyi bir ortam oldugu
belirlenmistir. Hatta enerji transfer ¢alismalari, degisik misel sistemlerde donor ve
akseptor boyar maddelerinin tahmini dagilimi hakkinda bir bilgi saglamasi agisindan
onemlidir. Boyar madde dagilimi i¢in poissonian dagilim istatistikleri, miseller ve ters
miseller icinde donor-akseptdr arasi uzaklik, enerji transfer degerlerine gore

belirlenmektedir (De and Girigoswami 2004).

Kumarin tiirevleri ve akridin orange (AO) arasindaki enerji transferi iki farkli viskoz
¢oziicli icinde calisilmistir. Metanol ve gliserol ¢oziiciilerinde donor-akseptdr ciftlerinin
degisik konsantrasyon degerleri floresans rezonans enerji transferi igin onemli bir
farklihk gostermektedir. Ortiisen bolge degerleri (overlap bolgesi) 7-amino kumarin
donor molekiiliiniin, alkali grup substitiientlerinin zincir uzunlugunun artmasiyla
artmistir. Bu da kuantum verimi ve floresans Omiirlerinin artmasi anlamina gelmektedir.
Bunun sebebi molekiildeki elektronik gegislerin  artmasiyla substitiie grubun

potansiyelinin degismesine sebep olmasiyla agiklanilmistir ( Kozyra et al. 2002).

3 ve T7-dietilamino-4-metil kumarin (Kumarinl) gruplarinin biiyiikliigiine gore
karakteristik elektronik enerji transferi ve buna bagli olarak fotofiziksel ozellikleri
polimer ve bazi ¢ozelti ortamlarinda incelenmistir. Degisen elektron saglayici gruplar,
fenil, feniltiol ve benzerleri 3 pozisyonunda difiizyon kontrollii olarak statik
kuenclesmeden daha biiyiik oranda metanol ortaminda kuenglesme gdstermistir. Artan

¢ozelti polaritelerinde elektron transferine izin veren prosesler, floresans yaparak etkin
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bir sekilde yarigmali olarak molekiiller arasi elektron transferini tercih ettigi rapor
edilmistir. Enerji transfer hiz1 ve Forster mesafesi deneysel ve teorik olarak kumarin
(donor) tiirevleri ve N-oksil (akseptor) radikallerinde incelenmistir. Segilen ciftler
paramanyetik gruplar1 fazla olan, metanol, heptadien, siklohekzan ve benzeri

¢oziiclilerde incelenmistir (Kaholek and Hrdlovic 1999).

DSP (2,5-Distytyl pyrazine) ve P2VB (1,4-bis (B-pyridyl-2vinyl) benzen) lazer boyalari
duragan hal floresans 6l¢iimler yoluyla rhodamine 110 (R110) lazer boyasina metanol
ve biitanol ortaminda enerji transferi prosesleri incelenmistir. Stern-\Volmer
grafiklerinden enerji transferi hiz sabitleri (Kgt), metanol ve biitanolde DSP-R110 cifti
icin 9,8x10" ve 13,4x10™ mol™ dm?® s ve P2VB-R110 cifti i¢in 2,17x10" ve 2,3x10%
mol™ dm® s? olarak belirlenmistir. Forster uzakligr (Rg) aymi c¢oziiciilerde Forster
denklemi kullanilarak akseptoriin absorpsiyon spektrumu ve donorun emisyonundan
sirastyla P2VB-R110 cifti i¢in 41,4 ve 41 A, DSP-R110 cifti i¢in 55,5 ve 52,7 A olarak
belirlenmistir. Ket Ve Ro’in degerleri enerji transferinden sorumlu baskin mekanizmanin
temel olarak akseptor ve uyarilmig donor arasindaki uzun mesafe dipol-dipol

etkilesiminden kaynaklandigi belirtilmistir (Azim et al. 2000).

Hekzadesiltrimetilamonyum bromiir (CTAB) ortaminda, perilen ve floresin arasinda
enerji transfer caligmasi incelenmistir. Kuenclesme deneyinden elde edilen sonuglar
CTAB miselinde perilen ve floresin ikilisi i¢in degismeyen bir ¢alisma mekanizmasi
oldugunu gostermistir. Enerji transfer verimliligi lizerine akseptdr konsantrasyonunun
etkisiyle ilgili yapilan caligmalar, sadece misel igi enerji transferinin biitiin enerji
transfer olaylarinda etkili oldugunu gostermistir. Ayrica CTAB miseline 0,01 M NaOH
ilavesinin kritik misel konsantrasyonu (CMC) degerine ve miselin agregasyon sayisina
etkisi, enerji transfer sonuglar1 esas alinarak arastirilmistir. Agregasyon sayisi ve CMC
parametrelerinin  NaOH yoklugunda literatlir degerlerine daha uygun oldugu

belirlenmistir (Sanchez and Ruiz 1996 ).

7-hidroksi-4 metil-8 (4’-metil-piperazin-1’y) metil kumarinin (HMMC) solvatokromik
etkiye dayali floresans davranisi, farkli ¢oziiciilerde galisilmistir. HMMC’ nin floresansi

protik ve polar karakterli ¢oziiciiler i¢inde yiiksek bir sekilde etkilendigi bulunmustur.
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HMMC’nin  bioaktif molekiil olan 3-asetil-4-0x0-6,7-dihidro12H-indolo-[2,3-
alkinolozin (AODIQ) ile enerji transferi ¢alisilmistir. Enerji transfer mekanizmasi igin
dipol-dipol etkilesme mesafesi tartisilmistir. Enerji transfer verimi 0,33, Ry mesafesi
24,9 A bulunmustur. Ayrica artan polarite ile floresans maksimumunun 414 nm’den 440

nm’ye kaydigi gézlenmistir (Mallick et al. 2006).

7-Amino kumarin bilesikleri donor ve rhodamine 590 (R590) akseptor olarak
kullanilarak, enerji transferi misellerin tersine susuz asetonitril ve metanol’de durgun
hal floresans spektroskopisi yardimiyla incelenmistir. Forster mesafesi ve Ortiisme
bélgesi (J) tiim donor ve akseptdrlerin hepsi igin yiiksek bulunmustur. J degerleri 10
ve 10 M'cm™ bulunmustur. Ayrica Ry degerleri 100 A’dan fazla bulunmustur. J
degerlerinin yiiksek olmasina ragmen enerji transfer hiz sabiti diisiik ¢ikmistir. Enerji
transfer degerlerinin farkliligi donorun yapisina bagli olarak belirlenmistir. Ayrica
biitlin kumarinlerin absorpsiyon ve emisyon spektrumlari misellerin tersine, asetonitril

ve MeOH giftleri i¢in (W=2-6) W’nin artmasiyla kirmiziya kaymistir (Seth et al. 2005).

Sodyum dodesil siilfat (SDS), cetyltridesiltrimetilamonyum bromiir (CTAB) ve Triton
X-100 (TX-100) misellerini igeren ortamlarda, floresinden merocyanine 540 (MC540)’a
olan floresans rezonans enerji transferi, zamana bagli ve zamandan bagimsiz floresans
spektroskopi teknikleriyle incelenmistir. Stern-Volmer ve Forster teorisi kullanilarak
elde edilen floresans rezonans enerji transferi hiz sabitlerinin uyum igerisinde olduklari
belirlenmistir. Ayrica floresans rezonans enerji transferinin gergeklestigi en yliksek
akseptor konsantrasyonunda enerji transfer verimliligi saf su, SDS, TX-100, CTAB
miselleri i¢in sirastyla 0.14, 0.38, 0.77 ve 0.85 olarak belirlenmistir. Zamana bagh
floresans yagsam Omiir Ol¢limlerinden, zamandan bagimsiz absorpsiyon ve floresans
spektroskopi ¢alismalari, floresinden MC540’a olan floresans rezonans enerji
transferinin CTAB misel ¢ozeltisinde en etkili oldugunu gostermektedir (Aydn et al.
2009).

Farkli kumarin boyar maddeleri ile aromatik aminler arasindaki fotonla sebep olunan
elektron transfer olaylar setiltrimetil amonyum bromiir (CTAB) miseli igeren ortamda

incelenmistir. Caligmalarda durgun-hal ve zamana bagimli floresans spektroskopi
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teknikleri kullanilmistir. Zamana bagli anisotropi c¢aligmalar1 yardimiyla boyar
maddelerin miselin neresinde yerlestigi hakkinda fikir vermistir. Ayrica iki boyutlu
elektron transfer modeli kullanilarak Marcus modeli yorumlanmistir (Chakraborty et al.
2003).

DNA sarmali i¢ine yerlestirilen 2’-kumarin etiketli niikleosit yardimiyla floresans enerji
transferi (FRET) incelenmistir. Etkili bir FRET olaymin DNA sarmali i¢inde kumarin -
floresin ¢ifti arasinda gergeklestigi gézlenmistir (Mitsui et al. 2000).

7-N,N-dietilamino—4-metilkumarin’in floresans siddetinin 9-butil-4-butilamino-1,8—
naftalin tarafindan kuenclesmesi cesitli ¢oziiciiler igerisinde incelenmistir. Bu sistem
icin Stern-Volmer grafiklerinin lineer olmadiklari belirlenmistir. Enerji transfer

calismalarindan donor-akseptdr arast mesafenin yaklasik 2 nm oldugu belirlenmistir
(May et al. 1999).
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3-MATERYAL ve YONTEMLER

3.1.Kullamilan Kimyasal Maddeler

Calismalarda kullanilan, hekzadesiltrimetilamonyum bromiir (CTAB), kumarin35 (7-
(dietilamino)-4 triflorometilkumarin) (C35), sodyum dodesil siilfat (SDS), pyronin B
(PyB), pyroninY (PyY), triton X-100 (TX-100) ve referans olarak kinin bisiilfat SIGMA
firmasindan temin edildi. Metanol ve H,SO, MERCK firmasindan temin edildi.

3.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Time-Resolved

Spektroflorofotometre : PTI TM3 Time Master Spectrofluorometer
Spektroflorofotometre: Shimadzu Rf-5301 PC Spectrofluorophotometer
Spektrofotometre : Perkin Emler Lambda 2S Spectrophotometer

Deiyonize Su Aritma

Cihaz1 : Elga Maxima Ultrapure Water
Otomatik Pipetler : Socorex
Refraktometre : Jena

3.3. Numunelerin Hazirlanmasi

Kumarin 35’in, pyronin B ve pyronin Y’ nin metanol icerisinde 1,0x10 3 M’k stok
cozeltileri hazirlandi. Donor olarak kullanilan kumarin 35’in  konsantrasyonu
denemelerde sabit tutuldu (1,0x10° M ). Enerji transferi i¢in akseptor olan PyY ve
PyB’nin uygun konsantrasyon araligint belirlemek i¢in denemeler yapildi.
Konsantrasyon araliklar1 her bir donor-akseptor cifti i¢in bulundu. Refarans olarak
kullanilan kinin bisiilfat dihitratin, 0,1 N H,SO, igerisinde l,OXIO‘6 M’lik ¢ozeltisi

hazirlanildi.
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3.4 Yontemler
3.4.1 Floresans ve absorpsiyon spektrumlarinin alinmasi ve absorbans élgiimleri

Ilk 6nce C35, PyB ve PyY’ nin SDS, TX-100 ve CTAB ortamlarinda absorpsiyon ve
floresans spektrumlar1 alindi. Ayni1 sekilde referans olarak kullandigimiz kinin bisiilfatin
da 0,1N H,SO,4 ortaminda absorpsiyon ve floresans spektrumlari alindi. Tiim Slglimler

oda sicakliginda yapildu.
3.4.2 Kritik misel konsantrasyonunun belirlenmesi

C35 molekiiliiniin SDS, CTAB ve TX-100 i¢in kritik misel konsantrasyonlar1 (CMC)
spektroskopik teknikle tayin edilmistir ( De Paula 2004).

3.4.3 Kuantum veriminin hesaplanmasi

Kuantum verimleri Parker-Rees metoduyla belirlendi. Bu metoda gore kuantum verimi
bilinmeyen bir bilesigin floresans kuantum verimi referans bir bilesik yardimiyla

belirlenir. Parker-Rees denklemi 3.1°de verilmistir.

2
D, \n, ) (1-10°
¢S = ¢r - oD 31
D, n, 1-10""

Denklemde, ®@s numunenin kuantum verimi; ®r, referansin kuantum verimi; Dg ve D,

sirasiyla numune ve referansin diizeltilmis floresans spektrumu altindaki alanlari; ns ve
Ny, sirastyla numune ve referans ¢oziiclilerin kirilma indisi; ODs ve OD, sirasiyla

numune ve referansin uyarilma dalga boyunda 6lgiilen optik yogunluktur.
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Diizeltilmis floresans spektrumlariin kullanilmasinin sebebi elde edilen spektrumlarin
diger cihazlardan elde edilen spektrumlara tam olarak benzememesidir. Ciinki
spektrumun sekli sadece floresans siddetine degil, ayn1 zamanda lambanin, transduserin
ve monokromotoriin 6zelliklerine de baglidir. Bunlar1 elimine etmek i¢in diizeltilmis

floresans spektrumlart kullanilir.

3.4.4 Floresans omiir ol¢iimleri

Floresans omiirleri stroboskopik teknikle c¢alisan Time Master Laser sistemiyle
Olclilmiistir. Time Master Laser sisteminin caligma prensibinin sematik  olarak

gosterimi Sekil 3.1°de verilmistir.

=
1 |

Monokromatar -

Monokrom atar

Cwcaktior
Gegiken Data
Pulss Jansaratsr - jEI‘IEI’ﬁtﬁII"ﬂ e Pulss Jansratar
Mazter
Clock
Bilgisayar Bektrom e
ve Alire

Sekil 3.1. Stroboskopik teknigin sematik gdsterimi

Stroboskopik teknikten kisaca bahsedecek olursak; ilk 6nce numune flas lambasi ya da
lazerden gelen optik darbe (pulse) ile uyarilir. Bu sistemde bilgisayar kontrollii
detektorler, darbenin numune ile etkilesmesinden sonra gegen siireyi olgerler. Flas ya da

Lazerin eszamanliligit ¢ok oOnemlidir ve bu islem master saat veya zamanlayici



27

vasitasiyla yapilmaktadir. Dedektorlerin verileri kaydetmesine hareketli pencereler

yardim eder. Bu teknik pahali elektronik malzeme gerektirmez ve yliksek siddetli 151k

kaynagina gerek yoktur. Sinyalin siddeti direkt puls siddetiyle orantilidir.

Bu teknikte veriler zamanin bir fonksiyonu olarak kaydedilir. Sekil 3.2°de dedektorlerin

veri kaydetme islemi temsili olarak gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Dedektoriin veri kaydetmesinin sematik gosterimi
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Floresans enerji transfer calismalarinda ¢ozelti ortami olarak kullanilacak olan SDS,
TX-100 ve CTAB surfaktantlar1 i¢in kritik misel konsantrasyonlarinin belirlenmesi
onemlidir. Ciinkii kullanilacak aktif maddelerin (dye bilesikleri) floresans o6zellikleri

ilgili sistemin 6zelliginin degismesiyle yakindan alakalidir.

Bu tez calismasinda donor olarak kullanilan C35 molekiikiiliiniin SDS, TX-100 ve
CTAB ortamlarindaki kritik misel konsantrasyonlarinin belirlendigi grafikler Sekil 4.1,
Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te verilmistir.

250 = -
]
-
0 \ -

150 = -

100 = -

50 = -

Floresans Siddeti (serbest birim)

5 10 15 20

Konsantrasyon

Sekil 4.1 C35 molekiiliiniin farkli SDS konsantrasyonlarindaki maksimum floresans
siddeti
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Sekil 4.2. C35 molekiiliiniin farkl1 TX-100 konsantrasyonlarindaki maksimum floresans
siddeti
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Sekil 4.3 C35 molekiiliiniin farklt CTAB konsantrasyonlarindaki maksimum floresans
siddeti
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Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3’de verilen grafiklerden C35 molekiilii i¢in kritik misel
konsantrasyonu (CMC) degerleri SDS, TX-100 ve CTAB ortamlarinda surfaktantlarin
grafikte belirtilen konsantrasyon degerlerinden sonra floresans 6zelliginin hemen hemen

degismedigi dikkate alinarak belirlenmistir.

Bu grafiklerden elde edilen C35’in kritik misel konsantrasyon degerleri Cizelge 4.1°de

verilmistir.

Cizelge 4.1. 25°C’de ¢alisilan C35 molekiilii icin SDS, TX-100 ve CTAB ortamindaki
kritik misel konsantrasyon (CMC) degerleri

Bilesik SDS TX-100 CTAB

Kumarin 35 6,61 mM 1,29 mM 2,20 mM

Calismamizda donor olarak kullanilan kumarin 35 (C35) bilesiginin ve akseptor olarak
kullanilan bilesikler, Pyronin B (PyB) ve Pyronin Y (PyY)’nin SDS, TX-100 ve CTAB
ortamlarinda alinmis absorpsiyon ve floresans spektrumlari normalize olarak Sekil 4.4,

4.5,4.6,4.7,4.8,4.9,4.10,4.11 ve 4.12°de verilmistir.

1,2

—— Absorpsiyon
- - - Emisyon

Absorbans (Normalize)

Floresans Siddeti (Normalize)

0,0

L] L]
350 400 450 500 550 600

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.4. C35’in SDS ortaminda normalize absorpsiyon ve floresans spektrumlari



31

104 —— Absorpsiyon
- - - Emisyon
" -
~ * N
S 084 " =
p— \
C v £
: | :
2 g €
Z 06+ 8 =
w» D
= . <=
< \ E
f .\ Ur
g 044 N 2
< \ g
K 2
' =
0,2 = \“ =
0,0 T T T T
350 400 450 500 550 600

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.5. C35’in TX-100 ortaminda normalize absorpsiyon ve floresans spektrumlari
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Sekil 4.6. C35’in CTAB ortaminda normalize absorpsiyon ve floresans spektrumlari
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—— Absorpsiyon
- - - Emisyon

Absorbans (Normalize)

Floresans Siddeti (Normalize)

.o

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.7. PyY bilesiginin CTAB ortaminda normalize absorpsiyon ve floresans
spektrumlari

1,0 - ,. — Absorpsiyon
! - - - Emisyon

Abosrbans (Normalize)

Floresans Siddeti (Normalize)

500 550 600

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.8. PyY bilesiginin SDS ortaminda normalize absorpsiyon ve floresans
spektrumlari
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1,0 - . — Absorpsiyon
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Absorbans (Normalize)
Floresans Siddeti (Normalize)
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Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.9. PyY bilesiginin TX-100 ortaminda normalize absorpsiyon ve floresans
spektrumlart

1,1

1,0 - .. —— Absorpsiyon
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Sekil 4.10. PyB bilesiginin CTAB ortaminda normalize absorpsiyon ve floresans
spektrumlari
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—— Absorpsiyon
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Sekil 4.11. PyB bilesiginin SDS ortaminda normalize absorpsiyon ve floresans
spektrumlari

—— Absorpsiyon

1,0 - ’” .
‘- - -Emisyon

Absorbans (Normalize)

Floresans Siddeti (Normalize)

0,0

T T T
500 550 600

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.12. PyB bilesiginin TX-100 ortaminda normalize absorpsiyon ve floresans
spektrumlari
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C35 molekiiliinin SDS, TX-100 ve CTAB ortamlarindaki floresans Omiirlerinin
belirlenmesi i¢in belirtilen sartlarda zamana bagli floresans durulma (decay)

spektrumlar1 alindi. Elde edilen spektrumlar en uygun fitleri ile birlikte Sekil 4.13’de

verilmistir.
=
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Sekil 4.13. C35’in CTAB, TX-100 ve SDS ortamlarinda floresans durulma spektrumu
(Ortalama olarak y” istatistik degeri CTAB : 0,89, TX-100 : 0,79 ve SDS : 0,78)

Yapilan floresan c¢aligmalar1 sonucu hesaplanan floresans kuantum verimi, floresans
Omiirleri ve baz1 spektral sonuglar C35 ve pyronin bilesikleri i¢in sirasiyla Cizelge 4.2

ve Cizelge 4.3°de verilmistir.

Cizelge 4.2. 25°C’de calisilan C35 molekiiliiniin kritik misel konsantrasyonundaki bazi
fotofiziksel 6zellikleri

Surfaktant Aabs (NM) A (nm) . (ns) b,
SDS 412 509 0,37+0,03 0,026+0.001
CTAB 414 505 0,17+0,02 0,399+0.002

TX-100 406 495 1,07+0,10 0,210+0.005
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Cizelge 4.3. 25°C’de ¢alisilan siirfaktant konsantrayonlarinda sirasiyla PyB ve PyY
molekiillerinin bazi spektral degerleri

Surfaktant Aabs (NM) A (Nm)
Pyronin B

SDS 553 564

TX-100 553 565

CTAB 552 564
Pyronin Y

SDS 548 560

TX-100 546 558

CTAB 546 558

Pyronin bilesikleri ile C35 bilesiginin SDS, TX-100 ve CTAB misellerinin kritik misel
konsantrasyon degerlerinde spektral 6zelliklerinin belirlenmesinden sonra pyronin
bilesikleri ile C35 bilesigi arasinda ilgili sistemlerde bir floresans enerji enerji
transferinin olup olmayacagi arastirildi. Gerekli 6n denemeler yapilarak elde edilen
sonuclar floresans enerji transferi proseslerinde belirleyici parametreler géz Oniine

alinarak yorumlandi.

Elde edilen sonuglardan C35-PyB ve C35-PyY ciftleri icin TX-100 ve CTAB ortaminda
bir floresans enerji transferinin olamayacagi bunun aksine ilgili ¢iftler ig¢in enerji
transfer prosesinin SDS ortaminda olabilecegi sonucuna varildi. C35-PyY ve C35-PyB
ciftleri i¢in TX-100 ve CTAB ortaminda alinmis floresans spektrumlar1 Sekil 4.14, 4.15,
4.16 ve 4.17°de verilmistir.



37

Floresans Siddeti (serbest birim)

450 500 550 600

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.14. TX-100 (mM) ortaminda 1,0x10° M C35’in  artan PyY
konsantrasyonlarinda alinan diizeltilmis floresans spektrumlari
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Sekil 4.15. TX-100 (mM) ortaminda 1,0x10° M C35’in artan PyB konsantrasyonlarinda
alinan diizeltilmis floresans spektrumlari
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Sekil 4.16. CTAB (mM) ortaminda 1,0x10° M C35’in artan PyY konsantrasyonlarinda
alian diizeltilmis floresans spektrumlari
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Sekil 4.17. CTAB (mM) ortaminda 1,0x10° M C35’in artan PyB konsantrasyonlarinda
alinan diizeltilmis floresans spektrumlari
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Floresans enerji transferi i¢in dnemli iki sarttan biri olan donoriin (C35) floresans
spektrumu ile akseptér molekiillerinin (PyY ve PyB) absorpsiyon spektrumlarinin
ortismesi durumu ilgili ¢iftler i¢in enerji transfer prosesinin gergeklestigi ve
gerceklesmedigi ortamlarda incelendi. C35 ile PyB ve C35 ile PyY molekiil giftleri igin
spektral ortiisme durumlari SDS, TX-100 ve CTAB ortamlarinda sirasiyla Sekil 4.18-
4.23’de verilmistir. Daha oncede ifade edildigi gibi ortismenin altinda kalan alan enerji

transfer hiz sabitinin ve Forster mesafesinin (Rp) belirlenmesinde kullanilacaktir.
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Sekil 4.18. SDS (mM) ortaminda C35 ile PyB molekiil ¢iftlerinin spektral drtiismesi
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—— C35 Emisyon
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Sekil 4.19. SDS (mM) ortaminda C35 ile PyY molekiil ¢iftlerinin spektral ortiismesi
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Sekil 4.20. TX-100 (mM) ortaminda C35 ile PyB molekiil ¢iftlerinin spektral ortiismesi
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Sekil 4.21. TX-100 (mM) ortaminda C35 ile PyY molekiil ¢iftlerinin spektral drtiismesi
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Sekil 4.22. CTAB (mM) ortaminda C35 ile PyB molekiil ciftlerinin spektral ortiismesi
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Sekil 4.23. CTAB (mM) ortaminda C35 ile PyY molekiil ¢iftlerinin spektral ortiismesi

Yukarda donor-akseptor oOrtiisme alanlar1 verilen C35-PyB (PyY) molekiil ciftleri igin
sadece SDS ortamindakiler kullanilmistir. Sekil 4.19°da spektral ortiisme durumu
verilen C35-PyY molekiil ¢ifti i¢in; SDS ortaminda C35 molekiiliiniin konsantrasyonu
1,0x10° M’da sabit tutulup, PyY’nin konsantrasyonunun artirilmasiyla, C35
molekiiliiniin emisyon bandinin siddetinde bir azalma olurken yaklasik 560 nm’de
PyY’nin floresansina karsilik gelen yeni bir bandin olustugu ve floresans siddetinin,
artan PyY konsantrasyonuyla artigi goézlenmistir. SDS ortaminda PyY molekiilii 560
nm’de floresans maksimumuna sahiptir (Sekil 4.24). Bu spektruma gore 430 nm’de
uyarilan C35’in uyarilma enerjisini ortamda bulunan PyY’ye transfer ettigi, PyY nin

aldig1 bu enerjiyi floresans yapmak suretiyle kullandig1 anlasilmaktadir.
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Sekil 4.24. SDS (mM) ortaminda 1,0x10° M C35’in artan PyY konsantrasyonlarinda
alinan diizeltilmis floresans spektrumlari

C35-PyB molekiil ¢ifti i¢in daha Onceden metanol ortaminda C35 molekiiliiniin
konsantrasyonu 1,0x10° M’da sabit tutulup, PyB konsantrasyonunun arttirilmasiyla
C35’in floresans siddetinde bir azalma meydana gelirken, yaklasik 570 nm’de yeni bir
bant gozlenmisti (Toprak 2006). Buna karsin SDS ortaminda 565 nm’de go6zlenen
floresans maksimumu ortamin polaritesindeki degisimden kaynaklanmaktadir (Sekil
4.25). Bu spektrumdan da 430 nm’de uyarilan C35 in enerjisini ortamda bulunan
PyB’ye transfer ettigi ve PyB’nin de aldig1 enerjiyi PyY’de oldugu gibi floresansla
disar1 verdigi deneysel gozlemlerle belirlendi. Ayrica C35-PyY molekiil ¢ifti igin 536
nm ve C35-PyB molekiil cifti i¢in de 542 nm’de olmak iizere bir isosbestik nokta

gozlenmistir.
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Sekil 4.25. SDS (mM) ortaminda 1,0x10° M C35’in artan PyB konsantrasyonlarinda
alinan diizeltilmis floresans spektrumlari

Sekil 4.24 ve 25’de verilen floresans spektrumlar1 dikkate alindiginda, pyronin
bilesiklerinin floresans spektrumlari alinirken kullanilan dalga boyu genelde 500 nm dir.
Burada 430 nm uyarma dalga boyu ile ilgili sistemlerde pyronin bilesiklerinin floresan
bantlar1 elde edilmistir. 430 nm uyarma dalga boyu ile elde edilen bu durum floresans

enerji transfer prosesini agikca gostermektedir.

Pyronin bilesiklerinin konsantrasyonunun artirilmasiyla, C35’in floresans siddetinde
gozlenen azalma, kuenglesme prosesi olarak diisiiniilebilir. Bu nedenle SDS ortaminda
C35 igin denklem 1.1°de verilen Stern-Volmer denklemine gore ¢izilecek grafikten
Stern-Volmer sabitleri (Ksy) belirlenebilir. SDS ortaminda C35’in PyY ve PyB’ nin
degisik konsantrasyonlarina gore ¢izilen Stern-Volmer grafikleri sirasiyla Sekil 4.26 ve

Sekil 4.27°de verilmistir.
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[PyY]x10">/M

Sekil 4.26. SDS ortaminda C35’in artan PyY konsantrasyonuna karsi ¢izilmis Stern-
Volmer grafigi (R=0,96)

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
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Sekil 4.27. SDS ortaminda C35’in artan PyB konsantrasyonuna karsi ¢izilmis Stern-
Volmer grafigi (R=0,96)
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Sekil 4.26 ve 27’de verilen grafiklerin egimlerinden Stern-Volmer sabiti (Ksy) PyY ve
PyB icin sirasiyla, 423842 M™* ve 888997 M olarak belirlendi.

C35’in kuenglesme prosesine bagli olarak floresans kuantum veriminde de az da olsa
bir azalma gozlenmistir. Cizelge 4.4’de SDS ortaminda C35’in degisik PyY ve PyB

konsantrasyonlarina bagli olarak floresans kuantum verimleri verilmistir.

Cizelge 4.4 C35’in SDS ortaminda degisik PyY ve PyB konsantrasyonlarindaki
floresans kuantum verimleri

am o . PEmo o
0 0,0255+0,001 0 0,0255:+0,001
1,0x10” 0,0218+0,001 1,0x107 0,0220+0,001
3,0x107 0,0180+0,001 3,0x10” 0,0185+0,001
6,0x107 0,0165:0,001 6,0x10” 0,0160+0,001
1,0x10°® 0,0135+0,001 1,0x10°® 0,0130+0,001
2,0x10° 0,0112+0,001 2,0x10°® 0,0098+0,001
3,0x10°® 0,00850,001 3,0x10°® 0,0067+0,001
4,0x10°® 0,0057+0,001 4,0x10°® 0,00550,001
5,0x10°® 0,0048+0,001 5,0x10°° 0,00430,001

Cizelge 4.4’de verilen degerler dikkate alindiginda ortama pyronin bilesiklerinin ilave
edilmesiyle C35’in kuantum veriminde bir azalma oldugu belirlenmistir. Bu durum

1s1masiz gergeklesen floresans enerji transferinin bir sonucudur.

Floresans enerji transfer olayinin, Forster kinetigine gore tartisilabilmesi, Forster
mesafesi veya kritik enerji transfer mesafesinin (Ro), enerji transfer verimliliginin
belirlenmesiyle miimkiindiir. Bu nedenle denklem 1.11 ile enerji transfer verimliligi ve
denklem 1.7 ile de Forster mesafesi (Rgp) hesaplandi. Forster mesafesinin
hesaplanmasinda 6nemli bir parametre olan rtiisme alani (J), SDS ortaminda C35-PyY

cifti icin Sekil 4.19°dan, C35-PyB cifti i¢in Sekil 4.18’den hesaplandi. Buna gore elde
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edilen Ry degerleri Cizelge 4.5’de verilmistir. Forster kinetigine gore Ro i¢in en ideal
aralik 10-100 A oldugu bilinmektedir (Forster 1948, 1949).

Enerji transfer verimliligi de Forster kinetigine gore onemli parametrelerden biridir.
C35-PyY ve C35-PyB molekiil ¢ifti i¢in elde edilen enerji transfer verimliligi dnceden
de ifade edilen denklem 1.11 ile hesaplandi. Ayrica donor-akseptor arasindaki mesafe
1.12 denklemi esas alinarak hesaplandi. Enerji transferinin gergeklesme yiizdesini veren
enerji transfer verimliligi, PyY nin ve PyB’nin degisen konsantrasyonlarina bagl olarak
cizilen grafikler Sekil 4.28 ve Sekil 4.29°da ve hesaplanan diger enerji parametreleri ise

Cizelge 4.5’de verilmistir.

0,7

0,6 =

o o o o
N w IS &)
1 1 1 1

Enerji Transfer Verimliligi

o
=
1

0,0

[PYY] (M)

Sekil 4.28. SDS ortaminda C35- PyY molekiil ¢ifti igin enerji transfer verimliligi
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Enerji Transfer Verimliligi

0,0 .
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Sekil 4.29. SDS ortaminda C35- PyB molekiil ¢ifti i¢in enerji transfer verimliligi

Cizelge 4.5. SDS ortamindaki enerji transfer parametreleri

KM kiy(MsY) ki 6Y) Ro(A)  r(A) E
C35-PyY 4,24x10° 1,15x10% 6,88x10° 3853 34,75 0,65
C35-PyB 8,90x10° 2,40x10" 1,78x10° 29,04 22,29 0,83

Burada kr¢y; Stern-Volmer 1.1 denleminden, krqyy ise 1.4 denklemiyle hesaplanmistir

Enerji transfer verimliligini artirmak i¢in PyB ve PyY konsantrasyonu artirildiginda,
C35 molekiiliiniin polariteye bagli olarak floresans bant maksimumunda mavi bolgeye,
pyronin bilesikleri i¢in ise kirmiziya kayma gézlenmistir. Bu kayma C35 ile pyronin
bilesiklerinin spektral oOrtiismelerinin azalmasma ve dolayistyla enerji transfer
verimliliginde bir azalmaya sebep olmaktadir. Bu durum PyY moleklii i¢in Sekil 4.30°

da verilmistir.
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Sekil 4.30. SDS ortaminda artan PyY konsantrasyonuna bagli olarak C35-PyY molekiil
ciftinin diizeltilmis floresans spektrumu
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5.SONUC

Bu c¢alismada C35 molekiiliniin SDS, CTAB ve TX-100 igin kritik misel
konsantrasyonunu spektroskopik teknik yardimiyla belirlendi ( De Paula 2004). C35-
PyB ve C35-PyY bilesiklerinin SDS, TX-100 ve CTAB ortamlarinda floresans enerji
transferi i¢in uygun molekiil giftleri olup olmadiklar1 spektroskopik tekniklerle

incelendi.

Donor molekiilii C35 ile akseptdr molekiilleri PyB ve PyY i¢in CTAB ve TX-100
ortamlarinda uygun molekiil ¢iftleri olmadiklar1 belirlendi. Bunun sebebi CTAB
surfaktantinin yiikiiniin dye bilesikleriyle ayni olmasi nedeniyle elektrostatik itmelerden
dolay1 molekiil ciftleri floresans enerji transferi yapabilecek etkin mesafeye
gelememesidir. TX-100 ise notr bir surfaktant olmasindan dolay: etkin bir elektrostatik
etkilesme gerceklesmeyip, floresans enerji transferi meydana gelmemistir. SDS
surfaktanti iceren miselli ortamda ise bu molekiil ¢iftlerinin floresans enerji transferi
icin Stern-Volmer ve Forster kinetigine gore uygun molekiiller olduklar1 belirlenmistir.
Forster kinetigine gore Ry i¢in ideal araligin 10-100 A olmasi g0z Oniine alindiginda,
C35-PyB molekiil ¢iftlerinin uzak mesafeli dipol-dipol etkilesmesinden, C35-PyY
molekiil ciftinin ise yakin mesafeli dipol-dipol etkilesmesinden etkilendigi sonucu

ortaya ¢ikmaktadir. (Ghazy 2001; Azim 2000; El-Daly1999).

Spektral ortiismeler ve Cizelge 4.3’deki enerji transfer parametreleri olan k1 ve Rg
degerleri dikkate alindiginda, SDS’li ortamin C35-PyB ve C35-PyY molekiil giftleri
icin floresans enerji transferine uygun olduklari sonucuna varilmistir. E degerini daha
yiikseltmek icin akseptdr konsantrasyonunu artirdigimizda, C35-PyY molekiil ¢ifti i¢in
donor molekiiliiniin emisyon spektrumunun maviye kaymasi, konsantrasyon artisiyla
ortamin polaritesinde bir degisimin gerceklestigi sonucuna varilmistir (Reichardt 1990).
C35-PyB molekiil ¢ifti icin ise yiiksek konsantrasyonlara gidilmesi farkli etkilesmeleri
beraberinde getirecektir. Bu nedenle PyB bilesiginin yiiksek konsantrasyonlarda

calisilmasi tercih edilmemistir.
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