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Bu tez calismasinda metanol ortaminda kumarin 35 ile pyronin Y ve pyronin B
arasindaki floresans enerji transferi incelendi. Bu c¢alismada kumarin 35 donor

molekiilii olup pyronin B ve pyronin Y akseptor molekiilleridir.

Floresans enerji transferinde Onemli bir sart olan donorun emisyon spektrumu ile
akseptoriin absorbans spekturumlarinin ortiigmesi her iki molekiil ¢ifti i¢in 1iyi bir
oranda meydana geldi. Kumarin35 konsantrasyonu sabit tutulup, farkli pyroninB
konsantrasyonlarinda alinan emisyon spektrumlarinda, kumarin 35’e ait floresans
bandin siddetinde bir azalma ve pyroninB’ye ait floresans bandinin siddetinde bir artma
gozlendi. Kumarin 35-pyronin Y molekiil cifti icinde 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, her iki molekiil ¢ifti i¢cin yakin degerler bulundu.
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ABSTRACT
Master Thesis

AN INVESTIGATION OF FLUORESCENCE ENERGY TRANSFER
BETWEEN COUMARIN 35 AND PYRONIN DYES IN METHANOL

Mahmut TOPRAK

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

Supervisor: Assis.Prof.Dr. Musatafa ARIK

In this study, fluorescence energy transfer between pairs of Coumarin 35 and Pyronin
dyes were investigated. Here, Coumarin 35 is a donor molecule and Pyronin dyes are

acceptor molecules.

The spectral overlap between emission spectra of donor and absorption spectra of
acceptor that is very important for the fluorescence energy transfer was occurred by a
good ratio for pairs of Coumarin 35 and Pyronin dyes (Pyronin B and Pyronin Y). In
constant Coumarin 35 concentration, fluorescence intensity of Coumarin 35 was
decreased with increased Pyronin B concentration and intensity of a new emission band
which belongs to Pyronin B in 560 nm was increased at the same time. This situation

was the same for pairs of Coumarin 35 and Pyronin Y.

The fluorescence energy transfer was discussed in terms of Stern-Volmer equation and
theory of Forster. The Forster distance (Rg) and efficiency of energy transfer calculated
by Forster’s theory were similar for both pairs of Coumarin 35-Pyronin B and of

Coumarin 35-Pyronin Y.

2006, 43
Keywords: Coumarin 35, pyronin dyes, Forster theory, energy transfer
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1.GIRIS

Enerji transferi {iizerine arastirma calismalart son yillarda olduk¢a yaygin bir sekilde
sirdiiriilmektedir. Enerji  transferinin  temelini, 1s13iIn  madde ile etkilesimi
olusturdugundan, 151Z1n yapisinin iyi bilinmesi gerekmektedir. Isik siniisoidal harekete
sahip olup birbirine dik elektrik ve manyetik alan vektorlerinden olusur. Isigin dalga
hareketi yaninda tanecik Ozelligine de sahip oldugu, Planck’in siyah cisim 1simasi
olayr ve daha sonra Einstein’in fotoelektrik olayr ile ispatlanmistir. Isigin yani
elektromanyetik radyasyonun bilesenleri temsili olarak asagida Sekil 1.1°de

verilmistir.
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Sekil 1.1 Elektromanyetik Radyasyonun Dalga Hareketi



Elektromanyetik radyasyonun madde ile etkilesimini inceleyen bilim dal
Spektroskopi olarak adlandirilir. Bir molekiiliin elektromanyetik ~ radyasyonu
absorplamasi sonucu ilgili molekiiliin 6teleme, donme, titresim ve elektronik uyarilma
hallerinin olugsmasina sebep olur. Fakat her molekiil her dalga boyundaki isikla

etkilesmez.

Elektromanyetik radyasyonun molekiil ile etkilesmesi igin 1s18in elektrik alan
vektorityle 1ilgili molekiiliin dipol moment vektoriiniin cakismas1 gerekir. Sayet
15181n  elektrik alan vektorii ile ilgili molekiiliin dipol momenti Ortiisiirse bunun

sonucunda bir absorbsiyon gergeklesir.

Absorbsiyon sonucu molekiiliin valans elektronu temel halden uyarilmis elektronik
enerji seviyesine gecer. Bu uyarilmis enerji seviyeleri titresim enerji seviyelerine;
titresim enerji seviyeleri de rotasyonel enerji seviyelerine yarildigindan, bu uyarilma

herhangi bir titresim ya da rotasyonel enerji seviyesine olabilir.

Elektromanyetik radyasyon absorbsiyonu sonucu uyarilmig hale gecen molekiiliin,
uyarilmis halden temel hale gecmesi icin takip edecegi iki yol vardir. Bunlardan
birincisi 1s1masiz bir gecis olup, sistem uyarilma enerjisini ¢evresiyle etkilesmesi
sonucu 1s1 seklinde verir. Bu 1s1 ortamin sicakligini arttiracak kadar olmayip sadece
molekiillerin kinetik enerjilerini arttirir. Ikincisi ise uyarilma enerjisinin disariya
1s1ma seklinde verilmesi olarak bilinen liiminesans olayidir. Liiminesans, temel halin ve
uyarilmis halin elektronik yapisina gore floresans ve fosferasans olarak
gerceklesir. Floresans, singlet uyarilmis halden singlet temel hale, fosferesans ise
triplet uyarilmis halden singlet temel hale olan 1s1mal1 gecisleri temsil etmektedir.

Molekiiliin elektromanyetik radyasyonu absorblamasi sonucu olusacak fotofiziksel

prosesler Sekil 1.2 de Jablonski diyagraminda gdosterilmistir.



Jablonski Divagramm

Uyarilning Hal
Absorhsivon ’ Titresimsel
SE 2 — SE]!.BI]I
- ¢ eviyeleri
<
«
== e
Titresimsel - ) in) Gercikmis Floresans
Relaksasyon 11— -"p— A []
il W . =25 Uyarilmg
i : o, —1 Triplet
] 1 Hal
Floresans i o (T,)
= Diniigiim
& is temler aras1
Gecis y Radyasyonsuz
o o Gerig
Ie Dimiigiim
. Fosferasans
e 3 3
o
o
Temel Hal

Sekil 1.2 Jablonski Diyagrami

Diyagramda; Sy singlet temel hali, S; uyarilmis]. singlet elektronik enerji seviyesini, S,
singlet ikinci uyarilmis hali ve T ise triplet uyarilmis hali temsil etmektedir. Temel ve
uyarilmis halde 0, 1, 2, 3,... ile tamimlanan ¢izgiler titresimsel enerji seviyelerini

gostermektedir.

Jablonski diyagraminda gosterilen basamaklar kisaca 6zetlenecek olursa:

Absorbsiyon, singlet temel halden (Sp) singlet uyarilmis herhangi bir hale ((S;*)
veya (S;*)) olan elektronik bir gecistir. Bu olay yaklasik 10" gibi kisa bir zaman
diliminde  gerceklesmektedir. Franck-Condon prensibine gore bu siire igerisinde
cekirdegin yer degistirmesi onemsenmeyecek kadar az oldugundan, molekiiliin temel
halinin geometrik yapis1 yaklasik olarak ilk uyarilmis halin geometrik yapisiyla aynidir.

Bu gecis spektroskopik olarak miisaade edilen gegistir. Singlet temel halden triplet



uyarilmig hale elektronik gecis ise fotofiziksel olarak yasakli bir gecistir. Sistem

triplet uyarilmis hale ancak singlet uyarilmis halden gecis yapar.

Floresans: Bu olay miisaade edilen bir elektronik ge¢is basamagi olup, sistem singlet
uyarilmis halden singlet temel hale déner, ve 1simali bir gecistir. Floresans 10 s veya

107s gibi kisa bir siirede meydana gelmektedir.

Fosforesans: Bu olay triplet uyarilmis halden singlet temel hale 1simali bir gegistir.
Fosforesansda elektron triplet uyarilmis halden singlet temel hale gecerken spin
degistirmektedir. Bu nedenle bu gecis fotofiziksel olarak spin bakimindan yasakli bir
gecistir. Spin-orbit kapling olay1 fosforesansin olusmasinda temel teskil eden bir
prosestir. Bu da molekiiliin geometrisine bagh olup, molekiilde bulunan baz1 agir
atomlarin etkisiyle gerceklesir. Fosforesans 10 ile 1 saniyelik zaman araliginda

meydana gelir.

Ic Doniisiim: Bu proses radyasyonsuz bir sekilde gerceklesmektedir. Bu  olay
uyarilmig enerji seviyelerinin titresimsel enerji seviyeleri arasinda olabilecegi gibi,
sistem uyarilmis halden temel hale de gegebilir. Sistem almis oldugu uyarilma
enerjisini disariya 1s1 seklinde vermektedir. Ancak bu 1s1 sistemin sicakligini
degistirecek  kadar fazla olmayip molekiillerin kinetik enerjilerinde artisa sebep
2

olmaktadir. I¢ doéniisiim olayr yaklagik 107~ s’lik bir zamanda meydana gelir. Bu

olaya izomerlesme oOzelligi olan veya rezonans halleri bulunan bilesiklerde rastlanir.

Titresimsel Relaksasyon: Elektronik enerji seviyeleri titresim enerji seviyelerine bunlar
da rotasyonel enerji seviyelerine yarilmistir. Sistem uyarildifit zaman  molekiil
uyarilmis enerji seviyesindeki herhangi bir titresimsel enerji seviyesine cikar.
Temel hale donmek icin uyarilmis enerji seviyesindeki en diisiik titresim enerji
seviyesine gelmek zorundadir. Bu olay 1simasiz meydana gelmekte olup sistem
enerjisini etrafindaki diger molekiillerle veya c¢oziicii molekiilleriyle carpisarak

harcar.



Sistemler Arasi Gecis: Singlet uyarilmis halden triplet uyarilmis hale ya da triplet
uyarilmig halden singlet uyarilmis hale gecis olayidir. Bu olayin olabilmesi icin her

iki halin titresim enerji seviyelerinin c¢akigmasi gerekmektedir.

Gecikmis Floresans: Gecikmis floresans normal floresansa goére daha uzun zamanda

meydana gelip olusum sekline gore kendi arasinda da ikiye ayrilmaktadir.

E-Tiirii Gecikmis Floresans: Temel halden singlet uyarilmis hale ¢ikan molekiil,
sistemler aras1 gecisle triplet uyarilmis hale gecer. Bu anda sistemin sicakligi
artirtlirsa triplet uyarilmis haldeki molekiil tekrar (ancak bunun icin uyarilmis singlet
ve triplet hallerin titresim enerji seviyelerinin c¢akismasi gerekir) singlet uyarilmis
hale geri doner. Sonugta singlet uyarilmis halden tekrar singlet temel hale 1s1mali

bir gecis yapar. Bu olaya E- Tiirii gecikmis floresans denir.

P-Tiirii Gecikmis Floresans: Bu tiir floresansta molekiil singlet uyarilmis halden
sistemler aras1 gecisle triplet uyarilmis hale doniisiir. Bu olaydan sonra triplet
uyarilmis haldeki molekiillerin  birbirleriyle etkilesmesi sonucu  enerjilerini
birbirlerine aktararak bazi triplet uyarilmis haldeki molekiiller tekrar singlet
uyarilmig hale c¢ikarken, enerjisini birbirine transfer eden triplet haldeki molekiiller
1s1masiz  bigimde singlet temel hale doner. Singlet uyarilmis haldeki molekiiller
ise 1s1mali bir bicimde temel hale donerler. Bu olaya P-Tiirii gecikmis floresans

denilmektedir.

Jablonski diyagramindan simdiye kadar anlattigimiz  prosesler elektromanyetik
radyasyonun madde ile etkilesmesiyle olusan fotofiziksel deaktivasyon proseslerdir.
Fotofiziksel proseslerin yanisira elektromanyetik radyasyonun madde ile etkilesmesi
fotokimyasal proseslere de sebep olmaktadir. Fotokimyasal prosesler genellikle
uyarilmig hal iizerinden gerceklesmektedir. Fotokimyasal ve fotofiziksel prosesler
monomolekiiler ve bimolekiiller olmak iizere iki sekilde gerceklesmektedir.

Monomolekiiler olarak gerceklesen prosesler temsili olarak Sekil 1.3 de verilmistir
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Sekil 1.3 Monomolekiiler deaktivasyon prosesleri

Sekildeki deaktivasyon proseslerinde a ve b prosesleri fotofiziksel olup, c ise
fotokimyasal bir prosestir. Sekildeki (Rp) temel haldeki molekiilii, (R*) uyarilmis
haldeki molekiilii, (P;) ise uyarilma sonucu olusan herhangi bir iiriinii temsil

etmektedir.

Burada a ve b prosesleri daha once detayli bir sekilde aciklamis oldugumuz
floresans ve i¢ doniisiim olaylarini temsil etmektedir. Temel haldeki bir molekiil (Rp)
hv enerjisiyle uyarildiktan sonra R* uyarilmis hal olusur. Molekiil bundan sonra P;
gibi farklh bir iiriine doniismektedir. Eger ortamda ilgilenilen tiiriin disinda baska bir
molekiil varsa bu defa bimolekiiler prosesler gerceklesecektir. Bimolekiiler prosesler de

temsili olarak Sekil 1.4’de verilmistir.

=1
Py (+Py. 0
b
RD Fy R* Q) R++Q-
c R, + O

Sekil 1.4 Bimolekiiler deaktivasyon prosesleri



Sekilde a, b ve ¢ harfleriyle simgelenen bimolekiiler deaktivasyon prosesleri sirasiyla

aciklanacak olursa:

a- Uyarllmis halde gosterilen R* molekiili ortamda temel halde bulunan Q
molekiiliiyle etkileserek bir iiriine doniismektedir (P; gibi). Burada tek bir iiriin

olabilecegi gibi P;+P;..... birden fazla iiriin olusabilir .

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

vererek R ve Q™ hallerinin olusmasina sebep olabilir.

c- Uyarllmis  halde bulunan R* molekiili almis oldugu elektronik uyarilma
enerjisini temel halde bulunan Q molekiiliine transfer ederek, kendi temel hale
1s1masiz bir bicimde donerken, Q molekiiliiniin uyarilmasina neden olur. Bu  olaya
kuenclesme denilmektedir. Ayrica; R* molekiiliiniin elektronik uyarilma enerjisini Q

molekiiliine aktarmasi olay1 enerji transferi olarak tanmimlanabilir.

Kuenclesme ilk olarak biyokimyasal problemlerde 1960’11 yillarin sonlarinda
uygulanmaya baglanilmistir. Kuenglesme olaylari  miktar1 az olan, bozulmayan,
katkili veya katkisiz floresans problarn igeren numunelerde kolaylikla gerceklesebilir
ve bu reaksiyonlardan son derece 6nemli bilgiler elde edilebilir. Ornegin; kuenglesme
reaksiyonlarinda oksijen (O;), akridin gibi kuencirlar kullanilarak makromolekiillerin
yapisindaki floresans gruplarin yerleri hakkinda bilgi elde edilebilir. Kuenglesme
reaksiyonlari, degisik sartlarin neden olabildigi her yap1 degisiminde ya da
tomografik bir makromolekiiliin 6zelliklerini belirlemede kullanilabilir (Lakowicz

2002).

Bu tez ¢alismasindaki amacimiz; donor-akseptor molekiilleri arasindaki floresans enerji
transferinin incelenmesi ve Forster kinetigine gore tartisilmasidir. Ayrica enerji transferi

Stern-Volmer denklemiyle de tartisilacaktir.



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

Bu olaya dinamik kuenglesme denilmektedir.

Florofor ile kuencir carpistiktan sonra floresans oOzelligi olmayan bir kompleks
meydana geliyorsa, bu sekilde meydana gelen kuenclesme olayina da statik

kuenglesme denilmektedir.

Dinamik kuenglesme i¢in Stern-Volmer denklemi asagidaki gibi ifade edilmektedir.

I1,/1=1+Ksv[Q] 1.1

Bu denklemde I ortamda kuencirin bulunmadigi andaki, I ise ortamda kuencirin
bulundugu andaki floresans siddeti ve [Q] ise kuenc¢ir konsantrasyonudur. Ks=kq. 7
olup dinamik Stern-Volmer hiz sabitini temsil etmektedir. kg bimolekiiler dinamik

kuenclesme sabiti, 7, kuencirin ortamda olmadigi andaki floresans Omriidiir

(Lakowicz 1983).

Statik kuenclesmede ise Stern-Volmer denklemi

1,11 =(1+Ksv[Q)(K,[Q] 1.2

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

Stern-Volmer denklemi ayrica enerji transfer etkinligi hakkinda bilgi vermektedir.
Bu agsamada calismanin konusunu olusturan floresans enerji transferinin tanimlanmasi

da gerekmektedir.



Floresans enerji transferi iki molekiil arasinda meydana gelmekte olup, bu molekiiller

ayni1 veya farkli olabilirler.

Floresans Enerji transferi uyarilmig haldeki donor molekiiliinden (D) kimyasal
ozelligi farkli akseptor molekiiliine (A) elektronik uyarilma enerjisinin transferidir.

Bu durum Sekil 1.5’de sematik olarak gosterilmistir.

Donor
‘;ln
A
v —
I
: Akseptor
)
! ‘hln
I A
I —
0 I
Absorbsiyon i
I
' Enenji transfer
! -
| Floresans
:
]
)
]
]
1 | |
——0— ——6—

Sekil 1.5 Enerji transfer prosesinin temsili gosterimi

Enerji transferi 1s51masiz meydana gelmekte olup donor ve akseptor arasindaki dipol-

dipol etkilesmelerin bir sonucudur.

Etkin bir enerji transferinin olabilmesi icin molekiillerin birbirleriyle etkilesmesi
gerekmektedir. Bu yiizden donor ve akseptor arasi mesafe oldukca 6nemlidir. Enerji
transferinin olabilmesi i¢cin donor ile akseptor arasindaki mesafe 10 nm’den daha

kiiciik olmas1 gerekmektedir. Bu durum temsili olarak Sekil 1.6’da verilmistir.



R>10 nm .

Akseptir
Absorpsiyon = Poner Floresans
Floresans
Absorpsivon R<10 nm

Sekil 1.6 Enerji transferinde donor ve akseptor arasindaki mesafenin onemini gosteren

sekil

Sekil 1.6’da goriildiigii gibi donor ile akseptor arasindaki mesafe 10 nm’den biiyiik
oldugu zaman donorun absorbsiyonunun yaninda emisyonu da goriilmektedir. Ciinkii
donor-akseptor arasinda herhangi bir enerji transferi soz konusu degildir. Ancak bu
mesafe 10 nm’den daha az oldugu zaman enerji transferi meydan gelmekte olup, donor
molekiilii absorbladig1 enerjiyi akseptor molekiiline aktararak akseptoriin emisyon

yapmasina neden olmaktadir.

Donor-akseptor arasi enerji transferi

D* +A — > D +A*

seklindeki bir mekanizmayla ifade edilebilir.

Enerji transferinin gerceklesebilmesi igin bir diger O©Onemli parametre; donorun

emisyon spektrumu ile akseptoriin absorbsiyon spektrumunun kismen Ortiismesi



durumudur. Bu 6rtiisme alanina overlap bolgesi denilmekte olup bu durum Sekil 1.7°de

gosterilmistir.
Malekil 2
hlalekil 1
\ Floresans .. / Floresans
N Donor : Akseptor

- Ahsorpsiw n \
Absorpsiyon '

Dalgaboyu(nm)

Sekil 1.7 Donor ve Akseptor Molekiillerinin Spektral Ortiismesi

Sekilde, donor olan molekiil 1 ve akseptor olan molekiill 2’nin  absorbsiyon ve
emisyon (floresans) spektrumlar1 verilmistir. Goriildiigii gibi donorun emisyon
spektrumu ile akseptoriin absorbsiyon spektrumu kismen ortiismektedir. Bu ortiisme ne
kadar fazla ise enerji transferinin o kadar iyi olacag1 anlamia gelmektedir. Ortiismenin

biiyiikliigii spektrumdaki ortiisen kismin alani hesaplanarak bulunur (Lakowicz 1983).

Enerji transferinde; enerji transfer hizi ve enerji transfer verimliligi, Forster kinetigine

gore incelenirse;

Buna gore enerji transfer hizi (k) formiilii agagidaki gibi verilmektedir.

L 9000(n10)x*¢, TFD(V)SA(V) .

"o1287°n*Nr'r, oV



2.1

k, = rJ K2n4/1D )x8,71x10% s~ 29

Forster enerji transfer hizi formiiliinde, integral kismi donor ile akseptor arasindaki
ortiisen kismin alanim ifade etmekte olup ikinci formiilde J sembolii ile verilmektedir.

Birinci formiilde ¢,, ortamda akseptoriin bulunmadigi andaki donorun kuantum

verimi; r, donor ile akseptor arasindaki uzakhigi; x°, donor ve akseptoriin gecis
dipollerinin goreceli olarak yonlemesini ifade eden bir faktor olup genelde 2/3 olarak

alimir. Denklemdeki 7, ise ortamda akseptor bulunmadigi durumda floresans omrii;

n, ortamin kirilma indisi; N ile verilen simge Avagadro sayisini ifade etmektedir.

Forster enerji transfer hiz1 asagidaki gibi de ifade edilebilmektedir.

6
K, :L(&) 23
o\ T

Burada Ry Forster mesafesidir. Forster mesafesi ise enerji transferinin %350 sinin
meydana geldigi anda donor ve akseptor arasindaki mesafe olarak tanimlanmaktadir. Ry

asagidaki denklemle belirtilmektedir.
R, =9,79x10°[x*n g, 7] A) 2.4

Bu denklemdeki her bir parametre denklem 2.1°de belirttigimiz parametreler ile

aynidir.

Forster mesafesinin grafik yoluyla temsili gosterimi Sekil 1.8 de verilmistir.
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Sekil 1.8 Forster mesafesini gosteren temsili grafik.

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

gore 1.1 denklemi
1
7”:1+KSV[Q]:1+kTT[Q] 2.5

seklinde ifade edilebilir (Sujan 2005; El-Daly 1999).

Enerji transfer  olaylarinda ©Onemli parametrelerden  biri de enerji transfer
verimliligidir. Enerji transfer verimliligi, donorun akseptore transfer ettigi foton
oranidir(Lakowicz 1983). Enerji transfer verimliligi enerji transfer hizinin toplam

deaktivasyon prosesleri hizlarinin toplaminin oranina esittir (Lakowicz 2002).

kr

=— T 2.6
kp +k, +k'



Bu denklemde; ky, floresans durulma (decay) orani; k’, ise diger tiim deaktivasyon
proseslerini tarif etmektedir. Enerji transfer verimliligi nispi kuantum verimleri, donorlu
ortamda akseptor oldugu ve olmadigi andaki floresans Omiirlerinden hesaplanabilir.

Bu denklemler asagidaki gibidir.

E=1-To1 2.7
TD
veya
E=1-To 2.8
I

Bu denklemlerde; I, ortamda akseptor olmadigi andaki dalga boyu ile verilen floresans

siddeti; I, ortamda akseptor oldugu andaki floresans siddetinin maksimumudur. 7,, ve

T, 1se sirasiyla ortamda akseptor olmadigi andaki ve oldugu andaki floresans

omriidiir (Lakowicz 2002).

Enerji transfer verimliligi R ¢ ve r kullanilarak da hesaplanabilir.

6
Rg +r°

29

Bu formiilde; R (, Forster mesafesi; r, donor ve akseptor arasinda enerji transferinin

oldugu mesafedir.

Enerji transfer prosesleri, fotokimyasal sentezler, dye lazerlerinin enerjilerini
degistirmede, biyolojik molekiil ve florofor arasinda spesifik birlesme proseslerinde
gerekli biosensorlerin gelistirilmesinde (Pampa 2003), biyolojik makromolekiillerin
yapilarinda, molekiiler dagilmada ya da mikro heterojen sistemlerin kimyasal
birlesmelerinde, biyomolekiillerin yapi1 ve fonksiyonlari hakkinda bilgi edinmede,
yasayan organizmalarin biyolojik aktivitelerinde gerekli fosfolipitlerde, proteinlerin

yarigaplarini tahmin etmede, biyolojik mebran kalinligi hesaplamada, proteinlerdeki



kromoforik gruplar arasindaki mesafelerin belirlenmesi gibi bir¢ok alanda
kullanilmaktadir (Hong 2000; Shin-Ichi 2000; Guy 1995; Mondeep 2005; Sanchez
1996; Kalyanasundaram 1987; Baptista and Inding1998; Hueder 2003 ).

Calismalarimizda, fotofiziksel 6zellikleri incelenmis kumarin 35 (Das 2005) ve pyronin
dye bilesikleri (Pyronin B ve Pyronin Y) nin, metanol ortaminda enerji transfer olay1
icin uygun molekiil c¢iftleri olusturup olusturmayacaklari, enerji transfer gerceklesme
sartlar1  dikkate alinarak incelenmesi hedeflenilmistir. Bunun i¢in kullandigimiz

materyaller hakkinda kisaca bilgi verecek olursak:

Donor molekiilii olarak kullandigimiz kumarin 35 (C35) molekiiliiniin sekli asagidaki

gibidir.
CF3
X

(C2Hs)2N o~ ©

Sekil 1.9 Kumarin 35 molekiiliiniin kimyasal yapisi

Kumarinler bilim ve teknolojinin farkli alanlarinda kullamilan, Dye bilesikleri
ailesindendir. Optik uyarilma sonucu aminodan karbonil gruplarina elektron transfer
ettikleri bilinir. 7-aminokumarin tiirevlerinin mavi-yesil bolgede spektral emisyon
ozelligi vardir. Dye laserlerin dalga boyunu ayarlamada, sentetik ipliklerin
boyanmasinda, Kumarin tiirevleri non-lineer optiklerde, kumarinli polimerlerde, siirekli
dalga modiilasyonu ig¢in elektrooptik materyallerde, diyot laserlerin frekanslarim
arirmada ve fotorefraktif materyallerde, kromotografide belirte¢ olarak, protein
calismalarinda, ilag tiirevlerinin antikoagulantlarinda, biyolojik alanda polimerler ve
farmakolojide  kullanilir. Kumarinlerin tiirevlerinin bu kadar fazla alanda
kullanilmasinin sebebi, antrasen ve pyren aromatik halka sistemlerinden farkli halka
yapilarina sahip olduklar1 i¢in farkli absorbsiyon ve emisyon oOzelliklerine sahip

olmalandir (Kozyra 2002; Christie and Lui 1999; Nenkowich et.al.1997; Das 2003).



Akseptor olarak kullandigimiz pyronin B (PyB) ve pyronin Y (PyY) ksanten tiirevi
bilesiklerdir. Heterosiklik yapida olup temel halde II orbitalleri igeren organik
bilesiklerdir. Dye laserler elektro optik manyetik 1s1manin dalga boyunu ayarlamada
kullanilan floresans bilesikleridir. Bu bilesikler kagit, tekstil vb. sanayi alanlarinda
boyar madde olarak kullanilmaktadir(Arik 2003; Rohatgi 1978; Daintith 2000). Pyronin

bilesiklerinin sekilleri asagida verilmistir.
CaHs CoHs
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Sekil 1.10 Pyronin B ve Pyronin Y bilesiklerinin kimyasal yapis1



2.KAYNAK OZETLERIi

Kumarin tiirevleri ve acridine orange (AO) arasinda iki farkli viskoz ¢oziicii iginde
enerji transferi cahisilmistir. Metanol ve gliserol coziiciilerinde donor-akseptor
ciftlerinin degisik degerleri onemli bir farklilik gostermektedir. Cakisan bolge degerleri,
7-amino kumarin donor molekiiliiniin alkali grup substitiientlerinin zincir uzunlugunun
artmastyla artmistir. Bu da kuantum verimi ve floresans omiirlerinin artmasi demekti.
Bunun sebebi molekiildeki elektronik gecislerin artmasiyla, substitiientin potansiyelinin

degismesine sebep olmasiyla aciklanilmistir ( Kozyra et al. 2002).

7-amino kumarin tiirevlerinin farkli alkali derecelerinde fotofiziksel 6zellikleri su ve
farkli mono alkollerde calisilmistir. Coziicii ve protik c¢oziiciiler arasinda spesifik
hidrojen baglar1 spektral kayma ve i¢ dOniisiim olaylarmin agiklanmasiyla
ilgilenilmistir. I¢ doniisiim mekanizma prosesleri, molekiiler elektron transferi biikiilme
ve semsiye benzeri durumlar tartisilmistir. Dipol momentle spektrumlardaki Stokes
kaymasimnin arttigi gézlemlenmektedir. Bu da temel halde elektron dagilimlaryla
aciklanmistir. Ayrica Stokes kaymasindaki artma indiiktif etki ve molekiiliin yapisina

bagl olarak artmaktadir (Terasa et al. 1992).

3 ve 7-dietilamino-4 metil kumarin (kumarinl) bulk gruplarinin durumuna gore
karakteristik elektronik enerji transferi ve fotofiziksel Ozellikleri polimer matriks ve
bazi ¢ozeltilerde incelenmistir. Denatiire olmus elektron gruplari, fenil, feniltio, v.b leri
3 pozisyonunda metanolda difiizyon kontrollii statik kuenclemeden daha biiyiik oranda
kuenclesmistir. Artan karisik cozelti polaritelerinde elektron transferine izin veren
prosesleri (ICT) floresansla etkin bir sekilde yarismali olarak molekiiller arasi elektron
transferini tercih etmektedir. Enerji transfer hizi ve Forster mesafesi deneysel ve teorik
olarak donor olan kumarin tiirevleri ve akseptor olan N- oxyl radikallerinde
incelenmistir. Secilen ciftler paramagnetik gruplan fazla olan, metanol, heptadien,
siklohekzan v.b, coziiciilerde belirlenmistir (Marian et al. 1999).

Floresans anizotropi, dinamik floresant probu kumarin153, iki nétr miselde (Triton-x-

100 ve Brj-35) farkh sicaklik ve en iyi bilinen two-step model analizi kaidelerine gore



incelenmistir. Anizotropi sonuclar her iki miselde sicaklikla artan polisade tabakalar
icinde akicilik gostermektedir. Anizotropi durulmasi (decay) iizerine sicakligin etkisi
nispeten Bj-35 den Tx-100 inki daha belirgindi. Bj-35’ de sicakligin etkisi daha fazla
olup bunun sebebi sicaklikla miselin hidratlarinin hacminin artmasiyla agiklanmistir.
Artan sicaklikla misellerin polisad tabakasinda artan hidratasyon meydana gelmistir.
Bu hidratasyondan kacan molekiiller, miselin merkezine nispeten bir go¢ gecisi

meydana getirmesiyle agiklanmistir (Manoj et al. 2005).

Multi foton anolag teknigiyle kumarin 460 molekiilinden radomin 6G molekiiliine
enerji transferi calistlmistir. Diisiik akseptor konsantrasyonunda (<10 M/I) kumarinin
monoexponansiyel floresans durulma (decay) davranislarinda 6nemli bir sekilde
sapmalar meydana gelmistir. Donor floresans durulmasi, kompleksin zamana bagiml
sekilde artan donor-akseptor c¢iftinin populasyonuyla sapmistir. Forster kinetigiyle,
kritik enerji transfer mesafesi 5,46 nm olarak bulunmustur. Yiiksek akseptor
konsantrasyonunda donor uyarilmasindaki azalma Forster kinetiginden sapmalara neden

olmustur (Gangopadhyay et al. 1987).

7- amino kumarin tiirevlerinin metanol ve kloroform gibi ¢oziiciilerde absorbsiyon ve
floresans spektrumlar1 ¢alisilmistir. Elektronik gecislerde n-n* durumu izlenilmistir.
Nitrojenin farkli substitiient etkisi floresans spektrumlarinda kolaylikla izlenilmistir.
Floresans kuantum verimi ve osilator giicii tayin edilmistir. Kuantum verimi ve fotolitik
dissasiyona, hidrojen baginin  emisyon maksimumdaki rolii tartistlmistir.  II
elektronlarinin dekolizasyonlariyla  floresans maksimumlan kirmiziya kaymustir.
Metanol cozeltisinde spektrumlarin kaymasi kloroforma gore daha fazla bulunmustur

(Ram et al. 1985).

Polar c¢oziiciilerde kumarin tiirevlerinin absorbsiyon bantlar1 incelenmistir. Kumarin
tiirevlerinin polar c¢oziiciilerde kirmiziya kaymasi, ¢oziicii I1* parametresinin polarite
ya da polarizlenme yetenegi ile ilgili oldugu bulunmustur. Emisyon siddeti o hidrojen
bagiyla, c¢oziicli polarizabilitesi uygun bir sekilde kloranit hidrokarbon ve ¢oziiciilerle

birlestirilirse, diizenli olarak II* orbitali iizerinden gerceklesmesiyle ilgili oldugu



bulunmustur. Kuantum verimi ve floresans omrii Sl¢iimleri rijit olmayan dye yapilar
icin gozlemlenen emisyon azalmasi polar c¢oziiciilerde radyasyonsuz gegislerin
cogalmasiyla acgiklanmaktadir. Floresans veriminde coziicii etkisi polar dye’lar igin
genel olarak gozlemlenen planar ve planar olmayan uyarilmig tiirler araciliiyla

yorumlanmaktadir (Guilford et al. 1980).

Kumarin 153 relaksasyon ve sabit davramiglari taurocholate karigik lesitin misellerde
time-resolved floresans spektroskopisi calisilmistir.  Bile tuzlarinin (bile asitleri
bagirsaklarda lipidlerin absorblanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir) karisik agregat
mikro c¢evreleri zamandan bagimsiz ve pikosaniye time-resolved floresans
spektroskopisi kullanilarak incelenilmigtir. Steady- state spektrumlar1 bile tuzlarin
polaritesi lesitin Vesicle (kese) ya da kangik agregatlarla kiyaslandiginda daha yiiksek
oldugunu gostermektedir. Bile tuz misellerine ve lesitin vesikillara bile tuzlarinin
eklenmesiyle zamanla azalmistir. Bile tuzlarinin eklenmesi lesitinde siki bir sekilde bag
gruplariin paketlenmesine yol agmaktadir. Su molekiillerinin hareketi yavas oldugu
icin ¢Oziinme zamani azalmistir. Biitiin sistemlerde rotasyonel rahatlamalar yavag

biomodeller ile gozlemlenmistir (Debdeep er al. 2005).

Coziicii dinamigine bagli uyarilma dalgaboyu ve kumarin 480’in floresans anizotropisi
dimiristol-fosfatikolin (DMPC) vesicle (kese) pikosaniyeli time-resolved emisyon
spektrokopisi kullanilarak calisilmistir. DMPC vesicle, kumarin 480’in heterojen mikro
cevre yapisinda 10 nm kirmizi bolgeye kaydigi belirlenmistir. Bunun sebebi DMPC
kesesinde Kumarin 480’in mikrocevresi sudan daha az polar olduguyla aciklanmistir.
Dinamik stokes kaymasi ve DMPC vesicle kumarin 480 ¢oziinme zamani, uyarilma
dalgaboyuna bagl olarak azalmistir. Emisyon spektrumunun spektral genislemesi
DMPC’de ¢oziinmiis kumarin 480 in floresans anizotropi dalga boyuna baglh olarak

aciklanmistir (Pratik ez al. 2005).

Donor olarak kumarinl20 ve p-Bis(o-metilsitril)-benzen, akseptor olarak kumarin7
kullanilarak metanol ortaminda steady-state emisyon Olgiimleri yapilmistir. Ayrica

enerji transfer mekanizmalar pulse azot laserler kullanilarak caligilmistir. R ¢ mesafesi



Bis-Msb igin 59,6 A, kumarin120 icin 61,9 A bulunmustur. Enerji transferinde baskin
mekanizmalar, uyarilmis halde donor ve temel haldeki akseptér molekiilleri arasindaki
dipol-dipol etkilesmelerinin sonucu olarak agiklanmistir. Ayrica donorun fotofiziksel
ve fotokimyasal kararligi N, kaynakli laserler altinda incelenmistir. Artan donor ve
akseptor konsantrasyonlarinda dalga boyu 516 nm’den 523 nm’ye kaymistir. Bu da
donor molekiiliiniin dimerlesmesi ve radyasyonsuz gecislerle agciklanmistir (Ghazy et

al. 2001).

7-Amino kumarin bilesikleri donor ve rhadomine 590 (R590) akseptor olarak
kullanilarak, enerji transferi misellerin tersine susuz asetonitril ve metanol’de steady-
state floresans spektroskopisi yardimiyla incelenmistir. Forster mesafesi ve overlap
bolgesi (J) tiim donor ve akseptorlerin hepsi i¢in yiiksek bulunmustur. J degerleri 10"
ve 10" M'em®  bulundu. 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 baglh olarak belirlenmistir. Ayrica biitiin
kumarinlerin absorbsiyon ve emisyon spektrumlari misellerin tersine, asetonitril ve
MeOH ciftleri (W=2-6) W nin artmasiyla kirmiziya kaymistir (Debabrata et al.
2004).

7-hidroksi-4-metil-8-(4’-metil-piperazin-1’y1) metilkumarinin (HMMC) solvatokromik
etkide floresans davranisi farkli ¢oziiciilerde calisilmigtir. HMMC nin floresanst protik
ve polarite karakterli ¢oziiciilerin i¢inde de yiiksek bir sekilde etkilendigi bulunmustur.
HMMC’nin bioaktif molekiil olan 3-asetil-4-0x0-6,7-dihidrol12H-indolo-[2,3-
aJkinolozin (AODIQ) ile enerji transferi calisilmistir. Enerji transfer mekanizmasi igin
dipol-dipol uzunluk 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 gozlemlenmistir (Arabinda ez al. 2005).



3-MATERYAL ve YONTEMLER

3.1.Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Calismalarda kullanilan, kumarin35 (7-(dietilamino)-4 triflorometilkumarin) , pyroninB
(PyB), pyroninY (PyY) 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 : Jenway 6105 UV/VIS spectrophotometer ve Perkin Elmer
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 igerisinde 1,0x10 3 M’lik stok
cozeltileri hazirlandi. Donor olarak kullanilan kumarin 35’in  konsantrasyonu
denemelerde sabit tutulup 1,0x10° M’lik miktarlar1 kullanilds. Enerji transferi icin
akseptor (PyY) ve (PyB) nin uygun konsantrasyon araligimi belirlemek i¢in denemeler
yapildi. Konsantrasyon araliklar1 her bir donor-akseptor ¢ifti icin bulundu. Refarans
olarak kullanilan kinin bisiilfat dihitrat 0,1 N H,SO, igerisinde 1,0){10"6 M’lik ¢ozeltisi

hazirlanildi.



3.4 Yontemler
3.4.1 Floresans ve absorbsiyon spektrumlarinin alinmasi ve absorbans olciimleri

[Ik once C35, PyB ve PyY’ nin metanol ortaminda absorpsiyon ve floresans
spektrumlan alindi. Aym sekilde referans olarak kullandigimiz kinin bisiilfatin da 0,1N
H,SO4 ortaminda absorpsiyon ve floresans spektrumlari alindi. Tiim o6lgiimler oda

sicakliginda yapildi.
3.4.2 Kuantum veriminin hesaplanmasi

Kuantum verimleri Parker-Rees metoduyla belirlendi. Bu metoda gore kuantum verimi
bilinmeyen bir bilesigin referans bir bilesik (referans olarak kullanilan bilesigin
fotofiziksel ©zelikleri tam olarak belirlenmistir) yardimiyla hesaplanir. Parker-Rees

denklemi 5.1 de verilmistir.

2
D \ n 1-10°
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Denklemde, s numunenin kuantum verimi; ®r, referansin kuantum verimi; D, ve D,

stirastyla numune ve referansin diizeltilmis floresans spektrumu altindaki alanlari; ng ve
n;, sirastyla numune ve referans coziiciilerin kirilma indisi; OD; ve OD, sirasiyla

numune ve referansin uyarilma dalga boyunda 6l¢iilen optik yogunluktur.

Diizeltilmis floresans spektrumlarinin kullanilmasinin sebebi elde edilen spektrumlarin
diger cihazlardan elde edilen spektrumlara tam olarak benzememesidir. Ciinkii
spektrumun sekli sadece floresans siddetine degil, ayn1 zamanda lambanin, transduserin
ve monokromotdriin 6zelliklerine de baglidir. Bu cihazlarin tiim 6zellikleri dalga boyu
ile degisir ve cihazdan cihaza farklidir. Bunlar elimine etmek i¢in diizeltilmis floresans

spektrumlari kullanilir.



3.4.3 Floresans omiir olciimleri

Floresans Omiirleri stroboskopik teknikle calisan Time Master Laser sistemiyle

Olctilmiistir. Time Master Laser sisteminin caligma prensibinin sematik

gosterimi Sekil 3.1 de verilmistir.

}
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Pules Jansratir

Sekil 3.1 Stroboskopik teknigin sematik gosterimi
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Stroboskopik teknikten kisaca bahsedecek olursak; ilk 6nce numune flag lambas1 ya da

laserden gelen pulse ile uyarilir. Pulse numuneye gonderildikten sonra, numuneye

carpip geri donmesiyle diger pulse gonderilir. Bu sistemde bilgisayar kontrollii

detektorler, pulse numune ile etkilesmesinden sonra gecen siireyi Olcerler. Flas ya da

Laserin eszamanlilign ¢ok Onemlidir ve bu islem master saat veya zamanlayici

vasitasiyla yapilmaktadir. Dedektorlerin

yardim eder.

datalart kaydetmesine hareketli pencereler



Bu teknik pahali elektronik malzeme gerektirmez ve yiiksek siddetli 151k kaynagina

gerek yoktur. Sinyalin siddeti direkt pulse 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



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Calismamizda donor olarak kullanilan kumarin 35 (C35) bilesiginin ve akseptor olarak
kullanilan bilesikler, Pyronin B (PyB) ve Pyronin Y (PyY) nin metanol ortaminda
alinmis absorpsiyon ve floresans spektrumlari normalize edilmis haliyle Sekil 4.1, Sekil

4.2 ve Sekil 4.3’de verilmistir.
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Sekil 4.1. C35’in metanol ortaminda normalize edilmis absorpsiyon ve floresans

spektrumlari
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Sekil 4.2 PyB bilesiginin metanol ortamindaki normalize edilmis absorpsiyon ve

floresans spektrumlari
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Sekil 4.3 PyY bilesiginin metanol ortamindaki normalize edilmis absorpsiyon ve

floresans spektrumlari

C35, PyB ve PyY bilesiklerinin metanol ortamlarindaki floresans Omiirlerinin
belirlenmesi icin belirtilen sartlarda zamana baghh floresans durulma (decay)
spektrumlan alindi. Elde edilen spektrumlar en uygun fitleri ile birlikte Sekil 4.4, Sekil
4.5, Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.4 C35’in metanol ortamindaki floresans siddetindeki azalmanin zamana

bagimliligs (x> =0,83)
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Sekil 4.5 PyB’nin metanol ortamindaki floresans siddetindeki azalmanin zamana

bagimliligt (x*=0,72)
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Sekil 4.6 PyY’nin metanol ortamindaki floresans siddetindeki azalmanin zamana

bagimlihig (x*=0,75)

Elde edilen sonuclar, floresans kuantum verimi ve diger spektral ozelliklerle beraber

Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. 25°C’de calisilan bilesiklerin metanol ortamindaki bazi fotofiziksel

ozellikleri

Bilesik Aabs (NM) Aq (nm) T; (ns) 0,

C35 400 505 0,18+0,05 0,19+0,02
PyB 553 572 1,58+0,05 0,44+0,01
PyY 547 568 1,77+0,01 0,52+0,01

Bu sekilde PyY ve PyB bilesikleri ile C35 bilesiginin metanol ortaminda spektral
ozellikleri incelendikten sonra, bu molekiil ¢iftleri arasinda metanol ortaminda enerji
transferi icin 6nemli iki sarttan biri olan donoriin (C35) floresans spektrumu ile akseptor

molekiillerinin (PyY ve PyB) absorbsiyon spektrumlarinin 6rtiismesi durumu incelendi.



Sekil 4.7°de C35 ile PyB, Sekil 4.8’de ise C35 ve PyY molekiil ciftlerinin spektral
ortiismelerini gosteren spektrumlar verilmistir. Daha Oncede ifade ettigimiz gibi
ortiismenin altinda kalan alan enerji transfer hiz sabitinin ve Forster mesafesinin (Ro)

belirlenmesinde kullanilacaktir.

Floresans Siddeti (serbest birim)
Absorbans

400 450 500 550 600 650

Dalga boyu (nm)

Sekil 4.7 Metanol ortaminda C35 ile PyB molekiil ¢iftlerinin spektral ortiismesi
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Sekil 4.8 Metanol ortaminda C35 ile PyY molekiil ciftlerinin spektral ortiigmesi

Spektral ortiismelerinin ¢ok iyi oldugu goriillen C35-PyY molekiil ¢ifti icin; metanol
ortaminda C35 molekiiliiniin konsantrasyonu 1,0x10° M’da sabit tutulup, PyY’nin
konsantrasyonunun artirilmasiyla, C35 molekiiliiniin emisyon bandinin siddetinde bir
azalma olurken yaklagsik 558 nm’de PyY’nin floresansina karsilik gelen yeni bir bandin
olustugu ve floresans siddetinin, artan PyY konsantrasyonuyla artifi gézlenmistir.
Metanol ortaminda 568 nm’de floresans maksimumuna sahip PyY’de gozlenen bu
kayma ortamdaki C35’den dolay1 degisen ortam polaritesi ile aciklanabilir (Sekil 4.9).
Bu spektruma gore 440 nm’de uyarilan C35’in uyarilma enerjisini ortamda bulunan
PyY’ye transfer ettigi, PyY nin aldig1 bu enerjiyi floresans yapmak suretiyle kullandigi

anlasilmaktadir.
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Sekil 4.9 Metanol ortaminda 1,0x10° M C35’in artan PyY konsantrasyonlarinda

alinmis diizeltilmis floresans spektrumlari

C35- PyB molekiil cifti i¢in; metanol ortaminda C35 molekiiliiniin konsantrasyonu
1,0x10° M’da sabit tutulup, PyB konsantrasyonu artmasiyla yine C35 in floresans
siddetinde bir azalma meydana gelirken, yaklasik 568 nm’de yeni bir bant gozlendi.
PyY’de oldugu gibi PyB’nin de floresans bandina karsilik gelen bu bandin siddeti artan
PyB konsantrasyonuyla artmaktadir (Sekil 4.10). Bu spektrumdan da 440 nm’de
uyarilan C35 in enerjisini ortamda bulunan PyB’ye transfer ettigi ve PyB’nin de aldig1
enerjiyi tipki PyY’de oldugu gibi floresansla disar1 verdigi sOylenebilir. Ayrica C35-
PyY molekiil ¢ifti i¢in 540 nm ve C35-PyB molekiil ¢ifti icin de 544 nm’de olmak iizere

bir isosbestik nokta gozlendi.
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Sekil 4.10 Metanol ortaminda 1,0x10° M C35’in artan PyB konsantrasyonlarinda

alinms diizeltilmis floresans spektrumlari

Pyronin bilesiklerinin konsantrasyonunun artirilmasiyla, C35’in floresans siddetinde
gozlenen azalma, tipik bir kuenglesme prosesi olarak goriilmektedir. Bu nedenle
metanol ortaminda C35 i¢in denklem 1.1°de verilen Stern-Volmer denklemine gore
cizilecek grafikten Stern-Volmer hiz sabitleri (Kgy) belirlenebilir. Metanol ortaminda C
35’in  PyY ve PyB nin degisik konsantrasyonlarma gore cizilen Stern-Volmer

grafikleri sirasiyla Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.11 Metanol ortaminda C35’in artan PyY konsantrasyonuna karsi ¢izilmis Stern-

Volmer grafigi
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Sekil 4.12 Metanol ortaminda C35’in artan PyB konsantrasyonuna kars1 cizilmis Stern-

Volmer grafigi



Buna gore grafiklerin egimlerinden Stern-Volmer hiz sabiti (Ksy) PyY ve PyB icin
sirastyla, 1,06){105 M ve 1,15)(105 M olarak belirlendi.

C35’in kuencglesmeye bagl olarak floresans kuantum veriminde de az da olsa bir
azalma gozlenmistir. Cizelge 4.2’de metanol ortaminda C35’in degisik PyY ve PyB

konsantrasyonlarina bagli olarak floresans kuantum verimleri verilmistir.

Cizelge 4.2 C35’in metanol ortaminda degisik PyY ve PyB konsantrasyonlarindaki

floresans kuantum verimleri

[PyY]/M o, [PyB] /M 0,

0 019:000 0 0,1920,01
4,0x10” 0,18+0,01 2,0x10” 0,18+0,01
6,0x107 0,18+0,01 4,0x107 0,17+0,01
1,0x10°° 0,17+0,01 5,0x107 0,17+0,01
1,2x10°° 0,17+0,01 6,0x107 0,160,01
1,4x10°° 0,16+0,01 8,0x10” 0,1620,01
1,6x10° 0,16+0,01 1,2x10°° 0,16+0,01
2,0x10° 0,15+0,01 2,0x10°° 0,15+0,01

Floresans enerji transfer olayinin, Forster kinetigine gore tartisilabilmesi Forster
mesafesi veya kritik enerji transfer mesafesinin (Ry) ayrica enerji transfer verimliliginin
belirlenmesiyle miimkiindiir. Bu nedenle denklem 2.8 ile enerji transfer verimliligi ve
denklem 2.4 ile de Forster mesafesi (Rg) hesaplandi. Forster mesafesinin
hesaplanmasinda 6nemli bir parametre olan ortiisme alam1 (J) Metanol ortaminda C35-
PyY cifti icin Sekil 4.8’den, C35- PyB cifti i¢in Sekil 4.7°den hesaplandi. Buna gore
elde edilen Ry degerleri Cizelge 4.3’de verilmistir. Forster kinetigine gore Ry icin 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 cifti icin elde edilen enerji transfer verimliligi 6nceden
de ifade ettigimiz denklem 2.8 ile hesaplandi. Ayrica donor-akseptor arasindaki mesafe
2.4 denklemi esas alinarak hesaplandi. Enerji transferinin gerceklesme yiizdesini veren
enerji transfer verimliliginin, PyY’ nin ve PyB’nin degisen konsantrasyonlarina bagl
olarak cizilen grafikler Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’de ve hesaplanan diger enerji

parametreleri ise Cizelge 4.3’de verilmistir.
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Sekil 4.13 Metanol ortaminda C35- PyY molekiil ¢ifti i¢in enerji transfer verimliligi
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Sekil 4.14 Metanol ortaminda C35- PyB molekiil ¢ifti icin enerji transfer verimliligi

Cizelge 4.3. Metanol ortamindaki enerji transfer parametreleri

KsyM')  kyqy M's™) Ky (57) Ry (A) r(A) E
C35-PyY 1,06x10° 5,58x10" 1,25x10° 38,25 44,67 0,19
C35-PyB 1,15x10° 6,05x10" 1,53x10° 42,60 51,48 0,18

Burada krq; Stern-Volmer 1.1 denleminden, krqp ise 2.3 denklemiyle hesaplanmustir.

Enerji transfer verimliligini artirmak icin PyB ve PyY konsantrasyonu artirildiginda,
C35 molekiiliiniin polariteye bagl olarak floresans bant maksimumunda mavi bolgeye,
pyronin bilesikleri icin ise kirmiziya kayma gozlenmistir. Bu kayma C35 ile pyronin

bilesiklerinin spektral Ortiismelerinin azalmasina ve dolayisiyla enerji transfer



verimliliginde bir azalmaya sebep olmaktadir. Bu durum her iki molekiil ¢ifti icin Sekil

4.15 ve Sekil 4.16’da verilmistir.
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Sekil 4.15 Artan PyB konsantrasyonuna kars1 metanol ortaminda alinmig C35-PyB
molekil ¢iftinin diizeltilmis floresans spektrumlari
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Sekil 4.16 Artan PyY Kkonsantrasyonuna karsi metanol ortaminda alinmig C35-PyY
molekiil ¢iftinin diizeltilmis floresans spektrumu



5. SONUC

C35-PyB ve C35-PyY bilesiklerinin floresans enerji transferi i¢cin uygun molekiil
ciftleri olup olmadiklarinin metanol ortaminda incelendigi calismada, elde edilen

sonuclar sdyle 6zetlenebilir:

Donor molekiilii C35 ile akseptdr molekiilleri PyB ve PyY icin Stern-Volmer ve
Forster kinetigine gore uygun molekiiller olduklart belirlenmistir. Forster kinetigine
gore Ry icin ideal araligin 10-100 A olmast g6z Oniine alindiginda, C35-PyB ve C35-
PyY molekil ciftlerinin uzak mesafeli dipol-dipol etkilesmesinden etkilendigi sonucu

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

Spektral ortiismeler ve Cizelge 4.3 deki enerji transfer parametreleri kr, Ry degerleri
dikkate alindiginda metanol ortaminda C35-PyB ve C35-PyY enerji transferine gore
uygun olduklar1 sonucuna varilmaktadir. Ancak E degerine bakildiginda calisilan
akseptor konsantrasyonlarinda enerji transferinin diigiilk oranlarda gerceklestigi sonucu
ortaya cikmaktadir. Akseptor konsantrasyonunun artirilmasiyla donor molekiiliiniin
emisyon spektrumunun maviye kaymasi, konsantrasyon artisiyla polaritenin azalmasina

bagh olarak aciklanmistir (Reichardt 1990).
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