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Spektroskopi

 Maddelerin isikla olan etkilesimlerini calisan,
maddelerin sogurdugu ve yaydigi i1sig1 veya daha
genel bir ifadeyle elektromanyetik dalgalari
tespit ederek maddenin yapisi hakkinda bilgi
edinilmesini saglayan tekniklerdir.

e atomlarin elektronik yapilarini tayin etmede
kullanilan deneysel tekniklerin en onemlisidir.



Spektroskopi Yontemler;i

* UV-Gorunur Bolge Spektroskopisi
* Atomik Absorbans Spektroskopisi
* IR (infrared ) spektroskopisi

» Kitle Spektroskopisi

* NMR ( Nikleer Manyetik Rezonans )
Spektroskopisi

* Floresans ve Fosforesans Spektroskopisi



ISIN (ELEKTROMAGNETIK DALGA)
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DALGA BOYU:( 4 ) Isinin dalga hareketindeki ard arda gelen iki maksimumu
(veya iki minimum) arasindaki mesafedir.

PERIYOD: ( T) Isinin dalga hareketinin tekrarlanmasi icin gereken zamandir.

GENLIK: (A ) Isinin dalga hareketinin maksimum noktasinin yatay eksene olan
uzakhgidir.

FREKANS: ( Vv ) Bir noktadan birim zamanda gegen dalga sayisidir.



Isik — Madde Etkilesimi

* Maddenin yuzeyleri arasina giren 1sinin, ortamda
bulunan atom ve molekillerle etkileserek maddenin
Ozelliklerine gére gecer, tutulur veya sacilir.

* Elektromanyetik 1sin ortamdan cok blyuk hizlarda gecen
bir enerji tipidir, genis bir dalga boyu (enerji) araligini
kapsar. Frekanslarina bagli olarak madde ile
etkilesimleri farkl olur.
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Isik — Madde Etkilesimi: Absorbsiyon

* Cesitli dalga boylarinda isin iceren bir demet, seffaf

bir ortamdan gecirilirse, icinden bazi dalga absorption
boylarinin kaybolmasi absorbsiyon olarak ‘
tanimlanir. %

* Absorpsiyonla, 1sin enerjisi maddenin iyon, atom

veya molekullerine aktarilir. AE= hv

Energy
A\;:Q\?

* Boylece, 1sIn enerjisini absorplamis olan iyon,
atom veya molekiller uyarilmis hale gecerler.




Isik — Madde Etkilesimi: Emisyon

* Bir molekllin yuksek enerji diizeyinden daha dusuk
enerji dizeyine gecis yaparken, sahip oldugu fazla
enerjiyi foton olarak yaymasina emisyon denir.
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Uyarilmis = Temel Hal gecisleri
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Uyarilmis = Temel Hal gecisleri

Singlet uyariimis hal

Isimasiz Temel Hale doéniis:
» Titresimsel Durulma: Titresimsel rueyss

Triplet uyariimis hal

olarak uyarilmis molekullerin T /

asirl enerjisinin ¢ozuci o i /
molekdullerine aktarmasidir. -

> Ic Déniisiim (Gegis): Uyarilmis Hi
bir molekiiliin, yiksek elektronik : | SRR
diizeyinin en alt titresim
diizeyinden daha dusuk Ry
enerjideki baska bir elektronik T —Tii = —
dlizeyin Ust titresim dizeyine ol a2 —

gecmesidir. B



Uyarilmis = Temel Hal gecisleri

Isimali Temel Hale Déniis
(liiminesans):

» Floresans: Fosforesansdan cok daha
hizli olusur ve uyarilma anindan
sonra 10-5 saniye veya daha kisa bir
sire icinde tamamlanir

» Fosforesans: Isin absorbsiyonundan
sonra 10-5 saniyeden buyuk
periyotlarda baslar, dakikalarca
hatta saatlerce devam edebilir.

» Rezonans Floresansi: Floresans
dalga boyu, uyarma isigininki ile
ayni oldugu duruma denir.
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Absorbsiyon ve Emisyon

* Madde, bir foton sogurdugunda enerji kazanarak uyarilmis duruma gecer.

Ancak kararli hale gecmek icin foton yayarak

vani emisyon(isima, foton

yayma) yaparak enerjisini verir. Yayilan bu fotonun enerjisi sogrulan
fotonun enerjisinden daha az bir enerjiye sahiptir. Bu eneriji farki Stokes

Kaymasi (Stokes Shift) olarak adlandirilir.

Floresans Siddeti
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* Absorpsiyon ve emisyon spektrumlari yaklas
seklindedirler.
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Floresans ve Fosforesans Spektroskopisi



Floresans ve Fosforesans

« LUMINESANS: Isin enerjisini absorplayan
maddenin kisa stireli olmak tUzere daha

uzun dalga boylu isinlar yaymasidir. Emisyon
Siddeti Fosforesans

 FLORESANS: Liminesans olayinin ¢cok
kisa surede gerceklestigi duruma denir.

Isinlama
Evresi

 FOSFORESANS: Liiminesans olayinin
daha uzun surede meydana geldigi
duruma denir.

Floresans

s




Floresans ve Fosforesans

Floresans Fosforesans

Kendiliginden 1sima olayi, uyarici isin kesilince hemen  Kendiliginden 1sima, uzun zaman (dakikalarca)

durur. surebilir.

Absorplanan i1sin, aninda yeni ve baska bir i1sina Enerji dnce bir sekilde depolanip, buradan yavas yavas
donusturalur 1sin halinde harcanir

Uyarilmis singletten temel hale isimadir Uyarilmis tripletten temel hale isimadir
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Temel singlet hal uyariimis singlet hal uyariimis triplet hal »
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Floresans Omri ve Kuantum verimi

* Floresans 6zellikli maddenin uyarilmis halde kalma
suresi floresans omru olarak nitelendirilir.

* Liminesans yapan molekdllerin sayisinin toplam
uyariimis molekul sayisina oranidir.

* Floresein gibi oldukca floresans bir molekul icin
bazi sartlar altindaki kuantum verimi bire yaklasir.

* Onemli derecede, floresans yapmayan kimyasal
turler sifira yakin verimlere sahiptir.

floresans 6zellik gisteren molekiil sayis1 molekiiler floresans salman foton sayis1

molekiiler floresans
kuantum verimi

= kuanitum verimi
toplam nyarims molekiil sayis: absorblanan foton sayis1



Floresansi Etkileyen Faktérler

Molekiiler yapiya bagli faktorler:

* Aromatik veya coklu konjuge cift baglar tasiyip, yuksek
rezonans kararliligi gésteren molekduller floresans 6zelliktedir.

* En siddetli floresans, icinde aromatik halkalar bulunan
sistemlerdir.

* Floresans polisiklik yapili aromatik sistemlerde cogunlukla
goralar.

* En siddetli floresans, icinde aromatik halkalar bulunan
sistemlerdir.

* Molekdul yapisi rijit ise, floresansi artar.



Floresansi Etkileyen Faktérler

Cevresel Faktorler:

* Asit veya baz grubu icerigine gore pH ile birlikte floresans
degisir.

* Sicakligin yukselmesi carpismayi dolayisiyla floresans isimasini
azaltir.

e Cozucunun polarliginin artmasi da floresansi arttirir.
e Cozunmus oksijen genellikle floresans siddetini azaltir.

* Floresans siddeti, ¢cozelti icindeki floresant maddenin
konsantrasyonuyla orantilidir.

17



Uygulama Alanlari

* Hiicre ici konsantrasyon tayini,
* Protein miktar tayini,

 Uc boyutlu yapisi hakkinda bilgi (acildi veya
katlandi),

* DNA baglanmalari.

e Besin maddeleri, ilaclar, klinik numuneler ve dogal
maddelerin tayini.



Floresans veren Aminoasitler

Nonpolar, aliphatic R groups Aromatic R groups

* Aromatik amino asitleri o g

HsN—C—H H;N—C-—H H;N—C—H

olan proteinler ve :

P CH, CH, (ljn2
. e o e | S A s
peptldler UV I$Ig| Ile (l_\'(’ll\? Alamne alhine . _Nll
4 Co0 Cco0 Co0 OH
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Bovin Serum Albumi

BSA




Deneysel Yontem



Deney Dizenegi ve Cihaz Sematik Gosterimi




YOontem

* 0.05 molar (PBS) cozeltisi hazirlanir.

* Standart BSA ¢ozeltileri degisik konsantrasyonlarda hazirlanir;

Concentration

. 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
(mg/mL)
mlL BSA (1.0 mg/mlL) 0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5
mL Buffer 0.05 M PBES 3 4.5 4 3.5 3 2.5 2 1.5 1 0.5 0

* Bu sekilde hazirlanan 11 adet standart ¢cozeltinin 280 nm uyaranla
floresans siddetleri G¢ tekrarda olculdr.




Yontem

e Cozeltilerin maksimum
floresans siddetine karsi
derisim grafigi cizilir. 100000

120000

* Derisimi bilinmeyen ¢6zeltinin 30000
floresans siddeti olculir ve
floresans siddeti okunarak
olusturulan bu kalibrasyon 40000
dogrusundan derisimi
hesaplanir.

_5 60000

20000

0
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20

Konsantrasyon (mg/mL)

Y=Xa+b



Video

https://www.youtube.com/watch?v=9MQPp0OcwI8g

Animasyon onerisi: https://www.youtube.com/watch?v=CcN8NnGGPhs


https://www.youtube.com/watch?v=9MQPp0cwI8g

Veriler

Konsantrasyon
(mg/mL)

0,70
0,80

9917
19668
29481
40181
48671
59903
70476
81075
96961

100969

9824
19891
30017
40238
48915
60740
70676
80699
90833

100672

10015
19834
29732
39728
48794
60342
70305
80735
90749
100750
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Bilinmeyen
Ornek Floresans
Siddeti:
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Sonuc Raporu

e Sonucunuzu nasil dogrularsiniz? (Literatur veya ek metot?)

* BSA yapisini detayiyla incelendiginde fotoliminesans ozellik
nasil saglanmistir.

* Deney dlizeneginde dikkat edilecek noktalar nelerdir?

* Diger spektroskopi yontemleri nelerdir? Avantaj ve
dezavantajlari nelerdir?

 HSA (Human Serum Albumin) analizinde floresans
spektroskopisinin uygulanabilirligini tartisiniz.



e Teslim Tarihi:

25 Aralik 2020

* selcenarii@gmail.com



