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KISALTMALAR

DMF  : Dimetil Formamid

TLC : Ince Tabaka Kromatografisi

CTAB : Cetyltrimethyl ammonium bromide

CMC : Kritik misel konsansantrasyonu

NMR : Niikleer manyetik rezonans

3HF : 3-hidroksiflavon

ESIPT : Excited State Intramolecular Proton Transfer

N : Probun normal formunun temel hali

T : Probun tautomer formunun temel hali

N* : Probun normal formunun uyarilmis hali
T* : Probun tautomer formunun uyarilmis hali

MFN4 : 2-(4-(dibutilamino)fenil)-3-hidroksi-7metoksi-4H-kromen-4-on
FN4 : 2-(4-(dibutilamino)fenil)-3-hydroxy-4H-kromen-4-on

OFN4 : 2-(4-(dibutilamino)fenil)-3-hidroksi-7(oktiloksi)-4H-kromen-4-on
MFNS8 : 2-(4-(dioktilamino)fenil)-3-hidroksi-7metoksi-4H-kromen-4-on
FNS8 : 2-(4-(dioktilamino)fenil)-3-hydroxy-4H-kromen-4-on

OFNS8 : 2-(4-(dioktilamino)fenil)-3-hidroksi-7(oktiloksi)-4H-kromen-4-on
MFN12 : 2-(4-(didodesilamino)fenil)-3-hidroksi-7metoksi-4H-kromen-4-on
FN12  :2-(4-(didodesilamino)fenil)-3-hydroxy-4H-kromen-4-on

OFN12 : 2-(4-(didodesilamino)fenil)-3-hidroksi-7(oktiloksi)-4H-kromen-4-on
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3-HIDROKSIFLAVON ~ PROBLARIN  SENTEZLERI VE MIKRO
HETEROJENIK SISTEMLERDEKiI HIiDROFOBIK YUZEYLERIN
FLORESANS TEKNIGi iLE INCELENMESI

OZET

3-Hidroksiflavonlar uyarilmis hal molekiil i¢i proton transfer reaksiyonu (ESIPT)
vermeleri nedeniyle sahip olduklar ilgi cekici floresan dzellikleri sayesinde onemli
birer floresan molekiiler sensor adayidirlar [23]. Bu 6zellik, iki adet birbirinden iyi
ayrilmis, olduk¢a siddetli ve solvente bagimli emisyon bandlarimin goriilmesine
neden olur. Bu iki bandin orani, protein [25], misel [26] ve polimer [27]
yapilarindaki hidrojen bagi perturbasyonlarina [24] karsi oldukca hassastir. Bu
bandlar normal uyarilmig hal (N*) ve fototautomer uyarilmis hal (T*) ‘den
kaynaklanir [28]. 3-HF un 4’-pozisyonuna elektron donor bir grubun baglanmasi
sonucu molekiiliin floresan spektrumundaki hassasiyetin artmasi1 ile degisik
perturbasyonlarda oransal degisim veren iki bandli floresan boyalar arastirma
gruplariin dikkatini ¢ekmistir [29]. Sonug olarak bu 6zellikler 3-HF larin, miseller
ve fosfolipidler gibi organize sistemlerde iyon sensorii ve prob olarak kullanildigi
calismalarda uygulama cesitliligi saglamistir [30,31,32].

3-HF larin canli hiicrelerle olan etkilesimini anlamak i¢in yapilan ¢alismalar, 3-HF
larn lipid c¢ift katmanina girebildigini gostermistir [33,34]. Son yillarda ters
misellerin suda c¢oziinmesinin etkisinin incelendigi calismalarla uygulama alanlar
onemli sekilde artmistir. Bu sonuclar, miseller ve fosfolipid ciftkatman gibi
makromolekiiler topluluklardaki konumu belirlenebilen bilesikler sentezlenmesini
tesvik edici olmustur. Boylece hiicre zar ile etkilesebilecek 3-HF tiirevleri
tasarlanarak hiicrelerin su ortaminda taninmasi amag¢lanmistir.Bu tiir problarin
gelistirilmesi dogadaki biyo-kirliligin hizli sekilde belirlenebilmesine duyulan
gereksinimden dolay1 olduk¢a 6nemlidir.

Elde edilen 3-HF tiirevlerinin, katyonik CTAB ve noétral Triton-X 100 yiizeyaktif
maddeleri ile olusturulacak misellerle etkilesimleri spektrofluorometre ile yapilan
Olctimlerle incelenmistir.

1X



SYNTHESIS OF 3-HYDROXYFLAVONE DERIVATIVES FOR PROBING
HYDROPHOBIC SITES IN MICROHETEROGENEOUS SYSTEMS

SUMMARY

3-Hydroxyflavones (3HF) are important candidates as fluorescent molecular sensors
since they have interesting fluorescent properties, resulting from their excited state
intramolecular proton transfer (ESIPT) reaction [23]. This property leads to the
exhibition of two well-separated, highly intensive and solvent-dependent emission
bands, the ratio of the intensities of which is strongly sensitive to the hydrogen
bonding perturbations in proteins, micelles, and polymers [24,25,26,27].

These bands originate from the normal excited form (N*) and the phototautomer (T*)
[28]. Introduction of an electron donor groups to the 4’-position of the 3HF increases
the sensitivity of fluorescence spectra of the molecule, which has attracted the
interest of the research groups as two-band fluorescent dyes with a ratiometric
response to different perturbations [29]. This resulted in a variety of applications for
substituted 3HFs as ion sensors and probes in the studies of organized systems such
as micelles and phospholipid vesicles [30,31] .

Recent investigations to understand the behaviours of 3HFs toward their interaction
with living cells, indicated that 3HFs can enter into lipid bilayers. Their application
area is dramatically increased in recent years-from studies of effects of solubilisation
of water in reverse micelles and inclusion complexes with cyclodextrins to the
studies of supercritical liquids [36,37]. These results have stimulated new efforts to
synthesize compounds with improved and, particularly, with the ability to occupy
well-determined location and orientation in macromolecular ensembles, such as
micells and phospholipd bilayers, which let us to design a series of 3-HF derivatives
to improve the interaction of 3HF with cell membrane, which could lead to the
recognition of cells in a medium such as water.

Development of such probes is very important since the fast detection of bio-
pollution in environment is highly desired.

Fluorescent dyes were investigated in micelles formed by cationic surfactant CTAB
and neutral Triton X-100 via spectrofluorometer.



1. GIRiS

1.1 Tezin Amaci

Bu calismada, 3-hidroksiflavon’un yagsi 6zelligini artirmak {iizere, elektron verici
grup olarak benzaldehitin para pozisyonuna dioktil amino gruplar1 takilmasi
planlanmistir. Nonpolar 0zelligi artan sensoriin, biyolojik sistemlerle daha iyi
iletisime girmesi, biyolojik kirliligi belirleme o6zelliklerinin gelistirilmesi, secici
olarak hiicrelere duyarliligimin artirilmasi ve hiicre hakkinda daha fazla bilgi
edinilmesi amag¢lanmistir. Bu amagla, sentezlenen problarin misellerde

etkilesimlerinin floresans dl¢timlerle incelenmesi planlanmistir.

2. TEORIK BILGI

2.1 Flavonoidler

Flavon ismi Latince flavus (sar1) kelimesinden gelmektedir. Flavonoidler bitki
kaynakli bilesikler olup dogada yaygin olarak bulunurlar. Giiniimiizde bitkilerden
4000°den fazla flavonoid izole edilmis ve yapilar1 aydinlatilmistir [2]. Flavonoidlere

genellikle meyve, sebze, tohum, ¢igek, yaprak ve dallarda rastlanir.

Flavonoidler bitkilerde antioksidan, enzim inhibitérii ve ayni zamanda 1sindan

korunma gibi bir dizi dnemli 6zelliklere sahiptir [3].

Tipta, son yillarda flavonoidlerle gerceklestirilen arastirmalar sonucu, flavonoidlerin
antioksidatif, antiinflamatuar, antimikrobiyal, antiiilserojen, antiviral, antimutajenik
ve antikarsinojenik etki gibi ¢ok yonlii biyokimyasal ve farmokolojik aktivitelere

sahip olduklar belirlenmistir [3,4, 22].

UV 1ginlarindan koruma ozelliklerine sahip olmalar1 sebebiyle kozmetik iiriinlerde
katki maddesi olarak kullanilmaktadirlar. Metal iyonlar1 ile reaksiyon vermelerinden
dolay1 analitik amagla, uranyum, zirkonyum, titan gibi metallerin tayininde

kullanilabilirler.
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Sekil 2.1: Flavonoidlerin siniflandiriimasi

2.2 Flavonlar

Flavonlarin iskeletinde hetero halkasinda 2 ve 3 numarali karbon atomlar1 arasinda
cift bagin bulunmasi1 karakteristiktir. Bitkilerde hem serbest (aglikon), hem de
glikozitleri halinde bulunurlar. Flavonlar siibstiitientlerinin tiiriine bagli olarak
Flavonun piran halkasinin C-3 tizerindeki hidrojeni bir hidroksil grubu ile siibstitiie
oldugunda flavanol (3-hidroksiflavon) olusur[6]. Flavon molekiilinde A ve B
halkalar1, aromatik halkalar gibi reaksiyona girerler. Ozellikle, hidroksiflavonlar ve
bunlarin eterleri, siibstitiisyon reaksiyonlarin da fenoller ya da eterleri gibi
davranirlar [7]. Bu ozelliklerinden yararlanarak nitrolama, bromlama gibi degisik

reaksiyonlarla hidroksiflavonlarin tiirevleri elde edilmis ve yapilar aydinlatilmistir.

[\



2.3 Flavonoller

Flavonoller, C-3 pozisyonunda hidroksil grubu igeren 2-fenilbenzopiran cekirdegi
icerirler. Bu nedenle, flavonollere 3-hidroksiflavonlar da denilebilir. Flavonoller,
kristal veya amorf Ozellikli olup, flavonlar gibi acik sar1 veya sari renklidirler.
Flavonolun hidroksil ve/veya metoksil gruplarn iceren tiirevleri bitki aleminde

yaygindir. [8,9,10]
2.4 Kalkonlar

Kalkonoidler, molekiil yapilarinda Cg¢-C3-Cg karbon iskeletine sahip, iki aromatik
halkal1 bilesiklerdir. Kalkonoidler biyogenetik ve kimyasal yonden flavonoidlere

cok yakin olduklarindan bu sinifa dahil edilirler.

Kalkonoidlerin en yaygin grubu, 1,3-difenilpropan iskeletinin propan zincirine cift
bag ve karbonil grubu takilmasindan olusan, 1,3-diarilprop-2-en-1-on (Sekil 2.2)

karbon iskeleti igeren kalkonlardir.

1,3-difenilpropan 1,3-diarilprop-2-en-1-on
(Kalkan) (Kalkon)

Sekil 2.2: Kalkan ve kalkon bilesiklerine 6rnekler

Bu bilesiklerin karakterisitik ©zellikleri, propan zincirinde olefinik bag ve keto
grubunun bulunmasidir. Kalkonlar ve kalkanonlar, flavonoidlerden farkli olarak

heterosiklik C halkasina sahip degildir.

2.5 Flavonoidlerin Tanimalari

Kromotogramlardaki flavonoid izini UV 11k altinda inceleme ve bu izin NHj;
buharina tutulup NA (Naturstoffreagenz A) belirteci puiskiirtiildiikten sonra UV 151k
altinda gostermis oldugu renk degisikliginin incelenmesi, flavonlar i¢in en ¢ok
kullanilan renk reaksiyonudur. Boylece flavonoidin tipi ve siibstitiisyonlar1 hakkinda

on bilgi edinmek miimkiin hale gelir. Ayrica, UV spektroskopi yoOntemi de



flavonoidlerin yap1 tayininde siklikla kullamilan bir ydntemdir. Flavonoid

Bilesiklerinin cogunda, UV spektrumunda iki biiyilk absorbsiyon bandi gozlenir.

Bunlardan uzun dalga boyunda olani flavonoid yapimin B halkasi ile kisa dalga

boyunda olani ise A halkasi ile iligkilidir.(Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: A ve B Halkalari

Bunlar disinda NMR ve kiitle spektroskopisi yontemleri de flavonoidlerin yapisini

aydinlatmada onemlidir. [2].
2.6 Flavonoidlerin Biyolojik Sistemlerdeki Onemi

Flavonoid bilesikler antioksidan, antibakteriyel, antienflamatuar, antitiimor,
Ostrojenik, inteksidal, ve antispazmolitik ajanlar olarak ©nemli rol oynarlar.
Hemoroid, katarakt, varislerin ve diger kapiller problemlerin tedavisinde hala
kullanilmaktadir. [11]. C-6 ‘da OCHj3 tasiyan flavonoidler ile bazi biflavonoidlerin
antitimor aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Flavonoidlerin kilcal damarlarda kan sizdirmasinin Onlenmesi, kirilganlik ve
gecirgenligin ortadan kaldirilmasi gibi olumlu etkileri vardir. Bunun yan1 sira, zayif
kardiyotonik (kalp kuvvetlendirici) maddeler oldugu da bilinmektedir. Ayrica zayif
hipotansif etki gosterdikleri de aciklanmistir. Flavonoidlerin en Onemli
ozelliklerinden biri; karacigere faydalaridir. Flavonoidlerin safra salgisini
hizlandirdigi, karacigerin  barbiturat ve arsenik gibi bilesiklere karsi

detoksikasyonuna etki ettikleri gézlenmistir. [12] .



2.7 Floresans Spektroskopisi

2.7.1 Floresans Spektroskopisinin Teorisi

Fotonlarin bir molekiil tarafindan sogurulmasi olarak tanimlanan 151k absorbsiyonu
sonucu, molekiil temel enerji durumundan uyarilmis duruma gecer. Bu durumda
yaklagik 10™ saniye kalan molekiil enerjisini radyasyon (isik ile) ya da radyasyonsuz
olarak ortama aktararak tekrar kararli durum olan temel duruma doner. Radyasyon
ile uyarma sonucu molekiiliin enerjisini ortama radyasyon olarak yaymasi olay1
fotoliiminesans ya da liiminesans olarak adlandirilir. Liiminesans, uyarilmis enerji

seviyesinin durumuna gore iki sekilde olabilir: Floresans veya fosforesans [13].

Temel seviyedeki bir organik molekiil, S, olarak adlandirilan singlet temel elektronik
durumda bulunur. Uyarilmis singlet durumda, yiiksek-enerji orbitalindeki bir
elektron ile diisiik-enerji orbitalindeki ikinci bir elektron zit spin yonelimlerine
sahiptirler. Singlet durumu belirleyen zit spin yonelimli bu elektronlara
“ciftlenmigtir” denir. Fluoresans; 1s1k ile uyarilan aromatik organik bir molekiiliin,
birinci uyarilmis singlet elektronik durumdan 1s1ma yapmasi olayidir. Singlet
uyarilmis durumdan, singlet temel duruma doniis, zit yonelimli elektronlarin
yonelimlerini degistirmelerini gerektirmezken, triplet durumda bu zorunludur. Pauli
Digarlama lIlkesi'ne gore aymi spin yonelimine sahip iki elektronun bir arada
bulunmalar1 yasaklanmistir. Bu durumda elektronlar ciftlendiklerinden floresansda,
kuantum mekanigince izinli gegisler sozkonusudur. Triplet durumda bu elektronlar
“ciftlenmemislerdir”, yani ayni1 spin yonelimine sahiptirler. Triplet seviyeden yapilan
1simalar fosforesans olarak adlandirilir. Floresans ve fosforesans mekanizmasi ilk
kez Alexander Jablonski tarafindan Onerilen enerji seviyeleri diyagrami ile

aciklanmaya calisilmistir (Sekil 2.4).

Sekilde temel, 1. ve 2. uyarilmis elektronik seviyeler Sy, S; ve S, ile gosterilmistir.
Fluoresans ozellik gosteren molekiilii tanimlayan florofor, uyarildigi herhangi bir
elektronik enerji seviyesinin 0.,1.,2.,...vs titresim enerji seviyelerinden birinde
bulunur. Belirtilmesi gereken bir diger nokta da cesitli elektronik enerji seviyeleri
arasindaki gecislerin dik olmasidir, bu gegisler 107" saniye gibi kisa bir siirede
gerceklesir. Molekiil uyarilmis hale o kadar hizli gecer ki ¢ekirdek koordinatlar
degismez. Bu Franck-Condon yasasi olarak adlandirilir. Uyarilma 107 saniyede
gerceklesen oldukca hizli bir prosestir. Boylece singlet uyarilmis hal i¢in potansiyel

enerji diyagrami, temel hal ile tam simetrik degildir (Sekil 2.5). Temel halden



uyarilma ilk singlet uyarilmis halin en diisiikk enerjili durumuyla sonuglanmak
zorunda degildir. Ilk singlet uyarilmis halin en diisiik enerji seviyesine gegcisler
emisyonla kiyaslandiginda oldukg¢a hizli gergeklesir. Singlet uyarilmis halin en diisiik
enerji seviyesinden emisyon 10” saniyede gerceklesir. Bu yiizden, bu seviye ilk
absorbsiyon haline gore yari kararli bir durum sergiler. Bu yarn kararli durum
uyarilmis denge hali olarak diisiiniilebilir ve ¢ogunlukla Franck-Condon uyarilmig
hali olarak adlandirilir. Temel halde, normal sicakliklarda ¢ogu elektron en diisiik
enerji seviyelerini tercih edeceginden, absorbsiyon genelde bu seviyelerden
gerceklesir. Uyarilmis hal titresim enerjisi, uyarilma sirasinda kullanilan 15181n dalga
boyuna baghidir. Bununla birlikte, floresans ile temel enerji diizeyine doniis her
zaman uyarilmis denge halinden gerceklesir. Franck-Condon prensibine gore,

uyarilmis denge halinden, temel hale gegiste de ¢ekirdekler aras1 mesafe degismez.

uyanlmis titresim seviyeleri

8 (uyanlmis dénme seviyeleri gisterilmemistir.)
n
JR— A: Absorbsiyon

F: Floresans

P: Fosforesans

S: Singlet hal

Ic T: Triplet hal

IC: I¢ doniisiim

ISC: intersystem crossing

S, -

elektronik temel hal

ABSORBSIYON FLORESANS FOSFORESANS

Sekil 2.4: Jablonski diyagrami
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Sekil 2.5: Molekiiler elektronik enerji seviyeleri arasi gegisler

Baz istisnalar disinda, kat1 fazdaki molekiiller uyarildiktan sonra enerjilerinin bir
kismini titresim veya 1s1 olarak ortama aktarirlar ve bu sekilde S; elektronik enerji
seviyesine donerler. Bu islem i¢ doniisiim olarak adlandirilir ve 107" saniye gibi kisa
bir siire icinde gergeklesir. Proteinlerin uyarilmis diizeyde bulunma siireleri olarak
tanimlanan “lifetime”, yaklasik 10°® oldugundan i¢ doniisiim, emisyondan daha kisa
bir siire igerisinde gerceklesir. S; seviyesinde bulunan molekiiller T,’e gegerek

oradan 151k yayabilirler. Bu islem de capraz gecis olarak adlandirilir [14].
Floresans yayilimin ii¢c nemli karakteristik 6zelligi:

1. Stoke’s kaymasi floroforun uyarma enerjisinden daha diisiik bir enerji ile yayilim
vermesi olarak tanimlanabilir. Bu durum, yayilim spektrumunun absorbans
spektrumuna oranla daha biiyiik dalga boyuna (diisiik enerjiye) kaymasi olarak,

spektrum iizerinde agikca goriiliir.

2. Floroforun enerjisinin bir kismini hizli bir sekilde ortama aktararak S;’e inmesi
nedeniyle olusan emisyon spektrumunun dalga boyu, uyarma dalga boyundan

bagimsizdir.
3. Floresans spektrumu, absorbansin ayna goriintiisiidiir.

Genel olarak fluoresans yayilmasi, molekiiliin radyasyonu absorblamasindan hemen
sonra (yaklasik 10*-10® saniye) olur. Fosforesans yayilmasi ise daha yavas ortaya
cikar (> 10 saniye). Bu nedenle fluoresans gosteren bircok madde radyasyon

kaynag1 uzaklastirildiktan sonra goriilmezken, fosforesans gosteren maddeler



1simaya devam edebilirler. Saptanan en uzun fosforesans Willemite(ZnSiOy)
mineralinin gosterdigi fosforesanstir. Bu mineralin 340 saat fosforesans gosterdigi
bildirilmistir.

Eger floresans yayma ile deaktivasyon islemi radyasyonsuz yola kiyasla daha ¢abuk
oluyorsa floresans yayar. Aksine, uyarilmis singlet hal nispeten dayaniksizsa molekiil
temel duruma genellikle radyasyon yaymaksizin doner. Temel duruma donmenin
disinda uyarilmig veya temel durumlarin cesitli titresim seviyelerinden en diisiik
seviyeye inislerde ya da bir uyarilmis singlet halden bir bagkasina veya uyarilmig

triplet hale gecislerde de enerji kayiplar1 olmaktadir.

Radyasyon yaymaksizin enerji kaybina neden olan durumlar sunlardr:
1.Titresimsel dinlenme (vibrational relaxation : VR)

2.I¢ déniisiim (internal conversion: IC)

3.Sistemler aras1 gecis (intersystem crossing : ISC)

4.Enerji transferi (energy transfer)

2.7.1.1 Titresimsel Dinlenme

Uyarilma ile herhangi bir titresim seviyesine gecis olabilir. Cozeltide uyarilmig
haldeki molekiiller ile ¢oziicii molekiillerinin ¢arpigsmasi sonucu titresim enerjisinin
fazlas1 derhal kaybedilir ve uyarilmis halin en diisiik seviyesine gecis olur. Bunun

sonucunda 1s1 agiga ¢ikar.

2.7.1.2 i¢ Déniisiim
Iki elektronik durumun titresim seviyelerinin ayn1 olmas: halinde iki uyarilmis halin
potansiyel enerjileri ayni olur. Bu durumda ayn1 enerjili titresim seviyeleri arasinda

bir gecis olur. I¢ doniisiim sonucunda elektronun spini aym yonde kalir.

2.7.1.3 Sistemler Arasi Gegis

Uyarilmis singlet durumdan triplet duruma gegislerdir. Bu islem sirasinda elektronun
spini doéner. I¢ doniisiimde oldugu gibi iki durumun titresim enerjilerinin ayn1 olmasi
sarttir. Genellikle iyot, brom gibi agir atomlu molekiillerde bu gegis goriilmektedir.
Oksijen gibi paramagnetik tiirlerin varlign da sistemler arasi gecisi arttirmakta,

floresans olusumunu azaltmaktadir.



2.7.1.4 Enerji Transferi

Bu islem uyarilmis durumdaki bir molekiiliin fazla enerjisini alic1 bir molekiile
dogrudan ve 1siksiz bir sekilde aktararak normal duruma dénmesidir. Enerji nakli
aynm zamanda bir molekiilde birbirinden uzaktaki iki kromofor grup arasinda da

ortaya ¢ikabilir.

2.7.2 Floresansi Etkileyen Faktorler

Bir bilesigin floresans gosterip gdstermemesi ve floresans 1s1n1 siddeti hem molekiil

yapis1 hem de kimyasal ¢cevreye bagl olmaktadir.

2.7.2.1 Yapisal Faktorler

Bir molekiiliin floresans gosterebilmesi i¢in ilk kosul UV veya goriiniir alandaki
radyasyonun absorblanmasidir. En diisiik enerjili elektronik gecisleri [I-I1" olan
molekiillerin hem ¢ degerleri hem de floresans etkinlikleri yiiksek olmaktadir.
Polienler ve aromatikler ile bunlarin tiirevleri floresans gosteren bilesiklerdir.
Ozellikle bunlardan diizlemsel ve kati yapida olanlarin floresans etkinligi en
yiiksektir. Ketonlar, aldehitler, karboksilli asitler, amidler, esterler gibi II bagh
heteroatom iceren ve endiisiik enerjili gecisleri n—II  olan bilesikler genellikle
absorbladiklar1 enerjiyi i¢ doniisiim seklinde harcarlar ve az floresans gosterirler.

Basit alifatik yapili bilesikler ise floresans gostermezler.

2.7.2.2 Molekiiler Katihik

Molekiiler katilik hareket serbestligini azalttigindan, triplet duruma sistemler arasi
gecisler ve molekiiller aras1 carpismalar gibi 151n yaymadan gegis olasiliklar1 azalir.
Ornegin, benzer yapida olan fluorescein ve fenolftaleyn bilesiklerinden fluorescein
¢ozelti halinde kuvvetli floresans gostermesine karsilik molekiiler katilik

gostermeyen fenolftaleynin boyle bir 6zelligi yoktur (Sekil 2.6).

Fluorescein Fenolftaleyn

Sekil 2.6: Fluorescein ve fenolftaleyn



Metal iyonlar1 ile selat olusturma da titresimleri azaltan molekiiler katilik
sagladifindan floresansi arttirir. Orne@in, pontakrom BBR aliiminyum ile selat
olusturmadan 6nce naftalen gruplar1 azo grubu etrafinda serbest¢e donebilmektedir
ve floresans gostermez. Selat olusumundan sonra molekiil diizlemsel ve kati bir

duruma kavusur ve kuvvetli floresans gosterir. (Sekil 2.7)

HO,  OH»
/‘ﬁ1|+3
OH HO o\ o
NN803Na l\]i\lsoaNa
Pontakrom BBR Pontakrom BBR'nin

aliiminyum selati
Sekil 2.7: Pontokrom BBR ve Pontokrom BBR’nin aliiminyum selati

2.7.2.3 Sicaklik ve Viskozite
Bir¢ok molekiiliin floresans1 sicakliin artmasi ile azalir. Diisiik sicaklikta ve yiiksek
viskoziteli ortamda ise dinlenme zamani uyarilmis durumun 6mriinden daha uzun

olmakta ve floresans artmaktadir.

2.7.2.4 Coziicii

Coziiciiniin uyarilmis durumdaki molekiiller ile hidrojen bagi olusturmasi temel hale
radyasyonsuz doniis isleminin hizin1 artirdigindan floresansin siddetinde azalma olur.
Bir veya daha cok sayida agir atom igeren ¢oziiciiler, sistemler aras1 gegis olasiligini
arttirdiklarindan floresans1 azaltirlar. Ayrica polaritenin artmas1 ile floresans

emisyonunun maksimumu daha uzun dalga boyuna kayar. [13].

2.7.2.5 pH

Asidik ve bazik grup iceren bir bilesigin floresansi ortamin pH’1na baghdir. Ornegin,
notr ortamda hem fenol hem metoksibenzen floresans gosterir. Bazik ortamda fenol,
floresans gostermeyen anyonuna doniisiirken, metoksibenzen degisiklik gostermeden
kalir. Anilin ¢ozeltisi notr ve bazik ortamda iken goriiniir alanda floresans gosterir.
Cozelti asitlendirildiginde bu floresans kaybolur. Diger taraftan anilin pH’a baglh
olmaksizin UV alanda floresans gostermektedir. Asidik ¢ozeltide azot atomu pozitif

yiik ile yiiklenerek anilinyum iyonu olusturur. Bu durumda amin grubu halka ile
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rezonansa girememekte ve bu nedenle anilinyum iyonunun rezonansi benzeninkiyle

ayn1 olmaktadir (Sekil 2.8).

H
| Ho _H Ho _H HO M
H—N*—H DI N N
Anilinyum iyonu Anilinin baz1 rezonans sekilleri

Sekil 2.8: Anilinyum iyonu ve anilinin bazi rezonans sekilleri

2.7.2.6 Coziinmiis Oksijen, Paramanyetikler ve Agir Atomlar

Floresans gosteren bir ¢cozeltinin floresans siddeti ¢6ziinmiis halde bulunan oksijenin
etkisi ile azalir. Bu etki organik maddenin fotokimyasal yolla oksidasyonu sonucu
olabilecegi gibi oksijenin paramanyetik yapist da bu duruma neden olabilir.
Oksijenden baska Fe®™, Co*™, Ni*’, Cu* gibi paramanyetik ve dis d orbitalleri
dolmamis gecis elementleri de floresans1 sondiirmektedir. Paramanyetik yapi,
uyartlmis durumdaki molekiillerin sistemler arasi gecisler ile triplet duruma
gecmelerine neden olur ve bunun sonucunda floresans azalir veya temel hale gecis

radyasyon yaymaksizin ¢arpismalar ile olur [15].

Hg*™, Au*, TI*? gibi diyamanyetik agir atomlar sistemler aras1 gecisi hizlandirmakta
ve floresansi azaltmaktadir. Na*, K*, Ca*, Mg gibi diyamanyetik hafif metaller

floresansi degistirmezler.

2.7.3 Isik Sogurumu
Molekiillerin 15181 sogurma oOzellikleri, absorbsiyon (sogurum) spektrometresinin
esasin1  olusturur. Absorbsiyon spektrometresi molekiillerin yapilar ve cevrelerine

iliskin 6nemli bilgiler verir [16]. Absorbsiyon (A), Bouger-Lambert-Beer yasasiyla:
A=log(p/I)=¢.C.D (2.1)

seklinde ifade edilmistir. Burada €, molar sogurum(ekstinksiyon) katsayisi ! cm’l)
C, derisim ve d, 15181n kiivet boyunca gectigi yol (cm)’dur. Bu esitlik kullanilarak ¢

degeri bilinen ve absorbsiyonu 6l¢iilen bir ¢ézeltinin derisimi hesaplanir.
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Floresans kuantum verimi (q), yayilan 1s18in ylizdesini gosteren bir ifadedir ve
floresans boyalarin kalitesini belirleyen bir tanimdir (2.1). Deneysel olarak q,

kuantum verimi belirli bir standartla kiyaslanarak belirlenir.
g= yayilan fotonlarin sayisi / absorblanan fotonlarin sayisi 2.2)

Belli bir dalgaboyunda floresans emisyon veren fotonlarin 151k siddetlerinin uyarma
dalgaboylarina gore dagilimi floresans uyarma grafigidir ve bu, absorbsiyon

grafiginin bir analogudur.

2.7.4 Floresans Yayilhm Grafigi

Floresans yayilim spektrumu, floroforun kimyasal yapisi ve i¢cinde bulundugu ¢oziicii
ortamina bagli olarak degisiklik gostermektedir. Uyarilmis seviyedeki molekiiliin
temel elektronik seviyeye gecmeden Once gecirdigi zaman floresans yasam siiresi

(lifetime) olarak tanimlanir ve 1 ile gosterilir.

Isik kaynagim siddeti zaman zaman degisebileceginden floresans sinyalleri mutlak
degerler olarak degil, baz1 standartlara kars1 alinmis bagil degerlerle ifade edilir. Bu
amagla en ¢ok kullanilan standart maddeler kininsiilfat, diklorfluorescein, rhodamin
B gibi maddeler veya cam referanslardir. Floresansin siddeti molar absorbtivite ile
orantilidir. Bu nedenle uyarici 1sinin dalga boyunun maksimum absorbsiyonunun

dalga boyunda olmasi gerekir.

Yayilan floresans 1sinin ¢ozeltideki bilesenler tarafindan absorbe edilmesi nedeniyle
siddetinin azalmasi olayina sondiirme (quenching) denir. Yiiksek konsantrasyonlarda
maddenin kendi kendini sondiirmesi (self quenching) de s6z konusu olabilir.
Floresansin siddeti ile floresans yayan maddendin konsantrasyonu arasinda ¢izilecek
grafik diisiik konsantrasyonlar i¢cin dogrusaldir. Absorbansin 0.05’ten fazla oldugu
konsantrasyonlarda dogrusallik bozulur. [14]. Uyarilmis durumdaki molekiillerin
safsizlik olan molekiiller ile carpismasi sonucu 151nsiz enerji kaybr ile olusan sontime
safsizlik sondiirmesi (impurity quenching) denir. Ayrica ortamda bulunan ¢oziinmiis
haldeki oksijen, agir metaller veya paramanyetikler sistemler arasi geg¢is hizini
etkilediklerinden sonmeye neden olabilirler. Ayrica maddenin uzun siire UV 1s1na

maruz birakilmasi sonucu fotokimyasal reaksiyon olabileceginden floresans azalir.
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2.7.5 Fluorometre ve Spektrofluorometre Aleti

Floresans analizlerinde floresans 1sinin siddetini 6l¢gmek i¢in kullanilan aletin baslica
kisimlar 151k kaynagi, ornek kiiveti, uyarma ve emisyon dalga boylarimi sececek bir

cift filtre veya monokromator ve floresansi 6lcecek dedektordiir. (Sekil 2.9)

Isik kaynagindan 1sin once bir yarik ve sonra monokromatdrden gecirilir. Ornek
cozeltisinden her yone dagilan floresans 1s1n belli bir acidan, nce bir yariktan ve
sonra emisyon filtresi veya monokromatoriinden gecirildikten sonra fototiipe gelir.
Yiikselticiden gecirildikten sonra floresans 1sinin siddeti kaydedilir. Baz1 aletlerde
ise 151k kaynaginin siddetindeki ve dedektor cevabindaki degisiklikleri gidermek
tizere ¢ift 151nl1 (double beam) diizenek kurulmustur. Burada 11k kaynagindan ¢ikan
15in - monokromatdrden gectikten sonra ikiye ayrilir. Isinlardan biri Ornek
¢ozeltisinden gectikten sonra, digeri ise dogrudan dogruya fototiipe gelir. Bu sekilde

calisilarak 11k kaynaginin siddetindeki degisiklikler giderilebilmektedir. [13].

Uyarma I Ornek
K k " .
I ayna H monokromatsrii | I hugresi

monokromatdérd

|Kaydedici I-—IYll'lkse|tiCi H Dedektdr |

Sekil 2.9: Florometre cihazi

|Emisynn |

En ¢ok kullanilan 151k kaynaklar civa ark lambasi ve ksenon ark lambasidir. Ksenon
lamba degisik dalga boylarinda ¢ok fazla degismeyen bir emisyon gosterirken, civa

lamba belirli dalga boylarinda yiiksek siddette bandlar halinde emisyon yaymaktadir.

Spektroflorometrelerde ozellikle goriiniir alanda prizmaya karsi daha iyi bir ayrim

saglayan difraksiyon sebekeli monokromatorler (grating monochromator) kullanilr.

Yarik araliginin uygun bie genislikte secilmesi gerekir. Uyarilma spektrumu
anliyorsa uyarilma yarig1 iyi ayirma icin dar tutulurken emisyon yarigr daha yiiksek

hassasiyet icin daha genise ayarlanir. Emisyon spektrumu alinirken ise aksi yapilir.
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2.7.6 Floresans Uygulamalari

Floresans gosteren bir maddenin yaydigi 1sinin maksimum dalga boyundan
yararlanarak kalitatif, belli bir konsantrasyon araliginda floresans siddeti ile
konsantrasyon arasindaki iligkinin dogrusal olmasindan yararlanilarak da kantitatif

Olctimler yapilmaktadir. [15].

2.7.6.1 Anorganik Maddelerin Analizi

Cozeltisi halindeyken floresans gosteren az sayida anorganik iyondan en iyi bilineni
uranil iyonudur. Bundan baska krom(IIl), seryum (III), talyum(I) iyonlar1 da
floresans gostermektedirler. Ayrica cok sayida anorganik iyon bazi aromatik yapida
maddeler ile selat olusturarak floresans yayan bilesikler olustururlar. [16]. Siyaniir ve
floriir gibi bazi anyonlar floresans sondiirme ozelliklerinden yararlanilarak analiz

edilebilirler.

2.7.6.2 Organik Maddelerin Analizi

Biyokimya, farmasotik kimya ve cevre kirliliginden pek cok maddenin analizi
florometrik olarak yapilmaktadir. Cok sayida aminoasit ve protein direk olarak ya da
uygun maddeler ile tiirevlendirilerek  floresans  gosteren  bilesiklerine
doniistiiriildiikten sonra analiz edilebilirler. Aminoasitler i¢in, dansilkloriir, NBD
kloriir, o-ftaldialdehit, feniltiohidantoin; amin grubu iceren maddeler igin
floreskamin, kinolin-8-siilfonil kloriir, asetilbenzaldehit; alkol grubu iceren maddeler

icin 3-kloroformil-7-metoksikumarin tiirevlendirme i¢in kullanilmaktadir.

Vitaminler, steroidler, sedatifler, tranklizanlar, analjezikler, antihistaminikler gibi bir
¢ok ilag maddesi florometrik yintem ile tayin edilebilmektedir. Hem hava hem de su
kirliligine neden olan bazi maddelerin analizi de floromoetrik yontem ile

yapilabilmektedir.

Bir¢ok organik madde yiiksek basingli sivi kromotografisi, kagit ve ince tabaka
kromotografisi gibi tekniklerle ayrilmalarindan sonra floresans Oolgiimleri ile

taninmakta veya tayin edilmektedir [14].
2.8 Uyarilmus Hal Molekiil ici Proton Transfer Reaksiyonu (ESIPT)

Iki ya da daha fazla floresans emisyon bandi veren sistemlerin olusturulmasi icin
farkli dalga boylarinda floresans yayilma veren temel veya uyarilmis seviye

reaksiyonlarinin gerceklesmesi gerekmektedir [17]. Beklenen reaksiyonlardan biri
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temel seviyeden uyarilmis seviyeye geciste bir izomerizasyonun ger¢eklesmesidir.
Bu durum, uyarilmis seviyedeki molekiiliin yap1 konfigiirasyonun farkli oldugu
ikinci bir molekiiliin de olugsmas1 anlamina gelir.

Molekiiliin izomerizasyonuna ek olarak iki yayilim bandi eldesine imkan taniyan
diger bir reaksiyon, Uyarilmis Hal Molekiil I¢i Proton Aktarimi reaksiyonudur
(ESIPT).

2.8.1 3-hidroksi flavonlarin ESIPT Reaksiyonlari

3-Hidroksiflavonlarin en belirgin 6zelligi uyarilmis hal molekiil ici proton transferi
gerceklestirerek fluoresans spektrumunda farkli ¢oziici ortamlarinda birbirinden
oldukga iyi ayrilmis iki siddetli pik veriyor olmalaridir. Emisyon bantlarindan biri
normal uyarilmis duruma, N*, digeri ESIPT reaksiyon iiriinii tautomeri T*’ye aittir.
Isigin hv nin absorpsiyonu 6ncelikle normal Franck-Condon durumuna N* €, daha
sonra N* durumuna gecerek ,¢oziiciiniin relaksasyonu gerceklesir.Bunun ardinda N*
durumu bir miktar hv y* 151k yayar veya T* durumunu olusturmak iizere ESIPT
reaksiyonunu gerceklestirir. (Sekil 2.10). Bu iki bandin siddetleri arasindaki oranlar
farkli perturbasyonlara karsi olduk¢a duyarlidir. Bu yiizden 3HF tiirevlerinin ters

miseller, fosfolipid ve dogal membranlar alaninda kullanimlari olduk¢a popiilerdir.

N ESIPT

o T

’f'*ﬁ.-/o‘-.

Z N o UYARILMIS HAL
Ye

hy f‘i.lxy\-b
VA VA
s
TEMEL HAL
N T

Sekil 2.10: 3-Hidroksi Flavonlarda Uyarilmis durum Proton Transferi
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2.8.2 Prob-Coziicii Etkilesimleri

Floresans spektruma ¢oziicii etkileri, genel ve spesifik ¢oziicii etkileri olmak iizere
ikiye ayrilir. Genel ¢oziicli etkileri kirimim indeksi (n) ve dielektrik sabitten (&)
kaynaklanir. Bu fiziksel sabitler ¢oziicii molekiillerindeki elektronlarin hareket
serbestligi ve bu molekiillerin dipol momentine isaret etmektedir. Spesifik ¢oziicii
etkileri, komplekslesme ve hidrojen bagi gibi florofor ve c¢oziicii molekiilleri
arasindaki spesifik kimyasal etkilesimleri gosterir. Hem genel hem de spesifik

¢oziicii etkilesimleri 6nemli spektral kaymalara neden olabilir. [18].

2.8.3 Problarin Fosfolipid keselerdeki Fluoresans Ozellikleri

Problarin kesecikler icerisine niifuz etmesi fluoresans siddetinde artisa sebep olur. Bu
durum da suyla karsilastirildiginda kuatum veriminin oldukg¢a yiiksek oldugu
gozlenir. Calisilan tiim prob tiplerinde fosfolipid keseciklerdeki uyarilma
spektrumunun biiyiik 6l¢iide absorpsiyon spektrumu ile ayni oldugu ve de N* ve T*

emisyon bandlarinin maksimumunun ¢ok farkli olmadigi gézlenir.

Yeni gelistirilen 3-hidroksiflavon tiirevleri mikrogevrelerinde olan olaylara karsi son
derece hassastirlar. iki band gosteren 3-HF problari hiicre igine yollandiklarinda
bulunduklar1 konuma bagli olarak onlarn tanimlayan bir ¢ok parametre belirlenmistir

[19].
2.9 Floresans Problar

Floresans problar, molar absorpsiyona ve floresans kuantum verimine bagli olan
hassasiyeti arttirmak, floresans l¢iimlerinin goriiniir bolge ve yakin IR bolgesinde
yapilmasina olanak saglamak, floresans Omriinii arttirma, belirli molekiiler
etkilesimleri inceleyebilmek (hidrofobik baglanma vb.), aromatik gruplar arasindaki
uzakliklari, uyarilma enerji transferi ile belirleyebilme amaglaryla kullanilirlar.
Floresans problar ise genelde aromatik heterosiklik bilesiklerdir, suda zayif
¢Oziiniirliikleri ve hidrofobik baglanma bolgelerine yiiksek ilgileri vardir. Bu yiizden,
sivi-sivi ve sivi-kat1 yiizeyler, proteinler, biyomembranlar ve onlarin fosfolipid
modelleri, ince filmler, miseller ve ters miseller gibi mikroskopik olarak heterojen
sistemlerin incelenmesinde onemli bir ara¢ haline gelmektedirler. [20]. Problarin en
ilgi cekici 6zelligi, uyarilmig halde belirli bir reaksiyon gostermeleri (izomerizasyon,
elektron veya proton transferi) sonucu floresans parametrelerinde (spektral pozisyon,

polarizasyon, kuantum verimi) degisim gostermeleridir.
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Etiketler (labels) ve problar arasindaki fark; etiketler kovalent bag ile baglanirken,
problarin kovalent olmayan etkilesimlerle baglanmasidir.

[k grup floresan problar, elektronik uyarilma sonucu, dipol momentlerinde biiyiik
farklilik gosterirler (Sekil 2.11). Genel olarak dipol momentleri artar fakat dipol
momentin azaldig1 6rnekler de mevcuttur. Bunun sebebi elektronik yiikiin uyarilmisg

halde tekrar dagilimidir. [21].

N

X
‘ (HsC)N
/
‘ NH SOzH
A
C
CaHs
0
Ma PRODAN 1.8-ANS

Sekil 2.11: Elektronik uyarilma sirasinda dipol momentleri degisen floresans
problara ornekler; Mq: stilbazolium betain, PRODAN: 6-propiyonil-2-
metilaminonaftalen, 1,8-ANS: 1-anilinonaftalen-8-sulfonikasit

Prob molekiillerine diger bir dnemli 6rnek 3-hidroksi flavon ailesidir. Sentezlenmis
olan 3HK (3-hidroksikromon) tiirevi problarin konfigiirasyonel izomerizasyonu
sozkonusu degildir, bu, uyarilmis seviyedeki molekiiliin yapr konfigiirasyonunun
farkli oldugu ikinci bir molekiiliin de olugmasi anlamina gelmektedir ve kromon
halkas1 doniislere izin vermeyecek 6zelliktedir.

2.10 Gergeklestirilen reaksiyonlarin mekanizmalari

2.10.1 Dialkil amino benzen’ den dialkilamino benzaldehid eldesi

NR, NR2

POCI,
DMF

CHO
Sekil 2.12: Dialkil amino benzaldehid sentezi
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Sekil 2.13: Dialkilamino benzaldehid sentezi i¢in reaksiyon mekanizmasi
2.10.2 Halka kapama reaksiyon mekanizmasi
ONa NR2
w “3 Q C@k 0
H,0, %30

auron

/o70

«x‘

111702

Sekil 2.14: Halka kapama reaksiyon mekanizmasi
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3. DENEYSEL BOLUM

3.1 Genel Teknikler
3.1.1 Kromatografi

3.1.1.1 Kolon kromatografisi

Kolon kromatografisi yontemi, iiriinlerinin saf eldesi amaci ile kullanildi. Adsorban
olarak Merck firmasinin, Kieselgel 100 (0.063-0.200mm, 70-230 mesh ASTM)
alindi. Adsorban, dibine az miktarda pamuk yerlestirilmis cam kolonlara, yiiriitiicii
cozelti sistemiyle karistirilarak konulur, ayrilacak madde ayr1 bir balonda adsorbana

emdirilerek diizgiin sekilde ilave edilir. Fraksiyonlar ayrilarak kolondan toplanir.

3.1.1.2 ince Tabaka Kromatografisi
Reaksiyon ilerleyisini ve kolon kromatogrifisinde ¢ikan fraksiyonlar1 kontrol etmek
amaciyla bu yontem kullamilmistir. Calismalarda (G.Merck 5554) hazir plaklardan

yararlanildi.

3.1.2 Spektrometreler

3.1.2.1 H NMR Spektrometresi
H NMR spektrumlari Bruker, 250 MHz AC Aspect 3000 aletlerinde alinmustr.
Referans bilesik olarak Tetrametilsilan (TMS), c¢o6ziici olarak ise CDCI;

kullanilmastar.

3.1.2.2 Fluoresans Spektrofotometresi
Problarin fluoresans spektrumlan; Quanta Master (PTI) ve Hitachi f-4500

Spektrometre ile alinmistir.

3.2 Coziiciiler Ve Kullanilan Kimyasal Maddeler

Derisik HC1 (Fluka), 2-hidroksi asetofenon (Aldrich), 2,4-dihidroksiasetofenon
(Aldrich), 1-iyodooktan(Aldrich), potasyumkarbonat(Sigma), POCI;(Aldrich), H,O,
(%30'luk) Fluka, sodyum karbonat (Sigma), DMF (Acros), sodyumsiilfat (Merck),
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sodyummetoksit (Aldrich), etanol (Merck), hekzan (Merck), diklorometan (Merck),

asetonitril (Merck), kloroform (Merck), etil asetat (Merck).

Absorpsiyon ve fluoresans Olctimleri i¢in kullanilan tiim ¢oziiciiler Aldrich ve Fluka'

dan alinmis olup, spektroskopi i¢in kullanilacak safliktadir.

3.3 Deney Prosediirii
3.3.1 N,N-dibutilaminobenzen eldesi
NH, N(C4Hg)2
kuru DMF
+ 2Bu-l
K,CO4

Sekil 3.1: N,N-dibutilaminobenzen sentezi

0.72mL anilin (0.008 mol) ve 2.18 gram K,COs; (0.016mol) 5mL kuru DMF
icerisinde, 6nceden 120 °C’ deki yag banyosunda karismaya birakilir, iizerine 3.05
gram (0.03 mol) butil iyodiir eklenerek 10 saat, kuru ortamda reflux edilir (Sekil 3.1).
Uriin diklorometan (CH,Cl,) ile ekstrakte edilir ve Na,SO, ile kurutulur. 4/1
Hekzan/etilasetat ¢oziicii sisteminde kolon kromotografisi uygulanir. %82 verimle

1.029 gram acik kahverengi viskoz siv1 olarak elde edilmistir.

'H NMR (CDCls, 250 MHz) & 7.17 (t, J=5.3 Hz, 2H), 6.6 (m, 3H), 3.25 (t, J=7.06
Hz, 4H), 1.6 (m, 4H), 1.3 (m, 4H), 0.9 (t, J=6.2 Hz, 6H); C;sH;N; EIMS (m/z) 205
(M+).

3.3.2 N,N-dioktilaminobenzen eldesi

NH, N(CgH17)2

kuru DMF
—_—

2 (CeH,~)-1I
+ 2 (CgHyy) K,CO,

Sekil 3.2: N,N-dioktilaminobenzen sentezi

N,N-dibutilaminobenzen sentezi ile aym yontem kullamlmustir. Uriin diklorometan
(CH,Cly) ile ekstrakte edilir ve NaySOy ile kurutulur. 4/1 Hekzan/etilasetat ¢oziicii
sisteminde kolon kromotografisi uygulanir. %84 verimle 2.13 gram kahverengi

viskoz s1vi1 olarak elde edilmistir.
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'H NMR (CDCls, 250 MHz) & 7.18 (t, J=5.20 Hz, 2H), 6.67 (m, 3H), 3.20 (t, J=7.3
Hz, 4H), 1.7 (m, 4H), 1.35 (20H, m), 0.9 (t, J=6.1 Hz, 6H); C2,H3N; EIMS (m/z)
317 (M+).

3.3.3 N,N-didodesilbenzamin eldesi

NH, N(Cy2H25)2

kuru DMF
+ 2 (CpHyps)-1 >
K,CO,

Sekil 3.3: N,N-didodesilbenzamin sentezi

N,N-dibutilaminobenzen sentezi ile aym yontem kullamlmgtir. Uriin diklorometan
(CH,Cl,) ile ekstrakte edilir ve Na,SOy ile kurutulur. 4/1 Hekzan/etilasetat ¢oziicii
sisteminde kolon kromotografisi uygulanir. %78 verimle 2.77 gram kahverengi

viskoz s1v1 olarak elde edilmistir.

'"H NMR (CDCls, 250 MHz) § 7.12 (t, J=5.25 Hz, 2H), 6.63 (m, 3H), 3.20 (t, J=7.25
Hz, 4H), 1.68 (m, 4H), 1.33 (m, 36H), 0.89 (t, J=6.19 Hz, 6H); C3HssN; EIMS (m/z)
430 (M*+1).

3.3.4 N,N-dibutilaminobenzaldehit eldesi (Vilsmeier Formulation)

N(C4H
N(CHo): (Calo)2

POCI,

kuru DMF

CHO

Sekil 3.4: N,N-dibutilaminobenzaldehit sentezi

Bir balona alinan 10mL DMF’e buz banyosunda 3.06 mL (0.037 mol) POCl; ilave
edilir. Ac¢ik sar renkteki karisimda, yogun gaz cikis1 gerceklesir. Bu yiizden balonun
agzina CaCl, tiipii takilmahdir. Gaz c¢ikist bitene kadar, karisim buz banyosunda
kanstirilir. Oda sicakliginda 3.3 g (0.021mol) N,N-dibutilaminobenzen ilave edilir ve
60 °C su banyosunda, 4 saat karismaya birakilir (Sekil 3.4). Buz ilave edilerek
reaksiyon tamamlanir. Diklorometan ile ekstrakte edilip Na,SO; ile kurutulur. 5/1
Hekzan/etilasetat ¢oziicli sisteminde kolon kromotografisi uygulanir. %68 verimle

3.33 gram kahverengi viskoz siv1 olarak elde edilmistir.
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'"H NMR (CDCl3, 250 MHz) 6 9.67 (s, 1H), 7.7 (d, J=8.9 Hz, 2H), 6.6 (d, J=8.9 Hz,
2H), 3.35 (t, J=7.6 Hz,4H), 1.56 (m, 4H), 1.37 (m, 4H), 0.95 (t, 7.24 Hz, 6H);
C15H23NO; EIMS (m/Z) 233 (M+)

3.3.5 N,N-dioktilaminobenzaldehit eldesi

N(CgH
N(CHi7): (Coltir)2

POCI;

kuru DMF

CHO

Sekil 3.5: N,N-dioktilaminobenzaldehit sentezi

N,N-dibutilaminobenzaldehit sentezi ile ayn1 yontem izlenmistir. Diklorometan ile
ekstrakte edilip Na,SO; ile kurutulur. 5/1 Hekzan/etilasetat ¢oziicii sisteminde kolon
kromotografisi uygulanir. %65 verimle 4.5 gram kahverengi viskoz sivi olarak elde
edilmistir.

'H NMR (CDCls, 250 MHz) & 9.68 (s, 1H), 7.65 (d, J=8.5 Hz, 2H), 6.62 (d, J=8.5

Hz, 2H), 3.28 (t, J=7.2 Hz, 4H), 1.57 (m, 4H), 1.28 (m, 20H), 0.87 (t, J=6.30 Hz,
6H); C»3H3oNO; EIMS (m/z) 345 (M").

3.3.6 N,N-didodesilaminobenzaldehit eldesi

N(C+oH
N(C12H2s)2 (CrzHzs)2

POCI,

kuru DMF
CHO

Sekil 3.6: N,N-didodesilaminobenzaldehit sentezi

N,N-dibutilaminobenzaldehit sentezi ile ayn1 yontem izlenmistir. Diklorometan ile
ekstrakte edilip Na,SOy ile kurutulur. 5/1 Hekzan/etilasetat ¢oziicii sisteminde kolon
kromotografisi uygulanir. %67 verimle 6.23 gram kahverengi viskoz sivi olarak elde

edilmistir.
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'H NMR (CDCls, 250 MHz) § 9.75 (s, 1H), 7.60 (d, J=8.2 Hz, 2H), 6.59 (d, ]=8.2
Hz, 2H), 3.30 (t, J=7.29 Hz, 4H), 1.50 (m, 4H), 1.21 (m, 36H), 0.84 (t, J=6.27 Hz,
6H); C31HssNO; EIMS (m/z) 458 (M").

3.3.7 2-hidroksi-4-oktiloksiasetofenon Sentezi

HO OH I-oktan CgH470 OH
K,CO4
o) kuru aseton O

Sekil 3.7: 2-hidroksi-4-oktiloksiasetofenon sentezi

5 g (0.033 mol) 2,4-dihidroksiasetofenon, 5.6 mL (0.033mol) oktiliyodiir ve 5 g
K,CO; 20 mL aseton igerisinde 3 saat boyunca karistirilir (reflux edilir) (Sekil 3.7).
(Reaksiyon ilerleyisi TLC ile kontrol edilebilir fakat bunun i¢in Once reaksiyon
karistmindan bir damla alinarak su icerisine konur, notralize edilir ve ekstrakte
edildikten sonra TLC uygulanabilir. Bu islem uygulanmadigi taktirde 2,4-

dihidroksiasetofenon, tuz formunda oldugundan TLC’ de goriinmeyecektir.)

Reaksiyon karisimi sogutulduktan sonra 20ml su eklenir ve etilasetat ile ekstrakte
edilir (3x30ml). MgSQO; ile kurutulur. Siiziilir ve solvent diisiikk basing altinda

uzaklastirilir.

Saflandirma islemi i¢in diklorometan ile kolon kromotografisi uygulanir. Agik

kahverengi viskoz siv1 haldeki sonug iiriin elde edilir. (6.88gram, %79)

'H NMR (CDCl3, 250 MHz) & 12.74 (s, 1H, OH), 7.6 (d, J=8.7 Hz, 1H), 6.5 (dd,
J=8.7 Hz, J=2.4 Hz, 1H), 6.4 (s, 1H), 4.0 (t, J=6.6 Hz, 2H), 2.53 (s, 3H), 1.4 (m,
12H), 0.9 (t, J=5.59 Hz, 3H); Ci6H,405; EIMS (m/z) 264 (M").

3.3.8 Kalkon Sentezi icin Genel Yontem

1.95 gram (0.0143 mol) 2-hidroksiasetofenon 30ml etanolde ¢oziiliir ve 0.18 g
NaOMe (0.07 mol) ilave edilir. 3.33 gram (0.0143 mol) N,N-
dibutilaminobenzaldehit eklenerek oda sicakliginda 4 giin boyunca karismaya
birakilir (Sekil 3.8). Reaksiyon ilerleyisi TLC ile kontrol edilir. Kirmizi-turuncu

renkli “kalkon” elde edilir. Tiim tiirevler i¢in ayn1 mol oranlarinda keton ve aldehid
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kullanilarak kalkonlar sentezlenip saflastirilmadan, halka kapama reaksiyonlari

gergeklestirilmistir.

NR;
R' OH

CHO O

R=C,H, ol R'=H
CgHy5 MeO

NaOMe C.H.-O
Ci2Hps 87

Sekil 3.8: Kalkon eldesi

3.3.9 (2-(4-(dibutilamino)fenil)-3-hidroksi-4H-kromen-4-on) (FN4) eldesi

O'Na* N(C4Ho)2
NaOMe
S EtOH O
O H,0,

Sekil 3.9: (2-(4-(dibutilamino)fenil )-3-hidroksi-4H-kromen-4-on) eldesi

Olusan kirmiz1 renkli kalkon balonu buz banyosunda sogutulur ve 0.3 (0.8 mol) mL
H,0; eklenip daha 6nceden 120 °C’ye getirilmis yag banyosunda, iizerine geri
sogutucu takilarak, 5-10 dakika kaynatilir (Sekil 3.9). Kopiirme bagladigi anda yag
banyosundan uzaklastirilmalidir. Kopiirerek sariya donen karisim, iginde yaklagik
100 mL su bulunan bir behere konur. HCI c¢ozeltisi ile notralize edilir ve

diklorometan ile ekstrakte edilir. Na,SO, ile kurutulur. Siiziildiikten sonra diisiik
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basin¢ altinda c¢oziicii uzaklastirilir ve kolon kromatografisi ile saflastirilir.

Saflandirma islemi i¢in 6/1 Hekzan/Etilasetat ¢oziicii sistemi kullanilir.
Dikkat edilmesi gereken hususlar:

H,0O, miktarindan daha fazla mol oraninda NaOMe kullanilir ( 12 mol H,O, — 15
mol NaOMe).1 mol aldehit ile en az 10 mol, en ¢cok 15 mol H,O, (%35)
kullanilmahdir. Az miktarda madde ile calisirken, ¢cok miktarda H,O, (15 mol); cok
miktarda madde ile calisirken, az miktarda H,O; (12 mol) kullanilmahdir. Ayrica
kopiirme basladigi anda yag banyosundan uzaklastirilmadi 6nemlidir. Aksi halde
asirn 1sinma nedeniyle sogutma suyu yetersiz kalmakta ve tagma meydana

gelebilmektedir.

'H NMR (250 MHz, CDCL3) § 8.21 (d, J=6.4 Hz, 1H), 8.15 (d, J=9.23 Hz, 2H), 7.63
(m, 1H), 7.53 (d, J=8.2 Hz, 1H), 7.38 (m, 1H), 6.72 (d, J=9.2 Hz, 2H), 3.34 (t, ]=7.4
Hz, 4H), 1.60 (m, 4H), 1.35 (m, 4H), 0.96 (t, J=7.3 Hz, 6H); C53H»,NOs; EIMS (m/z)
366 (M*+1).

3.3.10 (2-(4-(dioktilamino)fenil)-3-hidroksi-4H-kromen-4-on) (FN8) eldesi

O'Na* N(CgH17)2
NaOMe
S EtOH O
0O H,0,

Sekil 3.10: (2-(4-(dioktilamino)fenil)-3-hidroksi-4H-kromen-4-on) eldesi

Halka kapama yontemi aym sekilde uygulanmistir. Saflandirma islemi i¢in 6/1

Hekzan/Etilasetat ¢oziicii sisteminde kolon kromotografisi uygulanir.

'H NMR (250 MHz, CDCL3) § 8.22 (d, J=7.9 Hz, 1H), 8.15 (d, J=9.2 Hz, 2H), 7.64
(m, 1H), 7.52 (d, J=7.6 Hz, 1H), 7.36 (m, 1H), 6.73 (d, J=9.2 Hz, 2H), 3.33 (t, J=7.4,
4H), 1.56 (m, 4H), 1.32 (m, 20H), 0.87 (t, J=6.6 Hz, 6H); C3;H;3NO;; EIMS (m/z)
478 (M*+1).

25



3.3.11 (2-(4-(didodesilamino)fenil)-3-hidroksi-4H-kromen-4-on) (FN12) eldesi

O'Na* N(C12H2s)2 NaOMe
\ B —

H,0,

N(C12H25)2

)

Sekil 3.11: (2-(4-(didodesilamino)fenil)-3-hidroksi-4H-kromen-4-on) eldesi

Halka kapama yontemi aym sekilde uygulanmistir. Saflandirma islemi i¢in 6/1

Hekzan/Etilasetat ¢oziicii sisteminde kolon kromotografisi uygulanir.

'H NMR (250 MHz, CDCl3) & 8.1 (d, J=7.0 Hz, 1H), 8.12 (d,J=9.2 Hz, 2H), 7.59 (m,
1H), 7.5 (d, J=7.5 Hz, 1H), 7.32 (m, 1H), 6.68 (d, J=9.2 Hz, 2H), 3.35 (t, J=7.2 Hz,
4H), 1.58 (m, 4H), 1.30 (m, 36H), 0.83 (t, J=6.5 Hz, 6H); C39HsoNO3; EIMS (m/z)
590 (M*+1).

3.3.12 2-(4-(dibutilamino)fenil)-3-hidroksi-7-metoksi-4H-kromen-4-on (MFN4)
eldesi

MeO O'Na* N(C4Hg)
NaOMe MeO
EtOH

Hzoz

Sekil 3.12: 2-(4-(dibutilamino)fenil)-3-hidroksi-7-metoksi-4H-kromen-4-on eldesi

Halka kapama yontemi aynmi sekilde uygulanmistir. Saflandirma islemi i¢in 5/2

Hekzan/Etilasetat ¢oziicii sisteminde kolon kromotografisi uygulanir.

'H NMR (250 MHz, CDCl5) & 8.10 (d, J=9.1 Hz, 2H), 8.09 (d, J=8.8 Hz, 1H), 6.94
(m, 2H), 6.72 (d, J=9.1 Hz, 2H), 3.9 (s, 3H), 3.33 (t, J=7.3 Hz, 4H), 1.6 (m, 4H), 1.38
(m,4H), 0.96 (t, J=7.3 Hz, 6H); CosH>sNOy; EIMS (m/z) 396 (M*+1).
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3.3.13 2-(4-(dioktilamino)fenil)-3-hidroksi-7-metoksi-4H-kromen-4-on (MFNS8)
eldesi

MeO O'Na* N(CgH17)2
O O NaOMe MeO
EtOH

Hzoz

Sekil 3.13: 2-(4-(dioktilamino)fenil)-3-hidroksi-7-metoksi-4H-kromen-4-on eldesi

Halka kapama yontemi aym sekilde uygulanmistir. Saflandirma islemi ig¢in 5/2

Hekzan/Etilasetat ¢oziicii sisteminde kolon kromotografisi uygulanir.

'H NMR (250 MHz, CDCl3) & 8.12 (d, J=9.1 Hz, 2H), 8.09 (d, J=8.8 Hz, 1H), 6.93
(m, 2H), 6.42 (d, J=9.1 Hz, 2H), 3.91 (s, 3H), 3.32 (t, J=7.1 Hz, 4H), 1.61 (m, 4H),
1.28 (m, 20H), 0.88 (t, J=6.7 Hz, 6H); C3,HssNOy4; EIMS (m/z) 508 (M*+1).

3.3.14 2-(4-(didodesilamino)fenil)-3-hidroksi-7-metoksi-4H-kromen-4-on
(MFN12) eldesi

MeO. O'Na* N(C12H2s)2
O O NaOMe MeO
EtOH

Hzoz

Sekil 3.14: 2-(4-(didodesilamino)fenil)-3-hidroksi-7-metoksi-4H-kromen-4-on eldesi

Halka kapama yontemi aym sekilde uygulanmistir. Saflandirma islemi igin 5/2

Hekzan/Etilasetat ¢oziicii sisteminde kolon kromotografisi uygulanir.

"H NMR (250 MHz, CDCl3) & 8.11 (d, J=9.1 Hz, 2H), 8.08 (d, J=8.8 Hz, 1H), 6.91
(m, 2H), 6.89 (m, 2H), 6.38 (d, J=9.1 Hz, 2H), 4.01 (s, 3H), 3.30 (t, J=7.1 Hz, 4H),
1.60 (m, 4H), 1.30 (m, 36H), 0.85 (t, J=6.6 Hz, 6H); C4H¢ NOy; EIMS (m/z) 620
(M*+1).
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3.3.15 2-(4-(dibutilamino)fenil)-3-hidroksi-7-oktiloksi-4H-kromen-4-on (OFN4)
eldesi

CgH17o O'Na* C4H9
CgH470
NaOMe
_EtOH _

H202

Sekil 3.15: 2-(4-(dibutilamino)fenil)-3-hidroksi-7-oktiloksi-4H-kromen-4-on eldesi

Halka kapama yontemi aynmi sekilde uygulanmistir. Saflandirma islemi i¢in 5/2

Hekzan/Etilasetat ¢oziicii sisteminde kolon kromotografisi uygulanir.

"H NMR (250 MHz, CDCl3) & 8.13 (d, J=9.1 Hz, 2H), 8.05 (d, J=8.7 Hz, 2H), 6.90
(m, 2H), 6.73 (d, J=9.1 Hz, 2H), 4.02 (t, J=6.2 Hz, 2H), 3.30 (t, J=7.3 Hz, 4H), 2.10
(m, 6H), 1.52 (m, 6H), 1.28 (m, 8H), 0.84 (m, 9H); C3;H43sNOy4; EIMS (m/z) 494
(M™+1).

3.3.16 2-(4-(dioktilamino)fenil)-3-hidroksi-7-oktiloksi-4H-kromen-4-on (OFNS8)
eldesi

CSH17O O'Na* C8H17
O O NaOMe
_EtOH

H202

Sekil 3.16: 2-(4-(dioktilamino)fenil)-3-hidroksi-7-oktiloksi-4H-kromen-4-on eldesi

Halka kapama yontemi aym sekilde uygulanmistir. Saflandirma islemi ig¢in 5/2

Hekzan/Etilasetat ¢oziicii sisteminde kolon kromotografisi uygulanir.

'"H NMR (250 MHz, CDCl3) 8 8.1 (d, J=9.0 Hz, 1H), 8.08 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.92
(m, 2H), 6.70 (d, J=9.0 Hz, 2H), 4.04 (t, J=6.3 Hz, 2H), 3.35 (t, J=7.5 Hz, 4H), 2.13
(m, 6H), 1.55 (m, 6H), 1.31 (m, 30H), 0.88 (m, 9H); C47;H7sNO4; EIMS (m/z) 606
(M*+1).
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3.3.17 2-(4-(didodesilamino)fenil)-3-hidroksi-7-oktiloksi-4H-kromen-4-on
(OFN12) eldesi

CgH4,0 O'Na* N(C12Has)2
NaOMe
_EtOH

Hzoz

Sekil 3.17:2-(4-(didodesilamino)fenil)-3-hidroksi-7-oktiloksi-4H-kromen-4-on eldesi

Halka kapama yontemi aynmi sekilde uygulanmistir. Saflandirma islemi i¢in 5/2

Hekzan/Etilasetat ¢oziicii sisteminde kolon kromotografisi uygulanir.

'H NMR (250 MHz, CDCl3) & 8.09 (d, J=9.1 Hz, 2H), 8.0 (d, J=8.8 Hz, 2H), 6.89
(m, 2H), 6.68 (d, J=9.1 Hz, 2H), 3.98 (t, J=6.3 Hz, 2H), 3.31 (t, J=7.5 Hz, 4H), 2.11
(m, 6H), 1.53 (m, 6H), 1.29 (m, 40H), 0.77 (m, 9H); C47;H75sNO4; EIMS (m/z) 718
(M*+1).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

3-HF tiirevleri mikro cevrelerinde meydana gelen degisimlere karsi ¢ok hassas
olmalar1 ve bu degisimlere birbirlerinden oldukca iyi ayrilmis iki emisyon bandiyla
yamt vermelerinden dolayr 6nemli floresans sensorlerdir. Iki floresans band
vermelerinin, uyarilma durumunda ESIPT reaksiyonu gergeklestirmelerinden dolay1
oldugundan daha 6nce bahsedilmisti. Bu yiizden misel ve fosfolipid kesecikler gibi

biyolojik sistemlerde floresans sensor olarak kullanilabilmektedirler.

3-HF problarin dizayninda, konjugasyonunun arttirilmasiyla floresans spektrumunda
kirmiz1 alana kaymasini saglamak ve elektron verici grup olarak benzaldehidin para
pozisyonuna dialkilamino gruplart farkli uzunluklarda takilarak probun membranda
¢Oziiniirliiginii artirmak amaclanmistir. Bdylece biyolojik sistemlerde daha iyi
iletisime girecek floresan sensorler gelistirilmis olacaktir. Bunun igin, probun
yapisint lipid yapinin 6zelligine benzetmek iizere farkli uzunluklarda hidrokarbon
zincirleri yerlestirmek 6nemlidir. Bu amagla bu ¢alismada, 3-hidroksiflavon’un yagsi
ozelligini artiran, uzun zincirlerinin c¢esitli 3-hidroksiflavon tiirevlerine takilmasi

amaclanmstir.

Apolar 6zelligi artacak olan sensoriin, biyolojik sistemlerle daha iyi iletisime girmesi

ve hiicre hakkinda daha fazla bilgi edinilmesi planlanmistir.

NR's

R,: H; R;: OMe R;: OCgH;
R':C4Hy (FN4) R:C4Hy (MFN4) R":CyHy (OFN4)
OH R': CgH; (FN8) R':CgH;; (MFN8) R':CgH;; (OFNS)
R': Cy,H,5(FN12) R': C|,H,5 (MFN12) R': Cy,H,5 (OFN12)

Sekil 4.1: Sentezlenen 3-hidroksiflavon tiirevleri
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4.1 Gerceklestirilen Reaksiyonlar

4.1.1 N,N-dibutil amino benzen icin "H-NMR Spektrumu

NH, N(C4Hg)2

kuru DMF
—>

K,CO;

+ 2 Bu-I

Sekil 4.2: N,N-dibutilaminobenzen sentezi

Boliim 3.3.1°de anlatilan yontemle sentezlenen bilesigin, Sekil 4.3’deki beklenen 'H-
NMR spektrumu ile uyumlu olarak 7.17 ppm de (d, J= 2.5 Hz, 2H), 6.6 ppm de (m,
3H), azota bagli CH;’lerdeki protonlar, N varligindan dolayi diisiik alana kayip 3,25
ppm de (t, J= 7.3 Hz, 4H), zincir protonlari ise 1,6 ppm de (m, 4H) ve 0.9 ppm’ de (t,
J=6.2, 6H) pik vermislerdir.

112 1.2
2 mL Jsm
M

AR R LR RN LN LR LR R CRERN LA RN RN RN LA B I
21211109 8 7 68 5 4 3 21 01

Sekil 4.3: N,N-dibutil amino benzen i¢in 'H-NMR Spektrumu

4.1.2 N,N-dioktilaminobenzen icin "H-NMR Spektrumu

NH, N(CgH17)2
kuru DMF
—_—

+ 2CgH; -1
sHy7 K,CO,

Sekil 4.4: N,N-dioktilaminobenzen sentezi
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Sekil 4.4’de sematize edilen dioktil aminobenzen eldesi reaksiyonu, boliim 3.3.2°de
anlatilan prosediire gore gerceklestirilmistir. Uriine ait '"H-NMR spektrumunda (Sekil
4.5), Aromatik halkaya ait protonlar, 7.18ppm de (2H) triplet ve 6.67 ppm’de (3H)
multiplet bulunmaktadir. Azota komsu proton 3.20ppm’ de bir triplet
seklindedir(4H). 1.7 ve 1.35 ppm’de multiplet 0.9ppm’ de triplet seklinde uzun

hidrokarbon zincirine ait protonlar goriilmektedir(30H).

e

O

,_ N

L 1 I:]Dm

121211109 8 76 54 3 2 1 0 -1
pRm

Sekil 4.5: N,N-dioktilaminobenzen’ e ait H-NMR spektrumu

4.1.3 N,N-Didodesilbenzamin icin '"H-NMR Spektrumu

NH2 N(C12Hz2s)2
K,CO;
H H
e 2 Gyl —PMF L F °
120°
Hg Hg
Ha

Sekil 4.6: N,N-didodesilbenzamin sentezi

Sentezi boliim 3.3.3° de anlatilan iiriine ait 'H-NMR spektrumunda ( Sekil 4.7 ) azota

bagh karbondaki protonlar icin 3.20 ppm’de (triplet), en uctaki protonlar i¢in
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yaklagik 0.9 ppm’de triplet ve aradaki protonlar i¢in yaklasik 1.7 vel.3 ppm’de
multipletler goriilmektedir. Aromatik halkada Ha Hc protonlart  6.63 ppm de
multiplet, Hg protonlar1 da 7.12 ppm de triplet pik vermektedir. Piklere ait integral

alanlar1 yapidaki proton sayisin1 dogrulamaktadir.

1312 117109 8 ¥ 6B 5 4 3 2 1 0 A

Sekil 4.7: N,N-didodesilbenzamin '"H-.NMR spektrumu

4.1.4 N,N- dibutilaminobenzaldehit icin "H-NMR spektrumu

N(C4H
N(CHo)z (Callole

POCI;

kuru DMF

CHO

Sekil 4.8: N,N-dibutilaminobenzaldehit sentezi

Sentezi boliim 3.3.4° te anlatilan bilesigin Sekil 4.8° daki beklenen spektrumunda da
goriildiigii gibi 9.67 ppm de (s, 1H), 7.7 ppm de (d, J=8.5 Hz, 2H), 6,6 ppm de (d,
J=8.9 Hz, 2H) 3.35 ppm de (t, J= 7.6 Hz, 4H) cikmistir. Azota baglhh CH, deki
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protonlar N’dan dolay1 diisiik alana kayip, 3.35 ppm de ¢ikmiglardir. Karbonile bagl
H ise, O’den dolayi oldukga diisiik alana kayip 9.67 ppm’de pik vermistir.

1.12 112

240 240
M
701 701
7B 753
gt
o
— hee

VI

12121110 9 8 7 6 5 4 3 2

Sekil 4.9: N,N-dibutilaminobenzaldehit icin 'H-NMR spektrumu

4.1.5 N,N-dioktilaminobenzaldehit icin "H-NMR Spektrumu

N(CgH17)2

Sekil 4.10: N,N-dioktilaminobenzaldehit sentezi

Sekil 4.10’de gosterilen dioktil aminobenzaldehit eldesi reaksiyonu, boliim 3.3.5’de

kuru DMF

N(CgH17)2

CHO

PR

anlatilan prosediire gore gerceklestirilmistir. Uriine ait '"H-NMR spektrumunda (Sekil



4.11), 9.68ppm’de karbonile komsu protona ait bir singlet, 7.65ppm ve 6.62 ppm’de
aromatik halkaya ait protonlarin dubletleri (4H), 7.2ppm’de CDCl; piki, 3.28 ppm’de
ise azota bagli protona ait bir triplet goriilmektedir. 1.57 , 1.28 ve 0.87ppm’ de zincir
protonlart multiplet olarak sirasiyla 4, 20 ve 6 H e esdeger integral alanlariyla

gdzlenmistir.

. N

13N Wy 8 ¥ BS54 3 21 0 4

Sekil 4.11: N,N-dioktilaminobenzaldehite ait 'H-NMR spektrumu

4.1.6 N,N-didodesilaminobenzaldehit icin "H-NMR spektrumu

NH(C12Hzs)2 NH(C12Hzs)2
DMF 60 °C Ha Ha
'
POCl; Hg Heg
CHO

Sekil 4.12: N,N-didodesilaminobenzaldehit sentezi
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Bolim 3.3.6° da verilen yonteme gore sentezlenmistir. Uriine ait 'H-NMR
spektrumunda ( Sekil 4.13 ) azota baghh karbondaki protonlar i¢in 3.3 ppm’de
(triplet), en ugtaki protonlar icin yaklasik 0.9 ppm’de triplet ve aradaki protonlar i¢in
yaklagik 1.3 ppm’de multipletler goriilmektedir. Hy protonlar1 6.59 ppm de dublet
(Jas = 8.2 Hz), Hg protonlar1 7.6 ppm’de dublet ( Jga= 8.2Hz ) vermektedir. Aldehid
—CHO protonuna ait pik 9.75 ppm’de (singlet) goriilmektedir. Piklere ait integral

alanlar1 yapidaki proton sayisin1 dogrulamaktadir.

B2e2n1n109 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 pm

Sekil 4.13: N,N-didodesilaminobenzaldehit 'H-NMR spektrumu
p

4.1.7 2-hidroksi-4-oktiloksiasetofenon icin "H-NMR Spektrumu

HO OH I-oktan CgH470 OH
K,CO;4
o) kuru aseton O

Sekil 4.14: 2-hidroksi-4-oktiloksiasetofenon sentezi

36



Sekil 4.14’de gosterilen 2-hidroksi-4-oktiloksiasetofenon eldesi reaksiyonu, boliim
3.3.7°de anlatilan prosediire gore gerceklestirilmistir. Uriine ait 'H-NMR spektrumu
yapiy1 dogrulamaktadir(Sekil 4.15). Aromatik halkaya ait protonlar, 7.6 ppm’de
dublet (1H), 6.5 ppm’de dd (1H)ve 6.4 ppm’de singlet (1H)goriilmektedir. CgH;70
grubuna ait, oksijene bagli metilen protonlart 4.0 ppm’de triplet (2H) halde
goriilmektedir. 2.53 ppm’deki 3H lik singlet keton metiline aittir. Ayrica 1.4
ppm’deki multiplet ile 0.9 ppm’deki triplet zincir protonlarina aittir. Piklere ait

integral alanlar yapidaki proton sayisin1 desteklemektedir.

G.25 0583
406 ,f':' OH

255

1.4z 1.7 51
7.5

1.20 120

1

L |
IIII|IIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIII ppm

312N W09 8 ¢ BE 4 3 2 1 0 A
ppm

.26

Sekil 4.15: 2-hidroksi-4oktiloksiasetofenona ait 'H-NMR spektrumu

4.1.8 FN4 icin "H-NMR spektrumu

O'Na* N(C4Ho)2
O O NaOMe
7
EtOH
N 6
') H0,

Sekil 4.16: FN4 eldesi
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Sekil 4.16’da gosterilen FN4 eldesi reaksiyonu, boliim 3.3.9°da anlatilan prosediire
gore gergeklestirilmistir. Uriine ait 'H-NMR spektrumu ve bu spektrumda piklere ait
integral alanlart yapiy1 dogrulamaktadir (Sekil 4.17). 8.21ppm’ de 5 protonuna ait bir
dublet (1H), 8.15ppm’de 6’ ve 2’ protonlarina ait bir dublet (2H), 7.63ppm’de 7 no’
lu protona ait multiplet (1H) goriilmektedir. 7.53 ppm’de 6no’ lu protona ait doublet
(1H), 7.38ppm’de 8 no’lu protona ait multiplet (1H) ve 6.72ppm’de 3’ ve 5’ no’lu
protonlara ait doublet (2H) goriilmektedir. 3.34 ppm’ de azota bagl zincirin ilk
karbonundaki hidrojenlerin tripleti (4H), devaminda da yine zincire ait hidrojenlerin
1.6 ppm’ de multiplet (4H), 1.35ppm’de multiplet (4H) ve 0.96 ppm’ de triplet (6H)

verdikleri goriilmektedir.

S

ppm

TFWTWFWHTFWTWHTWFTFWW
1413121110 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1
ppm

Sekil 4.17: FN4’iin '"H-NMR spektrumu

4.1.9 OFN4 icin "H-NMR spektrumu

N(C4Hg)2

C8H17O O'Na*
O T o

Hzoz

Sekil 4.18: OFN4 eldesi
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Sekil 4.18’de sematize edilen OFN4 eldesi reaksiyonu, boliim 3.3.15° de anlatilan
prosediire gore gerceklestirilmistir. Uriine ait 'H-NMR spektrumu ve bu spektrumda
piklere ait integral alanlar1 yapiyr dogrulamaktadir (Sekil 4.19). 8.05ppm 2’ ve 6’
protonlarina ait dublet, 8.13 ppm’de 5 numarali protona ait bir dublet goriilmektedir.
6.9 ppm’ deki multiplet 6 ve 8 numarali protonlara aittir, 6.73 ppm’ de ise 3’ ve 5’
protonlarinin dubleti goriilmektedir (2H). 4.02 ppm’de CgH;7O grubunda oksijene
bagh protonun tripleti (2H), 3.30ppm’de ise azota komsu protona ait triplet
bulunmaktadir (4H).

L Ll

i i m
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ppm
2121110 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2

ppm

Sekil 4.19: OFN4’iin 'H-NMR spektrumu

4.1.10 MFN4 icin "H-NMR spektrumu
N(C4Hg)»

MeO O'Na*
NaOMe MeO
EtOH

Hzoz

Sekil 4.20: MFN4 eldesi

39



Sekil 4.20’de gosterilen MFN4 eldesi reaksiyonu, boliim 3.3.12°de anlatilan
prosediire gore gerceklestirilmistir. Uriine ait 'H-NMR spektrumu ve bu spektrumda
piklere ait integral alanlar1 yapiy1 dogrulamaktadir(Sekil 4.21). 8.09ppm’de 2’ ve 6’
protonlarinin dubleti, 8.10ppm’de 6 no’lu protonun dubleti, 6.94ppm’de 5 ve 8
numarali protonlarin multipleti (2H), 6.72ppm’de 3’ ve 5’ protonlarinin dubleti (2H)
goriilmektedir. 3.33ppm’de CH30 grubundaki protonlarin singleti (3H), 3.9°de azota

bagh protonlarn tripleti goriilmektedir.

. L MM

1312110 8 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1
Do

Sekil 4.21: MFN4 icin 'H-NMR Spektrumu

4.1.11 FN8 icin "H-NMR Spektrumu

O'Na* N(CgH17)2NaOMe
\

H,0,

Sekil 4.22: FN8 sentezi
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Sekil 4.22°de gosterilen FN8 eldesi reaksiyonu, bolim 3.3.10’da anlatilan prosediire
gore gergeklestirilmistir. Urline ait 'H-NMR spektrumu ve bu spektrumda piklere ait
integral alanlar1 yapiyr dogrulamaktadir (Sekil 4.23 ve Sekil 4.24). 8.22ppm’ de 5
protonuna ait bir dublet (1H), 8.15ppm’de 6’ ve 2’ protonlarina ait bir dublet (2H),
7.64ppm’de 7 no’ lu protona ait multiplet (1H) goriilmektedir. 7.52 ppm’de 6no’ lu
protona ait doublet (1H), 7.36ppm’de 8 no’lu protona ait multiplet (1H) ve
6.73ppm’de 3’ ve 5’ no’lu protonlara ait doublet (2H) goriilmektedir. 3.33 ppm’ de
azota bagl zincirin ilk karbonundaki hidrojenlerin tripleti (4H), devaminda da yine
zincire ait hidrojenlerin 1.56 ppm’ de multiplet (4H), 1.32ppm’de multiplet (20H) ve
0.87 ppm’ de triplet (6H) verdikleri goriilmektedir.

— ]

131211109 8 7 6 54 3 2 1 0 .1  Ppm

L] : i i
: %5 %Eﬁ _'.i"_ % 3

557 FALEEEE
Bug gt o F

,,_,
o 87
2 E

Slaes
“YEn

T
M

R
Wi
[ .

Sekil 4.24: FN8’e ait H'-NMR Spektrumu(8.4-6.6ppm)
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4.1.12 OFNS icin "H-NMR Spektrumu

N(CgH17)2

C8H17O O'Na*
O T om

H202

Sekil 4.25: OFNS i¢in 6zet sentez reaksiyonu

Sekil 4.25°te gosterilen OFNS8 eldesi reaksiyonu, bolim 3.3.16° da anlatilan
prosediire gore gerceklestirilmistir. Uriine ait "H-NMR spektrumu ve bu spektrumda
piklere ait integral alanlar1t yapiyr dogrulamaktadir (Sekil 4.26 ve Sekil 4.27).
8.08ppm 2’ ve 6’ protonlarina ait dublet, 8.1 ppm’de 5 numarali protona ait bir
dublet goriilmektedir. 6.92 ppm’ daki dublet 6 ve 8 numarali protonlara aittir, 6.7
ppm’ de ise 3’ ve 5’ protonlarinin dubleti goriilmektedir (2H). 4.04 ppm’de CsH;70
grubunda oksijene bagl protonun tripleti (2H), 3.35ppm’de ise azota komsu protona
ait triplet bulunmaktadir (4H).
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Sekil 4.26: OFN8’e ait 'H-NMR spektrumu
p
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Sekil 4.27: OFNS8’e ait 'H-NMR spektrumu(8.2-6.4ppm)
4.1.13 MFNS icin '"H-NMR Spektrumu
MeO O'Na* N(CgH17)2
O ‘ NaOMe MeO
EtOH

H202

Sekil 4.28: MFNS eldesi

Sekil 4.28’de gosterilen MFNS8 eldesi reaksiyonu, boliim 3.3.13’de anlatilan
prosediire gore gerceklestirilmistir. Uriine ait 'H-NMR spektrumu ve bu spektrumda
piklere ait integral alanlar1 yapiyr dogrulamaktadir (Sekil 4.29 ve Sekil 4.30).
8.09ppm’de 2’ ve 6’ protonlarinin dubleti, 8.12ppm’de 6 no’lu protonun dubleti,
6.93ppm’de 5 ve 8 numarali protonlarin dubleti(2H), 6.42ppm’de 3’ ve 5’
protonlariin dubleti (2H) goriilmektedir. 3.1ppm’de CH30O grubundaki protonlarin
singleti (3H), 3.32’de azota bagli protonlarin tripleti goriilmektedir.
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Sekil 4.30: MFNS8’e ait 'H-NMR spektrumu (8.2-6.4 ppm)
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4.1.14 FN12 icin "H-NMR spektrumu

O"Na* N(C12Hps)2
EtOH
—>
\

NaOMe
(0] H,0,

Sekil 4.31: FN12 eldesi

Sekil 4.31°de sematize edilen FN12 eldesi reaksiyonu, boliim 3.3.11°de anlatilan
prosediire gore gerceklestirilmistir. Uriine ait 'H-NMR spektrumu ve bu spektrumda
piklere ait integral alanlar1 yapiyr dogrulamaktadir (Sekil 4.32). 8.1ppm’ de 5
protonuna ait bir dublet (1H), 8.12ppm’de 6’ ve 2’ protonlarina ait bir dublet (2H),
7.59ppm’de 7 no’ lu protona ait multiplet (1H) goriilmektedir. 7.5 ppm’de 6no’ lu
protona ait doublet (1H), 7.32ppm’de 8 no’lu protona ait multiplet (1H) ve
6.68ppm’de 3’ ve 5’ no’lu protonlara ait doublet (2H) goriilmektedir. 3.35 ppm’ de
azota bagli zincirin ilk karbonundaki hidrojenlerin tripleti (4H), devaminda da yine
zincire ait hidrojenlerin 1.58 ppm’ de multiplet (4H), 1.30ppm’de multiplet (36H) ve
0.83 ppm’ de triplet (6H) verdikleri goriilmektedir.

M2 We 87 6 5 4 3 2 1 0 -

Sekil 4.32: FN12 ait 'H-NMR spektrumu

45



4.1.15 OFN12 icin '"H-NMR spektrumu

N(C12H2s)2

CgH4-0O O'Na*
gM17 CaHp0
NaOMe

_EtOH _
Hzoz

Sekil 4.33: OFN12 icin 6zet sentez reaksiyonu

Sekil 4.33’da gosterilen OFN12 eldesi reaksiyonu, boliim 3.3.17° da anlatilan
prosediire gore gerceklestirilmistir. Uriine ait "H-NMR spektrumu ve bu spektrumda
piklere ait integral alanlar1 yapiyr dogrulamaktadir (Sekil 4.34). 8.0ppm 2’ ve 6’
protonlarina ait dublet, 8.09 ppm’de 5 numarali protona ait bir dublet goriilmektedir.
6.89 ppm’ daki multiplet 6 ve 8 numarali protonlara aittir, 6.68 ppm’ de ise 3’ ve 5’
protonlarinin dubleti goriilmektedir (2H). 3.98 ppm’de CgH;7O grubunda oksijene
bagh protonun tripleti (2H), 3.31ppm’de ise azota komsu protona ait triplet
bulunmaktadir (4H).
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Sekil 4.34: OFN12 ait '"H-NMR spektrumu
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4.1.16 MFN12 icin "H-NMR spektrumu

N(Cy2H2s)2
MeO O'Na* N(Cy2H2s)2
O O NaOMe MeO
AN EtOH
OH
O H,0,

Sekil 4.35: MFN12 eldesi

Sekil 4.35’te gosterilen MFN12 eldesi reaksiyonu, boliim 3.3.14’de anlatilan
prosediire gore gerceklestirilmistir. Uriine ait "H-NMR spektrumu ve bu spektrumda
piklere ait integral alanlar yapiy1 dogrulamaktadir (Sekil 4.36). 8.08ppm’de 2’ ve 6’
protonlarinin dubleti, 8.11ppm’de 6 no’lu protonun dubleti, 6.91ppm’de 5 ve 8
numarali protonlarin multipleti (2H), 6.89ppm’de 3’ ve 5’ protonlarinin dubleti (2H)
goriilmektedir. 3.30 ppm’de CH30 grubundaki protonlarin singleti (3H), 4.01°de

azota bagli protonlarin tripleti goriilmektedir.
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Sekil 4.36: MFN12’ye ait 'H-NMR spektrumu
4.2 Misellerle Yapilan Floresans Calismalari

Miseller yiizeyaktif maddelerin kendi aralarinda diizenlenerek olusturdugu
yapilardir. Sulu c¢ozeltide polar kisim dis yiizeyi, hidrokarbon zincirleri ise

hidrofobik i¢ cekirdegi meydana getirir. Bircok endiistriyel kullanimi disinda
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miseller biyomembran modeli olarak da kullanilabilmektedir. Misellerin ve
biyomembranlarin hidrofobik cekirdekleriyle etkilesime girebilecek ve polariteye
hassas 2 band verebilen problara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu sebeple, sentezlenen
boyalarin, nétral TritonX-100 ve katyonik CTAB yiizeyaktif maddelerinin

olusturdugu misellerle etkilesiminin incelendigi bir seri deneyler gergeklestirilmistir.
4.2.1 Triton X-100 ile olusturulan misellerle yapilan 6l¢iim sonuclar:

Tiim boyalar, Triton X-100 ile olusturulan misellerle iyi etkilesime girmislerdir.
Suda yaklagik sifir olan floresans siddeti, belli degerlere yiikselmis ve yiizeyakif
maddenin kritik misel konsantrasyonuna (CMC) uygun konsantrasyonda maksimum

siddet gdzlenmistir.

FN4-8-12 serisi N* ve T* bandlarinin siddet oranlar1 birbiriden degisik olan ve en
yiiksek floresans siddetini gosteren pikler vermislerdir. Zincir uzunlugu arttikca
N*/T* oran1 6nemli sekilde azalmakta ve pikler daha kisa dalga boyuna kaymaktadir.
Bu florofor ¢evresinin degistiginin 6nemli bir belirtisidir. Diger bir deyisle, zincir
boyunun uzamasi ile miselin i¢inde daha polar ve hidrate kisimdan, hidrofobik

kisima dogru gecis olmaktadir.

MEN ve OFN serileriyle yapilan dl¢timlerde oldukca degisik sonuglar elde edilmistir.
MFN4’ te yaklagsik ayni siddette iki pik gozlenirken, OFN4’ te T* bandi oldukca
yiiksektir. (Sekil 4.37) Bu bize boyanin diisiik polarite yerlesimini isaret eder.
Bunlara ek olarak, OFN4 disinda, bu boyalar azalan bir bagil siddet gostermektedir.
Bunun nedeninin boyalarin bazi kisimlarinin miselde agregasyona ugramasi ya da

quenching (soniim) etkisi oldugu diisiiniilmiistiir.
4.2.2 CTAB ile olusturulan misellerle yapilan 6l¢iim sonuclar:

FN serisi ile yapilan Olciimlerde daha uzun dalga boyuna kaymis ve sadece bagil
olarak siddetli N* bandi1 gézlenmistir. Yani, bagli zincirin uzunluguna bakilmaksizin,
florofor polar misel yiizeyinde kalmis ve hidrate olmustur (4-pozisyonundaki

karbonil grubu su ile hidrojen bagi yapmustir).

MEFN ve OFN serilerine baktigimizda MFNS haricinde bagil floresans siddetlerinin
oldukga diisiik oldugu ya da MFN12 ve OFN12’ de goriildiigii gibi onemli sekilde
quenching (séniim) etkisi oldugu gozlenmistir (Sekil 4.38). Burada meydana gelen
quencing etkisinin, énemli bir quench edici olarak bilinen ve yiizeyaktif maddeden

gelen brom iyonundan kaynaklandigi belirtilmelidir.
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Sekil 4.37: Su icinde olusturulmus Triton X-100 miseli ile prob etkilesimleri
MFNS8 de gozlenen iyi ayrilmig ve esit siddetteki iki floresan bandi, bize boyanin
polar ve hidrate olmamis bir ¢cevrede oldugunu gostermektedir.

Bandlarin enlerinin bagil olarak az olmasi, bize problarin bulunduklari ortamda
heterojenlik olmadigin gosterir. [1]

Misel caligmalarinin sonucuna goriilmiistiir ki, sentezlenen boyalarda, floresans
veren grup (florofor {iinitesi) aymi olmasma ragmen, spektroskopik o6zellikleri,
miselde yerlestikleri bolgeye ve yonelimlerine gore degisiklik gostermektedir. MFN8
ve OFN4 problari, florofor iinitelerinin hidrofobik yerlesim yapma olasiligindan
dolayi, degisik misel ve ciftkatmanli yapilar, ayrica apolar arayiizler i¢cin en dikkat
cekici olanlaridir. Problarn diisiik polariteye sahip bolgeye yerlesimleri asagidaki
olgularla kanitlanabilir:

(i) Polariteye en hassas olan N* bandinin konumu diisiikk politedeki aprotik
solventlerde buna uymaktadir.

(i) Boyalarin hidrojen bagi yapmis olduklarina dair higbir kanit yoktur. Hidrojen

bagi olmast durumunda spektrumda siddetli sekilde uzun dalga boyuna kayma
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goriilmesi gerekirdi. Misel cekirdekleri, hidrojen bagi donorii olabilecek gruplar
tasimamaktadir. Dolayisiyla bu baglarin kurulabilmesi i¢in beklenebilecek en uygun
grup, hidrasyon suyudur. Sonu¢ olarak, problar su molekiilleriyle tamamiyle

etkilesimden uzak haldedirler.
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Sekil 4.38: Su i¢cinde olusturulmus CTAB miseli ile prob etkilesimleri

(iii) Suda c¢oziinebilen ve carpisma ile giiclii bir quencher (soniim gerceklestirici)
etkisi olan iyot ilavesi ile quenching (soniim) etkisi gozlenmemistir. Bu bulgu,
ozellikle CTAB miselleri i¢in kamtlayici olmustur. Ciinkii, polar arayapida, I’
iyonlar1 Br iyonlar ile yer degistirerek lokal konsantrasyonlarini yeteri kadar cok
arttirabilmektedirler.

Elde ettigimiz verilere gore, polariteye hassas boyanin, suda hazirlanmis miseldeki
susuz hidrofobik ¢ekirdegi ile basariyla etkilesime girebilen ilk 6rnegidir. Daha once
calisilmig, daha basit yapili 3HF tiirevleri bu hedefe ulasamamislardir. Ayrica,

aminofitalen, kumarin ve aminofitalimid tiirevleri gibi, diisiik polaritede caligilmig
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problarin, miselde cekirdek ile araylizey bolgeleri arasinda dagilim gosterdikleri ve

hidrasyon suyu ile 6nemli dl¢iide hidrojen bag: yaptiklari bilinmektedir.

4.3 Sonug

Sonug olarak, floresans spektrumunda cevre polaritesine duyarli iki band veren ve
secimli olarak diisiik polarite yerlesimini tercih eden problar gelistirilmesi amaciyla,
3-hidroksiflavon tiirevleri sentezlenmistir. Bu maddeler, benzerleriyle aym ana
spektroskopik ozellikleri gdstermekle birlikte, se¢cimli olarak diisiik polariteye sahip
cevrelerle etkilesime girmektedirler. Bu ozellikleri, nétral ve katyonik misellerle
yapilan c¢alismalarda gosterilmistir. Buna gore, hidrofobik siibstitiientin konumu ve
uzunlugu, saf solventlerle yapilan Olgiimlerde bir degisiklige neden olmazken,
misellerle yapilan dl¢timlerde, spektroskopik ozelliklerin 6nemli sekilde degismesine

neden olmustur.
Boylece, biyolojik sistemlerle daha iyi iletisime girebilen, biyolojik kirliligi
belirleme 6zelligine sahip olabilecek, secici olarak hiicrelere duyarliligi artmis ve

hiicre hakkinda daha fazla bilgi edinmeye olanak saglayabilecek problar

sentezlenmistir.
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