
ÖZET: Bu çalışmada, Floresin ve Safranin-T molekülleri arasındaki enerji transferi ters misel ve mikro-emülsiyon 
sistemlerde UV-Gör. absorpsiyon, durgun-hal ve zamana-bağlı floresans spektroskopisi teknikleri kullanılarak 
incelenmiştir. Su, ters misel ve mikro-emülsiyon çözeltileri içerisindeki enerji transfer parametreleri hesaplanmıştır. 
Floresin ve Safranin-T molekülleri arasındaki enerji transferinin yüksek verimde meydana geldiği ve enerji transfer 
parametrelerinin ortamın boyutu değiştirilerek kontrol edilebileceği gözlenmiştir.

Anahtar Kelimeler: Floresans rezonans enerji transferi (FRET), Floresin, Förster mesafesi, Safranin-T, Ters misel.

ABSTRACT: In this study, energy transfer between Fluorescein and Safranine T molecules were investigated 
by using UV-Vis absorption, steady-state and time-resolved fluorescence spectroscopy techniques in reverse 
micelle and microemülsion systems. The energy transfer parameters were calculated in water, reverse micelle 
and microemülsion solution. It was observed that energy transfer between Fluorescein and Safranine T molecules 
occurs at high efficiency and the energy transfer parameters can be controlled by changing the size of the media.

Keywords: Fluorescence resonance energy transfer (FRET), Fluorescein, Förster distance, Reverse micelle, 
Safranine-T.
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GİRİŞ

Elektron, proton ve enerji transfer olayları 
molekül içi ve moleküller arasında meydana gelen en 
önemli olaylardır. Floresans Rezonans Enerji Transferi 
(FRET), bir molekülden (donör=D) diğer moleküle 
(akseptör=A) enerjinin ışımasız olarak transfer edildiği 
fizikokimyasal bir prosestir (Chatterjee et al. 2005). 
FRET mekanizması Förster Teorisi ile açıklanabilir 
(Seth et al. 2005). Förster FRET’in, donör-akseptör 
çiftinin bazı spektroskopik ve geometrik özelliklerine 
bağlı olan uzun mesafeli dipol-dipol rezonans etkileşimi 
ile meydana geldiğini önermiştir (De and Girigoswami 
2004). Bu teoriye göre, enerji transferinin meydana 
gelmesi; donör molekülünün emisyon spektrumu 
ile akseptör molekülünün absorpsiyon spektrumları 
arasındaki spektral çakışma alanına, donörün kuantum 
verimine, donör ve akseptör moleküllerinin geçiş 
dipol momentlerinin relatif yönlenmesine ve donör 
ve akseptör moleküllerinin geçiş dipol momentleri 
arasındaki mesafeye bağlıdır (Chatterjee et al., 2005; 
Wang et al. 2015). Ayrıca enerji transfer etkinliği, donör-
akseptör arasındaki mesafenin 1/6. kuvvetiyle orantılı 
olarak değişir (Das et al. 2011; Ohta et al. 2016). Enerji 
transfer etkinliğinin mesafeye bağlılığı, Å ölçeğindeki 
mesafeleri belirlemek için oldukça avantajlıdır (Hillisch 

et al. 2001). FRET, fotosensitizasyon ve fotosentez gibi 
enerji dönüşüm olayları (Sundström et al. 1999), DNA 
yapısının aydınlatılması (Clegg, 1992), iyon sensör 
teknolojisi gibi birçok alanda kullanılmaktadır (Chen et 
al. 2016; Dey et al. 2014).

Ters miseller, polar ve apolar çözücülerde 
uygun surfaktant molekülünün çözünmesiyle oluşan 
düzenli agregatlardır (Şekil 1). Bu sistemlerde polar 
çözücü olarak saf su, surfaktant olarak ise dioktil 
sülfosüksinat sodyum tuzu (AOT) sıkça kullanılır 
(Eskici and Axelsen 2016; Ghosh et al. 2017). 
Ters misel sistemlerde, oluşan nano ölçekteki su 
havuzlarının boyutu W0 (suyun surfaktanta molar 
oranı) parametresi ile karakterize edilir (Chowdhary 
and Ladanyi 2009). W0 değeri 15’ten küçük olan 
sistemler ters misel, W0 ≥ 15 olan sistemler ise 
mikro-emülsiyon olarak adlandırılırlar (Pileni, 
1993). Ters miseller, nano partikül sentezi (Eastoe et 
al. 2006; Quinlan et al. 2000), ilaç tasarımı (Müller-
Goymann, 2004), tekstil endüstrisi (Wang et al. 
2016) ve biyomoleküllerin saflaştırılması (Mathew 
and Juang 2007) gibi birçok alanda kullanılmaktadır. 
Ayrıca, floresan boya bileşiklerinin foto-fiziksel 
özellikleri de bu sistemlerde incelenmektedir (Hazra 
and Sarkar 2001).

Şekil 1. Ters misel sistemlerin yapısı  

Bu çalışmada, Floresin (FL) ve Safranin-T 
(ST) arasındaki enerji transferinin ters misel 
ortamlarda incelenmesi amaçlanmıştır. Bu amaçla, 
FL-ST için saf su ve farklı W0 değerlerine sahip 
ters misel ortamlarda UV-Gör. absorpsiyon, durgun-
hal ve zamana-bağlı floresans ölçümleri alınması 
planlanmıştır. Tüm çözelti sistemleri için FRET 

parametreleri hesaplanması düşünülmüştür. Bu 
çalışmanın sonuçları ile FRET temelli yeni bir sistem 
elde edilmiş olacaktır. Ters miseller kullanılarak 
FRET parametrelerinin kontrol edilebilmesi 
enerji transferinin kullanıldığı elektronik ve optik 
alanındaki birçok çalışmaya ışık tutacaktır (Rabouw 
et al. 2014; Shi et al. 2015).
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MATERYAL VE YÖNTEM

Materyaller 

3,7-diamino-2,8-dimetil-5-fenilfenazinyum klorür 
(Safranin-T) ve n-heptan (apolar çözücü olarak) 
Merck, 3’,6’-dihidroksispiro[izobenzofuran-1(3H),9’-
[9H]ksanten]-3-on (Floresin), dioktil sülfosüksinat 
sodyum tuzu (AOT) ve diğer kimyasallar ise Sigma 

firmalarından temin edilmiştir. FL ve ST’nin 1x10-

3 M’lık stok çözeltileri sırasıyla etanol ve metanol 
içerisinde hazırlanmıştır. Su, ters misel ve mikro-
emülsiyon çözeltilerindeki probların istenen 
konsantrasyondaki numuneleri, bu stok çözeltilerden 
çözücünün buharlaştırılmasıyla hazırlanmıştır. 
Çalışmada kullanılan boyar maddelerin moleküler 
yapıları Şekil 2.’de verilmiştir.

            
OO

COO
-

Na+

O-
Na+

                          

N+

NH3C CH3

H2N NH2

   

                                                       (a)                                                                                                 (b)

Şekil 2. Moleküler yapıları (a) Floresin (FL) ve (b) Safranin-T (ST)

Ters Misellerin Hazırlanması

Ters misel çözeltileri sodyum bis(2-etilhekzil) 
sülfosüksinat (AOT), n-heptan ve saf su kullanılarak, 
saf suyun surfaktanta molar oranını veren W0 
parametresine bağlı olarak hazırlanmıştır. Bu amaçla 
önce 40 ml n-heptan içerisinde AOT çözülmüş, daha 
sonra istenen W0 değerinde ters miselleri elde etmek 
için gerekli miktardaki saf su eklenmiştir. Bütün ters 
misel ve mikro-emülsiyonlar için AOT 0,09 M olarak 
alınmıştır (Hazra and Sarkar 2001). Tüm ölçümler için 
FL ve ST konsantrasyonları sırasıyla 20 µM ve 6 µM 
olarak ayarlanmıştır ve tüm ölçümler oda sıcaklığında 
kaydedilmiştir.  

Cihazlar

Tüm numunelerin UV-Gör. absorpsiyon ve 
floresans spektrumları sırasıyla Perkin Elmer 

Lambda 35 UV/VIS spektrofotometre ve Shimadzu 
RF-5301PC spektroflorometre ile kaydedilmiştir. 
Durgun-hal floresans ölçümleri için numuneler 400 
nm’de uyarılmış ve floresans şiddetleri 410-700 
nm dalgaboyu aralığında kaydedilmiştir. Floresans 
yaşam ömrü ve durgun-hal anizotropi ölçümleri, 
Photon Technology International (PTI) firmasından 
LaserStrobe Model TM3 spektroflorofotometre ile 
gerçekleştirilmiştir. Cihazın uyarma kaynağı pulse 
azot lazeri/ayarlanabilir boya lazeri kombinasyonu 
olup, FL boya bileşiğinin durulma eğrileri (λexc = 
457 nm) aritmetik progresyona göre zaman artışı ile 
doğrusal olmayan bir zaman ölçeği kullanarak 200 
kanal üzerinden toplanmıştır. Floresans durulmaları, 
cihazın yaşam ömrü dağılım analizi yazılımı ile analiz 
edilmiştir (Bozkurt et al. 2012). 

Floresans kuantum verimleri (Φ) Parker-Rees 
metoduyla belirlenmiştir. Parker-Rees denklemi;

5 
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 111 

∅𝑠𝑠 = ∅𝑟𝑟 (
𝐷𝐷𝑆𝑆
𝐷𝐷𝑟𝑟
) (𝜂𝜂𝑠𝑠

2

𝜂𝜂𝑟𝑟2
) (1−10

−𝑂𝑂𝐷𝐷𝑟𝑟

1−10−𝑂𝑂𝐷𝐷𝑠𝑠)                                          (1) 112 

 113 

şeklinde verilip, burada Φs ve Φr sırasıyla, numune ve referansın floresans kuantum 114 

verimi; Ds ve Dr, sırasıyla numune ve referansın düzeltilmiş floresans spektrumu 115 

altındaki alanları; ηs ve ηr sırasıyla numune ve referansın çözücüsünün kırılma indisi; 116 

ODs ve ODr, sırasıyla numune ve referansın uyarılma dalga boyunda (λexc= 400 nm) 117 

    
(1)
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şeklinde verilip, burada Φs ve Φr sırasıyla, numune 
ve referansın floresans kuantum verimi; Ds ve Dr, 
sırasıyla numune ve referansın düzeltilmiş floresans 
spektrumu altındaki alanları; ηs ve ηr sırasıyla numune 
ve referansın çözücüsünün kırılma indisi; ODs ve ODr, 
sırasıyla numune ve referansın uyarılma dalga boyunda 
(λexc= 400 nm) ölçülen optik yoğunluğudur (Tan et al. 
2014).  Referans olarak floresin bileşiğinin 0,1 M NaOH 
içerisindeki çözeltisi kullanılmıştır. Floresin bileşiğinin 
0,1 M NaOH içerisinde 496 nm uyarma dalgaboyundaki 
kuantum verimi 0,95±0,03’tür (Brouwer, 2011). 
Bu değer için verilen uyarma dalgaboyu (496 nm) 

çalışmada kullanılan uyarma dalga boyundan farklı olsa 
dahi referans bileşiklerin kuantum verimleri çoğunlukla 
uyarma dalga boyundan bağımsızdır. Kuantum 
verimi hesaplamak için kullanılan referans bileşik 
numune ile aynı dalga boyunda uyarılmalıdır. Böylece 
farklı uyarma dalgaboylarından kaynaklanan şiddet 
farklılıklarının düzeltilmesine ihtiyaç kalmamaktadır 
(Lakowicz, 2013).

FRET Parametrelerinin Hesaplanması 

Förster Teorisi’ne göre floresans rezonans enerji 
transfer hızı (kET);
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kET = 1
τD
(𝑅𝑅0𝑟𝑟 )

6
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eşitliği ile verilir. Burada, τD akseptör bulunmadığı durumda donörün yaşam ömrü, r 130 

donör-akseptör arasındaki mesafe ve R0 Förster mesafesini ifade etmektedir. R0, enerji 131 

transferinin %50’sinin meydana geldiği anda donör-akseptör arasındaki mesafe olup bu 132 

değer aşağıdaki eşitlik kullanılarak hesaplanabilir. 133 

 134 
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kırılma indisi ve κ2 ise yönlendirme faktörüdür. Bu faktör, donörün ve akseptörün geçiş 137 

dipollerinin uzaydaki relatif yönelimini tarif eder ve genellikle donör ve akseptörün 138 
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 ise yönlendirme faktörüdür. Bu faktör, donörün 
ve akseptörün geçiş dipollerinin uzaydaki relatif 
yönelimini tarif eder ve genellikle donör ve akseptörün 

spektral örtüşme integrali (J(λ)) için en uygun ortalama 
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olan 2/3 olarak kabul edilir. Spektral örtüşme integrali, donörün emisyon spektrumu ve 140 

akseptörün absorpsiyon spektrumu arasındaki spektral örtüşme derecesini temsil eder ve 141 

J(λ) = ∫ FD(λ)εA(λ)λ4dλ∞
0

∫ FD(λ)dλ∞
0

         (4) 142 

eşitliği ile verilir. FD(λ) akseptörün bulunmadığı durumda donörün normalize floresans 143 

şiddeti ve εA(λ) ise akseptörün molar absorptivite katsayıdır.  144 

Önemli FRET parametrelerinden biri olan enerji transfer etkinliği, akseptör 145 
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Gelen ışık şiddeti sabit olduğunda ölçülen 
anizotropi durgun-hal anizotropi (r) olarak 
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 (7)

şeklinde ifade edilir.  

BULGULAR VE TARTIŞMA

Bu çalışmada, donör molekülü olarak Floresin 
(FL) ve akseptör molekülü olarak Safranin-T (ST) 
kullanılmıştır. Donör (FL) ve akseptör (ST) için 

uygun konsantrasyonlar belirlendikten sonra enerji 
transferinin meydana gelebilmesi için var olması 
gereken spektral örtüşme alanları FL-ST çifti için tüm 
çalışılan ortamlarda belirlenmiştir (Şekil 3). 
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Şekil 3. FL-ST çifti için saf su ve farklı W0 değerine sahip ters misel ve mikro-emülsiyon ortamlardaki spektral örtüşme alanları
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İki molekülün emisyon ve absorpsiyon 
spektrumlarının örtüştüğü belirlendikten sonra bu 
moleküller arasında enerji transferinin varlığını 
kanıtlamak için donörün uyarma dalga boyunda 
(λexc= 400 nm) FL ve ST moleküllerinin ayrı ayrı 
ve FL-ST çiftinin birlikte floresans ölçümleri 
alınmıştır. Şekil 4a’da görüldüğü gibi donörün 
uyarma dalga boyunda FL-ST çifti için alınan 
spektrumda 449 ve 566 nm dalgaboylarında iki 

pikin varlığı belirlenmiştir. 449 nm’deki floresans 
pik şiddetinin saf FL’nin pik şiddetine kıyasla daha 
düşük, 566 nm’deki floresans pik şiddetinin ise saf 
ST’nin pik şiddetine kıyasla daha büyük olduğu 
gözlenmiştir. Aynı sonuçlar ters misel sistemlerde 
alınan ölçümlerde de gözlenmiştir (Şekil 4b). Bu 
durum iki molekül arasında bir enerji transferinin 
varlığını kanıtlamaktadır (Bozkurt et al. 2015; Lee 
et al. 2015). 

Şekil 4. FL, ST ve FL-ST çifti için (a) saf su ve (b) ters misel ortamlardaki floresans spektrumları (λexc= 400 nm)

Bu sonuçlar ışığında enerji transferinin varlığı 
kanıtlandıktan sonra iki molekül arasındaki enerji 
transferine ters misel ve mikro-emülsiyon ortamların 
etkisi incelenmiştir. Farklı W0  (2-45) değerine sahip 
ters miseller içerisinde FL-ST çifti için alınan floresans 
spektrumları Şekil 5a’da verilmiştir. Şekil 5b ve 5c’de 
görüldüğü gibi su havuzu boyutları W0=2‘den W0=45’e 

değiştirildikçe, hem donörün hem de akseptörün floresan 
maksimumlarında kırmızıya kayma ve akseptörün pik 
şiddetinde bir artış meydana geldiği belirlenmiştir. 
Floresans spektrumlarında gözlemlenen bu kaymalar, 
ters misel ve mikro-emülsiyon ortamlarındaki boyaların 
etrafındaki mikro çevrenin saf sudaki koşullarından farklı 
olduğunu göstermektedir (De and Girigoswami 2004).
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Şekil 5. (a) FL-ST çifti (b) FL ve (c) ST için saf su, farklı ters misel ve mikro-emülsiyon ortamlardaki floresans spektrumları 
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Farklı ters misel ve mikro-emülsiyon ortamlarda 
FL ve ST arasındaki enerji transferi spektral olarak 
belirlendikten sonra, FRET için önemli olan 
parametreler (2), (3), (4) ve (5) eşitlikleri yardımıyla 

hesaplanmıştır. Çizelge 1’de FL-ST çifti için farklı 
ortamlarda hesaplanan çeşitli FRET parametreleri 
verilmiştir. 

Çizelge 1. FL-ST çifti için saf su ve farklı W0 değerine sahip ters misel ve mikro-emülsiyon ortamlardaki FRET parametreleri

Çizelge 1’de görüldüğü gibi saf su ortamında 
spektral örtüşme integrali J(λ)= 3,48x1016 M-1cm-

1nm4, Förster mesafesi R0=8,65 nm ve donör-
akseptör arasındaki mesafe r=3,27 nm bulunmuştur. 
Ters misel ve mikro-emülsiyon ortamlarda W0 değeri 
arttıkça, bu değerlerin saf sudaki değerlere kıyasla 
daha büyük olduğu görülmüştür. Ters misel ve mikro-
emülsiyon ortamlarda R0 değerlerinin saf sudakine 
kıyasla büyük olması, çalışılan sistemlerdeki 
floresans enerji transferinin uzun mesafeli dipol-dipol 
etkileşimlerinden kaynaklandığını göstermektedir. 
Bununla birlikte saf suda donör-akseptör arasındaki 
mesafe (r) ters misel ve mikro-emülsiyon 
ortamlardaki değerlerden daha küçük olmasına 
rağmen enerji transfer etkinliğinin (E) bu ortamlarda 
saf suya yakın hatta aynı çıkması spektral örtüşme 
alanlarının büyüklüğünden kaynaklanmaktadır 

(Aydın et al. 2009). Ayrıca E değerlerinin FL ve ST 
çifti için, misellerde ve lipozomlarda yapılan daha 
önceki çalışmalara kıyasla önemli ölçüde yüksek 
olduğu gözlenmiştir (Bozkurt et al. 2013; Chatterjee 
et al. 2005). Negatif yüklü surfaktant (AOT) ile 
pozitif yüklü akseptör molekülü (ST) arasındaki 
elektrostatik etkileşimlerden dolayı ters miseller ve 
mikro-emülsiyonlarda ST molekülünün çözünürlüğü 
artmaktadır. Bu yüzden ST molekülü polar çözücü/
surfaktant ara yüzeylerine yakın bölgelerde lokalize 
olmaktadır. W0 değeri değiştirilerek probun 
lokalizasyonu değiştirilebilmekte ve böylece enerji 
transfer etkinliği kontrol edilebilmektedir (Şekil 6). 
Ayrıca donör-akseptör arasındaki mesafe (r) arttıkça 
enerji transfer hızı azalmaktadır. Saf sudaki enerji 
transfer hızı (kET) oldukça yüksek olup W0 değeri 
arttıkça ters misel içerisindeki su bileşimi arttığından 
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kET değeri saf sudaki değere yaklaşmaktadır. Bununla 
birlikte değişen su bileşimine bağlı olarak donör 
ve akseptörün floresans spektrumlarında gözlenen 
kaymaların ortam polaritesinin farklılığından 

kaynaklandığı belirlenmiş olup, bu farklılıklardan 
dolayı su ve diğer ortamlarda enerji transfer 
hızlarında da farklılıklar olduğu gözlenmiştir (Seth 
et al. 2005).

Şekil 6. Enerji transfer verimliliğinin (E), W0 değerine bağlı olarak değişimi

FL-ST çifti için, enerji transfer hız sabitlerini ve 
enerji transfer etkinliğini belirlemek amacıyla durgun-
hal ölçümlerinin yanı sıra hem saf su hem de ters misel 
yapılar içerisinde zamana-bağlı floresans ölçümleri de 

yapılmıştır. Donör molekülünün (FL) saf su ve farklı 
W0 değerine sahip ters misel ve mikro-emülsiyon 
ortamlardaki floresans durulma eğrileri Şekil 7’de 
verilmiştir. 

Şekil 7. FL için saf su ve farklı W0 değerine sahip ters misel ve mikro-emülsiyon ortamlardaki floresans durulma eğrileri

Ortama akseptör molekülü (ST) eklendiğinde FL’in 
yaşam ömrü değerlerinin azaldığı Çizelge 2’de açıkça 
görülmektedir. Ayrıca, zamana-bağlı ölçüm verilerinden 
hesaplanan enerji transfer etkinliği değerlerinin, durgun-
hal hesaplamalarında görülen trende sahip olduğu 

belirlenmiştir (Çizelge 1). Ancak FL’nin yaşam ömrü 
değerlerinin single-eksponansiyel olmasından dolayı bu 
parametrenin durgun-hal verilerinden hesaplanmasının 
daha iyi olacağı bilinmektedir (Seth et al. 2005).
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Çizelge 2. Saf su ve farklı W0 değerine sahip ters misel ve mikro-emülsiyon ortamlarda FL için ST’nin varlığında (τDA) ve yokluğunda (τD) 
floresans yaşam ömrü ve anizotropi (r) değerleri

Donörün (20 µM FL) saf su ve ters misel 
sistemler içerisindeki durgun-hal anizotropi değerleri 
W0 değerlerinin fonksiyonu olarak Çizelge 2’de 
verilmiştir. Çizelgede görüldüğü gibi W0 değeri 
arttıkça anizotropi azalmış fakat en büyük W0 
değerinde bile saf suda gözlenen değerden (-0.16) 
çok yüksek bir değer gözlenmiştir. Bu durum 
FL bileşiğinin saf sudaki durumuna kıyasla ters 

misellerdeki su havuzlarında daha sınırlı olarak 
hareket ettiğini göstermektedir. Bu nedenle, 
enerji transfer olayı misel/su arayüzündeki FL 
molekülünden, su havuzunda çözünmüş akseptör 
molekülüne (ST) gerçekleşmektedir (Seth et al. 2005). 
Ayrıca r değerinin artması, ters misel havuzlarında 
bağlı suyun içerisindeki mikroçevrenin saf sudan 
farklı olduğunu göstermektedir (Bose et al. 2009). 

SONUÇ 

Bu çalışmada, Floresin ve Safranin-T molekülleri 
arasındaki enerji transferine organize surfaktant 
sistemlerin etkisi UV-Gör. absorpsiyon, durgun-hal 
ve zamana-bağlı floresans spektroskopisi teknikleri 
kullanılarak incelenmiştir. FL-ST çifti için su, ters 
misel ve mikro-emülsiyon çözeltiler içerisindeki 
enerji transfer parametreleri hesaplanmıştır. Ters 
misel ve mikro-emülsiyon ortamların boyutları 
değiştirilerek donör-akseptör arası mesafe (r) 

ve enerji transfer verimliliği (E) gibi önemli 
parametrelerin kontrol edilebileceği gözlenmiştir. 
Ayrıca yüksek değerlerde enerji transfer 
verimliliğinin elde edilmesi literatürde oldukça 
az rastlanan sonuçlar arasında yer almaktadır. Bu 
sonuçlar enerji transferinin sıklıkla kullanıldığı ışık 
saçan diyotlar (LED), florometrik iyon sensörleri ve 
biyosensörler gibi birçok araştırma alanına önemli 
katkılar sağlayacaktır (Bozkurt et al. 2015; Min et 
al. 2014; Shi et al. 2015).  
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