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Organize Surfaktant Yapilar Varhginda Floresin ve
Safranin-T Arasindaki Enerji Transferi

isi

Ebru BOZKURT!

OZET: Bu calismada, Floresin ve Safranin-T molekiilleri arasindaki enerji transferi ters misel ve mikro-emiilsiyon
sistemlerde UV-Gor. absorpsiyon, durgun-hal ve zamana-bagl floresans spektroskopisi teknikleri kullanilarak
incelenmigtir. Su, ters misel ve mikro-emiilsiyon ¢ozeltileri icerisindeki enerji transfer parametreleri hesaplanmugtir.
Floresin ve Safranin-T molekiilleri arasindaki enerji transferinin yiiksek verimde meydana geldigi ve enerji transfer
parametrelerinin ortamin boyutu degistirilerek kontrol edilebilecegi gézlenmistir.
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Energy Transfer between Fluoresin and Safranin-T
in the Presence of Organized Surfactant Structures”

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 microemiilsion systems. The energy transfer parameters were calculated in water, reverse micelle
and microemiilsion 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.
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GIRIS

Elektron, proton ve enerji transfer olaylari
molekiil i¢ci ve molekiiller arasinda meydana gelen en
onemli olaylardir. Floresans Rezonans Enerji Transferi
(FRET), bir molekiilden (donér=D) diger molekiile
(akseptor=A) enerjinin 151masiz olarak transfer edildigi
fizikokimyasal bir prosestir (Chatterjee et al. 2005).
FRET mekanizmas1 Forster Teorisi ile agiklanabilir
(Seth et al. 2005). Forster FRET ’in, donor-akseptor
ciftinin baz1 spektroskopik ve geometrik dzelliklerine
bagli olan uzun mesafeli dipol-dipol rezonans etkilesimi
ile meydana geldigini onermistir (De and Girigoswami
2004). Bu teoriye gore, enerji transferinin meydana
gelmesi; dondr molekiiliiniin emisyon spektrumu
ile akseptor molekiiliiniin absorpsiyon spektrumlari
arasindaki spektral ¢cakigsma alanina, donériin kuantum
verimine, dondr ve akseptor molekiillerinin gegis
dipol momentlerinin relatif yonlenmesine ve dondr
ve akseptdr molekiillerinin gegis dipol momentleri
arasindaki mesafeye baglidir (Chatterjee et al., 2005;
Wang et al.2015). Ayrica enerji transfer etkinligi, donor-
akseptor arasindaki mesafenin 1/6. kuvvetiyle orantili
olarak degisir (Das et al. 2011; Ohta et al. 2016). Enerji
transfer etkinliginin mesafeye bagliligi, A dlcegindeki
mesafeleri belirlemek icin oldukg¢a avantajlidir (Hillisch

et al. 2001). FRET, fotosensitizasyon ve fotosentez gibi
enerji doniisiim olaylari (Sundstrom et al. 1999), DNA
yapisinin aydinlatilmasi (Clegg, 1992), iyon sensor
teknolojisi gibi bircok alanda kullanilmaktadir (Chen et
al. 2016; Dey et al. 2014).

Ters miseller, polar ve apolar coziiciilerde
uygun surfaktant molekiiliiniin ¢ozlinmesiyle olusan
diizenli agregatlardir (Sekil 1). Bu sistemlerde polar
¢oziicli olarak saf su, surfaktant olarak ise dioktil
siilfosiiksinat sodyum tuzu (AOT) sik¢a kullanilir
(Eskici and Axelsen 2016; Ghosh et al. 2017).
Ters misel sistemlerde, olusan nano olcekteki su
havuzlarinin boyutu W  (suyun surfaktanta molar
orani) parametresi ile karakterize edilir (Chowdhary
and Ladanyi 2009). W, degeri 15’ten kiigiik olan
sistemler ters misel, W = 15 olan sistemler ise
mikro-emiilsiyon olarak adlandirilirlar (Pileni,
1993). Ters miseller, nano partikiil sentezi (Eastoe et
al. 2006; Quinlan et al. 2000), ilac tasarim1 (Miiller-
Goymann, 2004), tekstil endiistrisi (Wang et al.
2016) ve biyomolekiillerin saflastirilmasi (Mathew
and Juang 2007) gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir.
Ayrica, floresan boya bilesiklerinin foto-fiziksel
ozellikleri de bu sistemlerde incelenmektedir (Hazra
and Sarkar 2001).

» Polar ¢dziicli havuzu

— Apolar ¢dzici

Surfaktant

Sekil 1. Ters misel sistemlerin yapisi

Bu calismada, Floresin (FL) ve Safranin-T
(ST) arasindaki enerji transferinin ters misel
ortamlarda incelenmesi amaglanmistir. Bu amacla,
FL-ST i¢in saf su ve farkli W  degerlerine sahip
ters misel ortamlarda UV-Gor. absorpsiyon, durgun-
hal ve zamana-bagli floresans Ol¢limleri alinmasi
planlanmigtir. Tim c¢ozelti sistemleri i¢in FRET
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parametreleri hesaplanmasi diisiiniilmiistiir. Bu
caligmanin sonuclari ile FRET temelli yeni bir sistem
elde edilmig olacaktir. Ters miseller kullanilarak
FRET  parametrelerinin  kontrol  edilebilmesi
enerji transferinin kullanildigi elektronik ve optik
alanindaki bir¢ok caligsmaya 1s1k tutacaktir (Rabouw
et al. 2014; Shi et al. 2015).
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MATERYAL VE YONTEM
Materyaller

3,7-diamino-2,8-dimetil-5-fenilfenazinyum kloriir
(Safranin-T) ve n-heptan (apolar c¢oziicii olarak)
Merck, 3’,6’-dihidroksispiro[izobenzofuran-1(3H),9’-
[9H]ksanten]-3-on (Floresin), dioktil siilfosiiksinat
sodyum tuzu (AOT) ve diger kimyasallar ise Sigma

COO Na*

X

Na* O (0] O

(a)

firmalarindan temin edilmistir. FL. ve ST’nin 1x10-
3 M’lik stok cozeltileri sirasiyla etanol ve metanol
icerisinde hazirlanmigtir. Su, ters misel ve mikro-

emiilsiyon  cozeltilerindeki ~ problarin  istenen
konsantrasyondaki numuneleri, bu stok cozeltilerden
¢Oziiciiniin buharlastirilmasiyla hazirlanmustir.

Caligmada kullanilan boyar maddelerin molekiiler
yapilar1 Sekil 2.’de verilmistir.

H,N N NH,

(b)

Sekil 2. Molekiiler yapilar1 (a) Floresin (FL) ve (b) Safranin-T (ST)

Ters Misellerin Hazirlanmasi

Ters misel c¢ozeltileri sodyum bis(2-etilhekzil)
stilfostiksinat (AOT), n-heptan ve saf su kullanilarak,
saf suyun surfaktanta molar orammni veren W
parametresine bagh olarak hazirlanmigtir. Bu amacla
once 40 ml n-heptan igerisinde AOT ¢o6ziilmiis, daha
sonra istenen W deerinde ters miselleri elde etmek
icin gerekli miktardaki saf su eklenmistir. Biitiin ters
misel ve mikro-emiilsiyonlar i¢cin AOT 0,09 M olarak
almmustir (Hazra and Sarkar 2001). Tiim 6l¢iimler i¢in
FL ve ST konsantrasyonlar: sirastyla 20 uM ve 6 uM
olarak ayarlanmigtir ve tiim 6l¢limler oda sicakliginda
kaydedilmisgtir.

Cihazlar

Tim numunelerin UV-Gor.
spektrumlari

absorpsiyon ve

floresans sirasiyla  Perkin  Elmer

0,0, (3)(2) (=)
s "r\p,) \n2) \1-10-9Ds
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Lambda 35 UV/VIS spektrofotometre ve Shimadzu
RF-5301PC spektroflorometre ile kaydedilmistir.
Durgun-hal floresans oOlciimleri i¢cin numuneler 400
nm’de uyarilmis ve floresans siddetleri 410-700
nm dalgaboyu aralifinda kaydedilmistir. Floresans
yasam Omrii ve durgun-hal anizotropi Ol¢iimleri,
Photon Technology International (PTI) firmasindan
LaserStrobe Model TM3 spektroflorofotometre ile
gerceklestirilmigtir. Cihazin uyarma kaynagi pulse
azot lazeri/ayarlanabilir boya lazeri kombinasyonu
olup, FL boya bilesiginin durulma egrileri (A =
457 nm) aritmetik progresyona gore zaman artisi ile
dogrusal olmayan bir zaman 6lgegi kullanarak 200
kanal tizerinden toplanmistir. Floresans durulmalari,
cihazin yagam omrii dagilim analizi yazilimu ile analiz
edilmistir (Bozkurt et al. 2012).

Floresans kuantum verimleri (®) Parker-Rees
metoduyla belirlenmistir. Parker-Rees denklemi;

)]
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seklinde verilip, burada @ ve ®_sirasiyla, numune
ve referansin floresans kuantum verimi; D, ve D,
sirastyla numune ve referansin diizeltilmis floresans
spektrumu altindaki alanlari; 1 ve 1 _sirastyla numune
ve referansin ¢oziiciisiiniin kirilma indisi; OD_ve OD ,
sirastyla numune ve referansin uyarilma dalga boyunda
(A= 400 nm) olgiilen optik yogunlugudur (Tan et al.
2014). Referans olarak floresin bilesiginin 0,1 M NaOH
icerisindeki ¢ozeltisi kullanilmigtir. Floresin bilesiginin
0,1 M NaOH igerisinde 496 nm uyarma dalgaboyundaki
0,95+0,03’tiir (Brouwer, 2011).
Bu deger i¢in verilen uyarma dalgaboyu (496 nm)

kuantum verimi

Ker = — (&)6

Tp \T

esitligi ile verilir. Burada, T, akseptor bulunmadig:
durumda dondriin yasam Omrii, r dondr-akseptor
arasindaki mesafe ve R, Forster mesafesini ifade

Ro = 0.211[x*n~*QpJ(W)]"/°

Bu esitlikte; Q, akseptoriin bulunmadigi durumda
dondriin kuantum verimi, 1 ortamin kirilma indisi ve
k? ise yonlendirme faktoriidiir. Bu faktor, dondriin
ve akseptoriin gecis dipollerinin uzaydaki relatif

yonelimini tarif eder ve genellikle dondr ve akseptoriin

Jy Fp(ea(M)A*dr
Jy> Fp(M)da

J) =

esitligi ile verilir. Fp(A) akseptoriin bulunmadig:
durumda donériin normalize floresans siddeti ve €4 (A)

ise akseptoriin molar absorptivite katsayidir. Onemli

FRET parametrelerinden biri olan enerji transfer

F T
E:1_ DA=1_ DA
Fp Tp
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calismada kullanilan uyarma dalga boyundan farkli olsa
dahi referans bilesiklerin kuantum verimleri ¢cogunlukla
uyarma dalga boyundan bagimsizdir. Kuantum
verimi hesaplamak i¢in kullanilan referans bilesik
numune ile ayni1 dalga boyunda uyariimalidir. Boylece
farkli uyarma dalgaboylarindan kaynaklanan siddet
farkliliklarinin diizeltilmesine ihtiya¢ kalmamaktadir

(Lakowicz, 2013).
FRET Parametrelerinin Hesaplanmasi

Forster Teorisi’ne gore floresans rezonans enerji
transfer hizi (k);

2

etmektedir. R, enerji transferinin %350°sinin meydana
geldigi anda dondr-akseptor arasindaki mesafe olup bu
deger asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanabilir.

(€))

spektral ortiisme integrali (J(A)) i¢in en uygun ortalama
dinamik dagilimin oldugu deger olan 2/3 olarak kabul
edilir. Spektral ortlisme integrali, dondriin emisyon
spektrumu ve akseptoriin absorpsiyon spektrumu
arasindaki spektral ortiigme derecesini temsil eder ve

“)

etkinligi, akseptor molekiiliiniin varhginda (t,,/F;,)
ve yoklugundaki (t_/F) durumlarda dondriin floresans
yasam Omrii ve floresans siddeti degerleri kullanilarak
asagidaki esitlik yardimiyla hesaplanmigstir (Lakowicz,
2013):

&)
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Gelen 151k siddeti sabit oldugunda Oolgiilen

anizotropi durgun-hal anizotropi (r) olarak
adlandirilir. Iyy; hem uyarma hem de emisyon
polarizerlerinin elektrik alan vektoriiniin diizleme

dik, Iyy; ise uyarma polarizerinin elektrik alan

_ Iyv-Glvy
Iyv+2Glyg

Burada G, diizeltme faktorii olup;

G = v
Inu
seklinde ifade edilir.
BULGULAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada, donor molekiilii olarak Floresin
(FL) ve akseptdr molekiilii olarak Safranin-T (ST)
kullanilmigtir. Donér (FL) ve akseptor (ST) icin

vektoriiniin diizleme dik ve emisyon polarizerinin
elektrik alan vektoriiniin diizleme yatay oldugu
durumdaki floresans giddetleri olmak iizere
durgun-hal anizotropisi (6) esitligi ile hesaplanir

(Lakowicz, 2013).

(6)

)

uygun konsantrasyonlar belirlendikten sonra enerji
transferinin meydana gelebilmesi igin var olmasi
gereken spektral ortiigme alanlart FL-ST cifti icin tim

calisilan ortamlarda belirlenmistir (Sekil 3).
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Normalize Floresans Sidder

Normalize Floresans Siddeti

Normalize Floresans Sidden

Sekil 3. FL-ST cifti igin saf su ve farkli W degerine sahip ters misel ve mikro-emiilsiyon ortamlardaki spektral drtiigme alanlart
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Iki molekiilin emisyon ve absorpsiyon
spektrumlarinin ortiistiigii belirlendikten sonra bu
molekiiller arasinda enerji transferinin varligini
kanitlamak icin donériin uyarma dalga boyunda
(A, .= 400 nm) FL ve ST molekiillerinin ayr1 ayri
ve FL-ST ciftinin birlikte floresans ol¢iimleri
alinmistir. Sekil 4a’da goriildiigii gibi donériin
uyarma dalga boyunda FL-ST cifti icin alinan

spektrumda 449 ve 566 nm dalgaboylarinda iki

pikin varlig1 belirlenmigtir. 449 nm’deki floresans
pik siddetinin saf FL’nin pik siddetine kiyasla daha
diisiik, 566 nm’deki floresans pik siddetinin ise saf
ST’nin pik siddetine kiyasla daha biiyiik oldugu
gdzlenmigtir. Aym1 sonuglar ters misel sistemlerde
alinan dlciimlerde de gozlenmistir (Sekil 4b). Bu
durum iki molekiil arasinda bir enerji transferinin
varligin1 kanitlamaktadir (Bozkurt et al. 2015; Lee
et al. 2015).

1200 =

10040 =

Floresans Siddeti (5.B.)

350

Dalgaboye (nm)

Floresans Siddeti (5.8.)

Dalgaboyu (mm)

Sekil 4. FL, ST ve FL-ST cifti i¢in (a) saf su ve (b) ters misel ortamlardaki floresans spektrumlar1 (A, = 400 nm)

Bu sonuclar 1s18inda enerji transferinin varlifi
kanitlandiktan sonra iki molekiil arasindaki enerji
transferine ters misel ve mikro-emiilsiyon ortamlarin
etkisi incelenmigtir. Farkli W (2-45) degerine sahip
ters miseller icerisinde FL-ST cifti icin alinan floresans
spektrumlar1 Sekil 5a’da verilmistir. Sekil 5b ve 5c’de
gortildiigii gibi su havuzu boyutlart W =2°den W =45’¢

150

degistirildikce, hem dondriin hem de akseptoriin floresan
maksimumlarinda kirmiziya kayma ve akseptoriin pik
siddetinde bir artis meydana geldigi belirlenmistir.
Floresans spektrumlarinda gézlemlenen bu kaymalar,
ters misel ve mikro-emiilsiyon ortamlarindaki boyalarin
etrafindaki mikro cevrenin saf sudaki kogullarindan farkli
oldugunu gostermektedir (De and Girigoswami 2004).
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Sekil 5. (a) FL-ST cifti (b) FL ve (c) ST i¢in saf su, farkli ters misel ve mikro-emiilsiyon ortamlardaki floresans spektrumlari
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Farkli ters misel ve mikro-emiilsiyon ortamlarda
FL ve ST arasindaki enerji transferi spektral olarak
belirlendikten sonra, FRET
parametreler (2), (3), (4) ve (5) esitlikleri yardimiyla

icin Onemli olan

hesaplanmigtir. Cizelge 1’de FL-ST cifti icin farkh
ortamlarda hesaplanan c¢esitli FRET parametreleri
verilmistir.

Cizelge 1. FL-ST cifti icin saf su ve farkli W degerine sahip ters misel ve mikro-emiilsiyon ortamlardaki FRET parametreleri

T ——3
Ortam O {M"']:;gnm‘} {:r:) {n:n} kh{l:'l}ﬂ B’ Ly
. 0.65 3.48 8.65 3.27 6.16 .00 038
W2 0.78 3.04 8.72 4.68 0.94 0.98 0.2
Wo=d 0.74 3.49 8.60 4.08 2.08 0.99 0.5
Wo=8 0.87 3.46 8.82 3.86 3.52 0.99 0.6
Wo=15 0.85 3.56 8.83 3.56 5.69 .00 0.12
We=20 0.89 3.59 8.92 3.59 5.77 .00 0.17
S 0.89 3.60 8.93 3.60 5.69 .00 0.16
Wo=45 0.84 3.63 8.86 3.45 7.37 1.00 021

"Durgun-hal dlgiimlerinden; E=1-Fpa/Fp

“*Zamana-bagh dlgiimlerden; E=1-tpa/tp esitlikleri kullamlarak hesaplanmistir.

Cizelge 1°de goriildiigii gibi saf su ortaminda
spektral ortiisme integrali J(A)= 3,48x10'¢ M'cm
'nm*, Forster mesafesi R=8,65 nm ve dondr-
akseptor arasindaki mesafe r=3,27 nm bulunmustur.
Ters misel ve mikro-emiilsiyon ortamlarda W degeri
arttikca, bu degerlerin saf sudaki degerlere kiyasla
daha biiyiik oldugu goriilmiistiir. Ters misel ve mikro-
emiilsiyon ortamlarda R degerlerinin saf sudakine
kiyasla biiyiik olmasi, caligilan sistemlerdeki
floresans enerji transferinin uzun mesafeli dipol-dipol
etkilesimlerinden kaynaklandiginm1 gostermektedir.
Bununla birlikte saf suda dondr-akseptor arasindaki
ters misel ve

mesafe (1) mikro-emiilsiyon

ortamlardaki degerlerden daha kiicilk olmasina
ragmen enerji transfer etkinliginin (E) bu ortamlarda
saf suya yakin hatta ayn1 ¢ikmasi spektral Ortiisme
alanlarinin

biiyiikliiginden  kaynaklanmaktadir

152

(Aydin et al. 2009). Ayrica E degerlerinin FL ve ST
cifti i¢in, misellerde ve lipozomlarda yapilan daha
onceki caligmalara kiyasla onemli Olgiide yliksek
oldugu gozlenmistir (Bozkurt et al. 2013; Chatterjee
et al. 2005). Negatif yiikli surfaktant (AOT) ile
pozitif yiikli akseptor molekiilii (ST) arasindaki
elektrostatik etkilesimlerden dolay: ters miseller ve
mikro-emiilsiyonlarda ST molekiiliiniin ¢oziinlirliigi
artmaktadir. Bu yiizden ST molekiilii polar ¢oziicii/
surfaktant ara ylizeylerine yakin bolgelerde lokalize
olmaktadir. W,
lokalizasyonu degistirilebilmekte ve bdylece enerji
transfer etkinligi kontrol edilebilmektedir (Sekil 6).
Ayrica dondr-akseptdr arasindaki mesafe (r) arttikca

degeri degistirilerek  probun

enerji transfer hizi azalmaktadir. Saf sudaki enerji
transfer hizi (k; ) oldukg¢a yiiksek olup W, degeri
arttikca ters misel icerisindeki su bilegimi arttigindan
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k. degeri saf sudaki degere yaklagmaktadir. Bununla
birlikte degisen su bilesimine bagli olarak donér
ve akseptoriin floresans spektrumlarinda goézlenen
kaymalarin

ortam polaritesinin  farkliligindan

kaynaklandig1 belirlenmis olup, bu farkliliklardan
dolay1 su ve diger ortamlarda enerji transfer
hizlarinda da farkliliklar oldugu goézlenmistir (Seth

et al. 2005).

10K = ]

0,995«

0,590 = = =

0,985«

Enerji Transfer Verimliligi (E)

10,951 = [ ]

Sekil 6. Enerji transfer verimliliginin (E), W degerine bagh olarak degisimi

FL-ST cifti icin, enerji transfer hiz sabitlerini ve
enerji transfer etkinligini belirlemek amaciyla durgun-
hal 6l¢iimlerinin yan sira hem saf su hem de ters misel
yapilar igerisinde zamana-bagli floresans olclimleri de

yapimustir. Dondr molekiiliiniin (FL) saf su ve farkl
W, degerine sahip ters misel ve mikro-emiilsiyon
ortamlardaki floresans durulma egrileri Sekil 7’de
verilmigtir.

Cibar Tepki Fanksiyons
(IHE)

Siddet

Faman {ns)

Sekil 7. FL igin saf su ve farklt W degerine sahip ters misel ve mikro-emiilsiyon ortamlardaki floresans durulma egrileri

Ortama akseptor molekiilii (ST) eklendiginde FL’in
yasam Omrii degerlerinin azaldig1 Cizelge 2’de acik¢a
goriilmektedir. Ayrica, zamana-bagli 6l¢iim verilerinden
hesaplanan enerji transfer etkinligi degerlerinin, durgun-
hal hesaplamalarinda gériilen trende sahip oldugu
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belirlenmistir (Cizelge 1). Ancak FL’nin yasam omrii
degerlerinin single-eksponansiyel olmasindan dolay1 bu
parametrenin durgun-hal verilerinden hesaplanmasinin
daha iyi olacag bilinmektedir (Seth et al. 2005).
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Cizelge 2. Saf su ve farkli W degerine sahip ters misel ve mikro-emiilsiyon ortamlarda FL igin ST nin varliginda (t,,) ve yoklugunda (t)

floresans yagsam omrii ve anizotropi (r) degerleri

Oriam T
We=2 4438
We=d 422
=8 4.053
Wi=15 4094
We=211 4051
W30 4.006
Wi=45 39062
Saf su 5.596

Donériin (20 uM FL) saf su ve ters misel
sistemler icerisindeki durgun-hal anizotropi degerleri
W, degerlerinin fonksiyonu olarak Cizelge 2’de
verilmigtir. Cizelgede goriildigi gibi W degeri
arttikga anizotropi azalmig fakat en biyik W/
degerinde bile saf suda gozlenen degerden (-0.16)
cok yiiksek bir deger goézlenmistir. Bu durum
FL bilesiginin saf sudaki durumuna kiyasla ters

SONUC

Bucalismada,Floresinve Safranin-Tmolekiilleri
arasindaki enerji transferine organize surfaktant
sistemlerin etkisi UV-Gor. absorpsiyon, durgun-hal
ve zamana-bagh floresans spektroskopisi teknikleri
kullanilarak incelenmistir. FL-ST cifti icin su, ters
misel ve mikro-emiilsiyon ¢ozeltiler icerisindeki
enerji transfer parametreleri hesaplanmigtir. Ters
misel ve mikro-emiilsiyon ortamlarin boyutlari
degistirilerek donor-akseptér arasi mesafe (r)
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