2. BIOLOGINIY OBJEKTU LIUMINESCENCIJA.

2.1 lvadas. Liuminescencijos reiskinys

Daugelis fotofizikiniy ir fotocheminiy vyksmy yra Sviesos saveikos su bioobjektu
pasekmés. Vienas 1§ pagrindiniy — Sviesos emisijos vyksmas, kuris, be abejonés, yra labai
informatyvus tiriant ne tik bioobjektus ar biostruktiiras, bet ir pacCiame bioobjekte
vykstancius procesus. Bendresniu pavadinimu §is reiskinys Zinomas kaip liuminescencija,
kuri jungia du optiskai suzadintos molekulés energijos relaksacijos kelius — fluorescencija
ir fosforescencija. Kaip minéta ankstesniame skyriuje, molekulei sugérus Sviesos kvanta,
iSorinés orbitalés elektronas perSoka i vieng i§ laisvy molekulés elektroniniy lygmeny ir
molekulé tampa energiSkai suzadinta. Molekulé turi rinkini neuzpildyty lygmeny ir
elektrono Suoli i tuscia lygmeni lemia fotono energijos dydis, arba, tiksliau, Sviesos
bangos ilgis. Suzadinta molekulé¢ yra nepusiausvyrosios biisenos, todél visada stengiasi
uzimti energiSkai Zzemiausia padéti, tai yra relaksuoja i pagrinding nesuzadintaja biisena,
pertekling energija atiduodama aplinkinéms molekuléms, transformuodama ja i savo
atomy virpesing ir / ar rotacing energija, arba iSspinduliuodama energija Sviesos kvanto
pavidalu, t. y., liuminescuodama.

Liuminescencijos reiSkinio nereikéty painioti su kiino Siluminiu spinduliavimu —
Jji aptarsime kitame skyrelyje. Remiantis S. Vavilovo apibrézimu, liuminescencija
vadiname tam tikros temperatiiros kiino perteklini (vir§ Siluminio spinduliavimo)
Svytéjima tam tikroje spektro srityje, jeigu Sis perteklinis Svytéjimas i§ karto neiSnyksta
pasalinus ji sukelianCia priezasti. Véliau S. Vavilovas patikslino savo apibrézima
pridédamas trukmeés kriteriju: liuminescencija yra Svyt¢jimo perteklius vir§ Siluminio
spinduliavimo, jeigu jis turi baigting trukme — mazdaug 100 s ir daugiau. Svytéjimo
trukmé yra tiesiogiai susijusi su molekuliy suzadintosios biisenos gyvavimo trukme. Tai
gana biidingas liuminescencijos pozymis, skiriantis ja nuo Sviesos sklaidos, atspindzio ir
kity reiSkiniy. Véliau buvo sukurtas dar vienas liuminescencijos apibrézimas, apibiidinant
ja kaip nepusiausviraji suzadinty daleliy arba i§ ju sudaryty medziagy spinduliavima.
Nepusiausvirasis ~ §vytéjimo pobudis atskiria liuminescencija nuo  Siluminio
spinduliavimo, kuris vyksta esant pusiausvirajam elektrony pasiskirstymui daleliy

energijos lygmenyse. Deja, visa apimancio liuminescencijos apibrézimo taip ir nepavyko



suformuluoti, tad atsizvelgiant { objekto tyrimo salygas ir liuminescencijos savybes,
pabréziami vieni ar kiti liuminescencijos parametrai. Praktinio pritaikymo poziiiriu
svarbu tai, kad liuminescencija galima stebéti arba registruoti jautriais prietaisais ar
medZiagomis, ir i§ liuminescencijos parametry rinkinio ne tik identifikuoti konkrecia
molekulg, bet ir atpazinti biologinius objektus bei sistemas.

Pagal Svyté¢jimo trukme liuminescencija skirstoma i fluorescencija (10'11—10'8 s),
fosforescencija (>lO'6 s) ir uzdelstaja fluorescencija. Uzdelstoji fluorescencija budinga
medziagoms, kuriy energinis tarpas tarp S; ir T; lygmeny yra mazas (mazdaug k-T eilés).
Uzdelstosios fluorescencijos daznis lygus fluorescencijos dazniui, taCiau Svyté€jimo
trukmé yra daug ilgesné.

Gamtoje vykstanti liuminescencija taip pat yra skirstoma pagal jos suzadinimo
pobiidi:

fotoliuminescencija — §vytéjimui naudojama sugertos $viesos energija,

(bio-)chemiliuminescencija — Svytéjimas salygotas biologinése sistemose

vykstan¢iy cheminiy reakcijy metu susidariusios perteklinés energijos virsmuy,

termoliuminescencija — Sildomuy medZziagy Svytéjimas (pasireis$kia esant zemai
tripletinio lygmens padéciai energijos skaléje),

elektroliuminescencija — suzadinama stipriu elektriniu lauku,

sonoliuminescencija — ultragarso poveikyje atsiradgs Svytéjimas,

triboliuminescencija — Svytéjimas dél trinties,

katodoliuminescencija — suzadinama katodiniais spinduliais,

rentgenoliuminescencija — suzadinama rentgeno spinduliais,

radioliuminescencija — suzadinama greitosiomis dalelémis.

2.2 Molekuliy sugerties ir fluorescencijos charakteristiky rysys

Tarkime, kad idealiy molekuliy, kurios visa sugerta energija pavercia $viesos
kvantais (fluorescencija), sistema pasiekianc¢io Sviesos pluosto intensyvumas yra |I.
Tokiame pluoste fotony skaicius bus I/hv, o sugerty fotony skaiius sistemos tiirio
vienete — o-n-I/hv. Nuostovaus zadinimo salygomis sugerty fotony skaiCius per 1 s turi

buti lygus i§spinduliuoty fotony skaiciui:



onhl—vzkﬂn*; (2.4.1)

&ia kq - fluorescencijos spartos konstanta [s*], n” - suzadinty molekuliy koncentracija.
PerraSome (2.4.1) iSraiska:
I Ka()n*hv,

ov)n—=

; 2.4.2
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Cia vy - fluorescencijos daznis, h - Planko konstanta, o sugerties skerspjavis o(v)-n=k(v)
(zr. (1.5.7) 18raiska).

Kairéje lygybés puséje esantis narys I/hv nuostovaus Zadinimo salygomis iSlicka
pastovus, t.y., I/hy = const. Definéje puséje esantis narys kn(v)-n“-hvy isreiskia

fluorescencijos intensyvuma lg. Tada (4.4.2) iSraiSka galima uZraSyti Sitaip:

|
k(v)-const = - L (2.4.3)
Vi

Si israiska naudojama sugretinant sugerties ir fluorescencijos spektrus, o taip pat
skaiCiuojant grynai elektroninio Suolio dazni. Ji yra iSvesta idealioms molekuléms, kai
kiekviena sugerties akta lydi fluorescencijos aktas. Praktikoje, kaip taisykle, dalis
sugertos energijos gali biiti prarasta kitais budais (zr. 1.27 pav.). Taciau jvertinus
energijos nuostolius (2.4.3) iSraiSka gali buti pritaikoma ir tuomet. Lyginant sugerties ir
fluorescencijos spektrus, (2.4.3) israiskoje vietoje sugerties koeficiento k(v) galima
naudoti ekstinkcijos koeficienta &(v).

Fluorescencija apibiidinama jos trukme m=1/ky. Eksperimentiskai ismatuojama
jos gyvavimo trukmé 7y visuomet mazesné uz teoring 7, nes lygmens S; uzpildos
maz¢jima beveik visuomet salygoja ne vienas, bet keli vyksmai: fluorescencija (kg),
vidiné (ky) ir interkombinaciné (ki) konversija bei gesinimas (kq), jeigu tirpale yra
gesiklis (pvz., deguonis). Taigi, tikroji fluorescencijos gyvavimo trukmé lygi:

1
T, = ;
Pk kK +k,[Q]

(2.4.4)

¢ia [Q] — gesiklio koncentracija.



2.3 Fluorescencijos kvantinis nasumas

Fluorescencija galima charakterizuoti jos energiniu arba kvantiniu naSumu.
Energinis nasumas - isspinduliuotos Eg ir sugertos Es energijy santykis:
Eq

— 25.1
Pen = £ (25.1)

S

Kvantinis nasumas - per ta pati laika i§spinduliuotu Ny ir sugerty Ns fotony skai¢iy santykis:

N
P =N— (25.2)
Nesunku jsitikinti, kad
1%
Pen = Pro v—“ , (25.3)

Cia vy Ir v; - vidutinés fluorescencijos ir sugerties dazniy vertés. Kadangi vs>vy, tal @en<oxy -

Pagal Lomelio (Lommel) désni suzadintos molekulés fluorescuoja visomis
kryptimis, todél, matuojant energini fluorescencijos naSuma, reikia tiksliai iSmatuoti
sugertos ir | visa erdve iSspinduliuotos energijos srauty absoliutines vertes.

Apskaiciuoti fluorescencijos energini ir kvantini naSuma pagal (2.5.1 — 2.5.3)
israiskas, remiantis absoliutiniais sugertos ir isspinduliuotos energijos matavimais, yra
sudétinga. Dél Sios priezasties fluorescencijos kvantinis naSumas praktikoje dazniausiai
matuojamas palyginamuoju biidu. Jo esmg sudaro tai, kad vienodomis eksperimento
salygomis yra iSmatuojami etalono ir tiriamojo tirpalo fluorescencijos integraliniai

intensyvumai. Tuomet tiriamosios medziagos fluorescencijos kvantinis nasumas:

) j F(2)dA j ce®(1)dA

=const - 2.5.4
i (pk”j F(A)dA [ce(A)dA (2.54)

&Ga F(A) ir F®(1) — tiriamojo bandinio ir etalono kvantinio intensyvumo funkcijos
(F(V)=la/hw), o — etalono fluorescencijos kvantinis nasumas, const — spektry korekcijos
koeficientas.

Fluorescencijos kvantini naSuma taip pat galima uzraSyti naudojant fluorescencijos,
vidinés ir interkombinacinés konversiju grei¢io konstantas:

kfl

- (2.5.5)
Kq +k, +Kyg

gokv:q):



Jeigu tirpale yra gesiklis (pvz., deguonis), tai fluorescencijos kvantinis nasumas bus
mazesnis ir lygus
_ kfI

kfl +kv +le +kg [Q]

?, (2.5.6)

Fluorescencijos kvantiniy nasumy terpéje be gesiklio ir esant gesikliui santykj aprago Sterno
(Stern) ir Folmerio (Vollmeer) formulé:
¢ _
— =1+K[QJ, (25.7)
Pq
kur fluorescencijos gesinimo konstanta

k
=9 (2.5.8)
Kq +K, +Ki

Atliekant eksperimenta matuojamas fluorescencijos intensyvumas, todél kvantini
naSuma patogiau uzrasyti naudojant intensyvumus:

e _xplo _ 1 (2.5.9)
¢y Kogly 1y

2.4 Liuminescencijos zadinimo spektrai. Liuminescenciné

analizé

Nagrin¢jant biosistemas ir bioobjektus, ju liuminescenciniy savybiy tyrimai yra vieni
informatyviausiy. Kokybin¢ liuminescenciné analizé naudojama atskiry molekuliy bei ju
charakteristiky kitimo tyrimuose. Molekulés pasizymi charakteringais fluorescencijos
spektrais, be to, fluorescencijos spektry charakteristikos yra jautrios aplinkos salygoms ir
molekuliy tarpusavio saveikai. Nemaziau svarbi ir antroji liuminescencijos tyrimy pusé — jos
kiekybiniy parametry ivertinimas. Matuojant fluorescencijos spektro intensyvuma galima
nustatyti ir molekuliy koncentracija.

Jeigu Zadintume liuminescencija monochromatine Sviesa, atsiranda galimybé
iSmatuoti bandinio liuminescencijos intensyvumo priklausomybe nuo sugerty kvanty
skai¢iaus. Didesnis sugerty zadinancios spinduliuotés kvanty skaicius, aisku, lems ir
didesni fluorescencijos intensyvuma:

li=k@lo(1-T) =k @lo (1-10"") (2.6.1)



¢ia lp — krintancios spinduliuotés intensyvumas, ¢ — fluorescencijos kvantinis nasumas,
T — bandinio pralaidumas, k — dydis, priklausantis nuo pasirinktos matavimo aparattiros
charakteristiky: surenkamos Sviesos erdvinio kampo, monochromatoriumi ar Sviesos filtru
apriboto spektro plo€io ir Sviesos imtuvo jautrio. Kadangi nei ¢x, nei aparatiiros konstanta
k nepriklauso nuo zadinancios Sviesos bangos ilgio, tai matuojamo fluorescencijos
intensyvumo pokyciai (dazniausiai registruojami ties intensyviausios fluorescencijos
juostos maksimumu), zadinant bandinj skirtingy bangos ilgiy Sviesa, atspindi bandinio
(tiriamosios medZiagos) sugerties spektra. Si priklausomybé vadinama fluorescencijos
zadinimo spektru. Bandiniams, kuriy optinio tankio D = &cl verté nevirsija 0,1, iSskleidus
bandinio pralaidumo T israiska eilute ir atsizvelgiant tik | jos tiesinj narj, fluorescencijos
intensyvuma ir optinj tanki galima susieti tiesine priklausomybe, pasiekiant mazesng nei
5 % paklaida. Tuomet (2.6.1) sarysis uzraSomas taip:
Ig / lo = |n10K'(0f|-D = 2,31('(0f|-D (2.6.2)
Taigi, kai tiriamo bandinio optinis tankis nedidelis, liuminescencijos intensyvumas
proporcingas molekuliy bandinyje koncentracijai. Tiesa, aparatiirinés konstantos x dydis
néra lengvai nustatomas, tad dazniausiai tiriamo bandinio molekuliy koncentracija
nustatoma lyginat iSmatuota fluorescencijos intensyvuma (1) su zinomos koncentracijos (Cs)
etaloninio tirpalo fluorescencijos intensyvumu (lg). Siuo atveju tiriamo bandinio

koncentracija yra lygi

C= Cq— (2.6.3)

Taciau, jei tiriamas keliy medziagy miSinys, bei galimas energijos perdavimas i§ vienos

suzadintoje biisenoje esancios medziagos kitai medziagai, (2.6.2) sarysis negalios.



