1. Monochromatinés Sviesos sugertis. Lamberto-Bugerio-Bero
désnis

Vienas i pirmyju bioobjekto ir Sviesos saveikos akty yra Sviesos sugertis. Sugerties
pasékoje biomolekulé jgauna perteklinés energijos, kuri gali biiti panaudojama tolesniy
fotofizikiniy, fotocheminiy ir fotobiologiniy vyksmuy inicijavimui ir vykdymui. Sios
perteklinés energijos migracijos ir relaksacijos keliy tyrimai optiniais ar kitais metodais
suteikia informacijos apie biomolekuliy ir biosistemy struktiira bei juose vykstancius
procesus.

Sviesos sugertj aprasan¢ius désnius aptarsime pasinaudodami bandinio sugerties
matavimo eksperimentu. Tegu kiuveté su tiriamuoju tirpalu apSvieciama intensyvumo lg
monochromatine $viesa (1.13 pav.). Jeigu tirpalas sugeria Sviesa, tai pro tirpala praéjusios
Sviesos intensyvumas | bus mazesnis. Krentancios ir praéjusios $viesos intensyvumuy santykis
vadinamas tirpalo pralaidumu T:

T=11/1 (1.5.1)

Tirpalo sugerciai apibudinti galima naudoti ir kita parametra,— sugerties koeficienta
A. Neatsizvelgiant i sklaida,

A=1-T=(lo-I)/lo=1s/ 1o (1.5.2)
kur Is — bandinio sugertos $viesos intensyvumas.

Natiralu, kad tiek tirpalo koncentracija,

tieck Sviesos nueitas kelias keicia pro tirpala

| ||: | 3 | praéjusios Sviesos intensyvuma. Pabandykime
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e N NS .. rasti priklausomybg tarp $iy dydziy. Tam tikslui
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bandinyje i$skiriame plona sluoksneli dl

(1.13 pav.).

Tegu bandinio molekuliy, sugerianciy

Sviesa, koncentracija lygi n[cm?®]. Taikinio

A

> teorijos  rémuose  kiekviena  molekulé
1.13 pav. Schema Bugerio-Lamberto-Bero apibudinama  efektyviu ~ $viesos  pagavos
désnio iSvedimui skerspjiiviu  (pagavos skerspjiviu) S [cm?].
Bendra pagavos skerspjiviu suma isskirtame sluoksnelyje, skaiCiuojama 1 cm’ plotui ir

storiui dl, lygi S-n-dl. Taigi, sklindancios $viesos intensyvumo lo pokytis sluoksnelyje di

lygus:



dl =-Ip-Sndl (1.5.3)
Minusas Zymi tai, kad intensyvumas sumazéjo. Tuomet, sugertos ir kritusios Sviesos
intensyvumy santykis:

dl / lp=-S-ndl (1.5.4)
Po integravimo visu bandinio plo¢iu gauname:

In(1/1g) =-Sn1 arba 1/ lo=T=e5". (1.5.5)
Vienalytése sistemose Sviesos sugert] apraso Bugerio (Bouguer) désnis:

I=lo-e™*"; (1.5.6)
¢ia lp yra Kkritusios, o | — praéjusios $viesos intensyvumas, | — optinio kelio ilgis (bandinio ar
kiuvetés storis). Dydis k yra vadinamas sugerties koeficientu. Aprasant $viesos sugerties
molekulinése sistemose vyksma, yra jvedama molekuliy, patalpinty Sviesos sraute, sugerties
akto statistinés tikimybés savoka, t.y., molekuliy sugerties skerspjivis o. Sugerties akto
tikimybé, perskaiciuota vienai molekulei, yra vadinama sugerties skerspjiiviu:

o=k/n; (1.5.7)
Sviesos sugertj silpnai sugeriandiuose pigmenty tirpaluose apraso Bugerio ir Bero (Beer)
désnis (dar vadinamas Bugerio-Lamberto-Bero désniu):

I=lg- e (1.5.8)
Skaiciavimuose patogu naudoti deSimtainius logaritmus, todél (1.5.8) désni galima paraSyti
kitaip:

I=lo- 107" (1.5.9)
Sioje formuléje & vadinamas ekstinkcijos koeficientu arba tiesiog ekstinkcija. Medziagos
tirpalo koncentracija c isreiskiama [mol/l] = [M], optinio kelio ilgis | — [cm], todél
ekstinkcijos koeficiento dimensija yra [M™.cm™]. I§logaritmavus (1.5.9) formule:

Ig (lo/ )=¢gc (1.5.10)
Kadangi dydis T = I/l vadinamas bandinio pralaidumu, o D = ¢-c-l — bandinio optiniu tankiu
(Bero désnis), (1.5.10) formulg galima perrasyti taip:
lg (1/T)=¢ec1 =D arba

T=10" (1.5.11)
Ekstinkcijos koeficiento sarysis su pagavos skerspjiviu nusakomas formule:
e=(Na 1g e /1000)-c =2,62-10%.c. (1.5.12)



2. Spektrofotometriné analizé.
Sugerties spektry analizé suteikia informacijos ne tik apie molekuliy struktiira, taciau

daznai naudojama molekuliy kiekiui bandinyje ar biologiniame objekte nustatyti. Kiekybinés
analizés metodai, pagristi nustatomosios medziagos (vieno misinio sando ar visu sandy)
savybe sugerti optinio ruoZo elektromagneting spinduliuotg, vadinami spektrofotometrinés
analizés metodais, jeigu junginiy analizé atlickama, panaudojant monochromatinés
spinduliuotés atrankiaja sugerti regimajame, ultravioletiniame ir infraraudonajame spektre.
Tai paaiskinama tuo, kad daugelis biologiskai aktyviy molekuliy pasizymi specifine
sugertimi $iame bangy ruoZe. Siandien tam naudojama palyginti nesudétinga ir nebrangi
aparatira, spektrofotometriniai metodai daug tikslesni uz fotometrinius, be to galima spresti
daugiau uzdaviniy. Pavyzdziui galima nustatyti daugelio elementy ir molekuliy kieki
placiame bangy ilgio ruoze; atlikti daugiasandés audinio struktiiros ar bet kokio biologinio
objekto kiekybing analizg (i§ karto nustatyti keleta sandy bandinyje); nustatyti Sviesa
sugerianc¢iy molekuliy miSinio sudéti ir ju patvarumo konstantas bei biologiskai aktyviy
molekuliuy disociacijos konstantas; tirti cheming ir fiziologing pusiausvyra biologiniuose
objektuose. Labiausiai taikomi spektrofotometriniai metodai, kurie remiasi $viesos sugertimi

artimojo ultravioletinio, regimojo ir artimojo infraraudonojo spektro ruoze (200-1100nm.).
Kiekybinés analizés pagrinda sudaro Bugerio, Lamberto ir Bero désnis (1.5.9). Jei
elektromagnetiné spinduliuoté sugeriama pagal S$i désni, tai optinis tankis tiesiogiai
proporcingas Sviesa sugerianc¢iy molekuliy koncentracijai

bandinyje. Siuo atveju koordinatése atidéjus optinio tankio

8]

priklausomybe nuo koncentracijos, turétume gauti tiesia

linija, kertancia koordinaciy pradzia (1.24 pav.).

Optinis tankis A

Tiesés polinkio kampas priklauso nuo molinio sugerties

koeficiento &, vertés. Jei bandinys neatitinka pagrindinio

spektrofotometrijos désnio, tai vietoj tiesiy linijy biina

oncentracija ¢ kreivés (1.24 pav. kreivés 2, 3). Tokiais atvejais

1.24 pav. Optinio tankio spektrofotometriniai metodai gali buti taikomi bandiniy

p rzklausom){be o kiekybinei analizei, taCiau reikia pasirinkti  toki
koncentracijos. 1 — normali,
2,3 — nukrypimai koncentracijy ar bandinio storio diapazona, kuriame kaip

galima maziau nukrypstama nuo tiesés. Nuo pagrindinio spektrofotometrijos désnio
nukrypstama, kai Sviesos srautas yra nepakankamai monochromatiskas (prietaiso paklaida),
be to, tam turi jtakos ir medZiagos biisena tirpale. Nuo pagrindinio spektrofotometrijos désnio

gali buti nukrypstama dél jvairiausiy cheminiy priezasCiy: solvatacijos (hidratacijos),



hidrolizés, kompleksiniy junginiy susidarymo, tarpiniy produkty bei koloidiniy tirpaly
susidarymo, tautomeriniu poky¢iy, polimerizacijos, kondensacijos ir kt. Pla¢iau apie
nukrypimus nuo Bugero Lamberto ir Bero désnio aptarsime vélesniuose skyriuose. Vadinasi,
spektrofotometrinius matavimus reikia atlikti  grieztai nustatytomis  salygomis.
Spektrofotometriné analiz¢ pakankamai sparti ir pasizymi dideliu atrankumu. Metodas
s¢kmingai taikomas biocheminiuose tyrimuose, taip pat biocheminiy reakciju kinetikai tirti.
Be to spektrofotometriné analizé daznai naudojama cheminés fiziologinés pusiausvyros
tirpaluose charakteristikoms nustatyti, nes matuojant elektromagnetinés spinduliuotés sugerti
nepazeidziama pusiausvyroji bisena.

Spektrofotometrijos pagrindas yra molekuliy sugerties spektro matavimas. Sugerties
spektras — tai kokio nors objekto optinio tankio priklausomybé¢ nuo tiriancios Sviesos bangos
ilgio A. Tirpaly optinis tankis priklauso nuo tiriamos medziagos koncentracijos, bandinio
storio (optinio kelio ilgio) ir ekstinkcijos koeficiento (1.5.11). Todél sugerties spektra jprasta
normuoti, ty., atskiry medziagy sugerties spektru vadinama molinio koeficiento &
priklausomybé¢ nuo sugeriamos Sviesos bangos ilgio. Kadangi ¢ charakterizuoja medziaga, tai
Sitaip sunormuotas sugerties spektras bus individualus kiekvienai medziagai. Senuoju
fotokalorimetrijos metodu molekuliy koncentracijos buvo nustatomos labai jvairiais
metodais: sugerian€io sluoksnio storio keitimo, gradavimo grafiko, lyginamuoju, priedo ir
diferenciniu (plagiau skaityti'). Siandien spektrofotometrijoje ismatuojama bandinio sugertis
zinomo plocio kiuvetéje ties bangos ilgiu, kuriam yra Zinomas molekulés ekstinkcijos
koeficientas, ir pasinaudojant Bugero, Lamberto ir Bero désniu apskai¢iuojama tiriamy
molekuliy koncentracija.

Medziagy tyrimams naudojama kokybiné ir kiekybiné spektrofotometriné analizé.
Kokybin¢ analizé paremta tuo, kad kiekviena molekulé turi charakteringa sugerties spektra
(maksimumyuy skaiCius spektre, ju bangos ilgiai, juostos plotis ir pan.). Kiekybiné analizé
paremta tiesine molekuliy sugerties priklausomybe nuo koncentracijos ir sugerties

adityvumu.

! D.Mickevigius, Cheminés analizés metodai, I dalis, Vilnius., Ziburio leidykla, p.408.



3. Adityvumo principas sugerties spektroskopijoje
Adityvumo principas kaip tik ir skelbia, kad nereaguojanciy medziagy miSinio optinis
tankis, esant tam tikram bangos ilgiui, lygus sumai jo komponenty optiniy tankiy:
Di+2 =Dy + Dy; (1.7.11)
Tai adityvumo principo matematiné israiska, kuri nusako, kad atskiry medziagy sugerties
koeficienty suma yra lygi S§iu medziagy miSinio sugerties koeficientui. Pabandykime
iSsiaiSkinti, ar Sis teiginys teisingas. Apskai¢iuokime pralaiduma ir sugerti T1+; ir D14, dviems
lygiagreciai vienas po kito iSdéstytiems bandiniams, kuriy optinis tankis ir pralaidumas yra

lygis Dy ir D, bei D, ir D, atitinkamai.

Tegu i pirma pavyzdi krenta lg intensyvumo Sviesa. [
4’0> Iy X I, antrg - 14 intensyvumo Sviesa, kuri lygi véviesos
:’ 7H ——* intensyvumui praéjus pirma pavyzdi. Sviesos,

"""""" iSeinancios i§ antro pavyzdzio intensyvumas lygus I,.

’ A, l A, Pasinaudodami  pralaidumo apibrézimu (1.5.1),
uzrasome:

1.25pav.  Adityvumo  principo 1, =y, /1o T, = 1/ Iy ir Tyep = I/ Io; (1.7.12)

{rodymo schema.
IS sarysiy seka:

T2 =Ta T (1.7.13)
nes (117 1o)-(12/ 10) =l No.
Pasiremdami (1.5.10) sarys$iu, galime uzrasyti:
D;=-1gTy; Do=-1g Ty ir Diso=Ig T1a; (1.7.14)
Sudéje Dy ir Dy, gauname:
Dy + D2 =-lg (T1-T2) = D12, (1.7.15)

Tokiu biidu, bendras tirpale esan¢iy medziagy optinis tankis yra lygus tirpale esanciy
medziagy optiniy tankiy sumai:

2D =Dy (1.7.16)

Jei tiriamajame objekte yra dvi ar daugiau tarp saves nereaguojanciy medziagy, kuriy

sugerties spektrai ir moliniai sugerties koeficientai zinomi ar iSmatuoti, esant tam tikriems

bangos ilgiams, tai ju koncentracija galima nustatyti iSmatavus Siuos bangos ilgius atitinkanti

optini tankj. DaZniausiai susiduriama su dvisandés medZiagy sistemos analize. Siy sandy

Sviesos sugerties juostos spektre gali biiti jvairiai iSsidésCiusios viena kitos atzvilgiu.



Vienu atveju abieju sandy Sviesos sugerties juostos neuzkloja viena kitos. Tada
spektrofotometrinés analizés metu iSmatuojami optiniai tankiai D,; ir Dy, esant bangos
ilgiams A; ir A, kurie atitinka spektro sritis, kuriose pasireiskia tik vienos i§ medziagy
sugertis, ir apskai¢iuojamos abiejy sandy koncentracijos:

C1 = Dalerl it ¢2 = Dol 210l
Cia &1,1 If &l — pirmojo ir antrojo komponento moliniai sugerties koeficientai, ismatuoti ties
bangos ilgiais A; ir A, 0 | — §viesos kelio ilgis per bandini.

Matuojant misiniy, kuriy sugerties spektrai visiSkai uzkloja vienas kita visame spektro
ruoze (1.26 pav.), sugerti, taip pat galime iSmatuoti miSini sudaranciy komponenty
koncentracijas pasinaudoj¢ sugerties adityvumo principu (Zr. (1.7.11). Tam tikslui parenkami
du bangos ilgiai 4;=534 nm ir A,=576 nm, ties kuriais yra didziausias miSini sudaranciy
sandy sugerties skirtumas, ir iSmatuojami Siuos bangos ilgius atitinkantys optiniai tankiai Dy
ir D, Kaip minéta anks¢iau, molekuliy tirpalo optinis tankis yra proporcingas molekuliy
koncentracijai, bandinio storiui ir molekulés ekstinkcijos koeficientui, tad

D1 = e Corl + e1Col

D2 = epCrl + &j2:Col

Dvieju sandy miSinio ties bet kuriuo bangos ilgiu iSmatuota sugertis (optinis tankis),
remiantis sugerties adityvumo principu, lygi:
D=D:+ D3,

kur D1, D, — sandy optiniai tankiai.
Matuodami bandinio sugertj ties dviem skirtingais bangy ilgiais, turésime lygciy sistema,

D(A) = ai(A1)-cil + e(Aa)-cal

D(A2) =&1(L2)-Cr'l + &(A2)-C2l .
kurioje iSreikstos mus dominancios molekuliy tirpalo charakteristikos, t.y., tirpala sudaranciy
molekuliy koncentracijos. Jeigu mes zinome tirpale esan¢iy molekuliy molinius ekstinkcijos
koeficientus ties bangos ilgiais Ay ir Ay, tai, zinodami bandinio storj, i$sprend¢ Sia lyg¢iy

sistema, nesunkiai apskaic¢iuosime bandinj sudaranciy sandy koncentracijas.



534 nm

rodamino

C, = D(ﬂi)_gz (//11)'02 I 10+ i ffffff porfirino
1 f1(4) |
D ,‘91(12)_D 1 ¢
I (i a
i M-I—g (1)1 g
&(4) o

Kiekybiniams tyrimams bangos ilgiai

! ! !
500 600 700

parenkami tokie, kad sandy moliniai

ekstinkcijos  koeficientai  skirtysi o o ) )
o ) o 1.26 pav. Rodamino ir porfirino sugerties spektrai.

labiausiai. Konkrec¢iam pavyzdziui,

rodamino ir porfirino miSiniui (1.26 pav.) tai galéty bati A1=534 nm ir A, =576 nm.

Teoriskai biity galima iSanalizuoti ir sudétingesnius misinius. Kadangi molekuliy spektrai yra

platiis, buty galima iSmatuoti bandinio sugerti ties jvairiais bangos ilgiais. Taciau praktikoje

retai pavyksta atlikti kiekybing spektrofotometring analiz¢ daugiau kaip 2-3 sandams viename

misinyje.



