Biofotonika

2. BIOLOGINIY OBJEKTU LIUMINESCENCIJA.

2.1. Jlvadas. Liuminescencijos reiskinys

Sviesos saveikos su bioobjektu pasekméje vyksta daugelis fotofizikiniy ir
fotocheminiy procesy. Vienas i§ pagrindiniy — Sviesos emisijos vyksmas, kuris, be abejonés,
yra labai informatyvus tiriant ne tik bioobjektus ar biostrukttras, bet ir paiame bioobjekte
vykstancius procesus. Bendresniu pavadinimu Sis reiSkinys Zinomas kaip liuminescencija,
kuri apjungia du optiskai suzZadintos molekulés energijos relaksacijos kelius — fluorescencija
ir fosforescencija. Kaip minéta ankstesniame skyriuje, molekulei sugérus Sviesos kvanta,
iSorinés orbitalés elektronas perSoka i viena i$ laisvy molekulés elektroniniy lygmenuy, ir
molekulé tampa energiskai suzadinta. Molekulé turi rinkinj neuzpildyty lygmeny ir elektrono
Suolj | tus¢ia lygmenj salygoja fotono energijos dydis, arba, tiksliau, Sviesos bangos ilgis.
Suzadinta molekulé yra nepusiausvyringje biisenoje, todél visada stengiasi uzimti energiskai
Zemiausia padeétj, tai yra relaksuoja | pagrinding nesuZadinta blsena, pertekling energija
atiduodama aplinkinéms molekuléms, transformuodama ja | savo atomuy virpesing ir/ar
rotacing energija, arba iSspinduliuvodama energija Sviesos kvanto pavidalu, t.y.,
liuminescuodama.

Liuminescencijos reiSkinio nereikéty painioti su kiino Siluminiu spinduliavimu, kurj
aptarsime kitame skyrelyje. Remiantis Vavilovo apibréZimu, liuminescencija vadiname tam
tikros temperattros kiino perteklinj (vir§ Siluminio spinduliavimo) $vytéjima tam tikroje
spektro srityje, jeigu Sis perteklinis Svytejimas i§ karto neiSnyksta paSalinus ji sukeliancig
priezasti. Veliau Vavilovas patikslino savo apibréZima pridédamas trukmes Kkriterijuy:
liuminescencija yra Svytéjimo perteklius vir§ Siluminio spinduliavimo, jeigu jis turi baigting
trukme — mazdaug 10" s ir daugiau. Svytéjimo trukmé yra tiesiogiai susijusi su molekuliy
suzadintos biisenos gyvavimo trukme. Tai gana biidingas liuminescencijos poZymis,
skiriantis ja nuo Sviesos sklaidos, atspindzio ir kity reiSkiniy. Véliau buvo jvestas dar vienas
liuminescencijos apibréZimas, apibiidinant ja kaip nepusiausvyrini suzadinty daleliy, arba i$
ju sudaryty medZziagy spinduliavima. Nepusiausvyrinis Svytéjimo pobudis atskiria
liuminescencija nuo Siluminio spinduliavimo, kuris vyksta esant pusiausvyriniam elektrony
pasiskirstymui daleliy energijos lygmenyse. Deja, visa apimancio liuminescencijos
apibréZimo taip ir nepavyko suformuluoti, tad, priklausomai nuo objekto tyrimo salygy ir
liuminescencija  palydin€iy reiSkiniy, pabréZiamos vienos ar kitos budingosios

liuminescencijos savybés. Praktinio pritaikymo poziiiriu svarbu tai, kad liuminescencijq
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galima stebéti arba registruoti jautriais prietaisais ar medZiagomis, ir i§ liuminescencijos
parametry rinkinio ne tik identifikuoti konkre€ia molekulg, bet ir atpaZinti biologinius
objektus bei sistemas.

Pagal $vytéjimo trukme liuminescencija skirstoma i fluorescencija (107''-10° s),
fosforescencija (>10° s) ir uzdelstaja fluorescencija. UZzdelstoji fluorescencija budinga
medziagoms, kuriy energinis tarpas tarp S; ir T; lygmeny yra mazas (mazdaug k-T eilés).
Uzdelstosios fluorescencijos daznis lygus fluorescencijos dazniui, taCiau Svytéjimo trukme
yra Zymiai ilgesne.

Gamtoje stebima liuminescencija taip pat yra skirstoma pagal jos suzadinimo pobudi:

fotoliuminescencija — Svytéjimui naudojama sugertos Sviesos energija,

(bio-)chemiliuminescencija — Svytéjimas salygotas perteklinés energijos virsmuy,

susidaranciy (biologiniuose objektuose vykstanciy) cheminiy reakcijy metu,

termoliuminescencija — medziagy Svytéjimas jas paSildZius (pasireiSkia 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 greitomis dalelémis.

2.2. Absoliuéiai juodo kiino spinduliavimas ir liuminescencija

Absoliuciai juodo kiino spinduliavimas. IS visy zinomu spinduliavimo riiSiy
Siluminis spinduliavimas iSsiskiria viena iSskirtine savybe. Patalpinkime tam tikroje ertméje,
kurios sienelés visiSkai atspindi Sviesa, ikaitinta kiing. Jei per laiko vieneta Sis kiinas
iSspindulivos daugiau energijos nei sugers, tai jo temperatiira turés mazeti (ir atvirksciai).
Tokiu biidu spinduliuotés intensyvumas dides ar mazes, kol pagaliau nusistoves pusiausvyroji
biisena. Sitokia pusiausvyroji biisena yra stabili. Bet kaip ja sutrikdZius, po tam tikro laiko
sistema vel sugris i stabilia bisena. Tokiu blidu galima teigti, kad Siluminis spinduliavimas
yra pusiausvyrinis.

PrieSingai Siluminiam, bet koks kitos riiSies spinduliavimas yra nepusiausvyrinis.
ISnagrinékime, pavyzdZiui, fotoliuminescencijos atveji. Tarkime, kad Sviesa suzadintas kiinas

yra patalpintas spinduliuotés nesugeriancioje ertmeje, kurios sienelés visiSkai atspindi Sviesa.
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Sio kiino spinduliuoté laikui bégant slops. NeZifirint i tai, kad $is kiinas sugers dalj
atspindétos nuo sieneliy Sviesos (kurios gali iSilti), jis niekuomet nebesugriS i savo pradini
biivi. Juk tam, kad grazinti kiing i pradinj biivi, ji reikia Zadinti trumpesnio bangos ilgio
Sviesa, nei jis spinduliuoja (Stokso (Stokes) deésnis). Taigi, Sis pavyzdys rodo, kad
fotoliuminescencija — tai nepusiausvyrinis spinduliavimas. AnalogiSkai iSnagrinéje ir kitas
spinduliavimo raSis gausime ta pacia iSvada: visos neSiluminio spinduliavimo ruSys yra
nepusiausvyrojo pobudzio.

Siluminis spinduliavimas kartais vadinamas temperatiiriniu. Pagrindinis dydis,
apibiidinantis kiino Siluminj spinduliavima, yra jo temperattira. Keliant kokio nors kiino
(pvz., anglies, metaly ar ju oksidy) temperatiira, spinduliuoté¢ tampa vis rySkesne, o jos
spektras pasipildo vis trumpesnémis bangomis. Be to, pastebéta, kad skaidris kiinai (kvarcas,
stiklas ir kt.) ir sugeriantys kiinai (anglis, metalai ir kt.) toje pacioje temperatiiroje
spinduliuoja skirtingo ryskio ¥viesa. Si désninguma 1809 m. pirmasis suformulavo Pnevo: jei
du kiinai per laiko vieneta sugeria skirtinga energijos kiekj, tai ir ju spinduliuote turi biiti
skirtinga. Kiekybing Sio désnio iSraiska 1859 m. pateiké Kirchofas (Kirchhoff). Kiino
Siluminiam spinduliavimui kiekybiskai aprasyti jvedamos spinduliavimo ir sugerties stipriy
savokos. Siluminio spinduliavimo stipris I - tai energijos srautas, spinduliuojamas kiino
vienetinio pavirSiaus visomis kryptimis. Tuomet, remiantis aukSc¢iau iSdéstytomis mintimis,
akivaizdu, kad jkaitinto kiino spinduliavimo stipris / priklauso nuo jo temperatiiros 7" bei
spektrinio daznio v, kuriame matuojamas energijos srautas

I=d®=E,r-dv; 2.2.1)
¢ia E,r - koeficientas, nusakantis kuno, kurio temperatira yra 7, spinduliavimo
spektriniame daznyje v stiprj.

Jei i kiino ploto vieneta krenta Sviesos srautas d@, tai tam tikrg jo dali d@° §is kiinas
sugers. Klino sugertos Sviesos srauto d@° santykis su kritusiu i kiing srautu d@ yra vadinamas
kiino sugerties stipriu A, t.y.,

A=do*/dD (2.2.2)

Akivaizdu, kad A taip pat priklauso nuo daznio ir temperatiiros. Maksimali galima A
verte yra 1. Kinus, kuriy sugerties stipris visy temperatiiry ir dazniy intervale A,;=1,
Kirchhoff’as pavadino absoliuciai juodais kiinais.

Absoliuciai juodo kiino spektrinj spinduliavimo stipri paZyméjus &, r, o sugerties a7,

galima uZraSyti Kirchofo désni:

51



Biofotonika

E g
t=tlog, (2.2.3)

kadangi ay,r=1.

Praktikoje paprastai sutinkame kiinus, kurie negali biiti priskirti absoliuciai juodiems.
Ju A, r# 1. Tokie kiinai vadinami nejuodais kiinais.

IS Kirchofo désnio (2.2.3) seka, kad E,r= &,7- Ay7. Vadinasi, nejuodiems kiinams
(kuriy A, 7< 1) spinduliavimo stipris E,r< &,7. Tai reiSkia, kad nejuodo kiino spinduliavimo
stipris bet kokiam daZzniui negali biiti didesnis uz absoliuciai juodo kiino, esancio toje pacioje
temperatiiroje, spinduliavimo stipri.

Kirchofo désnis 1§ esmés nusako, kad absoliu€iai juodo kiino spinduliavimo

pajégumas yra daznio Ir jo temperatlros

s funkcija, ty., &,7=f(»T) (2.1 pav.). Tiriant
Sios funkcijos iSraiSka pirmiausia buvo
suformuluotas Stefano (Stefan) ir Bolcmano
(Boltzmann)  désnis, nusakantis  suminj
absoliu¢iai  juodo  kino  spinduliavimo

. ) »  pajéguma &r:
i e i e fe,av=att 20
temperatiirose 0

¢ia o - Bolcmano konstanta.

Véliau 1893 m. Vilhelmas Vynas (Vinn) teoriSkai suformulavo antraji absoliuciai

juodo kiino spinduliavimo désnj:

C5 C
EV,T 2{5 (ﬂsz ( )

¢ia ¢ — Sviesos greitis terpeje (vakuume), o f — funkcija, kurios Vynas nejstenge

nustatyti. Nors Siame Vyno désnyje funkcija f(c / A-T) = f(v/T) néra uZraSyta, taiau i$ jo

gaunama viena svarbi iSvada. Panagrinékime, kaip elgiasi Siluminio spinduliavimo

maksimumas &,,.. Siuo tikslu iidiferencijave (2.2.5) ir prilygine nuliui, gauname Sitokia
iSraiska:

A&nax'T = const. (2.2.6)

Si lygtis iSrei¥kia taip vadinama Vyno poslinkio désnj, kuris teigia, kad absoliuciai

juodo kiino spinduliuotés spektrinio intensyvumo smail¢, keliant temperatiira, slenka i

trumpyju bangy puse. Siuo désniu pagrista pirometrija.
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Véliau buvo bandoma gauti tikslia funkcijos f(v/T) iSraiSka. Lordas Reléjus
(Rayleigh) ir seras DZeimsas DZinsas (Jeanes) pateike Sitokia minétos funkcijos iSraiSka:

2
£, = 2’;’ kT 2.2.7)

Si Reléjaus ir Dzinso formulé neblogai aprafo Siluminés spinduliuotés energijos
pasiskirstyma ilgabangiame kraste, tuo tarpu trumpabangiame kraSte ji grieztai prieStarauja
eksperimentui. Sis prieStaravimas | fizikos istorija i¢jo “ultravioletinés katastrofos”
pavadinimu: daZniui did¢jant, &,7 nebeturi maksimumo ir monotoniSkai auga iki begalybés.
Sio priestaravimo, aprasant Kirchofo funkcijos &, i§raiska, priezastis gliidi klasikines fizikos
pagrindiniuose postulatuose, pagal kuriuos bet kokios sistemos energija gali kisti tolydziai,
t.y., ji gali igauti bet kokias artimas vertes.

Minéta prieStaravima panaikino Maksas Plankas, jvedgs sistemos energijos
kvantavimo principa (Zr. (1.3.5)). Si principa pritaikes absoliu¢iai juodo kiino spinduliavimui

apraSyti, jis pateiké Sitokig absoliuciai juodo kiino spinduliavimo stiprio formulg:

2nv’> hv
Sr =3 " The (228)
¢ ed —1

arba

2nc> h
&, = PERR (2.2.8a)
eﬂ.kT -1
° Sios formulés, gerai apraSandios
\\_/// absoliuciai juodo kiino spinduliuotés energinj

pasiskirstyma spektre, pavadintos Planko

formulémis (palyginimui zr. 1.4.6).

Gamtoje paprastai mes stebime kinus,
kurie néra absoliuciai juodi. Realiy kiny
Siluminio spinduliavimo spektras skiriasi nuo

absoliu¢iai juodo kiino spektro. Spektrai

..

2.2 pav. Elektrono suZadinimas S$viesos R _ .
kvantu bei jo relaksacija iSspindulivojant —SUtampa, kai vietoj tikros kiino temperatiiros

maZesnés energijos Sviesos kvantq. (2.2.8) arba (2.2.8a) formule jra%oma
skaistines temperatliros Tr verté. Skaistiné temperatiira - tai tokia temperatiiros verte, kuriai
esant realaus ir absoliuciai juodo kiiny spinduliuo€iy intensyvumy pasiskirstymai sutampa.
Todél Tr vertée yra mazesné uz tikraja kiino temperatiirg. Skaistiné temperatiira praktiSkai

nustatoma specialiu prietaisu — optiniu pirometru.
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Liuminescencija. Atomui ar molekulei sugérus Sviesos kvanta, iSorines orbitalés
elektronas perSoka i vieng i§ laisvy molekulés elektroniniy lygmeny ir molekulé tampa
energiskai suzadinta (2.2 pav., A,B). Suzadinta molekulé yra nepusiausvyroje biisenoje, todel
visada stengiasi uzimti energiSkai Zemiausia padétj. Ji relaksuoja | pagrinding biisena,
pertekling energija atiduodama aplinkinéms molekuléms, transformuodama ja | savo atomy
virpesing ir/arba rotacing energija, arba iSspinduliuvodama energija Sviesos kvanto pavidalu,
t.y., liuminescuodama (2.2 pav., C, D; 7Zr. 1.15 pav.).

Profesorius A. Jablonskis pasitlé daugiaatomés molekuleés energijos lygmeny ir
energetiniy virsmu diagrama (zr. 1.27 pav.). Kuo energijos tarpas AE tarp singuletiniy
lygmeny Sy ir S; didesnis, tuo vidinés konversijos S; = Sy tikimybé mazesné, o
fluorescencijos tikimybé didesné. Taigi fluorescencijos tikimybé (tuo paciu ir kvantinis
naSumas) priklauso nuo konkuruojan¢iy vyksmu, kurie mazina suzadintojo S; lygmens

uzpilda.

2.3. Biomolekuliy tripletinés bisenos. Uzdelstoji fluorescencija.

Pastebéta, kad registruojant uzSaldyty bandiniy liuminescencijos spektrus, juose
atsiranda nauja juosta ilgabangéje srityje. Tai — fosforescencijos spektras. Fosforescencija
trunka nuo 10™s iki 10 s. Fosforescencija vyksta i§ T; lygmens i Sy (2.3 pav.). [ T, lygmenij
elektronas patenka iS S;, nes Sio lygmens energija yra Siek tiek didesné. Tokio per¢jimo
(interkombinacinés konversijos) metu keiCiasi elektrono sukinys ir suzadinta molekulé
pereina { tripleting biisena. Fosforescencijos, arba spindulinio perejimo T, — Sy tikimybe
nedidele dél ilgos tripletinio lygmens T; gyvavimo trukmés 7. Fosforescencija beveik
neregistruojama kambario temperatiiros salygomis, nes ja gerai gesina vidiniai ir
tarpmolekuliniai procesai (daZniausias gesiklis terpéje — deguonies molekulés). Nukleotidy,

baltymy, amino ragsc¢iy fosforescencija

2 % iSrySkéja tik stikluose Zemoje
VR VKé temperattiroje. Tiesioginés sugerties So
¢ — — T; tikimybé taip pat maza, nes
1
E—m_‘_'—| T, ekstinkcijos koeficientas & atvirk$ciai
S F| VK —_— e —
Fs IK% proporcingas 7. Fluorescencijos atveju,
Y Y
S, - Jjos spartos konstantai galioja sarysis:
2.3 pav. Molekulés energijos lygmeny diagrama | V2
(S — sugertis, F' — fluorescencija, VR — virpesiné k,=— 3 5. 108 I edv’ (2.3.1)
relaksacija, VK - vidiné konversija, IK - Th
interkombinaciné konversija, Fs -
fosforescencija).
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&ia v, — banginis skaitius ties sugerties juostos maksimumu. Tad, pvz., triptofanui, kurio 7=
4s, vyksmo Sp — T, tikimybe 10° karty maZesné¢, nei Sy — S;.

UZdelstoji fluorescencija. Registruojant liuminescencijos spektrus pastebeta, kad
kartais Svytéjimas, registruojamas fluorescencijos spektrinéje srityje, “velinasi” net iki 10 s,
t.y., uzdelsimas prilygsta fosforescencijos trukmei. Sis reidkinys yra uzdelstoji fluorescencija.
Jis stebimas tuomet, kai elektronas i§ suZadinto singletinio lygmens S; pereina | suZadinta
tripletini lygmeni T}, i§ kurio dél temperatiirinés aktyvacijos vel gali sugrizti { S; lygmenj, o
i§ ten nurelaksuoti | Sy, iSspinduliuodamas fluorescencijos fotona (2.3 pav.). Taigi,
uzdelstajai fluorescencijai jvykti yra biitina tripletinio lygmens temperatiiriné aktyvacija.
Tripletinés busenos suzadinto lygmens iStuStinimo mechanizmai:

1) fosforescencija
Koy .
1, —=—>S,+ hvfmf ;

- 2) uzdelstoji fluorescencija

Pun ]
In| —— k k 4
[«a &5 I, —*—>§ —>S§,+hv,;
3) fosforescencijos gesinimas

T +0—2>S,+0.

ki Kadangi 1) ir 2) vyksmai konkuruoja

2.4 pav. Eksperimentinis energijos tarpo tarp  tarpusavyje, ju intensyvumai proporcingi

singuletinio ir tripletinio lygmeny vertinimas. vyksmy spartoms, arba:

I,
Cwan b 2.3.1)

Ly Kpy
Taigi, intensyvumu santykis nepriklauso nuo gesiklio koncentracijos. Didé&jant
temperatiirai, Ty — S; vyksmo tikimybe didéja, tad iskaitant terminio suZadinimo salyga,
interkombinacinés konversijos tikimybés iSraiSka galéty buti uZraSoma:
AE

k, =Ae ¥, (2.3.2)

¢ia A yra konstanta, AE — tarpas tarp energijos lygmenuy.

Atsizvelgiant, kad k ——, kur 7y 4,y — tripletinés busenos gyvavimo trukme, kai

Josf =
T fost

terpéje néra gesiklio, (pvz.: kietame blivyje skysto azoto temperatiiroje), (2.3.1) sarysj galima

perrasyti tokiu biidu:

0. _AE
uzd. fl — ,L.OfquoﬂAe kT ; (233)
Ptoss
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¢ia @ Zymi atitinkamy procesy kvantinius naSumus (Zr. 2.5 skyriy).

GrafiSkai atvaizdavus eksperimentinius rezultatus, dydis In(@u:an/@py) tiesiSkai
priklauso nuo atvirksStinés temperatiiros. Gautos kreives polinkis leidZia jvertinti energijos
tarpa AE tarp singuletinio ir tripletinio lygmenu, kuris spektre atitinka intervalg tarp

fluorescencijos ir fosforescencijos smailiy.

2.4. Molekuliy sugerties ir fluorescencijos charakteristiky rysys

Tarkime, kad idealiy molekuliy, kurios visa sugerta energija paverCia Sviesos
kvantais (fluorescencija), sistema pasiekiancio Sviesos pluosto intensyvumas yra I. Tokiame
pluoste fotony skaicius bus I/hv, o sugerty fotony skaiCius sistemos tiirio vienete — o-n-I/hv.
Nuostovaus Zadinimo salygomis sugerty fotony skaicius per 1 s turi biti lygus iSspinduliuoty

fotony skaiciui:

O'nh—IV:kﬂn*; 24.1)

Cia ky - fluorescencijos spartos konstanta [s'], n° - suZadinty molekuliy koncentracija.
PerraSome (2.4.1) i8raiska:
I k,(v)n*hv,

ocvn—=———-; 2.4.2
= (242)

Cia vy - fluorescencijos daZznis, h - Planko konstanta, o sugerties skerspjuvis o(v)-n=k(v) (Zr.
(1.5.7) iSraiska).

Kairéje lygybés puséje esantis narys I/hv nuostovaus Zadinimo salygomis iSlieka
pastovus, t.y., I/hv = const. DeSingje pus€je esantis narys kﬂ(V)'n*'hVﬂ iSreisSkia
fluorescencijos intensyvuma /. Tada (2.4.2) iSraiSka galima uZraSyti Sitaip:

k(v)-const = I—ﬂ . (24.3)
hv,

Si iSraiska naudojama sugretinant sugerties ir fluorescencijos spektrus, o taip pat
skaiCiuojant grynai elektroninio Suolio daZnj. Ji yra iSvesta idealioms molekuléms, kai
kiekviena sugerties akta lydi fluorescencijos aktas. Praktikoje, kaip taisykle, dalis sugertos
energijos gali biiti prarasta kitais buidais (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 koeficientg

av).
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Fluorescencija apibidinama jos trukme zz=1/ksy. EksperimentiSkai iSmatuojama jos
gyvavimo trukmé 7, visuomet mazesné¢ uz teorin¢ 7, nes lygmens S; uZpildos mazéjima
beveik visuomet salygoja ne vienas, bet keli vyksmai: fluorescencija (kg), vidiné (ky) ir
interkombinaciné (kjx) konversija bei gesinimas (k,), jeigu tirpale yra gesiklis (pvz.,
deguonis). Taigi, tikroji fluorescencijos gyvavimo trukmé lygi:

T, = ! ;
k_ﬂ +k, +k, +kg[Q]

(2.4.4)
¢ia [Q] — gesiklio koncentracija.

2.5. Fluorescencijos kvantinis naSumas

Fluorescencija galima charakterizuoti jos energiniu arba kvantiniu naSumu. Energinis

naSumas - i§spinduliuotos Ey ir sugertos E; energijy santykis:

P, =—1 . (2.5.1)

o, = 7” : (2.5.2)
Nesunku jsitikinti, kad
Vi
¢en = ¢kv V_ ’ (253)

Cia v 1r v - vidutinés fluorescencijos ir sugerties dazniy vertés. Kadangi vi>w, tai @.,<¢y, .

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

Apskaiciuoti fluorescencijos energinj 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 esme sudaro tai, kad vienodomis eksperimento saglygomis yra iSmatuojami etalono ir
tiriamojo tirpalo fluorescencijos integraliniai intensyvumai. Tuomet tiriamosios medZiagos

fluorescencijos kvantinis naSumas:

C [FoA [ee
i = CONST Py [Fr(hdr [cerda

2.5.4)
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&ia F(A) ir F'(A) — tiriamojo bandinio ir etalono kvantinio intensyvumo funkcijos (F(A)=I/hv),
o’ — etalono fluorescencijos kvantinis naSumas, const — spektry korekcijos koeficientas.

Fluorescencijos kvantini naSuma taip pat galima uZraSyti naudojant fluorescencijos,
vidinés ir interkombinacinés konversijy grei€io konstantas:

Ky (2.5.5)
Q, == .
o ky+ky, +k

Jeigu tirpale yra gesiklis (pvz., deguonis), tai fluorescencijos kvantinis naSumas bus mazesnis ir

lygus

k
_ /! . (2.5.6)
k_ﬂ +k, +k, +kg [0]

P

Fluorescencijos kvantiniy nafumy terpéje be gesiklio ir esant gesikliui santykj apraso Sterno

(Stern) ir Folmerio (Vollmeer) formulé:

4

— =1+ K[Q], (2.5.7)
P
kur fluorescencijos gesinimo konstanta
k
=—4% (2.5.8)
ky+k, +ky

Atliekant eksperimenta matuojamas fluorescencijos intensyvumas, todel kvantini
naSumgq patogiau uZraSyti naudojant intensyvumus:

£_K‘¢IO_L

= =, (2.5.9)
¢g Kq)g IO Ig

2.6. Liuminescencijos zadinimo spektrai. Liuminescenciné analizé

Nagrin¢jant biosistemas ir bioobjektus, ju liuminescenciniy savybiy tyrimai yra vieni
informatyviausiy. Kokybiné liuminescencin¢ analizé naudojama atskiry molekuliy bei jy
charakteristiky kitimo tyrimuose. Molekulés pasizymi charakteringais fluorescencijos spektrais,
be to, fluorescencijos spektru charakteristikos yra jautrios aplinkos salygoms ir molekuliy
tarpusavio sgveikai. Nemaziau svarbi ir antroji liuminescencijos tyrimy puse — jos kiekybiniy
parametry jvertinimas. Matuojant fluorescencijos spektro intensyvuma galima nustatyti ir
molekuliy koncentracija.

Jeigu Zadintume liuminescencija monochromatine Sviesa, atsiranda galimybé

iSmatuoti bandinio liuminescencijos intensyvumo priklausomybg¢ nuo sugerty kvanty
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skaiCiaus. Didesnis sugerty Zadinancios spinduliuotés kvanty skaicius, aiSku, lems ir didesni
fluorescencijos intensyvuma:
Li=kply(1-T)=x@l,(1-10%") (2.6.1)
Cia Iy — krintancios spinduliuotés intensyvumas, ¢ — fluorescencijos kvantinis naSumas, 7 —
bandinio pralaidumas, x — dydis, priklausantis nuo pasirinktos matavimo aparatiros
charakteristiky: surenkamos Sviesos erdvinio kampo, monochromatoriumi ar Sviesos filtru
apriboto spektro plocio ir Sviesos imtuvo jautrio. Kadangi nei ¢y, nei aparatiiros konstanta x
nepriklauso nuo ZadinanCios Sviesos bangos ilgio, tai matuojamo fluorescencijos
intensyvumo pokyciai (dazniausiai registruojami ties intensyviausios fluorescencijos juostos
maksimumu), Zadinant bandinj skirtingy bangos ilgiu Sviesa, atspindi bandinio (tiriamosios
medZiagos) sugerties spektra. Si priklausomybé vadinama fluorescencijos Zadinimo spektru.
Bandiniams, kuriy optinio tankio A = &cl verté nevirsija 0,1, iSskleidus bandinio pralaidumo
T israiska eilute ir atsizvelgiant tik i jos tiesini nari, fluorescencijos intensyvuma ir optini
tankj galima susieti tiesine priklausomybe, pasiekiant maZesn¢ nei 5 % paklaida. Tuomet
(2.6.1) sarysis uZraSomas taip:
In/ Ip=1n10x-@-A =23k-@pA (2.6.2)
Taigi, kai tiriamo bandinio optinis tankis nedidelis, liuminescencijos intensyvumas
proporcingas molekuliy bandinyje koncentracijai. Tiesa, aparatiirinés konstantos & dydis néra
lengvai nustatomas, tad dazniausiai tiriamo bandinio molekuliy koncentracija nustatoma lyginat
iSmatuota fluorescencijos intensyvuma (/) su Zinomos koncentracijos (cy) etaloninio tirpalo
fluorescencijos intensyvumu (Z;;). Siuo atveju tiriamo bandinio koncentracija yra lygi
c= cst-i (2.6.3)
st
Taciau, jei tiriamas keliy medziagy miSinys, bei galimas energijos perdavimas iS vienos

suzadintoje blisenoje esanc¢ios medZiagos kitai medziagai, (2.6.2) sarysis negalios.
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2.7. Fluorescencijos spektro nepriklausomumas nuo zadinancios
spinduliuotés bangos ilgio. Stokso désnis
Fluorescencijos spektras paprastai nepriklauso nuo Zadinancios Sviesos bangos ilgio.
Tai rodo, kad susidaro tam tikra konkreti, nepriklausanti nuo zadinancios spinduliuotes
bangos ilgio, suzadintosios molekulés biisena, i§ kurios ir vyksta fluorescencija. Si biisena -
tal Zemiausias virpesinis pirmosios suzadintos elektroninés S; busenos polygmenis. IS Sio

deésnio seka, kad fluorescencija galima tik i§ Zemiausio

S suzadinto S; elektroninio lygmens. Jei molekulé
2 3 . L . v e . C
S suzadinama | aukStesnjji S, elektroninj lygmenj, tai ji

VK greitai nespinduliniu biidu (vidiné konversija) relaksuos i

g . S; elektronini lygmeni, o véliau virpesinés relaksacijos

S, Tvr o . .
< | keliu atsidurs Zemiausiame virpesiniame elektronines

S vk |IF blisenos polygmenyje (2.5 pav., 1.26 pav.). Gilesné

g "l_ fizikiné priezastis to fakto, kad nestebima molekuliy

SO fluorescencija 1§ aukStesniy suZadinty elektroniniy

2.5 pav. Molekulés suZadinimo  lygmenu (egzistuoja labai retos iSimtys) yra ta, kad
ir relaksacijos schema. ) e e e .. ..
spindulinio Suolio tikimybeé priklauso nuo energinio tarpo
tarp lygmenuy (Zr. 2.3.1 iSraiSka). Kadangi energinis tarpas tarp aukStesniyjy suzadinty
elektroniniy lygmeny mazéja, tai nespindulinio Suolio tikimybé smarkiai didéja spindulinio
Suolio tikimybes saskaita. Taigi, tarp aukStesniyju elektroniniy lygmeny galimi tik

nespinduliniai Suoliai.

LAy Stokso (Stokes)
Fluorescencija Sugertis désnis. 1852 m. Stoksas
pastebéjo, kad  medZiagy
/ fluorescencijos bangos ilgis Ay
/ mﬁm y Y visuomet didesnis uZ
Vo %

2.6 pav. Fluorescencijos ir sugerties spektrai. sugertos Sviesos bangos ilgj
As. Fluorescuojanciy
molekuliy tirpaluose ir kristaluose tarp suZadinimo ir spinduliavimo susidaro neiSvengiami
energijos nuostoliai (i§imtj sudaro atomai dujinéje fazéje). Pagrindiné prieZastis yra ta, kad
suzadintos molekulés | Zemiausia virpesini S; lygmens polygmenij, i§ kurio ir vyksta

spindulinis Suolis (fluorescencija), relaksuoja itin spar€iai. Tad fluorescencijos metu

iSspinduliuojama tik dalis sugertos energijos. Likusi energijos dalis hv-hvy sukaupiama
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molekulése kaip pertekliné Siluminé energija, kuri atiduodama aplinkai. 2.6 pav. pateiktos
modelinés daugiaatomiy molekuliy sugerties ir liuminescencijos spektry juostos, normuotos i
maksimalias intensyvumo vertes. Fluorescencijos juosta dalinai persikloja su sugerties juosta.
Juosty persiklojimo srityje, kur vg>v; (uzbrikSniuota sritis), Stokso désnis negalioja. Tai
antistoksiné sritis, kurioje molekulés iSspinduliuoto kvanto energija biity didesne, nei

sugertojo (2.7 pav.). Pagal energijos tvermés désnj tai gali ivykti

Sl = | tik tuomet, kai molekule trikkstama energijos dali kompensuoja
S F virpesinés energijos saskaita.
S | Liomelis (Lommel) pasalino §j Stokso désnio
0 prieStaravima ji pakoregaves tokiu biidu: liuminescencijos spektras
2.7 pav. Molekulés . C . . - .
v . visumoje ir jo maksimumas visuomet pasislinkgs sugerties spektro
suzadinimo ir
relaksacijos schema. ir jo maksimumo atzvilgiu i ilgabange puse. Sis désnis vadinamas

apibendrintu Stokso arba kartais Stokso ir Liomelio désniu, kurj galima uZraSyti taip:
hvy™ <hv™ 2.7.1)

2.8. Veidrodinio atspindzio désnis

Sis désnis yra igvestinis i§ auks¢iau pateikty. Ji galima suformuluoti itaip: normuoti
sugerties k(v) ir fluorescencijos In(v)/v spektrai yra veidrodiSkai simetriniai tieseés, einancios
per spektry persikirtimo taska ir statmenos abscisiy (dazniy) aSiai, atzvilgiu.

Taigi, remiantis Siuo désniu sugerties ir fluorescencijos spektry taSkai yra nutole nuo
simetrijos tasko 1 vienodu atstumu Av (2.6 pav.). MatematiSkai tai galima uZraSyti taip:

V.- AV =v,,
2.8.1)
v, + Av =v,.
Sudéjus Sias lygybes, gauname matemating veidrodinio atspindZio désnio iSraiSka:
VotV =2v,. (2.8.2)

Sia lygybe galima perrasyti Sitaip:

V.=V, =2, -v,). 2.8.3)

Pastaroji iSraiska yra patogi veidrodinio atspindZio désniui tikrinti. Siuo tikslu
braiZoma funkcija f(v;) = vs-vy. Pagal (2.8.3) lygti, galiojant veidrodinio atspindZio désniui,
gaunama ties¢, kurios kampinis koeficientas lygus 2.

GrieZtai kalbant, veidrodinio atspindZio désnis galios, kai bus patenkinta atitinkamuy

sugerties ir fluorescencijos juosty dazniy ir intensyvumuy simetrija. Pagal veidrodinio
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atspindzio désnj sugerties ir fluorescencijos dazniy verCiy, simetriniy Vv atzvilgiu,
intensyvumai turi bati lygs:

b-B(v,))=AWv,), (2.8.4)
¢ia B(vy) ir A(vy) — EinSteino koeficientai sugerc€iai ir savaiminiam spinduliavimui (Zr.
(1.4.5) ir (1.4.8)), b — tam tikras normavimo koeficientas, jvestas dél to, kad fluorescencijos
intensyvumas matuojamas santykiniais vienetais. Pasinaudojus (2.8.1) sarySiu, pastaraja
lygybe galima perrasyti taip:
b-Blv,+Av)=A(v,-Av). (2.8.5)
Pabandykime apraSyti intensyvumuy pasiskirstyma sugerties ir dazniy juostose. Tegul
p(E,) yra virpesiniy lygmeny E, uzpildos tankio funkcija pagrindinéje So elektroninéje
busenoje, o a( E,, v;) — Suolio, kurio metu molekulé sugers Sviesos kvantg hy;, tikimybe.
Tuomet galime uzrasSyti sugerties intensyvumo pasiskirstymo lygti:
[ (v)=nhv T p(E)-a(E v )dE, . (2.8.6)
E,=0
AnalogiSkai uzraSome ir spinduliniam Suoliui i§ suZadintojo lygmens:

1,v)=nhv j P(ENf(E,v,)dE, , (2.8.7)

E =0
&ia p(E,) — virpesiniy lygmeny uZpildos tankio funkcija suZadintoje S; elektroningje
bisenoje, f(E, Vi) — spindulinio Suolio, kurio metu molekulé i$spinduliuoja Sviesos kvantg

hvy, tikimybe.
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a C

2.8 pav. Elektroniniy-virpesiniy lygmeny ir suoliy tarp jy diagrama:

a) simetriniai liuminescencijos (L) ir sugerties (S) spektrai (harmoninio
osciliatoriaus modelis); b) simetriniai liuminescencijos ir sugerties
spektrai  (anharmoninio osciliatoriaus modelis); c¢) nesimetriniai
liuminescencijos ir sugerties spektrai (anharmoninio osciliatoriaus
modelis).

Tuo atveju, kai v atZvilgiu simetrinéms sugerties ir fluorescencijos dazniy vertéms

atitinkantys intensyvumai yra lygis, pasinaudojus (2.8.5)-(2.8.7) iSraiSkomis galime uzrasyti

0

b [ p(E)BE, v, +AV)dE, = | p(E)A(E,,v,~Av)dE, . (2.8.8)

E,=0 E =0
IS Sios formulés seka, kad veidrodinio atspindZio désnis visiSkai galioja, kai yra

tenkinamos Sios salygos:

p(E)=p(E,). (2.8.9)
bB(E,,v,+Av)=A(E,,v,—AV). (2.8.10)
(2.8.9) salyga reikalauja, kad molekuliy virpesiniy lygmeny struktira pagrindingje ir
suzadintoje biisenose iSlikty vienoda. Tai iliustruoja 2.8 pav., a, kuriame pavaizduotas
molekulés harmoninio osciliatoriaus modelis (pagrindinéje ir suZadintoje elektroninése
biisenose virpesiniai polygmenys issidéste vienodai ir ekvidistancigkai). Siuo atveju dazniy
simetrija galios. Veidrodinio atspindZio simetrija galios ir anharmoninio osciliatoriaus atveju
(2.8 pav., b), kai virpesiniai polygmenys iSsidést¢ neekvidistanciSkai, bet ju iSsidéstymas
pagrindinéje ir suZadintoje busenose vienodas. Jei pagrindinéje ir suZadintoje elektroninése
biisenose virpesiniy polygmeniy iSsidéstymas nevienodas, tuomet sugerties ir fluorescencijos
dazniy simetrija nebus stebima. Toks atvejis pavaizduotas 2.8 pav., c.
Dabar panagrinekime (2.8.10) lygybe. Joje v yra elektroninio Suolio daznis, o hAv

nusako virpesinés energijos pokyti elektroninio virpesinio Suolio metu. Konstanta b yra
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budinga duotai medZiagai ir iSlieka pastovi visy dazniy vertéms. Tuomet lygybé reiSkia, kad
elektrono Suoliy 1§ pagrindinés bisenos virpesiniy polygmeniy, kuriy metu molekulés
virpesiné energija pakinta dydziu AE,, tikimybés yra proporcingos elektrono Suoliy i
suzadintos biisenos virpesiniy polygmeniy, kuriy metu virpesiné energija pakinta tuo paciu

dydZziu, tikimybeéms.

2.9. Franko-Kondono principas

Sugerties juostos forma, plotis ir sandara labai priklauso nuo perteklinés virpesinés
energijos, kuria molekulée jgauna
elektroninio suZadinimo metu. Sis

dydis yra tiesiogiai susietas su

pagrindinés ir suzadintosios biiseny

potencinés energijos kreiviy

Potenciné energija

skirtumais (kreiviy ~ forma  ir

it pusiausvirojo atstumo tarp atomy

2.9 pav. Franko-Kondono principas. Sugerties  branduoliy r, padétimi). Elektroniniy-
juostos forma esant vienodiems tarpbranduoliniams
atstumams pagrindinéje ir suZadintoje biisenose.

vibraciniy Suoliy  intensyvuma
molekulése kontroliuoja labai svarbus
Franko - Kondono principas. Jis teigia, kad del didelio masiy skirtumo tarp branduolio ir
suzadinamo elektrono elektroninis Suolis vyksta taip greitai, kad branduoliai nesp¢ja pajudéti iS
vietos. Elektrono Suolis jvyksta per Simtus atosekundziy (1 as = 1078 s), tuo tarpu branduoliy
virpéjimo periodas yra keliomis eilémis ilgesnis ir sudaro 10™"% — 10" s. Franko - Kondono
principa sugerties atveju iliustruoja 2.9 ir 2.10 paveikslai. Abscisiy aSis paveiksléliuose Zymi
1

atstuma tarp branduoliy.

Suzadinimo procesai vaizduojami

= kaip tiesios linijjos 1§ vieng

% potencinés  energijos  biseng

% (normalioji blisena)

& vaizduojancios kreivés | Kkita
(suZadintajq biiseng).

Franko - Kondono

2.10 pav. Franko-Kondono principas. Sugerties juostos  principa galima nusakyti trejomis
forma  esant  skirtingiems  tarpbranduoliniams

e O taisykléemis:
atstumams pagrindinéje ir suZadintojoje biisenose.
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1. elektroniniai-vibraciniai Suoliai tarp potencinés energijos buseny vyksta ,vertikaliai®,
iSliekant nepakitusiems tarpbranduoliniams atstumams molekuléje. Tai reiSkia, kad
suzadintosios elektroninés biisenos branduoliy konfigiiracija islieka tokia pati kaip ir
nesuzadintosios biisenos. Kadangi potencinés energijos kreivés (maziausiq energija
atitinkancio tarpbranduolinio atstumo vertés) gali buti pasislinkusios viena kitos atZvilgiu
(2.10 pav.), tokia branduoliy konfigiiracija suzadintoje buisenoje atitinka smarkiai suspausta
arba iStempta molekules geometrija, todél suzadintos molekulés atomai tuoj pat pradeda
virpeti. Taigi, elektroninio Suolio metu daZniausiai suzadinami ir molekulés atomy
virpesiniai judesiai;

2. labiausiai tikétini arba intensyviausi yra tokie Suoliai 1§ elektroninés biisenos virpesinio
lygmens, kurie prasideda i$ srities, turin€ios didZiausig branduoliy buvimo tikimybes
tankj. Zemiausiuose virpesiniuose lygmenyse labiausiai tikétina branduolius aptikti arti
pusiausvirojo r,, aukStesniuose virpesiniuose lygmenyse — atstumais, atitinkanciais
potencinés energijos kreivés vertes. Kambario temperatiiroje praktiSkai visos organinés
molekulés yra Zemiausiame nuliniame (v = 0) virpesiniame lygmenyje;

3. labiausiai tikétini ir intensyviausi yra tokie sugerties Suoliai, kurie baigiasi srityse,
kuriose suzadintosios elektroninés buisenos branduoliy tikimybeés tankis yra didZiausias.
Dazniausiai Suoliai baigiasi netoli suzadintosios biisenos potencinés energijos kreives.

Jei pusiausvyrieji tarpbranduoliniai atstumai pagrindinéje ir suzadintojoje
molekulés blisenose yra vienodi, t.y., virSutines kreivés minimumas yra tiesiai vir§ apatinés
kreivés minimumo, tai sugerties juosta siaura, asimetrin€, pasiZymi budinga virpesiniy
smailiy struktiira (2.9 pav.). Zemose temperatiirose intensyviausias 0-0 Suoliukas So(0) —S;(0)
kuris yra labiausiai ilgabangis 1§ visy virpesiniy maksimumu.

TaCiau dazniausiai suZadinus molekules tarpatominiai rySiai susilpnéja, tad
tikétiniausias atstumas r,* tarp atomy padidé€ja, ir suzadintosios biisenos potencines energijos
kreivé paslenka | ilgesniu r. puse (i deSing). Tokiu atveju sugerties spektre stebima plati
simetriné juosta. Intensyviausias virpesinis Suoliukas jau néra perejimas 0-0, bet Suolis |
aukStesnius virpesinius lygmenis (2.10 pav.). Todél sugerties juostos ploti galima sieti su
tarpbranduoliniy atstumy padidéjimu molekulés suzadintojoje biisenoje.

Kvantmechaninis Franko - Kondono principo aiSkinimas siejamas su pagrindings ir
suzadintosios buseny virpesiniy banginiy funkciju sanklota. Intensyviausi Suoliai vyksta tarp
tokiy virpesiniy buseny, kurios persikloja stipriausiai, nes tokios biisenos pasiZymi artimais

v

parametrais. Sanklodos laipsni apibiidina Franko-Kondono integralas _[ Xix.dt, . Sio
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integralo kvadratas vadinamas Franko - Kondono faktoriumi. Zemiausio virpesinio lygmens
banginé funkcija yra varpo pavidalo, kurio maksimumas sutampa su pusiausviraja branduoliy
konfigiiracija. Su tokia bangine funkcija persikloja daug suzadintosios molekulés virpesiniy
funkcijy, taciau stipriausia sankloda bus su tokiomis funkcijomis, kuriy maksimumas yra toje
pacioje erdvés dalyje. Jei potencinés energijos kreivés yra pasislinkusios viena kitos atzvilgiu,
tai geriausia sankloda pasiekiama su tais suzadinta vibracing busena apraSanc¢ios banginés
funkcijos maksimumais, kurie yra arCiausiai potencinés energijos kreives verCiy. Sugerties
spektruose registruojamas jvairus virpesiniy judesiy intensyvumas atspindi skirtingo lygio
sankloda tarp nesuZadintosios ir suzadintosios molekulés virpesines biisenas aprasanciy
banginiy funkcijy.

PanasSiai galima traktuoti ir molekuliy emisijos spektrus. Kondensuotoje medZiagos
blsenoje (tirpalas arba kieta fazé¢) kambario temperatiiroje suzadintoji biisena visiSkai
termalizuojasi ir pasiekia Siluming¢ pusiausvyra iki iSspinduliavimo akto. Todél emisija
praktiSkai vyksta i$ nulinio suZadintosios biisenos virpesinio lygmens i aukStesnius pagrindinés

biisenos virpesinius lygmenis.

2.10. Liuminescencijos ekranavimo ir reabsorbcijos efektai

Matuojant sudetingy daugiakomponenciy sistemuy, pvz., audiniy, lasteliy suspensijos
liuminescencija, galimos liuminescencijos intensyvumo matavimo paklaidos, salygojamos
vadinamojo vidinio filtro. Jas gali sukelti ekranavimo arba reabsorbcijos efektai.

Ekranavimo efekto atveju krintanc¢ios Sviesos dalj sugeria daugiakomponenciame
tirpale esancios pasalinés medZiagos. Galima jvertinti bandinio fluorescencijos intensyvuma,
atsizvelgiant | ekranavimo efekta.

Tegu i bandinj, kurio storis / (2.11 pav.), statmenai

x_dx

krenta intensyvumo [, Sviesa. Atstumu x nuo pavirSiaus
A I, | Ix) krintancios Sviesos intensyvumas pagal Bugerio- Lamberto-

Bero désnj:

€ Iﬂ —(&c+y £C)x

I(x)=1,-10 (2.10.1)
Cia g1ir ¢ — fluorescuojancios medziagos, o & ir ¢; —
ekranuojan¢iy medziagy ekstinkcijos koeficientai ties

l
2.11 pav. Liuminescencijos Zadinimo bangos ilgiu ir ju koncentracijos.

ekranavimo ir reabsorbcijos Elementariame sluoksnyje dx, kai ekranavimo
skaiciavimo schema. o ‘ . '
poveikis nykstamai mazas, per laiko vieneta sugertos
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Sviesos intensyvumas:
dl(x) = In10-I(x)-&c-d x (2.10.2)
Atsizvelgus i (2.10.1) iSraiska:

—(£~c+28[~c,-)~x
dl(x)=In10-1,-&-¢c-10 ’ dx (2.10.3)

Visa per laiko vieneta bandinyje sugerta Sviesa surandama integruojant pastaraja
1SraiSka bandinio storio / atzvilgiu:
L —(8-6+Z£[»c,)-x

I, =Mn10-1,-¢-c-[10 T dx (2.10.4)
0

Suintegravus gauname:

. . 7(e-c+z_£,-c,)-l
:10—;6.[1_10 ' } 0105
E-C+XE C

sug

JeiA, =(e-c+Y¢€ -c;,)-1 — pilnas bandinio optinis tankis, 0 A =&« — tiriamos
fluorescuojancios medZiagos optinis tankis, tuomet /g, iSraiSka:
*(s-t-+§s,~w,~)~l A
l,, =1,-|1-10 — (2.10.6)
AB
Pagal (2.6.2) sarySi, Ip=x@(1-T)ly =x@ly, tad tiriamosios medZiagos
fluorescencijos intensyvumas, esant ekranavimo efektui, lygus:

7(e-c+§£,--c,')-l A A
I, =x-¢-10-[1—10 ]—:K-(D-IO(I—T)-— (2.10.7)
A, A

B

Santykis A /Ap nurodo, kuria

Af Tn bandinio sugertos Sviesos dali sugére
fluorescuojanti medZiaga.

Reabsorbcijos efektas

pasireiSkia tuomet, kai liuminescencija

sugeriama  paties bandinio tdryje.

[vertinimui pasinaudosime ta pacia 2.11

2.12  pav. Sugerties spektras (1)
fluorescencijos spektras be reabsorbcijos (2) ir
fluorescencijos spektras esant reabsorbcijai  intensyvumas  elementaraus  plocio

(3).

pav. pateikta schema. Fluorescencijos

sluoksnyje dx atstumu x nuo pavirSiaus:
dl ;(x)=In10k-@-1(x)-&,-c-dx (2.10.8)

kur /(x) - Zadinancios Sviesos intensyvumas,
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I(x)=1,-107%", (2.10.9)
&p — ekstinkcijos koeficientas Zadinimo bangos ilgio Sviesai.
Del reabsorbcijos (tuo atveju, kai ja salygoja pati tiriamoji medZiaga) fluorescencijos
intensyvumas bandinio pavirSiuje sumazes:

dl ,(0) = dl , (x)-107", (2.10.10)

Cia & — ekstinkcijos koeficientas fluorescencijos bangos ilgio Sviesai.

Apjunge (2.10.8 — 2.10.10) sarySius, gauname:
dl ,(0)=In10-K-@-1,-&,-c-10" """ dx (2.10.11)
Suintegravus, kaip ir ekranavimo atveju (kai [ = I;), gauname:

A
—5 (2.10.12)
Ay + Aﬂ

1O =k 1, [-107]

PraktiSkai, norint sumaZinti reabsorbcijos efekta, reikia tirti mazo optinio tankio
bandinius, Zadinti liuminescencija ties sugerties juostos maksimumu, bei ja matuoti ties
priekine bandinio sienele. 4.12 pavyzdyje pateikti sugerties bei fluorescencijos spektrai, esant
reabsorbcijai ir be jos. Bandinyje esant reabsorbcijai stebimas fluorescencijos spektro

iSkraipymas persiklojimo su sugerties spektru srityje.

2.11. Statinis ir dinaminis fluorescencijos gesinimas. Sterno-

Folmerio lygtis

Bet koks fluorescencijos kvantinio naSumo mazéjimas gali bliti vertinamas kaip
fluorescencijos gesinimo vyksmas. Pagrindiné fluorescencijos intensyvumo mazeéjimo
priezastis — tai fluorescuojan€iy molekuliy saveika su kitomis tirpale esanciomis
molekulémis. Gesiklio ir fluorescuojanios molekules saveika gali pakeisti atstuma tarp jos
energiniy lygmeny, padidinti bespindulinés suzadinimo energijos relaksacijos tikimybe,
kartais padidinti interkombinacines konversijos S;=T; tikimybe.

Labai aktyvus fluorescencijos gesikliai:

1. Sunkiyjy metaly katijonai ir anijonai I', Br, Cs", Cu™ (3ie gesikliai padidina
interkombinacinés konversijos tikimybe);

2. Paramagnetiniai jonai ir molekulés O,, Mn2+, nitroksilo radikalai;

3. Tirpiklio molekulés. Labiausiai gesina fluorescencija poliniai tirpikliai, pvz.,
vanduo, kurie, manoma, padidina interkombinacinés konversijos tikimybe fluorescuojancioje
molekul¢je.

4. Elektroninio suZadinimo energijos akceptoriai.
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Tenka paZzymeéti, kad fluorescencijos gesinimgq tirpiklio molekulémis tyrinéti sunku,
kadangi biologiskai aktyviy molekuliy fluorescencija visuomet matuojama viename ar kitame
tirpiklyje,— todél praktiSkai galime tik palyginti fluorescencijos kvantinj naSuma viename ar
kitame tirpiklyje.

Anksciau aptartais gesinimo atvejais tirpiklio koncentracija buvo laikoma pastovia, ir
tirpiklio gesinimas buvo iskaitomas i konstanta k, (vidiné konversija). Praktikoje gesikliais
vadinamos papildomai i tirpiklj jdedamos medZiagos, kuriy salygojama gesinimo vyksma
apraSo konstanta k,, 0 ju koncentracija tirpale Zymima [Q].

Pagal Vavilova, fluorescencijos gesinimas gali biti statinis (I tipas) ir dinaminis (II
tipas). Dinaminiu fluorescencijos gesinimu vadinamas gesinimas tarpusavyje susidurus
molekuléms, ir vykstant energijos pernasai (zr. 4.2, 4.3 skyrius).

Dinaminio gesinimo atveju stebimas vienalaikis ¢ ir 7 mazéjimas didinant gesiklio

koncentracija (Zr. (2.4.4), (2.5.5) ir (2.5.8) iSraiSkas):

é=1+K[Q]

L — 14k 7[Q]=1+K[Q] (2.11.1)
rg

Tg

Ty

Ty

¢ia [ irt — fluorescencijos intensyvumas ir suzadintos blisenos gyvavimo trukmeé terpéje be
gesiklio, 7=1/k=1/ (kg + kix + kv), 0 77 =1/ k.

Statinis gesinimas salygotas nefluorescuojanciy kompleksy (NK) susidarymo

Kp
reaguojant medziagos ir gesiklio molekuléms: @ + Q <> NK . IS pusiausvyros lygties gali biiti

surastas laisvos ir suriStos fluorescuojanc¢ios medziagos santykis. Komplekso disociacijos

konstanta Kp lygi:

x, - [2IC]
[NK]

(2.11.2)

Lyginant fluorescuojanc¢ios medZziagos ir jos nefluorescuojancio komplekso sugerties
spektrus, skiriami du atvejai:
1. Fluorescuojancios medziagos ir jos nefluorescuojancio komplekso sugerties
spektrai nesiskiria. Tuomet gesinimo laipsnis:

¢ _INKI+[P]_, | [NK]

(2.11.3)

o, IO (@]
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arba, isistacius Kp, gauname iSraiska, analogiska Sterno-Folmerio sarysiui:
1
? 1+ 20 2.11.4)
¢g KD
2. Fluorescuojancios medziagos ir jos nefluorescuojanCio komplekso sugerties
spektrai skiriasi. Tuomet (2.11.4) iSraiSka negalioja, taCiau esant maZam tirpalo

optiniam tankiui, galioja sarysis:

1 _INKI+[®] (2.11.5)
I, @]
kur I - fluorescencijos intensyvumas be gesintojo, I, — fluorescencijos

intensyvumas esant gesintojui. [sistat¢ disociacijos konstantos vert¢, gauname
analogiska iSraiska:
L=1+L[Q]. (2.11.6)
1 g D
Si lygtis labai panasi i pagrindine Sterno-Folmerio lygti (Zr. (2.5.7) ir (2.5.9)):
Ii=1+K[Q]; (2.11.7)
g
Tokiu budu, pagal fluorescencijos intensyvumo priklausomybe nuo gesiklio
koncentracijos, statinio ir dinaminio fluorescencijos gesinimo mechanizmai
neatskiriami. Taciau statinio gesinimo atveju fluorescencijos gyvavimo trukmeé nesikeicia,
keiCiasi tik fluorescuojan¢iy molekuliy fluorescencijos kvantinis naSumas tirpale. Jei
galimybés pamatuoti fluorescencijos gyvavimo trukmeés néra, tai matuojama priklausomybé

nuo temperatiiros. Padidéjus temperatiirai, dinaminio gesinimo sparta didéja, o statinio

gesinimo — mazéja.

ke [Q] Misraus gesinimo atveju (2.13 pav.)
O * 7 (DP-Q)* . .
| fluorescencijos intensyvumy santykis:
. "‘1“ 1/1=(1+Kal OD)-(1+K (O] (2.11.8)
kst yra antro laipsnio priklausomybé nuo[Q].
® +Q = ©-Q

Dinaminio gesinimo dalis gali biti
2.13 pav. Misraus fluorescensijos gesinimo nustatyta i$ fluorescencijos gyvavimo trukmiy
schema. matavimo (2.11.1).

ISskleidus (2.11.8) iSraiska:

1/ 1=1+(Kin+K)[ Q1+ KiinK o[ QT = 1+K Q] (2.11.9)
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Iy —1
kur Kef = (Kain +Ks) +Kain K[ Q] = % (2.11.10)

Tada atvaizduojant K.r [M'] priklausomybe nuo [Q], gauname tiese, kurios susikirtimo
taskas su K, aSimi yra J = Ky, + Ky, o posviris | [Q] a$i yra S = Kyi'Ky. ISsprendus
kvadrating lygti Ks,2 - Kyl + § =0, galima rasti gesinimo konstantas Kg;, ir K.

Atskiro statinio fluorescencijos gesinimo atvejo pavyzdziu gali biiti fluorescencijos
gesinimas salygotas nefluorescuojan¢iy dimery ar agregaty susidarymo, esant didelei
molekuliy koncentracijai: [@] + [®@] <> dimeras (nefluorescuojantis). Pavyzdziui, i lasteliy
kultiros maitinamaja terp¢ pridéjus 9-aminoakridino tirpalo, 9-aminoakridinas kaupiasi
lastelése, lokalizuodamasis chloroplastuose ir mitochondrijose. Organelése susidaro didele
daziklio lokali koncentracija, ko pasé€koje ir susiformuoja nefluorescuojantys agregatai.
Kadangi 9-aminoakridino kaupimasis organelése iSauga mazéjant vidiniam lastelés terpés pH,

tai pagal fluorescencijos gesinimo laipsnj galima jvertinti pH poky¢ius lastelése.

Cianino dazai gali biti sékmingai naudojami lasteliy, mitochondrijy, chloroplasty
suspensijose matuojant transmembraninj potenciala. Pvz., teigiamai jelektrintos
fluorescuojancio zondo dis-C3(5) molekulés kaupiasi mitochondrijose joms energizuojantis,
kai ant mitochondriju membranos sukuriamas potencialy skirtumas su neigiamu kriiviu
vidin¢je membranos pus¢je. Kuo didesnis neigiamas kriivis susikaupia vidiniame membranos
pavirsiuje, tuo daugiau kaupiasi zondo molekuliy kaupiasi mitochondrijose, taigi, tuo stipriau

pasireiSkia zondo molekuliy fluorescencijos koncentracinis gesinimas.

2.12. Dimery ir eksimery fluorescencija

Tiek statine, tiek dinamin¢ molekuliy saveika gali salygoti tarpmolekuliniy
kompleksy susidaryma, kuriy fluorescencija pasireiskia visiSkai kitoje spektro srityje negu
monomeriniy molekuliy. Pvz., akridino oranZinio monomeriné forma fluorescuoja ties 530
nm. O agregatai — ties 640nm. Tuo biidu, daZiklio kaupimasi lastelése galima stebéti
registruojant fluorescencijos juostos spektrinj poslinkij.

Ypatingai j{domus yra suZadinty dimery susidarymas susidiirus molekuléms

(eksimerai), kai viena 1S jy pagrindingje biisenoje, o kita suZadintoje.

1. ®+hy >® —“>®+hy, - monomero fluorescencija
2. O+hy > - (dP) —“>D+d+hv,,,,—eksimero fluorescencija

¢ia k,, ir k;— Siy procesuy greicio konstantos.
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Tokios molekulés pavyzdziu gali biti pirenas. Mazos koncentracijos arba klampiuose
tirpaluose fluorescuoja monomeriné pireno forma su dviem smailémis ties 372 nm ir 394 nm.
Didesnés koncentracijos tirpaluose atsiranda eksimery juosta ties 470 nm.

Eksimero ir monomero fluorescencijos juosty intensyvumu santykis K.,= 470 / Ligo
vadinamas eksimerizacijos koeficientu, kuris auga didéjant pireno koncentracijai ir mazéjant
tirpiklio klampumui.

Stacionariose salygose 1 ir 2 procesai gali biiti uZzrasSomi kinetinémis lygtimis:

dn "
— =y =k |[®], 2.12.1
" ’”[ ] ( )
v, =k, |oo°; (2.12.2)
Eksimerizacijos koeficientas proporcingas $iy procesy spartoms:
K, = A2 = Alli—"[CD] : (2.12.3)
vm m

kur A — proporcingumo koeficientas, priklausantis nuo molekuliy spektry formos, ir
santykiniy monomero ir eksimero fluorescencijos kvantiniy naSumy. Spartos konstanta k,,
nuo aplinkos klampumo nepriklauso. Spartos konstanta k,; atvirkS¢iai proporcinga aplinkos
klampumui (augant klampumui, mazéja molekuliy judejimo greiciai, tuo paciu ir kelias, kuri
gali nueiti suzadinta molekulé per laikq T — t.y., suZzadintos molekulés gyvavimo trukmeg).

Todel galima uZrasyti:
k,=—, (2.12.4)

kur # — klampos koeficientas, B — proporcingumo koeficientas, i kurio iSraikq ieina

molekules Siluminé energija (k7). Istacius (2.12.4) iSraiSkq i (2.12.3) iSraiSka, gauname:

K, =C[®]% (4.12.5)
n
kur C = A-B — apibendrinta konstanta, 7, = kl — pireno monomero suzadintos

m
blisenos gyvavimo trukme nevykstant eksimerizacijai.
IS Sios iSraiSkos seka, kad eksimerizacijos konstanta yra atvirkSc¢iai proporcinga terpés

klampai n ir tiesiogiai proporcinga fluorescuojan¢iy molekuliy koncentracijai.
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Si eksimerizacijos konstantos

priklausomybé  nuo  terpés  klampumo

naudojama lipidinio biologiniy membrany

Pol

VX
N

sluoksnio mikroklampumo matavimuose. Kaip

zymeklis daZniausiai naudojamas pirenas.

®
:

Y Pvz., palyginamieji pireno eksimerizacijos

tyrimai mazo tankio lipoproteiny, iSskirty is

sveiky ir serganciy iSemine Sirdies liga

I, u ganciy g

Ana I, pacienty kraujo plazmos, terpeje leidZia
diagnozuoti liga. Esant vienodai pireno —

D zymeklio  koncentracijai,  eksimerizacijos
D koeficientas yra Zemesnis ligonio, sergancio

N o iSemine liga, kraujo plazmos lipoproteiny
2.14 pav. Fluorescencijos poliarizacijos

registravimo schema. S — sviesos saltinis, terpeje, kadangi joje yra daugiau cholesterino,
Pol — poliarizatorius, B — bandinys, Ana

i k ’ o tai salygoja didesnj lipoproteiny lipidinés
— analizatorius, D — detektorius.

fazés klampuma.

2.13. Liuminescencijos poliarizacija ir jos taikymas molekuliy
tyrimui
Molekulés sugeria ta spinduliuote, kurios elektrinis vektorius nukreiptas lygiagreciai
elektrono Suolio dipolio vektoriui molekul¢je. Tirpaluose molekulés iSsidesto chaotiskai — tuo
paciu ir jy elektroniniy Suoliy vektoriai. Tad Zadinant tirpala poliarizuota Sviesa, selektyviai
Zadiname tik dali molekuliy. Tad ir tirpalo fluorescencija turety biti dalinai poliarizuota.
Fluorescencijos poliarizacija bus didZiausia, kai:
1) Tirpalas apSvie€iamas tiesiSkai poliarizuota Sviesa.
2) Molekulés sugerties ir emisijos vektoriai lygiagretus.
3) Molekulé per suzadintos busenos gyvavimo trukme nespéja pakeisti savo orientacijos.
Kiekybiniam fluorescencijos poliarizacijos apraSymui naudojamos dvi tarpusavyje
susijusios charakteristikos — emisijos poliarizacijos koeficientas P ir emisijos anizotropija A.
Principiné matavimo schema labai paprasta (2.14 pav.).
IS Saltinio Sviesa patenka i poliarizatoriy, i§ kurio sklinda toliau, o jos elektrinis vektorius
orientuotas z kryptimi. Bandinio fluorescencija Y kryptimi registruojama pro analizatoriy.
Vienu atveju analizatorius orientuojamas ir praleidZia Sviesa z kryptimi, kitu atveju — x

kryptimi. Taip uZregistruojami fluorescencijos intensyvumai /) ir /,. Bandinio fluorescencijos
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intensyvumas gali biiti nagrinéjamas, kaip ploksc¢iai poliarizuotos bangos I, ir nepoliarizuotos
I, miSinys. Poliarizacijos laipsnis, arba kiekybiné poliarizacijos charakteristika, Siuo atveju

gali biiti iSreikstas kaip:

P=—2"—. (2.13.1)

Poliarizacija galima iSreikSti ir eksperimente gaunamais dydziais I, ir I,. IS optikos
Zinoma, kad idealus poliarizatorius sumaZzina nepoliarizuotos Sviesos intensyvuma 2 kartus, o
taip pat praleidZia visa tiesiSkq poliarizuota Sviesa, jeigu poliarizuotos Sviesos vektorius
sutampa su poliarizatoriaus vektoriumi, ir visiSkai nepraleidZia Sviesos, jeigu poliarizatoriaus

ir Sviesos vektoriai statmeni. Tada aisSku, kad:

1
L =1,+—;
. 2 (2.13.2)
I, = 7";
[sistatg /) ir /| reikSmes i (2.13.1), gauname:
_ L1,
P= . (2.13.3)
I,+1,

Vektoriaus, sklindancio y kryptimi, indélis lygus 0, kadangi Sviesos bangos judancios
y kryptimi neturi poliarizacijos vektoriaus. Taciau paties bandinio fluorescencija turi S$i
vektoriy. Todél kartais liuminescencijos charakteristikoms nusakyti naudojama anizotropija
A, kur jskaitomi visi elektrinio lauko vektoriai.
I+, +1,=1+1, (2.13.4)
Tada fluorescencijos anizotropija yra lygi:

_ III_IJ_ .

= 2.13.5
I,+2I, ( )

IS iy sarysiy galima surasti rysj tarp P ir A.

Fluorescencijos poliarizacijos dydis priklauso nuo
kampo P tarp sugerties ir fluorescencijos elektroniniy Suoliy
vektoriy bei nuo aplinkos klampumo m. Jei klampa labai
didele (n = o), tai reiSkia, kad per suzadintos biisenos
gyvavimo trukmg elektriniy Suoliy vektoriai nepasikeicia.

2.15 pav. Elektroniniai
sugerties ir fluorescencijos Ivertinkime kampo B ijtaka fluorescencijos signalui

vektoriai bei kampas tarp
Ju-

(2.15 pav.) labai klampiuose tirpaluose. Poliarizacija
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pazymime P,. Pagal Pereno (Perren) formulg tiesiSkai poliarizuotai Sviesai:

P 3cos’ -1

2.13.6
° cos’ B+3 ( )

Zinant Py, galima apskaiiuoti 8. [domu tai, kad netgi Zadinant bandinj nepoliarizuota
Sviesa, o fluorescencijg matuojant 90° kampu, kaip ir aptartu atveju, fluorescencija bus dalinai
poliarizuota. Tai susij¢ su tuo, kad skersiniy Sviesos bangos svyravimuy déka susiZadina
molekulés, kuriy sugerties osciliatoriaus vektorius guli plokStumoje z0y, ir nesusizadina tos,
kuriose Sio vektoriaus kryptis sutampa su asimi X. Tad poliarizacija Py, esant nepoliarizuotam
Zadinimui, lygi:
%:(ymﬁﬂ—n;

(7—cos’ B)

Kampui B kintant nuo 0 iki 90°, ribiné poliarizacija Py kei€iasi nuo +1/2 iki -1/3; jei

(2.13.7)

bandinys Zadintas poliarizuota Sviesa, ir nuo 1/3 iki -1/7 — jei Zadintas nepoliarizuota Sviesa.

Sie poliarizacijos koeficienty vertinimai atlikti pasirinkus tam tikrus Zadinimo ir
fluorescencijos bangos ilgius. Sviesos sklidimo kelyje pastadius monochromatorius, galima
matuoti du poliarizacijos spektrus; Zadinimo poliarizacija Py = f(4z4) ir fluorescencijos
poliarizacija Py = f(is). Kadangi fluorescencija visada vyksta i§ to paties lygmens S,
nepriklausomai nuo suZadinimo kampo f, tai ir Py nepriklauso nuo bangos ilgio 5. Tuomet
vienos medZziagos homogeninio tirpalo poliarizacijos spektras biity tiesi linija, lygiagreti
bangos ilgiy aSiai. Taciau visiSkai kitaip yra su poliarizacijos Zadinimo spektru, kadangi
molekules galime suZadinti | skirtingus elektroninius lygmenis, o jie gali turéti skirtinga
kampo P orientacija su fluorescencijos poliarizacija. UZregistravus tokius spektrus, galima
gauti informacija apie molekulés vidiniy elektroniniy Suoliy kieki sugerties spektre ir ju
orientacija fluorescencijos Suolio atZvilgiu.

Visi Sie iSvedimai yra teisingi, jeigu molekulés nejuda. Taciau realiose salygose
fluorescencijos poliarizacija paprastai stipriai sumazinta del difuzijos ir rotacijos (sukamoji
difuzija). Sukamoji (arba rotaciné difuzija) apraSoma rotaciniu difuzijos koeficientu D arba
sukamosios relaksacijos laiku p:
=" p=o,
T >

£ - trinties koeficientas aplinkoje, R — dujy konstanta; 7' — absoliutiné temperatiira.

D (2.13.8)

Pagal Stokso désnj & priklauso nuo aplinkos klampos # ir molekulés spindulio r. Sferinéms

molekuléms:
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_RT

=8nr’n=6nV : D =——,
¢ n=6n =y

(2.13.9)

kur V — vieno molio molekuliy uZimamas tiiris.

Vietoje p daznai naudojamas rotacinis koreliacijos laikas o = g .

Natiiralu, kad rotacinés difuzijos déka vyksta papildoma fluorescencijos
depoliarizacija, t.y., P yra mazesnis negu P, (vertinant pagal modulj). Fluorescencijos
depoliarizacija taip pat priklauso nuo suzadintos molekulés vidutinés gyvavimo trukmés T ir
relaksacijos laiko p (arba terpés klampos 7).

Bendru pavidalu fluorescencijos poliarizacijos laipsnis P apraSomas Pereno —

lil: iil 1+3—T = iil 1+Er . (2.13.10)
P 3 \F 3 P F, 3 Vn

Zadinant poliarizuota Sviesa, formuléje naudojamas minuso Zenklas, o

Jablonskio formule:

nepoliarizuota — pliusas.
Anizotropija A esant poliarizuotam Zadinimui uZraSoma formule:
l=i(l+grj; i =R (2.13.11)
A AL Vg (A, -A)V

Nesferinéms molekuléms gaunamos sudétingesnés iSraiSkos.

Tokiu budu 1§ fluorescencijos poliarizacijos arba anizotropijos matavimy, Zinant
suzadinto lygmens gyvavimo trukme, galima iSmatuoti aplinkos mikroklampa. Taciau reikia
atsiminti, kad Sio metodo naudojimas yra salygotas:

1. fluorescuojancio zondo (molekulés) matmenuy;

2. suzadintos biisenos gyvavimo laiko t;

3. zondo geometrijos nukrypimy nuo sferinés molekulés modelio.

Daugumos dazy fluorescencija vandeniniuose tirpaluose pilnai depoliarizuota. Taciau
poliarizacija atsiranda, kai dazo molekule patalpiname klampioje aplinkoje (pvz. lipidy
sluoksnyje). Taip pat poliarizacija stebima vandeniniuose baltymuy ir dazy molekuliy
kompleksy tirpaluose. IS poliarizacijos matavimy galima nustatyti:

e baltymo molekuliy dydj;

e vieny baltymy kompleksacija su kitais (susidarant kompleksui, fluorescuojancios

dalelés dydis iSauga, ir poliarizacija did¢ja);

e fluorescuojanciy molekuliy kompleksacija (agregacija).
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Poliarizaciniai procesai yra neinertiski, todél galima atlikti kinetinius matavimus. Siuo
metodu nustatyta, kad membrany lipidinio bisluoksnio klampumas lygus augalinio aliejaus
klampumui.

Poliarizaciniai matavimai taip pat gali biiti taikomi mediciningje diagnostikoje —
padidéjes cholesterino kiekis limfoidinése lastelése padidina fluorescencinio zondo, esancio
lastelés membranoje, mikroaplinkos klampa, o tuo pat metu signalizuoja apie aterosklerozés
vystymasi. Toks procesas gali biiti nustatytas i§ padidéjusios poliarizacijos. Atitinkamai
poliarizacijos sumazeéjimas, salygotas sumazejusios mikroaplinkos klampos dél mazesnio nei

norma cholesterolio kiekio, gali biti patogeniniy véZiniy lastelés pokyciy rodiklis.
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