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5. PIRMINIAI FOTOCHEMINIY VYKSMU DESNINGUMAI IR
TYRIMO METODAI

5.1. Fotobiologiniy vyksmy stadijos

Fotobiologiniai vyksmai prasideda kvanto sugertimi biomolekuléje, o baigiasi kokiu
nors fiziologiniu organizmo atsaku (reakcija | Sviesa). Fotobiologiniy vyksmy pavyzdziais
galéty biti Sie gyvuose organizmuose stebimi vyksmai:

Fotosintezé — organiniy molekuliy sintezé panaudojant (saulés) Sviesos energija;

Fototaksis — organizmy (pvz. bakteriju) judé¢jimas link Sviesos arba nuo Sviesos;

Fototropizmas — lapy arba $aky pasisukimas i saul¢ arba nuo saulés;

Rega — §viesos energijos pavertimas nerviniais impulsais fotoreceptoriuose.
Akivaizdu, kad fotobiologiniai vyksmai pasizymi didele raiSkos jvairove, taciau daugeliu
atveju juos biity galima iSskaidyti i kelias bendras stadijas:

1) Sviesos sugertis specialioje molekuléje, kuri vadinama fotoreceptorine molekule, arba

fotoreceptoriumi;

2) vidiné energijos pernaSa molekuléje;

3) tarpmolekuliné energijos pernasa;

4) pirminis fotocheminis vyksmas, vykstantis perteklinés energijos déka;

5) tamsinés reakcijos, salygojancios stabiliy produkty susidaryma;

6) biocheminés reakcijos, vykstancios dalyvaujant fotoproduktams;

7) bendro fiziologinio organizmo atsako i $viesos poveikj formavimasis.

Pirminiy fotobiologiniy vyksmu stadijy apra§ymas daZniausiai apsiriboja 1 — 4 punktais.
Pirminis fotocheminis aktas — tai procesas, kuriame dalyvauja molekulé i§ Zemiausio
suzadinto singuletinio lygmens S| ar Zemiausio suzadinto tripletinio lygmens.

Pirminio fotocheminio akto kvantinis naSumas — tai sureagavusiy molekuliy skaiciaus
santykis su sugerty kvanty skai¢iumi. SuZadinta molekulé¢ gali suformuoti pirminj

fotoprodukta P arba nurelaksuoti | pagrinding bisena. Isivedus Siy procesuy spartos

koeficientus:
A*—te 5 p (5.1.1)
A*— A (5.1.2)
reakcijos kvantinis naSumas apskai¢iuojamas taip:
_ j:* - kRkik (5.1.3)
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Realiose salygose pirminiy fotoprocesy kvantini nasuma galime nustatyti i§ pradinés
medZiagos mazejimo AA ir reakcijos fotoprodukto atsiradimo AP per laiko trukme 7 SvieCiant
bandinj monochromatine Sviesa:

AA
D= —m (5.1.4)

Cia, I -t — Svitinimo doze, 1-T — sugerties koeficientas.

Skaiciuojant fotoproceso kvantini naSuma pagal §ig formule reikia nepamirsti, kad, jei
fotoprodukto sugerties spektras persikloja su pirminés medZiagos sugerties spektru, tai
fotoproduktas sugers dali Sviesos kvanty ir tai mazins fotoproceso kvantini naSuma @, o
grandininiy reakcijy atsiradimas (pvz. pirminiuose fotoprocesuose susidaranciy radikaly
inicijuojamos reakcijos) gali fotoproceso kvantini naSuma @ padidinti. Todel pasitikrinimui

pageidautina visada atsizvelgti i pradine pirminio fotocheminio proceso iSraiska (5.1.3).

5.2. Fotocheminio veikimo spektras

Viena iS uzduociy, tiriant pirminius fotocheminius procesus — nustatyti, medZiaga ar
medziagas, kurioms sugérus Sviesos kvanta, prasideda fotocheminés reakcijos. Tokia paieSka
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5.1 pav. Fermento inaktyvacijos nustatymas: Ap ir A, — fermento aktyvumai io
atitinkamai pries ir po aps$vietimo doze Ep. veik
imo spektra ir lyginant ji su medZiagy, kurioms sugérus Sviesos kvanta gali prasidéti
reakcijos, sugerties spektru. Tai iliustruoti galima nagrin¢jant fotocheminés fermenty
inaktyvacijos reakcija bandinyje, Svie€iant ultravioletine Sviesa.

Si reakcija ypatinga tuo, kad ji vyksta vienpakopiu mechanizmu: $viesos kvanto

veikiama molekulé arba visiSkai inaktyvuojasi arba nesikeicia, t.y. néra jokiy papildomy ar

tarpiniy procesy. Sio proceso kinetikos nagrinéjimui galima pasitelkti modelinj eksperimenta.
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Tegu kiuvetéje, kurios storis / = 1 cm yra fermento molekuliy tirpalas, kuriy skaicius 1
cm’ tirpalo lygus n; o [cm?] — fermento molekulés sugerties skerspjiivis fermento molekuléje
(Zr. (1.5.7) iSraisSka). Iy ir I [Cm'2s'1] — krentancios ir pragjusios kiuvetg¢ Sviesos intensyvumai,
iSreiksti kvanty, krintan&iy i 1 cm? per 1 s, skai¢iumi. Kiekvieng sekunde tirpalas sugers (I -
D [em™s™] kvanty. Taigi per 1 sekundg 1 cm’ inaktyvuojamy fermento molekuliy skaiciy
galima apskaiCiuoti pagal formulg :

—%:@(IO—I), (5.2.1)
kur @ — reakcijos kvantinis nasumas. Rysj tarp dydziy I, Iy ir o, [ nusako Bugerio ir
Bero désnis (1.5.8), taigi:
_% 0.1, (1-e") (5.2.2)
Stipriai praskiestuose tirpaluose, kur onl < 0,1, iSraiSka skliaustuose apytiksliai lygi onl
(paklaida <5%), tada, atsizvelgus, kad [ = 1:

dn
—=@- -l on 5.2.3
dt 0 (5-2.3)

Integruojant Siq iSraiSka Svitinimo trukmes intervale, gauname:

_dn _ [@1,0dt (5.2.4)
n 0

™= tc®=E,0,, (5.2.5)

n,

¢ia Ep = Ipt - Svitinimo doze, or = o-@ —fermento inaktyvacijos pagavos skerspjivis.
. ) . . n
Norint nustatyti o, braizomas grafikas In— = f(E, ).
nt
Dydis o nustatomas iS tiesés polinkio. Ji galima nustatyti ir i§ inaktyvacijos
priklausomybes nuo Svitinimo dozes Ep (5.1 pav.). Kadangi, kai:

Mo _ ¢ tai In [EJ -1 (5.2.6)

n, n,

Ir tuomet o nustatomas 1§ fermento inaktyvacijos kreivés pagal formule:

1

(5.2.7)

O'R:E

D(37%)
kur Epi79,) — Svitinimo doze, kuria apSvitinus tirpala, jame liko 37% aktyviy (neinaktyvuoty)

molekuliy (kitaip tariant, aktyviy molekuliy koncentracija tirpale sumazéjo e karty).
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Kai tirpalo optinis tankis yra didelis, tirpalas heterogeninis ir tirpalo optinis tankis
Svitinant nesikeicia — lygtis (5.2.3) tampa sudétingesne:

dn A
-——=1,00-T7)—4 |, 5.2.8
il ( )A ( )

kur A4 — medziagos, dalyvaujancios fotochemingje reakcijoje, optinis tankis.

on,l . o ey . S
ﬁ (Zr. (1.5.8) iSraiSkq), atskyrus kintamuosius ir suintegravus,
n

Vietoj Aa 1 lygti istacius

gaunamas sarysis:

n 1(1-T)
h—=2=1rtc,® =E, o.k , 5.2.9
no "% Im10-4 TR 629

kur k, — dydis, iskaitantis fotolizuojamos medziagos ekranavima.
ISmatave tirpalo optinj tankj A ties tam tikru bangos ilgiu, apskai¢iuojame ekranavimo
konstanta k., ir pagal (5.2.9) sarysj apskai¢iuojame oOg.

Fotochemijoje veikimo spektru vadinama o priklausomybé nuo Zadinancios

spinduliuotés bangos ilgio (5.2 pav.). Fotocheminés reakcijos kvantinis naSumas @, kaip ir
8]
S

100 +

01

0.01 Al ' : :
200 240 280 320
A, nm
5.2 pav. Fermento tripsino inaktyvacijos veikimo
spektras (1) ir tripsino sugerties spektras (2).

liuminescencijos kvantinis naSumas, nepriklauso nuo sugerty fotony energijos (Zadinancios

Sviesos bangos ilgio), (Zr. (5.1.3) iSraiska), o og =04 -@, tad iSmatuoto fotocheminés reakcijos
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veikimo spektro or(A4) forma atitinka tos pacios medziagos sugerties spektra oy (4). Taigi,
tokiu biidu galima nustatyti fotoprocese dalyvaujan¢ios medZziagos sugerties spektra.
Taikomuoju pavyzdziu galéty biiti paprastas atvejis — baltymy fotoinaktyvacijos spektry
nustatymas. Eksperimentiskai nustatyta, kad tripsino fotoinaktyvacijos spektras atitinka jo
sugerties spektra (5.2 pav.). Tripsine yra trys pagrindiniai chromoforai — triptofano, tirozino ir
cistino liekanos, kurios ir nulemia tripsino sugerties spektra. Kaip matyti i fotocheminio
veikimo spektro, baltymo inaktyvacijos vyksmui daro jtaka visy trijy amino rigs¢iy liekany
sugertis, be to, eksperimentinis fotocheminio veikimo spektras savo forma panasus j modelinj

spektra, gaunama sudéjus Siy trijy amino riig§ciy spektrus.

1
MED’
140

100 -

SE 1 ! T A i
254 280 297 303 313
A, NM

5.3 pav. Zmogaus odos eritemos veikimo spektras.

Eksperimentiskai nustatyta, kad bakterijy Zuvimui biidingas veikimo spektras taip pat
yra §ioje srityje (sugerties maksimumas ties 260 nm). Sio spektro forma panadi i
nukleortig§¢iy sugerties spektro forma. Tai rodo, kad bakteriju Zuvimas, jas apSvietus
ultravioletine (UV) Sviesa, yra susijes su nukleortig§¢iy pazaidomis.

Sudétingy fotobiologiniy procesy atveju, kai galutinj atsaka formuoja turi ne tik
fotocheminiai procesai, bet ir tamsines reakcijos, lygtis (5.2.5) gali negalioti, todé¢l pagal ja
nustatyti fotocheminio veikimo spektro negalima. Tokiu atveju ant Y aSies daZniausiai yra
atidedamas Sviesos efektyvumas 2 (dydis, atvirksCias dozei Ep.s sukelianCiai tokio paties

stiprio fotobiologinj atsaka, SvieCiant skirtingo bangos ilgio Sviesa).
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J=—o 5.2.10
£ ( )

Def

Kaip tik toks atvejis yra pavaizduotas 5.3 paveiksle. Ant Y aSies atidétas santykinis
dydis 1/MED. MED - minimali eritemos doz¢, t.y. tokia spinduliavimo dozé, kurios
poveikyje atsiranda eritema (odos paraudimas). PanaSus dydziai yra naudojami Zmogaus odos
idegio, fototropizmo, augaly fototaksio, akies jautrumo ir kt. fotocheminio veikimo spektrams

nustatyti.

5.3. Suzadintos biisenos molekuliy savybiy pokyc¢iai

Molekuliy, esanciy pagrindinéje bisenoje, ir suzadinty molekuliy savybés skiriasi
daugeliu parametry:

1) Daugelio organiniy molekuliy sugerties spektrai yra salygoti ju erdvinés
struktiiros. Molekuliy erdviné struktiira suzadintoje biisenoje gali keistis. NesuZadintoje
biisenoje atskiry molekulés daliy sukimasis apie dvigubg jungti negalimas, todel nesuZadintos
biusenos molekulés iSlaiko plokS¢ia struktiirg (pvz. etenas, 5.4 pav). Tokia molekule yra
plokscia, jos biisena pasiZymi energijos minimumu, susidaranciu persiklojant n—m orbitaléms,

todél m—n orbitalés vadinamos riSan¢iomis.

I\\\ g 3 +hwv I\\x /
"c=C’ :@f —P c—C
7\ VAN

Pagrindine biisena Suzadinta busena

5.4 pav. Eteno molekulés erdviné struktiira pagrindinéje ir suZadintoje biisenoje.

Molekulei sugeriant Sviesos kvanta, remiantis Franko-Kondono principu, ji savo
konformacijos pakeisti nespéja, taciau suzadintos biisenos n*—n* orbitale, kurioje atsiduria
elektronas, yra ardancioji, ir jos energijos minimumas atitinka konformacija, kurioje
molekulés galai pasisuke 90° kampu apie o ry$j (5.4 pav.). Toks molekulés konformacijos
pokytis gali biti itin svarbus fotoatsako biologinéje sistemoje susidarymui, pvz., rodopsino ir
regos jutimo atveju.

2) Suzadintoje biisenoje keiiasi molekulés dipolinis momentas.

3) Suzadintoje busenoje kei€iasi molekulés oksidacijos — redukcijos potencialas.

Disocijavusiy ir nedisocijavusiy molekuliy sugerties ir liuminescencijos spektrai daZniausiai
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skiriasi. Matuojant sugerties ir liuminescencijos spektrus skirtingo pH terpése, galima
nustatyti molekuliy disociacijos kreives. Kadangi molekulés, kurios sugeria Sviesa, buna
nesuzadintoje blisenoje, tai matuojant sugertj nustatoma nesuzadinty molekuliy disociacijos
kreive. Kvanto iSspinduliavimas vyksta i§ suZadinto (singuletinio ar tripletinio) lygmens,

taigi, naudojant liuminescencinius metodus, registruojama suzadinty molekuliy disociacijos

0 2 4 6 8 10 12 14
1 1T [ T 1

pK=9,8

pK*=9,1

. l | I I
0 2 4 6 8 10 12 14 pH
5.5 pav. Triptofano disociacijos kreivés: 1 — pagrindinés biisenos; 2 — suzZadintos

singuletinés biisenos.
kreive.

Remiantis eksperimentiniy tyrimy duomenimis, Sios disociacijos kreivés nesutampa
(5.5 pav.) Triptofanui pH ribose 9 — 10 (tokio Sarmingumo terpéje vandenilis disocijuoja nuo
amino grupés, 5.6 pav.) stebimas aiSkus disociacijos vertés (pK) skirtumas, matuojant
disociacijos kreives skirtingais biidais — matuojant sugertj (5.5 pav. 1 kreivé) bei matuojant
liuminescencija (5.5 pav. 2 kreive). pK apskai¢iuotas matuojant sugerti lygus 9,8, o pK
gautas matuojant liuminescencija lygus 9,1.
Cco0~

+
-H (hv)
—_—

+H (hv)

N NH;
Triptofanas
5.6 pav. Vandenilio disociacijos nuo triptofano amino grupés reakcija.
4) Suzadintoje biisenoje keiCiasi molekulés donorinés — akceptorinés savybes.
Suzadintoje biisenoje atsipalaiduoja vakansija elektronui, tad molekul¢ tampa elektrono

akceptoriumi. Del to gali vykti fotoredukcijos reakcija, jeigu molekulés aplinkoje yra
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tinkamas elektrono donoras. Tuo pat metu tos paCios molekulés aukStesnéje orbitaléje yra
labai aktyvus elektronas. D¢l to molekulé gali tapti elektrono donoru ir aktyviai dalyvauti

fotooksidacijos reakcijoje.

5.4. Kompleksai su kravio pernasa

Tarpmolekuliniai junginiai, kurie susidaro pernesant elektrong nuo elektrono donoro i
elektrono akceptoriy, vadinami kompleksais su kriivio pernasa. Susidariusiame komplekse
Sios molekulés salytyje gali buti palaikomos elektrostatinés traukos ir daug silpnesniy saveiky
déka, pvz., van der Valso jégy, vandeniliniy jungCiy ir kt.

Elektrono pernesa nesuzadintoje biisenoje dazniausiai biina nezymi (pvz. 0,3 elektrono,
0,03 elektrono), taCiau suzadintoje biisenoje galimas peré¢jimas i§ donoro S, biisenos i
akceptoriaus S; biiseng. Tai atitinka pilna elektrono pernasa i§ donoro molekulés i

akceptoriaus molekulg:

+hv

A+D—> AD_3(D°"A%) (5.4.1)

Atliekant spektroskopinius matavimus elektrono pernaSa pasireiSkia naujos placios
juostos atsiradimu, kurios néra atskiry komponenty spektruose.
Susidargs suzadintas kompleksas energijq praranda keliais procesais:
1) S — S, — atvirksting krlivio pernasa komplekse, nespindulinis ir spindulinis
energijos praradimas.
2) fotocheminiai virsmai, ;
3) Jeigu donoro tripletinis lygmuo yra Zemiau uz akceptoriaus S; lygmeni, gali vykti
interkombinaciné konversija ir donoro fosforescencija.

Siuo metu vyrauja nuomoné, kad kompleksus su kriivio pernaSa lengvai sudaro
deguonis su jvairiais polimerais (pvz., tokiam polietileno kompleksui su O, priskiriama
sugerties juosta iki 400 nm), o taip pat aromatiniais junginiais. DaZniausiai tokiy kompleksuy
susidarymo pasekme yra organiniy molekuliy fotooksidacija. Akceptoriais kompleksuose
daznai biina chinonai, polinitroaromatiniai  junginiai, donorais — aromatiniai

angliavandeniliai, junginiai su dieniniu rySiu.
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S

e

Fosforescencija

So .

Donoras Akceptorius

Sy

5.7 pav. Elektrono suoliy pernesant energijq schema komplekse.

Donoro - akceptoriaus kompleksai su kriivio pernaSa gali susidaryti ir tarp suzadintos ir
nesuzadintos skirtingy junginiy molekuliy. Tokie kompleksai vadinami eksipleksais
(palyginimui, zr. 4.12 sk.). Eksipleksuy susidarymas gali pasireiksti tuo, kad fluorescencijos

spektre, esant gesikliams, susiformuoja nauja fluorescencijos juosta, pasislinkusi i ilguyju

bangy puse.

5.5. Pirminiy fotoprodukty tyrimo metodai

Pirminiai fotocheminiy reakciju produktai (molekulés suzadintoje bisenoje, laisvi
radikalai ir t.t.) labai nestabil@s ir greitai transformuojasi | pradines molekules arba i stabilius
fotoproduktus (naujas molekules). Pirminiy fotoprodukty koncentracija daugeliu atveju labai
maza, todel paprastais fiziko-cheminiais metodais Sie fotoproduktai praktiSkai neaptinkami.

Supaprastinta fotocheminé reakcija gali buiti apraSoma tokia schema:

hv (k) ky
M < M*>B (5.5.1)
k,

M- pirminis labilus fotoproduktas;

ki, ka2, k3 — atitinkamy monomolekuliniy reakcijy spartos konstantos.
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Fotoprodukto kaupimasis tokios reakcijos atveju apraSomas kinetine diferencialine

lygtimi:
k

dlz =k, [M]—(k, +k;)[M*] (5.5.2)

Pastovaus apSvietimo salygomis pirminio fotoprodukto M* koncentracijos kitimo sparta
maza, tad:

*
M= o (5.5.3)
dt

Tuomet, i§ (5.5.2) iSraiSkos jvertinama santykine fotoprodukto koncentracija:

=k, (5.5.4)
M]  k, +k,

Pirminio fotoprodukto [M*] susidarymo sparta praskiestuose tirpaluose gali biiti
apskaiciuota pasinaudojus vienpakopés reakcijos kinetine lygtimi (5.2.3):

(dM ¢
dt

J =k[M]=1,P0(M]=1,0,[M] (5.5.5)

Tuomet (5.5.4) iSraiSka pastovaus apSvietimo salygomis leidZia jvertinti
susiformavusio pirminio fotoprodukto kieki:

[(M*] _ 1,0
M]  k,+k,

(5.5.6)

Sis sarysis atskleidZia, kad susidaran¢io pirminio fotoprodukto kiekj galima padidinti
padidinus fotocheming reakcija sukeliancios Sviesos intensyvuma (/p) arba sumaZinus

tamsiniy monomolekuliniy reakcijy spartas k; ir ks.

5.5.1. Impulsiné fotolizé

Naudojant §j metoda bandinys apSvieCiamas labai intensyvios Sviesos blyksniu, tad
didelé dalis bandinio molekuliy atsiduria suzadintoje busenoje. Tai sudaro prielaidas
susiformuoti didelei pirminiy labiliy fotoprodukty koncentracijai, kuriy spektrines
charakteristikas ir stabiluma per trumpa laikotarpj galima iSmatuoti atitinkama kinetinés
spektrofotometrijos aparatiira. Siuo metu, panaudojant kinetinés fotolizés eksperimentuose
impulsinius lazerius, galima registruoti pirminius fotoproduktus, kuriy gyvavimo trukmeés yra
trumpesnés negu pikosekundes.

Impulsines fotolizés metodu galima tiesiogiai stebeti molekuliy tripletineés biisenos

uzpildos kitima kambario temperatiiroje. Kadangi triplet-tripletinei sugerciai elektrono
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sukinio pokycio salygojamas draudimas negalioja, ekstinkcijos koeficientas Sios sugerties
atveju palyginamas su singulet-singuletine sugertimi.

Impulsine fotolizé placiai pritaikoma nustatant nestabiliy molekuliy sugerties
koeficientus, matuojant interkombinacinés konversijos kvantini nasuma ir tripletiniy lygmeny
gyvavimo trukmes bei ju gesinima jvairiais gesikliais. Naudojantis Sterno-Folmerio lygtimi
(zr. (2.11.1) iSraiSka), galima nustatyti molekuliy saveikos salygotas gesinimo konstantas.
Taip pat galima spektroskopiskai tyrinéti molekuliy laisvuosius radikalus, matuoti juy

gyvavimo trukmes jvairiose sgalygose.

5.5.2. Impulsiné radiolizé
Kai kuriais atvejais vietoj impulsinés fotolizés naudojamas impulsinés radiolizés

metodas. Sis metodas, kaip ir anksCiau minétasis, remiasi impulsiniu molekuliy suzZadinimu,
tik Siuo atveju vietoj Sviesos impulso naudojamas jonizuojancios spinduliuotés impulsas. Tai
gali buti pagreitinty daleliy srautai, rentgeno arba gama spinduliai. Registravimo sistemos
abiem atvejais yra tapacios. Tiek impulsinés fotolizes, tiek impulsinés radiolizés matavimy
metu, nors ir skirtingais biidais, generuojami panasis fotoproduktai — singuletinés ir
tripletinés molekuliy suzZadintos busenos, laisvieji radikalai. Tac¢iau impulsinés radiolizés
metodas turi privalumy tiriant molekuliy, kurioms budingas mazas interkombinacinés
konversijos kvantinis nasumas, tripletines blisenas, nes impulsines radiolizés atveju
molekulés tripletiniy lygmeny uZpilda galima ir be singuletinés biisenos suzadinimo.

Didziaja dali jonizuojancios spinduliuotés praskiestuose bandiniuose sugeria tirpiklio
molekulés. Daugelio molekuliy tripletinés biisenos energijos lygmenys yra Zemiau, negu
tirpikliy tripletinés bisenos, tad praktiSkai beveik visada lengvai realizuojama triplet-
tripletiné energijos pernasa i$ tirpiklio i nagrinéjama molekule. Kadangi molekulés tripletine
busena Siuo atveju uzpildoma per tirpiklio tripleting blisena, tai jgalina tiesiogiai stebéti
molekuliy tripletines blisenos uZpildos kitima nenaudojant tripletiniy fotosensibilizatoriy ir
iSmatuoti molekulés tripletinés biuisenos parametrus netgi tada, kai jos (pvz., karotinoido)
interkombinacinés konversijos kvantinis naSumas labai mazas arba lygus nuliui.

Be to, visada reikia turéti omeny, kad radiolizés metu generuojami greiti elektronai bei
kitos aktyvios dalelés, kurios taip pat gali turéti jtakos tiriamy molekuliy tripletinés biisenos

uzpildai.

5.5.3. Temperatiriné stabilizacija
Alternatyvus metodas, jgalinantis tirti pirminiy fotoprodukty savybes, yra pagristas

temperatiirine juy stabilizacija. Netgi labai Zema temperatiira neitakoja pirminiy fotocheminiy
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procesy ir radikaly susidarymo spartos, taiau stipriai maZina suzadintos molekulés (pirminio
fotoprodukto) virsmuy spartas k, ir k3 (Zr. (5.5.1)). Todel Zemoje temperatiiroje bandiniuose
galima sukaupti pakankamus labiliy pirminiy fotoprodukty kiekius bei iSmatuoti jy savybes
spektrofotometriniais ir radiospektroskopijos metodais. Pavyzdziui, 77 K temperatiiroje
daugelio molekuliy triplet-tripletinius sugerties spektrus jau galima iSmatuoti klasikinés
spektroskopijos metodais nenaudojant impulsiniy Saltiniy.

Tirpiklio ledin¢je matricoje uzSaldyti laisvieji radikalai gyvuoja ilgai po Svitinimo
nutraukimo, tad juos tirti galima spektroskopiniais ar elektrono paramagnetinio rezonanso
(EPR) metodais. EPR metodo jautrumas igalina registruoti 10® M radikaly koncentracija,
taiau normaliomis salygomis vykstanCiose fotobiologinése reakcijose laisvy radikaly
koncentracija biina dar maZesné, tad EPR spektrai, kaip taisykle, registruojami Zemose
temperatlirose, kur susidaranciy fotoprodukty kiekj galima jvertinti pagal (5.5.6) sarysi.

Pazymétina, kad Zemoje temperatiroje tripletiniy biseny T; uzpilda bandinyje gali
padideti tiek, kad tampa galima antro Sviesos kvanto sugertis ir Suolis | aukStesnj tripletini
lygmeni. AukStesniosiose suzadintose blisenose galima molekuliy fotojonizacija. Viena
vertus, tai papildoma galimybé identifikuoti molekulés pirminius fotocheminius procesus,
taciau, kita vertus, visada reikia turéti omenyje, kad dar vienas papildomas procesas sudaryti

keblumy tiksliam pirminiy fotoprodukty atpaZinimui.

5.5.4. Inhibitoriai fotoprodukty identifikavime

Paveikus bandinj spindulivote kartais gali susidaryti didele jvairové pirminiy
fotoprodukty su panaSiomis spektrinémis savybémis. Todél siekiant juos identifikuoti neretai
naudojami inhibitoriai, selektyviai slopinantys jvairias radikalines reakcijas. Gerai Zinoma,
kad molekulinis deguonis gesina daugelio organiniy molekuliy tripletines buisenas. Tokiomis
pat savybémis pasiZymi ir metaly paramagnetiniai jonai (Mn**, Ni**, Co**, Fe** ir kt.), ir kai
kurios molekulés, pvz., B-karotinas. Neparamagnetiniai metaly jonai (pvz., Ca®™, Zn™)
tripletinius molekuliy lygmenis gesina Zymiai silpniau. Tad panaudojant inhibitorius, galima
reguliuoti vienos ar kitos fotocheminés reakcijos naSuma, taigi, kryptingai keisti pirminiy
fotoprodukty kiekybing sudétj ir taip gauti papildoma informacija, palengvinan¢ia ju
identifikacija.

Pirminiy radikaly gaudykliy pasiiilyta daug ir jvairiy. Siy inhibitoriy salygotas galutinio
fotoprodukto formavimosi kvantinio naSumo pokytis tampa tiesioginiu irodymu, kad vienos
ar kitos risies radikalai i§ tikryjy itraukti i fotovirsmuy eiga. Tokios molekulés, kaip cisteinas,

cistinas, KNO3, N,O pasiZymi aukStu giminingumu elektronui, todél efektyviai inhibuoja
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reakcijas, kurios salygotos solvatuoty elektrony. Sios molekulés sugaudo solvatuotus
elektronus, tuo paciu nutraukdamos ty fotoprodukty, kurie susidaro molekulei saveikaujant su
elektronu, formavimasi. Kai kurie alkoholiai, pvz., butanolis, aktyviai jungiasi su
hidroksiradikalais (*OH).

Fotoreakcijy tyrimai panaudojant inhibitorius itin naudingi sudétingose biologinése
sistemose, pvz., oda, kiti audiniai ir organai, kuriuose pirminiy fotoprodukty aptikimas
kitokiais fizikiniais — cheminiais metodais yra itin sudétingas. Antioksidantams, esantiems
audiniuose, pvz., vitaminui E, biidingas mazasjonizacijos potencialas, tad jie lengvai atiduoda

savo elektronus laisviesiems radikalams ir taip inhibuoja juy sukeliamas chemines reakcijas.

5.5.5. Spininiy gaudykliy metodas

Laisvyjy radikaly tyrimai jprastai atliekami uZzSaldytuose bandiniuose. Taciau tirti
laisvyjy radikaly savybes fiziologinése temperattirose galima panaudojant spininiy gaudykliy
metoda. Tokie junginiai reaguoja su trumpai gyvuojanciais laisvaisiais radikalais sudarydami
stabilius (ilgai gyvuojancius) laisvuosius radikalus (spininius aduktus), kuriy spektrus
tirpaluose galima iSmatuoti EPR metodu. Spininés gaudykleés pavyzdziu galéty biiti C-fenil-

N-tretbutilnitronas:

i i
O fyoam v e O Ly
O R O

Spininé gaudyklé Spininis aduktas
5.8 pav. C-fenil-N-tretbutilnitrono reakcija su laisvuoju radikalu R*

Sio junginio nitroksidinio radikalo stabilumas aiSkinamas steriniais suvarZymais.
Deguonies atomas, turintis nesuporuotg elektrona, yra erdviskai ekranuotas nuo terpes trimis
metilo grupémis. Spininio adukto EPR spektro forma priklauso nuo prisijungusio radikalo R
tipo. Tokiu budu, panaudojant EPR, laisvuosius radikalus galima identifikuoti biologinése

terpese atliekant matavimus joms budingose fiziologinése temperatiirose.
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