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Santrumpos
10, — Singuletinis deguonis.
Ce6 — Chlorinas e6.
EC — Epikatechinas.
ECG — -Epikatechino galatas.
EGC — Epigalokatechinas.
EGCG — Epigalokatechino galatas.
FDT — Fotodinaming terapija.
JSA — Jaucio serumo albumino tirpalas.
ROS — Reaktyviosios deguonies formos ir atmainos.
SOG - Singuletinio deguonies generatorius.

ZSA — Zmogaus serumo albuminas



IVADAS

Fotodinamin¢ terapija (FDT) yra sparciai vystomas vézio bei kity ligy gydymo budas
(Algorri, Ochoa ir kt., 2021).

Ji yra paremta reaktyviosios deguonies rusies (ROS) aktyvacija ligos atsiradimo
vietoje.

Procediira vyksta taip: fotosensibilizatorius suleidziamas j paciento kiing. Tada
véziniuose audiniuose susikaupia §i medziaga ir yra Svitinama spinduliuote, kurios bangos
ilgis parenkamas taip, kad atitikty sensibilizatoriaus absorbcijos juostg ir galétu prasiskverbti
pro zmogaus 0rganus ir pasiekti vézinius audinius. Suzadintas fotosensibilizatorius reaguoja
su 30; ir gaunamas 'O, kuris sukelia véziniy lasteliy apoptoze, pazeidzia mikrovaskuliacijg ir
veiksminga, ypa¢ esant ankstyvos stadijos navikams (Agostinis ir kt., 2011).

Chlorinas e6 (Ce6) placiai naudojamas FDT, jo absorbcijos juostos yra ties 400—700
nm. Tai néra stabili medziaga, bet jos tamsinis toksiskumas yra minimalus (Irmania ir kt.,
2020).

Antioksidantai, pavyzdziui, vitaminas C arba katechinai, yra randami daugelyje maisto
produkty. Tyrimai rodo, kad antioksidantai yra labai svarbiis palaikant Zmogaus imuninés
sistemos homeostaze (Thyagarajan, Sahu, 2018)

Gausus antioksidanty Saltinis yra zalia arbata. Matcha ir kitos jos rasys yra populiarus
gérimas daugelyje pasaulio $aliy. Arbatoje esantys katechinai yra nattiralts antioksidantai.

Taip pat i$ publikacijy pastebéta, kad FDT kartu su antioksidanty vartojimu yra daug
efektyvesné slopinant véziniy lasteliy plitima ir naviky atsinaujinima, nei FDT be
antioksidanty vartojimo (Raish ir kt., 2010).

Viename i§ tyrimy buvo dvi tiriamy peliy grupés, kurioms buvo isgydyti navikai,
pirmoje grupéje naudojant FDT+EGCG, antroje tik FDT. Pirmoje grup¢je po 30 dieny pas
80% gydyty peliy naujy naviky neatsirado, o kur buvo naudota tik FDT, po 30 dieny tik 50 %
peliy neatsirado naujy naviky (Ferrario ir kt., 2011).

Taciau, kad bty galima fotosensibilizatoriaus ir antioksidanty misinius saugiai naudoti
zmoniy gydimui, pirma reikia i$siaiskinti, kaip Sios medziagos reaguoja i skirtingas pH terpes
ir baltymus, kaip chlorinas e6 reaguoja su zalioje arbatoje esanciais antioksidantais. Ir ar

katechinai tiesiogiai veikia chlorino e6 fotochemines reakcijas.



Eksperimento tikslas — istirti chlorino e6 ir Matcha arbatos ekstrakto spektrines
savybes skirtingo pH buferinése vandeninése terpése, taip pat istirti, kaip keiciasi Sios
spektrinés savybés pridéjus baltymo arba kitokio antioksidanto, ir koks yra §viesos poveikis
tirilamosioms medZziagoms.

Darbo uzdaviniai:

. ISmatuoti chlorino e6 ir Matcha zaliosios arbatos ekstrakto, JSA ir askorbo
rugsties tirpaly sugerties spektrinius pokyc¢ius trejose skirtingose buferinése terpése.

o Istirti, spektrinius pokyc¢ius, sumaisius chloring e6 ir Matcha arbatos ekstrakta,
ir kaip jie keiciasi | tirpalg pridéjus jaucio serumo albumino ir askorbo rugsties.

o Istirti, ar katechinai apsaugo chloring e6 nuo blukimo, kai bandiniai yra
veikiami mélyno diodo spinduliuote, vandeninése terpése ir modelinése biologinése terpése —

1 tirpalus jlasinus JSA.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Arbata

Arbata yra gérimas, gaminamas i§ lapy, kurie yra nuskinti nuo atograzy viszalio augalo
Camellia sinensis. Dél patrauklios ir ryskios spalvos, skonio, aromato ir naudos sveikatai,
arbata uzima antrajg vietg gausiausiai vartojamy gérimy pasaulyje sarase: vienam gyventojui
tenka apytiksliai 120 ml arbatos per dieng. Kiekvienais metais pagaminama ir suvartojama
mazdaug trys milijardai kilogramy arbatos. Juodoji arbata yra populiariausia, jos suvartojama
apie 76-78 %, sek.anti pagal populiarumg yra zalioji arbata — 20-22 %, maziausiai vartojama
ulong arbata <2 % (McKay ir Blumberg, 2002). Juodoji arbata dazniausiai vartojama Siaurés
Amerikoje, Europoje ir Siaurés Afrikoje, o Zalioji ir ulong — Azijoje.

Matcha arbata yra milteliy pavidalo, ryskios zalios spalvos, daugiausia auginama
Japonijoje. Matcha yra pagaminama is Sesélyje uzauginty auksciausios kokybés arbatos lapy.
Prie§ arbatos sumalimg arbata yra vadinama Tencha.

Matcha atsirado Kinijoje Tangy dinastijos laikais (618 to 907 AD).

Augantis vakary pasaulio susidoméjimas ,,sveikatingumo produktais® paskatino
Matcha populiarumo augima ne tik vakaruose, bet ir visame pasaulyje.

2016 m. pasaulinés Matcha rinkos dydis buvo vertinamas 2,62 mlrd. JAV doleriy ir
tikimasi, kad 2017-2025 m. metinis augimo rodiklis (CAGR) padidés 7,6 % (Grand view
research, 2017).

1.2.  Arbatoje esantys antioksidantai ir jy poveikis véziui

Epidemiologiniai tyrimai rodo, kad arbatos vartojimas turi prevencinj poveikj véziniy
lasteliy atsiradimui (Bushman, 1998; Hollman ir kt., 1999; Yang ir kt., 2002). Sumazéjusi
vézio rizika buvo jrodyta gyviiny modeliuose, stebint, kaip arbatos vartojimas veikia odos,
stemplés, skrandzio, plauciy, kepeny, plonosios zarnos, prostatos, inksty ir Slapimo pislés
vézj bei gleivinés leukoplakijg (1étiné uzdegiminé degeneraciné gleivinés liga) (McKay ir
Blumberg, 2002, Yang ir kt., 2000).

Prevenciniai vézio tyrimai buvo atlikti Amerikos vidurio vakaruose su Ajovos
valstijoje gyvenanciomis moterimis, Sie tyrimai taip pat patvirtina arbatos gérimo nauda

sveikatai, siekiant uzkirsti kelig vézio vystymuisi (Zheng ir kt., 1996).



1.3.  Arbatoje esantys antioksidantai: katechinai

Zaliojoje arbatoje didZiausios koncentracijos fenolio junginiai yra galo riigstis (GA),
(-)-galokatechinas (GC), (+)-katechinai (C), (-)-epikatechinai (EC), (-)-epigallokatechinali
(EGC), (-)-Epikatechino galatas (ECG), (-)-Epigalokatechin galatas (EGCG).

(3) W .
(\\\«/ m ,(/L N
7 1 \)\(, LS L N N
b ' |
(5) A (6) ) (7) A
S 2 S \;I 7 AN NN l\//\

Pav. 1.3. Pagrindiniy Zaliosios arbatos katechiny strukttros: (1) Galo riigstis, (2)(-)-
galokatechinas, (3) (+)-katechinai, (4) (-)-epigallokatechinai, (5) (-)-epikatechinai, (6) (-)-
Epikatechino galatas, (7) (-)-Epigalokatechingalatas. Paimta i$: Sarah C. ir kt., 2013,

Arbatoje daugiausia pagal svorj yra EGCG (Baptista ir kt., 1998). Zaliojoje arbatoje
yra didZiausia polifenoliy koncentracija, lyginant su fermentuotomis arbatomis (Lin ir kt.,
2003).

EGCG gali paveikti su véziu susijusius jvairius membranos receptorius (Singh ir
Katiyar, 2013) arba branduoliui signalizuojancius receptorius (Shankar ir kt., 2012), slopina
naviko lgsteliy dauginimasi ir metastazes. Literattiroje taip pat teigiama, kad EGCG
moduliuoja signalizuojancias kaskadas, kad sukelty uzprogramuota Iasteliy mirtj,
aktyvuodamas baltymy kinaze (Zhu ir kt., 2017).

Polifenoliy kiekis zaliojoje arbatoje priklauso nuo vandens temperatiros ir to, kiek
laiko arbata bus virinama aukstoje temperatiiroje (Baptista ir kt., 1998). Tinkama vandens
temperatira itin svarbi arbatos gérimo ruosimui (Lin ir kt., 2010).

Nustatyta, kad optimali vandens temperatiira naudojama zaliosios arbatos gaminimui
yra~ 85 ° C, tada EGCG kiekis arbatoje buvo didziausias - 50,69 mg / 100 ml. Pastebéta, kad
per pirmasias 3—5 minutes nuo arbatos uzpylimo 85 ° C temperatiiros vandeniu, greitai
padidéjo katechiny kiekis arbatoje, o pailgéjus virimo laikui jy pradéjo mazéti (Saklar ir kt.,
2015).



Zaliosios arbatos polifenoliai gali veikti kaip prooksidantai, generuodami vandenilio
peroksida (Long ir Lan, 1999).

Arbatoje esanciy polifenoliy kiekio priklausomybe nuo temperatiros galima pamatyti
ir kitose Zaliosiose arbatose. ,,Uncle Wandam's Molasses Color Laboratory* atliktame tyrime
buvo tikrinta ,,Misugi“ regiono zalioji arbata ir palygintas keturiy katechiny eliucijos kiekio
santykis esant 40° C ir 80° C. Buvo pastebéta, kad arbatoje, uzpiltoje karStesniu vandeniu
(80° C), buvo isskirta daugiau katechiny (EC: 0,65/ 0,40 = 1,63, ECG: 0,70/ 0,30 = 2,22,
EGC: 2,40/2,10 =1,14, EGCG: 3,25/ 1, 10 = 2,95), nei arbatoje, uzpiltoje Saltesniu
vandeniu (40° C) (Wandam, 2020).
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Pav. 1.4. (A) Tipinis porfirino sugerties UV-vis spektras ties 300-700 nm, (B) Modifikuota
Jablonskio diagrama atvaizduojanti elektrono energijos virsmus porfirine. Adaptuota is

Leanne B. Josefsen, 2008.

Porfirino Soret juosta kyla i elektrono Kitimo i§ nesuzadintos buisenos j antra

suzadintg buiseng (So—S2). O Q juosta atsiranda dél elektrono kitimo j pirmg suzadintg biiseng

(So—S1) (Josefsen, 2008).

1.5.  Agregatai

Batochrominis poslinkis gali rodyti J agregaty susidaryma (J dél Jelly, vienas i$
pirmyjy mokslininky, kurie iStyré Siuos sugerties juostos pasislinkimus j ilgabangg puse).
Viena i§ priezas¢iy hipsochrominio poslinkio gali buti H agregaty susidarymas (H dél
anglisko zodzio hypsochromic, sugerties juostos pasislinkimas j trumpabange puse) (Hestand,
Spano, 2018).

J ir H agregaty spektroskopiniai skirtumai tradiciSkai siejami su eksitony erdvine

priklausomybe nuo tarpmolekulinés elektrostatinés sgveikos. H-agregatuose pereinamieji



dipoliniai momentai i$sidésto side-by-side, paraleliai, todél atsiranda spektrinis poslinkis j
trumpabange puse, o J-agregaty pereinamieji dipoliniai momentai iSsidésto head-to-tail, todél

atsiranda spektrinis poslinkis j ilgabange puse (Hestand, Spano, 2015).
1.6.  Chlorinas €6

Organinéje chemijoje chlorinai yra tetrapirolai (Moss, 1988).

Kaip galima spresti i$ pavadinimo, tetrapirolus sudaro keturi pirolo ziedai, linijiniu
arba cikliniu baidu sujungti metino tilteliais (Layer, Jahn ir kt., 2010).

Chlorino pavadinimas kilgs i§ chlorofilo. Chlorofilai yra magnio turintys chlorinai ir
aptinkami kaip fotosintetinantys pigmentai chloroplastuose.

Ivairis sintetiniy chloriny tipai, tokie kaip m-tetrahidroksifenilchlorinas (mTHPC) ir
mono-L-aspartilo chlorinas e6, veiksmingai naudojami eksperimentinéje fotodinaminéje
terapijoje kaip fotosensibilizatoriai (Spikes, 1990).

Chlorinas €6 yra antros kartos fotosensibilizatorius, pla¢iai naudojamas klinikinéje
praktikoje ir biofarmacijos tyrimuose (Torkhovskaya, Kostryukova, 2021).

Skirtumas tarp pirmos ir antros kartos fotosensibilizatoriy yra toks, kad lyginant su
pirmosios kartos fotosensibilizatoriumi, antrosios kartos fotosensibilizatoriaus sudétis ir
struktlira yra paprastesné, 0 absorbcijos spektras siauresnis ir audiniy selektyvumas yra
specifiskesnis (J. Kou, D. Dou ir kt., 2017)

Pav. 1.6.1. Chlorino e6 struktiira adaptuota i§ Haitao Guo ir kt., 2011.

Nustatyta, kad didziausias sugerties intensyvumas buvo sarminés terpés atveju. Taip pat
pastebéta, kad maz¢jant tirpalo pH, slenkasi Q(I) sugerties smailés maksimumas nuo 645 nm
iki 660 nm (Jain ir kt., 2021).
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Pav. 1.6.2. Chlorino e6 sugerties UV-vis spektras ties 300-750 nm. Skirtingose terpése:
etanolio, metanolio, izopropanolio, glicerolio ir vandenyje. Adaptuota i$ Paul, Heng and
Chan, 2013.

1.7.  Singuletinis deguonis (*0,)

Singuletinis deguonis yra gaunamas fotocheminiu, terminiu, cheminiu arba
fermentiniu bidu aktyvinant O2. Singuletinis deguonis (sutrumpintai - 1O,) reigkia suzadintg
O2 biisena, kai vieno i$ nesuporuoty elektrony sukinys pakei¢iamas j prieSingg pusg lyginant
su nesuzadintoje bilisenoje esanciais elektronais (Hrycay ir Bandiera, 2015).

Singuletinis deguonis néra laisvasis radikalas, tadiau 1O, gali susidaryti vykstant kai
kurioms laisvyjy radikaly reakcijoms ir gali sukelti laisvyjy radikaly susidaryma (Maldred,
2009). Svarbiausias singuletinio deguonies generatoriaus (SOG) panaudojimas yra
fotodinamingje terapijoje (FDT).

Singuletinio deguonies generatorius yra fotoaktyvi medziaga, kurios elektronai,
Sviesos suzadinti, pereina j aukstesnj energijos lygmenj, reaguoja su tripletiniu deguonimi
(30.) perduoda jam energija ir 302 pereina j suzadinta biisena, kuri yra labai reaktyvi, —

singuletinj deguonj (*Oz) (Pav. 1.7.) (Gregory, 2003).

11
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Pav. 1.7. Suzadintas singuletinio deguonies generatorius (SOG) perduoda energija tripletiniui
deguoniui (302), kad grjzty j nesuzadinta biiseng ir 302 pereina j suzadintg biisena -singuletinj
deguon;j (10,) I§ Gregory, 2003.

1.8.  Fotodinamin¢ terapija (FTD)

Fotodinaminés terapijos (FDT) terminas buvo suformuotas, daugiau nei pries 100
mety. Hermann von Tappeiner panaudojo terming ,,fotodinaminé reakcija“ tyrinéjant
mikroorganizmus. Kai jo studentas Oscaras Raabas pademonstravo oranzinio akridino tirpalo,
veikiamo $viesa, toksiSka poveikj klumpeléms (i lot. Paramecium). Oranzinio akridino
tirpalo toksiSkumas klumpeléje priklausé tiek nuo dazy koncentracijos, tick nuo ap$vietimo
intensyvumo (Eber ir kt., 2021). DvideSimto amziaus pradzioje fotodinaminé terapija buvo
pradéta taikyti gydant infekcijas (Dai , Huang, 2009), odos ligas ir tam tikry riisiy vézinius
susirgimus ( P. Agostinis, Berg, 2011). Selektyvus fotosensibilizatoriaus aktyvavimas, tam
tikro bangos ilgio $viesa, uztikrina tikslesne vaisto dozavimo kontrolg, lyginant su jprastais
sisteminiais vaistais ir tai sumazina galimg Salutinj poveikj. (Henderson, Dougherty, 1992).

JAV maisto ir vaisty administracija (FDA) nuo 2018 yra patvirtinus keleta
fotosensibilizuojanciy medziagy tam tikroms véZio formoms ar prieSvézinéms ligoms gydyti
(Baskaran, Lee ir kt., 2018)

Pavyzdziui, tokia medziaga kaip natrio porfimeras (Photofrin). Jis yra suaktyvinamas
raudona Sviesa. FDA patvirtino jo naudojimg pacientams, sergantiems tam tikros rusies

stemplés arba plauciy véziui gydyti.
1.9. Medziagos fotolize

Medziagos fotoliz¢ gali biiti apibréZiama kaip medZziagos kietoje, pusiau kietoje arba
skystoje blisenoje reagavimas j saulés, ultravioletinj (UV) arba regimosios $viesos poveikj,
kai dél spinduliuotés atsiranda fiziniy ar cheminiy poky¢iy medziagoje. (Ahmad, Ahmed,
2016).

12



1.10. Askorbo rugstis

L-askorbo riigstis dar vadinama vitaminu C, yra vandenyje tirpus vitaminas, kuris yra
aptinkamas kai kuriuose maisto produktuose, tokiuose kaip citrinos, Kiviai, pomidorai.
Askorbo rugstis reikalinga kolageno sintezei ir tam tikry hormony biosintezei, todél yra
bitinas maisto komponentas, nes Zmonés, kitaip nei dauguma gyviiny, negali endogeniskai
sintetinti vitamino C. (Li, 2007).

Taciau, kad $is vitaminas veiksmingai veikty kaip antioksidantas (arba prooksidantas),
organizme turi buti palaikomas gana didelis jo kiekis (Carr, 1999).

Askorbo rugsties pagrindiniai oksidacijos produktai yra askorbo radikalas ir
dehidroaskorbo rtigstis (Steinberg, Rucker, 2013).

Askorbo ruigstis praradus pirma elektrong (dél oksidacijos), sudaro laisva radikalg -
askorbo radikalg, radikaly daugiau susidaro Sarmingje terp¢je, arba gali prarasti ir antra
elektrong (del oksidacijos) ir susidaryti dehidroaskorbo riigsti. Kadangi vitaminas C praranda

du elektronus, jis pradeda veikti kaip antioksidantas (Padayatty, Levine, 2016).

1.11. Jaucio serumo albumino tirpalas

Albuminas yra globulinis baltymas, kuris reikalingas palaikant kraujo plazmos slégj.
Ivairis junginiai sudaro kompleksg su JSA ir yra perneSami kraujyje. Be to, zmogaus sveikata
yra glaudziai susijusi su albumino koncentracija kraujo plazmoje ar kituose biologiniuose
skysé¢iuose. Dél didelio struktiirinio panagumo j Zmogaus serumo albumina (ZSA), jaucio
serumo albuminas (JSA) jvairiose srityse placiai naudojamas kaip modelinis baltymas
(Jahanban-Esfahlan, 2019).
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Pav. 1.11. JSA tirpalo UV-vis spektras vandeniniame tirpale, smailés maksimumas yra ties

279 nm. Adaptuota is Ma, 2016.
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2. TYRIMUI NAUDOJAMA [RANGA

Pav. 2.1. UV-Vis spektrometro dalys ir jy iSdéstymas. 1 — lempos maitinimo $altinis, 2 —

Sviesos $altinis (AvaLight-DHc Full-range Compact Light Source), 3 — kiuvetés laikiklis, 4 —
Sviesolaidinis spektrometras (AvaSpec-ULS2048 StarLine), 5 — kompiuteris.

2.1.  UV-Vis spektroskopija

Ultravioletinés-regimosios spinduliuotés (UV-Vis) spektroskopija yra placiai
naudojama daugelyje sektoriy, pradedant bakterijy auginimu, vaisty ar medziagy
identifikavimu, baigiant gérimy pramoneés produkty kokybés kontrole ir cheminiais tyrimais.

UV-Vis spektroskopija yra analizés metodas, kai méginys ap$vie¢iamas ultravioletiniy
(UV) ir regimyjy (Vis) bangy ilgio elektromagnetiniais spinduliais, 0 spektrometras iSmatuoja
kiek $viesos praleidzia medziaga $viec¢iant nuo 200 nm iki 800 nm bangos ilgio Sviesa. Kali
Sviesa praeina pro méginj ir patenka j detektoriy, Sviesos signalas yra konvertuojamas |
elektroninj signalg ir gaunamas tai medziagai bidingas sugerties spektras. MedZiagos
iSmatuotas sugerties spektras yra lyginamas su etaloninio méginio ar tuscios kiuvetés spektru.
Gaunama spektrg nulemia méginio sudétis, spektras gali suteikti informacijos apie tai, kas yra
meéginyje ir kokia nezinomos medziagos koncentracija (Tom, 2021).

Paprastai UV-vis spektroskopija naudojama kiekybiSkai nustatyti medziagos
koncentracijg tirpale pagal Lamberto-Bero désn;:

A=Log1o(lo/T)=¢cL,
kur A yra absorbcija arba iSmatuotas optinis tankis, lo — krentanéios, j bandinj, $§viesos

intensyvumas tam tikram bangos ilgiui, | — pro medZiaga praleistos §viesos intensyvumas, L —
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kiuvetés plotis matuojamas — cm , ¢ — sugerianc¢ios medziagos koncentracija, matuojama
moliais litre — M, € yra matas, rodantis, kaip stipriai medziaga sugeria tam tikro bangos ilgio
Sviesa, arba kitaip medziagos molinis ekstinkcijos koeficientas matuojamas M cm™.

Paprastai kiekybinéje analizéje naudojamas &, Kuris btina parenkamas ties didziausios
sugerties bangos ilgiu (Amax). Zinant € galima apskai¢iuoti neZinomos medziagos

koncentracija c, kai L yra fiksuota, o lo ir | matuojami (Huaiyu Wang ir kt., 2013).
2.2.  Adityvumo principas

Adityvumo principas teigia, kad tarpusavyje nereaguojanciy medziagy misinio
spektras yra toks pats, kaip susumuotas i$ atskirai iSmatuoty komponenciy spektro.
Ar=A1+A;
2.3.  Meélynas diodas

Ekperimentams naudotas mélynas matricinis diodas, Amax ties 405 nm + 3 nm.
4500

405.54nm
4000
3500 Q
> 3000
& 2500
¥}
= 2000
[
1500
1000
500 J k
(} L 1 ! Il
200 400 600 800
Wavelength (nm)

Pav.2.3. Mélyno diodo sugerties spektras su smaile ties 405 nm. Paimta i$: Chiaki Tsutsumi-
Arai ir kt., 2019.
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3. EKSPERIMENTO METODIKA

3.1.  Eksperimentuose naudoti buferiai:

Fosfatiniai buferiai buvo padaryti:

pH 6 50 ml 0,2 M KH2PO4+ 5,6 ml 0,2 M NaOH + 144,4 ml distiliuoto H20O
pH 7 50 ml 0,2 M KH2PO4 + 29,1 ml 0,2 M NaOH + 120,9 ml distiliuoto H20
pH 8 50 ml 0,2 M KH2PO4 + 46,1 ml 0,2 M NaOH + 103,9 ml distiliuoto H.O

3.2.  Matcha zaliosios arbatos ekstrakto paruoSimas

Matcha arbata yra i§ Japonijos, pirkta i$ ,, Terre Exotique* kompanijos.

Matcha pradinis koncentratas (50ml H20 + 1g Matcha Zaliosios arbatos milteliy).

Nepanaudoti arbatos milteliai laikomi sausoje tamsioje vietoje.

Eksperimentams naudojamas Svieziai padarytas arbatos ekstraktas.

Ant svarstykliy atsveriama ir jdedama 1g Matcha arbatos milteliy. I 50ml indelj

jpilamas karstas vanduo (~ 80°C). MaiSoma su Saukstuku, kol virSuje pradeda atsirasti putos

(Weiss, Anderton, 2003). Tada arbata iSpilstoma j mazesnius indelius ir jdedama j centriftiga

(Corning LSE Mini, mikro centrifuga, 6000 Rpm). Méginiai sukami, kol Matcha milteliai

nusés ant dugno ir skystis bus skaidrus. Pasinaudojant pipete, arbatos supernatantas is indeliy

su tirS¢iais pipetuojamas j Kitg indelj.

3.3.  Chlorino 6 tirpalo paruosimas

Chlorinas e6 yra pirktas i$ ,,Frontier Scientific* kompanijos.

Chlorino €6 €es4: 49411cm™/M , moliné masé - 596,7g/mol, moliné koncentracija:
(0,00838 g/596,7 g/mol)/0,0015 L = 9,4*10° M
Chlorino e6 pradinis koncentratas (20l NaOH+ 0,00838g Ce6 + 1,5ml H,0)

Ant svarstykliy atsveriama 0,00838 g chlorino €6 milteliy, kurie yra jdedami j 2 ml

indelj apsuktg aliuminio folija. | indelj su chlorinu €6 jpilama 20ul NaOH ir maiSoma, kol

iStirps, tada j kiuvete jpilama 1,3ml H2O ir gerai iSmaisoma, kad nelikty nuosédy.

3.4.  Jaucio serumo albumino tirpalo paruosimas

Jaucio serumo albuminas yra pirktas is ,,Sigma-Aldrich* kompanijos.
JSA e279: 43824 cm*M | moliné masé: 67000 g/mol,

Moliné koncentracija: (0,0047 g /67000 g/mol)/ 0,001402 L=5*10°M
Jaucio serumo albumino tirpalas (0,047 g JSA + 1,402 ml HO)
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Ant svarstykliy atsveriama 0,047 g JSA milteliy, kurie yra jdedami j 4 ml indel;. |
indelj su JSA jpilama 300 pl H20 ir maisoma, Kol istirps, tada j kiuvete jpilama 1,1ml H2O ir

iSmaiSoma, kol neliks nuosédy.
3.5.  Askorbo riigsties tirpalo paruosimas

Askorbo rugstis yra pirkta i$ ,,Sigma-Aldrich* kompanijos.

Askorbo rigsties moliné masé: 176,12 g/mol, moliné koncentracija: (0,0176 g/176,12
g/mol)/0,01 L =102%M

Askorbo rugsties pradinis koncentratas (0,0176g Askorbo ragsties + 10ml H0)

Ant svarstykliy atsveriama 0,0176 g askorbo riigsties milteliy, kurie yra jdedami j 10
ml indelj. | indelj su askorbo riigstimi jpilama 2 ml H2O ir maiSoma, kol istirps, tada j kiuvetg

ipilama 8 ml H2O ir gerai iSmaiSoma, kad nelikty nuosédy.
3.6.  Eksperimento tirpaly pagaminimas:

Lentelé 3.6. Eksperimente naudoti tirpaly turiai.

pH 6, pH 7, pH 8 buferis

arbata 20 pl (Matcha) + 980 ul (buferio)
chlorinas €6 (7,5%10° M) 20 pl (Ce6)(9,4*10° M) + 980 pl (buferio)
[ . . -6
Jaucio serumo alll)\l/IJ;nmo tirpalas(10 20 pl (JSA)(E*10°5 M) + 980 il (buferio)
askorbo riigstis(2*10™ M) 20 pl (askorbo)(10-2M) + 980 pl (buferio)
chlorinas e6 + arbata 20 pl (Ce6) + 20 pl (Matcha) + 940 pl (buferio)

chlorinas e6 + Jaucio serumo

albumino tirpalas 20 pl (JSA) + 20 pl (Ce6)+ 940 pl (buferio)

chlorinas e6 +
arbata + Jaudio serumo albumino
tirpalas

20 ul (Ce6) + 20 ul (Matcha) + 20 pl (JSA) + 920 pl
(buferio)

+ nesti +
chlorinas e6 + askorbo riigtis 20 pl (Ce6) + 20ul (askorbo rigsties) + 940ul

(buferio)
chlorinas e6 + 20pl (Ce6) + 20 pl (Matcha) + 20 ul (askorbo) + 920
arbata + askorbo rtgstis ul (buferio)
chlorinas €6 + Jaucio serumo 20 pl (Ce6) + 20 pl (JSA) + 20 pl (askorbo) + 920 pl
albumino tirpalas + askorbo riigstis (buferio)

chlorinas e6 +
arbata + Jaudio serumo albumino +
askorbo riigstis

20 pl (Ce6) + 20 pl (Matcha) + 20 pl (JSA) + 20 pl
(askorbo) + 900 ul (buferio)

Lenteléje 3.6. pateikti tirpaly ttiriai buvo pasirinkti tokie, kad matuojant su
Sviesolaidiniu UV-vis spektroskopu iSmatuotos medziagos sugerties spektro smailés nevirSyty

vieno optinio tankio vieneto (Jim Clark, 2007).
17




3.7.  Medziagy Svitinimas

Bandiniai yra Svitinami mélyno diodo spinduliuote i§ apacios Petri 1éksteléje (2 ml)

(Pav.3.7.), lentelése nurodyta laika (Lentelé 3.7) stebimi sugerties spektry poky¢iai, matuojant

po kiekvieno $vitinimo sugerties spektra, kai terpés pH 6 -pH 8.

Lentelé 3.7. Chlorino e6 $vitinimo trukmé mélyno diodo spinduliuote.

pH 6 pH 7 pH 8
Chlorinas e6 1*7+2 min 1*7+2 min 1*7 min
Chlorinas e6 + Matcha arbata 1*7+2 min 1*7+2 min 1*6+2 min
Chlorinas e6 + Jaudio serumo 30 sek.*6+1 min | 30 sek.*5+1 30 sek.*6+1 min
albumino tirpalo min
Chlorinas e6 + Jaudio serumo 30 sek.*6+1 min | 30 sek.*6+1 30 sek.*6+1 min
albumino tirpalo + Matcha arbata min
Chlorinas e6 + askorbo riigstis 1 min*7 1 min*7 30 sek.*7+1 min*2
Chlorinas e6 + Jaudio serumo 10 sek.*6+30 30 sek.*6 10sek.*10+30sek.*2
albumino tirpalo + askorbo riigstis | sek.*2
] ' 1 min*5+2 ] )
Chlorinas e6 + askorbo rugstis + _ _ 30 sek.+1 1 min*5+2 min*4
min*3 +3 min*2 ]
Matcha arbata min*7
_ ' 10 sek.*6 +30 30 sek.+10*4 | 10sek.*9 +30sek.*2
Chlorinas e6 + Jaudio serumo
sek.*2 +20sek.+30sek.

albumino tirpalo + askorbo ragstis

+ Matcha arbata
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- Petri lekstele
| ==

Mélynas diodas

A B
Pav.3.7. Bandinio Svitinimo schema, (A) i$ Sono, (B) i§ virSaus.

Bandiniai yra §vitinami i§ apac¢ios mélyno Sviestuko spinduliuote (50mW), Petri
leksteléje (2ml).

Kad tarp Sviestuko ir méginiy islikty vienodas atstumas, méginiai dedami ant metalinio
stovo, po kuriuo yra padétas Sviestukas (Pav.3.7.(A)), pries kiekvieng méginio $vitinimg ant
stovo uzdedamas baltas lapas, kad patikrinti, ar spinduliuoté yra sutelkta ties viduriu
(Pav.3.7.(B)).
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4. REZULTATAI

Pirmi eksperimentai buvo skirti iSmatuoti chlorino e6, Matcha arbatos ekstrakto,
askorbo riigsties ir jaucio serumo albumino sugerties spektrai trijose buferinése terpése, prie§

méginius sumaiSant ir paveikiant melyno diodo spinduliuote.

0.6 05+
—MatchapH 8 B2790m ——VitC pH7
o 288nm Matcha pH 7 284nm —— VitC pH8
= —— Matcha pH 6| = 0.4
s s A
T 04 ‘T /
2 s
g 2
so1 ]| 2
= \ x
E \ é 0.2
5 021 K]
£ £
a | 329nm
O o1 o ‘ \\’\
0.0 . - 0.0 L - 1
400 600 400 600
c Bangos ilgis (nm) D Bangos ilgis (nm)
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08
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Z =
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o ©
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2015 2
x 204
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8 3
5 0.10 T
(= [
8 802
O 0.05 ©
0.00 L2 00— T )
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Pav.4.1. Matcha Zaliosios arbatos ekstrakto (Matcha) (A), askorbo riigities (2*10* M) (VitC)
(B), jau¢io serumo albumino (10°® M) (BSA) (C) ir chlorino 6 (7,5*10-5 M) (Ce6) (D)
sugerties spektrai, ties 210-800 nm, pH 6 , pH 7, pH 8 (A,C,D), pH 7, pH 8 (B) buferinése

terpése.

Arbatos ekstrakto sugerties intensyvumo juostos smailé priklauso nuo terpés pH, kai
pH yra rugstinis (pH 6 ), smailés yra ties 288 nm ir 368 nm. Bufering terpg pakeitus j bazine,
pirma smailé ties 279 nm slenkasi j mélynajg pusg, Smailé ties 368 nm islieka nepakitus,
lyginant su arbatos ekstraktu riig§tinéje terpéje. Kai arbata yra Sarminéje terpéje (pH 8),
pagrindiné smailé yra ties 276 nm, dar labiau pasislinkusi j mélynaja pusg, atsiranda dvi
smailés ties 318 nm ir 388 nm, lyginant su arbatos ekstraktu pH 6 ir pH 7 buferinése terpése
(Pav. 4.1.(A)).

Askorbo rugsties sugerties spektro maksimumas yra ties 284 nm kai terpés pH yra
sarminé (pH 8). Kai buferiné terpé yra pH 6, pagrindinis maksimumas yra ties 279 nm (Pav.
4.1.(B)).

20



Jaucio serumo albumino sugerties spektro maksimumas ties 279 nm yra
nepriklausomas nuo terpés pH, nuo 6 pH iki 8 pH (Pav. 4.1.(C)).

Priklausomybé nuo terpés pH taip pat pastebima ir chlorino e6 tirpaluose (Pav.
4.1.(D)). Kai terpé yra rugstiné, Soret juostos maksimumas yra ties 405 nm, Q(I) — 642 nm.
Kai buferiné terpé baziné arba Sarminé, chlorino e6 Soret juostos maksimumas slenkasi j
trumpabange pusg, pH 7 — 404 nm, pH 8 — 403 nm, o Q(l) maksimumas j ilgabange pusg, pH
7 ir pH 8 — 654 nm. Sarming¢je ir neutralioje terpéje taip pat stebimas padidéjes Q(IV) smailés
maksimumas — 504 nm (Pav. 4.1.(D)).

IsSmatavus pradinius spektrus, chlorino e6 tirpalas buvo sumaiSytas su Matcha arbatos

ekstraktu ir jau¢io serumo albuminu, ir iSmatuoti misiniy sugerties spektrai trejose buferinése

terpése.
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Pav.4.2. chlorino e6 ir Matcha zaliosios arbatos ekstrakto (Ce+Ma) (A), chlorino €6 ir jaucio
serumo albumino (Ce6+BSA) (B), chlorino €6, jaucio serumo albumino ir Matcha zaliosios
arbatos ekstrakto (Ce6+BSA+Ma) (C) sugerties spektrai, ties 210-800 nm, pH 6, pH 7, pH 8
buferinése terpése.

Matcha arbatos ekstrakta sumaisius su chlorinu €6, i$ spektry matosi, kad medziagos
reaguoja viena su kita. Lyginant su atskiras Matcha ekstrakto sugerties spektrais (Pav.4.1.(A))

misinio Matcha ekstrakto pagrindiné smailé keiiant terpés pH islieka ties 279 nm, tai atitinka
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pradinj Matcha arbatos spektra, kai terpés pH 7 (Pav.4.1.(A)). Kai terpé $arminé yra nauja
smailé ties 322 nm (Pav.4.2.(A)).

I chlorino e6 tirpalg jlasinus jaucio serumo albumino, visos chlorino e6 juostos
slenkasi j ilgabangg puse, lyginant su pradiniais spektrais (Pav.4.1.(D)), tad matosi, kad
chlorinas €6 ir JSA formuoja kompleksa (Pav.4.2.(B)).

Sumaisius Vvisas tris medziagas | misinj ir keiCiant terpe j rugsting, sugerties spektre
stebima, kad iSauga tik viena smailé ties 322 nm (Pav.4.2.(C)).

ISmatavus chlorino €6, Matcha arbatos ekstrakto ir JSA miSinio sugerties spektrus,
buvo paruosti kiti iy medziagy misiniai, j kuriuos buvo jdéta askorbo riigsties ir iSmatuoti

sugerties spektrai.
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Pav.4.3. chlorino €6 ir askorbo riigsties (Ce6+vitC) (A), chlorino €6, askorbo riigsties ir
Matcha ekstrakto (Ce6+vitC+Ma) (B), chlorino e6, askorbo riigsties ir jau¢io serumo
albumino (Ce6+vitC+BSA) (C), chlorino e6, askorbo rigsties, jaucio serumo albumino ir
Matcha zaliosios arbatos ekstrakto (Ce6+vitC+Ma+BSA) (D) sugerties spektrai, nuo 210 nm
iki 800 nm, pH 6, pH 7, pH 8 buferinése terpése.
Chlorino e6 ir askorbo riigsties misinio sugerties spektruose visi smailiy maksimumai

iSlieka nepakite, iSskyrus Q(I) maksimuma, kai pH 6, jis pasislenka j raudong puse — 662 nm
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(Pav.4.3.(A)), lyginant su chlorino e6 (Pav.4.1.(D)) ir askorbo riigsties (Pav.4.1.(B))
pradiniais spektrais.

I chlorino e6 ir Matcha ekstrakto tirpalg sulasinus vitamino C, ruigstéja terpé ir Matcha
smailé, kuri buvo ties 279 nm (Pav.4.2. (A)) pasislenka j ilgabangg puse — 288 nm
(Pav.4.3.(B)) ir atitinka Matcha ekstrakto sugerties smaile, kai terpés pH 8 (Pav.4.1.(A)).

Keiciant tirpalo terpe i bazing, Matcha ir askorbo rtigsties miSinio smailé islieka ties
288 nm ir smailé ties 322 nm sunyksta (Pav.4.3.(B)). Chlorino e6 ir Matcha ekstrakto tirpale
be askorbo rtigsties, terpg pakeitus j bazing smailé ties 322 nm islicka (Pav.4.2.(A)), bet terpe
pakeitus j Sarming, smailé ties 322 nm atsiranda (Pav.4.3.(B)).

Pridéjus askorbo rtigsties j chlorino €6 ir jaucio serumo albumino misinj, stebimas
askorbo riigsties sugerties smailés poslinkis j ilgabange pusg, i$ to galima teigti, kad vyksta
sgveika tarp medziagy. Lyginant su atskirai iSmatuotais askorbo riigsties (Pav.4.1.(B)) ir
chlorino e6 (Pav.4.1.(D)) spektrais, smailés yra pasislinkusios j ilgabange pus¢ (Pav.4.3.(C)),
ir terpés pH neturi jtakos smailiy maksimumams.

I chlorino e6, JSA ir askorbo riigsties miSinj jlas§inus Matcha arbatos ekstrakto, smailiy
maksimumai i$lieka nepakite, lyginant su chlorino e6, askorbo riigsties ir JSA misiniu
(Pav.4.3.(C)), isskyrus ties 322 nm, ten yra iskilusi nauja smailé (Pav.4.3.(D)). Kai terpés pH
8, atsiranda smailés maksimumas ties 322 nm (Pav.4.3.(D)), ir Q(I) smailés maksimumas
pasislenka i§ 660 nm (Pav.4.3.(C)) 1 662 nm (Pav.4.3.(D)).

ISmatavus chlorino e6, Matcha arbatos ekstrakto, JSA ir askorbo rtigsties miSiniy
sugerties spektrus, iSmatuoti ir modeliuoti spektrai atvaizduoti viename grafike. Modeliuoti
spektrai gauti susumavus eksperimente iSmatuotus medziagy spektrus (Pav.4.1(A-D)).
Atémus laboratorijoje iSmatuotus spektrus i§ modeliuoty, jeigu medziagos esancios tirpale

tarpusavyje nereaguoja, gautas skirtuminis spektras turéty biti tiesi linija.
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Pav.4.4. Chlorino e6 ir Matcha ekstrakto pH 6 (A), pH 7 (B), pH 8 buferingje terpéje (C),
iSmatuoti (gauta), modeliuoti sugerties spektrai ir skirtuminiai spektrai, gauti atémus

eksperimente iSmatuotg spektra i§ modeliuoto, nuo 210 nm iki 800 nm.

DidZiausi skirtumai tarp modeliuoto ir eksperimente gauto sugerties spektro stebimi
ties 279 nm - 322 nm (Pav.4.4. (A-C)). Ten yra Matcha ekstrakto sugerties smailés, kurios
reaguoja | pH pokycius (Pav.4.1(A)), bet Matcha sumaiSius su chlorinu ir iSmatavus misinio
sugerties spektrus, matosi, kad medziagos viena su kita reaguoja, ir, kei¢iantis pH, Matcha

smailés islicka ties 279 nm.
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Pav.4.5. Chlorino €6 ir jau¢io serumo albumino pH 6 (A), pH 7 (B), pH 8 buferinéje terpéje
(C), chlorino €6, jaucio serumo albumino, Matcha ekstrakto pH 6 (D), pH 7 (E), pH 8
buferinéje terpéje (F), iSmatuoti (gauta) ir modeliuoti sugerties spektrai, ir skirtuminiai
spektrai, nuo 210 nm iki 780 nm.

I$ chlorino e6 ir JSA skirtuminiy spektry matosi, kad medziagos neatitinka adityvumo
principo (Pav.4.5. (A-C)). Chlorino e6 smailiy maksimumai kei¢iant terpés pH lieka nepakite
ir, lyginant su modeliuotais spektrais, smailés yra pasislinkusios j raudong puse (Pav.4.5. (A-
C)). Kai j chlorino e6 ir baltymo misin;j yra jlasinama Matcha ekstrakto, grafikuose stebimas
didesnis adityvumo principo neatitikimas (Pav.4.5. (D-F)). Lyginant su modeliuotais
spektrais, gautuosiuose ties 279 nm-322 nm yra sumazéjes optinio tankio intensyvumas,

Matcha arbatos ekstrakto smailés maksimumai islieka ties 279 nm (Pav.4.5. (D-F)).
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Pav.4.6. Chlorino e6 ir askorbo ragsties pH 6 (A), pH 6 (B), pH 8 buferinégje terpéje (C),
chlorino e6, askorbo riigsties, Matcha ekstrakto pH 6 (D), pH 6 (E), pH 8 buferinéje terpéje

(F), i8matuoti (gauta) ir modeliuoti sugerties spektrai skirtuminiai, nuo 210 nm iki 780 nm.

Kai terpés pH 8 askorbo riigstis sureaguoja j Sarming terpe, optinis tankis sumazéja ties
279 nm, ir iSauga chlorino e6 smailiy optinis tankis (Pav.4.6.(A-C)). ] chlorino €6 ir askorbo
rugsties misinj sulasinus Matcha ekstrakto, modeliuotame spektre ties 220 nm — 390 nm
optinis tankis yra iSauges vir§ 1 o.t.v, bet iSmatuotose sugerties spektruose optinis tankis
pasiekia tik iki 0,5 o0.t.v, kei¢iant terpés pH néra smailiy poslinkio, tai rodo, kad medziagos

tarpusavyje reaguoja.
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Pav.4.7. Chlorino e6, jaucio serumo albumino ir askorbo riigsties pH 6 (A), pH 6 (B), pH 8
buferinéje terpéje (C), chlorino e6, jaucio serumo albumino, askorbo riigsties, Matcha
ekstrakto pH 6 (D), pH 6 (E), pH 8 buferinéje terpéje (F), iSmatuoti (gauta) ir modeliuoti
sugerties spektrai, skirtuminiai spektrai, nuo 210 nm iki 780 nm.

I Chlorino e6 ir askorbo ragsties tirpalg jlasSinus JSA, smailés pasislenka j raudong
puse lyginant su modeliuotais spektrais (Pav.4.7. (A-C)), taip pat sumazéjes optinio tankio
intensyvumas ties 220 nm — 390 nm. Lyginant su modeliuotais spektrais, smailiy optinio
tankio sumazéjimas ties 220 nm — 390 nm, ir pasislinkimas j ilgabange puse, irgi stebimas, kai
j chlorino e6, JSA ir askorbo riigSties misinj jlaSinama Matcha ekstrakto (Pav.4.7. (D-F)).
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Terpei Sarméjant — auga smailé ties 322 nm, kai terpés pH 8 — optinis tankis yra didesnis nei
modeliuoto spektro smailés ties 322 nm (Pav.4.7. (D-F)).

IsSmatavus chlorino 6, Matcha ekstrakto, askorbo riigsties, JSA miSiniy sugerties
spektrus prie§ §vitinimg, Sie miSiniai buvo $vitinami mélyno diodo spinduliuote, ir stebima,
kaip tai keicia sugerties spektrus. Kad biity lengviau jvertinti pokycius, buvo gauti
skirtuminiai spektrai, i§ nesvitinto spektro atémus paskutinj gauta sugerties spektra po
Svitinimo.
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Pav.4.8. Chlorino e6 sugerties spektry, ties 210-800 nm bangos ilgiu, pH 6 (A), pH 7 (B), pH
8 (C) buferinése terpése, pokyciai $vitinant mélyno diodo spinduliuote per 9 minutes (A,B), 7
minutes (C). Raudona linija - skirtuminis spektras: i$ ilgiausiai Svitintos medziagos spektro
atimtas prie$ Svitinimg iSmatuotas sugerties spektras (0 min). Chlorino e6 kinetikos

logaritmingje skaléje, ties Soret ir ties Q(I) smailés maksimumu (D).

Chlorino e6 spektriniai poky¢iai pastebimi jau po vienos minutés tirpalo Svitinimo
mélyno diodo spinduliuote(Pav.4.8.(A-C)). Po minutés, greiciausiai pradeda nykti chlorino e6
Q(I) juosta, pH 7 buferinéje terpéje, — 0,72 %, bet lyginant su Sarmine terpe, po 5 minuéiy,
stebimas nykimo sulétéjimas, pH 8 — 0,33 %, pH 7 — 0,35 % (Pav.4.8.(D)).
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Kai terpés pH 7, smailé ties 279 nm auga (Pav.4.8.(B)). Po 9 minuciy, kai terpés pH 6
chlorino e6 spektru (1 %), yra sumazéjusi — 0,46 % ((Pav.4.8.(A,D)). Soret ir Q juostos

iSblunka grei¢iau — per 7 minutes, kai terpé yra Sarminé. (Pav.4.8.(C)).
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Pav.4.9. Chlorino e6 ir Matcha arbatos ekstrakto sugerties spektry, nuo 210 nm iki 800nm,
pH 6 (A), pH 7 (B), pH 8 buferinése terpése, pokyc¢iai §vitinant mélyno diodo spinduliuote per
9 minutes (A,B), 8 minutes (C). Raudona linija — skirtuminis spektras. Chlorino e6 ir Matcha

misinio kinetikos logaritmingje skaléje, ties Soret ir ties Q(I) smailés maksimumu (D).

Rigstinéje terpéje chlorino e6 Soret ir Q juostos isblunka léciausiai, Sarminéje
greiciausiai (Pav.4.9.(A,C,D)). Po 5 minuciy Svitinimo mélyno diodo spinduliuote, rigstinéje
terpéje, Soret juosta sumazéja tik iki 0,71 %, o Q(1) — 0,65 %, o terpe pakeitus j Sarmine Soret
juosta sumazeja iki 0,51 % , Q(l) — 0,36 % (Pav.4.9.(D)). Kai terpés pH 6 arba pH 7, Svitinant

chlorino 6 ir Matcha arbatos ekstrakto misinj, Stebima auganti smailé ties 322 nm ir 722 nm
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(pH 6), 729 nm (pH 7,01) (Pav.4.9.(A,B)). O esant Sarminei terpei smailés augimas yra tik

ties 729 nm (Pav.4.9.(C)).
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Pav.4.10. Chlorino €6 ir jaucio serumo albumo sugerties spektry, pH 6 (A), pH 7 (B), pH 8

Optiniai tankio vienetai (o.t.v)
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buferinése terpése (C), chlorino €6, jaucio serumo albumo, Matcha arbatos ekstrakto sugerties

spektry, pH 6 (D),pH 7 (E),pH 8 (F), buferinése terpése, pokyciai $vitinant mélyno diodo

spinduliuote 4 minutes (A,C-F), 3minutes 30 sekundziy (B). Raudona linija - skirtuminis

spektras.

Chlorino e6 ir JSA misinyje, po Svitinimo, stebimas Soret ir Q juosty blukimas

(Pav.4.10.(A-C)), kuris vyksta greic¢iau, pH 6 terpéje po 3 minuciy, Soret sunyksta iki — 0,30

%, Q(I) juosta — 0,26 % (Pav.4.15.(A)), nei Svitinant chlorino e6 tirpalg mélyna diodo
spinduliuote Soret sunyksta iki — 0,76 %, Q(I) — 0,71 % (Pav.4.8.(D)). Kai terpés pH 7 arba

pH 8, matosi fotoprodukto smailés augimas ties 322 nm. Taip pat fotoprodukto smailé
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formuojasi, kai terpés pH 8 ties — 733 nm, kai pH 6, pH 7 — 737 nm (Pav.4.10.(A-F)), kurios
nebuvo Svitinant chlorino e6 tirpala (Pav.4.8.(A-C)).

Ilaginus Matcha ekstrakto j chlorino e6 ir JSA misinj, fotoprodukto sugerties smailés
augimas ties 322 nm matomas tik kai terpés pH 6 (Pav.4.10.(D)). Svitinant mélyno diodo
spinduliuote 4 minutes, smailé ties 279 nm islieka, sunyksta tik Soret ir Q juostos
(Pav.4.10.(D-F)).
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Pav.4.11. Chlorino e6, askorbo rtgsties sugerties spektry, pH 6 (A), pH 6 (B), pH 8
buferinése terpése (C), chlorino €6, askorbo riigsties, Matcha arbatos ekstrakto sugerties
spektry, pH 6 (D), pH 6 (E), pH 8 (F), buferinése terpése, poky¢iai Svitinant mélyno diodo
spinduliuote 7 minutes (A-B), 5 minutes 30 sekundziy (C), 17 minuciy (D), 7 minutes 30

sekundziy (E), 13 minuc¢iy (F). Raudona linija - skirtuminis spektras.

Sumaisius chloring €6 tirpalg su askorbo riigstimi, ir misinj Svitinant mélyno diodo
spinduliuote, po 1 minutés stebimas smailés maksimumo ties 284 nm (kai pH 6), 286 nm (kai
pH 7 arba pH 8) pasislinkimas j trumpabange puse (Pav.4.11.(A-C)). Kai terpés pH 6,
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Svitinant didéja sugerties smailé ties 322 nm ir 729 nm (Pav.4.11.(A)). Terpe pakeitus bazine
arba rugsting, ir Svitinant miSinj, kartu su chlorino e6 smailémis sunyksta ir askorbo riigsties
smailé ties — 284nm, didéja tik fotoprodukto smailé ties 737 nm (pH 7), 710 nm (pH 8)
(Pav.4.11.(B,C)).

Mélyno diodo spinduliuote $vitinant chlorino e6, askorbo ragsties ir Matcha ekstrakto
misinj, sugerties smailé yra ties 288 nm ir slenkasi j trumpabangg puse (Pav.4.11.(D,E)). Taip
pat, Svitinant, smailés optinis tankis sumazéja per 0,05 0.t.v, kai terpé yra riigstiné arba baziné
(Pav.4.11.(D,E)). Svitinant chlorino e6, askorbo rigsties ir Matcha ekstrakto misinj, kai terpé
ragstiné, formuojasi smailé ties 728 nm, o pakeiciant j bazine arba Sarmine auga dvi sugerties
juostos ties 322 nm ir 729 nm (Pav.4.11.(D-F)).
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Pav.4.12. Chlorino €6, askorbo ragsties ir jaucio serumo albumo sugerties spektry, pH 6 (A),
pH 6 (B), pH 8 (C) buferinése terpése, chlorino e6, askorbo riigsties, jaucio serumo albumo ir
Matcha arbatos ekstrakto sugerties spektry, pH 6 (D), pH 6 (E), pH 8 (F), buferinése terpése,
poky¢iai $vitinant mélyno diodo spinduliuote 2 minutes (A,D,E), 3 minutes (B), 2 minutes 40
sekundziy (C), 2 minutes 30 sekundziy (F). Raudona linija - skirtuminis spektras.
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I chlorino €6 ir askorbo riigsties misinj sulasinus JSA tirpalo ir misinj $vitinant mélyno
diodo spinduliuote, matosi tokia pati tendencija, kaip ir Svitinant chloring €6 su JSA
(Pav.4.10(A-C)) — chlorino e6 smailés sunyksta grei¢iau, kai terpés pH 6 arba pH 7. Kai
terpés pH 6 arba pH 7, fotoproduktas formuojasi ties 737 nm, kai pH 8 — 733 nm
(Pav.4.12(A-C)). Chlorino 6 ir askorbo rugsties ir JSA misinyje taip pat yra kylanti
fotoprodukto smailé ties 322 nm (Pav.4.12(A-C)). Kai terpé riigstiné arba baziné, Svitinant
Soret ir Q juostos slenkasi j trumpabangg puse (Pav.4.12(A-C)).

I chlorino e6, askorbo ragsties ir JSA tirpalo, dar jlasinus ir Matcha arbatos ekstrakto ir
misinj $vitinant, stebima, kad Soret juosta nebesislenka j trumpabangg pusg, ir stebimas
smailés augimas ties 322 nm, tik kai terpés pH 8 (Pav.4.12(D-F)).

Kai terpé yra Sarming, $vitinant chlorino e6, askorbo ragsties, JSA ir Matcha ekstrakto

misinj, stebimas Q juosty poslinkis j ilgabangg puse (Pav.4.12(F)).
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Pav.4.13. Chlorino €6, askorbo rtgsties (Ce6+vitC), chlorino e6 (Ce6), Matcha arbatos
ekstrakto, chlorino e6 (Ma+Ce6) ir chlorino €6, askorbo ragsties, Matcha arbatos ekstrakto
(Ce6+vitC+Ma) kinetikos, ties Soret smailés maksimumu (A,C,E) ir ties Q(I) smailés

maksimumu (B,D,F), per 10 minuciy, pH 6 (A,B), pH 7(C,D), pH 8(E,F) buferinése terpése.
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Lyginant su kitomis kinetikomis, pH 6 ir pH 8 terpése chlorino e6 ir askorbo rtigsties

tirpalo sugerties smailés isblunka greiciausiai, po 4 minuciy $vitinimo Soret juosta sumazéja
iki 0,60 % (pH 6), 0,45 % (pH8), 0 Q(I) — 0,50 % (pH 6), 0,34 % (pH 8), tuo tarpu kai terpés

pH 7, grei¢iausiai isblunka chlorino €6 tirpalas (Pav.4.15.(B)). Taciau j chlorino ¢6 ir askorbo

rugsties tirpalg jlasinus Matcha ekstrakto, pastebima, kad kai terpé yra riigstiné, tas misinys

iSblunka lé¢iausiai, po 5 minuciy $vitinimo Soret sunyksta iki 0,71 %, Q(I) — 0,70 %, lyginant

su kitomis kinetikomis, o0 kai terpés pH 7 arba pH 8, 1é¢iausiai blunka chlorino €6 ir Matcha
ekstrakto tirpalas (Pav.4.15.(E)). Tad galima teigti, kad askorbo riigstis pagreitina arba

sulétina chlorino e6 smailiy nykima, priklausomai nuo terpés pH.
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Pav.4.14. Chlorino €6, jau¢io serumo albumino, askorbo ragsties (Ce6+BSA+vitC), chlorino

€6, jaucio serumo albumino (Ce6+BSA), chlorino e6, jaucio serumo albumino, Matcha

arbatos ekstrakto (Ce6+BSA+MA) ir chlorino e6, jaucio serumo albumino, askorbo riigsties,

Matcha arbatos ekstrakto (Ce6+BSA+vitC+MA) Kkinetikos, ties Soret smailés maksimumu

(A,C,E) ir ties Q(I) smailés maksimumu (B,D,F), per 4 minutes, pH 6 (A,B), pH 7(C,D), pH

8(E,F) buferinése terpése.

(Pav.4.13.(A-F)) misiniai isblunka per 4 minutes (Pav.4.14.(A-F)).

Sulasinus JSA | miSinius, stebimas medziagy greitesnis blukimas, vietoje 10 minuciy
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Kai tirpale yra baltymo, bazinéje ir riig§tinéje terpése greiciausiai iSblunka méginiai su
chlorinu €6, askorbo riig§timi ir Matcha arbatos ekstraktu, Soret sunyksta iki 0,39 % (kai
pH®6), 0,33 % (kai pH 7), 0 Q(I) — 0,37 % (pH6), 0,29 % (pH7) (Pav.4.14.(A-D)), prieSinga
tendencija matosi, kai tirpale néra baltymo ir terpés pH 6 (Pav.4.13.(A,B)).

| sarminéje buferinéje terpéje, esantj chlorino e6 ir askorbo rugsties misinj, jlasinus
baltymo ir mi$inj $vitinant, jis isblunka greiciausiai lyginant su kitomis kinetikomis
(Pav.4.14.(E,F)).
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Pav.4.15. Chlorino e6, jauc¢io serumo albumino (Ce6+BSA), chlorino €6, askorbo riigsties
(Ce6+VitC), chlorino e6, Matcha arbatos ekstrakto, jau¢io serumo albumino (Ce6+Ma+BSA),
chlorino €6, askorbo riigsties, jaucio serumo albumino (Ce6+VitC+BSA), chlorino e6,
askorbo riigSties, Matcha arbatos ekstrakto (Ce6+vitC+Ma) ir chlorino e6, Matcha arbatos
ekstrakto, askorbo riigsties, jaucio serumo albumino (Ce6+Ma+VitC+BSA) kinetikos
logaritminéje skaléje, ties Soret ir Q(I) smailémis, per 10 minuciy (B,E), 4 minutes (A,C,D) ir
3 minutes (F), pH 6 - pH 8 buferinése terpése.

I$ kinetikos grafiky matosi, kad kai miSiniuose, terpei Sarméjant atstumas tarp Soret ir
Q(D) kinetiky didéja — jos blunka netolygiai, (Pav.4.8(D), Pav.4.9(D), Pav.4.15(A-F)).
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Maziausias skirtumas tarp Soret ir Q(I) juosty yra chlorino €6, Matcha arbatos
ekstrakto ir askorbo riigSties tirpale, ir chlorino e6 askorbo riigsties tirpale, rigstinéje terpéje.
Svitinant 5 minutes, chlorino e6, Matcha arbatos ekstrakto ir askorbo riigities tirpala, Soret
juosta sunyksta iki Soret sunyksta iki 0,71 %, Q(I) — 0,70 % , bet tirpalg $vitinant ilgiau
atsiranda didesnis skirtumas tarp Soret ir Q(I) juosty, po 9 minuciy Svitinimo Soret juosta
sumazéja iki 0,65 %, 0 Q(I)- 0,61 % (Pav.4.15.(E)). Svitinant riigstinéje terpéje, Chlorino e6
ir askorbo riigsties tirpala po 30 sekundZziy Soret juosta sunyksta iki 0,63 % , Q(I) — 0,61 %,
Svitinant 2 minutes Soret juosta sunyksta iki 0,31 %, 0 Q(I) iki 0,32 % (Pav.4.15.(D)).
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S. APTARIMAS

IStyrus méginius pastebéta pH jtaka Matcha zaliosios arbatos ekstrakto, chlorino e6 ir
askorbo rugsties spektrinéms charakteristikoms, JSA sugerties spektro smailés, kei€iantis pH,
nekinta (Pav.4.1.(A-D)).

Literattroje teigiama, kad katechiny sugerties smailés maksimumai distiliuotam
vandenyje yra ties — EGCG — 273,6 nm, ECG — 276,8 nm, EGC - 269,6 nm ir EC — 278,4 nm
(Atomssa ir kt., 2015). Siame eksperimente tirto Matcha arbatos ekstrakto pagrindiné
sugerties smailé, skirtingose pH, yra ties - 288 nm (pH 6 ), 279 nm (pH 7), 276 nm (pH 8)
(Pav.4.1.(A)). Tai rodo, kad arbatos ekstrakte yra katechiny bei kity vandenyje tirpiy
medziagy. Chlorofilo a sugerties spektro smailés yra ties 430 nm ir 662 nm etanolyje (Ustin ir
kt., 2009). IsSmatuotame Matcha arbatos spektre sugerties smailé yra ties 670 nm
(Pav.4.1.(A)), kas gali bati dél to, kad arbatos ekstraktas yra matuotas vandeninéje terpéje.

Paveikslélyje 4.1. (D), kai terpés pH 7, chlorino e6 Soret juosta yra ties 404 nm, Q(I)
ties 654 nm. Tokie pat rezultatai pateikiami ir literatiiroje. Chlorino e6 smailés fosfato
buferyje (pH 7) yra ties 404 nm, 654 nm (Skripka, Dapkuté ir kt., 2019).

Taip pat, kai buferiné terpé Sarmé¢ja, yra stebimas Soret ir Q(IV) juostos poslinkis j
trumpabange puse, o Q(I) juosta pasislenka j ilgabangg puse (Pav. 4.1.(D)). Lyginant su
Sarmine terpe, rugstingje terp¢je yra stebimas sugerties smailiy optinio tankio sumazéjimas
(Pav. 4.1.(D)). Literatairoje teigiama, kad $ie poky¢iai rodo, kad chlorinas e6 ragstinéje terpéje
pradeda formuoti agregatus (Cunderlikova, Gangeskar ir Moan, 1999).

Chlorinas e6 néra fotostabili medziaga — literatiiroje teigiama, kad po penkiy minuciy
medziagos $vitinimo stebimas didelis sugerties smaily optinio tankio sumaz¢&jimas (Bhatta ir
kt., 2019). Tai matosi ir eksperimente, kai chlorinas e6 yra pH 6 -8 buferinéje terpéje
(Pav.4.8.(A-QC)).

Sulasinus Matcha zaliosios arbatos ekstrakta j chlorino €6 tirpalg ir iSmatavus misinio
sugerties spektrus skirtingose buferinése terpése. I$ skirtuminiy spektry matosi, kad tirpaluose
esancios medziagos neatitinka adityvumo principy (Pav.4.4.(A-C)).

I$ misiniy Svitinimo kinetiky matosi Matcha arbatos ekstrakte esanc¢iy medziagy
saveika su chlorinu e6 (Pav.4.13.(A-F)). Svitinant chloring €6, jo sugerties spektro smailés
iSblunka sparciau, nei chlorino e6 ir Matcha arbatos ekstrakto miSinio sugerties smailés
(Pav.4.13.(A-F)). Is kinetiky matosi, kad arbatos ekstrakte esantys katechinai apsaugo
chloring e6 nuo fotoblukimo.
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Paveikslélyje 4.2. (A) i§ grafiko stebima, kad Matcha zaliojoje arbatoje esantys
katechinai sgveikauja su chlorinu e6, keiciant terpés pH, Matcha arbatos smailés islieka ties
279 nm, tik terpei Sarméjant auga sugerties smailé ties 322nm.

IS logaritminiy grafiky matosi, terpei Sarméjant chlorino e6 Soret ir Q(I) juostos blunka
netolygiai (Pav.4.8(D), Pav.4.9(D), Pav.4.15(A-F)). Chlorinas e6 geriausiai tirpsta Sarme, o ne
vandeninése terpése (Paul, Heng ir kt., 2018). Chlorinas €6 riigstinéje terpéje agreguoja,
Svitinant chloring e6, Soret juosta nyksta, bet agregatai irgi skyla papildydami Soret juosta,
dél to skirtumas tarp Q(I) ir Soret kinetiky yra maziausias.

pH 7 buferinéje terpéje gali vykti tarpiniai procesai, Svitinant chloring ¢6 arba chlorino
e6 ir antioksidanty mi$inj, pastebima, kad Soret ir Q(I) juostos pradeda nykti greitai kaip ir
pH 8 buferinéje terpéje, bet po to pradeda 1ététi ir kinetika tampa panasesné j pH 6
(Pav.4.8(D). Pav.4.15(E))

I chlorino €6 tirpalg jlasinus JSA tirpalo, Sios medziagos tarpusavyje saveikauja ir
formuoja kompleksg — chlorino e6 Soret ir Q juostos slenkasi j ilgabangg puse (Pav.4.5(A-C))
ir jy maksimumai nesikeicia, keiciant terpés pH (Pav.4.2(B)).

Kai terpé rugstiné arba baziné ir miSinyje yra JSA, chlorino e6, Matcha ekstrakto,
askorbo riigsties misinys iSblunka greiciausiai, $vitinant 2 minutes Soret sumazéja iki 0,38 %
(pH 6), 0,33 % (pH 7), 0 Q(I) — 0,37 % (pH 6),0,30 % (pH 7) Pav.4.14.(A-D)).

Kai tirpale néra JSA ir terpés pH 6 i$ kinetiky galime spresti, kad chlorino e6, askorbo
rugsties ir Matcha ekstrakto misinys sunyksta 1é¢iausia (Pav.4.13.(A-B)). Bet pakeitus terpe j
Sarming arba sulasinus j JSA tirpalo, askorbo rtigstis tampa ne tokia stabili ir grei¢iau
oksiduojasi, ir tai greitina chlorino e6 sugerties smaily fotoblukimg (Pav.4.13.(C-F)),
Pav.4.14.(A-F)).

Askorbo riigstis pH 8 buferinéje terpéje turi dar vieng smaile ties 329 nm tai gali bati
oksidaciné kreivé. Literatliroje teigiama, kad askorbo rtigstj laikant modeliniame vyne (pH
3,4), kai ji oksiduojasi mazéja smailé ties 245 nm ir auga smailé ties 300 nm (Bradshaw,
2001). Sarminéje terpéje askorbo riigities sugerties spektro smaily blukimas vyksta dar

greiiau, nes vitaminas C yra ragstis.
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ISVADOS
ISmatavus fotosensibilizatoriaus chlorino €6 ir Matcha arbatos ekstrakto, askorbo
ragsties ir jaucio serumo albumino atskiry tirpaly ir jy misinio sugerties spektrus pH 6, pH 7,

pH 8 buferiniuose tirpaluose nustatyta, kad:

Katechinai geriausiai apsaugo chloring €6 nuo blukimo, kai terpé neutrali, Sarminé arba

tirpale yra JSA.

Kai terpé ragsting, askorbo riigstis skatina chlorino e6 redukcija, o j chlorino €6 ir
askorbo riigsties tirpalg jmaisius Matcha ekstrakto, katechinai sgveikauja su askorbo rigstimi

ir apsaugo chloring e6 nuo oksidacijos, geriau nei vieni katechinai.

pH 7 terpégje, katechinai sulétina chlorino e6 oksidacija, kaip ir askorbo rugstis, bet
chloring e6, Matcha ekstraktg ir askorbo riigstj sumaisius kartu, misinys chloring e6 apsaugo

maziau, nei vieni katechinai.

Sarminéje terpéje askorbo riigitis pagreitina chlorino e6 fotoblukima, 0 katechinai
sulétina. Chlorino e6, vitamino C ir Matcha ekstrakto miSinyje, katechinai sgveikauja su

vitaminu C bandant jj neutralizuot ir apsaugoti chloring e6 nuo oksidacijos.

Kai tirpale yra JSA, chlorino e6 oksidacija vyksta grei¢iau nei chlorino e6 vandeninése
terpése. Visuose trejuose pH katechinai apsaugo chloring nuo oksidacijos. I chlorino €6, JSA
misinj jdejus askorbo riigsties, stebima, kad askorbo riigstis greitina chlorino €6 fotoblukima.
O kai | chlorino e6, JSA, ir askorbo miS$inj jdedama Matcha ekstrakto pH 8 buferinéje terpéje,

katechinai sgveikauja su askorbo riigstimi, ir bando apsaugoti chloring 6 nuo oksidacijos.
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Santrauka

UV-Vis sugerties spektroskopija yra fizikinis metodas skirtas tirti skaidriy tirpaly
savybes. I$ iSmatuoty sugerties spektry galima nustatyti, kiek ir kokiy medziagy yra tirpale,
kaip jos sgveikauja tarpusavyje arba reaguoja j vandening modeling terpg.

Taip pat matuojant tirpalo sugerties spektra po kiekvieno Svitinimo, galima stebéti,
kaip medziagos reaguoja i spinduliuote ir kaip jos tarpusavyje saveikauja.

Tyrimo tikslas buvo nustatyti, kokios yra chlorino e6 ir Matcha arbatos ekstrakto
spektrinés savybes, ir kaip jos keiciasi skirtingo pH buferinése vandeninése terpése, taip pat
istirti, kaip keiCiasi Sios spektrinés savybés pridéjus jaucio serumo albumino ir askorbo
rugsties, ir koks yra meélyno diodo spinduliuotés poveikis tiriamosioms medZiagoms.

Istirta, kad katechinai geriausiai apsaugo chloring €6 nuo blukimo, kai terpé baziné,
Sarmin¢ arba tirpale yra JSA.

Kai terpé riigStine, askorbo riigstis skatina chlorino e6 redukcijg, 0 j chlorino €6 ir
askorbo riigsties tirpalg imaisSius Matcha ekstrakto, katechinai sgveikauja su askorbo riig§timi

ir apsaugo chloring e6 nuo oksidacijos, geriau nei vieni katechinai.
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Summary

UV-Vis absorption spectroscopy is a physical technigue for studying the properties of
transparent solutions. From the measured absorption spectra, it is possible to determine how
much and what substances are present in a solution, how they interact with each other or react
with an aqueous model medium.

Also, by measuring the absorption spectrum of the solution after each irradiation, it is
possible to observe how the substances react to the radiation and how they interact with each
other.

The aim of the study was to determine the spectral properties of chlorin e6 and Matcha
tea extract and how they change in aqueous buffered media at different pH, to investigate how
these spectral properties change with the addition of bovine serum albumin and ascorbic acid,
and to investigate the effect of blue diode irradiation on the test substances.

It was found that catechins provide the best protection against photobleaching of
chlorin e6 when the medium is basic, alkaline or contains BSA in solution.

When the medium is acidic, ascorbic acid aids in the reduction of chlorin e6, with the
addition of Matcha extract to the solution of chlorin e6 and ascorbic acid allows the catechins
to interact with the ascorbic acid and protect chlorin €6 from oxidation, better than catechins

alone.
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