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SANTRUMPOS
Chl — chlorofilas;
DMSO — dimetilsulfoksidas;
ET — energijos pernasa;
IRF — instrumento atsako funkcija;
MCA - daugiakanalis analizatorius;
MeOH — metanolis;
MPc — metalo ftalocianinas;
Pc — ftalocianinas;
PMMA — polimetilmetakrilatas;
TAC - laiko ir amplitudés keitiklis;
TB-ZnPC — cinko 2,9,16,23-tetra-tert-butil-29H,31H-ftalocianinas;
TCSPC — laike koreliuotas pavieniy fotony skai¢iavimas;

ZnPc — cinko ftalocianinas.



IVADAS

Fluorescencijos gesinimas, apibtidinamas kaip bet koks procesas, sumazinantis tiriamo objekto
fluorescencijos intensyvumag bei kvantinj naSuma. Jj gali sukelti molekulinés sgveikos, tokios kaip
suzadintos buisenos reakcijos, molekuliniai persitvarkymai, energijos pernasa, nefluorescuojanciy
kompleksy susidarymas ir molekuliy susidarimai (Eftink, 2002). Kuomet emisijos intensyvumas
stipriai mazéja, didéjant molekuliy koncentracijai, vyksta fluorescencijos koncentracinis gesinimas
(Watson & Livingston, 1950). Taciau koncentracinio gesinimo vyksmas vis dar néra visiSkai
suprantamas. Tyrimy rezultatai rodo, kad gesinimg lemia pigmento molekuliy dimerizacija, energijos
pernasa | nefluorescuojancius dimerus ir molekuliy susidirimai (Bae et al., 2021; Hamann et al.,
2002). Dél porfiriny taikymo molekuliniy elektroniniy prietaisy gamyboje, ypac¢ saulés ir dirbtiniuose
fotosintetiniuose prietaisuose, kur reikalinga didelé molekuliy koncentracija efektyviam S$viesos
surinkimui, svarbu tirti $iy molekuliy savigesinimo reiskinj (Chen, 2004; Ghosh et al., 2013).

Koncentracinis gesinimas aktualus ir biologijoje (Watson & Livingston, 1950). Pastebéta, jog
chlorofilo molekuliy tirpaly tyrimuose fluorescencijos intensyvumas ypaé¢ priklauso nuo jy
koncentracijos. Molekulinése sistemose naudojant chloroplastuose esanc¢ig 0,1 M chlorofilo
koncentracija, in vitro tyrimai parodé zenkly fluorescencijos intensyvumo sumazéjima, lyginant su in
ViVO tyrimy rezultatais. Viena i§ hipoteziy, paaiskinanti chlorofily koncentracinj gesinima, yra
statistiniy pory modelis. Jame laikoma, kad dvi artimai iSsidésCiusios molekulés gali sgveikauti,
kuomet bent viena i$ jy yra suzadinama, taip sudarant statisting pora, kuri gali elgtis kaip gesinimo
centras (Beddard & Porter, 1976; Knox, 1994; Shi et al., 2013).

Chlorofily molekulés yra brangios ir labai jautrios aplinkos veiksniams. Dél Siy prieZasCiy,
molekuliy tyrimams patogu taikyti modeling sistema, kuri leisty atlikti iSsamesn¢ chlorofilo
molekuliy sistemos analize. Atsizvelgus | molekulés struktiirg ir spektrinius parametrus, tyrimams
buvo pasirinkta cinko ftalocianino molekulé. Sie pigmentai placiai tyrinéjami jvairiose srityse — Nuo
optoelektronikos (Chaabene et al., 2019) iki biomedicininos (Sekkat et al., 2012).

Molekuliy koncentraciniam gesinimui tirti buvo pasirinktos dvi sistemos — tirpalai ir plonos
plevelés. Nors plony pléveliy storis yra Zymiai mazesnis, taciau jose tirpiklis biina iSgaraves ir
molekulés i$sidésto daug mazesniais atstumais. Atlikus abiejy sistemy spektroskopinius matavimus
chlorofilo ir cinko ftalocianino molekuléms gauti §viesos sugerties ir fluorescescencijos spektrai bei
fluorescencijos kinetikos, kurie buvo palyginti. Be to, kinetikoms aprasyti buvo taikoma iStemptoji

eksponentiné funkcija, kas leido patogiai charakterizuoti daugiaeksponentinj gesinima.

Darbo tikslas: istirti ir palyginti chlorofilo a ir cinko ftalocianino koncentracinj gesinima

skirtingose molekuliy aplinkose — tirpaluose ir plévelése.



Darbo uzdaviniai:

Nustatyti skirtingy koncentracijy chlorofilo a ir cinko ftalocianino $viesos sugertj tirpaluose
ir plévelése;

Nustatyti skirtingy koncentracijy chlorofilo a ir cinko ftalocianino fluorescencijos spektrus
tirpaluose ir plévelése;

Nustatyti skirtingy koncentracijy chlorofilo a ir cinko ftalocianino fluorescencijos kinetikas

tirpaluose ir plévelése.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Fluorescencijos parametrai

Liuminescencija, tai $viesos spinduliavimas fluorofory turin¢ioje medziagoje, vykstantis is
elektroniskai suzadinty buseny, kuri, priklausomai nuo suzadintos biisenos pobiidzio, skirstoma j
fluorescencijg ir fosforescencija. Pastaroji vyksta i§ zemiausios suzadintos tripletinés biisenos, o
fluorescencija — i§ Zzemiausios suzadintosios singuletinés biisenos. Pagrindinés biisenos orbitalés
elektronas biina suporuotas su kitu prieSingo sukinio elektronu ir suzadintas jis perSoka j suzadintg
singuleting buseng. Grizimas i§ suzadintosios ] pagrinding biiseng yra leistinas ir vyksta greitai
(sparta — 108 s iSspinduliuojant fotong (Lakowicz & Masters, 2008, p. 1).

Fluorescencija apibiidinama tokiais parametrais kaip intensyvumas, kvantinis naSumas ir
gyvavimo trukmé. Tam tikro bangos ilgio fluorescencijos intensyvumas Ir lygus emisijos metu
i§spinduliuojamy fotony skai¢iui n, padaugintam i§ fotono energijos E:

IF =nE. 1)

Fluorescencijos kvantinis naSumas @r yra lygus fluorescencijos spindulivojamy fotony
skaiCiui, padalintam i$ sugerty fotony skaiéiaus, tad @r ir Ir yra proporcingi vienas kitam. Kuo
didesnis kvantinis nasumas, tuo intensyvesné emisija (Lakowicz & Masters, 2008, p. 9). Pagal (2)
lygti, @r gali biti iSreikStas pasinaudojus relaksacijos sparta kr ir nespindulinés relaksacijos sparta
knr, apimanéiomis galimus konkuruojancius vyksmus, tokius kaip vidiné konversija,
interkombinaciné konversija bei kitus tarpmolekulinius gesinimo mechanizmus (Sauer et al., 2011).

ky
Tkt ey

Fluorescencijos gyvavimo trukmé zr nurodo charakteringg laikg (3), kurj fluoroforas praleidzia

P )

suzadintoje biisenoje. Fluoroforo fluorescencijos gyvavimo trukme galima apibudinti ir kaip
suzadinty fluorofory skai¢iaus sumazéjima, praéjus tam tikram laikui po optinio suzadinimo be galo
trumpu $viesos impulsu (6 impulsu). Konkreciau, fluorescencijos gyvavimo trukme galima nustatyti
iSmatuojant laikg, per kurj fluorescencijos intensyvumas pasiekia 1/e pradinés Ir (t = 0) vertés, kali

optiniam suzadinimui naudojamas & impulsas. (Albani, 2004; Sauer et al., 2011).

1
F = otkny (3)

Du pagrindiniai fluorescencijos gyvavimo trukmés matavimo metodai yra impulsy arba fotony
skai¢iavimas ir fazés moduliacija. Vietoje suzadinimo $viesos impulsais, kuriy trukmé Zymiai
trumpesné uz meéginio fluorescencijos gyvavimo laika, fazés moduliacijos metodo metu méginys
suzadinamas $viesa, kurios intensyvumas moduliuojamas sinusoidiskai. Méginio stimuliuota emisija

tiesiogiai seka suzadinimo moduliacijg, o dél ribotos fluorescencijos trukmés spinduliuotés
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moduliavimo fazé Siek tiek véluoja, lyginant su suzadinimu. Kadangi fazés moduliavimo metodai
neveikia matuojant fluorescencijos trukme pavienéms molekuléms, daZniausiai naudojamas
impulsinis metodas (Sauer et al., 2011).

Impulsinis metodas, tai laike koreliuotas pavieniy fotony skaiciavimas (TCSPC), pasizymi
dideliu jautrumu. Pagrindinis aparatiiros komponentas yra laiko ir amplitudés keitiklis arba TAC. Sis
prietaisas aptinka ateinantj impulsg i§ suzadinimo $viesos, ir Siek tiek véliau antrg impulsg — emisijos
metu iSspinduliuotg fotong. TAC konvertuoja laika tarp gauty abiejy impulsy j jtampa. IS¢jes jtampos
signalas naudojamas daugiakanaliniame analizatoriuje MCA, kur registruojamas signaly skai¢ius
pagal gauta jtampa. MCA naudoja kintamg kanaly skaiciy, dazniausiai nuo 512 iki 4096 kanaly, kurie
nustato kanalus, pagal i§ TAC gautg jtampa, ir juose aptinkamus skai¢ius. Kai TAC aptinka kita
impulsy porg, skaiius registruojamas kitame arba tame paciame kanale, priklausomai nuo laiko
skirtumo tarp impulsy. Procesas kartojamas, kol aptinkama vis daugiau impulsy pory ir taip gaunama

laiko pasiskirstymo histograma (Jameson, 2014; Sauer et al., 2011).

Zadinimas Fluorescencija
(a)
Bandinys LN\N\M/\]\ Laikas
(0) Foto- I: oo W
diodas Start |
MCA
Stop |
Pé _._m_._,CD Kanalas
Bandinys

Detektorius

1.1 pav. Fluorescencijos gyvavimo laiky registravimo metody veikimo principai. a) fazés moduliacija;
b) laike koreliuotas vieno fotono skai¢iavimas (TCSPC). Adaptuota pagal (Sauer et al., 2011).

Akivaizdu, kad gyvavimo trukmés nustatymo tikslumas priklausys nuo bendro atkeliavusiy
signaly skaiCiaus, uzregistruoty MCA. Dél to gali prireikti net keliy tukstanciy signaly, tiksliems
rezultatams gauti. Idealiu atveju méginio skleidziamas fluorescencijos intensyvumas turéty biiti labai
mazas, tai yra, kas kelis §imtus suzadinimo lazerio impulsy stebimas vienas emisijos fotonas, kad
biity iSvengta susikaupimo efekty. TCSPC matavimy skiriamajg geba riboja peréjimy laiko sklaida
detektoriuje, detektoriaus impulsus priimancio diskriminatoriaus laiko tikslumas ir laiko matavimy

tikslumas (Jameson, 2014; Sauer et al., 2011).



1.2 Fluorescencijos gesinimas

Neretai pasitaikantis reiskinys — fluorescencijos gesinimas, kuris apibiidinamas, kaip bet koks
procesas, kurio metu sumazéja tiriamo objekto fluorescencijos intensyvumas, o taip pat ir kvantinis
na$umas. Sj reiskinj gali sukelti jvairios molekulinés saveikos, kaip suzadintos bisenos reakcijos,
molekuliniai persitvarkymai, energijos pernasa (Eftink, 2002). Papildomy iSoriniy molekuliy
jtraukimas ] fluorescencing sistemg, gali nuslopinti fluorescencijos intensyvuma, taigi ir kvantinj
nasuma. Sios pridétinés molekulés sumazina emisijos intensyvuma susidiirusios su fluoroforu arba
sudarydamos nefluorescuojantj kompleksg su juo. Pirmuoju atveju kalbama apie dinaminj gesinima,
0 antruoju — apie statinj gesinimg (Albani, 2004).

Pavyzdziui, tiriamas tirpalas turi nekintantj fluorofory kiekj, o fluorescencijos gyvavimo
trukmé yra vienoda visoms tirpale esanciy fluorofory molekuléms. Kuomet stebimas statinis
gesinimas, kai kurios fluoroforo molekulés prisijungia prie kity tirpalo molekuliy, nors tiesioginé
fiziné sgveika tarp fluoroforo ir gesinimg lemian¢iy molekuliy néra bitina, 0 susidares kompleksas
nefluorescuoja. Gaunasi, jog molekuliy, kurios vis dar fluorescuoja, ir néra komplekso dalis, skaicius
mazesnis nei prieS komplekso susidarymg. Tacéiau net ir po komplekso susidarymo visy tirpalo
molekuliy fluorescencijos gyvavimo trukmé islieka tokia pati. Taigi, vykstant statiniam gesinimui,
fluorescencijos intensyvumas ir kvantinis naSumas mazéja, o fluorescencijos gyvavimo laikas
nesikeicia. (Albani, 2004).

Fluoroforo ir gesiklio susidiirimas lemia fluoroforo energijos praradima. Taigi, dinaminis
gesinimas sukelia dalinj energijos praradimg fluoroforo molekuléms, kurios susiduria su gesiklio
molekulémis, o tai lemia jy fluorescencijos trukmés sumaz¢jimg, lyginant su molekulémis,
nedalyvaujan¢iomis dinaminiame procese. Todél vidutiné fluorescencijos trukmé, iSmatuota esant
dinaminiam gesinimui, bus mazesné nei vidutiné gyvavimo trukmé be Sio proceso. Bendrai tariant,
dinaminio gesinimo metu sumazéja fluorescencijos intensyvumas, kvantinis naSumas ir gyvavimo
trukmé (Albani, 2004).

Fluorescenciniam gesinimui vykti reikalingos artimo atstumo tarpmolekulinés sgveikos. Todél
gesinimo mastas priklauso nuo molekuliniy veiksniy, lemianc¢iy sgveikos trukme ir tikimybe. Taciau
rezonansing energijos pernasa, sgveika vykstanti per didesnius atstumus, néra jautri Siems veiksniams
(Lakowicz & Masters, 2008, p. 331). Sis reiskinys taip pat vadinamas fluorescencijos arba Fiorsterio
energijos pernasa (FRET), kuomet energijos pernasa (ET) per atstuma vyksta tarp dviejy molekuliy —
donoro (suzadinto fluoroforo) ir akceptoriaus (chromoforo arba fluoroforo). Energija perduodama
rezonanso biidu, tai yra suZadintos molekulés elektronas indukuoja osciliuojantj elektrinj lauka, kuris
suzadina akceptorinius elektronus. D¢l Sio energijos perdavimo sumazéja fluorescencijos

intensyvumas ir kvantinis nasumas, tad tai laikoma dinaminio gesinimo tipu (Albani, 2004).



1.3 Koncentracinis fluorescencijos gesinimas

Koncentracijos gesinimas, arba agregacijos sukeltas gesinimas, vyksta, kuomet padidinus
fluoroforo koncentracija, sistemos fluorescencijos kvantinis naSumas zymiai sumazéja (Dexter &
Schulman, 1954). Koncentracijos gesinimas gali vykti jvairiose sistemose, pavyzdziui, kristaluose,
stikluose, skystuose dazy tirpaluose ir kt. Bendrai tariant, tai vyksta issklaidant suzadinimo energija,
jai migruojant per sistema, kurioje yra priemaisy centry. Suzadinimo energija migruoja tarp sistemoje
esanc¢iy molekuliy ir atsitiktinai bei tolygiai pasiskirsto Kietoje arba skystoje terpéje. Dél to palengvéja
suzadinimo ET link svetimy priemaiSy — akceptoriy, kurios siuo atveju yra veiksmingi gesikliai.
Didé¢jant donory centry koncentracijai, mazéja atstumas tarp jy, sustipréja sgveika, atsakinga uz
FRET. Tai pagreitina suzadinimo migracijg ir sumazina laika, reikalinga pasiekti akceptoriy, kuriam
energija perduodama negrjztamai. Sie vyksmai lemia suZadinimo trukmés monotoniska mazéjima,
did¢jant suzadinamy centy koncentracijai (Burshtein, 1984).

Elektroninis atomy ir jony suzadinimas, suzadinty molekuliy singuletinés ir tripletinés biisenos,
juy virpesiniai suzadinimai ir sukimosi suzadinimai praskiestuose paramagnetiniy daleliy tirpaluose
demonstruoja koncentracinj gesinimg. Priklausomai nuo suzadinimo pobtdzio, jo energijos
perdavimas vykdomas ilgo nuotolio (daugiapoling) arba trumpojo nuotolio (pamainine) sgveika tarp
centry. Paprastai sgveika yra pakankamai silpna, kad ET tarp dviejy centry buty laikoma
nekoherentine, tai yra pernasos sparta kvadratiskai priklauso nuo sgveikos stiprio (Burshtein, 1984).

Dideliy koncentracijy tirpaluose fluoroforai daznai agreguojasi, kas paveikia fluorescencijos
intensyvumg dél vykstancio savigesinimo. Agregatai, lyginant su monomerais, turi trumpesnes
spinduliavimo spartas arba ilgesnes nespindulinés relaksacijos spartas. Nepaisant to, kokybinis
gesinimo padidéjimas, didéjant koncentracijai, gali rodyti gesinimo rasiy pobtdj — dimerai, trimerai,
n-merai. Taip pat, reiskinj identifikuoti padeda spektriniai pokyc¢iai. Gesinimo buidas — sumazéjes
spindulivotés intensyvumas arba padidéjusi nespinduliné relaksacija, atpazjstama pagal triplety

susidarymo nasumg ir gyvavimo laikus (Gutschick, 1978).

1.4 Chlorofilai. Chlorofilas a.

Zalig spalva augalams suteikia pigmentai chlorofilai (Chl), kuriy pagrindiné struktiira yra
uzdaras porfirino Ziedas su magnio jonu (Mg?*) centre, kaip parodyta 1.2 pav. Augaluose ir
fotosintetiniuose organizmuose randamos penkios Chl formos, taciau augaly karalystéje dazniausiai
randama — Chl a. Chl a gali sugerti regimaja Sviesa i§ mélynos ir i§ raudonos Spektro srities.

Pagrindinis cheminio junginio skirtumas, lyginant su antru dazniausiai randamu gamtoje Chl, yra



7-oje padétyje esanti —CHz3 grupé, dél kurios $is pigmentas yra mélynai zalios spalvos (Aramrueang
et al., 2019; Mandal & Dutta, 2020; Morangais et al., 2018).

1.2 pav. Pigmento chlorofilo a cheminé struktiira (Marquez and Sinnecker, 2008).

Chl yra lipiduose tirpiis, pirminiai fotosintezés pigmentai. Paprastai Chl iSsidéste
chloroplastuose, laikomi fosfolipidy membranoje, i$ kurios juos galima iSgauti naudojant tinkamus
tirpiklius ir ekstrakcijos metodus. Chl molekulés yra labai jautrios aplinkos poky¢iams ir gali lengvai
suirti ir pakeisti spalva, kai Chl veikiami Silumos, Sviesos, deguonies, riig§iy ar fermenty

(Aramrueang et al., 2019; Morangais et al., 2018).

1.5 Koncentracinis chlorofily gesinimas

Chl molekulés atlieka du esminius vaidmenis Zaliyjy augaly ir daugumos dumbliy fotosintezés
procese. Pirma, dauguma Chl kartu su baltymais dalyvauja antenos sistemoje, kuri surenka saulés
energija ir perduoda ja j reakcijos centrus. Antra, speciali Chl a molekuliy poroje jvyksta kriivio
atsiskyrimas, inicijuojant energijos konversijos procesa (Sanders et al., 1996).

Priimta laikyti, jog pirminiuose augaly fotosintezés procesuose efektyvi energijos migracija
vyksta tarp 300 Chl a molekuliy, ir tada energija surenkama cheminése gaudyklése. Tiriant Chl a
molekules in vitro, nepaisant ar tai yra tirpaly méginiai (Watson & Livingston, 1950), vienasluoksnés
(Agrawal et al., 1985; Tweet et al., 1964) ar daugiasluoksnés (Kelly & Porter, 1970) sistemos, Kietos
polimetilmetakrilato (PMMA) matricos ar dvisluoksnés lipidy vezikulés (Beddard et al., 1976),
suzadintose biisenose buvo stebimas koncentracinio gesinimo reiskinys. Chloroplastuose esancio Chl
koncentracijai siekiant 0,1 M, né vienoje in vitro sistemoje fluorescencijos nasumas nebuvo toks

didelis, kaip tiriant in vivo sistemas, ypa¢ kuomet fotocheminés gaudyklés buvo uzdarytos. Kadangi
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koncentracinis gesinimas vyksta tolygiai lakiuose ir skystuose skysc¢iuose, galima atmesti difuzinius
procesus bei buvo pastebéta, jog Chl savigesinimo koncentracijy intervalas poliniuose tirpikliuose
nurodo Fiorsterio tipo rezonansinio perdavimo tarp Chl molekuliy jtaka (Beddard & Porter, 1976).
1.3 pav. pavaizduotame grafike su apskai¢iuotais duomenimis, kur FRET Ry laikomas 70 A, o
atstumas tarp gaudykliy yra 14 A ir 10 A. Matoma, jog eksperimentinius Watson ir Livingston

duomenis labiau atitinka, kuomet atstumai yra mazesni (Beddard & Porter, 1976).
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1.3 pav. Chlorofilo a santykinio fluorescencijos nasumo priklausomybé nuo molekuliy
koncentracijos.
« ,rodo (Watson & Livingston, 1950) eksperimentinius duomenis; , apskaiciuoti duomenys,
kai Ro = 70 A ir gaudyklé = 14 A; - - -, apskai¢iuoti duomenys, kai Ro = 70 A ir gaudyklé = 10 A
(Beddard & Porter, 1976).

Chl in vivo egzistuoja tik komplekse su baltymais. Agregato formg lemia tiek sgveika su
baltymo matrica, tiek su kitomis Chl molekulémis. Jvairiy formy spektroskopinéms savybéms jtaka
daro baltymy komplekse esanciy molekuliy skaicius ir ligandy, suderinty su Chl molekulés Mg
atomu, skaicius ir tipas (Sanders et al., 1996).

Monomeriniai Chl randami tik in vitro ypa¢ praskiestuose tirpaluose, kuriuose jy
spektroskopinés savybés labai priklauso nuo tirpiklio, taciau didéjanti Chl koncentracija gali lemti
agregaty susidaryma, kurie pasireiskia kitomis spektroskopinémis savybémis nei monomeriné Chl
forma. Todél spektroskopiniai matavimai suteikia informacijos ne tik apie pigmenty tarpusavio
sgveika, bet ir apie sgveika su jy aplinka (Sanders et al., 1996).

Tilakoidiné membrana yra anizotropiné terpé, kurioje yra jterpti Chl-baltymy kompleksai. Jai
budingos skystyjy kristaly savybés, bet nehomogeniska Soniné struktiira. Kompleksai isdéstyti
membranoje taip, kad vykty ET procesas. Jo efektyvumas priklauso nuo Chl orientacijos ir atstumo

kompleksuose, taip pat ir nuo membranoje esancio atstumo tarp kompleksy. Membranos struktiiros
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poveiki ET procesams galima imituoti dirbtinai, jterpiant Chl molekules i ivairias orientaciniu
pozitriu anizotropines terpes. Polimeriné plévelé gana patogi tokiam tyrimui, nes tempimo metu
Jterpta medziaga tampa makroskopiskai iSlygiuota, o molekulinis judéjimas nuslopinamas, taciau dél
to molekulés gali tolygiai paskirstyti polimero matricoje ir taip nesudaryti agregaty (Sanders et al.,
1996).

Fluorescencijos gesinimas in vitro turi kvadrating priklausomybe nuo tarinés Chl
koncentracijos ir tai rodo, kad gesinimo mechanizmas gali apimti ET i suzadinty monomery j silpnai
fluorescuojancius arba nefluorescuojancius dimerus. Gerai Zinoma, kad tokius dimerus Chl sudaro
nepoliniuose tirpikliuose, tokiuose kaip anglies tetrachloridas, benzenas ir toluenas dél koordinacinés

sgveikos, apimancios vieno Chl ketokarbonilo grupg ir kito centrinj Mg atoma (Yuen et al., 1980).

1.6 Ftalocianinai. Cinko ftalocianinas.

Ftalocianino (Pc) molekulés yra makrocikliniai junginiai, sudaryti i§ vidinio porfirazino ziedo,
jungiancio keturias izoindolo grupes. Porfirazino ziedas struktariskai panasus j porfirino ziedg, taciau
Pc turi keturis papildomus azoto atomus vidinéje Serdyje ir keturis papildomus arenus iSor¢je.
Formose, neturinciose pakaitaly arba esanciose be metalo, porfirazino ziedo centras susideda i$ dviejy
H atomy (2H-Pc), kurie vadinami pirolio H atomais. Pirolio H atomai gali biiti pakeisti metalo (M)
jonu. Daugelis metaliniy elementy gali sudaryti koordinacinius kompleksus su ftalocianinais (MPc)
per d rysius tarp M ir pirolio N atomy (Abd-El-Aziz & Dalgakiran, 2012; Kroger et al., 2018).

Porfirazinas Isoindolas

1.4 pav. Ftalocianino struktiiriné geometrija, su nurodytomis Dekarto koordinatémis x ir y bei
pazymétomis konkre¢iomis molekuliy grupémis ir atomais. Adaptuota pagal (Kroger et al., 2018).
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MPc molekulés, ypac cinko ftalocianino (ZnPc) kompleksai, sulauké didelio susidoméjimo dél
Jjuy intensyvios Sviesos sugerties raudonoje regimosios Sviesos srityje, ilgy tripletiniy biiseny
gyvavimo trukmiy, intensyvesnés fluorescencijos ir singuletinio deguonies gamybos savybiy, kurios
leidzia juos naudoti naviky aptikimui ir gydymui fotodinaminés terapijos metu. Dél terminio
stabilumo, mazo reaktyvumo bei tirpumo MPc pradéti placiai naudoti kaip dazai ir pigmentai
tekstilés, spausdinimo ir dazy pramonése. Be to, dél jau minéty savybiy MPc taikomos netiesinés
optikos medziagy, fotocheminiy reakcijy sensibilizatoriy, sensoriy, elektronikos jrenginiy,

fotovoltiniy elementy srityse (Kakade et al., 2012; Mack & Kobayashi, 2011; Ogunsipe et al., 2004).

1.7 Ftalocianiny ir chlorofily panasumai

Praecitame amziuje atsitiktinai atrastos Pc molekulés vis labiau didina mokslininky
susidom¢jima §ia junginiy grupe. Priezastis, kod¢l jie taip placiai tyrin¢jami, yra panaSumai su
gamtoje esanciais porfirinais, kurie sudaro daugelio biologiskai svarbiy sistemy pagrinda.
Pavyzdziui, hemoglobing bei Chl tyréjai nuolat bando imituoti zmogaus sukurtuose jrenginiuose.
Unikalios fizinés ir cheminés Pc savybés, tokios kaip jy struktiiros panasumas j Sias biologines
molekules, cheminés struktiiros jvairové (centriniai atomai, pakaitai), artimyjy infraraudonyjy
spinduliy $viesos sugertis, dideli ekstincijos koeficientai (paprastai >10° L mol-icm™) ir natiralus
gebéjimas sudaryti savitvarkes sistemas lemia molekuliy panasumus (Bidermane, 2014; Brozek-
Pluska et al., 2020). ZnPc ne tik struktariskai, bet ir spektroskopiskai panasus i Chl, yra santykinai
pigus, stabilus, molekules galima jsigyti pakankamai gerai iSgrynintas (Bohn & Walczyk, 2004).
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2. TYRIMO MEDZIAGA IR METODAI
2.1 Méginiy paruoSimas

Tyrime naudojamos Chl a ir cinko 2,9,16,23-tetra-tert-butil-29H,31H-ftalocianino (TB-ZnPC;
dazy kiekis ~ 96 %) molekulés, buvo pirktos i§ Sigma Aldrich. Pasirinktas tirpiklis toluenas (99,8 %),
taip pat pirktas i§ Sigma Aldrich. Gaminant plonas pléveles buvo naudojamas polimeras polistirenas

(Sigma Aldrich), kurio molekulinis svoris buvo 90900 g/mol.

a) ’
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N N~ CH R
il MQ

..::"" M M=
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2.1 pav. Tyrime naudoty molekuliy cheminés struktaros. a) Chlorofilo a (Chl a) molekulé (Sigma-
Aldrich, 2022a); b) Cinko 2,9,16,23-tetra-tert-butil-29H,31H-ftalocianino (TB-ZnPC) molekulé (Sigma-
Aldrich, 2022b).

Chl a tirpaly méginiai gaminti su toluenu, padarius pradinj 1,86 mM koncentracijos tirpala, kurj
praskiedus buvo gauti kiti nuo 0,06 mM iki 0,6 mM koncentracijos tirpalai. TB-ZnPC su toluenu
tirpaly méginiams daryti pirmiausia pagamintas pradinis tirpalas. | tolueng jdéjus atitinkama kiekj
molekuliy, kad tirpalo koncentracija siekty 2,5 mM, méginys buvo kaitintas 60 °C temperatiroje
20 minuciy, kad istirpty medziaga. Véliau pradinis tirpalas praskiedziamas, tokiu biidu gaunant kitus
nuo 0,07 mM iki 1,2 mM koncentracijy tirpalus. Tirpaly méginiy matavimams buvo naudojama
0,1 mm optinio kelio apvali kvarciné kiuveté, | kurig buvo pilama iki 10 pL tirpalo ir Sonai aptepami
nagy laku, jog biity iSvengta tirpiklio 1§garavimo.

Plony pléveliy méginiai buvo gaminami ant ~ 13 mm x 13 mm dydzio mikroskopinio stiklo
ploksteliy. Plokstelés buvo kruops¢iai nuvalytos, naudojant kemping ir indy ploviklj bei kelis kartus
nuplautos su distiliuotu vandeniu, acetonu ir izopropanoliu. Po plovimo uzsilikes skystis nupuciamas
auksto spaudimo oro srove, toliau plokstelés 10 minuciy valomos plazma ir iSkart naudojamos plony
pléveliy gamybai.

Plony pléveliy méginiai buvo gaminti inertinéje N2 dujy aplinkoje, jog biity iSvengta

oksidavimosi proceso. Pirmiausia buvo pagamintas 33 mM koncentracijos polistireno tirpalas toluene
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(PS-toluenas). | tirpalg dedamas Chl a pigmentas, gaunant 10 mM Chl a molekuliy koncentracija
tirpale (pradinis Chl a tirpalas). Gautas pradinis Chl a tirpalas praskiedziamas su PS-tolueno tirpalu,
ir taip gaunami kity nuo 0,6 mM iki 5 mM koncentracijy méginiai, kuriuose kinta tik Chl a molekuliy
koncentracija. Plonoms pléveléms su TB-ZnPC gaminti naudojamas tas pats PS-tolueno tirpalas,
padarant 2,5 mM molekuliy koncentracijos pradinj tirpalg (pradinis TB-ZnPC tirpalas). Jis buvo
kaitinamas 60 °C temperaturoje 20 minuciy. Siekiant gauti mazesniy nuo 0,03 mM iki 1,2 mM
koncentracijy tirpalus, pradinis TB-ZnPC tirpalas buvo skiedziamas, tad kito tik TB-ZnPC
koncentracija. Tiek Chl a, tiek TB-ZnPC jvairiy koncentracijy plévelés buvo daromos pasitelkus
sukimo — dengimo (angl. spin-coating) is tirpalo metoda, kai ant stiklo plokstelés uzlasinamas 50 pL
tirpalas, kuri 3 sekundes sukama 3000 rpm grei¢iu, su 3000 rpm/s pagreiciu. Tirty plony Chl a
pléveliy kiekvienos koncentracijos bandiniy buvo padaryta po vieng, o TB-ZnPC bandiniy — po tris.

Plony Chl a pléveliy bandiniy koncentracijos pasirinktos kiek jmanoma didesnés, nei tirpaly
méginiuose, nes buvo siekiama pamatyti agregavimosi pozymius. Agregaty spektrinés savybés
skiriasi nuo monomery, Kurie turéty pasireik$ti naujy sugerties juosty atsiradimu, i$platéjimu, ar
poslinkiu (Siggel et al., 1996). TB-ZnPC molekuliy bandiniuose koncentracija buvo pasirinkta
didziausia, kurig pavyko iStirpinti tolueno tirpiklyje, tad pradinis tirpalas buvo 2,5 mM
koncentracijos. Tiriant $iy molekuliy plonas pléveles pastebéta, jog ne visos plévelés yra identiskos,

todél gaminti ir iSmatuoti 3 vienetai bandiniy. Apie rezultaty patikimuma zr. 2.4 poskyrj.

2.2 Jranga

UV-VIS §viesos sugerties spektrams matuoti buvo naudojamas Jasco V-670 spektrofotometras
diapazone nuo 300 nm iki 800 nm. Tirpaly matavimuose aplinkos fonu buvo laikoma iSmatavus
kvarcing 0,1 mm optinio kelio kiuvete su toluenu, o plony pléveliy matavimuose — stiklo plokstelée.

Sie spektrai buvo atitinkamai atimami i§ matuojamy tirpaly ir plony pléveliy bandiniy.

WI, D; : Sviesos altinis

M : Veidrodis
M4 M3 S Plydys
&= F : Filtras
\@pﬂ G : Gardelé

M8 : Sektoriaus veidrodis
PM : UV/VIS detektorius
PbS : NIR detektorius

Sam : Bandinio Sviesos pluostas
Sam—— -+ Ref Ref : Kontrolinis sviesos pluostas

W : Langas

Wl
M9 '4;410 S]—- ——SIF
M1
M2
M M7
o el %
>

5

2.2 pav. Jasco V-670 spektrofotometro optinio isdéstymo schema. Adaptuota pagal (Jasco, 2010).
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2.3 pav. Edinburgh Instruments fluorescencijos spektrometras FL920. Adaptuota pagal (Edinburgh
Instruments, 2011).

Emisijai ir fluorescencijos kinetiky matavimams buvo naudojamas Edinburgh Instruments
fluorescencijos spektrometras FL920. Méginiy suZadinimui buvo naudojamas pikosekundinis
impulsinis diodinis lazeris EPL-375, generuojantis apie 70 ps trukmés 375 nm bangos ilgio impulsus
5 MHz (200 ns) dazniu. Tarp bandinio ir detektoriaus statomas 400 nm filtras, kuris blokuoja
zadinancCia lazerio spinduliuote, o tarp lazerio ir bandinio statomas nukirtimo (angl. short pass)
550 nm filtras. Tiek tirpaly, tiek plony pléveliy méginiai buvo statomi 45° kampu detektoriaus
atzvilgiu. Fluorescencijos relaksacijos kinetikos buvo iSmatuotos naudojant laike koreliuotg pavieniy
fotony skaic¢iavimo (TCSPC) metoda. Fluorescencijos spektrai buvo registruojami nuo 640 nm ki
800 nm diapazone, méginiy fluorescencijos relaksacijos kinetikos iSmatuotos ties fluorescencijos

juosty maksimumais.

2.3 Pléveliy gaminimo metodas

Sukimo — dengimo i8 tirpalo metodas naudojamas vienalytéms plonoms pléveléms padengti ant
ploks¢iy pagrindy. Jprastas procesas apima mazo kiekio skys¢io uzliejimg ant pagrindo centro ir
substrato sukimg dideliu grei¢iu. D¢l iScentrinés jégos skystis pasklis j pagrindo krasta ir galiausiai
nukris, paliekant plong skys¢io plévele ant pavirSiaus. Galutinis plévelés storis ir kitos savybes
priklausys nuo skysc¢io pobiidzio (klampumo, dzitivimo greicio, kietyjy daleliy kiekio, pavirSiaus
jtempimo ir kt.) ir sukimo procesui pasirinkty parametry. Tokie veiksniai kaip sukimosi greitis,

pagreitis prisideda prie dengiamy pléveliy savybiy (Tyona, 2013).
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2.4 pav. Sukimo — dengimo metodo etapai. a) skysc¢io uzliejimas; b) sukimosi greitéjimas;
c) sukimasis; d) tirpiklio nugaravimas (Hellstrom, 2007).

Sukimas tgsiamas, kol skystis nuteka nuo pagrindo krasty, ir kol pasiekiamas norimas plévelés
storis. Taigi, kuo didesnis kampinis sukimosi greitis, tuo plonesné plévelé. Plévelés storis taip pat
priklauso nuo tirpalo ir tirpiklio koncentracijos. Naudojamas tirpiklis paprastai biina lakus ir greitai

iSgaruojantis (Tyona, 2013).

2.4 Rezultaty patikimumas

Nors patys Pc junginiai yra stabils ir tirpaly méginiai normaliomis saglygomis islieka nepakite
kelias savaites (Ghani et al., 2012), pléveliy bandiniai degraduoja dél oksidacijos. Nustatyta, kad
plonas pléveles palikus 3 paras normaliomis laboratorijos salygomis, tiek apsaugotas, tiek
neapsaugotas nuo Sviesos, bandiniy spektrai zymiai pakito. Méginiy optinis tankis sumazéjo, jog jo
negaléjo aptikti aparatiira, fluorescencijos intensyvumas (2.4.1 pav. a)) sumazéjo kelis kartus bei
pailgéjo fluorescencijos kinetikos (2.4.1 pav. c)). Todél plonos plévelés buvo daromos po vieng ir
iSkart neSamos matuoti, jy ilgai nelaikant §viesoje bei deguonies turin¢ioje aplinkoje.

2.5 paveikslo pavyzdziuose pateikti 0,6 mM koncentracijos TB-ZnPC plony pléveliy trijy
bandiniy spektrai, taciau panaSis skirtumai pastebéti visy koncentracijy plonose plévelése. Buvo
pastebéta, jog ne visi tos pacios koncentracijos bandiniai vienodai sugeria Sviesg (2.5 pav. a)), ar
fluorescuoja vienodu intensyvumu (2.5 pav. b)). Todél buvo nuspresta daryti po kelis bandinius ir
pateikti gauty rezultaty vidurkj. Ziarint j normuotus spektrus, jy forma skiriasi labai minimaliai
(2.5 pav. ¢)). Ismatavus visy bandiniy fluorescencijos kinetikas ir nenustacius skirtumy (2.5 pav. d)),

buvo nutarta matuoti tik vieno bandinio gyvavimo trukmes.
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2.5 pav. TB-ZnPC plony pléveliy 0,6 mM koncentracijos bandiniy spektry palyginimas. a) §viesos
sugertis; b) fluorescencijos intensyvumas; ¢) normuotas nuo 0 iki 1 fluorescencijos intensyvumas;
d) fluorescencijos kinetikos.

Meéginiy matavimai buvo patikrinti, ar nevyksta anihiliacija, sumaZinus suzadinimo lazerio
intensyvumg mazdaug per pusg, ir nustatyta, kad nevyko jokie pakitimai fluorescencijos spektruose

bei kinetikose. Kelis kartus atlikus tg patj eksperimentg rezultatai atsikartojo.

2.4.1 TB-ZnPC pléveliy degradavimas

Pc molekulés priskiriamos fotosensibilizatoriams — tai molekuliy grupé, jskaitant porfiring, Pc
ir bakteriochlorino darinius, kurios gali generuoti reaktyvyjj singuletinj deguonj (*Oz), juos ap$vietus
tam tikrais bangos ilgiais (Wu & Dong, 2020). Kadangi plony pléveliy bandiniuose, paliktuose

normaliomis sglygomis, Sviesos sugertis sumaz¢jo iki neiSmatuojamo lygio, galima jtarti, jog jvyko
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fotobalinimas, kuris lemia chromofory $viesos sugerties praradima, juos veikiant §viesa. Daugumos
fotosensibilizatoriy fotobalinimas vyksta dél deguonies, tarpininkaujant 1O, kuris gali prisidéti prie

dviguby jungciy atsiradimo molekulés makrocikle (Tasso et al., 2019).
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2.4.1 pav. TB-ZnPC plony pléveliy 0,6 mM koncentracijos bandiniy spektry po degradacijos
palyginimas, kuomet bandinys nr. 1 yra nedegradaves, bandinys nr. 2 laikytas normaliomis saglygomis, bet
apsaugotas nuo $viesos, ir bandinys nr. 3 laikytas normaliomis sglygomis ir neapsaugotas nuo $viesos.
a) fluorescencijos spektrai pries degradacijg ir po; ¢) fluorescencijos spektrai, normuoti nuo 0 iki 1;
¢) fluorescencijos kinetikos ties 690 nm.

Plony pléveliy degradacija tikrinta, jog i8siaiSkinti, kokig jtakg bandiniams turi aplinkos salygos
ir kaip tai paveikty koncentracinio gesinimo tyrimg. I§ 2.4.1 paveiksle matomy fluorescencijos
spektry ir kinetiky, galima pasakyti, aplinkoje esantis deguonis lémé plony pléveliy oksidacija.
Taciau, Sviesa suaktyvintas fotosensibilizatorius ir tai padaré jtaka intensyvesnei méginio

19



degradacijai. Bandinio fluorescencija sumazéjo ~ 7 Kkartais, kai jis buvo laikytas S§viesoje, o
apsaugotame nuo Sviesos tik ~ 1,5 karto. Abiejy degradavusiy bandiniy fluorescencijos kinetikos tapo

ilgesnés, taCiau neapsaugotame bandinyje pokytis buvo didesnis.
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3.1 Tirpaly méginiai

3. TYRIMU REZULTATAI

3.1 pav. pateikti skirtingy Chl a molekuliy koncentracijy, iStirpinty toluene, $viesos sugerties

spektrai. Soret juostos maksimumas yra ties 432 nm bangos ilgiu ir Qy maksimali sugertis — ties

665 nm. Dideliy Sviesos sugerties pokycCiy tarp skirtingy koncentracijy tirpaly neaptinkama. Juosty

kilimas, esantis nuo 300 nm iki 400 nm bei nuo 450 nm iki 600 nm atsirado dél spektrofotometro

jautrumo trukumo, kadangi tirty méginiy optinis tankis néra didelis. Bandiniy optinis tankis,

nevirSinantis 0,1 vertés, leidZia i§vengti reabsorbcijos ir kity vidinio filtro procesy.
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3.1 pav. a) Chl a tirpaly $viesos sugerties spektrai; b) Chl a tirpaly $viesos sugerties spektrai, normuoti
nuo 0 iki 1.

800

3.2 paveiksluose pateikiami toluene iStirpinty skirtingy koncentracijy Chl a fluorescencijos

spektrai. Maksimali kreiviy verté yra ties 670 nm, o mazesniojo peties i§ raudonosios pusés — 725 nm.

Normuotame grafike (3.2 pav. b)) tarp skirtingy koncentracijy bandiniy, spektriniai skirtumai néra

Zymus.
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3.2 pav. a) Chl a tirpaly fluorescencijos spektrai; b) Normuoti Chl a tirpaly fluorescencijos spektrai,
nuo 0 iki 1.
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Fluorescencijos kinetikos matuotos ties emisijos maksimumy bangos ilgiais. Gyvavimo
trukmiy rezultatai pateikti 3.3 pav., 0 suskai¢iuotos gesimo trukmés 3.1 lenteléje, kurie buvo gauti
pritaikius iStemptosios eksponentés funkcijag. Nors kinetikoms apraSyti dazniausiai taikoma
eksponentiné funkcija (4), taCiau dél gaunamy daugiacksponenciy kinetiky plony pléveliy
rezultatuose, ir vis dar netiksliy kreiviy pritaikymo, plony pléveliy tyrimo rezultatams analizuoti
naudojama istemptoji eksponenté (6). Si funkcija neturi aiskios fizikinés prasmés, ta¢iau sumazina

kintamyjy kiekj bei palengvina rezultaty interpretavimg (Berberan-Santos et al., 2005).

Ip(t) =Iyexp (— %) , (4)
Tdecay = j:o dt a exp <— (£>b> , (5)
K(t) =aexp (— (E)b) * [RF(t). (6)

Cia IRF — instrumento atsako funkcija. Jos pilnas plotis ties pusés maksimumo verte yra
0,415 ns.

I$ fluorescencijos kinetiky iSsiskiria didziausios tirtos koncentracijos tirpalas, Kkurio
koncentracija 1,86 mM. Sios méginio fluorescencijos kinetika buvo greitesné nuo 17,2 % iki 21,2 %
nei visy kity. Tarp 0,067 mM ir 0,6 mM koncentracijos tirpaly kinetiky skirtumas buvo <5 %. Vertés
b kintimas nuo 0,98 iki 1,07 abiejuose bangos ilgiuose, leidzia patvirtinti vykstancig
viencksponenting relaksacija. 3.1 lenteléje lyginant ty paciy koncentracijy méginius tarp 670 nm ir
725 nm bangos ilgiy, 0,067 mM ties 725 nm kinetika létesné 1,7 %, 0,6 mM — 3,9 %, 1,86 mM —
2,2 %. Taciau 0,2 mM koncentracijos tirpale ties 725 nm kinetika yra 1,2 % greitesné uz ties 670 nm
bangos ilgiu iSmatuotg verte.

a) b)
§ 670 nm E 725 nm
é 14 —— 1,86 mM 14 —— 0,067 mM
3 0,6 mM e ] 0,2 mM
& 0,2 mM 2 ——0,6mM
= —— 0,067 mM E —— 1,86 mM
@ 0,1 2,
c ! »n 0,14
9 [
k= L
2 a
§ 0,01 4 % I
c 50,014
(&) (D)
& ! ?
= (D)
@] hast
20,001 — S '
0 10 20 30 40 50 i 0 10 20 30 40 50

Laikas (ns) Laikas (ns)

3.3 pav. Chl a tirpaly fluorescencijos kinetiky grafikai: a) ties 670 nm; b) ties 725 nm.
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3.1 lentelé. Chl a fluorescencijos kinetiky gesimo laikai ties 670 nm ir 725 nm bangos ilgiais.

670 nm 725 nm
Koncentracija, mM | 1, ns b Tdecay, NS | T, NS b Tdecay, NS
0,067 571 1,06 5,59 5,85 1,07 5,69
0,2 5,51 1,04 5,42 541 1,03 5,35
0,6 5,38 1,03 5,32 5,62 1,04 5,53
1,86 4,36 0,98 4,4 4,5 1 4,5

Apacioje aptariami TB-ZnPC molekuliy, iStirpinty toluene, skirtingy koncentracijy bandiniy

rezultatai. 3.4 paveiksle pateikti méginiy Sviesos sugerties spektrai. Juose Soret juosta yra ties

350 nm, o maksimalios $viesos sugerties Qy juosta ties 678 nm bangos ilgiais. Siy tirpaly $viesos

sugerties spektruose, pagal normuotame paveiksle (3.4 pav. b)) pateiktus rezultatus, dideliy pokyciy

neaptinkama.

a)
0,15 :
—25mM
—12mM
" 0.121 0,6 mM
< —0,3mM
[
& 0,09-
[72]
£
& 0,06
o
0,03 -
0,00+ ! a
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Bangos ilgis (nm)

800

O
~

Norm. optinis tankis (s. vnt.)

‘ T
678 nm
10] ——25mMm
— 1,2 mM

0,6 mM
081 | —03mMm
0,6
0,44 350 nm
0,2'/\ /\/J

500 600 700
Bangos ilgis (nm)

800

3.4 pav. a) TB-ZnPC tirpaly $viesos sugerties spektrai; b) TB-ZnPC tirpaly $viesos sugerties spektrai,
normuoti nuo 0 iki 1.

3.5 paveiksle pateikiami TB-ZnPC tirpaly fluorescencijos spektrai. Cia emisijos maksimumas

yraties 683 nm bangos ilgiu, bei mazesnio intensyvumo petys yra mazdaug ties 715 nm. Normuotame

spektre (3.5 pav. b)) matoma, jog mazéjant tirpaly koncentracijai, juostos Siek tiek slenkasi j mélynaja

spektro puse, kur poslinkis yra apie 1 nm, taciau kity skirtumy neaptinkama.
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3.5 pav. a) TB-ZnPC tirpaly fluorescencijos spektrai; b) TB-ZnPC tirpaly fluorescencijos spektrai,
normuoti nuo 0 iki 1.

Fluorescencijos kinetiky matavimuose taip pat buvo pasirinkti du bangos ilgiai, pagal
fluorescencijos spektro maksimumg ir greta jo iskylantj petj — 680 nm ir 715 nm,. Relaksacijos
trukméms gauti buvo pritaikyta iStemptoji eksponenté, kur b verté kinta nuo 1,04 iki 1,08, tad ir ¢ia
vyrauja vieneksponentinés kinetiky kreivés. 3.6 paveiksle pateiktuose spektruose pokyc¢iy tarp
skirtingy koncentracijy tirpaly nesimato, taciau 3.2 lentelés duomenys parodo, kad didéjant tirpaly
koncentracijai nuo 0,07 mM iki 2,5 mM kinetikos pagreitéja ~ 0,24 ns ties 680 nm bangos ilgiu, tai
yra7,5 %, ir ~ 0,16 ns ties 715 nm bangos ilgiu — 4,8 %. MazZesnio intensyvumo kreivéje ties 715 nm
fluorescencijos relaksacija vyko 1é¢iau, nei ties 680 nm bangos ilgiu. Lyginant to paties bandinio
matavimus, nuo maziausios koncentracijos meginio 0,07 mM kinetiky pokytis buvo mazas — 0,5 %.
Didéjant méginiy koncentracijoms, pokytis tarp bangos ilgiy augo, kur 0,15 mM kinetikos sulétéjo
08%,03mMM-11%,06mM-12%,1,2mM-1,8%,2,5mM - 3,2 %.
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3.6 pav. TB-ZnPC tirpaly fluorescencijos kinetiky grafikai: a) ties 680 nm; b) ties 715 nm.
24



3.2 lentelé. TB-ZnPC fluorescencijos kinetiky laikai ties 680 nm ir 715 nm bangos ilgiais.

680 nm 715 nm

Koncentracija, mM | 1, ns b Tdecay, NS T, NS b Tdecay, NS
0,07 3,52 1,07 3,43 3,53 1,06 3,45
0,15 3,59 1,07 3,49 3,62 1,08 3,52
0,3 3,55 1,07 3,46 3,6 1,08 3,5

0,6 3,43 1,06 3,36 3,49 1,07 3,4

1,2 3,33 1,05 3,27 3,4 1,06 3,33
2,5 3,24 1,04 3,19 3,36 1,06 3,29

Bendrai tariant, tirtuose Chl a ir TB-ZnPC molekuliy tirpaluose dideliy pokyc¢iy tarp skirtingy
koncentracijy méginiy Sviesos sugerties, fluorescencijos ir jos kinetiky spektruose neaptinkama. Chl a
1,86 mM koncentracijos kinetika buvo apie 1 ns greitesné, o visy kity bandiniy pokyciai buvo
minimalis. Lyginant abiejy molekuliy méginiy elgsena, tarp Chl a ir TB-ZnPC Qy juosty bei emisijos
maksimumy yra 13 nm atstumas, relaksacija visuose bangos ilgiuose ir koncentracijose vyksta

vieneksponentiskai, kur Chl a méginiy kinetikos yra ~ 2,1 ns Iétesnés.

3.2 Plony pléveliy méginiai

Tirpaly méginiuose neaptikus dideliy spektriniy pokyc€iy buvo nuspresta tirti plonas pléveles.
Plony Chl a pléveliy su polistirenu $viesos sugerties spektrai pateikti 3.7 pav. Soret juosta yra ties
433 nm bangos ilgiu, o Qy — ties 670 nm. Normuoto optinio tankio grafikas (3.7 pav. b)) rodo, jog
zymiy skirtumy tarp skirtingy koncentracijy pléveliy néra net iSmatavus 10 mM koncentracijos

plévele, kurios tolimesniy fluorescencijos matavimy negalima atlikti dél per didelio optinio tankio.

a) b)
0,30 : ‘ !
10 mM n 433 nm —_— 10 mM
0,25 ——5mM fg ' —5mM
2 mM = 2 mM
s 087 670
%’ 0,20 P nm
S < 064
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5 0,10- 5 04
o
0,051 £ 021
: S \
J zZ
0,00 ; — - 0.0 i ; i i
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
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3.7 pav. a) plony Chl a pléveliy su polistirenu §viesos sugerties spektrai; b) plony Chl a pléveliy su
polistirenu $viesos sugerties spektrai, normuoti nuo 0 iki 1.
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3.8 pav. pateikti plony pléveliy fluorescencijos spektrai, kuriuose matomas fluorescencijos
intensyvumo didéjimas, mazéjant koncentracijai, kas leidzia jtarti, jog vyksta koncentracinis
gesinimas. Be to, didesniy koncentracijy plonose plévelése jvyko batochrominis poslinkis, kur 5 mM
bandinio fluorescencijos maksimumas buvo ties 685 nm ir 2 mM — ties 678 nm. Dazniausiai dideliy
koncentracijy méginiuose poslinkis j raudongja pus¢ vyksta dél reabsorbcijos reiSkinio. Juosty
pokylis ties 640 nm bangos ilgiu, kur fluorescencija néra ties 0, lyginant su tirpaly rezultatais, vyksta
dél stiklo plokstelés fluorescencijos. Tai turi jtakos 3.8 pav. b) esantiems normuotiems spektrams,
nes dél skirtingo intensyvumo fluorescencijos ir normavimo nuo 0 iki 1 kreivés atitinkamai pakyla

intervale nuo 640 nm iki 680 nm.

1,2x10* : ‘ !
5 mM 671 nm ——5mM
2 mM 1.01 ‘
—_— (0,6 MM
9,0x10° *
,0x10 ——02mM 0,8-

6,0x10°% - 0.61

0,4
3,0x10°%

0,2~

0,0 . . | ,
640 680 720 760
Bangos ilgis (nm)

Fluorescencijos intensyvumas (s. vnt.) £

640 680 720 760
Bangos ilgis (nm)

Norm. fluorescencijos intensyvumas (s. vnt.) <

3.8 pav. a) plony Chl a pléveliy su polistirenu fluorescencijos spektrai; b) plony Chl a pléveliy su
polistirenu fluorescencijos spektrai, normuoti nuo 0 iki 1.

Fluorescencijos kinetikos, iSmatuotos ties fluorescencijos maksimumais bei ties 725 nm bangos
ilgiu, pagal Chl a tirpaly kinetiky matavimus. 3.9 pav. pateiktuose kinetiky spektruose aiskiai matosi,
kad mazéjant koncentracijai, relaksacijos trukmés ilgéja. O 3.3 lenteléje esancios suskaiciuotos
relaksacijos trukmiy vertés, pritaikius iStemptaja eksponentg, tik patvirtina tai. Plonoje pléveléje,
kurios koncentracija 0,2 mM vyksta vieneksponentiné relaksacija ir tik Siame bandinyje iSmatuotame
fluorescencijos maksimume ties 670 nm Kinetika buvo létesné nei 725 nm bangos ilgyje per 0,22 ns
(4,4 %). Koncentracijai padidéjus 3 kartus iki 0,6 mM, kinetikos trukmé ties 670 nm sumazéjo per
puse — 51 % ir beveik nesiskyré nuo 725 nm bangos ilgyje iSmatuotos kinetikos vertés. Molekuliy
koncentracijg padidinus 10 karty nuo zemiausios, iki 2 mM, kinetiky trukmé sumazéjo per 4,57 ns,
tai yra 91,4 %. Relaksacijy trukmé ties 725 nm tapo ilgesné per 0,13 ns, tai yra 30,2 %, nei ties
680 nm. Lyginant maziausig ir 25 kartus uz ja didesn¢ molekuliy koncentracijy kinetikas jy

fluorescencijos maksimaliose vertése, trukme pagreitéjo 97,8 %, 0 725 nm — pagreitejo 96,4 %. 5 mM
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koncentracijos méginio kinetika ties 725 nm pailgéjo 54,5 %. IS teorinés dalies zinoma, jog Kinetikos
trukmeés Kinta dinaminio gesinimo metu. Taciau plonose plévelése dinaminio gesinimo jtaka turéty

buti minimali, todél manoma, kad energija prarandama kitais keliais.
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3.9 pav. Chl a plony pléveliy kinetikos: a) ties fluorescencijos maksimumais, priklausomai nuo
spektro; b) ties 725 nm.
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3.3 lentelé. Chl a plony pléveliy fluorescencijos kinetiky laikai ties fluorescencijos maksimumais ir 715 nm.

Koncentracija, Bangos T, 1S b Tdecay, Bangos T, 1S b Tdecay,
mM ilgis, nm ns ilgis, nm ns
0,2 4,98 0,99 5 4,67 0,95 4,78
0,6 o70 2,24 0,85 2,45 2,2 0,83 2,44
2 680 0,27 0,58 0,43 72 0,4 0,64 0,56
5 685 0,03 0,37 0,11 0,06 0,43 0,17

Apacioje aptariami TB-ZnPC su polistirenu plony pléveliy rezultatai. 3.10 paveiksle matomi
tirty méginiy Sviesos sugerties spektrai, kuriuose Qy kreivés maksimumas yra ties 680 nm. 3.10 b)
grafike didziausios tirtos 2,49 mM koncentracijos bandinyje $viesa sugeriama intensyviau, nei
mazesniy koncentracijy méginiy plévelése, intervale nuo 620 nm iki 660 nm.

3.11 pav. a) pateiktuose plony pléveliy fluorescencijos spektruose matomas koncentracinio
gesinimo reiSkinys, kuomet did¢jant molekuliy koncentracijai, fluorescencijos intensyvumas maze¢ja.
Zitirint nuo maziausios koncentracijos, intensyvumas auga iki tam tikros ribos, kuomet didéja
fluorofory kiekis, o paskui dél gesinimo jis pradeda mazéti. Fluorescencijos maksimumas yra ties
687 nm, o juosty pakilimg ties 640 nm ir normuoto spektro pasiskirstyta, kaip Chl a plony pléveliy

bandiniuose, taip ir ¢ia lemia stiklo plokstelés fluorescencija.
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3.10 pav. a) plony TB-ZnPC pléveliy su polistirenu Sviesos sugerties spektrai; b) plony TB-ZnPC
pléveliy su polistirenu §viesos sugerties spektrai, normuoti nuo 0 iki 1.
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3.11 pav. a) plony TB-ZnPC pléveliy su polistirenu fluorescencijos spektrai; b) plony TB-ZnPC
pléveliy su polistirenu fluorescencijos spektrai, normuoti nuo 0 iki 1.

Fluorescencijos kinetikos (3.12 pav.) pasizymi trukmés ilgéjimu, kai mazéja bandiniy
koncentracija. 3.4 lenteléje pateiktos tikslios jy trukmés, pritaikius iStemptaja eksponenting funkcija.
Bandiniuose su TB-ZnPC koncentracija nuo 0,03 mM iki 0,6 mM relaksacija vyksta
vieneksponentiskai ties abiejais bangos ilgiais. Lyginant plony pléveliy trukmes tarp 690 nm ir
715 nm, 0,03 mM koncentracijoje pokytis labai mazas — trukmé ties 715 nm ilgesné tik ~ 0,6 %,
taciau pokytis didéja: 0,07 mM — 1,2 %, 0,15 mM - 2,4 %, 0,3 mM - 7,9 %, 0,6 mM — 11,2 %. Tik
didZiausios koncentracijos bandiniuose kinetikos yra daugiaeksponentinés funkcijos. 1,25 mM

koncentracijos bandinio kinetika ties 715 nm buvo 20 % ilgesné, 0 2,49 mM plonos plévelés — 33,3 %.
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Ziurint nuo maziausios iki didziausios koncentracijy bandiniy relaksacijos trukmes, jos sumazéjo

98,1 % ties 690 nm ir 97,5 % ties 715 nm.

715 nm
— 2,49 MM
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3.12 pav. TB-ZnPC plony pléveliy kinetikos: a) ties 690 nm; b) ties 725 nm.

3.4 lentelé. TB-ZnPC plony pléveliy fluorescencijos kinetiky laikai ties 690 nm ir 715 nm.

690 nm 715 nm
Koncentracija, MM | t, ns b Tdecay, NS T, 1S b Tdecay, NS
0,03 3,28 1,05 3,21 3,3 1,06 3,23
0,07 3,26 1,06 3,18 3,29 1,06 3,22
0,15 2,94 1,02 2,91 3,04 1,05 2,98
0,3 2,52 1,01 2,51 2,78 1,06 2,71
0,6 1,82 0,95 1,86 2,09 1,02 2,07
1,25 0,56 0,78 0,65 0,71 0,84 0,78
2,49 0,01 0,37 0,06 0,02 0,38 0,08

Chl a ir TB-ZnPC plony pléveliy bandiniy rezultatuose buvo matomas fluorescencijos
koncentracinis gesinimas, zvelgiant j emisijos spektrus ir gyvavimo laikus. Kinetikos matuotos ties
raudonuoju peciu beveik visais atvejais buvo ilgesnés, nei matuojant ties fluorescencijos maksimumu.
Didesniy koncentracijy bandiniuose jvyko daugiaeksponentis relaksacijos kitimas.

Susumuojant rezultatus galima teigti, jog tirpaluose pokyciy beveik nebuvo, nenustatytas
koncentracinio gesinimo reiskinys, kuris jvyko plonose plévelése. Chl a bandiniy Sviesos sugerties
maksimumas plonose plévelése pasislinko 5 nm | raudonaja pusg, lyginant su tirpaly méginiais,
fluorescencijos maksimumas pasislinko 1 nm j raudongjg puse¢, nepaisant didesniy koncentracijy
plony pléveliy bandiniy, kur vyksta batochrominis poslinkis, o tirpaly gyvavimo trukmeés buvo nuo

0,42 ns iki 4,29 ns ilgesnés, lyginant panasiy koncentracijy méginius. TB-ZnPC plony pléveliy
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Sviesos sugerties maksimali verté pasislinko 2 nm j raudongja, lyginant su tirpalais, fluorescencijos
maksimumas pasislinko 4 nm j raudongja puse, o gyvavimo trukmeés pailgéjo nuo 0,25 ns iki 3,13 ns

ty paciy koncentracijy bandiniuose.
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4. TYRIMU REZULTATU APTARIMAS

Chl a tirpaly méginiai tarp skirtingy molekuliy koncentracijy neparodé¢ dideliy spektriniy
skirtumy, dél vis dar per mazy koncentracijy savigesinimui aptikti. Nors buvo manoma, jog Chl
tirpalai gali demonstruoti savigesinimg esant 0,1 mM molekuliy koncentracijai (Weiss & Weill-
Malherbe, 1944), tyrimai jrodé, kad savigesinimas spektroskopiniais metodais negali biti aptinkamas
mazesniuose molekuliy koncentracijy tirpaluose nei 1 mM, o tampa aiSkiai matomas nuo 2 mM ir
daugiau (Watson & Livingston, 1950). Didziausios Chl a molekuliy koncentracijos tirpalas buvo
1,86 mM, tad ryskaus savigesinimo rezultatai neparodé.

Ivairiy koncentracijy TB-ZnPC molekuliy tirpaly rezultatuose nesimato jokiy aiskiy pokyciy
tarp méginiy. Buvo atlikti tyrimai su TB-ZnPC molekulémis metanolyje (MeOH) ir dimetilsulfokside
(DMSO), kur tirti 0,05 mM koncentracijos tirpalai. Atitinkamai, §viesos sugertis Qy maksimume buvo
678 nm ir 673 nm. Taciau sugertis srityje nuo 550 nm iki 650 nm suintensyvéjo, didinant TB-ZnPC
koncentracijg MeOH nuo 0,062 mM iki 0,25 mM, kas leidZia jtarti, kad ZnPC molekulés agreguojasi
MeOH tirpale esant didesnéms tirpios medziagos koncentracijoms (Kakade et al., 2012). Lyginant
panasias koncentracijas su pateiktomis straipsnyje, Siame darbe jokiy agregacijos pozymiy nesimato.
Jtakos galéjo turéti tirpiklio poliskumas, kadangi tolueno poliskumas yra 0,099, MeOH - 0,762, 0
DMSO - 0,444 (Dutkiewicz, 1990), taciau apie Sviesos sugerties pokycius pastarajame tirpiklyje
keic¢iant TB-ZnPC koncentracija duomeny nepateikta. Fluorescencijos spektry maksimumas MeOH
tirpiklyje buvo 689 nm ir 694 nm — DMSO, kinetiky trukmés 3,53 ns ir 3,37 ns (Kakade et al., 2012).
Maz¢janti fluorescencijos gyvavimo trukmé pasireiSkia vykstant difuziniam gesinimui, taciau

rezultatuose matomas pokytis yra < 8 %, tad jo nepaisoma.
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4.1 pav. Skirtingy TB-ZnPC koncentracijy MeOH tirpiklyje Sviesos sugerties spektrai. Santykiniai
sugerties spektry auk$¢iai buvo normuoti ties 673 nm (Kakade et al., 2012).
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Polimeriniy matricy naudojimas Chl tyrimams turi kelis privalumus. Dazniausiai Siomis
sistemomis siekiama atkurti panaSy standumg turinéig in Vvivo aplinkg, kaip fotosintetinése
Sviesorankos antenose (Wong et al., 1978). Taip pat, atstumas tarp molekuliy priklauso nuo Chl
koncentracijos, kurig galima keisti, i§vengiant agregaty susidarymo. D¢l to, polimerinés plévelés
naudingos energijos pernasos tyrimuose, nes jose pigmento molekulés biina tolygiai pasiskirs¢iusios
(Zandvoort et al., 1995). Vacek ir kt. (1977) tyré Chl molekules polistireno matricoje, kur $viesos
sugerties kreiviy maksimumai 0,23 mM koncentracijos pléveléje buvo ties 432 nm Soret juostos ir
669 nm Qy juostos kambario temperatiiroje. Atrodo, jog spektras pasislinkes per 1 nm j mélynaja
puse, nei Siame darbe pateiktuose rezultatuose, kas galéjo nutikti dél acetono, kaip tirpiklio,
naudojamo. Straipsnyje taip pat minima, jog bandiniy koncentracijoms esant < 0,4 mM relaksacijos
trukmé yra ~ 5,5 ns, o koncentracijg padidinus iki 2,7 mM, fluorescencijos gyvavimo trukmé zenkliai
sumazéja (Wong et al., 1978).

Plonos TB-ZnPC plévelés 2,49 mM koncentracijos bandiniui, i$siskyrus i$ kity koncentracijy
normuotuose $viesos sugerties spektruose (3.10 b) pav.), ir kreive palyginus su 4.1 pav. pateiktais
rezultatais, galima jtarti, kad Siame méginyje yra dalis dimery ar kity agregaty. Pc molekulés turi
polinkj agreguotis, sudarydamos n—m sanglaudos struktiiras, pasireiSkiancias platesne Sviesos
sugerties juosta, pasislinkusia j mélyna puse Q juostos atzvilgiu. Siame darbe tirtos TB-ZnPC
molekulés turi keturias tretines butilo grupes, prijungtas prie ZnPC Serdies struktiros, trukdancias
formuotis n—x sanglaudos struktiiroms, taip sumazinant agregacija ir pagerinant tirpumg jprastuose
organiniuose tirpikliuose (Shankar et al., 2009).

Beddard ir kt. (1976) straipsnyje pasitlé koncentracinio gesinimo mechanizma, kai tarp panasiy
molekuliy vyksta Fiorsterio tipo rezonansiné energijos migracija, kuri sugaunama molekuliy poroje,
iSsidéscCiusioje aréiau nei kritinis atstumas, vadinamojoje statistinés poros gaudykléje. Statistiné pora
yra bet kurios dvi Chl molekulés, kurios atsitiktiniu pasiskirstymu yra atskirtos maziau nei 10 A
atstumu. Be to, jos pagrindinéje biisenoje sgveikauja nepastebimai, taciau sgveikauja stipriai, kai
viena i§ molekuliy suzadinama, sudarydama eksimerg arba kitokj kompleksa, kuris nefluorescuoja
monomerinéje blisenoje (Beddard et al., 1976). Kadangi, fluorescencijos ir gyvavimo laiky poky¢iai
vyksta tik plonose plévelése, kur molekulés iSsidésCiusios mazesniais atstumais, nei tirpaluose,
statistiniy pory modelis tikty paaiSkinti vykstant] koncentracinj gesinimg. Kuo didesné koncentracija,
tuo didesné tikimybé susidaryti statistinéms poroms. D¢l to 2,49 mM ar 1,25 mM koncentracijy
méginiuose jy kiekis yra didesnis uz 0,03 mM ar mazesniy koncentracijy bandinius. Kadangi
statistinés poros nefluorescuoja, tai paaiskinty, kod¢l fluorescencijos intensyvumas labai sumazéja
didéjant molekuliy koncentracijoms bandiniuose. Taip pat, esant didesniam statistiniy pory gaudykliy
skaiiui, migracijos metu suzadinimo energijai zymiai lengviau paklifiti j jas. Taip prarasta energija

lemia gyvavimo trukmeés maz¢jima.
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ISVADOS

1. Santykinis Sviesos sugerties juostos ties 650 nm padidéjimas, rodantis tam tikra agregacijos
laipsnj esant didesnéms meginiy koncentracijoms, matomas tik didziausios koncentracijos
cinko ftalocianino pléveléje.

2. Plony pléveliy fluorescencijos intensyvumas zenkliai mazéja did¢jant molekuliy
koncentracijoms greiciausiai dél labai mazy atstumy tarp molekuliy. Tai rodo koncentracinio
gesinimo vyksmag méginiuose.

3. Tirpaly ir mazesniy koncentracijy plony pléveliy fluorescencijos kinetikos rodo
vieneksponentinj kitimg, o tuo tarpu didesniy koncentracijy plévelése stebimas
daugiaeksponentis kinetiky kitimas, kuriam apraSyti naudojama iStemptoji eksponentiné
funkcija. Tai rodo, kad plévelése zymiai didesnj vaidmenj vaidina suzadinimo pernasa tarp

molekuliy.
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SANTRAUKA

Koncentracinis gesinimas vyksta, kuomet did¢jant molekuliy koncentracijai, fluorescencijos
intensyvumas mazéja. Taciau dar néra iki galo iSsiaiSkinta, kaip Sis reiSkinys vyksta. Reiskinys
pastebétas ir chlorofilo a in vitro tyrimuose. ISsiaiSkinti chlorofilo a molekuliy vyksmus
koncentracinio gesinimo procese, kaip modeliné sistema, buvo naudojamos cinko ftalocianino
molekulés, dél savo struktiiriniy ir spektriniy savybiy panaSumo.

Sio magistro baigiamojo darbo tikslas: istirti ir palyginti chlorofilo a ir cinko ftalocianino
koncentracinj gesinimg skirtingose molekuliy aplinkose — tirpaluose ir plévelése. Darbo uzdaviniai:
nustatyti skirtingy koncentracijy chlorofilo a ir cinko ftalocianino Sviesos sugertj tirpaluose ir
plévelése; nustatyti skirtingy koncentracijy chlorofilo a ir cinko ftalocianino fluorescencijos spektrus
tirpaluose ir plévelése; nustatyti skirtingy koncentracijy chlorofilo a ir cinko ftalocianino
fluorescencijos kinetikas tirpaluose ir plévelése.

Molekuliy koncentraciniam gesinimui tirti taikytos sistemos — tirpalai ir plonos plévelés.
Tirpalai gaminti tolueno tirpiklyje ir skirtingy koncentracijy molekuliy bandiniai matuoti naudojant
0,1 mm optinio kelio apvalig kiuvetg. O plonos plévelés darytos ant stiklo plokStelés, naudojant
sukimo dengimo 1§ tirpalo metoda, kur tirpalg sudaro polistirenas, toluenas ir skirtingos tiriamy
molekuliy koncentracijos.

Sviesos sugerties spektrai neparodé jokiy dideliy skirtumy, tarp skirtingy koncentracijy
méginiy, iSskyrus cinko ftalocianino plona 2,5 mM koncentracijos plévelg, kur spektras rodo
santykinj Sviesos sugerties padidéjimg esant ~ 615 nm ir ~ 650 nm juostoms, kas jrodo tam tikra
agregacijos laipsnj esant didesnéms koncentracijoms. Tirpaly fluorescencijos spektrai skiriasi
nezymiai, o plonose plévelése matomas Zymus fluorescencijos intensyvumo maz¢jimas, didéjant
molekuliy koncentracijoms, kas jrodo koncentracinio gesinimo vyksma méginiuose. Tirpaly ir
mazesniy koncentracijy plony pléveliy fluorescencijos kinetikos rodo vieneksponentinj kitima, o tuo
tarpu didesniy koncentracijy plévelése stebimas daugiaeksponentis kinetiky kitimas, kuriam aprasyti

naudojama iStemptoji eksponentiné funkcija.
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SUMMARY

Concentration quenching occurs when fluorescence intensity decreases with increasing
molecular concentration. However, it is not fully understood how this phenomenon works. It has also
been observed in in vitro studies with chlorophyll. Zinc phthalocyanine molecules were used as a
model system to elucidate the processes of concentration quenching of chlorophyll a molecules.

The aim of this master 's thesis is to investigate and compare the concentration quenching of
chlorophyll a and zinc phthalocyanine in different molecular environments - solutions and thin films.
Tasks: to investigate the light absorption of different concentrations of chlorophyll a and zinc
phthalocyanine in solutions and thin films; to investigate the fluorescence spectra of different
concentrations of chlorophyll a and zinc phthalocyanine in solutions and thin films; to investigate the
fluorescence kinetics of different concentrations of chlorophyll a and zinc phthalocyanine in solutions
and thin films.

The systems used for the concentration quenching of molecules are solutions and thin films.
Solutions were prepared in a toluene solvent and samples of different concentrations were measured
using a 0.1 mm optical path disc cuvette. Thin films were made on a glass plate using a spin coating
method, where the solution consists of polystyrene, toluene, and different concentrations of the
molecules under study.

The light absorption spectra did not show any significant differences between the samples at
different concentrations, except for the zinc phthalocyanine 2.5 mM thin film, where the spectrum
shows a relative increase in light absorption at the ~ 615 nm and ~ 650 nm bands, demonstrating
some degree of aggregation at higher concentrations. The fluorescence spectra of the solutions differ
very slightly, however a significant decrease of fluorescence intensity is observed in the thin films
with increasing concentration of the molecules, which demonstrates concentration quenching in the
samples. Fluorescence kinetics of solutions and lower concentration thin films show a
mono-exponential decay, while higher concentration films show a multi-exponential decay kinetics,

which is described by the stretched exponential function.
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PADEKA

Uz gautas fluorescencijos kinetiky relaksacijos trukmes, pritaikius iStemptajg eksponenting

funkcijg dékoju Dr. Andriui Gelziniui.
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