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Ivadas

Ypac tyras alyvuogiy aliejus (YTAA) yra gaminamas i§ alyvmedziy (lot. olea europaea)
uogy, dél to jame yra didelis kiekis nesociyjy riebaliniy rigséiy ir biologiskai aktyviy molekuliy.
Tarp skirtingy augaliniy aliejy rusiy ypac tyras alyvuogiy aliejus turi didZiausig bioaktyviy
medziagy kiekj (apie 2%), dél $iy priezasCiy alyvuogiy alicjus yra laikomas sglyginai aukStesnés
kokybés nei kiti augaliniai aliejai [1, 2].

Alyvuogiy aliejaus kokybé¢ priklauso nuo jvairiy faktoriy: regiono, kur auginamos
alyvuogés, vaisiy prinokimo lygio, sandéliavimo, apdorojimo ir kt. Tinkamos alyvuogiy aliejaus
laikymo salygos yra labai svarbios, nes netinkamas laikymas ar sandéliavimas gali paveikti aliejaus
skonj, jis gali tapti kartus ir pradéti gesti, o tai gali turéti neigiamg poveikj jo maistinei vertei.
Tinkamai laikomas alyvuogiy aliejus gali islikti nepakites kelis metus [3,4].

Tinkamos laikymo salygos gali apsaugoti aliejy nuo oksidaciniy procesy. Oksidacija
alyvuogiy aliejuje daugiausia vyksta dél degradavimo hidrolizés biidu, auto- ir foto- oksidacijos [5].
Sie procesai priklauso nuo riebaliniy riigi¢iy struktiiros ir nuo aliejuje esanéiy bioaktyviy medziagy
[6]. Tokios bioaktyvios medziagos kaip fosfolipidai, tokoferoliai, karotinoidai ir chlorofilai gali
veikti kaip anti- arba pro- oksidantai, dél to gali kisti alyvuogiy aliejaus oksidacinis stabilumas [7].
YTAA galima rasti natiiraliy fotosensibilizatoriy, kaip chlorofily ar jy dariniy. Sie sensibilizatoriai
yra pagrinding priezastis, dé¢l kurios aliejuje vyksta fotooksidacija, o jame esantys antioksidantai
(B-karotinas, luteinas) kuria apsauginj efekta [8, 9].

D¢l didelio kiekio natiiraliy antioksidanty ir kity Zzmogaus organizmui naudingy medziagy
YTAA kaina yra salyginai didesné palyginus su kitais augaliniais aliejais. YTAA metiné verté yra
apie 11 mird. USD. Dél $iy priezasCiy yra zinoma nemazai Y TAA klastojimo atvejy. | augalinius
aliejus (pavyzdziui, rapsy aliejy) yra pridedama dazikliy ir skonio stiprikliy, kad suteikty jiems
tamsesneg spalva ir panasy skonj j ypac tyro alyvuogiy aliejaus. Taip pat ypac tyras alyvuogiy aliejus
yra skiedziamas kitu augaliniu aliejumi [10].

Sio darbo tikslas yra i$siaiskinti, kokie fotovirsmai vyksta ypa¢ tyrame alyvuogiy aliejuje
natiiraliai esanc¢ius fotosensibilizatorius paveikus $viesa. Siam tikslui pasiekti buvo iskelti
uzdaviniai:

e Nustatyti, kokie spektriniai pokyciai vyksta ypa¢ tyrame alyvuogiy aliejuje, ji
paveikus Sviesa;
o ISsiaiSkinti, kokios reakcijos vyksta ypac tyrame alyvuogiy aliejuje, ji paveikus Sviesa

ir jo senéjimo metu.



1. Literatuiros apZvalga ir teorinis jvadas

1.1. Energijos pernasos budai

Kiekvienai molekulei ar atomui yra badinga tam tikry energiniy lygmeny sistema. Suoliai
tarp lygmeny vyksta molekuléms sugérus arba iSspinduliavus energijos porcija. Medziagos
gebéjimas sugerti tam tikro bangos ilgio Sviesg priklauso nuo jvairiy jos savybiy, tokiy kaip
cheminé sandara, cheminiai rySiai tarp atomy ir medziagos sudétis. Molekuliy elektrony Zadinimo
energijos yra labai jvairios. Tas energijas lemia, ar elektronas yra vidinéje ar iSorinéje orbitaléje, ar
jis sudaro ryS$j tarp atomy ar ne, koks ty rySiy pobudis ir jy tarpusavio padétis. Lengviausiai
suzadinami yra iSoriniame energiniame lygmenyje esantys elektronai — valentiniai elektronai.
Jiems suzadinti uZtenka ultravioletinés ar regimosios spinduliuotés fotony energijos. Jablonskio
diagrama yra energijos lygmeny diagrama, kurioje galima paZzyméti elektrony Suolius bei
spindulinius ir nespindulinius vyksmus (1.1 pav.).

Kambario temperatiiroje beveik visos molekulés yra pagrindingje busenoje. Suzadinus
molekule elektronas i§ auk$¢iausio uzpildyto lygmens pereina j aukséiau esantj neuZzpildyta
lygmenj. Taip dalelé jgauna perteklinés energijos, kuri yra perduodama aplinkai, kai elektronas
grizta | pagrinding buiseng. Diagramoje yra suzyméti galimi elektrony Suoliai ir energijos atidavimo
budai. Singuletinius (S) bei tripletinius (T) energinius lygmenis diagramoje vaizduoja storos linijos,
o plonos linijos rodo kiekvieno lygmens vibracinius polygmenis [11,12].

Sugertis — procesas, kai molekulei sugérus Sviesos fotong elektronas perSoka i$ auks$ciausio
uzpildyto energinio lygmens j aukStesnj neuzpildyta lygmenj, kurio energija yra didesné nei
uzpildyto lygmens (Sy = Sy, S,). Vyksmo trukmé 10715 s.

Virpesiné relaksacija — vyksmas, kai suzadintos molekulés elektronas perSoka i$ aukstesniy
energijos lygmeny | Zemiausig suzadinto energinio lygmens polygmenj, aplinkai atiduodamas
energija $iluminiu pavidalu. Vyksmo trukmé 1071* — 10711 s.

Vidin¢ konversija — nespindulinis Suolis tarp skirtingy energiniy lygmeny, atiduodantis
aplinkai energija Siluminiu pavidalu (S; = S,). Vyksmo trukmé 1072 — 10711 s.

Interkombinaciné konversija — elektrono Suolis i§ singuletinés biisenos | tripleting, kurio
metu elektronas pakeicia savo sukinj (S; = T;). Vyksmo trukmé 1078 — 1073 s.

Fluorescencija — molekulés grizimas j pagrinding bliseng i$spinduliuojant fluorescencijos
fotong (S; = Sp). Vyksmo trukmé 107° — 1077 s.

Fosforescencija — molekulés grjzimas i§ tripletinés buisenos (T1) | pagrinding
i$spinduliuojant fosforescencijos fotong (T; = S;). Vyksmo trukmé 10™* — 1071 s.

Pertekliné energija, gauta sugerties metu, molekuléje gali inicijuoti jvairius fotofizikinius,

fotocheminius ir fotobiologinius vyksmus. Sios perteklinés energijos inicijuoty relaksacijy bei
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Suoliy tyrimai suteikia daug naudingos informacijos apie biomolekuliy struktiira bei vyksmus,

vykstancius jose [12].
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1.1 pav. Daugiaatomés molekulés energijos lygmeny diagrama [5]
1.2. Lamberto—Bugerio—Bero désnis

Pasinaudojus bandinio sugerties matavimo eksperimentu galima apraSyti $viesos sugertj
nusakanéius désnius. Kiuveté su tirpalu yra apS$vieCiama monochromatine S$viesa, Kkurios
intensyvumas yra I,. Jeigu tirpalas sugers dalj Sviesos, tai $viesos intensyvumas I praéjes tirpalg
sumazés. Santykis T = I,/I yra vadinamas tirpalo pralaidumu. Dar vienas parametras,
apibudinantis tirpalo sugertj, yra sugerties koeficientas A:

A=1-T; (1.2)

Praéjusios S§viesos intensyvumui jtakg daro tiek tirpale esanciy ir sugerianciy S$viesg
molekuliy koncentracija n [cm™3], tiek %viesos nueitas kelias [. Taip pat molekulés yra
apibiidinamos efektyviu $viesos pagavos skerspjiiviu S [cm?]. Taigi isskiriant bandinyje 1 cm?
plota ir mazg sluoksnj dl galima apskaiciuoti pradinio $viesos intensyvumo I, pokytj sluoksnyje
dl:

dl = —Iy-S-n-dl; 1.2)

¢ia minusas zymi, kad intensyvumas maz¢ja. Sugertos ir kritusios Sviesos santykis bus:



dl/ly =—S -n-dl (1.3)

Suintegravus visame bandinio plote gaunama:

In(I/1)) =—-S-n- (1.4)
/Iy =eS™t =T, (1.5)

Vienalytése sistemose §viesos sugert] apraso Bugerio désnis:
[=1,-e7 ¥ (1.6)

¢ia k yra sugerties koeficientas. Aprasant Sviesos sugerties vyksma molekulinése sistemose, yra
naudojama sugerties statistin¢ tikimybé¢ — o. Sugerties tikimybé vienai molekulei yra vadinama
sugerties skerspjtviu:
o=k/n. 1.7)
Sviesos sugertj silpnai sugerianéiy pigmenty tirpaluose apraso Lamberto—Bugerio—Bero
désnis:
[=1I,-e ™ (1.8)
Daznai, kad biity patogiau skai¢iuoti, yra naudojami deSimtainiai logaritmai:
I =1,-10"¢¢t (1.9)
¢ia ¢ — medziagos, esancios tirpale, koncentracija, | — optinis kelias, € — ekstinkcijos koeficientas
[11].

1.3. Spektrofotometrija

Daugelis biologiskai aktyviy molekuliy pasizymi specifine sugertimi regimajame,
ultravioletiniame ir infraraudonajame spektriniame ruoZe. Analizés metodai, tiriant medziagos
savybe sugerti optinio ruozo spinduliuote, vadinami spektrofotometriniais metodais. Tiriant
medziagas yra naudojama kokybiné ir kiekybiné analizé. Kokybiné analizé yra tuomet, kai
kiekviena molekulé turi charakteringg sugerties spektra. Kiekybiné analizé yra paremta Lamberto—
Bugerio—Bero désniu, kad molekuliy sugertis nuo koncentracijos priklauso tiesiSkai ir galioja
sugerties adityvumas. Nuo spektrofotometrijos désnio gali biiti nukrypstama dél jvairiy priezasciy:
solvatacijos, hidrolizés, kompleksiniy junginiy susidarymo, tarpiniy produkty susidarymo,
polimerizacijos ir kt. [11].

Spektrofotometrijoje yra matuojamas sugerties spektras — tai biologinio objekto optinio
tankio priklausomybé nuo Sviesos bangos ilgio. Tirpalo optinis tankis priklauso nuo tiriamos
medziagos koncentracijos, bandinio storio ir ekstinkcijos koeficiento. Sugerties spektra jprasta
normuoti, o kadangi ekstinkcijos koeficientas yra kiekvienai medziagai skirtingas, tai ir
sunormuotas spektras bus individualus kiekvienai medZiagai.

Spektrofotometras lygina pradinés Sviesos intensyvumg su Sviesos, kuri pra¢jo bandinj,

intensyvumu: pirmiausiai iSmatuojamas spektrofotometro lempos spektras, paskui jdéjus bandinj
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yra iSmatuojamas tas pats lempos spektras, taciau bandinys dalj Sviesos sugéré, todél spektras
kitoks. Pralaidumo spektras yra gaunamas pradinj spektrg dalinant i§ bandinio spektro. Prietaisas

tiesiogiai nematuoja sugerties spektry, jis tik matematiskai apskaiciuoja ji: A = log,0(2 — T).
1.4. Fluorescencijos spektroskopija

Sviesos emisijos vyksmas yra labai informatyvus tiriant bioobjektus, biostruktiiras ir
paciame objekte vykstancius procesus. Emisija dar yra Zinoma kaip liuminescencija, kuri gali buti
nusakoma dviem spinduliavimo buidais — fluorescencija ir fosforescencija. Suzadintoje biisenoje
molekulé yra nestabili, todél elektronas grjzta j biiseng su maziausia energija, taip atiduodamas
aplinkai pertekling energijg, ja transformuodamas | vibracing ir/ar rotacing energijg arba
i§spinduliuodamas ja $viesos kvantu t.y. liuminescuodamas [11].

Tyrinéjant liuminescenscijos spektrus buvo pastebéta, kad Svytéjimas fluorescencijos srityje
kartais uzsidelsia iki 10 s. Tai vadinama uzdelstaja fluorescencija. Sis procesas vyksta, kai
elektronas i§ suzadintos singuletinés biisenos perSoka | tripleting biiseng, o i§ ten grizta atgal |
singuleting dél temperatiirinés aktyvacijos, po to relaksuodamas j So buseng iSspinduliuoja
fluorescencijos fotong [13].

Fluorescencijos spektro intensyvumas dazniausiai nepriklauso nuo zadinancios bangos ilgio.
Taip yra dél to, kad molekulé fluorescuoja i konkrecios busenos, kuri nepriklauso nuo Zadinimo.
Jei molekulés suzadintas elektronas perSoka j aukStesnius lygmenis, pvz., Sy tai elektronas
nespinduliniu biidu perSoks ] Zemiausig galima suzadintg buseng Si, tada jis arba vidinés
konversijos arba fluorescencijos biidu pereis | zemiausig elektroninés biisenos polygmen;.
Fluorescencija nevyksta i§ aukstesniy suzadinty elektroniniy lygmeny (iSskyrus retas iSimtis).
Spindulinio Suolio tikimybé priklauso nuo energijos tarpo AE tarp lygmeny. Tarp aukStesniy
elektroniniy lygmeny tarpas mazéja — tai salygoja didesne nespindulinio Suolio tikimybe, dél to
aukStesniuose lygmenyse yra galimi tik nespinduliniai Suoliai [14].

Buvo pastebéta, kad apSvietus fluoritg jis iSspinduliuoja ilgesniy bangy Sviesa. Dél to
fluorescencijos spektras pasislenka j ilgesniy bangy sritj sugerties spektro atzvilgiu. Tai pirmasis
pastebéjo G. G. Stokes, jo vardu ir buvo pavadintas §is poslinkis (1.2 pav.). Pagrindiné §io poslinkio
priezastis yra ta, kad, relaksacijos metu vykstant vidinei konversijai, dalis suzadintos molekulés
energijos yra atiduodama aplinkai Siluminés energijos pavidalu, dél to fluorescencijos metu
iSspinduliuoto fotono energija yra mazesné uz energija, kurig gavo sugerties metu.

Fluorescencijos spektroskopija — tai fluorescencijos ir jos zadinimo spektry matavimy
metodas. Sis metodas padeda jvertinti fluorescencijos spektro intensyvuma, forma bei gyvavimo

trukmeg ir yra naudojamas jvairiems diagnostikos tyrimams.



Skirtingos molekulés sugeria Sviesg skirtinguose réziuose. Kad bty gautas fluorescencijos
spektras, molekulé yra Zzadinama tokia S$viesos ilgio banga, kurig ji sugeria geriausiai.
Fluorescencijos spektras yra matuojamas visame emisijos intervale Zadinant tik konkretaus ilgio
$viesos banga. Sis spektras parodo fluorescencijos intensyvumo priklausomybe nuo tam tikro
bangos ilgio. Kartais daroma atvirks¢iai — matuojamas fluorescencijos Zadinimo spektras, keiciant

zadinimo bangos ilgj esant fiksuotam fluorescencijos bangos ilgiui.

A

Stokso poslinkis

‘

Sugertis Fluorescencija

.

1.2 pav. Stokso poslinkj vaizduojantys fluorescencijos ir sugerties spektrai

Molekulés i$spinduliuotas Sviesos fotonas turi specifines savybes, kurios priklauso nuo tos
molekulés aplinkos ir pavidaly. Dél to fluorescencijos matavimai suteikia daug informacijos apie
tiriamg objekta, jo sudéti bei struktiirg. Fluorescencijos gyvavimo trukmé ir jos kvantinis naSumas
taip pat gali suteikti daug informacijos [15].

Fluorescencijos gyvavimo trukmé 7 — tai laikas, kurj molekulé biina savo suzadintoje
biisenoje. Si busena priklauso nuo fluorescencijos gesimo bidy. Fluorescencijos gesimas yra
eksponentinis, kur I yra jos intensyvumas:

1 = I,e™ ", (1.10)
¢ia I, — pradinis fluorescencijos intensyvumas, k — greicio konstanta, kuri nusako intensyvumo
silpnéjima.

GreiCio konstanta susideda i§ spindulinés kg, ir nespindulinés ks, konstanty, kurios yra

sp
atvirk§ciai proporcingos jy gyvavimy trukmeéms Ty, if Tpegp:
1 1 1

T=7-=7—+ =Tsp+7T 1.11
K oy gy PO (4




Fluorescencijos kvantinis naSumas ¢y, tai per tam tikrg laikg iSspinduliuoty Ny, ir sugerty

N, fotony santykis [13]:

O =2 (1.12)

1.5 Fotosensibilizacijos reiskinys

UVC ir UVB spinduliuotés gali sukelti tiesiogines biologiniy molekuliy pazaidas, nes
biomolekulés Siose srityse Sviesg sugeria geriausiai ir $ios spinduliuotés energijos uztenka, kad bity
inicijuotos biomolekuliy fotopazaidos. Tuo tarpu UVA ir regimosios srities spinduliuotes
biomolekulés sugeria mazai ir Sios spinduliuotés dazniausiai fotopazaidy neinicijuoja. Taciau, jei
aplinkoje yra fotosensibilizatoriy, jos gali inicijuoti tolimesnius vyksmus, i§ ko seka, kad
biomolekulés gali biiti pazeistos ir $iy spinduliuo¢iy. Tai vyksta, kai donoras (fotosensibilizatorius)
sugeria Sviesg ir jgauta pertekling energija perduoda aplinkinéms molekuléms (akceptoriams). Taip
akceptoriné molekulé atsiduria suzadintoje biisenoje, kurioje gali dalyvauti jvairiose fotocheminése
reakcijose.

Ne visos molekulés, kurios sugeria Sviesa, taip pat yra ir fotosensibilizatoriai. Kad
molekulés patekty j fotosensibilizatoriy kategorija, jos turi turéti santykinai ilga suzadintos biisenos
gyvavimo trukme, kuri uztikrinty efektyvig energijos pernasa aplinkinéms molekuléms.
Efektyviausi fotosensibilizatoriai yra molekulés, kurios turi didelj interkombinacinés konversijos ]
suzadintg j tripleting biiseng kvantinj nasuma ir ilga tripletinés biisenos gyvavimo trukme.

Fotosensibilizatoriais gali baiti jvairiis organiniai, metalorganiniai ir neorganiniai junginiai,
kai kurie sensibilizatoriai yra susintetinami organizme, ypa¢ augaluose. PavyzdZiui,
fotosensibilizatoriams yra priskiriami kai kurie alkaloidai, chlorofilai, porfirinai, chinonai ir kt.
Taciau ne visos molekulés, kurios sugeria Sviesg, yra efektyviis fotosensibilizatoriai dél to, kad jos
neturi didelio kvantinio naSumo, pvz., antocianinai, gelezj turintys porfirinai ir kt. [11].

Sugérusi Sviesos fotong sensibilizatoriaus molekulé i§ pagrindinés biisenos suzadinama ]
suzadintg singuletine biisena. Si biisena gyvuoja labai trumpai, todél yra laikoma, kad per ta laika
fotodinaminis poveikis nejvyks . Suzadintos singuletinés blisenos energija gali biti issklaidyta arba
i$spinduliuojant fluorescencijos fotong, arba vidine konversija, kurios metu suzadinimo energija

virsta Siluma, kuri taip yra atiduodama tirpiklio molekuléms [16].
1.6 Fotosensibilizacijos reakcijos

Kai suzadintas fotosensibilizatorius sgveikauja su aplinkinémis molekulémis yra galimos
dviejy tipy reakcijos: | tipo reakcijy metu susidaro laisvi fotosensibilizatoriy radikalai, o Il tipo
reakcijos — vyksmai, kuriy metu suzadintos fotosensibilizatoriaus molekulés sgveikauja su

deguonimi (1.3 pav.).
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| Tipas radikalas
Hidroksilo

Pagrindiné
basena

Suzadinta
tripletine T

bisena
&
Singuletinio A< rad|ka|as
deguonies <
generavnmas
Superoksmnuono
radikalas
' 0;
Gesmnmas 2

1.3 pav. Apibendrinta fotosensibilizacijos schema [19]
| tipo fotosensibilizuotos reakcijos atveju suzadinta sensibilizatoriaus molekulé, kuri yra
tripletinéje biisenoje, gali atplésti ar atiduoti elektrong (arba vandenilj) aplinkoje esancioms
molekuléms. | tipo reakcijos vyksta, kai yra mazas atstumas tarp sensibilizatoriaus ir substrato, taip

pat kai terpéje yra daug substrato ir mazai deguonies:

p M up (1.13)

*P+RH—> P+ R*—> PH+R (1.14)
P~(PH) + 0, » P + ‘05 (HO3) (1.15)
R* + 0, - RO; (1.16)

Cia P ir *P — pagrindiné ir suzadinta fotosensibilizatoriaus molekulés biisenos; ‘P~ ir "‘PH —
laisvieji fotosensibilizatoriaus radikalai, susidarantys redukuojantis fotosensibilizatoriui; RH —
oksiduojama substrato molekulé; ‘R*,R- ir RO,— laisvieji radikalai, susidarantys oksiduojantis
aplinkinéms molekuléms.

| tipo reakcijy metu susidare radikalai yra chemiSkai labai aktyviis. Daznai substrato
radikalai reaguoja su deguonimi, taip sudarydami jvairiy tipy oksiduotus produktus. Daznai tai gali
buti peroksidai, kurie toliau gali reaguoti su aplinkinémis molekulémis, taip inicijuodami
grandininius laisvyjy radikaly tipo savioksidacijos procesus. | tipo reakcijose formuojasi
superoksianijono radikalas, riigStinése terpése sudarantis peroksiradikalg. Tokie radikalai efektyviai
oksiduoja biosubstratus ir dismutacijos reakcijoje sudaro vandenilio peroksida. Reakcijos metu gali

buti generuojamos suzadintos singuletinés blisenos deguonies molekulés. Reaguojant
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superoksianijono ir peroksi- radikalams su vandenilio peroksidu susidaro dar stipresnis oksidatorius
— hidroksilo radikalas [16].

Il tipo fotosensibilizuotos reakcijos metu suzadintas tripletinés buisenos fotosensibilizatorius
pertekling energija perduoda deguonies molekulei, kuri yra taip pat tripletingje busenoje, taip
suzadindamas deguonies molekulg i singuleting biisena:

3s* + 30, - °P+ 0, (1.17)

Kadangi abi reakcijoje dalyvaujancios medziagos yra tripletinéje blisenoje, energijos
pernasa tarp jy yra nedraudziama ir vyksta efektyviai. Deguonis, esantis tripletinéje biisenoje, dél
sukinio draudimo negali efektyviai reaguoti su aplinkinémis molekulémis, nes paprastai organiniy
molekuliy pagrindiné blisena yra singuletiné. Bet kai suzadintas deguonis pereina | singuleting
buseng, sukinio draudimas nebegalioja. Singuletinis deguonis taip pat yra ir labiau elektrofiliskas,

todél aktyviau reaguoja su biomolekulémis, kurios yra linke atiduoti elektronus [11].
1.7 Sensibilizatoriy fotostabilumas ir fototransformacijos

Fotosensibilizatoriui yrant Svitinimo metu maz¢ja sugeriamos Sviesos kiekis, nes Sviesa gali
sukelti sensibilizatoriy destrukcija. Sensibilizatoriy fotostabilumo tyrimai parodé, kad Svitinimo
metu blunka sugerties ir fluorescencijos juostos, bet taip pat dar formuojasi naujos tiek sugerties,
tiek fluorescencijos juostos. Fotocheminiy reakcijy metu porfirino tipo fotosensibilizatorius gali
virsti j keliy rasiy fotoproduktus: UV srityje sugerian¢ius produktus, bilirubino tipo produktus,

chlorino tipo produktus ir bakteriochlorino tipo produktus (1.4 pav).

UV srityje sugeriantys produktai Bilirubino tipo produktai

Chlorino tipo produktai Bakteriochlorino tipo produktai

1.4 pav. Porfirino tipo pigmenty svitinimo metu susidarantys fotoproduktai [16]
11



Kai kuriuose tyrimuose $vitinimo metu buvo matomas padidéjimas 240-340 nm réziuose,
kas rodo, kad porfirino makrociklas §vitinimo metu gali suskilti | mazus darinius, kurie sugeria
$viesag UV spektro dalyje. Sie dariniai gali bati atskiri porfirino molekule sudarantys pirolo Ziedai ar
ju junginiai.

Svitinant porfirino tipo pigmentus, kai aplinkoje yra specifiniai oksidatoriai ar reduktoriai,
yra galimybé susidaryti chlorino ir bakteriochlorino kilmés pigmentams, dél kuriy yra pastebimas
sugerties padidéjimas 640-660 nm bangos ilgio ribose. Yra manoma, kad $vitinimo metu yra
redukuojamos dvigubos porfirino jungtys, bet yra pastebimi ir panasiis pokyciai protoporfirino
tirpaluose. Sie poky¢iai buvo aiskinami per deguonies saveika su porfirino makrociklo §oninémis
grupémis [17].

Yra galimas ir dar vienas fotoprodukty tipas, kuris yra panaSus j bilirubino tipo pigmentus.
Tokio tipo pigmentai susidaro, kai vienoje vietoje triksta porfirino ciklas, taip susiformavus atvirai
keturiy pirolo ziedy struktirai. Fotoproduktai, kurie yra panasts j bilirubino pigmentus, yra labai
nestabiliis, egzistuoja trumpa laiko tarpg ir galiausiai suyra j UV spektro srityje sugerianéias atskiras
pirolo ziedy kombinacijas [16].

Atlikti tyrimai parodé, kad Svitinant monomerines porfiringy formas dazniausiai susidaro
fotoproduktai, kurie sugeria Sviesag UV srityje, o agregatinés formos yra link¢ generuoti chlorino ar
bakteriochlorino tipo fotoproduktus [17].

1.8 Fotosensibilizacijos poveikis biomolekuléms

Lipidai yra vandenyje netirpiy biomolekuliy klas¢, kuriai yra priskiriami riebaliniai vaskai,
fosfolipidai ir steroidai. Fosfolipidai fotobiologijoje atlieka svarby vaidmenj, kadangi jie (kaip ir
baltymai) yra pagrindiniai lgsteliy membrany struktiiriniai komponentai. Fosfolipidai yra sudaryti 18
fosforo raigsties likucio ir riebaly riigsciy. Riebaly rigstys gali biti soiosios arba nesociosios
(turin¢ios dvigubg C=C jungtj) [16].

Nesociosios ragstys gali buti fotooksiduotos ir I tipo, ir Il tipo fotosensibilizuotos reakcijos
metu. Nors pirminiai produktai abiejy reakcijy yra aliliniai hidroperoksidai, taciau pati reakcijy
kinetika ir produkty izomerai abiejy tipo reakcijose yra skirtingi. | tipo reakcijy metu susidaro
aliliniai laisvieji radikalai, kurie toliau reaguoja sudarydami jvairius hidroperoksidus, kaip ir kitus

produktus (alkoholius, epoksidus ir ketonus) [17].
1.9 Ypac tyras alyvuogiy aliejus

ISskirtinés alyvuogiy aliejaus charakteristikos: kvapas, skonis, maistingosios savybés,
stabilumas, ji iSskiria 1§ kity valgomyjy augaliniy aliejy. Alyvuogiy aliejaus vartojimas mazina
tikimybe susirgti iSeminémis Sirdies ligomis, diabetu, kai kuriomis vézinémis ligomis ir Kitomis

chroninémis ligomis [18].
12



Chlorofilai yra pigmentai, nuo kuriy priklauso zalia alyvuogés spalva. Natiraliai
atsirandanc¢ios cheminés ir fizikinés reakcijos alyvuogéje lemia jos spalvos kitimg nokstant ir
svarbios i§ alyvuogiy gaminamo aliejaus spalvai. Alyvuogei nokstant jos spalva kinta nuo $viesiai
zalios iki juodos. Sie spalvos poky¢iai priklauso nuo fotosintetinio aktyvumo vaisiui nokstant, prie
to dar prisideda antocianiny padaugéjimas, dél kurio atsiranda raudony démeliy. Alyvuogei
nokstant vyksta didelis chlorofily pigmenty mazéjimas [19].

Chlorofilo-a alyvuogéje yra daugiau negu chlorofilo-b santykiu 3/1. Taip pat yra randama
chlorofilido ir feoforbido pédsaky. Be to, buvo pastebéta, kad chlorofily koncentracija priklauso
nuo alyvmedzio rusies ir laiko, kada jos buvo nuskintos. Alyvuogés, kurios buvo nuskintos iki pilno
prinokimo, turéjo didesn¢ chlorofily koncentracija [12].

Alyvuogiy aliejus kitaip negu kiti augaliniai aliejai yra gaminamas tik mechaniniu ar
fizikiniu budu uztikrinant natiiralias vaisiaus charakteristikas. Gaminant alyvuogiy aliejy yra
prarandama apie 80% chlorofily lyginant su vaisiumi. Tai rodo, kad zalio pigmento aliejuje yra
Zymiai maziau negu alyvuogéje. Malimo procese i§ vaisiuje randamy chlorofilo-a ir chlorofilo-b
negriztamai susidaro kiti pigmentai — feofitinas, véliau pyrofeofitinas. Sitie poky¢iai veikia ir
aliejaus spalva, kuri kei€iasi nuo $viesiai zalios ir rudos iki geltonos. Aliejaus spalvai taip pat gali
daryti jtaka tai, kad gamybai buvo naudotos nevisiskai prinokusios alyvuogés. Spalvos pokyciai
alyvuogeéje rodo nykstantj chlorofily kiekj, kurj kei¢ia jy produktai, tamsiai zali feofitinas-a ir b
[20].

Tyrimai parodé, kad feofitinas-a buvo pagrindinis pigmentas (daugiau nei 75%), kai
chlorofilo-a kiekis kartais buvo sunkiai iSmatuojamas. Chlorofilo-b buvo tarp 0 ir 5,19 mg/kg, o
feofitino-b nuo 0,005 iki 9,72 mg/kg. Taip pat buvo pastebéta, kad prinokimo lygis irgi turéjo jtaka
pigmenty kiekiui. Aliejus, gamintas i§ juody alyvuogiy, turéjo apie 30% maziau Zaliy pigmenty nei
1§ zaliyjy alyvuogiy, o gaminamas i§ raudonyjy turé¢jo 20-25% maziau. Chlorofily kiekis pastoje,
iSspaudose ir aliejuje atitinkamai mazéja (1.1 lent) [21]. YTAA esantys pigmentai su savo
charakteringy juosty vietomis yra nurodyti 1.2 lenteléje.

1.1 lentelé. Pigmenty, esanciy graikiskame ypac tyrame aliejuje, kiekis [19]

Technologija Viso  Chlorofilas-  Chlorofilas-  r. einac b Feofitinas-a
chlorofily b a

Chlorofilo pigmenty kiekis ypac¢ tyrame alyvuogiy aliejuje (mg/kg)
Zalios alyvuogés

Dviejy faziy - 0,9 - 0,4 21,6
Trijy faziy - 0,4 - 0,01 18,2
Juodos alyvuogeés
Dviejy faziy - 0,4 - 14,5
Trijy faziy - 0,2 - 13,8
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Tarptautine alyvuogiy aliejaus taryba (IOOC) yra jvardinusi kriterijus, kuriais remiantis
alyvuogiy aliejai yra skirstomi j skirtingas rasis: tyras (ang. virgin), rafinuotas (ang. refined) ir
grynas (ang, pure). Geriausig kokybe turintis alyvuogiy aliejus yra Zinomas kaip ypac tyras (ang.
extra virgin), jis yra gaunamas po pirmo Salto alyvuogiy spaudimo. Rafinuotas alyvuogiy aliejus yra
gaunamas naudojant rafinavimo metodus, po kuriy nesikeicia pradiné gliceridiné struktira, o grynas
alyvuogiy aliejus yra tiesiog gryno ir rafinuoto alyvuogiy aliejy misinys [2].

Pirmin¢ priezastis, kodél alyvuogiy aliejus praranda savo kokybe, yra oksidacija. Alyvuogiy
aliejy oksidacija gali paveikti keliais skirtingais buidais, tokiais kaip: fotooksidacija (esant Sviesos
poveikiui) arba autooksidacija (tamsoje) [5]. Taciau alyvuogiy aliejus yra laikomas ganétinai
atsparus oksidacijai dél jame natiraliai esan¢iy antioksidanty, kaip karotinoidy ar tokoferoliy [4].
Fotooksidacijos metu keiciasi aliejaus spalva ir skonis, gali atsirasti nemalonus kvapas [20].

YTAA yra didelis kiekis neso¢iyjy riebaliniy riig§¢iy ir fenoliniy junginiy, kurie vyrauja nuo
paprasty iki sudétingy struktiiry. Sie junginiai gali reaguoti su laisvaisiais radikalais ar singuletiniu

deguonimi taip paveikdami YTAA oksidacinj stabilumg [22].
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1.2 lentelé. Alyvuogiy aliejuje esanciy komponenty spektrinés savybés [23]

Tirpiklis % Tirpiklis Ao, Aem,
nm nm nm
Vitaminas E
a-tokoferolis etanolis 292 3265 n-heksanas 295 320
B-tokoferolis etanolis 296 3725 n-heksanas 297 322
o-tokoferolis etanolis 298 3515 n-heksanas 297 322
y-tokoferolis etanolis 298 3809 n-heksanas 297 322
a-tokotrienolis etanolis 292 3652 n-heksanas 290 323
[-tokotrienolis etanolis 292 3540 n-heksanas 290 323
d-tokotrienolis etanolis 297 3403 n-heksanas 292 324
y-tokotrienolis etanolis 297 3737 n-heksanas 290 324
Karotinoidai
B-karotinas n-heksanas 450 3500
Luteinas n-heksanas 445 3550
Chlorofilai
Chlorofilas-a acetonas 430 94700 eteris 436 668
663 75000 acetonas 405 669
9:1 acetonas/vanduo 430 669
Chlorofilas-b acetonas 455 161000 eteris 436 648
645 47100 acetonas 405 652
9:1 acetonas/vanduo 458 653
Feofitinas-a acetonas 409 101800 eteris 436 673
666 44500 9:1 acetonas/vanduo 406 671
Feofitinas-b acetonas 434 145000 eteris 436 661

654 27800 9:1 acetonas/vanduo 435 658

Feoforbidas-a acetonas 409 119200 - - -

667 55200 - - -
Fenoliniai
junginiai
Oleuropeinas ert]anolls/n- 282 - etanolis/n-heksanas 270 310
eksanas
Vanilino rugstis Metanolis 270 349
Siridzino rugstis 270 361
Galio rugstis 270 382
p-kumarino rtgstis 416
0-kumarino riigstis 270 426
Cinamino riigstis 270 420
Tirosolis 270 420
Kofeino rugstis 270 457

Aabs — Sugerties juostos maksimumas, € — ekstinkcijos koef., Aex — fluorescencijos zadinimo juostos
maksimumas, Aem — fluorescencijos juostos maksimumas.
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2. Eksperimentiné dalis

2.1. Prietaisai, naudoti Siame darbe

Spektriniai matavimai buvo atliekami naudojant Avantes-2048 $viesolaidinj spektrometrg
(2.1 pav) ir AvaSoft programg. Programoje yra keturi skirtingi rezimai, naudojami méginiams tirti:
paprasto vaizdavimo, sugerties, pralaidumo ir aps§vitos.

Sugerties rezime yra matuojamas $viesos $altinio ir bandinio spektro skirtumas. Tai yra
atliekama pirmiausiai matuojant ,.tamsinj“ spektrg — spektras matuojamas neSvieéiant lempai.
Toliau yra matuojamas atraminis ,,$viesinis“ spektras. Jis yra matuojamas be bandinio arba su
kiuvete, kurioje yra medziaga, kurios nenorime matyti bandinio sugerties spektre. Po
,nhusviesinimo* jdedamas bandinys, matuojamas jo spektras, o programoje yra atvaizduojamas Sity

dviejy spektry skirtumas.

2.1 pav. Avantes-2048 sviesolaidinio spektrometro schema

Emisijos ir zadinimo spektry matavimai buvo atlickami Perkin Elmer LS55 fluorimetru (2.2
pav.) ir jo valdymo programa FL WinLab.

Matuojant emisijos spektrg i fluorimetro kamerg yra jdedamas bandinys, toliau yra
parenkamos emisijos spektro ribos (200 nm — 900 nm), pasirenkamas Zadinimo bangos ilgis (200
nm — 800 nm), nustatomi suzadinimo (2,5 nm — 15 nm) ir emisijos (2,5 nm — 20 nm)
monochromatoriy ply$iy plocdiai, be to, galima keisti skenavimo greitj, nuo kurio priklauso
1Smatuoto spektro signalo ir triukSmo santykis.

Zadinimo spektro matavimas yra panasus j emisijos spektro matavima. Skiriasi tuo, kad
pasirinkti réziai yra fluorescencijos Zadinimo spektro ribos, o vietoje Zadinimo bangos ilgio

pasirenkamas fluorescencijos bangos ilgis, kuriame bus matuojamas fluorescencijos intensyvumas.
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Elipsinis Fotodaugintuvas

veidrodis M(E)5 A .
M(T)4 Emisijos
imo
—  — jejimo plysys Emisijos \h/‘egrgds
Emisijos filtras (S)3,
Veidrodis Emisijos /
M(S)3

Gardele Gardele

Atraminis
fotodiodas

2.2 pav. Perkin Elmer LS55 fluorimetro veikimo schema

Bandiniy $vitinimo eksperimentams buvo pasirinktas mélyng Sviesg skleidziantis diodas,

kurio spektrinis intensyvumas buvo didziausias ties 404 nm (2.3 pav.), o galios tankis buvo apie 40

mW/cm?2.

Intensyvumas, s. v.

350 375 400 425 450
Bangos ilgis, nm

2.3 pav. Mélyng sviesq skleidziancio diodo spektras
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2.2. Tiriamos medZiagos

2.2.1 Chlorofilai

Chlorofilai yra gamtiniai fotosensibilizatoriai, kurie perduoda energija kitoms augalo
medziagoms, o Sios panaudoja ta energija tolimesniems procesams. Fotosintezés metu chlorofily
sugerty Sviesos fotony energija yra naudojama anglies dvideginj ir vandenj versti j angliavandenius

ir deguon;:

CO, + H,0 riess (CH,0) + 0,. (2.1)

Chlorofilai geriausiai sugeria mélynos (400 — 450 nm) ir geltonos (650 — 680 nm)
regimosios spektro dalies ruozus, taciau blogai sugeria zalig Sviesa (apie 530 nm), dél to augalai ir
yra zalios spalvos [5, 12].

Chlorofilai — chlorino pigmentai yra struktiiriSkai panasiis j kitus porfiriny pigmentus, pvz.,
hema. Chlorofila i§ esmés sudaro dvi dalys: porfiriny ziedas, kurio centre yra magnio atomas, ir
fitolio grandiné. 1928 m. S. Willstater jrodeé, kad chlorofilas yra dviejy medZiagy miSinys —
chlorofilo-a ir chlorofilo-b (2.4 pav.). Natiiraly chlorofilg sudaro abu chlorofilai santykiu 3/1 [13].

Intensyvumas, s. v.

YW 1 B
/ ‘“n/ o l [ “r'
300 350 400 450 500 550 600 650 700
Bangos ilgis, nm
2.4 pav. Chlorofilo-a sugerties spektras [24] 2.5 pav. Chlorofilo-a struktira [24]

2.2.2 Feofitinas
Feofitino struktiira yra labai panasi j chlorofilo molekulés. Ji yra tiesiog be centrinio magnio
atomo, kurj pakei¢ia du vandenilio atomai (2.5 pav.). Magnio atomo dingimas i§ tetrapirolo Ziedo

yra cheminé reakcija, kuri vyksta, kai chlorofilas-a yra paveiktas ragstinés aplinkos [25].
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Bangos ilgis, nm
2.6 pav. Feofitino-a sugerties spektras [26] 2.7 pav. Feofitino-a struktiira [26]

2.2.3 Karotinai
Karotinoidai gali buti suskirstyti j dvi grupes — karotinus ir ksantofilus. Pagrindiniai du
karotinoidai randami YTAA yra B-karotinas ir luteinas. D¢l ruigStingos aplinkos karotinoidai gali

izomerizuotis, dél to YTAA galima rasti luteoksantino, auroksantino, neochromo ir kity karotinoidy
[27].

5
% |
) | P T
g _;3'.’:. R R i oy o e R _H"-‘-:.)"H ~
S, % | 'l 1A
g i '
c :
350 400 450 500 550
Bangos ilgis, nm
2.8 pav. Luteino sugerties spektras [28] 2.9 pav. Luteino struktiira [28]

2.2.4 Nesociosios riebalinés rugstys

Nesociosios riebalinés rugstys turi bent vieng dvigubg rysj riebaly rtgciy struktiiroje. Jos
gali biiti dviejy rtsiy: mono-nesociosios riebaly rigstys (turi vieng m rySj) arba poli-nesociosios
riebaly ragstys (turi kelis @ rySius). Kuo riebaliné ragstis turi daugiau dviguby rysiy, tuo ji labiau
yra linkusi peroksidacijai. Antioksidantai gali apsaugoti nesoCigsias riebalines rugstis nuo

oksidacijos.
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2.10 pav. Oleino rugsties struktiira [29]
2.3. Darbo metodika

2.3.1. Bandiniai
Tyrimams buvo pasirinkti keturi komerciskai prieinami YTAA: du i$ Ispanijos, po vieng i$
Italijos ir Graikijos. Tiriant aliejy spektrines savybes jie buvo laikomi 45 mm x 10 mm x 10 mm

(2.11 pav.) kiuvetése po 1 ml aliejaus. Tarp bandymy YTAA buvo laikomas uzdarame inde,

tamsoje.

2.11 pav. YTAA aliejaus bandiniai kiuvetése.

2.3.2 Blukimo matavimai
Matuojant blukimo efekta YTAA buvo $vie¢iami su mélyng Sviesg skleidzianc¢iu diodu
(2.12 pav). Bandiniai buvo $vitinami po de§imt minudiy esant apie 40 mW/cm? $viesos

intensyvumui su keliy minuciy pertraukomis tarp Svitinimy.
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2.12 pav. Diodu svitinamas aliejaus bandinys
2.3.3 Fluorescencija

Keiciant zadinimo bangos ilgj, pasirenkant jj i§ sugerties spektry, buvo matuojami YTAA
bandinio fluorescencijos ir fluorescencijos Zadinimo spektrai pasinaudojant Perkin Elmer LS55
fluorimetru.

2.3.4 Skirtingos Svitinimo salygos

Norint iSsiaiskinti deguonies poveikj fotovirsmams buvo S$vitinami du YTAA
bandiniai — vienas atviroje voneléje su dideliu pavirSiaus plotu, kitas uzdaroje kiuvetéje su zymiai
mazesniu pavirSiaus plotu, galin¢iu sgveikauti su deguonimi. Abiem atvejais buvo bandoma
iSlaikyti kuo panaSesnes Svitinimo salygas, sistema buvo surinkta taip, kad Sviesos intensyvumas
biity vienodas (apie 40 mW/cm?) ir biity $vitinamas toks pat bandinio plotas (apie 1 cm?).
2.3.5 Fluorescencijos spektruy koregavimas

Fluorescencijos spektrai, kurie buvo zadinami 320-350 nm (2.13 pav.), persidengia su
feofitino-a ir B-karotino sugerties spektrais, dél to gautos juostos yra filtruojamos paties YTAA ir
yra gaunamos ,,iSgrauzos®“, kKurios atitinka YTAA sugerties spektro juostas (413 nm, 453 nm,
484nm). Kad bity atkurtas tikras fluorescencijos spektras, reikéjo laikyti, kad YTAA veikia kaip
vidinis filtras ir keicia fluorescencijos spektro formga.

Kai suzadinta molekulé iSspinduliuoja fluorescencijos fotong, jis turi praeitj dalj kiuvetéje
esancio tirpalo, kol galiausiai pasiekia fotodaugintuvg. Jei fluorescencijos spektras persikloja su
kiuvetéje esancio tirpalo sugerties spektru, galima laikyti, kad tirpalas veikia kaip vidinis filtras
fluorescencijos spektrui. Tuomet fluorescencijos intensyvumas I, praéjes dalj tirpalo ir pries

pasiekiant detektoriy sumazés.

21



450

EM 320 nm
Pradinis_|_|

400 10000 - |

7500

» 5000

Intensyvumas, s. v.

2500 ~

350 400 450 500 550 600 200 sc')o 460 560 6(I)0 7(')0 8(I)O 9(')0 10'00 1100
Bangos ilgis, nm Bangos ilgis, nm
2.13 pav. YTAA fluorescencijos spektrai, 2.14 pav. Koregavimo proceso matematinio
Zadinti ties 320 nm modelio tikrinimas

Kadangi matuojant Avantes-2048 Sviesolaidiniu spektrometru nebuvo gauta YTAA
pralaidumo spektry, tai pasinaudojant Lamberto—Bugerio—Bero désniu YTAA sugerties spektras
buvo perskai¢iuojamas j pralaidumo spektrg (1.10 formulé). Tikrinant, ar matematinis modelis yra
teisingas, buvo bandoma atkurti pradinj lempos spektra (2.14 pav.). Pragjusios pro kiuvete Sviesos
intensyvumas I, buvo padalinamas i§ pralaidumo spektro ir taip gaunamas koreguotas spektras.
Lyginant gauta koreguota spektra su pradiniu Avantes-2048 spektrometro lempos spektru galima
matyti neatitikimy UV srityje, taciau tai yra dél to, kad 220-350 nm srityje YTAA sugerties spektras
yra jsisotings.

Buvo bandoma surasti atitinkamg korekcine kreive fluorescencijos spektrui (2.15 pav), bet
kadangi Perkin Elmer LS55 fluorimetre Saltinio $viesa, kuri ap$vie¢ia bandinj, ir detektorius
tarpusavyje stovi 90° kampu, galima teigti, kad molekulés isfluorescuotas fotonas turi praeiti puse
kiuvetés, kol galiausiai pasiekia fotodaugintuva. IS to seka, kad tinkama korekciné kreive turéty
atitikti pralaidumg per puse¢ optinio kelio, kurj fotonas praeina kiuvetéje. Gautas fluorescencijos

spektras atitinka kity autoriy gautais YTAA spektrus, kurie buvo Zadinti panasiame ruoze [23].
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2.3.6 Duomeny analizé
Spektriné analizé ir skai¢iavimai buvo atlieckami su OriginPro 9.0 programine jranga.

Lyginant spektrus su atskiry medziagy sugerties, fluorescencijos ir fluorescencijos zadinimo
spektrais buvo dirbama su PhotochemCAD 2.1 programa.
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3. Rezultatai ir jy aptarimas

3.1 YTAA sudeétis ir fotovirsmai

IS YTAA sugerties spektro kompozicijos galima spresti, kad ji susidaro iS trijy charakteringy
juosty: B-karotino (453 nm, 484 nm), feofitino-a (413 nm, 538 nm, 610 nm, 670 nm) ir 250-350 nm
juostos, kuri dél sugerties jsisotinimo néra gerai isreiksta. Siai juostai galima priskirti jvairius
fenolinius ir vitamino E junginius (3.1 pav., 2.2 lentel¢). Buvo matuoti jvairiy YTAA (du ispaniski,
italiSkas ir graikiSkas) sugerties spektrai (3.2 pav.). Aliejy spektrai i§ skirtingy regiony skyrési
feofitino-a ir karotinoidy spektriniais intensyvumais. Siy pigmenty kompozicija priklauso nuo
vaisiy prinokimo lygio, klimato salygy, auginimo regiono, apdorojimo techniky, laikymo salygy
[30].
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sudedamosios dalys

Alyvuogiy aliejuje yra aptinkami ir feofitinas-a, ir feofitinas-b [23], tafiau kadangi YTAA
feofitino-a dazniausiai yra vir§ 50 karty daugiau nei feofitino-b (2.1 lentelé), jo charakteringy juosty
negalime i$skirti bendrame YTAA sugerties spektre (3.1 pav.). Fluorescencijos matavimai yra daug
jautresni ir detalesni nei sugerties matavimai, dél to matuojant YTAA fl. spektrg ir Zadinant jj ties
vienu i$ feofitino-a sugerties juostos maksimumy (535 nm) buvo gautas charakteringas feofitino-a
fluorescencijos spektras (3.4 pav.) [23]. Fluorescencijos zadinimo spektras (3.3 pav) buvo
matuojamas ties 710 nm, kadangi zadinant j fluorescencijos spektro maksimumg (675 nm)
fotodetektorius jsisotindavo. ISmatuoto spektro maksimumai atitinka sugerties spektre matomas
charakteringas juostas, todél galima teigti, kad tos juostos tikrai priklauso feofitinui-a. Zadinant
YTAA | feofitino-b Soret juostos maksimumag (435 nm) [23], buvo gautas fluorescencijos spektras,

kuris susidaro i§ feofitino-a ir feofitino-b fluorescencijos spektry (3.5 pav.).
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3.6 pav. Susidariusiy fotoprodukty santykiniy
spektry palyginimas

Svitinant Y TAA mélyng $viesa skleidzian¢iu diodu (2.3 pav.) galima pastebéti, kad 400-700

nm spektro dalyje sugerties intensyvumas mazéja dviejuose vietose — 414 nm ir 670 nm (3.7 pav.).

Abu Sie maksimumai priklauso feofitinui-a. Per visg Svitinimo laikg (2 val.) nubluko beveik visas

feofitinas-a. Taip pat 520-650 nm spektro dalyje galima isskirti intensyvumo augima t. .

susidariusj fotoprodukta.

Stebint YTAA sengjimo procesus, sugerties spektrai buvo matuojami praéjus 2, 4, 7 ir 9

savaitéms po aliejaus jsigijimo. 3.8 pav. galima matyti, kad prieSingai nei Svitinimo eksperimente

be chlorofily juostos intensyvumo mazéjimo yra pastebimas ir karotinoidy juostos intensyvumo

maz¢jimas. Taip pat galima iSskirti, kad abiejuose eksperimentuose buvo pastebimas fotoprodukto

susidarymas.
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Palyginus $vitinimo ir senéjimo metu matytus juostos augimus 520-650 nm spektro dalyje,
matosi, kad susidariusio fotoprodukto juosty formos abiem atvejais yra labai panaSios. Kadangi
Svitinant YTAA jo spektras blunka zymiai didesniu tempu, santykiniame spektre (3.5 pav.) galima
pastebéti ,,iSgrauzas*, kurios atitinka feofitino-a juostos maksimumus. Nepaisant to, galima teigti,
kad abiejy eksperimenty metu susidaré toks pat fotoproduktas.

Susidariusio fotoprodukto spektriné forma yra labai panasi j porfirino juostos formg [31], tai
kyla hipotezé, kad tokie produktai gali gautis oksiduojant ir/arba redukuojant feofiting-a jj paveikus
Sviesa ir aplinkoje esant specifiniams oksidatoriams ar reduktoriams, taip susidaro fotoproduktas,
kurio spektrinés juostos forma yra panasi j porfirino [32]. Tokie produktai dazniausiai susidaro, Kai
chlorino tipo molekulés yra agreguotoje buisenoje [17].

Taciau yra tikimybé, kad susidaro ir bilirubino tipo fotoproduktai (1.4 pav) [17]. Kadangi
tokio tipo pigmentai yra labai nestabiliis ir greitai suyra j atskiras pirolo ziedy kombinacijas, kurios
sugeria Sviesg UV srityje. Tokie pat rezultatai buvo pastebéti ir YTAA bandiniuose (3.9 pav.).
Svitintus YTAA bandinius pamatavus po 2 d. buvo matomas fotoprodukto juostos intensyvumo

mazeéjimas.
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proceso metu
3.10 pav. galima matyti, kad senéjimo proceso metu [-karotino 484 nm juostos
intensyvumas mazéja grei¢iau nei feofitino-a. Taciau Svitinimo metu karotinoidy juostos
intensyvumas beveik nesikeicia. Tai galéty reiksti, kad reakcijose, kurios vyksta Svitinimo metu, 3-
karotinas nedalyvauja ir savo kaip antioksidanto vaidmens neatlicka. YTAA senéjimo metu, kuris
yra zymiai létesnis nei §vitinimo metu vykstancios reakcijos, turéty vyrauti kiti procesai, kuriuose

dalyvauja ir B-karotinas. Jis apsaugo YTAA nuo oksidacijos.
3.2 Skirtingos $vitinimo salygos ir oksidaciniai produktai

Blukimo efektas taip pat buvo stebimas dviejuose YTAA méginiuose su skirtingomis
$vitinimo salygomis: vienas buvo §vitinamas atviroje voneléje, kitas uzdaroje kiuvetéje. Svitinant
Siuos du méginius buvo gauti panasis rezultatai kaip ir ankstesniame YTAA blukimo eksperimente.
Taciau i$ bandinio, §vitinto atviroje voneléje, spektro (3.11 pav.) galima pastebéti, kad feofotino-a
juostos intensyvumas sumazéjo maziau nei bandinyje, Svitintame uzdaroje kiuvetéje. Bandinys,
Svitintas voneléje, buvo nuolatos maiSomas ir susidares fotoproduktas galéjo labiau iSsisklaidyti po
visg bandinio tirj, 0 bandinys uzdaroje kiuvetéje buvo Svitinamas lokaliai ir dél létos difuzijos
uzdarame YTAA bandinyje galima pastebéti sglyginai didesnj blukimo efekts.

Sunormavus YTAA bandiniy sugerties spektrus j 670 nm maksimuma (3.12 pav.) galima
pastebéti, kad 350-650 nm spektro dalis abiejuose $vitintuose méginiuose yra iskilusi daugiau nei
pradiniuose spektruose. Taip yra dél to, kad B-karotinas nedalyvauja ar dalyvauja nezymiai Svitinant
YTAA ir jo spektrinés juostos intensyvumas nekinta. Abiejuose Svitintuose méginiuose susidariusio
fotoprodukto juostos intensyvumas yra toks pat, kas leidZia teigti, kad skirtingos $vitinimo sglygos

neturéjo tam jtakos.
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YTAA fluorescencijos spektruose, kurie buvo matuoti ties 320 nm ir 350 nm (3.13 pav.),
galima i8skirti tris charakteringus maksimumus (388 nm, 442 nm ir 510 nm). Kai kuriuose
straipsniuose yra manoma klaidingai, kad Sios juostos, esan¢ios raudonoje spektro puséje, atitinka
vitamino E fluorescencijos juostas [33]. Taciau kadangi Sie (3.13 pav.) spektrai yra stipriai paveikti
vidinio filtro efekto, gauti maksimumai negali biiti laikomi charakteringais, taip pat tokoferoliniy
junginiy fluorescencijos maksimumai yra apie 320 nm [17]. Kai kuriuose straipsniuose buvo
minima, kad ¢ia gali bati vitamino E oksidaciniy produkty charakteringos juostos, bet vitamino E

oksidaciniai produktai yra nefluorescuojan¢ios medziagos [34].
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3.13 pav. YTAA fluorescencijos spektrali, Zadinti ties 320 nm ir 350 nm
IS koreguoty fluorescencijos spektry galima matyti, kad tiek 3.14 pav., tiek 3.15 pav.
vaizduojamuose spektruose yra intensyvumo augimas trumpyjy bangy pus¢je. Kadangi fenoliniy

junginiy fluorescencija ¢ia neturéty bati uzfiksuota [17], o oksidaciniy produkty fluorescencijos
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spektras dazniausiai slenkasi | raudonaja pusg, tai galima teigti, kad 3.14 pav. ir 3.15 pav. yra

matoma nesociyjy riebaliniy rigsciy oksidaciniy produkty augimas.
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3.3 Fotocheminiy reakcijy, vykstan¢iu YTAA, mechanizmas

Paveikus YTAA $viesa tuo pat metu gali vykti nemazai fotocheminiy reakcijy. Jeigu
aplinkoje yra deguonies molekuliy, gali vykti antro tipo fotosensibilizuota reakcija. Suzadinta
tripletinés bisenos feofitino-a molekulé gali perkelti deguonies molekule j singuleting biisena. Sioje
biisenoje esanti deguonies molekulé yra labai chemiskai aktyvi ir sgveikaudama su nesoc¢iosiomis
riebalinémis riig§timis gali sudaryti jy hidroperoksidus.

Taciau kai aplinkoje yra mazai deguonies molekuliy, suZadinta feofitino-a molekul¢ gali
inicijuoti pirmo tipo fotosensibilizuota reakcija. Sios reakcijos metu feofitinas reaguodamas su
aplinkinémis molekulémis gali sudaryti substrato ir savo paties radikalus. Susidar¢ radikalai irgi
gali reaguoti su nesociosiomis riebalinémis ragstimis ir taip sudaryti jy hidroperiksidus. Taip pat
reaguojant suzadintam feofitinui-a su oksidatoriais ar reduktoriais gali formuotis jo fotoproduktai.
Pvz., feofitinas-a gali oksiduotis ir sudaryti porfirino tipo fotoproduktus, dél kuriy yra stebimas
sugerties padidéjimas 520-650 nm srityje (3.7 pav).

Taip pat $vitinant feofiting-a gali susidaryti bilirubino tipo fotoproduktas. Sis fotoproduktas
yra labai nestabilus, egzistuoja tik trumpg laikg ir greitai suyra j UV srityje Sviesg sugeriancias
atskiry pirolo Ziedy kombinacijas, dél to matomas fotoprodukto juostos intensyvumo mazéjimas per
pora dieny (3.9 pav.).

Galiausiai feofitino-a makrociklas Svitinimo metu suskyla j nedidelius darinius, sugerian¢ius
Sviesg UV spektro srityje. Dél to matomas blukimo efektas YTAA sugerties spektre ties feofitino-a
sugerties juosta. Suire dariniai gali biiti atskiri molekulg sudarantys pirolo Ziedai ar jy junginiai.
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ISvados

1. Reakcijose, kurios vyksta Svitinimo metu, karotinoidai nedalyvauja ir savo kaip antioksidanto
vaidmens neatlieka, prieSingai nei ypal tyro alyvuogiy aliejy sen¢jimo metu vykstanciose
reakcijose, kuriose jie apsaugo alyvuogiy aliejy nuo oksidacijos.

2. Paveikus ypa¢ tyrg alyvuogiy aliejy Sviesa yra tikimybé susidaryti trijy tipy feofitino-a
fotoproduktams: UV spinduliuotés srityje sugerian¢ioms atskiry pirolo ziedy kombinacijoms,
bilirubino tipo pigmentui ir oksiduotam/redukuotam feofitino-a fotoproduktui.

3. Svitinimo metu feofitinas-a inicijuoja nesoé¢iyjy riebaliniy riigi¢iy hidroperoksidy susidaryma.
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Santrauka

Ypac¢ tyras alyvuogiy aliejus (YTAA) yra gaminamas i§ alyvmedziy uogy (lot. olea
europaea), dél Sios priezastis jame yra didelis kiekis nesoCiyjy riig8¢iy ir biologiskai aktyviy
molekuliy. Be to tarp skirtingy augaliniy aliejy rtsiy YTAA turi didZiausig bioaktyviy medziagy
kiekj, dél to YTAA yra laikomas salyginai aukStesnés kokybés nei kiti augaliniais aliejai.
Alyvuogiy aliejaus kokybé priklauso nuo jvairiy faktoriy: regiono, kur auginamos alyvuogeés, vaisiy
prinokimo lygio, sandéliavimo, apdorojimo ir kt. Tinkamos laikymo salygos apsaugo aliejy nuo
oksidaciniy procesy. Oksidacija alyvuogiy aliejuje daugiausia vyksta dél hidrolizuoto degradavimo,
auto- ir foto- oksidacijos.

Tokios medziagos kaip fosfolipidai, tokoferoliai, karotinoidai ir chlorofilai gali veikti kaip
anti- arba pro- oksidantai, dél to gali kisti alyvuogiy aliejaus oksidacinis stabilumas. YTAA galima
rasti natiiraliy fotosensibilizatoriy, kaip chlorofily ar jy produkty. Sie sensibilizatoriai yra
pagrindiné priezastis, dé¢l kurios aliejuje vyksta fotooksidacija, o jame esantys antioksidantai (f3-
karotinas, luteinas) kuria apsauginj efekta.

Siame darbe buvo tiriami YTAA esantys pigmentai, jy sen¢jimo procesai ir antioksidanty
poveikis fotovirsmams. Tyrimams buvo pasirinkti keturi komerciskai prieinami YTAA. Matuojant
bandiniy sugerties, fluorescencijos ir fluorescencijos Zadinimo spektrus buvo aiskinamasi, kokie
fotovirsmai vyksta YTAA ji Svitinant ir vykstant natiiraliam sen¢jimo procesui. I§ fluorescencijos
spektry buvo nustatyta, kad $vitinimo metu susidaro riebaliniy riigsciy hidroperoksidai, dél kuriy

susidarymo keiciasi YTAA skonis ir atsiranda nemalonus kvapas.
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Povilas Zdanis
Spectrometric analysis of phototransformations of natural pigments in extra
virgin olive oil
Summary

Extra virgin olive oil (EVOOQ) is produced from the olive trees fruits (lot. Olea europeae),
and due to the high content of monounsaturated fatty acids and other bioactive compounds, EVOO
is considered beneficial for human health. Among other types of vegetable oils EVOOs are those
with the highest content of compounds with bioactive properties. EVOO’s quality depends on
various factors: degree of fruit ripeness, environmental conditions, growing region and techniques
of processing and storage. Thus, pigments naturally degrade in oil during storage. The oxidation
processes in olive oils are principally due to hydrolytic degradation, auto and photo oxidation.
These processes mainly depend on fatty acid composition and on the presence of other bioactive
components in EVOO.

Components in EVOO such as phospholipids, carotenoids, tocopherols and chlorophylls can
potentially act as anti- or pro-oxidants determining olive oil stability. Photosensitizers in EVOO are
the main initiators of the light-induced oxidation, while the presence of antioxidants creates a
protective effect.

The purpose of this research was to investigate pigments in EVOOS, their aging processes
and the effect of antioxidants on phototransformations. Four commercially available EVOOs was
chosen for the experiments. While measuring absorption, fluorescence and excitation spectra of the
specimens we have studied the phototransformations occurring while irradiating the samples with a
light and also while monitoring aging process in EVOO. While studying fluorescence spectra of
EVOO’s we have found that the irradiation of EVOO sample leads to the formation of
hydroperoxides of unsaturated fatty acids. Which are responsible for the typical unpleasant aroma.
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