VILNIAUS UNIVERSITETAS

FIZINIUY IR TECHNOLOGIJOS MOKSLU CENTRO
CHEMIJOS INSTITUTAS

VIKTOR MAZEIKO

POLIANILINO IR POLIPIROLO, AUKSO NANODALELIU
BEI [VAIRIU ELEKTRONU PERNASOS TARPININKU
TAIKYMAS GLIUKOZES BIOLOGINIUOSE
JUTIKLIUOSE

Daktaro disertacija

Fiziniai mokslai, chemija (03 P)

Vilnius, 2015 metai

1



Disertacija buvo ruoSiama 2010 — 2014 metais Vilniaus universitete,
Chemijos fakultete, Analizinés ir aplinkos chemijos katedroje.

Moksliné vadové - doc. dr. Asta KauSaité—Minkstimiené (Vilniaus
universitetas, fiziniai mokslai, chemija — 03 P)



TURINYS

SANTRUIMPOS ..ttt e e br e abe e e ree s 6
LIV ADAS et e e bt bbbt ana e nnee e 8
2. LITERATUROS APZVALGA .......oovvviiiiieiisiinsseisssissssssssssssssssssssssssss e 13
2.1 Biologinial JUTTKHAT.......coiviiiieieiie e 13
2.2 Gliukozés biologiniai JUtIKIIAT .......eveiiiviiiiiii e 15
2.3 Elektrony perneSimo tarpininkal .......c.cocvveivieriiiiiiiiicsies e 17
2.4 Fenazino Metosulfatas ..........ccocovviiiiiiiiic 18
2.5 Kiti elektrony pernasos tarpininkal .........ccocvvervieiiiiieciiiee s 19
2.6 Tt KONJUGUOLT POIIMETAT «..vveevviiiiie sttt 20
2.7 Fermenting KP SINtEZE........c.coiiiiiiiiiiieiiie ettt 22
2.8 KP taikymas biologiniuose JUtiKIIUOSE..........cccviieiiiiiieiie e 22
2.9 POHANTINGS ... s 23
2.10 POHPITOIAS ...ttt 26
2. 11 FEIMENTAL .....eeiiiieiieiieeee e s 28
2.12 Michaelio—Menten KiNetiKa............covriiiiiiiiii e 31
2.13 Fermenty imobilizavimo elektrodo pavirSiuje blidai .........ccccoveviiiiiiiiiiiieieee, 32
2.14 GIUKOZES OKSIAAZE .......veeiiieiii e 34
2.15 Aukso nanodaleliy taikymas fermentiniuose biologiniuose jutikliuose................. 35
3. DARBO METODAL ...ttt ettt 38
3.1 Reagentai ir tIrPalal ........cccveiieeie e 38
3.2 Grafito eleKtrodo ParuoSIMAS ........covieiiiiiiiiiiie i 39
3.3 Grafito elektrodo modifikavimas glikozés oksidaze...........cccooeviviiiiiiiiiniinicnnnn 39

3.5 Grafito elektrodo modifikuoto gliukozés oksidaze padengimas polipirolo
STUOKSINIU ... e 40

3.6 Aukso nanodaleliy daleliy SINtEZE...........cccuviiiiiiiiiiiciic e 40



3.7 I polianilino sluoksnj jterpty gliukozés oksidazeés bei gliukozés oksidazes ir
aukso nanodaleliu Struktliry SINTEZE .......ccvvviviiiiiiiiii i
3.8 Grafito elektrody modifikuoty kompozitinémis dalelémis paruoSimas...................
3.9 Elektrony pernasos tarpininkais ir gliukozés oksidaze modifikuoty grafito
CleKtrody PATUOSIMAS ......vviiiiiiiiciie ettt st b e et e e s e e e e nnbeee s
3.10 Elektrony pernaSos tarpininky ir gliukozés oksidazés miSiniu modifikuoty
grafito elektrody PartoSIMAS ......uvviiiiiiiiiiie e
3.11 Elektrocheminiy matavimuy SZIYZOS ......c.vveiiiiiiiiiiieiiiie e
3.12 Ciklinés amperometrijos matavimo SZLYZOS.......cciuirrvieiiieiiiiiieeie e
3.13 Salygos elektrody stabilumo tyrimams ..........ccccevviiiiiiiiiiiiic e
3.14 Tyrimai atominiy j€ZY MIKIOSKOPU ......eoiviiiiiiiiiiiii e
3.15 Tyrimai skenuojanciu elektrony mikroSKOpU.........cccocveeiiiiiiiiiieiiie e
3.16 Spektrofotometrinial tYriMal .........cviueiieiieiie e

3.17 Tyrimai optiniu MIKIOSKOPU........covieiiieiie e
4. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS......ccooiiiiiiiene e

4.1 PANI SINtEZE HITPALE ...eovviiiiiiiii i s
4.2 Grafito elektrody pavirSiuje imobilizuotos GOx jterpimas j PANI sluoksnj...........
4.3 Jterptos ] PANI sluoksnj GOx kinetiniy savybiy tyrimai........ccccoceervveniiiinesineennn.
4.4 Elektrody pavirsiaus tyrimai SEM it AIM .....cccccoviiiiiiieiiec e
4.5 PANI jtaka gliukozés biologinio jutiklio parametrams...........ccccoceviiiiiiiiiicnieenne,
4.6 Polianilino jtaka terminiam gliukozés jutiklio stabilumui ...........cccooviiiiiiniinnn.
4.7 Biologinio jutiklio analizinio signalo pakartojamumo tyrimai .........c.ccccceeveeeveenee.
4.8 Jutiklio jautris pasalin€ms MedZIaZOMS .......ccvvviiiuiieiiiiie i eriee e siee e
4.9 PPY ir PANI jtakos jutiklio charakteristikoms palyginimas..........c.cccocevveniennnnen,
4.10 AuND taikymas gliukozés biologiniame jutiklyje ........ccocoveviveiiiiiiiiiiiiceee
4.11 Elektrony pernaSos tarpininky tyrimas.......cccocvereerierreeneeneeneeseeseeseeseeseesneennens

| RA YN ) Y0 1 TR
PUBLIKACIJOS DISERTACIJOS TEMA ....cooeeeoeoeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e



PRANESIMU MOKSLINESE KONFERENCIJOSE TEZES ..........c..cccocovvveunn.n..

NAUDOTA LITERATURA



SANTRUMPOS
5,6-DAP — 5,6-diamino-1,10-fenantrolinas;

Ag/AgCI/CI- — sidabro chloridinis elektrodas;

AJM — atominiy jégy mikroskopas;

ATP — adenozin-5'-trifosfatas;

AUND - aukso nanodalelés;

A-PBS — acetatinis fosfatinis buferis;

BAM - biologiskai aktyvi medziaga;

ELP — elektrai laidiis polimerai;

EPT — elektrony pernesimo tarpininkas;

FAD — flavino adenino dinukleotidas;

FMS — fenazino metosulfatas;

GA — gliutaro aldehidas;

GOx — gliukozes oksidaze;

(GOX)PANI — gliukozés oksidazé jterpta j polianilino sluoksnj;
(GOx/AUND)PANI — gliukozés oksidazé ir aukso nanodalelés jterptos i}
polianilino sluoksnj;

GR — modifikavimui paruostas grafito elektrodas;

GR/(GOx)PANI — grafito elektrodas modifikuotas polianilino sluoksnyje
iterptos gliukozés oksidazes dalelémis;

GR/(GOx/AuND)PANI — grafito elektrodas modifikuotas polianilino
sluoksnyje jterptomis aukso nanodaleliy ir gliukozés oksidazes dalelémis;
GR/GOx — gliukozés oksidaze modifikuotas grafito elektrodas;
GR/GOx/PANI — gliukozés oksidaze ir polianilino sluoksniu modifikuotas
grafito elektrodas;

GR/GOx/PPY — gliukozés oksidaze ir pilipirolo sluoksniu modifikuotas
grafito elektrodas;

GR/M/GOx — grafito elektrodas modifikuotas elektrony pernasos

tarpininku ir gliukozés oksidaze;



GR/M-GOx — grafito elektrodas modifikuotas elektrony pernasos
tarpininko ir gliukozés oksidazés miSinio sluoksniu.

GTP — guanozin-5'-trifosfatas;

Imax — soties sroveés stipris;

Km — Michaelo konstanta;

Kontrolinis elektrodas 1 — gliukozés oksidaze modifikuotas grafito
elektrodas tam tikram laikui pamerktas j buferinj tirpalg su gliukoze;
Kontrolinis elektrodas 2 — gliukozés oksidaze modifikuotas grafito
elektrodas tam tikram laikui pamerktas i buferinj tirpalg su anilinu;

KP — n—rt konjuguoti polimerai;

MB — metileno mélis;

PANI — polianilinas;

PPY — polipirolas;

SAM - savitvarkis monosluoksnis;

SEM - skenuojantis elektroninis mikroskopas;

TB — toluidino mélynasis;

TCNQ - tetracianochinondimetanas;

TEP — tiesioginé elektrony pernasa;

TTF — tetratiofulvalenas;

TTF-TCNQ - tetratiofulvaleno-tetracianochinondimetano kompleksas;
UTP — uridin-5'-trifosfatas;



1. IVADAS
Cukrinis diabetas (Diabetes mellitus) arba cukraligé — tai visuma

metaboliniy sutrikimy, kuriuos sukelia suprastéjes organizmo gebéjimas sintetinti
insuling ir taip panaudoti organizme esancig gliukoze¢. Pasaulyje cukriniu diabetu
serga apie 100 mln. Zmoniy ir jy skaiGius vis didéja. Siam sveikatos sutrikimui
diagnozuoti ir gydyti reikalingas tikslus bei greitas gliukozés koncentracijos
Kraujyje nustatymo budas. Biologiskai aktyviy anali¢iy Kiekio nustatymui
sudétingos matricos meéginiuose (kraujyje, kraujo serume, Slapime, kituose
organizmo skysciuose) puikiai tinka elektrocheminiai biologiniai jutikliai. Nuo
1962 mety, kai buvo sukonstruotas pirmasis gliukozés biologinis jutiklis [1], buvo
atlikta gausybé moksliniy tyrimy, skirty gliukozés nustatymui in vitro ir in vivo
[2]. Siuo metu biologiniai jutikliai dél trumpos analizés trukmeés, didelio
atrankumo ir jautrio analitei [3], paprastos bei pigios analizés [4] placiai
naudojami maisto ir gérimy pramonéje, gamtiniy objekty analizéje bei medicinoje
[5].

Dél paprastos konstrukcijos amperometriniai biologiniai jutikliai yra bene
placiausiai naudojami. Konstruojant tiek amperometrinius, tiek ir kitus
elektrocheminius biologinius jutiklius vienas i§ svarbiausiy etapy yra fermento
imobilizavimas elektrodo pavirSiuje. Pasililyta jvairiy imobilizavimo budy
naudojant fiziking adsorbcija, pagava gelio matricoje, suriSimg difunkciniais
junginiais ar savitvarkius monosluoksnius [6]. Fermentinio elektrodo
charakteristikos priklauso nuo biologiskai aktyvios medziagos (BAM)
imobilizavimo budo bei imobilizavimo metu susidariusio BAM sluoksnio
prigimties ir storio [7]. Tinkamai imobilizavus fermenta elektrodo pavirsiuje
sumazinama analizés kaina, nes tokius elektrodus galima naudoti pakartotinai,
sudaroma galimybé reguliuoti katalizines fermento savybes. Kuriant naujas
imobilizavimo metodikas siekiama pagerinti jutikliy jautrj, analizinio signalo
pakartojamumag, praplésti analités nustatymo ribas bei pailginti jutiklio naudojimo

laika.



Konstruojant amperometrinius biologinius jutiklius daug privalumy ir
naujy galimybiy atveria n—n konjuguoty polimery (KP) panaudojimas [8], nes Sie
polimerai yra tinkami jvairiy fermenty imobilizavimui [9]. Vieni i§ svarbiausiy ir
pladiausiai tyrin¢gjamy KP yra polianilinas (PANI) ir polipirolas (PPY). Sie
polimerai suteikia stabilig ir porétg matricg fermento imobilizavimui, palengvina
elektrony pernasg nuo fermento aktyvaus cento iki elektrodo pavirSiaus [10] bei
pasizymi biosuderinamumu [11]. Fermento jterpimas } polimerinj sluoksnj
apsaugo fermentg nuo i$siplovimo, taciau dél Sio sluoksnio pralaidumo analitei
katalizinémis savybémis pasizyminciy sri¢iy prieinamumas islicka [12]. Be to, dél
difuziniy apribojimy Zenklus Michaelio konstantos (Km) padidéjimas sglygoja
reik§mingg jutiklio analizinio signalo priklausomybés nuo analités koncentracijos
tiesinio intervalo padidéjima [13]. KP tradiciskai sintetinami elektrocheminés arba
cheminés oksidacinés sintezés budais, taciau abu Sie budai pasizymi tam tikrais
trikumais, todél siame darbe buvo pasirinktas fermentinés KP sintezés budas.

Tinkamas elektrodo pavirSiaus paruoSimas ir biologiskai aktyvios
medziagos imobilizavimas yra labai svarbus zingsnis konstruojant biologinius
jutiklius. Spar¢iai augantis jvairiy nanodariniy naudojimas, Siekiant padidinti
elektrodo pavirSiaus plota ir pagerinti elektrinj laidj, modifikuojant elektrodus
skirtingo dydzio tauriyjy metaly nanodalelémis arba anglies nanovamzdeliais,
salygoja platesnj ir efektyvesnj biologiniy jutikliniy panaudojimg aplinkosaugoje,
maisto pramonéje bei klinikiniuose tyrimuose [14,15]. Siame darbe pademostruota
skirtingo dydzio aukso nanodaleliy (AuND) jtaka gliukozés oksidazés (GOx)
katalizuojamai PANI sintezei bei gliukozés biologinio jutiklio analiziniams
parametrams.

Pastaruoju  metu, siekiant pagerinti minétas gliukozés jutikliy
charakteristikas bei sukurti bereagentinius jutiklius, papildomai naudojamos
organings ir neorganinés kilmeés medZiagos uZztikrinancios elektrony pernasa nuo
fermento aktyviojo centro iki elektrodo pavirSiaus — elektrony pernasos

tarpininkai (EPT). Nepaisant didZiulio Sia tema atlieckamy tyrimy ir publikuojamy
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darby kiekio naudojant skirtingus EPT [16,17,18,19], néra aiSkaus jy veikimo
palyginimo bei konkre¢iai analizinei sistemai daromos jtakos jvertinimo. Todél
Siame darbe buvo palyginti keletas placiausiai naudojamy EPT, jvertinta jy jtaka
gliukozés biologinio jutiklio analiziniam signalui bei iStirtos pagrindinés

analizinés charakteristikos panaudojant tinkamiausius EPT.

Darbo tikslas:

Pritaikyti m-n konjuguotus polimerus polianiling ir polipirolg, aukso nanodaleles
bei jvairius elektrony pernaSos tarpininkus amperometriniuose gliukozés

biologiniuose jutikliuose.

Darbo uzdaviniai:

» Istirti polianilino ir polipirolo susidarymg bei padengti jy sluoksniu gliukozés
oksidaze¢ imobilizuotg grafito elektrody pavirsiuje;

» Istirti bei palyginti polianilino ir polipirolo sluoksnio jtakg amperometriniy
gliukozés biologiniy jutikliy analizinéms charakteristikoms;

» Susintetinti gliukozés oksidazés bei gliukozés oksidazés ir aukso nanodaleliy
jterpty 1 polianilino sluoksnj nanokompozitines struktiiras ir iStirti aukso
nanodaleliy jtakg polianilino susidarymo greiciui;

» Istirti bei palyginti nanokompozitiniy struktiry jtakg amperometriniy
gliukozes biologiniy jutikliy analizinéms charakteristikoms;

» Istirti skirtingy elektrony pernasos tarpininky imobilizuoty grafito elektrody
pavirSiuje jtaka amperometrinio gliukozés biologinio jutiklio analizinéms

charakteristikoms.
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Ginamieji disertacijos teiginiai:

>

Polipirolo ir polianilino sluoksnis suformuotas grafito elektrody, modifikuoty
gliukozés oksidaze, pavirSiuje praplecia amperometrinio gliukozés biologinio
jutiklio analizinio signalo tiesinés priklausomybés nuo gliukozeés
koncentracijos intervalg, padidina stabilumg bei pagerina analizinio signalo
pakartojamuma;

Aukso nanodalelés ne tik padidina anilino fermentinés polimerizacijos
reakcijos greit], bet ir budamos gliukozés oksidazés ir polianilino
nanokompozitiniy struktiry sudétyje, vykstant fermentinei gliukozés
oksidacijai, uztikrina efektyvesng elektrony pernasa nuo gliukozés oksidazés
redoks centro flavino adenino dinukleotido iki elektrodo, ir tokiu budu
padidina biologiniu jutikliu registruojamag analizinj signala;

Elektrony pernasos tarpininkai tetratiofulvalenas, fenazino metosulfatas, 5,6-
diamino-1,10-fenantrolinas, tetratiofulvaleno-tetracianochinondimetano
kompleksas, metileno mélis, toluidino mélynasis ir kalio heksacianoferatas
imobilizuoti grafito elektrody pavirsiuje jgalina efektyviag elektrony pernasa
nuo gliukozés oksidazés redoks centro iki elektrodo pavirSiaus. Efektyviausia
elektrony pernasa pasizymi tetratiofulvalenas ir tetratiofulvaleno-

tetracianochinondimetano kompleksas.

Mokslinis darbo naujumas:

>

Pasitlytas fermentinis n-m konjuguoty polimery sintezés biidas pagristas
gliukozés oksidazés katalizuojama gliukozés oksidacijos molekuliniu
deguonimi iki vandenilio peroksido ir gliukonolaktono, kuris spontaniskai
hidrolizuojasi iki gliukono riigities, reakcija. Siame darbe katalizinis
gliukozés oksidazés aktyvumas buvo panaudotas pirolo ir anilino

polimerizacijai. Parodyta, kad tirpale esant gliukozei ir iStirpusiam deguoniui
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fermento katalizuojamos reakcijos metu susidargs stiprus oksidatorius
vandenilio peroksidas bei gliukono riigstis sudaro salygas polimerizacijos
reakcijai vyksmui;

Pademonstruota galimybé polianilino ir polipirolo sluoksniu padengti
gliukozés oksidaze modifikuoty grafito elektrody pavirSius ir susintetinti
gliukozés oksidazes jterptos i polianilino sluoksnj bei gliukozés oksidazes ir
aukso nanodaleliy jterpty j polianilino sluoksnj nanokompozitines struktiiras.
IStirta ir palyginta polimerinio sluoksnio bei nanokompozitiniy struktiiry jtakg
amperometriniy gliukozés biologiniy jutikliy pagrindinéms analizinéms
charakteristikoms;

Parodyta, kad polimeriniu sluoksniu padengiant gliukozés oksidaze
modifikuoty grafito elektrody pavirSius galima keisti imobilizuoto fermento
kinetinius parametrus ir konstruoti biologinius jutiklius gebancius detektuoti
gliukozés kiekj platesniame koncentracijy intervale;

Pademonstruota, kad aukso nanodalelés ne tik padidina polianilino
susidarymo greit], bet ir biidamos gliukozés oksidazés ir polianilino
nanokompozitiniy struktiiry sudétyje pasizymi elektrony pernasos tarpininky
savybémis. Tai daro teigiamg jtaka elektrony pernasai nuo fermento redoks
centro iki elektrodo pavirsiaus ir pagerina biologinio jutiklio jautrj,

Palygintas grafito elektrody pavirSiuje imobilizuoty elektrony pernasSos
tarpininky tetratiofulvaleno, fenazino metosulfato, metileno mélio, 5,6-
diamino-1,10-fenantrolino, tetratiofulvaleno-tetracianochinondimetano
komplekso, toluidino mélynojo ir kalio heksacianoferato gebéjimas pernesti
elektronus nuo gliukozés oksidazés redoks centro iki grafito elektrodo
pavirSiaus. Efektyviausia elektrony pernasa pasizyméjusiy elektrony pernaSos
tarpininky tetratiofulvaleno ir tetratiofulvaleno-tetracianochinondimetano
komplekso pagrindu sukonstruoti ir iStirti bereagentiniai amperometriniai

gliukozes jutikliai.
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2. LITERATUROS APZVALGA

2.1 Biologiniai jutikliai
Biologinis jutiklis — tai daugiakomponenté sistema, sudaryta i$ biologiskai
aktyvaus elemento (BAM) atpazjstancio norimg analit¢ ir sgveikaujancéio su ja,
signalo vertiklio, kuris paveréia BAM sgveikos su analite signalg elektriniu

signalu ir signalg registruojancio jrenginio (pav. 2.1).

\/
Biologiskai aktyvus elementas

Signalo vertiklis

Pav. 2.1 Principin¢ biologinio jutiklio schema.

Pagal BAM saveika su analite skiriamos dvi pagrindinés biologiniy jutikliy
grupés [20]. Pirmoji grupé — Kkataliziniai biologiniai jutikliai. Siai grupei
priskiriami jutikliai, kuriy biologisSkai aktyvus elementas pasizymi katalizinémis
savybémis. Sio tipo biologiniuose jutikliuose BAM naudojami fermentai,
fermenty turinCios biologinés kilmés medZiagos arba iStisos Igsteliy membranos,
kuriy pavirSiuje yra katalizinémis savybémis pasizyminiy junginiy. Antrajai
jutikliy grupei priskiriami afiniSkumo biologiniai jutikliai. Sios analizinés
sistemos yra skirtos identifikuoti arba nustatyti analités koncentracija, panaudojant
biologinés kilmés medziagas, pasizyminéias afiniskumu nustatomai analitei. Sio
tipo biologiniuose jutikliuvose BAM naudojami antikiinai, viengrandés DNR

fragmentai, RNR, receptoriai ir kitos afiniSkumu pasizymin¢ios medziagos.
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Yra jvairiy biologiniy jutikliy signalo registravimo biidy. Pagal sistemos
naudojimo ypatumus bei poreikius galima pasirinkti elektrocheminj ar
elektromagnetin} signalo registravimo buda. Galima naudoti kvarco kristalo
osciliatorius, akustiniy bangy jrenginius, pavirSiaus plazmony rezonanso
analizatorius bei bendrosios paskirties elektrochemines sistemas [20]. IS visy
iSvardinty signalo registravimo biidy, konstruojant biologinius jutiklius,
daZniausiai taikomas elektrocheminis signalo registravimo badas. Sio bido,
lyginant su kitais signalo registravimo buidais, privalumai yra maza analizés kaina,
didelis jautris, patikimumas bei galimybé rinktis i§ keliy detekcijos metody
(voltamperometrijos, potenciometrijos, kulonometrijos ar konduktometrijos).

Amperometriniai biologiniai jutikliai registruoja elektrochemings sistemos
srovés stiprj, atsiradantj dél biocheminés ir elektrocheminés reakcijy, esant
pastoviam indikatorinio elektrodo potencialui. Analizinio signalo registravimui
dazniausiai naudojama trielektrodé elektrocheminé celé, Kkuriag sudaro mazo
pavirSiaus ploto lengvai poliarizuojamas indikatorinis elektrodas ir didelio
pavir§iaus ploto nesipoliarizuojantys pagalbinis ir lyginamasis elektrodai.
Lyginamuoju elektrodu dazniausiai naudojamas sidabro chloridinis (Ag/AgCI/CI")
arba kalomelio elektrodas. Indikatorinis ir pagalbinis elektrodai turi bati
chemiskai inertiski. Jais dazniausiai naudojami Au, Pt, grafitas. Tokios analizinés
sistemos veikimas labiausiai priklauso nuo indikatorinio elektrodo pavirSiuje
imobilizuotos BAM (pvz., fermento) savybiy, bei naudojamos biocheminio
signalo registravimo jrangos [21,22,23].

Pagal elektrony, nuo fermento aktyviojo centro elektrodui, perdavimo
principg amperometriniai biologiniai jutikliai skirstomi j tris kartas. Pirmos kartos
jutiklivose elektrochemiSkai registruojami fermentinéje reakcijoje dalyvaujantys
substratai arba susidarantys produktai. Antros kartos jutikliuose elektrochemiskai
detektuojamas sintetinis elektrony akceptorius arba donoras — elektrony perneSimo
tarpininkas (EPT). Trecios kartos jutikliuose elektrony pernasa nuo fermento

aktyviojo centro iki elektrodo vyksta tiesiogiai. Visy trijy karty jutikliy elektrony
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pernaSos schema pavaizduota pav. 2.2. Placiai naudojami antrosios kartos
jutikliai, bet trecCiosios kartos yra patraukliausi, nes analizés metu nereikia
papildomai pridéti EPT. Be trijy pagrindiniy biologiniy jutikliy karty Siuo metu
yra iSskiriama ir ketvirtoji biologiniy jutikliy karta, kuriuos konstruojant

panaudojamos nanomedziagos [24].

Pirmos kartos jutiklis

[ ¢"p Elektrodas

)

oksiduotas
Substratas EPT
Fermento red >
Produktas kofaktorius EPT

redukuotas

Tiesiogine
elektrony
pernasa

(=]

=

w
sepoipyaia 2 |
sipinnf soyey sonuy

[ Elektrodas

Trecios kartos jutiklis

Pav. 2.2 Amperometriniy biologiniy jutikliy kartos

Amperometriniai biologiniai jutikliai yra patikimi, piglis ir jautrls
analittms esan¢ioms jvairiuose maisto produkty, gérimy, klinikiniuose bei

biologinés kilmés méginiuose [25,26].

2.2 Gliukozés biologiniai jutikliai
Gliukozeés biologiniai jutikliai uZima svarbig vietg pasaulingje rinkoje del

diabeto paplitimo, kuris yra pasaulinés reikSmes sveikatos problema. Kiekvienam
serganciajam diabetu biitina pastoviai stebéti gliukozés koncentracija kraujyje. Tai
lémé sparty gliukozés jutikliy tyrinéjimo bei konstravimo sferos augima.
Dauguma komerciSkai prieinamy gliukozés jutikliy yra amperometrinai
biologiniai jutikliai su indikatorinio elektrodo pavirSiuje imobilizuotu fermentu,

kuris reaguoja ] substratg — gliukoze, esancig tiriamojoje terpéje. Nors yra kelios
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fermenty risys skaidancios gliukoze kaip pagrindinj substratg [27], labiausiai
biologiniy jutikliy konstravimui tinkamos yra gliukozés oksidazés. Pagrindinis jy
privalumas — pakankamai didelis stabilumas, todél gliukozés jutikliai su
imobilizuotomis GOx placiai tyrinéjami iki Siol [28,29,30].

Rutininei gliukozés koncentracijos kraujyje analizei daZzniausiai gaminami
pirmos kartos fermentiniai gliukozés jutikliai, kuriy veikimas pagrjstas GOx
katalizuojamos gliukozés oksidacijos iStirpusiu deguonimi metu susidarancio
H.O, amperometrine detekcija esant indikatorinio elektrodo potencialui >
+600 mV (Ag/AgCI/CI™ lyginamojo elektrodo atzvilgiu) [31,32] arba antros
kartos, kuriuos Konstruojant naudojami jvairtis EPT [33]. Jy naudojimas leidzia
analize atlikti esant Zymiai maZesniam indikatorinio elektrodo potencialui.
Indikatoriniais elektrodais dazniausiai naudojami grafito [34,35] arba tauriyjy
metaly [36,37] elektrodai. GOx gali buti imobilizuota elektrodo pavirSiuje arba
uzdengta kokia nors pusiau pralaidzia membrana, neisleidzia jos i$ prielektrodinio
sluoksnio. Siuo metu tyrinéjamos jvairios membranos skirtos ne tik apsaugoti
elektrodo pavirSiuje imobilizuota GOx [38,39], bet ir membranos, galinCios
pagerinti jutiklio atrankumg sumazinant nepageidaujamy medziagy (askorbo bei
urino rugséiy), kurios kartu su gliukoze dalyvauja oksidacijos-redukcijos
reakcijose ir tokiu budu iskreipia analizinj signalg, pralaidumg pro apsauging
membrang [40].

Bene perspektyviausi buty bereagenciai (antros kartos kai EPT
imobilizuotas elektrodo pavirsiuje) arba trecios kartos biologiniai jutikliai, nes jie
galéty buti naudojami keletg karty be papildomo EPT pridéjimo prie§ kiekvieng
tyrimg, 0 treCios kartos biologiniy jutikliy atveju elektronai biity perneSami
tiesiogiai nuo fermento aktyviojo centro elektrodui. Taciau tiesioginéje elektrony
pernaSoje (TEP) néra lengvai pasiekiama, nes paprastai atstumas nuo fermento
aktyvaus centro iki fermento globulés iSorés yra per didelis, kad elektronai galéty
npereiti nuo fermento aktyviojo centro iki elektrodo. Pavyzdziui, gliukozés

oksidazés molekulés diametras yra 8,6 nm, o didZiausi atstumai, kuriuos
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elektronas jveikia esant 0,3 V indikatorinio elektrodo potencialui yra 0,8 — 1,7 nm.
Todél tokiems jutikliams konstruoti geriausiai tinka tokie fermentai, Kkuriy
kofaktorius arba kitos elektrochemisSkai aktyvios grupés, galinCios dalyvauti TEP,
yra pakankamai arti fermento globulés pavirSiaus. Tokiy fermenty néra daug. TEP
buvo pastebéta tarp Au elektrodo ir laukiniy krieny peroksidazés, GOX ir

chemisSkai modifikuoto grafito elektrodo ir dar keleto fermenty ir elektrody.

2.3 Elektrony pernesimo tarpininkai
Konstruojant biologinius jutiklius daznai susiduriama su problema, kuomet

nejmanoma iSmatuoti nei substrato, nei reakcijos produkto koncentracijos. Tokiais
atvejais naudojami EPT — jvairlis organinés arba neorganinés kilmés junginiai,
galintys lengvai ir greitai oksidacijos-redukcijos reakcijos metu paimti ir atiduoti
elektronus. Tod¢l dazniausiai naudojamos mazos molekulinés masés molekulés,
galinCios lengvai pasiekti fermento aktyvyji centra bei esant nedideliam
elektrocheminiam potencialui virsti 1§ oksiduotos formos i redukuotg ir atvirksciai.
EPT daznai naudojami kalio heksacianoferatas, fenazino metosulfatas, ferocenas,
chinonai ir Kiti.

Dalyvaujanc¢iy oksidacijos-redukcijos reakcijoje junginiy koncentracijos
pokyciai  prie elektrodo lengvai nustatomi  amperometriSkai  arba
potenciometriSkai. Panaudojant EPT siekiama pagerinti ir pagreitinti elektrony
pernasa nuo fermento aktyviojo centro iki elektrai laidaus elektrodo sluoksnio,
pvz. aukso, platinos, grafito bei grafito pastos elektrody pavirSiaus [41] arba
elektrai laidziy polimery [42,43]. Tokia elektrony pernasa gali biiti pavaizduota
schema (pav. 2.3), kur substrato oksidacijos metu redukuotas fermento kofaktorius
oksiduojamas EPT. Pastarajam atiduodant elektronus indikatoriniam elektrodui

registruojamas elektrocheminio signalo pokytis.
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Pav. 2.3 EPT panaudojimo biologiniame jutiklyje schema.

EPT placiai naudojami ir tais atvejais, kuomet galima nustatyti substrato
arba reakcijos produkty koncentracijas. EPT panaudojimas tokiais atvejais leidzia
pagreitinti elektrony pernasa bei sustiprinti analizin] signalg tuo pagerinant
analizinés sistemos jautr]. Taip pat leidZia sumazinti indikatoriniam elektrodui
suteikiamg potencialg ir tokiu budu sumazinti kity reakcijos terp¢je esanciy

pasaliniy medZziagy jtakg analiziniam signalui.

2.4 Fenazino metosulfatas
Vienas EPT pavyzdziy yra fenazino metosulfatas (FMS), kuris daznai

naudojamas atliekant fermentiniy biologiniy jutikliy tyrimus. Sis EPT atitinka
visus pagrindinius reikalavimus keliamus EPT, nors ir yra jautrus Sviesai.
Oksiduota ir redukuota FMS formos pavaizduotos pav. 2.3. Fenazino metosulfatas
dazniausiai naudojamas kaip tirpus EPT, bet taip pat gali buti jterptas j polimero
sluoksnj [44] ar adsorbuotas elektrodo pavirsiuje.

ce@[@-m : CID
H;CO-5-0" : HaCO -

i -0

UJ
O’J

O
O

A B

Pav. 2.4 Fenazino metosulfato redukuota (A) ir oksiduota (B) formos.
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2.5 Kiti elektrony pernasos tarpininkai
Konstruojant biologinius gliukozés jutiklius placiai naudojami ir kiti EPT.

Visais atvejais tokiems EPT taikomi bendri reikalavimai: turi pasiekti fermento
aktyvyjj centrg ir jj oksiduoti, paties EPT oksidacijos redukcijos reakcija turi buti
greita, kuo maziau nuo terpés pH priklausantis redokso potencialas, EPT turi buti
stabilus visose redoks formose, nedalyvauti paSalinése redokso reakcijose,
pageidautinas kuo maZesnis toksiskumas[45,46]. Siuos reikalavimus puikiai
atitinka tokie EPT kaip fericianidas, ferocenas, tetratiofulvalenas (TTF),
tetratiofulvaleno-tetracianochinondimetano kompleksas (TTF-TCNQ), chinono

bei fenotiazino junginiai [47]. Siy junginiy struktiira pateikta pav. 2.5.

' N J
"c fuc?

;FO‘ . S S ”\ IJ
e N = =) I
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Feniciamidas Ferocenas TTF TCNQ

o-benzochinonas Metileno mélis

Pav. 2.5 DaZnai naudojamy EPT strukttros.

Kaip alternatyva gelezies dariniy EPT (fericianido, feroceno) gliukozés
biologiniuose jutikliuose gali bati naudojamas TTF [48]. Sis EPT taip pat
naudojamas askorbo riigSties [49], pieno rugstis [50], glutamino ir glutamo
ragsciy [51] biologiniuose jutikliuose.

Placiai apraSytas orto-benzchinino panaudojimas kuriant gliukozes jutiklius

jterpiant jj j grafito pastos matricg [52]. Taip pat pakankamai placiai aprasytas ir
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toluidino mélynojo [53] bei metileno mélio [54] panaudojimas gliukozés
jutikliuose. Nepaisant moksliniy prane$imy gausos, moksliniuose publikacijose
nepavyko rasti aiSkaus EPT veikimo palyginimo esant tai paciai jutiklio

konstrukcijai bei toms pac¢ioms eksperimento sglygoms.

2.6 m—m konjuguoti polimerai
n—7 konjuguoti polimerai (KP) yra nauja organiniy polimery klasé savo

struktiiroje turint] konjuguota n-m elektrony sistema ir pasizymint] tiek metaly,
tiek polimery savybémis. Kadangi dél delokalizuotos elektroninés sistemos m-m
konjuguotoje grandin¢je Sie polimerai daznai pasizymi laidumu, todé¢l dar yra
vadinami elektrai laidZiais polimerais (ELP). Kartais ELP elektriniu laidZiu
nenusileidzia metalams, todél tokie junginiai literatliroje praminti sintetiniais
metalais [55]. Siy polimery tyrimai prasidéjo prie§ tris deSimtmecius, kuomet
buvo pastebétos unikalios $iy polimery savybés [56,57]. Nejtikétinos poliacetileno
savybés nulémé pasaulinj susidoméjimg ir jau neuzilgo buvo susintetinti ir kiti KP
(polianilinas, polipirolas ir politiofenas). Siuo metu KP naudojami jvairiose
srityse, pavyzdziui baterijy elektrodams [58], cheminiams [59] ir biologiniams
jutikliams gaminti [60], jvairiuose biomedicininiuose jrenginiuose [61],
elektroninéje tekstiléje [62], dirbtiniams raumenims gaminti [63] bei kaip

fermenty imobilizavimo matrica [64].
e TR
A * B
/ A\ /o \
D
A OO0
E
Pav. 2.6 Dazniausiai naudojami KP: A — trans poliacetilenas; B — cis

poliacetilenas; C — politiofenas; D — polipirolas; E — polianilinas.
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KP savybés priklauso nuo salygy, kuriose vykdoma polimerizacija, nuo
sintezei naudojamy monomery modifikavimo, nuo polimerinés grandinés ilgio,
nuo medziagy, kuriomis jie buvo legiruoti polimerizacijos metu [65]. KP
grandinéje yra teigiamai jkrauty grupiy, tod¢l elektrocheminés ir fizikinés savybés
taip pat priklauso ir nuo priesjoniy geometrijos, kriivio ir dydZio.

Pagrindiniai KP privalumai yra paprasta jy sintezé i$ pigiy monomery bei
naudojant jvairius sintezés biidus lengvai valdomos fizikings, elektrocheminés ir
optinés savybés. Dazniausiai naudojami KP sintezés biuidai yra elektrocheming ir
cheminé oksidaciné polimerizacija. Nemazai atlickamy tyrimy yra sukoncentruoti
ties elektrochemine KP polimerizacija [66,67], kuomet plona polimero plévelé yra
formuojama elektrodo pavirSiuje i§ vandeniniy arba nevandeniniy terpiy vykstant
anodinei monomero oksidacijai. Tokiais atvejais naudojamos jvairios
elektrocheminés sintezés  technikos: potenciostating, galvanostating,
potenciodinaminé [68]. Sis polimerizacijos bidas turi daug privalumy, nes
atliekant elektrocheming sintez¢ jmanoma kontroliuoti susidariusio polimero
masg, plévelés storj bei sluoksnio morfologija, taciau $is biidas turi ir tam tikry
tukumy. Pagrindinis trukumas yra tas, kad elektrocheminés sintezés biidu yra
sudétinga pagaminti didelius polimero kiekius nes polimeras formuojasi tik
elektrodo pavirSiuje. Taip pat paminétu biidu sintetinamas polimeras yra netirpus
nei vandenyje, nei organiniuose tirpikliuose. Dél iSvardinty trikumy, cheminé
oksidaciné monomery polimerizacija iSlieka placiausiai naudojamu CP sintezés
biidu. Paprastas, greitas, nereikalaujantis sudétingos jrangos cheminés sintezés
metodas, kurio metu KP susidaro visame tirpalo tliryje yra kur kas tinkamesnis
dideliems polimero kiekiams gaminti [69], o tai leidzia Siuos polimerus placiai
panaudoti jau aptartose mokslo ir technologijy srityse. Taciau atliekant cheming
oksidacing monomery polimerizacija dazniausiai naudojami stipris ir toksiski
neorganinés kilmés reagentai, tokie kaip amonio persulfatas [70], vandenilio

peroksidas [71], gelezies (III) chloridas [72], vario (Il) perchloratas [73], kalio
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heksacianoferatas [74]. Todél, Siuo poziliriu labai perspektyvus yra fermentinis

KP sintezés budas.

2.7 Fermentiné KP sintezé
Pastaruoju metu vis didesnj susidoméjimg kelia fermenty katalizuojamos

organinés reakcijos, kuriy metu in vitro inicijuojamas naujy naudingy medziagy
susidarymas [75]. Fermenty panaudojimas organinés sintezés mety suteikia keleta
privalumy: (I) reakcija vyksta esant Svelnioms sglygoms (neriekalinga auksta
temperatiira, didelis slégis bei labai mazas pH), o tai yra energetiSkai naudinga;
(I1) reakcija vyksta atrankiai ir nesusidaro pasaliniy produkty; (III) reakcijos metu
nenaudojamos toksiSkos medZiagos, tokiu biidu sintezé¢ yra draugiska aplinkai ir
atitinka vis grieztesnius ekologinius reikalavimus [°].

Fermentiné oksidaciné poliaromatiniy junginiy sintezé pagrjsta fermentine
reakcija, kurios metu susidaro stiprus oksidatorius, dazniausiai vandenilio
peroksidas. Susidares oksidatorius inicijuoja polimerizacijos reakcija, kurios metu
susidaro pageidaujamas polimeras. Polimerizacijos reakcijoms inicijuoti
dazniausiai naudojami oksireduktaziy klasés fermentai, pavyzdziui krieny
peroksidazé, sojy peroksidazé, lakazé [77].

Krieny peroksidazé — dazniausiai naudojamas fermentas vandenyje tirpiy
KP sintezei. Fermentinés sintezés budai naudojant krieny peroksidazg pasitilyti
tiek anilino [78], tiek ir pirolo [79] polimerizacijai. Abiem atvejais fermentinés
sintezés metu susintetinti KP yra tirplis vandenyje ir pasizymi geru elektriniu
laidziu.

PanasSus fermentinés KP sintezés biidas buvo panaudotas ir Siame darbe,
leidZiantis susintetintus polimerinius sluoksnius ar nanokompozitine struktiiras

naudoti gliukozés biologinio jutiklio konstrukcijoje.

2.8 KP taikymas biologiniuose jutikliuose
KP ypatingai tinka fermenty imobilizavimui elektrodo pavirSiuje. Yra gana

daug monomery, kurie gali biiti polimerizuojami elektrodo pavirSiuje, o esant tam
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tikroms salygoms gali sudaryti elektrai laidZius sluoksnius. IS visy KP
biologiniuose jutikliuose dazniausiai naudojamas polianilinas, polipirolas ir
politiofenas.

Konstruojant fermentinius biologinius jutiklius KP gali bati panaudojami
keletu biidy:

1) fermentai i§ pradziy kokiu nors budu imobilizuojami elektrodo
pavirSiuje, véliau padengiami KP sluoksniu;

2) fermentai kartu su EPT imobilizuojami elektrodo pavirsiuje
elektrocheminés sintezés metu susidaranciame polimero tinkle;

3) fermentai imobilizuojami elektrodo pavirsiuje elektrocheminés sintezés
metu susidaran¢iame polimero tinkle. Siuo atveju EPT nenaudojami. Tikétina, kad
del polimerui budingo elektroninio laidzio elektronai bus pernesami nuo fermento

aktyviojo centro prie elektrodo pavirsiaus [80,81].

2.9 Polianilinas
Polianilinas  (PANI) —  polimeras, pasiZymintis elektrinémis,

elektrocheminémis ir optinémis savybémis, taip pat cheminiu stabilumu ir
salyginai dideliu elektriniu laidziu [82,83]. PANI sintetinamas jvairiais
elektrocheminiais arba cheminiais polimerizacijos metodais. PANI sintetinant
elektrocheminés polimerizacijos biidu gaunamas mechaniskai patvarus, ilgos
grandinés polimeras, tac¢iau mazai tirpus vandenyje. Naudojant cheminj sintezés
buda, polimero grandiné gaunama trumpesné, polimero tirpumas vandenyje
padidéja, taciau suprastéja elektrinés PANI savybés.

PANI yra vienas i§ placiausiai jvairiose mokslo ir technologijy srityse
naudojamy KP. Tam turi jtakos PANI formy gausa [84]: leukoemeraldinas,
emeraldino bazé, emeraldino druska, pernigranilinas (pav. 2.7) bei tarpiniai Siy
formy dariniai, kurie esant tam tikroms sglygoms taip pat yra stabiliis. PANI

formy gausa kiekvienu atveju suteikia galimybe pasirinkti norimas PANI savybes.
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Pav. 2.7 PANI formos: A — leukoemeraldinas; B — emeraldinas; C —

pernigranilinas; D, E ir F — leukoemeraldino, emeraldino ir pernigranilino
protonizuotos formos.

Norint susintetinti dideliu laidZiu bei geromis mechaninémis savybémis
pasizymint] polianiling, daug démesio skiriama sintezés biidy ieSkojimui. Nors
maziems PANI kiekiams sintetinti ir tirti yra naudojamas elektrocheminis sintezés
biidas, tac¢iau cheminé oksidaciné PANI sintez¢ iSlieka placiausiai naudojama.
Oksidacinj anilino polimerizacijos mechanizma galime suskirstyti j tris stadijas:

inicijavimg, grandinés augima ir grandinés nutrukima.
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Pav. 2.8 Cheminés sintezés metu susintetinty PANI formy UV/VIS absorbcijos
spektrai: A — pernigranilinas, B — emeraldino bazé, C — leukoemeraldinas, D —

emeraldino druska.

Pladiausiai priimtas anilino cheminés oksidacinés polimerizacijos
mechanizmas pateiktas pav. 2.9. Inicijavimo stadijoje anilino monomeras
oksiduojamas stipriu oksidatoriumi (pvz., vandenilio peroksidu [85] ar Kkitais
oksidatoriais [86]) susidarant anilino katijonradikalui. Pasikeitus katijonradikalo
konformacijai yra atakuojamas anilino monomeras. Vykstant oksidacijos ir
deprotonizavimo reakcijoms susidaro dimerinis Kkatijonradikalas ir prasideda
grandinés augimo stadija. Dimerinis katijonradikalas reaguoja su monomerais ir
vykstant pasikartojantiems oksidacijos, susijungimo ir deprotonizacijos procesams
sudaro vandenyje tirpas oligomerai, o0 reakcijai vykstant toliau galiausiai susidaro
netirpus PANI [87].
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Pav. 2.9 Cheminés oksidacinés anilino polimerizacijos schema: A — iniciavimas,

B — grandinés augimas, C — grandinés nutriikimas.

2.10 Polipirolas
Polipirolas yra vienas intensyviausiai tyriméjamy KP dél paprastos

sintezés, gero elektrinio laidzio [88], biosuderinamumo [89], gero atsparumo
aplinkos poveikiui ir terminio stabilumo [90].

Pirolo polimerizacijos procesas pladiai tirtas pastaraisiais deSimtmeciais.
Siais tyrimais nustatyta, kad cheminés oksidacinés pirolo sintezés metu
polimerizacijos iniciavimui panaudojus jvairius oksidatorius, pirolo polimerizacija
vyksta pagal pseudopolikondensacijos mechanizmg [91]. Nepaisant keliy
publikuoty darby, kuomet pirolo sintezé¢ buvo vykdoma organiniuose tirpikliuose,
dazniausiai polimerizacija vykdoma vandeninéje terpéje esant mazoms pH
vertéms [92]. Pagal placiausiai priimtg pirolo cheminés oksidacinés
polimerizacijos mechanizma, polimerizacija vyksta susijungiant dviem
katijonradikalams [93]. Pagal $j mechanizma, iniciavimo stadijos metu, vyksta

pirolo oksidacija susidarant chemiskai aktyvus monomero Katijonradikalui (pav.
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2.10 A). Susijungus dviem katijonradikalams ir vélesnés deprotonizacijos metu
susidaro bipirolo molekulés. Grandinés augimo stadijoje bipirolo molekulés vél
oksiduojamos ir susijungia su kitu oksiduotu segmentu (pav. 2.10 B).
Pasikartojantys oksidacijos, susijungimo ir deprotonizacijos procesai sudaro
vandenyje tirpius oligomerus, o reakcijai vykstant toliau, galiausiai susidaro

netirpus PPY.
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Pav. 2.10 Pirolo cheminés oksidacinés polimerizacijos iniciavimas (A), grandinés

augimas bei dimery ir trimery susidarymas (B).

Pagal kita pasiiilyta Sios polimerizacijos reakcijos mechanizma, grandinés
augimo stadijoje katijonradikalas reaguoja su neutralia monomero molekule [94].
Tuomet jvyksta oksidacijos ir deprotonizacijos procesai ir susidaro bipirolo
molekulés, kuriuos tuctuojau oksiduojasi ir sudaro dimerinj katijonradikalg.
Susidargs darinys atakuoja sekanc¢ig neutralig pirolo molekule ir susidaro trimeras
(pav. 2.11 A). Pasikartojant aprasytam procesui polimero grandiné auga ir
galiausiai susidaro PPY.

VisiSkai neseniai atlikti nauji tyrimai pateiké kinetinj pirolo cheminés
oksidacinés polimerizacijos mechanizmg [95], pagal kurj kur kas labiau tikétina
kad polimerizacijos reakcija vyksta pagal schema pav. 2.11, o ne pagal placiausiai
priimta mechanizma pateikta pav. 2.10. Pagal pateiktus duomenis polimerizacijos

greitis priklauso nuo monomero koncentracijos ir naudojamo oksidatoriaus
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prigimties. Susidariusio polimero iSeiga tuo geresné, kuo didesné oksidatoriaus
koncentracija, o taip pat nuo pasirinkto oksidatoriaus priklauso susidariusio PPY
laidis. Chemiskai sintetinto PPY laidis yra maZesnis nei PPY susintetinto
elektrocheminés sintezés biidu ir paprastai yra apie 10 S cm ™. Tam tikrais atvejais
naudojamas oksidatorius gali legiruoti susidarius; PPY ir taip pat padindinti jo
laidumg elektros srovei [96]. Susidariusio PPY savybés taip pat priklauso ir nuo
paruo$imo budo [97], pasirinkto tirpiklio [98], polimerizacijos trukmés ir

temperatiiros [99].
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Pav. 2.11 Pirolo dimery ir trimery susidarymo mechanizmo schema (A) bei

grandinés augimas ir PPY susidarymas (B).

2.11 Fermentai
Tam, kad uZztikrinti normalias gyvo organizmo funkcijas beveik visos

organizme vykstancios cheminés reakcijos yra greitinamos biologinés kilmés
katalizatoriais — fermentais. Fermentai chemines reakcijas privercia vykti iki 10°
karty greiCiau negu jos vykty savaime (fermentas katalazé greitina vandenilio

peroksido skilimg). Taigi, fermentai — tai biologiniai katalizatoriai, sumazinantys
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reakcijos energetinj barjerg ir taip pagreitinantys organizme vykstanc¢ias chemines
reakcijas [1%°].

Fermentas saveikauja su substratu, paversdamas jj fermentinés reakcijos
produktu. Fermentiné reakcija vyksta tik tam tikroje fermento dalyje —
aktyviajame centre, kuris susidaro formuojantis tretinei baltymo struktirai is$
suartéjusiy, skirtingose baltymo molekulés vietose esanciy Soniniy amino ragsciy.
Aktyvus centras turi substrato prisijungimo ir katalizing sritj. DaZniausiai tarp
fermento aktyviojo centro ir substrato susidaro vandeniliniai arba kovalentiniai

ry$iai, hidrofobinés, hidrofilinés arba elektrostatinés sgveikos.

be fermento i\
Aktyvacijos
energija
Aktyvacijos be
= u 1 energija fermento
:EHIJ fermentu su fermentu
b v N
[5 Reagentai
Prodl;ktai
Laikas
Pav. 2.12 Reakcijos kelias su fermentu ir be fermento.
Fermentas
Substratas

Produktai
Aktyvusis centras

Fremento —
substrato
kompleksas

< ~

Substratas pavertiamas o
produktais Fermentas susijungiasu

substratu

Pav. 2.13 Principiné fermento veikimo schema.
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Fermentai, kaip visi katalizatoriai, reakcijos metu néra nei sunaudojami, nei
pagaminami. Jie nekeic¢ia termodinaminés reakcijos pusiausvyros, o tik sumazina
termodinaminés pusiausvyros pasiekimo laikg, t.y. pagreitina reakcija. Fermentai,
kaip ir nebiologiniai katalizatoriai, daznai katalizuoja kelias reakcijas, ta¢iau yra ir
labai atrankiy fermenty, kurie greitina tik vieng reakcija. Fermentai, dél savo
baltyminés kilmeés, yra jautriis terpés pH ir temperattros kitimui. Labai maZos
arba labai didelés pH vertés bei aukSta temperatiira gali suardyti baltymo tretine
strukttirg ir taip panaikinti fermento katalitines savybes.

Kadangi fermentai yra baltyminés sandaros biologiniai katalizatoriai, jiems
budingos tiek bendrosios katalizatoriy savybés, tiek tam tikros specifinés savybés.
Savybés budingos ir fermentams, ir cheminiams katalizatoriams:

v' reakcijos metu nei sunaudojami, nei pagaminami;

v' didina reakcijos greitj, bet nekeicia reakcijos pusiausvyros.

Savybés budingos tik fermentams:

» greitina tik tam tikra cheming reakcija ir negamina salutiniy reakcijos
produkty;

» jautras temperatdros ir terpés pH pokyciams;

» atrankus substratams — vieni fermentai atrankus tik vienam substratui, o
kiti fermentai gali katalizuoti keleto junginiy virsmus;

» aktyvumas reguliuojamas — priklauso nuo tam tikry junginiy kiekio
biologingje aplinkoje.

Fermentai skirstomi j grupes pagal savo katalizuojamos reakcijos pobid;:

1. oksireduktazés — katalizuoja oksidacijos-redukcijos reakcijas [101];

2. transferazés — katalizuoja funkciniy grupiy perneSimg nuo vienos
molekulés iki Kitos [102];

3. hidrolazés — katalizuoja medziagy jungc€iy skaidyma hidrolizés biidu

dalyvaujant vandeniui [*%3];
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4. liazés — katalizuoja nehidroliziniy funkcijy grupiy (H20, amonio, COy)
atskilima susidarant dvigubai jungciai arba grupiy prisijungimg dviguby jungciy
vietoje [104];

5. izomerazés — katalizuoja izomerizacijos reakcijas [105];

6. ligazés — katalizuoja medziagy sintezés reakcijas, o vykstant
kondensacijos reakcijai naujoms jungtims sudaryti naudoja makroenerginiy
junginiy Pavyzdziui adenozin-5'-trifosfato (ATP), guanozin-5'-trifosfato (GTP)
arba uridin-5'-trifosfato (UTP) energija [106].

Tiriant fermentines reakcijas biitina prisiminti, kad fermentinés reakcijos
greitis priklauso ne tik nuo substrato ir fermento koncentracijy, bet ir nuo terpés
pH, slégio, temperattros bei papildomy medZziagy, galiniy slopinti arba greitinti
fermentine reakcija (slopikliy arba aktyvikliy) koncentracijy. Fermentiniy reakcijy

apraSymui tinka Michaelis—Menten kinetika.

2.12 Michaelio—-Menten kinetika
Labai daZnai fermentinés reakcijos kinetikai apraSyti yra taikomas

supaprastintas matematinis modelis apytiksliai aprasantis daugelj fermentiniy
reakcijy matematinémis lygtimis. Vienas 1§ tokiy matematiniy modeliy yra
Michaelis-Menten kinetika. Sis modelis aprasyti fermentinei reakcijai yra
tinkamas tuomet, kai reakcijos metu nesusidaro papildomi tarpiniai junginiai bei
nevyksta reakcijos slopinimas arba alosterija. Be to, apraSant fermentinés
reakcijos kinetika Siuo modeliu priimamos dvi pagrindinés prielaidos:

1) susidariusio tarpinio komplekso koncentracija reakcijos metu yra
pastovi;

2) laisvo ir suristo j kompleksg fermento koncentracijy suma reakcijos
metu yra pastovi.

Primojo laipsnio fermentin¢ reakcija aprasoma:

k. k,
E+S = ES — E+P

2
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1)
kur: E — fermentas; S — substratas; ES — fermento-substrato kompleksas; P — produktas;
k1, K2 ir k3 — reakcijos grei¢io konstantos.

Michaelis-Menten lygtis:

- ‘max' [S]
V_—
() M [ ]

kur: V — reakcijos greitis; Vmax — maksimalus reakcijos greitis; [S] — substrato

koncentracija; Km — Michaelio konstanta.

Pav. 2.14 Michaelio-Menten lygties konstanty nustatymas.

Tiriant fermenty aktyvuma patogu naudotis Michaelio konstanta (Kw). Sios
konstantos reikSmes jvairioms reakcijoms yra skirtingos ir parodo fermenty
gimininguma substratams. Giminingumas — fermento geba prijungti substratg. Kwm
galima nustatyti dviem badais: apskaic¢iuoti remiantis Michaelio-Menten lygtimi
arba nustatyti grafiskai (pav. 2.14) [107].

2.13 Fermenty imobilizavimo elektrodo pavirsiuje buidai
Biologiniy katalizatoriy i$skyrimas neprarandant kataliziniy jy savybiy yra

sudétingas procesas, o paties iSgryninto fermento kaina yra ganétinai didelé.
Norint sukurti daugkartinio panaudojimo analizing sistemg, sumaZzinti analizés
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kaing bei eliminuoti didelés molekulinés masés junginiy difuzijos keliamus
trukdzius, fermentus biitina iSskirti 1§ reakcijos terpés. Tai pasiekiama juos
imobilizuojant elektrodo pavirSiuje. Imobilizacijos metu siekiama iSlaikyti visas
fermenty katalizines bei atrankumo savybes ir kuo tvir¢iau prijungti prie elektrodo
pavirSiaus. Fermentai elektrodo pavirSiuje gali bati imobilizuoti fizikinés arba
cheminés imobilizacijos budais. Fizikiniams imobilizavimo biidams priskiriama
adsorbcija, pagava gelio matricoje [38] bei jterpimas j cheminés arba
elektrocheminés polimerizacijos biidu gauta polimero sluoksnj [43]. Cheminiai
imobilizavimo biidai skirstomi j kovalentinj prijungimag prie elektrodo pavirSiaus,
susiuvimg kryzminiais kovalentiniais rySiais, panaudojant daugiafunkcinius
reagentus (glutaro aldehida, karbodiimida ir kt.) [108]. Be to, siekiant kuo stipriau
prijungti fermentus prie pavirSiaus, daznai naudojama fizikiniy bei cheminiy biidy
kombinacija.

Konstruojant elektrocheminius fermentinius jutiklius indikatoriniais
elektrodais dazniausiai naudojami tauriyjy metaly arba jvairios modifikacijos
anglies elektrodai [34,35,36]. Imobilizuojant fermentus ant grafito pavirSiaus
paprastai taikoma paprastos fizikinés adsorbcijos ir cheminio imobilizavimo
susiuvant su daugiafunkciniais reagentais kombinacija. Adsorbcijos metu
fermentas lengvai pereina ] poringos matricos (grafito) sluoksnj, dél ko
sutrumpéja elektrony perneSimo atstumas nuo fermento iki elektrodo.
Imobilizuojant siuo biidu fermento savybés iSlaikomos, taciau galima fermenty
desorbcija nuo elektrodo pavirSiaus, o dél to blogéja analizinio signalo
pakartojamumas. Tam, kad iSvengti Siy trikumy, po fizikinés adsorbcijos
taikomas cheminis imobilizavimo budas. Norint fermentus imobilizuoti ant
metaliniy pavirSiy adsorbcijos nepakanka, kadangi biologinés medziagos
dazniausiai ne tik néra adsorbuojamos metalo pavirSiaus, bet daznai
denatiiruojamos, dél ko netenka savo aktyvumo. Tokiais atvejais norint tvirtai
prijungti fermenta, taikomos imobilizavimo metodikos panaudojant savitvarkius

monosluoksnius (SAM) [109] arba KP.
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2.14 Gliukozés oksidazé
Gliukozés oksidazé (GOx) priklauso oksidoreduktaziy grupés fermentams.

Sis fermentas pirma karta buvo iskirtas 1928 metais i§ Aspergillus niger. Si GOx
sudaryta i§ dviejy polipeptidiniy grandiniy sudaryty i$ 18 skirtingy amino ragsciy,
o molekuliné masé apie 186 000 [27]. GOx taip pat iSskiriama i§ Glaucum
penicillium, Penicillium vitale ir kity rasiy pelésiniy grybeliy. Nepriklausomai i$
kokiy pelésiniy grybeliy GOx iSskirta, visy jy molekuliné masé yra apie 160 000 —
180 000 Da, o izoelektrinis taskas prie pH =4.2.

GOx placiai naudojama daugelyje mokslo bei pramonés sri¢iy: kuriant
biologinius kuro elementus [110], kaip maisto ir gérimy papildas [111], mazai
alkoholio turin¢io vyno gamyboje [112], higienoje kaip anti-mikrobinis agentas
[113], gliukono riigsties gamyboje [114], tekstilés pramonéje [115] beli

konstruojant gliukozés jutiklius [27].

Pav. 2.15 Bendra GOx topografija su pazymétomis o spiralémis bei antrinémis
strukttiromis [116].

GOx i§ Aspergilus niger ar Penicillium vitale yra nuo flavino adenino
dinukleotido (FAD) priklausoma oksidaz¢, kuri katalizuoja B-D-gliukozés

oksidacijg iki D-gliukono-8-laktono molekuliniu deguonimi [117].
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Pav. 2.16 GOx katalizuojamos reakcijos schema.

Nauji GOx sintezés budai iSgaunant Svary fermentg panaudojant geny
inzinerijg yra aprasyti literatiiroje [118, 119]. Pagrindiné problema gaminant §vary
GOx preparatg yra iSvengti paSaliniy fermenty (celiulazés, katalazés ir amilazés)
kurie taip pat yra gaminami Aspergilus niger. Siam tikslui pasiekti naudojama
geny inzinerija modifikuojant arba jau Zinomus organizmus gaminancius GOX,

arba pasitelkiant naujus ir juos modifikuojant [119].

2.15 Aukso nanodaleliy taikymas fermentiniuose biologiniuose
jutikliuose

Konstruojant ~ fermentinius  biologinius  jutiklius ir  nagringjant
bioelektrochemines reakcijas yra bitinas teisingas elektrony perneSimo nuo
fermento aktyviojo centro iki elektrodo pavirSiaus mechanizmo supratimas.
Pastaruoju metu dedamos didziulés mokslininky pastangos nagrinéjant
tiesioginius elektrocheminius procesus, vykstancius tarp fermento ir elektrodo.
Pastovaus ir pakankamo stiprio tiesioginio elektrinio signalo uztikrinimas yra
vienas didziausiy i$Sukiy tiriant fermentinius elektrocheminius procesus
[120,121]. Kadangi daugumos oksireduktaziy redoks aktyvus centras yra giliai
baltymo globuléje, fermentas negali biiti oksiduojamas arba redukuojamas

tiesiogiai ant elektrodo esant bent kokiam indikatorinio elektrodo potencialui.
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Norint uztikrinti pastovy elektrony srautg nuo arba link elektrodo yra naudojami
EPT.

VisiSkai neseniai buvo pademonstruoti pirmieji darbai, kuomet TEP tarp
fermento ir elektrodo buvo uZtikrinama naudojant AuND be papildomo EPT
sistemoje. Tinkamai modifikuoti AUND elektrody pavirSiai suteikia palankig
mikroaplinkg naudojamam fermentui ir sumazina baltyminio sluoksnio izoliacines
savybes, uztikrindami TEP. Pirmieji TEP darbai buvo pademonstruoti tarp arklio
Sirdies citochromo-c ir SnO elektrodo modifikuoto 12 nm AuND [122]. Po Sio
tyrimo buvo publikuota daugybé moksliniy straipsniy, aprasanciy TEP tarp
fermento ir elektrodo panaudojant AuUND. Konstruojant trecios kartos biologinius
jutiklius fermento ir AuND konjugatai imobilizuojami elektrodo pavirSiuje
tinkamoje matricoje, kaip tai buvo padaryta su krieny peroksidaze [123].
Naudojant panasig jutiklio konstrukcija, TEP pastebéta tarp citochromo c ir silicio
gelio matricos, modifikuotos AuND [124], hemoglobino ir koloidiniu auksu bei
cistaminu modifikuoto aukso elektrodo [125]. Tinkamg fermento veikimui terpg
taip pat suteikia i§ grafito pastos bei AuND pagrindu pagaminti elektrody
pavirSiai. TEP taip pat buvo stebéta tarp mioglobino ir koloidinio aukso bei grafito
pastos misinio [126], ksantino oksidazés ir grafito pastos sluoksnio, ant kurio
elektrochemiskai buvo nusodintos AuND [127]. Dar vienas jutiklio konstrukcinis
modelis, pritaikant AuND  biologiniuose  jutikliuose  pasinaudojant
elektrostatinémis sgveikomis yra elektrocheminis daugiasluoksnis elektrodas
[128,129]. Siuo biidu pagaminty analiziniy sistemy pavyzdziais gali biti
daugiasluoksné membrana suformuota indikatorinio platinos elektrodo pavirSiuje
i AuND ir GOx [130] arba daugiasluoksné membrana suformuota aukso
elektrodo pavirSiuje i§ GOx, AuND ir cistamino [131]. Apibendrinus mokslinius
Saltinius galima teigti, kad jvairaus dydzio bei skirtingy modifikavimy AuND turi
didziulj potencialg kuriant biologinius jutiklius.

Gerai zinoma, kad kompozitiniai junginiai sudaryti i§ jvairiy polimery

legiruoty nanodalelémis pasizymi labiau iSreikStomis ir stipresnémis elektrinémis,

36



optinémis ir magnetinémis savybémis, nei atskirai paimti polimerai arba
nanodalelés. Publikuoti tyrimai $ia tema parodé, kad kompozitiniai dariniai i$
AUND ir tokiy biopolimery kaip chitozanas arba carboksimetilchitozanas tampa
puikia matrica ilgalaikiam oksiredukcinémis savybémis pasizyminc¢iy baltymy
jterpimui [132]. Tokiu btdu j chitozano hidrogelj jterpiant GOX ir legiruojant
AUND buvo sukurta palanki fermentui terpé ir pagamintas gliukozés jutiklis
[133]. Taip pat naujos kartos H20: jutiklis buvo sukurtas panaudojant
biosuderinamus karboksimetilchitozano ir AUND nanokompozitus jterpiant j juos
krieny peroksidazg [134]. Grafeno ir aukso nanodaleliy kompozitai taip pat gali
biiti naudojami glikozés jutikliams gaminti [*3°] Pastarieji tyrimai parodé, kad
sudétingy kompozitiniy junginiy naudojimas biologiniuose jutikliuose yra aktuali

ir sparc¢iai vystoma mokslo tema.
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3. Darbo metodai

3.1 Reagentai ir tirpalai
GOx 18 Aspergilus niger, specifinis aktyvumas 100 — 250 vienety/mg

(Sigma-Aldrich, Jungtiné Karalysté), D-(+)-gliukozé (AppliChem, Vokietija),
glutaro aldehidas (GA) 25 %, askorbo riigstis, urino ragstis (SIGMA-Aldrich
Chemie, Vokietija), TTF, TCNQ, FMS, 5,6-diamino-1,10-fenantrolinas (5,6-
DAP), kalio heksacianoferatas (Ka[Fe(CN)s]), metileno mélis (MB), toluidino
mélynasis (TB), anilinas, pirolas (SIGMA-Aldrich Chemie, Vokietija).

Vandeninis 2 mol I* D-(+)-gliukozés vandeninis tirpalas buvo ruo$iamas
ne maziau kaip 24 valandas prie§ naudojima, kad nusistoveéty pusiausvyra tarp a-
ir B gliukozés formy ir biity iSvengta gliukozés mutarotacijos.

Tirpalams gaminti buvo naudojamas distiliuotas vanduo, kurio k =4 — 8 uS
cm™.

0,05 mol I* A-PBS buferinis tirpalas su papildomai jdétu 0,1 mol I KCI
buvo ruoSiamas naudojant NaH2PO4H20, NaHPOs12H,O ir CH3COONa
(druskos jsigytos i§ SIGMA-Aldrich Chemie). Tinkama pH reikSmé buvo
gaunama rigstinant CH;COOH arba Sarminant NaOH.

40 mg ml?t koncentracijos GOx tirpalas buvo $vieziai ruoSimas i3
liofilizuoto fermento milteliy iStirpinant juos A-PBS buferiniame tirpale pH 6,0.

Anilinas ir pirolas buvo naudojami po papildomo iSvalymo praleidziant
monomero tirpalg pro Al2Oz uzpildyta kolonéle, kad buty pasalinti visi spalvoti
komponentai.

Tiksliems medziagy kiekiams sverti buvo naudojamos analizinés
svarstyklés KERN ABJ 120-4M (KERN & Sohn GmbH, JAV). Tiksli pH verté
tirpaluose buvo matuojama pH metru (Thermo Electron Corporation, JAV),
tirpalams maisSyti buvo naudojama magnetiné maisykle (IKA-Werke GmbH &
Co.KG, Vokietija).
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3.2 Grafito elektrodo paruoSimas
3 mm skersmens, 150 mm ilgio, 99,999 % grynumo ir mazo tankio grafito

strypeliai buvo jsigyti i§ SIGMA-Aldrich, Inc (St. Louis, MO, JAV). Grafito
elektrody darbinis pavir§iaus — 0,7 mm?. Pirmiausiai buvo atkerpamas reikiamo
ilgio grafito strypelis. Elektrodo plokStuma buvo $lifuojama stambiu, po to
smulkiu Svitriniu popieriumi iki blizgesio. Tada elektrodas buvo poliruojamas
Al203 milteliais (daleliy diametras 0,1 um), plaunamas etanoliu bei distiliuotu
vandeniu ir dziovinami kambario temperatiiroje. Paruosto grafito (GR) elektrodo
Soninis pavirSius izoliuojamas silikoniniu vamzdeliu, kad iSvengti saly¢io su

tirpalu.

3.3 Grafito elektrodo modifikavimas glikozés oksidaze
Ant paruosto grafito elektrodo pavirSiausia buvo uzlasinama 3 ul GOX

tirpalo ir dziovinama iki tol, kol elektrodo pavirSius visiSkai nudzius. Tada
elektrodas 24 valandas laikomas uzdarame inde 2 cm aukstyje virs 5 % glutaro
aldehido tirpalo 4 °C temperatiiroje. Véliau elektrodas 15 min. dziovinamas
kambario temperattroje. Prie§ atliekant elektrocheminius matavimus GOx
modifikuoti grafito elektrodai (GR/GOX) kruopsciai plaunami distiliuotu vandeniu

siekiant pasalinti neimobilizuota fermenta. Elektrodai tarp matavimy laikomi 4 °C

temperatiiroje uzdarame inde vir§ buferinio A-PBS tirpalo.

/

3}JL GOx

Elektrodo
slifavimas

—_— | —)

)

5% Gliutaro aldehidas

Pav. 3.1 GR elektrodo paruoSimas ir modifikavimas GOx.
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3.4 Grafito elektrodo modifikuoto gliukozés oksidaze padengimas
polianilino sluoksniu
Siekiant GR/GOx elektrodus padengti PANI sluoksniu (GR/GOx/PANI),
paruo$ti GR/GOXx elektrodai tam tikram laikui buvo jmerkiami j A-PBS buferin;j
tirpalg (pH = 6,0), turintj 20 mmol I gliukozés ir 200 mmol I anilino. Prie§
atliekant elektrocheminius matavimus elektrodai buvo kruopsc¢iai plaunami

distiliuotu vandeniu.

3.5 Grafito elektrodo modifikuoto gliukozés oksidaze padengimas
polipirolo sluoksniu

Siekiant GR/GOx elektrodus padengti PPY sluoksniu (GR/GOx/PPY),
paruosti GR/GOx elektrodai tam tikram laikui buvo jmerkiami j A-PBS buferin;j
tirpala (pH = 6,0), turintj 20 mmol I gliukozés ir 200 mmol I pirolo. Pries
atliekant elektrocheminius matavimus elektrodai buvo kruops€iai plaunami

distiliuotu vandeniu.

3.6 Aukso nanodaleliy daleliy sintezé
Atliekant AuND sintez¢ buvo naudojami du tirpalai. Pirmasis tirpalas buvo

gaminamas 1 % tetrachloraukso rugsties vandeninj tirpalg 80 karty skiedziant
distiliuotu vandeniu. Antrajam tirpalui pagaminti buvo naudojama 4 ml 1 % tri-
natrio citrato ir 16 ml distiliuoto vandens, pridedant 5,0, 0,5 arba 0,03 mL 1 %
tanino rtgsties tirpalo, atitinkamai sintetinant 3,5, 6,0 arba 13,0 nm dydzio AuND.
Pasildzius iki 65 °C abu tirpalai supilami j vieng inda, tirpalui jgavus raudong
spalvg ir pastoviai maiSant tirpalo temperatira pakeliama iki 95 °C. Toks
pagamintas AUND tirpalas vésinamas kambario temperatiiroje ir naudojamas

tolimesniems tyrimams.
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3.7 ] polianilino sluoksnj jterpty gliukozés oksidazés bei gliukozeés
oksidazés ir aukso nanodaleliu struktiiry sintezé

Norint jterpti GOx j PANI sluoksnj ((GOx)PANI) arba GOx ir AuND j
PANI sluoksnj ((GOx/AUND)PANI) ir nustatyti optimalias sintezés ir susidariusiy
dariniy veikimo salygas, buvo paruosta serija jvairios pH vertés tirpaly (4,0; 4,5;
5,0; 6,0; 7,0; 8,0) ir pritaikyta fermentiné PANI sintezé. (GOx)PANI daleléms
sintetinti polimerizacijos tirpalas buvo sudarytas i§ 200 mmol I anilino, 1 mg ml*
GOx ir 20 mmol I gliukozes, tuo tarpu (GOx/AuUND)PANI daleléms sintetinti j
polimerizacijos tirpalg papildomai buvo jdedama 7,5 mg ml* skirtingo dydzio (3,5
nm; 6 nm; 13 nm) AuND. Polimerizacijos reakcija buvo vykdoma tamsoje, esant
+4 °C. Po 24 wvalandy sintezé buvo nutraukiama susidariusius darinius
centrifuguojant ir perkeliant i$ sintezés tirpalo papildomam plovimui. Praplovus
daleles antrg karta ir pilnai paSalinus polimerizacijai reikalingy komponenty

likucius, jos buvo pervestos j 100 uL A-PBS buferinio tirpalo.

3.8 Grafito elektrody modifikuoty kompozitinémis dalelémis
paruoSimas

Paruosti (GOX)PANI ir (GOx/AuND)PANI daleliy koloidiniai tirpalai
buvo naudojami tolimesnei indikatoriniy elektrody gamybai. Bendras 9 pL tiris
pasirinkty daleliy tirpalo buvo trim etapais po 3 pL uZlaSintas ant paruosto GR
elektrodo pavirSiaus ir pilnai i8dziovinamas. Tada elektrodai 24 valandas laikomi
uzdarame inde 2 cm aukstyje virs 5% glutaro aldehido tirpalo 4 °C temperatiiroje.
Véliau elektrodai 15 minuciy dziovinami kambario temperatiiroje, o pries
atliekant elektrocheminius matavimus (GOx)PANI arba (GOx/AuND)PANI
daleléemis modifikuoti GR elektrodai (atitinkamai (GR/(GOx)PANI) ir
GR/(GOx/AUND)PANI) kruopsciai plaunami distiliuotu vandeniu, Siekiant

pasalinti blogai imobilizuotas daleles.
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3.9 Elektrony pernasos tarpininkais ir gliukozés oksidaze modifikuoty
grafito elektrody paruosimas
Konstruojant bereagencius gliukozés jutiklius indikatoriniai elektrodai

buvo gaminami ant paruo$to GR elektrodo pavirSiaus uzlaSinant ir tolygiai
paskleidziant 3 pL pasirinktojo EPT tirpalo. Sulaukus visisko tirpiklio iSgaravimo,
3 puL GOx tirpalo buvo lasinami ant elektrodo pavirSiaus. Tada elektrodas 24
valandas laikomas uzdarame inde 2 cm aukstyje vir§ 5% glutaro aldehido tirpalo 4
°C temperatiiroje. Elektrodas 15 minuciy dZiovinamas kambario temperatiroje.
Pries atliekant elektrocheminius matavimus EPT ir GOx modifikuoti GR
elektrodai (GR/M/GOXx) kruopsciai plaunami distilivotu vandeniu siekiant

pasalinti neimobilizuota fermentg bei EPT.

3.10 Elektrony pernasos tarpininky ir gliukozés oksidazés miSiniu
modifikuoty grafito elektrody paruoSimas
Konstruojant bereagencius gliukozés jutiklius kito tipo indikatoriniai

elektrodai buvo gaminami ant paruosto GR elektrodo pavirSiaus uzlasinant ir
tolygiai paskleidZiant pasirinktojo EPT ir GOx tirpaly miSinj. Sulaukus visiSko
tirpiklio iSgaravimo nuo elektrodo pavirSiaus, modifikuotas elektrodas buvo 24
valandas talpinamas uzdarame inde 2 cm aukstyje vir§ 5% glutaro aldehido tirpalo
4 °C temperatiroje. Po to elektrodas 15 minuciy dziovinamas kambario
temperatiiroje. Prie§ atliekant elektrocheminius matavimus GOx ir EPT miSiniu
modifikuoti GR elektrodai (GR/M-GOXx) kruops¢iai plaunami distiliuotu vandeniu

siekiant pasalinti neimobilizuotg fermentg bei EPT.

3.11 Elektrocheminiy matavimy salygos
Visi  elektrocheminiai matavimai  buvo atlikti  kompiuterizuotu

potenciostatu-galvanostatu PGSTAT 30, naudojant GPES3 V3 programing jrangg
(ECO-Chemie, Utrechtas, Nyderlandai). Matavimai buvo atliekami 5 cm? tirio
elektrocheminéje gardeléje A-PBS buferiniame tirpale su papildomai jdétu 0,1
mol It KCI (pH 6,0), naudojant trijy elektrody sistema ir esant 120 aps/min tirpalo
maiSymosi greiciui.
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Potenciostatas
I galvanostatas
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Pagalbinis elektrodas

j] . ;

‘ Lyginamasis
Indikatorinis elektrodas
elektrodas

Pav. 3.2 Trielektrodés celés principiné schema.

Modifikuoti elektrodai buvo naudojami indikatoriniais elektrodais,
Ag/AgCI/CI™ elektrodas — lyginamuoju, 2 cm? pavirsiaus ploto platinos elektrodas
— pagalbiniu. Analizinis signalas buvo registruojamas esant pastoviam +300 V
potencialui (pagal Ag/AgCI/CI™ 3 mol L™ elektroda). Registruojamas srovés

stiprio kitimas laike tiesiogiai proporcingas fermento oksiduojamo substrato

koncentracijai:
|- nFDc
d
3)
kur: 1 — soties srovés stipris, n —elektrony skaiéius, F — Faradéjaus skaiCius, D —

nustatomos medziagos difuzijos koeficientas, ¢ — nustatomos medziagos koncentracija, d
— difuzinio sluoksnio storis.

Tyrimo metu j elektrochemine gardele, uzpildyta A-PBS buferiniu tirpalu
su papildomai jdétu 0,1 mol I* KCI, turin¢iu 10 mmol I FMS, buvo pridedami
skirtingi gliukozés (substrato) kiekiai ir laukiama kol nusistovés nuostovioji srové
(analizinis signalas). Tarp kiekvieno nepriklausomo tyrimo i§ gardelés buvo
pasSalinamas substrato ir FMS turintis tirpalas, o elektrocheminé gardelé ir

elektrodai plaunami buferiniu tirpalu. Prie§ kiekvieng tyrimg buvo laukiama kol
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nusistovés baziné linija. Atlikus tyrimus bréziamos srovés stiprio priklausomybés

nuo substrato koncentracijos gradavimo Kkreivés.

3.12 Ciklinés amperometrijos matavimo salygos
Indikatorinis elektrodas buvo paruoStas pagal pasirinkta metodikg, o

matavimai atliekami elektrocheminéje celéje uzpildytoje S mL A-PBS, pH 6,0, su
papildomai jdétu 0,1 mol I KCI, esant 20 mmol I gliukozés. Elektrodams buvo
registruojamos ciklinés voltamperogramos. Registravimo metu indikatoriniam
elektrodui suteiktas potencialas buvo i§ pradziy tiesiskai kei¢iamas anodine, o po
to katodine kryptimi (nuo —500 iki +1000 mV). Potencialo skleidimo greitis — 100
mV/s.

3.13 Salygos elektrody stabilumo tyrimams
Atliekant stabilumo tyrimus modifikuoti elektrodai tarp matavimy buvo

laikomi 4 °C temperatiroje uzdarame inde virs A-PBS buferinio tirpalo (pH =
6,0). Modifikuoty elektrody atsako ] analit¢ tyrimai buvo atlikti A-PBS
buferiniame tirpale (pH 6,0) turin¢iame 0,1 mol It KCI, 20 mmol I gliukozés ir
10 mmol I FMS.

3.14 Tyrimai atominiy jégu mikroskopu
BIOSCOPE II Veeco Instruments Ltd (Santa Barbara, JAV) atominés jégos

mikroskopas (AJM) buvo naudojamas tirti nemodifikuotam elektrodui, GOx/GA
ir GOx/PANI elektrodams pusiau kontaktiniu rezimu. Visiems AJM vaizdams
buvo pasirinkta 200 x 200 pikseliy vaizdo raiska, o skenavimo greitis 10 pm/s.
Eksperimentiniai duomenys buvo tvarkomi diNanoScope 7.30 ir 2.10 Gwyddion
NT-MDT Nova programine jranga. Visiems matavimams buvo naudojami zondai

skirti darbui pusiau kontaktiniu rezimu.
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Fotodiodai
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-« Meéginio judéjimo valdymas —=

Pav. 3.3 Principiné¢ AJM veikimo schema.

Ruosiant pavyzdzius tyrimui elektrody strypeliai buvo nupjaunami. Laikant
nupjauty elektroda pincetu, jie buvo mazinami $vitriniu popieriumi iki 2 — 3 mm
aukscio. Tokie nupjauti ir sumazinti elektrodai, naudojant dvipuse lipnig juostele,
buvo tvirtinami prie stikliuko mikroskopavimui. Taip paruosti pavyzdziai toliau

buvo tiriami AJM.

3.15 Tyrimai skenuojanciu elektrony mikroskopu
GR/GOx ir GR/GOx/PANI modifikuoti elektrodai buvo tirti JEOL JSM-

7600F skenuojanciu elektroniniu mikroskopu (SEM). Pries atliekant SEM tyrimus
elektrodai buvo kruopsciai plaunami distiliuotu vandeniu ir dziovinami kambario
temperatiiroje. Elektrodai buvo nupjaunami ir laikant nupjautg elektroda pincetu,
SveiCiami §vitriniu popieriumi iki 2 — 3 mm auks¢io. Tuomet méginys grafito
pastos pagalba pritvirtinamas ant specialaus aliuminio padéklo. Taip paruostas

meéginys tiriamas SEM.

3.16 Spektrofotometriniai tyrimai
Fermentiné polimerizacija buvo atlikta A-PBS buferiniuose tirpaluose,

turin¢iuose 1 mg/ml GOx, 15 mmol I gliukozés ir 200 mmol It monomero.
Polimery susidarymas buvo stebimas dviejy spinduliy UV-VIS spektrometru
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Lambda 25 (PerkinElmer, Seltonas, JAV). Tyrimams naudojamos plastikinés UV-
VIS mikro kiuvetés, optinio kelio ilgis 1 cm. Lyginamuoju tirpalu naudotas A-
PBS buferinis tirpalas pH 6,0. Susidariusiy oligomery absorbcija buvo

registruojama 200 — 800 nm bangos ilgiy srityje.

3.17 Tyrimai optiniu mikroskopu
PANI bandiniy atvaizdavimui buvo naudotas imersinis optinis mikroskopas

LEICA DM LB “Leica MiGRosystemsWetzlar GmbH” (Heidelbergas, Vokietija)
ir skaitmenin¢ kamera GC-X 3E “JVC” (Japonija). RuoSiant méginius 20 pul PANI
tirpalo buvo tolygiai paskleidziama ant stiklo ploksteliy, dziovinama kambario

temperatiiroje, plaunama distiliuotu vandeniu ir vél dziovinama.
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4. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas
4.1 PANI sintezé tirpale

PANI — gerai zinomas KP pasizymintis dideliu elektrocheminiu ir terminiu
stabilumu, jdomiomis elektrocheminémis ir optinémis savybémis. Be to, dél
puikaus laidzio, §iS polimeras gali biiti naudojamas palengvinti elektrony pernasa
nuo fermento aktyviojo centro link elektrodo pavirSiaus [136]. PANI tradiciskai
sintetinamas elektrochemin¢s arba cheminés oksidacinés sintezés biidu.
Elektrocheminés sintezés metu gaunamas PANI sluoksnis elektrodo pavirSiuje,
cheminés oksidacinés sintezés metu — polimero dalelés visame tirpalo tiiryje. Tiek
elektrocheminei, tiek ir cheminei oksidacinés sintezei reikalingos didelés
medZiagy koncentracijos, Zema arba ekstremaliai Zema terpés pH verte,
naudojami toksiski katalizatoriai bei stipriis oksidatoriai [137]. Sie trikumai
privercia ieSkoti alternatyviy PANI sintezés budy. Vienas 1§ jy biity fermentiné
PANI sinteze.

Siame darbe katalizinis gliukozés oksidazés aktyvumas buvo panaudotas
PANI polimerizacijai. GOx — tai nuo FAD priklausomas fermentas katalizuojantis
B-D-gliukozés oksidacija molekuliniu O iki H20: ir D-gliukono-1,5-laktono (4),

kuris spontani$kai hidrolizuojasi iki -D-gliukono rtigsties (5):

B-D-dliukozé +02ﬂ> D - gliukono -1,5- laktonas + H,0,
(4)

D - gliukono -1,5- laktonas + HoO——f3 - D - gliukono rugstis
()

PANI sintezé buvo atlikta kambario temperatiiroje, A-PBS buferiniame
tirpale pH 6,0. Polimerizacijos tirpalas buvo sudarytas i§ keturiy pagrindiniy
komponenty: anilino — galin¢io polimerizuotis monomero, GOx — vandenilio
peroksida gaminancio fermento, gliukozés — GOX redukuojancio substrato,
iStirpusio deguonies — gliukozés oksidaze oksiduojancio substrato. Tirpale esant
gliukozei ir iStirpusiam deguoniui GOx katalizuojamos reakcijos metu susidares

stiprus oksidatorius, vandenilio peroksidas, sudaro sglygas anilino polimerizacijos
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reakcijai vykti, kurios metu susidaro polianilino oligomerai ir polimeras (pav.
4.1).

Gliukoze O,
o i H |
Anilinas |
Gliukono laktonas H,0, |:> Al N-—
@HZO
Gliukono rugstis % dn

Anilino oligomerai

Pav. 4.1. Principin¢ anilino polimerizacijos schema.
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Pav. 4.2 PANI absorbcijos spektry kitimas laike: 1 —polimerizacijos pradzia; 2 —
po 23 valandy; 3 — po 47 valandy; 4 — po 75 valandy; 5 — po 99 valandy
polimerizacijos. Polimerizacija vykdyta A-PBS buferiniame tirpale pH 6,0 esant

200 mmol I anilino, 1 mg/ml GOx ir 20 mmol I! gliukozés.

Anilino polimerizacijos reakcija buvo vykdoma A-PBS buferiniame tirpale
(pH = 6), turin¢iame 200 mmol I anilino, 1 mg/ml GOx ir 20 mmol I gliukozés.

Polimerizacijos reakcijos eiga laike buvo stebima spektrofotometriskai
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registruojant absorbcijg 300 — 800 nm bangy ilgiy intervale. IS absorbcijos spektry
kitimo laike (pav. 4.2), galime spresti, kad anilino polimerizacija vyksta, nes
spektre fiksuojami PANI btidingi absorbcijos maksimumai ties 360 ir 450 nm.
Absorbcijos maksimumas ties 360 nm rodo nedidelés molekulinés masés PANI
oligomery susidarymg [138]. Tuo tarpu absorbcijos maksimumas ties 450 nm gali
biiti susietas su Sakotos struktiiros PANI susidarymu [139,140].

Atliekant tolimesng fermenting PANI sinteze tirpale pastebéta, kad po tam
tikro laiko, priklausomai nuo terpés pH, absorbcijos intensyvumas pradeda mazéti.
Tai galima paaiSkinti tuo, kad susidarancios polianilino dalelés sukimba, tampa
netirpiomis ir i§séda ant kiuvetés dugno. D¢l Sios priezasties stebime absorbcijos
pokycio sumaz¢jimg. Nustatyta, kad po 240 valandy polimerizacijos susidariusios

polianilino dalelés yra 1 — 3 um dydzio (pav. 4.3).

Pav. 4.3 Fermentinés sintezés biidu PANI daleliy nuosédos uzfiksuotos optiniu
mikroskopu. Polimerizacija vykdyta A-PBS buferiniame tirpale pH 6,0 esant 200

mmol I anilino, 1 mg/ml GOx ir 20 mmol I'? gliukozés 240 valandy.
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Siekiant patvirtinti ar polianilinas nesusidaro savaime buvo atliktas
kontrolinis savaiminés anilino polimerizacijos tirpale tyrimas. Savaiminis
polianilino susidarymas buvo stebimas spektrofotometriskai. IS literatiros Saltiniy
zinome, kad polianilinui budingi absorbcijos maksimumai yra 350 — 450 nm ir
750 — 850 nm bangos ilgiy srityse. Tod¢l siekiant nustatyti ar vyksta savaiminé
polianilino polimerizacija buvo registruojamas skirtingo pH (1,0; 2,0; 3,0; 4,0;
5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; 11,0; 12,0) 0,05 mol It A-PBS tirpaly turinéiy 200
mmol I anilino, absorbcijos spektry kitimas laike. [$analizavus gautus duomenis
nustatyta, kad savaiminé anilino polimerizacija nevyksta, nes laikui bégant nei

vieno pH tirpale neatsirado polianilinui biidingy adsorbcijos maksimumy (pav.

4.4).

25

. A —— Startas 2.5 1 B — pH1
J-‘ —— 23 val —— pH2
201 1 —— 47val 20 —— pH3
i — T0 val —— pH4
8, 154 | —— 95 val 8, —— pH5
§ i ‘. | — 172 val § 1.5 4 —— pH6
g " — 216 val g
407 val
-1 4 a2
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Pav. 4.4 Anilino absorbcijos spektrai: A — kitimas laike (pH = 6,0); B — jvairiy pH
reikSmiy po 407 valandy. Polimerizacija vykdyta A-PBS buferiniame tirpale esant

200 mmol It anilino.

4.2. Grafito elektrody pavirsiuje imobilizuotos GOx jterpimas j PANI
sluoksnj

I§ atlikty tyrimy su KP Zinoma, kad jie ne tik suteikia stabilig ir porétg
matricg fermenty imobilizavimui, bet taip pat gali palengvinti elektrony pernasa

nuo fermento aktyviojo centro link elektrodo pavirSiaus. Fermento jterpimas j
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polimerin] sluoksnj apsaugo fermenta nuo iSsiplovimo, taciau dél sluoksnio
pralaidumo analitei katalizinémis savybémis pasizyminciy sri¢iy prieinamumas
iSlieka. Be to, po fermento imobilizavimo j KP sluoksnj, dél difuziniy apribojimy
zenkliai padidéjusi Michaelio konstanta (Kwm) salygoja reikSmingg jutiklio
analizinio signalo priklausomybés nuo analités koncentracijos tiesinio intervalo
padidéjima, o tai leidzia analizuoti didesnes analiCiy koncentracijas [141]. Todél
pradinis Sio darbo uzdavinys buvo grafitiniy elektrody pavirSiuje imobilizuotg
GOx jterpti 1 PANI sluoksnj.

Sio darbo metu GOx buvo imobilizuota ant grafito elektrodo paviriaus
uzlaSinant tam tikrg GOx tirpalo kiekj, nudZiovinant ir fermentg suriSant
skersiniais-isilginiais rysiais su difunkciniu reagentu glutaro aldehidu (GA) (pav.
4.5). Toks GOx imobilizavimas biidas buvo pasirinktas todél, kad tai yra bene
dazniausiai naudojama oksidaziy imobilizavimo procedira [142]. Be to, Sis
imobilizavimo btidas jgalina tvirtai sujungti fermentg su pasirinktu pavirSiumi,

stabilizuoja fermento erdving struktiirg, iSvengiama fermento denatiiracijos.

HOC._ ~_COH
~+ Hoc_~_COH =

HOC._~_ COH

Pav. 4.5 GOx imobilizavimas elektrodo pavirSiuje suriSant skersiniais-iSilginiais
rySiais glutaro aldehidu.

Katalizinis GOx, imobilizuotos grafito elektrodo pavirSiuje suriSant
skersiniais-isilginiais rysiais su glutaro aldehidu (GR/GOX), aktyvumas buvo
panaudotas anilino polimerizacijai. Kaip jau minéta GOx katalizuoja B-D-
gliukozés oksidacijg molekuliniu O2 iki H20- ir D-gliukono-1,5-laktono (4), kuris
spontaniskai hidrolizuojasi iki -D-gliukono riigsties (5). Kadangi anilino pKa yra

4,63, 0 GOx pl yra 4,2, tai esant pH mazesniems nei 4,63 anilinas turés teigiama
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krivi, o GOx, esant pH didesniam nei 4,2, turés neigiamg kravi. Dél
elektrostatinés sgveikos teigiamai jkrautas anilino monomeras bus traukiamas prie
neigiamai jkrauto glikoproteino GOx. Tirpale esant gliukozés ir iStirpusio Oz, dél
elektrodo pavirsiuje imobilizuotos GOx katalizuojamos reakcijos, susidarys H>O>
ir gliukono laktonas. D¢l gliukono laktono hidrolizés metu susidariusios gliukono
rugsties terpés, greta imobilizuoto fermento, pH sumazés. Lokaliai sumazéjusi
terpés pH (4,3—4,5) ir didelé oksidatoriaus (H202) koncentracija sudaro
optimalias sglygas anilino polimerizacijai (6) ir padidina tikimybg, kad GOx bus
jterpiama ] susidarantj PANI sluoksnj (GR/GOX/PANI) (pav. 4.6). Taigi, miisy
pasiilytas GOx jterpimo ;] PANI sluoksn; metodas i§ dalies buvo pagristas
elektrostatine sgveika tarp teigiamai jkrauto anilino monomero ir neigiamai
jkrautos imobilizuotos GOx. Tai sumazina Sakotos polimero struktiiros

susidarymg ir skatina linijinés PANI grandinés augimg [143].

" H,0
Anilinas —2—=2—PANI
(6)
Gliukozé Gliukozé
0; L PANI 0,
= Anilinas )
Gliukonolaktonas Gliukonolaktonas
+ +
H:0, H.0 H20; H.0
| }
Gliukono rigstis Gliukono ragstis

Pav. 4.6 Grafito elektrodo pavirsiuje imobilizuotos GOx jterpimas j PANI

sluoksnj.

Imobilizuota GOx jterpiama j PANI sluoksnj tik tuo atveju, kai elektrodas
su imobilizuotu fermentu tam tikram laikui panardinamas j buferinj tirpala,
kuriame yra ir gliukozés ir anilino. Siekiant patvirtinti GOx jterpima j susidarantj
PANI sluoksnj buvo atlikti kontroliniy elektrody tyrimai. Kontrolinis elektrodas 1
buvo gautas GR/GOx elektrodg tam tikram laikui pamerkiant j buferinj tirpala,
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kuriame yra gliukozés, bet néra anilino, 0 kontrolinis elektrodas 2 — jmerkiant j
tirpalg, kuriame yra anilino, bet néra gliukozés. Pagrindinis anilino
polimerizacijos proceso elektrodo pavirSiuje jrodymas buvo Km didéjimas ir soties
sroves (Imax) mazéjimas. Kinetinés GOx savybés buvo tiriamos kambario
temperatiiroje esant skirtingoms gliukozés koncentracijoms (0,05 — 305 mmol I%).

Siy tyrimy rezultatai pateikti 4.3. skyriuje.

4.3. Iterptos j PANI sluoksnj GOx kinetiniy savybiy tyrimai
GR/GOx ir GR/GOx/PANI elektrodai buvo paruosti pagal metodika

apraSyta 3.3 — 3.4, o amperometriniai $iy elektrody tyrimai buvo atlieckami pagal
metodika aprasyta 3.10 skyriuje. Amperometrinio biologinio jutiklio konstrukcija
buvo pasirinka todél, kad miisy nuomone ji buvo tinkamiausia tokios rusies
tyrimams, nes reikalingi tik labai mazi medZiagy kiekiai, tas pats elektrodas gali
biti panaudotas keletui matavimy, elektrody modifikavimas gali buti atliktas
lengvai atkartojamomis salygomis, neimobilizuota ir/arba nejterpta j PANI

matricg GOx gali buti lengvai nuplauta nuo indikatorinio elektodo pavirsiaus.
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Pav. 4.7 (A) Kalibravimo kreivés GR/GOx (8) ir GR/GOx/PANI elektrodui po
0,17 val. (7), 1,17 val. (6), 18 val. (5), 43 val. (4), 113 val. (3), 181 val. (2) ir
272 val. (1) polimerizacijos trukmés 4°C temperatiiroje. Km (B) ir Imax (C)
priklausomybé nuo inkubacijos trukmés kontroliniame tirpale 1 esant 4°C (1),
kontroliniame tirpale 2 esant 4°C (2) ir polimerizacijos tirpale esant 4°C ( 3) ir
18°C (4). Elektrocheminiai matavimai atlikti A-PBS buferiniame tirpale pH 6,0
esant 10 mmol It FMS. Indikatorinio elektrodo potencialas +300 mV
Ag/AgCI/Cl3mol L™ atzvilgiu.

Skirtingai  modifikuoti  elektrodai  buvo  tirilami trielektrodinéje
elektrocheminéje gardeléje, A-PBS buferiniame tirpale (pH = 6,0) su papildomai
idétu 0,1 mol I KCI ir 10 mmol It FMS. Modifikuotg elektroda jjungus kaip
indikatorinj ir didinant gliukozés koncentracijg nuo 0,05 mmol I iki 305 mmol I
buvo registruojamas srovés stiprio kitimas laike esant pastoviam +300 V
potencialui (pagal Ag/AgCl/ClI~ 3 mol I elektrodg). Elektrocheminiy tyrimy
duomenys pateikti pav. 4.7 ir 4.1 lentel¢je.

4.1 lentelé. Kinetiniai GR/GOx ir GR/GOxX/PANI elektrody (polimerizacija
vykdyta 4°C temperatiiroje) parametrai, apskaiiuoti aproksimavus

elektrocheminiy tyrimy rezultatus.

Polimerizacijos trukmé, val. Kwm, mmol I Imax, LA R
0 5,75+ 0,58 51,72+ 1,81 0,996
0,17 11,28 +£1,25 51,53+ 1,23 0,9958
1,17 19,38 +1,54 50,32 + 2,49 0,998
18 28,30+ 1,48 25,11 +£ 0,97 0,9992
43 38,62 + 2,82 15,69 + 0,63 0,9986
113 57,05+ 2,14 7,03+0,11 0,9996
181 89,34 + 3,07 3,72+ 0,04 0,9997
272 134,91 +11,84 3,06 +£0,01 0,9986

Amperometrinio signalo priklausomybés nuo substrato (gliukozes)

koncentracijos tirpale buvo aprasytos dviejy kintamyjy hiperbolinémis lygtimis,
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kurios suderinamos su Michaelio-Menten kinetika. Kinetiniai parametrai Imax
(atitinka Vmax) ir Km atitinka hiperbolinés funkcijos y = ax/(b + x) parametrus a ir
b. Kaip jau minéta, pagrindinis anilino polimerizacijos proceso -elektrodo
pavirSiuyje jrodymas buvo Km did¢jimas ir Imax mazéjimas. Tyrimy duomenys
pateikti pav. 4.7 ir 4.1 lenteléje iliustruoja, jog GR/GOx ir GR/GOx/PANI
modifikuotiems elektrodams biidingos stipriai besiskiriancios Km vertes. Kaip
matyti i§ 4.1 lenteléje pateikty duomeny GR/GOXx elektrodui K ir Imax vertés yra
5,75 mmol It ir 51,72 pA atitinkamai. Tuo tarpu GR/GOx/PANI elektrodui Kwm
verté padidéja iki 134,9 mmol I jei polimerizacija vykdoma 4°C temperatiiroje
(pav. 4.7 B, 3 kreive) ir iki 356,00 mmol Itjei polimerizacija vykdoma 18°C
temperatiroje (Pav. 4.7 B, 4 kreive). PrieSingas rezultatas buvo gautas Imax
vertéms. Tyrimo rezultatai pateikti 4.5 C paveiksle rodo, kad Imax verté sumazéja
nuo 51,72 pA (GR/GOx elektrodui) iki 3,06 pA, jei polimerizacija vykdoma 4°C
temperatiroje, arba 0,42 pA, jei polimerizacija vykdoma 18°C temperatiroje.
Taigi, palyginus Kinetinius parametrus, gautus GR/GOx ir GR/GOx/PANI
elektrodams, matyti, kad GR/GOx/PANI elektrodams Imax vertés sumazéja 16,69
ir 121,59 karto, tuo tarpu Km verté padidéja atitinkamai 23,5 ir 61,9 karto
(polimerizacijos trukmé 272 val.). Toks zenklus Kwm padidéjimas ir Imax
sumazéjimas rodo, kad GR/GOx/PANI elektrodams difuziniai apribojimai turi
reikSmingg jtaka ir galima teigti, kad $i konstrukcija veikia difuzinio limitavimo
btdu. Tuo tarpu, elektrodas, modifikuotas GR/GOx veikia fermento kinetinio
limitavimo biidu, nes Siuo atveju difuziniai apribojimai yra minimalis. Kwm
padid¢jimas daugiau nei 10 karty [144,141] gali buti jrodymu, kad grafito
elektrodo pavirSiuje imobilizuota GOx buvo jterpta j susidarantj PANI sluoksnj.
Be to, dé¢l difuziniy apribojimy padidéjusi Km salygoja reik§mingg GR/GOx/PANI
analitinés sistemos tiesinio analizinio signalo priklausomybés nuo analités
koncentracijos intervalo padidéjima, lyginant su GR/GOX. Toks zenklus analités
koncentracijos nustatymo intervalo praplétimas yra ypatingai aktualus gliukozes

koncentracijos nustatymui maisto produkty ir gérimy méginiuose. Kita vertus,

55



difuziniy apsunkinimy padidéjimas salygoja maksimalios srovés, generuojamos
GR/GOx/PANI elektrodo, sumazéjima, kadangi yra ribojama tick substrato
difuzija, tiek ir elektrony perne§imo tarpininko — FMS difuzija. Sie faktai
patvirtina teorinius teiginius, kad po fermento jterpimo j polimerinj sluoksnj,
fermentiniu aktyvumu pasizymincio sluoksnio storis dé¢l difuziniy apsunkinimy
analitei ir reakcijos produktams j/i$ Sio sluoksnio yra 200 — 400 nm [145].

Tyrimy duomenys pateikti pav. 4.7 A rodo, kad polimerizacija vykdoma ilga
laiko tarpg — vir§ 270 val. Polimerizacijos reakcijai naudojama gliukozeé ir
anilinas, taip pat kaip ir susidarantis vandenilio peroksidas bei gliukono rugstis,
teoriSkai taip pat gali jtakoti modifikuoty elektrody pavirSiuje esancios GOx
kinetiniams parametrams. Priezastys gali bati: (1) galima pradiniy medZiagy
(gliukozés ir anilino) bei susidaranciy fermentinés reakcijos produkty (vandenilio
peroksido ir gliukono rigsties) reakcija su GOx pavirSiumi bei aktyviuoju centru;
(i) elektrodo pavirSiaus uzsiterSimas ir elektrocheminé inaktyvacija; ir (iii)
fermento pasisalimas nuo elektrodo pavirSiaus. Siekiant istirti $iy poveikiy jtaka
GOx kinetiniams parametrams buvo reikalingi kontroliniai elektrodai. Kaip jau
minéta, ruo$iant kontrolinj elektrodg 1 GR/GOx elektrodas tam tikram laiko tarpui
buvo pamerkiamas j buferinj tirpala, kuriame yra gliukozes, bet néra anilino —
biitino polimerizacijai komponento. Tuo tarpu kontrolinis elektrodas 2 buvo
gautas GR/GOx elektroda jmerkiant j tirpalg, kuriame yra anilino, bet néra
gliukozés, kuri yra butina vandenilio peroksido — anilino polimerizacijos
iniciatoriaus — susidarymui. Tyrimy duomenys pateikti pav. 4.7 B ir C kreivése 1

ir 2, taip pat 4.2 lenteléje.
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4.2

lentelé.

Kinetiniai

aproksimavus elektrocheminiy tyrimy rezultatus.

kontroliniy elektrody parametrai,

apskaiciuoti

Inkubavimo Kontrolinis elektrodas 1 Kontrolinis elektrodas 2
trukmé, val. Kwm, mmol I Imax, LA Km, mmol |1 Imax, LA

0 580+0,14 51,81 +1,35 578+0,21 51,68 + 1,04

18 563+0,17 [43,11+1,12| 7,09+0,23 42,11 +£0,99

43 547+0,19 |[33,69+093| 8,56+0,39 30,69 + 0,83

113 419+0,14 |22,03+0,29 | 10,39+0,54 | 19,03+1,12

181 2,94+0,09 |1572+0,33| 11,26+0,49 | 13,72+0,64

272 2,64+0,07 |13,06+0,61 | 12,09+0,53 | 10,06 +£0,43

Kontrolinio elektrodo 2 inkubavimas kontroliniame tirpale 2, kuriame buvo
vien tik anilinas, sukélé kontrolinio elektrodo 2 Km reikSmés didé¢jima (pav. 4.7 B
2 kreive, 2 lentel¢), taciau Sis padidéjimas po 272 val. inkubacijos periodo buvo
11 karty mazesnis lyginant su GR/GOx/PANI elektrodu gautu GR/GOx elektroda
inkubuojant polimerizacijos tirpale turiniame ir gliukozeés, ir anilino 4°C
temperatiiroje (Pav. 4.7 B 3 kreivé, 4.1 lentelé) ir beveik 30 karty mazesnis
lyginant su GR/GOx/PANI

temperatiroje (pav. 4.7 B 4 kreivé). Tuo tarpu kontrolinio elektrodo 2

elektrodu gautu vykdant polimerizacija 18°C
I max
sumaz¢jimas buvo 3,29 kartus mazesnis (pav. 4.7 C 2 kreivé, 4.2 lentelé) lyginant
su GR/GOx/PANI elektrodu gautu vykdant polimerizacija 4°C temperatiiroje
(pav. 4.7 C 3 kreivé, 4.1 lentelé).

Inkubuojant kontrolinj elektroda 1 kontroliniame tirpale 1, kuriame buvo
vien tik gliukozé ir nebuvo anilino, apskaiiuota Km reikSmé po 272 val
inkubacijos trukmés buvo 2 kartus mazesné (pav.4.7 B 1 kreivé, 2 lentelé)
palyginus su Km reikSme apskaiciuota kontroliniam elektrodui 2 (pav. 4.7 B 2
kreivé, 2 lentelé) ir net 51 karta mazesné lyginant su GR/GOx/PANI elektrodu
gautu vykdant polimerizacija 4°C temperatiiroje (pav. 4.7 C 3 kreivé, 1 lentelé).
PrieSingai rezultatams gautiems kontroliniam elektrodui 2 ir GR/GOx/PANI
elektrodams, kontrolinio elektrodo 1 Km reik§mé ilgéjant inkubacijos trukmei
mazéjo ir po 272 val. inkubacijos trukmés Km reik§mé sumazéjo 2,2 karto. Tali

galima paaiskinti léta elektrodo pavirSiuje imobilizuotos GOx sluoksnio
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degradacija, kuris ilgéjant inkubacijos trukmei tampa vis plonesnis dél dalies
fermentinio sluoksnio iSsiplovimo, o difuzija pro jj tampa vis greitesné. Panasis
rezultatai buvo gauti inkubuojant GOx modifikuotus elektrodus gryname
buferiniame tirpale (duomenys nepateikti). Po 272 wval. inkubacijos trukmés
kontroliniam elektrodui 1 apskai¢iuota Km reik§mé buvo 2,64 + 0,07 mmol I
(pav. 4.7 B 1 kreive, 2 lentele). Si Km reikmé yra artima natyvios GOx Km
reikSmei. Tai reiSkia, kad elektrodo pavirsiuje imobilizuotos GOx sluoksnis tampa
toks plonas, kad jutiklis pradeda veikti kinetinio limitavimo reZimu uzuot veikes

difuzinio limitavimo rezimu.

4.4, Elektrody pavirSiaus tyrimai SEM ir AJM
GR/GOx ir GR/GOx/PANI elektrody pavirsiaus SEM vaizdai pateikti pav.

4.8 A demonstruoja, kad pries GR/GOx elektrodo pavirSiuje susidarant PANI,
elektrodo pavirSius atrodo blySkus dél nelaidaus GOx sluoksnio iSbarstancio
elektronus. Po PANI sluoksnio susidarymo elektrodo pavirSiaus morfologija
Zymiai pasikeité (pav. 4.8 B). Skirtinga elektrony sklaida 4.8 A ir B paveiksle
iliustruoja, kad GR/GOx/PANI elektrodo pavirSius yra zymiai laidesnis lyginant
su GR/GOx elektrodu. GR/GOx/PANI elektrodo pavirSiaus morfologija (pav. 4.8
B) aiskiai rodo, kad GR/GOXx elektrodo pavirSiuje susidaré naujos polimerinés
struktiiros. Be to, buvo nustatyta, kad susidariusio PANI sluoksnio storis, po 113

val. polimerizacijos trukmés, buvo apie 1 pm.
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GR/GOx/PANI elektrodo pavirsiaus.

Tiriant elektrody pavirSius AJM buvo pasirinktas pusiau kontaktinis
(virpancio zondo) rezimas, leidziantis nepaZeidZiant tyrimo objekto gauti artimg
kontaktiniam rezimui skiriamaja geba, bei turintis fazinio vaizdinimo galimybe.
AJM tyrimams buvo pasirinkti trys elektrody pavirsiai: nusveisto ir paruosto GOX
imobilizavimui (pav. 4.9), GR/GOx (pav. 4.10) ir GR/GOx/PANI (pav. 4.11). 1§
paruo$to GOx imobilizavimui grafito elektrodo pavirSiaus dvimacio vaizdo
pateikto pav. 4.9 Al matyti, kad jo pavirSius yra SiurkStus, o 1§ aukscio
pasiskirstymo histogramos galima teigti, kad yra daug jvairaus dydZio daleliy (nuo
2 iki 160 nm). GR/GOx grafito elektrodo pavirSiaus dvimatis vaizdas pateiktas
pav. 4.10 B1, i§ kurio matyti, kad imobilizuoto fermentinio sluoksnio pavirsius
yra tolygus. Gautas skenavimo metu trimatis vaizdas leidzia spresti ne tik apie
pavir§iaus morfologija, bet ir apie jo pavirSiuje esanciy struktiiry dydj bei dydzio
pasiskirstyma, kurie gali biiti apskai¢iuojami, pasinaudojus histogramos funkcija.
Nagrinétoje sistemoje aptinkamos jvairaus dydzio, t.y. nuo 2 iki 140 nm

strukturos, ta¢iau dominuojancios yra 85 nm dydzio struktiros.
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Pav. 4.9 GR elektrodo pavirSiaus dvimatis vaizdas (Al) ir auks¢iy pasiskirstymo

histograma (A2).
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Pav. 4.10 GR/GOx elektrodo pavirSiaus dvimatis (B1l) vaizdas ir auksciy

pasiskirstymo histograma (B2).
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Pav. 4.11 GR/GOx/PANI elektrodo dvimatis vaizdas (C1) ir auksCiy

pasiskirstymo histograma (C2). Polimerizacijos trukmé 24 valandos.

Padengto PANI sluoksniu GR/GOXx elektrodo pavirSiaus dvimatis vaizdas
bei auksciy pasiskirstymo histogramos pavaizduotos pav. 4.11. IS paveikslo aiskiai
matyti pavirSiaus struktiiros pokytis lyginant su GR ir GR/GOx elektrodais. Po
GR/GOx elektrodo padengimo PANI sluoksniu, elektrodo pavirsius tapo
SturkStesnis, o vyraujanciy struktiiry dydis pakito nuo 80 — 85 nm iki 220 — 225
nm. Taigi, 1§ pateikty aukScio pasiskirstymo histogramy yra aiSkiai matomas
elektrodo pavirSiaus morfologijos pokytis tiek po jo padengimo GOx sluoksniu
(pav. 4.9 A2 ir pav. 4.10 B2), tiek ir po padengimo PANI sluoksniu (pav. 4.10 B2
ir pav. 4.11 C2). Be to, paveiksluose patekti AJM vaizdai, taip pat kai ir aukscio
pasiskirstymo histogramos, rodo pavirsiaus SiurkStumo padidéjima. Tai patvirtina
pav. 4.8 pateiktus SEM vaizdus. Taigi, tiek atlikti AJM, tiek ir SEM pavirsiy
tyrimai patvirtina GR/GOX elektrodo pavirsiuje PANI sluoksnio susidaryma.
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4.5. PANI jtaka gliukozés biologinio jutiklio parametrams
Tinkamai pasirinkta polimerizacijos tirpalo pH verté leidzia efektyviai

iterpti fermentg  susidarant] polimero sluoksnj ir apsaugoti fermenta nuo galimo
aktyvumo praradimo [146]. Be to, biologinio jutiklio analizinis signalas taip pat
priklauso ir nuo pH vertés elektrocheminéje gardeléje. Tepés pH jtaka
kataliziniam fermento aktyvumui buvo istirta indikatoriniu elektrodu naudojant
GR/GOx arba GR/GOx/PANI elektrodus. Tyrimai atlikti A-PBS buferiniuose
tirpaluose su papildomai jdétu 0,1 mol I KCI, esant 10 mmol I* FMS ir 20 mmol
I1gliukozés. Buferiniy tirpaly pH reik§més buvo nuo 3,0 iki 10,0 pH. Tyrimo
duomenys pateikti pav. 4.12.

100

80 -

60 -

Al, %

40 A

20 -

pH
Pav. 4.12 GR/GOX (briikéniné linija) ir GR/IGOX/PANI (vientisa linija) elektrody
analizinio signalo pokycio procentais priklausomybé nuo tirpalo pH. Matavimai
atlikti A-PBS buferiniame tirpale, kambario temperatiroje, tirpale esant 10 mmol
I1 FMS ir 20 mmol I gliukozés. Indikatorinio elektrodo potencialas +300 mV

Ag/AgCl/CI™ 3 mol I atzvilgiu.

Istyrus GR/GOx ir GR/GOx/PANI elektrody analizinio signalo
priklausomybe nuo terpés pH nustatyta, kad GR/GOx elektrody atveju didZiausias
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analizinis signalas 1 substratg (gliukoze) registruojamas tuomet, kai terpés pH yra
6,0. Sie duomenis sutampa su pH reik§me nustatyta natyviai GOx [147]. Esant
Siam pH GOx pasiZymi maksimaliu katalizinés reakcijos greiciu ir didZiausiu
stabilumu. Apibendrinant tyrimo duomenis buvo pastebéta, kad esant pH
mazesniam nei 4,0 ir didesniam nei 8,0 katalizinis imobilizuotos GOx aktyvumas
staigiai maz¢ja. PavyzdZiui, esant pH 10,0 iSlieka tik tai apie 10 % pradinio GOx
aktyvumo. Mazame pH GOx yra inhibuojama anijony [148]. Esant pH 3,0, netgi
0,1 mol It KCI fermento aktyvumg inhibuoja visiskai [149].

GR/GOx/PANI elektrodams optimalus pH buvo detektuotas 6,5. Gauti
rezultatai rodo, kad GOx jterpimo ] susidarantj PANI sluoksnj procediira i§laiko
natyvias GOx charakteristikas. GR/GOx/PANI elektrodams GOx aktyvumo pH
profilis tampa platesnis ir pasislenka per 0,5 pH vienety j didesniy pH sritj
lyginant su GR/GOX elektrodais. Sj poslinkj jtakoja PANI matrica.

Vienas i§ svarbiausiy biologiniy jutikliy charakteristiky yra jy analizinio
signalo (srovés stiprio) stabilumas laike. GR/GOx ir GR/GOx/PANI elektrody
(polimerizacijos trukmé 24, 48 ir 72 valandos) atsakas j gliukoze¢ buvo tiriamas
matuojant imobilizuotos GOx aktyvumg 86 dieny laikotarpyje. Tarp matavimy
elektrodai buvo saugomi 4°C temperatiroje, uzdarame inde, virs laso A-PBS
buferinio tirpalo pH 6,0.

Tyrimo rezultatai iliustruoja, kad GR/GOx elektrodo atsakas j gliukoze jau
po pirmojo matavimo staigiai nukrenta zemiau 65 % pradinés savo vertés
(pav.4.13 kreive 1). Sis staigus GR/GOX elektrodo analizinio signalo sumazéjimas
gali biiti paaiskinamas imobilizuoto fermento disociacija nuo elektrodo pavirsiaus.
Taciau po $io staigaus kritimo buvo stebimas Zymiai létesnis elektrodo analizinio
signalo mazéjimas ir buvo nustatyta, kad po 86 dieny GR/GOX elektrodas iSsaugo
apie 44 % pradinio savo aktyvumo. GR/GOx/PANI elektrody generuojamos
sroves stiprio sumazéjimas po pirmo matavimo buvo Zymiai maZesnis nei
GR/GOx elektrodo (pav. 4.13 2, 3 ir 4 kreivés). Be to, GR/GOx/PANI elektrody

analizinio signalo mazéjimas priklausé nuo polimerizacijos trukmés ir mazéjo
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ilgéjant polimerizacijos trukmei. Tai gali buti paaiskinta tuo, kad imobilizuoto
fermento disociacijos nuo elektrodo pavirSiaus galimybé maz¢jo dél GOx jterpimo
1 PANI sluoksnj. Tyrimy rezultatai pateikti pav. 4.13 rodo, kad po 86 dieny
GR/GOx/PANI elektrodai priklausomai nuo 22, 48 ir 69 valandy polimerizacijos
trukmés iSsaugo 54,31, 59,2 ir 68,5 % savo pradinio aktyvumo. Taigi, galima
teigti, kad ilgéjant polimerizacijos trukmei GR/GOX/PANI elektrody stabilumas
didéja. GR/GOx elektrodo nestabilumas lyginant su GR/GOx/PANI elektrodu gali
biti paaiSkinamas fermentinio sluoksnio iSbrinkimu ir fermento disociacija nuo

elektrodo pavirSiaus.
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Pav. 4.13 Elektrocheminio signalo priklausomybé nuo laiko: GR/GOXx elektrodas
(1), GR/GOx/PANI elektrodas (polimerizacijos trukmé: 22 (2), 48 (3) ir 69 val.
(4)). Analizinio signalo matavimai buvo atlikti esant +300 mV indikatorinio
elektrodo potencialui Ag/AgCl/CI” 3mol I atzvilgiu, A-PBS buferiniame tirpale

esant pH 6,0 ir 20 mmol I gliukozés.

4.6. Polianilino jtaka terminiam gliukozés jutiklio stabilumui
Kaip ir visos biologinés kilmés struktiiros, fermentai yra jautris aplinkos

temperatiirai ir veikia geriausiai esant tam tikrai optimaliai temperatiirai [150].
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Dauguma fermenty denatiiruoja esant temperattry intervalui nuo 40 °C iki 70 °C
ir visiSkai praranda savo Katalizines savybes. Kai kurie atlikti darbai rodo, kad
GOx gali islaikyti savo katalizinj aktyvumg esant netgi 65 °C optimalioje
veikimui pH srityje [151]. GOx terminis denatiiravimas yra sukeliamas
destabilizuojant jonines ir hidrofobines sgveikas bei nutraukiant vandenilinius
ry$ius. Sie veiksniai sukelia konformacinius pakitimus tretingje baltymo
struktiiroje ir deaktyvuoja fermentg [152].

Sio tyrimo metu buvo tiriamas GR/GOXx ir GR/GOx/PANI (polimerizacijos
trukmé 24, 48 ir 72 valandos) elektrody terminis stabilumas. Minéty elektrody
tyrimai buvo atliekami A-PBS buferiniame tirpale (pH 6,0) turin¢iame 0,1 mol I
KCI ir 10 mmol I FMS. Modifikuotas grafito elektrodas buvo jjungiamas j
granding kaip indikatorinis elektrodas ir registruojamas srovés kitimas laike esant
+300 mV potencialui (Ag/AgCl/CI™ 3 mol I? lyginamojo elektrodo atzvilgiu).
Atliekant matavimus gliukozés buvo pridedama tiek, kad jos koncentracija
elektrocheminéje gardeléje baty 20 mmol I, Elektrody analizinis signalas }
gliukoze buvo tiriamas po kiekvieno temperatiirinio poveikio. Kiekvienas

matavimas buvo kartojamas po tris kartus.
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Pav. 4.14 Temperatiros poveikis GR/GOx (kreivé 1) ir GR/GOx/PANI
elektrodams polimerizacijos tirpale laikytiems 24, 48 ir 72 valandas (kreivé 2, 3 ir
4). A dalyje pateiktos priklausomybés termostatuojant elektrodus 5 minutes
inkubatoriuje oro atmosferoje, B dalyje elektrodai buvo 5 minutes
termostatuojami buferiniame tirpale. Analizinio signalo matavimai atlikti A-PBS
buferiniame tirpale, kambario temperatiiroje, tirpale esant 10 mmol It FMS ir 20
mmol I gliukozés. Indikatorinio elektrodo potencialas +300 mV Ag/AgCl/CI™ 3

mol I atzvilgiu.

Terminio stabilumo tyrimai buvo atliekami dvejopai. Vienu atveju terminis
stabilumas buvo tiriamas modifikuotus elektrodus inkubuojant po 5 minutes
termostate A-PBS buferiniame tirpale pH 6,0, esant tam tiktoms fiksuotoms
termostato temperatiroms (20, 30, 40, 50, 60 ir 70°C). Sio tyrimo rezultatai
pateikti pav. 4.14 B. Antruoju atveju elektrodai buvo laikomi po 10 minuciy taip
pat termostate taciau ne tirpale, bet ore, esant tam tiktoms fiksuotoms termostato
temperatiroms (20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ir 100°C ). Sio tyrimo rezultatai
pateikti pav. 4.12 A.

Pav. 4.14 B iliustruoja rySkius GR/GOx ir GR/GOx/PANI elektrody
terminio stabilumo skirtumus. Kaip matyti i§ paveikslo, GR/GOx/PANI elektrody
terminis stabilumas yra zymiai geresnis lyginant su GR/GOXx elektrodu. Kaip
matyti i§ paveikslo, GR/GOx elektrodo generuojamos srovés stipris didéjant
temperatlirai  staigiai mazéja. Tuo tarpu 24 ir 48 valandas modifikuoty
GR/GOx/PANI elektrody (pav. 4.14 B kreives 2 ir 3) analizinis signalas iki tam
tikros temperatiiros taip pat mazéja, taciau labai nezymiai. DidZiausi skirtumai
tarp GR/GOx ir GR/GOx/PANI elektrody analizinio signalo sumazé&jimo buvo
stebimi elektrodus inkubavus tirpale 50 °C temperatiiroje. Dél temperatiiros
poveikio GR/GOx elektrodo analizinis signalas sumazéjo apie 50 % lyginant su
pradinio signalo verte. Tuo tarpu GR/GOx/PANI elektrody analizinis signalas

sumazejo tik apie 25 ir 10 % (atitinkamai 24 ir 48 valandy polimerizacijos
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trukmei) lyginant su pradinio signalo verte. Visiskai skirtingi rezultatai gauti
ilgiausiai, 72 valandas modifikuotiems elektrodams (pav. 4.14 kreivé 4). Siy
elektrody atveju keliant temperatiirg amperometrinis signalas nuosekliai stipréja ir
pasickia maksimalig verte esant 40 °C, o keliant temperatiirg toliau, nuosekliai
mazéja. Tai galima paaiSkinti tuo, kad keliant temperatiirg polianilino elektrinis
laidis did¢ja. PanaSiis rezultatai buvo gauti m—m konjuguotam polimerui —
polipirolui [153]. GR/GOx elektrodo nestabilumas lyginant su GR/GOx/PANI
elektrodu gali buti paaiskinamas fermentinio sluoksnio iSbrinkimu ir fermento
disociacija nuo elektrodo pavirSiaus. Taciau elektrodus inkubavus 70°C
temperatiiroje tick GR/GOX, tiek ir GR/GOx/PANI elektrody analizinis signalas
sumazéja praktiskai iki nulio. Tai galima paaiskinti imobilizuotos GOx termine
inaktyvacija.

GR/GOx ir GR/GOx/PANI elektrody terminis stabilumas, laikant juos tam
tikroje temperatiiroje oriniame termostate (pav. 4.14 A), buvo mazesnis lyginant
su tuo atveju, kai elektrodai buvo inkubuojami tam tikroje temperatiiroje tirpale.
Atliekant tyrimus oriniame termostate buvo visiSkai paSalintas fermento
disociacijos nuo elektrodo pavirSiaus faktorius, todel elektrodo aktyvumo
praradimas buvo sukeltas tik dél fermento struktiiros pokyciy dél temperatiiros
poveikio. Kaip matyti i§ pav. 4.14 A, GR/GOx/PANI elektrody terminis
stabilumas iki 80 °C buvo geresnis lyginant su GR/GOx elektrodu. Be to,
GR/GOx/PANI elektrody terminis stabilumas didéjo didéjant polimerinio
sluoksnio storiui. Tiktai pakélus temperatiirg iki 100 °C GR/GOXx elektrodas tampa
stabilesnis nei GR/GOx/PANI elektrodai. Atlikti terminio stabilumo tyrimai rodo,
kad GOx jterpimas j PANI matricg stabilizuoja fermentg, o amperometrinio
signalo praradimas esant didesnei nei 40 °C temperatiirai gali bti paaiskinamas

fermento denattiravimu ir polimerinés matricos irimu [154].
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4.7 Biologinio jutiklio analizinio signalo pakartojamumo tyrimai
Kita labai svarbi biologiniy jutikliy charakteristika yra jy analizinio signalo

(sroves stiprio) pakartojamumas. Todel Siame darbo etape buvo jvertintas
GR/GOx ir GR/GOx/PANI elektrody analizinio signalo pakartojamumas. Tam
buvo pakartotinai penkis kartus registruojamos sroves stiprio priklausomybés nuo
gliukozés koncentracijos tam paciam elektrodui ir penkiems skirtingiems vienodai
paruoStiems elektrodams. Modifikuoty indikatoriniy elektrody tyrimai buvo
atliekami A-PBS buferiniame tirpale (pH 6,0) turin¢iame 0,1 mol It KCI ir 10
mmol I FMS.

Atsikartojamumo tyrimams buvo naudoti sie modifikuoti elektrodai:

» GRI/GOx;

» GR/GOx/PANI, polimerizacijos trukmé 24 valandos;

» GR/GOx/PANI, polimerizacijos trukmé 48 valandos;

» GR/GOx/PANI, polimerizacijos trukmé 72 valandos.

Matavimy paklaidas gali jtakoti fermento dozavimo netikslumas, fermento
aktyvumo praradimas ruoSiant elektrodus ir nevienodas fermento pasiskirstymas
elektrodo pavirSiuje. Atliekant elektrody analizinio signalo pakartojamumas
tyrimus buvo i8laikyti visi tokiems tyrimams keliami reikalavimai: tyrimus atliko
tas pats Zmogus, tyrimai buvo atlickami ta pacig dieng, tyrimams atlikti buvo
naudojama ta pati jranga ir tos pacios medziagos, naudojamas tas pats metodas.
Gauti duomenys apdoroti statistiSkai ir pateikti 4.3 lenteléje. pakartojamumas

buvo vertinamas kaip duomeny iSsibarstymas ir iSreikstas skaitine verte.
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4.3 lentele. GR/GOx ir GR/GOx/PANI elektrody pakartojamumo tyrimo

duomenys.

Vidutinis santykinis
Vidutinis santykinis nstarll(:arpn:;
Modifikuoti elektrodai | standartinis nuokrypis, % [UOKIYPIS, o
(tiriant ta patj elektroda) (tlrlant_ 5 vienoda
modifikuotus
elektrodus)
GR/GOX 11,47 14,13
GR/GOx/PANI
(polimerizacijos trukmé 6,89 12,13
24 val.)
GR/GOx/PANI
(polimerizacijos trukmé 5,14 10,19
48 val.)
GR/GOx/PANI
(polimerizacijos trukmé 4,38 9,96
72 val.)

IS tyrimo rezultaty pateikty 4.3 lenteléje matyti, kad tiriant srovés stiprio
priklausomyb¢ nuo gliukozés koncentracijos tam paciam elektrodui
GR/GOx/PANI elektrodai pasizymi Zymiai geresniu pakartojamumu lyginant su
GR/GOx elektrodais. Be to, matyti, kad kuo ilgesné polimerizacijos trukmé, o
taigi ir storesnis susidargs PANI sluoksnis elektrodo pavirSiuje, tuo duomeny
i§sibarstymas mazesnis. Analogiski rezultatai buvo gauti ir tuomet, kai buvo
tiriama sroveés stiprio priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos penkiems
vienodai modifikuotiems elektrodams. Taciau Siuo atveju duomeny iSsibarstymas
buvo didesnis lyginant su tuo atveju, kai srovés stiprio priklausomybé nuo
gliukozés koncentracijos registruojama tam paciam elektrodui. Taigi, tyrimo
rezultatai iliustruoja, kad GOx, imobilizuotos grafito elektrodo pavirSiuje,

jterpimas j PANI sluoksnj pagerina Sios analizinés sistemos pakartojamuma.
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4.8. Jutiklio jautris pasalinéms medZiagoms
Analizuojant biologinius méginius, tokius kaip kraujas ar Slapimas, o taip

pat ir maisto produkty bei gérimy meéginius, juose daznai pasitaiko jvairiy
medziagy trukdanciy gliukozés nustatymui. IS Siy medziagy bene didziausiu
trukdan€iu  poveikiu, tiriant gliukozés koncentracija GOx modifikuotais
elektrodais, pasizymi askorbo ir urino riigstys. Pavyzdziui, normali urino rugsties
koncentracija kraujo serume yra 110 — 410 umol I"* moterims ir 140 — 500 pmol I
vyrams. Normali askorbo riigsties koncentracija kraujo serume yra 5,7 — 143,1
umol It Todél Sio tyrimo tikslas buvo palyginti Siy riigiciy jtakg GR/GOX ir
GR/GOx/PANI elektrodams, nes buvo tikimasi, kad grafito elektrodo pavirSiuje
imobilizuotos GOx jterpimas ] PANI sluoksnj sumazins §iy medziagy trukdantj
poveikj. Tyrimui buvo paruosti GR/GOx ir GR/GOx/PANI (polimerizacijos
trukmé 24 val.) elektrodai. Modifikuoty elektrody tyrimai buvo atliekami A-PBS
buferiniame tirpale (pH 6,0) turin¢iame 0,1 mol I KCI ir 10 mmol I* FMS.
Modifikuotg elektroda jjungus } granding kaip indikatorin} ir didinant analités
koncentracijg elektrocheminéje gardeléje registruojamas srovés stiprio kitimas
laike esant pastoviam +300 V indikatorinio elektrodo potencialui (pagal
Ag/AgCl/CI” 3 mol L™ elektrodg). Tyrimy duomenys pateikti pav. 4.15.

Siam tyrimui askorbo ir urino riig§¢iy koncentracijy ribos buvo pasirinktos
nuo 0,05 iki 1,33 mmol I}, nes biitent toks $iy medziagy kiekis yra labiausiai
tikétinas realiuose méginiuose. Pav. 4.15 pateiktos amperometrinio signalo
priklausomybés nuo askorbo ir urino riig§¢iy pasirinktame koncentracijy intervale.
Tirpale esant 1,33 mmol I askorbo riigsties, GR/GOx elektrodo signalas buvo
1429 pA (pav. 4.15 A kreivé 1). Esant tai paciai urino riigSties koncentracijai,
registruotas signalas buvo 0,76 pA (pav. 4.15 B kreivé 1). Modifikavus elektroda
PANI sluoksniu, amperometrinis signalas askorbo rigs¢iai sumazéjo iki 12,47 pA
(pav. 4.15 A kreivé 2), o urino riigs¢iai iki 0,70 pA (pav. 4.15 B kreivé 2). IS Siy
eksperimentiniy duomeny galima spresti, kad PANI sluoksnis elektrodo pavirsiuje

sulétina askorbo ir urino ragsciy difuzijg atitinkamai 12,47 ir 7,89 %, ir veikia
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kaip barjeras apribodamas kai kuriy elektroaktyviy junginiy difuzija. Esant
labiausiai tikétinom fiziologinéms sglygom, kuomet gliukozés koncentracija
kraujyje yra 3,8 — 55 mmol I'Y, o askorbo ir urino riigd¢iy koncentracija
atitinkamai yra 0,1 ir 0,5 mmol I, askorbo ir urino riigi¢iy signalai atitinkamai
buvo 0,57 pA (pav. 4.15 A kreivé 2) ir 0,22 pA (pav. 4.15 B kreivé 2).
Tiriamajame méginyje esant 5,0 mmol I gliukozés, analizinis signalas yra 7,32
nA. Trukdants poveikis askorbo ir urino riig§ciy tokiu atveju atitinkamai sudaro
7,8 ir 3,0 %. Toks jutiklio jautris pasalinéms medziagoms yra mazesnis lyginant

su kitais gliukozés jutikliais [154].
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Pav. 4.15 Srovés stiprio pokyc¢io priklausomybés nuo askorbo (A) ir urino riig§ciy
(B) GR/GOx (1) ir GR/GOx/PANI (2) indikatoriniams elektrodams. Matavimai
atlikti kambario temperatiiroje buferiniame tirpale pH 6,0 esant 10 mmol I FMS.

Indikatorinio elektrodo potencialas +300 mV Ag/AgCl/CI” 3 mol I"" atzvilgiu.
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4.9 PPY ir PANI jtakos jutiklio charakteristikoms palyginimas
Norint tarpusavyje palyginti PANI ir PPY panaudojimo galimybes

amperometriniuose gliukozes jutikliuose, buvo pasirinktas fermentinis Siy
polimery sintezés budas. Indikatoriniy elektrody paruoSimas vyko taip, kaip
apraSyta metodinés dalies 3.2 — 3.3 skyriuose, ta¢iau polimerizacijos tirpalui buvo
naudojami skirtingi monomerai. GOX jterpimas j polimero sluoksnj vyko pagal

schemg pateiktg pav. 4.16.

Oz

Gliukozé Gliukonolaktonas

sluoksnis

lMonomerai Polimero

Anglinio elektrodo pavirgius

Pav. 4.16 Principiné GOx jterpimo j polimero sluoksnj indikatorinio elektrodo

pavirSiuje schema.

Kaip ir atliekant ankstesnius tyrimus, pagrindinis GOx padengimo
polimero sluoksniu jrodymas buvo rySkus Michaelio konstantos Km padidéjimas
bei maksimalios generuojamos srovés Imax sumazéjimas. Siy tyrimy metu buvo
iStirtos ir tarpusavyje palygintos kinetinés GOX, imobilizuotos grafito elektrodo
pavirSiuje (GR/GOx) bei padengtos PANI (GR/GOx/PANI) ir PPY
(GR/GOx/PPY) sluoksniu, savybés. Minéty modifikuoty elektrody analiziniai
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signalai buvo tiriami amperometriskai, kambario temperatiiroje, tirpale esant nuo
0,5 iki 300,0 mmol I gliukozés. Vis didinant gliukozés koncentracija tiriamame
tirpale ir registruojant skirtingy sistemy analizinio signalo kalibravimo kreives
visais atvejais buvo stebima hiperboliné amperometrinio signalo priklausomybé
nuo analités koncentracijos (pav. 4.17). Atlikus tolimesnius skai¢iavimus buvo
pastebéta, kad GR/GOx, GR/GOx/PANI ir GR/GOx/PPY indikatoriniai elektrodai
pasizymi reik§mingai skirtingomis Km reikSmémis (pav. 4.18 B). Taip pat buvo
pastebéta, kad Kwm reikSmé priklauso nuo elektrodo modifikavimo laikant

polimerizacijos tirpale trukmes.

100 -

I I L] ¥

0 70 140 210 280
C,mmol L™
Pav. 4.17 Skirtingai modifikuoty elektrody kalibravimo kreivés: 1 — GR/GOXx
elektrodo pries modifikavimg polimerais; 2 ir 3 — GR/GOx/PANI elektrodo
atitinkamai laikyto polimerizacijos tirpale sudaryto i§ 200 mmol I anilino ir 20
mmol I gliukozés 18 ir 23 valandas; 4 ir 5 — GR/GOXx/PPY elektrodo atitinkamai
laikyto polimerizacijos tirpale sudaryto i§ 200 mmol I pirolo ir 20 mmol It

gliukozés 18 ir 23 valandas.
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Tolimesniais tyrimais buvo parodyta, kad Kwm reik§mé nuo pradinés 5,75
mmol It reik§més apskaiCiuotos GR/GOXx elektrodui gali biiti atitinkamai
padidinta net 23,5 ir 42,1 kartus iki 134,90 ir 241,96 mmol I, atitinkamai
GR/GOx/PANI (pav. 4.18 A kreivé 1) ir GR/GOx/PPY (pav. 4.18 A kreive 2)
elektrodams (polimerizacijos trukmé 272 valandos). Visiskai prieSingas efektas
buvo stebimas apskai¢iuojant Imax reik§mes ir kaip parodyta pav. 4.18 B dalyje,
gali sumazéti nuo 52 pA, kuomet elektrodas buvo nemodifikuotas polimeriniu
sluoksniu, iki 3,06 ir 1,34 pA atitinkamai GR/GOx/PANI ir GR/GOx/PPY
elektrodams (polimerizacijos trukmé 272 valandos), o tai sudaro zymy 16,9 ir 38,9
karty sumaz¢jima. Tokie GOx kataliziniy parametry pasikeitimai visiSkai atitinka

fermenty padengty pusiau pralaidzia membrana aktyvumo modelj [155].
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Pav. 4.18 Apskaiciuoty Km (A) ir Imax (B) veréiy priklausomybé nuo elektrodo

modifikavimo laiko anilino (kreivé 1) ir pirolo (kreivé 2) polimerizacijos tirpale.

Apibendrinus gautus rezultatus galima teigti, kad GR/GOx elektrodo
veikimas lyginant su GR/GOx/PANI ir GR/GOx/PPY elektrodais yra pagrjstas
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skirtingais principais. Kadangi padengus GOx polimero sluoksniu yra
apsunkinama tiek analités tiek ir EPT difuzija, galime teigti, kad GR/GOx/PANI ir
GR/GOx/PPY elektrodai veikia difuzinio limitavimo budu, tuo tarpu GR/GOx
elektrodas veikia fermento kinetinio limitavimo biidu, nes Siuo atveju difuziniai
apribojimai yra minimalds. Nors buvo stebimas stiprus Imax sumazéjimas, sukeltas
ribotos gliukozés ir FMS difuzijos link fermento aktyviojo centro, ta¢iau daugiau
nei 10 karty padidéjusi Km reik§mé buvo tiek susidariusio polimero sluoksnio, tiek
ir gerokai praplésto tiesinio analizinio signalo priklausomybés nuo analités
intervalo jrodymas. Be to, toks susidares polimero sluoksnis apsaugo GOx nuo
desorbcijos nuo indikatorinio elektrodo pavirsiaus.

IS duomeny pateikty pav. 4.18 A dalyje matyti, kad po 272 valandy
modifikavimo GR/GOx/PPY elektrodo Km reiksmé buvo beveik dvigubai didesné
nei GR/GOx/PANI elektrodo po tokios pat modifikavimo trukmés. Toks kinetiniy
parametry skirtumas galéjo susidaryti deél skirtingy PANI ir PPY polimerizacijos
grei¢io, dél kurio elektrodo pavirSiuje susidaro skirtingo storio ir/arba tankio
polimero plévele. Sie faktai patvirtina teorinius teiginius, kad po fermento
jterpimo ] polimerinj sluoksnj, fermentiniu aktyvumu pasizymincio sluoksnio
storis dél difuziniy apsunkinimy analitei, elektrony pernasos tarpininkui ir
reakcijos produktams j/i§ §io sluoksnio yra 200 — 400 nm [145]. Atliekant
tolimesnius tyrimus buvo jsitikinta spartesniu PPY susidarymu esant toms

pacioms fermentinés sintezés saglygoms.
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Pav. 4.19 GR/GOx/PANI ir GR/GOx/PPY modifikuoty elektrody ciklinés
voltamperogramos A-PBS buferiniame tirpale esant 20 mmol It gliukozés.

Potencialo skleidimo greitis 100 mV/s.

Siekiant patvirtinti elektoraktyvig sintetinty polimery prigimtj buvo
registruotos GR/GOx/PANI ir  GR/GOx/PPY  elektrody  ciklinés
voltamperogramos, kurios pateiktos pav. 4.19. Pastarieji matavimai buvo atlikti
esant kambario temperatiirai, A-PBS buferiniame tirpale esant 20 mmol I
gliukozés koncentracijai, keiciant indikatoriniam elektrodui suteikta potenciala
nuo -500 iki +1000 mV Ag/AgCl/CI” 3 mol L™ lyginamojo elektrodo atzvilgiu.
Uzregistruotoje GR/GOx/PANI ciklinéje voltamperogramoje aiSkiai matomas
anodinis maksimumas ties +530 mV. Sis anodinis maksimumas gali biti
priskiriamas Sakotajai PANI struktiirai. Jis yra nezymiai pasislinkgs | mazesniy
potencialy sritj lyginant su PANI kuris buvo sintetintas naudojant krieny
peroksidaze  [156]. Tuo tarpu, GR/GOx/PPY  celektrodo  ciklinéje
voltamperogramoje nebuvo stebima jokiy rySkiy oksidacijos-redukcijos
maksimumy ir tai gali buti paaiskinama, tuo kad susidargs PPY sluoksnis

pasizymi silpnomis elektrocheminémis savybémis ir prastu elektriniu laidziu jo
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peroksidavimo  stipriu  oksidatoriumi  vandenilio peroksidu susidaranciu
polimerizacijos reakcijos metu.

Pav. 4.20 A pateiktuose polimerizacijos tirpaly UV-Vis absorbcijos
spektruose matyti PPY ir PANI susidarymas po 48 valandy polimerizacijos.
Pagrindinis susidariusio PPY poZymis yra absorbcijos maksimunmo ties 460 nm
bangos ilgio atsiradimas ir didéjimas, kuris yra budingas susidariusiems PPY
oligomerams [157]. Dviejy absorbcijos maksimumy ties 360 ir 445 nm
atsiradimas ir didéjimas buvo priskirtas atitinkamai linijinés [158]ir sakotos [159]

struktiros PANI formos susidarymui.
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Pav. 4.20: A — fermentiné sintezé¢ (A-PBS buferinis tirpalas pH 6,0, 1 mg/mi
GOx, 20 mmol I? gliukozés, 200 mmol I monomero, polimerizacijos trukmé —
48 val); B — cheminé oksidaciné polipirolo sintezé ( A-PBS buferinis tirpalas pH
3,0, 200 mmol I pirolo, 300 mmol I* H20,, polimerizacijos trukmé — 23 (1), 96
(2), 173 (3), 217 (4), 408 (5) val.; C — absorbcijos skirtumo (A = 460 nm)
priklausomybés nuo cheminés oksidacinés pirolo polimerizacijos laiko esant
skirtingiems tirpalo pH; D — cheminé oksidaciné anilino sintezé¢ (A-PBS buferinis
tirpalas pH 7,0, 200 mmol I'* anilino, 20 mmol I'* H20;, polimerizacijos trukmé —
0 (1), 23 (2), 47 (3), 75 (4), 143 (5), 240 (6), 365 (7)).

Siekiant palyginti cheminés oksidacinés bei fermentinés sintezés biidu
susidarancius polimerus ir patvirtinti GOx jterpimg j polimerinj sluoksnj, buvo

atlikti anilino ir pirolo polimerizacijos spektrofotometriniai tyrimai. Tyrimy
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duomenys patvirtina, kad fermentinés sintezés budu susintetinty PPY ir PANI
absorbcijos spektrai yra identiSki absorbcijos spektrams uZzregistruotiems PPY ir
PANI susintetintiems cheminés oksidacinés sintezés biudu oksidatoriumi
naudojant H2O,. Pagrindinis sintezés budy skirtumas — optimalus sintezés pH
intervalas. Atliekant cheming polimery sinteze, kuo rigstesné terpé, tuo greiciau
vyksta polimerizacijos procesas ir tuo daugiau polimero susidaro (pav. 4.20 C).
Sarminéje terpéje polimerizacija nevyksta. Tuo tarpu atliekant fermentine sinteze
polimerizacija geriausiai vyksta tame pH intervale, kuriame fermentas yra
aktyviausias. Sintez¢ vyksta ir Sarminéje terpéje.

Atliekant tolimesnius tyrimus buvo palygintas GR/GOx, GR/GOx/PANI ir
GR/GOX/PPY elektrody veikimas esant skirtingoms analizuojamojo tirpalo pH
vertéms. Pasirinktas A-PBS Dbuferinio tirpalo pH intervalas nuo 3,0 iki 10,0.
Tyrimy metu j juos buvo papildomai ipilama 10 mmol It FMS ir 20 mmol I
gliukozés. Matavimai atlikti kambario temperataroje. Apibendrinus matavimo
rezultatus pateiktus pav. 4.21 galima teigti, kad visais atvejais buvo stebima varpo
formos analitinio signalo priklausomybé nuo analizuojamojo tirpalo pH. GR/GOx
elektrodui optimali pH sritis buvo stebima ties 6,0 pH (pav. 4.21 kreive 1). Sis pH
sutampa su natyvios GOx pH optimumu [160]. Kaip ir nurodoma literattiros
Saltiniuose, esant ekstremalioms pH vertéems GOx katalizinis aktyvumas stipriai
sumazéja, o pasiekus pH 10,0 islicka tik apie 10 % pradinio fermento aktyvumo.
GR/GOx/PANI elektrodui nustatyta maksimali veikimo sritis yra ties pH 6,5 (pav.
4.21 kreivé 2), o GR/GOx/PPY elektrodui — ties 7,0 (pav. 4.21 kreivé 3). Toks
nezymus GR/GOx/PANI ir GR/GOx/PPY elektrodams veikimui optimalaus terpés
pH pasislinkimas lyginant su GR/GOx elektrodo veikimui optimaliu pH rodo, kad
abiem atvejais padengus elektrodo pavirSiuje imobilizuota fermenta polimero
sluoksniu buvo iSlaikytos GOx katalizinés savybés. Modifikavus indikatorinius
elektrodus polimero sluoksniu, abiem atvejais optimali veikimo sritis tapo
platesn¢ ir kaip minéta nezymiai pasislinko baziniy reikSmiy kryptimi dél

fermento ir polimerinés matricos sgveikos. Net ir menkiausi fermento
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polipeptidinés struktiiros konformaciniai pokyc¢iai gali jtakoti jo denattiracijg ir
biokataliziniy savybiy praradimg. Tokie pakitimai gali buti sukeliami dél
temperatiiros poveikio, ekstremalios analizuojamojo tirpalo pH vertés ar

netinkamos sudéties bei fermento laikymo salygy.
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Pav. 4.21 Amperometrinio signalo priklausomybé nuo terpés pH GR/GOX (kreivé
1), GR/GOX/PANI (kreivé 2) ir GR/IGOX/PPY (kreivé 3) elektrodams. Matavimai
atlikti A-PBS buferiniame tirpale esant 10 mmol It FMS ir 20 mmol I gliukozés,
esant aplinkos temperatirai. Indikatorinio elektrodo potencialas +300 mV
Ag/AgCl/CI™ 3 mol L™ atzvilgiu.

Siekiant tarpusavyje palyginti GR/GOx, GR/GOx/PANI ir GR/GOx/PPY
elektrody analizines charakteristikas buvo atliktas ir amperometrinio signalo
stabilumo laike tyrimai. Sistemos stabilumui didZiausig jtaka daro naudojamy
medziagy prigimtis, elektrodo pavirSiuje susidariusio polimerinio sluoksnio
morfologija ir tinkamas fermento imobilizavimas [161]. Sio tyrimo metu 86 pary
laikotarpyje buvo registruojamas minéty elektrody analizinis signalas. Visi

matavimai buvo atlikti A-PBS buferiniame tirpale pH 6,0, esant 20 mmol I
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gliukozés ir 10 mmol It FMS. Tarp matavimy modifikuoti indikatoriniai
elektrodai buvo laikomi 4 °C temperatiiroje, uzdarame inde, vir§ A-PBS pH 6,0
buferinio tirpalo laso. Pav. 4.22 pateikti Sio tyrimo rezultatai rodo, kad GR/GOXx
elektrodui (pav. 4.22 kreivé 1) didZiausias signalo sumazéjimas yra stebimas
atlikus pirmuosius matavimus. Taciau po jy, elektrodo analizinis signalas iSlieka
pakankamai stabilus ir po 86 pary iSsaugo apie 76 % savo pradinés vertés. Tiek
GR/GOx/PANI, tiek ir GR/GOX/PPY clektrodams nebuvo stebimas toks Zymus
pradinio signalo praradimas po pirmyjy matavimy ir tai gali buti paaiSkinama
geresniu fermento imobilizavimu elektrodo pavirSiuje padengiant jj polimerine
membrana ir taip apsaugant fermentg jo desorbcijos. Pirmgsias 22 paras geresnis
stabilumas buvo stebimas GR/GOx/PPY elektrodui lyginant su GR/GOx ir
GR/GOx/PANI. Taciau po Sio laikotarpio amperometrinis signalas pradéjo
sparCiai mazéti (pav. 4.22 kreivé 3) ir po 86 pary buvo registruojama tik apie 2 %
pradinio analizinio signalo. GR/GOx/PANI elektrodo signalo stabilumas po 86
pary iSliko didziausias lyginant su kitais elektrodais ir sudaré apie 80 % nuo

pradinés vertés (pav. 4.22 kreivé 2).
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Pav. 4.22 Elektrocheminio signalo priklausomybé nuo laiko: GR/GOx (1),
GR/GOx/PANI (2) ir GR/GOx/PPY (3) elektrodui . Analizinio signalo matavimai
atlikti A-PBS buferiniame tirpale pH 6,0 esant 20 mmol I gliukozés ir 10 mmol I
1 FMS. Indikatorinio elektrodo potencialas +300 mV Ag/AgCl/CI™ 3 mol L™

atzvilgiu.

4.10 AuND taikymas gliukozés biologiniame jutiklyje
Norint jvertinti AUND jtakg gliukozés biologinio jutiklio parametrams,

fermentinés sintezés bidu buvo susintetintos dviejy tipy nanokompozitinés
struktiiros: GOx jterptos | PANI sluoksnj ((GOx)PANI) bei GOx ir AuND jterpty j
PANI sluoksnj ((GOx/AuND)PANI). Anilino polimerizacijos metu GOx buvo
jterpta arba dalinai padengta polianilino sluoksniu, o polimerizacijos schema
pateikta pav. 4.22 A.

|mob|||zacua
GIIukoze o

PANI sluoksnis
Gllukoze o

|moblllzac||a
PANI sluoksnis
AuND

Pav. 4.22 GR/(GOx)PANI (A) ir GR/(GOx/AuND)PANI (B) daleliy susidarymo

ir imobilizamo elektrodo pavirSiuje schema.

Atliekant (GOx/AuUND)PANI daleliy sinteze j polimerizacijos tirpalg
papildomai buvo jdedama skirtingo dydzio (3,5, 6,0 ir 13,0 nm) aukso
nanodaleliy. Visais atvejais tirpale esant aukso nanodaleléms buvo stebimas
greitesnis polianilino susidarymas, o taigi ir didesnis susidariusiy daleliy Kiekis po

300 valandy polimerizacijos (pav. 4.23 A). Norint tiksliau jvertinti polianilino
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susidarymg, fermentinés polimerizacijos reakcijos vyksmas buvo stebimas
spektrofotometriskai. Paveiksle 4.22 A pateikiami polimerizacijos tirpaly
absorbcijos maksimumy kitimas laike, 0 pav. 4.23 B tiriamy polimerizacijos
tirpaly absorbcijos spektrai po 116 valandy polimerizacijos. Buvo stebéti du
absorbcijos maksimumai ties A1 = 360 nm ir A> = 450 nm. Absorbcijos
maksimumas ties 360 nm yra priskiriamas mazos molekulinés masés polianilino
oligomery susidarymui [162], tuo tarpu sugerties maksimumas ties 450 nm

priskiriamas Sakotos polianilino struktiiros susidarymui [163,164].
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Pav. 4.23 (A) Susidariusiu PANI daleliy absorbcijos (A = 450 nm) skirtumo
priklausomybé nuo polimerizacijos laiko, tirpale esant 1 mg/ml GOx, 20 mmol I
gliukozés ir 200 mmol I anilino bei AUND: 1 — be AuND; esant 2 -3,5; 3 — 6,0;
4 -13,0 nm. (B) UV/Vis sugerties spektrai po 116 valandy polimerizacijos: 1 — be
AuND; 2 -3,5; 3-6,0; 4 —13,0 nm AuND.

Eksperimentiniai duomenys rodo, kad aukso nanodaleliy buvimas tirpale
visais atvejais padidina polianilino susidarymo greitj. Geriausi rezultatai buvo
gauti naudojant 3,5 nm dydzio aukso nanodaleles (pav. 4.23 A), kurios ir buvo

pasirinktos tolimesniems tyrimams.
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Siekiant jvertinti pH jtaka polimeriniy daleliy formavimuisi, buvo
paruos$tos dvi A-PBS buferiniy tirpaly serijos pH nuo 4,0 iki 7,0. Pirmoje tirpaly
serijoje buvo vykdoma fermentiné polianilino sintezé, o antroje — fermentiné
polianilino sintez¢é papildomai j polimerizacijos tirpalus pridedant 3,5 nm aukso
nanodaleliy.

Vykstanti polimerizacijos reakcija buvo stebima spektrofotometriSkai
resistruojant Sviesos sugerties spektrus 300 — 800 nm srityje. Absorbcijos dydzio
kitimas laike ties A= 450 nm pavaizduotas pav. 4.24. Tyrimo rezultatai rodo, kad
nepriklausomai nuo aukso nanodaleliy buvimo tirpale, polimerizacijos reakcija
vyksta greiiau esant riigStinei terpei, o geriausi rezultatai buvo gauti esant

polimerizacijos tirpalo pH 4,0.

—=
3.0{ A /L,ﬂ— B ) /,.I- 3.0
2.5 - o -~ L 2.5

o / //

:52_0 p 2 s -4 ~ 2 .- Ar 2.0 E,

2 ¥ = | 'S

o 1.5 - | A 3 _ " 7 -~ ':_'!__,,_F~v- 15 &2

2 A et ;

a 1.0 1 ;_///" ‘;/;/} a4 o 1.{}&

] 4 I
051 ./ PV o . 0.5
0.0 S - 0.0

0 20 40 6.0 80 100 1&0{'1 20 40 60 8.0 160 120
Laikas, val
Pav. 4.24 PANI daleliy absorbcijos maksimumo (A = 450 nm) kitimas laike
nenaudojant AUND (A) ir polimerizacijos tirpale esant 7,5 mg ml* 3,5 nm AuND
(B). Polimerizacijos reakcijos vykdytos A-PBS buferiniuose tirpaluose (1 — 4,0; 2
~5,0;3-6,0;4-7,0; 58,0 esant 1 mg/ml GOx, 20 mmol I gliukozés ir 200

mmol It anilino.

Siekiant jvertinti susintetinty (GOXx)PANI ir (GOx/AuND)PANI

nanokompozitiniy struktiry Kinetines savybes, buvo pasirinktas amperometrinio
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biologinio jutiklio modelis, kurio biologiskai aktyvy elementa sudaré minéti
nanokompozitai. Amperometrinio biologinio jutiklio schema buvo pasirinkta dél
keliy svarbiy priezaséiy: elektrodais modifikuotais (GOx)PANI ir
(GOx/AuND)PANI nanokompozitais gali biti atlikti keli matavimai, tyrimams
atlikti reikalingi labai mazi susintetinty nanokompozity Kiekiai, galima lengvai
modifikuoti elektrodus, eksperimenty salygos yra lengvai atkartojamos.

Sickiant atkartoti eksperimento sglygas, indikatoriniai grafito elektrodai
buvo paruoSiami taip, kaip apraSyta 3.2 skyriuje ir modifikuoti skirtingo pH
polimerizacijos tirpaluose susintetintais, pagal 3.8 skyriuje pateiktas instrukcijas,
(GOX)PANI ir (GOx/AuND)PANI nanokompozitais. Elektrocheminiai matavimai
buvo atlikti taip, kaip aprasyta 3.10 skyriuje. Susintetinti (GOX)PANI ir
(GOx/AuUND)PANI nanokompozitai islaiké savo katalizines savybes ir buvo
tinkami naudoti. Elektrocheminiy matavimy duomenys pateikti pav. 4.25 rodo,
kad analizinés sistemos atsakas naudojant (GOX)PANI nanokompozitus
susintetintus 4,0 — 4,5 pH polimerizacijos tirpaluose buvo geriausias. Tuo tarpu
(GOx/AuND)PANI nanokompozitai sintetinti polimerizacijos tirpale pH 4,5
pasizyméjo geriausiomis Katalitinémis savybémis. Terpés pH jtaka tokiy
nanokompozity susidarymo efektyvumui gali bati paaiSkinama tuo, kad
polianilino pKa verté yra 4,63, o GOx pl verté yra 4,2. Tokiu atveju, kuomet
polimerizacijos tirpalo pH yra mazesnis negu 4,63 bet didesnis negu 4,2 anilino
monomeras turés teigiamg krivi, 0 GOX - neigiamg. Tokiu bidu, kai
polimerizacijos tirpalo pH 4,5, dél elektrostatinés teigiamai jkrauty monomery ir
neigiamai jkrauto fermento sgveikos, PANI susidarymas vyksta fermento ir tirpalo
salycio riboje.

PanaSiy tyrimy duomenys rodo, kad aukso nanodaleliy naudojimas
konstruojant amperometrinius biologinius jutiklius pagerina analizinio signalo
jautrj naudojant tiek elektrodo pavirSiuje imobilizuotg fermenta, tiek ir papildomai

padengiant fermentg PPY [165].
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Pasitlytas (GOx)PANI ir (GOx/AuND)PANI nanokompozity sintezés
budas i$ dalies pagrjstas elektrostatine sgveika leido jterpti GOx molekules j PANI
sluoksn; 1ir atskirti susidariusias daleles nuo polimerizacijos tirpalo
centrifuguojant. Aukso nanodaleliy buvimas tirpale ne tik pagreitina sintezés
procesa, bet ir pagerina analizinés sistemos jautr] analitei. Elektrody modifikuoty
(GOx)PANI ir (GOx/AuND)PANI dalelémis (atitinkamai GR/(GOx)PANI ir
GR/(GOx/AuND)PANI) sintetintomis 4,5 pH polimerizacijos tirpaluose tyrimy
rezultatai pateikti pav. 4.25. IS eksperimentiniy duomeny matyti, kad | sintezés
tirpalg pridéjus aukso nanodaleliy analizinis signalas yra dvigubai didesnis. Sis
reiSkinys gali biti paaiSkinamas tuo, kad AuND ne padidina GOx aktyvuma bei
teigiamai veikia PANI susidaryma, bet ir turi elektrony pernesimo tarpininky
savybiy kas jtakoja elektrony pernaSai nuo fermento aktyviojo centro iki elektrodo
pavirSiaus ir patvirtina ankstesnius atliktus tyrimus kuomet aukso dariniai
pasizyméjo elektrony pernasos tarpininky savybémis [166]. Taigi, aukso
nanodariniy buvimas indikatorinio elektrodo pavirSiuje padidina elektroaktyvaus
elektrodo pavirSiaus plotg ir patvirtina ankstesniy tyrimy rezultatus, kuomet ne tik
aukso nanodalalés [24], bet ir anglies nanovamzdeliai [167] ar kiti nanodariniai

[168,169] biokatalizinese sistemose pasizymeéjo elektrony pernasos savybémis.
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Pav. 4.25 Amperometrinio signalo priklausomybé nuo polimerizacijos tirpalo pH:
1 — GR/(GOx/AuUND)PANI, 2 — GR/(GOx)PANI elektrodas. Matavimai atlikti A-
PBS buferiniame tirpale esant 10 mmol I* FMS ir 20 mmol I gliukozés, kambario
temperatiiroje. Indikatorinio elektrodo potencialas +300 mV Ag/AgCl/CI~ 3 mol

L™ atzvilgiu.

GR/(GOx)PANI ir GR/(GOx/AuND)PANI elektrody amperometrinio
signalo priklausomybés nuo gliukozés koncentracijos buvo aprasomos dviejy
kintamyjy hiperbolinémis lygtimis ir atitiko Michaelis—Menten matematinj modelj
0,1- 150 mmol I gliukozés koncentracijy ribose. Tyrimy rezultatai pateikti pav.
426 Bir C.
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Pav. 4.26 Srovés stiprio priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos tiriamajame
tirpale, elektrodo pavirSiuje esant skirtingam daleliy kiekiui: (A) kontrolinio
GR/GOx elektrodo (Km 6,7 £ 1,1 mmol I1); (B) elektrody modifikuoty
(GOX)PANI dalelémis: 1 — 40 mg/cm?, 2 — 120 mg/cm?, 3 — 360 mg/cm? (Km 1, 2
ir 3 atitinkamai 42,2, 43,7 ir 40,7 mmol I1); (C) elektrody modifikuoty
(GOx/AuND)PANI dalelémis: 1 — 40 mg/cm?, 2 — 120 mg/cm?, 3 — 360 mg/cm?
(Kwm 1, 2 ir 3 atitinkamai 36,6, 33,5 ir 35,1 mmol I%).

IS pav. 4.26 pateikty duomeny buvo apskaiciuotos Michaelio konstantos
GR/GOx, GR/(GOx)PANI ir GR/(GOx/AuND)PANI elektrodams ir atitinkamai
sudaré¢ 6,7 + 1,1, 42,2 + 1,7 ir 35,1 = 1,6 mmol I"*. Kataliziniy savybiy
1§saugojimas ir Zymus Michaelio konstantos padidéjimas yra sékmingo fermento
jterpimo j polimerinj sluoksnj pozymiai. Kelis kartus didesné GR/(GOXx)PANI
(pav. 4.26 B) ir GR/(GOx/AuND)PANI (pav. 4.26 C) elektrody Km lyginant su
kontroliniu tik GOx modifikuotu elektrodu visiskai patvirtina ankstesnius atliktus
tyrimus, kuomet elektrodo pavirSiuje esantis fermento sluoksnis buvo padengitas

PPY sluoksniu [23].
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Siy tyrimy metu buvo parodyta, kad susintetinti (GOx)PANI ir
(GOx/AuND)PANI nanokompozitai yra tinkami konstruojant amperometrinj
biologin;j jutiklj. Taip pat pastebéta, kad aukso nanodaleliy panaudojimas stipriai

pagerina amperometrinio biologinio jutiklio jautrj.

4.11 Elektrony pernasos tarpininky tyrimas
Tiesioginé elektrony pernasa nuo GOx aktyvaus centro iki elektrodo

pavirSiaus yra apsunkinta dél to, kad fermento redoks centras FAD yra giliai
fermentinéje globuléje. Baltymo sluoksnis kaip geras izoliatorius ekranuoja
redoks centrg ir apsunkina elektrony perdavimg i§ Siy centro elektrodui. Todél
elektrony pernasa nuo FAD iki elektrodo pavirSiaus yra limituojantis faktorius
amperometriniy gliukozés biologiniy jutikliy veikimui. Todél konstruojant
amperometrinius gliukozés biologinius jutiklius ir norint uZtikrinti bei pagerinti
elektrony srautg nuo redoks centro iki naudojamo elektrodo pavirSiaus biitina
naudoti elektrony pernasos tarpininkus.

Principiné EPT veikimo schema parodyta pav. 2.3, kuomet fermentas
oksiduodamas gliukoze isskiria elektronus, kuriuos prisijungia pasirinkto EPT
oksiduota forma. Tokiu budu EPT yra redukuojamas, o véliau reoksiduojamas prie
elektrodo pavirSiaus atiduodamas jam elektronus. Vykstant Siam procesui
generuojamas elektros srovés signalas proporcingas gliukozés koncentracijai
tirpale.

Atliekant tyrimus buvo pasirinkti plac¢iai naudojami EPT (TTF, TTEF-
TCNQ, FMS, 5,6-DAP, K4[Fe(CN)e], MB ir TB). Siy tyrimy metu buvo siekiama
tarpusavyje palyginti jy elektrony pernasos efektyvuma bei palyginti jy jtaka
gliukozés biologinio jutiklio analiziniam signalui. Pasirinkti EPT buvo adsorbuoti
grafito elektrodo pavirSiuje, o véliau atliktas cheminis fermento imobilizavimas
suriSant  skersiniais rySiais GA kaip apraSyta metodingje dalyje. EPT

imobilizavimas elektrodo pavirSiuje yra naudingas, nes jgalina efektyvig elektrony
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pernasa ir supaprastina atlickamus matavimus papildomai nededant reagenty j
tiriamajj tirpalg pries kiekvieng matavima.

Indikatoriniai elektrodai buvo paruosti dviem biudais. Vienu buidu, ant
paruosto GR elektrodo pavirSiaus buvo uzlasinamas pasirinkto EPT tirpalas, o
véliau, iSgaravus tirpikliui, GOx tirpalas. ISgaravus tirpikliui fermentas suriSamas
GA (GR/M/GOx). Antru buidu, ant paruosto GR elektrodo pavirSiaus buvo
uzlasinamas pasirinkto EPT ir GOx tirpaly miSinys. Tirpikliui iSgaravus fermentas
suriSamas GA (GR/M-GOx). GR/M/GOx ir GR/M-GOx analiziniai signalai buvo
matuojami amperometriSkai A-PBS buferiniame tirpale pH 6,0 kambario

temperatiirai, analités koncentracijos diapazone nuo 0,6 iki 290 mmol I,

- 90

- 40
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Pav. 4.27 Gliukozés kalibracinés kreivés uzregistruotos A-PBS buferiniame
tirpale, pH 6,0, GR/M/GOx (A) ir GR/M-GOx (B) elektrodu. M yra: TTF (1),
TTF-TCNQ (2), FMS (3), 5,6-DAP (4), Ks[Fe(CN)e] (5), MB (6) ir TB (7).
Indikatorinio elektrodo potencialas Ag/AgCl/CI™ 3 mol L™ atzvilgiu: TTF, TTF-
TCNQ, 5,6-DAP ir Ka[Fe(CN)s] yra +300 mV, FMS - +200 mV, MB - +50 mV,
TB-0mV.

Kaip ir prie§ tai atliktuose matavimose buvo stebima hiperboliné
amperometrinio signalo priklausomybé nuo analités koncentracijos tirpale

atitinkanti Michaelis—Menten kinetine lygti. Eksperimentiniai duomenys pateikti
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pav. 4.27 ir lenteléje 4.4, parodé kad kinetiniai parametrai skiriasi ne tik nuo
naudojamo EPT prigimties bet ir nuo elektrody paruoSimo biido. Naudojant tuos
pacius EPT bet skirtingu budu paruosiant indikatorinj elektrodg Km ir Imax vertés
skirési nezymiai, iSskyrus MB ir TB. Skirtingy tyrimy metu GOx i§ Aspergillus
niger nustatyta Ky verté svyruoja nuo 33 [170] iki 110 mmol I [171] esant pH
5,6. Atlikus skai¢iavimus didziausia Km verté (72,9 + 8,2 mmol I') buvo nustatyta
GR/MB/GOx elektrodui, tuo tarpu maziausia (13,9 + 1,8 mmol I'Y) GR/TB-GOx
elektrodui. VisiSkai prieSingas efektas buvo pastebétas Imax vertéms. Rezultatai
pateikti lenteléje 4.4 rodo, kad didziausia Imax verté buvo apakaiCiuota EPM
naudojant TTF (59,9 + 1,0 ir 55,9 + 0,9 YA, atitinkamai GR/TTF/GOx ir GR/TTF-
GOx elektrodams), tuo tarpu maziausios vertés buvo nustatytos TB (2,7 + 0,1 ir
1,4 £ 0,0 YA, atitinkamai GR/TB/GOx ir GR/TB-GOx elektrodams). Antras pagal
dydj amperometrinis signalas buvo registruotas EPM naudojant TTF-TCNQ (36,3
+0,81ir 34,3 £ 0,4 pA, atitinkamai GR/TTF-TCNQ/GOx ir GR/TTF-TCNQ-GOx
elektrodams).

Lentelé 4.4 Apskaiciuotos Km Ir Imax vertés.

EpT GR/M/GOx GR/M-GOx
Km, mmol I Imax, LA Km, mmol I Imax, LA
TTF 39,8+2,6 59,9+1,0 35,9+2,3 55,9+0,9
TTF-TCNQ 36,7+3,2 36,3+0,8 30,1+1,7 34,3+0,4
FMS 29,4+3,2 29,7+0,7 30,3+2,0 28,7+0,4
5,6-DAP 43,0+6,6 26,5+1,0 41,7+43,3 24,8+0,5
Ka[Fe(CN)s] | 39,9+4,6 5,540,2 37,915,7 54+0,2
MB 72,948,2 4,8+0,2 24,2+2.3 3,1+0,1
B 55,3+7,2 2,7+0,1 13,9+1,8 1,4+0,0

Didelé Km verté analizinei sistemai suteikia placig analizinio signalo
priklausomybés nuo analités koncentracijos tiesing atkarpg ir leidzia tirti platesnj
koncentracijy spektra, kas ypa¢ svarbu nustatant gliukozés koncentracijg maisto

bei gérimy méginiuose. Kita vertus, analizinio signalo stipris yra svarbus
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kiekvienos analizinés sistemos dydis, kuris tiesiogiai daro jtakg analizés tikslumui
bei jautriui. Tai jvertinus, tolimesniems tyrimams buvo pasirinkti GR/TTF/GOX ir
GR/TTF-TCNQ/GOx elektrodai, nors didziausia Km vert¢ buvo nustatyta
GR/MB/GOx elektrodui. Pasirinkti elektrodai turi tiek pakankamai didele Kwm

verte, tiek stipry anodinés srovés atsakg j analités koncentracija.
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Pav. 4.28 Amperometrinio signalo priklausomybés nuo terpés pH GR/TTF/GOx
(istisa linija) ir GR/TTF-TCNQ/GOx (brtik$niné linija) elektrodams. Matavimai
buvo atlikti pastovaus pH A-PBS buferiniame tirpale esant 100 mmol I
gliukozés. Indikatorinio elektrodo potencialas +300 mV Ag/AgCIl/CI™ 3 mol L™

atzvilgiu.

Tokie esminiai analizinés sistemos faktoriai kaip terpés pH, nuo kurios
priklauso amino ragsciy jonizacija aktyviajame fermento centre arba analizinés
sistemos naudojimo laikas, nuo kuriy priklauso fermento biokatalizinio aktyvumo
mazéjimas, buvo istirti papildomai. GR/TTF/GOx ir GR/TTF-TCNQ/GOx
elektrodams pirmiausia buvo parinkta tinkamiausia analizuojamojo tirpalo pH
verte, nes Sis dydis daznai apriboja bioanaliziniy sistemy naudojimo galimybes dél
imobilizuoto biologiskai aktyvaus elemento negal¢jimo tinkamai reaguoti |

analités buvimg tirpale. Analizinio signalo priklausomybei nuo terpés pH istirti
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buvo pasirinktos skirtingos A-PBS buferinio tirpalo pH vertés nuo 2,0 iki 10,0 ir
pastovi analités koncentracija méginyje. Tyrimy rezultatai pateikti pav. 4.28.
Skirtingai modifikuoty elektrody analizinio signalo priklausomybés nuo terpés pH
turéjo varpo formos kreives, o didesnis negu 50 % analizinis signalas buvo
registruojamas pH srityje nuo 4,0 iki 8,0. Tuo tarpu didZiausias analizinis signalas
buvo stebimas esant pH 6,0. Tyrimy rezultatai visiskai sutampa su natyvios GOXx
iSskirtos i§ Aspergilus Niger optimalaus aktyvumo pH verte [172]. pH srityje
maziau nei 4,0 ir daugiau nei 10,0 elektrody analizinis signalas drastiSkai mazéjo
ir esant pH 10,0 fermento aktyvumas tesieké 0 % pradinio aktyvumo. Mazo pH

tirpaluose GOXx yra inhibuojama tirpale esanc¢iy anijony [148,149].
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Pav. 4.29 Amperometrinio signalo priklausomybé nuo imobilizuotos GOx kiekio
GR/TTF/GOx (istisiné linija) ir GR/TTF-TCNQ/GOx (briiksniné linija) elektrody
pavir§iuje. Matavimai buvo atlikti A-PBS buferiniame tirpale pH 6,0 esant 100
mmol I gliukozés. Indikatorinio elektrodo potencialas +300 mV Ag/AgCl/CI™ 3

mol L™ atzvilgiu.

Fermento kiekis amperometrinio biologinio jutiklio pavirSiuje taip pat turi
jtakos analizinio signalo dydziui, todél buvo atlikti papildomi GR/TTF/GOx ir
GR/TTF-TCNQ/GOx elektrody tyrimai. Siems tyrimams elektrodo pavirSiuje
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buvo imobilizuotas skirtingas GOx kiekis. Siy elektrody analizinis signalas buvo
matuojamas A-PBS buferiniame tirpale pH 6,0, esant 100 mmol I gliukozés,
iSlaikant pastovias visas kitas eksperimento sglygas. Tyrimy duomenys pateikti
pav. 4.29 rodo tendencija, kad kuo didesnis fermento kiekis imobilizuojamas
elektrodo pavirSiuje, tuo didesnis analizinis signalas registruojamas. DidZiausias
registruotas 65,9 ir 354 HA atsakas ] analite GR/TTF/GOx ir GR/TTF-
TCNQ/GOx elektrodams atitinkamai buvo registruotas elektrodui su didZiausiu
elektrodo pavirSiuje imobilizuoto fermento kiekiu (0,36 mg). Tuo tarpu
maziausias 43,3 ir 27,8 pPA atsakas | analitg buvo registruotas atitinkamai
GR/TTF/GOx ir GR/TTF-TCNQ/GOx elektrodams, kuriy pavirSiuje buvo
Imobilizuotas maziausias fermento kiekis (0,12 mg). Taigi, eksperimentiniali
duomenys rodo, kad naudojant tris kartus didesnj imobilizuotos GOx kiekj
atitinkamai registruojami 1,52 ir 1,28 karto stipresni analiziniai signalai
GR/TTF/GOx ir GR/TTF-TCNQ/GOx elektrodams atitinkamai.

GR/TTF/GOx ir GR/TTE-TCNQ/GOx elektrody analiziniy signaly
pakartojamumas taip pat buvo jvertintas. Siam tikslui buvo pasirinkti du skirtingi
budai. Pirmuoju biidu buvo jvertintas vieno -elektrodo analizinio signalo
pakartojamumas atliekant pasikartojan¢ius matavimus tuo paciu elektrodu.
Antrajam signalo pakartojamumo jvertinimo buidui buvo tiriamos trijy vienodu
budu paruosty elektrody analiziniy signaly priklausomybés nuo analités
koncentracijos. Atliekant signalo pakartojamumo tyrimus buvo iSlaikomos
vienodos eksperimento sglygos, visais atvejais buvo palaikoma pastovi A-PBS
buferinio tirpalo pH 6,0 verté ir pastovi aplinkos temperatiirg. Atlikty matavimy
rezultatai pateikti pav. 4.30, kuriame nurodytos matavimy paklaidos atitinka trijy
matavimy standartinio nuokrypio reik§Smes. Gliukozés koncentracijos didinimas
nuo 0,6 iki 38,0 mmol I tiriamajame tirpale turéjo jtakos GR/TTF/GOX ir
GR/TTF-TCNQ/GOx elektrody analizinio signalo proporcingam didéjimui. Siame
koncentracijy intervale buvo stebima tiesiné analizinio signalo nuo analités

koncentracijos priklausomyb¢. Amperometrinio jutiklio signalas didinant
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gliukozés koncentracijg didéjo iki 195,0 mmol I ribos, po kurios analités

koncentracijos didinimas tiriamajame tirpale analizinio signalo nebekeité.

C, mmol L™ C,mmol L™
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Pav. 4.30 Amperometrinio signalo priklausomybés nuo gliukozés koncentracijos:
A — vieno GR/TTF/GOx elektrodo; B — trims GR/TTF/GOx elektrodams; C —
vienam GR/TTF-TCNQ/GOx elektrodui; D - trims GR/TTF-TCNQ/GOx
elektrodams. Matavimai buvo atlikti A-PBS buferiniame tirpale pH 6,0 esant 100
mmol I gliukozés. Indikatorinio elektrodo potencialas +300 mV Ag/AgCl/CI™ 3

mol L™ atzvilgiu.

Pav. 4.30 pateikti duomenys rodo, kad tiek GR/TTF/GOX, tiek ir GR/TTF-
TCNQ/GOx elektrody analizinio signalo pakartojamumas yra pakankamas. Abiem
atvejais, tick matuojant vieno to paties elektrodo, tieck matuojant trijy paruosty
elektrody analiziniy signaly pakartojamuma buvo stebima panasi analizinio
signalo nuo gliukozés koncentracijos priklausomybé. Vidutinio suaugusiojo

7mogaus gliukozés koncentracija kapiliariniame kraujyje yra 3,3 — 5,5 mmol I,
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veniniame kraujyje 4,1 — 5,9 mmol I, o kraujo serume nuo 4,25 iki 6,4 mmol I,
ApskaiCiuotas standartinis nuokrypis elektrody signaly pakartojamumag tiriant
pirmuoju bidu GR/TTF/GOx ir GR/TTF-TCNQ/GOx elektrodams ir esant
analizuojamame tirpale gliukozés koncentracijai 4,37 mmol |1, atitinkamai sudaré
0,24 ir 0,08, o santykinis standartinis nuokrypis atitinkamai buvo 3,68 ir 2,92 %.
Standartinis nuokrypis tiriant trijy pagaminty elektrody amperometrinius signalus
buvo didesnis. GR/TTF/GOx ir GR/TTF-TCNQ/GOx elektrodams gliukozés
koncentracijai esant 4,37 mmol I, atitinkamai buvo apskai¢iuotas 0,40 ir 0,15.
Santykinis standartinis nuokrypis atitinkamai buvo 5,81 ir 5,73 %. Atskirai ruosty
elektrody nezymus analizinio signalo iSsibarstymas gal¢jo biti sukeltas del Siek
tiek skirtingo imobilizuoto fermento ir EPT kiekio elektrodo pavirSiuje, GOx
katalizinio aktyvumo praradimo elektrodo ruosimo metu arba dél netolygaus

fermento ir EPT pasiskirstymo elektrodo pavirSiuje.
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Pav. 4.31 Amperometrinio signalo priklausomybé nuo elektrodo naudojimo laiko:
1 — GR/TTF/GOx elektrodas, 2 — GR/TTF-TCNQ/GOx elektrodas. Matavimai
buvo atlikti A-PBS buferiniame tirpale pH 6,0 esant 100 mmol I gliukozés.

Indikatorinio elektrodo potencialas +300 mV Ag/AgCl/CI” 3 mol L™ atzvilgiu.
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Atliekant amperometrinio signalo stabilumo tyrimg GR/TTF/GOx ir
GR/TTF-TCNQ/GOx elektrody generuojamas srovés stipris buvo tiriamas 46
dienas. Visi tyrimai buvo atlikti A-PBS buferiniame tirpale pH 6,0, esant 100
mmol It gliukozés. Matavimai atliekti kambario temperatiiroje. Tyrimo metu
kiekvienam elektrodui buvo atlikta 14 matavimy, tarp kuriy elektrodai buvo
laikomi 4°C temperatiiroje vir$ buferinio tirpalo laso. Kaip matyti pav. 4.31, abu
elektrodai po 46 dieny matavimy islaiké didesnj negu 50 % analizinio signalo
dyd;.

GR/TTF-TCNQ/GOx elektrodo (pav. 4.31 kreivé 1) stabilumas buvo Siek
tiek geresnis nei GR/TTF/GOx elektrodo (pav. 4.31 kreivé 2), bet Zymaus
skirtumo nepastebéta. Ilgalaikis Siy elektrody stabilumo praradimas paaiSkinamas
fermento bei EPT desorbcija nuo elektrodo pavirSiaus bei GOx kataliziniy savybiy
praradimu.

Atliktais tyrimais buvo tarpusavyje palygintas TTF, TTF-TCNQ, FMS,
MB, 5,6-DAP, K4[Fe(CN)s] ir TB veikimas vienoje ir toje pacioje analizingje
sistemoje. Visi pasirinkti EPT veiké pasirinktoje sistemoje ir pernes¢ elektronus
nuo GOXx redoks centro iki grafito elektrodo pavirSiaus, bet stipriausi analiziniai

signalai buvo uzfiksuoti naudojant TTF ir TTF-TCNQ.
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ISVADOS

» Fermentinés ir cheminés oksidacinés, oksidatoriumi naudojant vandenilio
peroksidg, sintezés biidais susintetinty polipirolo ir polianilino absorbcijos
spektrai yra identiski. Pagrindinis skirtumas — sintezei tinkamas
polimerizacijos tirpalo pH. Cheminés sintezés atveju kuo riig§tesné terpé, tuo
grei¢iau vyksta polimerizacijos reakcija. Sarminéje terpéje polimerizacija
nevyksta. Fermentiné sintezé geriausiai vyksta tame pH intervale, kuriame
fermentas yra aktyviausias. Be to, sintezé¢ vyksta ir Sarmin¢je terpé€je. Aukso
nanodaleliy biivimas polimerizacijos tirpale padidina polianilino susidarymo
greit]. DidZiausig jtakg turi 3,5 nm dydzio aukso nanodalelés;

» Polimerinis sluoksnis suformuotas grafito elektrody, modifikuoty gliukozés
oksidaze, pavirSiuje praplecia amperometrinio gliukozés biologinio jutiklio
analizinio signalo tiesinés priklausomybés nuo gliukozés koncentracijos
intervala, padidina stabilumg bei pagerina analizinio signalo pakartojamuma.
Elektrodas modifikuotas polipirolo sluoksniu pasizymi mazesniu stabilumu
lyginant su elektrodu modifikuotu polianilino sluoksniu;

» Aukso nanodalelés budamos gliukozés oksidazés ir polianilino
nanokompozitiniy struktiry sudétyje uZztikrina efektyvesng elektrony pernasa
nuo gliukozés oksidazés redoks centro iki elektrodo. Geriausiomis
katalizinémis savybémis pasizymi nanokompozitinés struktiiros sintetintos 4,5
pH polimerizacijos tirpale. Sios struktiiros biologiniu jutikliu registruojama
analizinj signalg padidina du kartus;

» Elektrony pernaSos tarpininkai tetratiofulvalenas, fenazino metosulfatas, 5,6-
diamino-1,10-fenantrolinas, tetratiofulvaleno-tetracianochinondimetano
kompleksas, metileno mélis, toluidino mélynasis ir kalio heksacianoferatas
imobilizuoti grafito elektrody pavirsiuje pasizymi efektyvia elektrony pernasa.
Kinetiniai gliukozés oksidazés parametrai priklauso ne tik nuo imobilizuoto
elektrony pernaSos tarpininko prigimties, bet ir nuo elektrody paruosimo

biido. Efektyviausia elektrony pernasa pasizymi tetratiofulvalenas ir
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tetratiofulvaleno-tetracianochinondimetano kompleksas. Elektrodai
modifikuoti Siais elektrony pernasos tarpininkais pasiZymi geromis

analizinémis charakteristikomis.
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