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Jvadas

Skenuojantis elektrocheminis mikroskopas (SECM) yra inovatyvus
jrenginys, taikomas jvairiy pavirSiy, tarp jy ir fermentiniy biologiniy jutikliy,
elektrocheminio aktyvumo tyrimams. SECM yra paremtas elektrocheminiais
matavimais, atliekamais erdvéje judinamu ultramikroelektrodu (UME).
Jprastiniuose SECM eksperimentuose UME yra jjungiamas elektrochemingje
celéje kaip darbinis elektrodas, o juo tekanti srove priklauso nuo elektriSkai aktyviy
junginiy koncentracijos mikroelektrodo pozicionavimo vietoje. Tokiu badu gali bati
nustatoma cheminiy medziagy, susidaranciy arba sunaudojamy reakcijos metu
koncentracija jvairiose pavirSiaus vietose. Pirmg kartg elektrony perneSimo
kinetika nelaidziuose fermentais modifikuotuose pavirSiuose buvo istirta Allen
Bard grupéje naudojant grjZztamojo rySio reZzimg. Nuo to laiko, SECM yra taikoma

daugelyje biologiniy jutikliy tyrimy.

Svarbiausia SECM dalis — ultramikroelektrodas. Paprastai jo darbinis
pavirSius yra skritulio formos, kurio spindulys gali bati nuo keliy nanometry iki
25 um. UME yra judinamas trimis koordinatémis — X, y, z, paprastai nedideliu
atstumu nuo matuojamojo pavirSiaus. Vienas i$ informatyviausiy SECM rezimy
yra paremtas vertikaliu UME judéjimu bandinio atzvilgiu, nes tai leidZia registruoti
sroves priklausomybe nuo atstumo vir§ bandinio. IS tokiy kreiviy, matuojamy
griztamojo rySio rezimu, gali bati nustatomas atstumas nuo UME iki pavirSiaus,
kinetika. Srovés tekéjimas yra sglygojamas oksidacijos/redukcijos reakcijos,

vykstancios ant UME pavirSiaus.

Darbo tikslas - pritaikyti SECM tokiy biologiniy jutikliy pavirSiy tyrimui, kuriy
biologinio atpaZzinimo elementai yra fermentai arba lgstelés. Siam tikslui pasiekti
buvo pasirinkti fermentas Gliukozés oksidazé ir mieliy Igstelés Saccharomyces
cerevisiae; tyrime buvo taikomi skirtingi SECM rezZimai ir naudojami skirtingo

skersmens UME.



Darbo uzdaviniai:

1. IStirti, kaip RC-SECM ir GC-SECM rezimai gali bati naudojami kartu ir atskirai
tinkamam atstumo iki bandinio nustatymui ir GOx katalizuojamai (-D-

gliukozés oksidacijos reakcijai istirti, registruojant O redukcijos srove.

2. Nustatyti, kaip tariamoji Michaelio konstanta (Kmapp,)) priklauso nuo atstumo iki
biologinio jutiklio pavirSiaus ir kaip Si Kwapp,) verté priklauso nuo pavirsiaus, ant

kurio imobilizuotas fermentas, laidumo.

3. Sujungti EIS ir SECM metodus j apibendrintg SEIM sistema, ir pritaikyti jg tirpalo
laidumo tyrimams jvairiose pozicijose nuo fermentu modifikuoto pavirSiaus, bei
pademonstruoti SEIM tinkamumg reakcijos produkty difuzijai ,realiame laike*

matuoti.

4. Sukurti matematinj RC-SECM rezimo modelj, siekiant aprasyti GOx modifikuoto

pavirSiaus reakcijy kinetika.

5. Parodyti galimybe tirti biologiniy jutikliy pavirSiy, modifikuoty mielémis,
elektrocheminj aktyvumg GC-SECM rezimu, taikant dviejy elektrony pernesSimo

tarpininky sistema.

6. Sukonstruoti ir i8tirti fermentinj biokuro elementg, sudarytg i§ anodo
GOx/PD/GRE, kurio kuras - gliukozeé ir katodo HRP/GRE, kurio kuras - vandenilio

peroksidas.

Mokslinis naujumas:

Ginamieji teiginiai:
1. GC-SECM ir RC-SECM rezimai yra tinkami biologiniy jutikliy pavirsiy tyrimui,
kai kartu fermentinés reakcijos produkto (H20.) susidarymas ir reakcijoje

dalyvaujanCios medziagos (O2) sunaudojimas gali badti nustatomas ir

vizualizuojamas.

2. Michaelio konstantos (Kwmeapp)) nustatymas i§ eksperimentiniy duomeny gali bdati

supaprastintas matuojant RC-SECM rezZimu, kai ,priartéjimo kreivés® yra
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registruojamos ir kinetika nustatoma naudojant specializuotus matematinius

modelius.

3. Reakcijos produkty difuzijos nustatymas realiuoju laiku gali bati atliktas

naudojant kombinuotg SECM/EIS sistemg.

4. Naudojant sukurtg matematinj modelj, yra jmanoma suskaiCiuoti deguonies
sunaudojimo greitj, istirti fermentinés reakcijos kinetikg ir nustatyti deguonies

difuzijos koeficientus jvairios sudéties tirpaluose.

5. Biologiniy jutikliy pavirSiai, kuriuose kaip atpazinimo elementas yra taikomos
gyvos lgstelés, ir kurie yra skirti toksiSkumo nustatymui, gali bati tiriami GC-SECM
rezimu, naudojant dviejy elektrony perneSimo tarpininky sistema, kurioje vienas
i$ elektrony pernesSimo tarpininky yra lipofilinis toksiSkas chinonas, o kitas —

hidrofilinis ferocianidas.

6. Naujos konstrukcijos biokuro elementas, sudarytas iS anodo GOx/PD/GRE, ir
katodo HRP/GRE, naudoja gliukoze kaip kurg anodui, ir H.O2, susiformaves kaip
fermentinés reakcijos produktas, gali bati naudojamas kaip kuras to paties biokuro

elemento katodui.



Santrumpy sarasas

AFM — Atominiy jégy mikroskopas

A-PBS - natrio acetato — natrio fosfato buferinis tirpalas

DCPIP — 2,6-dichloroindofenolio natrio druska

BFC — biokuro elementas

EIS — Elektrocheminio impedanso spektroskopija

GOx — Gliukozés oksidazé

GOx/PD/GRE — GRE, modifikuotas PD ir GOx

GRE — grafito elektrodas

HRP — krieny peroksidazé

HRP/GRE — GRE, modifikuotas krieny peroksidaze

GC-SECM - generavimo-detekcijos skenuojancio elektrocheminio mikroskopo rezimas
imax(recn) — didZiausia sroves reikSmé fericianidui

imax(pq) — didZiausia srovés reikdmeé 9,10-fenantrenchinonui

Kwmpp.) — tariamoji Michaelio konstanta

Kwmeapp. Fecny — tariamoji Michaelio konstanta fericianidui

Kwmeapp. pg) — tariamoji Michaelio konstanta 9,10-fenantrenchinonui

ME — mikroelektrodas (skersmuo iki 200 pm)

Mox/ Mred — Oksiduota/redukuota elektrony pernesimo tarpininko forma
pBQ — p-benzochinonas

PBS — natrio fosfato buferinis tirpalas

PD — 1,10-fenantrolino-5,6-dionas

PQ - 9,10-fenantrenchinonas

RC-SECM - Redoks konkurencijos skenuojancio elektrocheminio mikroskopo rezimas
SECM - skenuojantis elektrocheminis mikroskopas

SEIM — skenuojantis elektrocheminio impedanso mikroskopas

UME — ultramikroelektrodas (skersmuo iki 25 pym)



Disertacijos sandara

Disertacija paraSyta angly kalba ir turi Sias sudedamasias dalis: jvadas, literatlros
apzvalga, medziagos, metodika ir prietaisai, rezultatai ir jy aptarimas, iSvados, su
disertacija susijusiy moksliniy darby sgrasas, disertantés gyvenimo aprasymas,

naudotos literatliros sgrasas.
Jvadas

Jvade apraSytas disertacinio darbo aktualumas Siuolaikiniame moksliniame
kontekste, pabréziant skenuojancios elektrocheminés mikroskopijos taikymg
biologiniams jutikliams tirti. Paminéti nauji metodai tirti difuzijai ,,realiame laike“ bei

galimybés tirti Igsteles, taikant naujg elektrony perneSimo tarpininka.
1. Literatiros apzvalga

LiteratGros apzvalgoje aprasomi metodai biologiniams jutikliams tirti, taikant
skenuojant] elektrocheminj mikroskopg. LiteratGros apzvalgg sudaro penki
poskyriai: skenuojantis elektrocheminis mikroskopas bei jo darbo rezimai,
skenuojancio elektrocheminio impedanso mikroskopija, mieliy Igsteliy kaip
atpazinimo elementy naudojimas biologiniuose jutikliuose, biokuro elementai,

Igsteliy paruosimo metody jtaka matavimo rezultatams.
2. Metodika

Sj skyriy sudaro keturios dalys: naudoty reagenty sarasas (2.1. skyrius),
bandiniy ruosimo metodikos (2.2. skyrius), naudota moksliné jranga (2.3. skyrius)
ir skai¢iavimai (2.4 skyrius). Bandiniy ruoSimo metodikos yra suskirstytos | tris
poskyrius: gliukozés oksidazes imobilizavimas (2.2.1), gyvy lasteliy paruoSimas
bei imobilizavimas (2.2.2) ir elektrody paruoSimas biokuro elementui (2.2.3). 2.3.
skyrius skirtas mokslinés jrangos aprasymui. Eksperimentai buvo atliekami: i)
Sensolytics SECM (Bochum, Vokietija), naudojant disko formos platinos
ultramikroelektrodus, kuriy skersmenys 10 pym ir 100 ym; ii) Veeco Bioscope I
AFM (Veeco, Santa Barbara, CA, JAV ), naudojant trikampj kantileverj, kurio

tamprumo konstanta 0.1 N/m su ketursienés piramidés formos adata, kurios



virsunés spindulys nuo 20 iki 60 nm; iii) Autolab PGSTAT 30 Potenciostatu
(Utrecht, Olandija). 2.4 skyriuje apraSomi skai€iavimai, taikyti kinetinei analizei,
elektrocheminio impedanso parametrams nustatyti, mieliy Igsteliy aktyvumo
parametrams nustatyti bei biokuro generuojamos elektros energijos galiai

apskaiciuoti.
3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

Si dalis sudaryta i§ penkiy skyriy. Pirmame skyriuje aprasomos srovés-
atstumo kreives, gautos redoks konkurencijos rezimu. Antrame skyriuje aprasomi
matavimai generavimo-detekcijos rezimu. TreCiame skyriuje aprasomi
fermentinés reakcijos kinetikos tyrimai. Ketvirtame skyriuje aprasomi
skenuojancios elektrocheminio impedanso mikroskopijos matavimai. Penktame
skyriuje aprasomi mieliy lgsteliy matavimai. Sestame skyriuje apraomos biokuro

elemento, sudaryto i$ gliukozés oksidazeés ir krieny peroksidazes, ypatybeés.
3.1. Srovés — atstumo kreiviy registravimas RC-SECM rezimu

Matuojant neigiamo grjztamojo rySio rezimu, sroveé mazéja artinant UME
prie pavirSiaus. Kai ta pati medziaga yra sunaudojama ant UME ir ant tiriamojo
pavirSiaus, procesas yra vadinamas redoks konkurencijos (RC-SECM) rezimu.
Masy tyrimuose, redoks konkurencijos procesai vyko tokiu badu: (i) O2 buvo
redukuojamas ant GOx-modifikuoto pavirSiaus vykstant 2-elektrony pernasai, ir (ii)
Oz buvo naudojamas ant UME vykstant 4-elektrony pernasai. Sie du procesai
vyksta, kai UME yra nustatomas neigiamas potencialas, pakankamas deguoniui
redukuoti (1 pav.). Tirpale be kravio perneSimo tarpininky istirpusio deguonies
redukcija vyksta ant UME, taip pat O: yra naudojamas GOx katalizuojamoje
reakcijoje. Taigi, O2 redukcijos ant elektrodo sglygojama srové mazéja, kai UME
yra artinamas prie pavirSiaus, panasiai, kaip neigiamojo grjztamojo rySio rezimu,
kai deguonies difuzija yra blokuojama elektrodo nelaidzios dalies. Taciau Siuo
atveju srové mazéja greiciau, nes deguonies koncentracija greiCiau mazeéja dél jo

papildomo sunaudojimo ant pavirSiaus modifikuoto GOXx.
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- 600 mV

2 H0 4H + 0y

H,0, 2H'+ 0y

1 pav. SECM redoks konkurencijos reZzimo matavimo metu vykstanciy procesy schema.
GLL — gliukonortgsties laktonas, GLC - gliukoze.

Siekiant nustatyti UME atstumg nuo pavirSiaus, artinant UME prie
pavirSiaus, buvo matuojama O2 redukcijos srové. Srovés-atstumo priklausomybeé
buvo registruota buferiniame tirpale, nustatant -600 mV potencialg palyginamojo
Ag/AgCl elektrodo atzvilgiu ir artinant UME prie nemodifikuoto nelaidaus
pavirSiaus (2 pav. A, 0 mM). Tolesni eksperimentai buvo atliekami pridedant
gliukozés | tirpalg ir matuojant UME srove elektrodui judant ta pacia trajektorija
Zzemyn. Sroves-atstumo kreivés pobudj jtakoja du pagrindiniai veiksniai: (i)
blokuojama difuzija, kai UME yra arti pavirSiaus ir (ii) O2 sunaudojimas GOXx
katalizuojamoje reakcijoje. Srovés-atstumo kreivés buvo registruojamos RC-
SECM rezime, esant skirtingoms gliukozés koncentracijoms (2 pav. A). IStirpusio
deguonies koncentracija vandenyje 20°C temperatiroje yra apie 250 uM. Siekiant
iSvengti deguonies koncentracijy fliuktuacijy dél temperatiros bei kity veiksniy
jtakos vertinant eksperimento rezultatus, srové buvo normalizuota. Kadangi O
yra naudojamas fermento katalizuojamoje reakcijoje, gliukozés koncentracijos
padidinimas tirpale pagreitina deguonies sunaudojimg fermentinéje reakcijoje. Jei
srovés sumazejimas buty susijes tik su blokuojama deguonies difuzija link
elektrochemiskai aktyvaus UME pavirSiaus, kreivés pobuadis turéty bati toks pat
visuose matavimuose. Bet rezultatai parodé, kad vir§ fermentu modifikuoto
pavirSiaus susidaro sluoksnis, kuriame deguonies koncentracija yra santykinai

maza, ir mazéja, didinant gliukozés koncentracijg tirpale. Tai jrodo, kad deguonies
11



sunaudojimas fermentu modifikuoto sluoksnio pavirSiuje turi Zenklesne jtakg
srovés signalui nei blokuojama deguonies difuzija. Kitas Sio reiskinio jrodymas yra
tai, kad srovés signalas yra tame paciame lygyje (it/it~-=0,1), jei gliukozés
koncentracija yra koncentracijy ribose nuo 10 mM iki 30 mM ir UME yra artimame
atstume (nuo O iki 4 d/a) nuo paviriaus. Siuo atveju maZesnés deguonies
koncentracijos sluoksnis yra storesnis dél greitesnio deguonies suvartojimo. O>
suvartojimo nuo gliukozés koncentracijos priklausomybé esant skirtingiems
atstumams nuo pavirSiaus yra tiesiné (2 pav., B). Artimuose atstumuose srové

sumazejo iki 25—-100%, o tai yra aiSkus deguonies sunaudojimo jrodymas.

1.0 B
£ 05
o
O 100um =
<l 50 um
oo™ 20pm__  ©
0 10 20 30
c mmol L

GLC’

d/a

2 pav. A. Normalizuotos srovés priklausomybé nuo normalizuoto atstumo, esant skirtingoms
gliukozés koncentracijoms. B. Normalizuotos srovés priklausomybé nuo gliukozés
koncentracijos. Matavimai atlikti buferiniame tirpale. UME potencialas —600 mV Ag/AgCl
atzvilgiu.

3.2. Matavimai GC-SECM rezimu

Matuojant GC-SECM rezimu (3 pav.), buvo registruojama H>O> oksidacijos
srové. H>O2 koncentracijos profilis buvo nustatytas (4 pav., A) registruojant srovés
atstumo priklausomybe. Srovés priklausomybés nuo UME atstumo nuo pavirSiaus
matavimas GC-SECM reZimu buvo pradétas 1 mm atstumu nuo tiriamojo
pavirSiaus. Buvo nustatyta, kad UME srové GC-SECM rezime mazéja daug léCiau
artinant UME prie tiriamojo pavirSiaus, lyginant su UME srove registruota RC-
SECM rezime. Sis reidkinys gali bati aiskinamas taip: H20: difuzija nuo GOXx

modifikuoto pavirSiaus yra greita, nes sroveés didé€jimas lyginant su matavimais be
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gliukozeés gali bati registruojamas net 1 mm atstume. Taciau, H20> koncentracija
yra didesné artimame atstume ir tai gali bati susije su fermentine reakcija, kurios
produktas yra H20.. Cia blokuojamos difuzijos efektas yra nestebimas, nes
matavimo atstumas buvo parinktas pagal neigiamojo grjztamojo rySio matavimo
rezultatus. Taigi, abiejy rezimy derinimas yra svarbus parenkant tinkamg atstumag

vaizdinimui.

+ 600 mV

H-0- O+ 2H*

3 pav. GC-SECM reZimo matavimo schema. GLL - gliukonolaktonas, GLC - gliukozé.

20+
A B
154 ip, DA i, DA
10 mM gliukozés
< 10
c
_F
31 :
Be gliukozés
O-W

0 200 400 600 800 1000
d, um

4 pav. A - Srovés priklausomybé nuo atstumo, buferiniame tirpale be gliukozés ir su gliukoze.
UME potencialas +600 mV palyginamojo Ag/AgCl elektrodo atzvilgiu. B - UME srove, registruota
fermentu modifikuoto ir nemodifikuoto pavirsiy sanddroje, esant +600 mV potencialui
palyginamojo Ag/AgCl elektrodo atzvilgiu, skenuojant 40 um (d/a=8) atstumu.

Tokiu bddu, iS5 abiem reZimais pamatuoty srovés atstumo Kkreiviy,
vaizdinimui buvo parinktas optimalus 40 ym atstumas iS, nes: i) O2 redukcijos
normalizuota srové yra it/it- = 0,85; ii) H202 oksidacijos srové yra maksimalios
vertés. Sios salygos leidZia skenuoti atstume, kur blokuojama difuzija neveikia —
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O2 redukcijos srove Siame atstume nuo nusistovéjusios srovés vertes keitési iki
it/it» = 0,2. H2O2 koncentracija Siame atstume yra maksimali, todél tai leidZia atlikti
matavimus auk$cCiausia raiSka. Horizontalus skenavimas, kuris buvo atliktas
pastoviame 40 uym (d/a = 8) auksStyje nuo tiriamojo GOx modifikuoto pavirSiaus,
rodo, kad UME srové nesant gliukozeés tirpale yra santykinai maza (0-3 nA); esant
10 mM gliukozés, UME srové iSauga iki 24 nA (4 pav., B). Vaizdinimas buvo
atliktas i$ karto po reakcijos pradzios, taCiau H>O: difuzija nuo GOx pavirSiaus yra
labai greita ir srove didéja ne tik arti GOx pavirSiaus (24 nA, x koordinaté nuo 100
iki 200 um), bet taip pat aplink imobilizuotos GOx zong (9 nA, x koordinaté nuo 0
iki 200 um). Tuo paciu metu srovés-atstumo kreivéje srove keiCiasi nuo 8 nA, kai
UME yra toli (600-1000 um) nuo GOx modifikuoto pavirSiaus, iki 20 nA kai UME

yra arti (20 um) prie GOx modifikuoto pavirsiaus.

3.3. GOx katalizuojamos reakcijos kinetikos tyrimai

3.3.1. Gliukozés oksidazés pasiskirstymo ant skirtingu elektriniu laidumu
pasizyming€iy pavirsiy

Gliukozés oksidazés pasiskirstymas skirtingo laidumo pavirSiuose yra
pateiktas AFM paveiksluose (5 pav.). 1 mm skersmens GOx laSai buvo suformuoti
ant laidaus (aukso) ir nelaidaus (polimetilmetakrilato, PMMA) pavirSiy. Buvo
nustatyta, kad ant PMMA modifikuoto GOx pavirSiaus SiurkStumas yra 4,5 kartus
didesnis negu ant aukso pavirSiaus modifikuoto GOx. ISmatuota vidutiné
SiurkStumo (RMS) vertée GOx nemodifikuoto PMMA pavirSiui buvo 4 nm, tuo tarpu
kai RMS verté GOx nemodifikuoto PMMA buvo 84 nm. RMS verté GOx
nemodifikuotam aukso pavirsiui buvo 25 nm, o RMS aukso pavirSiui modifikuotam
GOx buvo 386 nm. Taciau GOx struktiros, suformuotos ant PMMA pavirSiaus
buvo tankesnés ir smulkesnés nei GOx struktiros susiformavusios ant GOx

modifikuoto aukso pavirSiaus.
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5 pav. AFM matavimai prie§ ir po fermento imobilizavimo: A — PMMA pavirsius, B — PMMA
pavirSius modifikuotas GOX, C — aukso pavirsius, D — aukso pavirSius modifikuotas GOX.
Matavimai atlikti ore kontaktiniu reZimu.

3.3.2. Imobilizuotos gliukozés oksidazés kinetikos tyrimai

Tyrimai buvo atliekami RC-SECM rezimu, kurio schema pateikta 1 pav.
Gliukozé, tirpale esant istirpusio deguonies, yra katalizuojama gliukozés
oksidazés, o vandenilio peroksidas ir gliukonolaktonas susidaro reakcijos
pavaizduoto 1-moje reakcijos lygtyje metu. Srovés verté priklauso nuo
elektrochemiskai aktyviy medziagy koncentracijos arti UME pavirSiaus ir nuo UME
elektrodui uzduoto potencialo. RC-SECM matavimo sistemoje (1 pav.) deguonis
yra sunaudojamas: (i) redoks reakcijoje ant UME pavirSiaus (2), o taip pat (i)
fermentinéje reakcijoje, kur deguonis atlieka oksidatoriaus vaidmenj perimdamas

elektronus is GOx (1).

GO
GLC + 0, +2 e~ + 2 H* ~> GLL + H,0, &)
kur GLC - gliukoze, GLL - gliukonolaktonas.
0,+4e” +4H* - 2H,0 )
Redoks konkurencijos rezimas buvo naudojamas matuojant deguonies

redukcijos srove, uzduodant UME elektrodui neigiamg -750 mV potencialg. GOx

buvo imobilizuota ant skirtingo laidumo pavirSiy ir srovés atstumo matavimai buvo
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atliekami buferiniame tirpale, kei€iant gliukozeés koncentracijg nuo 0 iki 82,6 mM

(6 pav).
0 mmol L™ 0 mmol L
500{ A 5004 B
400 400
3001
< 300 .
e c
= 200 = 2004
100+ 100+ !
0 82.6 mmol L™ 01 82.6 mmol L
0 20 40 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120 140
d, um d. um

6 pav. Srovés priklausomybé nuo atstumo: A — fermentas imobilizuotas ant polimerinio elektrai
nelaidaus pavirSiaus; B — fermentas imobilizuotas ant auksinio elektrai laidaus pavirSiaus.
Matavimai atlikti 0,1 mM fosfatiniame-acetatiniame buferyje, pH 6,7, esant 0-82,6 mM gliukozés
koncentracijai. UME elektrodui uzduotas —750 mV potencialas palyginamojo Ag/AgCl elektrodo
atzvilgiu.

Foniné UME sroveé, registruota esant maziausiam atstumui iki tiriamo
pavirSiaus, buvo atimta i$ visy kity UME registruoty sroveés verciy, siekiant jvertinti
sroves pokytj Al. Didziausias pokytis abiejy tiriamy pavirSiy atveju registruotas
esant maziausioms gliukozés koncentracijoms (6 pav.). Matavimuose be
gliukozés sroves pokytis buvo 500 nA, tuo tarpu esant 82,6 mM gliukozeés
koncentracijai srove pasikeite tik 40 nA, lyginant su matavimais 120 um atstumu
nuo pavirSiaus. UME srovés matavimai be gliukozés atspindi tik blokuojamos
difuzijos jtakg elektrocheminiam signalui, nes deguonies koncentracija visame
likusiame elektrodu neapribotame tirpale yra vienoda. |déjus gliukozés, UME
srové mazéja dél deguonies suvartojamo fermentinéje reakcijoje. Lyginant
duomenis, gautus ant skirtingo laidumo pavirSiy (6 pav.), matoma, kad rezultatai
labai panasSuds. Tokie rezultatai gaunami, nes, matuojant deguonj, ant aukso
pavirSiaus nevyksta atvirk8Cias deguonies redukcijai procesas, kaip baty
naudojant elektrony pernesSimo tarpininkus. Todél srove artéjant prie pavirSiaus
tik mazéja. Tai vyksta dél tokiy priezasciy: i) O2> naudojamas ant UME ir ant GOx
pavirSiy esant neigiamam potencialui; ii) blokuojamoji difuzija gali bati jvertinta

Zinant elektrodo geometrijg, ir Sis sarySis yra aprasSytas neigiamojo grjztamojo

16



rySio teorija. Taciau Si teorija gali bati taikoma tik tuo atveju, jei O> koncentracija
yra vienoda visame tirpalo tdryje, tik tuomet srovés sumazéjimas arti pavirSiaus
yra sietinas su UME geometrija ir jo nelaidaus sluoksnio storiu. Reikéty pazymeéti,
kad difuzijos ribojama srové (100-60 ym atstume) po gliukozés jdéjimo taip pat

keiCiasi ir yra kitokia, lyginant su srove, gauta matuojant tirpale be gliukozés.

Metodas, taikytas fermentinei kinetikai jvertinti, buvo paremtas sroves-
substrato koncentracijos priklausomybe, kuri yra tinkama taikyti Michaelio-Menten
lygCiai. 1S srovés-atstumo matavimy, atlikty esant skirtingoms gliukozés
koncentracijoms (6 pav.), mes nustatéme srovés-koncentracijos priklausomybes
(7 pav.). Didziausias srovés pasikeitimas buvo uzregistruotas tolimiausiuose
tirtuose atstumuose nuo pavirSiaus; pavyzdZiui, 100 ym atstume UME srovés
pokytis buvo 500 nA, o 10 pm atstume srovés pokytis buvo tik 40 nA. Sis efektas
yra susijes su blokuojamaja difuzija, nes artimuose atstumuose Sis efektas turi
didesne jtaka. Taip pat, Salia imobilizuotos GOx sluoksnio O2 koncentracija yra

daug mazesné dél O suvartojimo fermento katalizuojamoje reakcijoje.

300¢ 500+
2501 400k
< 200f 300}
z— 150} 200}
100} 100}t
50

7 pav. A — GOx imobilizuota ant nelaidaus (PMMA) , B — ant laidaus (Aukso) pavirSiaus.
Aproksimavimui buvo pritaikyta Michaelis-Menten kinetika. UME potencialas —-750 mV
palyginamojo Ag/AgCl elektrodo atzvilgiu.

TeoriSkai tariamosios Michaelio konstantos (Kwapp,)) verteé GOx sluoksniui
turi bati ta pati. Taiau naudojant SECM, galima suskaiciuoti skirtingas Kwmapp.)
vertes skirtingiems atstumams (8 pav., A), nes UME visada bus tam tikrame
atstume nuo bandinio, o tirpalo sluoksnis, esantis tarp bandinio ir UME, atlieka
difuzinio sluoksnio vaidmenj. Priklausomybés, nusakancios Kwuapp.) priklausomybe

nuo atstumo tarp UME ir laidaus bei nelaidaus tiriamojo pavirSiaus, ant kuriy yra
17



imobilizuota GOx yra panasaus pobudzio (8 pav., A). Kmapp.,) verté islieka ta pati
100-60 pm atstumuose, kur blokuojamoiji difuzija signalui neturi jtakos. Nuo 20 ym
iki 60 pum atstumy ribose Kwmapp,) verté didéja didéjant atstumui, kai GOx yra
imobilizuota ant nelaidaus pavirSiaus ir atstumy ribose nuo 30 pm iki 60 um
Km@pp) verté dideja didéjant atstumui kai GOx yra imobilizuota ant laidaus
pavirSiaus. Tik atstumy ribose, mazesnése nei 20-30 um Kwuapp.) Zymiai sumazéja:
kai GOx yra imobilizuota ant nelaidaus pavirSiaus, Kmapp.,) yra 23 mM; kai GOx yra
imobilizuota ant laidaus pavirSiaus, Kw@pp) Yra 18 mM. Ta pati Kueapp,) verté
nustatoma abiem atvejais 36 um atstume, kur Kwm@pp) Yyra lygi 26 mM.
Suskaiciuotos maksimalios sroves imax vertés pasizymi panasia priklausomybe ant

abiejy laidaus ir nelaidaus pavirsiy (8 pav., B).

35

1 A - —n— GOx-modifikuotas PMMA 600+ B
T~ —c— GOx-modifikuotas auksas 1 T g
30 /E/l—"
500 -

1 - 400+
254 |_|/ 1
\E_,___—J/E/ - 3004 /

2004
o / —mB— GOx-modifikuotas PMMA
——

. —m—" 100 ] —O— GOx-modifikuotas auksas

nA

max

-1
KM, mmol L

15 T T T ‘ T 0 — . . —_— : : ;
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
d, um d, um

8 pav. Tariamosios Michaelio konstantos - A ir maksimalios srovés - B priklausomybés nuo
atstumo. GOx — gliukozés oksidaze.

3.3.2. SECM Redoks konkurencijos rezimo modeliavimas
Teorija

Gliukozés oksidazé, esant tirpale iStirpusiam deguoniui (O3) yra
katalizuojama GOXx. Sio proceso metu O5 yra naudojamas, vandenilio peroksidas

ir gliukonolaktonas susidaro pagal lygtis (3-5).

k
1
0X > I<2 re
GOx™" +GLC GOX-Glc—~&—>GOx' ~ +Gll (3),
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re * T *
GOx'~ + 09 GOx: Oy (4),
(—
k-3
Kg
* + 0X
GOx + 0O, +2H GOx™" +-H509 (5),
k
-4

kur Glc yra gliukozé, Gll yra gliukono ragsties laktonas.

0O, +4e~ +4H" ——>2H,0 (6).

< Difuzinis sluoksnis

9 pav. SECM Redoks konkurencijos rezimo matavimo schema. Deguonis yra naudojamas: (i)
GOx katalizuojamoje reakcijoje ir (ii) elektrocheminéje reakcijoje ant UME pavirSiaus, esant
- 500 mV potencialui Ag/AgCl elektrodo atzvilgiu, kai deguonis, esant tirpale H+, yra
konvertuojamas j H20. Glc — gliukozé, Gll — gliukono rigsties laktonas.

Redoks konkurencijos rezimas buvo taikomas siekiant iSmatuoti O
redukcijos srove. Esant -500 mV potencialui, O, yra redukuojamas | vandenj ant
UME pavirSiaus pagal reakcijg (6). Matematinis modelis buvo kuriamas
atsizvelgiant | sglygas, pateiktas 9 pav. Difuzinis sluoksnis formuojasi tarp GOXx
pavirSiaus ir UME. Deguonis ir gliukozé difunduoja iS iSorinio sluoksnio j j difuzinj
sluoksnj. Vykstant reakcijai, jos metu susidare produktai (H20: ir gliukono ragsties
laktonas) difunduoja i$§ difuzinio sluoksnio | iSorinj tirpalg. UME pavirSiuje
elektronai yra perduodami deguoniui, kuris redukuojasi esant tirpale H*. Deguonis
yra taip pat naudojamas ant GOx ir dél to Si konkurencijos srové mazéja
proporcingai GOx suvartojamam deguoniui. Deguonies koncentracija nevykstant

reakcijai tirpale yra 253 uM.
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Matematinis modelis
Difuziniai procesai buvo iSreiSkiami pagal antrg Fiko désnj:

o[Glc]

0;]
ot

=Do, A[O2], = Dgic A[GIc],

o[H,0,]
—62'[ 2= D,0, A[H202],

kai0<t<T,0<z<d,0<r<rgasg

AN _p gy arein

kur d yra atstumas tarp fermentu modifikuoto pavirSiaus ir UME. [O2], [Glc],
[H202], [GIl] yra atitinkamy reagenty koncentracijos, iSreiSkiamos kaip laiko t
funkcijos koordinatése z (vertikali koordinaté) ir r (horizontali koordinaté, UME
spindulys). rgass — nelaidaus sluoksnio spindulys, Do2, ..., Dei yra difuzijos
koeficientai, atitinkamai O2,...,Gll ir Laplaso operatorius A deguoniui O

cilindrinése koordinatese yra:

0°[0,] , 2°[0,] , 10[0;]
2 2
0z or r or

Diferencialinés reakcijy lygtys nedifunduojantiems reagentams ant

A[02]:

pavirSiaus z = 0 yra uzraSomos i§ cheminiy lyg€iy (3-5):

M = —kl[GOXOX][Glc]+ k_1[GOX - GlI]+ k4 [GOx - O;][H 1 2
—k_4[GOX**][H 0],
w = ke [GOXX][Glc] - (k_4 + K, )[GOX-GIIT ,
red
aAGO™] = ko[GOX - GlI] - k3[GOx "9 ][05] + k_3[GOX-O5] ,
W _ Ka[GOX®4][05]- k_[GOX- 03] — ka[GOX - O][H "1 2+

+k_4[GOX**][H,0,]

kur [GOx%], [GOx-GlIlI], [Gox™], [GOx-O,] yra koncentracijos,

priklausancios nuo laiko t ir UME spindulio r.
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Reakcijy lygtys difunduojan€ioms substancijoms ant pagrindo z=0 yra taip

pat iSvedamos iS lyg€iy (3-5) ir naudojamos kaip pradinés sglygos ant z=0:

[0, « .
Do, [22]:k3[GOXr6d][02]—k_S[GoX.QZ],
Dre X _ 1 [cox*[GIe] - k_4[GOX-GII],
DHy0, A2 __ ka[GOX - 02]1[H "1+ k_4[GOX°*][H 0,1,

DG|| 6[;“] = —kz[GOXG“] kai0<t<T, O<r< rg|ass.

Reakcijos pradzioje, kai t = 0 pradinés medziagy koncentracijos yra tokios:

[05]1=253uM, [Glc]=[H,0,]=[Gll]=0M

kai0<z<d, 0<r<rgpgss

[GOXx%*]= 2,114mol / m?,

[GOx - GII] =[GOx"®4] = [GOx - 03] =0mol / m?

kaiz=0, 0<T <rgjass.

Kadangi procesas yra nejtakojamas [H*], tuomet [H*] = 1. Dél simetrijos, centre

r =0, kur néra pratekéjimo:

o[05] aGle] a[H,0,] aGH]
or or or or
Difuzinio sluoksnio krastuose r = rgiss, tai yra ant nelaidaus sluoksnio krasty,

0 kai0<t<T,0<z<d.

pradinés sglygos yra:
O = 253 uM, [GIc] € (0-0,6) mM, kai 0 < z < d, t>0.
Visas kiekis [H202] ir [Gll] difunduoja j iSore nuo krasto r = rgjass, tuomet

[HZOZ] = [G”] = O, kai0<z< d, t>0irr= rglass.
Pagaliau, krastui z = d ant nelaidaus sluoksnio r > re kur néra pratekeéjimo:

o[0;1 _o[Glc] _ a[H,0,] _ &[GlI]
oz oz oz oz
Ant elektrodo (r <ry) visas O, yra suvartojamas dél reakcijos (6) greicio:

=0 kaiz=dirro<r<rgass.

O%=0,kaiz=dirO<r<re

kur rel yra laidaus elektrodo sluoksnio spindulys.
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Kitos trys medziagos yra blokuojamos elektrodo ir nelaidaus sluoksnio:

o[Glc] _ o[H,0,] a[GlI]
oz oz oz

Palyginimas su eksperimento rezultatais

=0 kaiz=dir 0 <r<rgass.

Modeliavimo duomenys buvo palyginti su eksperimento duomenimis (10
pav.). Ribinés difuzijos srovés vertés keitési keiCiant gliukozés koncentracijg
tirpale. Deguonies koncentracija, tuo paciu ir UME srové srityje, kuri yra
neveikiama difuzijos, buvo laikoma ta pati visoms gliukozés koncentracijoms.
TaCiau srové yra proporcinga ne tik deguonies koncentracijai, bet taip pat
priklauso ir nuo deguonies difuzijos greiCio tirpale. Deguonies difuzijos
koeficientas priklauso nuo tam tikry medziagy koncentracijos tirpale, pavyzdZziui:

drusky (NaCl, KH2PO4, K2HPO4), kurios buna buferiniame tirpale, gliukozés, ir t.t.

ok e Y [ YR Qe Q) <—— 0 MM Glc

______________ xx,xx‘,\ 005 mM GIC

[ IS _E. ............. E ......... E ........ E& 01 mM GIC

. . T 0.2mM Gle

X* ......... X ........ KH 0.4 mM Gilc

< 0.6 MM Glc
1 -

0 0.05 | 0.1 0.2 0.4 0.6
1.105) 1.06 | 098 | 0.915 | 0.773 | 0.745
0.5}
0 20 40 60 80 100 120 140 160
d, um

10 pav. Srovés-atstumo priklausomybes, esant skirtingoms gliukozés koncentracijoms
buferiniame tirpale. Glc — gliukozé, Do, — deguonies difuzijos koeficientas. Simboliais paZyméti
modeliavimo duomenys, linijomis — eksperimentiniai duomenys.

Todel difuzijos koeficientas buvo pritaikytas atskirai kiekvienai gliukozés
koncentracijai. Buvo istirta difuzijos jtaka UME srovei tirpale su skirtingomis
gliukozés koncentracijomis be imobilizuoto fermento. Sis eksperimentas parodé
rySky difuzijos koeficiento sumazéjimg lyginant su gautuoju buferiniame tirpale (11
pav.).
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11 pav. Difuzijos greiCio priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos buferiniame tirpale. Glc —
gliukozé, D(O3) — deguonies difuzijos koeficientas. Matavimai atlikti nesant fermentinés
reakcijos.

Taigi, taikant modelj prie iSmatuoty srovés verciy, difuzijos koeficientas
buvo vienas iS svarbiausiy kintamy parametry. Misy eksperimentuose
naudojome buferinj tirpalg su 0,1 M KCI ir su tam tikra gliukozés koncentracija. 1S
literatiros analizés yra zinoma, kad deguonies difuzijos koeficientas kinta
priklausomai nuo gliukozés koncentracijos ir NaCl, jdéty j vandenj atskirai. Misy
atveju buferiniame tirpale buvo keletas drusky ir gliukozé kartu, todél tikétina, kad
tai galéjo smarkiau jtakoti difuzijos koeficientg. Siekiant nustatyti muasy
naudojamos sudéties tirpalo jtakg difuzijos koeficientui, atlikome eksperimentg
tomis paciomis sglygomis, bet nesant fermentinés reakcijos (11 pav.). Kai
fermentiné reakcija vyksta, difuzijos koeficientas yra beveik vienodas esant 0,4-
0,6 mM gliukozés koncentracijai (12 pav.), tuo tarpu kai matavimai nesant
fermentinés reakcijos rodo tiesine priklausomybe esant 0,4-1,8 mM gliukozés

koncentracijai.
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12 pav. Difuzijos greicio priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos buferiniame tirpale. Glc —
gliukozé, D(O,) — deguonies difuzijos koeficientas.

3.4. Skenuojan¢€ios elektrocheminio impedanso mikroskopijos taikymas

Elektrocheminio impedanso spektroskopija (EIS) yra paremta kintamosios
sroves matavimu, kai sinusinis mazos jtampos amplitudés Zadinimo signalas
pasirinktame dazniy spektre yra taikomas elektrocheminei sistemai. Tokio
zadinimo rezultatas yra kintamoji srové su pasislinkusia faze, kuri yra matuojama
darbiniu elektrodu (SECM atveju — UME). Matuojamasis signalas yra paremtas
kompleksiniu impedansu, kuris priklauso nuo tirpalo varzos, dvigubo elektrinio
sluoksnio talpy ant darbinio ir atraminio elektrody, bei krivio perneSimo varzos
tarp Siy elektrody. Derinant EIS ir SECM, galima matuoti kintamosios sroves
pokycius tirpalo turyje, nes UME gali bati pozicionuojamas pasirinktu atstumu virs
tiriamojo pavirSiaus. Tokia metodika vadinama skenuojancia elektrocheminio
impedanso mikroskopija (SEIM). Gauti duomenys buvo analizuojami naudojant
ekvivalentine elektring grandine, kuri pateikta 13 pav. SEIM yra naudojamas
reCiau lyginant su kintamosios srovés vieno daznio SECM, kadangi skenavimas
vienu dazniu trunka daug trumpiau. TaCiau SEIM privalumas yra tas, kad EIS
matavimai taikomi plaiame dazniy ruoze kiekvienoje UME padétyje bandinio
atzvilgiu. Tokie matavimai leidzia jvertinti elektrocheminés sistemos atsakg j

elektrocheminj Zadinimg sinusoidés formos kintanCiu potencialu; taip pat galima
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sukurti sistemos 3D modelj, nustatyti tinkamiausig ekvivalenting elektring
grandine ir jos parametrus, kurie nusako sistemg. Svarbu yra tai, kad tokie
matavimai leidZia tuos parametrus nustatyti pasirinktoje tirpalo pozicijoje virs
tiriamojo bandinio. Reakcijos produktai, jtakojantys tirpalo laidumg, difunduoja nuo
chemiskai aktyviy bandinio zony j tirpalg; todél SEIM su judinamu UME yra vienas
i$ geriausiy metody reakcijos produkty difuzijai tirti pasirinktame tirpalo tdryje.
Zinant, kad EIS matavimai daznai trunka ilgg laikg, laidumo pokytis laike taip pat

yra jvertinamas.

Potenciostatas
WE (UME) RE+CE

Gliukono rugsties
Stiklas | pt ir tirpalo sritis

atstumas | Cdi1

13 pav. Eksperimento schema. Rs — tirpalo varza, R« — kravio perne§imo varZa, Cq — pseudo
dvigubo elektrinio sluoksnio talpa, Zw — Warburgo impedansas. Cq1 — dvigubo elektrinio sluoksnio
talpa UMEftirpalo srityje, Reu — krivio perne§imo varZa per UME/tirpalo sritj. GOx — gliukozés
oksidaze.

Gliukozés oksidacija, tirpale esant O», yra katalizuojama GOx, Sioje
reakcijoje susidarantys produktai yra vandenilio peroksidas (H20>) ir D-gliukono-

1,5-laktonas, kuris greitai hidrolizuojamas | 3-D-gliukono rugst;:

GOx
f — D — gliukozé + 0, — D — gliukono — 1,5 — laktonas + H,0,
D — gliukono — 1,5 — laktonas + H,0 &2 [ — D — gliukono rigstis

Taigi, impedanso spektro pokyciai yra labiausiai susije su gliukono rigsties
koncentracijos pokycCiu, nes jos koncentracija jtakoja pseudo dvigubo sluoksnio
elektrine talpg ir tirpalo varzg. Dél difuzijos efekto, gliukono riagsties koncentracija
mazeéja didéjant atstumui tarp UME ir GOx. Siekiant patikrinti tirpalo varzos
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pokyCio priklausomybe nuo gliukono rigsties koncentracijos, elektrocheminis
impedansas buvo matuojamas esant skirtingoms gliukono ragsties
koncentracijoms (14 pav.). Ekvivalentinés elektrinés grandinés vertés buvo
taikomos iSmatuotiems impedanso spektrams, ir buvo apskai€iuota tirpalo varzos
priklausomybé nuo gliukono rtgsties koncentracijos. Tirpalo varza Rs mazéjo,

didinant gliukono rugsties koncentracija.

1.5 m eksperimentas
— f(x) = 0.10733*x0.59007
o 1.0
=
mu‘)
0.5
[ ]
0.0 . . . . . .
0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.5
-1
CGLA, mmol L

14 pav. Tirpalo varZos priklausomybé nuo gliukono riagsties koncentracijos. Kalibravimo kreive.

Buvo atliekami elektrocheminio impedanso matavimai jvairiuose
atstumuose nuo pavirSiaus, tirpalo varzai apskaiCiuoti buvo taikomas tas pats
ekvivalentinés elektrinés grandinés modelis. UME artéjant prie bandinio (15 pav.),
tirpalo varza mazéjo nuo 1,5 iki 0,7 MQ. Sie pokygiai yra susije su gliukono
ragsties difuzija i$ fermentu modifikuoto sluoksnio j tirpalg. Tirpalo varzos pokyciai
buvo susieti su gliukono ragsties koncentracija naudojant priklausomybe, pateiktg
14 paveiksle. Kai UME artéja prie pavirSiaus, jis pirmiausia pasiekia sluoksnj
kuriame yra nedidelé, bet tirpalo laidumg pakankamai Zenkliai jtakojanti gliukono
ragsties koncentracija; taCiau artéjant dar arCiau, UME pasiekia tokj taska,
kuriame gliukono ragsties koncentracija yra didziausia. Apskaiciuota gliukono
ragsties koncentracija keitési nuo 0,011 mM (1,5 mm atstume nuo GOx) iki
0,040 mM (50 pym nuo GOXx). Po 5 valandy nuo reakcijos pradzios tirpalo varza
visuose atstumuose nusistoveéjo beveik vienoda ir buvo apytikriai 0,4 MQ.

Gliukono rugsties koncentracija keitési nuo 0,076 mM (1,5 mm atstumu nuo GOx
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modifikuoto sluoksnio) iki 0,093 mM (50 ym atstumu nuo GOx modifikuoto
sluoksnio).

1.5 0.12-
A / T
S : i / .\.
Pradinis matavimas - u \ .
: |
- = 0.08] ~
c 1.04 — 2 Po 5 val.
= /-/. £
& - Po 5 val. g 0.04)  um Pradinis matavimas
g : e .
4 | u
sl B .
T T T T 0.00 T T T T T T T
0 500 1000 1500 0 500 1000 1500
d, um d, um

15 pav. A — Apskaiciuota tirpalo varZos priklausomybé nuo atstumo 0,1 mM gliukozés

tirpale; B — Gliukono ragsties (GLA) koncentracijos priklausomybé nuo atstumo, perskaiciuota is
duomeny 15 pav. A.

Visuose atstumuose (nuo 250 iki 1500 pm) tarp UME ir tiriamojo pavirSiaus
gliukono ragsties koncentracija artéjant prie GOx didéja. Kai atstumas tarp UME
ir tiriamojo pavirSiaus tampa mazesnis nei 100 ym UME patenka | ,artimo

pavirSiaus” zong, kur srové yra blokuojama dél itin apsunkintos difuzijos.
3.5. Mieliy Igsteliy tyrimai SECM metodu

Gyvos lIgstelés yra bene sudétingiausios ir jdomiausios biocheminés
sistemos naudojamos tyrimams, todel jvairiy efekty jtakos tyrimai Igstelése
vykstantiems procesams yra labai svarbis. SECM metodu tiriamos Igstelés turi

bati imobilizuotos, o Igstelése vykstanciy procesy metu susidarantys produktai yra
registruojami UME.

3.5.1. Dviejy kravio pernesimo tarpininky sistemos taikymas mieliy lasteliy
tyrimuose SECM metodu

Procesy, vykstanciy naudojant dviejy elektrony perneSimo tarpininky
sistemg, schema pateikta 16 pav. NAD(P)H yra oksiduojamas j NAD(P)*, toks
procesas vyksta daugybéje reakcijy gyvose lgstelése. NADH ir NAD(P)H yra
redukuota nikotinamido adenino dinukleotido (NAD) ir nikotinamido adenino

dinukleotido fosfato (NAD(P)) kofaktoriy forma, NAD™ ir NAD(P)" yra oksiduotos
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formos. NAD yra Igsteléje esanti biologiné molekulé, kuri dalyvauja daugelyje
metabolizmo reakcijy. Daug Zmogaus ligy yra susije su NAD ir/arba NAD?*
koncentracijy arba NAD/NAD® santykio pasikeitimu. Lagstelése S. cerevisiae,
dviejy kravio perneSimo tarpininky sistemos atsakas atsiranda i lipofilinio
mediatoriaus redukcijos, atliekamos NAD(P)H, kuris gaminamas pentoziy fostaty
kelyje. NAD(P)H Iasteléje yra gaminamas i§ NAD(P)* ir H* naudojant du
elektronus, kurie yra gaunami i$ gliukozés oksidacijos. Reakcijos produktas

NAD(P)H gali bati reoksiduotas naudojant NAD(P)H oksiduojancius fermentus

(NOE) atgal | NAD(P)".

2 [Fe(CN)g]"’ 2 [Fe(CN 6]}

>_<

PQed PQos

NOE )
\\R_—_ — Z
mAD(P)*
NAD(P)H
K:?Z‘Hm Soks

( fermentail )

N

R Sred

-~
-
-
~

gliukozé

16 pav. SECM matavimo sistema, naudojant du elektrony pernesimo tarpininkus. PQ difunduoja
| lgstelés sienele, | vidine membranos puse ir ten yra redukuojamas NAD(P)H. Véliau
difunduojant atgal j iSorine membranos puse ir perduoda elektronus [Fe(CN)s]*. Susidariusio
[Fe(CN)s]* oksiduotos formos koncentracija yra nustatoma amperometriskai, kai UME
potencialas +400 mV. Gliukozés jdéjimas j tirpalg leidZia formuotis NADH ir NAD(P)H glikolizés
procese ir pentozés fosfato metaboliniuose keliuose. Siame paveiksle terminas ,fermentai*
apibendrina glyceraldehido 3-fosphat dehidrogenazé, glukozés 6-fosfato dehidrogenazé, 6-
fosfogliukonato dehidrogenazé ir kitus fermentus, dalyvaujanéius metabolizmo procesuose
vykstanciuose lgsteleje; sutrumpinimai ,Sreq” and ,Soks” atitinkamai reiSkia redukuotg ir oksiduotg
formas Siy fermenty substraty; sutrumpinimas ,NOE* reiskia NAD(P)H oksiduojancius fermentus.
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Abi auksCiau minétos reakcijos yra vidulgstelinés, todeél elektrony pernasag
per lgstelés membrang gali atlikti tik lipofilinis mediatorius. Lipofilinis 9,10-
fenantrenchinonas (PQ) gali pasiekti Igstelés membranos vidine puse, kur jis yra
redukuojamas, difunduoja atgal per membrang | tirpalg ir perduoda elektronus
hidrofiliniam [Fe(CN)e]* jonui, redukuodamas jj j [Fe(CN)s]*. [Fe(CN)e]* ant
elektrodo generuoja srove, kuri indikuoja NOE aktyvumg mieliy Igsteléje. Kai
lgstelés yra imobilizuotos ant pavirSiaus, UME yra visada tam tikrame atstume
nuo pavirsiaus, todél matuojamasis rezultatas priklauso nuo atstumo. Masy tikslas
buvo ne tik matuoti elektrocheminj aktyvumag, bet taip pat gauti aukstos skyros
lgsteliy aktyvumo paveikslg, o Siam tikslui pasiekti turi bati tinkamai parinktas
skenavimo atstumas. Naudojant GC-SECM rezZimg, reakcija vyksta visg laikg, kol
atliekamas matavimas. Masy tyrimai rodo, kad nusistovéjusi srove pasiekiama tik

po 18 min mieliy Igsteliy inkubacijos su abiem elektrony pernesimo tarpininkais.

3.5.2. Chronoamperometriniai matavimai

Keturi skirtingi elektrony pernesimo tarpininkai PQ, pBQ, PD, DCPIP buvo
panaudoti neimobilizuoty mieliy Igsteliy matavimams tirpale, kuriame fericianidas
buvo istirpintas PBS (17 pav., A). UME srove, iSmatuota naudojant PQ kaip antrg
elektrony pernesSimo tarpininkg, buvo daugiau nei 3 kartus didesné naudojant
kitus elektrony perneSimo tarpininkus. Kitas chronoamperometrinis
eksperimentas buvo atliktas siekiant parodyti, kad sroveés signalas atitinka mieliy
elektrocheminj aktyvumg (17 pav., B). Kai tik fericianidas buvo PBS su
iStirpintomis mieliy Igstelémis, tuomet UME srovés buvo labai maza. UME srove
liko tokia pati, jdejus j tirpalg 10 mM gliukozés. Tai patvirtina, kad naudojant tik
vieng elektrony pernesSimo tarpininkg kalio fericianidg, mieliy elektrocheminio
aktyvumo uzregistruoti nejmanoma, nes jis nepereina per lgstelés membrang. Bet
dviejy elektrony pernesimo tarpininky (fericianido ir PQ) sistemos taikymas leidzia
registruoti srovés signalg, netgi jei gliukozés néra tirpale. Sis reiskinys gali bati
aiSkinamas tuo, kad mieliy Igstelés turi savyje tam tikry medziagy, tinkamy
metabolizmui. Pagaliau, jdéjus 10 mM gliukozés, UME srové stipriai iSauga.
Inkubacijos eksperimentas su ir be gliukozés tirpale buvo atliekamas 4 dienas (18
pav.).
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17 pav. A. Nusistovéjusios srovés, iSmatuotos chronoamperometriSkai esant +400 mV
potencialui Ag/AgCl atzvilgiu tirpale esant: 6,7 mg mL™* mieliy, 5 mM kalio fericianido, 10 mM
gliukozés (Glc) ir 100 uM antro elektrony pernesimo tarpininko, po 10 min inkubacijos. B. Srovés
priklausomybé nuo tirpalo sudéties po 10 min inkubacijos.

Mieliy aktyvumo sumazéjimas gali bati gerai apraSsomas Hilo funkcija.
Geresnis atitikimas Hilo funkcijai buvo gautas Igsteléms, inkubuotoms PBS be
gliukozés.Tai gali bati susije su gliukozés ir kity maitinan€iy medziagy
koncentracijos sumazejimu lgstelése, nes esant Sioms sglygoms Igstelés greiCiau
Zuva. Mieliy lgstelés, inkubuotos su gliukoze PBS, po 24 valandy rodo maza
gyvybinguma. Tai gali bati susije su etanolio gamyba, kuris jtakoja Igsteliy

gyvybinguma.
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18 pav. Mieliy Igsteliy inkubacija su ir be gliukozés PBS. Chronoamperometriniai matavimai buvo
atlikti esant +400 mV potencialui Ag/AgCI atzvilgiu tirpale esant: 6,7 mg/mL mieliy, 5 mM kalio
fericianido, 100 uM PQ ir 10 mM gliukozés. Eksperimentiniams duomenis buvo pritaikyta Hilo
funkcija.
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19 pav. A, B. Chronoamperometriniai matavimai esant skirtingiems pH. Salygos tokios pat, kaip
14 paveiksle. C. Srovés priklausomybé nuo pH gauta esant 900 s laikui i$ Sio paveikslo A ir B
daliy. Pritaikyta ‘Extreme fit’ funkcija naudojant Origin 8 programa.

pH jtaka buvo tiriama esant toms pacCioms  saglygoms.
Chronoamperometriniai matavimai buvo jvertinti taikant Hilo funkcijg (19 pav.).
Didziausia srové buvo gauta esant 4,5 pH (19 pav., C). Hilo funkcijos taikymo
rezultatai yra pateikti 1 lenteléje. Esant maziau nei 4,5 pH, Hilo funkcijos taikymai
buvo labiau sékmingi, taCiau suskaiCiuotos imax vertés buvo labai mazos, todél
duomenys, esant mazesnéms nei 4,5 pH vertéms nebuvo vertinami. DidZiausias
Hilo skai€ius buvo gautas esant 5,5 pH (19 pav., B). Esant tokiam pH, tariamoji
Michaelio konstanta yra maziausia, taigi reakcija yra santykinai greita lyginant su
kitais pH (1 lentelé). Kadangi Hilo skaiCius rodo kooperatyvumo laipsn;,
didziausias PQ kooperatyvumas su mieliy Igstelémis buvo gautas esant 5,5 pH.

Tuo paciu metu tariamoji Michaelio konstanta buvo maZiausia, lyginant su
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apskaiCiuota esant kitiems pH, o tai gali reiksti didesnj toksinj efektg Siame pH.
Taigi, 6,5 pH buvo pasirinkta tolesniems eksperimentams, nes esant tokiam pH
Hilo skaiius yra mazesnis, o tariamoji konstanta didesné. Esant tokioms
sglygoms, iSlaikomas balansas tarp toksiSkumo ir elektrony pernesimo

efektyvumo.

3.5.3. Optimaliy elektrony pernesimo tarpininky koncentracijy nustatymas

Optimalios vaizdinimo salygos buvo nustatytos matuojant srove
horizontalaus skenavimo metu, keiCiant abiejy elektrony pernesSimo tarpininky
koncentracijas. PQ koncentracija buvo kei¢iama nuo O mM iki 0,25 mM ir
registruojama maksimali srové (20 pav., A). Si srové buvo didZiausia esant
mazesnems PQ koncentracijoms, kurios nevirSijo 0,08 mM, tuo tarpu esant O-
0,08 mM, srové didéjo. TacCiau esant didesnéms PQ koncentracijoms, laike buvi
stebimas sroveés sumazejimas, kuris parodo neigiamg ir galbat toksiSkg efektg
lgsteléms. ISmatuota UME sroveé yra susijusi su metabolizmo intensyvumu
lgstelése, todél srovés sumazéjimas didinant PQ koncentracijg virs 0,08 mM rodo

lgstelés gyvybingumo sumazéjima.
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20 pav. Srovés priklausomybés nuo elektrony pernesimo tarpininky koncentracijos. A - Srovés
priklausomybé nuo PQ koncentracijos, tirpale esant of 0,6 mM kalio fericianido ir 60 mM
gliukozés. Linija nubréZta pritaikius Michaelio-Menten teorinj modelj: imaxpo) = 0,65 nNA,
Kwmapp. o) = 0,003 mM. B - Srovés priklausomybé nuo kalio fericianido koncentracijos, tirpale
esant 60 mM gliukozés ir 0,04 mM PQ. Linija nubréZta pritaikius Michaelio-Menten teorinj modelj:
imax(FeCN) = 0,57 nA, KM(app.FeCN) = 0,22 mM.
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Todel, siekiant rasti kompromisg tarp lgstelés gyvybingumo ir didesniy
sroviy, kurios reikalingos efektyviam vaizdinimui, PQ koncentracija buvo
pasirinkta naudojant puse koncentracijos vertés (0,04 mmol L 1), kuriai esant
gauta didziausia srové. Srovés ir PQ koncentracijos priklausomybé buvo nustatyta
naudojant nusistovéjusios fermentinés reakcijos kinetinj modelj su Siais dydZiais:
imaxPQ) = 0,65 NA, Ksxprg)= 0,003 mM. Maza Ksxrq) verté priklauso nuo PQ
gebéjimo elgtis kaip elektrony pernesimo tarpininkas ir tai rodo, kad PQ efektyviai
pernesa elektronus i$ redoks fermenty Igstelés viduje ir perduoda juos [Fe(CN)e]*
esancCiam Igstelés iSoréje. Pusé maksimalios srovés vertés buvo registruota esant
0,003 mM PQ koncentracijai.

Siekiant nustatyti optimalig kalio fericianido koncentracijg, taip pat buvo
registruojama maksimali srové (20 pav., B). Optimali srovés i§ srovés
koncentracijos priklausomybés buvo gauta esant 0,6 mM Kkalio fericianido
koncentracijai. Buvo suskaiCiuoti tokie dydziai naudojant nusistovéjusios reakcijos
kinetinj modelj: imaxFecn) = 0,57 NA, Ksxrecn) = 0,22 mM. Si Ksx(or Fecny verté jrodo
kalio feri-/fero-cianido gebéjimg atlikti elektrony pernesimo vaidmenj tarp PQ ir
UME. KsxrFecn) yra beveik tris kartus mazesné uz pasirinktg vaizdinimui

[Fe(CN)e]* koncentracija, todél ji gerai tinka Igsteliy vaizdinimui.

3.5.3. Lastelés redoks aktyvumo jvertinimas GC-SECM rezimu

Lastelés redoks aktyvumo jvertinimas buvo atliekamas horizontaliai
skenuojant imobilizuoty Igsteliy sankaupg jvairiais laiko intervalais po 0,6 mM
fericianido, 0,04 mM PQ ir 60 mM gliukozés jdéjimo j buferinj tirpalg, esant 6,7 pH,
(21 pav.). Matavimai buvo atliekami kas 2 minutes skirtingomis skenavimo
kryptimis. Srove keitési laike dél metabolizmo procesy ir reakcijy vyksmo po
gliukozeés jdéjimo, kol Sie procesai nusistovéjo. Matavimai viena kryptimi pateikti
21 pav. A, matavimai kita kryptimi yra pateikti 21 pav. B. Dvi priklausomybeés rodo
srovés pasikeitimg skenuojant abiem kryptimis (22 pav.). Taigi, skenuojant
skirtingomis kryptimis galima gauti skirtingus rezultatus, o srovés padidéjimas
imobilizuotos Igsteliy sankaupos krastuose yra susijes su asimetrija topografijoje

arba elektrocheminio aktyvumo asimetriniais skirtumais.
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21 pav. UME srovés priklausomybé nuo atstumo, po 60 mM gliukozés jdéjimo j buferinj tirpalg,
kurio pH 6,7, tirpale esant 0,6 mM kalio fericianido ir 0,04 mM PQ. UME signalas buvo
matuojamas GC-SECM rezimu, 20 um atstumu, esant +400 mV potencialui, Zingsnis tarp
matuojamyjy tasky buvo 20 um, skenavimo greitis 10 um/s. A: Skenavimas 0-34 min, tiesiogine
kryptimi, B: Skenavimas 18-34 min, tiesiogine kryptimi, C: Skenavimas 0-32 min, atgaline
kryptimi, D: Skenavimas 20-32 min, atgaline kryptimi.

Papildomai Sios prielaidos buvo patikrintos optiniu mikroskopu ir buvo
nustatyta, kad Igstelés yra imobilizuotos toroido formos lase, nes dziGstant lasui,
daugiau lgsteliy susikaupia krastuose. Sis toroidinis profilis yra matomas
paveiksle 3D nuo 20 iki 32 minutés, kur yra iSmatuotas didesnis elektrocheminis
aktyvumas krastuose. Srovés vertés viename padéties taske buvo naudojamos

srovés-laiko priklausomybems jvertinti, kurios yra pateikiamos 22 pav.
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Nusistovéjusi srové registruojama po 18 min. inkubacijos, nusistovéjimas

matomas skenuojant abiem kryptimis.

10 Skenavimo kryptis
_—
08 mumnE
0.6 B ooono
< . -
€ o4 B Skenavimo kryptis
o B
0.0 T T T )
0 10 20 30 40
t, min

22 pav. UME sroveés priklausomybé nuo laiko, matuota buferiniame tirpale, pH 6,7, tirpale esant
0,6 mM kalio fericianido, 0,04 mM PQ ir 60 mM gliukozés; Pateikiamos vertés paimtos i$§
vertikalia brik$nine-taskine linija paZymétos pozicijos paveiksluose 21 A,B,C,D.

Kita eksperimenty dalis buvo atliekama skenuojant imobilizuoty Igsteleliy
sankaupg esant skirtingoms gliukozés koncentracijoms (23 pav.). Kai gliukozés
koncentracija buvo 5 mM, srovés pasiketimas buvo tik 0,15 nA; didinant
koncentracijg iki 65,4 mM, srové ryskiai padidejo, pasiekdama 0,55 nA verte.
TaCiau paveikslo raiSka, esant maksimaliai gliukozés koncentracijai, labai
pablogéjo. Kaip jau buvo minéta, Igstelés imobilizuojamos toroido formos

sankaupoje.
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23 pav. A: Srovés priklausomybé nuo UME pozicijos esant skirtingoms gliukozés
koncentracijoms. B: Srovés priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos. Matavimai atlikti po18
min nuo metabolizmo procesy pradzios, buferiniame, pH 6,7, tirpale su 0,6 mM kalio fericianido,
0-65,4 mM gliukozeés ir 0,04 mM PQ.

Profilio vaizdas rodo, kad rySkesnis UME signalas yra viename kraste, o

taip pat Sis signalas priklauso nuo skenavimo krypties (21 pav.). Dél Siy apribojimy
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esant didesnéms gliukozés koncentracijoms profilis praranda savo forma. IS
literatGros zinoma, kad jeigu Salia yra dvi aktyvios sritys, jos korektiSkai
atvaizduojamos gali bati tik tada, kai jy maksimali srové skiriasi du kartus. Kitu
atveju difuziniai sluoksniai persikloja ir registruojamas bendras signalas i$ abiejy
sri€iy. Buvo nustatyta, kad optimali gliukozés koncentracija yra tarp 50 ir 65,4 mM.
Todél 60 mM gliukozés koncentracija buvo naudojama vaizdinant imobilizuotg
mieliy Igsteliy sankaupg (24 pav.). Maksimali gauta srové gauta 1,2 nA ant Igsteliy

pavirSiaus, tolstant nuo Sios vietos srové sumazéjo iki 0,6-0,7 nA.

1,2 nA

0,1
y, mm X, mm

24 pav. Imobilizuotos mieliy Igsteliy sankaupos elektrocheminio aktyvumo vaizdas po 18 min
nuo metabolizmo procesy iniciavimo; vertikalus atstumas 20 um, Zingsnis 100 um, greitis
10 umy/s.

1.1 Biokuro elementas, sudarytas is gliukozés oksidazeés ir

krieny peroksidazés

Biokuro elemento, sudaryto i§ anodo GOx/PD/GRE ir katodo HRP/GRE,
schema pateikiama 25 paveiksle, o biocheminés ir bioelektrocheminés reakcijos
yra pateiktos (7-11). Lygtys (7-11) parodo GOx katalizuojamg gliukozées
oksidacijg ir kitus vykstancius procesus nenaudojant elektrony pernesSimo
tarpininko (7-9) bei naudojant elektrony pernesSimo tarpininkg PD (10 ir 11) ant
GOx/PD/GRE anodo. Vandenilio peroksidas yra naudojamas kaip substratas
HRP, kuri katalizuoja vandenilio peroksido redukcijg j vandenj (12) ir Sios reakcijos
metu oksiduota HRP forma yra atkuriama j redukuotg formag, priimant elektronus

iS elektrodo tiesiogiai (13).
Reakcijos ant anodo:

F-D-glucose + H2O + GOx(ox) — D-glucono-1,5-lactone + GOx(red) (7)
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GOx(red) + 1/202 + H20 — GOx(0x) + H202 (8)

H202—>02+ 2H™ + 2e~ (be elektrony pernasos tarpininko) 9)
GOx(red) + PD(ox) — GOx(0x) + PD(red) + 2H™ + 2¢e~ (10)
PD(red) — PD(0x) + 2€~ (su elektrony pernasos tarpininku) (11)

Reakcijos ant katodo:

HRP(red) + H.O> — HRP(0x) + 2H>0 (12)
2e (tiesioginé elektrony pernasa ant katodo) + HRP (0x) — HRP (red) (13)
_ = @ _
% rou 5
0, Gle+H,0 H,0,
e~
PD Gox BRE
< : A
€
'H,0, Gl+2H' 2H,0

25 pav. Biokuro elemento schema.PD — 1,10-fenantrolino-5,6-dionas; GOx — gliukozés
oksidaze; HRP — krieny peroksidaze, Glc — gliukozé, Gl — gliukono rigstis

Taigi, potencialy skirtumas biokuro elemente yra generuojamas tiesioginés
elektrony pernasSos dél HRP katalizuojamos reakcijos ant katodo ir GOx
katalizuojamos reakcijos su elektrony pernasos tarpininku PD ant anodo (25
pav.). Prie$ biokuro elemento konstravimg GOx/PD/GRE ir HRP/GRE elektrodai
buvo istirti amperometriSkai esant pastoviems potencialams. GOx/PD/GRE
elektrodas buvo tiriamas esant pastoviam +150 mV Ag/AgCl atzvilgiu potencialui
(26 pav.) ir buvo nustatyta tariamoji Michaelio konstanta (Kwmpp)) gliukozei
33,73 mM, kuri zymiai padidéjo lyginant su fermento Kw, kurios verté, pateikiama
literatUroje, yra 12,9-15,4 mM. Kwupp.) padidéjimas yra jtakojamas papildomai dél
substrato difuzijos apribojimo | GOx aktyvig sritj. SuskaiCiuota Imax verté
GOx/PD/GRE elektrodui buvo 6,99 pA. Tiesioginés elektrony pernasos
efektyvumas tarp HRP ir GRE pavirSiaus, naudojamo HRP/GRE elektrode, buvo
jvertintas amperometrisSkai esant 200 mV potencialui Ag/AgCl atzvilgiu A-PBS, 6,0

pH, esant skirtingoms vandenilio peroksido koncentracijoms (26 pav. B).
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Suskaiciuota HRP/GRE elektrodo Kwpp,) vandenilio peroksidui buvo 0,74 mM ,
o suskaiciuota Imax verté buvo 2,69 pA. Ku verté HRP, pateikiama literatiroje, yra
0,19 mM.

54 A 1.6 4 B
4
1.2 4
3 4
1 <
=) < 0.8
2 - ]
0.4
1 4
0 0.0
0 20 40 60 80 100 u:n u(z [1'4 ﬂ:ﬁ 0.13 1:0
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26 pav. A. Sroveé, generuojama GOx/PD/GRE elektrodo A-PBS, 6,0 pH, esant +150 mV Ag/AgCI
atzvilgiu. B. Srove, generuojama HRP/GRE elektrodo A-PBS, 6,0 pH, esant —200 mV potencialui
Ag/AgCI atzvilgiu.

Sukonstravus biokuro elementg buvo matuojamas atviros grandinés
potencialas: (i) esant keletui skirtingy gliukozés koncentracijy anodo dalyje (23
pav. A), (i) esant keletui skirtingy vandenilio peroksido koncentracijy katodo
dalyje (27 pav. B). Rezultatai parodé, kad atviros grandinés potencialas, esant
200 mM gliukozés koncentracijai anodo dalyje pasieké 70 mV, o kai esant 200
mM gliukozés koncentracijai anodo dalyje papildomai 0,5 mM H202 buvo pridéta
katodo dalyje, potencialas padidéjo iki 640 mV. Potencialai, generuoti
GOx/PD/GRE anodo dalyje, esant skirtingoms gliukozés koncentracijoms ir
HRP/GRE katode, esant skirtingoms H202 koncentracijoms yra pateikti 27 pav.
Amperometriniai ir potenciometriniai tyrimai HRP/GRE aiskiai parodo, kad HRP
gali vykti tiesioginé elektrony pernasa, kai fermentas yra imobilizuotas ant GRE
pavirSiaus. Eksploatacinés BFC savybés buvo tiriamos esant keletui skirtingy (2—
200 mM) gliukozés koncentracijy GOx/PD/GRE anodo dalyje, nesant vandenilio
peroksido katodo dalyje, bei esant apkrovai (apkrova buvo sudaroma, jjungiant
skirtingas varzas | grandine, kaip tai parodyta 25 pav.). Buvo nustatyta, kad

maksimali galia 2 pW/cm gaunama, esant 30—60 mV (28 pav.).
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27 pav. Atviros grandinés potencialas, generuojamas BFC, sudaryto i§ GOx/PD/GRE anodo ir
HRP/GRE katodo, patalpinty j dviejy daliy elektrochemine cele, kurios dalys sujungtos
elektrolitiniu raktu, keiCiant. A. gliukozés koncentracijg anodo dalyje; B. H.O, koncentracijg
katodo dalyje esant 200 mM gliukozés anodo dalyje.
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28 pav. BFC potencialo priklausomybé nuo apkrovos (A) ir BFC galios tankio priklausomybé nuo
generuojamo potencialo (B). Biokuro elementas, sudarytas i§ GOx/PD/GRE anodo ir HRP/GRE
catodo esant 2 mM (1), 10 mM (2), 50 mM (3), 100 mM (4) ir 200 mM (5) gliukozés anodo dalyje.

Buvo nustatyta, kad didZiausia jtampa ir galia buvo uzregistruota esant 50—
200 mM gliukozés koncentracijai. Zema jtampa buvo jtakojama tik GOx/PD/GRE
anodo, nes elektrony pernasa i HRP/GRE katodo nesant H>O- yra labai ribota.
Kitoje eksperimenty dalyje tas pats principas buvo taikomas, siekiant iSmatuoti
potencialus nesant gliukozés anodo dalyje ir esant vandenilio peroksido
koncentracijoms 0,1-0,5 mM (29 pav.). Siuo atveju buvo gautas Zemas
potencialas, Zzemesnis nei 200 mV ir galios tankis - Zemesnis nei 300 nA/cm. Tada
tos pacios apkrovos buvo taikomos BFC, kuris anodo dalyje sudaré 200 mM
gliukozeés ir katodo dalyje 0,1-0,5 mM vandenilio peroksido. Jtampa priklausé nuo
apkrovos (30 pav. A).
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29 pav. BFC potencialo priklausomybé nuo apkrovos (A) ir BFC galios tankio priklausomybé nuo
generuojamo potencialo (B); Biokuro elementas, sudarytas i§ GOx/PD/GRE anodo ir HRP/GRE
katodo, esant 0,1 mM (1), 0,2 mM (2), 0,3 mM (3), 0,4 mM (4) ir 200 mM (5) H2.0: katodo dalyje.
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30 pav. BFC potencialo prikalusomybé nuo apkrovos (A) ir BFC galios tankio priklausomybé nuo
generuojamo potencialo (B); Biokuro elementas, sudarytas i§ GOx/PD/GRE anodo ir HRP/GRE
katodo, esant 200 mM gliukozés anodo dalyje ir 0.1 mM (1), 0,2 mM (2), 0,3 mM (3), 0,4 mM (4)
ir 0,5 mM (5) H20, katodo dalyje.

P, WV cmi”

[=]
%]
[
=]
[=:]
=
ﬁ_

Laikas. dienos

31 pav. Biokuro elemento, sudaryto i§ GOx/PD/GRE anodo ir HRP/GRE katodo, potencialo
stabilumas (71e) ir galia (20), esant 200 mM gliukozés anodo dalyje ir 0,5 mM vandenilio
peroksido katodo dalyje. Matavimai atlikti esant 2 MQ apkrovai.
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DidZiausia jtampa (640 mV) buvo registruojama esant 0,4 — 0,5 mM H20>
katodo dalyje ir 200 mM gliukozés anodo dalyje, tuo tarpu kai didziausia galia
buvo registruota esant 200 mM gliukozés anodo dalyje ir 0,5 mM vandenilio
peroksido katodo dalyje, ir sieké 4,2 pW/cm? esant 530 mV (30 pav., B).
DidZiausia galia, esant 530 mV potencialui daro §j biokuro elementg ypac
patraukly praktiniam taikymui, nes toks potencialas yra jau tinkamas maitinti
Zemos galios elektronikos jtaisams. Sio BFC stabilumas buvo testuojamas esant
20 °C ir 2 MQ apkrovai. Potencialo stabilumo tyrimas parodé, kad apytiksliai 40%
atviros grandinés jtampos buvo prarasta per 12 dieny (31 pav., 1 kreivé), o galia
sumazeéjo 25% (31 pav., 2 kreive). Toks ribotas stabilumas yra sglygojamas paciy

fermenty stabilumo.

ISvados

1. Lyginant matavimus deguonies konkurencijos ir generavimo-detekcijos
rezimais, buvo nustatyta, kad H>O koncentracija zymiai skiriasi nuo 0 iki 600 um
atstumuose nuo gliukozés oksidaze modifikuoto pavirSiaus, tuo tarpu kai O:
koncentracija keiciasi nuo 0 iki 100 um atstume. Tai reiksty, kad H-O:> difunduoja
zymiai greiCiau nuo GOx-modifikuoto pavirSiaus, tuo tarpu kai O yra
sunaudojamas arti GOx-modifikuoto pavirSiaus. Pasirenkant atstumg, reikia
jvertinti priartéjimo kreivés pobldj matuojant tiek deguonies konkurencijos, tiek

generavimo-detekcijos rezimu.

2. Redoks konkurencijos rezimas gali bati naudojamas fermentiniy reakcijy
kinetikos tyrimams, taikant Michaelio-Menten modelj. Michaelio konstantos
skaiCiavimo kokybé gali bati jvertinta pagal Michaelio konstantos priklausomybe
nuo atstumo tarp UME ir fermentu modifikuoto méginio. PavirSiy, ant kuriy
imobilizuotas fermentas, laidumas panasiai jtakoja Sig priklausomybe, todél RC-
SECM rezimas yra tinkamas biologiniy jutikliy ir biokuro celiy tyrimams jy veikimo

metu.

3. Elektrocheminio impedanso matavimai tirpale jvairiuose atstumuose nuo GOx
modifikuoto pavirSiaus leidZia nustatyti gliukono laktono ragsties, susiformavusios

tirpale fermentinés reakcijos metu koncentracijg. Tyrimo rezultatai parode, kad
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SEIM galéty bati taikoma biologiniy jutikliy bei biokuro elementy charakterizavimui
,realiame laike“, nenaudojant elektrony perne8imo tarpininky ir nepazeidziant

meéginio pavirsiaus.

4. Siame tyrime pateikiamas matematinis RC-SECM rezimo modelis gali bati
taikomas deguonies sunaudojimo fermentinéje reakcijoje greiCiui skaiciuoti,
jvertinti fermentinei kinetikai ir nustatyti deguonies difuzijos koeficientus jvairios
sudéties tirpaluose. RC-SECM rezimo modeliavimas parodé, kad pagrindinis
parametras, nuo kurio priklauso ribinés difuzijos srovés signalas, yra difuzijos
koeficientas. Miasy zZiniomis, RC-SECM reZimg apra$antis matematinis modelis

yra pateikiamas pirma karta.

5. Keturi elektrony perneSimo tarpininkai (p-benzochinonas, (pBQ), 1,10-
fenantrolino-5,6-dionas (PD), 2,6-dichlorofenolindofenol natrio druskos hidratas
(DCPIP)) ir 9,10-fenantrenchinonas (PQ)) buvo taikomi dviejy elektrony
pernesimo tarpininky sistemoje, siekiant patikrinti krivio pernesimo efektyvuma i$
mieliy Igsteliy esant aerobinéms sglygoms. Buvo nustatyta, kad efektyviausias
elektrony pernesimo tarpininkas yra PQ, esant tirpale PQ, srové buvo tris kartus

didesné lyginant su kitais elektrony pernesimo tarpininkais.

6. Fermentinis biokuro elementas, sudarytas i§ anodo GOx/PD/GRE ir katodo
HRP/GRE buvo sukonstruotas ir istirtas. Tokio naujo dizaino biokuro elementas
leidZia naudoti gliukoze kaip kurg anodui, o vandenilio peroksidas, kuris
susiformuoja Gox katalizuojamos reakcijos metu, gali bati naudojamas kaip kuras
to paties biokuro elemento katodui. Musy ziniomis, tokio dizaino biokuro

elementas buvo pasillytas pirmg kartg.

Tyrimy rezultatai paskelbti 5-kiuose recenzuojamy Zurnaly straipsniuose ir 12-

koje tarptautiniy konferencijy teziy.
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Summary

Scanning electrochemical microscopy (SECM) is an innovative method, which
could be applied for the surface-activity analysis of enzymatic biosensors and
biofuel cells. The SECM is based on electrochemical measurements performed
by ultramicroelectrode (UME), which is scanning the 3D space, which is close to
surface of the interest that is containing catalytic, redox or other electrochemically
active sites. In such experiments the UME is mostly connected as a working
electrode in electrochemical setup, and the current, which is measured by the
UME, depends on the local concentration of electroactive species. In this work,
SECM was applied for the investigation of biosensors’, when biorecognition
elements are enzymes and living cells. For this purpose, enzyme Glucose oxidase
and yeasts cells Saccharomyces cerevisiae were selected, and different modes
of SECM were applied using electrodes of different geometry. It was found, that
Generation-Collection and Redox Competition modes of SECM are suitable for
the investigation of biosensor’s surface. At the same time the formation of product
of enzymatic reaction (H202) and consumption of reactant — Oz kinetics’ can be
determined and visualized in 3D space. Redox Competition SECM mode could be
applied for simplified determination of Michaelis constant, when only approaching
curves of SECM are recorded. Determination of diffusion of reaction products from
biosensors’ or biofuel cells’ surfaces in real time can be performed by combined
SECM and Electrochemical Impedance Spectroscopy system. The surface of
biosensors maodified by living cells devoted for the determination of toxicity can be
investigated by Generation-Collection SECM mode using two redox mediators
based system; one of which is lipophilic toxic 9,10-Phenanthrenequinone, and a
second — hydrophilic ferricyanide. For the determination of cell viability at different
pH the Hill's function was successfully applied. The calculation of Hil's number
has showed that the 9,10-Phenanthrenequinone has high degree of cooperativity

to yeast cells at different pH.
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