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SANTRUMPOS

ADA — Amerikie¢iy su negalia jstatymas;
ANI — anilinas;

APS — amonio persulfatas;

BAE - biologinis atpazinimo elementas;
CSLSI — Klinikiniy ir laboratoriniy standarty institutas;
DMSO - dimetilsulfoksidas;

EPT — elektrony pernasos tarpininkas;
FAB — fosfatinis acetatinis buferis;
FAD — flavino adenino nukleotidas;
FMS — N-metilfenazino metosulfatas;
GA — glutaro aldehidas;

GO — grafeno oksidas.

GOx — gliukozés oksidaze;

GR — grafito elektrodas;

LOD - aptikimo riba;

LOQ — nustatymo riba;

LP — laidiis polimerai,

LPO - laktoperoksidaze;

PANI - polianilinas;

PSO — Pasaulio sveikatos organizacija;
Pt — platina;

rGO - redukuoto grafeno oksidas;

SN — standartinis nuokrypis;

TCNQ - tetracianochinodimetanas;
TTF — tetratiafulavenas.



IVADAS

Diabetas yra pasauliné visuomenés sveikatos problema, Zinoma kaip viena i§ pagrindiniy
priezasCiy, sukelian¢iy mirtj ir negalia dél nepakankamo insulino ir hiperglikemijos. Diabetas
siejamas su nereguliaria gliukozés koncentracija kraujyje. Diabetu sergantiems Zzmonéms yra didesné
Sirdies priepuolio, inksty nepakankamumo, apatiniy galiiniy amputacijos, insulto ar apakino rizika.
Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO) duomenimis, diabetu serganciy zmoniy skai¢ius pasaulyje
2014 m. buvo 422 min. Taigi, labai svarbu turéti lengvai atlickama ir jautry gliukozés kiekio kraujyje
nustatymo metoda [1].

Per pastaruosius kelis deSimtmecius daugybé moksliniy tyrimy buvo skirta elektrocheminiy
fermentiniy gliukozés biologiniy jutikliy kiirimui, nes tokie jutikliai pasizymi dideliu jautrumu, greitu
atsako laiku ir atrankumu. Norint pagerinti fermento gliukozés oksidazés (GOx) veikima
biologiniuose jutikliuose, galima atlikti jo imobilizacija biologiskai suderinamoje aplinkoje.

Skirtingi metodai bei protokolai buvo sukurti, norint paruosSti fermenty imobilizavimo
matricg [2]. Vieni i§ dazniausiai naudojamy medziagy imobilizacijos matricos paruoSimui yra
polimerai [3]. Laidis polimerai (LP) yra ypa¢ tinkami jvairiy fermenty imobilizavimui. Fermenty
imobilizacijai plagiausiai naudojami LP yra polianilinas (PANI), polipirolas ir politiofenas. Sie
polimerai suteikia stabilig ir poringg matricg fermento imobilizacijai, taip pat palengvina elektrony
pernasos procesus [4].

Redukuotas grafeno oksidas (rGO) gali biti pritaikytas panaudojimui kartu su PANI, ruoSiant
fermento imobilizacijai skirta matricg. Tai yra dél abiejy medziagy konjuguotos elektroninés
struktiiros panasSumo ir biudingo elektroakyvumo. Be to, rGO turi didelj pavirSiaus plota, gera
lankstuma, didelj mechaninj tvirtumg bei pasizymi dideliu laidumu elektrai. | lakSta panasi rGO
struktiira leidZia jj panaudoti kaip polimery uZpilda. Karboksilinés, hidroksilines, epoksidines ir
karbonilinés funkcinés grupés palaiko rGO pasiskirstyma polimero matricoje per m-m jungtis ir del
elektrostatinés sgveikos bei vandeniliniy ry$iy susidaryma. Net mazas rGO kiekis gali pagerinti PANI
kompozicines savybes. Tokj PANI:rGO kompozita galima panaudoti gerinant biologiniy jutikliy
savybes [5].

Darbo tikslas:
Pritaikyti rGO ir PANI nanopluos$ty nanokompozitus elektrocheminio gliukozés biologinio
jutiklio kiirime.

Darbo uZdaviniai:

1. Susintetinti PANI nanopluostus.

2. Parinkti optimaly PANI ir rGO dispersijy santyki elektrodo modifikavimui, siekiant
pagerinti gliukozés biologinio jutiklio analizinius parametrus.

3. Ivertinti paruosto biologinio jutiklio analizinio signalo atsikartojamuma, atrankuma bei
elektroaktyviy medziagy jtaka jutiklio veikimui.

4. Istirti paruosto biologinio jutiklio veikimg praskiestame kraujo serume.



1. LITERATURINE APZVALGA
1.1. Biologiniai jutikliai

Biologinis jutiklis gali buti apibréziamas kaip kompaktiskas analitinis jtaisas, kuriame yra
biologinis ar biologiskai gautas jautrus atpazinimo elementas, integruotas arba susijes su fizikiniu ir
cheminiu vertikliu. Yra trys pagrindinés biologinio jutiklio dalys: biologinio atpazinimo elementas
(BAE), signalo vertiklis, kuris paver¢ia BAE sgveika su analite i iSmatuojama signala, ir signalo
apdorojimo sistema. Biologiniais atpazinimo elementais gali buti receptoriai, fermentai, antikiinai,
nukleoriig§tys, mikroorganizmai ir Iéktinai. Penkios pagrindinés vertikliy klasés yra elektrochemines,
optings, termometrinés, pjezoelektrinés ir magnetinés. Dauguma dabartiniy gliukozés biologiniy
jutikliy yra elektrocheminio tipo dél geresnio jautrumo, atkuriamumo, lengvos priezitiros ir dél mazos
savikainos [6]. Biologiniai jutikliai gali biiti klasifikuojami dviem budais: pagal signalo perdavimo
biida (optinj, mechaninj ar elektrocheminj) arba pagal BAE tipa. Klasifikuojant pagal BAE,
gaunamos dvi placios kategorijos: kataliziniai jutikliai, kuriuose naudojami fermentai, ir afininiai
jutikliai, kuriuose naudojami suriSantys baltymai ar nukleotidai. Svarstant biologiniy jutikliy
regeneracijg, svarbu atsizvelgti | BAE ir analités sgveika. Daugelis fermentiniy biologiniy jutikliy
pasizymi geru atkuriamumu, todél tokius jutiklius galima naudoti pakartotinai. Taip pat reikéty
paminéti, kad biologiniai jutikliai skirstomi pagal analités nustatymo btda. Ja galima nustatyti
tiesiogiai arba atliekant tyrima, pavyzdziui, konkurencinj. Konkurenciniu tyrimu pagrjsti biologiniai
jutikliai tiesiogiai neatkuria duomeny i$ pacios analités, bet veikia konkurenciniu antrinio proceso
prijungimu arba jo slopinimu [7].

1.2. Elektrocheminiai gliukozés biologiniai jutikliai

Fermentiniy gliukozés biologiniy jutikliy istorija prasid¢jo, kai 1962 m. Clarkas ir Lionas
suktré pirmajj biologinj jutiklj. Jy pirmasis fermentinis gliukozés elektrodas rémési plonu GOx
sluoksniu, kuriuo buvo modifikuotas platinos (Pt) elektrodas ir apgaubtas membranos sluoksniu.
Matavimai buvo atlikti remiantis deguonies, sunaudoto fermento katalizuojamoje reakcijoje,
steb¢jimu. Originalus Clark patentas apémé vieno ar daugiau fermenty naudojima. Trukdziy poveikis,
matuojant srovés skirtuma, buvo iStaisytas panaudojant du elektrodus, kuriy vienas buvo padengtas
fermentu. Véliau Clarko technologija buvo perduota bendrovei ,,Yellow Spring Instrument‘, kuri
1975 m. i8leido pirmajj specialy gliukozés jutiklj. Naudojant §j jutiklj buvo galima matuoti gliukozés
kiekj 25 pL tirio kraujo méginiuose. Imonés ,,Updike* ir ,,Hick5*’ toliau plétojo §j principa
naudodami deguonj nustatymo pagrindu veikiancius elektrodus, kai vienas i§ jy padengtas fermentu,
ir matuodami srove, kad kontroliuoty iStirpusio deguonies kiekj méginiuose. Guilbault ir Lubrano
1973 m. apras¢ fermentinj elektroda gliukozés kiekiui kraujyje matuoti, pagrista amperometriniu
(anodiniu) vandenilio peroksido produkto stebé¢jimu. Pagamintu biologiniu jutikliu buvo galima
iSmatuoti gliukozés koncentracijg 100 pL tirio kraujo méginius. Nuo tada, kai buvo sukurtas
amperometrinis gliukozés biologinis jutiklis, imta placiau dométis Siy fermentiniy elektrody taikymo
sritimis, kurios skyrési elektrodo konstrukcija, medziagy imobilizavimo metodais ir membranos
kompozicijomis. Elektrony akceptoriy, atliekanc¢iy deguonies vaidmenj, panaudojimas matuojant
gliukozeés kiekj kraujyje buvo pristatytas 1974 m. Devintame deSimtmetyje biologiniai jutikliai tapo
viena i§ svarbiausiy temy, kuri atspindi vis didesnj démesj biotechnologijoms. Per pastargjj
deSimtmet] buvo sutelktos didelés pastangos plétojant tarpininkais pagristus antrosios kartos
gliukozeés biologiniy jutikliy savybiy gerinimui. DeSimtame deSimtmetyje buvo intensyviai vystoma
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sritis, skirta j elektros rysio tarp GOx redokso centro ir elektrodo pavirSiaus uzmezgimui. Ypac didelis
démesys buvo skiriamas Hallerio darbui, kuris pristaté lankstaus polimero su osmio redokso vietomis
naudojima. Siuo laikotarpiu, buvo nemaZas susidoméjimas minimaliai invaziniy poodyje
implantuojamy prietaisy kiirimu [8].

Gliukozés biologinius jutiklius lengva valdyti, jiems reikia mazai kraujo ir jy pagalba galima
greitai atlikti matavimus. Nepakankama matavimo kokyb¢ gali sukelti dideliy netikslumy ir padidinti
pacienty sergamumg bei mirtingumg. Todél rekomenduojama, kad matavimai atitikty keletui
analizinés rezultaty kriterijy. AmerikieCiy su negalia jstatymas (ADA) 1994 m. pateiké pirmasias
gliukozeés biologiniy jutikliy analitiniy charakteristiky rekomendacijas, kuriose buvo sitiloma <10 %
didZiausio leistino poslinkio riba, palyginus su etaloniniais metodais, kai gliukozés koncentracija yra
nuo 1,6 iki 22,2 mmol L-!. Sis analitinis zymuo 1996 m. buvo dar labiau sumazintas iki <5 %.
Remiantis JAV maisto ir vaisty administracijos (angl.: FDA) rekomendacijomis, gliukozés jutikliy
paklaida turi biti maZesné 20 %, kai gliukozés koncentracija yra nuo 1,65 iki 22 mmol L'}, palyginus
su etaloniniais laboratoriniais matavimais. Tarptautinés standartizacijos organizacijos (ISO)
15187:2003 (In vitro diagnostiniy tyrimy sistemos. Reikalavimai gliukozes kiekio kraujyje steb¢jimo
sistemoms, atliekant savikontrole, valdant cukrinj diabetg) sitilomi kriterijai yra suskirstyti pagal
gliukozeés kiekj kraujyje, kai jos koncentracija yra mazesné nei 4,2 mmol L! arba lygi arba didesné
nei 4,2 mmol L. Be to, reikalaujama, kad 95 % individualiy gliukozés nustatymo rezultaty paklaida
bity nedidesné nei +0,83 mmol L', kai gliukozés koncentracija maZesné nei 4,2 mmol L', ir
nedidesné nei £20 %, kai gliukozés koncentracija yra didesné ar lygi 4,2 mmol L.

Daugelio gliukozés steb¢jimo prietaisy analizés rezultatus patvirtina sveikatos prieziiiros
specialistai pagal Klinikiniy ir laboratoriniy standarty instituto (CLSI) gaires. Taciau ISO techninis
komitetas ISO/TC212 iSleido protokola, apraSantj gliukozés matavimo prietaisy tikslumg ir
pakartojamuma esant 3-5 skirtingoms gliukozés koncentracijoms pagal ISO 15197 gaires. Siose
gairése pabréziamas poreikis jvertinti gliukozés biologinius jutiklius realaus gyvenimo situacijose.
Be to, gairése nurodomi gliukozés steb¢jimo in vitro sistemy, matuojanciy gliukozés koncentracija
kapiliary kraujo méginiuose, reikalavimai ir procediiros.

JAV FDA gairiy dokumente taip pat pateikiamos rekomendacijos de¢l gliukometry, kurie
patogiai atlieka matavimus bendrame kraujo turyje, o tada konvertuoja rezultatus j gliukozés kiekj
plazmoje [6].

1.3. Amperometriniai biologiniai jutikliai

Amperometriniai biologiniai jutikliai yra viena i§ placiausiai paplitusiy ir sékmingai
komercializuoty biomolekulinés elektronikos prietaisy klasé¢ [9]. Amperometriniai biologiniai
jutikliai yra pagristi matuojamos srovés pokyciais. Paprastai tokioje amperometringje sistemoje
naudojama trijy elektrody sistema: darbinis elektrodas, paprastai pagamintas i§ aukso, anglies arba
platinos; palyginamasis elektrodas, paprastai sidabro arba sidabro/sidabro chlorido (Ag/AgCl)
elektrodas, palaikantis stabily potencialg ir pagalbinis, kuris jtrauktas, kad padéty iSmatuoti
srove [10]. Svarbu paminéti, kad prie reikiamo analités oksidacijai ar redukcijai potencialo gali vykti
ir kity tirpale iStirpusiy medziagy oksidacija ar redukcija. D¢l Sios priezasties elektrodo pavirSius gali
biiti padengtas pralaidzia tik tam tikrai analitei membrana arba naudojamas elektrony pernasos
tarpininkas (EPT) [11]. Amperomterija yra pla¢iai naudojama analitinéje praktikoje, nes esant tam
tikroms sglygoms aptiktos medziagos koncentracija gali biiti maZesné nei 10 mmol L™!, o dinaminis
diapazonas yra 3-4 laipsniai [9].



1.3.1. Pirmos kartos amperometriniai gliukozés biologiniai jutikliai

Pirmos kartos amperometriniai gliukozés jutikliai pagristi natiiralaus deguonies substrato
sunaudojimu ar susidariusio vandenilio peroksido aptikimu [6]. Analizuojamame tirpale iStirpes

fiziologinis deguonis turi jtakos gaunamam analiziniam signalui.
gliukozés oksidazé

Gliukozé + 0O, Gliukono rugstis + H,0,
Elektrochemin¢ deguonies redukcija paprastai naudojama stebint deguonies suvartojimag
gliukozés kiekybiniam jvertinimui [12]. Yra Zinoma, kad Sioje sistemoje vykstant fermentinei
reakcijai susidaro Salutinis produktas H>O», kurj matuojant taip pat galima nustatyti gliukozes

koncentracija tiriamame tirpale. Sio tipo amperometriniuose gliukozés jutikliuose gaunamas signalas
priklauso nuo H>O: difuzijos ir oksidacijos veikian¢iame elektrode, taciau pirmosios kartos
biologiniai jutikliai nenaudoja EPT. Reikia pabrézti, kad tokiuose biologiniuose jutikliuose svarbu
tinkamai imobilizuoti fermenta, tam kad biity iSsaugotas fermentinis stabilumas ir aktyvumas, norint
pasiekti kuo didesnj analizinj signalg [13].

1.3.2. Antrosios kartos amperometriniai gliukozés biologiniai jutikliai

Anksciau mineéty pirmosios kartos gliukozés biologiniy jutikliy apribojimai buvo jveikti
naudojant gliukozes jutiklius su EPT, tai yra antros kartos jutiklius. Pakeitimai buvo pasiekti deguonj
pakeitus ne fiziologiniais elektrony akceptoriais, vadinamais redokso tarpininkais, kurie gali nunesti
elektronus nuo fermento aktyviojo centro j darbinio elektrodo pavir$iy. Vietoj H,O» fermentinés
reakcijos metu gaunamas redukuotas mediatorius, kuris véliau oksiduojamas prie elektrodo. Tokiu
blidu iSmatuojamas amperometrinis signalas ir regeneruojama oksiduota mediatoriaus forma.
Norédami pagerinti jutiklio veikima, buvo naudojami jvairiis elektrony pernasos tarpininkai, tokie
kaip ferocenas, fericianidas, chininai, tetratialfulvalenas (TTF), tetracianochinodimetanas (TCNQ),
tioninas, metileno mélynasis ir metilo viologenas [6]. Idealus elektrony pernasSos tarpininkas turi
pasizymeéti maza molekuline mase, inertiSkumu, kad reakcijy metu nesudaryty kompleksiniy
junginiy, mazesniu redokso potencialu, geru stabilumu, atsparumu besiformuojantiems Salutiniams
junginiams bei mazu toksiskumu.

Gliukozé + GOx(FAD) — Gliukono ragstis + GOx(FADH,)
GOx(FADH,) + 2M(ox) + 2e~ — GOx(FAD) + 2M(red) + 2H™
M(red) — M(ox) + e~

Nepaisant to, vis dar ilicka problemy naudojant EPT. Kadangi EPT galima apibidinti kaip
mazas difuzines molekules, jas sunku iSlaikyti tarp elektrodo ir fermento pavirSiaus, ypac jeigu
sistema naudojama ilgesnj laikg. Nors EPT reaguoja Zymiai grei¢iau nei deguonis, taciau islieka
tikimybe¢, kad sistemoje iStirpgs deguonis gali konkuruoti su EPT. Tokiu atveju sumaZzéja fermentinés
reakcijos greitis ir padidéja H2O2 koncentracija. EPT taip pat gali reaguoti su kitomis medziagomis,
kurias galima rasti kraujyje, kas gali dar labiau paveikti analitinés sistemos tikslumg bei
efektyvuma [14].

1.3.3. Trecios kartos amperometriniai gliukozés biologiniai jutikliai

Trecios kartos gliukozés biologiniai jutikliai buvo sukurti siekiant paSalinti reakcijos tarpininko
poreikj, kad elektronus biity galima tiesiogiai perkelti i§ fermento j elektroda [15]:
Gliukozé + GOx(FAD) — Gliukono rigstis + GOyx(FADH,)
GOx(FADH,) + 2e~ — GOx(FAD) + 2H*



Tai daug Zadantis fermentinio gliukozes jutiklio tipas ir pastaraisiais metais jo komercinis
taikymas tampa vis realistiSkesnis. Naudojant tokius jutiklius biity i§vengta pritaikyty tarpininky
sukeliamy trikdziy, o sistema pasizyméty dideliu atrankumu ir jautrumu. Kaip jau minéta auksciau,
didziausias sunkumas siekiant tiesioginio elektrony pernasos yra aktyviojo redokso centro vieta
fermento globulé¢je. EPT ir gliukozé patenka i §j centrg difuzijos biidu. Esant tobulam plok§tuminiam
elektrodui, §is judéjimas néra galimas. Dél Sios prieZasties, pastaraisiais metais sparciai tobuléjant
nanomedziagy sintezés metodams bei kuriant porétus junginius, buvo sukurta metody, kurie padéjo
padidinti darbinio elektrodo pavirSiaus plota. Tokios medziagos leidzia jvykti tiesioginei elektrony
pernasai ir tiesiogiai stebéti srove, kuri atitinka fermenty oksidacijg be tarpininky ar priklausomybe
nuo istirpusio deguonies [14].

1.4. NanomedZiagy pritaikymas biologiniuose jutikliuose

Pastaruosius kelis deSimtmecius buvo stebimas milziniSkas susidoméjimas nanomedziagy
panaudojamu biologiniy jutikliy srityje. Daug pastangy buvo sutelkta sintezés metody srityje, kurioje
buvo siekiama paruosti norimomis savybémis (kontroliuojami dydis, forma bei pavirSiaus kriivis)
pasiZzymincios nanomedziagas. Be to jvairios nanomedziagos buvo taikomos nanokompozity
pavidalu su jvairiais polimerais ar biomolekulémis, kad buty pasiektas geresnis medziagy biologinis
suderinamumas. Tai leido integruoti nanomedZziagas i biologinius jutiklius, pritaikant reikiamai
funkcijai, ir paskatino vis dazniau naudoti nanomedziagas kuriant elektrocheminius amperometrinius
jutiklius. Literatiroje publikuota tiikstanciai moksliniy straipsniy, apibiidinan¢iy nanomedziagy ir
biomolekuliy saveika [16]. Tobuléjant metodams, leidZiantiems kontroliuoti nanomedZziagy savybes,
dydzius bei formas, atsiranda naujy biologiniy jutikliy, galin¢iy nustatyti greitai norimos analités
koncentracijag. Nanomedziagos paprastai naudojamos elektrody modifikavimui, kas yra svarbi
biologiniy jutikliy kiirimo dalis. Naudojant biologinius jutiklius galima tirti jvairius méginius, tokius
kaip kiino skysciai, maisto meéginiai ir lasteliy kultiira [17].

1.5. Grafenas

Grafenas yra dvimaté (2D) anglies pagrindu pagaminta medziaga. Si medziaga pirma kartg
buvo izoliuota 2003 m. ir iSkart tapo potencialia kandidate pritaikymui elektroniniuose prietaisuose.
Neseniai buvo jrodyta, kad grafenas taip pat suteikia nepaprasty optiniy savybiy. Grafenas sugeria
2,3 % krintancios baltos Sviesos dalj ir dél to grafenas suteikia unikalias elektronines savybes ir
struktiiras [18].

1 pav. Grafeno strukttira [18].



Idealizuota grafeno struktiira yra visiSkai dvimaté. Jg sudaro vienas sluoksnis sp? hibridizuoty
anglies atomy, sujungty kovalentinémis jungtimis, kad susidaryty plokscia SeSiakampé gardelé [19].
Grafenas pasizymi puikiomis elektrocheminémis savybémis, tokiomis kaip didelis Silumos laidumas
(virSija 3000 m K1), kuris yra milijong karty didesnis nei vario $ilumos laidumas, ir mazas redokso
potencialas (-0,5 V — 1,2 V). Be to, $i medziaga rodo opting absorbcijg infraraudonyjy spinduliy
riboje, visi§ka bet kokiy dujy nepralaidumg, didelj pavirSiaus plota (2630 m? g'!) ir gerg mechaninj
stiprumg (apie 1100 GPa), tod¢l medziaga pasizymi puikiomis savybémis, kurios padidino jos
panaudojimg elektronikos ar biomedicinos srityse [20]. Grafeno pagrindu pagamintiems
elektrocheminiams jutikliams reikia uztikrinti tinkama konjungacija tarp grafeno ir biologiniy
molekuliy, tokiy kaip fermentai, DNR, RNR ir aptamerai. Tam tikslui, galima atlikti grafeno
funkcionalizavima, biitinai stebinant defekty atsiradimg ant grafeno pavirsiy [21].

Grafeno pagrindu pagamintos medZziagos apibiidinamos kaip anglies medziagy klas¢, pagrjsta
anglies atomy monosluoksniu, i§sidésCiusiu korio gardel¢je. Grafeno oksidas (GO) ir redukuotas
grafeno oksidas (rGO) yra pagrindiniai Sios klasés atstovai. Pastaruoju metu pastebimas padidéjes
Sios medziagy klasés panaudojimas dél jy puikiy fizikiniy ir cheminiy savybiy, paprasty paruoSimo
budy ir buvimo jy sudétyje tokiy funkciniy grupiy, kaip hidroksilinés, karboksilinés ar
epoksidinés [22].

1.6. Redukuotas grafeno oksidas

Ivairiose mokslo srityse pastebimas vis didesnis rGO panaudojimas kartu su skirtingomis
polimerinémis medziagomis. Sis susidoméjimas atsirado dél galimybés paruosti laidzius kompozitus,
turin¢ius norimas elektrines charakteristikas. Taip pat pasinaudojant budingomis geromis
mechaninémis savybémis, susijusiomis su stipriais ir standZiais sp? hibridizuotais sujungty anglies
atomy lakstais [23]. Sj junginj galima gauti i§ GO redukcijos bidu. Tai galima pasiekti
elektrocheminiu, cheminiu ir terminiu redukavimu. Kiekvienas procesas turi savo privalumy ir
trikumy. Taciau galutinis tikslas yra tas pats, tai yra paSalinti deguonies grupes ir pasalinti GO
defektus, kad buty atkurtas ilgojo nuotolio konjunguotas grafeno tinklas ir taip atstatytas
laidumas [24]. Palyginti su GO, rGO savo struktiira yra panaSesnis | grafeng ir todél pasizymi
didesniu elektriniu laidumu, mechaninémis savybémis ir fototerminiu efektu. Puikus fototerminis
efektas suteikia rGO dideles fototerminés terapijos galimybes prie§ veézj ir Silumos sukelta
kontroliuojama vaisty i$siskyrima. Fototerminis rGO poveikis taip pat gali atlikti svarby vaidmen;j
taikant antibakterinius preparatus [25].

1.7. PANI

PANI yra vienas i§ populiariausiy polimery elektrai laidziy polimery Seimoje. PANI yra placiai
tiriamas dél savo savybiy, tokiy kaip maza savikaina, stabilumas bei platus laidumo diapazonas [26].
PANI sintez¢ paprastai atlickama cheminés oksidacinés polimerizacijos arba elektrocheminés
polimerizacijos metodais. Norint paruosti PANI, reikia jvykdyti jo monomero - anilino (ANI)
molekuliy oksidacijg, kad galéty jvykti reakcija ir susidaryty ANI dimerai, rekombinuojant
katijonines oksidacijos vietas arba per elektrofilinj pakaitalg. Nuolatinis katijony radikaly oksidacijos
viety susidarymas leidzia augti toliau ANI dimerams. Po to jie jungiasi | PANI oligomerus taip
galiausiai susidarant PANI [27]. Sintezés metu susidaro trys idealizuotos PANI oksidacijos biisenos:
leukemeraldinas, pernigranilinas ir emeraldinas. Emeraldinas, atitinkantis i§ dalies oksiduota
polimera, laikomas naudingiausia PANI forma. PANI yra p tipo puslaidininkas. Sistemoje esancios
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delokalizuotos m jungtys yra atsakingos uz puslaidininkes savybes. Jo elektrinj laidumg daugiausia
gali jtakoti molekuliné masé, kristaliSkumo procentiné dalis, oksidacijos lygis ir molekuliy
iSsidéstymas. Be to, PANI pripazjstamas kaip vienintelis laidus polimerus, stabilus ore. [sibégejus
nanotechnologijoms, buvo sukurtas nanostruktiirizuotas PANI. Jis pasizymi didesniu pavirSiaus
plotu, poringumu ir puikiomis elektrocheminémis savybémis, leidzian¢iomis elektroda modifikuoti
didesniu fermentu kiekiu bei stebéti greita analités difuzija [28]. PANI yra chemiskai stabilus ir
pasizymi dideliu cheminiu ir struktiiriniu atsparumu rtigstiniuose ir Sarminiuose tirpaluose be jokiy
cheminiy reakcijy ar skaidymo [29]. PANI yra pirmasis komercinis laidus polimeras. Siuo metu yra
daugybé¢ atlikty tyrimy apie Sio polimero naudojima jvairiose srityse, pradedant baterijomis, baigiant
cheminiais jutikliais ir biologiniais jutikliais. Mokslininkai daznai panaudoja PANI projektuodami ir
konstruodami biologinius jutiklius. Toks susidomé¢jimas PANI polimery galima paaiskinti jo
unikaliomis savybémis. PANI yra geras pernaSos tarpininkas perduodant elektronus redokso ar
fermentinése reakcijose. Sis reiskinys galimas dél biidingo PANI elektroaktyvumo. PANI gali biiti
naudojamas kaip tinkama biomolekuliy imobilizavimo matrica. Be to, PANI taikomas biologiniy
jutikliy srityje dél savo didelio laidumo, redokso griztamumo, ilgalaikio aplinkos stabilumo ir
paprasty sintezés biidy su galimybe kontroliuoti jo sluoksnio storj elektrodo pavirSiuje. Yra jvairiy
PANI nanostruktiiry, jskaitant nanosferas, nanovielas, nanodiodus ir nanovamzdelius, kuriy savybés
gali stipriai skirstis [30].

1.8. PANI ir rGO kompozitas

PANI yra vienas i§ labiausiai naudojamy junginiy jutikliy srityje. PANI, kaip jutimo elementas,
leidzia stebéti ir aptikti jvairias analites kambario temperatiiroje. Jo sgveika su analitémis daro jtaka
jo redokso savybéms, dél ko pasikeiCia atsparumas ar elektrocheminis potencialas. Taip pat galimas
fermenty ar kity biologiniy medziagy imobilizavimas ant PANI ar jo nanokompozity [31].

Pastaruoju metu rGO sulauké didelio mokslininky susidome¢jimo ir del savo puikiy fiziniy ir
cheminiy savybiy tapo idealia elektronikos bei optoelektronikos prietaisy ir grandiniy medziaga.
Taciau negriztamasis grafeno nanodaleliy agregavimas iskrovimo ir jkrovimo procesy metu sukelia
nepakankama rGO pavirSiaus panaudojima [32]. Naujausi tyrimai parode, kad jtraukus rGO j PANI,
kad padidéty savitasis pavirSiaus plotas ir elektrinis laidumas, galima pasiekti didele savitaja talpa
777F g " esant 1 A g'8 srovés tankiui. Siuo metu PANI ir rGO tapo vieng i§ labiausiai iStirty
medZziagy tarp jvairiy laidziy polimeriniy kompozity [33]. Nanostrukttrizuoto rGO integravimas |
PANI taip pat sulauké daugelio mokslininky démesio. Taip yra dél abiejy medziagy konjunguotos
elektronings strukttiros panaSumo ir budingo elektroaktyvumo. Be to, rGO turi didelj pavirSiaus plota,
gerg lankstuma, didelj mechaninj stiprumg ir puiky laiduma elektrai. | laksta panasi rGO struktura
leidzia ji panaudoti kaip idealy polimery uzpilda. Funkcinés rGO grupés tokios kaip karboksilinés,
hidroksilines, epoksidinés ar karbonilinés palaiko jo pasiskirstyma PANI matricoje per n-m jungti,
elektrostatines jégas ir vandenilines jungtis. Mazas rGO kiekis gali pagerinti visas rGO-PANI
kompozicinés medziagos savybes [34]. Kadangi Sis PANI-rGO kompozitas iSsiskiria palankiu
elektrocheminiu aktyvumu, ji galima pritaikyti biologiniy jutikliy kiirime [35].

1.9. Gliukozés oksidazé

Gliukozés oksidazé (GOx) yra svarbus fermentas, kuris pasizymi dideliu specifiskumu ir
stabilumu bei placiai taikomas jvairiose srityse [36]. GOx yra naudojama biologiniy jutikliy, skirty
gliukozés koncentracijos nustatymui, kiirime. Sio fermento randama meduje, kur GOx veikia kaip
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natiiralus maisto konservantas, nes deguonis paver¢iamas vandenilio peroksidu, kuris veikia
antibakteriSkai. Taigi, maisto pramoné¢je GOx naudojama maisto konservavimui. Kadangi GOx
aktyvumas susijes su elektrony perdavimu, Sis fermentas yra patrauklus panaudojimui biokuro
elementuose, kuriuose gliukozé yra naudojama kaip kuras [37].

Gliukozés oksidaze 1928 m. atrado Mulleris. Po mety Flemingas i§ Penicillium notatum pelésio
i8skyré peniciling. Flemingo atradimas paskatino ieSkoti panasiy bakterocidy tos pacios genties
pelésiuose. Kurj laikg dirbti Sioje srityje trukdé nepastoviis rezultatai, gauti analizuojant kultiiros
filtraty baktericidines savybes pries Staphylococcus aureus. Kai kuriuose filtratuose buvo medziagos,
panasios pagal baktericidines savybes 1 ta, kurig jau aprasé Flemingas. Kitos tur¢jo baktericidiniy
savybiy tik esant gliukozei. I§ pradziy medziagg pavadino penicilinu A, taciau véliau jos pavadinimas
buvo pakeistas | notating, kad biity galima ja atskirti jg nuo penicilino. Kitur beveik tuo paciu metu
buvo iSskirtos medziagos, vadinamos penicilinu B ir penatinu. Netrukus paaisk¢jo, kad penicilinas B
ir penatinas yra identiSki notatinui. Be to, visi jie buvo identiski Mullerio atrastai GOx. Vélesniais
laikotarpiais buvo siekiama atskleisti Sios medziagos savybes [36].

GOx 18 pradziy buvo iSskirta ir gaminama i$ grybelio Aspergillus niger, kuris iSlieka dazniausiu
naudojamu GOXx Saltiniu. GOx galima jsigyti i$ jvairiy fermentus gaminanc¢iy kompanijy. GOx galima
i8skirti 1§ keliy skirtingy grybeliy, taip pat i$ keliy vabzdziy. GOx i$skirstos 1§ Aspergillus niger svarbi
savybeé yra didelis specifikumas gliukozei. Sia savybé buvo patvirtinta 1940 m., be to buvo atrasta,
kad GOx gali buti pritaikyta matuojant gliukozés koncentracija esant kitiems cukrams tirpale. Taip
pat, zinoma, kad kitos prigimties GOx taip pat oksiduoja kitus cukrus, jskaitant maltoze [38].

Struktiriskai GOx yra homodimeras, sudarytas i§ dviejy vienody 80 kDa subvienety ir dviejy
nekovalentiSkai suri$ty flavino adenino dinukleotidy (FAD), kaip parodyta 2 paveiksle. GOx turi
FAD taSka, kuris visiSkai apsuptas apoenzimo. FAD kofermentas fermentinés reakcijos metu veikia
kaip elektrony akceptorius [36]

2 pav. GOx struktiira. Subvienetai pazyméti tamsiai ir Sviesiai mélyna spalva, o FAD kofermentas
yra rozinés spalvos [39].

Nustatyta, kad GOx, iSskirtos 1§ Aspergillus niger, struktiiroje vieno subvieneto vienoje
polipeptido granding¢je yra 583 aminoriig§¢iy lickanos [40]. GOx yra 16 % angliavandeniliy sudétyje
turintis glikoproteinas, kurj daugiausiai sudaro manoz¢. Fermentiné GOx reakcija gali vykti pH
intervale nuo 4 iki 7. Tyrimams dazniausiai pasirenkamas optimalus pH — 5,5. Manozé, ksilozé,
galaktoze ir skirtingi dezoksigliukozés izomerai taip pat gali biiti GOx substratais, taciau jy atveju
fermentinés reakcijos greitis yra daug mazesnis [41]. GOx geriausiai apibiidinama fermentu, kuris
katalizuoja beta-D-gliukozés oksidacija j D-gliukonolaktong ir vandenilio peroksida [42]. Vandenilio
peroksidas ir D-gliukonolaktonas skyla j gliukono riigstj. Be to, stebimas fermentinés reakcijos
grei¢io sumazejimas, kai sistemoje pradeda kauptis H2O». Taip pat didéja D-gliukonolaktono skilimo
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produkto, kuris sumazina tirpalo pH. Siy produkty koncentracijy didéjimas sukelia fermentinés
reakcijos greicio sumazejima [43].

GOx natiiraliai gaminama kai kuriuose grybeliuose, taip pat aptinkama vabzdziy organizmuose.
Natirali $io fermento funkcija yra glaudziai susijusi su jo kataliziniu aktyvumu. Pagrindiné GOx
funkcija yra gaminti vandenilio peroksida, kaip antibakterinj ir prieSgrybelinj agenta. Literatiiroje
raSoma, kad nuolatinis oksidacinis stresas, palaikant maza vandenilio peroksido koncentracija, esant
pastoviam GOx kataliziniam aktyvumui, labai veiksmingas prie§ bakterijy ar grybeliy augima [44].

GOx gali oksiduoti monosacharidus, nitroalkanus ir hidroksilo junginius [39]. Jei priimti
gliukozés oksidacijos reakcijos greitj kaip etalong (100 %), naudojant i§ A. Niger i$skirta GOx
fermenta, tai 2-deoksi-D-gliukoze, 4-O-metil-D-gliukozeé ir 6-deoksi-D-gliukozé oksiduojasi
atitinkamai 20-30 %, 15 % ir 10 % reikSmingu grei¢iu. GOx aktyvumas kity substraty atzvilgiu
paprastai yra menkas, o reakcijos greitis pasiekia nedaugiai nei 2 % gliukozés oksidacijos
greicio [45].

Be reduktoriaus ar elektrony donoro, kuris yra cukry molekulés, GOx fermentinei katalizei
uzbaigti taip pat reikalingas oksidatorius arba elektrony akceptorius. Nattralus elektrony akceptorius
yra iStirpes deguonis, kuris suteikia auk$c¢iausig entalpija. Kiti potencialiis elektrony akceptoriai,
jskaitant chinonus, palyginus su deguonimi paprastai turi maZesnj redokso potencialg ir del to
neleidzia pasiekti tokig pat reakcijos greitj [46].

1.10. Gliukozés oksidazés taikymas

Monosacharidy oksidacijos reakcijos yra jvairiy moderniy biologiSkai aktyviy junginiy gavimo
metody pagrindas. Viena i§ tokiy reakcijy yra D-gliukozés oksidacija | D-gliukono riigstj, kuri yra
placiai naudojama farmacijos ir maisto pramonéje [47]. Pateikiama daugybé pramoniniy ir
komerciniy sri¢iy, kuriose gali biiti naudojama GOx. Jos naudingumas jvairiose srityse paskatino
ieSkoti naujy GOx Saltiniy. Bandoma iSskirti GOx i§ jvairiy grybeliy riiSiy bei vabzdziy, nes Sie
fermentai gali pasizymeéti geresnémis savybémis, tokiomis kaip didesnis katalizinis aktyvumas [48].
Pagal FDA klasifikacija GOx paprastai laikoma saugia, tod¢l ja galima naudoti maisto pramon¢je
skystoje formoje arba milteliy pavidalu. GOx daznai klasifikuojama pagal antioksidanty, konservanty
ir stabilizatoriy savybes. Yra daugybé maisto produkty, kuriuose gali biiti naudojama gliukozés
oksidazeé. Maistinis GOx preparatas paprastai yra GOx ir katalazés miSinys, nes Sie du fermentai
natiiraliai randami grybienos lgsteliy sieneléje [49]. GOx atskyrimas nuo katalazés yra brangus ir néra
biitinas maisto produktams. Be to, katalazé padeda skaidyti vandenilio peroksida, kurj gamina GOXx,
taip sumazinant H>O» jtakg bei padidinant GOx fermentinés reakcijos greitj [43].

Vienas 1§ svarbiausiy GOx panaudojimo biidy maisto perdirbimo pramonéje yra
konservavimas. Optimalios antibakterinés GOx ir gliukozés salygos buvo nustatytos isriigose
augantiems mastiniams patogenams. Siy tyrimy tikslas buvo iitirti galvijy piene esancig
laktoperoksidazés (LPO) sistemg [44]. LPO yra hemoproteiny fermentas, kurio didziausios
koncentracijos aptinkamos tirpioje pieno ar isrigy frakcijoje. Tokj tyrima 1988 m. atliko Sandholm
ir kt., kai §ig LPO sistema panaudojo piene auganciy mastito sukéléjy stebéjimui. Turbidometrinis
bakterijy augimas iSrigose gali biiti panaudojamas nustatant pradinj bakterijy augimg piene. Tyrimo
metu buvo tiesiogiai pridedamas substratas, kad suaktyvéty LPO antibakteriné sistema. Fermentas
GOx tapo vienu i$ pieno konservanty, kuris suaktyvina LPO sistema, taip iSskiriant antibakteriniy
savybiy turint] H>O» [50]. Taigi laktoperoksidazés (LPO) sistema, vartojant ja kartu su GOx, yra labai
naudinga antimikrobiné¢ priemoné. LPO yra jgimto imuninés sistemos gynybos nuo svetimy
mikroorganizmy dalis ir gali buti randama zinduoliy iSskyrose, tokiose kaip pienas, aSaros ir seilés.
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Sia sistema sudaro trys komponentai — laktoperoksidazé, tiocianatas ir vandenilio peroksidas.
Tiocianato ir vandenilio peroksido biivimas suaktyvina LPO sistemg. LPO fermentinés reakcijos
metu susidaro aktyvis tarpiniai produktai, kurie pasizymi antimikrobinémis savybémis ir yra visiskai
saugilis zmonéms. GOX ir jo substrato (gliukozés) buvimas leidzia nuolat kurti ir papildyti reikalingg
LPO sistemai vandenilio peroksida [51]. Galima naudoti ir aktyvuoti LPO sistema, gabenant ir laikant
Sviezig pieng, kad jis nesugesty. Be to, rekomenduojama naudoti LPO sistema, kai negalima Saldyti
maisto produktus arba kaip Saldymo prieda. Eksperimentai parod¢, kad pieno su aktyvia LPO
galiojimo laikas beveik padvigubéjo, palyginus su pienu, kuriame yra inaktyvuotas Sis
fermentas [52].

GOx taip pat gali buti panaudojama duonos gamyboje. GOx naudojama kaip veiksmingas
oksidantas, kuris panaudojamas gaminant patobulintg duonos struktiirg. Tyrimai buvo patvirtinti tuo,
kad d¢l susidariusio H2O2 duonos tesla jgauna geresniu savybiy, tokiy kaip didesnis elastingumas bei
klampumas. Brandinantys ir oksiduojantys agentai yra biitinas milty priedas. Vienas i$ jy tiksly yra
sustiprinti glitimg ir taip pagerinti duonos galuting tekstiirg. Tai pasiekiama oksiduojant miltuose du
baltymus — gliading ir gluteneng. Tai leidzia glitimui sudaryti daugiau rySiy. Glitimas susidaro, kai
gliadinas ir glitenas lieciasi su vandeniu, o jo brendimui padeda mieliy reakcijos [53].

Gliukozés lygis yra svarbus biologiniuose bei klinikiniuose tyrimuose [54]. Cukrinis diabetas
yra viena i§ pagrindiniy mirties ir nejgalumo prieZasCiy pasaulyje. Diabeto pasékoje gali iSsivystyti
inksty nepakankamumas, Sirdies veiklos sutrikimai ar aklumas. Mazdaug 200 milijjony Zmoniy
pasaulyje serga cukriniu diabetu [55]. Taigi gliukozés kiekio kraujyje nustatymas greitai, patogiai,
tiksliai ir pigiai yra gyvybiskai svarbus diagnozuojant ir efektyviai valdant Sig lyga [56]. Todél
ekonomiskai efektyvaus, paprasto, tikslaus, nesiojamojo ir greito gliukozés jutiklio sukiirimas ir
gamyba yra svarbiis sergant cukriniu diabetu [57]. Siuo tikslu gliukozei nustatyti sékmingai
naudojami elektrocheminiai biologiniai jutikliai. GOx naudojama cukriniu diabetu serganciy pacienty
gliukozés kiekiui kraujyje nustatyti, nes Sis fermentas yra nebrangus, stabilus ir praktiSkas [58].
Dauguma gliukozés matavimy yra pagristi GOx imobilizavimu, siekiant nustatyti H>O»
koncentracija, kuri gaunama vykstant GOx fermentinei reakcijai. Kadangi GOx gali greitai ir tiksliai
atpazinti tikslines molekules sudétingose sistemose, todel svarbu sukurti tinkamg matricg ant
elektrodo pavirSiaus, kad biity galima imobilizuoti GOx, iSlaikant jos didelj fermentinj
aktyvuma [59].
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2. EKSPERIMENTINIO TYRIMO METODIKA
2.1. Prietaisai ir priemonés

Skenuojantis elektroninis mikroskopas (SEM) SU-70 (Hitachi, Japonija);
Potenciostatas Autolab PGSTAT302 (,,Eco chemike BV*, Olandija);

Ultragarso vonia RK 31 H (,,Bandelin electconic®, Vokietija);

Analizinés svarstyklés KERN ABJ 220 — 4M (,,Kern & Sohn Gmbh*, Vokietija);
Automatinés pipetés (,,Eppendorf™, Vokietija);

Lyginamasis elektrodas — Ag/AgCl3 moL L' kcI;

Pagalbinis elektrodas — Pt elektrodas;

Magnetiné maiSykl¢ HI 190M (Hanna Instruments, Rumunija).

2.2. Medziagos ir reagentai

Acetonas CH;COCHj; (,,REACHEM®, Slovakija);

Acto rigstis CH;COOH (,,Fluka®, Sveicarija);

Amonio persulfatas (APS) (NH4)2S208 (,,Fluka®, Vokietija);
Anilinas (ANI) C¢HsNH, (,,Fluka®, Vokietija);

Askorbo rugstis (,,Fluka®, Vokietija);

Chloroformas CHCI; (,,PENTA*, Cekija);

D-(+)-fruktoze (,, MERK”, Vokietija);

D-(+)-galaktoze (,,Carl ROTH”, Vokietija);

D-(+)-gliukozé (,,Alfa Aesar*, Vokietija);

D-(+)-manozé (,,Carl ROTH”, Vokietija);

Druskos riigitis HCI (,,Dr.Jan Kulich®, Cekija);

Fermentas gliukozés oksidazé GOx iSskirtas 1§ Aspergillus niger (,,AppliChem®, Vokietija);
Glutaro aldehidas 25 % CsHsOs (,,Carl ROTH®, Vokietija);

Kalio divandenilio fosfatas KH,PO, (,,Riedel-deHaén*, Vokietija);
N-metilfenazino metosulfatas (FMS) C14H14N204S (,,SIGMA-ALDRICH*; Vokietija);
Natrio acetatas CH;COONa (,,AppliChem*, Vokietija);

Natrio dihidrofosfatas Na,HPO, - 12 H,O (,,Carl ROTH*‘, Vokietija);
Sacharozé (,, MERK”, Vokietija);

Slapimo riigstis (,,AppliChem*, Vokietija);

Kalio chloridas KCI (,,Scharlau®, Ispanija);

2-propanolis C3HgO (,,SIGMA-ALDRICH®; Vokietija);

Grafito milteliai (,,Merck‘*, Vokietija);

Kalio persulfatas K»>S>0s (,,SIGMA-ALDRICH®; Vokietija);

Fosforo oksidas P>Os (,,Carl ROTH”, Vokietija);

Sieros rugstis HoSO4 (,,Carl ROTH”, Vokietija);

Malono rugstis (,,SIGMA-ALDRICH®; Vokietija);

Nafionas (,,Alfa Aesar®, Vokietija).
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2.3. Etaloniniy tirpaly paruoSimas

0,05 mol L*! fosfatinis acetatinis buferinis tirpalas (FAB) pH 6,0 buvo pagamintas sumaiSant
atitinkamus kiekius natrio dihidrofosfato, natrio acetato, kalio chlorido ir kalio divandenilio fosfato
ir praskiedziant juos distiliuotu vandeniu. Reikiamo buferinio tirpalo pH privedimui buvo panaudotas
1 mol L-! acto riigsties tirpalas. Pabaigoje tirpalas buvo perpilamas j matavimo kolbg ir skiedZiamas
iki zymés. Pagamintas fosfatinis acetatinis buferis buvo laikomas Saldytuve.

Etaloninio 0,1 mol L! fenazino metasulfato (FMS) tirpalo ruosimas: 0,767 g FMS atsveriama
ir suberiama ] matavimo kolba, iStirpinama distiliuotame H>O ir praskiedziama 25 mL matavimo
kolboje iki Zymés. Tirpalas buvo laikomas tamsaus stiklo buteliuke Saldytuve.

Etaloninio gliukozeés tirpalo ruoSimas: 9 g gliukozés atsveriama ir praskiedziama distiliuotu
vandeniu matavimo kolboje iki 50 mL. Siame tirpale gliukozés koncentracija 1 mol L. Gliukozés
tirpalas po paroSimo buvo paliekamas 24 val. Saldytuve, kad nusistovéty pusiausvyra taip gliukozes
formy, vykstant mutorotacijai.

Anilinas (ANI) prie§ naudojimg buvo distiliuojamas. Surinktas tirpalas buvo supilamas i
tamsaus stiklo buteliukg ir latkomas Saldytuve.

40 mg mL! GOx tirpalas buvo gaminamas uzpylus reikiamg kiekj GOx fosfatiniu acetatiniu
buferiu pH 6,0. GOx tirpalas Svelniais judesiais buvo iSmaiSomas ir iSskirstytas j mazesnius kiekius,
kurie buvo laikomi Saldiklyje.

2.4. Programiné¢ jranga

Magistrinio darbo elektrocheminiai tyrimai buvo atlikti naudojant Nova programing jranga, o
rezultatai apdorojami Microsoft Word ir OriginPro 2019 programomis.

2.5. PANI nanopluoSty sintezé

PANI nanopluosty sintezei buvo panaudotas tarpfazinés polimerizacijos metodas.
Polimerizacija buvo atliekama organinio ir vandeninio tirpikliy salyCio zonoje. Sintezei buvo
panaudoti du tirpalai: 20 mL 1 mol L' HCI tirpalas su 4 mol L'! amonio persulfato (APS) ir 20 mL
chloroformo tirpalas su 4 mol L! anilino. Tirpalai buvo maiSomi ant magnetinés maisyklés 1 val.
pries sintez¢. Tada neskubant organinis tirpalas supilamas j vandenin;j tirpalg. ParuoStas méginys
paliekamas stovéti 24 val. kambario temperatiiroje. Po paros laiko tamsiai zalios PANI nanopluosty
nuosédos surenkamos i§ vandeninés fazés, nufiltruojamos bei praplaunamos nedideliu acetono kiekiu,
o veliau plaunamos distiliuotu vandeniu, kol filtratas tampa skaidrus. Susintetinti PANI nanopluostai
dziovinami kambario temperattroje [60].

2.6. rGO sintezé

rGO pavyzdziai buvo susintetinti Vilniaus universiteto Chemijos ir geomoksly fakulteto
Chemijos instituto Neorganinés chemijos katedroje. Pirmiausia buvo susintetinamas GO. Sintezés
metu 6 g grafito milteliai buvo apdorojami su 5,0 g KoS;0g ir 5,0 g P2Os su 24 mL 98 % sieros
rigstimi [61]. Tada sausas GO filtruojamas ir plaunamas 0,5 L 10 % HCl vandeniniu tirpalu, kad biity
pasalinti metaly jonai. Po to, GO dalelés buvo suspenduotos dejonizuotame vandenyje ir i§grynintos
naudojant dializés vamzdeliy celiuliozés membrang (10000 — 20000 Da). Dializé uzémé apie
14 dieny, kol dializato pH verte tapo apie 5. Gauta GO suspensija filtruojama naudojant Buchnerio
piltuva, o gauti rudi milteliai dziovinami kambario temperattiroje iki pastovaus svorio [62].
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Susintetintas GO ir malono rugstis santykiu 1:3 atitinkamai buvo §lifuojami agato skiedinyje
10 min. Paruostas kietas miSinys buvo atkaitinamas horizontalioje vamzdziy krosnyje argono sraute
(60 mL min') 30 min 600 °C temperatiiroje. Galiausiai termiskai redukuotas GO ir malono rugsties
miSinys buvo plaunamas dejonizuotu vandeniu ir dziovinamas ore.

2.7. Medziagy charakterizavimas

Susintetinty medziagy formos ir morfologijos buvo analizuojamos naudojant skenuojantj
mikroskopa (SEM). Tyrimo meéginiai buvo analizuojami priartinant juos 20000 ir 50000 kartus.

Difraktogramos buvo uzfiksuotos 26 intervale nuo 5 ° to 60 °, naudojant CuKq 4 = 1.5406 A
spinduliuot¢. Matavimai buvo atlikti esant 30 kV ir 15 mA jtampai, kai Zingsnio dydis buvo 0,010 °,
o sulaikymo trukmé — 1 s. Grafito, GO ir rGO tarpsluoksnio atstumas d buvo jvertintas naudojant
Braggo lygti:

nA = 2dsinO,

kur n —teigiamas sveikasis skai¢ius, 4 — rentgeno spindulio bangos ilgis, d — atstumas tarp

gretimy tarpsluoksniy ir © - difrakcijos kampas.

2.8. PANI, rGO ir PANI-rGO dispersiju paruoSimas

PANI-rGO dispersijos, kurios buvo naudojamos GR elektrodo modifikavimui, buvo ruosiamos
2-propanolyje. PANI nanostruktiiry dispersija buvo gaminama atsveriant 1 mg PANI nanostruktiiry
ir iStirpinant 100 pL 2-propanolyje, kuriame yra 0,5 % Nafiono. Prie§ naudojimg dispersija buvo
maiSoma ultragarso vonel¢je 15 min. AnalogiSkai buvo paruosta rGO dispersija. Tai pat PANI
nanopluosty ir rGO dispersijos buvo sumaiSytos atitinkamais santykiais (5:1, 1:1, 1:5 ir 1:15) ir dar
15 min paliekamos maiSytis ultragarso vonel¢je. Paruostos dispersijos buvo laikomos plastikiniuose
meégintuveliuose Saldytuve.

2.9. Grafito elektrodo modifikavimas

Vienas i§ svarbiausiy aspekty kuriant jutiklius yra elektrodo paruo$imas bei modifikavimas.
Siame tyrime naudoto GR elektrodo pavir§ius buvo nusveistas skirtingo Siurk§tumo Svitriniu
popieriumi, o pabaigoje baltu popieriaus lapu tol kol GR elektrodo pavirSius jgaudavo metalinj
blizgesi. Tada nuSveistas grafito elektrodas nuplaunamas distiliuotu vandeniu. Tolimesnis GR
elektrodo modifikavimas pateiktas 3 paveiksle.

s 3 uL PANLrGO 3 uL GOx
kompozitas
‘ ot
e - R <l D
; : 15 min.
—> =y = —> = >

25 % GA

3 pav. Principiné GR elektrodo modifikavimo schema.
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Visi GR elektrodo paruoSimo darbai buvo atlieckami kambario temperatiiroje. Pirmiausia ant
paruosto GR elektrodo pavirSiaus uzlasinama 3 pL. PANI ar rGO dispersijos. Taip buvo paruosti
elektrodai ant kuriy buvo uzlaSinamos tam tikrais santykiais (5:1, 1:1, 1:5 ar 1:15) sumaiSytos PANI
ir rGO dispersijos. Kai elektrodas i$dzitina, uzlasinama 3 uL 40 mg mL"! GOx tirpalo. Palaukiama
kol elektrodas nudzitina ir toks elektrodas laikomas 15 min vir§ 25 % glutaro aldehido (GA) tirpalo,
kad elektrodo pavirSiuje esancios medziagos bty kovalentiSkai suriStos. Galiausiai elektrodas

nuplaunamas distiliuotu vandeniu ir silikonine gumele izoliuojami elektrodo Sonai.

2.10. Elektrocheminiai tyrimai

Magistrinio darbo metu elektrocheminiai tyrimai buvo atlikti elektrocheminéje celéje su trijy
elektrody sistema (pav. 4). Elektrody sistema buvo sudaryta i$ trijy elektrody: darbinio — grafito
elektrodo, pagalbinio - Pt viela ir palyginamojo — Ag/AgClsmr ™! ka1 elektrodo.

Pirmiausia elektrocheminé cel¢ buvo uZzpildyta 4,7 mL FAB ir 319 uL. FMS tirpalo. Tada
sujungiami elektrodai, jjungiamas potenciostatas ir kompiuteryje paleidziama Nova programa ir
elektrodui suteikiamas +0,3 V potencialas. Tyrimai atlieckami, kai buvo pastoviai maiSomas tirpalas
magnetine maiSykle. Kai nusistovi bazin¢ linija, pradedama pilti reikalingas gliukozes tirpalo kiekis.
GR elektrodo pavirSiuje vyksta fermentiné reakcija, kurios metu elektronus padeda pernesti FMS i§
fermento aktyviojo centro link elektrodo pavirSiaus. Kompiuteryje registruojami anodinés srovés
stiprio poky¢iai laike. Kai uZzraSomas matavimo rodmuo, toliau pilamas kitas gliukozés tirpalo kiekis.
Kai uZraSomi visi rezultatai, bréziama srovés stiprio pokycio priklausomybé nuo gliukozés
koncentracijos. Visi elektrocheminiai tyrimai buvo atlikti kambario temperatiiroje.

4 pav. Elektrocheminé cel¢ su trijy elektrody sistema: 1 — darbinis elektrodas — GR elektrodas,
2 — pagalbinis elektrodas — Pt viela, 3 — palyginimasis elektrodas — Ag/AgCls moi ™! kci €lektrodas,
4 — maiSymo magnetukas.

Kinetiniai Michaelis-Menten lygties parametrai buvo apskai¢iuojami norint palyginti paruosty
elektrody veikimg. Gauti rezultatai buvo apskaiciuoti naudojant hiperboline funkcija:
y = ax/(b + x)
Parametras a yra jvardijamas kaip maksimali srové (Alnax), 0 tariamoji Michaelio konstanta (Kasar.)
yra funkcijos parametras b. Taip pat buvo jvertinti kalibravimo kreivés parametrai, tokie kap
nuolinkis ir koreliacijos koeficientas (R).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1. PANI nanopluoSty sintezé

Panaudojus tarpfazinés polimerizacijos metoda, buvo formuojami PANI nanopluostai, kuriy
sintez¢ vyko dviejy nesimaisSanciy faziy salytyje. Po inkubacinio laikotarpio, kuris paprastai trunka
iki 30 s, PANI nanostruktiiros juda j vandening faze¢. Sintezés pradzioje matoma mélyna spalva
susijusi su pernigranilino (pilnai oksiduota PANI forma) grandiniy susidarymu, kurios véliau
redukuojasi j emeraldino druska [63]. Sintezés metu didéjanti PANI koncentracija vandeningje tirpalo
fazéje, itakoja spalvos pokycius nuo skaidrios iki tamsiai zalios (pav. 5). Tirpumo skirtumai tarp ANI,
jo oligomery ir ilgy PANI grandiniy leidzia kontroliuoti susidariusiy PANI nanostruktiiry grynuma.
Mazesnis ANI molekuliy bei oligomery skaifius polimerizacijos reakcijos galutiniame produkte
padidina PANI biologinj suderinamuma [64].

5 pav. PANI nanopluosty sintezés tirpalo nuotraukos po (A) 5 s, (B) — 1 min, (C) 1 h, (D) 24 val. nuo
reakcijos pradzios.

Sintezés metu gauty PANI nanostruktiiry morfologija buvo jvertinta naudojant SEM
vaizdavimo techniky. Charakterizavimui méginiai buvo uzlasinami ant GR elektrodo. Gauti SEM
nuotraukos yra pateiktos 6 paveiksle.

6 pav. PANI nanopluosty SEM nuotraukos.

Gauti rezultatai patvirtino sékminga nanopluosty sinteze. PANI méginyje buvo pastebéti
nanopluostai, tarpusavyje susijunge i tinklo pavidalo struktiirg. ParuosSty nanostruktiirizuoty PANI
nanopluosty skersmuo buvo 118 + 19 nm, o ilgis labai skyrési. Poréta PANI nanopluosty tinklo
pavidalo struktira gali buti naudojama kaip fermento imobilizavimo matrica, kurios PANI
nanopluosty diametra ir ilgj biity galima kontroliuoti kei¢iant ANI ir APS koncentracijas [60].
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Taip pat tyrimui buvo susintetinti rGO meéginiai pagal 2.6 skyriuje pateikta metodika. Norint
jvertinti rGO susidaryma bei gauty medziagy morfologija buvo atlikti GO ir rGO méginiy SEM
tyrimai. Méginiai buvo uzlasinami ant GR elektrodo. Gautos nuotraukos yra pateiktos 7 paveiksle.

SU70 10.0kV 6.1mm x50.0k 1.00um J§ SU70 10.0kV 4.4mm x20.0k 2.00um

7 pav. (A) GO ir (B) rGO méginiy SEM nuotraukos.

Pateiktose nuotraukose aiSkiai matyti, kad GO yra ploni, lankstts ir rauksléti sluoksniai su
keliomis klostémis. Stebimg susirauksléjimg galima paaiSkinti hidroksiliniy ir epoksidiniy funkciniy
grupiy prisijungimu prie bazinés grafeno ploksStumos. Termiskai redukuojant rGO esant malono
rugsciai, buvo gautas rGO su netaisyklingais suplySusiais grafeno sluoksniais, panasius j Syda lakstus
su susisukusiais krastais (7 pav. B). Be to, rGO atveju buvo stebimi atsiskirti vienas nuo kito lakstai,
pasiZyminti porétg plySiy struktira, kuri yra tinkamesné PANI:rGO kompozitui paruosti palyginus su
daugiasluoksne, rauksléta banguota struktiira biidinga grafenui [65].

rGO

44 = GO
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8 pav. Grafito, GO ir rGO méginiy XRD difraktogramos.
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Struktiriniai GO poky¢iai po atkaitinimo buvo istirti XRD analize. Uzregistruoti grafito, GO ir
rGO Rentgeno spinduliy difrakcijos rezultatai pateikti 8 paveiksle.

Grafito rentgeno difraktogramoje aptiktos biidingos smailés ties 260 = 26,60° ir 20 = 54,70°,
kurios atitinkamai biidingos plokstumai (002) ir heksagoninei gardelei (004). Pagal Braggo lygti
(2.7.2. skyrius) apskaiiuotas tarpplok§tuminis atstumas tarp (002) plokstumy yra lygus 0,335 nm. Si
verté yra biidinga tarpplokSuminiui atstumui grafito struktiroje. GO difraktogramoje aptiktos dvi
smailés ties 260 = 11,28° ir 26 = 42,38°, atitinkamai atspindincias (001) ir (100). GO difraktograma
yra pana$i | XRD rezultatus, kuriuos aprasé Bandara [66]. GO tarpplokStuminis atstumas doo1 buvo
iSpléstas iki 0,784 nm, nes tarp grafeno sluoksniy yra deguonies turin¢iy funkciniy grupiy. Tai
patvirtino sékmingg grafito oksidacijg. Atlikus terming GO redukcija su malonu riig§timi, tGO
meéginio XRD rezultatai rodo, kad (001) smailé iSnyksta, o (002) smailé pasislenka j grafitui biidinga
padéti (26 = 26,33°), kai tarpplokStuminis atstumas yra lygus 0,338 nm. Tai galima sieti su vandens
ir deguonies turin¢iy grupiy pasalinimu bei daliniu sp? anglies tinklo atstatymu. Be to, po terminés
GO redukcijos XRD difraktogramoje smailés tampa platesnés. Taip vyksta del kristality dydzio
sumazejimo. Difrakcijos smailés, kuriy centras yra mazdaug ties 26 = 26,33° yra asimetriSkos dél
sumaisytos grafitiniy ir netvarkingy sri¢iy polikristalinés struktiros. (002) ir (100) plokstumy
buvimas patvirtina, kad susintetinty rGO méginiy strukttirg yra kazkur tarp grafito ir GO struktiiromis.

Norint jvertinti PANI ir rGO nanokompozity morfologija buvo atlikti SEM matavimai. Méginiy
paruoSimui PANI ir rGO dispersijos buvo sumaiSytos 1:10 santykiu. Gautos nuotraukos yra
pateiktos 9 paveiksle.

P

if 5 Iy

g
“ W

SU70 10.0kV 5.8mm x50.0k SE(U) 1.00um

9 pav. PANI ir rGO, sumaiSyty 1 : 10 santykiy, nanokompozity SEM nuotrauka.

Pateiktose nuotraukose matosi, kad PANI:rGO1.10 nanokompozitai ryskiai skiriasi nuo anks¢iau
PANI (pav 6) ir rGO (pav. 7-B) vaizdus. Be to, matosi, kad PANI nanopluostai atsitiktinai paskirstyti
tarp rGO laksty.

3.2. PANI nanopluosty ir rGO dispersiju jtakos tyrimai

Norint jvertinti PANI ir rGO dispersijy jtaka amperometriniam gliukozés koncentracijos
nustatymui buvo istirti keli elektrodai. GR/GOx elektrodas buvo paruostas uznesant fermentg ant GR
elektrodo pavirsiaus ir suriSant GA garais. GR/PANI/GOx ir GR/rGO/GOx elektrodai buvo paruosti
panasiai, tik jy atveju fermentas buvo uzneSamas ant GR elektrodo pavirSiaus, kuris prie§ tai buvo
modifikuotas atitinkamai PANI nanopluosty ar rGO dispersijomis. Visiems tyrimams buvo
naudojamos PANI ir rGO dispersijos 2-propanolyje, kuriose buvo 0,5 % Nafiono. Buvo jvertintas
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rGO ir PANI dispersijy poveikis gliukozés biologinio jutiklio amperometriniam atsakui. Sroveés
stiprio poky¢io priklausomybeés nuo gliukozés koncentracijos kreivés yra pateiktos 10 paveiksle.

50 100

70
B GR/PANI/GOx 30
® GR/rGO/GOX 5
60 4| 4 GR/GOx . —_
- 20
' J T s S
50- }*I ,’l;;:’ _10<
l—l40_ A'Hi . i . . _lo - -
<:(L 0 4 8 12 16 20 24 -
-1 _ -
— Cailiukozes [Mmol L] o —fk=="-"-"
5 30 - - P
- . - /’9/’ -
20 - 2 X
7
1 /1-° =  GR/PANI/GOX
/
10 + ‘ e GR/rGO/GOx
1’ A GR/GOx
o-é‘ _
0

Gliukozés koncentracija [mmol L]

10 pav. Skirtingai modifikuoty GR elektrody srovés stiprio pokycio priklausomybé nuo gliukozés
koncentracijos tirpale. Sglygos: 0,05 mol L'! FAB pH 6,0 tirpalas, 6 mmol L' FMS. Naudota trijy
elektrody sistema: palyginamasis — Ag/AgCls moi ! kc1 elektrodas, pagalbinis — Pt viela ir darbinis —
GR elektrodas modifikuotas GOx (A ), rGO ir GOx () arba PANI nanopluostais ir GOx (m).

Rezultatai parodé, kad elektrody modifikavimas PANI nanopluostais arba rGO jtakoja
pagaminty biologiniy jutikliy elektrocheminj atsakg. Dél PANI arba rGO dispersijos panaudojimo
biologinio jutiklio jautrumas sumaZzé&jo atitinkamai iki 0,92 pA mmol L' ir 0,69 uA mmol L
palyginus su 2,0 pA mM! jautrumu, kuris buvo apskai¢iuotas GR/GOx elektrodo atveju. Taip pat
buvo pastebeta, kad naudojant tiek PANI, tiek rGO dispersijas srovés stiprio pokycCio tiesinés
priklausomybés intervalas nuo gliukozés koncentracijos tapo platesnis. GR/GOx elektrodo atveju
tiesinés priklausomybés intervalas buvo nuo 0,5 iki 10 mmol L' (R = 0,9980), 0 GR/PANI/GOX ir
GR/rGO/GOx elektrody atveju buvo atitinkamai nuo 1 iki 25 mmol L' (R =0,9908) ir nuo 3 iki
25 mmol L' (R =0,9839). Modifikavus GR elektrodg PANI nanostruktiiromis ar rGO Ky verté
padidéjo nuo 12,0+ 1,9mmol L' (GR/GOx) atitinkamai iki 77,7 +9,5mmol L' ir
30,5 + 4,9 mmol L. Didziausia ALya (78,7 = 5,2 pA) reik§mé buvo fiksuojama kai buvo naudojamas
GR/rfGO/GOx elektrodas. Tai gali biiti susiejama su geresne elektrony pernaSa per matrica.
Standartinio nuokrypio (SN) padidéjimas naudojant GR/rGO/GOx elektroda, parodo sumazéjusi
atsikartojamumg. Tuo tarpu GR/PANI/GOx ir GR/GOx elektrody atveju apskaiciuotos SN vertés
buvo panaSios. Atsizvelgiant | hidrofobinj rGO prigimtj, tai galima paaiskinti geresniu PANI
nanostrukttiry tinkamumu panaudojimui kaip matrica fermenty imobilizacijai.
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3.3. Optimalaus PANI:rGO dispersijos santykio parinkimas

Siekiant pagerinti gliukozés biologinio jutiklio veikima, buvo istirta dar viena elektrody
modifikacija, panaudojant PANI ir rGO dispersijas. Siekiant parinkti optimalia PANI ir rGO
dispersijy santykj, buvo istirtas skirtingais santykiais sumaiSyty dispersijy poveikis biologinio jutikliy
analiziniam signalui. Gauti rezultatai pateikti 11 paveiksle.
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11 pav. Skirtingais PANI:rGO dispersijy santykiais modifikuoty elektrody srovés stiprios pokycio
priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos tirpale. Salygos: 0,05 mol L'! FAB pH 6,0 tirpalas,
6 mmol L' FMS. Naudota trijy elektrody sistema: palyginamasis — Ag/AgCls moi ™! kc1 elektrodas,
pagalbinis — Pt viela ir darbinis GR elektrodas modifikuotas skirtingais santykiais (m) 5:1, (m) 1:1,
(@) 1:5,(A) 1:10 ar (V)1:15 sumaiSytomis PANIL:rGO dispersijomis.

Buvo nustatyta, kad nuo PANI ir rGO dispersijy santykio, kuris naudojamas darbinio elektrodo
modifikacijai, priklauso biologinio jutiklio analizinés charakteristikos. Biologinis jutiklis, kuriame
buvo panaudotas darbinis elektrodas modifikuotas PANI ir rGO dispersijomis sumaiSytomis santykiu
5:1, pasiZyméjo gana mazu analiziniu signalu, jautrumas buvo lygus 1,0 pA mmol L'}, o tiesinés
priklausomybés intervalas buvo nuo 3 iki 100 mmol L'!. Palaipsnis rGO kiekio padidéjimas
dispersijoje leido pagerinti sukurty biologiniy jutikliy analizines charakteristikas. Geriausi rezultatai
buvo pasiekti naudojant GR/PANIL:rGO;.10/GOx elektrodg. Sio elektrodo atveju tiesinés
priklausomybés intervalas buvo nuo 0,5 iki 50 mmol L' (R = 0,9958) ir jautrumas buvo lygus 2,8 pA
mmol L', o aptikimo riba (LOD) - 0,089 mmol L"!. Tuo metu nustatymo riba (LOQ) buvo
0,30 mmol L. Dél plataus tiesinio priklausomybés intervalo paruostas GR/PANIL:rGO;.10/GOx
elektrodas gali biiti naudojamas biologiniuose jutikliuose, kurie yra skirti nustatymui meéginiuose,
kuriuose yra didelé gliukozés koncentracija arba kuriuose gliukozés koncentracija gali labai skirtis.

Taip pat sukurtas biologinis jutiklis pasizyméjo geru atsikartojamumu, nes santykinis SN,
apskaiCiuotas atlikus po tris nepriklausomus 3, 10 ir 100 mmol L !gliukozés koncentracijos
matavimus, buvo atitinkamai lygus 4,66 %, 4,7 % ir 4,48 %. Be to, dél padidéjusio difuzijos
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apribojimo, PANL:rGO dispersijos matrica tur¢jo itaka K- vertei. Tik fermentu modifikuoto
GR/GOx elektrodo atveju Kurar. verté buvo 12,0 + 1,9 mmol L', 0 GR/PANIL:rGO1.10/GOx elektrodo
— 74,4 +£9,0 mmol L.

Taip pat buvo pastebéta, kad tolimesnis 1:15 santykiu sumaiSytos PANI ir rGO dispersijos
neigiamai paveiké biologinio jutiklio veikimg. Tai aiskiai parodo, kad PANI ir rGO santykis 1:10 yra
optimalus darbinio elektrodo modifikavimui. Gautus rezultatus galima paaiSkinti tuo, kad PANI
nanostrukttiros matricos padeda palaikyti GOx fermento aktyvuma atliekant matavimus. Taip pat
reikia atkreipti démesj ;| GO hidrofobiskumag. Didelis kiekis rGO dispersijoje gali jtakoti GOx
molekuliy konformacijos pokyc¢iams, o tai paveikia fermento stabiluma ir jo katalizinj aktyvuma [67].
Kita vertus, dél rGO buvimo matricoje galimai padidéjo elektrony perdavimo greitis per matrica.

Norint jvertinti sukurto biologinio jutiklio veikimg realiuose méginiuose buvo atlikti gliukozés
koncentracijos nustatymo tyrimai parskiestame kraujo serume. Tokiu tyrimo metu, elektrocheminé
celé buvo uzpildoma ne tik FAB ir FMS tirpalais, bet dar jpilamas atitinkamas kiekis filtruoto ir
praskiesto zZmogaus serumo. Tolimesné tyrimo eiga analogiSka kaip aprasSyta 2.10. skyriuje.
Gliukozés koncentracija, kuri buvo apskaiciuota kaip trijy nepriklausomy eksperimenty vidutiné
verté, buvo lygi 4,99 £0,11 mmol L!. Tyrimai parodé, kad paruostas biologinis jutiklis gali bti
naudojamas gliukozés koncentracijos nustatymui praskiestame kraujo serume.

3.4. Stabilumo ir priemaiSy jtakos tyrimai

Stabilumas yra vienas i$ svarbiy biologinio jutiklio analiziniy parametry, kuris yra jvertinamas
stebint kaip pasikeiia analizinis signalas laike, matuojant tg patj gliukozés koncentracija. Tyrimo
metu GR/PANIL:rGO1.10/GOx elektrodas buvo jstatomas j elektrocheming celg. Matavimai atlieckami
fosfatiniame acetatiniame buferyje pH 6,0, kuriame yra 6 mmol L' FMS. Nusistovéjus bazinei linijai
pilamas reikalingas gliukozés tirpalo tiris, kad galutiné koncentracija tirpale biity 25 mmol L.
Pagamintas GR/PANI:rGO1.10/GOx elektrodas buvo laikomas tarp matavimy vir§ FAB pH 6,0 tirpalo
uzdarytame inde 4 °C temperatiiroje. Matavimai buvo pakartotinai atliekamas 8 dienas. Stabilumo
tyrimo rezultatai yra pateikti 12 A paveiksle.
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12 pav. GR/PANIL:rGO1.10/GOx elektrodo srovés stiprio priklausomybés nuo gliukozés tyrimai,
atliekant pakartotinus matavimus. Sglygos: 0,05 mol L'! FAB pH 6,0 tirpalas, 6 mmol L' FMS ir
25 mmol L' gliukozés.
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IS gauty rezultaty buvo nustatyta, kad antra dieng buvo uZregistruotas 32 % atsako
sumazejimas. Tuo tarpu po 2 dieny tolimesnis sumaz¢jimas nebuvo registruojamas. Taciau 8 dieng
gautas atsakas buvo dar mazesnis, bet vis dar didesnis nei 50 % pradinio analizinio signalo.

Elektrocheminiy biologiniy jutikliy atsakui gali jtakoti kai kurios elektroaktyvios medziagos,
esanCios Zmogaus serumo meéginyje [68]. Norint jvertinti §j poveikj buvo tiriamas 0,2 mmol L!
askorbo rigsties ir 0,6 mmol L' §lapimo rtigsties koncentracijy jtakg GR/PANIL:rGO:.1¢/GOx
elektrodo atsakui. Koncentracijos buvo parinktos tokios, nes tipiSkos askorbo rugsties ir Slapimo
rugSties  koncentracijos sveiko suaugusio zmogaus kraujo serume yra atitinkamai
0,040 - 0,141 mmol L' ir 0,149 - 0,446 mmol L' [69]. Kaip realus méginys buvo naudojamas
serumas, praskiestas 10 karty FAB tirpalu. Kaip matyti i§ 12 B paveikslo, registruotas analizinis
signalas padidéjo mazdaug 4,3 % ir 1,4 %, kai tirpale buvo atitinkami kiekiai askorbo rugsties ir
Slapimo riigSties. Naudotos askorbo riigsties ir Slapimo riigSties koncentracijos yra panaSios |
zmogaus kraujo serume esancias. Taigi, galima daryti prielaida, kad iSbandytos elektroaktyvios
medziagy rusys daro nereikSminga jtaka amperometrinio atsako tikslumui matuojant gliukozés
koncentracijg praskiestame zmogaus serume. Tokius rezultatus galima paaiSkinti tuo, kad Sioje
sistemoje, PANI nanopluosty ir rGO sluoksnis padidina difuzijos barjera, taip apsunkindami
elektroaktyviy medziagy pateikimg prie GR elektrodo pavirSiaus. Taip pat likusios rGO struktiiroje
karboksilinés grupés deprotonizuojamos ir yra neigiamai jkrautos, esant pH 6,0. Todél Sios funkcinés
grupés elektrostatiskai atstumia panaSiai jkrautus elektroaktyvios medziagos. Be to, elektroaktyviy
medZziagy poveikis galimai sumazinamas naudojant papildoma kryZzminj GOx suriSimg su Nafionu.
Tai gali veikti kaip veiksmingas pusiau laidus barjeras [70], o tai labai apsunkina anijoniniy medziagy
isiskverbima.

3.5. Atrankumo substratui tyrimai

Kitas tyrimas buvo atliktas norint jvertinti GR/PANIL:rGO1.10/GOx biologinio jutiklio
atrankumg gliukozés substratui. Yra zinoma, kad tam tikri fermentai gali specifiskai paversti tam
tikrus substratus j produktus, ir net gali atskirti optinius izomerus. Viena zinomiausiy teorijy,
paaiskinandiy fermento veikimo mechanizma yra rakto ir spynos modelis. Sia teorija 1894 m. pasitilé
Emilis Fisheris. Siame modelyje spyna yra analogiska fermentui, o raktas — substratui [71].

v

Fermento aktyvils | o
centrai -

13 pav. Fermento ir substrato giminingumo schema. Fermentas apibréziamas kaip spyna, o
substratas — kaip raktas.

Atlikto tyrimo metu sukurto biologinio jutiklio atrankumas buvo jvertintas pridedant penkiy
skirtingy angliavandeniy (gliukozés, fruktozés, manozés, galaktozes ir sacharozes). Gauti rezultatai
yra pateikti 14 paveiksle.
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14 pav. Amperometrinis GR/PANI:rGO1.1¢/GOx elektrodo atsakas j skirtingy angliavandeniy
pridéjimg. Salygos: 0,05 mol L' FAB tirpalas pH 6,0, 6 mmol L'! FMS, +0,3 V potencialas.
Gliukozés, fruktozés, manozés, galaktozés ir sacharozés koncentracijos celéje 5 mmol L+,

Siame eksperimente 5 mmol L' gliukozés, 5 mmol L fruktozés, 5 mmol L' manozés,
5 mmol L galaktozés, 5 mmol L! sacharozeés ir vél 5 mmol L' gliukozés buvo pilama viena po kitos
1 elektrocheming cele, laukiant kol po ankstesniojo cukraus prid¢jimo pasiekiama prisotinimo srove.
Nustatyta, kad cukry (iSskyrus gliukoze) pridéjimas i celg neturéjo itakos sukurto biologinio jutiklio
amperometriniam signalui. Sie rezultatai leidZia teigti, kad biologinis jutiklis, sukurtas naudojant
GR/PANIL:rGO1.10/GOx darbinj elektroda, yra atrankus gliukozei.
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ISVADOS

1. Tyrimuose naudojami PANI nanopluosStai buvo susintetinti naudojant tarpfazinés
polimerizacijos metoda. Gauty nanopluosty skersmuo buvo 118 + 19 nm.

2. Nustatyta, kad optimalus PANI ir rGO santykis dispersijoje, naudojamoje darbinio
elektrodo modifikavimui, siekiant pagerinti elektrocheminio gliukozés biologinio jutiklio veikima,
yra 1 prie 10. Sio atveju tiesinis priklausomybés intervalas buvo lygus nuo 0,5 iki 50 mmol L',
aptikimo riba — 0,085 mmol L', nustatymo riba— 0,30 mmol L', 0 Kysar. verté —74,4 = 9,0 mmol L-!.

3. Paruostas biologinis jutiklis pasizymi geru analizinio signalo atsikartojamumu.

4. Tyrimuose panaudotas GOx fermentas, kuris iSskirtas i§ Aspergillus niger, pasizymi
didZiausiu giminingumu gliukozei. Nustatyta, kad analizinis signalas nebuvo registruojamas kai |
sistemg buvo jvedami tos pacios koncentracijos fruktozés, manozés, galaktozes ir sacharozés tirpalai.

5. Paruostas biologinis jutiklis gali biiti naudojamas nustatant gliukozés koncentracija
praskiestame kraujo serume, kuriame esancios askorbo riigsties ir Slapimo riigsties priemaiSos daro
nezymig jtaka nustatant gliukozés koncentracija.

6. rGO ir PANI nanopluosty nanokompozitai buvo sékmingai panaudoti elektrocheminio
gliukozés biologinio jutiklio kiirime.

Siame darbe pateikti rezultatai buvo publikuoti reik§mingumo faktoriy (IF =3,4) turin¢iame
tarptautiniame Zurnale:
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A. Ramanaviciene, Reduced Graphene Oxide and Polyaniline Nanofiber Nanocomposites for the

Development of an Amperometric Glucose Biosensor. Semsors 2021, 21, 948.
DOI: 10.3390/521030948
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SANTRAUKA

VILNIAUS UNIVERSITETAS
CHEMIJOS IR GEOMOKSLU FAKULTETAS

Viktorija Lisyté

REDUKUOTO GRAFENO OKSIDO IR POLIANILINO NANOPLUOsTU
TAIKYMAS ELEKTROCHEMINIUOSE GLIUKOZES BIOLOGINIUOSE
JUTIKLIUOSE

Sio tyrimo tikslas buvo istirti redukuoto grafeno oksido (rGO) ir polianilino (PANI) nanokompozity
taikyma amperometriniame gliukozés biologiniame jutiklyje. Tyrimams PANI nanopluostai buvo susintetinti
naudojant tarpfazinés polimerizacijos metodg. Paruosty nanostruktiirizuoty PANI nanopluosty skersmuo buvo
118 + 19 nm. Panaudojant rentgeno difrakcijos metoda (XRD) buvo patvirtinta sékminga rGO
sintez¢. Nustatyta, kad optimalus PANI ir rGO santykis yra 1 : 10, kas leidzia pasiekti geriausius
gliukozés biologinio jutiklio analitinius parametrus. ParuoSto biologinio jutiklio Kispp. buvo
74,4 £ 9,0 mmol L-!. Sukurtas gliukozés biologinis jutiklis gali biiti pritaikytas méginiams, kuriuose
yra didelé gliukozés koncentracija arba kur gliukozés koncentracija gali biiti nepastovi. Si analiziné
sistema gali buti tinkama nustatant gliukozés koncentracija praskiestuose kraujo meéginiuose.
Atliekant matavimus buvo naudojamas gliukozés oksidazés fermentas, kuris iSskirtas i§ Aspergillus
niger ir pasizymi dideliu atrankumu gliukozei. Sukurtas gliukozés biologinis jutiklis pasizyméjo
dideliu giminingumu gliukozei, prieSingai nei kitiems cukrams, kuriuos tyrimo metu jpylus j sistema,
nebuvo fiksuojamas analizinis signalas. Tokios Zmogaus serumo priesaimos kaip Slapimo rtgstis ar
askorbo riigstis turi nedidelg jtakg gliukozés nustatymui, naudojant paruosta gliukozés biologinj
Jjutikl;.
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APPLICATION OF REDUCED GRAPHENE OXIDE AND POLYANILINE
NANOFIBERS NANOCOMPOSITE IN ELECTROCHEMICAL GLUCOSE
BIOSENSORS

SUMMARY

The aim of this study was to investigate application of reduced graphene oxide (rGO) and
polyaniline (PANI) nanocomposite in fabrication of amperometric glucose biosensor. In this study
PANI nanowires were synthesized using an interphase polymerization method. The diameter of the
prepared nanostructured PANI nanowires was 118 £ 19 nm. The sucessfull synthesis of GO was
confirmed using X-ray diffraction (XRD) method. The optimal ratio of PANI and rGO was found to
be 1:10, which allows to achieve the best analytical parameters of the glucose biosensor. The Kazpp.
of a biosensor was 74.4+9.0 mmol L'!. Due to the wide linear detection range from 0.5 to
50 mmol L', the developed biosensor can be used for glucose concentration detection in the samples
with a high glucose concentration or in which the glucose concentration can vary greatly. The
developed glucose biosensor is suitable for detection of glucose concentration in human serum.
Glucose oxidase enzyme, which was isolated from Aspergillus niger and was used for biosensor
fabricaon, is characterized by high affinity to glucose. The developed biosensor was highly selective
for glucose, because in the case of addition of other sugars to the solution analytical signal was not
monitored. Ascorbic acid and uric acid in diluted human serum have a slight effect on glucose
determination.
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