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ZYMEJIMAI IR SANTRUMPOS

ATP — adenozintrifosfatas;

b — kalibracinés kreivés tiesinés dalies nuolinkio kampas;

BET — Brunauer-Emmett-Teller;

doo2 tarpploks$tuminis atstumas tarp (002) plokStumy;

EP — elektrony pernasa;

EPT — elekrony pernasos tarpininkas;

FAD — flavinadenindinukleotidas;

GDH-TRGO - sukonstruotas trecios kartos biojutiklis, kurio biokomponentas PQQ-GDH;
GO — grafito oksidas;

j — srovés tankis;

jfon. — biojutiklio generuojamos foninés srovés tankis;

jtar  — maksimalus srovés tankis, kurj gali generuoti bioelektrokataliziné sistema;

K" — tariamoji Michaelis konstanta;

LOD - Zemiausia nustatymo riba (angl. limit of detection);

NAD" — oksiduotas nikotinamidadenindinukleotidas;

NADH — redukuotas nikotinamidadenindinukleotidas;

p.a. — analitiskai grynas (angl. pure analytical);

PQQ — pirolo chinolinchinonas (angl. pyrrologuinoline quinone);

PQQ-GDH — nuo pirolo chinolinchinono priklausoma gliukozés dehidrogenazé iSskirta is$
Acinetobacter calcoaceticus sp.;

S — fermento substratas;

[S] — substrato koncentracija ant biojutiklio pavirSiaus;

S, — standartinis nuokrypis;

Sgert — angliniy medziagy savitasis pavirsiaus plotas, nustatytas naudojant BET analize;
S. v. — santykiniai vienetai;

TEP — tiesiogin¢ elektrony pernasa;

TGA — termogravimetriné analiz¢;

TRGO — termiskai redukuotas grafeno oksidas;

TRGO1, TRGO2, TRGO3 - pirmoji, antroji ir trecioji termiskai redukuoto grafeno oksido frakcijos;
TRIS — tris-hidroksimetil-amino metanas;

UP — Giminis pankreatitas;

XRD — Rentgeno spinduliy difrakcija (angl. X-ray Diffraction);

pp — Piltinis tankis;

o — savitasis elektrinis laidumas.



IVADAS

Pasauliné biojutikliy rinka kasmet stabiliai auga ir prognozuojama, kad iki 2024 mety ji pasieks
31,5 milijardo JAV doleriy. Sj augima lemia tiek spariai didéjanti technologiné paZanga, tiek su ja
susijes greité¢jantis gyvenimo tempas, dél kurio kyla nebrangiy, mobiliy, nesudétingai naudojamy
analiziniy prietaisy, kurie suteikia rezultatus realiu laiku, paklausa [1]. Siomis dienomis tokie
jrenginiai tampa ypac aktuals, kai siekiama uzkirsti kelig ekologiniam pavojui ar bioterorizmui, taip
pat pramonés Sakose, kur laiku nenustatytos klaidos gali sukelti didelius ekonominius nuostolius ir
ypatingai medicinoje, kai ankstyva ir tiksli ligy prognozé gali ne tik palengvinti gydymo procesa, bet
ir iSgelbéti paciento gyvybe.

Siuo metu daug démesio sulaukia elektrocheminiai tre¢ios kartos biojutikliai, kuriy veikimas
pagristas tiesiogine elektrony pernasa tarp fermento aktyvaus centro ir elektrodo pavirSiaus.
Biojutikliuose, veikian¢iuose Siuo principu, yra nenaudojamos papildomos medziagos — elektrony
pernasSos tarpininkai, todél sutrumpinamas elektrony pernasos kelias, taip uztikrinant dideli atsako
greit], didesnj selektyvumg ir mazesn¢ pasaliniy reakcijy tikimybe. Taciau sukurti efektyviai
veikianCius tre¢ios kartos biojutiklius néra lengva. Tiesioginé elektrony pernasa priklauso nuo
fermento prigimtis, orientacijos ant elektrodo pavirSiaus, taip pat nuo elektrodo laidumo ir
biosuderinamumo. Dél §iy priezasCiy atsigr¢Zziama | nanodarinius, o tarp jy ir j anglines
nanomedziagas, kurios pasizymi daugeliu unikaliy savybiy bei gali bati modifikuojamos jvairiomis
funkcinémis grupémis, kurios taip pat uztikrina efektyvy ir ilgalaikj fermenty veikima biojutikliuose
[2].

Viena i$ daugiausiai démesio sulaukusiy angliniy medziagy nuo pat savo atradimo yra grafenas.
Taciau nepaisant palankiy jo fizikocheminiy savybiy, nedefektuotas grafenas yra sunkiai
panaudojamas bioelektrokatalizinése sistemose. Todél biojutikliuose pradétas taikyti modifikuotas
grafenas, kuris pasizymi ne tik i$skirtinémis elektrinémis savybémis, bet taip pat turi jvairiy defekty
ir funkciniy grupiy, kurios gali padéti jterpti biokomponentus, taip i$laikant jy stabilumg. Vienas i$
patikimiausiy modifikuoto grafeno gavimo biidy yra grafito oksido redukcija. Tokiu biidu gaunamas
redukuotas grafeno oksidas jau gali biiti pritaikytas kuriant trecios kartos biojutiklius, kurie nenaudoja
jokiy elektrony pernaSos tarpininky, 0 tai leidzia sukurti paprastesnés konstrukcijos ir pigesnes
sistemas.

Darbo tikslas: susintetinti termiskai redukuoto grafeno oksido pavyzdzius, juos charakterizuoti
ir pritaikyti amperometriniuose trecios kartos biojutikliuose.

Darbo uzdaviniai:

1. modifikuotu Hummers’o metodu susintetinti grafito oksida ir atlikti jo terming redukcija;

2. charakterizuoti gautus produktus nustatant jy elektrini laiduma, naudojant
termogravimetinés, Rentgeno spinduliy difrakcinés, Brunauer-Emmett-Teller ir Ramano
sklaidos spektrinés analizés metodus;

3. pritaikyti susintetintas medziagas biojutikliuose, kuriy biologing dalj sudaro ureazé
i§skirta i§ Canavalia ensiformis ir jvertinti TRGO sintezés atsikartojamumg ;

4. pritaikyti susintetintas medziagas amperometriniuose trecios kartos biojutikliuose, kuriy
biologine dalj sudaro nuo pirolo chinolinchinono priklausoma gliukozés dehidrogenazé
iSskirta 1§ Acinetobacter calcoaceticus sp. ir nustatyti pagrindines sukurty biojutikliy
charakteristikas bei optimalias veikimo salygas;

5. pritaikyti sukonstruotus biojutiklius darbui realiose terpése.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 Biojutiklinés sistemos

Biojutikliy istorija prasidéjo 1956 metais, kai amerikie¢iy biochemikas L. C. Clark,
panaudodamas pusiau pralaidzig membrang, sukonstravo deguonies nustatymui kraujyje skirtg jutiklj.
Norédamas sukalibruoti savo prietaisg mokslininkas ant elektrodo pavirSiaus imobilizavo fermenta
gliukozés oksidaze. Ant taip paruosto elektrodo buvo pastebétas bioelektrokatalizés reiSkinys —
elektrodo pavirSiuje vykstanciy reakcijy pagreitinimas naudojant fermentus (biologinius
katalizatorius) [3]. Dél Sios priezasties, Clark‘o elektrodas jau gal¢jo buti panaudotas daugkartiniams
matavimams ir fermentinis sluoksnis tapo integruota jutiklio dalimi. Tokiu biidu buvo sukurtas
pirmasis amperometrinis fermentinis elektrodas — biojutiklis, o praéjus Siek tiek daugiau nei
desimtmeciui jau buvo pagamintas ir sékmingas komercinis gliukozés biojutiklis [4].

Biojutiklis apibréziamas kaip analizinis prietaisas, kuris biologinj signalg pavercia elektriniu
atsaku [5]. Tokio jrenginio konstrukcija sudaro biokomponentas, kuriuo gali biiti fermentai, 1gstelés,
aptamerai, nukleoriigStys, antikiinai ir kt., fizikinis signalo keitiklis, kuris gali generuoti elektrinj,
optinj, Siluminj, koduktometrinj ir kt. signalus, elektroniné prietaiso dalis ir taip pat signalg
atvaizduojantis ekranas [6]. Supaprastinta biojutiklio schema pavaizduota 1 pav.

/ .f > "L’ Signalas

(D Biologinis komponentas

@ signalo keitiklis

o B @

Analite \ "

(miSinys) P X Néra
0%?.% * ’ signalo

1 pav. Standartinio biojutiklio veikimo supaprastinta schema [7].

Biologiné analizinio prietaiso dalis, kuri yra integruota arba imobilizuota nedideliu atstumu nuo
fizikinio keitiklio, elgiasi kaip atpazinimo elementas ir lengvai aptinka konkrecig analit¢ miSinyje.
Saveikos metu sugeneruotas biocheminis impulsas fizikinio keitiklio pagalba ver¢iamas j atskirg arba
nuolatinj signala, kurio intensyvumas yra proporcingas analités koncentracijai [8].

Elektroniné prietaiso dalis apdoroja perduodamg signalg ir paruoSia jj atvaizdavimui. Tai
sudétinga elektroniné sistema, galinti atlikti signalo stiprinimg ir konvertavimg i§ analoginés ]
skaitmenine forma. Galiausiai apdorotas signalas kiekybiskai jvertinamas naudojant spausdintuva
arba tiesiog kompiuterio ekrang. Ekrane matomas signalas gali buti skaitmeninis, grafinis, lenteliy ar
atvaizdo pavidalo, atsizvelgiant j galutinius naudotojo reikalavimus [6].

Taigi, Siais laikais nedideli, realiu laiku rezultatus suteikiantys biojutikliai turi didelj potenciala
ir uZima platy pritaikymo spektrg. Jie gali biti panaudojami maisto ir gérimy pramongje,
aplinkosaugos srityje, kariuomenés reikméms ir ypatingai medicinoje [9]. Taciau komercinis
pritaikymas del tam tikry technologiniy kliti¢iy ir apribojimy vis dar vyksta gana létai. Pavyzdziui,
yra svarbu uzkirsti kelig biojutiklio uzsiterSimui, kai biokomponentai yra imobilizuojami prie
puslaidininkiy medziagy [10]. Taip pat dazniausiai naudojami biologiniai atpazinimo elementai yra
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fermentai, kurie dazniausiai nepasizymi stabilumu, todél vis dar aktuali iSlieka naujy elektrodiniy
medziagy, kurios uztikrinty biojutikliy stabilumg ir efektyvuma, paieska.

1.1.1 Fermentiniai atpazinimo elementai biojutikliuose

Biologinio atpazinimo elementy pasirinkimas yra esminis zingsnis biojutikliy kiirimo procese.
Naudojamas biokomponentas turi sgveikauti tik su konkrecia, nustatoma analite ir nereaguoti ] kitas
medziagas, esancias tiriamame méginyje. Nuo tinkamo biologinio komponento priklauso ir
biojutiklio efektyvumas bei specifiSkumas [11].

Kaip atpazinimo elementai biojutikliuose naudojami jvairtis biologiniai dariniai, tokie kaip
nukleortgstys, antiklinai, lastelés, audiniai ar fermentai [9]. Didelis biokomponenty pasirinkimas
leidzia biojutiklius panaudoti jvariose srityse. Pavyzdziui, antikiinai atpazjsta tik jiems specifinius
antigenus, todél juos naudojantys imuniniai jutikliai gali biiti sukonstruoti véziniy lasteliy stebéjimui,
bakterijy, virusy ir toksiny nustatymui organizme. Lasteles naudojantys biojutikliai taip pat gali biti
pritaikomi biomedicinoje ir aplinkosaugoje. Vis délto biojutikliuose seniausiai naudojami ir vis dar
populiariausi atpazinimo elementai yra fermentai [12,13].

Fermentai — tai biologinés kilmés katalizatoriai, kurie yra atsakingi uz tukstanc¢ius medziagy
apykaitos procesy. Jie pasizymi dideliu kataliziniu aktyvumu — pagreitina reakcijas nuo 108 iki 10%°
karty. Taip pat dél savo ypatingo aktyvaus centro i$sidéstymo, Sie biokatalizatoriai dazniausiai yra
giminingi tik specifiniam substratui, todél gali net ir sudétingame misinyje aptikti reikiamg analitg,
uztikrindami tai, kad jutiklis galéty nustatyti Zymiai maZesnes analités koncentracijas lyginant su
kitais jprastiniais metodais [5,8]. Be to, prieSingai nei laboratorijoje naudojamiems cheminiy reakcijy
katalizatoriams, fermentams nereikia i$skirtiniy ir sudétingai jgyvendinamy salygy. Efektyviausiai
fermentai veikia vandeniniuose tirpaluose, dazniausiai esant neutralioms pH vertéms, taip pat
neaukStai temperatirai (organizme randamiems fermentams optimali temperatira — 37 °C) ir
atmosferos slégiui [14,15]. Fermentiniai biojutikliai gali buti kompaktiski, nebrangis, paprastos
konstrukcijos, todél jais nesudétinga naudotis. Visie Sie privalumai nulemia platy fermenty
panaudojimg biojutikliy ktirime [13].

Taciau paprastai fermentai nepasiZymi dideliu stabilumu ir yra itin jautriis aplinkos pokyc¢iams.
Dazniausiai tai trumpiausiai gyvuojanti biojutiklio dalis, kuri nuosekliai prarasdama aktyvuma
apsprendzia ir viso analizinio prietaiso veikimo trukme [13]. Siy baltymy daugkartinis panaudojimas
galimas tik tokiu atveju, jei jy aktyvumas yra iSlaikomas keleta cikly, todé¢l labai svarbu, kad
biojutikliné konstrukcija sugebéty uztikrinti atpaZinimo elementy stabiluma. Tam yra naudojamos
fermentams specifinés ar giminingos elektrodinés medziagos bei imobilizavimo technikos, kurios
gali uztikrinti ne tik fermenty stabiluma, bet ir pagerinti jy aktyvuma, selektyvumg bei sumazinti
inhibicijos procesa [16].

1.1.2 Amperometriniai fermentiniai biojutikliai

Biojutikliai gali buti skirstomi ne tik pagal naudojamg atpaZzinimo elementa, bet ir pagal
fizikocheminio signalo perdavimo biida. Pagal generuojama atsakq analiziniai prietaisai daZniausiai
Klasifikuojami | optinius, Siluminius, pjezoelektrinius ir elektrocheminius [17]. Pastarieji pasizymi
paprasta konstrukcija, mobilumu ir pakankamai prieinama kaina, todél kelia didelj susidoméjima tiek
verslo, tiek mokslo bendruomenei. Pagal stebimus elektrinius parametrus Sie biojutikliai taip pat
skirstomi | konduktometrinius, kai nagrinéjamas elektrinio laidumo ar varZzos pokytis,
potenciometrinius, kurie iSmatuoja elektrocheminés reakcijos oksidacijos arba redukcijos potencialo

5



pokytj ir amperomerinius biojutiklius, kuriy pagalba nustatomas generuojamos elektros srovés stiprio
pasikeitimas [12].

Amperometriniai fermentiniai biojutikliai §iuo metu yra vieni tarp labiausiai tyriné¢jamy. Jie
pasizymi tvirta konstrukcija, kuri gali biiti nesunkiai miniatifirizuojama, taip pat yra labai jautriis —
gali patikimai veikti analizuojant mazus nustatomy medziagy turius ar sudétingas analites, tokias kaip
kraujas ar $lapimas, kuriose gausu paaliniy elektrochemiskai aktyviy medziagy [14,15]. Siy
biojutikliy veikimas pagrjstas anodinés arba katodinés elektros srovés stiprio pokycio fiksavimu
biologino atpaZinimo metu palaikant tam tikrg potencialg [20]. Gautas srovés stipris yra proporcingas
nustatomos medziagos koncentracijai [13].

Elektrochemingése sistemose amperometriniy biojutikliy veikimas realizuojamas naudojant trijy
arba dviejy elektrody elektrochemines celes. Iprasta trijy elektrody celé konstruojama naudojant
darbinj (biojutiklj), pagalbinj ir palyginamaji elektrodus. Darbinio elektrodo pavirSiuje vyksta
pagrindiné elektrocheminé reakcija. Palyginamasis elektrodas, kurj dazniausiai sudaro sidabras,
padengtas sidabro chloridu, turi pastovy pusiausvyrinj potenciala, kurio pagalba galima kontroliuoti
kity elektrody potencialus elektrocheminéje celéje. Pagalbinis elektrodas, kurio paskirtis yra sudaryti
uzdarg elektros granding, dazniausiai gaminamas i§ platinos vielos [21]. Dviejy elektrody (darbinio
ir palyginamojo) sistema plac¢iausiai naudojama vienkartinio naudojimo biojutikliuose [13].

Tobuléjant technologijoms nuolatos ieskoma naujy elektrodiniy medziagy, kurios uztikrinty dar
nasesn] amperometriniy biojutikliy veikimg ir leisty sumazinti jy konstrukcija [22,13]. Dél Sios
priezasties | amperometriius biojutiklius jkomponuojamos jvairios nanomedziagos, neretai ir anglies
nanodariniai, tokie kaip anglies nanovamzdeliai ar grafenas. I§ Siy medziagy pagaminti elektrodai
gali biiti lengvai sumazinami iki mikrometry dydzio, yra atvejy, kai pasiekiamos net nanometry
dimensijos. Taciau uztikrinti fermento ir elektrodinés medziagos suderinamumag nanometriniame
lygmenyje ne visada yra lengva. Nepaisant pasiekto nemazo progreso biojutikliy kiirimo srityje, vis
dar ieSkoma naujy, tinkamai modifikuoty elektrodiniy medziagy, kurios uztikrinty efektyvy ir
ilgalaikj amperometriniy biojutikliy veikima [2].

1.1.3 Amperometriniy fermentiniy biojutikliy kartos
Priklausomai nuo biojutiklinéje sistemoje vykstancio elektrony pernasos (EP) budo tarp

fermento ir elektrodo, amperometriniai biojutikliai gali biiti suskirstyti j tris pagrindines klases, arba
kartas [19], kuriy supaprastintos schemos pateiktos 2 pav.

(A) y,— o,
e substratas
elektrodas B H,0,
. d produktas
0,
(B)
EPToks - substratas
elektrodas g
€ EPT,., produktas
(€)
o substratas
e —— N
elektrodas produktas

2 pav. Pirmos (a), antros (b) ir trecios (c) kartos biojutikliy schemos. Kaip pavyzdys naudojamas
gliukozés biojutiklis [23].



Pirmos kartos biojutikliuose elektros srové generuojama ne dél bioelektrokatalizinio proceso,
bet sukuriama oksiduojantis ar redukuojantis reakcijos produktams. Tam dazniausiai naudojami
fermentai yra oksidazes ir dehidrogenazés, kuriy tinkamam veikimui reikalingi tokie kofaktoriai, kaip
oksiduotas nikotinamidadenindinukleotidas (NAD"), redukuotas nikotinamidadenindinukleotidas
(NADH), adenozintrifosfatas (ATP), flavinadenindinukleotidas (FAD) ir kt. Analizés metu Sie
kofaktoriai turi buti regeneruoti, kad fermentas galéty katalizuoti tolimesnes reakcijas [19].

Dazniausiai pirmos kartos biojutikliuose imobilizuoti fermentai oksiduoja substratg, tuo paciu
metu vykstant specifinei kofaktoriaus redukcijai. Tada istirpusio deguonies pagalba kofaktorius yra
regeneruojamas susidarant vandenilio peroksidui, kuris dél auksto darbinio elektrodo potencialo yra
oksiduojamas ant elektrodo pavirsiaus, taip susidarant elektriniam signalui [23]. Oksidazémis paremti
pirmos kartos biojutikliai gali fiksuoti vandenilio peroksida, palaikant pastovy oksidacinj potencialg
(0,7 V lyg. su Ag/AgCl) arba deguonies sunaudojima, naudojant pastovy redukcinj potencialg (-0,7
V lyg. su Ag/AgCl) [19]. Pirmos kartos biojutikliuose panaudojant dehidrogenazes, j sistema
papildomai pridedama jy kofaktoriy (pvz., NAD"). Vykstant biokatalizei oksidacijos reakcijy metu
Sie kofaktoriai taip pat specifiskai redukuojasi, o po to oksiduojasi ant elektrodo pavirSiaus. Tuo metu
generuojamos anodinés sroveés dydis yra proporcingas analités koncentracijai [2]. Nors pirmos kartos
biojutikliai yra jautriis ir pasizymi dideliu atsako grei¢iu, jy generuojamos srovés Stiprio
priklausomybé nuo kintancios deguonies koncentracijos ir nespecifiniy reakcijy vyksmo (dél auksto
darbinio elektrodo potencialo) gali iSkraipyti matavimy rezultatus arba sumazinti kalibracinés kreivés
tiesing dalj [23].

Antros kartos amperometriniai fermentiniai biojutikliai EP nuo fermento aktyvaus centro iki
elektrodo naudoja sintetinius elektrony pernaSos tarpininkus (EPT). Patys populiariausi EPT yra
fericianidai ir ferocenai, taip pat metileno mélis, tioninai, fenazinai ir kt. Siuose biojutikliuose,
vykstant substrato oksidacijos katalizei, oksiduotos formos EPT (2 pav. (b) dalyje pazymétas EPToks)
regeneruoja kofaktoriy pats tuo paciu metu redukuodamasis. Tada jau redukuotos formos EPT
regeneruojasi ant elektrodo pavirSiaus taip sukurdamas elektrinj signala, proporcingg nustatomos
medZiagos koncentracijai. Siuose biojutikliuose naudojami EPT uztikrina tai, kad palyginus su
pirmos kartos biojutikliais, buty galima dirbti prie Zemesniy darbinio elekrodo potencialo ver¢iy.
Tokiu bidu iSvengiama tiek deguonies oksidacijos ar redukcijos reakcijy, tiek pasSaliniy
elektrochemiskai aktyviy medziagy jtakos. Nepaisant to, sintetiniai EPT katalizés metu gali i$siplauti,
taip sumazindami biojutiklio stabiluma, todél antros kartos biojutikliai néra daZnai naudojami
[15,18].

Daug démesio susilaukia trecios kartos biojutikliai, kuriy veikimas pagristas tiesiogine
elektrony pernasa (TEP) tarp elektrodo pavirsiaus ir fermento aktyvaus centro. Siy biojutikliy atveju
anodin¢s arba katodinés srovés pokytis fiksuojamas dél tiesioginés fermento kofaktoriy regeneracijos
ant elektrodo pavirSiaus. Norint uztikrinti TEP, fermentas imobilizuojamas tiesiai ant elektrodo
pavir§iaus arba j gretimg matrica, pavyzdziui, laidzig polimering plévele [23]. Imobilizuojant
fermentg arciau signalo keitiklio, yra sutrumpinamas EP kelias, taip uztikrinant didesnj biojutiklio
selektyvuma analitei, mazesne pasaliniy reakcijy tikimybe bei didesn;j biojutiklio atsako greitj. Be to,
papildomy medziagy nenaudojimas sistemose leidzia supaprastinti ir sumazinti biojutikliy
konstrukcija, kas aktualu Siuolaikinéms technogijoms [24]. Taciau sukurti efektyvius trecios kartos
biojutiklius néra lengva. TEP jtaka daro fermento prigimtis, orientacija ant elektrodo pavirSiaus,
tokios elektrodo pavirSiaus charakteristikos, kaip laidumas ar biosuderinamumas. Siekiant sukurti
treCios kartos biojutiklius, nuolatos ieSkoma naujy elektrodiniy pavirsiy, fermenty arba $iy medziagy
modifikavimo galimybiy, kurios padéty uztikrinti efektyvy TEP procesg [25]. Dél iSvardinty
priezasCiy yra atsigreziama ] anglines medziagas, kurios pasizymi puikiomis EP savybémis bei gali
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buti modifikuojamos jvairiomis funkcinémis grupémis, kurios uztikrinty efektyvy ir ilgalaikj
fermenty veikima [2].

1.2 Anglinés medZiagos biojutikliuose

Jau nuo seny laiky Zmonés pripazino, kad anglis yra neatskiriama gamtos dalis ir svarbus
energijos $altinis. Dél galimy skirtingy hibridizacijos formy (sp, sp?, sp®), anglis pasizymi didele
struktiira ir savybémis besiskirian¢iy dariniy jvairove [26]. Vykstant nuolatiniam technologijy
progresui Siuo metu ypatingai didelio démesio susilaukia angliniy medziagy tyrinéjimai
nanometriniame lygmenyje [27].

Anglies nanodariniai pasizymi unikaliomis fizikinémis ir cheminémis savybémis. Priklausomai
nuo hibridizacijos ir modifikacijos, jiems budingas aukstas Siluminis bei elektrinis laidumas,
cheminis stabilumas, taip pat mechaninis patvarumas. Pavyzdziui, anglies nanovamzdeliai yra
mazdaug penkis kartus atsparesni gniuzdymui negu plienas. Siy angliniy medZiagy Jungo modulis
yra didesnis nei 1 TPa [28]. Dél tokiy charakteristiky sp? hibridizacijos anglinés nanomedziagos gali
biiti panaudojamos kondensatoriuose, baterijose, aukSto daZnio elektroniniuose prietaisuose,
energijos kaupimo jrenginiuose, 3D spausdintuvuose ir kt. Taip pat sp? hibridizacijos anglies
nanojunginiams biidingas i$skirtinai didelis specifinis pavirSiaus plotas (grafeno teorinis pavirSiaus
plotas siekia 2630 m?-g™) bei suderinamumas su biologiniais komponentais nulemia $iy dariniy
pritaikyma cheminiuose bei biologiniuose jutikliuose [29,30].

Dél visy §iy unikaliy savybiy ir salyginai zemos kainos, sp? hibridizacijos angliniai dariniai
istori$kai laikomi svarbia elektrodine medziaga elektrocheminése analizinése sistemose. Pavyzdziui,
pirolitinis grafito ir stiklinis anglies elektrodai yra iki Siol placiai naudojamos elektrodinés medziagos.
Taciau $iuo metu sparciai populiaréja naujai atrasty angliniy nanomedziagy naudojimas
bioelektrokatalizinése stemose. Biojutikliuose dazniausiai naudojami tokie anglies nanojunginiai,
kaip anglies nanovamzdeliai, fulerenai, anglies kvantiniai taskai, deimanto nanodalelés, anglies
nanopluostai ir grafenas [27]. Minétos anglies alotropinés atmainos pateiktos 3 pav.

P ———— 0%

— RV

SRR - s WD
e o VPPV
8° _— T BFVEVEVED

Grafenas Anglies Anglies Anglies Nanodeimantai Fulerenai
nanovamzdeliai kvantiniai  nanopluostas
taskai

3 pav. Biojutikliuose naudojamy angliniy nanomedziagy strukttiros [27].

Stebinantys savo savybémis anglies nanojunginiai suteikia bioelektrokatalizinéms sistemos dar
daugiau pranasumy. Tokius junginius naudojantys biojutikliai veikia patikimiau, grei¢iau ir tiksliau,
yra paprastesnés konstrukcijos, taip pat nereikalauja didelio analités turio jos nustatymui [31].
Galiausiai dél angliniy nanomedziagy mechaninio lankstumo, jos gali biiti potenciali struktiiriné
medziaga, padedanti sukurti neSiojamus biojutiklius, skirtus zmogaus kiino perduodamiems
signalams fiksuoti [32].

Taciau biojutikliuose naudojamos nemodifikuotos ir nefunkcionalizuotos anglinés medziagos
dél hidrofobiniy savybiy, gali agreguotis, kas neretai riboja jy komercinj pritaikymag analiziniuose
prietaisuose [29]. Norint uztikrinti Siy medziagy efektyvy panaudojima biojutikliuose, yra svarbu
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gauti tinkamai modifikuotus darinius, kurie iSlaikyty ir savo unikalias savybes. Yra Zinoma, kad ant
deguoninémis funkcinémis grupémis modifikuoto grafeno pavirSiaus galima tiesiogiai imobilizuoti
fermentus be jokiy papildomy jungiamyjy reagenty [33]. Deguoninés funkcinés grupés taip pat
dalyvauja ir EP procesuose. Tokios anglinés medziagos palengvina fermenty imobilizavimo procesa,
supaprastina biojutikliy kiirimo eigg bei uztikrina efektyvig EP.

1.3 Termiskai redukuotas grafeno oksidas

Jau nuo XX a. pabaigos mokslininkai susidoméjo amperomeriniy biojutikliy ktrimu
panaudojant anglies pastos elektrodus [9]. Taciau net ir dabar dél savo ypatingy fizikiniy
charakteristiky (mechaninio patvarumo, didelio pavir$iaus ploto, auksto elektrinio laidumo ir kt.) ir
palankiy kataliziniy savybiy anglies dariniai i§lieka tarp labiausiai naudojamy medziagy analizinése
sistemose. Nemazai démesio sulaukia tokios anglinés medZziagos, kaip anglies nanovamzdeliai,
nanopluostai ir ypatingai grafenas [10,15].

Grafenas — tai vieno anglies atomo storio sp? hibridizacijos angliné medziaga (4 pav. a).
Grafenui biidingas aukstas $iluminis laidumas (5000 W-m™-K™1), didelis specifinis pavirsiaus plotas
(2630 m?-g1), o dél savo nenutriikstamos m-konjuguoty rysiy sistemos, grafenas pasizymi ir dideliu
elektrony mobilumu (200 000 cm?-V-1-s71) bei aukstu elektriniu laidumu (2000 S-m™) [30]. Dél iy
savybiy grafenas patrauké mokslininky démesj daugelyje sri¢iy, tarp jy ir kuriant biojutiklius.

OH COOHO  COOH

(&)

4 pav. Grafeno (a), grafito oksido (b) ir redukuoto grafeno oksido (c) struktiiros [34].

Nedefektuotas — idealios struktiiros grafenas, yra chemiskai inertiSka medziaga. Norint §j
anglies darin;j pritaikyti biojutikliuose, reikia naudoti specialiai modifikuotus grafeno darinius. Vienas
patikimiausiy defektuoto ir funkcionalizuoto grafeno gavimo budy yra grafito oksido (GO)
eksfoliacija ir redukcija. Tokiu biidu jprastas grafitas yra veikiamas stipriais oksidatoriais, tokiais
kaip sieros riigstis bei kalio permanganatas, gaunant GO, kuris turi panaSig ] grafita sluoksnine
struktiira, taciau ji tankiai padengta deguonies turin¢iomis funkcinémis grupémis, kurios dalyvauja
EP procesuose. Vieno grafito oksido sluoksnio struktiira pavaizduota 4 pav. (b) dalyje. Dél didelio
defektiSkumo, suardytos m-konjuguoty rySiy sistemos ir nemazo funkciniy grupiy kiekio, GO
pasizymi ir didele elektrine varza. Tokia medziaga néra tinkama biojutikliy gamybai. Norint atkurti
elekrinj laidumg ir sumazinti defekty kiekj, bet tuo paciu metu iSlaikyti ir tam tikrg deguoniniy
funkciniy grupiy skaiciy, GO gali buti redukuojamas cheminiu, terminiu arba elektrocheminiu
metodais [35].

Terminé redukcija yra pats efektyviausias ir kenksmingy reagenty nenaudojantis metodas, kurio
metu gaunamas elektrai laidus, didelio pavirSiaus ploto termiSkai redukuotas grafeno oksidas
(TRGO). GO kaitinant auksStoje temperatiiroje ir inertin¢je atmosferoje, nuo jo pavirSiaus vandens
gary, anglies monoksido bei anglies dioksido pavidalu atskyla dalis deguoniniy funkciniy grupiy.
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Prie$ pasiSalindamos, susidariusios dujos tarp GO sluoksniy sukuria auksto slégio aplinka. Atliekant
redukcijg 300 °C temperatiroje tarp GO laksSty susidaro 40 MPa slégis, o 1000 °C temperatiiroje
slégis gali pasieki net 130 MPa [36]. Tai paskatina GO eksfoliacijg iki TRGO, kurio galima struktiira
pavaizduoda 4 pav. (c¢) dalyje. Jvykus redukcijai, yra dalinai atstatoma m-konjuguoty rys$iy sistema,
taip struktiirai susigrazinant elektrinj laiduma. Likes nedidelis kiekis deguoniniy funkciniy grupiy,
tokiy kaip hidroksi, epoksi ir karboksi, gali palengvinti fermento imobilizacijg ir tinkamai jj orientuoti
siekiant uztikrinti efektyvig ir greita EP tarp fermento aktyvaus centro ir elektrodo. Tokiomis
savybémis pasizymintis TRGO gali biiti perspektyvus kuriant bioelektrokatalizines sistemas. Taciau,
daugiapakopé angliniy medziagy sintezé néra lengvai atkartojamas procesas, todél norint sintetinti
biojutiklinéms sistemoms tinkamas anglines medziagas, reikia ne tik pasirinkti tinkama sintezés kelia,
bet ir gebeti atkartoti §j procesg optimizuojant kiekvieng angliniy dariniy sintezés stadija.

1.4 Darbe naudoti fermentai
1.4.1 Ureazé i§ Canavalia ensiformis

Darbe, trecios kartos biojutikliy kiirimui, vienas i§ pasirinkty fermenty buvo ureaz¢. Tai
hidrolaziy klasei ir amidohidrolaziy Seimai priklausantis biologinis katalizatorius (EC 3.5.1.5).
Ureazé buvo pirmasis enzimologijos istorijoje iSkristalintas fermentas, kurio pagalba uzsitarnauta
Nobelio premija nustatant baltymine fermenty struktiirg [37].

Ureazé dalyvauja natiiraliame azoto apykaitos cikle — katalizuoja azoto turin¢io junginio
karbamido hidroliz¢ iki amoniako ir karbamo ragsties, kuri yra nestabili ir skyla iki dar vienos
amoniako molekulés ir anglies riigities. Sios reakcijos lygtis pateikta 5 pav.

H,N NH,

Karbamidas Karbamo rugstis

O
Ureazé NHa + @
H,0 3 )k . H2CO3+NH3
HO™ “NH,

5 pav. Ureazés katalizuojama karbamido hidrolizés reacija [37].

Siame darbe buvo naudojama ureazé i$skirta i§ augalo Canavalia ensiformis. Si ureazé sudaryta
1§ SeSiy identisky 90 kDa subvienety, susijungusiy j dvi viena prie§ kitg iSsidésCiusias trimerines
stuktiiras, kurios suformuoja heksamerg [38]. Prie ureazés aktyviojo centro, kuriame yra du nikelio
jonai, iSsidésciusios vandens molekulés vandeniliniy rySiy pagalba sudaro tetraedring sankaupa, kuri
uzpildo aktyvyj; fermento centrg. Katalizés metu karbamidas pakeicia Sias vandens molekules, 0
nikelio jonai palengvina vandens skilimg ir inicijuoja hidroksilo prisijungimg prie karbamido
karbonilo grupés tuo metu susidarant karbamo ragséiai [39].

Fermento substratas karbamidas yra galutinis organizmo azoto junginiy metabolizmo
produktas. Medziagy apykaitos metu i§ susidariusio amoniako ir anglies dioksido kepenyse
pagamintas karbamidas keliauja j inkstus ir yra pasalinamas i§ organizmo. Taciau esant infekcijai, 20
— 30 % metabolito gali pasiekti Zarnyna, kuriame esancios bakterijos ureazés pagalba skaido
karbamidg ir naudoja jj kaip azoto Saltinj. Karbamido perteklius organizme taip pat gali reiksti Sirdies
sutrikimus, inksty negalavimus bei indikuoti dehidratacijg [37]. Karbamidas yra placiai gaminamas
ir komerciskai. Dél didelio azoto kiekio ir greito jo skilimo j amoniakg dirvoje, karbamidas yra viena
1§ populiariausiy azotiniy tragSy. Organinis junginys gali biiti naudojamas kaip atskira trasa arba kaip
tragSy sudedamoji dalis [40]. Jis yra ir Lietuvoje gaminamy KAS-32 tragsy komponentas.
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D¢l plataus karbamido naudojimo trgS§y pramonéje ir jo vaidmens medicinoje, organinio
junginio kiekiui nustatyti yra naudojama nemazai metody. Tam tinka fluorimetrija, kalorimetrija,
dujy chromatografija, fermentiné spekrofotometrija ir kt. Taciau, visi Sie metodai reikalauja brangiai
kainuojancios jrangos, daug laiko méginio paruoSimui ir jgudusiy specialisty tyrimy vykdymui. Dél
Sios priezasties karbamido koncentracija Siuo metu dazniau renkamasi nustatyti fermentiniy
potenciometriniy ir amperometriniy biojutikliy pagalba [41]. Keleto naujausiuose moksliniuose
straipsniuose apraSyty karbamido amperometriniy biojutikliy, kuriuose naudota ureazeé, savybés
pateiktos 1 lenteléje.

1 lentelé. Amperometriniy karbamido biojutikliy su ureaze charakteristikos.

L .. E, V (lyg. su Tiesiné dalis, Jautris/ .
Biojutiklio konstrukcija Ag/AGC) mM efekyvumas Stabilumas
Feroceno poliamidoamino

dendrimerai prijungti prie anglies 1,085 pA-cm? | 50 % per 16
. 0,35 0,2-1,8 . .
nanovamzdeliy ant grafito ‘mM? dieny
elektrodo [42]
Sulfoninto grafeno ir polianilino
nanokompozitu padengtas indzio 0.4 012-12.3 0,85 pA-cm 81 % per 15
titano oksido (ITO) elektrodas ’ ’ ’ ‘mM? dieny
[43]
Polidifenilamino, fosfovolframo
rugsties, grafeno hibridiniais 1,085 pA-cm?
nanokompozitais padengtas ITO 0.25 0.001-0,013 -mM* -
elektrodas [44]
Poliamidoamino dendrimerai
priju'ngti prie daugias.luoksniq 0.45 1.20 6.6 NA-mM-. 83 % per 15
anglies nanovamzdeliy ant Au dieny
elektrodo [45]
Laidus polimeras su feroceno EPT . 90 % per 30
ant grafito elektrodo [46] 045 0.1-85 054 pA-mM* dieny

IS aukSc¢iau pateikty duomeny matoma, kad yra sukurta nemazai amperometriniy karbamido
nustatymui skirty biojutikliy, kuriems buidinga gana ilga tiesiné kalibracinés kreives dalis ir
pakankamas stabilumas. Taciau $iy biojutikliy konstrukcijoje yra naudojami EPT bei jvairios
sluoksniuotos struktaros, kas padaro biojutikliy gamybos technologija daug brangesne¢ bei sunkiau
atkartojama. Sio darbo metu sickta sukurti paprastesnés konstrukcijos, bet tuo paciu ir didelio jautrio
karbamido biojutiklius, kaip elektroding medziagg naudojant vien tik TRGO. EPT nenaudojimas
leisty sukurti paprastesnes, pigesnes ir komerciSkai patrauklesnes sistemas. Tokie karbamido
biojutikliai galéty biti paklausiis tragSy pramonéje, kur traSy komponenty kiekis yra grieztai
kontroliuojamas. Didelis biojutiklio jautris leisty atlikti analiz¢ su labai mazomis paklaidomis, kas
traSy pramonei padéty sutaupyti daug 1€sy.

11



1.4.2 Gliukozés dehidrogenazé i§ Acinetobacter calcoaceticus sp.

Baigiamajame darbe biojutikliy karimui taip pat pasirinktas fermentas nuo pirolo
chinolinchinono priklausoma gliukozés dehidrogenazé (PQQ-GDH). Buvo tiriama vandenyje tirpi
PQQ-GDH (EC 1.1.5.2), isskirta i§ bakterijos Acinetobacter calcoaceticus sp. periplazmos. Sis
fermentas priklauso okidoreduktaziy klasei ir turi gan platy specifiSkumg jvairiems
angliavandeniams, taciau pagrindiné jo funkcija yra katalizuoti B-D-gliukozés oksidacijos reakcijg
iki gliukono-o-laktono [47].

PQQ-GDH yra sudaryta i§ dviejy vienody 50 kDa molekulinés masés subvienety. Kiekviename
subvienete yra viena PQQ molekulé ir trys kalcio jonai. Vienas kalcio jonas, esantis subvieneto
aktyviajame centre, yra atsakingas uz polinj kofermento PQQ prisijungima prie apofermento. Kiti du
kalcio jonai yra subvieneto iSoréje ir yra atsakingi uz baltymo dimerizacijg [48].

PQQ-GDH Kkatalizuojamos p-D-gliukozés oksidacijos schema pateikta 6 pav. Substrato
suri$imo zona fermente yra santykinai platus ir tirpikliui prieinamas plySys, i$sidéstes tiesiai vir§ PQQ
molekulés. Katalizés metu ten patekusi B-D-gliukozé dél hidrofobinés sgveikos yra prijungiama prie
PQQ ir oksiduojama per kofermenta perneSant du elektronus iki galutinio akceptoriaus. Tuo paciu
metu perneSant du vandenilio atomus PQQ redukuojasi.

d-laktonas
OH

OH o
O
OH
26 2H* o o) 2 ¢ 2H" Elektrony
akceptorius
s _—OH
$ COOH
‘OH o OH — N _COOH
4 . HOOC I
s 2 \
Ol N /
OH
p-D-gliukozé HO OH
PQQH,
PQQ-GDH

6 pav. PQQ-GDH katalizuojamos B-D-gliukozés oksidacijos reakcijos mechanizmas [2].

PQQ-GDH pasizymi aukstu kataliziniu efektyvumu, kuris yra daugiau nei 25 kartus didesnis
uz kity gliukozés oksidacijg katalizuojanciy fermenty, kas uZztikrinty jos perspektyvy panaudojima
Ivairiose sintezés ar analizés technologijose. Be to, d¢l fermento pobiidzio, jo aktyvumui neturi jtakos
deguonies koncentracijos kitimas terp¢je, todél PQQ-GDH panaudojant analizinése sistemose biity
iSvengiama deguonies jtakos analizés tikslumui. Taip pat PQQ yra tvirtai prisijunggs prie GDH, todél
technologiniuose procesuose nebereikéty papildomo kofaktoriaus pridéjimo. Dél §iy savybiy ir
platesnio specifiSkumo jvairiems angliavandeniams PQQ-GDH gali biti patraukli alternatyva
gliukozés oksidazei atitinkamo poreikio technologijose, tarp jy ir biojutikliuose [47]. 2 lenteléje
pateikiamos jau sukurty, efektyviausiy p-D-gliukozés amperometriniy biojutikliy, kuriuose
naudojama PQQ-GDH, charakteristikos.

2 lentelé. Amperometriniy f-D-gliukozés biojutikliy su PQQ-GDH charakteristikos.
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Biojutiklio konstrukcija EPT ( AgEA\g;CI) fapne efglj;\fz'z o | Stabilumas
Anglies nanovamzdeliai su R 0
kalio fericianidu ant anglies | Kalio fericianidas 0,5 1-35 3 pA-mM = 87 % per 4
-cm savaites
pastos elektrodo [49]
Chromo heksacianoferatas _
. . Chromo . 0,2 pA-mM ! |88 % per 272
lkomponum?gé]m clektroda heksacianoferatas 04 Iki 20 -cm2 dienas
Tiolio funkcinémis grupémis
modifikuoti anglies B 0 0001—0.04 | 60 uA-cm? B
nanovamzdeliai ant Au ' ' H
elektrodo [51]
Modifikuotos juodosios 17 % per 25
anglies elektrodas [52] B 0.4 0,011-0.6 B dienas
Anglies kriogelio elektrodas 3 0.2 48 0.93 mA-cm2 3
[53] L b

2 lenteléje matyti, kad TEP tarp fermento ir elektrodo, kai nenaudojami sintetiniai EPT, gali
biiti pasiekta biojutiklio konstrukcijoje naudojant modifikuotus anglies junginius. Tokios elektrodinés
medziagos gali uztikrinti tinkamg fermento orientacijg ir taip palengvinti EP katalizés metu, kas taip
pat nulemia ir didesnj tokiy sistemy efektyvumg. Taciau literatiiroje pateiktuose pavyzdziuose
papildomas angliniy medziagy modifikavimas reikalauja ne tik daugiau laiko, bet ir istekliy. Tuo
tarpu atlikus terming GO redukcijg gaunamas TRGO yra dalinai pasidenges funkcinémis grupémis,
kurios geba dalyvauti EP reakcijose. D¢l Sios priezasties darbe panaudojant TRGO buvo siekiama
igyvendinti TEP tarp PQQ-GDH aktyvaus centro ir elektrodo pavirSiaus. Tokia bioelektrokataliziné
sistema gali baiti aktuali ne tik didelio jautrio biojutikliy kiirime, bet ir gaminant biokuro celes [2].

Kaip jau minéta, PQQ-GDH taip pat gali katalizuoti jvairiy kity sacharidy (B-D-ksilozés, B-D-
manozeés, B-D-galaktozés ir kt.) ir disacharidy (B-D-laktozés, B-D-maltozés ir kt.) oksidacija [54].
Nors toks PQQ-GDH nespecifiSkumas kartais gali trukdyti B-D-gliukozés nustatymui realiuose
méginiuose, §is universalumas taip pat gali buti ir labai naudingas tikslinéms angliavandeniy analizés
ar konversijos technologijoms.

1.5 Angliavandeniai

Angliavandeniai sudaro gausiausig organiniy junginiy klase¢ ir yra randami visose augaly ir
gyviny lastelése. Sacharidai, kurie dazniausiai suskaidomi iki gliukozés, yra tinkamiausias energijos
Saltinis zmogaus organizmui. Jie taip pat veikia kaip atpazinimo komponentai, sudaro sudétingesnius
organinius junginius ir atlieka atraminiy molekuliy funkcija. Angliavandeniai taip pat turi platy
komercinj pritaikymg ir yra naudojami tokiose srityse, kaip Zemes ikis, fermentacija, maisto,
farmacijos, tekstilés, popieriaus bei naftos pramoné [55].

Vienas svarbiausiy sacharidy yra gliukozé. Sis monosacharidas yra biitinas viso organizmo
veiklai, ypa¢ smegeny ir nervy sistemai. Ji gerina medziagy apykaita, suteikia energijos procesams,
vykstantiems organizme, greitai pasalina atsiradusj nuovargj. Taciau ypatingai svarbu yra stebéti
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gliukozés kiekj organizme, kai sergama cukriniu diabetu ir §io monosacharido apykaita zmogaus kiine
yra sutrikusi [55]. Kitas placiai aptinkamas angliavandenis yra disacharidas laktozé. Tai viena
pagrindiniy pieno sudedamyjy daliy, kuri yra svarbus kity jvairiy pieno produkty kokybés rodiklis
[56]. Dél mazo laktazés fermento aktyvumo Siuo metu daugiau nei 60 % viso pasaulio populiacijos
negali tinkamai suvirskinti laktozés [57], todél sacharido reguliavimas maisto pramonéje yra labai
svarbus. Vienas zinomesniy disacharidy taip pat yra maltozé — tarpinis glikogeno ir krakmolo
vir§kinimo produktas, kuris parodo ir amilazés fermento aktyvumg organizme [58]. Maltozé
naudojama ir maisto pramong¢je. Jos kiekis melasoje daro jtakg galutinei produkcijos, ypa¢ alaus ir
giros, kokybei [56].

D¢l tokio plataus angliavandeniy pasiskirstymo, egzistuoja daug jvairiy sacharidy nustatymo
metody, taciau jie taip pat turi ir nemazai trikumy. Tokie metodai kaip chromatografija ar
spektrofotometrija reikalauja kvalifikuoty darbuotojy, brangios, daug vietos uzimancios jrangos, yra
ilgai uztrunkantys ir sudétingi. Kokybiniai cheminiai matavimai, refraktometrija, poliarimetrija yra
paprastesni ir greitesni metodai, bet maziau tiksliis ir selektyviis. D¢l Sios priezasties biojutiklinés
palyginti su pastaraisiais, biojutikliai pasizymi greita analize, pakankamai Zema kaina, dideliu
jautrumu ir selektyvumu [56].

Darbe naudotos PQQ-GDH platus substratinis atrankumas gali atverti dideles galimybes $io
fermento pagrindu sukurtas fermentines biojutiklines sistemas placiau taikyti pramoninése
technologijose, kur vykdoma jvairiy sacharidy konversija. Tokie biojutikliai taip pat gali biiti aktualiis
ne tik maisto ar gérimy, bet ir farmacijos pramonéje bei medicinoje. Sio darbo metu démesys
atkreiptas ] Uminj pankreatita — skausmingg uzdegimine liga, sukeliancig staigia kasos lasteliy Zziitj,
kurios metu agresyvis kasos fermentai pateke j krauja pakenkia visam organizmui. Dél pazeidimy
virSkinamajame trakte jauCiamas didziulis skausmas. Panaudojant biojutiklius baty galima
prognozuoti ligos eigg dar ankstyvoje stadijoje, kas bity labai svarbu siekiant uzkirsti kelig ligos
komplikacijoms [59].
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2. METODINE DALIS
2.1 Darbui naudotos medZiagos

Grafitas, 99,5 % (Merck KGaA, Vokietija), grafito strypeliai, 3 mm % 150 mm, 99,995 %
(Sigma-Aldrich, JAV), kalio permanganatas, KMnO4, >99,0 % (Sigma-Aldrich, JAV), natrio nitratas,
NaNOz, 99,0 % (Reachim, Rusija), sieros rugstis, HoSO4, >98 % (Eurochemicals, Lietuva),
vandenilio peroksidas, H202, 30 % (POCH, Lenkija), druskos rtgstis HC1, 36 — 38 % (Chempur,
Lenkija), kalio persulfatas, K2S20g, >99,0 % (Sigma-Aldrich, JAV), fosforo pentoksidas, P20s, 99 %
(Carl Roth, Vokietija), argonas, Ar (ELME Messer Lit, Lietuva), kalio chloridas, KCl, >99,0 % (Carl
Roth, Vokietija), kalcio chloridas, CaCl, (Lachema, Cekija), kalio divandenilio fosfatas, KH2POu,
>98,0 % (Merck KGaA, Vokietija), ureazé i§ Canavalia ensiformis, EC. 3.5.1.5, >50 U/mg (Sigma-
Aldrich, JAV), vandenyje tirpi gliukozés dehidrogenazé i§ Acinetobacter calcoacetics sp.,
E.C.1.1.5.2, >500 U/mg (Creative BioMart, JAV), a-gliukozidazé i§ Saccharomyces cerevisiae, E.C.
3.2.1.20, >10 U/mg (Sigma-Aldrich, lIzraelis), tris-hidroksimetil-amino metanas, NH.C(CH20OH)3
(Sigma-Aldrich, Vokietija), D-gliukoze, CsH120s, p.a., ACS reagentas (Carl Roth, Vokietija), D-
laktozés monohidratas, C12H22011-H20, >98 % (Carl Roth, Vokietija), D-maltozés monohidratas,
C12H22011-H20, >97% (Carl Roth Vokietija), D-ribozé, CsH100s, >98 % (Carl Roth, Vokietija), D-
ksiloze, CsH100s, >98,5% (Carl Roth Vokietija), D-galaktoz¢, CeH120s, >98 % (Carl Roth,
Vokietija), D-celobiozé, C12H22011, >98 % (Carl Roth, Vokietija), terileno plévelé, storis 15 pm, pory
diametras 0,4 um (Joint Institute of Nuclear Research, Rusija).

2.2 Naudota aparatiira

Elektroninés svarstyklés, PCB 200-3B (KERN, Vokietija), magnetin¢ maisykle, IKA MSH B
(Vokietija), vakuuminis siurblys N86 KN. 18 (KNF LAB, Vokietija), pH-metras, inoLab pH 730,
(Vokietija), dujy srauto reguliatorius, Omega FMA5400/5500 (Vokietija), vamzdiné kaitinimo
krosnis, COYA 0,25.1.1/12 (Rusija), elektrinio laidumo matavimo prietaisas, Keithley 2601
SourceMeter (JAV), Rentgeno difraktometras Rigaku MiniFlex II (Japonija), termogravimetrinés
analizés jranga, Pyris 1, Clarus 600 T MS (Perkin-Elmer, JAV), pavirSiaus analizatorius, TriStar II
3020 (Micrometrics, JAV), Ramano spektrometras, Renishaw inVia (UK), elektrocheminé celé su
darbiniu, pagalbiniu ir palyginamuoju elektrodais (VU GMC), potenciostatas, PARSTAT 2273
(Princeton Applied Research, JAV), mikropipetes, 0,5 — 10 ul, 20 — 200 pl, 500 — 5000 pl (Eppendorf
research, JAV), termostatuojama celé (VEB MLW, Vokietija), gliukozés analizatorius, Eksan-G
(Lietuva).

Gauti duomenys apdoroti OriginPro 2015 ir Microsoft Office Excel programomis.

2.3 Darbo metodika
2.3.1 Grafito oksido sintezé

Grafito oksido (GO) tarpinio produkto paruosimas. Sintezé buvo atlikta pagal literatiiroje [60]
apraSytg metodika. ] 600 ml tdrio stikling supilami 24 ml konc. H2SO4, 5 g P20Os ir 5 g K2S20es.
Naudojant magneting maiSykle stikliné su miSiniu Sildoma iki 80 °C temperatiiros. Tada j stikline
létai suberiami 6 g grafito ir toliau esant tai paciai temperatiirai miSinys Sildomas 4,5 val. Pragjus
nurodytam laikui, tirpalas atvésinamas iki kambario temperatiiros ir skiedziamas 1 | ditiliuoto
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vandens bei paliekamas parai. Tokiu biidu gaunamas GO tarpinis produktas, kuris filtruojamas
naudojant Biuchnerio piltuva ir praplaunamas iki neutralios terpés distiliuotu vandeniu. Gautas
produktas i$dziovinamas ore ir veikiamas Hummers‘o metodu, originaliai aprasytu literatiroje [61].

GO sintezé (Hummers ‘o metodas). 1 600 ml turio stikling supilama 240 ml konc. H2SOx.
Naudojant magneting maisykle ir ledo vonele, rigstis atSaldoma iki 3 °C temperatiiros. Tada j stikline
mazomis porcijomis suberiamas GO tarpinis produktas bei 3 g NaNOsz. Po 10 min nuolatos maisant j
gautg miSinj atsargiai, kad temperatira nepakilty vir§ 20 °C, per 6 val. suberiama 30 g KMnOys ir
misinys paliekamas stovéti 3 paras. Pra¢jus nurodytam laikui, tirpalas pasildomas iki 35 °C ir visg
laikg maiSant, j jj per 1 val. supilama 276 ml distiliuoto vandens. MiSinio temperatiira neturi pakilti
vir§ 70 °C. Gauta suspensija dar 15 min pakaitinama 70 °C temperattroje ir tada distiliuotu vandeniu
praskiedziama iki 840 ml. Galiausiai | tirpalg nestipriai maisant supilama 20 ml konc. H20:.

Gauta medziaga filtruojama, naudojant Biuchnerio piltuva, ir praplaunama 500 ml 10 % HCl
tirpalu. Toliau gautos nuosédos nuo sulfato jony pertekliaus plaunamos dializés metodu. Tam
atkerpama mazdaug 43 cm ilgio celiuliozés hidrato zarna. Ji sudrékinama distiliuotu vandeniu ir
vienas jos galas tvirtai uzriSamas storu medvilniniu sitlu. Kitas Zarnos galas uZmaunamas ant
plastikinés talpos, kuri taip pat uztvirtinama medvilniniu siiilu. | dializés Zarnos vidy supilamas gautas
GO ir visa tai metalinio laikiklio pagalba pritvirtinama prie stovo. Zarna pilnai pamerkiama j 3 1
ditiliuoto vandens pripildyta stikline. Vykstant difuzijai, SO~ jonai juda i§ dializés Zarnos j stikline,
kurioje esantis vanduo kei¢iamas kas para, ir naudojant inoLab pH 730 pH-metra stebimos vandens
pH vertes. Po 14 praplovimy GO nufiltruojamas, i§dziovinamas ore ir kruopsciai sutrinamas agatingje
grastuveje. Viena dalis milteliy paliekama charakterizavimo tyrimams, o su kita dalimi atliekama
terminé GO redukcija.

2.3.2 Terminé grafito oksido redukcija

Pagal 7 pav. pateikta schema, sukonstruojama GO terminés redukcijos ir frakcionavimo
sistema. Tada sutrinti GO milteliai suberiami j dalijamajj piltuva (7 pav. 5), kuris sandariai
uzdaromas. Prie$ redukcijg atsukamas Ar dujy srautas ir 1 val. 60 ml-min™ grei¢iu dujos leidziamos
per sistema, taip sukuriant inerting atmosfera. Tada jjungiama vamzdiné kaitinimo krosnis (7 pav. 4)
ir temperatiira tolygiai keliama iki 800 °C. Pasiekus $ig temperatiira, inertiniy dujy srauto greitis
padidinamas iki 100 ml-min ir maZomis porcijomis GO milteliai i§ dalijamojo piltuvo suberiami j
vertikaly kvarcinj vamzdj. GO milteliai greitai redukuojasi ir susidaro termiSkai redukuotas grafeno
oksidas (TRGO). TRGO dalelés Ar dujy pagalba iSnesamos i§ kaitinamo vamzdzio ir surenkamos
atskirose kolbose (7 pav. 1, 2, 3), priklausomai nuo daleliy formos, masés bei kravio. Tokiu biidu
gaunamos trys TRGO frakcijos: TRGO1, TRGO2 ir TRGOS.
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7 pav. GO terminés redukcijos ir eksfoliacijos sistema (1 — TRGOL frakcijos surinkimo vieta, 2 —
TRGO2 frakcijos surinkimo vieta, 3 — TRGO3 frakcijos surinkimo vieta, 4 — vamzdiné kaitinimo
krosnis, 5 — dalijamasis piltuvas) [62].

Siekiant jvertinti sintezés atsikartojamuma, §io darbo metu gauta TRGO2 frakcija taip pat buvo
palyginta su auksc¢iau apraSytu biidu kity pries tai atlikty dvejy sinteziy metu gautomis antrosiomis
TRGO frakcijomis.

2.3.3 Angliniy medziagy charakterizavimo tyrimai

Elektrinio laidumo nustatymas. Pirmiausiai buvo nustatomos grafito, GO ir TRGO méginiy
elektrinio laidumo priklausomybés nuo piltinio tankio. Siam tikslui paimamas 33,80 mm ilgio ir 2,86
mm diametro stiklinis vamzdelis. Vamzdelis pasveriamas, ] ji suberiama tiriamoji medziaga ir visa
tai vél pasveriama. Tada vamzdelis su milteliais patalpinamas j 73,50 mm ilgio ir 20,40 mm plocio
stikling cele, kurios ilgis vél iSmatuojamas. Celé prijungiama prie gnybty, pasirenkama 15 V jtampa
GO, 0,5 V jtampa grafito bei TRGO méginiams ir Keithley 2601 Source Meter prietaisu nustatomas
milteliy varzos kitimas vis labiau juos suspaudZiant. Elektrinio laidumo nustatymo jranga
pavaizduota 8 pav.

8 pav. Laidumo nustatymo aparatiira. 1 — varzos matavimo prietaisas Keithley 2601 Source Meter,
2 — stikliné celé.

Zinant milteliy mase, varza bei vamzdelio parametrus, pagal 1 ir 2 formules apskai¢iuojamas
angliniy medziagy elektrinis laidumas [63].

R=p- (1)

w |-
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kur R — elektriné varza, p — savitoji elektriné varza, L — laidininko ilgis, S — laidininko plotas.

1
o= )

kur ¢ — savitasis elektrinis laidumas, p — savitoji elektriné varza.

Termogravimetriné analizé. Termogravimetriné analizé (TGA) buvo pasirinkta norint jvertinti
deguonies turin¢iy funkciniy grupiy kiekj gautose anglinése medziagose. Tyrimams naudota Pyris 1,
Clarus 600 T MS, Perkin-Elmer aparatira. Analizés metu mazdaug 10 mg masés méginiai buvo
kaitinami 25 — 500 °C temperatiiry intervale, temperatiirai kylant 10 °C-min? grei¢iu, esant 20
ml-min azoto srautui.

Rentgeno spinduliy difrakciné analizé. Siekiant jvertinti darbo metu gauty GO, TRGO méginiy
bei grafito strukttiras, buvo atlikta Rentgeno spinduliy difrakciné (XRD) analizé. Analizés metu buvo
tiriama nedidelé dalis milteliy, suspausty ant silicio monokristalo dékliuko centro. Tyrimams buvo
naudojamas Rigaku MiniFlex Il difraktometras su Cu K, spinduliuote (A = 1,54056 A). Méginiy
difraktogramos uzrasytos 260 kampy intervale 5 — 50°. Rentgeno spinduliy detektorius judéjo pastoviu
0,010° Zingsniu, impulsy kaupimo trukmé — 1,0 s. TarpplokStuminiai atstumai buvo apskaiciuoti
naudojant Bragg‘o désnj:

2d - sin® = nA 3)

kur n — teigiamas sveikasis skaicius, A — Rengteno spinduliy bangos ilgis, d — tarpploks$tuminis
atstumas, 0 — difragavusios bangos kampas. Kristality dydis buvo apskaiCiuotas naudojantis
Sherrer‘io lygtimi:
0,89\

D= B-cosB (4)

kur A — Rengteno spinduliy bangos ilgis, B — smailés pusplotis, 6 — difragavusios bangos
kampas.

Brunauer-Emmett-Teller analizé. Brunauer-Emmett-Teller (BET) analizé atlikta norint
palyginti grafito, GO ir TRGO méginiy pavirsiaus plotg ir pory diametra. Naudojant Micrometrics
TriStar II 3020 analizatoriy, tirti milteliniai mazdaug 100 mg medZiagy bandiniai, kuriy adsorbcijos
ir desorbcijos izotermos iSmatuotos esant -196 °C temperatiirai. Prie§ matavimy atlikima, méginiai
buvo 2 val. laikomi azoto atmosferoje 100 °C temperatiiroje.

Ramano sklaidos spektriné analizé. Ramano sklaidos spektrokopija pasirinkta siekiant nustatyti
susintetinty medziagy oksidavimosi, redukavimosi laipsnj ir jy defektiSkuma. Suspausty angliniy
medziagy milteliniy méginiy Ramano spektroskopija buvo atlikta naudojant 532 nm He-Ne lazerio
suzadinamajg spinduliuote, kurios galia 1 mW. Lazeris buvo nukreiptas j mazdaug 2 um skersmens
plota, esant 100 s kaupimo laikui ir 20 karty didinimui. Analizé atlikta naudojant Renishaw inVia
Ramano spektrometra.

2.3.4 Biojutikliy konstravimas ir jy elektrocheminiai tyrimai

Siekiant jvertinti TRGO sinteziy atsikartojamumg, pirmiausiai buvo norima palyginti
karbamido biojutiklio, naudojancio Sio darbo metu susintetintg TRGO2 frakcija, veikimg su kity
dviejy biojutikliy, kuriuose naudojamos tokiomis pac¢iomis salygomis pries tai atlikty sinteziy metu
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gautos TRGO2 frakcijos. Taip pat buvo norima iSanalizuoti ir palyginti biojutikliy, kuriuose
naudojamos Sio darbo metu susintetintos trys TRGO frakcijos (TRGO1, TRGO2, TRGO3) ir PQQ-
GDH, veikima.

Tuo tikslu i§ TRGO frakcijy buvo gaminamos membranos su imobilizuotu PQQ-GDH / ureazés
sluoksniu. Prie guminio ziedo priklijuojama 15 pm storio pusiau pralaidi terileno plévelé. Vidinéje
guminio ziedo puséje paskirstomas TRGO frakcijos su imobilizuotu fermentu sluoksnis. Gautos
anglinés fermentinés membranos mechaniniu bidu pritvirtinamos prie 3 mm diametro grafito
strypelio, jmontuoto j organinio stiklo korpusg. Sukonstruoty biojutikliy schema pavaizduota 9 pav.

9 pav. Supaprastinta biojutiklio schema. 1 — guminis ziedas, 2 — pusiau pralaidi membrana, 3 —
TRGO, 4 — fermentas, 5 — grafito strypelis, 6 — biojutiklio korpusas, 7 — kontaktinis laidas.

Sukonstruoti biojutikliai prijungiami prie elektrocheminés sistemos, pavaizduotos 10 pav., ir
naudojami, kaip darbiniai elektrodai. Elektrochemine sistema sudaro trielektrodiné elektrocheminé
celé, potenciostatas, generuojamo signalo praplovimo ir registravimo sistemos. 1 ml tiirio trijy
elektrody elektrocheminé celé buvo sudaryta i§ pagalbinio (Ti), palyginamojo (Ag/AgCl) ir darbinio
(sukonstruotas biojutiklis) elektrody. Elektrocheminiai tyrimai atlikti kambario temperatiiroje esant
pastoviam 0,2 V darbinio elektrodo potencialui, naudojant 0,02 M fosfatinj buferinj tirpala, turintj
0,1 M KCI (pH = 7,2) ureazés atveju ir esant pastoviam 0,4 V darbinio elektrodo potencialui,
naudojant 0,05 M tris-hidroksimetil-amino metano (TRIS) buferin; tirpala, turintj 0,1 M KCl ir 0,005
M CaCl; (pH = 7) PQQ-GDH atveju.

10 pav. Elektrocheminé sistema. 1 — elektrocheminé celé, 2 — potenciostatas, 3 — praplovimo
sistema, 4 — signalo registravimo sistema.
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Buvo registruojami biojutikliy su ureaze atsakai j 1 M karbamido tirpala, paruosta fosfatiniame
buferiniame tirpale, bei biojutikliy su PQQ-GDH atsakai j 100 mM B-D-gliukozés, B-D-ribozés, B-
D-ksilozés, B-D-galaktozés, B-D-celobiozés, B-D-maltozés bei B-D-laktozés tirpalus, paruostus TRIS
buferiniame tirpale.

Taip pat buvo nustatomos biojutikliy su PQQ-GDH generuojamos srovés tankio
priklausomybés nuo buferinio tirpalo koncentracijos, pH, ir naudojamo darbinio elektrodo potencialo
esant 0,2 mM bei 0,4 mM sacharidy koncentracijoms. Biojutikliy atsakas nustatomas i§ biojutiklio
generuojamos sroveés tankio vertés atémus foninés srovés reikSme. Tarp matavimy biojutikliai
laikomi buferiniame tirpale, kambario temperatiiroje.

Duomeny analizei naudota elektrocheminiams matavimams adaptuota Michaelis-Menten
hiperbolés lygtis [2]:

jiax[S

~ K§T+[S]

kur j — bioelektrokatalizés metu generuojamos srovés tankis (srovés stipris j ploto vieneta), [S]

— substrato koncentracija, jia%, — maksimalus srovés tankis, kurj gali generuoti bioelektrokataliziné

sistema, K} — sistemos tariamoji Michaelis konstanta (substrato koncentracija, kuriai esant

bioelektrokatalizinés sistemos generuojamas srovés tankis yra lygus j&%, /2). K" reik§mé taip pat

nurodo substrato koncentracija, iki kurios galioja tiesiné biojutiklio atsako nuo koncentracijos
priklausomybé [62].

Biojutikliy zemiausia nustatymo riba (LOD) buvo apskai¢iuota i§ jy kalibraciniy kreiviy tiesiniy

daliy pagal 6 formulg [64]:

LoD = 22

(6)

kur S, —tris kartus iSmatuoty biojutiklio generuojamy signaly j tg pacig substrato koncentracija,
esancig tiesingje kalibracinés kreivés dalyje, standartinis nuokrypis, b — kalibracinés kreives tiesinés
dalies nuolinkio kampas (jautris).

Gauti duomenys apdoroti OriginPro 2015 ir Microsoft Office Excel programomis.

2.3.5 Biojutikliy pritaikymas darbui realiose terpése

Siekant sukonstruotus biojutiklius ateityje pritaikyti medicinoje, darbo metu PQQ-GDH ir
TRGO pagrindu sukonstruotas trecios kartos biojutiklis (GDH-TRGO), buvo panaudojamas B-D-
maltozés kiekio jvertinimui diminiu pankreatitu (UP) serganciy pacienty Slapime.

Visy pirma, vandeninéje terpéje sukuriama modeliné sistema: paruosiamas 2 ml, 10 mM f-
D-maltozés tirpalas TRIS buferiniame tirpale, turindiame 0,1 M KCI ir 0,005 M CaCl; (pH = 7). Sis
tirpalas patalpinamas j termostatuojamg (37 °C) celg su nenutrikstamu maiSymu (1000 rpm). ] tirpalg
pridedama 12 pg a-gliukozidazés, kuri katalizuoja B-D-maltozés 1—4 glikozidinio ry$io tarp
gliukozes molekuliy hidrolize, taip susidarant dvejoms gliukozés molekuléms (B-D-gliukozei ir a-D-
gliukozei) [65]. Po a-gliukozidazés pridéjimo j tirpalg, tam tikrais laiko tarpais imamas reakcijos
misinys, kuris analizuojamas naudojant sukonstruota GDH-TRGO biojutiklj (esant 0,4 V darbinio
elektrodo potencialui) ir patvirtinta gliukozés analizatoriy Eksan-G. Siy prietaisy pagalba nustatomi
susidariusios B-D-gliukozés ir likusios B-D-maltozés kiekiai bei Siy dviejy sacharidy generuojamas
bendras biojutiklio signalas. Taip pat GDH-TRGO biojutikliu nustatytos p-D-gliukozés ir B-D-
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maltozés kalibracinés kreivés vandeniniuose tirpaluose bei biojutiklio atsakai j 0,5 mM B-D-gliukozés
tirpala, 1 0,5 mM B-D-maltozés tirpalg ir j 0,5 mM B-D-gliukozés bei 0,5 mM B-D-maltozés misinj.

Siekiant patikrinti biojutiklio veikimg realiose terpése, buvo tirtas UP sergancio ir sveiko
zmogaus Slapimas. | Slapimo méginius buvo pridedama oa-gliukozidazés ir tokiomis paciomis
salygomis kaip modelinéje sistemoje atlickamas tolimesnis eksperimentas. Tam tikrais laiko tarpais
buvo imamas reakcijos miSinys, kuris toliau analizuojamas GDH-TRGO ir aprobuotu metodu.
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3. DARBO REZULTATAI
3.1 Angliniy medziagy sintezés jvertinimas

Taikant modifikuota Hummers‘o apraSyta metodika, buvo susintetintas GO. Taciau prie$
atlickant terminge GO redukcijg, buvo svarbu gautg medziagg tinkamai atplauti nuo sulfato jony
pertekliaus. Verta paminéti, kad plovimas skatina ir daling GO sluoksniy eksfoliacijg. Atplovimo
laipsnis jvertintas keturiolikos dieny eigoje keiCiant distiliuota GO praplovimo vanden; ir stebint jo
pH vertes. Distiliuoto vandens pH priklausomybé nuo praplovimo karty pateikta 3 lenteléje.

3 lentelé. GO praplovimo distiliuoto vandens pH priklausomybé nuo plovimo skai¢iaus.

GO plovimo dienos 1 2 3 4 5 6 7
pH 2,437 3,287 4,032 4,195 4,248 4,452 4,486

GO plovimo dienos 8 9 10 11 12 13 14
pH 4,503 4,508 4,585 4,723 4,766 4,776 5,067

Kaip matoma 3 lenteléje, po keturiolikos praplovimy pavyko pasiekti jprastam distiliuotam
vandeniui artimg pH vert¢ ir tinkamai atplauti GO nuo sulfato jony pertekliaus. Kadangi anglines
medziagas siekta pritaikyti amperometriniy biojutikliy konstravimui, atplauto GO milteliai toliau
buvo termiskai redukuojami, taip dalinai atstatant elektrinj laiduma.

GO redukcijos metu naudojant terminés redukcijos ir frakcionavimo jrangg, buvo gautos trys
TRGO frakcijos: TRGO1, TRGO2, TRGO3. Gauty medziagy iSeigos atitinkamai buvo — 23,37 %,
2,54 %, 1,56 %. Didelé dalis medziagos masés yra prarandama, nes redukcijos metu nuo GO
strukturos pavirSiaus bei kraSty vandens gary, anglies monoksido bei anglies dioksido dujy pavidalu
atskyla deguoninés funkcinés grupés. Dalinai paSalinus deguonies turinias funkcines grupes,
susidariusias grafito oksidacijos metu, TRGO medziagos jau gali biiti panaudotos elektrocheminiy
biojutikliy konstravimui. Taciau norint palyginti angliniy medZiagy jtaka fermentiniuose
biojutikliuose, yra svarbu gautas struktiiras charakterizuoti. D¢l §ios priezasties, pirmiausiai buvo
atlikti gauty angliniy medZiagy savybes leidZiantys jvertinti metodai.

3.2 Angliniy medzZiagy charakterizavimas
Elektrinio laidumo jvertinimas. Elektrinis laidumas kuriant bioelektrokatalizines sistemas yra
viena i§ pagrindiniy savybiy, nulemianc¢iy sekminga $iy sistemy veikimga. Siekiant jvertinti §ig svarbia

charakteristikag buvo tiriamos gauty angliniy medziagy elektrinio laidumo priklausomybés nuo
piltinio tankio. Gautos kreivés pateiktos 11 pav.
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11 pav. GO (jtarpe pateikta grafito elektrinio laidumo priklausomybé nuo piltinio tankio
logaritminéje skaléje) (a) ir TRGO frakcijy (b) elektrinio laidumo priklausomybés nuo piltinio
tankio logaritminéje skaléje.

11 pav. matoma, kad atlikus grafito oksidacija, jo elektrinis laidumas smarkiai sumazéjo — nuo
3,53 S'm? iki -1,33 S'm? (logaritminéje skaléje) esant didziausiam milteliy suspaudimui. GO
laidumas mazas, nes oksidacijos metu grafito struktiira pasidengia deguoninémis funkcinémis
grupémis, dél kuriy yra suardoma m-konjuguoty rySiy sistema ir elektronai nebegali toliau laisvai
judéti [35]. Po redukcijos stebimas elektrinio laidumo padidéjimas. Tarp TRGO frakcijy didZiausiu
— 2,31 S'm™ (logaritminéje skaléje), elektriniu laidumu pasizyméjo TRGO3 medZiaga. Po terminés
redukcijos padidéjes elektrinis laidumas jrodo, kad kaitinimo metu buvo dalinai atstatyta m-
konjuguoty rysiy sistema ir susigrazintas elektrony mobilumas.

TGA jvertinimas. Susintetintos anglinés medziagos — tiek GO, tiek TRGO frakcijos turi
deguoniniy funkciniy grupiy, kurios dalyvauja EP reakcijose. Deguoniniy funkciniy grupiy kiekio
nustatymui ir GO redukavimosi laipsnio jvertinimui buvo pasitelktas TGA metodas. Gautos angliniy
medziagy TGA kreivés pavaizduotos 12 pav.
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12 pav. Grafito, GO ir TRGO frakcijy TGA kreivés. Intarpe pateiktos grafito ir TRGO frakcijy
kreivés 25 — 500 °C temperatiiry intervale.

12 pav. matyti, kad analizuoty angliniy medziagy TGA kreivés skiriasi. Viso kaitinimo metu
grafitas praranda tik labai nedidel¢ masés dal} (mazdaug 0,2 %), kurios netektis siejama su ant
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pavirSiaus adsorbuoty ne§varumy pasisalinimu analizés metu. Kity angliniy medziagy — GO ir TRGO
frakcijy, TGA kreives galima suskirstyti j du intervalus — nuo 25 °C iki 160 °C ir nuo 160 °C iki 500
°C. Masés netektis iki 160 °C yra siejama su adsorbuotos drégmés ir nedideliu hidroksi ir
karboksigrupiy kiekio pasisalinimu nuo struktiiry [36]. Siame intervale didZiausia masés netektimi
(22 %) pasizymi GO, o TRGO frakcijos praranda tik iki 1 % savo masés. 160 — 500 °C intervale
stebimas didesnis susintetinty angliniy medziagy masés sumaz¢jimas, kuris atsiranda dél labiliy
funkciniy grupiy, tokiy kaip karboksi, epoksi, laktono pasisalinimo [62]. Siame intervale GO netenka
dar 46 % savo masés, tuo tarpu TRGO1 — 3,1 %, TRGO2 — 2,8 %, TRGO3 — 2,3 %. Lyginant su
kitomis anglinémis medziagomis, visoje TRGO3 TGA kreivéje yra stebima maZiausia masés netektis,
kuri jrodo kad 8i frakcija pasizymi maziausiu fukciniy grupiy kiekiu ir yra labiausiai redukuota.

Is skirtingy GO ir TRGO frakcijy masés pokyc¢iy TGA kreivése galima daryti iSvada, kad
terminé GO redukcija pavyko ir didzioji dalis funkciniy grupiy pasisalino redukcijos metu. Taip pat
analiz¢ leidzia patvirtinti, kad GO terminei redukcijai yra reikalinga kritiné temperatiira, kuri yra
atsakinga uz staigy masés sumazéjimg (matomas GO masés mazéjimas iki mazdaug 220 °C) ir greitg
funkciniy grupiy pasiSalinimg nuo struktiiros. Pasiekus §ig temperatiira, greita masés netektis
nebestebima — pasiSalina tik didele risamaja energijg turincios funkcinés grupés [36].

XRD analizés jvertinimas. Siekiant jvertinti angliniy medZziagy kristaling strukttra, buvo atlikta
XRD analiz¢. Grafito, GO ir TRGO frakcijy difraktogramos pateiktos 13 pav.
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13 pav. Grafito, GO ir TRGO difraktogramos 5 — 50° intervale (a) bei 22 — 32° intervale (b).

Palyginus gautg grafito difraktograma su PDF (ICDD) 00-056-0159 kortele, matyti, kad grafitui
budinga ryski smailé ties 20 = 26,51° apibuidina heksagoninés grafito kristalinés gardelés (002)
plokstumg. Pasinaudojant §ios smailés padétimi ir jos pusplociu, pagal Bragg‘o ir Scherrer‘io lygtis,
apskaiciuotas grafito tarpplokStuminis atstumas dooz yra 0,336 nm, o kristality dydis — 29,78 nm. GO
difraktogramoje matomos dvi smailés ties 20 = 10,16° ir 20 = 42,47°. ApskaiCiuotas atstumas tarp
GO sluoksniy yra 0,871 nm, o kristality dydis lygus 5,95 nm. Oksidacijos metu grafito struktiira
pasidengia deguoninémis funkcinémis grupémis, kurios ir nulemia didesnj GO tarpplokstuminj
atstumg [66]. Nagrinéjant TRGO difraktogramas galima matyti iSplitusias smailes, kas parodo, kad
frakcijoms budinga labiau amorfiné struktira, taciau ties 20 = 24,66° TRGOI1 atveju, 26 = 25,30°
TRGO2 atveju ir 20 = 25,26° TRGO3 atveju esandios mazo intensyvumo smailés parodo, kad
redukcijos metu grafitiné struktira buvo neZymiai atstatyta [66]. Intensyviausiy TRGO frakcijy
smailiy (TRGOL1 26 = 12,58°, TRGO2 26 = 12,68°, TRGO3 26 = 12,69°) padétys nesutampa nei su
grafito nei su GO smailémis ir yra pasislinkusios j didesniy kampy sritj, kas parodo susidariusias
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tarpines struktiras tarp Siy medziagy. Apskaiciuoti tarplokStuminiai atstumai yra 0,703 nm TRGO1
atveju, 0,698 TRGO2 atveju ir 0,697 TRGO3 atveju.

BET analizés jvertinimas. Kita labai svarbi elektrodiniy medziagy charakteristika yra jy
specifinis pavirSiaus plotas. Gauty angliniy medziagy specifiniam pavirSiaus plotui (Sget) bei
vidutiniam pory diametrui (dvid) nustatyti buvo pasitelkta BET analizeé. Grafito, GO ir TRGO frakcijy
azoto adsorbcijos-desorbcijos izotermos pateiktos 14 pav. Analizés metu gauti duomenys pateikti 4
lentel¢je.
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14 pav. Grafito, GO ir TRGO frakcijy azoto adsorbcijos-desorbcijos izotermos.

4 lentelé. BET metodu nustatytos susintetinty angliniy medziagy charakteristikos.

Meéginys Sget, m?-g’? dvid, nm
Grafitas 12,440,2 10,6
GO 83,6+1,2 4,2
TRGO1 604,6+0,3 14,3
TRGO2 708,0+0,3 13,9
TRGO3 617,5+0,2 13,5

14 pav. matyti, kad visos izotermos yra H3 histerizés kilpos tipo, kuris buidingas ploks¢ios
formos daleléms ar plySio tipo poras turinéioms medziagoms [67]. Lyginant 4 lenteléje pateiktus
duomenis matyti, kad GO Sget yra mazdaug 7 kartus didesnis, o Ovie mazdaug 2,5 karto mazZesnis
negu grafito. Yra zinoma, kad oksidacijos metu mazéja grafito kristalitai, kg patvirtina ir XRD
analizés duomenys. Tai nulemia didesnj GO pavirsiaus plotg bei mazesnj vidutinj pory diametra.
Verta paminéti, kad maZésnés poros susiformuoja ir d¢l didelio kiekio funkciniy grupiy tarpusavio
sgveikos. Tuo paciu metu susidaro ir struktariniai defektai, kurie nulemia didesnj GO specifinj
pavirsiaus plotg [62]. Po terminés GO redukcijos angliniy medziagy plotas iSauga nuo 7 iki 8,5 karty
(TRGOL1 ir TRGOZ2 atitinkamai). Tai siejama su tuo, kad redukcijos metu anglies monoksido ir
anglies dioksido dujy pavidalu pasisalinant deguoninéms funkcinéms grupéms vyko GO sluoksniy
eksfoliacija bei defekty susidarymas juose. Didziausiu paviriaus plotu — 708,0£0,3 m?-g?!
pasizyméjo TRGO?2 frakcija. Manoma, kad TRGO2, lyginant su kitomis frakcijomis, yra sudaryta i$
labiausiai defektuoty daleliy, kas ir nulémé didziausig Sger.

Ramano analizés jvertinimas. Pastebéjus, kad anglinés medziagos gali buti defektuotos,
tolimesnei jy struktiiros analizei buvo pasitelkta Ramano sklaidos spektriné analizé. Defektiskumas
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jvertintas nustatant Ramano sklaidos spektruose matomy D ir G smailiy intensyvumy santykj
(I(D)/1(G)) [68]. 15 pav. matomi grafito, GO ir TRGO Ramano sklaidos spektrai.
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15 pav. Grafito, GO ir TRGO méginiy Ramano sklaidos spektrai. Intarpe pateiktos angliniy
medziagy G smailés pozicijos ir [(D)/I(G) santykiai.

15 pav. matoma, kad dél struktiiros panasumy, GO ir TRGO medziagy Ramano sklaidos
spektrai yra beveik identiski. Grafito spektre dominuoja trys smailés. Didziausio intensyvumo G
smailé yra i$sidés¢iusi ties 1581 cm™, D smailé yra ties 1343 cm™ ir D smailés virstonis — 2D, yra
ties 2703 cm™. G smailé charakterizuoja dvigubyjy rysiy, esanéiy tarp sp? hibridizacijos anglies
atomy, simetrinius virpesius. D smailé atspindi aromatiniy ziedy simetrinius virpesius, kurie galimi
tik tada kai anglinés struktiiros turi defekty [69]. Lyginant grafito Ramano sklaidos spektrg su GO
spektru, matoma, kad GO G smailé yra pasislinkusi link didesniy bangos skaiciy srities per mazdaug
15 cm™. Sis poslinkis atsiranda dél GO plokstumoje oksidacijos metu pavieniy dvigubyjy rysiy,
sukelian¢iy didesnj G smailés daznj, susidarymo [70]. GO D smailé taip pat pasizymi didesniu
intensyvumu nei grafito smailé, kas parodo, kad oksidacijos metu susidariusi medZiaga pasizymi
didesniu defekty kiekiu. Palyginus TRGO frakcijy G smailiy padétj su GO G smaile, matyti, kad visy
TRGO frakcijy smailés yra pasilinkusios ] mazesniy bangos skai¢iy sriti. TRGO1 G smailé
pasislinkusi mazdaug 7 cm™, TRGO2 — 8 cm™, TRGO3 — 8 cm™. Visy frakcijy G smailés poslinkis
link mazesniy bangy skaiciy reiskia, kad terminés redukcijos metu buvo dalinai atstatyta =-
konjuguoty rysiy sistema [70]. TRGO2 ir TRGO3 frakcijoms buidingi didziausi poslinkiai parodo,
kad Sios frakcijos yra labiausiai redukuotos. Palyginus analizuoty angliniy medziagy I(D)/1(G)
santykj, matyti, kad GO yra mazdaug 4 kartus defektiSkesnis nei grafitas, o TRGO frakcijos
pasizyméjo dar didesniu defekty kiekiu nei jy pirmtakai. TRGO1, TRGO2 ir TRGO3 I(D)/I(G)
santykiai atitinkamai buvo 0,930, 0,940, 0,937. Nors visy frakcijy I(D)/I(G) santykiai skiriasi
nezymiai, taciau defektiskiausia buvo TRGO?2 frakcija.. Manoma, kad tai ir nulémé didziausig $ios
medziagos specifin] pavirSiaus plota (Sger). Ramano spektrinés analizés metu gauti duomenys
papildé elektrinio laidumo, TGA ir XRD analiziy metu gautus rezultatus, kurie parodé, kad GO
redukcijos metu daugiausiai funkciniy grupiy prarado, t. y. labiausiai redukuota buvo TRGO3
frakcija. Atlikus angliniy medziagy charakterizavima, Visos susintetintos medziagos buvo pritaikytos
amperometriniy fermentiniy biojutikliy konstravimui.
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3.3 TRGO panaudojimas biojutikliuose

Siekiant susintetintas anglines medziagas pritaikyti biojutikliy konstravime ir norint i§siaiskinti,
kokios jy savybés nulemia efektyviausig biojutikliy veikima, gautos medziagas charakterizuotos 5
metodais. I1Ssami angliniy medziagy ir grafito savybiy analizé pateikta 3.2 skyriuje, o apibendrinti
tyrimo duomenys pateikti 5 lenteléje.

5 lentelé. Pagrindinés darbo metu nustatytos grafito, GO ir TRGO charakteristikos.

Méginys | o, log[S'm] ne?:;‘;:s % d, nm Sger, m2-g'l 1(D)/1(G)
Grafitas 3,53 0,2 0,336 12,4+0,2 0,243
GO 1,33 68 0,871 83,61,2 0,891
TRGO1 1,67 3,9 0,703 604,620,3 0,930
TRGO2 2,03 3.4 0,698 708,0+0,3 0,040
TRGO3 2,31 2,4 0,697 617,5+0,2 0,937

Pritaikius anglines medziagas biojutikliuose su ureazé i§ Canavalia ensiformis ir PQQ-GDH i§
Acinetobacter calcoacetics sp., nustatyta, kad TEP vyko naudojant tik TRGO frakcijas, o su grafitu
bei GO nevyko arba vyko labai neefektyviai (grafito ir ureazés biojutiklis). IS 5 lentelés duomeny
matyti, kad grafitas pasizyméjo auks¢iausiu elektriniu laidumu (3,53 S'm™? logaritminéje skaléje),
maziausiu tarpplok§tuminiu atstumu bei defektiskumu, taciau jo pavirsiau plotas (12,4+0,2 m?-g™?)
buvo mazdaug 50 karty mazesnis uz TRGO frakcijy Sger. Be to, grafito struktiirai nebtudingos
deguoninés funkcinés grupés, kurios gali uztikrinti efektyvig EP. Tuo tarpu, GO Sger buvo didesnis
uz grafito ir Siai angliniai medZiagai buvo budingas didziausias funkciniy grupiy kiekis bei
didZiausias tarpplokStuminis atstumas. Nepaisant to, grafito oksidacijos metu buvo suardyta jo =n-
konjunguoty rysiy sistema, todél GO pasizyméjo ypatingai mazu elektriniu laidumu (-1,33 S'm™*
logaritminéje skaléje). Sios ribinés angliniy medziagy savybés ir galéjo nulemti jy netinkamuma
trecios kartos biojutikliams. TRGO frakcijos pasiZyméjo tarpinémis savybémis ir didZiausiu
pavirSiaus plotu bei didZiausiu defektiSkumu, kas ir leido jgyvendinti TEP biojutikliuose. ISsami
TRGO biojutikliy analizé pateikta zemiau esanciuose 3.3.1 ir 3.3.2 skyriuose.

3.3.1 Sintezés atsikartojamumo tyrimas panaudojant ureaz¢

Norint sukonstruotus biojutiklius ateityje pritaikyti komerciniam panaudojimui, yra svarbu
gebéti atkartoti TRGO sinteze, kurios metu gauty angliniy medziagy pagrindu sukurti biojutikliai
veikty efektyviai. Siekiant jvertinti TRGO frakcijy sintezés atsikartojamumg buvo palygintas
biojutikliy su skirtingu metu, bet tokiomis pac¢iomis sglygomis susintetintomis TRGO?2 frakcijomis ir
ureaze veikimas. Pasirinkta TRGO2 frakcija, kadangi i§ ankstesniy darby Zinoma, kad efektyviausiai
ir stabiliausiai biojutikliai su ureaze veikia biitent su TRGO2 frakcija, o Siy biojutikliy veikimui
didZiausig jtakg daro TRGO Sger, elektrinis laidumas ir funkciniy grupiy kiekis [2]. Sukonstruoty
biojutikliy, su skirtingu metu gautomis TRGO2 frakcijomis, generuojamos srovés tankio
priklausomybés nuo karbamido koncentracijos pateikos 16 pav.
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16 pav. Biojutikliy su TRGO2 frakcijomis, gautomis trijy sinteziy metu, generuojamos sroves

tankio priklausomybés nuo karbamido koncentracijos.

16 pav. matoma, kad nors sintezés ir buvo atliktos naudojant tokias pat sglygas, gautos kreivés
skiriasi. Manoma, kad sinteziy didZiausiems skirtumams jtaka daré zmogiSkasis faktorius, toks kaip
nevienodas GO milteliy sutrinimo laipsnis ar subérimo j redukcijos zong greitis. Dél $iy priezasciy,
ateityje bus bandoma Sias sintezés stadijas dar labiau kontroliuoti ir automatizuoti. Nepaisant to,
naudojant visas tris medziagas pavyko realizuoti efektyviag TEP tarp fermento ureazés bei elektrodo
pavirSiaus ir tiesinéje kalibracinés kreivés dalyje jautrumai iSliko labai panasts. Tai parodo, kad
sintezés buvo dalinai atkartotos, 0 nevienodas GO milteliy sutrinimas ar subérimo j redukcijos zong
greitis néra labai reikSmingas faktorius efektyviam biojutikliy veikimui.

I§ 16 pav. pateikty kreiviy buvo nustatytos pagrindinés biojutikliy charakteristikos: kalibracinés
kreivés tiesiné dalis, jautris, K§3¥, jt3r, bei LOD reik§més. Gauti duomenys pateikti 6 lenteléje.

6 lentelé. Biojutikliy su TRGO frakcijomis ir ureaze charakteristikos.

Sintezé T'es'r':l’v‘liahs’ ’ A.J;;;_rl' .Sc’m_z K2 mM | 25 pA-em? | LOD, mM
| 0,27-25 1,30,03 703101 116,419,2 0,27
T 0,72-18 1,20,05 343119 60,4£1,7 0,72
T 0,50-20 0,9+0,04 518441 613127 0,50

IS 6 lentel¢je pateikty duomeny matyti, kad apskaiciuoti biojutikliy jautriai svyravo nuo
0,9+0,04 pA-mM?-cm™ iki 1,3£0,03 pA-mM*-cm™, 0 nustatytos biojutikliy K" vertés kito nuo
34,3£1,9 mM iki 70,3+£10,1 mM. DidZiausiu jautriu pasizyméjo biojutiklis, kuriame panaudota |
sintezés metu gauta TRGO2 frakcija. IS pries tai atlikty tyrimy Zinoma, kad Siai medziagai buidingas
didziausias elektrinis laidumas (2,64 S'm™ logaritminéje skaléje), lyginant su kitomis TRGO2
frakcijomis. Svarbu paminéti, kad visy sukonstruoty biojutikliy jautriai yra panasts arba didesni uz
naujausiy, literatiiroje aprasyty, karbamido biojutikliy jautrius (1 lentelé). Tai parodo didelj TRGO2
frakcijos potencialg kuriant paprastos konstrukcijos tre¢ios kartos biojutiklius.

Nors tokiomis paciomis sglygomis gautas anglines medziagas naudojanciy biojutikliy
veikimas néra identiSkas, visi biojutikliai yra jautriis karbamidui ir pasizymi ne tik dideliu jautriu bet
ir ilga tiesine kalibracinés kreivés dalimi, didemis K" vertémis bei Zemomis LOD reik§mémis. Sios
savybés leidzia sukonstruotus biojutiklius lengvai pritaikyti realiy méginiy analizei placiame
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koncentracijy intervale. Prie$ kickvieng analizés atlikimg naudojami biojutikliai yra kalibruojami,
todél galima teigti, kad biojutikliy savybiy skirtumai néra reik§mingi karbamido koncentracijos
nustatymui ir visos trys sintezés yra pavykusios. Toliau buvo tiriami biojutikliai, kuriuose panaudotos
tik Sio baigiamojo darbo metu susintetintos trys TRGO frakcijos.

3.3.2 Biojutikliy su PQQ-GDH tyrimas

Kaip minéta ankséiau (3.3 skyriuje), panaudojus anglines medZziagas biojutikliuose su PQQ-
GDH TEP buvo realizuota naudojant tik TRGO frakcijas, o su grafitu bei GO nevyko. Apie sukurty
amperometriniy fermentiniy biojutikliy su TRGO frakcijomis ir PQQ-GDH veikimo efektyvuma
buvo sprendZziama i§ generuojamy elektros srovés tankio priklausomybiy nuo B-D-gliukozés
koncentracijos. Priklausomybés pateiktos 17 pav.

® TRGO1
® TRGO2
A TRGO3
LI O L L B
0 2 4 6 8 10

c (B-D-gliukozés), mM

17 pav. Biojutikliy su TRGO1, TRGO2, TRGO3 generuojamos srovés tankio priklausomybés nuo
B-D-gliukozés koncentracijos.

IS 17 pav. matomy srovés tankio priklausomybiy nuo B-D-gliukozés koncentracijos buvo
nustatytos ios biojutikliy charakteristikos: kalibracinés kreivés tiesiné dalis, jautris, K%, j%r_ bei
LOD. Gauti duomenys pateikti 7 lenteléje.

7 lentelé. Biojutikliy su TRGO frakcijomis ir PQQ-GDH charakteristikos.

Ell:::;;(i):glze T1es1rIT:(:\;lialls, " le;irllsc,mz K@ mM |2 pA-em? | LOD, pM
TRGO1 0,0044-2,8 28,4+1,5 3,8+0,4 191,7+£10,3 44
TRGO2 0,0011-1,7 77,7£3,8 2,0+0,3 293,6+21,7 11
TRGO3 0,0049-1,5 42,9443 0,9+0,1 95,1+£2,7 49

IS auksciau pateikty duomeny matyti, kad sukonstruotuose biojutikliuose naudojant visas tris
TRGO frakcijas, vyko labai efektyvi TEP tarp fermento aktyvaus centro ir elektrodinés medziagos.
Visos $iy biojutikliy jautriy vertés yra daug didesnés nei jau PQQ-GDH pagrindu sukurty biojutikliy,
kuriy konstrukcijoje naudojami EPT, jautriai (2 lentel¢). Efektyviausiai veiké biojutiklis su TRGO2
frakcija. Sio biojutiklio jautris sieké 77,7+3,8 pA-mM™-cm™ ir buvo mazdaug 2,7 karto didesnis uz
biojutiklio su TRGOLI ir 1,8 karto didesnis uz biojutiklio su TRGO?3 jautrius. Sis biojutiklis taip pat
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pasizyméjo diziausiu jat, — 293,6+21,7 pA-cm™. Manome, kad tokios TRGO? frakcijai biidingas
savybés, kaip didziausias Sger, defektiSkumas, optimalus funkciniy grupiy kiekis bei tinkamas
elektrinis laidumas (5 lentelé), ir nulémé didziausig Sio biojutiklio efektyvuma.

Biojutikliams su PQQ-GDH ir TRGO frakcijomis apskai¢iuotos ir B-D-gliukozés LOD
reikSmés (7 lentelé). IS gauty duomeny matyti, kad maziausia B-D-gliukozés koncentracija, kuri gali
buti nustatoma naudojant biojutiklj su TRGO?2 frakcija yra 1,1 uM. Tokig mazg LOD verte nulémé
didelis $io biojutiklio jautris lyginant su kitais biojutikliais, kuriose naudotos TRGO1 bei TRGO3
frakcijos.

Taip pat i§ gauty priklausomybiy nustatytos Visos K" vertés yra didesnés uz PQQ-GDH
fermentui tirpale budinga Ky, kuri lygi 0,5 mM [71]. Tai parodo, kad tarp fermentinio sluoksnio ir
tiriamojo tirpalo atsiranda difuzinis barjeras [72]. Zemiausia K& verté (0,9+0,1 mM) nustatyta
biojutikliui su TRGO3 frakcija, todél galima teigti, kad $i frakcija pasizymi didziausiu giminingu
imobilizuotam fermentui. Tuo tarpu didZiausia K§i" verté (3,8+0,4 mM) biidinga biojutikliui su
TRGOL1 frakcija. K§§" vertés ir tuo paciu kalibraciniy kreiviy tiesinés dalys koreliuoja su angliniy
medziagy struktiirose esanciu deguoniniy funkciniy grupiy kiekiu, todél galima manyti, kad didesnis
elektrochemiskai aktyviy deguoniniy funciniy grupiy kiekis iki tam tikros ribos nulemia ilgesne
biojutiklio atsako tiesing priklausomybe nuo substrato koncentracijos.

Nustacius pagrindines biojutikliy charakteristikas, buvo tiriamas jy stabilumas. 37 dienas
(TRGOL1), 40 dieny (TRGO2) ir 33 dienas (TRGO3) buvo stebétas biojutikliy atsako j 0,5 mM B-D-
gliukozés tirpalg kitimas laike. Gautos priklausomybés pateikiamos 18 pav.
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18 pav. Biojutikliy su TRGO1, TRGO2 ir TRGO3 stabilumas. Stebétas biojutikliy generuojamos
sroves tankis esant 0,5 mM B-D-gliukozés koncentracijai.

18 pav. matoma, kad biojutikliams su TRGO2 ir TRGO3 frakcijomis yra buidingas staigus
jautrumo sumazéjimas pirmomis matavimo dienomis. Sis sumazéjimas atsiranda dél silpnai
imobilizuoto fermento issiplovimo. Biojutikliui su TRGO1 frakcija staigus signalo kritimas néra
bidingas. Si angliné medziaga turi didZiausia kiekj deguoniniy funkciniy grupiy, kurios galéjo padéti
geriau jmobilizuoti fermenta, dél ko jis ir neiSsiplové tarp matavimo atlikimy. Matoma, kad véliau
visiems biojutikliams yra budingas nezymus signalo iSaugimas. Sis iSaugimas galéjo atsirasti dél
angliniy medziagy, esan¢iy fermentinéje membranoje, brinkimo, kuris paskatina $iy medziagy
pavirSiaus ploto padidéjima, kas ir nulemia didesn;j $iy biojutiklio atsakg j B-D-gliukoze. Taip pat i$
gauty priklausomybiy matyti, kad 37 dieny eigoje biojutiklio su TRGOI1 efektyvumas beveik nekito.
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Tuo tarpu, biojutiklio su TRGO?2 veikime po 40 dieny stebimas mazdaug 47 % atsako sumaz¢jimas,
0 biojutiklio su TRGO3 efektyvumas per visg stebéjimo laikg sumazéjo mazdaug 40 %. Manome,
kad didziausig jtaka jautrio sumazéjimui, turéjo PQQ-GDH iSsiplovimas pirmomis matavimo
dienomis, terminé fermento inaktyvacija bei TRGO pavirsiniy grupiy iSsieikvojimas tarp matavimy.

Zinant, kad biojutiklio kalibracinés kreivés tiesiné dalis yra viena svarbiausiy analitiniy
savybiy, darbo metu buvo norima jvertinti ir jos kitimg laike. Tiesines dalis gerai atspindi biojutikliy
KT vertés, kuriy reik§miy kitimas laike buvo nustatytas biojutikliams su TRGO1, TRGO2 ir TRGO3
frakcijomis. Gauti duomenys patikti 8 lenteléje.

8 lentelé. Biojutikliy su TRGO frakcijomis K§3" kitimas laike.

TRGO1 TRGO?2 TRGO3
Trukmé, Trukmé, Trukmé,

dienos K3, mM dienos K", mM dienos Kii', mM
1 9,3£1,9 1 0,8+0,03 1 1,7+0,1
4 4,6£0,7 4 1,6£0,2 5 1,4+0,1
9 3,8+0,4 7 2,0+£0,3 7 0,9+0,1
11 2,9+0,5 12 1,3+0,2 13 0,7+0,06
15 3,7+£0,6 26 1,1+0,1 14 0,9+0,08
24 4,0+0,6 30 1,0+0,1 26 0,8+0,06

IS aukScau pateikty duomeny matyti, kad lyginant veikimo pradZioje biojutikliy su TRGOLI ir

TRGO3 nustatytas K" vertes su stebéjimo pabaigoje nustatytomis Ka*

sumazgjo apie 2,3 karto TRGOI1 atveju ir apie 2,2 karto TRGO3 atveju. Tai reiskia, kad trumpé¢jo
biojutikliy generuojamos srovés tankio tiesiné priklausomybé nuo substrato. Biojutiklio su TRGO2

atveju matoma, kad K}a*

reikSmémis, konstantos

reik§meés iSaugo dvigubai iki 4 matavimo dienos, o tolesniame 26 dieny
laikotarpyje iSliko gana pastovios. Didelj iSaugimg galéjo nulemti silpnai imobilizuoto ar net visai
nepriri§to fermento i§siplovimas i§ membranos. Likes, stipriai suriStas fermantas su angline medZiaga
membranoje nuléme, kad biojutiklio tiesiné priklausomybé nuo substrato koncentracijos beveik
nekito tolesnio steb¢jimo laikotarpiu. Apibendrinus rezultatus matyti, kad net ir po ménesio laiko,
visy biojutikliy K{§* vertés nenukrito Zemiau natyvaus PQQ-GDH fermento Ky, reikimés (5 mM)
[71]. Tai parodo, kad fermentas buvo tinkamai imobilizuotas panaudojant visas TRGO frakcijas ir
18laikeé savo efektyvuma visg stebéjimo laikotarpj.

PQQ-GDH néra visigkai specifiné B-D-gliukozei. Sis fermentas gali katalizuoti ir jvairiy kity
sacharidy ir disacharidy oksidacijg [54]. Dél Sios priezasties, baigiamojo darbo metu buvo siekiama
iSanalizuoti biojutikliy su TRGO frakcijomis ir imobilizuota PQQ-GDH substratinj atrankumg. Tuo
tikslu, nustatytos biojutikliy generuojamos srovés tankio priklausomybés nuo monosacharidy f-D-
gliukozés, B-D-ribozés, B-D-ksilozés, B-D-galaktozés ir disacharidy p-D-celobiozés, B-D-maltozés
bei D-laktozés. Lygintas biojutikliy jautris B-D-gliukozés atzvilgiu (atsakas j PB-D-gliukoze
prilygintas 100 %) ir i§ srovés tankio priklausomybiy nuo substraty koncentracijos nustatytos Kia*
vertés. Gauti duomenys pateikti 9 lentel¢je.
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9 lentelé. Biojutikliy su TRGO selektyvumas sacharidams B-D-gliukozés atzvilgiu ir jy K§3* vertés.

TRGO1 TRGO2 TRGO3
Substratas | Santykinis SantyKinis SantyKinis
jaut:,is, % Kii', mM i autl?lis, % Kii', mM jautl?is, % Kii', mM

p-D-gliukozé 100 3,8+0,4 100 2,0+0,3 100 0,9+0,1
p-D-ribozé 130,6 5,1+£0,9 129.9 2,2+0,2 96,7 0,8+0,03
p-D-ksilozé 114,6 8,2+1,0 104,8 2,8+0,3 107,5 1,0+0,05
B-D-galaktozé 119,2 4,4+0,4 116,0 1,5+0,1 96,6 0,8+0,05
p-D-celobiozé 65,6 5,2+0,7 74,1 2,2+0,3 61,3 1,3+£0,1
B-D-maltozé 69,2 6,6+1,2 71,8 4,2+0,5 74,4 1,6+0,1
p-D-laktozé 72,3 7,6£1,6 80,5 3,1+0,3 75,6 1,4+0,1

I$ gauty duomeny matyti, kad nors PQQ-GDH fermentas placiai naudojamas -D-gliukozés
analizés sistemose, sukurti biojutikliai buvo jautriausi monosacharidams p-D-ribozei ir B-D-ksilozei.
Biojutiklio su TRGO1 bei TRGO2 frakcijomis jautrumas B-D-ribozei buvo mazdaug 30 % didesnis
nei B-D-gliukozei. Didziausias biojutiklio su TRGO3 frakcija jautris f-D-ksilozei buvo mazdaug 8 %
didesnis negu B-D-gliukozei. Sie monosacharidai yra pentozés, maZesni uz natiiraly substratg p-D-
gliukoze, todél lengviau patenka j PQQ-GDH aktyvy centra, kas ir nulemia didesnj biojutikliy jautri
Siy substraty atzvilgiu. Sukurty biojutikliy jautris disacharidams buvo daug maZesnis. MaZiausiu
jautrumu biojutikliai su TRGO1 ir TRGO3 pasizyméjo B-D-celobiozei (65,6 % ir 61,3 %). Biojutiklis
su TRGO2 maziausiai efektyviai veikeé, kai substratas buvo B-D-maltoze (71,8 %).

I§ apskai¢iuoty K§3" matyti, kad biojutiklis su TRGO1 frakcija pasizyméjo didziausiomis K§3*
vertémis. Ilgiausia tiesiné priklausomybé uzfiksuota analizuojant substrata B-D-ksiloze (K" =
8,2+1,0 mM). Kity biojutikliy ilgiausia tiesiné priklausomybé stebéta naudojant B-D-maltozg.
Nustatyta K" su TRGO2 — 4,2+0,5 mM, su TRGO3 — 1,6+0,1 mM.

Platus PQQ-GDH substratinis atrankumas gali atverti dideles galimybes §io fermento pagrindu
sukurtas fermentines biojutiklines sistemas placiau taikyti pramoninése technologijose, kur vykdoma
jvairiy sacharidy konversija ar gaminamos biokuro celés. Tokie biojutikliai taip pat gali biiti aktualiis
ne tik maisto ar gérimy, bet ir farmacijos pramong¢je bei medicinoje.

Galiausiai buvo iSanalizuotos sukonstruoty tre¢ios kartos biojutikliy, kuriy biologing dalj
sudaro PQQ-GDH, veikimui reikalingos optimalios salygos. Pirmiausiai buvo stebétos biojutikliy
generuojamos sroveés tankio priklausomybés nuo buferinio tirpalo koncentracijos ir jo pH. Gauti
duomenys pateikti 19 pav.
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19 pav. Biojutiklio su TRGO2 srovés tankio atsaky j 0,2 mM B-D-ribozés tirpalg priklausomybé
nuo TRIS buferinio tirpalo talpos (a) ir biojutiklio su TRGO1 srovés tankio atsaky j 0,2 mM B-D-
gliukozés, B-D-maltozés ir B-D-laktozés tirpalus priklausomybés nuo TRIS buferinio tirpalo pH (b).

19 pav. (a) matomg priklausomybe galima suskirstyti j tris dalis. Esant 10 — 20 mM, 30 — 50
mM ir 70 — 100 mM buferinio tirpalo koncentracijoms, generuojamos srovés tankis kinta nezymiai,
taciau apibendrinant visg kreive galima teigti, kad biojutiklio efektyvumas didéja mazéjant buferinio
tirpalo talpai. 19 pav. (b) dalyje matyti, kad kai biojutiklinéje sistemoje vyksta sacharidy oksidacijos
bioelektrokatalizé, didziausios biojutiklio srovés tankio vertés, nepriklausomai nuo substrato,
gaunamos, kai buferinio tirpalo pH yra 7,5. Nustatyta pH verté yra artima pateikiamai literatiiroje,
kur teigiama, kad PQQ-GDH fermento veikimui tinkamiausia pH verté esant 25°C yra 7,0 [54].

Toliau buvo analizuojama naudojamo darbinio elektrodo potencialo jtaka biojutikliy efektyvumui.
Gautos priklausomybés pateiktos 20 pav.
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20 pav. Biojutiklio su TRGO2 srovés tankio atsaky j 0,4 mM B-D-gliukozg priklausomybé nuo
darbinio elektrodo potencialo (a) ir biojutiklio su TRGO3 srovés tankio priklausomybés nuo B-D-
maltozés koncentracijos esant skirtingam darbinio elektrodo potencialui (b).

20 pav. (a) matyti, kad didéjant darbinio elektrodo potencialo vertei, generuojamos sroveés
tankis taip pat didéja. Remiantis 20 pav. (b) dalyje matomomis priklausomybémis buvo nustatytas

33



sistemos jautris, Kia" vertés, jiat,. bei generuojamos foninés srovés tankis (js, ). Gauti duomenys
pateikti 10 lenteléje.

10 lentelé. Biojutiklio su TRGO3 ir PQQ-GDH savybés esant skirtingam darbiniam potencialui.

E,V Jau}[rl?’c::??-mM 1 Kjyi', mM jmax BA-cm™ jfon., HA-cm
0 — 0,3+0,02 10,2+0,5 -8,5

0,1 21,9+£3,6 0,6+0,03 30,5+0,5 1,7

0,2 31,5433 1,3+0,1 77,4+3,1 3,0

0,3 43,2439 2,6+0,2 190,8+8.,5 4,1

0,4 45,3£2,0 7,2+0,9 375,3+21,9 5,1

0,5 48,3+£3,4 15,3+2,3 588,1+42,9 27,1

0,6 50,1+2.4 37,0+5,0 1162,6+89,7 64,0

I§ gauty duomeny nustatyta, kad didziausiu jautriu (50,1+2,4 pA-mM*-cm?), K" verte

(37,0£5,0 mM) bei j@r  (1162,6+89,7 pA-cm™) biojutiklis pasizyméjo, kai darbinio elektrodo
potencialas buvo 0,6 V. Tafiau esant aukStam potencialui, egzistuoja didesné pasaliniy reakcijy
tikimybe¢ ir didesné fonine sroveé. Kaip matyti 1§ lentelés duomeny, esant 0,6 V foninés srové tankis
yra mazdaug 38 kartus didesnis nei esant 0,1 V darbinio potencialo vertei. Visa tai gali trukdyti
nustatyti mazas anali¢iy koncentracijas. Dél $iy priezascCiy, tyrimams tinkamiausias yra 0,2 V-0,3 V
darbinio elektrodo potencialas, kuriam esant biojutiklio jautris yra pakankamas, foniné srové néra
didelé, o pasaliniy reakcijy tikimybé minimali.

3.4 Biojutikliy veikimo realiose terpése tyrimas

Nustacius tre€ios kartos biojutiklio su PQQ-GDH jautruma p-D-maltozei, jo veikimo galimybé
buvo i§bandyta naudojant kontrolinj ir UP serganéio paciento $lapimo méginius. Sis biologinis skystis
pasirinktas dél to, kad tai galutinis ir greitai atsinaujinantis organizmo produktas, kurio komponenty
net minimalis pakitimai gali parodyti organizmo fiziologine biiseng. Yra Zinoma, kad sergan¢iy UP
zmoniy organizme padidéja fermento o-amilazés kiekis. Sis fermentas isskiriamas kasoje ir seiliy
liaukose bei katalizuoja krakmolo hidrolize iki tokiy sacharidy, kaip gliukozé, maltozé ir dekstrinai.
Sveiko Zmogaus S§lapime maltozés néra arba jos kiekis turéty bati minimalus, todél padidéjusi $io
sacharido koncentracija seilése, kraujo serume ar Slapime gali indikuoti sunkig UP eigg dar
ankstyvoje stadijoje [17,18]. Nors yra sukurta nemazai metody, kurie nustato a-amilazés kiekio
poky¢ius, taciau Sie metodai tik parodo, kad didelé kasos audiniy dalis jau yra suirusi, todél netinka
UP ligos prognostikai. Dél $ios priezasties jautrus metodas, kuris leisty nustatyti minimalius o-
amilazeés kiekio pokycCius dar ankstyvoje stadijoje, buty labai aktualus, o d¢l savo neinvaziSkumo
Slapimo tyrimai taip pat yra labai perspektyvis.

Sukurtas GDH-TRGO biojutiklis buvo pritaikytas B-D-maltozés kiekio jvertinimui UP
sergan¢iy pacienty Slapime, taip norint patikrinti hipotez¢ dél Sio sacharido koncentracijos
padidéjimo. Pirmiausiai GDH-TRGO biojutikliu buvo nustatytos p-D-gliukozés ir f-D-maltozés
kalibracinés kreivés vandeniniuose tirpaluose. Gautos priklausomybés pateiktos 21 pav.
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21 pav. GDH-TRGO biojutiklio generuojamos srovés tankio priklausomybés nuo B-D-gliukozés ir
B-D-maltozés koncentracijy.

21 pav. matoma, kad tiesin¢je [B-D-gliukozés kalibracinés kreives dalyje biojutiklio
generuojamos sroveés tankio vertés yra didesnés lyginant su tomis paciomis [-D-maltozés
koncentracijomis. Priklausomai nuo substrato koncentracijos, biojutiklio signalas j f-D-gliukoze yra
mazdaug nuo 30 % iki 60 % didesnis. Didé¢jant koncentracijai atsakas j B-D-gliukoz¢ mazéja lyginant
su ta pacia B-D-maltozés koncentracija, nes sukurto biojutiklio K", kaip buvo minéta anks¢iau, p-
D-gliukozei yra maZesné lyginant su K" verte nustatyta p-D-maltozei. Skirtingi GDH-TRGO
biojutiklio signaly dydZziai skirtingiems substratams rodo, kad suminis $iy sacharidy biojutiklio
signalas bus sudarytas i§ dviejy netolygiy komponenciy. 22 pav. i§ GDH-TRGO biojutikliu nustatyty
generuojamos srovés stiprio verciy matyti, kad suminj biojutiklio signalg sudaro signaly j tam tikras
sacharidy koncentracijas suma, t. y. skirtinguose tirpaluose esanciy sacharidy generuojamy srovés
stipriy suma yra lygi tam paciam tirpale esanciy ir tos pacios koncentracijos abiejy sacharidy
generuojamam sroveés stipriui.

160 4
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<
c

—_ 80_-

40

B-D-gliukozé B-D-maltozé Sacharidy misinys

22 pav. GDH-TRGO biojutiklio generuojamos sroveés stiprio vertés esant 0,5 mM B-D-
gliukozés, 0,5 mM B-D-maltozés ir $iy sacharidy miSiniui.

Tada B-D-maltozeés tirpalas po a-gliukozidazés pridéjimo tam tikrais laiko tarpais iSanalizuotas
naudojant sukonstruota GDH-TRGO biojutiklj ir aprobuota metoda, kuriy pagalba ir remiantis
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gautomis kalibracinémis kreivémis, nustatytos -D-gliukozés ir B-D-maltozés koncentracijos bei Siy

substraty bendras generuojamas biojutiklio signalas. Gauti duomenys pateikti 11 lenteléje.

11 lentelé. a-gliukozidazés katalizuojamos reakcijos misinio tyrimo duomenys.

Trukmé, min I, NA c (B-D-gliukozés), mM | c (B-D-maltozés), mM
0 1534 0 9,90
1 1513 0,007 9,75
10 1541 0,06 9,87
20 1499 0,12 9,52
30 1522 0,15 9,63
50 1544 0,26 9,62
70 1531 0,50 9,22

IS 11 lenteléje pateikty duomeny matyti, kad a-gliukozidazés katalizuojamos f-D-maltozés
hidrolizés reakcijos miSinyje B-D-gliukozés koncentracija didéja iki 0,5 mM, o B-D-maltozés
koncentracija svyruoja nuo 9,90 mM iki 9,22 mM. Manoma, kad B-D-maltozés koncentracijy
svyravimai hidrolizés metu gal¢jo atsirasti dél P-D-maltozés mutarotacijos ir a-gliukozidazés
terminés inaktyvacijos reakcijos miSinyje. Nepaisant to, B-D-maltozés koncentracija bendrai
sumazgja 0,68 mM, kas per daug nenukrypsta nuo susidariusio B-D-gliukozés kiekio.

Toliau, buvo tiriami ir UP sergancio bei sveiko Zzmogaus $lapimo méginiai. Po a-gliukozidazés
pridéjimo  Slapima, tam tikrais laiko tarpais buvo nustatoma B-D-gliukozés koncentracija ir bendras
GDH-TRGO biojutiklio generuojamas signalas j $lapime esandius sacharidus. Sie ir modelinés
sistemos duomenys pateikti 23 pav.
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23 pav. B-D-gliukozes koncentracijos (a) ir GDH-TRGO biojutiklio generuojamo srovés
tankio (b) kitimas modelinéje sistemoje, sveiko ir UP sergancio paciento §lapimo méginiuose
naudojant a-gliukozidazg.

23 pav. (a) matyti, kad B-D-gliukozés koncentracijos kitimo dinamika modelinéje sistemoje
yra panasi j UP sergancio paciento: pirmomis reakcijos minutémis (iki 20 min modelinéje sistemoje
ir iki 10 min UP sergancio paciento §lapime) matomas staigus koncentracijos didéjimas, o véliau
letesnis eksponentinis augimas. Sveiko zmogaus Slapimo méginyje B-D-gliukozés koncentracija
beveik nekinta viso steb&jimo metu. B-D-gliukozés koncentracijos augimo dinamikos UP sergan¢io
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paciento $lapime panaSumas j modeling sistemg, gali rodyti, kad méginyje yra B-D-maltozés. Toks
jrodymas yra labai svarbus siekiant §ig analite pritaikyti UP diagnostikai. 23 pav. (b) dalyje matyti,
kad GDH-TRGO biojutiklio generuojamo signalo dinamikoje UP sergandio paciento $lapime ir
modelinéje sistemoje pirmosiomis minutémis taip pat matomas anodinés srovés iSaugimas, kuris gali
atsirasti del greito B-D-gliukozeés susidarymo katalizuojamos reakcijos pradzioje. Kadangi GDH-
TRGO biojutiklis yra jautresnis B-D-gliukozei, $io sacharido generuojama srové yra didesné nei
sroves sumazéjimas, kuris atsirado dél atitinkamo B-D-maltozés suvartojimo hidrolizés metu. Dél
Sios priezasties iki 10 minuciy matomas biojutiklio bendro signalo augimas. Po to, tiek modelinéje
sistemoje, tick UP sergancio paciento §lapime susidaro tam tikra pusiausvyra tarp sacharidy.

Nustacius, kad sukurtas GDH-TRGO biojutiklis gali buti pritaikytas f-D-maltozés jvertinimui
UP sergancio paciento Slapime, buvo optimizuotos jo veikimo sglygos: pasaliniy medziagy jtakos
minimalizavimui tiriamas 10 karty skiestas Slapimas, naudojant 0,1 V (lyg. su Ag/AgCl) darbinio
elektrodo potencialg ir matuojant tik 10 s anodinj biojutiklio signala. Esant tokioms salygoms,
Slapime esancios trukdanc¢ios medziagos tokios, kaip Slapimo ir askorbo rtigstis, nedaro jtakos GDH-
TRGO biojutiklio signalui ir nustatytos p-D-gliukozés koncentracijos visiS$kai sutampa su aprobuotu
metodu nustatytomis koncentracijomis.

Atlikti eksperimentai rodo, kad jgyvendinus nuoseklius tyrimus ir optimizavimo darbus,
GDH-TRGO biojutiklj biity galima pritaikyti ankstyvoje, neinvazinéje UP prognostikoje. Lyginant
su kitais, jau sukurtais metodais, kuriy metu matuojamas a-amilazés aktyvumas, toks biojutiklis
turéty didel] pranasuma, kadangi jo pagalba biity galima tiesiogiai nustatyti p-D-maltozés
koncentracijg be papildomy $lapimo apdorojimo (sacharidy hidrolizés) stadijy.

37



ISVADOS

1. Modifikuotu Hummers‘o metodu susintetintas grafito oksidas (GO), i$ kurio terminés
redukcijos ir frakcionavimo metu gautos trys termiskai redukuoto grafeno oksido frakcijos (TRGO1,
TRGO2 ir TRGO3). Frakcijy iSeigos atitinkamai buvo 23,37 %, 2,54 %, 1,56 %.

2. Charakterizavus anglines medziagas nustatyta, kad redukcija buvo atlikta sékmingai:
TRGO struktiiros dalinai susigrazino savo elektrinj laiduma, kuris nuo 3000 iki 7000 karty didesnis
uz GO laiduma, prarado didzigja dalj deguoniniy funkciniy grupiy (termogravimetrinés analizés metu
stebima tik 3,9 %, 3,4 % ir 2,3 % TRGO frakcijy masés netektis, kai GO praranda 68 % savo masés)
bei jy tarpplostuminiai atstumai sumazéjo nuo 0,871 nm, lyginant su GO, iki 0,703 nm, 0,698 nm bei
0,697 nm. Didziausias elektrinis laidumas (2,31 S-m? logaritmingje skaléje) maziausias
tarpplokstuminis atstumas (0,697 nm) ir maziausias deguoniniy funkciniy grupiy kiekis atskleidé, kad
labiausiai redukuota buvo TRGO3. Didziausiu pavirsiaus plotu (708,0+0,3 m?-g!), kurj nulémé
didziausias defektiSkumas, pasizyméjo TRGO?2.

3. Pritaikius susintetintas medZiagas biojutikliuose su nuo pirolo chinolinchinono
priklausoma gliukozés dehidrogenaze i$ Acinetobacter calcoaceticus sp, nustatyta, kad tiesioginé
elektrony pernasa buvo pasiekta tik su TRGO frakcijomis. Efektyviausiai veiké biojutiklis su
TRGO2. Jo jautris sické 77,7+3,8 pA-mM™-cm™. Si medZiaga pasizyméjo didziausiu pavir$iaus plotu
(708,0+0,3 m?-g1), didziausiu defektiskumu, tinkamu elekriniu laidumu bei optimaliu deguoniniy
funkciniy grupiy kiekiu, kas ir nulémé auksta biojutiklio jautrj. Taip pat nustatyta, kad visi biojutikliai
dél mazesnio molekuliy dydZio buvo labiau atrankiis monosacharidams nei disacharidams, 0 Sistemy
veikimui reikalingos optimalios sglygos buvo 7,5 buferinio tirpalo pH verté, 0,2-0,3 V darbinio
potencialo vertés ir 10 mM buferinio tirpalo talpa.

4. Pritaikius anglines medziagas biojutikliuose, kuriy biologine dalj sudaré ureaze i§
Canavalia ensiformis issiaiskinta, kad efektyvi tiesioginé elektrony pernasa taip pat realizuota tik
panaudojus TRGO frakcijas. Nustatyta, kad biojutikliy su skirtingomis TRGO2 frakcijomis jautriai
svyravo nuo 0,9+0,04 pA-mM-cm iki 1,3£0,03 pA-mM*-cm™. Nors tokiomis paciomis sglygomis
sintetintas TRGO?2 frakcijas naudojanciy biojutikliy jautris néra identiskas, taciau jis yra tinkamas ir
kartu su ilga tiesine kalibracinés kreivés dalimi (iki 25 mM) leidzia sukonstruotus biojutiklius
sékmingai naudoti karbamido koncentracijos nustatymui.

5. Nustatyta, kad sukonstruotas trecios kartos biojutiklis yra tinkamas neinvaziniam (-D-
gliukozés bei B-D-maltozés nustatymui Gminiu pankreatitu serganciy pacienty Slapime, kai $lapimo
méginiai yra 10 karty skiesti, o darbinio elektrodo potencialas yra 0,1 V.
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SANTRAUKA
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GINTARE RIMKUTE
Termiskai redukuoto grafeno oksido tyrimas ir panaudojimas amperometriniuose trecios
kartos biojutikliuose

Siuo metu daug démesio sulaukia tre¢ios kartos biojutikliai, kuriy veikimas pagrjstas tiesiogine
elektrony pernasa (TEP) tarp fermento aktyvaus centro ir elektrodo pavirSiaus. Taciau sukurti
efektyviai veikianCius treCios kartos biojutiklius néra lengva. Dél to atsigr¢ziama j anglines
medziagas, kurios pasizymi daugeliu unikaliy savybiy ir gali bati modifikuojamos jvairiomis
funkcinémis grupémis.

Sio darbo tikslas — susintetinti termiskai redukuoto grafeno oksido (TRGO) pavyzdzius, juos
charakterizuoti ir pritaikyti amperometriniuose trec¢ios kartos biojutikliuose. Modifikuotu
Hummers‘o metodu buvo susintetintas grafito oksidas (GO), kuris toliau termiskai redukuotas
gaunant tris TRGO frakcijas (TRGO1, TRGO2, TRGO3). Istyrus anglines medziagas, nustatyta, kad
atlikus redukcija, struktiros dalinai susigrazino elektrinj laiduma, prarado didziaja dalj deguoniniy
funkciniy grupiy ir jy tarpplokStuminiai atstumai sumazéjo. Didziausias elektrinis laidumas (2,31
S'm? logaritminéje skaléje), maziausias deguoniniy funkciniy grupiy kiekis ir maziausias
tarpplokStuminis atstumas (0,697 nm) atskleidé¢, kad labiausiai redukuota buvo TRGO3.

Anglinés medziagos — grafitas, GO ir TRGO frakcijos, buvo pritaikytos biojutikliuose, kuriy
biologine dalj sudaré ureaze bei nuo pirolo chinolinchinono priklausoma gliukozés dehidrogenaze
(PQQ-GDH). TEP buvo realizuota tik su TRGO frakcijomis. Tarp biojutikliy, kurie naudojo PQQ-
GDH ir TRGO frakcijas, efektyviausiai veiké biojutiklis su TRGO2. Jo jautris sieké 77,7+3,8
pA-mM?t-ecm? TRGO2 pasizyméjo didziausiu pavirdiaus plotu (708,0+0,3 m?-g?), didZziausiu
defektiSkumu bei optimaliu deguoniniy funkciniy grupiy kiekiu, kas nulémé didziausig biojutiklio
jautruma. Visi biojutikliai dél mazesnio molekuliy dydzio buvo labiau atrankiis monosacharidams nei
disacharidams, o nustatytos sistemy veikimui reikalingos optimalios salygos buvo 7,5 buferinio
tirpalo pH verté, 0,2-0,3 V darbinio potencialo vertés ir 10 mM buferinio tirpalo talpa. Palyginus
biojutikliy su ureaze veikima, nustatyta, kad biojutikliy su skirtingomis TRGO2 frakcijomis jautriai
svyravo nuo 0,9+0,04 pA-mM*t-cm? iki 1,3+£0,03 pA-mM*-cm Tokiomis padiomis salygomis
sintetintas TRGO2 frakcijas naudojanciy biojutikliy jautris néra identiskas, taciau jis yra tinkamas ir
kartu su ilga tiesine kalibracinés kreivés dalimi (iki 25 mM) leidzia sukonstruotus biojutiklius
s¢kmingai naudoti karbamido koncentracijos nustatymui.

Siekiant sukonstruotus biojutiklius ateityje pritaikyti medicinoje, tre¢ios kartos GDH-TRGO
biojutiklis buvo panaudotas sacharidy nustatymui realiose terpése. Nustatyta, kad sukonstruotas
GDH-TRGO biojutiklis yra tinkamas neinvaziniam B-D-gliukozés bei 3-D-maltozés nustatymui, kali
Slapimo méginiai yra 10 karty skiesti, 0 naudojamas darbinio elektrodo potencialas yra 0,1 V.
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SUMMARY
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GINTARE RIMKUTE
Investigation of thermally reduced graphene oxide and its application in amperometric third
generation biosensors

Nowadays third-generation biosensors, which use direct electron transfer (DET) between the
active site of enzyme and electrode surface, are receiving a lot of attention. However, it is not
effortless to develop effectively operating third-generation biosensors. As a result, carbon materials
are used, which have many unique properties and can be modified with various functional groups.

The purpose of this work was to synthesize samples of thermally reduced graphene oxide
(TRGO), characterise and apply them in amperomeric third-generaton biosensors. Using modified
Hummers‘ method graphite oxide (GO) was synthesized and thermally reduced thus obtaining three
TRGO fractions (TRGO1, TRGO2, TRGO3). Investigation of materials revealed that after reduction,
the structures partially regained electrical conductivity, lost most of their oxygen-containing
functional groups and their interplanar spacings decreased. The highest electrical conductivity (2.31
S'm™ on a logarithmic scale), lowest amount of oxygen-containing functional groups and smallest
interplanar distance (0.697 nm) revealed that TRGO3 was the most reduced.

Carbon materials — graphite, GO and TRGO, were applied in biosensors, whose biological part
consisted of urease and pyrrologuinoline quinone-dependent glucose dehydrogenase (PQQ-GDH).
DET was implemented only using TRGO. Among the biosensors with PQQ-GDH and TRGO
fractions, the biosensor using TRGO2 was the most effective with sensitivity 77.7+3.8 pA-mM™-cm’
2, TRGO2 had the largest surface area (708.0+0.3 m?-g™), the highest number of defects and optimal
amount of functional groups, which determined the highest sensitivity of this biosensor. All
biosensors were more selective for monosaccharides due to their smaller molecular size and the
optimal conditions required for the bioanalytical systems to operate effectively were 7.5 buffer
solution pH, 0.2-0.3 V working electrode potential values and 10 mM buffer solution capacity.
Comparing the performance of biosensors with urease, it has been found out that the sensitivity of
biosensors with different TRGO?2 fractions varied from 0,9+0,04 pA-mM™*-cmto 1,3+0,03 pA-mM-
L.em™. The sensitivity of biosensors using synthesized TRGO?2 fractions under the same conditions
is not identical, but it is sufficient and, together with the long linear part of the calibration curve (up
to 25 mM), allows the constructed biosensors to be successfully used for determination of urea
concentration.

A third-generation GDH-TRGO biosensor was used to detect saccharides in real samples for
future medical applications. The engineered GDH-TRGO biosensor was found to be suitable for the
non-invasive detection of 3-D-glucose and 3-D-maltose when urine samples are diluted 10-fold while
the working electrode potential is 0.1 V.
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