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IVADAS

Per pastaruosius kelis deSimtmecius nanotechnologijos paskatino mokslo ir technologijy plétra.
Jriniy midijy baltymy, pasiZyminc¢iy adhezinémis savybémis, nagrinéjimas jkvépé mokslininkus atrasti
polidopaming (PDA). Kaip ir juriniy midijy baltymy taip ir polidopamino struktiiroje aptinkamos
katecholinés ir amino grupés. Siy grupiy kombinacija lemia stiprig adhezija prie jvairiy pavir§iy. PDA
gali biiti taikomas pavirSiy dengimui ir tai susij¢ ne tik su stiprios adhezijos savybe, bet taip pat ir pacios
medziagos pigumu, dengimo proceso paprastumu bei lengvai kontroliuojamomis dengimo salygomis.
PDA danga yra gaunama dopamino savaiminés polimerizacijos metu ir nors Siuo metu reakcijos
mechanizmas iki galo néra zinomas, mokslininkai tikisi artimiausiu metu issiaiskinti tiksly mechanizma
ir galbit dar labiau praplésti taikymo galimybes [1]. Siuo metu, be pavirsiy dengimo, PDA taip pat
taikomas vaisty pernasoje, kadangi PDA nanodaleliy pavirSiy galima lengvai modifikuoti prijungiant
vaisty molekules, o pats PDA yra biosuderinamas su organizmo lastelémis [2]. PDA pavirSiuje galima
lengvai imobilizuoti jvairius baltymus, pvz., antikiinus ir sukurti atranky bei pasizymintj greitu aptikimu
imuninj jutiklj [3].

D¢l nanotechnologijy plétros padidéjo ne tik PDA taikymas, bet taip pat daugelyje pramonés sriciy
pradéjo didéti metaly oksidy nanodaleliy taikymo atvejy. IS daugybés skirtingy metaly daugiausiai
démesio patrauké cinkas, pasizymintis stipriu redukciniu potencialu, vidutiniu aktyvumu bei turintis
penkis stabilius izotopus. Nors gali bti jvairiy nanostruktiirinty cinko dariniy, pvz., sulfidai, feritai,
fosfidai, selenidai ar teluridai, placiausiai taikomos cinko oksido nanodalelés (ZnO ND), kurios yra
biologiskai suderinamos su Zmogaus lastelémis. Nors jy citotoksiSkumas dar iki galo néra iStirtas, jau yra
zinoma, kad vézinéms lasteléms ZnO ND yra toksiskos, kuomet tokios pacios $iy daleliy koncentracijos
poveikis sveikoms zmogaus lasteléms yra nereikSmingas, todél yra galimybé naudoti ZnO ND gydant
vézinius susirgimus [4]. Kita svarbi ZnO ND savybé, dél kurios jos placiai taikomos medicinoje yra
antibakterinis ir dezinfekuojantis poveikis, todél jos naudojamos dermatologinése priemonése nuo
uzdegimy ir niezulio, taip pat ZnO ND pagreitina zaizdy gijimg. Kadangi ZnO ND absorbuoja
ultravioletine (UV) spinduliuote jos yra naudojamos gaminant kremus nuo saulés bei tekstilés pramonéje
kuriant savaime iSsivalancius, vandeniui atsparius ir UV bangas nepraleidZiancius drabuZius. Tokie
drabuziai labai pravesty, pvz., kariuomené¢je, kur drabuziai labai greitai iSsitepia, o galimybés juos
i$siplauti kartais nebtina. Dar viena ZnO ND pritaikymo galimyb¢ yra elektronikos pramone. D¢l placios
draustiniy energijy juostos ir stiprios rysio energijos ZnO ND naudojamos fotoelektronikos jrenginiuose,
jrenginiuose emituojaniuose pavirSines akustines bangas, jvairiuose jutikliuose, UV lazeriuose bei
saulés elementuose, o dél liuminescenciniy savybiy jos pritaikomos televizoriy gamyboje [5]. ZnO ND
turi aukstg izoelektrin; taska, todél tinka baltymy imobilizavimui kuriant biologinius jutiklius, taip pat
ZnO ND naudojimas kuriant biojutiklius uZztikrina didelj jutiklio pavirSiaus plota, didelj stabiluma,
biosuderinamuma bei pagerina elektrony pernasos savybes. Naudojant biojutiklius su ZnO ND galima
nustatinéti tokias medziagas kaip cholesterolis, gliukozé, kortizolis, vandenilio peroksidas, glutamatas ir
kt. Derinant ZnO ND naudojimg su polimerais kuriami fermentiniai biojutikliai, kuriuose uztikrinama
tiesioginé elektrony pernasa tarp elektrodo ir fermento aktyvaus centro, o tai pagerina amperometriniy
matavimy rezultatus [6].



Darbo tikslas: Sukonstruoti elektrocheminj imuninj jutiklj tinkamg antikiiny prie$ jau¢io serumo
albuming nustatymui, panaudojant polidopaming jaucio serumo albumino imobilizavimui jutiklio

pavirsSiuje.
Darbo uzdaviniai:

1. Susintetinti bei iStirti ZnO nanostrypus ITO dengto stiklo pavirSiuje.
2. Atlikti jau¢io serumo albumino imobilizacijg skirtingais budais ant ITO dengto stiklo per

polidopamino sluoksnj.
3. [Istirti sukonstruoty imuniniy jutikliy veikima bei geb&jima nustatyti specifinius antiktinus.



1. LITERATURINE DALIS
1.1. Polidopaminas
1.1.1. Polidopamino chemings ir fizikinés savybés

Polidopamino cheminé sudétis ir molekuliné struktiira yra pana$i j gerai Zinomg eumelaning. Taigi
ir fizinés PDA savybés i§ esmés sutampa su natiiraliai gamtoje aptinkamo eumelanino savybémis.
Eumelaninas pasizymi plac¢ig absorbcijos juostg ultravioletinéje ir regimosios Sviesos srityse, o daugiau
nei 99 % absorbuoty fotony energijos yra paver¢iama Siluma. Tokia plati absorbcijos juosta ir auksta
fototerming¢ konversija apsaugo Zzmones ir gyviinus nuo ultravioletinés spinduliuotés poveikio. PDA, kaip
pagrindinio eumelanino pigmento, absorbcijos savybés yra panasios, todél dél stiprios ultravioletiniy
bangy absorbcijos polidopaminas pasizymi panasiu fotoapsauginiu efektu kaip eumelaninas. Absorbcija
ultravioletinéje srityje yra aiSkinama dopamino oksidacijos reakcija iki dopachromo ir dopaindolo, o
sugertis besitesianti nuo regimosios Sviesos srities iki artimosios infraraudonosios $viesos srities yra
nulemta savaiminés polimerizacijos procesy. Auks¢iau minéty reakcijy metu susidarantys junginiai turi
skirtingas energijos juostas tarp HOMO ir LUMO orbitaliy UV, RS ir artimojoje IR srityse, kas ir nulemia
platy absorbcijos spektra. Zadinant PDA ultravioletine spinduliuote pasireiskia silpna fluorescencija,
kurios maksimumas yra ties 400 — 550 nm bangos ilgiu, o pats spinduliavimas priklauso nuo suzadinimo
bangos ilgio. Toks, nuo suzadinimo priklausantis, spinduliavimas gali biiti paaiskintas tuo paciu,
auksciau aprasyty, principu, pagal kurj skirtingi komponentai turi skirtingas suzadinimo energijas ir
skirtingg kvantine iSeiga.

PDA struktiiroje yra aptinkamos katecholinés, amino bei imino funkcinés grupés. Per Sias
funkcines grupes gali biiti imobilizuotos biomolekulés arba pats polidopaminas gali jungtis prie
biomolekuliy ar metaly pavirSiy. Tikslus polidopamino jungimosi prie kity pavirSiy mechanizmas iki Siol
néra Zinomas. Vienas i§ galimy polidopamino adhezijos prie organiniy pavirSiy mechanizmy remiasi
katecholiniy grupiy oksidacija iki chinony Sarming¢je terpéje ir kovalentiniy rySiy sudarymas per arilo
grupes. Su metalais arba metaly oksidais polidopaminas gali sudaryti chelatinius kompleksus arba jungtis
sudarant koordinacinj rySj, kuris susidaro dalyvaujant katecholinéms polidopamino grupéms.
Daugiavalenciai metaly jonai gali prisijungti prie skirtingy polidopamino funkciniy grupiy priklausomai
nuo terpés pH. Skirtingas pH aktyvuoja skirtingas polidopamino funkcines grupes, pvz., kai pH < 5,
aktyvuojamos karboksilo grupés, kai pH = 7, aktyvuojamos fenolio hidroksilo grupés, o esant didesniam
pH metaly jonai prijungiami per azoto ligandus [7].

Dopamino savaiminés polimerizacijos metu vandeningje terpéje sukuriamas hidrofiliskas ir
biosuderinamas polimeras, kuriuo galima padengti bet kokj pavirsiy, pradedant nanodalelémis ir baigiant
makroskopiniy dydziy objektais, arba panaudoti molekuliy jspaudy technologijose. Pirmg karta PDA
buvo pritaikytas molekuliy jspaudais modifikuotuose jutikliuose nikotino nustatymui, o véliau buvo
pritaikytas jvairiy baltymy ir virusy aptikimui dél to, kad sintetinamas vandeningje terpéje, kuri,
skirtingai negu organiniai tirpikliai, nesumazina biomolekuliy aktyvumo [8]. PDA dengti pavirsiai
pasiZzymi antimikrobinémis savybémis, priklausomai nuo PDA dangos morfologijos, o pavirSiaus
morfologija priklauso nuo paruosimo salygy, ypac¢ nuo to, koks tirpalas buvo naudojamas ruosiant danga.
Atlikty tyrimy duomenimis geriausiomis antimikrobinémis savybémis pasizymi danga ruosta
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tris(hidroksimetil)aminometano (Tris) buferyje, o PDA danga ruosta natrio hidrokarbonato tirpale beveik
nepasizymi tokiomis savybémis. Sintetinant PDA Tris buferyje, 1 PDA sluoksnj kovalentiskai isiterpia
Tris buferio molekulés, kas sukelia PDA daleliy dydzio padidéjima dél agregacijos bei sumazina
pavirSiaus Siurk§tuma. Susidariusiame pavirsiuje atsiranda nukleofilinés — OH grupés, kurios atstumia
neigiamai jkrautas bakterijas, tokias kaip, pvz., E. coli. Taigi, tinkamai paruosti polidopamino sluoksniai
gali bati pritaikyti, pvz., zaizdy gydymui [9].

Nuo naudojamy buferiniy tirpaly priklauso biomolekuliy imobilizavimas ant PDA sluoksnio.
Elektrocheminio impedanso spektroskopijos (EIS) metodu buvo tirta jaucio serumo albumino (JSA)
imobilizacija ant PDA sluoksnio naudojant Tris bei fosfatinius buferius (PBS). Kai JSA ant PDA
sluoksnio imobilizuojamas PBS buferyje, pasidengia visas polidopamino pavirSius. Jeigu
imobilizuojame JSA molekules naudojant Tris buferj, tai ne visas polidopamino pavirSius pasidengia
JSA. Taip yra dél kovalentinio Tris buferio jsiterpimo  polidopamino sluoksnj, kuris uzima JSA riSancias
vietas. EIS tyrimas parodé¢, kad naudojant Tris buferi PDA sluoksnio varza yra mazesné, lyginant su
varza, kai naudojamas PBS buferis, ir ta lemia dél neuzbaigtos polimerizacijos atsiradusios chinony
funkcinés grupés, galinéios pernesti elektronus. Naudojant PBS buferj dopamino polimerizacija vyksta
iki galo ir sumazéja elektronus perneSanciy funkciniy grupiy skaicius, kg jrodo EIS tyrimo metu stebima
padidéjusi varza. Taigi, PBS buferis palengving jaucio serumo albumino molekuliy imobilizacija, o
norint blokuoti JSA jungiancias sritis galima naudoti Tris buferj [10].

1.1.2. Polidopamino sintezés metodai

Dopaminas (DA) yra neurotransmiteris, kuris gali formuoti plonus polidopamino sluoksnius
savaimings polimerizacijos biidu Sarmingje terpéje ant jvairiy pavirsiy, pvz., nanodaleliy. Tokiu budu
galima susintetinti PDA dengtas silicio nanodaleles su jau¢io hemoglobino (JHb) jspaudais. Tokioms
nanodaleléms paruosti JHb yra iStirpinamas Tris buferyje su silicio nanodalelémis ir visas tirpalas
maiSomas kambario temperatiiroje 3 valandas. Po to pridedama dopamino ir tirpalas inkubuojamas 12
valandy. Po reakcijos silicio nanodalelés su jspaustomis JHb molekulémis surenkamos centrifuguojant
ir plaunamos dejonizuotu vandeniu siekiant pasalinti nesureagavusius monomerus. Véliau pasalinamas
Sablonas, naudotas jspaudams formuoti, o pacios dalelés uzsaldomos tolimesniam naudojimui [11].

PDA galima susintetinti dopamino cheminés oksidacijos metu naudojant jvairius oksidatorius,
pvz., amonio persulfata, deguonj ar natrio perkarbonatg buferiniuose tirpaluose. PDA sluoksnio storis
ant pavirSiaus priklauso nuo dopamino koncentracijos bei polimerizacijos laiko. Kitas svarbus
parametras yra pH, kadangi dopaminchromas — tarpinis produktas susidarantis vykstant pirmam
polimerizacijos etapui — yra linkes susidaryti esant $arminiam pH. Vykstant dopamino oksidacijai
matomas spalvos pokytis nuo bespalvio iki tamsiai rudo, kas rodo jvairiy dopaminchromo formy
susidarymg. Tolimesnés oksidacijos metu susidaro dopamino chinonas, kuris intramolekulinés
ciklizacijos metu virsta leukodopaminchromu, o toliau oksiduojamas reorganizuojasi |
5, 6 — dihidroksiindola, kuris yra pagrindinis polidopamino strukttiros blokas [12].
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1 pav. Dopamino polimerizacijos schema [12].

Oksiduojanciomis saglygomis PDA galimg susintetinti panaudojant cheminj gary nusodinimg ant
stiklo substrato. Pries§ sinteze¢ dopamino hidrochloridas per naktj iSdziovinamas aukstoje temperatiiroje
esant kalcio hidrido, tam, kad bty pasalinta drégmé. Reakcija vykdoma vamzdinéje krosnyje esant
300 °C temperatiirai azoto atmosferoje, oksidatoriais naudojant koncentruotg sieros riigstj ir labai gryna
natrio sulfata. Reakcijos laikg galimg reguliuoti priklausomai nuo to, kokio storio sluoksnj norime
gauti [13].

AuksCiau apraSytas oksidacijos procesas kuomet i§ dopamino susidaro PDA per kelias tarpines
stadijas vyksta ir tuomet, kai atlickama elektrocheminé sintezé. Elektrochemiskai sintetinant PDA galima
pasirinkti potencialy ruoza nuo -0,6 V iki +0,8 V. Sintezé gali buti atlickama jvairiais grei¢iais, o
sluoksnio storis priklauso nuo pasirinkto cikly skai¢iaus. Sis metodas leidZia ne tik susintetinti PDA
sluoksnj, bet taip pat i§ ciklinése voltamperogramose matomy oksidacijos — redukcijos smailiy matyti,
kaip vyksta pati sintezé [14].

1.1.3. Biomolekuliy imobilizavimas ant polidopaminu modifikuoty pavirsiy

Biomolekuliy imobilizavimas pavirSiuje yra svarbus daugelyje sriciy, tokiy kaip lastelés ir
molekuliné biologija, analiziné chemija bei tarpdisciplininiuose srityse, tokiose kaip medicininé
diagnostika ir bioprocesy inzinerija. Yra jvairios imobilizavimo strategijos, tokios kaip, pavyzdZziui
kovalentinio ar nekovalentinio imobilizavimo metodai. Prie nekovalentiniy metody priskiriami
adsorbcija ir afininé imobilizacija. Labiausiai Zinomi tokio imobilizavimo pavyzdZiai yra avidino —
biotino sgveika ar DNR sgveikos. Kovalentiniam imobilizavimui daznai reikalingos pagalbinés
medZziagos, pvz., N-hidroksisukcinimidas (NHS) ar maleimidas, dalyvaujancios konjugacijos reakcijose
tarp aktyviy funkciniy grupiy [15].

Biomolekulés ant PDA sluoksnio gali biiti imobilizuotos per tiolius ar aminus Sifo baziy reakcijos
metu. Tokios imobilizacijos pavyzdys gali biiti JSA baltymo imobilizavimas ant polidopamino pavirSiaus
per amino grupe esanc¢ig JSA baltymo polipeptidinés grandinés pabaigoje [16]. Dar vienas pavyzdys yra
fermento — gliukozés oksidazés — imobilizavimas PDA modifikuotu grafeno oksido pavirsiuje. Grafeno
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oksidas buvo modifikuojamas PDA elektrostatinés sgveikos pagalba: esant pH 8,5 teigiamai jkrautas
dopaminas lengvai pritraukia neigiamai jkrauta grafeno oksida. Véliau Sarminéje terpéje vyksta
savaiminé dopamino polimerizacija ir formuojasi PDA sluoksnis dengiantis grafeno oksido pavirsiy, o
gliukozés oksidazé per amino grupes Sifo baziy reakcijos metu yra absorbuojama PDA sluoksnyje
esanciy chinono grupiy [17].

Baltymy sgveikai su PDA pavirSiumi jtakos turi polidopamino sluoksnio paruosimos salygos. Kaip
jos jtakoja baltymy imobilizacijg galima nustatyti pavirSiaus plazmony rezonanso metodu. Tyrimo metu
buvo nustatyta, kad PDA sluoksniai susintetinti esant aukStesniam pH pasizyméjo geresne talpa baltymy
imobilizavimui. Ar daugiau ar maziau baltymy gali imobilizuoti sluoksnis priklauso ir nuo PDA
nusodinimui naudojamo buferinio tirpalo, pvz., vykdant imobilizacijg ant sluoksnio nusodinto Tris
buferyje imobilizuojama daugiau baltymy lyginant su PBS buferiu. Taciau didinant baltymy
koncentracija pastebimas pokytis: daugiau baltymy imobilizuojasi kai naudojamas sluoksnis nusodintas
PB buferyje. Tg galima paaiskinti tuo, kad specifiniy sri¢iy kiekis PDA sluoksnyje nusodintame PB
buferyje yra didesnis negu sluoksnyje nusodintame Tris buferyje [18].

1.1.4. Polidopamino taikymas biologiniuose jutikliuose

PDA gali bati pritaikytas imunoanalizéje, pavyzdziui, egzosomy tyrimui. Egzosomos tai
30— 150 nm skersmens puslelés, kurias iSskiria dauguma eukariotiniy lasteliy. Jos vaidina svarby
vaidmen] daugelyje lasteliy procesy, tokiy kaip lasteliy komunikacija ir imuninis atsakas. Egzosomy
tyrimas gali biiti naudingas ankstyvai onkologiniy ligy detekcijai, tac¢iau tokie metodai kaip Western blot
ar imunofermentiné analiz¢ reikalauja didelio méginio kiekio, analizés procesas yra ilgas ir nepasizymi
dideliu jautrumu. Palengvinti egzosomy tyrimus gali mikrofluidiné technologija, pagrjsta sgsaja tarp
grafeno oksido ir PDA, kuri padidina nustatymo efektyvuma ir efektyviai slopina nespecifing egzosomy
adsorbcija. Tokia sistema gali buti pritaikyta imunofermentinés analizes testuose pagerinant jos jautruma
ir specifiSkuma [19]. PDA panaudojimas padeda net tik pagerinti imuniniy jutikliy savybes, bet taip pat
ir praplésti jy taitkymo galimybes dél savo strukturiniy savybiy, kurios leidZia prijungti jvairias tiek
neorganines, tiek organines medziagas [20].

D¢l PDA sluoksnio paruo$imo paprastumo, puikiy regeneraciniy savybiy ir didelio specifiSkumo,
jis gali biti panaudotas biomolekuliy tarpusavio sgveikos tyrimams, pvz., tiriant baltymy sgveikos
kinetika kvarco kristalo mikrogravimetrijos (KKM) metodu. Ant KKM jutiklio lusto savaiminés
dopamino polimerizacijos biidu suformuojamas PDA sluoksnis, kuriame Sifo baziy reakcijos metu
imobilizuojami antikiinai. Palyginimui paruoSiamas dar vienas KKM jutiklio lustas, kurio pavir$ius yra
karboksilintas, o antik@inai prijungiami per amino grupes. Tyrimas vykdomas PBS buferyje, pridedant
tam tikrg kiekj antigeno ir realiu laiku stebint jo saveika su antikiinu. Po sgveikos pavirSius
regeneruojamas ir regeneracija taip pat stebima realiu laiku. Tyrimy rezultatai gauti naudojant lustg su
PDA stipriai koreliuoja su rezultatais, gautais naudojant lustg su karboksilintu pavirSiumi ir tai rodo, kad
polidopaminas gali buiti s€kmingai pritaikytas kvarco kristalo mikrogravimetrijos tyrimuose, be to, jis
gali palengvinti tyrimus, kadangi pavirSiaus modifikavimas polidopaminu yra paprastas, neribojamas
baltymo pl reikSme, o galimyb¢ jutiklj panaudoti kelis kartus sumazina analizés savikaing [21].

Taikant polidopaming molekuliy ispaudais modifikuoty polimery technologijose, galima sukurti
sistemg atrankiam analités nustatymui sudétingose matricose, pvz., baltymy nustatymui realiuose
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méginiuose [22]. Molekuliy jspaudais modifikuotu polidopaminu padengus magnetiniy nanodaleliy
pavirSiy, padidéja daleliy gebéjimas prijungti tam tikrus baltymus. Kadangi polidopaminas turi
molekuliy jspaudus, skirtus atpazinti tam tikrus baltymus, tai tokiy nanodaleliy pagalba galima nustatyti,
pvz., vieng baltyma baltymy miSinyje. Polidopaminu dengty magnetiniy nanodaleliy giminingumas tam
tikriems baltymas, leidzia jas pritaikyti, pvz., baltymy gryninimui [23]. Molekuliy jspaudais modifikuotu
polidopaminu padengus grafeno kvantinius taskus buvo sukurtas elektrochemiliumenescencinis (ECL)
jutiklis Escherichia coli O157:H7 patogeno nustatymui. Naudojant tokj jutiklj registruojama ECL
signalo priklausomybé¢ nuo patogeno koncentracijos, kuri iSreiSkiama kolonijas formuojanciais vienetais
(KFV) esanciais 1 ml. Didéjant patogeno koncentracijai, ECL signalas yra sustiprinamas. Maziausia
koncentracija, kuria gali nustatyti toks jutiklis yra 8 KFV/ml, o tiesiskumo intervalas yra 10 — 10’
(KFV)/ml, taigi toks jutiklis pasizymi dideliu jautrumu nustatomam patogenui. Tie patys kvantiniai
taskai buvo panaudoti tyrimui su Salmonella bakterijomis, taciau jos nesustiprino ECL signalo, taigi toks
Jutiklis taip pat pasizymi ir atrankumu [24].

Elektrochemiliuminescenciniuose tyrimuose naudojamos fluorescencinés neorganinés nanodalelés
tokios kaip kvantiniai taskai, anglies nanotaSkai ir tauriyjy metaly nanoklasteriai yra ne tokios efektyvios
kaip organinés nanodalelés, kurios dél savo efektyvumo, struktiirinés jvairovés, biosuderinamumo ir
netoksiSkumo gali jveikti neorganiniy nanodaleliy apribojimus. Viena i§ tokiy nanodaleliy yra
polidopamino organiné nanodalelé, kuri yra tinkamas luminoforas elektrochemiliuminescenciniams
tyrimams. Be to, tokie jutikliai, kuriuose naudojamos organinés polidopamino molekulés pasiZymi greitu
aptikimu ir dideliu jautrumu analitéms, esancioms realiuose méginiuose, pvz., paratiroidinui esanciam
zmogaus kraujo plazmoje. Paratiroidinas tai hormonas, kurio gyvavimo trukmé yra vos kelios minutés,
o normali koncentracija gali svyruoti nuo 11 iki 54 pg/ml. Naudojant jutiklj su PDA organinémis
molekulémis galima greitai ir tiksliai nustatyti net mazas hormono koncentracijas, kadangi jo nustatymo
tiesiSkumo intervalas yra 0,05 — 0,8 ng/ml, o aptikimo riba yra 17 pg/ml [25].

PDA pasizymi fluorescencijos gesinimo efektu dél fluorescencijos rezonanso energijos perdavimo.
Fluorescenciniuose biojutikliuose galima naudoti metalo — organines medziagas padengtas PDA, kuris
neturi jokios neigiamos jtakos §iy medziagy savybéms. D¢l polidopamino dangos analité negali reaguoti
su metalu, esan¢iu metalo — organinés medziagos struktiiroje, kas leidZia sumazinti analizés netikslumus,
0 polidopamino funkcinés grupés, tokios kaip, pvz., amino, leidzia priartéti prie biomolekulés pavirSiaus
ir pagerinti fluorescencijos gesinimo efektyvuma [26].

1.1.5. Polidopamino kartu su cinko oksido nanostruktiiromis taikymo sritys

Aeronautikoje, automobiliy pramong¢je, gaminant antikorozines dangas, bei skydus, apsaugancius
nuo elektromagnetiniy trukdZziy naudojami epoksidiniai nanokompozitai, j kuriy sudéti jeina jvairios
medziagos, tokios kaip anglies nanovamzdeliai, grafenas, metaly oksidai ir kt. Epoksidiniai kompozitai
pasizymi puikiu cheminiu ir terminiu atsparumu bei antikorozinémis savybémis, o ] jy sudét] jeinantis
cinko oksidas padidina atsparuma ultravioletinei spinduliuotei. Taciau cinko oksido nanodalelés gali buti
linkusios aglomeruotis, todé¢l kartais jas reikia modifikuoti. Vienas i§ modifikacijos varianty yra PDA
pridéjimas gaminant nanokompozita. Modifikuojant PDA pasiekiama gera cinko oksido nanodaleliy

dispersija ir taip pagerinamos jo mechaninés ir terminés savybés nepazeidziant fluorescencijos
savybiy [27].
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Impregnuojant cinko oksido nanodaleles ant medvilniniy audiniy pavirSiaus galima sukurti
superhidrofobiSkus, savaime nusivalancius, antimikrobinius ir apsaugotus nuo UV spinduliuotés
audinius. Placiausiai paplitgs tokiy audiniy kiirimo metodas yra nanodaleliy dispersija paruosta
hidroterminémis salygomis, tadiau metode naudojama auksta temperatiira gali paZeisti patj audinj. Sia
problema padeda iSspresti  polidopaminas. Oksiduojanciomis salygomis dopaminas yra
polimerizuojamas ant audinio pavirsiaus, o véliau hidroterminiu metodu, taciau jau zemesnéje
temperatiiroje, ant polidopamino auginamos cinko oksido nanodalelés. Tokiu biidu nepazeidziant paties
audinio yra paruoSiama patvari, visas savybes i§saugojusi danga [28].

Laboratoriniuose tyrimuose naudojant fotoelektrocheminj imunojutiklj galima stebéti imuninio
komplekso susidarymg. Pagrindiniai reikalavimai, keliami tokiam jutikliui, yra gebéjimas atpaZzinti
specifing analit¢ analizuojamame tirpale ir analizinio signalo pavertimas iSmatuojamu dydziu. Didele
jitaka analizés kokybei daro nespecifinés sgveikos registravimas, tod¢l labai svarbu tinkamai paruosti su
analite sgveikaujantj pavirsiy, kad blity sumazinta nespecifiné saveika. Kaip n-tipo puslaidininkis, ant
FTO stiklo susintetintas cinko oksido nanostruktiry sluoksnis, yra tinkamas naudoti
fotoelektrocheminiuose jutikliuose. Taip pat cinko oksido nanostruktiry sluoksnis gali biiti padengtas
polidopaminu, kuris ne tik pagerina jautrumg srovés stiprio pokyciams, bet taip pat yra naudojamas
biomolekuliy imobilizavimui ir nespecifinés sgveikos sumazinimui. Dél polidopamino specifiskumo $is
jutiklis yra jautrus analitéms esanc¢ioms sudétingoje, pavyzdziui, pieno matricoje [29].

1.2. Cinko oksidas
1.2.1. Cinko oksidas: savybés, sintez¢ ir taikymas

Pastaruoju metu cinko oksidui skiriamas didelis démesys dél jo pranasumy prie§ kitus
puslaidininkius, tokius kaip, pvz., GaN. Iskirtiné cinko oksido savybé yra didelé draustiné energijos
juosta, kuri yra mazdaug 3,23 eV, kuomet GaN ji yra tik 2,25 eV [30]. Cinko oksido kristalai gali turéti
tris strukturas: kubine, sfalerito ir viurcito. D¢l viurcito kristalo anizotropijos cinko oksidas pasiZymi tiek
nepoliniu tiek poliniu pavirSiumi. Kai kristalo gardelés galuose yra vienodas Zn ir O atomy skaicius,
kristalas pasizymi nepolinémis savybémis. Kai kristalo gardelés galuose yra nevienodas Zn ir O atomy
skaiCius, kristalas pasizymi polinémis savybémis. Tokie pavirSiaus skirtumai maZina kristalo pavirSiaus
energija, nes Zn gali adsorbuoti —OH grupes, o O gali adsorbuoti —H grupes. Skirtingo poliskumo
pavirsiai skirtingai reaguos su organinémis molekulémis, taip pat struktiiriniai skirtumai gali turéti jtakos
elektroninéms savybéms. Norint pakeisti pavirSiaus energija arba patj pavirsiy, atliekamos modifikacijos,
pvz., 1 kristalg jterpiami kiti elementai, pvz., Al, Ga, In, Cl, Cd ar Mg [31]. Norint Zymiai padidinti
specifinj pavirSiaus plotg galima panaudoti didesnj mangano kiekj [32].

Cinko oksido milteliai gali buti susintetinti skirtingais metodais, pvz., drusky, turin¢io cinko,
skilimo metu, zoliy — geliy metodu, nusodinimo metodu, cheminiy gary perneSimo metodu ir pan.
Daugumai $iy metody reikalinga auksSta temperatiira, kurios pagalba formuojami kontroliuojamos formos
ir dydzio cinko oksido milteliy agregatai [33]. Neretai cinko oksido sintezei yra naudojami hidroterminis
arba solvoterminis metodai. Hidrotermingés sintezés metu cinko oksidas sintetinamas i§ metalo drusky,
hidroksidy ar milteliy istirpinty vandenyje esant 100 — 300 °C temperatirai ir 100 MPa slégiui. Tokios
ekstremalios salygos leidzia gauti cinko oksida, ko negalétume padaryti normaliomis salygomis. Sis
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metodas yra gana paprastas ir pigus, tac¢iau yra sunku kontroliuoti susidarancias daleles. Solvoterminés
sintezés metu vanduo kaip tirpiklis néra naudojamas. Sis metodas naudojamas, kai reikalinga daleliy
dydziy ir formos kontrol¢ bei norima iSvengti prieslaikinés aglomeracijos, taciau yra ekonomiSkai
nepalankus dél naudojamy organiniy tirpikliy [33, 34].

Cinko oksidas pasizymi pjezoelektrinémis savybémis. Pjezoelektriniy medziagy pavirSiuje
sklindancios pavirSinés akustinés bangos yra lydimos elektrinio lauko ir tai sudaro galimybe kurti
elektrinj signalg apdorojancius prietaisus tokius kaip osciliatorius, kurie placiai naudojami
telekomunikacijose. Tai yra viena i§ cinko oksido panaudojimo sri¢iy. Kadangi pjezoelektrikas yra
jautrus temperatiiros, slégio ar masés pokyc¢iams, jj galima pritaikyti kuriant biojutiklius, kuriuose
funkcionalizuotas pavirSius sudaro rysius su specifinémis molekulémis, dél ko atsiranda masés pokytis
pavirSiuje. Cinko oksidas yra maziau jautrus radiacijos poveikiui negu kitos, panasiy savybiy turincios
medziagos, kas jgalina jo pritaikymg kosmoso pramongje [35]. Cinko oksidas pasizymi dideliu kvantiniu
efektyvumu trumpyjy bangy regione, todél yra tinkama medziaga scintiliatoriams, t.y. medziagoms,
kurios jonizuojamos skleidzia Sviesos blyksnius. Palyginus, scintiliatoriaus su cinko oksidu
liuminescencijos gyvavimo trukmé yra apie 1 ns, kuomet scintiliatoriaus, pagaminto i$ itrio aliuminio
oksido su cerio intarpais, liuminescencijos gyvavimo trukmé yra net 50 ns. Trumpa gyvavimo trukmé
yra svarbi norint charakterizuoti ultragreituosius Sviesos Saltinius, naudojamus ekstremalioje
ultravioletinéje litografijoje arba atliekant eksperimentus su laisvyjy elektrony lazeriais. Kadangi cinko
oksidas gali biti susintetintas naudojant skirtingas technikas, jmanoma gauti jvairiy formy ir dydziy
struktiiras, taigi galima gauti mazo dydzio cinko oksido daleles, kurios, palyginus su dideliais kristalais,
turi geresnes perspektyvas ateities optoelektronikos prietaisuose [36].

1.2.2. Cinko oksido nanostruktiiros
1.2.2.1. Cinko oksido nanostruktiiry chemings ir fizikinés savybés

Cinko oksido nanostruktiiros pasiZymi geru terminiu ir cheminiu stabilumu. Keiciant sintezés
salygas galima kontroliuoti jy morfologija bei gan lengvai atlikti pavirSiaus funkcionalizavimg. ZnO
nanostruktiros gali biiti placiai taikomos jvairiose srityse: fotokatalizéje, fotodetektoriuose, saulés
baterijose, nanogeneratoriuose, Sviesg emituojan¢iuose dioduose ir pan. [37, 38]. ZnO nanostruktiiros
turi puslaidininkiniy savybiy, todél gali biti panaudotos hibridiniy p —tipo organiniy puslaidininkiy
gamyboje [39]. Taip pat ZnO nanostruktiiros gali biti pritaikytos gaminant antimikrobinius pavir$ius,
kadangi jy pavirSius yra atsparus bakterijy adhezijai [40].

ZnO nanostrypeliy (ZnO NS) sintezés metu naudojant purskimo pirolizés (angl. spray pyrolysis)
metoda bei kei€iant sintezés salygas, galima kontroliuoti ZnO NS pavirSiaus morfologija, nuo kurios
priklauso ZnO NS optinés ir elektrinés savybés, pvz., didinant substrato temperatiira, optinis pralaidumas
ir elektrinis laidumas yra sustiprinami [41]. ZnO NS sluoksnio morfologija taip pat priklauso ir nuo
paties substrato, pvz., ant aukso sluoksnio sintetinti cinko oksido nanostrypeliai yra tvarkingai orientuoti
ir glaudziai i$sidéstg, 0 nanostrypeliy Sintetinty ant sidabro sluoksnio pavirSinis tankis yra labai
mazas [42]. ZnO NS laidumas padidéja ne tik kei¢iant morfologija, bet taip pat veikiant jj UV
spinduliuote, kuomet uZpildytos valentinés juostos elektronai yra suzadinami ir pereina j neuZpildyta
laidumo juosta [43].
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Anizotropinés medziagos pavirSiaus iSlinkimas, SiurkStumas, jvairtis defektai bei cheminiai ir
fizikiniai procesai vykstantys pavirSiuje gali turéti jtakos pavirSiaus savybéms. PavyzdZiui, pavirSiaus
defektai gali sugauti fotoelektronus, kas zZymiai sumazinty energijos konversijos efektyvuma saulés
baterijose. Sig ir kitas problemas gali i$spresti ZnO nanostruktiiros. Nanostruktiirizuotas ZnO pasizymi
dideliu pavirsiaus plotu bei kitomis unikaliomis savybémis, kas leidzia pagerinti prietaisy veikima [44].

Zn0 nanostruktiiros pasizymi fotoliuminescencija, kurios maksimumai gali biiti ultravioletinéje ir
regimosios §viesos srityse (mélynos ir Zalios spalvos bangy ilgiy dalyje). Fotoliuminescencija keliose
spektro vietose rodo, kad ji priklauso nuo ZnO nanostruktiiry sluoksnio paruosimo metody ir auginimo
salygy. Iprastai fotoliuminescencijos spektras susideda i§ dviejy juosty, todé¢l ,,zalioji*
fotoliuminescencija yra aiSkinama elektrony judéjimu i laidumo juostos j laisvasias cinko vietas
nanokristalo struktiiroje arba elektrony judéjimu iS ty laisvyjy viety j valenting juosta [45].

1.2.2.2. Fluorescencija

ZnO nanostruktiiros pasizymi fluorescuojanciomis savybémis, o jy fluorescencijos maksimumas
stebimas ties mazdaug 377 nm bangos ilgiu. Modifikuojant ZnO nanostruktiiras kitomis medziagomis,
pvz., auksu, galima padidinti fluorescencijos efektyvuma [46]. Modifikuojant ZnO nanostruktiras
konjuguotais polimerais galima padidinti fluorescencijos gesinimo efektyvuma [47].

Nanostruktiirizuoto ZnO panaudojimas fluorescencijai sustiprinti tiriant baltymy sgveikas parodé,
kad jis yra viena i§ tinkamiausiy medZiagy signalo stiprinimui tiriant platy biomolekuliy spektra [48].
Kuriant naujus vaistus ar nustatant liga ankstyvoje stadijoje labai svarbi kuo mazesné biomolekuliy
aptikimo riba. Tyrimams naudojant imunofermentinés analizés metoda, fluorescencijos signalg
sustipring fermentinés reakcijos, taciau analizé¢ trunka ilgai ir naudojami brangiis reagentai. Kaip
alternatyva fermentams gali biiti naudojamos nanomedZiagos, pvz., metaly nanolaidai, dar vadinami
“nanoantenomis”, tafiau jie taip pat yra brangiis. ZnO nanostruktiiros pasizymi panaSiomis
fluorescencijos stiprinimo savybémis, o kadangi jos gali biti susintetintos ant bet kokio pavirSiaus labai
paprastais metodais, tai jgalina jy taikymg analizinése sistemose fluorescencijos signalo stiprinimui [49].

Biomolekuliy fluorescencijai ir jos intensyvumo stiprinimui dar gali biiti naudojami ZnO NS
modifikuoti fluoroforais [50]. Kadangi galima susintetinti jvairiy geometriniy formy ZnO
nanostruktiiras, jas galima taikyti biomolekuliy fluorescenciniame vaizdinime naudojant poliarizuota
Sviesg, kur optinis atsakas priklauso nuo Sviesos poliarizacijos, jos kritimo kampo, ir nuo naudojamos
anizotropinés nanomedziagos geometrinés orientacijos [51].

1.2.2.3. Cinko oksido nanostruktiiry sintezés metodai

Cinko oksido nanostruktiiros dazniausiai sintetinamos ant silicio substraty bei ITO arba FTO
sluoksniais dengty stikly pirmiausia ant jy paruoSiant ZnO sékly sluoksnj. Galimos jvairios ZnO
nanostruktiry sintezés technikos, taciau placiausiai naudojamas yra nusodinimo verpimo bidu
metodas [52]. ZnO sékly sluoksnis dazniausiai formuojamas zoliy — geliy metodu i§ cinko acetato
dihidrato, 2 —metoksietanolio ir monoetanolamino, kurie atitinkamai yra prekursorius, tirpiklis ir
stabilizatorius. ZnO nanostrukttiros ant tokio paruoSto sluoksnio gali biiti auginamos hidroterminiu

metodu i§ vandeninio cinko nitrato heksahidrato ir heksametilentetraamino (HMTA) tirpalo [53].
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Cinko oksido nanostrypeliai gali bati auginami i§ ZnO sékly sluoksnio and FTO stiklo taikant
nusodinimo verpimo biidu metoda. ISvalytas FTO stiklas gali buti padengtas ZnO sékly sluoksniu
disperguojant ZnO nanodaleles. Tirpalas, naudojamas kaip ZnO nanostrypeliy prekursorius gali biiti
paruosStas ekvimoliniu santykiu sumaiSius cinko acetato dihidrata ir heksametiletilentetraaming
vandenyje. ZnO nanostrypeliy sintezé gali biti atliekama FTO stikla su ZnO séklomis merkiant j paruosta
tirpalg ir laikant 90 °C temperatiiroje 3 val. Gautas sluoksnis praplaunamas vandeniu, iSdZiovinamas ir
gali buti taikomas tyrimams [54]. Galimas ir kitas to paties metodo variantas, kuomet ZnO nanostrypeliy
prekursoriaus tirpalas ruoSiamas naudojant didesnés koncentracijos tirpalg, kuriame ekvimoliniu
santykiu sumaisyti cinko nitrato heksahidratas ir HMTA, ta¢iau sintetinant $§iuo metodu sintezés trukmé
gali pailgéti 1 val. [55].

ZnO nanostruktiiros gali biiti sintetinamos ir elektrocheminiu metodu, naudojant trijy elektrody
sistemg: FTO stiklg kaip darbinj elektroda, prisotinta Kolomelio elektroda kaip palyginamaji elektroda
ir cinko strypelj kaip pagalbinj elektroda. Sintez¢ galima atlikti 80 °C temperatiiros vandeniniame ZnClz
tirpale esant KCl, kuris padidina tirpalo elektrinj laidumg. Sintezés trukme Siuo atveju gali biiti 1000 s,
o uzduotas potencialas -1V lyginamojo elektrodo atzvilgiu. Keiciant sintezés parametrus galima
susintetinti norimo tankio ir auk$¢io ZnO nanostrypeliy sluoksnj [56].

1.2.2.4. Cinko oksido nanostruktiiry taikymas biologiniuose jutikliuose

Cinko oksido biosuderinamumas bei aukstas izoelektrinis taskas leidzia elektrostatinés sgveikos
btidu imobilizuoti fermentus, kuriy izoelektrinis taskas yra zemas. Be to, didelis cheminis stabilumas,
netoksiSkumas ir galimybé pernesti elektronus leidzia cinko oksidg naudoti biomolekuliy imobilizavimui
be elektrony pernaSos tarpininko ir taikyti implantuojamuose biojutikliuose [57]. DNR izoelektrinis
taskas yra zemas, todé¢l elektrostatinés saveikos pagalba ja galima imobilizuoti ant cinko oksido
nanostruktiry. Tokias sistemas galima naudoti jutikliuose, kurie remiasi fluorescencijos pokyciais,
kadangi DNR buvimas méginyje gesina ZnO nanovamzdeliy fluorescencija [58].

Galima kurti biologiniy jutikliy sistemas, kuriose substratas bus naudojamas ne tik biomolekuléms
imobilizuoti, bet taip pat ir sustiprinti fluorofory fluorescencinius signalus. Metalais sustiprintos
fluorescencijos efektas stebimas naudojant medZziagas 1S nanostruktiirizuoty metaly, kuris pasireiSkia dél
sustiprintos plazmony adsorbcijos, taciau §io metodo taikymas yra apribotas dél aukstos kainos ir
jautrumo fluorescencijos gesinimui. Tam tikro storio dielektrinis sluoksnis gali biiti pritaikytas siekiant
atskirti fluoroforus nuo metaly, tam kad bty iSvengta fluorescencijos gesinimo. ZnO NS yra pigus
metalo oksidas, pasiZymintis geru fluorescencijos stiprinimu. Be to, lyginant su metaliniais pavirSiais,
signalo stiprinimas yra stiprus ir taip pat galima iSvengti fluorescencijos gesimo netgi tuo atveju, kai
fluoroforai yra tiesiogiai prijungti prie ZnO NS. Tokia sistema gali bati pritaikyta klinikiniuose
tyrimuose, pvz., nustatant du labai svarbus bioZymeklius — karcinoembrionin] antigeng ir
a — fetoproteing [59].

Fermentiniai gliukozés jutikliai, kuriuose gliukozés oksidazeé gali biiti imobilizuota ant jvairiy
medziagy, daznai nukencia dél nepakankamo stabilumo ir fermento aktyvumo praradimo imobilizacijos
metu. Sprendziant §ig problema, buvo sukurti elektrocheminiai biojutikliai, kuriuose naudojami
nanostrukturizuoti elektrodai ir nenaudojami fermentai. Vienas i$ tokiy jutikliy pavyzdziy yra jutiklis su
stikliSkosios anglies elektrodu modifikuotu platinos nanostruktiiromis. Nepaisant to, kad $is jutiklis
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pasizyméjo didesniu jautrumu ir nustatymo tikslumu, jis reikalauja trijy elektrody sistemos. Siekiant
supaprastinti jutikli, buvo sukurtas neelektrocheminis gliukozés jutiklis su ZnO nanostruktiiromis.
ZnO NS pasizymi fotoliuminescencijos gesinimo efektu ir gali dalyvauti gliukozés oksidacijos
reakcijoje, kuri yra panasi |} fermento — gliukozés oksidazés katalizuojamg reakcijg, kaip
fotokatalizatorius [60]. Sios reakcijos metu gliukozé skyla j vandenilio peroksida ir gliukono riigstj. Dél
vandenilio peroksido formavimosi cinko oksido nanostrypeliy fotoliuminescencijos intensyvumas
mazeja kuomet didéja gliukozés koncentracija tirpale. Tokio jutiklio privalumai yra lengva, vienpakopé
Zn0O nanostrypeliy sintezé, jutiklis nereikalauja brangiy substraty, kadangi nustatymas remiasi paprasta
fluorescencija, nereikia papildomy elektrody, o lyginant su kitais gliukozés jutikliais, pasizymi didesniu
jautrumu ir zema aptikimo riba [61].

Lauko tranzistoriai, kuriuose puslaidininkiniy savybiy turintys ZnO NS veikia kaip laidus kanalas,
gali buti panaudoti kaip dar viena sistema gliukozés nustatymui. ZnO NS paremtas lauko tranzistorius
gliukozés koncentracijos signalg vercia elektriniu signalu, o didelis ZnO NS pavirsiaus ir tirio santykis
uztikrina didelj jutiklio jautruma ir Zemg aptikimo riba [62].

Cinko oksido nanostruktiiros gali biiti naudojamos ir elektrochemiliuminescenciniuose (ECL)
tyrimuose, pvz., nustatant veézinius susirgimus. Yra daug metody naviky nustatymui, pvz.,
imunofermentiné analizé, fluorescenciné imunoanalizé, elektrocheminé imunoanalizé, kvarco kristalo
mikrogravimetrija, pavirSiaus plazmony rezonansas, chemiliuminescenciné imunoanalizé ir kt.
Elektrochemiliuminescencija yra viena i§ chemiliuminescencijos formy, kur $§viesos emisija yra
generuojama  elektrocheminiy reakcijy metu. Palyginus su jprastu elektrocheminiu ir
chemiliuminescenciniu metodais, ECL yra jautresné ir pasizymi placiu tiesiniu dinaminiu intervalu. ECL
signalo sustiprinimui galima naudoti luminolj, kuris aktyviai veikia esant Sarminei terpei, taciau turi
silpng itaka signalui neutralioje terpéje. Naudojant puslaidininkines nanodaleles, tokias kaip, pvz., ZnO
nanodalelés, galima padidinti luminolio jtaka signalo jautrumui ir sukurti ECL sistemg tinkanc¢ia naudoti
antrinius antikiinus [63].
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2. EKSPERIMENTO METODIKA
2.1. Medziagos ir reagentai

Dopamino hidrochloridas (,,Sigma Aldrich®, JAV);
Tris(hidroksimetil)aminometanas (,,Carl Roth*, Vokietija);
Polietileniminas (,,Sigma Aldrich“, JAV);

Cinko acetatas (,,Sigma Aldrich®, JAV);

Metanolis (,,Carl Roth*, Vokietija);

Cinko nitratas (,,Sigma Aldrich®, JAV);

Heksametilentetraminas (,,Carl Roth*, Vokietija);

Natrio acetato trihidratas (,,Carl Roth“, Vokietija);

Dinatrio vandenilio fosfato dodekahidratas (,,Carl Roth®, Vokietija);
Kalio divandenilio fosfatas (,,Riedel-De Haen AG”, Vokietija);

Kalio chloridas (,,Carl Roth*, VVokietija);

Kalio heksacianoferatas (I11) (,,Sigma Aldrich®, JAV);

Kalio heksacianoferato (1) trihidratas (,,Carl Roth*, Vokietija);

Jaucio serumo albuminas (,,Carl Roth®, Vokietija);

Antikiinai prie§ jaucio serumo albuming (,,Immunology Consultants Laboratory, Inc., JAV);
Krieny peroksidaze zyméty antikiiny prie§ GLV IgG klasés antikiinus konjugatas (,,IDvet®, Pranciizija);
Glutaro aldehidas, 25 % (,,Carl Roth*, Vokietija);
N-hidroksisukcinimidas (,,Sigma Aldrich®, JAV);
N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilkarbodiimidas (,,Sigma Aldrich“, JAV);
Roti®-Nanoquant (,,Carl Roth*, Vokietija);

Natrio hidroksidas (,,Scharlau®, Ispanija);

Natrio dodecilsulfatas (,,Carl Roth“, VVokietija).

Polidopamino (PDA) sintez¢ atlieckama Tris buferyje, kuris ruoSiamas 0,606 g
tris(hidroksimetil)aminometano istirpinant dejonizuotame vandenyje ir matavimo kolboje praskiedziant
iki 500 ml. Paruosto buferio koncentracija 10 mmol L, pH 8,5. PDA sintezei gaminami 0,1 mg mL ™ ir
0,5 mg mL™* koncentracijy dopamino tirpalai. Pirmas tirpalas ruoiamas 5 mg dopamino hidrochlorido
iStirpinant Tris buferyje ir praskiedziant matavimo kolboje iki 50 ml. Antras tirpalas ruoSiamas 25 mg
dopamino hidrochlorido istirpinant Tris buferyje ir praskiedziant matavimo kolboje iki 50 ml. PDA
sluoksnio su polietileniminu (PEI) sintezei ruoSiamas PEI tirpalas. 0,5 g PEI yra istirpinama Tris buferyje
ir praskiedziama iki 10 ml. Paruosto tirpalo koncentracija yra 50 mg mL™.

Cinko oksido sintezei ruoSiami dviejy rtsiy tirpalai. Pirmas tirpalas ruoSiamas 1 mg cinko acetato
istirpinant 1 ml metanolio. Paruosto tirpalo koncentracija yra 1 mgmL™. Antras tirpalas ruo$iamas
0,474 g cinko nitrato ir 0,350 g heksametilentetramino istirpinant dejonizuotame vandenyje ir
praskiedziant matavimo kolboje iki 50 ml. ParuoStame tirpale abiejy medziagy koncentracijos yra
0,05 mol L.

Elektrocheminiams matavimams naudojamas fosfatinis buferis (PBS), kuris ruoSiamas 2,051 g
natrio acetato, 8,954 g dinatrio vandenilio fosfato dodekahidrato, 3,402 g kalio divandenilio fosfato ir
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3,725 gkalio chlorido istirpinant dejonizuotame vandenyje ir praskiedziant matavimo kolboje iki 500 ml.
Paruosto buferio koncentracija yra 0,05 mol L, pH 7.

Elektrocheminiams matavimams taip pat naudojamas tirpalas, susidedantis i§ kalio
heksacianoferato (III), kalio heksacianoferato (II) trihidrato ir kalio chlorido. Tirpalas ruoSiamas 0,082 g
kalio heksacianoferato (lI11), 0,106 g kalio heksacianoferato (II) trihidrato ir 0,373 g kalio chlorido
iStirpinant dejonizuotame vandenyje ir praskiedziant matavimo kolboje iki 50 ml. Tirpale esanciy
medZiagy koncentracijos atitinkamai yra 5 mmol L, 5 mmol L ir 0,1 mol L.

Jaucio serumo albumino (JSA) imobilizavimui ruo$iamas JSA etaloninis tirpalas 1 mg liofilizuoto
JSA istirpinant 1 ml PBS buferio. Paruosto tirpalo koncentracija yra 1 mgmL™. Imobilizavimas
atlieckamas naudojant kelis skirtingy koncentracijy JSA tirpalus, paruostus skiedziant etaloninj JSA
tirpalg. Pirmas tirpalas ruo$iamas 250 pl etaloninio JSA tirpalo praskiedziant 250 ul PBS buferio.
Paruosto tirpalo koncentracija yra 0,5 mg mL™. Antras tirpalas ruoiamas 50 ul etaloninio JSA tirpalo
praskiedziant 450 pl PBS buferio. Paruosto tirpalo koncentracija yra 0,1 mg mL™. Tredias tirpalas
ruoSiamas 25 pl etaloninio JSA tirpalo praskiedZiant 475 pl PBS buferio. Paruosto tirpalo koncentracija
yra 0,05 mg mL?. Ketvirtas tirpalas ruosiamas 5 pl etaloninio JSA tirpalo praskiedziant 495 pl PBS
buferio. Paruosto tirpalo koncentracija yra 0,01 mg mL™. Penktas tirpalas ruogiamas 2,5 pl etaloninio
JSA tirpalo praskiedZiant 497,5 pl PBS buferio. Paruosto tirpalo koncentracija yra 0,005 mg mL™.

Kovalentiniam JSA imobilizavimui ruosiami 0,1 mol L koncentracijos N — hidroksisukcinimido
(NHS) ir 0,4 mol L koncentracijos N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilkarbodiimido (EDC) tirpalai. NHS
tirpalas ruosiamas 0,012 g NHS istirpinant 1 ml PBS buferio. EDC tirpalas ruosiamas 0,077 g EDC
iStirpinant 1 ml PBS buferio. Paruosti tirpalai i$pilstomi j mazus mégintuvélius ir laikomi Saldiklyje.

Imobilizuoto baltymo koncentracijai nustatyti sudaroma kalibraciné kreivé, kuriai sudaryti
naudojami dviejy skirtingy koncentracijy etaloniniai darbiniai JSA tirpalai. Pirmas tirpalas ruos$iamas
2 ul etaloninio JSA tirpalo praskiedziant 198 ul PBS buferio. Paruosto tirpalo koncentracija yra
10 ug mLL. Antras tirpalas ruosiamas 40 pl etaloninio JSA tirpalo praskiedziant 360 pl PBS buferio.
Paruosto tirpalo koncentracija yra 100 pg mL™.

Antik@iny prie$ jaucio serumo albuming (Anti-JSA) uzne$imui ruoSiamas etaloninis Anti-JSA
tirpalas 100 pl komercinio Anti-JSA praskiedziant 1 ml PBS buferio. Paruosto tirpalo koncentracija yra
100 pg mL™. Imobilizavimas atlieckamas naudojant kelis skirtingy koncentracijy Anti-JSA tirpalus, kurie
ruosiami skiedziant etaloninj Anti-JSA tirpalg. Pirmas tirpalas ruoSiamas 300 pl etaloninio Anti-JSA
tirpalo praskiedziant 200 ul PBS buferio. Paruosto tirpalo koncentracija yra 60 pg mL™. Antras tirpalas
ruoSiamas 150 pl etaloninio Anti-JSA tirpalo praskiedziant 350 ul PBS buferio. Paruosto tirpalo
koncentracija yra 30 pg mLt. Tregias tirpalas ruodiamas 75 pl etaloninio Anti-JSA tirpalo praskiedZiant
425 ul PBS buferio. Paruosto tirpalo koncentracija yra 15 pug mL™. Ketvirtas tirpalas ruogiamas 50 pl
etaloninio Anti-JSA tirpalo praskiedziant 450 ul PBS buferio. Paruosto tirpalo koncentracija yra 10 pg
mL . Penktas tirpalas ruoSiamas 25 pl etaloninio Anti-JSA tirpalo praskiedziant 475 pl PBS buferio.
Paruosto tirpalo koncentracija yra 5 ug mL™. Sestas tirpalas ruosiamas 12,5 ul etaloninio Anti-JSA
tirpalo praskiedziant 487,5 ul PBS buferio. Paruosto tirpalo koncentracija yra 2,5 pug mL™,
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2.2. Priemonés ir prietaisai

Automatinés pipetés Research (,,Eppendorf™, JAV);

Analizinés svarstyklés KERN ABJ 220 — 4M (,,Kern & Sohn”, Vokietija);

Potenciostatas PalmSens4 (,,PalmSens BV, Nyderlandai);

Spektrofotometras Perkin Elmer Lambda 25 (,,Perkin Elmer*, JAV);

Indikatorinis elektrodas — indzio ir alavo oksidy (ITO) sluoksniu dengti stiklai (,,Sigma Aldrich®, JAV);
Lyginamasis elektrodas — Ag/AGCI 3 moi L™ ki (,,Metrohm AG*, Sveicarija);

Pagalbinis elektrodas — Pt elektrodas.

2.3. Programiné jranga

Elektrocheminiai tyrimai buvo atlickami naudojant ,,PSTrace 5.8“ programing jranga.
Spektrofotometriniai tyrimai atlikti naudojant ,,UV Winlab“ programing jranga. Gauti duomenys
apdoroti ,,Origin 2017 programa, darbas paraSytas naudojantis ,,Microsoft Word 2016 programa.

2.4. Polidopamino ir cinko oksido sluoksniy sintezés metodika

Polidopaminas sintetinamas ant ITO dengto stiklo. Pries§ sintezg 7 X 17 x 0,7 mm dydzio stiklai
valomi 15 min acetone ultragarso voneléje, po to nuplaunami ir 15 min valomi dejonizuotame vandenyje
ultragarso voneléje. Baigus valyti stiklai paliekamas isdzititi ore. Nuvalyti ITO stiklai dvipusés lipnios
juostos pagalba pritvirtinami Petri 1€kStelés (@ 9 cm) dugne iSlaikant vienodus atstumus tarp stikly.
Paruostas dopamino tirpalas i8 karto supilamas j Petri 1¢kStelg, uzdengiama dangteliu ir pastoviai maiSant
palickama 1 val. Sintezei pasibaigus dopamino tirpalas atsargiai iSpilamas, stiklai nuplaunami
dejonizuotu vandeniu ir paliekami i8dzititi ore. Sintetinant PDA sluoksnj su PEI, pirmiausia ant ITO
dengto stiklo uznesamas PDA sluoksnis pagal auksc¢iau aprasyta metodika i§ 0,5 mg mL?* dopamino
tirpalo, o pragjus 1 val. nuo sintezés pradzios pridedama 10 ml PEI tirpalo (PEI koncentracija sintezés
tirpale yra 10 mg mL™?) ir paliekama dar 1 val. Sintezei pasibaigus tirpalas su polimerais atsargiai
1Spilamas, stiklai nuplaunami dejonizuotu vandeniu ir paliekami 1§dZiiiti ore.

Cinko oksido nanostrypeliai sintetinami pagal literatiiroje aprasyta metodika [64]. Ant ITO dengto
stiklo uzlaginama 30 pl 1 mgmL™ cinko acetato tirpalo metanolyje. Méginiai palickami kambario
temperatiiroje kol neiSgaruos metanolis. Po to méginiai jdedami j krosnj ir palieckami 1 val. 350 °C
temperatiiroje. Po to modifikuoti ITO stiklai inkubuojami 50 mmol L™* cinko nitrato ir 50 mmol L
heksametilentetramino vandeniniame tirpale 2 val. esant 90 °C temperatiirai. Sintezei pasibaigus gauti
meéginiai nuplaunami dejonizuotu vandeniu ir paliekami i8dZititi ore.

2.5. Susintetinty sluoksniy charakterizavimo metodika

Tiriamy sluoksniy pavirSiaus sgveika su vandeniu nustatoma matuojant kontaktinj kampa Theta
Lite Optical (,,Biolin Scientific®, Suomija) tensiometru. Kontaktiniam kampui matuoti ant objektinio
staliuko padedamas ITO stiklas su tiriamu sluoksniu ir uzlaSinamas 5 pl tirio vandens lasas. Kontaktinio
kampo skai¢iavimai atliekami naudojant ,,Attension Theta* programa.
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2.6. Elektrocheminiy matavimy metodika

Susintetinty ~ sluoksniy  elektrocheminiam  charakterizavimui  atlieckamas  ciklinés
voltamperometrijos tyrimas. | elektrocheminiy matavimy cel¢ dedamas ITO stiklas su susintetintu
sluoksniu. ] cele pilama 3 ml 5 mmol L kalio heksacianoferato (111), 5 mmol L kalio heksacianoferato
(11) ir 0,1 mmol L kalio chlorido tirpalo. Naudojama trijy elektrody sistema (2 pav.), susidedanti i$
indikatorinio elektrodo (ITO stiklas su atitinkama susintetinta medziaga), lyginamojo elektrodo
(Ag/AGCI 3 moi L2 KCI) ir pagalbinio elektrodo (Pt elektrodas). Skleidziant potenciala nuo 0,3 iki +0,7
V uZregistruojamas srovés stipris esant skirtingiems grei¢iams: 20, 30, 50, 80, 100, 150 ir 200 mV s™.

Srovés stiprio pokyc¢iai nustatomi diferencinés pulsinés voltamperometrijos metodu. Naudojama
aukSciau aprasyta sistema, potencialas skleidziamas nuo —0,4 iki +0,8 V, sroves stipris registruojamas
esant 50 mV s potencialo skleidimo grei¢iui.

2 pav. Elektrocheminiy matavimy sistema.
2.7. Biomolekuliy imobilizavimo metodika
2.7.1. Jaucio serumo albumino imobilizavimas

Jau¢io serumo albumino imobilizavimas atliekamas ITO dengta stikla su PDA sluoksniu
patalpinant j elektrocheminiy matavimy cele ir ant jo uzpilant 40 pl JSA tirpalo. Celé su méginiu
palickama 2 val. Saldytuve. Pragjus laikui JSA tirpalas automatinés pipetés pagalba nusiurbiamas ir
paliekamas tolimesniems matavimams. Sluoksnis tris kartus praplaunamas nedideliu kiekiu PBS buferio
siekiant pasalinti neisimobilizavusj JSA.

2.7.2. Kovalentinis jaucio serumo albumino imobilizavimas

JSA imobilizuojamas panaudojant 0,1 mol L* koncentracijos N — hidroksisukcinimido (NHS) ir

0,4 mol L* koncentracijos N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilkarbodiimido (EDC) tirpalus. Imobilizacijai
ruoSiamas tirpalas, susidedantis i§ NHS, EDC ir atitinkamos imobilizuojamo JSA koncentracijos tirpalo.
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Bendras tirpalo turis yra 60 pl. Paruostas tirpalas uzpilamas ant celéje esancio méginio ir palickama 30
min. Pragjus laikui, tirpalas automatinés pipetés pagalba yra nusiurbiamas, o méginys tris kartus
praplaunamas nedideliu kiekiu PBS buferio.

2.7.3. Jaucio serumo albumino imobilizavimas naudojant glutaro aldehida

JSA imobilizuojamas naudojant glutaro aldehido garus. ITO dengtas stiklas su PDA sluoksniu
patalpinamas j elektrocheminiy matavimy cele, ant jo uZpilama 40 pl JSA tirpalo ir paliekama 30 min
kambario temperatiiroje. Pra¢jus laikui, tirpalas automatinés pipetés pagalba yra nusiurbiamas, o celé su
méginiu laikoma 15 min vir§ 25 % glutaro aldehido tirpalo. Po to sluoksnis tris kartus praplaunamas
nedideliu kiekiu PBS buferio siekiant pasalinti neisimobilizavusj JSA.

2.7.4. Antikiiny uznesSimas

Antiktinai prie§ jaucio serumo albuming uzneSami ant imobilizuoto JSA. Tam tikslui ant méginio
uzpilama 40 pl Anti-JSA tirpalo ir paliekama 30 min kambario temperatiiroje. Po to automatinés pipetés
pagalba tirpalas yra nusiurbiamas ir palickamas tolimesniems tyrimams. Méginys praplaunamas tris
kartus nedideliu kiekiu PBS buferio siekiant paSalinti nesuriStus antikiinus. AnalogiSkai yra
imobilizuojami nespecifiniai antikiinai.

2.8. Baltymy koncentracijos nustatymo metodika

Imobilizuoto JSA koncentracija nustatoma Bradfordo baltymy koncentracijos nustatymo metodu.
Tam tikslui sudaroma kalibraciné kreivé naudojant etaloninius darbinius JSA tirpalus. | vienkartines
plastikines kiuvetes jpilamas atitinkamas PBS buferio ir JSA etaloninio darbinio tirpalo kiekis (1 lentele).
I kiekvieng kiuvete jpilama po 400 pl 5 kartus skiesto Bradfordo reagento (Roti®-Nanoquant tirpalas).
Bendras tirpalo kiekis kiuvetéje 0,5 ml. Pridéjus Bradfordo reagento palaukiama 5 minutes.

1 lentelé. Supilamy reagenty turiai kalibraciniams tirpalams paruosti.

PBS, ul 1%2%”:; 1 103;2,?:' ' Roti®-Nanoquant, pl | JSA koncentracija, pg mL™*!
100 - - 400 0
90 10 400 1
75 25 400 2,5
50 50 400 5
80 20 400 10
75 25 400 25
50 50 400 50
25 75 400 75
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Kiuvetés jstatomos j spektrofotometrg ir matuojama sugertis ties 590 nm ir 450 nm bangy ilgiais.
Palyginamuoju tirpalu naudojamas PBS buferis. Kalibraciné kreivé sudaroma bréziant JSA
koncentracijos priklausomybe nuo sugerties ties minéty bangos ilgiy santykiu (Aseo/Asso).

Tiriamasis JSA tirpalas yra ruoSiamas j kiuvete pilant 90 pl PBS buferio ir 10 pl surinkto po
imobilizavimo JSA tirpalo. Pridedama 400 pl Bradfordo reagento, palaukiama 5 min. ir matuojama
sugertis. Pagal kalibracing kreive nustatoma tiriamojo JSA tirpalo koncentracija. Jvertinamas
praskiedimas ir apskaiCiuojama imobilizuoto baltymo koncentracija. AnalogiSkai nustatoma
imobilizuoty antikiiny koncentracija.

Tyrime naudojamo Bradfordo reagento sudétyje yra dazas, vadinamas Kumasi briliantiniu méliu
G-250 (angl. Coomassie brilliant blue G-250). Ipilus $io reagento j baltymo tirpalg stebimas dazo spalvos
pokytis i§ rudai — raudonos j mélyna, o spektrofotometru registruojamas absorbcijos spektro poslinkis
nuo 465 nm iki 595 nm.

Kumasi briliantinis mélis G-250  Baltymas Dazo-baltymo kompleksas

—>

Sugerties maksimumas ties 490 nm Sugerties maksimumas ties 595 nm

3 pav. Dazo sgveikos su baltymu schema [65].

Dazas gali biiti trijy joniniy formy: katijoninés, neutralios bei anijonings. Stabili katijoniné forma
biidinga dvigubai protinizuotam daZui ir esant labai Zemam pH. Tokios formos daZo spalva yra raudona.
Esant Siek tiek didesniam pH daZas gali pereiti | neutralig forma ir tapti Zalios spalvos. Stabili anijoniné
forma susidaro kai dazas deprotonizuojamas esant Siek tiek didesniam pH negu biidingas neutraliai
formai. Anijoninés formos dazo spalva yra mélyna. Biidamas anijoninés formos dazas elektrostatinés
sgveikos pagalba jungiasi prie baltymy molekuliy, kadangi jo struktiiroje esancios sulfo grupés gali
sgveikauti su baltymo arginino, histidino, lizino, tirozino, triptofano ir fenilalanino liekanomis. Dazo
spalvos intensyvumas priklauso nuo tirpale esanéio baltymo kiekio — kuo daugiau baltymo, tuo
intensyvesné spalva [66].
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3. EKSPERIMENTINE DALIS
3.1. Susintetinty polidopamino ir cinko oksido sluoksniy tyrimai

Tyrimy pradzioje buvo susintetinti ZnO nanostrypai ant stikly padengty ITO sluoksniu pagal 2.4.
skyriuje aprasyta metodikg. Sintezés pabaigoje buvo aptiktos baltos struktiiros stiklo, padengto ITO
sluoksniu, pavirsiuje. Susintetinty strukttiry pavirSiaus morfologija buvo istirta skenuojanciu elektroniniu
mikroskopu (4 pav.).

4 pav. Ant ITO sluoksniu padengto stiklo susintetinty ZnO nanostrypy nuotraukos gautos skenuojanciu
elektroniniu mikroskopu.

Nuotraukose matomi ZnO nanostrypai yra netvarkingai iSsidést¢, dauguma nanostrypy yra
panasaus dydZio. Vidutinis nanostrypy storis yra 13 nm. Toks dydis beveik atitinka literatiiroje [64],
pagal kurig buvo sintetinami nanostrypai, nurodytam dydziui.

Taip pat buvo atlikti eksperimentai, norint nustatyti optimalias PDA uzne§imo salygas. Darbai
buvo atlikti pagal 2.4. skyriuje aprasyta metodika. Sintezés metu tirpale formavosi rudos spalvos PDA
polimeras. Tyrimy metu buvo pastebéta, kad praplauti su dejonizuotu vandeniu méginiai jgijo rusva
spalva, tuo metu méginiai prie$ sintez¢ buvo bespalviai. Vizualiai ITO/PDAos méginiy spalva buvo
intensyvesne, palyginus su ITO/PDAo,1 méginiais.

Papildomai ITO/PDA bei ZnO méginiai buvo istirti naudojant kontaktinio kampo matavimo
metodg pagal 2.5. skyriuje aprasSytag metodikg. Tokie tyrimai padeda jvertinti pavirSiaus hidrolifiskuma,
kuris yra svarbus parametras biomolekuliy imobilizavimui, bei jvertinti pavirSiaus pokycius po
modifikavimo. 5 paveiksle yra pateiktos vandens laso ant tiriamy pavirSiy nuotraukos.

ITO/PDAo ITO/PDAos ITO/ZnO
87.6° 27,8° 98.5°

5 pav. Kontaktinio kampo matavimo nuotraukos.
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Matuojant kontaktinj kampg galima nustatyti pavirSiaus hidrofiliSkumg. Jeigu vandens laso
kontaktinis kampas yra mazesnis negu 30°, tai pavirSius yra grynai hidrofilinis, o jeigu didesnis negu
90°, tai pavirsius yra grynai hidrofobinis [67]. Pamatuotas kontaktinis kampas ant stiklo padengto ITO
sluoksniu buvo lygus 87,6°. Susintetinus PDA sluoksnj ant stiklo padengto ITO sluoksniu buvo
registruojamas kontaktinio kampo sumaz¢jimas. Kontaktinis kampas sumaze¢jo iki 76,2°, kai buvo
naudojamas 0,1 mg mL* dopamino tirpalas PDA sluoksnio uzne§imui (ITO/PDAg1). Tuo metu kai PDA
sluoksnis buvo susintetintas i§ 0,5 mg mL™* dopamino tirpalo (ITO/PDAos) pavirsiaus hidrolifiskumas
padidéjo, nes kontaktinis kampas sumaz¢jo jau iki 27,8°. PavirSiaus hidrofiliSkumo padidéjimas susijes
su amino bei hidroksi funkcinémis grupémis, esan¢iomis PDA molekulése. Skirtumg tarp ITO/PDAg 1 ir
ITO/PDAos méginiy kontaktiniy kampy galima paaiskinti to, kad naudojant 0,1 mg mL* dopamino
koncentracija nevisas pavirSius yra padengtas PDA sluoksniu. Tolimesniems tyrimams buvo pasirinktas
ITO/PDAgs sluoksnis. ITO/ZnO méginiy atveju vandens laSo kontaktinis kampas buvo lygus 98,5°.
Taigi po ZnO nanostrypy sintezés stiklo dengto ITO sluoksniu méginiy hidrofiliSkumas sumazgjo.

Darbo metu buvo vertinamas PDA taikymas, konstruojant elektrocheminius biologinius jutiklius.
Tod¢l buvo atlikti paruosty meéginiy elektrocheminiai tyrimai pagal 2.6. skyriuje aprasyta metodika.
6 paveiksle yra pavaizduotos méginiy ciklinés voltamperogramos, uzrasytos naudojant skirtingg
potencialo skleidimo greit;.
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6 pav. ITO (A), ITO/ZnO (B) ir ITO/PDA (C) méginiy cikliniy voltamperogramy 3 ciklai esant 20, 30,
50, 80, 100, 150,200 mV/s potencialo skleidimo greiciui. (D) ITO, ITO/ZnO ir ITO/PDA méginiy sroves
stiprio ties maksimumy vietomis priklausomybés nuo Saknies i§ potencialo skleidimo grei¢io grafikai.
Naudota trijy elektrody sistema: indikatorinis — ITO dengtas stiklas, lyginamasis — Ag/AgCI 3 moi . ki,
pagalbinis — Pt elektrodas. Salygos: potencialas skleidziamas -0,3—+0,7 V intervale. Tirpalas:
5 mmol L kalio heksacianoferato (111), 5 mmol L kalio heksacianoferato (I1) ir 0,1 mmol L* kalio
chlorido.
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Ciklinés voltamperometrijos (CV) grafikuose (6 pav. a - ¢) matomos kalio heksacianoferato
oksidacijos ir redukcijos smailés. Kaip matoma i§ pateikty grafiky, smailiy aukstis ir padétis priklauso
nuo to, koks yra potencialo skleidimo greitis bei koks tiriamas sluoksnis yra naudojamas. Kintant
elektrodo potencialo vertei atsiranda smailés prie tam tikry potencialo verc¢iy. Taip yra todél, kad vyksta
kalio heksacianoferato oksidacijos ir redukcijos procesai. Didéjant elektrodo potencialo vertei atsiranda
oksidacijos smailés, kadangi prie teigiamo potencialo pradeda vykti kalio heksacianoferato oksidacijos
procesas ir atsiranda anodiné srove, lemianti srovés stiprio padidéjima. Maz¢jant elektrodo potencialo
vertei prasideda redukcijos procesas ir atsiranda katodiné srove, lemianti srovés stiprio sumazejima, dél
ko atsiranda redukcijos smailés [68]. Ciklinéje voltamperometrijoje svarbus yra potencialo skleidimo
greitis. Didesnis potencialo skleidimo greitis lemia difuzijos sluoksnio storio sumazéjima, dél ko
stebimas srovés stiprio padidéjimas. Elektrochemiskai griztamiems elektrono pernaSos procesams,
kurivos lemia medziagy difuzija, biidinga tiesiné priklausomybé tarp srovés stiprio verciy ties
oksidacijos/redukcijos smailiy maksimumais ir Saknies i§ potencialo skleidimo greicio [69]. Tiriamy
meéginiy atveju stebimos tiesinés smailiy srovés stiprio verciy priklausomybés nuo potencialo skleidimo
grei¢io (pav. 6D), taigi galima sakyti, kad visose sistemose yra vykdoma griztama elektrono pernasa,
kurig lemia difuzijos procesas.

Tiesés krypties koeficientas priklauso nuo tiriamo méginio. Didziausias koeficientas (oksidacijos
procesui - 717,7) buvo registruojamas ITO dengto stiklo méginio atveju. Padengus ITO dengtg stikla
Zn0 sluoksniu krypties koeficientas sumazéja mazdaug per 100 kaip oksidacijos taip ir redukcijos atveju,
o padengus ITO dengta stikla PDA sluoksniu, krypties koeficientas sumazéja mazdaug per 330
oksidacijos atveju ir mazdaug per 260 redukcijos atveju. Koreliacijos koeficientas visuose atvejuose
svyravo nuo 0,989 iki 0,999.

Taip pat, panaudojus tiesés krypties koeficiento vertes (pav. 6D), galima apskaic¢iuoti méginiy
difuzijos koeficientus. Difuzijos koeficientas apraso daleliy (atomy, molekuliy ar jony) judéjima, kuris
priklauso nuo terpés, kurioje vyksta difuzija. Kuo didesnis difuzijos koeficientas, tuo grei¢iau juda
dalelés [70]. Norint apskai¢iuoti §j koeficientg yra naudojama Randles — Sevcik lygtis:

nFvD
RT

i, = 0,4463nFAC

Kur ip — srovés stipris (A) maksimumo vietoje, n yra pernesty elektrony skaicius, F - Faradéjaus
konstanta (C mol™?), A — elektrodo pavirsiaus plotas (cm?), C —reagento koncentracija (mol cm),
v — potencialo skleidimo greitis (V/s), D — reagento difuzijos koeficientas (cm? st), R — dujy konstanta
(3 Kt mol) ir T — temperatiira (K) [69]. Elektrodo plotas buvo — 0,159 cm?. ITO, ITO/ZnO ir ITO/PDA
apskai¢iuoti difuzijos koeficientai atitinkamai buvo 1,88 x 10, 1,39 x 10 ir 5,5 x 107" cm? s*. Tokiu
biidu ITO méginio laidumas turi buti didesnis nei ITO/ZnO méginio laidumas, kuris yra didesnis nei
ITO/PDA méginio laidumas.

3.2. Biomolekuliy imobilizavimo tyrimai

Darbo metu buvo vertinamos PDA panaudojimo galimybés, kuriant imuninj jutiklj. Kaip modeliné
sistema buvo pasirinkta jau€io serumo albumino (JSA) ir antikiiny prie§ JSA pora. Norint nustatyti

antikiny koncentracijg tirpale yra svarbu uznesti jo antigeng ant elektrocheminio jutiklio pavirSiaus.
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Siame tyrime buvo parenkamas optimalus JSA baltymo imobilizacijos variantas. Tyrimai buvo atliekami
uzneSant PDA sluoksnj ant stiklo dengto ITO sluoksniu. JSA baltymas buvo imobilizuojamas pagal 2.7.1.
skyriuje aprasyta metodika. ITO dengtas stiklas su PDA sluoksniu buvo jtvirtinimas celéje. | cele buvo
jpilama 40 pl skirtingy koncentracijy JSA tirpaly ir palieckama Saldytuve 2 val. Po to méginys buvo
praplaunamas 3 kartus PBS buferiu. JSA baltymo imobilizacija buvo vertinama pagal rezultatus, gautus
atliekant diferencinés impulsinés voltamperometrijos (DIV) tyrimus. DIV matavimai buvo atlickami
pries ir po JSA baltymo imobilizacijos ant ITO/PDA sluoksnio. JSA imobilizacija buvo vertinama pagal
sroves stiprio sumaze¢jimag ties maksimumo vieta. Gauti rezultatai yra pavaizduoti 7 paveiksle.
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7 pav. (A) Méginio diferencinés impulsinés voltamperometrijos matavimai pries (ITO/PDA) ir po
(ITO/PDA/JSA) JSA imobilizacijos i§ 100 ug mL™ JSA tirpalo. (B) Srovés stiprio ties maksimumo vieta
pokycio priklausomybé nuo imobilizacijai naudojamo JSA tirpalo koncentracijos. Naudota trijy
elektrody sistema: indikatorinis — ITO dengtas stiklas, lyginamasis — Ag/AgCI 3 moi L™} kci, pagalbinis — Pt
elektrodas. Salygos: potencialas skleidziamas -0,4 —+0,8 V intervale, potencialo skleidimo greitis
50 mV s*. Tirpalas: 5 mmol L™ kalio heksacianoferato (I11), 5 mmol L kalio heksacianoferato (I1) ir
0,1 mmol L* kalio chlorido.

7 paveikslo A dalyje matome, kad srovés stipris sumaZzéja po baltymo imobilizacijos, kas patvirtina
s¢kminga JSA imobilizacijg ant PDA sluoksnio, nes imobilizuotas baltymas blokuoja elektrodo pavirsiy
ir tokiu biidu sumaze¢ja sistemos laidumas. Baltymy imobilizacija PDA pavirSiuje vyksta dél to, kad JSA
per amino grupes, esanéias baltymo molekuléje, sudaro Sifo bazes su PDA. Naudojant skirtingas JSA
baltymo koncentracijas buvo nustatyta, kad srovés stiprio pokytis priklauso nuo imobilizuoto baltymo
kiekio — kuo mazesné imobilizacijai naudojamo JSA tirpalo koncentracija, tuo mazesnis yra sroves
stiprio pokytis. Imobilizacijai naudojant JSA tirpalus, kuriy koncentracija buvo lygi 5, 10, 50, 100 ir
500 ug mL, srovés stipris atitinkamai sumazéjo 31,8 +6,2, 32,6 +24, 424+87, 587+ 7,3 ir
62,1 +9,3%. JSA koncentracijos intervale nuo 5 iki 100 pg mL™? galioja tiesiné priklausomybé
(r=0,998). Atsizvelgiant j srovés stiprio pokyc¢io dydj, tolimesnéms tyrimams buvo naudojamas
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100 pg mLt JSA tirpalas, nes didinant prading JSA koncentracija iki 500 ug mL™ buvo imobilizuojamas
panasus baltymo kiekis kaip ir 100 ug mL™* méginio atveju.

Norint papildomai jvertinti koks baltymo kiekis isimobilizuoja ITO/PDA méginio pavirSiuje buvo
atlikti tyrimai, naudojant Bradfordo baltymy koncentracijos nustatymo metoda pagal 2.8. skyriuje
aprasyta metodika. Baltymo koncentracija buvo nustatoma tirpaluose, kurie buvo surinkti nuo méginio
po imobilizacijos. Pirmiausia buvo sudaryta kalibraciné kreivé (8 pav.) JSA koncentracijos nustatymui
intervale nuo 0 iki 75 pg mL™.

1,8

1,6 - ’,

1,4 - 7,

1,2 - s,

590/ A450

< 1,0' ./

JSA koncentracija, pg ml™

8 pav. Kalibracin¢ kreiveé JSA tirpalo koncentracijos nustatymui.

Tyrimo metu buvo nustatyta, kad analizinis signalas tiesiS8kai priklauso nuo JSA baltymo
koncentracijos intervale nuo 0 iki 75 ugmL™ (r = 0,999). Tolimesniam baltymo koncentracijos
nustatymui buvo naudojama tiesés lygtis y = 0,0151x + 0,5945. Nustacius JSA koncentracija tirpaluose,
surinktuose po imobilizacijos, buvo apskai¢iuojamas imobilizuotas baltymo kiekis méginiy pavirsiuje,
jvertinus pradinj baltymo kiekj tirpaluose. Taigi buvo nustatyta, kad ant méginiy, kuriy padengimui
baltymu buvo naudojami 50, 100 ir 500 ugmL™? pradinés koncentracijos tirpalai, buvo atitinkamai
imobilizuota 0,98, 2,43 bei 3,23 ug JSA baltymo. Nustatyti baltymo koncentracijg tirpaluose, kuriy
paruoSimui buvo panaudotos 10 ir 5 ug mL™* koncentracijos, nepavyko, kadangi tirpaly paruosimui buvo
naudotas per mazas baltymo kiekis, kad galima biity atlikti nustatymg pagal sudaryta kalibracing.
Nepaisant to, kad imobilizuoty i§ 100 ir 500 pg mL™ koncentracijy tirpaly, baltymo kiekiai skyrési per
0,8 ng, srovés stiprio pokyciai (7B pav.) beveik nesiskyré. Tai galima paaiskinti tuo, kad baltymo kiekis
yra nustatomas i$ surinkty tirpaly, tuo metu po tirpalo surinkimo méginiai yra 3 kartus praplaunami PBS
buferiu. Taigi praplovimo stadijos metu galimai nuplaunama dalis baltymo nuo méginio pavirSiaus.

Toliau ant PDA sluoksnio su JSA buvo uzne$ami antikiinai prie§ JSA (Anti-JSA) pagal 2.7.4.
skyriuje aprasyta metodika. 40 pl skirtingos koncentracijos Anti-JSA tirpaly buvo uzpilama ant méginio
ir paliekama 30 min kambario temperatiiroje. Po to méginys buvo praplaunamas 3 kartus PBS buferiu.
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Anti-JSA uznesimas buvo vertinamas DIV matavimy pagalba. 9 paveiksle pateiktos DIV matavimy
kreivés bei srovés stiprio pokycio priklausomybé nuo Anti-JSA tirpalo koncentracijos.
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9 pav. (A) Méginio diferencinés impulsinés voltamperometrijos matavimai pries (ITO/PDA) ir po
(ITO/PDA/JSA) JSA imobilizacijos i§ 100 ug mL™ JSA tirpalo bei po Anti-JSA antikiiny uznesimo
(ITO/PDA/JSA/ANti-JSA) i§ 10 pg mL™ Anti-JSA antikiiny tirpalo. (B) Srovés stiprio ties maksimumo
vietos pokyc¢io priklausomybé nuo naudojamo Anti-JSA antikiiny tirpalo koncentracijos. Naudota trijy
elektrody sistema: indikatorinis — ITO dengtas stiklas, lyginamasis — Ag/AgCI 3 moi L kci, pagalbinis — Pt
elektrodas. Salygos: potencialas skleidziamas -0,4 —+0,8 V intervale, potencialo skleidimo greitis
50 mV s, Tirpalas: 5 mmol L kalio heksacianoferato (111), 5 mmol L* kalio heksacianoferato (I1) ir
0,1 mmol L kalio chlorido.

I$ pateikto grafiko (pav. 9A) matome, kad po Anti-JSA antikiiny uzne$imo srovés stipris sumazéja
dar labiau, negu po JSA imobilizacijos. Taip yra todél, kad PDA pavirSiuje susiformuoja imuninis
antikino ir antigeno (JSA) kompleksas, kuris blokuoja elektrodo pavirSiy ir dél to mazéja sistemos
laidumas. Taciau tyrimo metu nebuvo pastebéta priklausomybé tarp pradinio antikiiny tirpalo
koncentracijos ir sroves stiprio pokycio (pav. 9B). Naudojant mazos koncentracijos antikiiny tirpalus
sroves stipris pakisdavo apie 30 %, kuomet naudojant didesniy koncentracijy antikiiny tirpalus srovés
stipris svyruodavo nuo mazdaug 11 iki 26 %. Taip pat tyrimo metu rezultatai blogai atsikartodavo.
Tokius rezultatus galéjo lemti méginio praplovimas po antikiiny uZneSimo ir tolimesnis papildomas
méginio pavirSiaus praplovimas, kuriuo metu galéjo nusiplauti dalis JSA baltymo. Rezultaty svyravimus
tarp eksperimenty galima paaiskinti galimais skirtumais praplovimo metu. Bradfordo metodu atlikti
tyrimai parodé, kad naudojant 30 ir 60 ug mL™ koncentracijy Anti-JSA antikiiny tirpalus jutiklio
pavirSiuje prisijungia atitinkamai 1,12 ir 1,86 ug antiktiny.

Norint pagerinti JSA baltymo imobilizavimg, ITO dengto stiklo pavirSiuje buvo susintetintas
polidopamino - polietilenimino (PDA-PEI) sluoksnis pagal 2.4. skyriuje apraSytg metodikg. Tokiu biudu
1 PDA sluoksnj buvo jvestas PEI polimeras, kuris pasizymi dideliy amino grupiy kiekiy. JSA baltymo
imobilizavimui  buvo pasirinktas  kovalentinis  variantas, kai  N-(3-dimetilaminopropil)-N'-
etilkarbodiimidu  (EDC) ir N —hidroksisukcinimidu (NHS) atkyvuojamos karboksi grupés JSA
pavirsiuje ir tokiu biidu baltymas jungiasi prie pavirsiaus, sudarydamas kovalentinius rysius su PDA ir
PEI amino grupémis. Tyrimo rezultatai pavaizduoti 10 paveiksle.
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10 pav. Méginio diferencinés impulsinés voltamperometrijos matavimai prie§ (ITO/PDA-PEI) ir po
(ITO/PDA-PEI/JSA) JSA imobilizacijos i§ 10 pg mL™* JSA tirpalo naudojant NHS ir EDC bei po
sistemos modifikavimo heparinu (ITO/PDA-PEI/JSA/Hep) ir antikiing uzne$imo (ITO/PDA-
PEI/JSA/Hep/Anti-JSA). Naudota trijy elektrody sistema: indikatorinis — ITO dengtas stiklas,
lyginamasis — Ag/AJCl 3moi Lt kci, pagalbinis — Pt elektrodas. Salygos: potencialas skleidziamas -
0,4—+0,8V intervale, potencialo skleidimo greitis 50 mV s?. Tirpalas: 5 mmol L Kkalio
heksacianoferato (I11), 5 mmol L kalio heksacianoferato (1) ir 0,1 mmol L kalio chlorido.

Rezultatai parodé, kad po JSA baltymo imobilizacijos srovés stipris sumazéjo per 41 %.
Atsizvelgus j tai, kad buvo naudojama gan maza (10 pgmL™) JSA koncentracija, tam, kad biity
sumazintas JSA baltymo molekuliy, kurios jsimobilizavimo tik déka absorbcijos susidarant Sifo bazéms,
skai¢ius buvo naudojama papildoma jutiklio paruoSimo stadija. Po JSA baltymo kovalentinio
imobilizavimo jutiklio pavir$ius buvo blokuojamas su heparinu (ITO/PDA-PEI/JSA/Hep) tam, kad Anti-
JSA antikiinai negaléty absorbuotis PDA pavirSiuje. Po heparino imobilizacijos srovés stipris papildomai
sumazgjo per 46 % nuo ITO/PDA-PEI/JSA signalo. Tokiu buidu galima teigti, kad §i jutiklio paruosimo
stadija buvo sékminga. Atlikus tyrimus su Anti-JSA antik@inais buvo nustatyta, kad kaip ir prie$ tai
atliktame eksperimente su JSA baltymu, imobilizuotu per 2 val. Saldytuve, néra aiskios priklausomybés
tarp analizinio signalo ir antikiiny koncentracijos. Tyrimas, atliktas naudojant Bradfordo metoda parode,
kad naudojant 15 ir 30 ug mL™* Anti-JSA koncentracijos tirpalus prisijungia tik 0,55 ir 1,13 pg antikiiny.
Baltymy nusiplovima nuo pavirSiaus galima paminéti kaip faktoriy, lemiantj signalo svyravimus tarp
eksperimenty.

Norint eliminuoti galimg JSA baltymo nuplovimg nuo ITO/PDA méginiy pavirSiaus buvo
nuspresta taikyti suriSimg bifunkciniu reagentu — glutaro aldehidu, kuris turéty stipriau suristi JSA su
PDA. Imobilizacija vykdoma pagal 2.7.3. skyriuje aprasytg metodika. IS pradziy ant celéje jtvirtinto
ITO/PDA méginio buvo uZpilama 40 pl 0,1 mg mL™* JSA tirpalo ir palaikoma 30 min, o paskui méginys
celéje buvo laikomas 15 min virs§ 25 % glutaro aldehido tirpalo. Taigi suriSimas vykdavo glutaro aldehido
garais. DIV tyrimais buvo nustatyta, kad srovés stiprio pokytis yra praktiskai vienodas (apie 60 %) Kai
JSA baltymas buvo imobilizuojamas su glutaro aldehidu ir kai imobilizacija buvo vykdoma laikant JSA
tirpalg vir§ méginio 2 val. Saldytuve. Tolimesniuose tyrimuose, kur taikomas imobilizavimas glutaro
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aldehido garais buvo nuspresta naudoti 0,1 mg mL™ JSA baltymo koncentracija, nes tokiu biidu jutiklio
pavirsius uztiktinai pasidengé¢ baltymu.

UzneSus Anti-JSA ant PDA méginio, kuriame JSA imobilizuotas glutaro aldehido garais buvo
stebimas srovés stiprio sumazejimas (pav. 10A) dél besiformuojancio imuninio komplekso. Tyrimy mety
buvo pastebéta, kad srovés stiprio pokytis (pav. 10B) priklauso nuo naudojamo Anti-JSA tirpalo
koncentracijos — kuo didesné koncentracija tuo didesnis srovés stiprio pokytis. Tyrimuose buvo
naudojami 2,5, 5, 15 ir 30 pg mL™* koncentracijy Anti-JSA tirpalai, o srovés stiprio pokytis atitinkamai
buvo 8,22, 10,57, 16,25 ir 21,36 %. Anti-JSA koncentracijy intervale nuo 2,5 iki 15 pg mL™ galioja
tiesiné srovés stiprio pokyc¢io priklausomybé nuo antikiiny koncentracijos (r = 0,995). Atliktas Bradfordo
tyrimas parodé, kad jutiklio pavirSiuje naudojant 15 ir 30 pg mL* koncentracijy Anti-JSA tirpalus
prisijungé atitinkamai 1,24 ir 1,92 pg antikiiny. Tokiu biidu naudojant 30 ug mL™? antikiiny tirpalg
prisijungia 1,7 kartu didesnis antikiiny kiekis, negu tuo atveju kai buvo naudojami ITO/PDA/JSA
meéginiai, kuriuose baltymas nebuvo suristas glutaro aldehidu.
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11 pav. (A) Méginio diferencinés impulsinés voltamperometrijos matavimai prie§ (ITO/PDA) ir po
(ITO/PDA/JSAca) JSA imobilizacijos i§ 100 ug mL* JSA tirpalo naudojant glutaro aldehida bei po Anti-
JSA prisijungimo (ITO/PDA/JSAca/Anti-JSA) naudojant 2,5 ug mL? Anti-JSA tirpala. (B) Srovés
stiprio ties maksimumo vieta poky¢io priklausomybé nuo naudojamo Anti-JSA tirpalo koncentracijos.
Naudota trijy elektrody sistema: indikatorinis — ITO dengtas stiklas, lyginamasis — Ag/AgCI 3 moi L ki,
pagalbinis — Pt elektrodas. Salygos: potencialas skleidziamas -0,4—+0,8 V intervale, potencialo
skleidimo greitis 50 mV s*. Tirpalas: 5 mmol L? kalio heksacianoferato (111), 5 mmol L kalio
heksacianoferato (1) ir 0,1 mmol L kalio chlorido.

Norint jvertinti PDA jtaka JSA baltymo imobilizavimui buvo atliktas palyginamasis DIV tyrimas,
kuriuo metu tarpusavyje buvo palyginti ITO dengtas stiklas ir ITO dengtas stiklas su glutaro aldehido
garais imobilizuotu JSA i§ 100 ug mL™* JSA tirpalo (12 pav.). Po imobilizacijos srovés stipris sumazéjo
per 122 uA arba 22,55 %. Srovés stiprio pokytis kai sistemoje naudojamas PDA sluoksnis tomis
paCiomis imobilizavimo salygomis yra 58,7 £7,3 %, taigi PDA taikymas pagerina JSA baltymo
imobilizacija. Siuo atveju baltymo imobilizacija jvyksta ne tik dél Sifo baziy susidarymo, bet ir dél to,
kad glutaro aldehidas surisa tarpusavyje baltymo bei PDA struktiiroje esancios amino grupes. Tokiu biidu
pagerinama JSA baltymo imobilizacija.
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12 pav. Méginio diferencinés impulsinés voltamperometrijos matavimai prie§ (ITO) ir po (ITO/JSAca)
JSA imobilizacijos i§ 100 pg mL™? JSA tirpalo naudojant glutaro aldehida. Naudota trijy elektrody
sistema: indikatorinis — ITO dengtas stiklas, lyginamasis — AQ/AJCI smoi™ ke, pagalbinis — Pt
elektrodas. Salygos: potencialas skleidziamas -0,4 —+0,8 V intervale, potencialo skleidimo greitis
50 mV s, Tirpalas: 5 mmol L kalio heksacianoferato (111), 5 mmol L* kalio heksacianoferato (11) ir
0,1 mmol L kalio chlorido.

Norint jvertinti tiriamo imuninio jutiklio atrankumg buvo atliktas tyrimas naudojant nespecifinius
antiklinus. Kaip nespecifiniai antikiinai buvo parinkti fermentu (krieny peroksidaze) Zyméti antikiinai
pries galvijy leukemijos viruso IgG klasés antiktinus (Anti-AK). Anti-Ak antik@inai buvo uznesami tokiu
paciu principu kaip ir Anti-JSA antik@inai. Analizinis signalas buvo registruojamas DIV pagalba (13 pav.)
Po nespecifiniy antikiiny uznesimo ant JSA srovés stipris sumazéjo per 4 pA arba 2,35 %. Atsizvelgus j
tai, kad Bradfordo metodu buvo nustatyta, kad Anti-Ak koncentracija naudojamame tirpale buvo
180 pg mL™, §is sumaZéjimas yra nereik§mingas, kadangi naudojant Anti-JSA antikiinus srovés stiprio
pokytis yra zymiai didesnis, net kai naudojamas 2,5 ug mL* Anti-JSA koncentracijos tirpalas. Taigi, taip
paruostas imuninis jutiklis pasizymi antrankumu. JSA baltymo imobilizavimas, naudojant 25 % glutaro
aldehido tirpala, yra tinkamas metodas ruo$iant elektrocheminj imuninj jutiklj.
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13 pav. Méginio diferencinés impulsinés voltamperometrijos matavimai prie§ (ITO/PDA) ir po
(ITO/PDA/JSAca) JSA imobilizacijos i§ 100 ug mL™ JSA tirpalo naudojant glutaro aldehidg garus bei
po Anti-Ak antikiiny sgveikos (ITO/PDA/JSAca/Ak*). Naudota trijy elektrody sistema: indikatorinis —
ITO dengtas stiklas, lyginamasis — Ag/AgCl 3 moi L™* ke, pagalbinis — Pt elektrodas. Salygos: potencialas
skleidziamas -0,4 — +0,8 V intervale, potencialo skleidimo greitis 50 mV s*. Tirpalas: 5 mmol L™ kalio
heksacianoferato (I11), 5 mmol L kalio heksacianoferato (I1) ir 0,1 mmol L kalio chlorido.

Tyrimy pabaigoje pasirinktas JSA baltymo imobilizavimo variantas buvo pritaikytas konstruojant
elektrocheminj jutiklj su ZnO nanostrypais. ZnO nanostrypai buvo susintetinti ITO dengto stiklo
pavirsiuje. Po to ITO/ZnO méginys buvo padengtas PDA sluoksniu naudojant 0,5 mg mL™* dopamino
tirpala. Tolimesnis ITO/ZnO/PDA sluoksnio modifikavimas JSA baltymu ir Anti-JSA uZneSimas buvo
atliktas pagal 2.7. skyriuje aprasyta metodikg. Gauti rezultatai pavaizduoti 14 paveiksle.
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14 pav. (A) Méginio diferencinés impulsinés voltamperometrijos matavimai prie$ (ITO/ZnO/PDA) ir po
(ITO/ZnO/PDA/ISAGa) JSA imobilizacijos i§ 100 ng mL™ JSA tirpalo naudojant glutaro aldehida bei
po Anti-JSA prisijungimo (ITO/PDA/JSAca/Anti-JSA) naudojant 10 pg mL™? Anti-JSA tirpala. (B)
Srovés stiprio ties maksimumo vieta pokyc¢io priklausomybé nuo naudojamo Anti-JSA tirpalo
koncentracijos. Naudota trijy elektrody sistema: indikatorinis — ITO dengtas stiklas, lyginamasis —
AQ/AGCl 3moi L ke, pagalbinis — Pt elektrodas. Salygos: potencialas skleidziamas -0,4 —+0,8 V
intervale, potencialo skleidimo greitis 50 mV s, Tirpalas: 5 mmol L kalio heksacianoferato (111), 5
mmol L kalio heksacianoferato (I1) ir 0,1 mmol L™ kalio chlorido.

Rezultatai parodé, kad intervale nuo 2,5 iki 10 ng mL? galioja tiesiné priklausomybé tarp srovés
stiprio poky¢io smailés maksimumo vietoje ir naudojamos Anti-JSA tirpalo koncentracijos. JSA baltymo
imobilizavimas ant polidopamino sluoksnio, naudojant 25 % glutaro aldehido tirpalg, gali biiti taikomas,
konstruojant elektrocheminj imunin;j jutikl] ITO/ZnO méginiy pagrindu.
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ISVADOS

1. Sékmingai atlikta ZnO nanostrypy sintezé¢ ITO dengto stiklo pavirSiuje. Sintezés pabaigoje
pavirSius buvo padengtas netvarkingai i§sidésciusiais ZnO nanostrypais, kuriy storis yra 13 nm.

2. Nustatyta, kad dél PDA sluoksnio uzne$imo padidéja pavirSiaus hidrofiliSkumas ir sumazéja kalio
heksacianoferato difuzijos koeficientas nuo 1,88 x 10 iki 5,5 x 10" cm? s,

3. Nustatyta, kad 100 ug mL™* JSA baltymo koncentracija, kai isimobilizuoja 2,43 ug baltymo, yra
optimali, atliekant imobilizacija 2 val. 4 °C ITO/PDA méginio pavirsiuje. Srovés stiprio pokytis,
registruotas DIV metodu, tiesiSkai priklauso nuo imobilizuojamo JSA baltymo koncentracijos
tirpalo intervale nuo 5 iki 100 pg mL™,

4. Elektrocheminiai jutikliai paruosti imobilizuojant JSA baltymg 2 val. 4 °C arba panaudojus
kovalentinj modifikavimg, netinka specifiniy Anti-JSA antikiing nustatymui. Tuo metu
imobilizuojant JSA baltyma PDA sluoksnyje glutaro aldehido garais DIV metodu registruojamas
ties smailés maksimumo vieta srovés stiprio pokytis tiesiskai priklauso nuo Anti-JSA antikiiny
koncentracijos intervale nuo 2,5 iki 15 pg mL™?. Polidopaminas gali biiti taikomas, kuriant
imuninius jutiklius ZnO nanostruktiiry pagrindu.
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SANTRAUKA

VILNIAUS UNIVERSITETAS
CHEMIJOS IR GEOMOKSLU FAKULTETAS

ANZELIKA DAMASKAITE
Polidopamino taikymas biologiniuose jutikliuose

Darbe nagrinéjamas polidopamino (PDA) tinkamumas konstruojant elektrocheminj imunin;j jutiklj
antik@iny pries jaucio serumo albuming (JSA) nustatymui. Méginio hidrofiliSkumas padidéja dél PDA
sluoksnio uznesimo ant ITO dengto stiklo, be to, méginiai, padengti i§ 0,5 mg mL™ koncentracijos
dopamino tirpalo pasizymeéjo labiau hidrofilinémis savybémis, negu méginiai, kuriy padengimui buvo
naudojamas 0,1 mg mL* koncentracijos dopamino tirpalas. Ciklinés voltamperometrijos metodu buvo
nustatyta, kad dél PDA sluoksnio uznesimo ant ITO dengto stiklo sumazéja kalio heksacianoferato
difuzijos koeficiento reik§mé. Diferencinés impulsinés voltamperometrijos metodu buvo registruojamas
sroves stiprio pokytis po biomolekuliy imobilizacijos ir nustatyta, kad srovés stiprio pokytis tiesiskai
priklauso nuo imobilizuojamo JSA baltymo tirpalo koncentracijos intervale nuo 5 iki 100 ug mL™?, 0 JSA
imobilizavimui optimali baltymo tirpalo koncentracija yra 100 pg mL™. Lyginant skirtingus JSA
imobilizavimo variantus nustatyta, kad specifiniam Anti-JSA antikiiny nustatymui tinkamiausias yra JSA
imobilizavimas glutaro aldehido garais. Naudojant minétg imobilizacijos metodg srovés stiprio pokytis
tiesiSkai priklauso nuo naudojamy Anti-JSA antikiny tirpaly koncentracijos intervale nuo 2,5 iki
15 pug mLt. Modifikavus PDA sluoksniu ZnO nanostrypus, susintetintus ant ITO dengto stiklo, bei JSA
baltymu, suriSus méginio pavirSiuje glutaro aldehido garais, galioja tiesin¢ srovés stiprio pokycio
priklausomybé nuo Anti-JSA antikiiny koncentracijos intervale nuo 2,5 iki 10 pg mL™.
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Application of polydopamine in biological sensors

The suitability of polydopamine (PDA) for design of electrochemical immune sensor for the
detection of antibodies against bovine serum albumin (BSA) was investigated. The hydrophilicity of the
sample increases due to PDA layer deposition on the ITO coated glass surface. In addition, the samples
surface with PDA layer synthesized from 0,5 mg mL* dopamine solution was more hydrophilic than
samples surface with PDA layer deposited from 0,1 mg mL* dopamine solution. Cyclic voltammetry
measurements showed that the diffusion coefficient of potassium hexacyanoferrate decreases after
deposition of PDA layer on ITO coated glass. Differential pulse voltammetry measurements showed that
current intensity at the peak decreases after immobilization of biomolecules on the samples surface.
Changes in current intensity at the peak depends on the concentration of BSA protein solution. The linear
dependence was observed in range from 5 to 100 pg mL?. The optimal BSA protein solution
concentration for immobilization is 100 pg mL™. Comparing the BSA immobilization methods, it was
found that immobilization of BSA using crosslinking with glutaraldenyde vapor is the most suitable
method for fabrication of immunosensor for the specific detection of Anti-BSA antibodies. It was
observed that changes in current intensity at peak linearly depends on the concentration of Anti-BSA
solution concentration in range from 2,5 to 15 pug mL*? using glutaraldehyde vapor for BSA
immobilization. After modification of ZnO nanorods with PDA layer and immobilization of BSA protein
using glutaraldehyde changes of current intensity at the peak were linearly dependent on the
concentration of Anti-BSA antibodies concentration in range from 2,5 to 10 ug mL™.
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