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NAUDOTU SUTRUMPINIMU SARASAS

AE, - maksimalus atskyrimo potencialas

ads - adsorbuotas

ANV — anglies nanovamzdeliai

aq - tirpale

AR — askorbo riigtis

BM - Berlyno mélynasis

Chi - chitozanas

ChOD - cholesterolio oksidazé

Cis - cisteinas

Cohcft — kobalto heksacianoferatas

Cuhcf — vario heksacianoferatas

Ey‘ — standartinis vidurio potencialas

ED — Everitt’o druska

Es, —anodinés smailés potencialas

E,x — katodinés smailés potencialas

FAO - fluoru dopuotas alavo oksidas

Gla — glutaro aldehidas

Glu — gliukozé

GOD - gliukozés oksidaze

IAO - indZiu dopuotas alavo oksidas

I, —tariamasis maksimalus srovés stipris
k;; — pirmo laipsnio irimo grei¢io konstanta
K,/ — tariamoji Michaelio-Menten konstanta
M - mediatorius

NADH - nikotinamido adenino dinukleotidas
NADHOD - nikotinamido adenino dinukleotido oksidazé

Nihcf — nikelio heksacianoferatas



P - produktas

PANI - polianilinas

Redoks — redukcijos-oksidacijos

S — substratas

S.S.N. — santykinis standartinis nuokrypis
SA — stiklo anglies

SAE - stiklo anglies elektrodas

SAM - srauto analizés metodas

SDE — sukamasis disko elektrodas

SHE — standartinis vandenilio elektrodas
SKE — sotus kalomelio elektrodas

SME - spausdinto montazo elektrodas
TEA" - tetractilamonio jonas

TS — tirpumo sandauga

TTS - tetrabutilamonio-toluen-4-sulfonatas



IVADAS

Elektrokatalizé — elektrocheminis reakciju pagreitinimas dalyvaujant
tirpale esanCioms arba fiksuotoms ant elektrodo pavirSiaus specifinéms
medziagoms. Keiciant elektrodo medziagos prigimti ar jo pavirSiaus fizikines —
chemines savybes galima keisti elektrocheminiy procesy greiti. Siuo metu labai
spar¢iai pleciasi ivairiausi elektrokataliziniai elektrocheminés sintezés procesai
bei gyvybiskai svarbiy reakciju dalyvaujant biologiSkai aktyvioms medziagoms
(fermentams) iSaiSkinimas.

Amperometrinis vandenilio peroksido jutiklis yra svarbi gliukozés
biojutiklio dalis. Gliukozés biojutiklis, kuriame yra imobilizuota gliukozeés
oksidazés fermentas, skirtas gliukozés kiekio nustatymui kraujyje, kituose
biologiniuose skysciuose, maisto produktuose bei gérimuose. Kadangi gliukozés
oksidazes veikimo pasekoje iSsiskiria vandenilio peroksidas, jo registravimu yra
paremtas vandenilio peroksido jutiklio veikimas. Vykstant susidariusio peroksido
elektrokatalizinei redukcijai vandenilio peroksido jutiklis registruoja katodinés
srovés atsiradima [1, 2].

IeSkoma biidy, kaip sukonstruoti vandenilio peroksidui atranky elektroda,
kad iSvengtume interferentiniy medziagy poveikio, tiriama koki elektrodo
potenciala  geriausia pasirinkti. Pastaruoju metu tam naudojami vandenilio
peroksidui atrankiis elektrokataliziniai sluoksniai, t.y. pereinamyju metaly
heksacianoferatiniai kompleksai. Siame darbe visas démesys sutelktas i geleZies
(IIT) heksacianoferatu (Berlyno mélynuoju) modifikuota stiklo anglies elektroda.

Daugelis mokslininky dirbo su Berlyno mélynuoju modifikuotais
elektrodais ir nustaté, kad Sis elektrokatalizinis sluoksnis laipsniSkai nyksta
vykstant vandenilio peroksido katodinei redukcijai neutraliuose tirpaluose. BM
taip pat nestabilus ir Sarminiuose tirpaluose, todél palaipsniui elektrokatalizinis
aktyvumas mazéja. Si ypatybé buvo pabrézta daugelio mokslininky, taip pat ir

miusy [3]. Kita Berlyno mélynuoju modifikuoto elektrodo problema yra ta, kad



esant analizuojamame tirpale askorbato, vandenilio peroksido katodinés srovés
atsakas sumazg¢ja ir priklauso nuo askorbato koncentracijos [4]. Kadangi viena i$
pagrindiniy interferentiniy medZiagy nustatyti vandenilio peroksida realiose
matricose yra vitaminas C (askorbo riigstis), tod¢l mes ja pasirinkome, kaip
analizuojama objekta Salia vandenilio peroksido.

Aisku, kad yra bitina ant BM modifikuoto elektrodo vykstancios
vandenilio peroksido redukcijos mechanizmo gilesné analizé, kad suprastume $io
labai svarbaus ir daug zadan¢io proceso eiga. Siam tikslui buvo svarbus Berlyno
mélynuoju modifikuoto stiklo anglies elektrodo stabilumo tyrimas skirtinguose
tirpalo pH vykstant vandenilio peroksido -elektrolizei, taip pat vandenilio
peroksido  elektroredukcijos  bei  askorbato elektrooksidacijos  tyrimas
pasinaudojant sukamojo disko elektrodu.

Svarbu i8siaiskinti Berlyno mélynuoju modifikuoto elektrodo atrankama
abiems Sioms medziagoms, jautruma bei stabiluma. Tikimasi, kad Sios dvi
medzZiagos netrukdys viena kitos nustatymui ir §i jutikli bus galima panaudoti

biojutiklio kiirimui. Buvo svarbu istirti principing galimybe sukurti tokj biojutiklj.



DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Tikslas:

Elektrocheminiy vandenilio peroksido ir askorbato reakcijuy tyrimas ant
Berlyno meélynuoju modifikuoty elektrody, siekiant pritaikyti Siuos elektrodus
jutikliy ir biojutikliy kiirimui.

UZdaviniai:

v Istirti  ciklinés voltamperometrinés analizés pagalba vandenilio

peroksido ir askorbato elgsena ant BM modifikuoto elektrodo pH 5,5

ir pH 7,3 fosfatiniame buferiniame tirpale.
v' Istirti H,O, redukcija naudojant sukamojo disko elektroda.
v' Istirti askorbato oksidacija naudojant sukamojo disko elektroda.

v' Istirti BM modifikuoto elektrodo stabilumg elektrocheminés

vandenilio peroksido redukcijos metu.

v Panaudoti BM modifikuota elektroda amperometriniuose gliukozés
biosensoriuose gliukozés oksidazés pagrindu. IStirti tokiy sistemy

analizines charakteristikas: jautruma, atrankuma, stabiluma.

DARBO MOKSLINIS NAUJUMAS

Pirma karta i$samiai iStirta ant Berlyno mélynuoju modifikuoto stiklo
anglies elektrodo vykstanti elektrokataliziné vandenilio peroksido redukcija bei
askorbato oksidacija.

Detaliai istirta BM sluoksnio irimo kinetika vandenilio peroksido
elektroredukcijos metu, ir nustatyti faktoriai, itakojantys irimo proceso greiti.

Sukurti jutikliy ir biojutikliy prototipai, kurie galéty buti panaudoti
biologiskai aktyviy medziagy (H,0O,, askorbato, gliukozés) nustatymui.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Elektrokatalizé

Elektrokatalizés procese svarbiausia vaidmeni vaidina elektrolite esanciy
daleliy adsorbcija ant elektrodo pavirSiaus. Adsorbcija reagenty, ar produkty, ar
tarpiniy elektrodo reakcijos produkty, ar kity tirpalo komponenty, kurie
nedalyvauja tiesiogiai elektrodo reakcijoje, gali kartais pagreitinti elektroding
reakcija ar pakeisti jos mechanizma. Sj reiskini ir vadiname elektrokatalize.
Cheming adsorbcija smarkiai jtakoja elektrodo sudétis, faziy saly€io elektrodas-
elektrolitas ribos savybés, ir tai apsprendzia elektrokatalizés proceso greiti.
Adsorbcija kartais gali turéti ir neigiama poveiki elektrodo reakcijos greiciui, tai
vadinama elektrodo reakcijos inhibicija [5].

Kai, dalyvaujant biologiSkai aktyviai medziagai — fermentui, antigenui,
lasteléms ir pan., vykstanti elektrocheminé reakcija pagreitinama, toki reiskini
mes vadiname bioelektrokatalize. Fermentai pasizymi katalizine veikla bei
nepaprastu specifiSkumu, geresniu uz bet kokj sintetinj katalizatoriy [6]. Fermento
katalizinio aktyvumo matas yra fermento katalizine konstanta. Ji apraSo kiek
kanalizuojamos reakcijos cikly per sekunde¢ fermentas gali atlikti aktyviame
centre. Atsizvelgiant | tai, kad cheminéje katalizéje Sis skaiCius gali svyruoti nuo
vieno iki Simto, o fermentinéje katalizéje svyruoja nuo tiikstancio iki deSimties
milijony [7]. Tik nuo 1970-yju fermentai buvo pradéti naudoti kaip
bioelektrocheminiai katalizatoriai. To priezastis buvo sudétingas fermenty
gryninimo procesas, ju nestabilumas. Sios problemos didzia dalimi jveiktos,
atsiradus geresniy gryninimo metody bei fermenty imobilizacijos ant elektrodo
pavirsiaus biidy [6].

Fermentinés katalizés mechanizmas dar néra pilnai iSaiskintas. Tuo labiau

néra iStirta bioelektrocheminé elektrono pernasa [6].
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1.2. Pereinamyjy metaly heksacianoferaty elektrochemija

Daugelis metaly heksacianoferaty jony sudaro netirpius junginius, kurie
pasizymi specifiSkomis elektrocheminémis savybémis. Siekiant iSsiaiskinti Siy
junginiy savybes, buvo atliekami moksliniai tyrimai, voltamperometrijos pagalba
imobilizavus mikrodaleles. Buvo istirta didele dalis skirtingy metaly
heksacianoferaty, rezultatai parodé¢, kad Sias medziagas galima naudoti
elektrochemijoje, o ju savybeés priklauso nuo iterpiamo metalo jony [8, 9].

Metaly heksacianoferaty sluoksnio reakcija apima elektrono pernasa ir
prieskatijonio judéjima vykstant oksidacijos redukcijos procesams. Elektrodai
modifikuoti tokiu sluoksniu gali biti panaudoti elektrokatalizinei oksidacijai ir
pritaikomi kaip elektrocheminiai jutikliai [10]. Metaly heksacianoferatai yra
elektrochemiskai aktyviis, o ju savybés priklauso nuo naudojamo prieskatijonio,
todél galimi selektyviis jony mainai. Be to, jie naudojami, kaip mediatoriai
elektrocheminése reakcijose [11, 12], todel su kiekvienais metais vis didé¢ja
mokslininky susidoméjimas Siomis medziagomis.

Hidroksilamino, nitrity, tiosulfato ir hidrazino nustatymui pradéti naudoti
amperometriniai metodai. Siy medZiagy vykstanti elektrokatalizin¢ oksidacija
tapo reikSminga ne tik chemijos, bet ir biologijos mokslams [13]. Hidrazino
elektrooksidacija galima ant elektrodo modifikuoto kobalto heksacianoferatu
(Cohcf) [14] ar rutenio heksacianoferatu [15], dopamino, epinefrino (adrenalino),
norepinefrino (noradrenalino) ir tiosulfato elektrokatalizinés reakcijos vyksta ant
osmio heksacianoferatu modifikuoto elektrodo [16], NO nustatymas jmanomas
naudojant nikelio heksacianoferatu modifikuota Pt elektroda [17].

Atsirandant  vis  naujiems  elektroanalizés  metodams, didelis
susidom¢jimas teikiamas neuroperdavéjams. Keletas neuroperdavéjy, tokiy kaip
dopaminas, yra elektrochemiskai aktyvis, todél gali buiti nustatomi elektroanalizés
metodais. Vis d¢l to dopamino oksidacijos produktai uzterSia elektrodo pavirSiy,

tode¢l dopamino elektrocheminis atsakas yra negriztamas ar tik dalinai griztamas.
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Be to, dopamino voltamperometriniam nustatymui visada trukdo askorbo riigsties
buvimas méginyje. AR elektrocheminés oksidacijos potencialas beveik sutampa
su dopamino. Yra keletas darbuy, kurie aptaria abi Sias problemas.

Pavyzdziui elektrodas yra padengiamas neigiamai ikrautu polimero
sluoksniu (pvz.:Nafion’u) [18]. Sis sluoksnis elektrostati§kai atstumia AR ir kitas
neigiamai ikrautas daleles, bet pritraukia teigiama kriivi turintj dopamina. Véliau
dopamino elektrokataliziné oksidacija gerinama naudojant Cohcf sluoksni [19].

Cohcf pasizymi geromis tinkan¢iomis elektroanalizei charakteristikomis ir
geb¢jimu generuoti stabily elektrocheminj atsaka. Tokie modifikuoti elektrodai
pasizymi geru elektrokataliziniu aktyvumu daugeliui analiciy, iskaitant askorbo
rigsti, hidrazina, p-chlorfenoli, NADH, sieros oksoanijonus (SO32', S,0;%, SO~
ir S,04), sulfidus biologinése molekulése (L-cisteing ir glutationa) ir azoto
turincius junginius (NH,OH ir N,H,) [14, 20].

Pereinamyjy metaly heksacianoferaty kompleksai sékmingai taikomi
jutikliy ir biojutikliy kiirimui. Bet, vis d¢l to, beveik néra jokiy duomeny apie Siy
kompleksy stabiluma vandenilio peroksido elektrokatalizinése reakcijose.

IS visy Zinomy pereinamyjy metaly heksacianoferaty mes pasirinkome
gelezies (III) heksacianoferata (BM) dél keliy priezasCiy. Berlyno mélynasis
pasizymi dideliu elektrokataliziniu aktyvumu. Taciau be paminéty pliusy, jis turi
ir minusy. BM, palyginus su kitais metaly (Co, Cr, Cu, Ni, V) heksacianoferaty
kompleksais, pasizymi didziausiu nestabilumu neutraliuvose vandeniniuose

tirpaluose [11].

1.3. Berlyno mélynasis
1.3.1. Cheminés, fizinés ir elektrocheminés Berlyno mélynojo savybés

Berlyno mélynasis (BM) yra senovinio pigmento pavadinimas, zZinomas
jau nuo 1704 m. BM priklauso labai svarbiai funkciniy neorganiniy medziagy

Seimai: tradicinéms heksacianometalaty medziagoms (o tiksliau, BM priklauso
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subklasei  pavadintai  heksacianoferatais), kuriy bendra formulé¢ yra
AM [M"(CN)g]; - mH,O, kur h, k, [ ir m yra stechiometriniai koeficientai, A —
Sarminio metalo katijonas, M’ ir M" yra 3d pereinamasis metalas (gelezis BM
struktiiroje). Berlyno mélynojo struktiiroje M’ yra priskiriama aukStam sukiniui
kristalin¢je gardeleje (Fe*™), o M” pasizymi silpno sukinio savybémis (Fe*) [21,
22].

Sékmingas BM nusodinimas ant platinos elektrodo bei jo elektrochemingés
savybés pirma karta buvo apraSytos 1978 m. [23]. Ciklinés voltamperometijos
metodu elektrodo modifikavimas yra zinomas Siomis dienomis kaip klasikinis
nusodinimo btidas. Tuo metu ir buvo identifikuotos Berlyno me¢lynojo griztamos
elektrocheminés reakcijos. Po keliy mety pradéti gausiis BM tyrimai. Berlyno
mélynasis buvo nusodinamas ant skirtingy elektrodo medziagy (SnO,, TiO,,
platinos, aukso, stiklo anglies ir kt.). Itaya ir kt. [24] apras¢ svarbiausia Berlyno
melynojo savybe. Buvo jrodyta, kad BM redukuota forma (Everitt’o druska)
pasizymi kataliziniu poveikiu. Ant Berlyno mélynojo pavirSiaus gali vykti
molekulinio deguonies ir vandenilio peroksido redukcija. Taip pat oksiduota BM
forma parodé¢ katalizini aktyvuma vandenilio peroksido oksidacijai. Katalizinés O,
ir H,O, reakcijos buvo aiskinamos specifine BM struktiira. BM ceolitiné struktiira
turi 10,2 A kubinj vieneto elementa, o kanalo skersmuo yra apytiksliai 3,2 A,
todél vyksta mazos molekulinés masés molekuliy (tokiy kaip O, ir H,0,) difuzija i
kanala. D¢l Sios priezasties BM apibiidinamas, kaip trimatis katalizatorius. Itaya
iskélé hipotezg, kad uz katalizing deguonies ir vandenilio peroksido veikla
atsakingos BM vieneto elemente esancios vakansijos (laisvos vietos). Kai
vandenilio peroksidas (ar deguonis) prasiskverbia { BM gardelés struktira, jis
atsiranda vakansijose, apsuptose keturiy dvivalenciy gelezies jony, kurie gali
sukelti dviejy elektrony katalizing H,O, redukcijos reakcija.

Nors $i hipotezé yra visuotinai priimta, bet H,O, redukcijos mechanizmas
yra dar ne visiSkai aiSkus. Labai sudétinga BM charakterizuoti, nes néra dar iki

galo iSaiSkinta jo struktira ir stechiometrija.
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Daugeli mety BM struktiira buvo tyrin¢jama, siekiant paaiSkinti jo
elektrocheminj elgesi ir katalizini aktyvuma. Keggin ir Miles [25] pirmieji iStyré
BM milteliy difrakcija. Jie savo darbe i8skyré dvi skirtingas BM formas, vieng 1§
Ju pavadindami ,,tirpia“ KFe"[Fe"(CN)], kita ,,netirpia® Fe''4[Fe"(CN)4]; forma.
Taciau Sie pavadinimai visai nesiejami su tikru tirpumu vandenyje, bet grei€iau
rodo kalio jony buvima arba nebuvima kristalinéje gardelé¢je. BM abi formos labai

netirpios (TS ~ 10™*).

»Lirpiai“ BM formai buvo priimta centruoto kubo sistema,
kur Fe" ir Fe'" jonai yra i$sidéste astuoniose kubo vir§iinése ir sujungti atitinkamai
—CN ir -NC grupémis, trimatéje erdvéje sistema kartojasi -NC-Fe"-CN-Fe'"'- seka
(1 pav.). Tikétina, kad prieskatijonio (M™) vieta yra kubo centre. ,Netirpi“ forma
skiriasi nuo ,,tirpios* gelezies jony pertekliumi, kurie keicia prieskatijonio jonus.
Ji taip pat vaizduojama kaip taisyklingas kubas, be vieno ketvirCio dalies
Fe''(CN)s", kuri licka laisva [26]. Tadiau §i iskelta teorija néra paskuting, ji yra
ginCytina. Yra pabréziama, kad S§i atsiradusi abejoné d¢l Berlyno meélynojo
struktiiros turi biti priskirta faktui, kad BM yra sudétinga medziaga su kintama
stechiometrija. PripaZistama, kad kristalinio BM struktiira priklauso nuo daugelio
fakty (naudojamuy medziagy, atlieckamu procediiry), todél gali atsirasti isiterpusiy
papildomu jonu, neapibréztas kiekis vandens, hidrolizuoto fericianido, jvairios
vakansijos kristalinéje struktiiroje.

Kadangi dél BM struktiiros bendros nuomonés néra, todél atsirado
abejoniy ir dél elektrocheminés reakcijos, vykstanc¢ios ant elektrodo pavirSiaus.
Buvo pasitlytas Berlyno mélynojo redukcijos ir oksidacijos reakcijos

mechanizmas [27]:

KFe""Fe"(CN)s + K" +& 2 K,Fe'Fe''(CN), (1)
Tirpus“ BM Everitt’o druska

3KFe""Fe''(CN)s 2 2K" + 28 + KFe; " (Fe' (CN)g),( Fe" (CN)e) )
Tirpus“ BM Berlyno zalias (Prisy geltonas)
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1 pav. Berlyno mélynojo struktiira, kur M"" prieskatijonis.

Eksperimentas vykdytas ant platinos ir aukso elektrody [27]. Taciau, tai
néra vienintelis pasiiilytas reakcijos mechanizmas, kadangi, kaip jau minéta
anksciau, jis priklauso nuo naudojamo elektrodo rusies, elektrocheminio ar
cheminio nusodinimo biido, naudojamy elektrolity.

P. R. Bueno su kolegomis aprasé {(H,O)s} grupiu svarbuma BM
struktiroje. Jie studijavo struktiiros pakitimus -elektrogravimetriniu metodu
heksacianoferaty, turindiy savyje $arminji K' metala. Buvo atskleista, kad BM
sluoksnio savybés keidiasi labai siaurame potencialy intervale (apie 30 mV). Sis
sudéties pasikeitimas priklauso nuo K stechiometrinio skai¢iaus. Specifinés K"
jony uzimamos vietos sudétinéje struktiiroje aktyvina {(H,O)s} grupés reakcija iki
H' ir/arba H3;O" bei jos prisijungima. Vandeniné kristalinés struktiiros dalis yra
svarbi, norint suprasti fotomagnetines, magnetines, optines bei elektrochemines
savybes [28].

Vyrauja kelios nuomonés: vieni teigia, kad kalio jonai nedifunduoja i

kristaling BM struktiira [27], o kiti yra prieSingos nuomonés [29, 30]. Todé¢l buvo
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iStirta  katijony itaka BM struktirai. Yra publikacijy, kuriose pateikiami
duomenys, kad esant tirpale K°, Rb", Cs’, NH'" yra islaikoma BM
elektrocheminis aktyvumas. Tacdiau esant Na' (r = 1,83 A), Li’ (r = 2,37 A) ir
TEA™ (r = 2,81 A), bei II grupés katijonams (Mg>", Ca*", Ba*"), BM aktyvumas
yra blokuojama jau po labai mazo elektrocheminiy cikly skaiiaus [27]. Sis
reiskinys yra paaiSkinamas hidratuoty jonu spindulio ir Berlyno mélynojo kanalo
spindulio dydziais. Susidargs kanalas — ertmé, kurioje gali buti inkorporuojami
metaly jonai. Pastarieji gali netrukdomai difunduoti { netirpaus junginio vidy,
pereidami i§ vandeninio tirpalo i netirpy jungini jie redukuojasi ant redukcinio
centro iSlaikydami krivio pusiausvyra, o kai redukcinis centras oksiduojamas
i§stumiami i§ komplekso. BM kanalo spindulys apytiksliai 1,6 A, pro kurj lengvai
pracina K, Rb", Cs™ ir NH*", kuriy hidratuotos molekulés atitinkamai turi 1,25,
1,28, 1,19 ir 1,25 A spindulius [29, 30, 31]. Kahlert su bendraautoriais istyré talio
itaka BM struktiirai. Jie teigé, kad redukuotas talis pakeiGia kalio jonus. Sis
fenomenas taip pat gali biiti pritaikytas analizéms [32]. Kadangi pastebétas metaly
heksacianoferaty atrankamas, nes ne visi jonai gali patekti | jo sluoksni, todél jie
pradeéti naudoti, kaip jonams atrankis elektrodai [26].

Iki Siol yra abejoniy dél sudéties ir metalo jono struktiiros
heksacianoferato sluoksnyje ant elektrodo, ir taip pat dél prieskatijonio pakeitimo
mechanizmo, suderinamumo bei kristalinés gardelés persitvarkymo dalyvaujant
skirtingiems metaly katijonams redoks reakcijoje.

Svarbus tyrinétojams klausimas yra elektrocheminis BM sluoksnio
stabilumas. Yra aiSku, kad BM sluoksnio stabilumas labai priklauso nuo tirpalo
pH ir jo sudéties. Si charakteristika reikalauja nepaprastai rimto tyréjy démesio dél

Berlyno mélynojo, kaip mediatoriaus pritaikymo biojutikliuose.
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1.3.2. Berlyno mélynojo nusodinimo budai

1 lenteléje (22 psl.) yra nurodytos dazniausiai naudojamos Berlyno
mélynojo nusodinimo procediiros ant jvairiy elektrodo pavirsiu.

Berlyno mélynojo nusodinimas ant jvairiy laidziy pavirSiy paprastai
vykdomas cheminiu arba elektrocheminiu badu, i§ trivalentés gelezies (Fe’™) ir
heksacianoferato (IIT) ([Fe"(CN)q]>) jony vandeniniy tirpaly.

Berlyno mélynojo nusodinimas ant elektrodo pavirSiaus elektrocheminiu
budu dazniausiai vykdomas naudojant pastovy elektrodo potencialg fericianido ir
gelezies chlorido tirpale, kartais galvanostatinio metodo pagalba (jo metu
kontroliuojama srove). Fericianido jonai néra ypatingai stabills vandeniniame
tirpale, nes po keliy laikymo dieny tirpalas pakeicia spalva [33].

Chronopotenciometriniai tyrinéjimai sumaisius vienodomis
koncentracijomis trivalentés gelezies ir fericianido jonus parodé dvi pagrindines
bangos gulstes esant elektrodo potencialams 0,7 V ir 0,4 V pagal SKE [34]. Sios
bangos gulstés atitinkamai buvo priskirtos Fe' jony ir Fe'[Fe"(CN)4] komplekso
redukcijai. Remiantis Fe''[Fe"(CN)s] komplekso redukcija, esant elektrodo
potencialui 0,4 V, buvo nusodintas BM. O esant 0,7 V potencialui didzioji dalis
BM nusodinimo jvyksta dél Fe’* redukcijos iki Fe®', pastarasis reaguoja su
[Fe"(CN)¢]>. Uzduodant elektrodui potenciala mazesni negu 0,2 V Berlyno
mélynojo nusodinimas nerekomenduojamas, nes ir Fe*", ir [Fe(CN)¢]> jonai yra
redukuoti, ir susidariusio polikristalo struktiira yra netvarkinga.

Po to ciklinés voltamperometrijos pagalba BM sluoksnis stabilizuojamas.
Gautoje ciklinéje voltamperometringje kreivéje Berlyno mélynojo/Berlyno baltojo
redoks virSiiniy smailumas gali biti panaudotas kaip BM sluoksnio kokybés
indikatorius (8 pav. 53 psl.). Norint pasiekti reguliaria BM struktiira, turime
kontroliuoti du svarbiausius faktorius: nusodinimo potenciala bei pradiniy tirpaly

pH. Tirpalo pH - lemiamas dalykas, nes trivalenté gelezis lengvai hidrolizuojasi, o
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hidroksilo jonai (OH") negali pakeisti ju koordinacijos vietos BM kristalizacijos
eigoje [35].

Berlyno mélynasis gali buti sintetinamas ir cheminiu biidu sumaiSius
trivalentés geleZies (dvivalentés geleZies) ir heksacianoferaty jonus su skirtingais
gelezies atomy oksidacijos laipsniais: arba Fe*™ + [Fe(CN)¢]> [36], arba Fe*™ +
[FeH(CN)6]4' [37, 38, 39, 40]. Po sumaiSymo i§ karto formuojasi tamsiai mélynas
koloidas. Taciau, jei sumaiSytume trivalentés gelezies (dvivalentés gelezies) ir
heksacianoferaty jonus su tais paciais gelezies atomuy oksidacijos laipsniais,

gautume stabilesnius darinius.

1.3.3. Berlyno mélynuoju modifikuoti elektrodai — vandenilio peroksido
jutikliai

Poreikis selektyviam vandenilio peroksido nustatymui atsirado dél keliy
svarbiy priezasCiy. I$ ivairiy pramones Saky H,O, patenka 1 lietaus bei gruntinius
vandenis. Be to, vandenio peroksidas naudojamas baseiny, pakuociy dezinfekcijai,
tod¢l jo koncentracijos nustatymas yra svarbus. Antra, H,O, yra oksidaziy klasés
fermenty $alutinis produktas. Siuo metu gliukozés oksidazé naudojama daugiau
kaip 90 % visu egzistuojanciy biojutikliy ir analitiniy rinkiniy.

Vandenilio peroksido amperometrinio nustatymo problemos yra Zinomos
visiems tyré¢jams, susijusiems su biojutikliy kiirimu, nes vandenilio peroksidas yra

vienas 1§ fermentings reakcijos produkty (3).

Oksidazés
Substratas + O, — Produktas (oksiduotas substratas) + H,O, (3)

Bet kokiam biojutikliui, kuriame atpazinimo elementu naudojama
oksidaze, vandenilio peroksido nustatymas tampa labai svarbus, jo koncentracija
yra tiesiogiai proporcinga substrato (t.y. analités) koncentracijai. Taciau,
tiesioginis vandenilio peroksido amperometrinis nustatymas tradiciniuose

elektroduose buvo galimas tiktai esant 0,6 V potencialui pagal Ag/AgCl
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lyginamaji elektroda. Esant tokiam potencialui, tirpale gali lengvai oksiduotis kiti
junginiai, tokie kaip askorbatas, bilirubinas, Slapimo rugstis ir kitos medziagos, ir
iSkreipti elektrodo parodymus. Pradzioje, norint paSalinti interferentines
medziagas, buvo méginama naudoti apsaugini sluoksnj, taCiau tai sukelé kitas
problemas: atsirado difuzijos barjeras, pailgéjo biojutiklio atsako laikas ir pan.
Taigi, buvo pasitilyta naudoti mediatorius, kurie sugeba oksiduoti fermento aktyvy
centra, arba katalizatorius, kurie gali redukuoti (oksiduoti) viena i§ fermentinés
reakcijos produkty. Mediatoriui keliami reikalavimai: jis turi biiti jautrus, stabilus,
reproduktyvus bei selektyvus. Tokio sluoksnio kiirimas sulauké¢ mokslininky
susidom¢jimo. IeSkoma budy, kaip imobilizuoti specifini fermenta ant H,0O,
jutiklio, kuris pasizyméty pageidaujamomis jautrumo ir selektyvumo savybémis.

A. Karyakin su kolegomis [1, 2] pirmieji elektrochemiskai nusodino
Berlyno meélyngji ant stiklo anglies elektrodo ir jrodé vykstancia efektyvia
vandenilio peroksido redukcija ir oksidacija ant Sio elektrodo. Esant darbiniam
potencialui 180 mV pagal Ag/AgCl, buvo apskai€iuota nustatymo riba lygi 1 uM,
o tiesiSkumo intervalas - iki 10 mM. Neorganinio polikristalo aktyvuma itakoja
vykstancios O, ir H,O, redukcijos, kurios labai priklauso nuo BM struktiiros.
Optimizuota elektrocheminé BM nusodinimo procediira, gauta selektyvi
elektrokataliziné H,0O, redukcija esant molekuliniam deguoniui. Deguonies
redukcija studijuotoje potencialy riboje buvo nezymi arba net mazesné nei
naudojant nemodifikuota stiklo anglies elektroda. Vandenilio peroksido
nustatymas galimas placioje potencialy riboje iki 250 mV pagal Ag/AgCl
lyginamaji elektroda [41]. Taikant optimaly potenciala (0,0 V pagal Ag/AgCl)
jutikliui ir biojutikliui H,O, redukcijos srovés yra kelis Simtus karty didesnés negu
deguonies.

Buvo istirta Berlyno mélynojo katalizuojama vandenilio peroksido
redukcijos kinetika [42, 43]. Manoma, kad neutraliuose tirpaluose H,O, redukcija

vyksta pagal mechanizma (4):
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k
H,0,+ 28 —“—> 2 OH (4)

Karyakin ir bendraautoriai mano, kad elektrocheminés vandenilio
peroksido redukcijos reakcijos grei¢io konstanta priklauso nuo nusodinto BM
sluoksnio kiekio ant elektrodo pavirSiaus. H,O, prasiskverbia { vidinius
polikristalo sluoksnius, kur ir vyksta katalizé. Esant BM nusodinto sluoksnio
specifiniam kiekiui 4-6 nmol/cm’, elektrocheminés reakcijos grei¢io konstanta yra
apie 0,01 cm/s [42]. BM modifikuoti elektrodai pasizymi dideliu kataliziniu
aktyvumu. Nors, pavyzdZiui, yra ir tokiy duomeny, kad H,O, elektrooksidacijos
greicio konstanta neutraliame tirpale ant platinos elektrodo yra 7-10° cm/s [44], o
H,0, elektroredukcijos - ant platinos elektrodo dar mazesné [45].

Berlyno meélynasis dél didelio aktyvumo ir selektyvumo buvo pavadinta
,dirbtine peroksidaze® [48, 46]. Naudojant pratekancia cele galima tiksliai ir
greitai nustatyti H,O,, be to, Sis biidas pasizymi ir geru jautrumu 0,6 A/M-cm’.

Jau esant darbiniam elektrodo potencialui 0,0 V pagal Ag/AgCl, galima
iSvengti ar labai sumazinti pasaliniy medziagy itaka (askorbo, Slapimo rtgsties,
paracetamolio) vandenilio peroksido nustatymo metu [2, 41]. Taciau zemas
darbinis potencialas nepaaiskina BM selektyvumo. Si ypatybé aiskinama specifine
BM struktiira, kuri leidzia mazos molekulinés masés molekuléms prasiskverbti per
kubines groteles, iSskyrus didesnés molekulinés masés molekules. Tai turbiit yra
svarbiausias pranasumas H,O, redukcijai naudoti BM kaip mediatoriy. SuriSus
BM su biologiniu komponentu pasiektas ne tik selektyvumas ir veiklumas, bet
ir visi neorganiniy medziagy pranasumai: maza kaina, aukStas stabilumas tam

tikrose salygose, paprastas ir greitas nusodinimas ant elektrodo pavirsiaus.
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D¢l Sios priezasties, didelis démesys buvo skirtas BM modifikuotiems
elektrodams. 1 lentel¢je pateikti reikSmingiausi rezultatai, kurie buvo gauti H,0O,
nustatymui naudojant BM modifikuotus elektrodus esant skirtingoms elektrody
medziagoms, nusodinimo procediiroms ir matavimo biidams. Berlyno mélynuoju
modifikuomi jvairiis elektrodai: stiklo anglies [1, 2, 31, 38, 41, 42, 50, 51, 52, 55],
grafito [39], anglies pastos [47], IAO [54], platino ir aukso [27] elektroduy, taip pat
ir SME [39, 40, 49, 56]. Daznai naudojami spausdinto montazo elektrodai (SME)
dél savo pranaSumy: jie yra nebrangiis, paprastai paruoSiami bei tinkami
vienkartiniy elektrody masinei gamybai. Visais $iais atvejais H,O, nustatymo riba
visada yra milimoliarinéje srityje ir su geromis charakteristikomis naudojant
optimaly tirpalo pH (pakankamu jautumu, placiu vandenilio peroksido nustatymo
intervalu).

Didziausias kada nors gautas elektrodo jautrumas H,O, yra 0,08 pA/uM
esant 0,2 V pagal Ag/AgCl elektroda, elektrodo plotas lygus 0,0314 cm? [54]. Cia
autoriai chemiskai nusodino Berlyno mélynaji ant IAO elektrodo. Buvo gautas
didZiausias jautrumas vandenilio peroksidui (600 mA/M-cm”) srauto analizés
metodu naudojant stiklo anglies elektroda [2, 48]. Prie§ pora mety, Y. Zou, L.
Sun, F. Xu sukonstravo hibridini SAE/ANV/PANI/BM elektroda, kuris
pasizyméjo maziausia iki Siol H,O, nustatymo riba - 5 nM, taip pat gauta
kalibraciné kreivé siekia mazas vandenilio peroksido koncentracijas, kurios yra
nuo 0,008 iki 5 uM [31].

Kadangi BM pasizymi labai geru elektrokataliziniu aktyvumu, todél Siuo
katalizatoriumi modifikuoty elektrody pritaikymas labai platus. Dél  Sios
priezasties, Berlyno mélynuoju modifikuoti elektrodai buvo panaudoti ne tik

elektrochemijoje bet ir chromatografijoje, kaip detektoriai.



1.3.4. Veiksniai, salygojantys Berlyno mélynojo stabilumag

Norint ivertinti Berlyno mélynojo stabiluma, buvo naudojama cikliné
voltamperometrija, bandymai buvo pagristi maksimaliy sroviy mazéjimo
skaiCiavimu po keliy cikly, esant skirtingoms salygoms. Itaya darbuose Berlyno
mélynuoju modifikuotas elektrodas pasizyméjo dideliu stabilumu (100 mV/s 10°
cikly) [29]. 1992 m. buvo pranesta, kad BM sluoksniui neigiama poveiki daro
silpnai $arminis pH [57]. pH srityje tarp 2 ir 3 buvo pasiekta 10* ciklo gyvavimo
trukmé, tuo tarpu ilgalaikis sluoksnio stabilumas, ciklinant neutraliame tirpale
niekada nebuvo nustatytas. Buvo pranesta, kad BM sluoksnis buvo suardytas po
keliy cikly neutraliame pH, o Sarminiame pH nustatytas labai mazas stabilumas.
Tokio elgesio priezastimi, tikriausiai, gali biiti susidariusios stiprios saveikos tarp
gelezies jony ir hidroksilo jony (OH’), kurie formuoja Fe(OH); esant tirpalo pH
daugiau nei 6,4, todé¢l pradeda vykti Fe-CN-Fe grandinés nutriikimas, kitaip dar
vadinamas Berlyno mélynojo tirpimu [48]. Hidroksilo jonai sukelia
elektrokatalizinio sluoksnio pavirSiuje tirpalo pH padidé¢jima, dél to prasideda BM
sluoksnio irimas. BM sluoksnio irimas lemia ir srovés sumazéjima. Daugeli mety
Berlyno mélynuoju modifikuoty elektrody nestabilumas buvo svarbiausias jo
trikumas, ypatingai tai svarbu, kai tokie jutikliai naudojami biojutikliy kiirime [3,
58].

BM sluoksnio stabilumas taip pat priklauso nuo skirtingy nusodinimo
budy. Kaip jau minéta ir ankS¢iau, BM struktiira yra vis dar tyrin¢jamas klausimas
ir tikétina, kad ji yra tiesiogiai siejama su procediira, panaudota, kad suformuoty
BM danga ant elektrodo pavirSiaus. Jei priimtume, kad sluoksnio stabilumas
priklauso tik nuo tirpalo pH, vadinasi, tik d¢l reakcijos su OH™ ir gelezies jonais,
tai tikétina, kad labai mazas BM trimatés struktiiros pasikeitimas galéty itakoti
skirtinga gelezies jonu reakcija su OH’, tokiu budu sudarydamas skirtinga BM

veikima Sarminiame pH.

25



Buvo studijuoma pradiniy tirpaly pH, reikalingy BM nusodinimui ant
elektrodo pavirSiaus. Nustatyta, kad padidinus tirpaly riigStinguma, gauti
stabilesni BM sluoksniai [59].

Cheminio nusodinimo biidu Berlyno mélynuoju modifikuotas elektrodo
pavirSius pasizymeéjo padidintu stabilumu Sarminiame pH [60]. Garjonyté ir
Malinauskas iStyré¢ vandenilio peroksido redukcija ant BM modifikuoto anglies
pastos elektrodo pH 3,05 — 7,3 buferiniuose tirpaluose ir nustaté, kad didéjant
tirpalo pH, prast¢ja ir H,O, elektrokatalizé reakcija. O jautrumas esant pH 7,3
nukrenta per dvi eiles [47, 58]. Tirpalo pH jtaka BM sluoksniui ir H,O, elgesi
mediatoriaus sluoksnyje aiskina ir A. M. Gurban su bendraautoriais [56].

Cheminio nusodinimo alternatyva yra elektrocheminis BM nusodinimas
ant elektrodo pavirsiaus, kurj paprastai naudojo Itaya savo darbuose, o optimizavo
Karyakin. Jis yra pagristas savaimine reakcija tarp Fe*" jony ir kalio fericianido,
todél gaunamas labai stabilus BM sluoksnis. Taciau reikia paZyméti, kad
padidintas stabilumas Sarminiame pH néra gerai suprantamas. Gali biti, kad
chemin¢ procediira leidzia nusodinti Berlyno mélynaji, kurio struktiira panaSesné i
,tirpia® BM forma, Zinoma, kad ji yra stabilesné net ,,netirpi‘.

Kita hipotezé yra ta, kad cheminés procediiros pagalba nusodinamas BM
perteklius, kuris veikia kaip rezervuaras. Tai paaiskinty sumaZzéjusj sluoksnio
irima, kuris atsiranda dél gelezies jony hidrolizés Sarminiame pH. Nors tai néra
patvirtinta jokiais kitais bandymais, manoma, kad cheminis nusodinimas yra
tiesiogiai susijgs su stabilumu.

Daugelis autoriy pavirtina, kad BM oksiduota forma atsakina uz sluoksnio
stabiluma, taciau kai kuriems pavyksta BM dangos stabiluma padidinti ilgesniam
laikui [53]. Manoma, kad tai priklauso nuo stiprios BM daleliy adsorbcijos ant
SME ir nuo mazo Berlyno mélynojo tirpumo.

Kai kuriy priedy naudojimas, taip pat pagerino BM sluoksnio stabiluma.
Tyrimai buvo atlieckami naudojant tetrabutilamonio-toluen-4-sulfonata (TTS).

Buvo irodyta, kad pridéjus i analizuojamaji tirpala TTS pagerinamas chromo
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heksacianoferatu modifikuoto elektrodo stabilumas [61]. B. Haghighi su klegomis
pagerino BM stabiluma. Jie prid¢jo TTS 1 tirpala nusodinant BM ant elektrodo
arba 1 buferin; tirpalag analizés metu [51]. Remiantis skenuojanciu elektrony
mikroskopu, elektrocheminés impedanso  spektroskopijos ir  rentgeno
spinduliuotés difrakcinés analizés metodais buvo nustatyta, kad BM nusodinimui
ant SA elektrodo naudojant N-heksadecil-N,N,N-trimetilamonio bromida,
nusédusio BM sluoksnio groteliu kanalo dydziai padidéjo, o defektai buvo
sumazinti, taip buvo pagerintos elektrokatalizinés savybés bei padidinamas
Berlyno mélynojo stabilumas [62].

Kad padidinty BM stabiluma buvo pasitlyti kiti metodai, t.y. apsauginiy
polimery, tokiy kaip Nafion‘as [63], poli(1,2-diaminobenzenas) [50, 58] ir
daugelis kity, naudojimas. Laidziy ir nelaidziy polimery naudojimas tapo svarbus
del biojutikliy kiirimo: jie naudojami ne tik kaip matrica fermentui imobilizuoti,
bet ir baltymo ir mediatoriaus fiksavimui ant elektrodo pavirSiaus.

Nepaisant visy BM modifikuoty elektrody pranaSumuy, yra paZymima, kad
jie nestabilis Sarminiame pH. Vadinasi, jutikliy naudojimas apribojamas

neutraliuose ar riigStiniuose tirpaluose.

1.3.5. BM modifikuoty elektrody taikymas kity anali¢iy nustatymui

Buvo pastebéta, kad ant BM modifikuoto elektrodo gali vykti ne tik
vandenilio peroksido katodiné redukcija ar oksidacija, taciau ir kity medziagy
elektroredukcija ar elektrooksidacija. Ant tokio jutiklio gali wvykti tiek
neorganiniy, tiek organiniy medziagy elektrokataliziniai redoks procesai. Buvo
aprasyta azoto oksido (NO) elektrokataliziné redukcija ant BM modifikuoto
elektrodo naudojant neigiamus elektrodo potencialus, kur Berlyno mélynasis yra
redukuotoje Priisy baltojo formoje. Redukciné srové buvo stebima esant -0,4 V
potencialui ir did¢jo esant neigiamesniam potencialui riigStiniuose vandeniniuose

buferiniuvose tirpaluose [64]. Buvo gauta ir anglies dioksido (CO,)
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elektroredukciné  srové ant sudétinio bis  (4,5-dihidroksibenzeno-1,3-
disulfonato)ferato(I1)-polianilino/BM modifikuoto elektrodo. Manoma, kad Sios
elektrocheminés reakcijos metu susidaro sudétingi C, ir C; junginiai [65].
Elektroanalizinis  pritatkymas  buvo  apraSytas ir  amperometriniam
elektrokataliziniam kofermento NADH nustatymui, naudojant BM-polipirolu
modifikuota elektroda [66]. Morfijaus nustatymas naudojant IAO elektroda
modifikuota BM, kuris leido zymiai sumazinti darbinj elektrodo potenciala,
nustatymo intervalas buvo nuo 0,09 iki 1,0 mM, o jautrumas - 16,8 mA/(M-cmz)
[67]. Chemiskai adsorbuotas Berlyno meélynasis ant stiklo anglies elektrodo
katalizuoja  rugstinéje terpéje cisteino, N-acetilcisteino ir  glutationo
elektrochemine oksidacija. Sis elektrodas buvo panaudotas kaip detektorius §iy
medziagy nustatymui skys¢iu chromatografijoje [68]. Glutationas yra tripeptidas -
antioksidantas, susidedantis 1§ glutamo rigsties, cisteino ir glicino. Cisteino
nustatymui taip pat buvo pasitelkti elektrochrominiai irenginiai. Tam BM buvo
nusodintas ant FAO elektrodo ir optoelektrochemiskai nustatoma Cis
koncentracija. Kadangi sveiko Zmogaus normali Cis koncentracija plazmoje yra
tarp 152,8 ir 378,0 uM, tai Sis metodas gali biiti pritaikytas klinikiniuose
tyrimuose [69]. Cisteinas - tai viena i§ amino riigsciy, nedideliais kiekiais randama
daugelyje baltymy. Cis yra svarbus detoksikacijos procesams, padeda
neutralizuoti pavojingus toksinus ir saugo organizma nuo laisvyjuy radikaly, kurie
yra skausmo ir senéjimo proceso palydovai. BM gebéjimas katalizuoti organiniy
tioliy elektrooksidacija véliau buvo pritaikytas pesticido tiocholino nustatymui,
kadangi tiocholinas yra acetilcholino katalizuoto acetilcholinesterazés fermento
produktas [70, 71].

Sie visi rezultatai rodo, kad BM modifikuotus elektrodus galima naudoti
ne tik amperometriniam vandenilio peroksido, bet ir plataus asortimento cheminiy

medziagy elektrocheminiam nustatymui.
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1.4. Askorbo riigsties nustatymo buidai

Vitaminai — biologiskai aktyvios medziagos. Organizmui stokojant ju,
atsiranda {vairiy sveikatos sutrikimy, smarkiai veikiama medziagy apykaita -
avitaminoze. Vitaminas C (askorbo riigstis) dalyvauja angliavandeniy bei baltymuy
apykaitoje, didina organizmo atsparuma {vairioms, ypa¢ kvépavimo taky
infekcinéms, ligoms, reguliuoja cholesterino kieki kraujyje, kartu létindamas
aterosklerozés vystimasi. Be to, kai askorbo riigsties (AR) yra pakankamai, geriau
pasisavinama gelezis.

Jo randama visuose organizmo audiniuose bei skys¢iuose, bet daugiausia
antinks¢iuose, smegenyse, Sirdyje.

Zmogaus organizmas nesugeba sintetinti §io vitamino, todél ji biitina
nuolat papildyti kartu su maistu arba vartoti AR preparatus. Askorbo riigsties yra
erSkécCiuose, juoduosiuose serbentuose, spanguolése, kopiistuose, pomidoruose,
citrinose, apelsinuose, svogtinuose, ¢esnakuose, bulvése, daugelio vaisiy ir augaly
zelmenyse, ypac iigliuose.

Stokojant AR, Zmogus blogai jauciasi, greitai pavargsta, blogiau sekasi
dirbti ne tik fizinj, bet ir protini darba, greitai persiSaldo, sutrinka virSkinimo
trakto darbas. Kaulai pasidaro traptis, pradeda skaudéti sanarius, atsiranda
mazakraujyste, ir labai sumazéja organizmo atsparumas infekcinéms ligoms.
Suauges zmogus per para su maistu turi gauti 50- 78 mg §io vitamino.

Kadangi askorbo riigStis yra toks svarbus zmogaus organizmui, todél jo
nustatymas maisto produktuose, medikamentuose, audiniuose bei kraujo serume
yra labai svarbus.

Nemazai askorbo riigsties nustatymo metody galima rasti apzvalgose [72,
73]. Nors mokslin¢je literatiiroje gausu skirtingy metody, kurie naudojami
askorbo riigSties nustatymui, taciau vis dar dedamos pastangos naujuy, geresniy

metody paieskoms. Metodams, kurie buity pigesni, paprastesni bei tikslesni.
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Literatiroje yra pasiilyta AR nustatyti: titrimetriniu [74, 75],
voltamperometriniu  [76], fluorimetriniu [77], potenciometriniu [78, 79],
chemiliuminescenciniu [80], srauto analizés [81, 82] ir chromatografijos [83, 84]
metodais.

Vis tik pagrindiniai askorbo riigsties nustatymo budai yra titravimas ir
chromatografija. Chromatografinis biidas yra ir brangus, o titrimetrinis —
nepakankamai tikslus ir selektyvus, kadangi gamtinés kilmés medziagose biina ir
kity organiniy rugsciu (citriny ar Slapimo riigSties). Ju sandara ir savybés panasios
1 AR, todél jos identifikuojamos kaip askorbo rugstis, taip iSkreipdamos
registruojama atsaka.

Elektrocheminés analizés metody pagrinda sudaro elektrocheminiai
virsmai elektrody pavirSiuje arba tarpelektrodingje srityje. Vyksmo metu kinta
[vairls sistemos parametrai: tirpalo varza, elektrinis laidumas, elektrodo
potencialas, elektros srove, elektros kriivio kiekis ir kt. Elektrocheminiai analizés
metodai remiasi minéty parametry priklausomybe nuo analizuojamosios
medziagos koncentracijos tirpale.

Askorbo riigSties nustatymui buvo iSbandyta voltamperometriné analizé
naudojant mikroplévelinius [85] elektrodus. Taciau atliekant pakartotinius
matavimus tokiy elektrody patikimumas mazéja, nes elektrodo pavirSius uzsitersSia
oksidacijos produktais. Paprastas, selektyvus ir tikslus voltamperometrinis
metodas buvo pasitlytas askorbo rtigsties nustatymui farmaciniuose preparatuose
ir Svieziy vaisiy sultyse [76]. Metodas yra pagristas elektrokatalizine AR
oksidacija homogeniniame tirpale, naudojant fericinumkarboksi rugsti, kaip
mediatoriy. Autoriai raso, kad AR (15 - 45 mg/ 100 ml) ju metodu galima
nustatyti labai spalvotuose, klampiuose ir drumstuose vaisiy sul¢iy méginiuose, be
papildomo méginiy paruosimo.

Buvo iStirtos ir optimizuotos askorbo riigSties nustatymas naudojant

srauto analizés sistema kvadratinés bangos voltamperometrijos metodu,

30



nealkoholiniuose gérimuose ir vaisiy sultyse [86]. AR tiesiné dalis nuo 2-107 iki
6107 M, o aptikimo riba yra 2:107 M.

S. Uchiyama ir Y. Umetsu [87] sukiir¢ amperometrini biojutikli askorbo
rigSties nustatymui. Jie panaudojo askorbato oksidazés fermenta, esanti agurky
sultyse. Askorbo riig§ties nustatymo intervalas yra nuo 2,5-10* iki 1,6:10~ M.

Pasitilyta ir amperometriniy jutikliy AR nustatymui. J. J. San su
bendraautoriais [88] ciklinés voltamperometrijos metodu ant mikrodisko aukso
elektrodo elektropolimerizavo 3,4-dihidroksibenzoing riigsti ir aniling. Sudétiniu
polimeru modifikuotas elektrodas rodo gera elektrochemini atsaka ir dideli
stabiluma neutralioje ir silpnai Sarmingje terpéje, net naudojant elektroda ilga
laika. Elektrodo jautrumas askorbo riigi¢iai yra 0,21 A/M-cm’ o nustatymo
intervalas yra nuo 1,0-10* iki 1,010 > M. Sukurtas srauto analizés metodas,
galintis tuo paciu metu nustatyti Slapimo ir askorbo riigStis panaudojant
spektrofotometra ir miniamperometrini  detektoriy. AR amperometrinis
nustatymas vyksta esant + 0,6 V potencialui, nustatymo intervalas yra iki 8,0-10°
g/l. Pastebéta, kad detektorius nepasizymi dideliu selektyvumu [89]. L. E. Leon
askorbo riigSties nustatymui pasinaudojo fotocheming metileno mélynojo
redukcijos reakcija su AR. D¢l to susidargs leukometileno mélynasis pH 3.8
ftalato buferiniame tirpale amperometriSkai nustatomas ant stiklo anglies
elektrodo esant + 50 mV potencialui. Sis metodas askorbo rigsti nustato 5,0-107
—9,0-107 g/l intervale, aptikimo riba yra 1,9-107 g/l [90]. Buvo rastas prana$esnis
metodas uz ka tik paminéta, naudojant metileno mélynaji, méginiams, kurie turi
smulkiy daleliy, yra stipriai spalvoti ar didelio klampumo [91]. Metileno mélynaji
chemiskai adsorbavus mordenito kanaluose kaip monomera ar dimera ir sumaisius
su anglies pastos milteliais, gaunamas jutiklis, kurio pagalba amperometriskai
nustatoma AR. Naudojant pH 6,2 buferini tirpala bei elektrodo potencialui esant +
0,2 V, askorbo riigitis nustatoma 2,0-107 - 8,0-10™* M ribose, aptikimo riba yra
1,21-10° M. Folio rugstis, kofeinas, gliukoze, sacharozé, krakmolas, kuriy yra

farmaciniuose produktuose, taip pat I, Br, S,0;* buvo patikrinti su S§iuo
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elektrodu. Gautas rezultatas parodé, kad $iy medziagy buvimas méginyje (i8skyrus
S,05%) netrukdo askorbo riigties nustatymui. Sis jutiklis gali baiti panaudotas
tiesioginiam vitamino C nustatymui be jokio papildomo farmacinio ar biologinio
meéginio paruoSimo. Askorbo rigsties amperometriniam nustatymui buvo
panaudotas jodo/jodido tirpalas riigstinéje terpéje. Jodo kiekis, sunaudotas redoks
reakcijoje, yra proporcingas AR kiekiui méginyje. AR kalibravimo grafikas buvo
tiesinis 2:10° — 4-10* M intervale. Manoma, kad AR §vieZiuose maisto
produktuose nustatoma su gan geru atrankumu [92]. Nors amperometriniai
jutikliai yra ganétinai jautrts, taciau jy naudojimo trukmé yra apribota. Taip pat
yra dar vienas elektrocheminio nustatymo trikumas - askorbo rtigsties oksidacijos
produktas (dehidroaskorbo riigstis) negali biiti aptiktas oksiduotoje biisenoje.
Apzvelkime straipsnius, kuriuose AR nustatyti naudojami elektrodai
modifikuoti pereinamyjy metaly heksacianoferaty kompleksais. 2 lenteléje pateikti
duomenys apie skirtingus gelezies ir vario heksacianoferato kompleksy
nusodinimo biidus ant skirtingy elektroduy. Berlyno mélynuoju modifikuotas
elektrodas parodé gera rezultaty atsikartojamuma, S.S.N. buvo lygus 2,8 % [93].
Rezultatai buvo palyginti su oficialiai galiojanc¢iais metodais. R. Pauliukaité su
kolegomis [94] iStyré visus tris skirtingais biidais vario heksacianoferatu (Cuhcf)
modifikuotus elektrodus ir nustaté, kad chemiskai modifikuotas eclektrodas
pasizyméjo geresniu stabilumu, nei elektrocheminiais biidais modifikuoti
elektrodai. Jis buvo tinkamas nuolatiniam naudojimui 20 dieny ir stabilus
maziausiai 4 ménesius. Jutiklis buvo panaudotas AR nustatyti vyne ir sultyse.
Interferentiniy medziagy poveikis nebuvo zymus. Cuhcf mikrodalelés buvo
mechaniskai imobilizuotos ant grafito elektrodo [95]. Hidrodinaminés
voltamperometrijos rezultatai ir gautas tikslumas, nustatant AR medikamentuose,
rodo, kad Sis elektrodas gali buti panaudotas kaip detektorius askorbo rigsties
nustatymui skys¢iy chromatografijoje. AR nustatymui taip pat buvo naudoti Nihcf
modifikuoti aliuminio elektrodai [96]. Istirta elektrokataliziné AR oksidacija pH

7,2 fosfatiniame buferiniame tirpale. Elektrodas pasizyméjo geru stabilumu. IStirta
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reakcijos kinetika naudojant sukamojo disko elektroda. Elektrokatalizinés
reakcijos greitis buvo apskaiCiuotas ant Cohcf modifikuoto stiklo anglies

elektrodo, naudojant sukamojo disko elektroda [10].
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1.5. Biojutikliai
1.5.1. Biojutikliy tipai, klasifikacija, veikimo principai
Biojutiklis - tai jrenginys, susidedantis i$ analités atpazinimo sistemos ir

labai artimo arba integruoto selektyvaus signalo vertiklio, kuris tiesiogiai arba per

redoks mediatoriy registruoja saveika tarp pavirSiaus ir atpazinimo sistemos (2

pav.).

Registravimo  Signalo Biologiné
sistema vertiklis sistema

2 pav. Biojutiklio principiné schema.

Analités atpazinimo sistema (fermentai, polifermentiniai kompleksai,
antigenai, antiktiniai, nukleortikstys, organelos, lastelés, audiniai ir pan.) yra
biologinés kilmés medziagos, atrankiai atpazistanCios 1§ reagenty miSinio
nustatoma analitg ir kai kuriais atvejais katalizuojancios jos virtima produktu (P).

Signalo vertiklio pagrindiné¢ funkcija — paversti biologinés kilmés
medziagos fiziko-chemini virsma | nesunkiai registruojama signala. Taigi,
biojutiklis - tai medziagy koncentraciju pokycCius matuojantis irenginys, kurio
jutiklis yra biokomponentas.

Priklausomai nuo to, koks naudojamas signalo vertiklis, jie gali buti
skirstomi i optinius, terminius, pjezoelektrinius ir elektrocheminius. Populiariausia
klas¢ yra elektrocheminiai biojutikliai.

Elektrocheminiy biojutikliy veikimas pagristas tuo, kad biosaveikos metu

elektronai suvartojami arba generuojami ir taip atsirandantis elektrocheminis



signalas gali biiti iSmatuotas. Pagal detekcijai taitkoma elektrochemini metoda yra
skirstomi 1 konduktometrinius, kulonometrinius (dvigubo elektrinio sluoksnio
talpos), potenciometrinius ir amperometrinius [97]. Pastaruosius aptarkime

placiau.

1.5.2. Amperometriniai biojutikliai

Amperometriniy biojutikliy veikimas paremtas elektrochemiskai aktyvaus
junginio oksidacija arba redukcija ant darbinio elektrodo pavirsiaus. Siuo
elektrodu tekanti srové matuojama naudojant dvielektrodines ar trielektrodines
elektrochemines schemas. Darbinio elektrodo potencialas turi biiti pasirinktas
atsizvelgiant | elektrochemiskai aktyvios medziagos prigimti bei | méginyje
esanCias elektriSkai aktyvias interferentines medziagas. Elektrodui suteikus
pastovy potencialg redoks reakcijos greitis bei srovés stipris elektringje grandingje
priklauso nuo dalyvaujanciy reakcijoje komponenty koncentracijos. Tai
heterogeninés prigimties procesai, todél vykstan¢iy reakciju greitis taip pat
priklauso nuo elektrony pernasos grei¢io ant elektrodo pavirSiaus ir analités masés
transporto prie elektrodo pavirSiaus. Siy procesy visuma ir atspindi darbiniu
elektrodu tekanti srove.

Siuolaikiniams biojutikliams keliami dideli reikalavimai: jie turi
pasizyméti dideliu atrankumu ir jautrumu, geru operaciniu stabilumu, biojutiklio
signalui neturi daryti jtakos interferentinés medziagos (tokios kaip askorbo,
Slapimo riigStis, paracetamolis ir kitos medziagos, kuriy gausu biologiniuose
méginiuose). Taip pat biojutikliy gaminimo procesas turi biiti gerai atkartojamas.

Kuriant S$iuolaikines selektyvias amperometrines analizines sistemas
naudojant fermentus, vienas i§ pagrindiniy uzdaviniy yra parinkti tinkama
fermento imobilizavimo buda ir uztikrinti efektyvy ir greita elektrony pernasos

greiti tarp substrato (S) ir elektrodo.
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1.5.2.1. Pirmos kartos biojutikliai

Amperometriniai biojutikliai pagal elektrony perdavimo mechanizma
skirstomi { triju karty biojutiklius.

3 pav. pateikiama pirmosios kartos biojutiklio schema. Sio tipo
biojutikliams priklauso daugelis sukurty komerciniu gliukozés biojutikliy, kur
biologiskai aktyvi medziaga — gliukozés oksidazé. Gliukozés oksidazés
imobilizavimui ant elektrodo pavirSiaus naudojamos ivairiausios metodikos:
fermenta inkorporuojant po pusiau pralaidzia membrana, jjungiant i ivairius
gelius, sumaiSant su anglies pasta, suriSant su glutaro aldehidu skersiniais rySiais,

nusodinant elektrodo pavirsiuje elektrocheminés polimerizacijos budu [98] ir kt.

Registravimo Elektrodas Fermentas
sistema

3 pav. Pirmos kartos biojutiklio schema, kurioje fermento elektrony akceptorius
yra O,.

Pirmos kartos biojutikliy gamyboje naudojamos oksidazés, kurios
katalizuoja jvairiy organiniy medziagy oksidacija, pvz. gliukozés, glutamato ar
laktato. Juose, esant atitinkamam darbiniam elektrodo  potencialui,
elektrochemiSkai registruojamas iStirpusio deguonies ar vandenilio peroksido
koncentracijos poky¢iai. Sios medziagos, galindios tiesiogiai redukuotis ar
oksiduotis ant metaliniy elektrody, yra naudojamos kaip elektrony perneSimo

tarpininkai tarp fermento ir signalo vertiklio.
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Taciau biojutikliai, kuriuose taikomos oksidazés, dél nepastoviy
deguonies koncentraciju méginiuose yra nepakankamai patikimi, o H,O,
koncentracija gali biti nustatoma tik esant gana aukStam elektrodo potencialui
(0,6 V), todel, interferentiniy medziagy buvimas meéginyje iSkraipo jutiklio atsaka.
Siy problemy i§ dalies galima i§vengti sukuriant vidinius deguonies generatorius,
ivedant papildomas membranas arba deguoni pakeiciant kitais mediatoriais (pvz.

Berlyno mélynuoju) [99].

1.5.2.2. Antros kartos biojutikliai

Antrosios kartos biojutikluose (4 pav.) natiiralius oksidaziy elektrony
akceptorius pakeité sintetiniai elektrony perneSimo tarpininkai — mediatoriai (M).
Mediatoriai - tai elektrony perne$¢jai, lengvai reaguojantys su biologiniu
komponentu, taip uZztikrindami greita elektrony pernasa nuo fermento aktyvaus
centro prie elektrodo pavirSiaus. Redoks mediatoriy panaudojimas ypac patogus
tais atvejais, kai nei reakcijos substratas, nei produktas negali buti detektuojami

elektrochemiskai.

Registravimo Elektrodas Fermentas
sistema

4 pav. Antros kartos biojutikio schema.
Siy mazos molekulinés masés junginiy naudojimas leido sumazinti

deguonies itaka bei sumazinti darbinio elektrodo potenciala, dél to sumazéjo ir

interferentiniy medziagy itaka. Butina, kad tokios konstrukcijos biojutikliuose,

38



fermento ir mediatoriaus reakcija biity greita ir galéty konkuruoti su lygiagreciai
Siai reakcijai vykstanCia fermento redukcija O,. Nors ijvedant mediatoriy
deguonies itaka sumazinama, tafiau didesné¢ ar mazesné priklausomybé nuo
dalinio O, slégio oksidaziy biojutikliuose vis tik iSlieka.

Antros kartos biojutikliy konstravime daZniausiai naudojami mazos
molekulinés masés, elektrochemiskai aktyviis mediatoriai. Sios medziagos turi
pasizyméti mazu tirpumu supancioje aplinkoje, mazu redoks potencialu, greita bei
griztama elektrochemine reakcija, oksiduota ir redukuota formos turi biiti
stabilios, redukuota forma neturi reaguoti su oro deguonimi, regeneracija neturi
priklausyti nuo tirpalo pH.

Pastaruoju metu placiai naudojami organiniai dazai (metileno mélynasis,
toluidino mélynasis, tioninai), neorganinés medziagos (pereinamyjy metaly
heksacianoferatai), {vairts heterocikliniai junginiai, ferocenas ir jo dariniai [100],
chinoniniai junginiai, laidZios druskos, osmio bei rutenio organiniai kompleksai
[101] ir daugelis kity.

Kuriant Sio tipo biojutiklius, mediatoriai, pasizymintys mazu tirpumu,
buvo adsorbuoti ant elektrodo pavirSiaus, o ant jo imobilizuotas fermentas. Ta¢iau
tokiuose biojutiklivose efektyviai elektrony pernasai biitina salyga yra
elektroaktyvios medziagos difuzija. Siuy biojutikliy trikumai: méginio uZter§imas
ir nepakankamas biojutiklio stabilumas, susijes su elektroaktyvios medziagos
iSsiplovimu [98].

Ganétinai paprastas ir efektyvus elektroaktyviy medziagy integravimo
metodas yra juy imaiSymas i anglies pasta, adsorbavimas ant stiklo anglies milteliy
ir sumaiSymas su angliniu rasalu [39]. Taip pat daznai naudojamas cheminis ar
elektrocheminis mediatoriaus nusodinimas ant jvairiy elektrodo pavirsiy [56, 102,
103, 104]. Modifikuoty elektrody pagrindinis trikumas yra nepakankamas ju
stabilumas, susijgs su létu elektroaktyvios medziagos iSsiplovimu. Norint to
iSvengti buvo pabandyta elektrodo pavirSiy apgaubti jony-mainy membranomis

(pvz. Nafion [53]). Fermentai tokiuose biojutikliuose taip pat gali buti imaiSomi {
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anglies pasta, ikomponuoti 1 laidZius polimerus, hidrogelius. Siekiant pagerinti
stabiluma, atsako laika ir atsikartojamuma buvo pradéta naudoti elektrocheminiai
fermenty 1mobilizavimo buidai. Naudojant biojutikliy konstravimui laidzius
polimerus, didZiausias S§iy sistemy truikumas yra besiredukuojanciy arba
besioksiduojanéiy interferentiniy medziagy ijtaka galutiniam atsakui. Taip pat
buvo naudojami, fermenty imobilizavimui elektrodo pavirSiuje, nelaidis
polimerai, pvz.: polifenolis, poli(orto-aminofenolis) [104, 105], poli(orto-
fenilendiaminas) [106, 107]. Irodyta, kad Sie polimerai yra tinkami gliukozés
oksidazes imobilizavimui, o gauti biojutikliai yra jautriis ir stabiliis gliukozés

nustatymui.

1.5.2.3. Trecios kartos biojutikliai

Trecios kartos biojutikliuose (5 pav.) biitina tiesioginé elektrony pernaSa
tarp fermento aktyvaus centro ir elektrodo pavirsiaus. Sia savybe pasizymi tie
fermentai, kuriy redoks centrai yra pakankamai arti baltymo globulés arba turi
kelis kofaktorius pasizymincius redoks savybémis. Nors, konstruojant tokius
biojutiklius, galima iSvengti jprastiniy analiziniy problemy, elektrony pernasa
tampa imanoma ir be papildomy medziagy (mediatoriy), taciau tokiose sistemose
atsiranda kitokiy problemy. Pagrindiné uzduotis kiek ijmanoma sumazinti atstuma
tarp fermento ir elektrodo pavirsiaus.

Markus‘o teorija apraso biitinas salygas tiesioginei elektrony pernasai.
Elektrony pernasos kelias tarp redoks fermento ir elektrodo turi buty kiek galima
trumpesnis. Nuo imobilizuoto fermento kiekio tiesiogiai priklauso biojutiklio
savybés (jautrumas, stabilumas). Zinoma, kad daugelis fermenty, adsorbuoty ant
platinos, aukso ar anglies elektrodo pavirSiaus, laikui bégant denatiiruojasi, taip

uzterSdami elektrodo pavirsiy bei apsunkindami tiesioging elektrony pernasa.
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Registravimo Elektrodas Fermentas
sistema

Elektrony
pernesimo atstumas

5 pav. Trecios kartos biojutikio schema.

Labiausiai iStyrinéti fermentai, pasiZymintys tiesiogine elektrony pernasa,
priklauso peroksidaziy grupei [108]. Tiesioginé elektrony pernasa buvo atrasta ir
tarp hemus turin¢iy chinoproteiny.

Kai kurios mokslinés grupés, siekdamos pagerinti tiesioging elektrony
pernasa, bandé tioliy monosluoksnyje atitinkamai orientuoti fermenta elektrodo
atzvilgiu ir taip dar apsaugoti ji nuo denatiiracijos [109]. Be to, nustatyta, kad
fermento orientavimas prostetinémis grupémis 1 elektrodo pavirSiy, stipriai

padidina tiesioginés elektrony pernaSos greiti [98].

1.5.3. Berlyno mélynojo taikymas biojutikliy konstravime

Pirmaji biojutikli, kuriame, kaip mediatorius, buvo panaudotas Berlyno
mélynasis, gliukozés nustatymui sukonstravo Karyakin su bendraautoriais 1995
metais [2]. Kiekvienais metais vis daugéja moksliniy grupiy, taikanc¢iy Berlyno
meélynaji biojutikliy konstravime (3 lentel¢). Fermentinés reakcijos metu
susidaran¢io vandenilio peroksido nustatymui buvo taikomos skirtingos
procediiros: srauto analizés metodas, amperometrija, amperometrija naudojant

sukamojo disko elektroda.

41



Berlyno mélynasis buvo pritaikytas daugelio anali¢iy nustatymui. Buvo
pagaminti biojutikliai dopamino ir katecholio [110], lizino [39], sacharozés [51],
cholesterolio [111], etanolio [112] ir kity anali¢iy identifikavimui, todél ir tokiy
biojutikliy matrica sudaro jvairlis fermentai. Norint pasiekti norima rezultata yra
konstruojamos ir tri- fermentinés sistemos, pavyzdZziui, sacharozés atveju [S1].
Nors reikéty paminéti, kad BM dazniausiai naudojamas gliukozés (Glu)
nustatymui dél dviejy pagrindiniy priezas¢iy. Pirma, be galo svarbu yra nustatyti
gliukozés kieki kraujyje, nes ji yra vienas pagrindiniuy rodikliy diagnozuojant
diabeta. Gliukoze teikia energija misy organizmui, ypa¢ svarbi smegeny ir nervy
sistemos veiklai. Tafiau nuolat esant padidéjusiam gliukozés kiekiui kraujyje,
pazeidziami nervai ir kraujagyslés, todél svarbu zinoti savo gliukozés kieki
kraujyje. Kapiliariniame kraujyje gliukozés norma yra 3,33 - 5,55 mM, o
veniniame yra nuo 3,1 iki 6,4 mM. Antra, gliukozés oksidazé¢ (GOD) yra
naudojama kaip pavyzdinis fermentas, pasizymintis geru stabilumu bei turintis
placia pH veiklos sriti, todél yra lengviau ivertinti naujo biojutiklio pritaikymo

galimybes ateityje.
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1.5.3.1. Gliukozés biojutikliai

Kaip jau minéta aukS¢iau, pirmaji gliukozés biojutikli, turint
elektrokatalizini Berlyno mélynojo sluoksnj, sukonstravo Karyakin su kolegomis
[2].

Buvo sukonstruotas pirmasis hibridinis organinis/neorganinis biojutiklis,
kuriame PANI-BM ijkomponuotas ant anglies nanovamzdeliy [55].
Nanovamzdeliai, nuo jy atradimo 1992 m, patraukia vis didesni mokslo pasaulio
démesi dél savo iSskirtiniy savybiy.

C. Deng pasirinko eksperimentui aukso ir stiklo anglies elektrodus. Ant
GOD-Gla membranos uzdé¢jus papildoma poli(orto-fenilendiamino) sluoksni buvo
gautas geras biojutiklio stabilumas naudojant aukso elektroda, po 30 dieny
laikymo 4 °C temperatiiroje pH 7,0 buferiniame tirpale pradinio atsako liko 88 %
[107]. Vienos mokslinés grupés eksperimentavo su skirtingais elektrodais, kitos
naudojo skirtingus GOD imobilizavimo budus. Ant stiklo anglies milteliy
chemiskai nusodinus BM ir sumaiSius su angliniu raSalu bei GOD, viska
supresavus, gaunamas biojutiklis pasizymintis geru stabilumu pH 6-9 intervale.
Biojutiklio stabiluma autoriai aiskina BM mikrodaleliy stipria adsorbcija ant stiklo
anglies milteliy [39]. Biojutiklis panaudotas Glu nustatymui jvairiuose vaisiy
sultyse bei gaiviuose gérimuose. Visai kitokie rezultatai gauti GOD imobilizavus
ant SME virSaus. Nustatymo riba tokio biojutiklio buvo 4 pM su tiesine dalimi iki
500 uM. BM paremtas GOD biojutiklis buvo panaudotas Glu kiekiui nustatyti
medikamentuose bei maisto produktuose [115, 112, 118].

M. Ferreira su savo grupe pasiiilé ,,sluoksnis ant sluoksnio* (L-b-L)
metoda GOD imobilizavimui. Jis tam naudojo poli(alilamino)hidrochlorido
polimero sluoksnius. Sis metodas turi du prana$umus, tai yra efektyvi fermento
imobilizacija, nes naudojamos Svelnios salygos ir mazas fermento kiekis. Be to,
leidzia iSvengti masés transporto problemy [102]. ISbandyta ir interferentiniy

medziagy jtaka, i sistema buvo jlaSinama po 1 mM askorbo bei Slapimo riigties.



Sios pasalinés medziagos biojutiklio atsakui (0,0 V pagal Ag/AgCl) neturéjo
jokios jtakos. Be to, Si koncentracija yra vir§ fiziologiniy lygiy, kadangi AR
kraujyje yra apie 0,13 mM, o Slapimo rigsties — 0,20 mM.

Neseniai buvo sukurta keletas biologiniy sistemy, su kuriomis, §iuo metu,
nustatoma maziausia Glu koncentracija [2, 39, 116]. Mazy gliukozés
koncentraciju nustatymas yra svarbus, nes juos galima pritaikyti neinvaziniams
matavimams. Tokioms analizéms nereikalingas kraujas, tam visiSkai pakanka
prakaito ar aSary.

Taciau ne visi sukonstruoti biojutikliai pasizymi geru stabilumu.
Fermentiné membrana uzdéta ant Berlyno mélynuoju modifikuoto stiklo anglies
elektrodo nebuvo stabili, manoma, kad dé¢l silpno Nafion‘o prilipimo prie lygaus
neorganinio pavirsiaus [2].

SME/BM-GOD biojutiklis prarado apie 50 % savo jautrumo jau po 4
nuolatinio naudojimo valandy pH > 7,0. Si elektrodo degradacija autoriy priskirta
BM sluoksnio dezaktyvavimui, kuris vyksta grei¢iau negu prarandamas fermentas
nuo biosluoksnio [49].

GOD imobilizavus | zoliy-geliu metodu pagaminta chitozano/SiO,
hibriding membrana, buvo gauta didziausia tiesiné dalis Glu nustatyme [114]. Sis
biojutiklis buvo iSbandytas ir kraujo méginiy analizéje. Rezultatai buvo palyginti
su spektrofotometriniu metodu (S.S.D. nuo 2,3 iki 4,6 %). F. Ricci ir kolegy [53]
sukonstruotas biojutiklis pasizyméjo gan dideliu stabilumu tiriant sudétingas
terpés (pvz. kraujo seruma), jie naudojo srauto analizés metoda, todél elektrodo
pavirsius neuzsitersia biologinémis medziagomis.

Toks didelis kiekis straipsniy iliustruoja platy Berlyno mélynojo
naudojima biojutikliy konstravime. Pagamintais biojutikliais galimos ne tik
vienkartinés analizés, bet manoma, kad ateityje bus galima juos naudoti, kaip

ilgalaikius Glu kiekio analizatorius.
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMO METODAI
2.1 Reagentai

Vandenilio peroksidas (3 %) 1S ,,Vilniaus farmacijos fabrikas* (Lietuva).
Askorbo riigstis, kalio heksaciano feratas (K;[Fe(CN)g]), gelezies chloridas (FeCly
- 6 H,0), kalio chloridas (KCIl), kalio dihidrofosfatas (KH,PO,) is§ ,Fluka
(Chemika)“ (Sveicarija). Kalio hidroksidas (KOH) i§ ,Lachema“ (Cekija),
druskos riigstis (HCI) (0,1 M titravimo standartas) is ,,Riap* (Kijevas, Ukraina)

Chitozanas 18 ,,Fluka (BioChemika)* (Vokietija). Glutaro aldehidas (Gla)
25 % (2,6 M), D-(+)-gliukozé i§ ,,Fluka“ (Sveicarija).

Dializés membrana 1§ ,,Sigma-Aldrich® (Vokietija).

Stiklo anglies strypelis 1§ ,,Sigradur K, HTW* (Vokietija), aliuminio
oksido (Al,O3) pasta 1§ ,,Struers* (Danija).

2.2. Tirpalai

0,1 M fosfatinis buferinis tirpalas pH 5,5, 0,1 M fosfatinis buferinis
tirpalas pH 7,3 turintys 0,1 M KCI. Tirpaly pH buvo kontroliuotas su pH-metru i$
,Mettler Toledo* (JAV).

Taip pat buvo naudoti 10 mM vandenilio peroksido, 10 mM askorbo
rugsties, 0,1 M HCI ir 0,1 M KCI tirpalai. 5 mM K;[Fe(CN)g], 5 mM FeCl;
turintys 0,1 M HCl ir 0,1 M KCI. 10 mM gliukozés standartinis tirpalas.

Gliukozeés paruosti tirpalai palieckami 24 val. 4 °C temperatiiroje, kad
nusistovéty a ir f anomeriniy formy pusiausvyra.

1 % chitozano tirpalas ruostas 5 % vandeningje acto ragstyje.

Tirpaly ruo$imui buvo naudojamas bidistiliuotas vanduo.

K;[Fe(CN);] tirpalas buvo laikomas tamsoje.
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2.3. Fermentai

Gliukozes oksidaze iSskirta 1§ Aspergillus niger 1§ ,,Merck® (Vokietija).
Pradinis specifinis aktyvumas 90 U/mg baltymo 25 °C temperatiiroje, pH 7,0.

2.4. Berlyno mélynuoju modifikuoto elektrodo paruosimas
2.4.1. Stiklo anglies elektrodo paruoSimas

Stiklo anglis yra izotropiska, amorfiné medziaga, tai galima pamatyti 6
pav. [119]. Taciau, dél kietumo ir trapumo, elektrodo gaminimas yra sudétingas,
Jis 18 esmés riboja jo naudojima iki matmeny ir formy, kurias galima nusipirkti.
Stiklo anglies gamyba susideda 1§ koksavimo proceso, kuri vykdoma kaitinant
fenolio/formaldehido polimerus ar poliakrilonitrila nuo 1000 °C iki 3000 °C esant
tam tikram slégiui [6].

Stiprus suriSimas

6 pav. Stiklo anglies struktira [119]. Kur L. yra tarpplokstuminis mikrokristalo
dydis; L, - intraplokstuminis mikrokristalo dydis.

Stiklo anglies elektrodo lazdele (¢ 3 mm) i§ ,,Sigradur K, HTW*
(Vokietija) buvo istatyta 1 plastikini vamzdel; arba SDE atveju i teflona. Stiklo

anglies elektrodo pavirSius prie§ kiekviena nauja elektrodo paruo$ima buvo
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poliruojamas 1 um, po to smulkesne 0,3 pm Al,O; pasta kol igydavo veidrodini
blizgesi. Taip nupoliruoti elektrodai buvo istatomi 1 inda su bidistiliuotu vandeniu
ir 3 min. paliekami ultragarsin¢je vonel¢je, kad nuo pavirSiaus pasiSalinty visi
neSvarumai. Nors stiklo anglies elektrodo pavirSius yra mikroskopiskai grublétas,
sudétinga jvertinti SiurkStumo faktorius, tokiu biidu visuose skai¢iavimuose mes

naudosime geometrinj plota. Darbinis elektrodo pavirsiaus plotas lygus 0,071 cm®.

2.4.2. BM elektrocheminis nusodinimas ant stiklo anglies elektrodo

Buvo naudojamas BASi-Epsilon potenciostatas (i Bioanalytical Systems
Inc., JAV) sujungtas su kompiuteriu. Amperometriniuose matavimuose
naudojame standarting trielektroding schema. Misy darbe, kaip darbinis
elektrodas buvo naudojamas stiklo anglies elektrodas, lyginamasis BASi RE-5B
Ag/AgCl, 3M NaCl elektrodas, kurio potencialas yra 0,209 V pagal SHE arba -
0,035 V pagal SKE ir pagalbinis - stiklo anglies elektrodas, kuriame stiklo anglies

lazdel¢ iS plastikinio vamzdelio yra iSsikiSusi 6 mm.

Srove, pA
[}

3 6 9 121518 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 60

Laikas, s

7 pav. Srovés kitimas laike, suteikus stiklo anglies elektrodui 0,4 V potencialq
2,5 mM FeClsir 2,5 mM K,[Fe(CN)g] tirpale.
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Amperometrijoje yra registruojama srove laike, darbiniui elektrodui
uzdavus potenciala, kuriam esant vyksta elektrodiné reakcija. Tiriamasis tirpalas
yra nemaiSomas siekiant, kad medziagy transportas vykty tik dél difuzijos.

Nupoliruotas, kaip apraSyta 2.4.1. skyriuje, stiklo anglies elektrodas
patalpinamas 1 2,5 mM FeCl; ir 2,5 mM Ky[Fe(CN)¢] tirpalg ir suteikus elektrodui
pastovu 0,4 V potenciala, registruojama sroveé 60 s (7 pav.). Tokiu biidu yra

nusodinamas Berlyno mélynojo sluoksnis ant stiklo anglies elektrodo.

2.4.3. BM modifikuoto elektrodo stabilizavimas

BM midifikuotas elektrodas buvo nuplaunamas distiliuvotu vandeniu ir
ciklinés voltamperometrinés analizés pagalba uzraSoma CV, (8 pav., 53 psl.),
norint jsitikinti gauto elektrokatalizinio sluoksnio stabilumu. Buvo nustatytas
optimalus Siai sistemai potencialo skleidimo greitis [3], pagal katodinés ir
anodinés smailés potencialy skirtuma (AEy). Ji, buvo lygus 50 mV/s, o cikly
skaiCius 76 ciklai. AEg lygus 56 mV, kuris charakterizuoja griztama redokso
virsma tarp Everitt’o druskos ir redukuotos Berlyno mélynojo formos, o vidurio
potencialas (E, ) lygus 178 mV pagal Ag/AgCl lyginamaji elektroda.

SAE ir BM tikslus ploto nustatymas néra toks svarbus, nes oksidacijos
ir(ar) redukcijos reakcijos, manoma, kad vyksta Berlyno mélynojo sluoksnio
viduje. Todél tikslinga nusodinto sluoksnio storj isreiksti C/cm?. I§ gauty CV, 0,1
M HCI ir 0,1 M KCI tirpale, skleidziant elektrodo potenciala 50 mV/s greiciy,
buvo apskaiciuotas sluoksnio aktyvus kriivis oksidaciniam procesui, kuris lygus

0,494 mC/cm’ ir redukciniam procesui — 0,566 mC/cm®.

2.5. Biojutikliy sistemy paruoSimas

SAE/BM/0,35Chi-GOD-Gla. [ GOD tirpala, kuriame yra 350 pl/ml Chi
+ 100 mg/ml GOD + 50 pl/ml 2,5 % vandeninio glutaro aldehido, imerkiamas

Berlyno mélynuoju modifikuotas stiklo anglies elektrodas. Tuomet nuo elektrodo
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lengvais judesiai nukratomas GOD tirpalo perteklius ir toks biojutiklis
dZiovinamas kambario temperatiiroje apie 1 val.

SAE/BM/0,4Chi-GOD-Gla. [ GOD tirpala, kuriame yra 400 pl/ml Chi +
100 mg/ml GOD + 50 pl/ml 2,5 % vandeninio glutaro aldehido, imerkiamas
Berlyno meélynuoju modifikuotas stiklo anglies elektrodas. Tuomet nuo elektrodo
lengvais judesiai nukratomas GOD tirpalo perteklius ir toks biojutiklis
dziovinamas kambario temperatiiroje apie 1 val.

SAE/BM/0,4Chi-GOD-Gla/membrana. Viskas tas pat, kaip auksciau,
tik ant virSaus uzdedama dializés membrana.

SAE/BM/0,5Chi-GOD-GIla. [ GOD tirpala, kuriame yra 500 pl/ml Chi +
100 mg/ml GOD + 50 pl/ml 2,5 % vandeninio glutaro aldehido, imerkiamas
Berlyno mélynuoju modifikuotas stiklo anglies elektrodas. Tuomet nuo elektrodo
lengvais judesiai nukratomas GOD tirpalo perteklius ir toks biojutiklis
dZiovinamas kambario temperatiiroje apie 1 val.

Po modifikavimo visi elektrodai buvo atsargiai nuplaunami distiliuotu
vandeniu ir, jei nenaudojami, laikomi fosfatiniame buferyje pH 7,3 saldytuve 4 °C
temperatiiroje.  Taip  paruosti  biojutikliai  tyrinéjami  elektrochemiskai

trielektrodinéje celéje.

2.6. Elektrocheminiai tyrimai
2.6.1. Amperometriniai matavimai

Amperometriniuose matavimuose naudojame standarting trielektroding
sistema, kaip apraSyta 2.4.2 skyriuje.
2.6.1.2. BM modifikuoto elektrodo stabilumo tyrimai

3.1.3 skyriuje apraSyti duomenys gauti atliekant Berlyno meélynojo
sluoksnio stabilumo tyrima. Matavimams pasirinkti du 0,1 M fosfatiniai buferiniai
tirpalai, pH 5,5 ir pH 7,3, turintys 0,1 M KCI. I 15 ml buferinio tirpalo buvo

pridéta vandenilio peroksido toks kiekis, kad jo koncentracija bandomajame
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tirpale buty nuo 0,01 iki 1,0 mM. Eksperimento metu tirpalas buvo pastoviu
grei¢iu maiSomas, o darbinis elektrodo potencialas buvo 0,0 V ir 0,1 V pagal
Ag/AgCl lyginamaji elektroda. Vykstant nenutrikstamai vandenilio peroksido

elektrolizei registruojamas sroveés kitimas laike.

2.6.1.3. Biojutiklio stabilumo tyrimas

Biojutiklio stabilumo laike matavimai buvo atlieckami trielektrodinéje
elektrocheminéje sistemoje. Tam tikrais laikymo intervalais buvo registruojama
biojutiklio srovés stiprio priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos, o tarp

matavimy elektrodas buvo laikomas pH 7,3 fosfatiniame tirpale 4 °C

temperatiiroje.
0,15
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Laikas, s Potencialas , V

8 pav. (A) Ciklinés voltamperometrijos tiesinio potencialo skleidimo forma. (B)
Cikliné griztamojo vyksmo voltamperograma. BM modifikuoto GC elektrodo CV, 0,1 M
HCI + 0,1 M KCl tirpale, potencialo skleidimo greitis 40 mV/s.

2.6.2. Voltamperometriné analizé
2.6.2.1. Cikliné voltamperometriné analizé

Siuo atveju potenciala tolygiai galima keisti tarp pradinio potencialo E, ir
galutinio E, (8 pav). Elektrodo potencialas tiesiSkai skleidziamas i§ pradziy

katodine, po to anodine kryptimi. Voltamperograma sudaro dvi lygios, bet
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skirtingo poliSkumo srovés smailés, pasislinkusios viena kitos atzvilgiu per

0,057/n V (esant 25°C) [120].

2.6.2.2. Hidrodinaminé voltamperometriné analizé

Buvo naudojamas BASi-Epsilon potenciostatas ir BASi RDE-2 sukamojo
disko elektrodo sistema (abu 1§ ,,Bioanalytical Systems*, JAV). Sukamojo disko
elektrodas susideda i§ stiklo anglies elektrodo lazdelés (o 3 mm) istatytos 1
teflona.

Atsizvelgiant | tirlamaja elektrocheming reakcija, potencialas gali biiti
skleidziamas tiek i katoding (9 pav. (A)), tiek 1 anoding pus¢ (10 pav. (A)).
Potencialo skleidimo greitis hidrodinamin¢je voltamperometrijoje yra nuo 1 iki 5

mV/s.
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9 pav. (A) vienkartinis tiesinio potencialo skleidimas nuo pradinio potencialo iki
galutinio potencialo E, (B) BM modifikuoto SA elektrodo hidrodinaminé
voltamperograma, 0,1 M fosfatiniame buferiniame tirpale turinciame 0.1 M KCI, 0,2 mM
H,0,, pH nurodytas, potencialo skleidimo greitis 5 mV/s, 400 aps./min.

Gautos bangos gulstés srovés stipris (9 pav. (B) ir 10 pav. (B)) yra
ribojamas konvekcijos. Sukamojo disko elektrodas veikia panasiai kaip siurblys —
traukia tirpala link saves 1§ gilumos ir meta 1 Sonus (11 pav.). Kuo arciau disko

pavirSiaus, tuo mazesnis srauto greitis ir tuo didesn¢ reik§me igauna tiriamosios
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medziagos ar elektrocheminés reakcijos produkty difuzija. Visas uZraSytas
hidrodinamines votamperogramas galima rasti 3.1.2. ir 3.1.3 skyriuose.

Bangos aukstis hidrodinaminéje voltamperogramoje atitinka ribing
difuzijos srove iz Ribiné difuzijos srove, susidaranti naudojant sukamojo disko

elektroda, iSreiSkiama Levich lygtimi [120]:

iy =0,620nFAD* 0" ?v™"°c (5)

kur n — dalyvaujanciy elektrony skaicius;
F — Faradéjaus konstanta 96490 C/mol;
A — elektrodo plotas cm’;
D — daleliy difuzijos koeficientas cm’/s;
@ — kampinis elektrodo sukimosi greitis rad/s;
v - kinetiné tirpalo klampa cm?/s;
c- koncentracija mM.

Tai yra Levich lygtis nurodanti, kad srové yra kontroliuojama masés

transporto.
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10 pav. (A) vienkartinis tiesinio potencialo skleidimas nuo pradinio potencialo
iki galutinio potencialo E, (B) BM modifikuoto SA elektrodo hidrodinaminé
voltamperograma, 0,1 M fosfatiniame buferiame tirpale turinciame 0,1 M KCI, 0,4 mM
askorbato, pH nurodytas, potencialo skleidimo greitis 5 mV/s, 400 aps./min.
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11 pav. Konvekciné difuzija sukamojo disko elektrodo link.

3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Berlyno mélynuoju modifikuotas stiklo anglies elektrodas
3.1.1. Berlyno mélynuoju modifikuoto SAE ciklinés voltamperogramos

12 pav. pavaizduotos stiklo anglies elektrodui, modifikuotam Berlyno
mélynuoju, biidingos ciklinés voltamperogramos. CV registruotos naudojant du
skirtingus buferinius tirpalus pH 5,5 (kairéje) ir pH 7,3 (deSingje). pH 5,5 tirpale
ciklinéje voltaperogramoje stebimos dvi smailés - anodin¢ ir katodiné, kuriy
vidurio potencialas 190 mV, o maksimalus atskyrimo potencialas (AE) lygus 60
mV. pH 7,3 buferiniame tirpale — vidurio potencialas 185 mV, o AE; - 70 mV.
Sios viriinés atitinka zinoma BM redoks procesa tarp ,.tirpios BM (oksiduotos)
ir Everitt’o drukos (redukuotos) formos, vykstantj ant elektrodo pavirSiaus, o §i

procesa galima aprasyti lygtimi:

Fe4IH[F eH(CN)6]3 +4e + 4K K4Fe 4H[FGH(CN)6]3 (6)
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12 pav. BM modifikuoty stiklo anglies elektrody ciklinés voltamperogramos. CV
buvo gautos pH 5,5 (kairéje) ir pH 7,3 fosfatiniame buferiniame tirple (desinéje). = be
H>0,, — esant 3,3 mM H>0,. SElektrodo potencialo skleidimo greitis 20 mV/s,
potencialo skleidimo intervalas nuo 0,35 iki - 0,1 V.

[lasinus i fosfatinj buferinj tirpala vandenilio peroksido, ivyksta pakitimai
CV. BM redoks poros virStnés pasislenka | neigiamesniy potencialy srity (12
pav.). Esant vandenilio peroksidui gerai matomas katodinés srovés padidéjimas
zemy potencialy (neigiamesniy uz BM vidurio potenciala) srityje, kas atitinka
vykstancia elektrokatalizing H,O, redukcija. Tai reiskia, kad vandenilio peroksido

elektroredukcija prasideda esant neigiamesniems nei 190 mV pH 5,5 tirpale (12

pav., kairéje) ir 185 mV pH 7,3 tirpale, potencialams (12 pav., desSinéje).
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13 pav. BM modifikuoty stiklo anglies elektrody ciklinés voltamperogramos. CV
buvo gautos pH 5,5 (kairéje) ir pH 7,3 fosfatiniame buferiniame tirpale (desinéje). " be
AR; — esant 0,47 mM AR. Elektrodo potencialo skleidimo greitis 20 mV/s, potencialo
intervalas nuo - 0,1 iki 0,35 V.
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Pridéjus 1 buferini tirpala askorbato, taip pat gerai matomi pakitimai
ciklinéje volamperogramoje (13 pav.). Prid¢jus askorbato, stebimas anodinés
srovés padidéjimas nuo 50 mV | teigiamesniy potencialy sriti pH 5,5 ir nuo 0,0
mV pH 7,3 buferiniame tirpale, kas atitinka vykstancia elektrocheming askorbato
oksidacija.

Palyginimui buvo atliktas eksperimentas su nemodifikuotu SAE.
Vandenilio peroksido tirpale pakitimai nebuvo registruojami. O esant buferiniame
tirpale askorbato SAE duoda viena anoding smailg ties 0,2 V (14 pav.). Esant pH
5,5 tirpale askorbato srové pradeda augti nuo 50 mV, o pH 7,3 nuo -50 mV. Taigi,
beveik neutraliame buferiniame tirpale askorbato elektrooksidacija ant
nemodifikuoto elektrodo prasideda esant neigiamesniems elektrodo potencialams,

nei pH 5,5 atveju.

8 8
— 0,47 mM AR — 0,47 mM AR
be AR 1 be AR
6 6
pH 5.5 pH 7.3
< 4 < 4]
3 =3
— 2 1 - 2
0 A 0
2 . . . . . -2 . . : . ;
-0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
Potencialas, V Potencialas, V

14 pav. Stiklo anglies elektrody ciklinés voltamperogramos. CV buvo gautos pH
5,5 (kairéje) ir pH 7,3 fosfatiniame buferiniame tirpale (desinéje). = be AR; — esant
0,47 mM AR. Elektrodo potencialo skleidimo greitis 20 mV/s, potencialo skleidimo
intervalas nuo - 0,1 iki 0,35 V.

Sis reidkinys buvo aprasytas ir ank$¢iau [93]. Pastebéta, kad naudojant
BM modifikuota stiklo anglies elektroda askorbato nustatymui, askorbato
elektrooksidacija prasideda anks¢iau (esant mazesniam potencialui), nei naudojant
nemodifikuota elektroda. Buvo nustatyta, kad askorbato elektrooksidacija
vykstanti ant BM modifikuoto elektrodo yra kontroliuojama katalizinés reakcijos,

o ne difuzijos. Pirmieji ta pazymejo F. Li ir S. Dong [121].

58



3.1.2. Vandenilio peroksido redukcija ant Berlyno mélynuoju modifikuoto
sukamojo disko elektrodo

Nesukant elektrodo, vandenilio peroksido pH 5,5 tirpale ir skleidZiant
potenciala 1 katoding pusg, yra stebima Berlyno mélynojo redukcijos katodiné
smailé esanti prie 0,16 V, greta katodinés bangos gulstés nuo 0,05 iki —0,25 V
potencialiu riboje (15 pav., kair¢je). O pH 7,3 tirpale vandenilio peroksido
katodiné smailé stebima, esant 0,08 V, greta bangos gulstés, kuri yra nuo 0,1 iki -
0,25 V (15 pav., desinéje). Visai nesenai, vandenilio peroksido elektrokatalizinés
redukcijos kinetikai tirti, M. H. Pournaghi-Azar, taip pat pasirinko hidrodinaming
voltamperometrija. Jis naudojo BM modifikuota aliuminio elektroda padengta
paladziu. Jis nustaté, kad H,O, redukcijos potencialas priklauso nuo tirpalo pH ir
jo sudéties. Tolimesni tyrimai buvo atlikti acetatiniame buferiniame tirpale pH 2,0
[122]. 15 pav. bangos gulste atitinka vandenilio peroksido elektrokatalizing
redukcija dalyvaujant BM kaip elektrokatalizatoriui, §i procesa galima biity
aprasyti lygtimis (7) ir (6):

I I 11 11 + —
K4Fe4 [Fe (CN)6]3 + 2H202 — Fe4 [FC (CN)6]3 +4K" +40H (7)
0 0
0 aps./min 0 aps./min
-10 A 10 4
-20 4
< < -20
3 =1
— .30 —
-30 4
-40 pH 5,5 pH 7,3
_ 0,2 mM Hp0, -40 1 0,2 mM Hy0;
504 2000 aps./min 5mVis 2000 aps./min 5mV/s
03 -02 -01 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 -03 -02 -01 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
Potencialas, V Potencialas, V

15 pav. Berlyno mélynuoju modifikuoto sukamojo disko elektrodo srovés stiprio
priklausomybé nuo potencialo, skleidziant elektrodo potencialq 5 mV/s greiciu nuo 0,4
iki— 0,25V, pH 5,5 (kairéje) ir pH 7,3 (desSinéje) fosfatiniame tirpale, turinciame 0,2 mM
vandenilio peroksido. Voltamperogramos gautos esant skirtingiems elektrodo sukimosi
greiciams (0, 50, 100, 200, 300, 400, 600, 800, 1100, 1700, 2000 aps./min).
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Sulyginus abi lygtis gautume galuting vandenilio peroksido katodinés
redukcijos reakcijos lygti (4) [43].

Leétai sukantis elektrodui, nevirSijant 100 aps./min, katodinés srovés gulsté
prasideda jau esant 0,1 V, o esant didesniems sukimosi grei¢iams katodinés sroveés
gulsté¢ stebima pasislinkusi 1 neigiamesniy potencialy sriti (15 pav., kair¢je).
Naudojant pH 7,3 tirpala katodin¢ srovés gulsté nusistovi jau esant 0,0 V ir
sukantis elektrodui iki 300 aps./min (15 pav., deSin¢je). Didinant elektrodo
sukimosi greit] gulsté taip pat pasislenka | neigiamesniy potencialy sriti (15 pav.,
desinéje), kaip ir pH 5,5 atveju.

Lyginant, abu tirtus buferinius tirpalus, atrodo, kad gauta katodiné srové
yra Siek tiek zemesné pH 7,3 tirpale, nei pH 5,5 buferiniame tirpale, esant toms

pacioms salygoms (15 pav.).

60 12
—e— 0,4V |0,3mMH202
50 4 o

0,1V 0,3 mM H202

00V |pH 5,5
-0.1V

40| 7T

mJ 4 O @

30 4

I, LA

20 4

OO -
ol nE

0 2 4 ‘13/2 8 11(;2 12 14 16 0,0 0,1 0,2 03 04 05 06
W, (radfs) 1/ w12, 1/ (rad/s) 112

16 pav. Berlyno mélynuoju modifikuoto stiklo anglies elektrodo katodinés sroves
priklausomybé nuo elektrodo sukimosi kampinio greicio kvadratinés Saknies (kairéje).
pH 5,5 fosfatiniame tirpale, turinciame 0,3 mM vandenilio peroksido, esant skirtingiems
elektrodo potencialams (nurodyti). Taip pat apdoroti duomenys atvirkstinése
koordinatése pagal Koutecky-Levich lygti (desinéje).

16 pav. (kairéje) pristato priklausomybg katodinés srovés nuo elektrodo
sukimosi kampinio greicio kvadratinés Saknies, kuri gauta naudojant pastovia 0,3
mM vandenilio peroksido koncentracija pH 5,5 buferyje bei keiciant elektrodo

sukimosi greitj plataus diapazono ribose (nuo 40 iki 2000 aps./min). Matosi, kad
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ribiné katodineé srové didéja neigiaméjant potencialui. Bet kuriam duotam
sukimosi greiciui yra gautas beveik dvigubas ribinés srovés padidéjimas keiciant
potenciala nuo 0,1 iki - 0,4 V. Ribin¢ srové susidaranti naudojant sukamojo disko

elektroda, iSreiSkiama Koutecky-Levich lygtimi [123]:

l — L + L — L + 1 (8)
i Gy gy Gy 0,620nFAD* " vc

kur i yra bendra (suming) srove;
irin — kinetiné srove (nesant mases transporto apribojimy);

iz — ribiné difuziné srové kontroliuojama masés transporto.

16 pav. (deSin¢je) vaizduoja apdorotus duomenis, gautus atvirkstinése
koordinatése pagal Koutecky-Levich lygti. Buvo gautos tiesés su gera koreliacija
(R =0,999). Ekstrapoliuojant Siuos duomenis | neapibréztai dideli sukimosi greitj
(I/o"?—0) gaunamas atkarpa koordinadiy 1/ aSyje, i§ kurios gali bt
apskaiCiuota kinetiné srové (iy,). Esant tam tikroms salygoms (pH 5.5, 0,3 mM
vandenilio peroksido) ir panaudojus gautus duomenis, pristatytus 16 pav.
apskaiciuotos iy;, vertés lygios nuo 0,796 iki 2,658 mA/cm? atitinkamai elektrodo
potencialui esant 0,1 ir - 0,4 V. Tokiu biidu, kinetinés srovés tankis, perskaiciavus
vandenilio peroksido koncentracija 1 1 mM bei priimant, kad srovés nuo
koncentracijos priklausomybé yra tiesiné, buvo gautas nuo 2,653 iki 8,860
mA/(mM-cm?), naudojant pH 5,5 tirpala ir elektrodo potencialui atitinkamai esant
nuo 0,1 iki - 0,4 V.

Eksperimentas pavaizduotas 16 pav. buvo atliktas naudojant ir kitas
vandenilio peroksido koncentracijas ir taip pat apskaiCiuotos kinetinés srovés
(ixin)- Kinetinés sroves vertés, iSskaiciuotos 18 tiesiy su gera koreliacija, pateiktos 4

lenteléje.
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4 lentele. Apskaiciuotos iy, vertés is kreiviy gauty naudojant skirtingas
vandenilio peroksido koncentracijas bei skirtingus elektrodo potencialus. Naudojant pH
5,5 fosfatini buferinj tirpalq ir keiciant elektrodo sukimosi greiti nuo 40 iki 2000
aps./min.

LLins mA/cm’
C(HzOz), mM
E,V 0,8* 0,4 0,3 0,2 0,1
pagal Ag/AgCl
-04 6,209 2,999 2,658 1,978 1,168
-0,2 4,953 2,299 2,052 1,453 0,897
-0,1 3,764 1,947 1,733 1,175 0,693
0,0 2,902 1,315 1,181 0,955 0,537
0,1 1,895 0,910 0,796 0,546 0,355

* - gauti nukrypimai nuo tiesinés priklausomybés apie tai skaitykite toliau.

8

609 e _04v |0,4mMH202 e 0,1Vv|04mMH 205

o 00V|pH73

50 v -01V P
< %0 .
=3
— 30

20

10 4

0 : : : \ \ \ ‘ 0 : ; : \ \

0 2 4 6 8 110/2 12 14 16 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
w1/2, (rad/s) 1/w1/2, 1/ (rad/s)1/2

17 pav. Tas pats kaip 16 pav., tik tirpalo pH 7,3, 0,4 mM vandenilio peroksido.

Dazniausiai  eksperimentam su jutikliais, skirtais biologiniuose
méginiuose nustatinéti analites, naudojami neutraliis tirpalai, tai yra optimalus
tirpalo pH oksidazés fermentams, pvz. gliukozés oksidazei. Taigi, 17 pav.
pavaizduoti duomenys gauti naudojant pH 7.3 buferinj tirpala. Siuo atveju, taip
pat buvo gautas beveik dvigubas elektrokatalizinés srovés padid¢jimas keiciant
elektrodo potenciala nuo 0,1 iki - 0,4 V. Duomenis, gautus kei¢iant elektrodo

sukimosi greiti nuo 40 iki 2000 aps./min ribose, perskaiCiavus atvirkStinése
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koordinatése gaunamos tiesés. Buvo apskaiCiuotos i§ gauty tiesiy i, vertés. pH
7,3 tirpale, esant 0,4 mM vandenilio peroksido bei elektrodo potencialui nuo 0,1
iki -0,4 V, i, atitinkamai yra nuo 0,738 iki 1,423 mA/cm®. Kinetinés srovés
tankis, perskaiciavus vandenilio peroksido koncentracija 1 1 mM, buvo gautas nuo
1,85 iki 3,56 mA/cm*mM, naudojant pH 7,3 tirpalg ir elektrodo potencialui
atitinkamai esant nuo 0,1 iki -0,4 V. Lyginant pH 5,5 buferinj tirpala su pH 7,3,
atrodo, kad kinetinis srovés tankis yra apytikriai 1,5 — 2,5 karto mazesnis pH 7,3
tirpale. Tai rodo Siek tiek mazesni elektrokatalizinés vandenilio peroksido

redukcijos naSuma pH-neutraliame nei silpnai riigS§tiniame tirpale.

5 lentelé. Apskaiciuotos iy, vertés is kreiviy gauty naudojant skirtingas
vandenilio peroksido koncentracijas bei skirtingus elektrodo potencialus. Naudojant pH
7,3 fosfatini buferinj tirpalq ir keiciant elektrodo sukimosi greiti nuo 40 iki 2000
aps./min.

i, mA/cm?
C(HzOz), mM
E,V 0,4 0,3 0,2 0,1
pagal Ag/AgCl
-04 1,423 1,293 0,742 0,533
-0,2 1,291 1,177 0,710 0,524
-0,1 1,192 1,031 0,652 0,480
0,0 0,987 0,844 0,488 0,411
0,1 0,738 0,578 0,354 0,269

Nagrin¢jant sukamojo disko elektrodo duomenis Koutecky-Levich
koordinatése, pastebime, kad tiesés su gera koreliacija (R > 0,995) gaunamos
esant palyginti mazoms vandenilio peroksido koncentracijoms, nevirSijant 0,3 ar
0,4 mM tiek pH 5,5, tiek pH 7,3 tirpaluose. Esant didesnéms koncentracijoms,
daugiau kaip 0,6 mM, gaunamas ryskus nukrypimas nuo tiesinés dalies (18 pav.).
18 pav. pateikiami Koutecky-Levich koordinatése duomenys, esant 0,8 mM
vandenilio peroksido koncentracijai, gauti abiejuose nagrinétuose buferiniuose

tirpaluose. Matome, kad didelis nukrypimas nuo tiesinés priklausomybés atsiranda
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esant didesniems elektrodo potencialams bei didesniems elektrodo sukimosi
grei¢iams. Taip pat daug didesni nukrypimai buvo gauti naudojant pH 7,3 buferini
tirpala nei pH 5,5. Panasiis nukrypimai nuo Koutecky-Levich koordinaciy buvo
gauti atliekant deguonies redukcija iki HO,™ ant aukso elektrodo [123], tac¢iau néra
paaiskintos Siy padariniy prieZastys. IS Siy priklausomybiy tiesiniy daliy gali biti
jvertintas kinetinés srovés tankis. pH 5,5 tirpale normalizavus vandenilio
peroksido koncentracija, apskaiGiuota i, yra tarp 2,37 ir 7,76 mA/cm**mM
potencialy srityje nuo 0,1 iki -0,4 V. pH 7,3 tirpale normalizuotos iy, vertés
svyruoja tarp 1,01 ir 3,36 mA/cm®mM, jos buvo gautos toje padioje potencialy
srityje. Apskaiciuoti duomenys ir yra Siek tieck maZzesni nei atitinkami duomenys
gauti naudojant mazesnes vandenilio peroksido koncentracijas (zZr. 60 ir 61 psl.),
to priezastimi gali biiti paklaida atsiradusi dél duomeny nukrypimo nuo tiesinés

dalies (18 pav.).

2,5 5
pH 5.5 ° . 0.1V
pH 7,3 ’
& 207 0.8 mMH202 4 e 0,8 mM Ho02 : 8%
IS £ e ’
S S . v =02V
<15 <3 o = -04Vv
E £
= 10 01V =21
Z 0,0V =
= -0V |
051 -02V !
-04V
0,0 ‘ : : : ‘ 0 ‘ ‘ : : :
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,0 0,1 0,2 03 0,4 05
1/ w112, 1/ (ragls) 12 1/ w172, 1/ (rad/s)1/2

18 pav. 0,8 mM vandenilio peroksido katodiné redukcija ant Berlyno mélynuoju
midifikuoto sukamojo disko elektrodo esant skirtingiems elektrodo potencialams (jie
nurodyti). Duomenys atideti atvirkstinése koordinatése pagal Koutecky-Levich lygti pH
3,5 (kairéje) ir pH 7,3 (desinéje) buferiniame tirpale.

Fizine prasme, nukrypimas nuo tiesiSkumo, gautas esant didelei
vandenilio peroksido koncentracijai, atitinka katodinés srovés mazéjima didinant
elektrodo sukimosi greiti. Sj reiskinj galbiit galime priskirti vandenilio peroksido

elektrocheminés reakcijos mechanizmui ant BM modifikuoto elektrodo. IS
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bendros vandenilio peroksido katodinés redukcijos reakcijos (4), matome, kad
viena peroksido molekulé prisijungia du elektronus. Zinoma, kad vandenilio
peroksido misSrusis potencialas ant platinos ir aukso elektrodo nepriklauso nuo

peroksido koncentracijos, bet priklauso nuo tirpalo pH pagal Zinoma lygti [124]:
E =0,84-0,059- pH )
Potenciala nustatancios reakcijos yra:

1) katodine:

H,0, +& — OH + OH- (10)
OH' +&— OH (11)
11) anoding:

H,0, - HO, +H +¢& (12)
HO,, > O, +H +¢& (13)

Vandenilio peroksido redukcijos mechanizmas (10) ir (11) apima vieno
elektrono pernasos procesus, kuriose dalyvauja labai trumpa laika egzistuojancios
dalelés, tokios kaip OH- radikalai. Taip pat zinomas ir antras mechanizmas.
Elektrocheminé vandenilio peroksido redukcija susideda i§ adsorbcijos pakopos,

kurios metu vandenilio peroksido molekulé skyla { OH- radikalus [124]:
H202(aq) —2 OH'(ads) (14)

Po to OH- radikalai redukcijos metu prisijungia po vieng elektrona ir

virsta OH" jonais:
2 OH.(ads) +2e—2 OHi(aq) (15)

Aisku, tai galioja tik tuo atveju, jei OH" radikaly redukcijos procesas daug
greitesnis nei vandenilio peroksido adsorbcija. Tuomet atvirkstinés katodinés
srovés priklausomybé nuo 1/w"? turi biti tiesing, net esant didziausiam elektrodo

sukimosi grei¢iui. PrieSingu atveju, esant létam OH- radikaly -elektrony
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prisjjungimui, tikétina, kad esant dideliam sukimosi grei€iui, OH" radikalai bus
nubloksti nuo elektrodo pavirSiaus iScentrinés jégos ankSCiau nei jie bus
elektrochemiSkai redukuoti iki OH™ jony. Miisy atveju stebimas katodinés srovés
sumaz¢jimas esant didesniems elektrodo sukimosi grei¢iams. Tokiu btdu,
atsizvelgiant 1 pateikta modeli, kuris susideda i§ adsorbcijos (14) ir elektroninio
prisijungimo (15) etapy, galime daryti iSvada, kad bendras redukcijos procesas
turbiit yra apribotas OH- radikaly elektrony prisijungimo greicio. Arba, jei mes
remsimés pirmu pateiktu H,O, redukcijos mechanizmu, kuris apraSomas (10) ir
(11) lygtimis, taip pat galima daryti iSvada, kad antro elektrono prisijungimas
(katodiné OH- radikaly redukcija iki hidroksilo jony) vyksta ribotu greiciu.
Akivaizdu (16-18 pav.), kad Sios limituojancios stadijos eiga priklauso nuo
elektrodo potencialo, tirpalo pH ir vandenilio peroksido koncentracijos. Remiantis
18 pav. pateiktais duomenimis, matome, kad esant maZesniems -elektrodo
potencialams, elektrono prisijungimo greitis didesnis, o esant didesnéms tirpalo

pH vertéms — maZesnis.

I kin, MA/cm2
N

I kins mA/cm?2
N

-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Potencialas, V c(H202), mM

19 pav. iy, priklausomybé nuo elektrodo potencialo esant  skirtingoms
vandenilio peroksido koncentracijoms (kairéje), ir nuo vandenilio peroksido
koncentracijos esant skirtingiems elektrodo potencialams (desinéje). pH 5,5 buferiniame
tirpale.

Gautos kinetinés srovés tankio reikSmés priklauso nuo elektrodo

potencialo. Kaip matome 19 pav., kairéje, esant pH 5,5 buferiniam tirpalui, gauta
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beveik linijiné i;, priklausomybé nuo elektrodo potencialo. Ekstrapoliuojant tieses
1 nuling kineting srovg (iy;, — 0), gauname viduting vert¢ elektrodo potencialui
0,33 V. Sis potencialas atitinka vir§uting potencialo riba kai dar gali vykti
katodiné vandenilio peroksido redukcija. IS 3 lygties vandenilio peroksidui
misSrusis potencialas pH 5,5 buferiniame tirpale turt bati 0,52 V, t.y. apytikriai
0,32 V pagal Ag/AgCl lyginamaji elektroda. Tokiu btidu virSutinés potencialo
ribos verté vandenilio peroksido redukcijai, gauta i§ ekstrapoliacijos duomeny iy;,
— 0, sutampa su Zinoma miSria potencialo verte neperzengiant 5 % paklaidos riby
[124]. Taip pat buvo gauta beveik linijin¢ kinetinés srovés nuo vandenilio
peroksido koncentracijos priklausomybé visoje studijuotoje potencialy riboje, tai
pristatyta 19 pav., desin¢je. IS 19 pav. pateikty priklausomybiy, buvo gauta linijiné
normalizuotos kinetinés sroves priklausomybeé (iy,;,/[H,0,] santykis) nuo elektrodo

potencialo (20 pav.). Sia priklausomybe galima apragyti tiesés lygtimi (16):

&
5107
=
E sl y=413-13,54x
P R =0,998
— 61
N
(@)
T 4]
S2f o y=2,98-8,13 x
= o pH7,3| R=0,995
0

0,4 0,2 0,0 0,2
Potencialas, V

20 pav. Santykio iy,/[H>O,] priklausomybé nuo elektrodo potencialo.

bin _ (’k_] +aE (16)
C C
0
kur o apraso normalizuota kineting srove (mA/(mM-cm?));
C
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C C

(l"—J — verté esant nuliniam potencialui, (”‘—7] = (4,13 + 0,20)
0 0

mA/(mM-cm?);
E — elektrodo potencialas (V, pagal Ag/AgCl lyginamaji elektroda);
a — empirinis koeficientas, iSskaiCiuotas i$ linijinés priklausomybés

nuokrypio, a = (— 13,54 + 1,51) mA/(mM-cm*-V).

Ekstrapoliuojant priklausomybe gauta pH 5,5 buferiniame tirpale (20
pav.) 1 nuling normalizuotos kinetinés srovés reikSme, ties¢ kerta potencialy asi
ties 0,31 V. Si reik§mé smarkiai nesiskiria nuo auks¢iau apskaidiuoto potencialo

(0,33 V) ir nuo Zinomo misraus vandenilio peroksido potencialo (0,32 V).

16 1,6
pPH7,3| e 0,4mM 141 -04V|pHT7,3
1.4 ¢ o 0,3mM ’
~ . v 0,2mM N 1,21
e 127 o . v 0,1 mM 5
O 0. ~ 1,0 1
< 10 o . E
£ 0,8 1
- ] v o, c
£08 P . < 0,6 |
0,6 1 v . v o 04 1
v
0,4 1 v. v 0,2 1
0,2 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Y 0.0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
"05 04 03 02 041 00 04 02 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 045
Potencialas, V c(H202), mM

21 pav. Tas pats kaip 19 pav., tik Siuo atveju naudojamas pH 7,3 buferinis
tirpalas.

Taciau pH 7,3 tirpale nebuvo gauta linijiné kinetinés srovés
priklausomybé nuo elektrodo potencialo (21 pav., kair¢je). Galima priezastis yra
eksperimentiniy duomeny nukrypimas nuo tiesiSkumo Koutecky-Levich
koordinatése, kaip aptartas auksc¢iau (zr. 63-64 psl.). pH 7,3 tirpale §is nukrypimas
atrodo akivaizdesnis negu pH 5,5 (18 pav.), todél skai¢iavimams nenaudojome
duomeny, gauty naudojant 0,8 mM vandenilio peroksido koncentracijas. Buvo
gauta beveik linijin¢ kinetinés srovés priklausomybé nuo vandenilio peroksido

koncentracijos (nuo 0,1 iki 0,4 mM H,0,) visoje studijuotoje potencialy riboje, tai
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pristatyta 21 pav., defin¢je. Siuo atveju, buvo gauta linijiné normalizuotos
kinetinés srovés priklausomybé nuo elektrodo potencialo ne visoje studijuotoje

elektrodo potencialy riboje (nuo - 0,1 iki 0,1 V) (20 pav.), gautos maZesnés vertes,

(lk_J = (2,98 +0,07) mA/(mM-cm’), a = (8,13 + 0,87) mA/(mM-cm’-V).
0

c

3.1.3. Askorbato oksidacija ant Berlyno mélynuoju modifikuoto sukamojo
disko elektrodo

Kvazigriztamos redoks poros askorbato-dehidroaskorbato pH 7,3
buferiniame tirpale standartinis potencialas EO‘ =0,058 V pagal SHE, t.y. -0,139 V
pagal Ag/AgCl uzpildyta so¢iu NaCl [125], o miisy atveju yra -0,151 V pagal
Ag/AgCl (3 M NaCl). Ant stiklo anglies elektrodo askorbato elektrooksidacija
prasideda esant 0,1 V tiek pH 5.5, tiek pH 7,3 tirpaluose, tai matyti 22 pav.
skleidziant potenciala 5 mV/s grei¢iu. Oksidaciné srové auga didinant elektrodo
sukimosi greiti bei skleidZiant potenciala i teigiamesnes potencialo vertes. Berlyno
melynuoju modifikuoto stiklo anglies elektrodo atveju esminis anodinés srovés
padidéjimas yra stebimas esant Zemesniems elektrodo potencialams, ties 0,0 V (23
pav.) nei aukS¢iau minétu atveju (22 pav.). Nesukant BM modifikuoto stiklo
anglies elektrodo pH 5,5 tirpale stebimos dvi gerai matomos anodinés smailés,
esancios ties 0,1 V ir 0,22 V (23 pav., kair¢je). Antroji i ju atsiranda net nesant
sistemoje askorbato, tod¢l ji atitinka redukuotos Everitt’o druskos formos anoding
oksidacija 1 oksiduota Berlyno mélynojo forma. Sukantis BM modifikuotam
elektrodui pirmoji smailé perauga i banga, o antrosios smailés padétis praktiskai
nepasikeicia. Taip pat, anodinés srovés padidéjimas stebimas teigiamesniuose
potencialuose negu antros smailés potencialas. pH 7,3 tirpale askorbato
oksidacijos pradzios potencialas BM modifikuotame elektrode yra apie 0,0 V bei
stebima vienintelé anodiné smailé ties 0,2 V (23 pav., desinéje). Ir Siuo atveju,

didinant elektrodo sukimosi greiti anodinés srovés did¢jimas stebimas didéjant
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elektrodo potencialui, tai yra deSiniau matomos smailés. pH 5,5 buferiniame

tirpale gauta oksidaciné srové yra Siek tiek didesné nei pH 7,3 tirpale.

30 {pH 5,5 2000 rpm 25 1pH7,3 2000 rpm
0,4 mM Asc 0,4 mM Asc
251 5 mVls 201 5mV/s
20 -
315
315 -
- - 10
10
5 4
5 4
01 0 rpm % 0 rpm
-6,2 oio 0:2 014 016 0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
Potencialas, V Potencialas, V

22 pav. Sukamojo disko stiklo anglies elektrodo srovés stiprio priklausomybé
nuo potencialo, skleidziant elektrodo potencialq 5 mV/s greiciu nuo - 0,2 iki 0,6 V, pH
5,5 (kairéje) ir pH 7,3 (desinéje) fosfatiniame tirpale, turinciame 0,4 mM askorbato.
Voltamperogramos gautos esant skirtingiems elektrodo sukimosi greiciams (0, 50, 100,
200, 300, 400, 600, 800, 1100, 1700, 2000 aps./min).

35
PH 5,5 20 |pH7,3 2000 rpm
30 10,4 mM Asc 2000 rpm 0,4 mM Asc
25 {5 mV/s .5 ] 5mV/s
20 A <
<
315 10
10 A
51 51
01 0 rpm o1 0 rpm
-5 . . . : : ; . . . .
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
Potencialas, V Potencialas, V

23 pav. Tas pats kaip ir 22 pav., tik naudojamas Berlyno mélynuoju
modifikuotas sukamojo disko elektrodas.

Vandeniniuose tirpaluose askorbo rigstis gali protonizuotis per dvi
griztamas pakopas, kurios charakterizuojamos pK; = 4,17 ir pK, = 11,57, todél
pH 5,5 bei pH 7,3 tirpaluose askorbo riigstis egzistuoja monoprotonizuotoje
monoanijoninéje  formoje, kuri  vadinama  askorbatu (24  pav.).

Askorbato/dehidroaskorbato dviejy elektrony redoks poros potencialas yra
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mazesnis nei Berlyno mélynojo/Everitt’o druskos redoks poros potencialas, todél

askorbatas sugeba redukuoti BM paversdamas ji 1 redukuota Priisy baltojo forma:

Fey " [Fe(CN)gls + 2Asc” +4K" — KyFe,[Fe'(CN)g]; + 2DAsc + 2H" (17)

HC 0oH

Askorbatas

Askorbo rigstis Dehidroaskorbatas

24 pav. Askorbo rigstis ir jos formos.

Tada Everitt’o druska i§ naujo yra elektrochemiSkai oksiduojama iki

pradinio BM, jei elektrodo potencialas yra tinkamas susidaryti oksiduotai formai:

KuFes'[Fe(CN)g]; - 48 - 4K — Fe,"'[Fe'(CN)gl5 (18)

Siose redoks reakcijose BM  vaidina redoks mediatoriaus-
elektrokatalizatoriaus vaidmeni, elektronai taip nuo askorbato perduodami
elektrodui. Nors askorbato elektrooksidacija galima ir ant nemodifikuoto stiklo
anglies elektrodo (22 pav.), taciau akivaizdu, kad BM sluoksnis didina Sio proceso
efektyvuma, mazindamas askorbato anodinés oksidacijos potenciala. Pagal
aukSciau apraSyta reakcijos mechanizma askorbato anodiné¢ oksidacija vyksta
numatytose potencialo ribose, kurios atitinka oksiduota BM forma, tai yra E >
0,22 V. Tacdiau, kaip matome 23 pav., kairéje, pH 5,5 tirpale askorbato
elektrooksidacija tgsiasi ir esant mazesnéms potencialo reik§méms, t.y. <0,22 V.
Labiausiai tikétina, kad nesukamo BM modifikuoto elektrodo gauta anodiné

smailé esanti prie 0,1 V atitinka adsorbcijos banga. Anodin¢ adsorbcijos banga
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paprastai yra gaunama, kai medziagos redukuota forma pasizymi stipresniu

adsorbingumu nei oksiduota [126].

80
0,8 mM Asc
60 1 0,6 mM Asc
0,4 mM Asc
0 4 0,3 mM Asc
0,2 mM Asc
0,1 mM Asc
20 0,0 mM Asc
O -
<
3 -20 A
-40 4
_60 .
_80 .
| pH55
-100 400 rpm A
50 mV/s 01 00 01 02 03 04 05
'120 T T T T T T T
-0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Potencialas, V

25 pav. Berlyno mélynuoju modifikuoto stiklo anglies sukamojo disko elektrodo
CV. Elektrodo potencialo skleidimo greitis 50 mV/s, potencialo skleidimo intervalas nuo
—0,1iki 0,5V, elektrodo sukimosi greitis 400 aps./min. Keiciant askorbato koncentracijq
pH 5,5 buferiniame tirpale uzrasomos CV. Nuo 0,0 iki 0,8 mM askorbato pagrindiniame
grafike, o didelés askorbato koncentracijos (nuo 1,0 iki 3,0 mM) idétiniame grafike.

25 pav. pateikiamos CV‘os skirtingoms askorbato koncentracijoms
pastoviame elektrodo sukimosi greityje. Kai néra analizuojamame tirpale
askorbato duotomis salygomis anodinés ir katodinés smailiy poros vidurio
potencialas 0,197 V, o smailiy potencialy skirtumas AE; = 0,1 V. Palyginti mazy
askorbato koncentraciju ribose, nevirSijant 3 mM, nustatytas anodinés srovés

padid¢jimas prie§ anodinés smailés potenciala ir uz jo. Didinant askorbato
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koncentracija, katodiné smailé, atsirandanti griztamo potencialo skleidime,
palaipsniui slenkasi 1 didesnes potencialo vertes, tuo tarpu anodinés smailés
padetis lieka beveik nepakitusi. DidZiausioje naudotoje 3 mM askorbato
koncentracijoje katodinés smailés poslinkis buvo 0,03 V. O anodiné banga, esanti
tarp 0,1 Vir 0,2 V, monotoniSkai auga, didinant askorbato koncentracija (25 pav.).

Pagal Levich lygti (5) [123], turi biiti gauta linijiné¢ priklausomybé
askorbato elektrooksidacijos ribinés srovés nuo elektrodo sukimosi greicio
kvadratinés Saknies.

40 30

—e— 0,5V |pH5,5 s 03V |PH55
sl @ 04V
= 05V

30 1

I, LA

- 20 A

0 2 4 6 8 10 12 14 16 0,0 011 012 013 014 015 0,6
w2, (rad/s)1/2 1w1/2, 1/(radss) 12

26 pav. Berlyno mélynuoju modifikuoto sukamojo disko elektrodo anodinés
sroves priklausomybé nuo elektrodo sukimosi kampinio greicio kvadratinés sSaknies
(kairéje) ir Koutecky-Levich koordinatése (desinéje). pH 5,5 buferinis tirpalas, ® — 0,8
mM askorbato, m — 0,3 mM askorbato koncentracijoms ir naudojant skirtingus elektrodo
potencialus (nurodyti).

26 pav. (kair¢je) rodo, kad tiesiné priklausomybé pagal Levich lygti pH
5,5 buferiniame tirpale yra iSlaikoma tiktai siaurame sukimosi grei¢iuy diapazone
esant maziems elektrodo sukimosi grei¢iams nevirSijant 200 aps./min.
Nukrypimas nuo tiesinés priklausomybés prie didesniy elektrodo sukimosi
greiciy atsiranda dél riboto elektrony pernasos grei¢io. BM modifikuoto elektrodo
elektroninio perkélimo mechanizmas skiriasi nuo nemodifikuoto elektrodo.

Atrodo, yra ir daugiau faktoriy lemianciy Sio proceso greiti BM modifikuotame
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elektrode. Turétume nagrinéti, bent jau tris procesus, kurie gali turéti itakos

elektrokatalizinei askorbato oksidacijai Berlyno mélynuoju modifikuotame

elektrode:
v Elektrono pernasa tarp askorbato ir Berlyno mélynojo, t.y. BM

redukuojamas iki Everitt’o druskos pagal ank$¢iau minéta reakcija (17);

v Elektrono pernasa per BM sluoksni, kuris vyksta, turbat, ribotu
grei¢iu, dél riboto Berlyno meélynojo elektrinio laidumo (jis pasizymi
puslaidininkio savybémis);

v Elektrono pernasa tarp Berlyno mélynojo (ar Everitt’o druskos) ir
elektrodo.

SDE eksperimentu negalime nustatyti, kuris i§ $iy procesy yra atsakingas

uz reakcijos greicio apribojima misy nagrinéjamoje sistemoje.

—e— 05V |pH7,3 pH73

1/, 1/ (mA / cm?2)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 0,0 011 012 0:3 0;4 0;5 0,6
w1/2, (radss)1/2 1w1/2, 1/(radss) 12

27 pav. Tas pats kaip ir 26 pav., tik naudojamas pH 7,3 fosfatinis buferinis
tirpalas.

Bet kokiu atveju, visi auks§Ciau paminéti faktoriai yra jtraukti | kineting
srove, kuri gali buti gauta esant be galo dideliam elektrodo sukimosi greiciui.
Pagal Koutecky-Levich lygti (8), bendra (suminé) srové gali biiti padalinta i du

komponentus — apribota masés transporto ir kinetinés (arba apribota reakcijos)

Sroves.
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Kaip ir numato Koutecky-Levich lygtis, buvo gauta linijin¢
priklausomybé 1/i nuo 1/w'”? koordinatése. Siose atvirkitinése koordinatése
apdoroti duomenys yra pateikti 26 pav., deSin¢je. Tiesinés priklausomybés su gera
koreliacija buvo gautos pH 5,5 buferiniame tirpale elektrodo potencialams esant
nuo 0,3 iki 0,5 V ir askorbato koncentracijoms nuo 0,1 iki 0,8 mM, visame
studijuotame elektrodo sukimosi greiciy intervale. Panasiis duomenys buvo gauti
ir pH 7,3 tirpale esant skirtingoms askorbato koncentracijoms ir elektrodo
potencialams, Sie duomenys pateikti 27 pav., deSinéje.

Ekstrapoliuojant $iuos duomenis (26 pav., 27 pav.) { l/w"? = 0, tai yra
neapibréztai dideli elektrodo sukimosi greiti, gaunama atkarpa koordinaciy //i
aSyje, 18 kurios gali biiti apskaiciuota kinetiné srove (iy;,).

28 pav. pateikiamos kinetinés srovés tankio priklausomybés nuo
elektrodo potencialo, abiejuose nagrinétuose buferiniuose tirpaluose, kai
askorbato koncentracija yra nuo 0,1 iki 0,4 mM. Kaip ir galima buvo tikétis,
gautos tiesinés priklausomybés. Siy priklausomybiy nuolinkis priklauso nuo
tirpalo pH. Ekstrapoliuojant tieses, gautas pH 5,5 tirpale bei esant askorbato
koncentracijai 0,2 — 0,4 mM, 1 nuling kineting srove, gauname, kad tiesés susikerta
beveik tame paciame taske 0,1 V., o naudojant pH 7,3 buferinj tirpala — apie 0,0
V. Sios potencialo reik§més turéty atitikti askorbato anodinés oksidacijos pradzios
potenciala. Juos sulyging su 23 pav. gautais duomenimis galima sakyti, kad
iSskaiciuotos potencialo reikSmés neperzengia paklaidos riby.

Taip pat i§ kreiviy nuolinkio galima spresti, kad elektrokatalizing
askorbato oksidacija efektyvesné Siek tiek rugStiniuose nei pH-neutraliuose
tirpaluose.

BM modifikuoto elektrodo jautrumas askorbatui priklauso nuo elektrodo

potencialo.
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0,4 mM | pH 5,5
0,3 mM

4 4 O o

. V]

0,2 0,3 04 0,5 0,6

Potencialas, V

28 pav. i priklausomybé nuo elektrodo potencialo naudojant
askorbato koncentracijas (nurodytos). pH 5,5 buferiniame tirpale (kairéje) ir pH 7,3

(desinéje).

IS priklausomybiu pateikty auksc¢iau buvo gauta linijin¢ normalizuotos

o
[&)]

o
~

i Kins mA/cm?2

o
-

0,0

o
w
.

o
N
.

e

0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Potencialas, V

kinetinés srovés (santykis ;‘—]) priklausomybé nuo elektrodo potencialo (29
sc

pav.) abiems studijuotiems buferiniams tirpalams. Srovés didéjimas yra gautas

didinant elektrodo potenciala. Sias tiesines priklausomybes galima aprasyti (16)

lygtimi. pH 5,5 ir pH 7,3 tirpaluose apskaiciuotas a koeficientas, atitinkamai,

lygus 4,12 + 0,26 ir 2,15 £ 0,05 mA/(mM-cm”V). Vadinasi, kinetinés srovés

jautris priklauso nuo elektrodo potencialo ir yra didesnis pH 5,5 tirpale.

y
R

-0,12+2,15x
0,999

2,0
NE 18 o pH73
S 16 e pH55
= 1.6
£ 14 y=-0,41+4,12x
<12 R =0,998
1,0 1
[&]
g 0,8 -
= 06 1
=04

0,2 :

0,2 0,3

0,4

0,5 0,6

Potencialas, V

29 pav. Santykio iy/[Asc’] priklausomybé nuo elektrodo potencialo.
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3.1.4. Elektrokatalizinio Berlyno mélynojo sluoksnio irimas vykstant
katodinei vandenilio peroksido redukcijai

Kompaktiskas Berlyno mé¢lynojo sluoksnis, nusodintas ant stiklo anglies
pavirSiaus, duoda gera elektrokatalizini aktyvuma vandenilio peroksidui. Jau
mums zinoma bendra H,0, elektrochemingés redukcijos reakcijos lygtis (4).

Hidroksilo jonai, Sios reakcijos produktai, sukelia lokaly pH padidéjima
viduje ir Salia BM sluoksnio, dél to Berlyno mélynojo sluoksnis pradeda
laipsniskai irti. Todél yra nustatytas laipsniSkas peroksido elektrokatalizinés
katodinés redukcinés srovés mazéjimas. Zinoma, kad BM modifikuoti elektrodai
pasizymi geru stabilumu rigstiniuose tirpaluose, o neutraliuose ar Siek tiek
Sarminiuose tirpaluose jo stabilumas yra ribotas.

Pasitilytos dvi hipotezés dél BM sluoksnio irimo vykstant katodinei

vandenilio peroksido redukcijai:

w
(9]

401\ E=00V|— be H202 2011 E=01V | — be H202
< \ pH=5,5 0,01mM < \ pH=55 0,01mM
3 N e 0,2 mM E e N N 0,2 mM
-a>530—\\\ — === 0,4mM roy \\\\ ———=- 0,4mM
3 N ——— 0,6mM 3201 ——— 0,6mM
@ ~o S ———= 0,8mM @ - ———— 0,8mM
g2 2157 N O ———— 1,0mM
° o N ~ ~
] o ~_ >~ T~
w o 10 ~.— ~_ <1~
¥ 10 4 N =T ~2

5 4
0 0
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
Laikas, min. Laikas, min.

30 pav. Katodinés srovés kitimas laike vykstant nenuktritkstamai vandenilio
peroksido redukcijai pH 5,5 buferiniame tirpale esant pastoviam elektrodo potencialui
0,0V (kairéje) ir 0,1 V (desinéje).

Pirma, turbut gali bati pH tirpalo ,kritine* verté, nuo kurios prasideda
irimas. Virs$ Sios vertés (t.y. labiau Sarminiuose tirpaluose) irimas turi vykti dideliu
greiciu, o zemiau Sios kritinés vertés poveikio elektrokataliziniam sluoksniui néra
arba yra labai silpnas (maZziau $arminiuos tirpaluose). Siuo atveju, irimo grei¢io

priklausomybé nuo vandenilio peroksido koncentracijos turi biiti netiesiné. Esant
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mazoms peroksido koncentracijoms, hidroksilo jony pasigamina maZzai, OH"
pasklinda po BM sluoksnj, o Berlyno mélynojo sluoksnio viduje pH nesiekia arba
nevirSija kritinés pH vertés. Todél turéty nevykti arba silpnai vykti katalizinio
sluoksnio irimas. Esant dideléms peroksido koncentracijoms, hidroksilo jony
pasigamina daug daugiau per ta pati laika, o pavirSiaus pH padidé¢ja virs kritinés
vertés. Todél, BM sluoksnio irimas vyksta greiiau.

Antra prielaida, kad neegzistuoja jokia kritin¢ tirpalo pH verté. Tuomet,
irimo greitis turéty biiti proporcingas hidroksilo jony pasigaminimo kiekiui, kuris
savo ruoztu yra proporcingas vandenilio peroksido koncentracijai.

BM modifikuotas elektrodas patalpinamas i buferinj tirpala, kuriame yra
tam tikras vandenilio peroksido kiekis (jis nurodytas 30 ir 31 pav.), vykdoma
nenutrikstama vandenilio peroksido elektrolizé. Katodiniy sroviy kitimai pateikti
30 ir 31 pav. IS pateikty grafiky aiSkiai matomas katodinés srovés mazéjimas, tuo

vadovaujantis, galima sakyti, kad elektrokatalizinis sluoksnis laikui bégant irsta.

w
[$)]

\ E=0,0V |—— beH202 % E=01V |—— be H2O2
< 251\ pH=7,3 0,01mM < \1 pH=7,3 0,01mM
= N 0,2 mM v 0,2 mM
@ 20 1 \\ — == 04mM 0 i — == 0,4 mM
§ \\\ ——— 0,6mM © 5| \\ ——— 06mM
BT ARN ———— 08mM @ I ———— 08mM
2 \\\ —=== 1,0mM 154 W ———— 1,0mM
8104 \ AN 8 \\\\\\

S RN 5 104 "\
X \\ N § X \\\\\\
5 E\\\ X 5 | SN
\\\‘%\\ \\\\ESQ
0L == ‘ ———— 04, ‘ ‘ ‘ ‘
0 50 100 150 0 10 20 30 40 50
Laikas, min. Laikas, min.

31 pav. Katodinés sroveés kitimas laike vykstant nenuktritkstamai vandenilio
peroksido redukcijai pH 7,3 buferiniame tirpale esant pastoviam elektrodo potencialui
0,0V (kairéje) ir 0,1 V (desSinéje).

30 pav. naudojant pH 5,5 buferiniame tirpale didesnes vandenilio
peroksido koncentracijas gaunamos didesnés pradinés srovés bei didesnis irimo

greitis. Jei lyginti gautus duomenis pagal elektrodo potenciala, tai greifiau
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katodinés srovés mazéjimas vyksta esant 0,1 V. PanaSios priklausomybés buvo
gautos ir pH 7,3 buferiniame tirpale, jos pavaizduotos 31 pav. Didesnés pradinés
srovés ir irimo grei¢iai buvo gauti, kaip ir pH 5,5 atveju, esant didesnei vandenilio
peroksido koncentracijai. Esant elektrodo potencialui 0,1 V, pH 7,3 buferiniame
tirpale stiprus katodinés srovés mazéjimas matomas per pirmas 10 min., o esant
0,0 V elektrodo potencialui — per 50 min. Katodinés srovés irimo greitis didesnis
pH 7,3 tirpale. Pastebéta, kad net nesant sistemoje H,O,, gauta srové pamazu
maz¢ja tiek pH 5,5 tirpale, tiek pH 7,3.

Vandenilio peroksido elektrokataliziné redukcija BM modifikuotame
elektrode ir BM sluoksnio irimas vykstant elektrokatalizinei redukcijai susideda i$
sudétingy procesy. Irimo proceso pilna kinetiné analizé turi apimti bent jau Siuos
dalinius procesus:

1. Vandenilio peroksido difuzija 1 BM/tirpalo saly¢io sluoksni arba
tiksliau i reakcijos zona.

2. Kruvio neséju (elektrony) pernasa nuo elektrodo per BM sluoksni
reakcijos zona. [ §1 procesa turime atsizvelgti tod¢l, kad BM yra puslaidininkis su
apribotu kruvio ne$¢jy judrumu. Tokiu biidu, esant tam tikroms salygoms (pvz.:
storam BM  sluoksniui), apribotas judrumas gali apriboti absoliuty
elektrokatalizinio proceso greiti.

3. Redoks saveika tarp BM ,,aktyviy centry® ir vandenilio peroksido. Si
reakcija inicijuoja hidroksilo anijony gamyba, kartu padidéja BM sluoksnio
lokalus pH, kuris yra atsakingas uz irimo greiti.

Atsizvelgdami { Siuos dalinius procesus, bent jau i§ principo, gali biiti
sudaryta kinetiné schema Berlyno mélynojo sluoksnio irimui analizuoti. Dél
komplikacijy aprasyty kinetinéje schemoje, mums bity naudingas, bet koks
apytikris skaicius kinetiniy priklausomybiy apibiidinimui. Todél mes, mazé¢jancia
katoding srove (30 ir 31 pav.), kuria siejame su aktyvaus katalizinio BM sluoksnio

irimu, galime apraSyti pirmo laipsnio eksponentés lygtimi (19):
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6 lentelé. Pirmo laipsnio irimo greicio konstantos vykdant nenutritkstamq

vandenilio peroksido elektrolize.

pH | E,V e(H:0), I, pA ki, , min’! R
mM
0,01 0,73 + 0,01 (0,62 +0,01) - 10~ 0,936
0,2 8,97 + 0,02 (2,16 £0,01) - 107 0,997
0,4 16,01 + 0,05 (3,49 +0,01) - 107 0,997
00 0,6 18,10 = 0,07 (3,52+0,01) - 10” 0,997
0,8 29,04 + 0,12 (5,50 +0,01) - 107 0,998
1,0 37,76+ 0,18 (6,05 +0,01) - 10” 0,998
> 0,01 0,52 + 0,01 (0,90 +0,01) - 10° 0,972
0,2 5,81 +0,03 (2,18 £0,01) - 107 0,986
0,4 12,56 + 0,08 (3,92 +0,10) - 10° 0,992
ol 0,6 16,23 + 0,06 (5,24 +0,01) - 107 0,998
0,8 22,90 0,15 (6,08 £0,01) - 10° 0,996
1,0 28,03 0,17 (6,35+0,10) - 10” 0,996
0,01 0,63 + 0,01 (0,32 +0,01) - 107 0,936
0,2 6,28 0,10 (1,61 +0,04) - 107 0,983
00 0,4 8,71 0,18 (2,17 £ 0,06) - 107 0,977
0,6 14,60 = 0,26 (2,92 + 0,08) - 10” 0,985
0,8 21,30 £0,25 (3,43 +0,06) - 107 0,994
73 1,0 26,93 0,71 (3,76 £ 0,17) - 10” 0,994
0,01 0,96 + 0,01 (4,10 £ 0,02) - 107 0,938
0,2 7,47 £0,29 (1,32 +0,08) - 10! 0,905
ol 0,4 12,52 £ 0,36 (2,03 +0,09) - 10! 0,948
0,6 17,63 + 0,47 (2,38 +0,10) - 10! 0,955
0,8 23,11 + 0,40 (2,48 +£0,07) - 10! 0,982
1,0 28,37 + 0,40 (2,49 +0,06) - 10™! 0,988
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I=1,-e"" (19)

kur 7 yra katodiné srové po kurio nors laiko momento (t);
1) — pradiné srové, kai ¢ = 0;
t — laikas;

k;. — pirmo laipsnio irimo grei¢io konstanta.

Remiantis (19) lygtimi ir duomenimis, atidétais 30 ir 31 pav,,
apskai¢iuojamos pirmo laipsnio irimo grei¢io konstantos tam tikroms peroksido
koncentracijoms, darbinio potencialo ir tirpalo pH vertéms (6 lentel¢). pH 5,5
buferiniame tirpale irimo grei¢io konstanta kinta nuo 2,16:107 iki 6,05-10” min."
vandenilio peroksido koncentracijoms, atitinkamai, esant 0,2 ir 1,0 mM, elektrodo
potencialui - 0,0 V. O potencialui esant 0,1 V, esant tom pacioms salygoms, nuo
2,18-107 iki 6,35-10° min.”. Tai reiskia, kad BM sluoksnis puse savo aktyvumo,
esant elektrodo potencialui 0,0 V ir didziausiai bei maziausiai H,0,
koncentracijai, praranda per 115 ir 321 min. Kai elektrodo potencialas yra 0,1 V -
per 109 ir 318 min., atitinkamai, esant didziausiai ir maziausiai vandenilio
peroksido koncentracijai.

Daugiau Sarminiame tirpale (pH 7,3) irimo grei¢io konstantos reikSmeés
yra mazdaug viena laipsnio eile didesnés - 0,0 V ir dviem — esant 0,1 V, lyginant
jas su pH 5,5 buferiniu tirpalu. Elektrodo potencialui esant 0,0 V apskaiciuota k;,
reikimé yra nuo 1,61-107 iki 3,76:10° min.” peroksido koncentracijoms,
atitinkamai, esant nuo 0,2 iki 1,0 mM, o pusg¢ intensyvumo praranda per 43 ir 18
min. Kai elektrodo potencialas yra 0,1 V, apskaiciuotos irimo greic¢io konstantos,
esant toms palioms peroksido koncentracijoms, yra nuo 1,32-107 iki 2,49-10"
min.”, o pusg intensyvumo praranda, labai greitai, per 5 ir 3 min., esant 0,2 ir 1,0
mM vandenilio peroksido koncentracijoms. Gauti duomenys irodo, kad Berlyno
mélynuoju modifikuotas stiklo anglies elektrodas pasizymi ribotu stabilumu

vykstant elektrokatalizinei H,O, redukcijai.
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32 pav. pateikiamos irimo grei¢io konstanty priklausomybés nuo
vandenilio peroksido koncentracijos. Linijinés priklausomybeés buvo gautos esant
0,0 V potencialui naudotuose buferiniuose tirpaluose, taciau elektrodo potencialui
esant 0,1 V ties¢ uzsilenké prie didesniy H,O, koncentracijy pH 7,3 tirpale (32

pav., desing¢je).

0,05 0,30
0,0V 0,1V
004{ PH=T73 0251 o ©
k =0,0105 + 0,288[H202]
T o0 R=00995 g -, 0201 /
£ E 015 pH=T7.3
= = 0 o k =0,0385 + 0,3812[H202]
< 0,02 3 =
& € 010 R =0,988
pH =5,5 pH =55
0,01 | k =0,0006 + 0,0063[H202] 0,05 1 k = 0,0009 + 0,0065[H202]
R = 0,989 R=0091
0,00 ‘ ‘ | ‘ ‘ 0,00 1 . . 2 ‘ -
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

32 pav. Pateikiamos pirmo laipsnio irimo greicio konstantos priklausomybé nuo
vandenilio peroksido koncentracijos, gautos pH 5,5 ir pH 7,3 tirpaluose, naudojant 0,0 V
(kairéje) ir 0,1 V (desinéje) potencialg.

Gautas priklausomybes galima aprasyti Sia tiesés lygtimi:
k,=a+b-[H,0,]

(20)

kur k;, yra pirmo laipsnio irimo grei¢io konstanta;

a ir b — empiriniai koeficientai.

Sioje lygtyje koeficientas a apraso BM sluoksnio irimo greiti nesant
sistemoje vandenilio peroksido, t.y. ,grynas“ elektrocheminis irimas. Sis
koeficientas priklauso nuo tirpalo pH bei elektrodo potencialo. Taip pat, i §i
koeficienta iskaiCiuota ir molekulinio deguonies esancio elektrolite reakcijos itaka
irimui. Koeficientas b reprezentuoja irimo jautruma nuo vandenilio peroksido

koncentracijos todé¢l, priklauso nuo tirpalo pH bei elektrodo potencialo. Linijiné
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priklausomybe gauta 32 pav., kair¢je, reiSkia, kad jokia ,kritine* peroksido
koncentracija neegzistuoja, ir, atrodo, irimo greitis tiesiogiai proporcingas
vandenilio peroksido koncentracijai. Taciau elektrodo potencialui esant 0,1 V ir
didesnéms vandenilio peroksido koncentracijoms (nuo 0,6 mM) ties¢ uZlinksta
naudojant pH 7,3 tirpala 32 pav., deSinéje.

Gautas linijines priklausomybes ekstrapoliuojant | nuling vandenilio
peroksido koncentracija gauname Berlyno mélynojo sluoksnio irimo konstantas,
kai sistemoje néra peroksido. Empiriniy koeficienty apskai¢iavimas leidzia
nustatyti tirpalo pH, elektrodo potencialo, vandenilio peroksido poveiki BM
sluoksnio irimui. Sie dydZiai buvo apskaiéiuotas i§ 32 pav. [vertinus koeficiento a
reikSmes nustatyta, kad BM sluoksnio irimas esant 0,0 V elektrodo potencialui
apie 17,5 karto greitesni pH 7,3 buferiniame tirpale, nei pH 5,5. O elektrodo
potencialui esant 0,1 V — apie 43 kartus greitesnis.

Irimo greicio konstanta didinant peroksido koncentracija (t.y. koeficientas
b) yra apytiksliai 46 karto didesn¢ pH 7,3 tirpale nei pH 5,5 esant 0,0 V
potencialui ir apie 59 kartus didesné — esant elektrodo potencialui 0,1 V. Tai rodo,

kad BM sluoksnio stabilumas mazéja didinant tirpalo pH bei elektrodo potenciala.

3.2. BM modifikuoto elektrodo taikymas biojutiklio konstravime

Ruosiant bereagentines biojutikliy sistemas, visi jutiklio kompotentai
tvirtai fiksuojami ant elektrodo pavirSiaus. O viena i§ svarbiausiy uzduociy yra
efektyvaus elektrony pernasos tarp imobilizuoto fermento ir elektrodo pavirSiaus
uztikrinimas.

Berlyno mélynasis yra vienas i§ dazniausiai naudojamuy mediatoriy

daugelyje oksidaziy bei dehidrogenaziy katalizuojamose reakcijose.
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3.2.1. Gliukozés biojutiklio kiirimas

Gliukozes oksidazé katalizuoja gliukozes oksidacijos reakcija, kurios
metu susidaro vandenilio peroksidas. O Berlyno mélynojo sluoksnyje vyksta
elektrokataliziné vandenilio peroksido redukcija, kurios metu registruojamas

katodinés srovés atsiradimas (33 pav.).

BM sluoksnis \.lGOD-Chi-Gla\ > Tirpalas
B-D-Gliukozé

ED

D-Gliukono
laktonas

IStirpes O,

33 pav. Gliukozés biojutiklio veikimo mechanizmas.

Siame darbe gliukozés oksidazés imobilizavimui pasirinkome chitozana
(34 pav.) ir suriSimo agenta — glutaro aldehidas. Glutaro aldehidas — bifunkcinis
reagentas, turintis dvi aldehidines grupes, kurios reaguoja su baltymo laisvomis
amino grupémis ir taip imobilizuoja/surisa fermenta. Tokiu biidu baltyminiai

komponentai ,,susiuvami‘ i erdving struktiira ir sudaro netirpia plévele:

baltymas—NH, + CHO—(CH,);—CHO + H,N—baltymas —
— baltymas—N=CH—(CH,); ~-CH=N-baltymas (21)

Yra pastebéta, kad imobilizavus fermenta ant ZnO elektrodo chitozano
pagalba aktyvumas buvo 7,9 karto didesnis, negu papildomai pridéjus i Sia sistema

Gla[127].
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34 pav. Chitozano cheminé struktiira.

Chitozanas su fermentu taip pat gali biiti ,,susiuvami‘ tarpusavyje, nes
chitozanas savo molekulinéje struktiiroje turi amino grupeg. Yra pastebéta, kad
chitozano membrana yra laidi vandenilio peroksidui, bet nelaidi interferentinéms
medziagoms. IS to seka, kad chitozanas turi dvi funkcijas: imobilizuoja fermenty ir
trukdo tokiy medZziagy kaip askorbo, Slapino rugsciy prasiskverbima per
fermenting membrang prie elektrodo pavirSiaus [128, 129]. Tokiose fermentinése
sistemose fermentai pasizymi dideliu aktyvumu, yra stabiliis. Neautomatizuotas
biojutikliy paruosimo biidas, kuri naudojome mes, sukelia technologiniy problemuy
dél polimero sluoksnio nehomogeniskumo, tikslaus sluoksnio uzneSimo,

nevienodo polimero sluoksnio.

3,0
|matx = 3,664 + 0,191 pA o = 3489 £ 0227 A
2.5 JKm@" = 0,691 £ 0,076 mM tar
< R = 0,995 o KMt =0,75+0,10 mM
=] 9 ®_R=0,994
q>_) 2,0 o (.) ° v
= ©Y Imax = 3,023 £ 0,113 uA
o 19 Km@" = 0,658 + 0,053 mM
3 R = 0,997
E 1,0 A
e (,35Chi-GOD-Gla
05 o 0,40Chi-GOD-Gla
v 0,50Chi-GOD-Gla
0,0 , , , , ,
0,0 05 1,0 1,5 2,0 25 3,0
¢(Glu), mM

35 pav. SAE/BM/Chi-GOD-Gla biojutiklio atsako priklausomybé nuo gliukozés
koncentracijos. Biojutikliai paruosti naudojant skirtingq chitozano kiekj. 0,1 M fosfatinis
buferinis tirpalas, pH 7,3, elektrodo potencialas 0,0 V.
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Nustatytos optimalios elektrodo SAE/BM/Chi-GOD-Gla veikimo salygos.
Pastebéta, kad biojutikliy jautris priklauso nuo fermento imobilizavimo salygy.
Buvo kei¢iamas fermento imobilizavimui naudojamas chirosano kiekis (35 pav.).

Biojutikliy sistemy, naudojant skirtingus Chi kiekius, efektyvumas buvo
vertintas matuojant sroves stiprio priklausomybg¢ nuo Glu koncentracijos (35
pav.). Naudojant tris vienodai modifikuotus elektrodus buvo apskaiciuoti
duomeny vidurkiai. Didziausias srovés tankis buvo pasiektas, kai GOD
imobilizavimui buvo naudojama 400 pl/ml Chi (52,47 + 2,36 pA/(mM-cm?)). O
naudojant 350 ir 500 pl/ml Chi GOD imobilizavimui srovés tankiai labai panasis

ir lygus, atitinkamai, 46,20 + 2,08 ir 46,12 + 2,08 uA/(mM-cmz).
3.2.1.1. Gliukozés biojutiklio charakteristikos

35 pav. pateiktos gradavimo kreivés buvo aproksimuotos pagal

modifikuota Michaelio-Menten lygti:

()

C[Glu]+ K™ (22

kur [ - srovés stipris;

I_.. - maksimalus srovés stipris;

max

[Glu] — gliukozés koncentracija;

K,/ - tariamoji Michaelio-Menten konstanta.

Fermento katalizinés savybés buvo ivertintos apskaiCiavus tariamas
Michaelio-Menten konstantas. Didziausia K, reikSmé gauta, kai naudojamas
maziausias, t.y. 350 pl/ml, Chi kiekis, 0,75 + 0,10 mM, o maziausia, kai
naudojamas didziausias Chi kiekis, 0,658 £ 0,053 mM. Naudojant 400 pl/ml Chi
kieki K;; lygi 0,691 + 0,076 mM. Tolimesniems tyrimams buvo pasirinktas
SAE/BM/0,4Chi-GOD-Gla elektrodas, dé¢l gauto didziausio jautrumo gliukozei.
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Buvo ieskoma fermentinio jutiklio optimalaus darbinio potencialo. Tam
1Smatuotas sroves stipris esant skirtingiems potencialams (nuo - 0,3 V iki + 0,3 V),
kai gliukozés koncentracija tirpale buvo pastovi (36 pav.). Maksimalus srovés
stipris buvo gautas esant elektrodo potencialui 0,0 V. SAE/BM/0,4Chi-GOD-Gla
biojutiklio nustatymo riba yra 0,41 uM Glu, dar mazesng nustatymo riba pavyko
gauti tik F. Ricci, jis Glu nustatymui naudojo SME [39]. Atsizvelgiant | atsako
jautruma, galima biojutiklio selektyvuma ir stabiluma, Sis potencialas yra iSrinktas

tolimesniems bandymams.

0,2 1 Potencialas, V
?

(=)

0,4 0,4

36 pav. Elektrodo SAE/BM/0,4Chi-GOD-Gla srovés stiprio priklausomybé nuo
potencialo. 0,1 M fosfatinis buferis, pH 7,3; 0,5 mM gliukozés.

Biologiskai aktyvios medziagos (GOD) ir Berlyno mélynojo stabilumas
priklauso nuo tirpalo pH. Perzituréjusi nemazai straipsniy Sia tema, pasirinkau
neutraly fosfatini buferini tirpala (pH 7,3), kaip optimaly elektrolita Glu
nustatymui mano sukonstruotiems biojutikliams. O GOD tirpalams gaminti
pasirinkau pH 5,5 buferinj tirpala, kadangi laisvo fermento optimalus pH yra 5,19
[130].

Biojutiklio nuostovioji srové nusistovi per 6 - 8 min. Chitozanas gerai

brinksta vandenyje, tod¢él pageréja fermento substrato ir reakcijos produkto
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difuzija polimero plével¢je bei prie§joniy judrumas, svarbus uztikrinant greita
kriivio pernasa nuo fermento aktyvaus centro elektrodui. Gliukozés biojutiklio

atsakymo laikas 1 tirpala pridéjus 0,5 mM gliukozés buvo 120 s.

3.2.1.2. Biojutikliy stabilumas

Elektrody, modifikuoty skirtingais chitozano kiekiais, stabilumas buvo
stebimas keleta dieny tarp matavimu elektroda laikant 4°C temperatiiroje
fosfatiniame buferiniame tirpale pH 7,3. Siy biojutikliy stabilumas néra didelis,
nes per pora dieny prarandama beveik 80 % pradinio jautrio (7 lentel¢). Naudojant
500 pl/ml Chi kieki stebimas Siek tiek didesnis analizinés sistemos stabilumas.
Taciau Chi koncentracijos tolimesnis didinimas labai stipriai pakeit¢ GOD tirpalo
klampuma, todé¢l jo jau nebeimanoma buvo padéti ant elektrodo pavirSiaus. Taip
pat bandymas padidinti glutaro aldehido kieki nedavé geresniuy rezultaty.
Manome, kad toks blogas Siy biojutikliy stabilumas gali buti paaiSkintas nedideliu
fermento ,,susiuvimo* laipsniu. Labai tikétina, kad Zemas stabilumas gali biiti ne
tik dél GOD issiplovimo, bet ir dél Berlyno mélynojo sluoksnio nestabilumo pH
7,3 buferiniame tirpale, kadangi stabilumas nebuvo didelis net naudojant dializés
membrana, kuriai esant neturéty iSsiplauti gliukozés oksidazé ar wuzsitersi
elektrodo pavirSius. Yra duomeny, kad Pt/BM/GOD-Chi elektrodas pasizyméjo
geru stabilumu, jis net 30 dieny neprarado savo jautrumo Glu [128] ir net daugiau
kaip 70 dieny [129]. Ant IAO elektrodo chitozano pagalba imobilizavus GOD
biojutiklio jautrumas gliukozei per 30 dienu nukrito tik 10 % nuo pradinés vertés
[131]. Priezasc¢iy dé¢l tokiy prasty rezultaty miisy sukonstruoto biojutiklio gali biiti
daugybé, taiau manone, kad pagrindiné i§ juy yra stiklo anglies elektrodo

pavirsius, jis yra inertinis, lygus, todél prie jo sunkiai prilimpa GOD tirpalas.
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7 lentelé. Gliukozeés biojutiklio jautris tik pagaminus biojutikli ir po trijy pary.

Tik pagaminus Po trijy pary
Biojutiklis Jautris, Jautris,
) % ) %
pA/(mM-cm®) pA/(mM-cm”)

SAE/BM/0,35Chi-GOD-Gla 46,20 £ 2,29 100 8,33 +0,18 18,04
SAE/BM/0,4Chi-GOD-Gla 52,47 + 2,40 100 10,17 £ 0,23 19,38
SAE/BM/0,5Chi-GOD-Gla 46,12 £ 2,55 100 9,75+ 0,20 21,14
SAE/BM/0,4Chi-GOD-

16,09 + 0,39 100 4,85+ 0,14%* 30,14%*
Gla/dializés membrana

* - po septyniy dieny

3.2.1.3. Interferentiniy medZziagy jtaka

SAE/BM/0,4Chi-GOD-Gla biojutiklio specifiSkumas buvo jvertintas,
iStyrus sistemos atsaka | vienodos koncentracijos skirtingy analic¢iy bandinius (37
pav.). Pasirinkome dvi interferentines medZiagas, tai askorbo riigS§ti bei
paracetamoli. IS 37 pav. matyti, kad jau esant 0,0 V elektrodo potencialui AR
atsakas yra 50 % gliukozés atsako, o paracetamolio — 20 %. Teigiaméjant
elektrodo potencialui interferentiniy medziagy atsakas auga, o Glu — mazéja. Buvo
sukonstruotas Pt/BM/Chi-GOD biojutikllis, kuris pH 6,86 fosfatiniame tirpale
esant 50 mV elektrodo potencialui nedavé jokio AR (0,06 mM) ir Slapimo riigsties
atsako [129]. Taciau ne visi sukonstruoti biojutikliai chitozano pagrindu pasizymi

tokiu geru specifisSkumu [131].
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Analités

37 pav. SAE/BM/0,4Chi-GOD-Gla biojutiklio specifiskumas interferentinéms
medziagoms. Fiksuota elektrodo srovés stiprio priklausomybé nuo potencialo, 0,1 M
fosfatiniame buferiniame tirpale, pH 7,3. Analiciy koncentracija tirpale buvo 0,5 mM.

Askorbo rugsties fiziologiniuose méginiuose yra beveik 4 kartus maziau
nei mes pasirinkome bandymui (0,5 mM) [106], o Glu koncentracija kraujyje

sveiko zmogaus yra nuo 3,1 iki 6,4 mM.

3.2.1.4. Gliukozés oksidacija ant BM/Chi-GOD-Gla modifikuoto sukamojo
disko elektrodo

Siame eksperimente buvo fiksuojamas SAE/BM/0,4Chi-GOD-Gla
elektrodo srovés stipris vykstant gliukozés oksidacijai, kai Glu koncentracija
tirpale yra pastovi, pH 7,3 fosfatiniame buferiniame tirpale, esant 0,0 V elektrodo
potencialui, didinant elektrodo sukimosi greiti nuo 40 iki 2600 aps./min (38 pav.,
kairéje). IS grafiko matyti, kad didinant elektrodo sukimosi greiti auga ir stovés
stipris.

SDE naudojimas mokslininkams leido padidinti metodo jautruma
nustatomai analitei ir nustatyti vis mazesnius jos kiekius. Argentinos mokslininkai
pasinaudodami sukamojo disko elektrodu nustaté Cis, koncentaciju ribose nuo
0,05 iki 90 uM (R=0,998), glutationa — 0,04 iki 90 uM (R=0,999) [132],
ciprofloksacina — 0,02 — 65 uM (R=0,999) [133]. Ciprofloksacinas yra chinolony
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grupés antibakterinis vaistas vartojamas kai kurioms bakterijy sukeltoms
infekcinéms ligoms gydyti. Metody aptikimo ribos, atitinkamai, lygios 0,7 nM,
0,3 nM [132], 0,4 nM [133]. Siy, ir ne tik, anali¢iy mazy koncentracijy nustatymas

yra svarbus analitiniu pozitiriu.

01mM | pH7.3
03mM | 0.0V

o
-
N

o
i
o

0,08 -

0,06

11, 1/(u Alem?)

0,04

0,02 1
M ‘ ‘ ‘ 0,00 /2 ‘ ‘ ‘ ‘

5 10 15 20 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
1w 12, 1/(rad/s)1/2

w1/2, (rad/s)”2

38 pav. Katodinés srovés priklausomybé nuo elektrodo sukimosi kampinio
greicio Saknies, kuri gauta SAE/BM/0,4Chi-GOD-Gla elektrodq patalpinus 0,1 M
fosfatini pH 7,3 tirpalg, elektrodo potencialas 0,0 V, naudojant skirtingas gliukozés
koncentracijas (jos nurodytos) (kairéje) ir apdoroti duomenys atvirkstinése koordinatése
pagal Koutecky-Levich lygti (desinéje).

38 pav. (deSinéje) vaizduoja apdorotus duomenis, gautus atvirkStinése
koordinatése pagal Koutecky-Levich lygti (8). Buvo gautos tiesés su gera

koreliacija.

161 pH 7.3 2500 aps./min
100V 7100 aps./min
600 aps./min

300 aps./min
150 aps./min
85 aps./min

40 aps./min

o N £ (2] ©
4 L L L L

¢(Glu), mM

39 pav. SAE/BM/0,4Chi-GOD-Gla biojutiklio atsako priklausomybé nuo
gliukozés koncentracijos esant skirtingiems elektrodo sukimosi greiciams (jis nurodyts).
0,1 M fosfatiniame buferiniame tirpale, pH 7,3, elektrodo potencialas 0,0 V.
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IS gauty duomeny, naudojant sukamojo disko elektroda buvo gautos
biojutilio sroveés stiprio priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos esant

skirtingiems elektrodo sukimosi grei¢iams (39 pav.).

8 lentelé. Gliukozés oksidacijos ant SAE/BM/0,4Chi-GOD-Gla biojutiklio
kinetiniai parametrai esant skirtingiems elektrodo sukimosi greiciams. Reakcija vykdyta

0,1 mM fosfatiniame buferiniame tirpale, pH 7,3, elektrodo potencialas 0,0 V.

Elektrodo
sukimosi * war * Jautris,
greitis, Tin> A Ky » mM pA/(mM-cm?)”
aps./min
40 6,158 £ 0,155 0,906 + 0,079 55,55 +£4,04
60 7,415+ 0,204 0,901 £0,074 58,57 +£4,70
85 8,441 £ 0,901 0,895 + 0,061 65,70 £ 5,35
120 9,367+ 0,314 0,888 + 0,074 74,22 £ 6,07
150 10,337 £ 0,365 | 0,874 +0,074 80,60 £ 6,58
200 11,403 £0,378 | 0,844 + 0,054 89,35 +7,37
300 12,205+ 0,394 | 0,789 + 0,066 102,13 £ 8,45
400 12,906 + 0,383 | 0,734 + 0,058 112,75 £9.26
600 13,902 +0,444 | 0,680=+0,059 | 127,89 +10,36
800 14,740 £ 0,447 | 0,661 £0,055 | 146,57 + 14,21
1100 15,594 £ 0,471 | 0,652 +0,054 | 156,12+ 15,24
1700 16,234 +0,404 | 0,611 +0,043 | 168,80+ 16,52
2600 16,775+ 0,325 | 0,557 +0,031 | 183,64+ 17,87

* parametrai buvo gauti i§ duomeny su gera koreliacija (R buvo 0,997-0,999 ribose).
** jautris buvo apskaiciuotas i§ duomeny kur R buvo 0,995-0,998 riboje.

Didinat elektrodo sukimosi greitj mazéja difuzinio sluoksnio storis, todél
geréja masé€s pernasa ant ir nuo imobilizuoto fermento aktyvaus centro. IS kreiviy
apskaiCiuotos tariamos Michaelio-Menten konstantos. Skai¢iavimuy duomenys

pateikti 8 lenteléje. Kai elektrodo sukimosi greitis yra 2600 aps./min 7, padidéja

apie 4,5 karto, o Glu nustatymo jautris apie 3,5 karto lyginat duomenis gautus su

nesukamu  SAE/BM/0,4Chi-GOD-Gla  biojutikliu.  Nesukant  biojutiklio

apskaiciuota K, buvo 0,691 £ 0,076 mM, o esant 2600 aps./min nezymiai

sumazéjo iki 0,557 £+ 0,031 mM. Natyvaus GOD fermento i§ Asp. niger
Michaelio-Menten konstanta yra 22,6 mM. Naudojant sukamojo disko elektroda
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padidéjo metodo jautrumas nustatomai analitei (8 lentel¢), sumaze¢jo gliukozés
nustatymo riba nuo 0,36 iki 0,075 uM elektrodo sukimosi grei¢iui, atitinkamai,
esant nuo 40 iki 2600 aps./min. MaZzy Glu koncentracijy nustatymas yra svarbus,
nes tokioms analizéms nereikalingas kraujas. Siuo metu Glu nustatymui
didziausias jautris yra gautas 69,26 pA/(mM-cm?®), GOD imobilizavimui

naudojant chitozana ir Au nanodaleles [116].
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4. ISVADOS

. Stiklo anglies elektrodas, modifikuotas Berlyno mélynuoju, pasizymi
elektrokataliziniu aktyvumu vandenilio peroksido redukcinéje ir askorbato
oksidacingje reakcijose. Vandenilio peroksido katodinés redukcijos katalize
efektyviai vyksta placiame elektrodo potencialo diapazone Zemiau Berlyno
melynojo redukcijos potencialo (apie 0,2 V pagal Ag/AgCl lyginamaji
elektroda). Askorbato oksidacija ant Berlyno mélynuoju modifikuoto elektrodo
vyksta esant 0,1 — 0,2 V zemesniame potenciale, lyginant su nemodifikuotu
stiklo anglies elektrodu.

. Esant mazai vandenilio peroksido koncentracijai (iki 0,3 mM), sukamojo disko
elektrodo metodu nuo 0,1 iki —0,4 V potencialo ribose nustatyta kinetiné srove
yra apie du kartus didesné pH 5,5 nei pH 7,3 fosfatiniame buferiniame tirpale.

. Esant santykinai didelei vandenilio peroksido koncentracijai (vir§ 0,6 mM),
stebimi nukrypimai nuo Koutecky-Levich lygties galimai irodo stadijini
vandenilio peroksido katodinés redukcijos mechanizma ant Berlyno mélynuoju
modifikuoto elektrodo.

. Vandenilio peroksido katodinés redukcijos metu Berlyno mélynojo sluoksnis
patiria intensyvius irimo procesus. Apskai¢iuotos pseudo pirmojo laipsnio
irimo grei¢io konstantos. pH 5,5 tirpale jos yra nuo 2,16:107 iki 6,05-107
min.” esant 0,0 V potencialui, o pH 7,3 visa eile didesnés.

. Berlyno mélynuoju modifikuotas stiklo anglies elektrodas panaudotas
biojutiklio kiirime. Gliukozés oksidazé imobilizuota ant elektrodo pavirSiaus
chitozano ir glutaro aldehido pagalba. Nustatytas optimalus elektrodo
potencialas, stabilumas, atrankumas. 3,5 karto padidintas biojutiklio jautris

naudojant sukamojo disko elektroda.
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