VILNIAUS UNIVERSITETAS

MARIUS DAGYS

ADSORBUOTU ANT AUKSO NANODARINI U DAUGIAVARI U OKSIDAZI U
FUNKCIJA

Daktaro disertacijos santrauka

Fiziniai mokslai, biochemija (04P)

Vilnius, 2012



Disertacija rengta 2007 — 2011 metais Vilniaus arsiteto Biochemijos institute.

Mokslinis vadovas:
Prof. habil. dr. Juozas Kulys, LMA tikrasis nar{&jlniaus universiteto Biochemijos

institutas, fiziniai mokslai, biochemija — 04P).

Disertacija ginama Vilniaus universiteto Biochemije mokslo krypties taryboje:
Pirmininkas — prof. habil. dr. Valdemaras Razumas, LMA tikrasasys (Vilniaus
Universiteto Biochemijos institutas, fiziniai mo&slbiochemija — 04P).

Nariai:

— prof. habil. dr. Valdas Stanislovas Laurinaus, LMA tikrasis narys (Vilniaus
Universiteto Biochemijos institutas, fiziniai mokslbiochemija — 04P).

—dr. llja Ignatjev (Valstybinis moksligityrimy institutas Fiziny ir technologijos
moksly centras, fiziniai mokslai, biochemija — 04P).

—prof. habil. dr. Albertas Malinauskas (Valstybim®ksliniy tyrimy institutas Fizing ir
technologijos moksl centras, fiziniai mokslai, chemija — 03P).

—dr. Rantinas Valiokas (Valstybinis mokslipityrimy institutas Fizinj ir technologijos
moksly centras, fiziniai mokslai, fizika — 02P).

Oponentai:

— habil. dr. Narimanta€énas (Vilniaus Universiteto Biochemijos institutiginiai
mokslai, biochemija — 04P).

—dr. Arinas Jagminas (Valstybinis moksiljrtiyrimy institutas Fiziny ir technologijos

moksly centras, fiziniai mokslai, chemija — 03P).

Disertacija bus ginama vieSame Biochemijos moksjpties tarybos paslyje 2012 m.
rugsejo meén. 27 d. 14 val. Vilniaus universiteto Biochemijastitute, 522 kamb.

Adresas: Mokslininlg g. 12, Vilnius, Lietuva.

Disertacijos santrauka iSsiuntta 2012 m. rugjcio men. 27 d.

Disertacip galima per4iréti Vilniaus universiteto bibliotekoje.



IVADAS

Siame darbe nagmjamos daugiavasi oksidaziy bioelektrokatalitigs funkcijos.
Geriausiai charakterizuotos daugiadsapksidazs yra lakazs (benzendiolio: deguonies
oksidoreduktaz, EC 1.10.3.2), bilirubino oksidagz (bilirubino: deguonies
oksidoreduktaz, EC 1.3.3.5), askorbato oksidaz (L-askorbato: deguonies
oksidoreduktaz, EC 1.10.3.3) ir Zzmogaus ceruloplazminas (ferakzidgelezies(ll):
deguonies oksidoredukigzEC 1.16.3.1). Bendri spektroskopijos ir rentgespmduliy
kristalografijos tyrimai parod kad visos daugiavés oksidazs savo sugtyje turi bent
vieng meélyngjj vario aktywjj centy, kitaip vadinam T1 vario centy, ir T2/T3 trijy
vario atony kompleka uZtikrinartius specifin fermentin aktyvum. Zmogaus
ceruloplazminas yra unikalus tuo, kad savo ébyd turi kelis T1 vario centrus
(Solomon, Sundaram ir kiti 1996). Visos daugiggaioksidazs vykdo deguonies
redukcip iki vandens oksiduojant atitinkansubstrat pagal ketun elektrony redukcijos
mechanizm (Morozova, Shumakovich ir kiti 2007). Gyvuose arganuose Sie
fermentai atliekavairias funkcijas susijusias su orgamisubstrai oksidacija skirtingais
cheminiais mechanizmais.

Viena iS daugiavaui oksidaziy — lakaz yra redoks aktyvus fermentas, kuris oksiduoja
jvairius organinius ir neorganinius substratus iduleioja deguon iki vandens
nesusidarant tarptms reaktyvioms deguonies gémps (Solomon, Sundaram ir Kiti
1996). Sios lakani savyles leidZia naudoti jas biojutikli konstravimui (Kruus 2000;
Duran, Rosa ir kiti 2002; Minussi, Pastore ir K002) ir biokuro elementbiokatod;
karimui (Yan, Su ir kiti 2007; Coman, Vaz-Dominguer kiti 2008; Gallaway,
Wheeldon ir kiti 2008; Gallaway ir Calabrese Bar@®09).Pirmg karty Sis fermentas
buvo atrastas japonisko lako med&hus verniciferasyvuose 19 amziuje (Yoshida
1883). Lakazs yra randamos tiek aukStesniuosiuose augalu@degtybuose. Augal
lakazs dalyvauja ligninio sintés procesuose, katalizuodamos monomerjanginiy
(p-kumaril, koniferil ir sinapil alkohotj) polimerizacijos reakcijas pagal radikaljni
reakciy mechanizmus. Grybuose randamos lakakatalizuoja lignino degradagij
gryby vystymosi, morfogenés, patogenes ir detoksikacijos procesus (Thurston 1994;
Zhao ir Kwan 1999; Leonowicz, Cho ir kiti 2001).

Zmogaus ceruloplazminas yra stidgiausia daugiavaroksidaz (Solomon, Sundaram
ir Kiti 1996). Jo molekulia strukfira sudaryta iS SagkompaktiSki domem su dideliais
Kilpiniais intarpais, ir turitiy SeSis stipriai suriStus vario atomus: trysjiSydaro T2/T3
aktywjj centy ir trys atomai yra suristi trijuose T1 vario cerdse. Be to, Cp yra
monomeras turintis auksglikozilinimo laipsn (7 — 8%) (Lindley, Card ir kiti 1997).
Biologinése ir chemise sistemose vykstantys cheminiai procesai yrajesisi
elektron; pernasa. Tad Sie procesai nagréjami jvairiais aspektaigvairiose mokslo
srityse. Elektrop pernasa gamtoje yra paprastai susijusi su ensrggpykaita.
Principiniai biologires elektrom pernasos principai yra neblogai iSnadftiin juos
bandoma panaudoti technologiniuose procesuoser@ilaFantuzzi 2001). Ypatingai
jdomus toky biokatalizatony panaudojimas tiesiogis elektrom pernasos (TEP)
bioelektrokatalitidse sistemose, kuriose redoks aktyvios biomokekutiesiogiai
saveikauja suvairios kilmés elektrod pavirSiais (Freire, Pessoa ir kiti 2003).
Pirmosios publikacijos apie TEP tarp redoks aktgvdnaltymo turidio fermentin
aktyvuny buvo susijusios su auksSto potencialo lakaze iSéqmpbio Trametes
versicolor (Berezin, Bogdanovskaya ir kiti 1978; Tarasevi¥layopolov ir kiti 1979).



Publikaciy autoriai parod, kad tirpale esant molekuliniam deguoniui, lakpaglengti
anglies elektrodai vykdo TEP bioelektrokatédiz principu veikiatia deguonies
redukcip. ki Siol TEP tarp elektrogir daugiavan oksidazi mechanizmai éra visiskai
iSaiskinti. Sis klausimas labai aktualus nagent elektrochemines sistemas kuriose
naudojamos auksgtpotenciad turincios grybires lakazs (Shleev, Christenson ir Kiti
2005).

Siame darbe nagrjami TEP tarp aukso nanodaleffAuND) pavirSiaus ir daugiavari
oksidazi, konkretiai lakaziy ir Zzmogaus ceruloplazmino, aktyyy centx.

AuUND pasizymi specifiamis optiremis ir elektronigmis savyldmis, kurias galima
panaudotijvairiose detekcijos sistemose (Pong, Elim ir ki@02). J inertiSkumas
leidzia jas taikyti biologiase sistemose sujvairiomis makromolekuimis
(imunoglobulinais, fermentais, lektinais, baltymasgireptavidinu, DNR ir kt. (Katz,
Willner ir kiti 2004; Yanez-Sedeno ir Pingarron Z)@ingarron, Yanez-Sedeno ir Kiti
2008). Biomolekus susijungusios su AuND pavirSiumi iSlaiko savo Idgmnj
aktyvung, baltymai turi daug laiss keisti savo orientagijAuND pavirSiaus atzvilgiu
(Liu, Leech ir kiti 2003).Jrodzius, kad daugiavés oksidazs gali vykdyti TEP ir ja
pagista deguonies redukajj Sis tyrimas ne tik pagiligtftundamentines zinias apie TEP
mechanizmus ant AuND, bet ir sudaryalimybes konstruoti didelio srés tankio
biokuro elemeng katodus naudojant trimates struets (Bartlett 2008).

Darbo tikslas yra istirti bioelektrokatalitines TEP sistemas awydas iS daugiavari

oksidazy adsorbuaf ant AuND, naudojant klasikinius elektrochemijosyakcinio

kristalo mikrosvarstykl} ir pavirSinio stiprinimo Ramano spektroskopijos taks.

Nagriretos daugiavass oksidazs — lakazs iSTrametes hirsutér Trichaptum abietinum

bei Zzmogaus ceruloplazminazarbo tiksluijgyvendinti iSkeliami Sie uzdaviniai

e nustatyti naujai iSskirtos ir isgryninto&richaptum abietinunmiakazs biochemines
savybes ir nustatyti T1 vario centro redokso poitds

e sukonstruoti TEP bioelektrokatalitines sistemasasyids iS aukso elektroddengt
AuUND ir daugiavaémis oksidazmis ir jas istirti elektrocheminiais ir pavirSiaus
analizs metodais;

e iStirti lakaziy adsorbcig ant AUND kvarcinio kristalo mikrosvarstyklimetodu.

Mokslinis naujumas:

e Pirmg kary parodyta TEP tarp AuND ir lakagiaktyvaus centro. Gawtsisteny
generuojami srads tankiai yra lygintini su anglies pagrindu paruo$tiokuro
element biokatod; srows tankiais.

e Nustatyta, kad lak&s T1 vario centrai éra tiesiogiai orientuoti AUND pavirsi.
Imobilizuotuose fermentuose gali vykti tiek tiesiog tiek mediatorig elektrony
pernasa.

e Pirmg karyg parodyta, kad ant AUND imobilizuptTrametes hirsutar Trichaptum
abietinum lakaziy katalizuojamos deguonies bioredukcijos greitisklptiso nuo
AuUND dydzio. Didesnio skersmens AuND (70 — 90 niadesnos generuoja mazgsn
srows tank nei vidutinio dydzio (40 — 50 nm) AuND sistemos.



Ginamieji disertacijos teiginiai:

Lakaz iS Trichaptum abietinunpriklauso aukSto redokso potencialo lakazg, jos
T1 vario centro redokso potencialas yra 714 + 12vsa\NHE.

Lakazs iS Trametes hirsutar Trichaptum abietinunbei Zmogaus ceruloplazminas
vykdo tiesiogig elektrony perna§ (TEP) tarp fermento aktyviojo centro ir aukso
nanodalely (AuND).

Lakazs iS Trametes hirsutair Trichaptum abietinumvykdo greiy deguonies
redukcip TEP pagalba.

Lakazs IS Trametes hirsutar Trichaptum abietinunkeicia orientacig ant AuND
pavirSiaus priklausomai nuo elektrodo potencialaviiinio stiprinimo Ramano
spektroskopijos tyrimais parodyta, kad T1 vario tnensignalai nuo AuND
pavirSiaus ara stebimi.

Heterogenias elektrom pernasos greitis AUND — lak&z sistemose priklauso nuo
AuND dydzio. Didesnio skersmens AuND (60 — 90 nm)lakazs sistemos
pasizymi étesne deguonies redukcijos bioelektrokatalize nadutinio skersmens
AuUND ir lakazs sistemos. AuND - lakag sistemose, naudojant optimalaus dydzio
AuND ir atitinkamai Trichaptum abietinumir Trametes hirsuta lakazes,
heterogeniss elektrom pernasos konstantos gali pasiekti 45rs11 s*.

Daktaro disertacijos sudktis:

Daktaro disertacija paraSyta apdalba ir turi Sias dalisfvadas, Literatros apzvalga,
Medziagos ir Metodai, Rezultatai ir diskusija, I1dea, Pulikaciy saraSas, Literairos
sgrasas. Darbe yra 8 lentslir 47 iliustracijos, bendra apimtis - 144 pusapi



MEDZIAGOS IR METODAI

Iranga: Potenciostatai — kompiuteriu valdomas Autolab poi@statas iS Metrohm
Autolab, kompaktiSkas potenciostatas IVIUM Compé&at$ Ivium Technologies B.V.;
spektrofotometrai — Anthelie Advanced spektrofotta® Thermo Spectroniddelios
Betair Nicolet Evolution 300 kompiuteriu valdomi spetfotometrai; kvarcinio kristalo
mikrosvarstykly su disipacijos stéfimu sistema Q-Sense E4 su QWE401
elektrocheminiu moduliu i Q-SerfseBiolinScientific AB, Svedija; Echelle tipo
RamanFlex 400 spektrometras iS PerkinElmer, Incintis termoelektriSkai Saldog(-

50 °C) CCD kamaeyir Sviesolaidzio jungtRamano spektro suzadinimui ir registravimui,
bei 785 nm lazgy kuris buvo naudotas kaip Sviesos Saltinis paaiisi stiprinimo
Ramano spektroskopijos tyrimams; skanuojantis edekiis mikroskopas EVO Life
Science LS10 iS Carl Zeiss SMT, naudotas suglf@dBmentu; submikroniny daleliy
dinaminio $viesos iSbarstymo stgimo sistema NICOMP" 380 ZLS i§ Santa Barbara,
JAV.

Medziagos: 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfordinrigstis) (ABTS), citrinos
ragSties monohidratas, tetrachloroauksogsties trihidratas, poli-L-lizinas, natrio
chloridas, dinatrio fosfato dihidratas, natrio stdfs, vandenilio peroksidas, natrio
oktacianomolibdatas, siringaldazinas (SYR) buvotiga&u Sigma — Aldrich. Azoto
ragstis, kalio fluoridas, natrio fluoridas, sieragy$tis, buvo gauti iS Merck, Darmstadt,
Vokietija. Trinatrio citrato dihidratas buvo gautss Riedel-de-Haén, Vokietija. Kalio
ferocianidas, katecholis (PYR), hidrochinonas (HQuyo gauti iS5 Reachim, Rusija.
Visi reagentai buvo analitiSkai gryni.

Tirpalai: Buferiniai ir kiti tirpalai buvo ruoSiami naudojarvanden (18 MQ/cm)
gryning PURELAB UHQ Il sistema iS ELGA Labwater, High Wyube, DB. Jei
reikéjo, deguonis iS tirpal buvo Salinamas per tirpaleidziant azoto iS AGA Gas AB,
Svedija, arba argono i AGA, Vilnius, dujas, nevipiau nei 10 min.

Pagrindinio naudoto buferinio tirpalo sitid — 50 mM natrio fosfato, 100 mM natrio
sulfato, reikiamas tirpalo pH gautastirpala pridedant citrinos tigSties. Dazniausiali
naudotas buferinis tirpalas kurio pH 4,0¢iga buvo naudojami ir buferiniai tirpalai
kuriy pH kito intervale nuo 2,5 iki 8,0. Natrio fosfaio citrato buferie sistema
uztikrina, kad tirpalas tik iS dvigjjunginiy gali biti naudojamas ptaame pH intervale
nuo 2,2 iki 8,0, nenaudojant papildgrunginiy (Mcllvaine 1921). Natrio sulfatas buvo
naudojamas tirpal joninei ggai padidinti, kad pk&iame pH intervale buferigitirpaly
joniné jéga hity panasi.

Fermentai: Homogeninis lakags iSTrametes hirsutéThlL) tirpalas, gautas iS dr. Sergey
Shleev, buvo ruoSiamas pagal metadiéprasyd (Shleev, Morozova ir kiti 2004).
Baltymo molekulig mas buvo 70 kDa, o angliavanderkiekis 12% (Haghighi, Jarosz-
Wilkolazka ir kiti 2005). Baltymo koncentracija Thiirpale buvo 14,4 — 17,9 mg/ml.
Homogeninis tirpalas (0,1 M fosfatinis buferinigotilas, pH 6,5) buvo laikomas -18°C
temperairoje. Skiesti bei atSildyti tirpalai laikyti 4 - 8° temperatiroje. Homogenia
lakaz iS Trichaptum abietinun(TaL) buvo gryninta Molekuliés mikrobiologijos ir
biotechnologijos skyriuje, VU Biochemijos institut®altymo koncentracija tirpale,
nustatya pagal Lowry metgd kaip standagt naudojant BSA baltym (Lowry,
Rosebrough ir kiti 1951), buvo 20,76 mg/ml. Nustatypaltymo mas pagal SDS -
PAGE - 51 £2,5 kDa. Homogeninis tirpalas (10 mdafatinis buferinis tirpalas, pH



7,0) buvo laikomas -18°C tempetedje. Skiesti ir atSildyti tirpalai laikyti 4 - 8°C
Zmogaus ceruloplazminas buvo gautas iS Sigma-Aldripapildomai negrynintas.

Elektrocheminiai metodai: ciklinés voltamperometrijos (CV) eksperimentai buvo
atliekami naudojant 20 ml elektrochemicek, palyginamieji elektrodai — kalomelio
(Hg|HgCl|satKCl, 242 mV vs. NHE) ir sidabro chlaridAg|AgCl|satKCIl, 201 mV vs.
NHE), platinos viela naudota kaip pagalbinis ele#trs. Darbiniai elektrodai —
polikristalinio aukso elektrodai, pavirsiaus plota8,0256 cri (Bioanalytical Systems
(West Lafayette, IN, JAV) ir 0,196 ¢mElektrod; valymo procedra — poliravimas 0,3
um aliuminio oksido suspensija, nuplovimas dejoniaugandeniu, ultragarsinimas 10
min, papildomas valymas CV metodu (5 — 10 potenaéleidimy 0,2 V/s grediu 0,5 M
H,SO, nuo 0 iki 1,9 Ws.NHE ir atgal) ir nuplovimas vandeniu. Eksperimgstét AUND

ir daugiavaémis oksidazmis metu ant elektraduznesta 1@l AuND tirpalo, elektrodas
iISdziovintas ir nuplautas Svariu vandeniu. Tada (O koncentruoto lakas ar
ceruloplazmino tirpalo uznesSta ant pavirSiaus, iddata ir nuplauta Svariu vandeniu.
Atskirais atvejais AuND ir fermento tirpakoncentracijos buvo parenkamos, kaidyb
gaunamas norimas AuND — fermento santykis ar siekpavirSyy padengti norimu
kiekiu AuND.

CV eksperimentai paprastai buvo atliekami potencskleidziant nuo 1 iki 0,2 V vs.
NHE ir atgal pasirinktu potencialo skleidimo gtiei (5 ar 10 mV/s). Tyrimuose su ant
elektrod; imobilizuotomis daugiavémis oksidazmis, naudoti trys skirtingai ruosti
buferiniai tirpalai: a) tikslinis buferinis tirpadab) tirpalas be deguonies, kuris paSalintas
per tirpay leidziant Ar ar N dujas ir c) tirpalas su fermento inhibitoriumi fpastai 1 —
5 mM NaF).

Sukamojo disko aukso elektrodai (RDE) su analogiskasorbuotomis AuND ir
lakazmis buvo naudojami ir CV eksperimentuose. ElekirpdvirSiaus plotas — 0,071
cnt, sidabro chlorido elektrodas naudotas kaip pabmiasis elektrodas, o CV
eksperimentogygos kaip ir naudojant staciongAu elektrod.

Visos darbe pateikiamos potencialo ¥sryra nurodytos pagal NHE.

Spektroelektrocheminiai matavimai: siekiant nustatyti ThL T1 vario redokso
potenciad buvo naudojama 0,1 ml spektroelektrochemicek, apraSyta (Shleev,
Kuznetsov ir kiti 2000). Siam tikslui naudotas Thrio centro redoks titravimo
redukuotu mediatoriumi ¥Mo(CN)g] metodas, apraSytas (Xu, Brown ir kiti 1996).
Elektrocheminiams matavimams buvo naudojamas wleiektrod; voltmetras (lonomer
[-130.1, Rusija), sidabro chlorido elektrodas naaddaip palyginamasis, platinos viela
- kaip pagalbinis elektrodas, kapiliarinis auksekélodas - kaip darbinis elektrodas. Sis
aukso elektrodas prieS eksperimeriuvo laikomas 24 h piranijos tirpale, tada
papildomai valytas CV metodu (0,5 ME0,, potencialas skleistas nuo 0,2 iki 1,9¥.
NHE 50 mV/s graiiu 5 kartus) ir nuplautas vandeniu. Titravimo pudica pradta j
cek, uzpildyg 10 mM fosfatiniu buferiniu tirpalu, pH 7,Qyedant 10Qul 10,38 mg/ml
lakazs tirpalo, kuriame taip pat buvo 0,5 mM mediatosiaBedokso potencialas buvo
registruojamas nusistéjs pusiausvyrai (40 min po tirpajteidimo) — pradedant nuo
500 mVvs. NHE, potencialas didintas 50 mV kas 5 min, regg@nt sugerties spektr
Procedira kartota kol potencialas paséekO0 mV (anodinis titravimas), tada potencialas
mazinamas kas 50 mV, registruojant sugerties spglpotencialas sumazinamas iki 500
mV (katodinis titravimas). Tarp speltregistraviny, Sviesos Saltinis buvo uzdengiamas,
kad tirpalas nelty kaitinamas. Daroma prielaida, kad deguonis savgamsalino is



tirpalo, kadangi esant zemam elektrodo potenciatuediatoriui ir lakazei, 40 min
laikotarpyje buvo sudarytosilggos pilnai deguonies redukcijai iki vandens. Tdrig
centro redokso potencialo nustatymui buvo naudstggerties prie 602 nm (smesl
maksimumas) reikSés ir gauta sugerties priklausongyhuo elektrodo potencialo, bei
paskatiuotas redokso potencialas.

Aukso nanodalely sintez: AuND buvo sintetinamos pagal metogli&prasSyd (Schmid
ir Corain 2003). Sinteés metuj 50 ml 1 mM HAuUC} vandeninio tirpalo jkaitinto iki
90° C) maiSant pilamas atitinkamas kiekis (nuo 1 ikin} 1 % trinatrio citrato tirpalo.
MiSinys kaitinamas dar 15 min maisant, ir 10 mima&ant. Tirpalas aggintas ir
saugotas +4 °C tempeiatje.

Aukso nanodalely dydzio nustatymas:AuND dydis buvo nustatomas trimisidais —
pagal tirpalo sugerties spektro anglidinaminio Sviesos iSbarstymo ir skanudjasios
elektronires mikroskopijos metodais. Pirmu atveju, sfésimanodaleéls, kurios dydis
yra daug mazesnis uz krentars Sviesos bangos jlgatsakas kintao elektrinio lauko
atzvilgiu gali ti charakterizuojamas pagal Mie tear{Mulvaney 1996). Sios teorijos
pagrindu sudarytas Mie Sviesos iSbarstymo algosgtridiePlot programa, kus galima
nemokamai gauti ishttp://www.philiplaven.com/mieplot.ntmSi programa sukuria
teorinius AuND tirpal spektrus pagal jai pateiktus parametrus, tarp AuND dyd.
Svarbiausias gautas parametras yra téoriy verie, charakteringa pasirinkto diametro
AuND. Sia programa buvo sukuriivairaus dydZio AuND teoriniai spektrai, ir
eksperimentiSkai gaytAuND spekty smailiy maksimumo ve#s buvo lyginamos su
teoriniy spekty smailiy maksimuna verémis. Nustatytas AuND dydis buvo pasirinktas
pagal teorinio spektro, kurio sm&l maksimumas sutapo su realaus spektro
maksimumu, gautu iS programos pagal atitinka&uaND dyd.

AuND dydis buvo taip pat nustatomas naudojantis QMP™ submikronini; daleliy
analizatoriumi Nicomp 380 ZLS (Santa Barbara, ©atia), kurio veikimas paggtas
dinaminiu Sviesos iSbarstymu. Analizatoriaus detelds buvo nustatomas 90° kampu,
pasirinkta pradié 300 kHz jautrumo veét taip pat automatiniai Sviesos srautocpar
bazires linijos parametrai. Visi matavimai buvo atlieka@8°C temperatoje, tirpalo
klampumas pasirinktas pagal eksperimentiskai nytsgt&53310* kg/m*s esant 23°C
temperairai (skirtingy dydziy AuND tirpaly klampumas buvo panasus). Duomenys
analizuoti naudojant tiek Gauso, tiek NICOMP passtikmo algoritmus. Visi AuND
tirpalai buvo skiedziami vandeniu 1:10 (v/v).

Skanuojantis elektroninis mikroskopas (SEM) taip Imavo naudojamas AuND dydzio
nustatymui. Tyrimai atlikti naudojant EVfOLife Science LS10SEM platformgau i$
Carl Zeiss SMT, elektran pluoStas generuotas naudojantis LaBlamentu.
Priklausomai nuo analizuojamo preparato, elektrgnijtampos parametras buvo
pasirinktas 8 - 10 kV, darbinis atstumas — 5 - 7,namtrinyy elektron; detektoriaus
kolektoriausjtampa - 350 - 400 V irylpe— 10 - 100 pA. Pries uzneSant AuND tirpalo
laselius ant tiriamojo pavirSiaus jis buvo padesagtonu anglies pagrindo epoksidiniu
sluoksniu. Laseliai laikyti po stikline siekiantssugoti juos nuo iSdavimo 15 -20 min,
po to pavirSius nuplautas vandeniu.

AuUND tirpaly koncentracija buvo nustatyta MiePlot programa pagdormule:

A...xIn0
x10xIx N,

CAUNEeaI - C

exta



kur CGoumax — parametras gautas iS MiePlot, atitinkantis ma&bgnsugerties spektro
smaiks reikSmg vienos AuND istirpintos 1 ml atvejlAnax — maksimali eksperimento
metu nustatyta sugerties spektro sasaikiksné, | — kiuvets storis (cm).

Aukso nanodalely ir lakaziy sistemy analizé pavirSinio stiprinimo Ramano
spektroskopiniu metodu: Siam tyrimui aukso elektrodai buvo ruoSiami naudbjad
nm AuND ir atitinkama lakazs tirpah pagal ank&au aprasyt metodily. Matomos
Sviesos - infraraudonosios spindulig®t Ramano spektras buvo registruojamas
naudojant 785 nm lazekaip Sviesos 3altin180 Sviesos iSbarstymo geometrijos
principu. Lazerio galia buvo apribota iki 30 mW,irsfulys sufokusuotas 20Qm
skersmeniu ant elektrodo pavirSiaus. Pasirinktass liitegravimo laikas, kiekvienas
registruotas spektras — 30 spekifinmataviny vidurkis. Spektroelektrocheminiai
matavimai atlikti cilindro formos judaioje trijy elektrod; elektrochemigje cekje,
sudarytoje 1S darbinio, palyginamojo ir pagalbinedektrod;, aprasyi anksiau.
Deguonis buvo Salinamas viso eksperimento metutigeala leidziant argono dujas.
Darbinis elektrodas buvo laikomas mazdaug 3 mnuimstnuo ceis langelio. Siekiant
iSvengti foto- ir termoefekt visa cet kartu su elektrodais buvo judinama tiesiSkai
lazerio spindulio atzvilgiu 15 — 25 mm/s dfiei (Niaura, Gaigalas ir kiti 1997; Bulovas,
Dirvianskyte ir kiti 2006). Ramano spinduligstdazniai kalibruoti naudojant polistireno
standarto (ASTM E 1840) spektrintensyvumai kalibruoti NIST intensyvumo standart
(SRM 2241). Eksperimentai atlikti 2 temperatroje.

Nuo potencialo priklausomi pavirSiaus stiprinimonfifao spektrai registruoti Keant
elektrodo pavirSiaus potenciatuo 0,8 V ¥s.NHE) iki 0 V ir atgal iki 0,8 V.

Aukso nanodalely ir lakaziy sistery analizé kvarcinio kristalo mikrobalanso su
disipacijos nustatymu metodu: Kvarcinio kristalo mikrobalanso su disipacijos
nustatymu (KKM-D) eksperimentai buvo atliekami saait nustatyti AUND ir lakazs
molekuliy kieki ant aukso pavirSiaus, tuo @& nustatant bioelektrochemines
susidaratiy sisteny savybes. Matavimai atlikti 23 = 0,02 C temparaje, skirtingi
tirpalai buvo leidziami per kvarco kristalo pavirgpastoviu graiiu. KKM-D jutiklio
pavirSius buvo padengtas poli-L-lizino (PLL), AuND fermento sluoksniais pagal
atitinkamy metodilg. Pirmiausia jutiklio pavirSius buvo dengiamas Pluoksniu, ant
kurio gali nussti tiek fermentas, tiek AuND. Kiti Zingsniai - laks sorbcija ant PLL,
tada AuND sorbcija ant PLL — laké&s sluoksnio ir galiausiaiéy formuojamas lakas
sluoksnis leidziant lak&s tirpah. Pirmasis lakas sluoksnis ant PLL uztikrina, kad
antrasis lakazs sluoksnis (nuolat matuojamas KKM-D), &ty adsorbuotis tik ant AUND
pavirSiaus. Tokiu #du, pamatavus galutinio sluoksnio CV be NaF ir so, jgalima
nustatyti, kiek elektrop per tam tikg laika perkeliama per vienlakazs moleku¢
bioelektrokatalizs ciklo metu.

Tikslesre eksperimento eiga buvo tokia. KKM-D éebuvo iSplauta Hellmanex® I
tirpalu iS LabShop bei Svariu vandeniu. KKM-D aukgavirSiaus jutiklis nuplautas
99,5% etanoliu ir vandeniu, iSdziovintas azotoydsijautu, ir 10 min valytas Harrick
plazminio pavirSiaus valymo sistema PDC-32G diddiau intensyvumu. Pries
matavimus jutikligdétasj KKM-D cele, tada pastoviu 100l/min grekiu per ce¢ leistas
vanduo, kol nusistadavo stabili bazié linija, t.y. Af ir AD priklausomyl nuo laiko
iSlikdavo pastovi. Potenciostatas nustatomas megstCV nuo 1000 mV\s. NHE) iki
400 mV ir atgal 5 mV/s skleidziant potenagi&d mV/s gretiu. Eksperimento metu buvo
nuosekliai ketiami tiksliniai tirpalai, tekantys pastoviu géai per jutiklio pavirSy.



Tirpalai leidziami tokia seka — 5 min 0,002 % vamidés PLL (w/v) tirpalas, 10 min
vanduo, 20 min buferinis tirpalas, 10 min 50 pgladazs tirpalas, 20 min buferinis
tirpalas (iki pastovauaf ir AD), uzraSoma CV. Tada 10 min leidziamas vanduo, ~3 h
AuUND tirpalas, siekiant gauti maksimg@AuND uzpildyny, 2 min vanduo, 20 min
buferinis tirpalas (iki pastovausf ir AD), uzraSoma CV. Po to 10 min leidziamas 50
png/ml lakazs tirpalas, 20 min buferinis tirpalas (iki pastosai ir AD), uzraSoma CV.
Galiausiai 5 min leidziamas buferinis tirpalas stibitoriumi (5 mM NaF) uzraSoma
Cv.
GautosAf ir AD priklausomyls nuo laiko buvo modeliuojamos naudojantis gammtoj
pateikta QTools programifjeanga. Siekiant sumodeliuoti duomenis iS AuNCakdzs
sluoksny buvo pasirinktas dvigj viskoelastinj sluoksniy modelis. Pirmu sluoksniu
buvo laikoma PLL — lakas sluoksnis, antruoju — AuND sluoksnis. Siekiardrtinti
PLL — lakazs sluoksnio stgrir viskoelastines savybes, parinkta adsorbuottyivehio
sluoksnio tankio veét buvo 1.20 g/crh (Rodahl, Hook ir kiti 1997). Sumodeliuoti
pirmojo sluoksnio parametrai buvo pasirinkti kagsfowvis modeliuojant antro, AuND,
sluoksnio parametrus. Sluoksnio storis, t.y. AuNKersmuo buvo pasirinktas kaip
nekintamas parametras. Modeliuojantigg sluoksij, nustatyti PLL — lakas — AUND
sluoksnio viskoelastiniai parametrai pasirinkti kapastous pirmojo sluoksnio
parametrai, o tk@asis, lakags, sluoksnis buvo modeliuojamas kaip ir antrasiskgnis.
Modeliavimo kokyls buvo apibéZta maZiausia modelio paklaidos funkcijgsverte —
geriausi viskoelastiniai parametrai atitiko zemiasgaklaidos funkcijos vertes.
Svarbiausias KKM-D eksperimanttikslas — heterogenis elektrom pernasSos tarp
fermento aktyviojo centro ir AUND konstannustatymas vienos lak&z molekués
atzvilgiu. CV matavimuose buvo analizuojamas PLUakazs — AuND - lakags
sistemos vidutinis katodés srows skirtumas tirpale esant ir nesant ladsamhibitoriui.
CV analizuota intervale nuo 0,45 iki 0,55v¢. NHE. KKM-D modeliavimo metu gauta
lakazs masg perskatiuotaj lakazs molekuliy ant AUND kiell. Konstanta apské&uota
pagal formug:

_ =Alege
Kobs = Ngxexnyge
kur kops — heterogenié elektrony pernasos konstanta'los Aleat — vidutinis katodias
srows skirtumas sistemoje su inhibitoriumi ir be jo (&) elementarusis #vis, N —
lakazs kiekis ant AUND pavirSiaus (mol).
KKM-D eksperimeni metu baltyng sluoksnyje esantis vanduo (ar kitos tirpiklei
junginiy molekuks) yra registruojamas bendroje sluoksnio d¢as Baltyminiai
sluoksniai iS5 es#s registruojami kaip viskoelastiniai hidrogeliai,udaryti S
makromolekuli ir vandens (H66k, Kasemo ir kiti 2001). ®bdnorint gauti ,sauso”
fermento mas baltyminiame sluoksnyije, reikia naudotis papild@snzavirSiaus analis
metodais. Vienas iS tokimetod; yra elipsometrija. Darbo metu buvo atliekamiBng
lakazs tirpalo adsorbcijos ant Svaraus aukso pavirssektjimas tiek KKM-D, tiek
elipsometrijos metodais. Eksperimersylygos buvo panaSios — fermento tirpalas buvo
maiSomas (elipsometrijos atveju) arba nuolat leichas per jutiklio pavirgi (KKM-D
atveju), esant pastoviai 23 °C temparat Gavus modeliavimo duomenis (fermento
mag be vandens i$ elipsometunduomen ir su vandeniu iS KKM-D duomey) ir juos
sulyginus, nustatytas vandens kiekis laisagluoksnyje.
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REZULTATAI IR J U APTARIMAS

Trichaptum abietinumlakazés savyles.

Nustatytos kai kurio§richaptum abietinuntakazs (TalL) katalitiis savylds. Pastetia,
kad Si lakag, skirtingai neiTrametes hirsutdakaz (ThL), silpnai oksiduoja organinius
junginius lyginant su neorganiniu junginiu feroddun Siekiant nustatyti TaL lakag
redokso potencialatlikti spektroelektrocheminio T1 vario centrordiimo tyrimai, jj
rezultatai pateikti 1 pav.

1 pav Trichaptum abietinum
lakazs T1 vario centro redokso
titravimas mediatoriumi
K4Mo(CN)g]. Vidingje

iliustracijoje vaizduojama santylkin
sugertis ties 602 nm priklausongyb
nuo elektrochemigs cebs

potencialo, kur vientisa kredv
atitinka anodifn,  punktyrie —

katodin potencialo skleidim

04 10

0.5

rAbs prie 602 nm
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Nustatytas TaL T1 i/ario centro redokso potencitlass lygus 714 mWs. NHE ir yra
Zzemesnis nei ThL potencialas (780 m¥. NHE (Shleev, Morozova ir kiti 2004)). Abi
lakazs priskirtinos aukgtpotenciad turinéiy lakazi grupei.

AuUND dydis ir koncentracija.
Susintetintogvairaus dydzio AuND ir naudojant skirtingus metodwsstatyti j) dydziai.
Gauti rezultatai pateikti 1 lentgé.

1 lentek. AUND dydZiai gauti naudojant skirtingus nustatymetodus.

Norétas dpLs, M
ang'n'o gfg:'smuo drf;’;“ dsew, MM | NICOMP Gauso

nm ’ pasisk. pasisk.
1 15 <20 33,3+2/4 20,2+0,8 79,5+69,5
2 15 <20 41,3+£2,9 30,6 £0,7 62,5+45,3
3 20 35 57,7+5,9 35,6 +1,0 33,9+ 14,0
4 20 28 51,2+3,9 36,5+1,4 32,8+9,8
5 20 32 50,0+4,9 39,3+1,6 25,482
6 30 39 58,2+4,0 454 +£1,1 24,0+9,2
7 60 49 61,3+6,6 46,9+1,4 31,0+x9,9
8 70 54 70,2+1,0 52,0x1,8 44,7 + 16,6
9 70 52 74,2 £ 3,9 60,1+1,6 68,5 +43,1
10 75 64 103,9+10,0 916+3,1 32,3+ 23,6
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IS 1 lentetje pateikty duomem matyti, kad AuND dydzj veriés, gautos dinaminio
Sviesos iSbarstymo metodupfg, yra didesas nei verés, gautos analizuojant tirpalo
sugerties spektrus pagal MiePlot algogtr(d,,). Tai réra netikta, nes dinamis
Sviesos iSbarstymo metodas yra fsigs dalelj difuzija tirpale, kai vertinama AuND
difuzijos greéio priklausomyls nuo AuND dydzio. Realus matuojamas dydis Siuojatve
yra hidrodinaminis AuND spinduly&s (Berne ir Pecora 2000), téldtikroji AuND
forma (ne idealiai apvali) irgi turitakos galutiniam rezultatui. SEM atveju stebimos
AuND gali bati aplipusios citrato sluoksniu, kadangi matuojam@sIND yra
iISdziovintos, matomai tadl dsgy reikSneés yra didziausios. Visgi, Sie trys metodai
koreliuoja tarpusavyje, ir vienas iS5 metodegali ti pasirenkamas kaip teisingas
vertinant AuND dydzius. Siais skirtumais galima ipasdoti vertinant AuND
strukfirines savybes. Paprastumoéladl AuND dydzio jvertinimui tolesniuose
eksperimentuose buvo pasirink§sgrezultatai.

TipiSkos gautos AuND koncentracijos buvo mazda@y-00,4 nM (50 — 40 nm AuND,
atitinkamai) - mazegiAuND tirpaly koncentracija buvo dide&n

AUND ir Trametes hirsutdakazés gveika.

Pradzioje buvo tirta AuND ir ThLaweika buferiniuose tirpaluose, t.y. AUND — ThL
miSinio fermentinis aktyvumas ir Sio miSinio aktywa pokytis po 20 h. Eksperimentu
siekama iSsiaiskinti ar AuUNDggeikaudamos su ThL dalinai blokuoja T1 vario cenmtr
létina ThL katalizuojamos ABTS oksidacijos deguonmaakcijos greit AUND ir ThL
sumaiSymo santykis parinktas toks, kad 30% AuNDirgeus hity padengta ThL, taip
uztikrinant, kad visos tirpale esaos ThL susijungia su AuND. Gauta, kad iSkart po
sumaiSymo ThL aktyvumas buvo 54 — 73 % lyginannatyviu aktyvumu, o po 20 h
aktyvumas nukrito iki 30 — 49 % pradinio aktyvumertés. Aktyvumo kritimo lygis
priklaus nuo AuND dydzio.

ThL aktyvumo kriting gali slygoti fermento denatacija ant AuND pavirSiaus ar
ABTS difuzijos link T1 vario centro séiéjimas. Skmingi rezultatai émé tolesnius
bioelektrokataliting sisteny tyrimus.

Daugiavariy oksidaziy tiesiogine elektrony pernasa ant AuND.

Pastebjus, kad AuND sveikauja su ThL, buvo konstruojamos bioelektroktrtais
sistemos IS aukso elektnpd dengty AuND ir ThL. Elektrodo paruoSimas buvo
atliekamas kaip apraSyta agiksi. Dengti elektrodai tirti cikliéss voltamperometrijos
(CV) metodu, eksperimentiniai rezultatai pateikigpav.
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E, Vvs. NHE

-10 4

2 pav. ThL, adsorbuotos ant aukso elektyosli 40 nm (kagje) ir 50 nm (deSigje) AuND, CV. Juoda
kreivé vaizduoja elektrodo tik su AUND CV, raudona keéeiv to paties elektrodo CV su papildomai
adsorbtuota ThL, Zalia kreiv— CV tirpale esant 1 mM NaF. CV registruotos ski&nt potencial 10
mV/s gretiu. Buferinis tirpalas - 50 mM N&PQO,, 0,1 M NaSQ,, pH 4,0.

IS 2 pav. pateiktos CV (raudona kr&ivmatosi, kad mazinant potengialuo 1 V, ties
850 mV pradeda atsirasti reduk&iarowe, CV smait iSryskeja ties 650 mV. Stebima
srok yra slygojama deguonies bioelektroredukcijos, kadangek tideguonies
paSalinimas iS tirpalo (rezultatai nepateikti) ktiekazs inhibitoriaus NaF prigimas
salygoja redukcigs srovs isnykimyg. ThL adsorbavus ant gryno aukso elektrodo
bioelektroredukcié srow nebuvo stebima (rezultatai nepateikti). Tai patvar ir Kity
mokslininky gauti rezultatai (Shleev, Christenson ir kiti 308hleev ir Ruzgas 2008).
Akivaizdu, kad stebima bioelektrokatalizra glygojama TEP tarp laka&s aktyviojo
centro ir AuND, nes nenaudojami papildomi elektramediatoriai, tiek tirpale, tiek
integruoti j polimerire strukiirg. Siilomas elektron pernasos modelis (3 pav.), kai
elektronai nuo AuND pavirSiaus perneSami link TZXiwaentro, o iS ten tuneliuojami
link T2/T3 vario centro, kur panaudojami deguoniedukcijai iki vandens.

3 pav. Siulomas TEP tarp
AuND ir lakazs
mechanizmas. T1 ir T2/T3
vario centrai  pazygti
meélynai, raudonos rodykb
vaizduoja elektrop pernados
kryptis.

Daroma prielaida, kad T1 vario centras pirmiaussma elektronus nuo AuND. Si
prielaida pagsta Siais faktais: pirma - formalusis CV poten@ald@30 mV) yra artimas
T1 vario centro potencialui (780 mV); antra - Sismalusis potencialas iSlieka nepakit
pridéjus fermento inhibitoriaus (zinoma, kad NaF reagusy T2/T3 vario centru ir
blokuoja deguonies redukgi{Shleev, Christenson ir kiti 2005); ¢ra - TEP tarp T2/T3
ir elektrodo pavirSiaus naudojant auk&doks potencialturincias lakazes vyksta esant
mazesniam (300 - 400 mV), potencialui (Shleev, €anison ir kiti 2005; Ramirez,
Mano ir kiti 2008).
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Gauti rezultatai leidzia teigti, kad adsorbuotog &uND lakazs pagalba galima
deguonies redukcija ant aukso (metalo) pavirSiays vyksta pagal 3 pav. pasyta
mechanizm. Darbe registruoti bioredukcia sroés tankiai yra panas j anglies
elektrod; su lakagzmis sistemy generuojamus srés tankius (Shleev, Jarosz-Wilkolazka
ir kiti 2005). Visgi detalus molekulinis elektrorpernasos mechanizmas lieka neaiskus.
Rezultatai leidzia daryti prielaig kad adsorbcija ant AuND sumaZzina elektron
pernasos atstugrtarp elektrodo ir T1 vario centro.

Vélesniuose tyrimuose buvo analizuojama TEP bioedékiializs galimyle ant AUND

su kitomis daugiavamis oksidazmis. Viena yj - zmogaus ceruloplazminas. Elektrodas
su ceruloplazminu ruoSiamas kaip ir ThL sistema®jai o gauti rezultatai pateikti 4
pav.

4 pav. Zmogaus ceruloplazmino,
adsorbuoto ant aukso elektrpdu 39
nm AuND CV, registruota be (istigin
kreive) ir su 1 mM NaF (punktyri
linija). Matavimo glygos — 0,1 M
fosfatinis buferinis tirpalas, pH 7,4,
potencialo skleidimo greitis - 10 mV/s.

4 pav. pateiktose CV stebimas elektrocheminis mas¢ies mazdaug 730 nvg. NHE.
Sio proceso prigimtis ana aiski, tiktina, kad jis galjo atsirasti dl ceruloplazmino
oksidacires - redukcigs transformacijos. Sie rezultatai ir rezultatai tgau ant AuND
imobilizuota lakaze (2 pav.) leidzia daryti prielai kad zmogaus ceruloplazminas gali
vykdyti TEP ant AuND, bet deguonies redukcija Sisigtemoje éra stebima. Sie ir Kiti
zmogaus ceruloplazmino elektrochemirsisteny, sudaryy naudojant spektrografin
grafita, aukso pavirsius be modifikacijos ir pavirSius gers tioliniais junginiais, stiklo
anglies pavirSius dengtus anglies nanovamzdeltgrenai buvo aprasyti (Haberska,
Vaz-Dominguez ir kiti 2009). Tyrigm metu nebuvo stebima TEP pgga deguonies
bioredukcija ir tai buvo siejama su stidgais vidumolekuliniais elektranpernasos
mechanizmais.

Kita darbe naudota TEP pagrindu veikianti daugiava<sidaz buvo nauja lakazis
Trichaptum abietinum. Eksperimentiniai rezultatai, gauti tiriant elekth@mines
sistemas su TalL imobilizuota ant AuND, pateiktidvp
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100 1+
5 pav. Tal, adsorbuotos ant sukamojo disko

E,Vvs.NHE aukso elektrogl su 40 nm AuND, CV. Juoda
o kreivé vaizduoja CV elektrodo tik su AuND,
raudona krei¢ — to paties elektrodo CV su
adsorbtuota Tal, Zalia kreiv— CV tirpale
esant 2 mM NaF. CV registruotos skleidziant
potenciad 5 mV/s gretiu. Sglygos kaip 2
pav., elektrodas suktas 400 aps./minguei

-200 4

-300 4

IS 5 pav. matyti, kad mazinant potengialio 1 V (raudona kredy, ties 900 mV pradeda
rySkéti redukcire srow, voltamperogramos smailsryskeja ties 700 mV (40 nm AuND
atveju). Kaip ir imobilizuotos ThL atveju, stebingow yra glygojama deguonies
bioelektroredukcijos - tiek deguonies paSalinim@&sirpalo, tiek fermento inhibitoriaus
pridéjimas slygoja redukcigs srovs isnykimy. TalL adsorbavus ant gryno aukso
elektrodo bioelektroredukatnsrowe nebuvo gaunama (rezultatai nepateikti). Naudojant
Sig sistem gaunamos didziausios bioelektrokataiinsrovs tokio tipo sistemoms,
siekusios >200 pA/ct Kadangi skleidZiant potenciafemiau nei 700 mV elektrodo
srow nekinta, galima daryti prielaagd kad TEP procesas yra limituojamas imobilizuoto
fermento katalinio aktyvumo, nes ségvatsakas nedigh didinant elektrodo sukimo
greit ar virSpotencial kas rodo, kad srég stiprio neriboja deguonies difuzija ar
heterogenia elektrony pernasa, atitinkamai.

Analogiski sukamojo aukso disko elektrodo ekspentaie buvo atlikti su ThL
sistemomis, kur paaisjo, kad bioredukcié srow nedictja sukant elektrag Tai reiksty,
kad sroés atsak limituoja arba heterogeninelektrony pernasSa, arba adsorbuoto
fermento katalitinis aktyvumas.

Tirta AuND dydZio jtaka bioredukciés srovs atsakui. Siuo atveju aukso elektrodai
buvo padengti AuND kiekiu, pakankamu sudaryti dwidnsin heksagonalinio
iISsidestymo monosluokgnant elektrodo pavirSiaus. Gauti rezultatai pavad6 pav.,
kurie leidzia manyti, kad AuND — lakég TEP sistemp deguonies bioredukais srows
atsakas priklauso nuo AuND dydzio.

10 4

0.9 1.0
E, Vvs. NHE

-10 ~

39 nm
60 nm

39 nm

— ——  60nm
———— 95nm ———— 95nm

-5 e 9%5nm,suNeF - —————- 95 nm, su NaF
-200 -

6 pav. ThL (kaireje) ir Tal (deSigje), adsorbuotos ant sukamojo disko aukso eleltratitinkamo
dydzio AuND, CV. Nagridjamose sistemosgtirpala jdéjus 2 mM NaF CV atsakas buvo panasus -
iliustracijose pavaizduota 95 nm AuND - lakszistemos CV, kai tirpale yra 2 mM NaF. Elektrodo
sukimo greitis - 400 aps./min.
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IS 6 pav. pateikt CV matyti, kad didests srovs gaunamos naudojant mazesnio
skersmens AuND. Eksperimentas nebuvo tikslus, netNDA nelitinai formuoja
tvarkingg monosluoksjy kai AuND tirpalas yra uzlaSinamas ant pavirSiatasp pat
nezinoma ir kiek AUND nusiplauna CV eksperimentauné&iekiant patvirtinti AUND
dydzio svarh bioredukcirs srows atsakui, AUND — lak&s sistemos tirtos kvarcinio
kristalo mikrosvarstyklj su disipacijos nustatymu (KKM-D) metodzr (toliau).

Tirta inhibitoriy NaCl ir NaF jtaka bioredukciés srovs atsakui. Elektrodai, dengti
AuUND ir lakazmis, buvo sukami 400 aps./min dfiei, esant pastoviam 0,4 V
potencialui, ir registruojamas srs/tankio kitimas laikej tirpala nuosekliai pridedant
lakazs inhibitoriaus. Po inhibitoriaus p&pmo srows atsakas registruotas bent 15 min,
tatiau srows stipris iki galo nenusistédavo, todl galutines pastovios sras verts
buvo gaunamos matematiskai, rezultatus modeliuggaptastojo eksponentinio augimo
modeliu. Modeliuojant buvo daroma prielaida, kadalgs katalizuojamoje ABTS
oksidacijos reakcijoje NaF yra nekonkurentinis, aO\ — konkurentinis inhibitorius.
Gaulti rezultatai pateikti 2 lentgé.

2 lentek. Lakazs inhibicijos konstant (Ki, mM) palyginimas, nagrijant homogenia (lakaz tirpale
su 2 mM ABTS) ir heterogengn (lakaz adsorbuota ant AuND) sistemas. Visais atvejaisobuv
naudojamas vienodas buferinis tirpalas, eksperianatitkti kambario temperatoje.

NaCl (konkurentig NaF (nekonkurentii
Lakaz inhibicija) inhibicija)
Homogeni® | Heterogenid | Homogenig | Heterogenia
sistema sistema sistema sistema
Trichaptum abietinum| 20,2 +2,6 56+1,1 12,4+£2,0 %%80731
Trametes hirsuta 8,8 3,7 13,8 +5,7| 0,037 0,009 0,071+ 0,007

IS 2 lentets matyti, kad tiek natyvi, tiek adsorbuota ThL pggsi beveik vienodu
jautrumu tiek NacCl, tiek NaF. Tuo tarpu TalL, adsmta ant AUND pavirSiaus, praranda
atsparum NaF, tuo paiu iSlaikydama panagautrumy NacCl.

Lakaziy T1 vario centro padéties AUND pavirSiaus atzvilgiu tyrimai

PavirSinio stiprinimo Ramano spektroskopijos (PSR8¢todas buvo naudojamas
analizuoti ant aukso elektrodo adsorluAUND ir lakaziy s3veika. Siekiant patikrinti 3
pav. pavaizdugt mode] buvo bandoma gauti laksz T1 vario centro pavirSinio
stiprinimo nuo AuND Ramano signalus, nes Sis var@mtras pasizymi intensyviu
Ramano signalu 415 - 430 ¢nsrityje (Augustine, Kragh ir kiti 2008), kai tirfaes
suzadinamas raudonos Sviesos lazerio spinduliu.,(p4Z nm, darbe naudota 785 nm
lazerio spinduliuaf). 7 pav. pavaizduoti pavirSinio stiprinimo Ramaspektrai aukso
elektrodo su AuND ir ThL sistemose 300 - 1800%Gm2600 - 3200 cim spektro srityse.
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7 pav. Aukso elektrodo su AuND ir Thl PSRS, spekintervalai: 300-1800 ci(kair¢je) ir 2600-3200
cm’ (desirgje), elektrodo potencialai: 0,8 V (a), 0,6 V (b)40/ (c), 0,2 V (d), 0 V (e), ir 0,8 V (f)
NHE), matavimo glygos: Sviesos Saltinio bangos ilgis — 785 nm, iazsignalo galia ties elektrodu — 30
mW, bendra spekirregistravimo trukra - 300 s. Viena Ramano intensyvumo padala lygiAO00

IS 7 pav. pateikt spektroskopinj tyrimy rezultaty matyti, kad baltymas yra adsorbuotas
— stebimi aidis Phe Ziedo ,képavimo® signalai ties 1004 cm(7 pav., kaigje) ir
aromatinio Ziedov(=C-H) valentires vibracijos signalai ties 3059 ¢m(7 pav.,
desireje). Keitiant elektrodo potencialastri 1004 cit smaik plagja ir pasislenka
ilgesniyy bangy pus; (1001 cm'), o auksto daZznio komponentas ties 3059" anisiSkai
iSnyksta ties 0 V. Sie rezultatai leidZia teigtadk baltymas reorientuojasi keint
elektrodo potencial baltymo domenas, turintis daug Phe, tolsta nublBpavirSiaus
mazinant potencial

Citrato jony, adsorbuaf kartu su baltymu, signalai matomi i§ 1372 tjuostos (Munro,
Smith ir kiti 1995), ir, ko gero, i$ stipraus 158@i" ir plataus 1595 crhsignal;. 1372
cmi* signalas yraaygojamas karboksilato grép valentiniy virpesiy. Jo daZnis maja
palyginus su citrato tirpalo spektru (1417 Hn{Munro, Smith ir kiti 1995), tai tuty
reiksti tiesiogig karboksilato grupi sgveika su aukso pavirSiumi.Pazytma, kad
nebuvo gauti lakas T1 vario centro signalai. Zemo daznio juostos 4i£6 and 444 cm
! nepriskirtini T1 vario centrui, kadangi T1 sigrslarie Zemesni potencial turéty
mazti dél prerezonansinio Ramano Zadinimo praradimo (Gagal Niaura 1997). T1
signalo nebuvimas gali reiksti, kad ThL adsorbuojagia orientacija, kad T1 vario
centras atsiduria 2 — 4 nm atstumu nuo 39AuUND pavirSiaus (Murray ir Allara 1982;
Kovacs, Loutfy ir kiti 1986; Kennedy, Spaeth irikit999). Analogiski ant aukso elektrodo
adsorbuai AuND ir TaL tyrimy rezultatai buvo panas, t.y. T1 vario centro Ramano
signalas nebuvo stebimas.

Phe siiy ties 100 crit analiz paro, kad ~87% baltymo lieka adsorbuota ant AuUND
keiciant elektrodo potencial Taip pat buvo pastéta nuo potencialo priklausoma
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adsorbuoto baltymo reorientacija, ir stebima jiggma lakazj adsorbcija ant AuND.
Nustatyta, kad citrato jonai lieka prisijungrie AUND po AuND dengimo lakaze.

Heterogenire elektrony pernasa AuND — lakaz2s sistemose

Vandens masés baltymy sluoksnyje nustatymas. Norint nustatyti tiksl
bioelektrokatalitiname procese dalyvaujanlakaziy skatiy, batina nustatyti vandens
mags daj lakazs sluoksnyje, kadangi KKM-D metodu yra matuojamskgelastinio
sluoksnio, sudaryto iS makromolekylr vandens, mas

Siame tyrime panaudotas nunelipsometrijos metodas, kuris leidzia nustatgtiyso*
baltymo sluokspant analizuojamo pavirSiaus. Abiejuose matavimaooh@se lakazs
adsorbcijos glygos ant aukso pavirSiaus labai panasios. KKM-ejt iSvalytas aukso
pavirSiaus jutiklis buvamontuotag cek, ir lakazs tirpalas buvo leidziamas 100 pl/min
grekiu. Nulinés elipsometrijos eksperimentatveju, Sis lakas tirpalas buvapiltas j
cek su nuvalyta aukso plokstele étdi maiSomas. Abiem atvejais buvo palaikoma 23 °C
temperaira. Tyrimy rezultatai modeliuoti pagal formul

Mg, = X172 + x5

kur m,. — adsorbuotos lakég mas laiko t momentu,x;, X ir X3 — modeliuojami
paprastojo eksponentinio augimo modelio paramefiailangi tyrimai atlikti skirtingose
cekse, lakazs nugdimo greitis skyési. Naudojamo modelia, parametras sugg su
lakazs sluoksnio augimo gr&u, toctl tolesni skatiavimai atlikti remiantis Siomis
formulémis:

Mygay = Xqq * e F92 T¥62)/2 kM | yq.

Mg = Xy * g Xz +txey)[2etyy 4 xeg
kur Mk ir Mg — adsorbuotos lakéaz mas laiko tyky ir tef momentuXxay, Xtp, XGs ir Xey,
X6, X6 atitinkax,, X,, X3 parametrai gauti iS KKM-D ir nulgs elipsometrijos matavi
atitinkamai. Gautos priklausomég® pavaizuotos 8 pav.

8 - 81

m, mg/m2
m, mg/m2

0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
t, min t, min

8 pav. Paramets mxxu (vientisa kreig) ir mg (punktyrire kreive) priklausomyl nuo kywm ir te Sisteny
su ThL (kaigje) ir TaL (deSigje) atvejais.

Gauta, kadme/mycn santykis bet kuriuo laiko momentu atitinka vandenass daj
(w/w) baltymo sluoksnyje. Apské&uota vandens mas dalis (w/w) ThL atveju buvo 84
+ 5%, Tal atveju — 68 + 2%.

Sie skafiavimai galioja sistemoms, kur lakayra adsorbuojama ant plaks§ aukso
pavirSiaus, o ne AuND, ir tinka tuo atveju kai &uND adsorbuotas lakag sluoksnis IS
tikryjy turi panag vandens kiekkaip ir lakazs sluoksnis ant aukso pavirSiaus.
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Heterogenires elektrony pernasos konstamt nustatymas.Elektrocheminiai KKM-D
eksperimentai buvo atliekami ant KKM jutiklio formjant PLL — lakags — AuND —
lakazs sluoksnius ir modeliuojanif bei AD priklausomybes nuo laiko Qtools
programine jranga, analizuojant pokws penktame, septintame ir devintame
obertonuose. Pirmo, PLL, sluoksnio matavimai pérddad PLL adsorbcijaab/goja
mazusAf pokyius, AD kitimo nebuvo stebima. Vidutinis PLL sluoksnio gandeniu
masss tankis - 74 + 39 ng/cmAntro, lakazs, sluoksnio matavimai rédyskesniusAf

ir AD pokyius, nustatyti vidutiniai lakas sluoksny su vandeniu mas tankiai - 440 +
250 ng/cmir 50 + 32 ng/crA ThL ir TaL atvejais, atitinkamai. Té®, AuND sluoksnio,
mags matavimo rezultatai, perskmioti j AuND kiekius, skaiiuotus naudojantis
nustatytomis skersmens vartis (dps)), pateikti 9 pav.

©
)

100 4

80 -

o
L

60 -

404 ° .

N
L

20 A

AUuND kiekis ant pavirsiaus, N x 10™
N

AuND uzpildyta monosluoksnio dalis, %

L]
20 40 60 80 100 20 40 60 80 100
AuND skersmuo, nm AuND skersmuo, nm

o

9 pav. Adsorbuoty AuND kiekio priklausomyb nuo AuND dydzZio (kaije) ir apskaiiuotas AuND
monosluoksnio uzpildymas pagal AuND dydeSirtje).

Ketvirtas, lakags, sluoksnis buvo formuojamas hf/ml koncentracijos lak&g tirpah
leidziant per jutiklio pavir§j ne ilgiau nei 10 min. Gauta galutitakazs mag buvo
perskafiuojama kaip ,sausos“ lakéz masg, ir, zZinant baltymo molig@ mas,
apskatiuotas lakags molekuliy kiekis, adsorbuotas ant AuND.
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10 pav. Virdutiniuose pav. - adsorbuotos ThL kiekio (k) ir ThL/AUND molinio santykio (deSije)
priklausomylés nuo AuND dydZio. Apatiniuose pav. — analogiSkiuleatai TaL lakags atveju.

Lyginant rezultatus gautus sorbuojant ThL ir TalLtytiakad TaL adsorbuojasi labiau
nei ThL. Tai turlit susig su tuo, kad ThL sluoksnyje baltymo ir vandens gdatyra

didesnis.
IS eksperimentini PLL- AuND — lakazs KKM-D CV analizs rezultay paskatiuotos
heterogenias elektrom pernasos konstantég,s pateikiamos 11 pav.

— 14 ~ —
1] (2]
2 12 2 ®
2 ¢ S0 #
10 4
®
8 1 30
[]
6 L1 20
4
;3|
51 - 10 » e
e e . agl
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
AuUND skersmuo, nm AuUND skersmuo, nm

11 pav.kgs priklausomylés nuo AuND dydZio ThL (kadje) ir TaL (deSiije) atvejais. AUND paklaidos
atitinka dps; paklaidaskqs paklaidos apskéiuots remiantis vandens nisslakazs sluoksnyje matvimo
rezultaty paklaidomis.
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IS heterogeniés elektrom pernasos konstantk,,s priklausomybj nuo AuND dydzio
matyti, kad nanodaleji dydis turi didets jtakos k,,s kas buvo stelta atliekant
elektrocheminius CV tyrimusdidesniy AUND atvejuk,s yra mazesgs nei naudojant
vidutines AuND, tdiau netikkta yra tai, kad sistemos su mazomis AuND taip pat
pasizymi mazesimis Kops

Daroma prielaida, kad galbKKM-D eksperimeni metu AuND turi silpg kontakt su
aukso pavirSiumi & adsorbuoto PLL sluoksnio, ir, pavyzdziui, mazesskersmens
AuUND nesugeba tinkamai ,nussti“ j PLL ir sudaryti geg AuU/AuUND kontaky. Jei tai
buty tiesa, bendru atveju nesusijungusi susijungusi AuUND santykis laty panasus
TEP dalyvaujatiy ir nedalyvaujadiy lakaziy molekulin santyk.

Tolesni skatiavimai buvo atliekami integruojant ir lyginant @esimeniy metu gauj
PLL — lakazs — AuND CV plotus, kurie atitinka berdAuND pavirSiaus plat Realis
vidutiniai vienos AuUND elektrocheminiai plotai gauhant CV integravimo rezultatir
AuUND kiekio santyk Jj priklausomylk nuo AuNP dydzio lyginta su teorine AuND
pavirSiaus ploto priklausomybe nuo AuND dydzio (E&.).

800 - 800 -

600 - 600 1
400 A

400 -

200 - 200 -

Santykinis AuND pavirSiaus plotas, %
Santykinis AUND pavirSiaus plotas, %

20 4‘0 éO 8‘0 160 20 4‘0 6‘0 8‘0 160
AuND skersmuo, nm AuND skersmuo, nm

12 pav.Teorire ir eksperimentia vienos AuND pavirSiaus ploto priklausongybuo AuND dydZio ant

AuUND imobilizavus ThL (kaigje) ir TaL (deSikje). Teorire priklausomyld - iStisire linija,

eksperimentia priklausomy# - juodi taskai; 100% atitinka 36,5 nm AuND pawénds ploi.

Fermeni ks reikSmes buvo atitinkamai perskaiuotos, kurk,,s gauti iS sistemp su 36,5
nm AuND tyrimy buvo laikomi kaip standartas (13 pav.).
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13 pav. Perskatiuotos kqps priklausomylés nuo AuND dydZio ThL (kaéje) ir TaL (deSigje) atvejais.
AuND paklaidos atitinkadps paklaidas,k.,s paklaidos apskéiuots remiantis vandens nisslakazs
sluoksnyje matavimo rezultapaklaidomis.

21



Sie konstant perskatiavimai leidZia manyti, kad ThL sistepatveju mazos AuND turi
panasi jtaka kops kaip ir vidutires AUND. Maksimaliod,,s reikSnes ThL atveju siek 12

s TalL 45 &. Atitinkamai ThL ir TaL fermentiniai aktyvumai peluose su 2 mM
ABTS buvo mazdaug 200'sir 300 §', veres skyesi priklausomai nuo ferment

laikymo slygy.

Tiesiogires ir mediatorires elektrony pernasos santykis AUND — lakéz sistemose.
Siekiant iSsiaiskinti, ko& vidutinio dydzio AuND glygoja geresneg,,s buvo iSkelta
hipotez, kad tai lemia skirtinga T1 vario centro pozid§aND atzvilgiu. Tokiu atvejuj
AuND - lakazs bioelektrokatalitin sistema jdéjus 2 mM ABTS, tuétume stebti
skirtingg bendros mediatorés elektrom pernasos (MEP)b/gojamy srow sistemose su
jvairiomis AuND. Tam tikslui ant KKM-D jutiklio sufomuota PLL — AuND — TalL
multisluoksre strukira ir per KKM-D cet iS pradzy leistas buferinis tirpalas
(registruota TEP redukairsrow esant 0,5 V potencialui), po to leistas bufertirzalas
su 2 mM ABTS (registruota bendra sépwatitinkanti sumig savaimirgs oksiduotos
ABTS formos redukcijos ant aukso pavirSiaus ir M@gguonies bioredukcijos srgv
Véliau, ] 2 mM ABTS buferin tirpalg jdéjus 2 mM NaF, buvo stebima likuimMABTS
redukcijos sro¥, kuri skatiuojant rezultatus buvo atimta iS bendros ABTS kegjos ir
MET srows reikSnés. KKM-D analize nustaus lakazs kiel§ ant AUND pavirSiaus
srows reikSngs gautos persk&avus (normavus) 1 ng TaL. Gauti rezultatai:

AuND dydis, TEP sros MEP srows TEP/MEP
nm tankis, HA/cm2 | tankis, HA/cm2 santykis, %
20.2+0.8 3.8+0.1 24.9+0.2 15.4+0.6
36.5+1.4 9.3+0.1 34.3+0.2 26.9+0.4
91.6+3.1 1.28 £ 0.03 27.0+0.3 47+0.1

Pateikti rezultatai rodo, kad sistemos, savoesge turincios vidutinio dydzio AuND,
generuoja didziausias TEP ir MEP sksuvankio reikSmes. Galima daryti prielaikad
tokios AuND uztikrina geriaugikontaky su fermento aktyviuoju centru bei maziausiai
denatiruoja ar degraduoja lakazsu glyga, kad rezultat neveikia substrgtdifuzija link
AuUND pavirSiaus.

Rezultaty aptarimas

Vienas svarbiausgidisertacijos darbe gautezultaty yra bioelektrokatalitiass deguonies
redukcijos, pagstos tiesiogine elektranpernasa (TEP), stéimas sistemose su lakaze,
adsorbuota ant aukso nanodaleli(AuND). Kai buvo pademonstruota TEP
bioelektrokatalig sistema, sudaryta iS 40 — 50 nm AuNDTImametes hirsutdakazs
(2010 metais), literatoje jau buvo paskelbta apie TEP galirayarp AuND ir fermenj
aktyviy centy sistemose su citochromwi(Ju, Liu ir kiti 2002), mioglobinu (Liu ir Ju
2003), kriem peroksidaze (Zhao, Henkens ir kiti 1992), supdduikgismutaze (El-Deab
ir Ohsaka 2007) ir bilirubino oksidaze (Murata, iajir kiti 2009). Nors jau anksau
buvo parodyta TEP galimgbsistemose su anglies elektrodais dalyvaujant kEkaz
(Berezin, Bogdanovskaya ir kiti 1978)¢it@u efektyvi TEP bioelektrokatabzsistemose
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IS lakazy ir metaliny elektrody nebuvo parodyta (Shleev, Christenson ir kiti 2005;
Shleev ir Ruzgas 2008).

Darbe parodyta TEP pggta deguonies bioredukcija sistemose su AuNDrametes
hirsuta lakaze buvo efektyvi, nes ciklia voltamperometrijos eksperimentuose
redukcire srow atsirasdavo ties 850 m\g. NHE), o redukciad smaik issilygindavo
ties 650 mV Trametes hirsutdakazs T1 vario centro redokso potencialas - 780 mV
(Shleev, Morozova ir kiti 2004). Visétto, sistemose, kuriose panaudotas AuND kiekis
buvo pakankamas monosluoksniui ant elektrodo pawsSsudaryti, redukcé#s srows
tankis nebuvo didesnis kaip 1B\cm? 15 kity darhy (Pita, Gutierrez-Sanchez ir kiti
2011) paaisio, kad TEP sistemose lakaturi biiti tinkamai orientuota aukso pavirsj.
Lakazs orientacija AUND pavirSiaus atzvilgiu galitbkeiciamajvairiais kidais, t&iau
darbe, siekiant gauti kuo didesnius bioreduésisroés tankius sistemose su AuND,
buvo bandomos skirtingos daugiatsoksidazs.

Viena IS tiry oksidazi buvo Zmogaus ceruloplazminas. Elektrocheminiai
ceruloplazmino - AuND (40 nm) sistemos tyrimai plroedukcire srow ties 730 mV
(vs. NHE). Efektyvi deguonies bioredukcija Siojstemoje nebuvo stebimaj froces
galima lity priskirti fermento redokso grupitransformacijai, t&au tikroji proceso
priezastis ara aiski.

Kita oksidaz — lakaz iS Trichaptum abietinum- TEP bioelektrokatalitése sistemose
su AuND pasiekdavo aukStesnes redukcines srovesisteimos sulrametes hirsuta
lakaze. Sukamasis aukso elektrodas, padengtas A4BIIDm) ir Trichaptum abietinum
lakaze, sukurdavo maZzdaug 1ig8/cm® bioredukcis srows tank. Eksperimentiniai
rezultatai, gauti naudojant sukajinaukso elektrogl leidzia manyti, kad TEP procesas ir
maksimalus redukcés srows tankis yra ribojami fermento bioelektrokatafizyretio.
Darbe buvo siekiama iSsiaiskinti, kKaédTrichaptum abietinumakazs sistemos yra
pranasesss uz analogiSka3rametes hirsutdakazs sistemas. Nustatytdgichaptum
abietinumlakazs redokso potencialas — 714 mV, yra mazesnidnametes hirsuta
lakazs potencia (780 mV (Shleev, Morozova ir kiti 2004),¢tau abu fermentai gali
buti priskirti aukSto potencialo lakams. Trichaptum abietinumakaz, skirtingai nei
Trametes hirsuta, po imobilizacijos ant AuND pavirSiaus praranda patsing
nekonkurentiniam T2/T3 vario centro inhibitoriui Naly inhibicijos konstantos skiriasi
140 karty. Taciau abi lakags iSlaiko panag jautruny T1 vario centro konkurentiniam
inhibitoriui NaCl. Trichaptum abietinumlakaz gerai katalizuoja neorganinio junginio
ferocianido oksidacs, bet prastai katalizuoja fenolipijunginiy oksidaciy. Nors dar
neturime Sios laka&s PDB strukiros, gauti rezultatai leidzia daryti prielajdkad
lakazs T1 vario centro aplinka turi didgsieigianyjj krivj nei Trametes hirsutéakaz,
kuri gerai oksiduoja tiek organinius, tiek neorgams junginius. Tod Trichaptum
abietinum lakazs atveju, dl didesnio teigiamo Kivio, organiniai junginiai sunkiau
pasiekia T1 vario cenfr Jei Si prielaida teisinga, galimaith manyti, kad labiau
teigiama T1 sritis geriauggeikauja su neigiamajkrautu AuND pavirSiumi, tog
atstumas tarp T1 ir AUND yra trumpesnis fleametes hirsutdakazs sistemoje. Siuo
metu bandoma nustatyfirichaptum abietinumiakazs strukiirg, gauti rezultatai leigt
patvirtinti ar atmesti silomas prielaidas.

Mazai tikétina, kad T1 vario centro pozicija AUND pavirSiaatgvilgiu yra lemianti TEP
pagistos deguonies bioredukcijos veikimalyga. AuND ir abiey lakaziy sisteny
pavirSiaus stiprinimo Ramano spektroskopijos matanmise nebuvo stéta T1 vario
centro Ramano stiprinimo efekto, o tai reiSkia, Rddvario centras yra toliau nei 2 — 4
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nm nuo AuND pavirSiaus. Eau buvo stebima nuo elektrodo potencialo priklawso
biomolekuly reorientacija. Yra iSkelta hipotetShleev, Jarosz-Wilkolazka ir kiti 2005),
kad TEP sistemose T2/T3 vario centras yi@aar aukso pavirSiaus, aitent T1 vario
centras yra nutes aukso pavirSiaus. Tai, kddichaptum abietinuntakaz, adsorbcijos
ant AUND metu praranda atsparuii2/T3 vario centro inhibitoriui NaF, gali reikSkad
AuUND pavirSiaus gveika ketia T2/T3 vario centro struikta. Tockl, Trichaptum
abietinumlakazs atveju, iSauga deguonies bioreduksisrows tankis, nes T2/T3 vario
centras atsiranda@au AuND pavirSiaus neglirametes hirsutéakazs atveju.

Darbe parodyta, kad AuND — lakazsistemose (abigjlakaziy atveju) - AUND dydis
daro jtaka heterogeninei elektrgn pernasai (EP). Naggmnt EP vienos laka&s
molekuks atzvilgiu, pastetia, kad heterogentnEP vyksta gréiau naudojant 40 - 50
nm, bet ne 70 - 90 nm AuND. Optimalaus dydzio AulBnaudojimas uztikrina
efektyviauss TEP bei maziaugi fermento denatacijg ir/ar degradaci. Reiskinio
priezastys éra visiSkai aiskios. Literatoje ntra duomen apie 10 — 100 nm dydzio
AuUND struktiros analizs studijas, bet yra aprasonékmingi TEP bioelektrokatalitim
sistemy bandymai imobilizuojant oksidoreduktazes ant moistédinio Au(111)
pavirSiaus (Gonzalez Arzola, Gimeno ir kiti 2010¢igu AuND kity monokristalirgs,
ko gero nebty stebima aiski TEP atsako priklausoraytuo AuND dydzio. Jeigu AuND
strukiira iS tikmjy yra polikristalire, galima ity spekuliuoti, kad efektyviai TEP
reikalingas optimalus AuND pavirSiaus islinkimagtikrinantis trumpiaugi atstuna
tarp AuND ir fermento aktyviojo centro. Naujaustadija (Suzuki, Murata ir kiti 2012)
paroc prieSing efek — AuUND ir bilirubino oksidags sistemos su dides&mis (70 nm)
AuUND sukuria aukStegndeguonies bioredukcijos s tank nei sistemos su
mazesamis (7 ir 15 nm) AuND. Tai gaty patvirtinti prielaid, kad kitent optimalus
AuND dydis yra svarbiausias veiksnys optimalauguate tarp AuND ir fermento
aktyviojo centro susidarymui.
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ISVADOS

1. Naujai isgryninta Trichaptum abietinumlakaz yra priskirtina auksSto redokso
potencialo lakazj grupei, jos T1 vario centro redokso potencialas#1t4 £ 12 mV
vs.NHE.

2. Lakazs iS Trametes hirsutair Trichaptum abietinum taip pat Zmogaus
ceruloplazminas, gali vykdyti tiesiogirelektrony pernag tarp aktyviojo centro ir
aukso nanodalajipavirSiaus.

3. PavirSinio stiprinimo Ramano spektroskopijos mataui leidzia teigti, kad kai
kurios ant aukso nanodalgladsorbuaj lakaziy amino Ggstys ketia orientaciy j
aukso pavir§j keiciant elektrodo potencial tatiau T1 vario centro signalnebuvo
nustatyta.

4. Elektrony pernaSa priklauso nuo aukso nanodagléidzio. Lakazs, adsorbuotos ant
vidutinio dydzio (40 — 50 nm) aukso nanodajelpasizymi greitesne elektron
pernasa nei adsorbuotos ant didges(O0 — 90 nm) aukso nanodaigliAukso
nanodalely - lakazs sistemose, naudojant optimalaus dydzio nanodalele
atitinkamai Trichaptum abietinumir Trametes hirsutalakazes, heterogeris
elektrony pernasos konstantos siekia 45rs11 s.

5. Ant aukso nanodaleli adsorbuotosTrametes hirsutair Trichaptum abietinum
lakazs katalizuoja tiesiogine elektrgnpernasa pagsta deguonies bioredukaij
Maksimali bioelektrokatalitié@ srove yra ribojama adsorbtuoto fermento katalitinio
aktyvumo arba heterogerm elektrom pernasos atitinkamdirichaptum abietinum
ar Trametes hirsutdakaziy atvejais.Trichaptum abietinuntakaz, adsorbuota ant
aukso nanodalejj praranda atsparupmnhibicijai fluoridu.
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Abstract

In this work bioelectrocatalytic functions of meltpper oxidases adsorbed on gold
nanoparticles are studied. As multicopper oxidakesases and human ceruloplasmin
are used. The enzymes have been employed in alketrocal systems consisting of
gold electrodes covered by gold nanoparticles amtiqolar enzymes, ensuring efficient
direct electron transfer between gold nanopartided active centres of multicopper
oxidases. For the first time direct electron trandfetween gold nanoparticle and active
centre of laccase has been reported. Laccases frametes hirsutaand Trichaptum
abietinum also human ceruloplasmin, exhibited direct etectiransfer between active
centres of the enzyme and gold nanoparticles, mieimwhe mentioned laccases
exhibited efficient direct electron transfer basexiygen bioreduction on electrode
surface. Heterogeneous electron transfer rate ihd goanoparticle - laccase
bioelectrocatalytic systems depended on nanoparizk. In general larger diameter (60
— 90 nm) gold nanoparticle systems exhibited slowgigen bioreduction than medium
sized (40 — 50 nm) gold nanopatrticle systems. ldgereous electron transfer constants
reached as high as 45 snd 11 ¥ in Trichaptum abietinumand Trametes hirsuta
laccase systems, respectively.

Direct electron transfer between laccase and gateparticles mechanism has also been
studied. It was discussed that T1 site is not dabde at gold nanoparticle surface,
whereas potential dependent enzyme reorientatiosn evedent based as revealed by
surface enhanced Raman spectroscopy measurememtyalSchanges ofrichaptum
abietinumlaccase catalytic properties upon adsorption od gahoparticles have been
revealed. It was discussed that probably the optimurvature of gold nanoparticles are
responsible for formation of most efficient direatlectron transfer based
bioelectrocatalytic systems.
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