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SANTRUMPOS

AC — acetatinis buferinis tirpalas

Ag — sidabras

AUND - aukso nanodalelés

AUNS — aukso nanostruktiiros

AUNS/BM - aukso nanostruktiiros modifikuotos Berlyno méliu
AuNS/GS - grafito strypelio elektrodas modifikuotas aukso
nanostruktiiromis

BAE — biologinis atpazinimo elementas

BB — Berlyno baltasis

BM — Berlyno mélis

BM/AUNS/GS — grafito strypelio elektrodas modifikuotas aukso
nanostrukttiromis ir Berlyno méliu

DAUNS — dendritinés aukso nanostruktiiros

EDC - 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodimido hidrochloridas
EPT — elektrony pernasos tarpininkas

FAD - flavino adenino dinukleotidas

FBT — fosfatinis buferinis tirpalas

FE-SEM - aukstos raiskos skenuojantis elektroninis mikroskopas su
lauko emisijos Saltiniu

FMS — N-metilfenazino metosulfatas

GA — glutaro aldehidas

GA-GOx-SAM/DAUNS/GS - grafito  strypelio  elektrodas
modifikuotas aukso nanostruktiiromis, savitvarkiu monosluoksniu,
kovalentiskai imobilizuota bei GA garais surista gliukozés oksidaze
Glu — gliukozé

GOx — gliukozés oksidazé

GOx/DAUNS/GS - grafito strypelio elektrodas modifikuotas
dendritinémis aukso nanostruktiiromis ir gliukozés oksidaze
GOx-SAM/DAUNS/GS - grafito strypelio elektrodas modifikuotas
dendritinémis aukso nanostruktiiromis, savitvarkiu monosluoksniu ir
kovalentiskai imobilizuota gliukozés oksidaze

GS — grafito strypelio elektrodas

Imax — maksimalus srovés stipris

Kwm " — tariamoji Michaelio konstanta

Nf-GOx/BM/AuUNS/GS - grafito strypelio elektrodas modifikuotas
aukso nanostruktiiromis, Berlyno méliu, gliukozés oksidaze ir nafionu



Nf — nafionas

NHS — N-hidroksisukcinimidas

Pt — platina

SAM - savitvarkis monosluoksnis (angl. self-assembled monolayer)
11-MUR — 11-merkaptoundekano rugstis
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[VADAS

Cukrinis diabetas (lot. diabetes mellitus) yra placiai paplitusi ir sunki létiné
liga. Siai buklei budinga padidéjusi gliukozés koncentracija kraujyje dél
organizmo nesugeb&jimo gaminti ar efektyviai panaudoti insulino.
Tarptautinés diabeto federacijos duomenimis, pasaulyje cukriniu diabetu
serga daugiau nei 537 milijonai zmoniy. Prognozuojama, kad iki 2030 m.
diabetu sirgs 643 milijonai zmoniy, 0 tendencijai tgsiantis iki 2045 m. Sis
skaic¢ius gali iSaugti iki 783 min. [1]. Nuolatinis $ios ligos plitimas kelia
nerima, nes su cukrinio diabeto diagnoze siejamos tokios komplikacijos kaip
Sirdies ir kraujagysliy ligos, inksty nepakankamumas, neuropatija ir
retinopatija. Ankstyva ligos diagnostika, gliukozés koncentracijos nustatymas
ir nuolatinis stebéjimas yra gyvybiskai svarbiis norint valdyti liga bei uzkirsti
kelig komplikacijoms ir pagerinti tokiy pacienty gyvenimo kokybe. Tiksli
diagnoz¢ leidzia sudaryti veiksmingus gydymo planus, kurie gali su§velninti
ilgalaikius cukrinio diabeto padarinius ir padéti palaikyti bendra pacienty
sveikatos bukle.

Diabetu sergantiems pacientams buvo sukurti jvairiis gliukozés
koncentracijos biologiniuose skys¢iuose nustatymo metodai, kuriy kiekvienas
suteikia unikalig nauda. I8 $iy analizés metody labiausiai i§skiriami optiniai ir
elektrocheminiai. Optiniai metodai, tokie kaip artimoji ir pagrindiné
infraraudonyjy spinduliy spektroskopija, Ramano spektroskopija ar
fluorescenciniai metodai, leidzia atlikti neinvazinj gliukozés nustatyma ir
nuolatinj stebéjima. Sie metodai panaudoja $viesos saveika su gliukozés
molekulémis ir gaunami iSmatuojami signalai, o tai suteikia pranaSumg
pacienty patogumo ir integravimo j neSiojamus prietaisus pozitiriu. Vis délto,
iki 8iol labiausiai paplite¢ yra invaziniai ar minimaliai invaziniai
elektrocheminiai metodai, kuriy veikimui butinas kapiliarinio kraujo lasas
gaunamas pradiirus pirsta arba naudojant pooding plong adata. Ypatinga vieta
gliukozés nustatyme elektrocheminiais metodais uzima fermentiniai
gliukozés biologiniai jutikliai, kur naudojama gliukozés oksidazé (GOX).
Tokiy jutikliy populiarumg 1émé kelios pagrindinés savybés: jy paprastumas,
didelis jautris, puikus atrankumas, platus gliukozés koncentracijos nustatymo
diapazonas, galimybé¢ atlikti matavimus spalvotuose ir drumstuose tirpaluose,
maza gliukozés aptikimo riba ir patraukli kaina. Tokiais jutikliais galima
lengvai nustatyti kliniskai svarbias gliukozés koncentracijas, nepaisant kity
kraujyje esanc¢iy pasaliniy ar elektrochemiskai aktyviy medziagy.

Nanotechnologijos vis labiau integruojamos j jvairias Zmoniy gyvenimo
sritis ir j analizei skirtus prietaisus, tame tarpe ir j fermentinius skirtingy karty
gliukozés amperometrinius jutiklius. Tarp skirtingy nanomedziagy aukso
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nanostruktiiros (AuNS) uzima ypatingg vietg. Integruojant AuNS |
fermentinius gliukozés biologinius jutiklius, dél unikaliy AuNS savybiy
galima ne tik sustiprinti analizinj signalg, sutrumpinti analizés trukme,
pagerinti gliukozés aptikimo riba, bet ir prailginti biologinio jutiklio veikimo
trukme dél nanomedziagy biosuderinamumo ir padidéjusio fermento
stabilumo. Daugumos elektrocheminiy gliukozés biologiniy jutikliy veikimui
papildomai yra reikalingas elektrony pernasos tarpininkas (EPT), kuris turi
buti tirpale matavimy metu. Daug pazangesni ir patrauklesni praktiniam
taikymui yra bereagenciai gliukozés biologiniai jutikliai, kai visos analizei
reikalingos medziagos yra integruotos ant elektrodo. Siam tikslui galima
s¢kmingai panaudoti Berlyno mélj (BM) bei kitas elektrochemiskai aktyvias
medziagas elektrodo modifikavimui ir gliukozés nustatymui. Taigi,
panaudojant pazangias nanomedziagas, naujus technologinius sprendimus ir
skirtingas gliukozés nustatymo strategijas tobulinami ir kuriami jvairiis
amperometriniai gliukozés biologiniai jutikliai.

Siy tyrimy metu buvo sukurta inovatyvi dendritiniy aukso nanostruktiiry
(DAUNS) ir grafito strypelio (GS) elektrodo sistema. Elektrocheminé DAUNS
sintezé ant GS elektrodo pagerina jutikliy veikima, lyginant su tradiciniais
metodais, kai néra DAuNS. Sie tyrimai pabrézia gliukozés oksidazés
imobilizavimo ant DAUNS metodo parinkimo svarbg, siekiant gauti didesn;j
jautrj nustatant gliukoze ir pagerinti elektrodo stabilumg. Tokio tipo gliukozés
biologinis jutiklis sékmingai veikia electrocheminéje celé¢je esant EPT N-
metilfenazino metosulfato (FMS). Sukurtas ir charakterizuotas bereagentis
biologinis jutiklis veikiantis naudojant GS modifikuota AuNS, BM ir GOX.
Toks elektrodo modifikavimo derinys leido pasiekti dar zemesne gliukozés
aptikimo ribg ir gera signalo pakartojamuma. Sis tyrimas pabrézia GS
elektrodo modifikavimo su AUNS ir BM svarbg, siekiant sukurti itin jautrius
bereagencius gliukozés biologinius jutiklius.
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DARBO TIKSLAS

Sukurti  fermentinius biologinius jutiklius tinkamus elektrocheminiam
gliukozés nustatymui, taikant skirtingas gliukozés nustatymo strategijas bei
panaudojant DAUNS, AuNS ir Berlyno mélj (BM).

DARBO UZDAVINIAI

1. Sukurti elektrocheminj gliukozés biologinj jutiklj, panaudojant DAuNS ir
parenkant geresnj GOx imobilizavimo metoda, jautriam gliukozés
nustatymui, naudojant tirpy elektrony pernaSos tarpininka N-
metilfenazino metosulfata.

2. Sukurti bereagent;j elektrochemin;j gliukozés biologinj jutiklj, panaudojant
AuNS ir BM.

DARBO GINAMIEJI TEIGINIAI

1. Elektrocheminio gliukozés biologinio jutiklio veikimas priklauso nuo
metodo pasirinkto GOx imobilizavimui ant GS elektrodo modifikuoto
DAuNS. Didziausias analizinis signalas ir maziausia gliukozés
aptikimo riba pasiekiami naudojant keliy fermento imobilizavimo
metody kombinacija: kovalentinj GOx imobilizavima ant savitvarkio
monosluoksnio (SAM) ir papildoma kryzminj kovalentinj sujungima,
panaudojant glutaro aldehido (GA) garus.

2. GS elektrodas elektrochemiskai modifikuotas AuNS ir BM gali biiti
s¢kmingai panaudotas konstruojant bereagentj fermentinj gliukozés
biologin;j jutiklj.

12



LITERATUROS APZVALGA
1.1 Cukrinis diabetas ir gliukozés koncentracijos stebéjimas

Gliukozés koncentracijos jvertinimas yra svarbus maisto ir gérimy kokybés
bei fermentacijos procesy kontrolei, taip pat klinikinéje medicinoje, vertinant
paciento sveikatos bukle. Padidéjgs cukraus kiekis zmoniy mityboje yra
susijes su daugeliu létiniy sveikatos problemuy, jskaitant Sirdies ir kraujagysliy
ligas (Sirdies nepakankamuma, insultg ar Sirdies priepuolj), 2 tipo diabeta,
miego apnéja, metabolinj sindroma ir nutukima [2]. Gliukozés koncentracija
zmogaus kraujyje yra vienas i§ esminiy rodikliy cukrinio diabeto
diagnostikoje. Iprastai gliukozés koncentracija kraujyje svyruoja nuo 4,4 iki
6,6 mmol L![2,3]. Skai¢iuojama, kad diabetas nustatytas 537 milijonams
suaugusiyjy visame pasaulyje, kurie yra tarp 20 ir 79 mety amZiaus.
Prognozuojama, kad iki 2030 mety cukriniu diabetu sirgs 643 milijonai
Zmoniy visame pasaulyje, o iki 2045 mety Sis skaiCius iSaugs iki 783
milijony [4]. Tai rodo, kad cukrinis diabetas tampa vis didesne sveikatos
problema pasaulyje ir pabrézia butinybe imtis efektyviy priemoniy Sioje
srityje.

Gliukozé — monosacharidas, kuris yra gyvybiskai svarbus energijos
Saltinis organizmams [5]. Suaugusio Zmogaus smegenys per dieng absorbuoja
apie 120 g gliukozés, kad palaikyty savo funkcijas ir veiklg. Kai maisto
suvartojimas yra nutraukiamas, organizmas pasitelkia alternatyvius energijos
Saltinius, tokius kaip glikogenas, kuris kaupiasi kepenyse ir raumenyse.
Glikogenas yra polisacharidas, kurj organizmas gali skaidyti j gliukoze, kai
reikia papildomos energijos. Kai maisto nebejsisaviname, reikiamo glikogeno
atsargy kiekio sunaudojimas paprastai jvyksta per 12—18 valandy laikotarpj.
Kraujo gliukozés koncentracija yra Siek tiek mazesné nei plazmoje, o tai rodo,
kad dalis gliukozés yra susieta su kitomis medziagomis kraujyje. Be to,
arteriniame kraujyje gliukozés koncentracija gali buti Siek tiek didesné nei
veniniame kraujyje, nes arterinis kraujas tiesiogiai veikia organizmo audiniy
apripinimg maistinémis medziagomis. Kapiliariniame kraujyje gliukozés
koncentracija taip pat gali biiti Siek tiek didesné nei veniniame kraujyje, nes
kapiliarai yra artimesni audiniams ir pernesa gliukozg [6].

Angliavandeniy apytakos sutrikimas, kuris pasireiSkia, kaip gliukozés
koncentracijos padidéjimas kraujyje, atsiranda dél sutrikusio insulino
i8skyrimo, jo veikimo arba Siy dviejy veiksniy kombinacijos [7]. Insulinas yra
polipeptidinis hormonas, kurj gamina specializuotos B lgstelés esancios
pagrindinéje kasos dalyje. Sis hormonas veikia kartu su kitu hormonu
gliukagonu, siekiant reguliuoti gliukozés koncentracija kraujyje: insulinas
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skatina gliukozés kaupimasi organizme, o gliukagonas atlicka prieSinga,
katabolinj vaidmenj. Insulinas yra svarbus reguliuojant gliukozés
koncentracija kraujyje, skatindamas jos kaupimasi kepenyse, raumenyse ir
riebaliniame audinyje, dél ko gali padidéti bendras kiino svoris. D¢l jvairiy
fiziologiniy procesy, kuriuos reguliuoja insulinas, jo sintezé ir koncentracija
organizme yra esminiai kai kuriy létiniy ligy kilmés ir progresavimo
veiksniai [8]. ISskiriami 1 ir 2 tipo cukrinio diabeto tipai, kuriems budingi
gliukozés koncentracijos pokyciai kraujyje: hiperglikemija (padidéjusi
gliukozés  koncentracija) ir hipoglikemija (sumazéjusi  gliukozés
koncentracija) [9]. 1 tipo cukrinis diabetas (CD1) — nuo insulino priklausomas
cukrinis diabetas. Tai autoimuniné liga, kurioje imuniné sistema pazeidzia [3-
lasteles, gaminandias § hormona. Sio tipo diabetui yra budinga
hiperglikemija, absoliucioji ir santykiné insulino stoka ir vélyvosios
komplikacijos. 1 tipo diabetu dazniausiai serga jauni asmenys. 2 tipo cukrinis
diabetas (CD2) — nuo insulino nepriklausomas. Daugeliu atvejy Sio tipo
cukrinis diabetas diagnozuojamas suaugusiems asmenims, taciau pastaruoju
metu $io tipo diabetu serga ir vaikai. Siuo atveju organizmas vis dar gali
gaminti insuling, bet jis néra veiksmingas, todél sutrinka gliukozés pernasa ir
jvairiis metabolizmo reguliacijos procesai [6,10]. Siekiant stebéti nuolatinj
gliukozés koncentracijos kitimg kraujyje, pacientai sergantys cukriniu diabetu
kasdien matuoja gliukozés koncentracija kraujyje. D¢l Sios priezasties
gliukozé tapo svarbiausia ir dazniausiai tiriama analite klinikinéje
diagnostikoje.

Gliukozeés koncentracijos jvertinimui naudojami jvairlis metodai,
pavyzdziui, elektrocheminiai ir optiniai. Elektrocheminis metodas, kuris
laikomas vienu i$ patikimiausiy biidy nustatyti gliukozés koncentracija,
pasizymi daugybe privalumy, jskaitant didelj jautrj, paprastumg, gera
atrankuma, greita signalo uzregistravima ir mazg savikaing [11]. Cukrinio
diabeto diagnozei taip pat naudojami biocheminiai tyrimai, jskaitant gliukozés
koncentracijos §lapime nustatyma, kraujo gliukozés koncentracijos matavima,
gliukozés tolerancijos bandymus ir pacienty, serganciy diabetu, ilgalaikj
stebéjimg. Dauguma kraujo gliukozés koncentracijos matavimui naudojamy
komerciniy gliukometry yra elektrocheminiai. Daugelis mokslininky siekia
kurti efektyvias diagnostikos priemones, kurios padéty jautriai, tiksliai,
vartotojui patogiai nustatyti gliukozés koncentracijg kraujyje ir taip sumazinty
diabeto komplikacijy rizikg [12].
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1.2 Biologiniai jutikliai

Biologiniai jutikliai — tai ypatingos analizinés sistemos skirtos analiciy
aptikimui ir jy koncentracijy nustatymui. Jutiklis susideda i§ biologinio
atpazinimo elemento tiesiogiai kontaktuojancio su signalo vertikliu. Ant
pavirSiaus vykstantys procesai paverCiami iSmatuojamu analiziniu signalu,
kurio dydis yra proporcingas analités koncentracijai [13-15].

1 paveiksle pavaizduota tipiné biologinio jutiklio schema, kurioje pirmu
numeriu pazymétos analités (medziagos, kurias reikia aptikti) bei pagrindinés
biologinio jutiklio sudedamosios dalys:

1. Biologinis atpazinimo elementas — fermentai, antiklinai,
mikroorganizmai, lgstelés ir Kiti, kurie specifiskai atpazjsta analitg
(bioreceptoriai).

2. Signalo vertiklis — prietaisas, kuris pavercia fizikocheminius
pokyc¢ius, atsirandancius pavirSiuje dél biologinio atpazinimo
elemento saveikos su analite, iSmatuojamu elektriniu signalu. Pagal
analizinio signalo registravimo budg, biologiniai jutikliai
suskirstomi j elektrocheminius, optinius, pjezoelektrinius [16].

3. Signalg registruojancio prietaiso, kuris sudarytas i§ elektroninés
dalies ir programinés jrangos signalo pateikimui. Tai yra bitina
analiziniy duomeny pateikimui vartotojui suprantamu formatu ir
gauty rezultaty vertinimui [17].

Biologinis atpaZinimo Signalo vertiklis
Analité
_ elementas
‘ % Antikiinai Signalo

stiprintuvas

® " Elektrocheminis
‘ Fermentai
Mikroorganizmai > Optinis

Pjezoelektrinis

Nukleoriigstys Duomeny gavimas
ir
apdorojimas

Lastelés

1 pav. Bendra biologinio jutiklio schema.
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Pirmagjj biologinj jutiklj skirta deguonies koncentracijos matavimams
1956 m. sukiiré Leland C. Clark. Véliau, 1962 metais Leland C. Clark ir C.
Lyons pristaté jutikli skirta gliukozés koncentracijos amperometriniam
nustatymui. Biologinio jutiklio veikimo principas buvo grindziamas
deguonies koncentracijos matavimu, kurio sumaZzéjimas priklausé nuo
gliukozés koncentracijos méginyje. Ant indikatorinio elektrodo pavirsiaus
vyko deguonies redukcija. 1975 metais ,,Yellow Spring Instruments* (YSI)
pristaté pirmajj komercinj gliukozés biologinj jutikli pagrista vandenilio
peroksido susidariusio fermentinés gliukozés oksidacijos metu koncentracijos
registravimu kraujo méginiuose [18,19].

Siuolaikinéje bioanalizéje daniausiai naudojami amperometriniai
biologiniai jutikliai. Jy veikimo principas yra pagrjstas elektrochemiskai
aktyvaus junginio oksidacija arba redukcija ant indikatorinio elektrodo
paviriaus, elektrodui suteikus pastovy potenciala [20]. Sie biologiniai
jutikliai taip pat yra placiai naudojami klinikinéje medicinoje. Siekiant
uztikrinti vis geresnj biologiniy jutikliy veikima, jie nuolat yra tobulinami,
panaudojant jvairias medZziagas, pvz. nanostruktiiras [21-23].

Kuriant biologinius jutiklius, svarbi procediira yra biomolekuliy
imobilizavimas ant signalo vertiklio pavirSiaus. Tinkamas imobilizavimas turi
jtakos biologiniy jutikliy jautriui ir stabilumui. Imobilizavimo metodo
pasirinkimas priklauso nuo imobilizuojamos biomolekulés bei elektrodo
pavirSiaus savybiy. Dazniausiai naudojami imobilizavimo metodai yra
adsorbcija [24], kovalentinis imobilizavimas [25], kryZminis suri§imas [26] ir
imobilizavimas déka giminingos sgveikos [27].

1.3 Amperometriniai gliukozés biologiniai jutikliai

Elektrocheminiai jutikliai yra svarbiis gliukozés koncentracijos nustatymui ir
apima fermentinius ir nefermentinius jutiklius. Dél greitos analizés, didelio
atrankumo, jautrio, paprastumo, galimybés tirti spalvotus ir drumstus
meéginius, elektrocheminiai jutikliai yra placiai naudojami daugelyje sriciy,
tokiy kaip aplinkos stebéjimas, ligy diagnostika ir kt. [28]. Amperometriniy
biologiniy jutikliy veikimo principas yra grindziamas elektrochemiskai
aktyvaus junginio oksidacijos/redukcijos reakcijy metu uzregistruojamu
analiziniu signalu [29]. Tekanti srové matuojama naudojant trijy arba dviejy
elektrody sistemas. Signalas atsiranda elektrochemiskai aktyvioms
medziagoms oksiduojantis arba redukuojantis indikatorinio elektrodo
pavirsiuje, suteikus indikatoriniam elektrodui potencialg lyginamojo
elektrodo per kurj neteka srové atzvilgiu. Naudojant trijy elektrody sistema
atsiranda galimybé kontroliuoti indikatorinio elektrodo potencialg lyginamojo
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elektrodo atzvilgiu, ta¢iau labai svarbu i$laikyti pastovy jo potenciala. Trijy
elektrody sistema pagalbinio elektrodo pagalba kompensuoja potencialo
kritima atsirandantj srovei tekant per tirpala, taip palaikant pastovy potencialg.
D¢l siy savybiy trijy elektrody elektrocheminé sistema yra pranasesné
lyginant su dviejy elektrody sistema. Gaunami rezultatai yra Zymiai tikslesni
lyginant su dviejy elektrody sistema [30—32].

Amperometriniai biologiniai jutikliai, kur panaudojama GOx, yra
placiausiai naudojami dél savo paprastumo, didelio jautrio ir atrankumo,
tinkamo tiesinio diapazono ir mazos gliukozés aptikimo ribos [33,34]. Nuo
tada, kai buvo sukurtas ir pritaikytas pirmasis fermentu modifikuotas
elektrodas, gliukozés nustatymo principas paremtas fermentine gliukozés
oksidacijos reakcija bei substrato ir produkto koncentracijos pokyc¢iais [18,33]
yra tobulinamas, ir taip atsirado net trys amperometriniy gliukozés biologiniy
jutikliy kartos:(2 pav.).

SUBSTRATAS PRODUKTAS

SUBSTRATAS PRODUKTAS

SUBSTRATAS PRODUKTAS

" 1-0s kartos " 2-0s kartos - 3-os kartos
jutiklis . jutiklis . jutiklis

2 pav. Pirmos, antros ir tredios kartos gliukozés biologiniai jutikliai skirti
gliukozés koncentracijai nustatyti.

1. Pirmos Kkartos amperometriniuose biologiniuose jutikliuose
deguonis dalyvavo reoksiduojant GOx(FADHz), todél gliukozés
koncentracija méginyje buvo vertinama pagal tirpale iStirpusio
deguonies koncentracijos mazéjimg ar fermentinés reakcijos
metu susidariusio vandenilio peroksido koncentracijos
didéjima [34]. Tadiau pagrindiné pirmos kartos gliukozés
biologiniy jutikliy problema buvo deguonies kiekio svyravimas
biologingje terpéje, kuris gali sukelti trikdZius ir riboti tiesinio
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atsako  diapazong, ypa¢ esant didesnéms = gliukozés
koncentracijoms [2] ir elektrochemiskai aktyviy medZiagy
interferencija, kurig sukeldavo didelis potencialas suteiktas
indikatoriniam elektrodui nustatant susidariusio H.O; kiekj [35].
Esant dideliam potencialui, kai kurios kartu su gliukoze
méginyje esancios elektrochemiskai aktyvios medziagos, tokios
kaip askorbo ruigstis ir Slapimo rugstis, yra registruojamos, todél
sumazéja biologinio jutiklio tikslumas [36,37]. Si problema buvo
sumazinta papildomai naudojant jvairias pralaidzias membranas
(nafionas, polipirolas, celiuliozés acetatas ir kt.). Alternatyvus
btidas mazinti trukdziams yra BM panaudojimas, kuris suteikia
galimybe sukurti itin atranky biologinj jutiklj, leidziant] atlikti
matavimus elektrodui suteikus mazesnj potencialg. BM turi
didelj katalizinj aktyvuma ir atrankumg H.O, redukcijai. Taip
pat, siekiant pagerinti biologinio jutiklio jautrj, naudojamos
jvairios nanomedziagos.

Antros Kkartos biologiniuose jutikliuose vietoje deguonies —
natiiralaus elektrony akceptoriaus, naudojami dirbtiniai EPT. Jie
uztikrina elektrony pernasg i§ fermento redokso centro prie
elektrodo pavirSiaus ir analizinio signalo registravimg prie
mazesniy potencialy. Taip eliminuojama interferencija — kuo
mazesnis potencialas, tuo mazesnis galin¢iy oksiduotis elektrodo
pavirSiuje medziagy spektras [2,38]. Kataliziniai procesai
susideda i§ keliy etapy. Vykstant gliukozés fermentinei
oksidacijai, GOX(FAD) redukuojasi iki GOx(FADH,).
Oksiduota EPT forma dalyvauja reoksiduojant fermento redokso
centrg ir perneSant elektronus i§ FADH, prie elektrodo
pavirSiaus, kur redukuota EPT forma yra oksiduojama ir to
pasekoje yra registruojamas analizinis signalas proporcingas
analités koncentracijai. Antros kartos biologiniy jutikliy veikima
galima pagerinti naudojant jvairias nanostruktaras [5], elektrai
laidzius polimerus ir kitas pazangias medziagas, pvz. jvairius
nanobiokompozitus [2,19,39,40].

Treciosios kartos biologiniuose jutikliuose vyksta tiesioginé
elektrony pernasa nuo fermento redokso centro iki elektrodo
pavirsiaus. Siame procese labai svarbus atstumas tarp fermento
redokso centro ir elektrodo pavirSiaus, nes tai tiesiogiai veikia
jutiklio efektyvuma [41,42]. Vis délto tokia pernasa jmanoma
tik naudojant fermentus, kuriy aktyvusis centras yra pakankamai
arti baltymo pavirSiaus. Tre¢iosios kartos biologiniai jutikliai yra
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sudétingos strukturos, jos glikozilinimo ir redokso centro
buvimo giliai fermento struktiiroje. Norint sukurti veiksminga
treciosios kartos amperometrinj gliukozés biologinj jutiklj,
papildomai pritaikomi elektrai laidiis polimerai arba laidzios
organinés druskos [2,19,43].

1.4 Gliukozés oksidazé

Oksidoreduktazés, jskaitant oksidazes, oksigenazes, peroksidazes,
dehidrogenazes ir kt., yra fermentai katalizuojantys oksidacijos — redukcijos
procesus [44]. Strukttriskai fermentas yra dviejy identiSky subvienety
homodimeras, kurio molekuliné masé yra 160 kad [3,45,46]. Kiekviena GOx
molekulé turi po vieng FAD kofaktoriy vienam monomerui.

GOx (B-D-gliukozés deguonies-1-oksidoreduktazé, EC 1.1.3.4) isskirta
1§ Aspergillus niger pelésiniy grybeliy yra flavofermentas, kuris katalizuoja -
D-gliukozés oksidacija i D-gliukono-d-laktonga, kuris spontaniskai
hidrolizuojasi vandeninéje terpéje iki gliukono rtigsties. Reakcijos pradzioje
B-D-gliukozé fermento yra oksiduojama j D-gliukono-8-laktong, o flavino
adenino dinukleotidas savo ruoztu redukuojamas j FADH,. Tada deguonis
reoksiduoja FADH, j FAD, o $io proceso metu susidaro vandenilio peroksidas
(3 pav.) [47].

CH,OH CH,OH CH,OH
1) o) OH
+H,0
o 2 COOH
B-D-gliukozé D-gliukono-&-laktonas Gliukono ragstis
GOx-FADH, GOx-FAD
0o, » H,0,

3 pav. Gliukozés oksidazés katalizuojama reakcija.



Pacienty, kuriems svarbu stebéti gliukozés koncentracija kraujyje,
diagnostikai ir gydymui reikalingos jautrios, atrankios, stabilios, greitos bei
patogios naudoti analizinés priemonés [48-52]. Sj vaidmenj geriausiai ir
efektyviausiai atlicka moderniis biologiniai gliukozés jutikliai. D¢l didelio
GOx specifiskumo gliukozei, aktyvumo bei stabilumo, fermentas yra idealus
fermentiniy biologiniy jutikliy ktrime. Pastaraisiais deSimtmeciais yra
sékmingai kuriami biologiniai jutikliai su GOX, pritaikant skirtingas metaly ir
anglies nanostruktiiras, jvairius elektrony pernasos tarpininkus ir elektrai
laidZzius polimerus, taip pat naudojant jvairias elektrody pavirSiaus
modifikavimo procediiras [5,53,54].

1.5 Fermenty imobilizavimo metodai bei jy jtaka registruojamam
elektrocheminiam signalui

Fermenty imobilizavimas yra esminis zingsnis biologiniy jutikliy kiirimo
procese. Kadangi imobilizuotas fermentas sgveikauja su analite, todél svarbu
uztikrinti stabily fermento sluoksnj ant elektrodo pavirSiaus ir fermento
aktyvumg. Tai leidzia vykti efektyviai elektrony pernasai tarp fermento
aktyviojo centro ir substrato, taip uztikrinant tolesnj analités nustatyma.
Fermentiniai biologiniai jutikliai yra intensyviai tyrinéjami dé¢l jy didelio
jautrio ir greito atsako. Sékmingas fermento jtvirtinimo metodas ant elektrodo
pavirSiaus turi lemiamg jtaka biologinio jutiklio charakteristikoms, jskaitant
jautrj, atrankumg, stabilumg, veikimo trukme ir Kkitas svarbias
savybes [55,56].

Literatiiroje aprasomos jvairios fermento imobilizavimo technologijos,
kurios apima klasiking adsorbcija elektrodo pavirSiuje, kovalentinj
imobilizavima prijungiant prie pavir$iaus ar sujungiant pavir§iuje panaudojant
daugiafunkcinius reagentus, jterpiant i gelius ar polimerus, arba panaudojant
kelis metodus [55,56]. Adsorbcija yra vienas i§ paprasCiausiy, greiéiausiy ir
lengviausiy fermento imobilizavimo metody, nes nereikia naudoti papildomy
medziagy. Imobilizuoto fermento stabilumg ir aktyvumg gali paveikti
elektrostatinés ar Van der Valso sgveikos [57] tarp fermento ir elektrodo
pavirsiaus. Kitaip nei adsorbcija, fermento prijungimas kovalentiniais rysiais
suteikia jam didesnj stabilumg ir atsparuma jvairioms sglygoms.

Fermentas gali buiti kovalentiskai pritvirtinamas prie elektrodo pavirSiaus
déka ten esanCiy funkciniy grupiy ar panaudojant SAM modifikuotus
elektrodus. Fermenty imobilizavimo metodai, kurie remiasi kovalentiniais
rySiais tarp fermento ir Langmiur-Blodgett pléveliy, savitvarkiy
monosluoksniy funkciniy grupiy arba kryzmiskai sujungiant su bifunkciniais
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reagentais, yra laikomi vienais i§ efektyviausiy fermenty imobilizavimo
metody.

Kai kurie i$vardinti kovalentiniai baltymo imobilizavimo metodai gali
lemti fermento aktyvumo sumazgjima, taciau tuo paciu jie padidina fermento
sluoksnio stabiluma ir patvaruma bei suteikia galimybe kurti tvarkinga
molekuliy sluoksnj, panaudojant SAM suformuotg ant aukso nanostruktiry
pavirSiaus. Pasirinkus tinkama nanostruktiiry ir elektrodo pavirSiaus derinj,
galima pagerinti analizinj signalg [57-59].

IMOBILIZAVIMO METODAI
I
ITERPIMAS [ KOVALENTINIS PRIJUNGIMAS
ADSORBCIJA e PRITUNGIMAS BIFUNKCINIATS

REAGENTAIS

4 pav. Dazniausiai naudojami fermenty imobilizavimo metodai: adsorbcija,
jterpimas | matricas, kovalentinis prijungimas, prijungimas bifunkciniais
reagentais.

1.6 Elektrony pernasos tarpininkai bei jy savybés

Kuriant antros kartos gliukozés biologinius jutiklius, yra naudojami elektrony
pernasos tarpininkai. Tai medziagos, kurios pernesa elektronus nuo fermento
redokso grupiy elektrai laidziam sluoksniui, kuriuo gali biiti aukso, platinos,
anglies ar anglies pastos elektrody pavirsiai, arba elektrai laidis polimerai
suformuoti ant elektrodo [32,60].

EPT dazniausiai bina mazos molekulinés masés organiniai junginiai,
neorganiniai pereinamyjy metaly kompleksiniai junginiai (5 pav.). EPT
daznai naudojami net tokiais atvejais, kai elektrochemiskai biity galima
registruoti fermentinés reakcijos metu susidarancio produkto ar sunaudojamo
substrato koncentracijas. EPT naudojimas leidzia sumazinti indikatorinio
elektrodo potencialg, kuris yra suteikiamas elektrodui registruojant analizinj
signalg. EPT turi turéti ne tik tinkama oksidacijos arba redukcijos potenciala,
bet ir greitai reaguoti su imobilizuoto fermento redukuota forma, pasizyméti
gera griztamaja heterogenine kinetika, turi buiti stabillis tiriamoje terp¢je,
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nereaguoti su deguonimi, veikimas neturéty priklausyti nuo pH, neturéty
dalyvauti pasalinése reakcijos [32].

EPT gali biiti jvairiai pritaikomas kuriant antros kartos amperometrinius
gliukozés biologinius  jutiklius. Fermentas gali biiti pirmiausia
modifikuojamas EPT, o tada imobilizuojamas ant elektrodo. Siuo atveju tarp
fermento ir EPT molekuliy yra sudaromas stiprus kovalentinis rySys. Galima
EPT modifikuoti elektrodus, kas daznai taikoma vandeningje terpéje
netirpiems EPT. Efektyvios biina daugiasluoksnés fermento ir EPT struktiiros.
DaZnai naudojami vandeningje terpéje tirpiis EPT, kurie i§ analizuojamojo
tirpalo difuzijos pagalba pasiekia fermento aktyvyji centra, o po to redukuota
forma pasiekia elektrodo pavirsiy, kur reoksiduojasi. Siuo atveju difuzija
priklauso nuo daugelio faktoriy: hidrofobiniy/hidrofiliniy fermento savybiy,
EPT formos, dydzio ir elektrostatiniy saveiky.

Siekiant iSspresti problemas kylancias registruojant gliukoze pirmos
kartos biologiniais jutikliais, antros kartos biologiniuose jutikliuose
naudojami jvairtis EPT, tokie kaip ferocenas ir jo dariniai, fericianidas,
pereinamyjy metaly kompleksai, tioninas, tetratiofulvalenas,
tetracianochinodimetanas, tetratiafulvaleno-tetraciano-chinodimetano
kompleksas, N-metilfenazino metosulfatas ir kt. [5,61].

o
HsCO-$-0- z z
: e
| (HON (CH,),
NO,

CH,
N-metilfenazino Metileno Zaliasis
metosulfatas i
N N Alizarino Zaliasis
\/
4K N:—/Fe\lsm
QLT (=) s ¢
~® [ >.=< ] Ky[Fe(CN)g) ®
(HC)N S S Kalio ferocianidas (H3C): N(CH3);:
Meldolos mélis Tetratiofulvalenas
NH Metileno mélis
o]
NS
NC CN NH (HCLN H,
o-benzochinonas Tetracianochinodimetanas 1,4-fenilendiaminas Neutralus raudonasis

5 pav. Dazniausiai biologiniy jutikliy kiirime naudojamy elektrony pernaSos
tarpininky pavyzdziai.

1.7 Aukso nanostruktiiros bei jy panaudojimas gliukozés biologiniuose
jutikliuose

Nanostruktiiros yra medziagos, kurios turi bent vieng matmenj nanometry
skaléje (1-100 nm) [62]. Jos pasiZymi unikaliomis fizinémis ir cheminémis
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savybémis dél savo dydzio, didelio pavir§iaus ploto bei tario santykio [63].
Sios nanostruktiiros gali bati susintetinamos jvairios formos, kaip
nanostrypeliai, sferinés nanodalelés, nanolaideliai ir kt., kuriy kiekviena turi
skirtingas savybes, dél kuriy jos yra vertinamos jvairiose srityse [64].
Nanomedziagy optinés, elektrinés ir katalizinés savybés ypa¢ naudingos
tokiose srityse kaip medicina, aplinkotyra ir aplinkos apsauga ir kt. [65]. Nuo
dvidesimtojo amziaus pradzios buvo atlikti jvairlis anizotropiniy AuNS
egzistavimo tyrimai. Anizotropiniy AuNS struktiirings, optinés, elektroninés,
magnetinés ir katalizinés savybés skiriasi nuo sferiniy AuND ir daZniausiai uz
jas pranaSesnés [66].

Nanomedziagos, tokios kaip anglies nanovamzdeliai, AuNS ir kitos
nanostruktiiros, yra populiartis komponentai biologiniy jutikliy ktirimui dél jy
unikaliy savybiy [5]. Remiantis nanometriniy matmeny skai¢iumi, AuNS
galima suskirstyti j tris grupes: a) vienos dimensijos (1D) tokios kaip lakstai,
b) dviejy dimensijy (2D), pvz. nanovamzdeliai, nanovielos ir kt. ¢) trijy
dimensijy (3D) tokios kaip AuND ar dendrimerai. D¢l fiziniy ir cheminiy
savybiy AuNS yra pladiai taikomos jvairiose medicinos srityse, ypac
biologiniy jutikliy kiirime. Didelis pavirSiaus plotas, lengvai modifikuojamas
pavirSius leidzia sukurti jautrius ir specifiSkus biologinius jutiklius,
naudojamus ligy diagnostikoje, terapijos stebéjime ir biologiniy procesy
tyrimuose. [67-69].

Vienos i§ geriausiomis savybémis pasizyminéiy trimaciy AuNS yra
DAuNS. Jos turi didelj praktinio taikymo potencialg jvairiose biomedicinos
srityse. Sios nanostruktiiros issiskiria dél savo didelio hidrofobiskumo,
unikalaus dydzio ir savybiy, kurios priklauso nuo jy formos. Jos taip pat
sustiprina pavirSiuje Ramano sklaidos efekta, turi elektrokatalitinj aktyvuma
ir gali generuoti fotoliuminescencing emisijg. DAuNS efektyviausiai
gaminamos elektrochemiskai. Procesas vyksta etapais: pradZioje
kompleksiniai [AuCls~ jonai redukuojami iki AW’ o didéjant Au®
koncentracijai, formuojasi aukso atomy klasteriai, kurie inicijuoja ir skatina
DAuNS formavimasi bei augimg. AuNS morfologija priklauso nuo jvairiy
faktoriy, tokiy kaip [AuCl,]™ jony koncentracija, tirpalo klampumas, elektrodo
potencialas, elektrodepozicijos trukmé, pH ir kt. DAuNS susidarymas ant
elektrodo pavirSiaus didina jo elektrochemiskai aktyvaus pavirSiaus plotg ir
pagerina elektrony pernaSos efektyvuma elektrocheminiame gliukozés
aptikime [5]. Mokslininkai i$naudojo puiky tauriyjy metaly biologinj
suderinamumg ir jy didelj laiduma [70]. Ramanavi¢iené ir kt. [71] atliko
vienpakope elektrocheming DAuUNS sinteze ant grafito strypo elektrody ir juos
panaudojo fermentiniams gliukozés biologiniams jutikliams paruosti. Dél
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didelio DAuNS pavirsiaus ploto, padidintos fermenty adsorbcijos galimybés,
todél paruostas biologinis jutiklis pasizymi efektyviu veikimu.

Paskutiniu metu yra sékmingai kuriami antros kartos amperometriniai
gliukozés Dbiologiniai jutikliai, kur GS elektrodas elektrochemiskai
modifikuojamas AuNS arba DAuNS, ant kuriy yra imobilizuojama GOx (6
pav.) [23].

Gliukono H.O  Gliukono
ragstis laktonas

H.0,
0,

Gliukozé

Medg.4

Elektrocheminé

AuNS sintezé GOx

6 pav. Schema, pavaizduojanti elektrocheminj aukso nanodaleliy nusodinima
ant anglies elektrodo pavirSiaus, GOx imobilizavimg ant gauty AuNS bei
tokio elektrodo pritaikyma amperometriniam gliukozés nustatymui.

1.8 Berlyno mélis

Berlyno mélis yra miSraus valentingumo daugiaciklis pereinamyjy metaly
cianidy kompleksas [72,73] ir gali bati laikomas pirmuoju sintetiniu
koordinaciniu junginiu [74], kuris atrastas XVIII a. pradzioje. BM yra
kompleksinis junginys, kuriame gelezis egzistuoja dviejose skirtingose
oksidacijos formose — Fe?* ir Fe**. Sio junginio trimaté kubiné kristaliné
struktiira sudaryta i$ Fe?* ir Fe* sujungty bidentatiniais -C=N-ligandais [75].
Priklausomai nuo sintezés metodikos ir naudojamy reagenty gaunamos dvi
skirtingos BM formos — netirpi ir tirpi [76]. Netirpi forma sudaryta i gelezies
(111) heksacianoferato (1) (Fe**s[Fe** (CN)g]sxH20, kur ,,x nurodo vandens
molekuliy skai¢iy), kuri gaunama mai$ant vandeninius Fe3* tirpalus su [Fe?*
(CN)s]*" jonais. Si forma yra labai stabilus kompleksinis junginys, kuriame
ciano grupés jungiasi su gelezies atomais, sudarydamos tvirtg kristaling
strukttirg. Dél $ios struktiiros netirpi BM forma yra chemiskai inertiSka. Tirpi
BM forma yra zinoma kaip modifikuota netirpios formos versija, kurioje dalis
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ciano grupiy yra pakeista kitais ligandais, pvz.: natrio ar kalio jonais
(NasFe(CN)s ar (K4Fe(CN)e) [77,78].

7 pav. (a) Fes**[Fe?*(CN)s]s'xH,O (netirpios BM) ir (b) KFe**[Fe?(CN)g]
(tirpios BM) kristalings strukttiros.

Sintezés metu kontrolé BM morfologijos yra esminis veiksnys, nes
galutinis produkto pavidalas lemia jo savybes [79]. BM yra stipriai mélynos
spalvos, kurig lemia ypatingi elektrony mainai tarp Fe?" ir Fe3* jony,
sukurdami intensyvig $viesos sugertj mazdaug ties 700 nm bangos ilgiu. Sios
unikalios sugerties savybés 1émé BM populiarumg dailininky tarpe, ypac
praktikuojancius aliejing tapyba ir kt. [80].

BM gali biti placiai naudojamas kaip funkciné nanomedziaga dél lengvo
paruosimo, mazo redokso potencialo ir gery elektrokataliziniy savybiy. Taip
pat BM gali biiti naudojamas kaip pavirSiaus modifikavimo medziaga,
formuojant elektroaktyvius sluoksnius cheminémis arba elektrocheminémis
priemonémis [81,82]. Be to, BM yra zinomas kaip ,,dirbtiné peroksidazé*,
pasizymintis puikiomis | peroksidaze¢ panaSiomis katalizinémis savybémis
H20, atzvilgiu [83,84], kurios atsiranda dél to, kad BM nanokristalai turi
cianidiniu tilteliu sujungtg Fe?*~C=N-Fe3* porétg tinklo struktiirg kubiniuose
kristaluose [77,85,86]. Taip pat yra zinoma, kad BM kataliziné konstanta yra
trimis dydziais didesné nei natiiralios peroksidazés [83]. BM gali biiti lengvai
susintetintas ant elektrodo pavirSiaus ir gali pakeisti tirpale esantj elektrony
pernasos tarpininkg tiesiogiai generuodamas elektrocheminj signalg. Dél to
BM yra labai perspektyvus, pagreitinant elektrony perdavimo procesus,
atsirandancius dél grjztamyjy redokso reakcijy tarp Fe?* ir Fe3*. Taciau BM
modifikuoty sluoksniy veikimo stabilumas yra labai ribotas, ypatingai
neutraliomis ir Sarminémis sglygomis. Polimery, pvz. nafiono, naudojimas yra
veiksmingas biidas Siai problemai i$spresti [53,87].
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2 EKSPERIMENTINIO TYRIMO METODIKA

2.1 Medziagos ir reagentai

Pagrindinis disertaciniame darbe tirtas fermentas — gliukozés oksidazé, kurios
specifinis aktyvumas 228,253 U mg (Sigma—Aldrich, Jungtin¢ Karalyst¢) —
i$skirtas i§ Aspergillus niger pelésiniy grybeliy. Darbo metu buvo naudotas
40 mg mL! koncentracijos GOx darbinis tirpalas 0,05 mol L' acetatiniame
(AC) buferyje, pH 6,0 arba 0,05 mol L' fosfatiniame buferyje (FBT)
(pH 5,8). Paruostas GOx tirpalas buvo laikomas Saldiklyje, kad nekisty
fermento aktyvumas.

Elektrocheminiams matavimams buvo naudojami keli buferiniai tirpalai
— 0,05 mol L' AC ir FBT tirpalai su 0,1 mol L' KCI. AC buvo ruosiamas
istirpinant C,H3sNaO; x 3H20 (,,Sigma-Aldrich”, VVokietija) bei KCI (Merck,
Vokietija) reikiama kiekj dejonizuotame vandenyje. Buferinis tirpalas
partigstinamas CH3COOH tirpalu (Merck, Vokietija) iki pH 6,0. FBT, kurio
pH 5,8 buvo ruosiamas istirpinant KoHPO, (,,Sigma-Aldrich”, Vokietija),
KH,PO4 (,,Riedel-deHaén®“, Vokietija) ir KCI (,,Carl ROTH", Vokietija)
reikiamg kiekj dejonizuotame H>O. Buferinio tirpalo partigStinimui buvo
naudojamas HCI (,,Carl ROTH*, Vokietija) tirpalas.

Gliukozés pirminis etaloninis 1 mol L' koncentracijos tirpalas buvo
ruo$iamas istirpinant reikiama kiekj D-(+)-gliukozés (,,Carl RotH*, Vokietija)
dejonizuotame H>O ir paliekant parai laiko Saldytuve, kad jvykty daliné
mutarotacija ir nusistovéty pusiausvyra tarp a ir f§ gliukozés formy.

Tyrimy metu buvo naudojamas EPT — N-metilfenazino metosulfatas
(FMS) (,,AppliChem®, Vokietija). Pradinis elektrony pernasos tarpininko
0,1 mol L' FMS koncentracijos tirpalas buvo ruo$iamas itirpinant reikiama
kiekj FMS dejonizuotame vandenyje ir laikomas tamsoje.

Aukso nanostruktiiry sintezei buvo naudojami dviejy rusiy sintezés
tirpalai: 10 mmol L' HAUCI, tirpalas (HAUCls x 3 H,0)(,,Carl ROTH¢,
Vokietija) su 1 mol L' KNO; (Merck, Vokietija) ir 1, 3, 6 ir 10 mmol L™!
HAUCI, tirpalas (,,Alfa Aesar“, Vokietija) su 0,2 mol L' H,SO, (,,Carl
ROTH®, Vokietija).

Berlyno mélio sintezei buvo naudojamas vandeninis tirpalas sudarytas is:
3,0 mmol L™ Ks[Fe(CN)e] (Sigma-Aldrich“, Kinija), 3,0 mmol L' FeCls
(,,Carl ROTH*, Vokietija), 0,1 mol L' KCI (,,Carl ROTH*, Vokietija) ir
0,1 mmol L™ HCI (,,Carl ROTH*, Vokietija).

Taip pat tyrimuose buvo naudojama: 1 mmol L' 11-merkaptoundekano
rigstis  (11-MUR), (,,Sigma-Aldrich”, Vokietija), 50 mmol L' N-
hidroksisukcinimido (NHS) (,, Merck”, Vokietija), 200 mmol L' 1-etil-3-(3-
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dimetilaminopropil)karbodiimido hidrochlorido tirpalai (EDC) (,,Sigma-
Aldrich”, Japonija), askorbo rugstis (Sigma—Aldrich, Jungtiné¢ Karalyste),
Slapimo ragstis (AppliChem, Vokietija), metanolis, (,,Sigma-Aldrich”,
Vokietija), 25 % koncentracijos glutaro aldehido (GA) tirpalas (,,Fluka‘,
Sveicarija), 1 mol L' koncentracijy sacharozés (Sigma—Aldrich, Vokietija),
ksilozés (Carl ROTH, Vokietija), galaktozés (Carl ROTH, Vokietija),
manozeés (Carl ROTH, Vokietija) ir fruktozés (Carl ROTH, Vokietija) tirpalai,
H20, 30 % (Carl ROTH, Vokietija), dejonizuotas vanduo, grafito strypeliai
(99,999 % grynumo) (Sigma-Aldrich, JAV), stambus (600), smulkesnis
(1200) ir smulkus (3500) $vitrinis popierius.

Tiksliems reagenty kiekiams sverti buvo naudojamos analizinés
svarstyklés ,KERN ABJ 220 — 4M*“ (,,Kern & Sohn”, Vokietija), tirpaly
maiSymui buvo naudojama magnetiné maisyklé ,Lab disc* (,,IKA®,
Vokietija). Tirpaly pH verté matuojama pH metru ,,766 Calimatic* (,,Knick”,
Vokietija). Visi tirpalai ruoSiami kambario temperattiroje.

2.2 Elektrocheminiy tyrimy metu naudoti prietaisai ir programiné jranga

Elektrocheminiai matavimai buvo atlickami naudojant kompiuterizuotg
potenciostata/galvanostata PalmSens4 (“PalmSens BV”, Olandija) su
PSTrace 5.9 programine jranga ir Autolab PGSTAT30 (EcoChemie,
Olandija). Matavimy metu buvo naudojama 5 ¢cm? tirio elektrocheminé celé
uzpildyta atitinkamu buferiniu tirpalu su 0,1 mol L' KCI, naudojant trijy
elektrody sistema: indikatoriniu elektrodu buvo naudojamas 3 mm skersmens
GS, Ag/AgCI/KCl3 moi elektrodas (,,Metrohm®, Sveicarija) — lyginamasis ir
platinos viela (,Metrohm®, Sveicarija) buvo naudojama kaip pagalbinis
elektrodas. Elektrocheminiy matavimy metu elektrodui buvo suteikiamas
pasirinktas potencialas lyginamojo elektrodo atzvilgiu, pastoviai maiSant
tirpalg magnetine maisykle (,,JIKA®, Vokietija).

Elektrody elektrochemiskai modifikuoty DAUNS, BM pavirsiy
morfologija buvo tirta aukstos raiskos skenuojanciu elektroniniu mikroskopu
su lauko emisijos Saltiniu (FE-SEM) (,,Hitachi®, Japonija).

Gauti elektrocheminiy matavimy duomenys apibendrinami Sigma Plot
12.5 programos pagalba. Tekstas redaguotas naudojant “Microsoft Excel”,
“Microsoft Word” biuro programy rinkinj.

2.3 Grafito strypelio elektrodo pavirSiaus paruoSimas

Pries kiekvieng elektrocheminj tyrimg GS elektrodo pavirsius buvo ruoSiamas
Slifuojant jj iki veidrodinio blizgesio. Elektrodo Slifavimas buvo atlickamas
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etapais: pradzioje naudojant stamby (600), tada smulkesnj (1200) ir galiausiai
labai smulky (3500) Svitrinj popieriy. Toliau elektrodo pavirSius buvo
Slifuojamas baltu popieriaus lapu, kol pasiekiamas veidrodinis blizgesys.
Soninis GS pavirsius izoliuojamas, uzdedant silikoninj vamzdelj. Paruogtas
GS elektrodo pavirS§ius buvo nuplaunamas dejonizuotu vandeniu ir
palickamas dziiiti kambario temperatiiroje (+20 = 2 °C). Taip paruosto GS
pavirSius buvo modifikuojamas skirtingais buidais, priklausomai nuo
pasirinkto eksperimento tikslo.

2.4 Elektrocheminiai AuNS sintezés biidai GS elektrody pavirSiuje

AuNS gali biiti sintetinamos ant jvairiy elektrody pavirsiy, o sintetinant AUNS
morfologija galima kontroliuoti pasirenkant sintezés salygas, pavyzdziui
sintezés trukme, elektrodui suteikiamg potencialg ir sintezés tirpalo
sudétj [88,89]. Gerai zinoma, kad nuo AuNS dydzio ir morfologijos priklauso
optinés ir elektrocheminés savybés [88-90].

Siekiant padengti GS elektrody pavirSiy DAUNS sluoksniu, paruosti GS,
kuriy pavirSiaus plotas yra 0,071 cm?, buvo merkiami j 5 cm? elektrocheming
cele su tirpalu, kurio sudétis: 10 mmol L' HAUCI, ir 0,1 mol L' KNOs.
Elektrocheminei DAuNS sintezei naudojama trijy elektrody sistema:
indikatorinis GS elektrodas, lyginamasis Ag/AgCI/KClsmon elektrodas bei
pagalbinis Pt vielos elektrodas. GS elektrodui suteikiamas —0,2 V potencialas
lyginamojo elektrodo atzvilgiu pasirinkta laiko tarpa (200 arba 400 sek.). Po
DAUNS sintezés elektrodai plaunami dejonizuotu vandeniu ir palickami
kambario temperatiroje dzitti. Taip paruosti elektrodai naudojami
tolimesniems elektrodo modifikavimo etapams.

Norint padengti GS elektrody pavirSiy AuNS sluoksniu, GS elektrodai
merkiami j 5 cm? elektrochemine cele uzpildyty tirpalu, kurio sudétis buvo
pasirinktinai 1,0, 3,0, 6,0 arba 10 mmol L' HAuCl, su 0,2 mol L' H,SO..
Elektrodui suteikus —0,2 V potencialg lyginamojo elektrodo atzvilgiu, AUNS
sintezg atliekame 120 sek. Po AuNS sintezés elektrodai plaunami dejonizuotu
vandeniu ir palieckami kambario temperatiiroje dziati. Paruosti GS elektrodai
naudojami papildomiems elektrody modifikacijos Zingsniams.

GS elektrody pavirsiai, modifikuoti elektrochemiskai DAUNS ir AuNS,
buvo tiriami FE-SEM.

2.5 Elektrocheminé Berlyno mélio sintezé

GS elektrodus, kuriy pavirSiuje yra susintetintos AuNS, norint padengti BM
sluoksniu, indikatorinis AuNS/GS elektrodas kartu su Pt pagalbiniu ir
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lyginamuoju Ag/AgCI/KClsmoi.  elektrodais buvo merkiami j 5cm®
elektrocheming cele wuZpildytg tirpalu, kurio sudétis 3,0 mmol L
Ks[Fe(CN)g], 3,0 mmol L' FeCls, 0,1 mol L' KCI ir 0,1 mmol L' HCI.
Suteikus +0,4 V potencialg lyginamojo elektrodo atzvilgiu, sintezg atlickame
150 sek. Po elektrocheminés sintezés, BM sluoksnis buvo aktyvuojamas
ciklinés voltamperometrijos metodu, atliekant 25 ciklines voltamperogramas
potencialy intervale nuo 0,1 iki +0,4 V lyginamojo Ag/AgCIl/KCl3moi
elektrodo atZzvilgiu, esant 50mV s potencialo skleidimo greiciui.
Sekanéiame etape elektrodas 15 min. dZiovinamas +50 °C temperatiiroje.
Taip paruosty elektrody pavirSiaus morfologija buvo istirta FE-SEM.
Tolimesniuose etapuose buvo atliekamas elektrodo modifikavimas GOX.

2.6 GOx imobilizavimo metodai indikatorinio DAuUNS/GS elektrodo
pavirSiuje

Tyrimy metu fermentas GOx DAUNS modifikuoto elektrodo pavirsiuje buvo
imobilizuojamas trimis skirtingais metodais:

Pirmas metodas (l-as GOx imobilizavimo metodas) — fermento
molekulés adsorbuotos ant DAuNS esanciy GS elektrodo pavirSiuje ir
kryzmiskai sujungtos kovalentiskai panaudojant GA garus. Elektrodas
modifikuojamas 40 mg mL~! GOx tirpalu, elektrodg merkiant j fermento
tirpala. Kambario temperatiroje nudziovintas elektrodas laikomas tam tikra
laiko tarpa uzdarame inde 1,5 cm aukstyje vir§ 25 % GA tirpalo. Glutaro
aldehido aldehidinés grupés susijungia su GOx amino grupémis, sukurdamos
pakankamai stipry tinkla.

Antras metodas (Il-as GOx imobilizavimo metodas) — fermento
molekuliy  kovalentinis  imobilizavimas ant 11-MUR  savitvarkio
monosluoksnio suformuoto DAUNS pavirSiuje. DAUNS modifikuotas
elektrodas merkiamas j 11-MUR tirpalg metanolyje ir inkubuojamas
pasirinkta laiko tarpa. 11-MUR jungiasi prie aukso pavirsiaus per sulfhidrilo
grupés saveika su aukso atomais ir savaiminés molekuliy organizacijos kieto
substrato pavirSiuje metu suformuojamas savitvarkis monosluoksnis [91].
SAM/DAUNS/GS modifikuoto elektrodo pavirSiuje esancios karboksilo
grupés yra aktyvuojamos 50 mmol L' N-hidroksisukcinimido (NHS) ir
200 mmol L' 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodimido  hidrochlorido
(EDC) tirpaly misiniu, santykis 1:1. Tokiame tirpale elektrodas laikomas
15 min. Aktyvacijos proceso metu miSinyje esantis EDC reaguoja su
karboksilo grupe sudarydamas aktyvy tarpinj junginj, kuris jungiasi su NHS
taip susidarant esteriui, kuris reaguoja su fermento pirmine amino grupe. Po
aktyvacijos nuplovus dejonizuotu vandeniu elektrodas su aktyvuotomis
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karboksilo grupémis, naudojamas GOx kovalentiniam imobilizavimui.
Elektrodas su aktyvuotu SAM pavir§iumi merkiamas 30 min. j mégintuvélj
pripildyta 40 mg mL~' GOx tirpalo.

Trecias metodas (ll1-as GOx imobilizavimo metodas) — fermento
molekuliy kovalentinis imobilizavimas ant SAM/DAUNS/GS, papildomai
sujungiant GOx molekules kryzmiskai kovalentiniais rys$iais, panaudojant GA
garus. Ant DAUNS modifikuoto elektrodo pavirSiuje, kaip ir antruoju
fermento imobilizavimo metodu, formuojamas 11-MUR SAM sluoksnis.
Elektrodas su aktyvuotu SAM pavir§iumi modifikuojamas 40 mg mL™' GOx,
merkiant elektroda j fermento tirpalg ir elektroda tirpale laikant 30 min.
Kambario temperatiiroje nudziovintas elektrodas laikomas tam tikra laiko
tarpg uzdarame inde 1,5 cm aukStyje vir§ 25 % GA tirpalo. Kaip ir pirmojo
GOx imobilizavimo atveju GA aldehidinés grupés susijungia su GOx amino
grupémis, sukurdamos pakankamai stabily GOx tinklg elektrodo pavirsiuje.

Taip paruosti elektrodai pries kiekvieng elektrocheminj matavimg buvo
nuplaunami dejonizuotu vandeniu ir palickami dzititi kambario temperatiiroje.
Tarp matavimy elektrodai laikomi Saldytuve (+4 °C) vir§ buferinio tirpalo
laso.

2.7 GOx imobilizavimo metodai indikatorinio BM/AuUNS/GS elektrodo
pavirSiuje

Fermento molekulés ant BM/AUNS/GS pavirSiaus imobilizuojamos
adsorbcijos metodu. Elektrodas BM/AuNS/modifikuojamas 40 mg mL™' GOx
tirpalu, uzneSant 3,0, 6,0 arba 9,0 uL fermento tirpalo. Kambario
temperatiiroje nudziovinus elektroda, ant jo pavirSiaus uzne$ami 3,0 uL 0,5 %
nafiono tirpalo. Nafiono sluoksnis apsaugo elektrodo pavir§iy nuo galimos
fermento desorbcijos nuo pavirSiaus bei stabilizuojamos susidariusios
struktiiros elektrodo pavirSiuje. Modifikuoti elektrodai pries kiekvieng
matavima buvo nuplaunami FBT tirpalu.

2.8 Amperometriniai matavimai

Nustatant gliukozés koncentracijg, buvo atliekami amperometriniai
matavimai su modifikuotais GS elektrodais, juos pamerkus j 5cm?
elektrocheming cele, kuri buvo uzpildyta AC arba FBT tirpalu su 0,1 mol L™
KCI ir esant elektrony pernasos tarpininkui FMS arba be jo. Elektrodui buvo
suteikiamas pasirinktas potencialas Ag/AgCI/KClsz moi lyginamojo elektrodo
atzvilgiu. Amperometriniy matavimy metu tirpalas esantis elektrocheminéje
celéje yra pastoviai maiSomas magnetine maiSykle. Registruojamas sroveés
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stipris kinta proporcingai gliukozés koncentracijai analizuojamame méginyje
ir gali buti apibidinamas hiperbolés lygtimi (1) pagal Michaelis-Menten
kinetika.
ax
Y= oy (D,

kur a — maksimalus srovés stiprio pokytis (Almax), A, b — tariamoji
Michaelio konstanta (Km "), mol L', x — gliukozés koncentracija, mol L', y —
sroveés stiprio pokytis, A.

Pradéjus matavimus buvo laukiama kol per tam tikrg laiko trukme
nusistovi baziné linija (srovés stipris nebesikeicia). Tada j elektrocheming cele
jneSamas pasirinktas gliukozés tirpalo kiekis ir registruojamas anodinés
srovés stiprio kitimas laike, Kuris yra proporcingas analités koncentracijai
elektrochemingje celéje. Atlikus analize¢ buvo bréziamos srovés stiprio
poky¢io priklausomybés nuo gliukozés koncentracijos kalibracinés kreives, i$
kuriy jvertinami Michaelio-Menten lygties kinetiniai parametrai: maksimalus
srovés stiprio pokytis (Almax) bei tariamoji Michaelio konstanta (Km "), kurie
atitinkamai prilyginami hiperbolés lygties y=ax/(b+x) a ir b parametrams
[92].

2.9 Elektrochemiskai aktyvaus GS elektrodo pavirSiaus jvertinimas

Abiem sintezés metodais suformuoto AuNS elektrochemiskai aktyvus
pavirSiaus plotas buvo nustatytas ciklinés voltamperometrijos metodu.
DAUNS/GS ir AuNS/GS elektrodai buvo panardinti j elektrocheming cele,
kuri buvo uzpildoma 5ml 0,5 mol L' H,;SO4 tirpalo. UZrasytos ciklinés
voltamperogramos potencialg skleidZiant nuo +0 iki +1,5 VV 0,10 V s greiciu.
Elektrochemiskai aktyvus pavirSiaus plotas buvo apskaiciuotas pagal (2) lygtj
[90]:
EASA = 4 ),

v-386 X 1076 C cm—2

kur EASA — elektrochemiskai aktyvus DAUNS ir AUNS/GS pavirsiaus
plotas, cm?; A —katodinés srovés smailés plotas ciklinéje voltamperogramoje
A-V; v —potencialo skleidimo greitis, V s!; 386 x 10 C cm™2— kriivio tankis
ploto vienetui, susijes su elektrochemiskai adsorbuoto deguonies sluoksnio
redukavimu ant polikristalinio aukso pavirSiaus [93].
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TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3. Gliukozés biologinis jutiklis, naudojant GS elektroda
modifikuota DAUNS ir GOx

Pastaraisiais metais dedama daug pastangy kuriant greitus, jautrius ir patogius
naudoti gliukozés biologinius jutiklius skirtus zmoniy serganciy cukriniu
diabetu gliukozés koncentracijai kraujyje stebéti. Siy tyrimy tikslas buvo
sukurti ir palyginti gliukozés biologinius jutiklius, veikian¢ius naudojant GS
elektroda elektrochemisSkai modifikuota DAUNS ir gliukozés oksidaze,
naudojant skirtingus fermento imobilizavimo metodus. FMS buvo
naudojamas Kaip tirpus elektrony pernaSos tarpininkas. Tyrimy metu buvo
naudojami trys GOx imobilizavimo metodai: 1-as metodas — adsobcija ant
DAUNS ir papildomas fermento sujungimas kryzmiskai kovalentiniais rySiais
naudojant GA garus (GA-GOx/DAUNS/GS); Il-as metodas — kovalentinis
imobilizavimas ant DAUNS modifikuoty 11-MUR SAM (GOx-
SAM/DAUNS/GS) ir lll-as metodas — kovalentinis imobilizavimas ant
DAuNS modifikuoty 11-MUA SAM su papildomu kryzminiu sujungimu GA
garais (GA-GOx-SAM/DAUNS/GS) (1 schema).

Q 0, ,9.,0 Q
AV TN N %y
1

g J
Elektrocheminé i %é i
dendritiniy - N

DAuNS sintezé

Gliukono rugstis

o, mo, | " @@ @®

Gliukonolaktonas | | | |
=% E-g T-% m-gx
o=y O=U o=y o=y

Gliukozé

8H1
28
E>
g3
E
§
2,
&
=

GOx

FMSH, FMS
ir \boxs

3
Ner

Amperometrinis atsakas

ts

-DAuNS @) -Gox =-GA

1 schema. Pagrindiniai GS elektrodo modifikavimo etapai ir gliukozés
nustatymas GA-GOx-SAM/DAUNS/GS indikatoriniu elektrodu, naudojant I11-
3 GOx imobilizavimo metoda.
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Elektrocheminéje celéje esant buferiniam tirpalui, substratui ir
iStirpusiam deguoniui vyksta fermentiné reakcija, kurios metu GOXx
oksiduojant gliukozg susidaro gliukono laktonas, kuris vandeningje terp¢je
hidrolizuojamas iki gliukono rugsties, ir H>O,, bei susidaro redukuota
fermento forma. GOXx redokso centras yra giliai baltymo globuléje, kuri yra
kaip izoliatorius, todél elektronai i§ fermento aktyviojo centro elektrodui
perduodami elektrony pernasos tarpininko FMS pagalba [46].

3.1 Optimaliy sglygy parinkimas gliukozés biologinio jutiklio veikimui

Pastaraisiais metais padaugéjo tyrimy pritaikant nanomedziagas, pvz.
nanovamzdelius, nanodaleles, nanostruktiiras, nanoploksteles,
nanovamzdelius. Kai kurios §iy medziagy savybés, pavyzdziui, didelis
pavirSiaus plotas ir gebéjimas palengvinti elektrony krtivio perdavima tarp
fermento redokso centro ir elektrodo, naudojamos kuriant biologinius
jutiklius, siekiant pagerinti jy jautrj ir atrankumg bei sutrumpinti signalo
registravimo trukme. DAUNS tai naujos nanomedziagos, kurios randa
pritaikyma biomedicininéms reikméms. Panaudojant DAUNS biologiniy
jutikliy kiirime, atsiranda galimybés padidinti jutikliy jautrj. DAuNS dél gero
biosuderinamumo ir didelio pavirSiaus ploto gali buti sékmingai pritaikytos
GOx imobilizavimui elektrodo pavirSiuje. Populiariausias DAuNS sintezes
metodas yra elektrocheminé jy sintezé i§ vandeninio HAuCls tirpalo.
Formuojantis DAuNS i§ pradZiy tirpale esantys kompleksiniai [AuCls]™ jonai
redukuojami iki Au®, susidaro klasteriai, ant kuriy formuojasi DAUNS [46].
Patogiausias metodas sintetinti DAUNS GS elektrodo pavirSiuje yra
tiesioginé DAUNS sintezé ant elektrodo pavirSiaus, elektrodui suteikus
pastovy potencialg tam tikrg laiko tarpa [94]. DAUNS gali bati sékmingai
sintetinamos 1§ skirtingy koncentracijy HAuCl, tirpaly, naudojant jvairius
metodus bei skirtingas sintezés trukmes [71]. Tyrimy metu GS elektrodo
pavirSiuje buvo elektrochemiSkai susintetintos DAUNS esant skirtingoms
sintezés salygoms (naudojant 10 mmol L HAUCI, tirpalg, esant potencialui
- 0,2V, o sintezés trukmei 200 ar 400 sek.) bei istirtos FE-SEM. Gauti vaizdai
(8 pav. A, B) patvirtino, kad abiem atvejais DAuNS buvo sékmingai
elektrochemiskai susintetintos ant GS elektrodo pavirSiaus. Ilgesnés,
tvarkingesnés DAuNS susidaré, kai sintezés trukmé buvo 400 sek. (8 pav. B,
B1), o trumpesnés, astresnés ir labiau Sakotos DAuNS susidaré po 200 sek.
(8 pav. A, Al). EDS spektras, kai DAuNS GS elektrodo pavir$iuje buvo
sintetinamos 200 sek. (8 pav. C), rodo, kad jame vyrauja Au ir C elementai.
Be to, gautos ir kitos biidingos smailés susijusios su Cl, K ir O elementais,
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kurias galima paaiskinti nevisiSku elektrody nuplovimu nuo sintezés metu
naudoty medziagy.

Cc
K
Cl
Au
0 Cl K Au @ Au Au
T T Al T v *l v T
0 2 - 6 8 10 12

keV

8 pav. DAuNS elektrochemiskai susintetinty ant GS elektrodo esant
pastoviam -0,2 VV potencialui 200 sek. (A, Al) ir 400sek. (B, Bl) i
10 mmol Lt HAuUClI, tirpalo, kuriame yra 0,1 mol L' KNO; (paveikslai (A1,
B1) yra padidinti (A, B) vaizdai), ir DAUNS (A) EDS spektras (C).

Morfologijos ir cheminés sudéties skirtumai nebuvo tokie akivaizdiis,

todél DAuNS sintezés poveikis gliukozés biologinio jutiklio veikimui buvo
patikrintas elektrochemiskai. Siekiant parinkti tinkamiausig sintezés trukme,
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tyrimams buvo pasirinktas Ill-as GOx imobilizavimo metodas (GA-GOx-
SAM/DAUNS/GS).

IS 9 pav. pateikty duomeny matyti, kad amperometriniai signalai gauti
celéje esant 5,0, 25,0, ir 50,0 mmol L' gliukozés buvo panasis abiejy DAuUNS
elektrocheminés sintezés atvejy. Taciau visoms tirtoms gliukozeés
koncentracijoms buvo uZzregistruotas didesnis signalas, kai buvo naudojama
trumpesné elektrocheminés sintezés trukmé. Sis poveikis buvo didesnis esant
mazesnei gliukozés koncentracijai. PavyzdZiui, esant 5 mmol L™! gliukozés
analizinis signalas buvo 1,2 karto mazesnis, kai DAUNS buvo sintetinamos
400 sek. Taigi tolimesniems tyrimams buvo nuspresta naudoti GS elektroda
su DAUNS susintetintomis esant —0,2 V potencialui ir 200 sek. sintezés
trukmei.

Al (uA)

5 25 50
CgLu (mmol L™
9 pav. Gliukozés biologiniy jutikliy, modifikuoty elektrochemiskai
susintetintomis DAUNS naudojant 10 mmol L HAuClI, tirpala su
0,1 mol L~ KNO;s ir esant pastoviam —0.2 V potencialui 200 sek. (raudonas
stulpelis) ir 400 sek. (pilkas stulpelis), srovés stiprio pokyc¢iy palyginimas.
Amperometrinis signalas uzregistruotas esant +0,3V potencialui ir
matavimus atlikus 0,05 mol Lt AC tirpale su 0,1 mol L™* KCI (pH 6,0) ir
2 mmol L' FMS. Naudotas I11-as GOx imobilizavimo metodas.

Parinkus optimalias DAUNS sintezés salygas ant GS elektrodo
pavirSiaus, DAUNS elektrochemiskai aktyvus pavirSiaus plotas buvo
jvertintas ciklinés voltamperometrijos metodu 0,5 mol L H,SO, tirpale [90].
I§ 10 pav. matyti, kad vyksta elektrocheminé aukso oksidacija ir aukso oksido
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redukcija. Apskaiciuotas elektrochemiskai aktyvaus pavirSiaus plotas buvo
lygus 1,03 + 0,15 cm?.

200 -

I (nA)

-200 A

-400 A

'600 L] T 1 T L] 1 Ll 1
00 02 04 06 08 10 12 14

Potentialas (V)

10 pav. DAUNS/GS cikliné voltamperograma, uZraSyta cele uZpildZius
0,5 mol L H,S0Oy ir skleidziant potencialg nuo 0 iki 1,5V 0,1V s! greiciu.
DAuNS elektrodo pavirsiuje sintezé buvo atlikta 200 sek. esant pastoviam —
0,2V potencialui naudojant 10 mmol L' HAUCI, tirpala, kuriame yra
0,1 mol L' KNOs.

Sekan¢iame etape fermentas elektrodo pavirSiuje kovalentiSkai
imobilizuojamas 11-MUR SAM pagalba, kurio déka yra gaunamas didelis
biologiskai aktyvios medziagos tankis elektrodo pavirSiuje. Siekiant padidinti
biologinio jutiklio jautrj, buvo jvertinama skirtingo 11-MUR SAM sluoksnio
formavimo laiko jtaka amperometriniam signalui. GS elektrodo modifikuoto
DAUNS pavirsiuje SAM buvo formuojamas pasirinktinai 2 arba 24 val.
Pragjus inkubaciniam laikui, SAM pavirSiuje esancios karboksilo grupés
aktyvuojamos NHS ir EDC tirpaly miSiniu. Po aktyvacijos ant
SAM/DAUNS/GS imobilizuojama GOx ir papildomai fermento molekulés
sujungiamos 25 % GA garais (I11-as GOx imobilizavimo metodas).

I§ pateikty duomeny (11 pav.) matyti, kad amperometriniai signalai gauti
esant 5,0, 25,0, ir 50,0 mmol L' gliukozés yra skirtingi ir priklauso nuo SAM
formavimo laiko. Visoms iSmatuotoms gliukozés koncentracijoms buvo
uzregistruotas didesnis analizinis signalas, kai SAM buvo formuojamas 2 val.
Sis poveikis buvo ypa¢ ryskus, esant didesnei gliukozés koncentracijai.
Pavyzdziui, esant 25,0 mmol L gliukozés koncentracijai, analizinis signalas
buvo 2,74 karto mazesnis, kai SAM buvo formuojamas 24 val. Atitinkamai
analiziniai signalai buvo 2,50 ir 3,45 karto mazesni, esant celéje 5,0 ir
50,0 mmol L gliukozés. Siekiant padidinti biologinio jutiklio jautrj,
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tolimesniems tyrimams buvo pasirinkta SAM formuoti 2 val. Adsorbuoti
sluoksniai gali pakeisti elektrony pernaSos greitj faziy riboje, tod¢l darome
prielaida, kad formuojant SAM sluoksnj 2 val. jis susidaro maziau tvarkingas
ir maziau tankus, lieka daugiau laisvo pavirsiaus ploto, ir dél to elektronai nuo
fermento aktyviojo centro greiCiau ir efektyviau perduodami elektrodui EPT
pagalba, ir registruojame didesnj analizinj signalg.

5 25 50
CgLy (mmol L)

11 pav. Analizinio signalo priklausomybé nuo 11-MUR SAM formavimo
laiko: 2 val. (raudonas stulpelis), 24 val. (pilkas stulpelis). Amperometrinis
signalas esant +0,3 V potencialui buvo uzregistruotas 0,05 mol L AC tirpale
su 0,1mol L' KCI (pH6,0) ir 2mmo L FMS. Naudotas Ill-as GOx
imobilizavimo metodas.

Atsizvelgiant | auksciau pateiktus rezultatus buvo pastebéta, kad
analizinis signalas registruojamas imobilizavus GOx Il-uoju metodu (GOx-
SAM/DAUNS/GS elektrodas) yra ganétinai mazas. Taip pat pasteb&jome ir
fermento sluoksnio nestabilumg amperometriniy matavimy maiSant tirpala
metu. Siekiant padidinti biologinio jutiklio jautrj ir stabilizuoti fermenta
elektrodo pavirSiuje, buvo nuspresta kovalentiSkai ant 11-MUR SAM
imobilizuota fermenta papildomai sutvirtini  kovalentiniais rysiais,
panaudojant bifunkcinj reagentg GA (l11-as GOx imobilizavimo metodas).

Atlikus amperometrinius matavimus, celéje esant 50,0 mmol L'
gliukozés (12 pav.), nustatyta, kad didziausias srovés stiprio pokytis
uzregistruotas elektrodu laikytu papildomai 15 min. vir§ GA gary.
Maksimalus analizinio signalo pokytis (I11-as GOx imobilizavimo metodas)
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buvo 8,63 karto didesnis, lyginant su elektrodu kur pavirSiuje esantis
fermentas papildomai néra sujungiamas kovalentiniais ry$iais panaudojant
GA (ll-as GOx imobilizavimo metodas).

160

140 -

120 4

100 -

80 1

Al (uA)

60 -

40 -

20 4 |_T_| |+|

0 1 1 L
3 10 15

Trukmé (min.)

12 pav. Srovés stiprio pokytis j elektrochemine cele pridéjus 50,0 mmol L !
gliukozés, nustatytas GOx-SAM/DAUNS/GS po papildomo kovalentinio
sujungimo glutaro aldehido garais (lll-as GOx imobilizavimo metodas).
Amperometrinis signalas esant +0,3 V potencialui buvo uzregistruotas
0,05 mol L' AC tirpale su 0,1 mol Lt KCI (pH 6,0) ir 2mol L' FMS.
Naudotas I11-as GOx imobilizavimo metodas.

Biologinio jutiklio analizinis signalas labai priklauso ne tik nuo
specifiniy fermento savybiy, bet ir nuo celé¢je esancio EPT FMS
koncentracijos, kuris uztikrina efektyvig elektrony pernasa nuo fermento
redokso centro prie elektrodo pavirsiaus. Siuo tikslu buvo tiriama FMS
koncentracijos tirpale jtaka analiziniam signalui. | elektrocheming celg buvo
jneSama 1, 3, 6, 11 ir 15 mmol L' FMS, nusistovéjus bazinei linijai j
elektrocheming cele buvo jneSama 25 mmol L' gliukozés tirpalo. Rezultatali
rodo, kad didinant FMS koncentracija, elektrony pernaSos efektyvumas
did¢ja. IS gauty duomeny pateikty 13 paveiksle matome, kad maziausias
srovés stiprio pokytis buvo stebimas naudojant 1 mmol L' EPT, tuo tarpu
didziausias amperometrinis signalas registruojamas biologiniu jutikliu, kai
FMS koncentracija celéje yra 6 mmol L. Toliau didinant EPT koncentracija
analizinis signalas beveik nekinta. Taigi galime daryti i§vada, kad gliukozés
biologinis  jutiklis efektyviausiai veikia kai FMS koncentracija
elektrochemingje celéje yra 6 mmol L.
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13 pav. Srovés stiprio pokycio priklausomybé nuo elektrony pernasos
tarpininko  FMS koncentracijos. Amperometrinis signalas esant +0,3V
potencialui buvo uzregistruotas 0,05 mmol L' AC tirpale su 0,1 mol L' KCI
(pH 6,0). Naudotas Il1-as GOx imobilizavimo metodas.

3.2 Jvairiy GOx imobilizavimo metody palyginimas

Fermento imobilizavimo SAM pagalba svarbiausi privalumai yra lengvos
sluoksnio formavimo procediiros bei susidariusio biologinio sluoksnio
stabilumas ilga laika. Pavir§iy galima padengti jvairiomis funkcinémis
grupémis. Sis metodas turi ir keleta trikumy — susiformaves sluoksnis gali
biti netolygus bei imobilizuotos biomolekulés gali desorbuotis nuo
pavirSiaus, esant dideliems potencialams [95]. Siekiant jvertinti fermento
imobilizavimo jtaka biologinio jutiklio veikimui, buvo atliktas palyginimas
trijy skirtingy GOx imobilizavimo metody ant GS elektrodo, i§ anksto
modifikuoto elektrochemiskai susintetintomis DAUNS. Pirmuoju metodu
fermentas GOx buvo adsorbuotas ant DAUNS ir papildomai sluoksnis
sutvirtintas GA (GA-GOx-DAUNS/GS, I-as GOx imobilizavimo metodas).
Antruoju metodu GOx imobilizuota kovalentiskai ant DAUNS modifikuoty
11-MUR SAM (GOx-SAM/DAUNS/GS, Il-as GOx imobilizavimo metodas).
Galiausiai treCiasis GOx imobilizavimas buvo atliekamas kovalentiSkai ant
11-MUR SAM su papildomu fermento molekuliy sujungimu panaudojant GA,
kuris kovalentiskai sgveikauja su fermento amino funkcinémis grupémis (GA-
GOx-SAM/DAUNS/GS, lll-as GOx imobilizavimo metodas).

Srovés stiprio priklausomybés nuo gliukozés koncentracijos visais
fermento imobilizavimo metodais aprasoma hiperbolés lygtimi, gliukozés
koncentracijy intervale nuo 0,1 iki 100 mmol L' (14 pav.). MaZiausias srovés
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stiprio pokytis lygus 19,21 + 0,75 pA (R = 0,9864), Ky® = 11,31 =+
2,42 mmol L, buvo gautas naudojant antrajj GOx imobilizavimo metoda, kai
GOx buvo tik kovalenti§kai imobilizuota be papildomo sutvirtinimo GA
garais (GOx-SAM/DAUNS/GS, ll-as GOx imobilizavimo metodas). 14,2
karto didesnis Almax lygus 272,06 £ 8,69 pA (R = 0,9938), buvo gautas
naudojant pirmajj GOx imobilizavimo metoda, kai GOx buvo adsorbuota ant
DAUNS ir sutvirtinta GA garais (Km™" = 26,56 + 2,42 mmol L™). 20 karty
didesnis Almax lygus 384,20 + 16,06 pA (R =0,9965) buvo gautas naudojant
trecigjj fermento imobilizavimo metodg, kai buvo panaudotas papildomas
15 min. trukmés kovalentinis fermento sutvirtinimas panaudojant 25 % GA
garus. Siuo atveju Ku®™buvo Siek tiek didesné¢ 35,23 + 3,76 mmol L.
Didziausias srovés signalas ir Almax buvo gautas po GOx kovalentinio
imobilizavimo ant SAM su papildomu fermento sutvirtinimu GA garais (GA-
GOx-SAM/DAUNS/GS, Ill-as GOx imobilizavimo metodas). Gliukozés
biologinio jutiklio su GA-GOxX-SAM/DAUNS/GS (l11-as GOx imobilizavimo
metodas) elektrodu Almax buvo 1,41 karto didesnis nei naudojant GA-
GOx/DAUNS/GS (l-as GOx imobilizavimo metodas) elektroda. Tuo tarpu
biologiniy jutikliy tiesinés priklausomybés intervalas nuo 0,1 iki 10 mmol L
buvo vienodas visiems fermento imobilizavimo metodams (14 pav.).
Gliukozés aptikimo riba buvo maziausia naudojant GA-GOx-
SAM/DAUNS/GS elektroda (lll-as GOx imobilizavimo metodas) -
0,019 mmol L, tuo tarpu su GA-GOx/DAUNS/GS elektrodu (lll-as GOx
imobilizavimo metodas) aptikimo riba buvo 0,022 mmol L', o su GOx-
SAM/DAUNS/GS elektrodu — 0,35 mmol L™'. Apibendrinant gautus
rezultatus, galima teigti, kad naudojant GS elektrodg i§ anksto modifikuotg
DAUNS ir GOx imobilizuotg tre¢iuoju metodu, gliukozés biologinis jutiklis
veikia geriausiai.

A R = 0,0965 B

R’=0,9922 - 80

I1I-as metodas

I 60

I1-as metodas

z z
o R?=0,9892| ,, =
< I-as metodas 3
100 4
- 20
50 4 R?=0,9137
1l-as metodas R = 0,9864
018 i " . . . T : 5 ; ITI-us mv'tudus ' Lo
0 20 40 60 80 100 O . 4 6 P 8 10
CgLu (mmol LY CgLy (mmol L7)

14 pav. (A) Gliukozés biologiniy jutikliy srovés stiprio pokycio
priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos, esant skirtingiems fermento
imobilizavimo metodams. (B) Srovés stiprio pokyc¢io tiesinés priklausomybés
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nuo gliukozés koncentracijos intervalas skirtingiems elektrodams. Elektrodai:
I-as GOx imobilizavimo metodas, GA-GOx-DAUNS/GS; Il-as GOx
imobilizavimo metodas, GOx-SAM/DAUNS/GS; Ill-as GOx imobilizavimo
metodas, GA-GOx-SAM/DAUNS/GS. Amperometrinis signalas esant +0,3 V
potencialui buvo uzregistruotas 0,05 mol L-'AC tirpale su 0,1 mol L' KCI
(pH 6,0) ir 6 mmol L' FMS.

Tai, kad kovalentiS§kai ant SAM imobilizuotai GOX reikia papildomo
kryzminio sujungimo pastebéjo ir kiti autoriai. Papildomo GOx molekuliy
kovalentinio sujungimo poreikj galima paaiskinti dideliu GOx dydziu (apie
160 kDa), lyginant su mazesniais fermentais, tokiais kaip krieny peroksidaze,
bei atsitiktiniu amino grupiy pasiskirstymu fermento pavirsiuje [96]. Taip pat
reikia paminéti, kad elektrocheminiai matavimai atliekami pastoviai maiSant
tirpala. GOx imobilizavimo metody jtakos antrosios kartos gliukozés
biologiniy jutikliy su skirtingomis AuNS veikimui palyginimas pateiktas
1 lenteléje. Sukurtiems gliukozés biologiniams jutikliams su DAuNS badinga
maza aptikimo riba ir tinkamas gliukozés nustatymui tiesiskumo intervalas.

1lentelé. GOx imobilizavimo metody jtakos biologiniy jutikliy su
skirtingomis AuNS veikimui palyginimas

GOx imobilizavimo Aptikimo riba/ Tiesinés priklausomybés Metodas/ EPT

metodai jautris intervalas Nuo-

roda

GOx adsorbuota ant [71]
DAUNS modifikuoty 0,059 mmol L' 0,1-9,97 mmol L™ Amperomerija

grafito elektrodo ir FMS

kryZmiskai sujungta

GA garais

GOX ir 2,5- 0,640 mmol L™ 0-11 mmol L' Cikline [971
dihidroksibenzaldehi voltamperometrija
das sujungti 2,5-dihidroksibenzaldehidas
naudojant GA buvo

adsorbuoti ant

nanokompozito

sudaryto i§ AuND ir

redukuoto grafeno

oksido, esanc¢io

Zelatinoje ir uZnesto

ant spausdinto

montaZo elektrodo.

GOx adsorbuotas ant 0,024 mmol L' 0,01 -1,5mmol L' Amperomerija [98]
AuND (3,5 nm) ir 52,1 pA mmol L' ecm? 1,10-fenantrolin-5,6-dionas

redokso

mediatoriumi

modifikuoto grafito

elektrodo bei

kryZmiskai sujungta

su GA garais

GOx adsorbuota ant 0,083 mmol L™ 0,110 mmol L Amperomerija [99]

AuUND 101,02 pA mmol L™ cm? FMS
elektrochemiskai

41



imobilizuoty ant GS
elektrodo ir
sutvirtinty GA garais

GOX kovalentikai 0,0082 mmol L 0,02 -5,7 mmol L' Amperomerija [100]
imobilizuota ant 8,8 pA mmol L' cm™? Ferocenmetanolis

AuND (2,6 nm)

monosluoksniu

modifikuoto Au

elektrodo

GOx kovalentiSkai 2,187 pA mmol L' cm? 0,110 mmol L' Ampertomerija [101]
imobilizuota ant 1,564 uA mmol L' cm? p-benzokvinonas

nanoporéto aukso 1,160 pA mmol L' cm?

modifikuoto SAM
(3,3'-ditiodipropiono
rugstis / 6-
merkaptoheksano
rugstis / 11-MUR),
naudojant
karbodiimido
chemija

Sluoskniai GOx 0,008 mmol L'/ 0,01 - 13 mmol L' Amperomerija [102]
kovalentiskai 5,72 pA mmol L' cm?

imobilizuotos ant Au Ferocenmetanolis

elektrodo ir AuND

(12 nm) gauti

naudojant cisteaming

(6 sluoksniai)

GOx kovalentiskai 0,019 pA mmol L™ cm? 0,110 mmol L' Amperomerija Sis
imobilizuota ant 11- FMS darbas
MUR

SAM/DAUNS/GS

elektrodo ir sujungta

GA garais

GOx adsorbuota ant 0,022 pA mmol L™ cm? 0,1 - 10 mmol L™ Amperomerija Sis
DAuUNS/GS ir FMS darbas

sujungta GA garais

3.3 Analizinio signalo pakartojamumo tyrimas

Pakartojamumas yra viena i3 svarbiy biologinio jutiklio charakteristiky. Sio
tyrimo esmé buvo jvertinti analizinio signalo pakartojamumg. Nepaisant to,
kad didziausias analizinis signalas buvo uzregistruotas naudojant GA-GOx-
SAM/DAUNS/GS elektroda (Ill-as GOx imobilizavimo metodas),
pakartojamumas buvo istirtas ir naudojant GA-GOx/DAUNS/GS elektroda (I-
as GOx imobilizavimo metodas), siekiant patvirtinti 111-o GOx imobilizavimo
metodo privalumus. Elektrody paruosty nustatytomis optimaliomis sglygomis
pakartojamumas buvo jvertinamas matuojant signalg celéje esant 25 mmol L™
gliukozés deSimt karty. Matavimai atlieckami tg pac¢ig dieng tokiomis paciomis
salygomis.

Nagrinéjant 15 paveiksle pateiktus rezultatus matyti, kad geresnis
pakartojamumas stebimas naudojant GA-GOx-SAM/DAUNS/GS elektroda
(I1-as GOx imobilizavimo metodas): antrg karta matuojant signalas nepakito,
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treCig kartg signalas sumazéjo 4 %. Ketvirto ir penkto matavimo metu
analizinis signalas sumazéjo 9 %, lyginant su pirmu matavimu. Panasy, bet
Siek tiek blogesnj pakartojamumg stebime ir su GA-GOx/DAUNS/GS
elektrodu (lI-as GOx imobilizavimo metodas). Nustatéme, kad antrojo
matavimo metu analizinis signalas sumazéjo 3 %, tre¢iojo — 7 %. Ketvirtojo
ir penktojo matavimo metu analizinis signalas sumaz¢jo apie 12 % lyginant
su pirmuoju matavimu. I$ viso 91 % pradinio srovés stiprio pokyc¢io buvo
iSsaugota po penkiy matavimy, naudojant GA-GOxX-SAM/DAUNS/GS (I11-as
GOx imobilizavimo metodas) elektrods, kai 88 % signalo buvo i$saugota
naudojant GA-GOx/DAUNS/GS (l-as GOx imobilizavimo metodas)
elektroda. Vélesni matavimai rodo, kad stebimas abiejy elektrody nezymus
analizinio signalo maz¢jimas lyginant signalus tarpusavyje. Remiantis
pateiktais duomenimis darome i$vada, kad geresnis pakartojamumas stebimas
naudojant Ill-3 GOx imobilizavimo metoda (GA-GOxX-SAM/DAuUNS/GS
elektrodas). Geresnis pakartojamumas gali atsirasti dél palankesnio GOx
molekuliy i$sidéstymo po kovalentinio imobilizavimo elektrodo pavirsiuje ant
i§ anksto suformuoto SAM ir mazesnio fermento praradimo dél papildomo
fermento kryzminio sujungimo tarpusavyje panaudojant GA garus.

100 -

0 2 4 6 8 10
Matavimy skaicius

15 pav. Sukurty biologiniy jutikliy GA-GOxX-SAM/DAUNS/GS (lll-as GOx
imobilizavimo metodas, raudoni stulpeliai) ir GA-GOx/DAUNS/GS (l-as
GOx imobilizavimo metodas, pilki stulpeliai) srovés stiprio poky¢io
priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos, atlickant pakartotinius
matavimus. Amperometriniai matavimai atlikti 0,05 mmol L' AC tirpale su
0,1 mol L' KCI (pH 6,0), 6,0 mmol L-' FMS ir 25 mmol L™ gliukozés,
potencialas +0,3 V.
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3.4 PriemaiSy jtaka analiziniam signalui ir substratinis atrankumo
tyrimas

Sio tyrimo tikslas buvo istirti elektrochemiskai aktyviy priemai$y esanéiy
zmogaus kraujyje jtaka analiziniam signalui. PaSalinés elektrochemiskai
aktyvios medziagos yra Slapimo rigstis ar askorbo riigStis. Buvo ruoSiami
GA-GOx-SAM/DAUNS/GS (lll-as GOx imobilizavimo metodas) bei GA-
GOx/DAUNS/GS elektrodai (I-as GOx imobilizavimo metodas) nustatytomis
optimaliomis sglygomis. Amperometriniu metodu nustatant 10 mmol L™
gliukozés koncentracijg elektrocheminéje celéje buvo jvertinama Slapimo
rugsties ir askorbo riigsties jtaka analiziniam signalui. Nusistovéjus signalui,
1 elektrochemine celg buvo jpilamas pasirinktas trukdancios medziagos kiekis
su 10 mmol L' gliukozés. Rezultaty jvertinimui buvo atlieckami analogiski
tyrimai, ta¢iau j elektrochemine cele jpilant AC tirpalo su 0,1 mol L' KCI
(pH 6,0), 6 mmol L' FMS, o nusistovéjus bazinei linijai papildomai jpilant
tik 10 mmol L' gliukozés tirpalo.

4

go{A , 2 3

60 - -
= g
< &
S 40 2

20

g GA-GOx-SAM/DAuNS/GS GA-GOx/DAuNS/GS

16 pav. Trukdanc¢iy medziagy poveikis analiziniam signalui, tyrimus atliekant
GA-GOx-SAM/DAUNS/GS (Il1-as GOx imobilizavimo metodas) (A) ir GA-
GOx/DAUNS/GS (l-as GOx imobilizavimo metodas) (B) elektrodais.
Uzregistruoto srovés signalo diagramos pateikiamos pridéjus: 10 mmol L
gliukozés tirpalo (1, 1’ stulpeliai), 10 mmol L' gliukozés tirpalo su
0,1 mmol L $lapimo rigsties (2, 2’ stulpeliai), 10 mmol L' gliukozés tirpalo
su 0,01 mmol L' askorbo riigsties (3, 3’ stulpeliai) ir 10 mmol L-1gliukozés
tirpalo su 0,05 mmol L' askorbo riigsties (4, 4° stulpeliai). Amperometriniai
matavimai atlikti: 0,05 mol L' AC tirpale su 0,1 mol L' KCI (pH 6,0) ir
6,0 mmol L' FMS, potencialas + 0,3 V.

Nustatyta, kad 0,01 ir 0,05 mmol L' askorbo riigities buvimas tirpale
padidina srovés signalg 7,72% ir 11,2%, naudojant tyrimams GA-
GOx/DAUNS/GS (I-as GOx imobilizavimo metodas) elektroda, ir 4,63 % bei
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10,8 % naudojant GA-GOx-SAM/DAUNS/GS (lll-as GOx imobilizavimo
metodas) elektroda. Esant 0,01 mmol L' Slapimo rigsties srovés signalas
padidéjo 9,09 % naudojant GA-GOX/DAUNS/GS elektroda (I-as GOx
imobilizavimo metodas) bei 7,02 % naudojant GA-GOx-SAM/DAUNS/GS
elektroda (l11-as GOx imobilizavimo metodas). Buvo pastebéta nedidelé tirty
elektrochemiskai aktyviy trukdan¢iy junginiy jtaka analiziniam signalui,
naudojant GOx skirtingais metodais modifikuotus elektrodus. Daugeliu atvejy
signaly skirtumas buvo mazesnis nei 10 % iSskyrus didziausias askorbo
rugsties koncentracijas. Kaip galime pastebéti i§ 16 pav. pateikty duomeny,
naudojant 1ll-a GOx imobilizavimo metoda buvo uzregistruotas mazesnis
trukdanéiy medZziagy poveikis analiziniam signalui. Sukurti biologiniai
jutikliai yra tinkami gliukozés aptikimui serume, o didesnis signalas
registruojamas, kai GOx yra kovalentiskai imobilizuojama ant 11-MUR SAM
ir papildomai sutvirtinant GA garais. Taip pat trukdanéiy medZziagy poveikj
analiziniams signalams galima sumazinti naudojant elektrai laidZius
polimerus [103,104].

Galiausiai sukurty biologiniy jutikliy atrankumas buvo patikrintas i juos
pridéjus 25 mmol L' galaktozés, fruktozés, ksilozés ir manozés. Sie substratai
neturéjo jokios jtakos registruotiems signalams. Tik pridéjus 25 mmol L
koncentracijos gliukozés gaunamas iSmatuojamas srovés stipris. Galime
daryti iSvada, kad GOx fermentui giminingas substratas yra gliukoz¢.

3.5 Biologinio jutiklio taikymas gliukozés nustatymui zmogaus serumo
méginyje

Gliukozés koncentracija diabetu serganéiy zmoniy serume yra daug didesné
nei sveiky zmoniy ir svyruoja nuo 2 — 30 mmol L!. Paruosty elektrody
naudojant I-3 ir IlI-a GOx imobilizavimo metoda tinkamumas gliukozés
koncentracijos nustatymui buvo iSbandytas praskiestame Zmogaus Kraujo
serume. Prie§ naudojimg serumas atSildomas, filtruojamas ir penkis kartus
skiedziamas AC tirpalu su 0,1 mol L' KCI (pH 6,0). Dviejy tipy elektrodams
buvo gauta hiperbolés formos priklausomybé tarp uzregistruoty sroviy ir
apskaiciuoty srovés skirtumy 5 Kartus praskiestame serume, pridéjus
gliukozés nuo 0,1 iki 100 mmol L' koncentracijy intervale.

I§ 17 pav. pateikty duomeny akivaizdu, kad didesnis srovés signalas buvo
uzregistruotas naudojant Ill-a GOx imobilizavimo metodg (GA-GOXx-
SAM/DAUNS/GS elektroda). Apskai¢iuotas Almax buvo 312,58 + 18,34 uA (R
= 0,9985), o naudojant tyrimams l-3 GOx imobilizavimo metoda (GA-
GOx/DAUNS/GS elektroda), Almax buvo 244,12 + 8,79 pA (R = 0,9960).
Apskai¢iuotos Km®  buvo atitinkamai 40,42 + 5,72mmol L' ir
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22,52 + 2,64 mmol L™!. Tiesinés priklausomybés intervalas buvo vienodas ir
jokiy skirtumy nebuvo pastebéta priklausomai nuo GOx imobilizavimo
metodo. Abiem atvejais buvo nustatyti tiesinés priklausomybeés intervalai nuo
0,1 iki 10 mmol L' gliukozés. Aptikimo riba serume nustatyta biologiniu
jutikliu su GA-GOx-SAM/DAUNS/GS (lll-as GOx imobilizavimo metodas)
elektrodu buvo 0,022 mmol L', o su GA-GOx/DAUNS/GS (l-as GOx
imobilizavimo metodas) elektrodu — 0,050 mmol L'  (signalo/triuk§mo
santykis = 3). Atsizvelgiant j pateiktus rezultatus darome i§vada, kad nustatyta
aptikimo riba yra nezymiai zemesné, kai elektrocheminéje celéje yra serumo,
lyginant su rezultatais, kurie buvo atlikti buferiniame tirpale. Darome i$vada,
kad sukurtas gliukozés biologinis jutiklis su elektrodu modifikuotu DAUNS,
gali biiti sékmingai pritaikytas gliukozés nustatymui realiuose méginiuose.

o | A R=0,9985 B R?=0,9988

III-as metodas

III-as metodas
R =0,9960 -
I-as metodas <
R?=0,9974| =

<

I-as metodas

0 20 40 60 80 100 0 2 4 6 8 10
CgLU (mmol L™) CgLu (mmol L)

17 pav. (A) Elektrodais GA-GOx-SAM/DAUNS/GS (lll-asis GOXx
imobilizavimo metodas, raudona kreivé) ir GA-GOx/DAUNS/GS (I-asis GOx
imobilizavimo metodas, juoda kreivé) uzregistruoto srovés stiprio pokyc¢io
priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos praskiestame zmogaus serume.
(B) Atitinkamai srovés stiprio pokycio tiesinés priklausomybés intervalas nuo
gliukozés koncentracijos skirtingiems elektrodams. Amperometrinis signalas
esant +0,3 V potencialui buvo uzregistruotas 0,05 mmol L AC tirpale su
0,1 mol L*KCI (pH 6,0) praskiestu serumu, esant 6,0 mmol Lt FMS.

3.6 Sukurty gliukozés biologiniy jutikliy stabilumo tyrimas

Galiausiai buvo jvertintos GA-GOx-SAM/DAUNS/GS (lll-as GOx
imobilizavimo metodas) ir GA-GOx/DAuUNS/GS (I-as GOx imobilizavimo
metodas) elektrody stabilumo charakteristikos. Tyrimai atliekami

elektrochemingje celéje esant 50 mmol L' gliukozés. Tyrimai buvo atliekami
32 dienas.
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Kaip matome i$ 18 pav. pateikty duomeny, Al % skaiciuojant abiejy tipy
elektrodams laikui bégant palaipsniui mazéjo. Siek tiek spartesnis srovés
stiprio mazéjimas buvo stebimas iki 5 dieny naudojant GA-GOx-
SAM/DAUNS/GS (lll-as GOx imobilizavimo metodas) elektroda, o
elektrodui GA-GOx/DAUNS/GS (l-as GOx imobilizavimo metodas)
spartesnis srovés stiprio mazejimas stebimas iki 12 dieny. Po 12 dieny
biologinis jutiklis su GA-GOx-SAM/DAUNS/GS elektrodu (lll1-as GOx
imobilizavimo metodas) i§saugojo 73,25 % pradinio signalo, o naudojant GA-
GOx/DAUNS/GS celektroda (I-as GOx imobilizavimo metodas) — 66,20 %.
Nustatyta, kad geresniu stabilumu pasizymi elektrodas, kur GOx buvo
imobilizuota naudojant 111-g metodg. Tai gali bati dél geriau imobilizuoto
fermento su tinkama erdvine orientacija ant labiau biologiskai suderinamo
pavirSiaus, todél GOx molekulés ilgiau iSlieka aktyvios ir stabilios, atliekant
elektrocheminius matavimus ir plovimus tarp matavimy.

100

90 -

80 -

Al (%)

70 -1

III-as metodas

60 -

I-as metodas
50 L] 1 1 L] 1 1 L]
0 5 10 15 20 25 30
Trukmé (dienomis)

18 pav. Biologiniy jutikliy stabilumas, naudojant GA-GOx-SAM/DAUNS/GS
(I1-as GOx imobilizavimo metodas, raudoni taskai) ir GA-GOx/DAUNS/GS
(l-as GOx imobilizavimo metodas, kreivé juodi taskai) elektrodus.
Amperometrinis signalas esant +0,3 V potencialui buvo uzregistruotas
0,05 mmol Lt AC tirpale su 0,1 mol L* KCI (pH 6,0), esant 6,0 mmol L
FMS.
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4. Bereagentis gliukozés biologinis jutiklis naudojant GS elektroda
modifikuota AUNS, BM ir GOx

Tikslus gliukozés koncentracijos kraujyje nustatymas atlicka lemiama
vaidmen;j diagnozuojant ir gydant cukrinj diabeta. Sio tyrimo tikslas buvo
sukurti bereagentj Nf-GOx/BM/AuUNS/GS nanokompozito pagrindu veikiantj
amperometrinj biologinj jutiklj, kuris gali buti naudojamas gliukozés
koncentracijos nustatymui (2 schema). Bereagenciai biologiniai jutikliai gali
biiti nesiojami ir skirti vienkartiniams ir tgstiniams matavimams. Siy tyrimy
metu BM elektrocheminiu metodu buvo sintetinamas AuNS/GS elektrodo
pavirSiuje. BM katalizavo H,0O, susidariusio fermentinés gliukozés
oksidacijos metu elektrochemine redukcija ir taip generavo elektrocheminj
signalg. Sukuriamas elektrocheminis gliukozés jutiklis, kuriam nereikia
papildomy reagenty, nes visi komponentai yra integruoti jutiklyje. BM
modifikuoty sluoksniy veikimo stabilumui pagerinti buvo naudojamas
nafionas (Nf) [83,105-107]. Bereagencio biologinio jutiklio kiirime AUNS
panaudojimas padidino elektrochemiskai aktyvaus pavirSiaus plota.

D-Gliukono-&-laktonas GOXpey

Grafito
elektrodas

AuNS sintezé B-D-Gliukoze
-02Vv
Au (Il1) ~Au (0)

GOxm‘.s

BM sintezé
-04V

D R,

é ~ N
Padengimas - Padengimas - -
GOx Nafionu

2 schema. Gliukozés biologinio jutiklio paruosimo ir gliukozés koncentracijos
nustatymo schema, panaudojant AuNS ir BM.

Ankstesniuose tyrimuose DAUNS buvo sékmingai pritaikytos kuriant
biologinius jutiklius, naudojant vandenyje tirpius (N-metilfenazino
metosulfata) [5,35] ir  netirpius  elektrony  pernaSos  tarpininkus
(ferocenkarboksirtigstj,  1,10-fenantrolino-5-6-diong, tetrafulvaleng) [5].
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Taciau gliukozés koncentracijg méginyje galima jvertinti nustatant H2O»
susidarantj fermentinés gliukozés oksidacijos metu dalyvaujant deguoniui (3

ir 4 lygtys).
GOx(FAD)+f-D-gliukozé — GOx(FADH,)+p-D-gliukonolaktonas (3)
GOx(FADH,)+0, —» GOx(FAD)+H,0, (4)

Siy tyrimu metu buvo sukurtas bereagentis biologinis jutiklis,
panaudojant GS elektrodg elektrochemiSkai modifikuota AUNS ir BM.
ISsamesnis visy procesy paaiSkinimas pateikiamas naudojant lygtis ir 2
schemg. Pirmiausia BM susintetintas ant AuNS/GS elektrodo
elektrochemiskai redukuojamas iki Berlyno baltojo (BB) (5 lygtis) ir
dalyvauja tolesnéje elektrocheminéje H,O, redukcijoje [84,108], ir tos pacios
reakcijos metu BB reoksiduojasi | BM (6 lygtis)

BM+e¢ —BB (5)
H,O0
K,Fe*"Fe’"(CN),(BB) - ¢ Z S KFe* Fe’'(CN),(BM) +K* (6)

Fe?* ir Fe** lygtyje (6) atitinka skirtingas Fe atomy oksidacijos biisenas
BM struktiiroje.

BM katalizuojama H2O elektrocheminé redukcija leidzia atlikti
gliukozés kiekio nustatyma esant gerokai mazesniam potencialui, lyginant su
anksc¢iau minétais tyrimais, kuriuose buvo naudoti jvairiis elektrony pernasos
tarpininkai. Si savybé gali leisti iSvengti paSaliniy medziagy poveikio,
pagerinant gliukozés koncentracijos nustatymo tikslumag realiuose
méginiuose. Be to, BM kataliziné konstanta yra tris kartus didesné uz natiraliy
peroksidaziy [109], todél tai suteikia galimybe kurti itin jautrius biologinius
jutiklius. Siy tyrimy tikslas buvo sukurti bereagent] gliukozés biologinj jutiklj
ir jvertinti biologinio jutiklio su Nf-GOx/BM/AuUNS/GS indikatoriniu
elektrodu analizinius parametrus.

4.1 Optimaliy bereagencio gliukozés biologinio jutiklio veikimo salygy
parinkimas

Pirmiausia ant GS elektrodo elektrochemiskai buvo susintetinamos AuNS, o
tada BM elektrochemiskai sintetinamas ant AuNS. Galiausiai GOx buvo
imobilizuota ant BM/AUNS nanokompozito padedant nafionui. BM taikymas
kuriant gliukozés biologinj jutiklj leidZzia lengvai elektrochemiskai,
registruojant katodinés srovés stipri, nustatyti H>O,, susidarantj GOx
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katalizuojamos gliukozés oksidacijos metu méginyje, esant Zemam
indikatorinio  elektrodo potencialui. Tuo tarpu AuNS padidina
elektrochemiskai aktyvy pavirSiaus plota, pagerina GOx imobilizavima ir
uztikrina didesnj analizinj signalg. AuNS dydis bei pasiskirstymas GS
elektrodo pavirSiuje priklauso nuo HAuCls koncentracijos tirpale, parinkto
pagalbinio elektrolito, sintezés trukmés, temperatiiros ir kity parametry.
Elektrocheminés sintezés parametrai bei Sio proceso trukmé daro labai didelg
jtaka galutinei AuNS morfologijai [110]. Sio tyrimo metu H»SO, buvo
naudojamas kaip pagalbinis elektrolitas, siekiant elektrocheminiu metodu
susintetinti kuo vienodesnio dydzio AuNS ir kad AuNS pasiskirstymas
elektrodo pavirSiuje bty kuo tolygesnis [90]. Siekiant parinkti optimalig
HAUCIs koncentracija ir sukurti jautry gliukozés biologinj jutiklj, AUNS
sintezei tomis paciomis salygomis buvo naudojamos keturios HAuCl4
koncentracijos (1,0, 3,0, 6,0 ir 10,0 mmol L?). Po BM elektrocheminés
sintezés GOx buvo imobilizuota ant BM/AUNS/GS i§ anksto modifikuoty
elektrody ir padengti Nf.

16 - | EEE 1 mmol L™ HAuCI,
EEN 3 mmol L HAuCl,
EE 6 mmol L™ HAuCI,
12 4 [T 10 mmol L" HAuCI,

Al (uA)

0,15 0,50 1,00 400 10,00
CgLu (mmol L)

19 pav. Srovés stiprio pokytis uzregistruotas biologiniu jutikliu su Nf-
GOx/BM/AuNS/GS elektrodais | elektrocheming celg pridéjus jvairias
gliukozés koncentracijas. AUNS elektrocheminei sintezei buvo naudoti 1,0;
3,0; 6,0 ir 10,0 mmol L* HAUCI, tirpalai, kuriuose yra 0,2 mol L*
H>SOs,elektrodui suteikus —0,2 V' potencialg 120 sek. Amperometrinis
signalas esant —0,05 V potencialui buvo uZzregistruotas 0,05 mol L™ FBT su
0,1 mol LTKCI (pH 5,8).

Kaip matyti i§ 19 pav. pateikty duomeny, GS elektrodo modifikavimas
AuNS visais atvejais daro teigiamg poveikj registruojamam analiziniam
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signalui. DidZiausias srovés stiprio pokytis esant skirtingoms gliukozés
koncentracijoms buvo uzfiksuotas naudojant Nf-GOx/BM/AUNS/GS
elektrodg, i§ anksto modifikuotg AuNS gautomis i§ 3,0 mmol L' HAuUCl,
tirpalo, kai elektrodo pavirSiuje uzlasinta 3 ul GOx tirpalo. Alna esant
0,5 mmol L gliukozés buvo 6,70 + 0,10 pA. Taciau Almax gautas naudojant
elektrodus i§ anksto modifikuotus AuNS naudojant 1,0, 6,0 ir 10,0 mmol L™
HAUCI4, buvo atitinkamai 1,8, 1,2 ir 3,1 karto mazesni. Ta pati tendencija
buvo pastebéta esant ir didesnei gliukozés koncentracijai. Batent 2,1, 1,1 ir
1,29 karto maZesnis Almax buvo gautas esant 10,0 mmol L' gliukozés.
Remiantis gautais rezultatais, pasirinkta 3,0 mmol L' HAuCIl, koncentracija
kaip optimali AuNS sintezei ir Nf-GOx/BM/AUNS/GS modifikuoty elektrody
pagrindu gliukozés biologinio jutiklio karimui.

Biologinio jutiklio signalas labai priklauso nuo imobilizuoto fermento
kiekio elektrodo pavirsiuje. Sekan¢iame biologinio jutiklio optimizavimo
etape buvo nustatytas optimalus GOXx kiekis ant BM/AUNS/GS elektrodo. Ant
elektrodo modifikuoto AuNS (sintetinamos i§ 3,0 mmol L-' HAuCl, tirpalo)
ir BM uzlasinama 3,0, 6,0 arba 9,0 pul 40 mg mL* GOx tirpalo.

= 3 L GOx
12 )= 6 uL cOx
. 9 L GOX
10 4
== 2
< 8
-
—
<

1 ace IHI

CgLu (mmol L)

20 pav. Srovés stiprio pokytis i cele pridéjus jvairias gliukozés koncentracijas,
nustatytas Nf-GOx/BM/AuNS/GS elektrodais, po skirtingy kiekiy 40 mg mL*
GOx imobilizavimo BM/AuNS/GS pavir§iuje. Amperometrinis signalas esant
-0,05 V potencialui buvo uzregistruotas 0,05 mmol L FBT su 0,1 mol L™
KCI (pH 5,8).

20 pav. pateikti duomenys rodo, kad didziausias signalo stiprio pokytis
esant 0,5 mmol L' gliukozés buvo registruojamas modifikavus elektroda

3,0 ul GOx tirpalo (Almax = 6,32 = 0,03 pnA). Naudojant 6,0 ir 9,0 ul GOx
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tirpalo, uZregistruoti analiziniai signalai buvo $iek tiek mazesni (Almax = 5,08
+ 0,03 pA ir 5,36 £ 0,04 nA). Analizinio signalo sumazéjima labiausiai gali
lemti substrato ir fermentinés reakcijos produkty difuzijos apribojimai,
susidarant storesniam fermento sluoksniui. Todél 3,0 ul GOx ant
BM/AUNS/GS elektrodo pavirSiaus laikomas optimaliu kiekiu tinkamu
gliukozés biologinio jutiklio veikimui.

4.2 AuNS ir BM/AUNS nanokompozity elektrochemiskai susintetinty
GS elektrodo pavirSiuje charakterizavimas

Parinkus optimalias sglygas AuNS sintezei ant GS elektrodo pavirsiaus,
AuNS elektrochemiskai aktyvaus pavirSiaus plotas buvo jvertintas ciklinés
voltamperometrijos metodu 0,5 mol L' H,SO;, tirpale naudojant 0,1V s
potencialo skleidimo greitj. Siy matavimy metu registruojama aukso oksido
redukcija ties +0,9 V (21 pav.). Elektrocheminiu metodu susintetinty AUNS
(sintezei naudojant 3,0 mmol L*HAuClskoncentracijos tirpalg su 0,2 mol L
H.SO4) nustatytas elektroaktyvaus pavirSiaus plotas buvo 0,132 cm?,
ElektrochemiSkai aktyvaus pavirSiaus plotas padidéjo 1,86 karto lyginant su
GS elektrodo pavirSiaus plotu, kuris yra 0,071 cm? AuNS ir BM/AuNS
nanokompozitai gauti geriausiomis biologinio jutiklio modifikavimo
saglygomis buvo istirti FE-SEM.
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21 pav. AUNS/GS cikliné voltamperograma, uzraSyta cele uzpildZius
0,5 mol L H,S04. Potencialas buvo skleidziamas 0,1 V s greiciu.

AuNS yra polidispersinés ir dazniausiai apskritos formos, jy skersmuo

yra 84 + 35 nm. Taciau kaip matyti i$ pateikty vaizdy 22 pav., ne visas GS
elektrodo pavirSius yra padengtas AuNS. Elektrodo pavir$ius po BM/AuNS
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nanokompozito sintezés yra lygesnis ir beveik visag GS elektrodo pavirsiy
uzima BM/AuNS nanokompozitas. Gauti rezultatai patvirtina sékmingg
AuNS ir BM sintez¢. Remiantis duomenimis darome iS§vada, kad BM buvo
susintetintas ant AuNS ir neuzdengto GS elektrodo pavirSiaus.

AuNS/GS
BM/AuNS/GS

22 pav. AuNS (A, Al) ir BM/AuUNS nanokompozito (B, B1) FE-SEM vaizdai,
gauti elektrochemiskai padengus GS elektrods.

4.3 Sukurto biologinio jutiklio analiziniy charakteristiky tyrimai

Sekanciame tyrimy etape buvo iStirtas optimaliomis sglygomis paruosto
elektrodo veikimas. Elektrocheminé celé buvo uzpildoma 0,05 mmol L FBT
tirpalu su 0,1 mol L KCI (pH 5,8) ir signalas registruojamas esant —0,05 V
potencialui. Buvo stebima GOx modifikuoty elektrody hiperboliné analizinio
signalo priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos intervale nuo 0,025 iki
10,0 mmol L.

IS pateikty 23 pav. duomeny matome, kad didéjant gliukozés
koncentracijai srovés stiprio pokytis didéja, kol pasiekiamas jsotinimas, esant
didesnei nei 10,0 mmol L' gliukozés koncentracijai. Tai leidzia daryti
prielaidg, kad fermento aktyviis centrai yra uzimti gliukoze esant Siai
gliukozés koncentracijai. Sukurto biologinio jutiklio Almax buvo 15,91 +
0,47 pA (R = 0,9961), 0 Ky ™ — 0,92 + 0,096 mmol L™!. Tiesinés signalo
priklausomybés nuo gliukozés koncentracijos intervalas nuo 0,025 iki
1,0mmol L' (R? = 0,9976). Nustatyta gliukozés aptikimo riba yra
0,0088 mmol L, kai signalo ir triuk§my santykis lygus 3.
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K

y =9,8557x + 0,0001
R%=0,9976 [ 2
Aptikimo riba = 0,0088 mmol L™’

- -1
& appy= 0-92 £ 0,096 mmol L |
T T T T T —H r . r ; — 0
0 2 4 6 8 10 0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0
CgLy (mmol L™ CgLu (mmol L)

23 pav. (A) Biologinio jutiklio su optimaliomis salygomis modifikuotu Nf-
GOx/BM/AUNS/GS elektrodu srovés stiprio priklausomybé nuo gliukozés
koncentracijos. (B) Srovés stiprio pokycio tiesinés priklausomybés intervalas.
Amperometrinis signalas esant —0,05V potencialui buvo uzregistruotas
0,05 mmol L FBT buferyje su 0,1 mol L™* KCI (pH 5,8).

Gliukozés biologiniy jutikliy sukurty BM pagrindu, analiziniai
parametrai palyginti 2 lentel¢je. Kaip matyti i§ apibendrinty rezultaty,
sukurtas biologinis jutiklis pasizyméjo 5,7 karto maZesne aptikimo riba,
lyginant su gliukozés biologiniu jutikliu, sukurtu naudojant anglinio audinio
dalj modifikuotg koraly tipo aukso mikro/nanostruktiiromis ir BM [111],
daugiau kaip 11 karty mazesné lyginant su biologiniu jutikliu, sukurtu
naudojant azotu-legiruotg grafito puty elektroda su BM dalelémis [112] ir apie
17 karty mazesniu jei lyginsime su anglies spausdinto montazo elektrodais,
kuriy pagrindag sudaro porétas grafeno aerogelis ir BM bei chitozano
sluoksnis [113]. Beveik visuose aptartuose biologiniuose jutikliuose, i$skyrus
biologin;j jutiklj modifikuota BM—aukso nanokompozitinémis plévelémis bei
platinos nanoklasteriais, susintetintais ant stikliSkosios anglies elektrodo [53],
buvo pasiekta mazesné gliukozés aptikimo riba. Taciau minétame
biologiniame jutiklyje buvo taikyta sudétingesné elektrodo modifikavimo
procediira, apimanti BM-aukso nanokompozitiniy pléveliy ir platinos
nanovamzdeliy derinj. Nepaisant minéty privalumy Siame biologiniame
jutiklyje taikomos kelios nanostruktiiros, todél tokiy biologiniy jutikliy
paruosimas sudétingesnis. Sukurto biologinio jutiklio tiesinés priklausomybés
intervalas yra nuo 0,025 iki 1,0 mmol L™ gliukozés ir jis gali veikti esant
mazesnéms gliukozés koncentracijoms nei biologinis jutiklis kur elektrodas
modifikuotas koraly tipo aukso mikro/nanostrukttiromis ir BM [111], taiau
virSutiné riba yra mazesné ar pana$i j biologinio jutiklio kur BM-aukso
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nanokompozitinés plévelés bei platinos nanoklasteriai naudojami stikliskosios
anglies elektrodo modifikavimui [53]. Be to, sukurtas naujas amperometrinis
gliukozés biologinis jutiklis yra tinkamas gliukozés koncentracijos nustatymui
praskiestuose méginiuose, uztikrinant biologinio jutiklio pritatkomuma
kliniskai svarbiy gliukozés koncentracijy nustatymui.

2. Lentelé. Gliukozés biologiniy jutikliy modifikuoty PB palyginimas.

Modifikuotas Potencialas/Tirpalas Aptikimo riba Tiesinés Nuorodos
darbinis elektrodas* priklausomybés
intervalas

Nf-GOx/Pt-NCs/BM- —0,15V /0.1 mol L™" KNO;s 0,001 mmol L™ 0,003-1,1 mmol L™ [53]
AulGC (pH 6.0)
CTS/IGOXIGA@BM/ -0,35V/0.01 mol L' FBT 0,15 mmol L™ 0,5-6,0 mmol-L™" [113]
CSME
GOx@BM/ —0,05 /0.1 mol L' FBT su 0,05 mmol L* 0,15-6,65 mmol-L! [111]
KoralinésAuNS/CC 0,1 mol L™ KCI (pH 6,0)
GOx-PCBM/Pt —0,05V/0.1mol L™ FBT su 0,03 mmol L™ 0,03-0,4 mmol-L™! [114]

0,1 mol L't KCI (pH 6,5)

GOx/BM/NGP ~0,05V/ 0.1 mol L™ FBT su 0,1 mmol L™* 0,2 ~20,0 mmol L™* [112]
0,1 mol L™ KCI (pH 6,0)

GOx-PDA/BM/GC —0,0 V/ 0,05 mol L* FBT su 0,0462 mmol L™ 0,2-3,4 mmol L* [115]
0,1 mol L't KCI (pH 7,4).

Nf/GOX/BM/AUNS/GR ~ —0,05V /0,05 mol L* FBT 0,0088 mmol L* 0,025-1,0 mmol L™* Sis darbas
su 0,1 mol L™ KCI (pH 5,8).

Sutrumpinimai: Pt-NCs — platinos nanoklasteriai; BM-Au — Berlyno
mélio-aukso nanokompozitas; CTS - chitozanas; GA@BM - grafeno
aerogelio ir Berlyno mélio kompozitas; CSME — anglies spausdinto montazo
elektrodas; GC — stikliskosios anglies elektrodas; CC — anglinis audinys;
PCBM — porétos anglies ir BM kompozitas; Pt — platinos elektrodas; NGP —
azotu legiruoto grafito puty elektrodas; BM/NGF — NGP su BM dalelémis;
PDA —polidopaminas.

4.4 Nf-GOx/BM/AUNS/GS savybiy tyrimas

Analizinio signalo pakartojamumas, elektrochemiskai aktyviy medziagy jtaka
analiziniam signalui ir substratinis atrankumas yra labai svarbios biologinio
jutiklio charakteristikos.

Pakartojamumo tyrimui elektrodas buvo ruoSiamas nustatytomis
optimaliomis sglygomis, matavimai atliekami esant 1 mmol L gliukozés
koncentracijai penkis kartus. Matavimai atlieckami ta pacig diena, tomis
paciomis sglygomis elektrochemingje celéje uzpildytoje 0,05 mmol L FBT
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su 0,1 mol Lt KCI (pH 5,8). Po antrojo matavimo srovés stiprio pokytis
sumazéjo 0,7 %. Po penkiy matavimy iSliko 96 % pradinio srovés stiprio
pokycio (24 pav.).
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Matavimy skaicius
24 pav. Biologinio jutiklio su Nf-GOx/BM/AUNS/GS elektrodu srovés stiprio
poky¢io priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos, atliekant pakartotinius
matavimus. Amperometrinis signalas esant —0,05V potencialui buvo
uzregistruotas 0,05 mmol L' FBT buferyje su 0,1 mol L' KCI (pH 5,8) ir
1 mmol L gliukozés.

v v —

pastangos sumazinti arba neutralizuoti paSaliniy medziagy poveikij jutiklio
signalui. Norint jvertinti trukdan¢iy medziagy jtaka analiziniam signalui,
biologinio jutiklio srovés stiprio pokytis buvo iSmatuotas optimaliomis
salygomis paruostu elektrodu j elektrocheming cele pridedant 1,0 mmol L
gliukozés ir 0,1 mmol L-telektrocheminius trukdZius sukelian¢iy medziagy —
Slapimo raigSties ir askorbo riigSties. Kaip matome i§ 25 pav. pateikty
duomeny, biologinis jutiklis greitai reagavo j 1,0 mmol L gliukozés
pridéjima j FBT tirpala. Tuo tarpu buvo stebimas tik nereikSmingas srovés
stiprio pokytis pridéjus 0,1 mmol L $lapimo riigsties ir 0,1 mmol L
askorbo riigsties. Kai ] tirpala, kuriame yra tirty elektrochemiskai aktyviy
medziagy buvo pridéta 1,0 mmol L™ gliukozeés, biologinio jutiklio srovés
stiprio pokytis buvo toks pat kaip pirma kartg pridéjus gliukozés. Gauta
pasaliniy medziagy jtaka yra nereikSminga analiziniam signalui. Tai gali lemti
tyrimams naudojamas mazZas potencialas dél BM naudojimo elektrodo
paruoSimui [116,117] ir suformuotos Nf plévelés elektrodo pavirsSiuje, kuri dar

56



labiau slopina elektrochemiskai aktyviy medziagy prasiskverbima link
elektrodo pavirsiaus [118].
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25 pav. Srovés stiprio kitimas j cele jneSus gliukozés, §lapimo ragsties ir
askorbo raigsties, nustatytas biologiniu jutikliu su Nf-GOx/BM/AUNS/GS
elektrodu. Amperometrinis signalas esant —0,05V potencialui buvo
uzregistruotas 0,05 mmol L™ FBT buferyje su 0,1 mol Lt KCI (pH 5,8).

Taip pat $iy tyrimy metu buvo jvertinta strukttriskai panasiy medziagy,
tokiy kaip ksilozé, manozé, fruktozé ir galaktozé, jtaka analiziniam signalui.
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26 pav. Srovés stiprio kitimas laike j celg pridedant gliukozés, fruktozés,
manozés, ksilozés, galaktozés, nustatytas biologiniu jutikliu su Nf-
GOx/BM/AUNS/GS elektrodu. Amperometrinis signalas esant -0,05V
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potencialui buvo uzregistruotas 0,05 mmol L™* FBT buferyje su 0,1 mol L
KCI (pH 5,8) ir 1 mmol L gliukozés.

Kai baziné srové pasieké pastovig verte, 1 elektrochemine cele buvo
jpilama 1,0 mmol L™ gliukozés ir stebimas srovés kitimas laike. Po to
nusistovéjus signalui buvo jpilta po 1,0 mmol Lksilozés, manozés, fruktozés
ir galaktozeés ir galiausiai 0,2 mmol L gliukozés. I$ pateikty 26 pav. duomeny
akivaizdziai matyti, kad nustatytomis eksperimentinémis saglygomis sukurtas
biologinis jutiklis atrankus tik gliukozei.

4.5 H,0; nustatymas naudojant elektrodg modifikuota BM/AUNS/GS

Siekiant patvirtinti biologinio jutiklio gebéjima nustatyti HoO2, BM/AUNS/GS
elektrodas buvo tiriamas esant skirtingoms H.O koncentracijoms. AUNS/GS
elektrodo pavirSiuje buvo susintetintas BM. Paruostas elektrodas buvo
naudojamas amperometriniams tyrimams FBT tirpale esant 0,05 V
potencialui. Nusistovéjus signalui, j elektrocheming cele buvo jpilamas tam
tikras H20: kiekis.

Kaip matyti i§ 27 pav. A dalyje pateikty rezultaty, tipinés srovés
priklausomybés laike yra registruojamos, pridedant j cele H.O,. Didinant
H,O, koncentracija celéje, didéja ir registruojamas signalas. Tiesiné
priklausomybé nuo HO; koncentracijos stebima visame tirty koncentracijy
intervale, t.y. nuo 0,05 iki 11.0 mmol L' (27 pav. B), o apskai¢iuota aptikimo
riba yra 0,00043 mmol L.
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27 pav. (A) Biologinio jutiklio su BM/AUNS/GS elektrodu srovés stiprio
kitimas laike j cele pridedant vandenilio peroksido. (B) Tiesinés
priklausomybés nuo vandenilio peroksido koncentracijos intervalas.
Amperometrinis signalas esant —0,05V potencialui buvo uZregistruotas
0,05 mmol L FBT buferyje su 0,1 mol L™* KCI (pH 5,8).
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4.6 Sukurto biologinio jutiklio taikymas gliukozés nustatymui Zzmogaus
kraujo serumo méginyje

Ivertinus trukdanciy medziagy jtaka, sukurto biologinio jutiklio veikimas
buvo patikrintas 10 karty 0,05 mmol L* FBT su 0,1 mol L* KCI (pH 5,8)
buferiniu tirpalu praskiestame Zzmogaus serume. Paruos$tame ir praskiestame
serumo meéginyje komerciniu gliukometru buvo nustatyta, 0,49 mmol L
gliukozés koncentracija. Elektrocheminiai matavimai buvo atliekami
naudojant priedy metoda, pridedant Zinomos koncentracijos gliukozés tirpala.
Kiekvienos gliukozés koncentracijos matavimai buvo kartojami tris kartus, o
gauti rezultatai isreiksti vidutinémis reikSmémis yra pateikti 3 lenteléje.
Gliukozés iSgava zmogaus serume buvo 101 — 102 %, santykin¢ paklaida 0,69
— 0,84 %. Todél galime teigti, kad sukurtas biologinis jutiklis gali bati
s¢kmingai pritaikytas gliukozés nustatymui Zzmoniy kraujo serumuose.

3 lentelé. Gliukozés koncentracijos nustatymas skiestame Zzmogaus kraujo
serume, naudojant elektrocheminj biologin; jutiklj su Nf-GOx/BM/AuUNS/GS

elektrodu
*Gliukozés koncentracija serume buvo nustatyta naudojant komercinj gliukometra

Koncentracija Pridéta Nustatyta ISgava, Santykiné
serume, mmol L' koncentracija,  koncentracija, % paklaida,
* mmol L™ mmol L™! % (n=3)

0,49 0,5 1,01 102 0,84

0,49 1,0 1,51 101 0,74

0,49 1,5 2,02 101 0,69

FreeStyleOptium ART16648 Rev. B 05/10.
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ISVADOS

1. Optimaliomis salygomis ant GS elektrodo elektrochemiskai
susintetintos DAuNS padidina gliukozés biologiniu jutikliu
registruojamg analizin] signala, kai tirpale yra FMS. Geriausi
rezultatai gaunami kovalentiskai imobilizavus GOx per 11-MUR
SAM suformuotg ant DAuUNS ir papildomai fermento molekules
sujungiant kryzmiskai GA garais (I1l-as metodas). Siuo atveju
apskaiciuotas Almax lygus 384,20 + 16,06 pA yra 20 karty didesnis
lyginant su elektrodu, kurio paruosimui GOx buvo tik kovalentiskai
imobilizuota ant SAM ir 1,41 kartus didesnis, lyginant su elektrodu,
kur GOx buvo adsorbuota ant DAUNS bei papildomai sujungta GA
garais.

2. Tiesinés priklausomybés nuo gliukozés koncentracijos intervalas
naudojant GA-GOx-SAM/DAUNS/GS (Ill-as GOx imobilizavimo
metodas) ir GA-GOx/DAUNS/GS (l-as GOx imobilizavimo
metodas) elektrodus tiek buferyje, tiek kraujo serume yra nuo 0,1
iki 10 mmol L' gliukozés. Atitinkamai gliukozés aptikimo riba
Siems elektrodams yra 0,019 ir 0,022 mmol L™!. Pasirinkti
gliukozés biologinio jutiklio modeliai gali bati sékmingai taikomi
atliekant analize kraujo serume. Nustatyta, kad geresniu stabilumu
pasizymi elektrodas naudojant 111-g GOx imobilizavimo metods.

3. Bereagenciu gliukozés biologiniu jutikliu, naudojant GS elektroda
optimaliomis sglygomis elektrochemiSkai modifikuota AuNS ir
BM, buvo sékmingai registruojama redukcija H.O, susidariusio
fermentinés gliukozés oksidacijos metu. H»O aptikimo riba
0,00043 mmol L.

4. Biologiniu jutikliu su Nf-GOx/BM/AuUNS/GS elektrodu
registruojamas Almax yra lygus 1591 + 0,47 pA, tiesinés
priklausomybés intervalas nuo 0,025 iki 1 mmol L', o gliukozés
aptikimo riba 0,0088 mmol L. Sukurtas biologinis jutiklis gali
buti sékmingai pritaikomas mazy gliukozés koncentracijy
nustatymui méginiuose.
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SUMMARY
INTRODUCTION

Diabetes mellitus is a widespread and serious chronic disease characterized
by elevated blood glucose levels due to the body's inability to produce or
effectively use insulin. According to the International Diabetes Federation,
more than 537 million people worldwide suffer from diabetes, and this number
is expected to rise to 643 million by 2030 and to 783 million by 2045 [1]. The
constant spread of this disease is worrying, as diabetes is associated with
complications such as cardiovascular diseases, kidney failure, neuropathy, and
retinopathy. Early detection of blood glucose concentration and continuous
monitoring are vital for managing the disease, preventing complications, and
improving the quality of life for such patients. Accurate diagnosis allows for
the creation of effective treatment plans that can mitigate the long-term effects
of diabetes and help maintain overall patient health.

Different methods have been developed to measure glucose
concentration in biological fluids for diabetic patients, each with its own
unique benefits. Optical and electrochemical methods are the most prominent.
Optical methods, such as near- and mid-infrared spectroscopy, Raman
spectroscopy or fluorescence methods, allow for non-invasive glucose
determination and continuous monitoring. These methods use the interaction
of light with glucose molecules to produce measurable signals, which offer
advantages in terms of patient convenience and integration into portable
devices. However, invasive, or minimally invasive electrochemical methods,
which require a drop of blood obtained by puncturing a finger or using a
subcutaneous fine needle, are still the most common. Enzymatic glucose
biosensors using glucose oxidase (GOx) have a special place in
electrochemical glucose detection methods. The popularity of such biosensors
is due to several key features: their simplicity, high sensitivity, excellent
selectivity, wide range of glucose detection, the possibility to perform
measurements in coloured and turbid solutions, low glucose detection limit
and acceptable price. Such sensors can easily detect clinically relevant glucose
concentrations regardless of other foreign or electrochemically active
substances in the blood.

Nanotechnologies are increasingly being integrated into various areas of
human life and analytical devices, including enzymatic amperometric glucose
sensors of different generations. Among the different nanomaterials, gold
nanostructures (AuNS) occupy a special place. By integrating AuNS into
enzymatic glucose biosensors, the unique properties of AuNS can not only
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amplify the analytical signal, shorten the analysis time, and improve the
glucose detection limit, but also prolong the shelf-life of the biosensor due to
the biocompatibility of the nanomaterials and the increased enzyme stability.
Most electrochemical glucose biosensors require a redox mediator to be
present in the solution during measurements. Much more advanced and
attractive for practical applications are reagentless glucose biosensors, where
all materials required for analysis are integrated into the electrode. For this
purpose, Prussian blue (PB) and other electrochemically active materials can
be successfully used for electrode modification and glucose detection. Thus,
by employing advanced nanomaterials, new technological solutions, and
various glucose detection strategies, different amperometric glucose
biosensors are being improved and developed.

This research led to the development of an innovative combination of
dendritic gold nanostructures (DAUNS) and a graphite rod (GR) electrode.
The electrochemical synthesis of DAUNS on the GR electrode improves the
performance of the biosensors compared to conventional methods in the
absence of DAUNS. These studies highlighted the importance of selecting a
method for GOx immobilization on DAUNS in order to obtain a higher
sensitivity for glucose determination and improve electrode stability. This
type of glucose biosensor has been successfully operated in an electrochemical
cell in the presence of N-methylphenazine methosulphate (PMS) as a redox
mediator. A reagentless biosensor has been developed and characterised using
GR modified by AuNs, PB and GOx. This combination of electrode
modification allowed us to achieve an even lower glucose detection limit and
good signal reproducibility. This study highlights the importance of
modifying the GR electrode with AuNS and PB for the development of
sensitive reagentless glucose biosensors.
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The aim of this study:

To develop enzymatic biosensors suitable for electrochemical glucose
determination, applying different glucose determination strategies and using
DAUuUNS, AuNS and Prussian blue (PB).

The objectives of this study:

1. To develop an electrochemical glucose biosensor using DAUNS and
select a better GOx immobilization method for sensitive glucose
determination by using the soluble redox mediator N-
methylphenazine methosulfate.

2. To develop a reagentless electrochemical glucose biosensor using
AuNS and PB.

The statements for the defense:

1. The performance of the electrochemical glucose biosensor depends on
the method chosen for GOx immaobilization on the graphite rod (GR) electrode
modified by DAuUNS. The highest analytical signal and the lowest limit of
glucose detection are achieved using a combination of several enzyme
immobilization methods: covalent immobilization of GOx on a self-
assembled monolayer (SAM) and additional covalent cross-linking using
glutaraldehyde (GA) vapour.

2. The GR electrode electrochemically modified with AUNS and PB can
be successfully used for the development of a reagentless enzymatic glucose
biosensor.
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LITERATURE REVIEW
Diabetes and glucose monitoring

Glucose concentration assessment is important for quality control of food and
beverages and fermentation processes, as well as in clinical medicine
assessing the patient’s health status. Increased levels of sugar in the human
diet are associated with many chronic health issues, including cardiovascular
diseases (heart failure, stroke, or heart attack), type 2 diabetes, sleep apnea,
metabolic syndrome, and obesity [2]. Glucose concentration in human blood
is one of the essential indicators in the diagnosis of diabetes. Normal blood
glucose concentration ranges from 4.4 to 6.6 mmol L' [2,3]. Glucose, a
monosaccharide, is a vital energy source for organisms [5]. An adult human
brain absorbs about 120 g of glucose per day to maintain its functions and
activities. When food intake is interrupted, the body uses alternative energy
sources such as glycogen, which is stored in the liver and muscles. Glycogen
is a polysaccharide that the body can break down into glucose when additional
energy is needed. A disorder of carbohydrate metabolism, which manifests
itself as an increase in the concentration of glucose in the blood, occurs due to
impaired secretion of insulin, its action, or a combination of these two factors
[6,7]. Insulin is a polypeptide hormone produced by specialized B-cells in the
pancreas. This hormone works together with another hormone, glucagon, to
regulate blood glucose levels: insulin promotes the accumulation of glucose
in the body, while glucagon plays the opposite role. Insulin is important in
regulating blood glucose levels by promoting its storage in the liver, muscles,
and adipose tissue, which can lead to an increase in the overall body weight.
Due to the various physiological processes regulated by insulin, its synthesis
and concentration in the body are essential factors in the origin and
progression of some chronic diseases [8]. To monitor changes in blood
glucose levels, patients with diabetes measure their blood glucose
concentration daily. For this reason, glucose has become the most important
and frequently analyzed analyte in clinical diagnostics. Various methods, such
as electrochemical and optical, are used to assess glucose concentration. The
electrochemical method is considered one of the most reliable methods for
glucose concentration determination and offers numerous advantages,
including high sensitivity, simplicity, good selectivity, rapid signal recording,
and low cost [11,12].
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Biosensors

Biosensors are special analytical systems designed for detecting analytes and
determining their concentrations. A biosensor consists of a biological
recognition element in direct contact with a signal transducer. The processes
occurring on the surface are converted into a measurable analytical signal, the
magnitude of which is proportional to the analyte concentration [13-15].
Modern bioanalysis predominantly uses amperometric biosensors. Their
operation principle is based on the oxidation or reduction of an
electrochemically active compound on the surface of the indicator electrode
when a constant potential is applied [20]. These biosensors are also widely
used in clinical medicine. To ensure better performance, they are constantly
improved using various materials, such as various nanostructures [21-23].

An important procedure in the development of biosensors is the
immobilization of biomolecules on the surface of the signal transducer. Proper
immobilization affects the sensitivity and stability of biosensors. The choice
of immobilization method depends on the properties of the biomolecules
being immobilized on the electrode surface. Common immobilization
methods include adsorption [24], covalent immobilization [25], cross-linking
[26], and affinity-based immaobilization [27].

Electrochemical amperometric glucose biosensors

Electrochemical sensors are crucial for determining glucose concentrations
and include both enzymatic biosensors and non-enzymatic sensors. Due to
their rapid analysis, high selectivity, sensitivity, simplicity, and ability to
analyze coloured and opaque samples, electrochemical biosensors are widely
used in fields such as environmental monitoring and disease diagnosis [28].
The operating principle of electrochemical biosensors is based on the
analytical signal registration during the oxidation/reduction reactions of
electrochemically active compounds [29]. The current is measured using
either a two-electrode or three-electrode system. The three-electrode system
typically consists of a working electrode, an auxiliary electrode, and a
reference electrode. The signal arises from the oxidation or reduction of
electrochemically active substances on the surface of the working electrode
when a constant potential is applied vs. the reference electrode. [30-32].

Electrochemical biosensors for glucose detection using GOx are widely used
due to their high sensitivity, selectivity, suitable linear range, and low
detection limit for glucose [33,34]. Since the development and application of
the first enzymatic electrode, the principle of glucose detection [18,33] has
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been continuously improved, leading to three generations of amperometric
glucose biosensors: the first generation of glucose biosensors is based on the
determination of dissolved oxygen concentration or hydrogen peroxide
produced during the enzymatic oxidation of glucose concentration changes in
the solution; the second generation is based on the oxidation/reduction
reactions of a redox mediator, which substitute the oxygen and is responsible
for the carry electrons from the enzyme redox center to the surface of the
working electrode; third generation is based on the direct electron transfer
from the GOx redox center to the working electrode.

Glucose oxidase

GOx (B-D-glucose oxygen 1-oxidoreductase, EC 1.1.3.4) from the Aspergillus
niger is a flavoprotein that catalyzes the oxidation of B-D-glucose by
molecular oxygen in the initial phase, GOx mediates the oxidation of B-D-
glucose to D-glucono-3-lactone, which subsequently undergoes hydrolysis to
form gluconic acid. During this process, the flavin adenine dinucleotide
(FAD) cofactor of GOx is reduced to FADH,. In the subsequent oxidative
phase, molecular oxygen reoxidizes the reduced GOX, resulting in the
production of H,O; and the reoxidation of FADH; to FAD [47].

Sensitive, selective, stable, fast, and user-friendly analytical tools are
necessary for the diagnosis and treatment of patients requiring blood glucose
monitoring [48-52]. Modern glucose biosensors effectively fulfil this role.
Due to GOx's high specificity to glucose, activity, and stability, the enzyme is
ideal for the creation of enzymatic biosensors. In recent decades, the
successful development of biosensors with GOx has been achieved using
different metal and carbon nanostructures, various redox mediators,
electrically conductive polymers, and various electrode surface modification
procedures [5,53,54].

GOx immobilization methods and their impact on the registered
electrochemical signal

GOx immobilization is a crucial step in the development of glucose
biosensors. Since the immobilized enzyme interacts with the analyte, it is
essential to ensure a stable enzyme layer on the electrode surface and maintain
enzyme activity. A successful enzyme immobilization method on the
electrode surface significantly impacts the biosensor's characteristics,
including sensitivity, selectivity, stability, operating time, and other important
properties. Various enzyme immaobilization techniques have been described in
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the literature, which include classical adsorption on the electrode surface,
covalent immobilization by attachment to the surface, coupling on the surface
using multifunctional reagents, embedding in gels or polymers, or by using
multiple methods [55,56].

Redox mediators and their properties

In the development of second-generation glucose biosensors, redox mediators
are used. They transfer electrons from the GOx redox center to the electrically
conductive surface, which can be the gold, platinum, carbon, or carbon paste
electrodes, and electrically conductive polymers formed on the electrode.
Redox mediators are usually of low molecular weight organic compounds, or
inorganic transition metal complex compounds [32,60].

Gold nanostructures and their use in glucose biosensors

Nanostructures are materials with at least one dimension on the nanometer
scale (1-100 nm) [62]. They possess unigue physical and chemical properties
due to their size and high surface-area-to-volume ratio [63]. These
nanostructures can be synthesized in various shapes, such as nanorods,
spherical nanoparticles, nanowires, and more, each with distinct properties
valued in different fields [64]. The optical, electrical, and catalytic properties
of nanomaterials are particularly useful in areas such as medicine,
environmental monitoring [65].

The DAUNS have significant practical application potential in various
biomedical fields. These nanostructures stand out due to their unique size and
shape-dependent properties. They also improve the surface-enhanced Raman
scattering (SERS) effect, exhibit electrocatalytic activity, and can generate
photoluminescent emissions. DAUNS are most efficiently produced
electrochemically [5].

Prussian blue

Prussian blue (PB) is a mixed-valence polynuclear transition metal cyanide
complex [72,73] and was considered the first synthetic coordination
compound [74] at the beginning of the 18" century. PB can be widely used as
a functional nanomaterial due to its facile preparation, low redox potential,
and favorable electrocatalytic properties. Additionally, PB can be used as a
surface modification material, forming electroactive layers through chemical
or electrochemical means [81,82]. Moreover, PB is known as an “artificial
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peroxidase,” exhibiting excellent peroxidase-like catalytic properties towards
H»0, [83,84]. In general, the metal-organic framework is primarily composed
of Fe?*-C=N-Fe**units extending in all three spatial directions, featuring
zeolitic sites capable of hosting species with an ionic radius of 1.6 A
[77,85,86]. It is also known that the catalytic constant of PB is three times
higher than that of natural peroxidase [84]. PB can be easily synthesized on
the electrode surface and is very promising for the development of the first
generation of glucose biosensors. However, the operational stability of PB-
modified layers is very limited, especially under neutral and alkaline
conditions. The use of polymers such as Nafion is an effective way to address
this issue [53,58].

EXPERIMENTAL METHODOLOGY
Pretreatment of the working electrode
1. Electrochemical synthesis of DAUNS and AuNS

The exposed working surface area of the GR electrodes was 0.071 cm?. The
GR electrode was placed in an electrochemical cell containing an aqueous
solution of 10 mmol L' HAuUCI, and 0.1 mol L' KNOs. Electrochemical
deposition of DAUNS was conducted at a constant potential of —0.2 V vs.
Ag/AgCI/KClsmon for either 200 s or 400 s. Following the synthesis of
DAUuUNS, the electrode was rinsed with deionized water and dried at room
temperature. The surface of the GR electrodes modified with
electrochemically deposited DAUNS (DAUNS/GR) was then characterized
using an FE-SEM.

To modify the GR electrode with AuNS, the electrode was immersed in
solutions containing HAuCIls at concentrations of 1.0, 3.0, 6.0, or
10.0 mmol L' along with 0.2 mol L' H;SO.. AuNS were synthesized
electrochemically at a constant potential of —0.2 V vs. Ag/AgCIl/KCl3 moi for
120 s. After synthesis, the electrode was rinsed with deionized water, dried at
room temperature, and characterized using FE-SEM.

To measure the electroactive surface area of the electrodeposited DAUNS
or AuNS, cyclic voltammetry (CV) was carried out in a 0.50 mol L' H,SO4
solution. The CV was performed within the potential range of 0 VV to +1.4 V
vs. Ag/AgCI/KClsmoi at a potential scan rate of 0.1 VV s!. The electroactive
surface area of the AUNS/GR electrode was calculated based on the integrated
peak of the gold oxide reduction and using a conversion factor of
386 x 10°Ccm™
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2. Electrochemical synthesis of prussian blue

The synthesis and deposition of PB on the AuNS/GR electrode were
conducted via electrochemical methods. The AuUNS/GR electrode was
immersed in an aqueous solution containing 3.0 mmol L™! Ks[Fe(CN)g], 3.0
mmol L' FeCls, 0.1 mol L' KCI, and 0.1 mmol L' HCI. A constant potential
of +0.4 V vs. Ag/AgCI/KClsmen. Was applied for 150 s to the working
electrode. Following the electrochemical deposition, the PB layer was
activated by CV within the potential range of —0.1 V to +0.4 V vs.
Ag/AgCI/KCl3 moin, using a potential scan rate of 50 mVs! for 25 cycles.
Subsequently, the PB/AUNS/GR celectrode was dried at 50 °C for
approximately 15 min and characterized using FE-SEM.

3. Immobilization of GOx on a DAUNS/GR Electrode

In this study, three different methods for immobilizing GOx on a GR electrode
premodified with electrochemically deposited DAUNS were used and
compared. The first method (1% GOx immobilization method) involved simple
adsorption of GOx on DAUNS followed by cross-linking with GA vapour
(GA-GOx-DAUNS/GR). In the second method (2" GOx immobilization
method) — GOx was covalently immobilized on DAUNS modified with 11-
MUA SAM (GOx-SAM/DAuUNS/GR). The third method (3® GOx
immobilization method) also involved covalent GOx immobilization on 11-
MUA SAM with additional cross-linking using GA vapour (GA-GOx-
SAM/DAUNS/GR). For the 1% method, the DAUNS/GR electrode was
immersed in a tube containing a 40 mg mL~' GOx solution for 30 min and
dried at room temperature (+20 + 2 °C). The working electrode was then
placed in a closed vessel above a 25% GA solution at room temperature for
15 min. In the 2" method, the DAUNS/GR electrode was immersed ina 1 mM
11-MUA solution in methanol and stored for 2 h. After rinsing with methanol
and deionized water, the carboxyl groups of the 11-MUA SAM were activated
with a mixture of 50 mM EDC and 200 mM NHS aqueous solutions (1:1 ratio)
for 15 min. The electrode was then rinsed with SA and immersed in a tube
with a 40 mg mL~' GOx solution for 30 min to covalently immobilize GOx.
In the 3" method, GOx was immaobilized in the same way as in the 2" method,
but with additional cross-linked using GA vapor. The GOx-SAM/DAUNS/GR
electrode was placed in a closed vessel above a 25% GA solution at room
temperature for 15 min.

Before all electrochemical measurements, the GOx-modified electrodes
were washed with distilled water to remove non-well-immobilized enzymes.
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All working electrodes were stored in a closed vessel with SA buffer at +4 °C
before use. Before electrochemical measurements, the electrodes were washed
with deionized water.

4, Immobilization of GOx on a PB/AuNS/GR electrode

The different volumes of GOx solution (3.0, 6.0, or 9.0 uL of a 40 mg mL™")
were deposited onto the surface of a GR electrode that had been pre-modified
with AuNS and PB (PB/AuUNS/GR). After drying, the resulting working
electrode (GOx/PB/AUNS/GR) was coated with 3 uL of a 0.5% Nafion (Nf)
solution at room temperature to prevent leakage of GOx and to stabilize the
formed structures on the electrode. The electrodes were washed with PBS
solution before conducting electrochemical measurements.

5. Electrochemical measurements

For the determination of glucose concentration, amperometric measurements
were performed by immersing modified GR electrodes into a 5 cm?® volume
electrochemical cell filled with AC or PBS solution containing 0.1 mol L!
KCI and in the presence of the redox mediator PMS or without it. The
electrochemical measurements were performed at the selected potential vs.
AQ/AQCI/KClsmo.  reference  electrode. During the amperometric
measurements, the solution in the electrochemical cell was mixed
continuously with a magnetic stirrer. The registered amperometric signals
showed the hyperbolic dependence on the glucose concentration in the sample
and the obtained results can be described by the hyperbolic equation (1)
according to Michaelis-Menten kinetics.

ax

y b+ x (D),

where a is the difference of maximal currents generated during the enzymatic
reaction (4dlmax), A; b is the apparent Michaelis constant (Kmpp,)), mmol L,
x is the glucose concentration, mol L.
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RESULTS

Glucose biosensor based on graphite rod electrode modified with DAUNS
and GOx

The aim of this study was to develop and compare glucose biosensors
operating with a GR electrode electrochemically modified with DAuUNS and
GOx, using different enzyme immobilization methods and a soluble redox
mediator PMS. Three GOx immobilization methods were used:

1) 1% GOx immobilization method. Adsorption on DAuNSwith
additional cross-linking using GA vapour (GA-GOx/DAUNS/GR);

2) 2" GOx immobilization method. Covalent immobilization on DAUNS
-modified with 11-MUA SAM (GOx-SAM/DAuUNS/GR);

3) 3" GOx immobilization method. Covalent immobilization on DAUNS
-modified with 11-MUA SAM with an additional cross-linking using GA
vapour (GA-GOx-SAM/DAUNS/GR).

Selection of optimal conditions for glucose biosensor performance

DAUNS can be successfully synthesized from different concentrations of
HAuUCI, solutions, using various methods and duration of the synthesis. In this
study, DAUNS were electrochemically synthesized on the GR electrode
surface under different synthesis conditions (using a 10 mmol L' HAuCl,
solution, at a potential of —0.2 V, and duration of synthesis for 200 s or 400 s)
and investigated using FE-SEM. In both cases, DAUNS were successfully
synthesized on the GR electrode surface. Longer, more ordered DAUNS were
formed after 400 s, while shorter, sharper, and more branched DAUNS were
formed after 200 s. The EDS spectrum for DAUNS synthesized after 200 s
showed the predominance of Au and C elements. Additionally, characteristic
peaks for Cl, K, and O elements were observed, which can be attributed to
incomplete washing of the electrodes from the synthesis materials.
Morphological and chemical composition differences were not significant;
therefore, the impact of DAUNS synthesis on the glucose biosensor's
performance was electrochemically evaluated. To select the most appropriate
synthesis time, the 3 GOx immobilization method (GA-GOx-
SAM/DAUNS/GR) was chosen.

For all tested glucose concentrations, a higher signal was recorded with
a shorter DAUNS electrochemical synthesis duration. This effect was more
significant at lower glucose concentrations. For example, at 5 mmol L
glucose, the analytical signal was 1.2 times lower when DAUNS were
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synthesized in 400 s. Thus, for further studies GR electrode with DAUNS
synthesized at a —0.2 V potential for 200 s was used. After selecting optimal
DAUNS synthesis conditions on the GR electrode surface, the
electrochemically active surface area of DAUNS/GR was evaluated using CV
in a 0.5mol L~ H,SO, solution [90]. The determined electrochemically
active surface area was 1.03 = 0.15 cm?.

In the next step, the GOx was covalently immobilized on the
SAM/DAUNS/GR electrode. To increase the biosensor's sensitivity, the effect
of different 11-MUA SAM formation times on the amperometric signal was
evaluated. SAM was formed on the DAuNS — modified GR electrode surface
for either 2 h or 24 h. The carboxyl groups on the SAM were activated with a
mixture of NHS and EDC solutions. After activation, GOx was immobilized
on the SAM/DAUNS/GR surface, and additional enzyme molecules were
cross-linked with 25% GA vapour (3" GOx immobilization method).

It was found that the amperometric signals at glucose concentrations of
5.0, 25.0, and 50.0 mmol L~! varied and depended on the SAM formation
time. For all measured glucose concentrations, a higher analytical signal was
recorded after a shorter SAM formation time. This effect was particularly
pronounced at higher glucose concentrations. For example, at 25.0 mmol L!
of glucose, the analytical signal was 2.74 times lower using an electrode
modified with SAM for 24 h. Similarly, the analytical signals were 2.50 and
3.45 times lower at 5.0 and 50.0 mmol L' of glucose, respectively. To
increase the biosensor's sensitivity, a 2 h SAM formation time was chosen for
further studies.

Enzyme layer instability was also noted during amperometric
measurements. To enhance the biosensor's sensitivity and stabilize the enzyme
on the electrode surface, the enzyme with cross-linked with GA vapour (3
GOx immobilization method). Amperometric measurements showed that the
higher current response was recorded using the electrode held for an additional
15 min above GA vapour. The maximum analytical signal change was 8.63
times greater than with the electrode where the enzyme on the surface was not
additionally cross-linked with GA (2 GOx immobilization method).

The next study to select the optimal PMS concentration was performed
using the 3" GOx immobilization method. PMS concentrations of 1, 3, 6, 11,
and 15 mmol L were added to the electrochemical cell, and after the baseline
stabilized, 25 mmol L' glucose solution was added. Results showed that
increasing PMS concentration increased electron transfer efficiency was
achieved. The smallest current change was observed with 1 mmol L™! of PMS,
while the highest amperometric signal was recorded with a 6 mmol L™! of PMS
concentration in the cell. Further increasing PMS concentration did not
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significantly change the analytical signal. Thus, the glucose biosensor
operates most efficiently with a 6 mmol L' PMS concentration in the
electrochemical cell.

Comparison of different GOx immobilization methods

Following the electrochemical synthesis of DAUNS, GOx was immobilized
on the electrode surface in three different ways. The lowest Almax of 19.21 +
0.75 pA (R =0.9864) was achieved using the 2" GOx immobilization method,
involving covalent attachment of GOx to SAM/DAUNS/GR without
additional crosslinking (GOx-SAM/DAUNS/GR). A notably higher Almax of
272.06 = 8.69 pA (R =0.9938), which is 14.2 times greater than using the 2"
GOx immobilization method, was achieved using the 1% GOx immobilization
method, where GOx was adsorbed on DAuUNS and cross-linked with GA
vapour (GA-GOx/DAUNS/GR). The Kmapp, value was determined to be 26.56
+2.42 mmol L. Using the 3" GOx immobilization method, which involved
covalent immobilization of GOx on SAM followed by an additional 15 min
cross-linking with 25% GA vapour, an even higher Almax of 384.20 + 16.06
pA (R = 0.9965), 20 times greater than using the 2@ GOx immobilization
method, was achieved. Here, the Kmapp,) Was slightly higher — 35.23 + 3.76
mmol L. The Alma for the glucose biosensor based on the GA-GOx-
SAM/DAUNS/GR electrode (3" GOx immobilization method) was 1.41 times
higher than that for the GA-GOx/DAUNS/GR electrode (1% GOx
immobilization method), while the linear dynamic range (LDR) from 0.1 to
10 mmol L' was consistent across all three GOx immobilization methods.
The limit of detection (LOD) was lowest (0.019 mmol L) for the biosensor
based on the GA-GOx-SAM/DAUNS/GR electrode (3" GOx immobilization
method), while for the GA-GOx/DAUNS/GR (1% GOx immobilization
method) electrode LOD was 0.022 mmol L.

The study of the analytical signal repeatability

The repeatability of the GA-GOx-SAM/DAUNS/GR (3" GOx immobilization
method) and GA-GOx/DAUNS/GR electrodes (1% GOx immobilization
method) prepared under optimal conditions was evaluated by measuring the
signal in response to 25 mmol L! of glucose 10 times. Measurements were
performed on the same day under the same conditions. It was found that better
repeatability was observed using the GA-GOx-SAM/DAUNS/GR electrode
(3™ GOx immobilization method): the signal does not change during the
second measurement, the decrease by 4% in the third measurement, while
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decrease by 9% during the fourth and fifth measurements were observed if
compare with the first measurement. A similar but slightly worse repeatability
was observed with the GA-GOx/DAUNS/GR electrode (1% GOx
immobilization method) — the analytical signal decreased by 3% during the
second measurement, by 7% during the third measurement, and by about 12%
during the fourth and fifth measurements if compare with the first
measurement.

Overall, 91% of the initial signal response was retained after five
measurements using the GA-GOx-SAM/DAUNS/GR electrode (3 GOXx
immobilization method), whereas 88% of the signal was retained using the
GA-GOx/DAUNS/GR electrode (1% GOx immobilization method).
Subsequent measurements showed a slight decrease in the analytical signal of
both electrodes. Based on the obtained data, it was concluded that better
repeatability was observed using the GA-GOx-SAM/DAUNS/GR electrode
(3™ GOx immobilization method). Better repeatability may be due to the more
favourable arrangement of GOx molecules after covalent immobilization on
the electrode pre-modified with SAM and the reduced enzyme loss after
additional cross-linking using GA vapour.

The study of the interfering substances’ impact on the analytical signal
and substrate selectivity

The aim of this study was to investigate the influence of electrochemically
active substances present in blood on the analytical signal. Common
interfering electrochemically active substances include uric acid and ascorbic
acid. GA-GOx-SAM/DAUNS/GR (3" GOx immobilization method) and GA-
GOx/DAUNS/GR (1% GOx immobilization method) electrodes were prepared
under optimal conditions.

It was determined that the presence of 0.01 and 0.05 mmol L™! ascorbic
acid in the solution increased the current response by 7.72% and 11.2%,
respectively, using the GA-GOx/DAUNS/GR electrode (1% GOx
immobilization method) The increase by 4.63% and 10.8% was observed
using the GA-GOx-SAM/DAUNS/GR electrode (3 GOx immobilization
method). The presence of 0.01 mmol L' uric acid increased the current
response by 9.09% using the GA-GOx/DAUNS/GR electrode (1% GOx
immobilization method) and by 7.02% using the GA-GOx-SAM/DAUNS/GR
electrode (3™ GOx immobilization method). In most cases, the difference in
signals was less than 10%, except for the highest concentrations of ascorbic
acid. The impact of interfering substances was less for GA-GOx-
SAM/DAUNS/GR electrode (3™ GOx immobilization method). The
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developed biosensors are suitable for glucose determination in human serum,
with a higher signal recorded when GOx was covalently immobilized on 11-
MUA SAM and further cross-linked with GA vapours. The influence of
interfering substances on the analytical signal can also be reduced by using
electrically conductive polymers [103,104].

Finally, the selectivity of the developed biosensors was tested by adding
25 mmol L' of galactose, fructose, xylose, and mannose. The tested substrates
had no effect on the current response. Only the addition of 25 mmol L'
glucose resulted in a measurable current. It was concluded that the GOx
enzyme is specifically selective to glucose.

Application of the Biosensor for Glucose Determination in Human Serum
Samples

The glucose concentration in the serum of diabetic patients is much higher
than that of healthy persons, ranging from 2 to 30 mmol L!. The suitability of
the developed GA-GOX/DAUNS/GR (1% GOx immobilization method) and
GA-GOx-SAM/DAUNS/GR (3" GOx immobilization method) electrodes for
determining glucose concentration was tested in diluted commercial human
serum samples. A higher analytical signal was recorded using the GA-GOXx-
SAM/DAUNS/GR electrode (3™ GOx immobilization method). The calculated
Almax was 312,58 + 1834 pA (R = 0.9985), while for the GA-
GOx/DAUNS/GR electrode (1% GOx immobilization method), Almax Was
244.12 £ 8.79 A (R = 0.9960). The calculated Kmpp) values were 40.42 +
5.72 mmol L and 22.52 + 2.64 mmol L™, respectively. The linear range was
the same for both methods, with no significant differences observed
depending on the GOx immobilization method. In both cases, the linear range
was from 0.1 to 10 mmol L' glucose. The LOD in serum using the biosensor
with the GA-GOx-SAM/DAUNS/GR electrode (3™ GOx immobilization
method) was 0.022 mmol L', while with the GA-GOx/DAUNS/GR (1% GOx
immobilization method) electrode, it was 0.050 mmol L' (signal-to-noise
ratio = 3). It was concluded that the LOD is slightly worse when serum is
present in the electrochemical cell compared to results obtained in buffer
solution. Nevertheless, it can be concluded that the developed glucose
biosensor with a DAUNS — modified electrode can be successfully applied for
glucose determination in real samples.
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Stability study of the developed glucose biosensors

Finally, the stability characteristics of the GA-GOx-SAM/DAUNS/GR (3"
GOx immobilization method) and GA-GOx/DAUNS/GR (1 GOx
immobilization method) electrodes were evaluated. The tests were performed
in an electrochemical cell with 50 mmol L' glucose over 32 days.

It was found that the Al % for both types of electrodes gradually
decreased over time. A faster decline in current response was observed up to
5 days using the GA-GOx-SAM/DAUNS/GR (3™ GOx immobilization
method) electrode, whereas a faster decline was observed up to 12 days for
the GA-GOx/DAUNS/GR electrode (1% GOx immobilization method). After
12 days, the biosensor with the GA-GOx-SAM/DAUNS/GR (3" GOx
immobilization method) electrode retained 73.25% of the initial signal, while
the GA-GOx/DAUNS/GR (1% GOx immobilization method) electrode
retained 66.20%. It was determined that the GA-GOx-SAM/DAUNS/GR
electrode exhibited better stability. This may be due to the better
immobilization of the GOx with a suitable spatial orientation on a more
biocompatible surface, allowing GOx molecules to remain active and stable
for a longer time during electrochemical measurements and between washes.

Reagentless glucose biosensor based on GR electrode modified with
AuUNS, PB, and GOx

The aim of this study was to develop a reagentless amperometric biosensor
based on an Nf-GOx/PB/AUNS/GS nanocomposite for glucose concentration
determination.

First, AUNS were electrochemically synthesized on the GR electrode,
followed by the electrochemical synthesis of PB. Finally, GOx was
immobilized on the PB/AUNS nanocomposite using Nafion. The application
of PB in the development of the glucose biosensor facilitates the
electrochemical detection of H»O, produced during the GOx-catalyzed
glucose oxidation in the sample at a low potential of the working electrode.
AuNS increase the electrochemically active surface area, improve the strength
of GOx immobilization, and ensures a higher analytical signal. The size and
distribution of AUNS on the GR electrode surface depends on the HAuCl,
concentration in the solution, the chosen supporting electrolyte, the duration
of synthesis, the temperature and other parameters. The parameters of the
electrochemical synthesis and the duration of this process greatly influence
the final morphology of AuNS. In this study, H.SO. was used as the
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supporting electrolyte to electrochemically synthesize AuNS of a similar size
and evenly distributed on the electrode surface.

Selection of optimal conditions for a reagentless glucose biosensor
performance

To select the optimal concentration of HAUCI, and create a sensitive glucose
biosensor, four concentrations of HAuCl, (1.0, 3.0, 6.0, and 10.0 mmol L)
in the presence of 0.2 mol L' H,SO, were used under the same conditions for
AUNS synthesis. After the electrochemical synthesis of PB, GOx was
immobilized on the pre-modified PB/AuUNS/GR electrodes and coated with
Nafion. It was found that modifying the GR electrode with AuNS in all cases
positively affected the registered analytical signal. The highest current
responses at different glucose concentrations were recorded using the Nf-
GOx/PB/AUNS/GR electrode, pre-modified with AuNS synthesized from a
3.0 mmol L' HAuCI, solution and with 3 L. of GOx solution applied on the
electrode surface. The Almax at 0.5 mmol L! of glucose was 6.70 = 0.10 pA.
However, the Aln.x obtained using electrodes pre-modified with AuNS
synthesized from 1.0, 6.0, and 10.0 mmol L' HAuUClI, solutions were 1.8, 1.2,
and 3.1 times lower, respectively. The same trend was observed at higher
glucose concentrations, with AInax being 2.1, 1.1, and 1.29 times lower at 10.0
mmol L' of glucose concentration. Based on the obtained results, a
3.0mmol L' HAuUCI,; concentration was chosen as optimal for AuNS
synthesis and for the development of glucose biosensor based on Nf-
GOx/PB/AUNS/GR modified electrodes.

The biosensor signal depends also on the amount of immobilized enzyme
on the electrode surface. In the next optimization step, the optimal amount of
GOx on the PB/AUNS/GR electrode was determined. On the electrode
modified with AuNS (synthesized using 3.0 mmol L' HAuCl, solution) and
PB, 3.0, 6.0, or 9.0 puL of 40 mg mL™' GOXx solution was applied. The highest
change in current response at 0.5 mmol L' of glucose was recorded with the
electrode modified with 3.0 pL of GOx solution (A/max = 6.32 £ 0.03 uA).
Analytical signals registered with 6.0 and 9.0 pL of GOx solution were
slightly lower (4Inax = 5.08 £ 0.03 pA and 5.36 + 0.04 pA, respectively).
Therefore, 3.0 uL of GOx on the PB/AUNS/GR electrode surface was
considered to be the optimal amount for glucose biosensor operation.
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Characterization of electrochemically synthesized AuNS and PB/AuUNS
nanocomposites on GR electrode surface

After selecting optimal conditions for AuNS synthesis on the GR electrode
surface, the electrochemically active surface area of AuNS was evaluated
using CV in a 0.5 mol L' H,SO, solution at a voltage scan rate of 0.1V s
During these measurements, the reduction of gold oxide at 0.9 V was
registered. The electrochemically synthesized AuNS (using a 3.0 mmol L'
HAuCI, solution with 0.2 mol L™! H2SO4) had an electroactive surface area of
0.132 cm? which increased by 1.86 times. AuNS and PB/AUNS
nanocomposites obtained under the best conditions for biosensor performance
was examined by FE-SEM.

Characterization of the developed biosensor

In the following stage of the research, the performance of the electrode
prepared under the optimal conditions was investigated. The electrochemical
cell was filled with a 0.05 mmol L' PBS solution with 0.1 mol L' KCI (pH
5.8), and the amperometric signal was recorded at a potential of —0.05 V. The
hyperbolic dependence of the analytical signal of GOx-modified electrodes on
glucose concentration was observed in the range of 0.025 to 10.0 mmol L.
It was found that as the glucose concentration increases, the change in
current response increases until saturation, which was reached at
concentrations greater than 10.0 mmol L™! of glucose. This suggested that the
active centers of the GOXx are saturated by glucose. The Alnax of the developed
biosensor was 15.91 £+ 0.47 uA (R = 0.9961), and Kmpp) was 0.92 £ 0.096
mmol L-'. The linear dependence of the signal on glucose concentration was
observed in the range of 0.025 to 1.0 mmol L' (R? = 0.9976). The LOD was
determined to be 0.0088 mmol L! with a signal-to-noise ratio of 3.

Investigation of Nf-GOx/PB/AuNs/GR electrode properties

For the repeatability test, the electrode was prepared under defined optimal
conditions, and measurements were performed five times at a concentration
of 1 mmol L' of glucose. Measurements were performed on the same day
under identical conditions in an electrochemical cell filled with 0.05 mmol L~*
PBS solution containing 0.1 mol L' KCI (pH 5.8). After the second
measurement, the current response decreased by 0.7%. After five
measurements, 96% of the initial current response was retained.
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One of the challenges in the development of biosensors is the effort to
reduce or neutralize the effect of interfering substances on the analytical
signals. To investigate the impact of interfering substances on the analytical
signal, the change in the current response of the biosensor was measured under
optimal conditions by adding 1.0 mmol L' glucose and 0.1 mmol L' of
electrochemically interfering substances — uric acid and ascorbic acid — to the
electrochemical cell. From the data provided, it was determined that the
biosensors responded quickly to the addition of 1.0 mmol L glucose.
Meanwhile, only insignificant changes in current response were observed
upon adding 0.1 mmol L uric acid and 0.1 mmol L ascorbic acid. When
1.0 mmol L' glucose was added to the solution containing the tested
electrochemically active substances, the change in the current response of the
biosensor was similar to that observed upon the initial addition of glucose.
The observed impact of interfering substances on the analytical signal was
insignificant. This might be due to the use of low potential during the
measurements and the Nf film formed on the electrode surface.

During the next step of studies, the influence of structurally similar
monosaccharides, such as xylose, mannose, fructose, and galactose, on the
analytical signal was also evaluated. Once the baseline current reached a stable
value, 1.0 mmol L' glucose was added to the electrochemical cell, and
changes in current over time were observed. Subsequently, after stabilizing
the signal, xylose, mannose, fructose, and galactose were added at 1.0 mmol
L' of each, followed by 0.2 mmol L' glucose. It was found that under the
specified experimental conditions, the biosensor was selective only to glucose.

H,0, determination using PB/AUNS/GR electrode

To confirm the ability of the biosensor to detect H,O,, the PB/AUNS/GR
electrode was tested at different H,O concentrations. PB was synthesized on
the surface of the AUNS/GR electrode. The prepared electrode was used for
amperometric measurements in a PBS solution. Once the signal stabilized
(baseline), a certain amount of H,O, was added to the electrochemical cell.
Typical current dependencies over time were recorded by adding different
H>O> concentrations to the cell: when the H>O, concentration in the cell
increased, the registered signal also increased. A linear dependence on H.0;
concentration was observed across the entire range of tested concentrations,
from 0.05 to 11.0 mmol L', with a calculated H,O, detection limit of
0.00043 mmol L.
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Application of the developed biosensor for glucose determination in
human serum samples

After investigating the influence of interfering substances, the operation of the
developed biosensor was tested in 10 times diluted with a 0.05 mmol L™! PBS
solution with 0.1 mol L' KCI (pH 5.8) human serum. Using a commercially
available glucometer, a glucose concentration of 0.49 mmol L! was
determined in the prepared and diluted serum sample. Electrochemical
measurements were conducted by adding known concentrations of glucose to
the electrochemical cell. All measurements were repeated three times, and the
obtained results were expressed as averages. The recovery of glucose in
human serum was 101 — 102%, with an RSD of 0.69 — 0.84%. Therefore, it
can be concluded that the developed biosensor can be successfully applied for
glucose determination in real samples.
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CONCLUSIONS

1. DAUNS electrochemically synthesized on the GR electrode under
optimal conditions increase the analytical signal registered by the
glucose biosensor when PMS is present in the solution. The best results
were obtained after covalent GOx immobilization on 11-MUA SAM
formed on the DAUNS and additional cross-linking with GA vapour (3"
GOx immobilization method). In this case, the calculated Alnax value of
384.20 = 16.06 nA was 20 times higher compared to the electrode for
which GOx was only covalently immobilized on the SAM and 1.41
times higher compared to the electrode where GOx was adsorbed on
DAUNS and additionally cross-linked with GA vapour.

2. The range of linear dependence on glucose concentration using the GA-
GOx-SAM/ DAuUNS /GR (3" GOx immobilization method) and GA-
GOx/ DAUNS /GR (1%t GOx immobilization method) electrodes in both
buffer and serum was from 0.1 to 10 mmol L' of glucose. The limit of
glucose detection for these electrodes was 0.019 and 0.022 mmol L,
respectively. The selected glucose biosensor models can be
successfully applied for the analysis of blood serum. It was found that
the electrode prepared using the 3" GOx immobilization method was
characterized by better stability.

3. The reagentless glucose biosensor based on the GR electrode
electrochemically under the optimal conditions modified with AuNS
and PB can successfully register the electrochemical reduction of H,O-
produced during the enzymatic oxidation of glucose. The H0O;
detection limit is 0,00043 mmol L.

4. 2The biosensor based on Nf-GOx/PB/AUNS/GR electrode was
characterized by Almax equal to 15.91 + 0.47 pA, the range of linear
dependence was from 0.025 to 1 mmol L and the limit of glucose
detection was 0.0088 mmol L'. The developed biosensor can be
successfully applied for the detection of low glucose concentrations in
the samples.
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