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IVADAS

Sparciai besivystan¢iai pramonei medicinos, mikrobiologijos, maisto,
aplinkosaugos srityse reikalingi platy spektra anali¢iy ir jy itin mazas
koncentracijas matuojantys prietaisai bei efektyvias konversijas atliekantys
reaktoriai. Tokiy prietaisy selektyvumg ir efektyvumg uZtikrinty
biokatalizatoriy panaudojimas. Biokatalizatoriy vaidmenj dazniausiai atlieka
fermentai. TaCiau, nepaisant fermenty unikaliy savybiy, jie yra brangiis ir
trumpalaikiai. Todél, nejsisavinus pigiy imobilizacijos metody, kurie uZztikrinty
juy daugkartinj ir ilgalaikj veikimg, fermenty panaudojimas nebus pakankamai
efektyvus.

IS kitos puses, realios terpés, kuriose turéty veikti sukurti prietaisai,
dazniausiai yra neskaidriis tirpalai, frakcionuoti, disperguoti, turintys jvairias
kitas daugiakomponentes organines medziagas. Tod¢l, kalbant apie analizei
skirtus prietaisus, dominancios medziagos kokybinis ir kiekybinis nustatymas
yra labai komplikuotas ir terpés prigimtis labai apsunkina jautriy
spektrofotometriniy metody panaudojimg. Elektrocheminiy metody taikymas
sprendzia daugumg Siy problemy, o atlickama analizé yra greita, kas ypac
aktualu medicinoje ir Zymiai pigesné, lyginant su imunologiniais metodais.
Tod¢l prietaisy kirimas bioelektrocheminiy sistemy pagrindu yra
perspektyvus. Be to, bioelektrocheminése sistemose ta pati medZiaga gali
atlikti ir fermenty imobilizavimo matricos ir signalo vertiklio (Siuo atveju
elektrodo) vaidmenj, kas 1§ dalies galéty supaprastinti prietaisy konstravimo
procediiras. Paminétina ir tai, kad bioelektrochemines sistemas lengva
miniatitirizuoti, o jy pagrindu kurti mikrodydzio lustus, arba priesingai, didelio
pavirSiaus ploto reaktorius su imobilizuotais biokatalizatoriais, priklausomai
nuo Siuolaikinés technologijos poreikio [1-2].

Bioelektrocheminiy sistemy konstravimui dazniausiai naudojami fermentai
yra oksidoreduktazés. Taikomuoju aspektu buvo placiai tirtos gliukozés (GOx)
ir alkoholio (AOx) oksidazés, krieny peroksidazé (HRP), o taip pat jvairios
lakazés, monooksigenazés, katalazés ir kt. Taciau, nepaisant $iy populiariy

fermenty pritaikymo ir i§samiy fundamentiniy duomeny, yra ieskoma kity
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oksidoreduktaziy, kurios biity pranaSesnés, stabilesnés, pasizyméty didesniu
substratiniu specifiSkumu, o taip pat lengvai iSskiriamos ir modifikuojamos.
Vieni tokiy fermenty yra chinobaltymai ir chinohemobaltymai. Jiems
priskiriamos nuo pirolo chinolinchinono (PQQ) priklausancios dehidrogenazés.
Taciau apie juos dar néra sukaupta pakankamai fundamentiniy duomeny ir
neistirtos pritaikymo galimybés. Be to, atrandami vis nauji chinobaltymai.

Siame darbe buvo sukurtos ir iStirtos kelios naujos bioelektrocheminés
sistemos nuo PQQ priklausomy dehidrogenaziy pagrindu: membraninés
alkoholio dehidrogenazés, iSskirtos 18 Gluconobacter sp. 33 (mADH);
periplazminés alkoholio dehidrogenazés, iSskirtos 1§ Pseudomonas putida HKS
(tADH); periplazminés gliukozés dehidrogenazes, iSskirtos 18 Acinetobacter
calcoaceticus (GDH) ir fruktozés dehidrogenazes, iSskirtos 18 Gluconobacter
industrius iSorinés membranos (FDH). Sie fermentai gali tiesiogiai
reoksiduotis ant kai kuriy specialiy elektrody pavirSiy ir pasizymi plataus
spektro substratiniu specifiSkumu. Be to, jy katalizei nedaro jtakos aplinkoje
esantis molekulinis deguonis. Todé¢l tokios fermenty savybés yra ypac
naudingos kuriant jautrias bioelektrochemines sistemas veikiancCias ne tik
aerobinémis, bet ir anaerobinémis sglygomis.

Siekiant sukurti elektrochemines sistemas, naudojancias biokatalizatorius
ir veikianCias realiose terpése, bitina optimizuoti fermenty veikimg Siose
sistemose bei zinoti sistemy charakteristikas. Tod¢l fermento substrato
atpazinimo mechanizmy i$aiSkinimas, medziagos ir kriiviy jud¢jimo sistemoje
modeliavimas bei procesg limituojanciy faktoriy visumos ir dydZio jvertinimas
yra viena i§ aktualiausiy Siuolaikinio mokslo sriciy. Nes tik aiskiai apibréztas
molekulés veikimas kity molekuliy apsuptyje sukuria salygas tikslingai
manipuliuoti tomis molekulémis ir prognozuoti jy veikimag [3].

Tod¢l Siame darbe, kuriant bioelektrochemines sistemas, buvo atlikta
paieska nuo PQQ priklausomy dehidrogenaziy veikimui tinkamy elektrodiniy
pavirsiy ir imobilizavimo biidy, optimizuojamos fermenty veikimo salygos,
jvertinta heterogeninés, homogeninés ir nevandeninés aplinkos jtaka fermenty

veikimui ir iStirti elektrony pernaSos (EP) keliai. Gauti rezultatai buvo
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pritaikyti  kuriant amperometrinius  biojutiklius  skirtus  alkoholiy,
angliavandeniy ir CO nustatymui. Taip pat buvo konstruojamas retojo cukraus
D-(-)-tagatozés gavimo bioreaktorius naujai iSskirtos termofilinés arabinozés
izomerazes 18 Gluconobacter lituanicus 5 (TAl) pagrindu ir pasitlyti du budai

tagatozeés koncentracijos pokyc¢iams matuoti.

DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

IStirti nuo pirolo chinolinchinono (PQQ) priklausomy oksidoreduktaziy:
membraninés alkoholio dehidrogenazés 1§ Gluconobacter sp. 33 (mADH),
periplazminés alkoholio dehidrogenazés i§ Pseudomonas putida HKS (tADH),
periplazminés gliukozés dehidrogenazeés 1§ Acinetobacter calcoaceticus (GDH)
ir membranings fruktozés dehidrogenazés 1§ Gluconobacter industrius (FDH)
veikimg homogeningje ir heterogeninéje aplinkose ir jy pagrindu sukurti naujas

bioelektrokatalizines sistemas.

Darbo uzdaviniai:

1. Istirti nuo PQQ priklausomy alkoholdehidrogenaziy savybes:
aktyvumo priklausomybe nuo buferinio tirpalo pH, elektrony pernasos kelius
heterogeninése sistemose ir terpés su organiniais priedais jtakg Siy
dehidrogenaziy veikimui heterogeningje aplinkoje.

2. Istirti  tADH, mADH ir GDH veikimg impedimetrinése
bioelektrocheminése sistemose su poli(N-(N’,N’-
dietilditiokarbamoiletilamidoetil)anilinu.

3. Sukurti ir charakterizuoti amperometrines fermentines sistemas
uztikrinancias efektyvig bioelektrokatalize: parenkant skirtingas anglines
elektrodines medZziagas, chinoninius mediatorius, i1Sbandant jvairius fermenty
imobilizavimo biidus.

4. Pritaikyti sukurtas bioelektrochemines sistemas alkoholiy,

angliavandeniy ir CO detekcijai.
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MOKSLINIS NAUJUMAS

Nuo PQQ priklausomy dehidrogenaziy — tADH, mADH, GDH ir FDH
savybes tokios, kaip platus specifiSkumas angliavandeniams ir alkoholiams,
geb¢jimas veikti anaerobinémis salygomis bei tiesiogiai reoksiduotis ant tam
tikry elektrodiniy pavirSiy, yra perspektyvios, kuriant elektrocheminius
biosintezés ir bioanalizés jrenginius. Taciau Siy fermenty savybés, kai
biokatalizatoriai veikia heterogeninéje aplinkoje, néra iki galo iSaiskintos.
Todél Siame darbe buvo jvertinta heterogeninés aplinkos jtaka tADH, mADH,
GDH ir FDH specifiSkumui jvairiems fermenty substratams, iStirtos veikimo
galimybés joniniuose skys¢iuose, kurie gali biiti panaudoti vandenyje netirpiy
organiniy medziagy tirpinimui, bei iSaiSkinti elektrony pernaSos keliai
bioamperometrinése sistemose su Siais fermentais. Siekiant sukurti efektyviai
ir stabiliai veikian¢ias sistemas, iSbandyti nauji fermenty imobilizavimo biidai,
naujos elektrodinés ir mediatorinés medziagos, bei optimizuotas
biokatalizatoriy veikimas heterogenin¢je aplinkoje. Bioamperometrinés
sistemos su alkoholio dehidrogenazémis gali biti taikomos alkoholiy ir CO
nustatymui. Bioamperometrinés sistemos FDH ir 2-(3-nitro(fenil)amino)-
cikloheksa-2,5-dien-1,4-dionu pagrindu sukurtas biojutiklio prototipas, kuris

gali biiti panaudotas tagatozés nustatymui.
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GINAMIEJI TEIGINIAI

1) Imobilizuoty nuo PQQ priklausomy dehidrogenaziy specifisSkumas
substratams skiriasi nuo natyviy fermenty ir priklauso nuo heterogeninés
aplinkos, kurioje jie veikia.

2) Heterogeninéje aplinkoje nuo PQQ priklausomy fermenty
reoksidacija galima tiesiogiai perneSant elektronus nuo PQQ molekulés ant
elektrodo pavirSiaus, jei energetiSkai palankesné elektrony pernaSa negalima.

3) Nuo PQQ priklausomy dehidrogenaziy imobilizacija ant polivinilo
alkoholiu modifikuotos pusiau pralaidzios lavsano plévelés uZztikrina efektyvy
fermenty veikima daugiau nei pus¢ mety.

4) Bioamperometrin¢ sistema su FDH ir 2-(3-nitro(fenil)amino)-

cikloheksa-2,5-dien-1,4-dionu yra tinkama D-(-)-tagatozés nustatymui.
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1 LITERATUROS APZVALGA

1.1 Fermenty veikimas elektrocheminése sistemose

Platus fermenty taikymas elektrocheminése sistemose prasidé¢jo nuo Clark
ir Lyons darby, kai jie, panaudoj¢ GOx, sukonstravo ir apras¢ gliukozes
koncentracija kraujyje matuojant;] fermentinj elektrodga [4]. Terming
fermentinis elektrodas* pastaruoju metu vis dazniau pakeiCia terminas
,,bioelektrocheminé sistema‘.

Bioelektrocheminéje sistemoje fermentas gali veikti kaip natyvus
(homogenin¢je aplinkoje) arba kaip 1mobilizuotas, t.y. heterogeninéje
aplinkoje. Jeigu fermentas veikia heterogeningje aplinkoje, tai jam galios kiek
kitokie désningumai nei jis dirbty homogenéje aplinkoje. Kadangi fermentas
yra baltyminés prigimties molekulé, jo aktyvumas gali mazéti priklausomai
nuo aplinkoje atsirandanciy slopikliy, dé¢l jy funkciniy grupiy oksidacijos,
kofermenty disociacijos ar dé¢l aplinkos mikroorganizmy veiklos, o taip pat ir
veikiant temperatiiros svyravimams, esant nepalankiam pH ir kt.[5]. Siekiant
stabilizuoti baltymines molekules ir optimizuoti fermento veikimg, kuriamos
jvairios fermenty imobilizavimo ant elektrodo pavirSiaus metodikos.
Pastaruoju metu jau yra zinoma nemaZzai imobilizavimo budy. Juos galima

suskirstyti ] fizikinius bei cheminius, kurie savo ruoztu skirstomi ] kelias

grupes [6-8]:
0 jterpimas ] polielektrolitinius laidZius polimerus (1.1 pav., A);
0 fizikiné adsorbcija (1.1 pav., B);
0 nespecifiné kovalentiné imobilizacija (1.1 pav., C);
0 elektrostatiné adsorbcija (1.1 pav., D);
0 specifin¢é kovalentin¢ imobilizacija (1.1 pav., E);
0 imobilizacija antikiinais (1.1 pav., F).
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C) Nespecifiné kovalentiné imobilizacija D) Elektrostatiné adsorbcija
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E) Specifiné kovalentiné imobilizacija F) Imobilizacija antiktniais
1.1 pav. Fermento imobilizacijos ir orientavimo ant elektrodo schemos. Zaliai
pazymeétas fermentas, mélynai - antikiinis, pilkai — elektrodas.

Imobilizuoty fermenty veikimas heterogeninéje aplinkoje priklauso nuo
elektrodo pavirSiaus savybiy ir imobilizavimo btdo, kadangi galimi
imobilizuoty fermenty tretinés ar/ir ketvirtinés struktiiros pokyciai. Tai gali
pakeisti fermenty savybes, pvz., substratinj specifiSkumg ar pH optimuma [5-6,
9]. Imobilizuoty fermenty bioelektrokatalizés efektyvumg dazniausiai nulemia
keli faktoriai [10]:

0 iSoriniy ir/arba vidiniy difuziniy apsunkinimy buvimas;

0 steriniy apsunkinimy atsiradimas reakcijose su
makromolekuliniais substratais;

0 elektrostatines, hidrofobinés ar kt. sgveikos efektai, susije¢ su
substraty, slopikliy, H' jony perskirstymy tarp vandeninio tirpalo ir
elektrodinés matricos.

Tode¢l fermento vykdomos reakcijos kinetinés lygtys ir apskaic¢iuojami
tariamieji kinetiniai parametrai nustatomi, jvertinant Siy faktoriy jtaka [5, 9].

Taip pat didel¢ reikSme fermento veikimui ant elektrodo turi jo orientacija.
Buvo parodyta, kad tarp fermento ir elektrodo tiesioginé elektrony pernaSa
(TEP) (zr. 1.2.3 sk.) gali vykti tik tuo atveju, jei jo aktyvusis centras yra ne

toliau nei 15 A nuo elektrodo pavirsiaus [7, 11].
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Elektrony pernaSos (EP) désningumus biologinéms sistemoms aprasé
Marcus. Pagal jo teorijg EP nuo vienos molekulés (ar jono) ant kitos yra viena
labiausiai paplitusiy elementariyjy reakcijy, kurios dazniausiai vyksta skystoje
terpéje (pagrindinai vandeniniuose tirpaluose). Nustatyti svarbiausi veiksniai,
darantys jtakg EP procesams yra [8, 11]:

0 elektrovaros jéga, t. y. procese dalyvaujanciy redokso grupiy
potencialy skirtumas;

0 redokso grupiy reorganizacing energija;

0 atstumas tarp procese dalyvaujanciy redokso centry.

Daugelyje biologiniy sistemy EP néra proceso limituojanti stadija net esant
gana dideliems atstumams tarp redokso grupiy. Tai jmanoma dé¢l to, kad tarp
pirminio elektrony donoro ir galutinio akceptoriaus yra papildomy redokso
grupiy, pavyzdziui, hemy, Fe-S klasteriy ar jkrauty aminortig§iy Soniniy
radikaly bei mediatoriy. Tokios sistemos vadinamos biologiniais ,,laidais* ar
redokso grandinémis, taiau EP mechanizmas jose daugeliu atveju lieka
neaiskus [9, 12]. Kai fermentas veikia heterogeninéje sistemoje jo elgsena
itakos papildomi faktoriai, tokie kaip imobilizavimo matricos elektrostatinés
savybés, erdvin¢ struktiira, hidrofobiskumas ir kt. D¢l Siy faktoriy jtakos
fermento veikimo pokyc¢ius biitina jvertinti susiejant su konkrecia heterogenine
aplinka ir praktinio taikymo poreikiais [10]. Todé¢l Siame darbe buvo tiriamos
jvairiomis fizikinémis ir cheminémis savybémis pasiZymincios fermenty
imobilizavimo matricos: cheminiais ir fizikiniais biidais modifikuotos anglinés
medziagos, chemiSkai modifikuotas polianilino polimeras, o taip pat polivinilo

alkoholis (PVA) ir auksas.

1.2 Bioamperometrinés sistemos

Bioamperometriniy sistemy veikimas yra paremtas elektrochemiskai
aktyvaus junginio oksidacija arba redukcija ant darbinio elektrodo pavirSiaus,
esant pastoviam darbiniam elektrodo potencialui [6]. TermodinamiSkai

kontroliuojamai sistemai darbinio elektrodo potencialg (£) galima iSreiksti,
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panaudojus oksiduotoje ir redukuotoje formoje elektrony akceptoriaus

koncentracijas (A, ir A,.; atitinkamai), Nernsto lygtimi:

S logh (1-1),

Ared

E=E"+

kur E’ — standartinis virsmo redokso potencialas; R, — universalioji dujy
konstanta, 7 — temperatira, n — elektrony skai¢ius EP reakcijoje, F —
Faradéjaus konstanta.

Neigiamos E” reik§més liudija apie redukcijos procesa, tuo tarpu, teigiamos
nurodo oksidacijos procesa. Elektrodu tekanti srové, atsirandanti
oksiduotos/redukuotos biisenos pakitimo metu, vadinama faradéjine srove. Si
srove tiesiogiai apibiidina redokso reakcijos greitj. Tacliau daugelio
bioamperometriniy sistemy generuojama srove — tai redokso procesy, kurie
vyksta ant elektrodo pavirSiaus, esant pastoviam £, faradéjiniy ir nefaradéjiniy
sroviy suma, kas padaro EP bei redokso procesy eiliSkuma Siose sistemose
sudetingu [6].

Redokso procesus amperometrinése sistemose galima santykinai
suskirstyti i keletg stadijy. Leéciausia stadija — tai redokso procesy greitj
limituojanti stadija. Dazniausiai redokso reakcijy greit] limituojanti stadija yra
elektroaktyviy daleliy masés transportas prie elektrodo pavirSiaus, EP ant
elektrodo bei produkto transportas nuo elektrodo pavirSiaus atgal j tirpalg.
Taciau sudétingos redokso reakcijos apjungia papildomus cheminius ir ant
elektrodo pavirSiaus vykstancius procesus, kurie vyksta ankS¢iau arba kartu su
nagrin¢jamu redokso procesu [6, 9]. Biitent kokia stadija limituos redokso
procesa, galima apspresti parenkant redokso pora, kurios oksidacijos ar
redukcijos srové bus matuojama, bei varijuojant eksperimento salygomis
(elektrodo tipas, elektrodiné medziaga, mediatoriaus naudojimas, £ ir pan.).
Kai reakcija kontroliuojama tik elektroaktyviy daleliy patekimo ant elektrodo
pavirSiaus greiCiu (greita EP), laikoma, kad srove limituoja maseés transportas.
Redokso reakcijos, vadinamos grjztamomis tada, kai jy greit] apsprendZia
termodinaminiai aspektai. Paprastai amperometrinése ir bioamperometrinése

sistemose naudojamos masés transportu apspresti redokso procesai, nes
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termodinamiskai apsunkinty procesy naudojimas yra komplikuotas kuriant
biojutiklius ir bioreaktorius [6].

Bioamperometrinése sistemose fermenty katalizuojamy reakcijy apraSymas
ir gauty voltamperogramy bei chronoamperogramy interpretavimas yra
pakankamai komplikuotas, nes ] kuriamg kinetinj modelj turi jeiti ne vien
fermento katalizuojamos reakcijos kinetiniai aspektai, bet ir substraty,
produkty, susidaranciy tarpiniy junginiy, kriviy persiskirstymo, difuzijos,
aplinkos jtakos ir kt. kinetiniai aspektai. Be to, daznai sunkiai taikytini
pusiausvyrinés kinetikos désniai. Taciau, turint paprastas sistemas, fermenty
kinetinés charakteristikos apraSomos naudojant klasikinj pusiausvyrinés
kinetikos Michaelio ir Menten model;j [12]. Fermento katalizuojamos reakcijos
grei¢io (v) priklausomybé nuo substrato koncentracijos ([S]) apraSoma
Michaelio-Menten kinetine lygtimi:

y= Vinax[S] (1_2)’
Ky+[S]

kur v,, — maksimalus reakcijos greitis, o K,;, — Michaelio konstanta,
apibiidina tokig substrato koncentracija, kuriai esant fermentinés reakcijos
greitis yra v,,,./2 [13].

Paprastose amperometrinése sistemose S§i lygtis transformuojama
panaudojant matuojama srovés stipri (/):

_ LnlS]
_Kﬁf‘p"r[S] (1_3)9

kur ;)PP — tariamas fermentinés redokso reakcijos maksimalus srovés
stipris, Ky~ - tariamoji Michaelio konstanta, nusakanti tokig substrato
koncentracijg, kuriai esant fermenting€s sistemos generuojamas sroves stipris
yra ;70 /2 [12].

Ka¥ visada yra didesné nei Kj, nes paprastai srovés stipris
apsprendziamas substrato difuzija iki fermento aktyviojo centro ir vélesne
fermento reoksidacija ant elektrodo pavirsiaus.

Kitais atvejais, priklausomai nuo bioamperometrinés sistemos
sudétingumo, redokso pory skaiciaus, elektrodinés medziagos tipo ir pan.,

visas redokso proceso reakcijas, iskaitant fermenting reakcijg, fermento
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reoksidacijg bei EP ant elektrodo pavirSiaus yra apraSomos kiekvienu atveju
skirtingai. Tod¢l fermenty veikimas skirtingose amperometrinése sistemose yra
specifinis ir apraSomas taikant individualy veikimo matematinj model;.

Kuriant amperometrines fermentines sistemas, viena 1§ pagrindiniy
uzduoc€iy yra parinkti tinkamg fermento imobilizavimo metodika bei uztikrinti
efektyvig EP tarp substrato ir elektrodo [14]. Priklausomai nuo EP biudo tarp
fermento aktyviojo centro ir elektrodo pavirSiaus, amperometriniai biojutikliai
santykinai suskirstyti  tris kartas [8]. Tokiu principu gali biiti suskirstytos ir
kitos bioelektrocheminés sistemos, kuriose vyksta elektrony mainai tarp bio-
komponento ir elektrodo. Pla¢iau apie bioelektrocheminiy sistemy pritaikyma
biojutikliy kiirime ir padius biojutiklius aptariama 1.4 skyriuje. Sio skyriaus
poskyriuose aptariami EP biidai ir, priklausomai nuo jy, bioelektrocheminiy

sistemy konstravimo bei veikimo galimybeés.

1.2.1 Pirmos kartos amperometriniai biojutikliai
Pirmosios kartos amperometriniuose biojutikliuose generuojama elektros
srove yra ne paties bioelektrokatalizinio proceso, bet atsiranda oksiduojantis ar
redukuojantis reakcijos produktams (1.2 pav.) [6, 8]. Sios kartos biojutikliy
gamyboje naudojamos jvairios oksidazés, kurios katalizuoja jvairiy organiniy
= medziagy oksidacija. Taciau redukuota
02/)202 oksidaz¢ elektronus atiduoda natturaliam
\_e'/‘ elektrony akceptoriui — deguoniui, kuris
katalizés metu ver¢iamas ] vandenilio
e peroksidg. Katalizés eigg galima stebéti
@ . amperometriskai, registruojant deguonies
ELEKTRODAS  sunaudojimo arba vandenilio peroksido

@ susidarymo greit], todé¢l aplinkoje esantis

deguonis yra esminis komponentas ir daro

1.2 pav. Pirmos kartos jtaka pirmosios kartos bioelektrocheminiy
bioelektrocheminés sistemos ) . o
schema. S — substratas, P — Sistemy atsakui [6, 8]. Siy biojutikliy
produktas, pilkai pazZymétas —

trukumas yra tas, kad katalizés reakcijos
fermentas.
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metu susidaro vandenilio peroksidas, kurio dideli kiekiai gali ardyti fermentus.
Taip pat vandenilio peroksido koncentracija gali biiti registruojama tik esant
gana teigiamam elektrodo potencialui, bet tada kartu su vandenilio peroksidu
oksiduojami ir kiti metabolitai (Slapimo riigstis, askorbo rtgstis, glutationas),
kas iskreipia jutiklio atsaka [15]. Siy problemy i§ dalies bandoma i$vengti,
jvedant papildomas membranas, kurios nepraleidzia trukdanciy medziagy [8].
Taip pat yra parodyta, jog panaudojant specialias elektrodines dangas su
Prusijos meélynuoju, peroksidg galima nustatinéti esant neigiamesniems

darbinio elektrodo potencialams [16-19].

1.2.2  Antros kartos amperometriniai biojutikliai

Antros kartos amperometriniai
'/\ ™ biojutikliai yra fermentinés sistemos, kitaip
M« Mieq dar vadinamos ,,mediatorinémis

sistemomis®, kuriose naudojami jvairiis

mediatoriai [6, 20-21]. Kadangi fermenty

E aktyvusis centras paprastai biina giliai

@ l baltymo globul¢je, o elektrono perkélimui
ELEKTRODAS -~ huo aktyviojo centro ant elektrodo

@ pavirSiaus  nepakanka  vien  auksto

1.3 pav. Antros kartos potencialo, mediatoriy panaudojimas Siose

biojutiklio  schema oksidacijos sistemose  jgalina  arba  palengvina
procesui. My — oksiduotas ] ) _
mediatorius, M,q — redukuotas, bioelektrokatalizés virsmus, sukuriant EP

pilkai pazymétas — fermentas. grandine. Mediatoriai — tai redoks aktyvils
mazos molekulinés masés junginiai, kurie pernesa elektronus nuo fermento
aktyviojo centro ant elektrodo pavirSiaus (arba atvirks¢iai), o taip pat
mediatorius yra antrasis fermento substratas [6, 8-9] (1.3 pav.). Mediatoriaus
standartinis  oksidacijos-redukcijos potencialas (EY) turi bati Zymiai

teigiamesnis arba neigiamesnis nei fermento aktyviojo centro potencialas (E%),

esant atitinkamai oksidacijos (EY > E%) ir redukcijos (EY < E%)
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bioelektrokatalizei [22]. Praktiniu pozitriu idealus mediatorius turi pasizyméti
sekanCiomis savybémis [9, 23]:
0 gerali apraSoma  griZtama voltamperometrija bei didele

heterogenine greicio konstanta,

0 greita reakcija su oksidoreduktaze,

0 stabiliomis oksiduota ir redukuota formomis,

0 nuo pH nepriklausomu formaliuoju oksidacijos-redukcijos
potencialu,

0 mediatoriaus redukuota forma neturi reaguoti su deguonimi,

0 neturi vykti autooksidacija,

0 tirpiis mediatoriai turi pasizymeéti labai geru tirpumu.

Mediatoriaus panaudojimas bioelektrocheminése sistemose, lyginant su
pirmos kartos amperometriniais biojutikliais (zr. 1.2.1 sk.), turi eilg privalumy
[23]:

0 sistemy generuojamas atsakas yra maziau priklausomas nuo
iStirpusio oro deguonies koncentracijos,

0 darbinj fermentinio elektrodo potencialg apsprendzia mediatoriaus
oksidacijos (arba redukcijos) potencialas,

0 panaudojant mediatoriy su Zemu oksidacijos potencialu sumazéja
arba visiSkai prarandama jtaka paSaliniy oksidacijos-redukcijos reakcijy,

0 jei mediatoriaus reoksidacija vyksta be protony pernasos, sistemy
generuojamas atsakas tampa santykinai nuo pH nepriklausomu,

0 generuojamas atsakas paprastai yra didesnis lyginant su
sistemomis, kur vyksta TEP (zZr. 1.2.3 sk.).

Taciau ne vien mediatoriaus savybés apsprendzia atsako efektyvuma, taip
pat yra labai svarbi visos bioelektrochemings sistemos architektiira [22]. Todél
individualiai sistemai labai svarbu parinkti individualy ir jai geriausiai tinkantj
mediatoriy. Siuo metu yra Zinoma daug fermenty reoksidacija greitinandiy
medziagy. Gerai Zinomi yra jvairlis feroceno dariniai, chinonai, organinés

druskos, organiniai dazai, tokie kaip Metileno mélynasis, fenazinai, metilo
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violetas ir kt., metaly bipiridino kompleksai, neorganiniai redokso junginiai,
pvz., kalio heksacianoferatas (KF), jvairiis rutenio bei osmio kompleksai ir kt.
[9, 14, 23].

Panaudojant mediatoriy ir fermenta, gali buti kuriamos jvairios
bioelektrocheminés sistemos. Pacios paprasCiausios — kai fermentas ir
mediatorius yra tirpiis ir yra tiriamajame tirpale (1.4 pav. A). Sudétingesnés
yra, kai fermentas imobilizuotas ant elektrodo pavirSiaus arba ] organinio ar
neorganinio polimero matricg ir naudojamas tirpus mediatorius (1.4 pav. B).
Tokiy sistemy generuojamo atsako dydis labiausiai priklauso nuo aktyvaus
imobilizuoto fermento kiekio ir mediatoriaus gebéjimo kontaktuoti su juo.
Paminéty sistemy didziausias trikumas tas, jog mediatoriai gali chemiskai
veikti elektrodo pavir§iy ir mediatoriy koncentracija labai priklauso nuo
tiriamo tirpalo skiedimo. Be to, tokios sistemos sunkiai taikytinos in vivo
tyrimuose. Todé¢l yra kuriamos bioelektrocheminés sistemos, kur ir fermentas,
ir mediatorius imobilizuojami ant elektrodo (1.4 pav. C) [22]. Joms
priskiriamos sistemos su imobilizuotais fermentais ant mediatoriais
modifikuoty laidziy polimery, zoliy-geliy, jvairiy angliniy medziagy ir
nanodariniy matricy. Kai fermentas turi silpnai suriS§ta su apofermentu
kofermenta, pvz., NAD(P)', FAD, gali buti kuriamos sistemos, kuriose
kofermentas imobilizuojamas kartu su mediatoriumi ant elektrodo pavirSiaus, o
apofermentas randamas tiriamajame tirpale (1.4 pav. F). Tokios sistemos
kuriamos be dirbtiniy mediatoriy panaudojant ir imobilizuotus citochromus ar
kitus biologinius fermenty elektrony akceptorius [22, 24]. Kitas mediatoriniy
sistemy variantas yra paties fermento cheminis modifikavimas mediatoriais.
Siy sistemy galimi du variantai: kai tirpus modifikuotas fermentas yra
tiriamajame tirpale (1.4 pav. D) arba kai modifikuotas fermentas jriStas
elektroding matricg (1.4 pav. E) [22]. Kai kurios paminétos mediatorinés
sistemos jau dabar taikomos pramon¢je [9, 22]. Vienas didZiausiy apraSyty
sistemy trikumy yra daliné fermento denatiiracija cheminio modifikavimo

metu bei fermento inaktyvacija imobilizavimo metu.
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ELEKTRODAS
ELEKTRODAS

(D)

ELEKTRODAS
ELEKTRODAS

(F)

ELEKTRODAS

@),
O - apofermentas KOEF | - kofermentas @ - substratas @ - produktas

@ - oksiduotas mediatorius Mg - redukuotas mediatorius @ - mediatorius

1.4 pav. Mediatoriniy sistemy schemos. Detaly apraSyma zr. tekste.

Mediatoriniy sistemy trukumas tas, kad mediatoriaus reakcija su fermentu
néra labai specifiSka, todél visi kiti potencialiis oksiduoto mediatoriaus
reduktoriai (arba redukuoto mediatoriaus oksidatoriai) turéty biti paSalinti.

Oksidaziy atveju, mediatoriaus ir fermento reakcija turi biti pakankamai
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greita, nes tik tokiu atveju mediatorius gali sékmingai konkuruoti su nattraliu
elektrony akceptoriumi — deguonimi [8, 23]. Daugumoje atvejy, mediatoriaus
savybés neatitinka idealiy reikalavimy, kadangi mediatoriai daznai yra mazai
stabiltis, jy oksidacijos-redukcijos potencialas priklauso nuo pH, taip pat
daznai yra toksiski. Tokiu biidu, naujy mediatoriniy medziagy paieska vis dar

1Slieka aktuali.

1.2.3  Trecios kartos amperometriniai biojutikliai

F Trecios kartos biojutikliy pagrindas yra

TEP tarp fermento aktyviojo centro ir

@ elektrodo  pavirSiaus be  papildomy

¢ elektronus  perneSanciy  redoksaktyviy

® molekuliy dalyvavimo [9, 25].

l Bioelektrocheminés sistemos, veikianc¢ios

ELEKTRODAS o _

TEP principu, schema pavaizduota 1.5-me

1.5 pav. Tredios kartos paveiksle. Fermentas  veikia  kaip

biojutik%io S.’Che,ma ?kSiqaCijos elektrokatalizatorius, palengvindamas
procesui. Pilkai pazymeétas —

fermentas. elektrony  perdavimg nuo  substrato

molekulés ant elektrodo [6, 8]. Bioelektrocheminés sistemos, veikian¢ios TEP
principu, dazniausiai yra didesnio selektyvumo nei kitos, nes fermentas
reaguoja tik su substratu ir oksidacijos-redukcijos reakcijos vyksta esant paties
fermento redokso potencialui (arba arti jo), tod¢l sumazéja paSaliniy reakcijy
galimybé. Be to, kaip ir mediatoriniy sistemy atveju, generuojamas atsakas yra
maziau priklausomas nuo iStirpusio deguonies koncentracijos ir tampa
santykinai nuo pH nepriklausomu, jei fermento reoksidacija vyksta be protony
pernasos.

Taciau fermenty, galinciy veikti pagal TEP mechanizmg yra nedaug ir ne
visi elektrodiniai pavirSiai yra tam tinkami [8, 26]. Dauguma S$iy fermenty turi
daugiau nei vieng kofaktoriy. Iki 2003 m. buvo Zinoma tik apie dvideSimt
baltymy, galin¢iy veikti TEP principu [8, 26-27]. Taip pat buvo pastebéta, kad
Sty fermenty sugebéjimas perduoti elektronus tiesiogiai elektrodo pavirSiui

susijes su aktyviojo centro lokalizacija arti baltymo globulés iSorés [9, 22].
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Elektrodiniai pavirSiai, ant kuriy registruojama TEP, paprastai yra aukso,
sidabro, platinos arba jvairiy angliniy medziagy. Taip pat kai kurie laidis
organiniai polimerai yra tinkami TEP [9]. Siekiant palengvinti TEP tarp
fermento aktyviojo centro ir elektrodo pavirSiaus, daugelis chemiSkai ir/arba
mechaniSkai modifikuoja elektroding medziagg arba pat; fermentg [9, 28].
Taciau nebitinai tinkamas TEP elektrodinis pavir§ius yra tinkamas ir fermento
imobilizavimui. Efektyviai veikiancias treCios kartos bioelektrochemines
sistemas garantuoja tik visuma s¢kmingai iSspresty uzdaviniy, tokiy kaip
fermento imobilizavimas, jo orientavimas ant elektrodo, tinkamy elektrodiniy

pavir$iy parinkimas bei EP iStyrimas.

1.3 Impedimetrinés bioelektrocheminés sistemos

Bioelektrocheminés sistemos, registruojanc¢ios sroveés arba potencialo
pokycCius, gali turéti trikumy, pvz., santykinai mazas registruojamos sroves
tankis, atsakai daznai turi daug trikdziy, palaipsnis fermento aktyvumo
mazéjimas dél elektrodui taikomo virjtampio ir kt. Sias problemas bandoma
spresti, generuojant kuo didesnj atsaka, todél bandomos jvairios elektrodinés
medZiagos, parenkami jvairlis mediatoriai, modifikuojami fermentai ir kt.
Taciau galimas ir kito poky¢€ius registruojan¢io metodo parinkimas [29].

Amperometriniy ir potenciometriniy metody alternatyva — elektrocheminio
impedanso spektroskopija (EIS). Sis metodas yra labai informatyvus,
pateikiantis informacijag apie fizikines ir chemines medziagy savybes,
nekenkiantis biologiniam atpaZinimo elementui ir elektrodinei medziagai,
nereikalaujantis specifiniy Zymiy. Paprastai naudojamas pavirSiy korozijos,
energijos iSgavimo reaktoriy, padengimo polimerais, medziagy adsorbcijos,
savitvarkiy monosluoksniy (SAM), EP kinetikos tyrimuose ir kt. [29-32].

Sukonstruotos elektrocheminés celés impedansas matuojamas tarp dviejy
elektrody, veikiant silpnam kintamos srovés sinusoidiniam signalui.
Matuojamas atsakas — tai srovés ir fazés poslinkis tarp potencialo ir sroveés
sinusoidés funkcijos. Atliekant Siuos matavimus pla¢iame dazniy (f) diapazone

1Sgaunamas impedanso (Z) spektras, kuris gali buti pavaizduotas Nyquist (Z,,
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vs. Z,.) arba Bode (|Z], @ vs. log f) grafikuose. Impedansas (kompleksiné varza)
— tai kompleksinis dydis, kuris gali biiti pavaizduotas poline (1-4) arba Dekarto
(1-5) forma:

Z=|z]-¢° (1-4)
Z=2Z,.%jZ, (1-5)
Modulis |Z] atvaizduoja taikyto potencialo amplitudés ir srovés amplitudes

santykj, o & — fazés pokyt] tarp potencialo ir srovés, j — menamas skaicius. Z,,
ir Z;, yra atitinkamai realus ir menamas impedanso komponentai [30, 32].
Priklausomai nuo fizikiniy arba elektrocheminiy procesy, kurie vyksta
elektrodo/elektrolito salyCio riboje sudaroma elektroniné ekvivalentiné
grandin¢ (EG), kuri reprezentuoja visg tiriamg elektrocheming sistemg. Atskiri
EG komponentai, tokie kaip varza (R), elektriné talpa (C), pastovios fazés
elementas (CPE) ir kt., nustatomi aproksimuojant impedanso spektrus pagal
pasirinktos EG modelj [30]. Bioelektrocheminiy sistemy EIS tyrimams
konstruojamos celés sudarytos i§ dviejy metaliniy elektrody: darbinio, kuris
btuina modifikuotas jvairiomis medziagomis ir/ar bioatpazinimo elementu, bei
palyginamojo/atraminio (1.6 pav., A). Siekiant optimizuoti santykj tarp tirpalo
salyCio ribos ploto ir elektrody atstumo, naudojamos miniatidirizuotos,
vingiuotos, adresuojamojo kontakto elektrody matricos (IDEA, ang.
interdigitated electrode array) (1.6 pav. B) [32]. IDEA savybés labai priklauso
nuo jos geometrin€s struktiiros: elektrody plocio, perskyros plocio tarp

A B elektrodo Suky, persidengimo

8
_

tankumo tarp Suky ir bendro
’
z

'/””g elektrody ilgio [30].  Pirmi
g 7

\

jutikliai, panaudojant IDEA,
buvo aprasSyti 1987 — 1990

llllll/{

Darbinis Pagalbinis

elektrodas elektrodas metais.  [vairis  molekulinio
(modifikuotas)

SN

atpazinimo elementai, tokie kaip
1.6 pav. EIS tyrimams naudojamy receptoriai, fermentai, antikiinai,

elektrocheminiy celiy schemos. A —paprasta  nuykleino riigstys, lektinai ir kt.
elektrocheminé sistema, B — IDEA [33]. ) _ o
gali biti nusodinti ant IDEA
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pavirSiaus. Bet koks IDEA pavirSiaus modifikavimas paveiks matuojamag
elektring talpg. Taip, vykstant sgveikai tarp molekuliy, kurios pasekoje ant
pavirSiaus formuojasi konjugatai, kurie kei¢ia C. Todé¢l daugelis iSvystyty
biologiniy impedimetriniy sistemy yra elektrinés talpos biojutikliai, pvz.
imunologiniai, DNR, bakterijy, 1asteliy, receptoriy ir pan. [30-31].

Kitu atveju, jei molekulinio atpazinimo elemento ir biomolekulés saveikos
pasekoje susidaro elektrochemiskai aktyvus junginys arba vyksta elektrony
mainai tarp elektrodinés medziagos ir biologinio atpazinimo elemento, gali bti
nustatomi varzos arba laidumo pokyciai [29-30]. DaZniausiai publikuotuose
moksliniuose straipsniuose sutinkamos apraSytos impedimetrinés sistemos
GOx ir ureazés pagrindu, nes Sie fermentai pasizymi dideliu stabilumu ir jy
katalizés metu susidaro elektrochemiSkai aktyviis junginiai, didinantys
sistemos laidumg [30, 33]. Fermentinémis impedimetrinémis sistemomis taip
pat galima nustatinéti nuodingas medZiagas, tokias kaip pesticidai, herbicidai,
sunkiyjy metaly jonai ir cheminiai ginklai. Sios sistemos remiasi fermento
slopinimu. Jomis netiesiogial nustatomas fermento aktyvumas. Tai pasiekiama
stebint polimero (ar kitos medziagos, kuria dengiamas IDEA jutiklis)
degradavima, esant fermentui tiriamajame tirpale [30, 34]. Kiti IDEA jutikliy ir
impedimetriniy sistemy pritaikymo pavyzdziai placiai apraSyti keliuose
leidiniuose [35-36].

Impedimetriniy elektrocheminiy sistemy panaudojimas analiz¢je turi daug
privalumy, taciau taip pat turi ir trikumy. Vienas didziausiy trikumy —
matavimai turi biti atlickami mazo laidumo tirpaluose, kas ne visada yra
Jmanoma, o atliekant tyrimus su realiais bandiniais, gali jvykti nepageidaujama
medZiagy adsorbcija ant elektrodo pavirSiaus. Taip pat impedanso spektrus ne
visada lengva interpretuoti, gaunami rezultatai labai priklauso nuo apraSytos
EG modelio [30, 32]. Nepaisant to, gerai iSdirbtos impedimetrinés sistemos
yra zymiai jautresnés ir selektyvesnés nei kiti elektrocheminiai metodai. Todél
Siame darbe buvo bandyta sukurti impedimetring bioelektrocheming sistema

IDEA elektrodinés matricos pagrindu.
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1.4 Bioelektrocheminiy sistemy pritaikymas

Gerai veikian¢ios bioelektrocheminés sistemos taikomos kuriant
amperometrinius, potenciometrinius, impedimetrinius biojutiklius, o taip pat
naudojamos elektrolizeje, biologiniuose kuro elementuose, imunoanalizgje,
elektrony ir protony pernasos tyrimuose ir kt. Kadangi Siame darbe
bioelektrocheminés sistemos buvo kurtos siekiant pritaikyti jas alkoholiy,
angliavandeniy ir CO biojutikliuose bei jvertinti jy potencialg
bioelektrosintezei, Siame skyriuje yra aptarti tik tokiy sistemy pagrindiniai
reikalavimai ir pritaikymo aktualumas.

Biojutiklis — tai medziagy koncentracijos pokyc¢ius matuojantis jrenginys,
kurio jutiklis yra biokomponentas (1.7 pav.). Biologinio atpazinimo sistema
daZzniausiai suteikia informacijg apie analités koncentracija, signalg
generuojanti su tam tikru jautrumu cheminiu arba fizikiniu budu. Biojutikliai
yra jvairiis, gali turéti skirtingy signalo vertikliy tipy, pvz. elektrocheminius,
optinius, pjezoelektrinius, terminius ir kt.

Siandien pagal ITUPAC, elektrocheminiais biojutikliais vadinami integruoti
prietaisai, kurie gali suteikti kokybing, kiekybine ar pusiau kiekybing
informacija apie analit¢, naudojant biologinio atpazinimo elementa, kuris

tiesiogiai sgveikauja su

i Analizucjamas

. > .O Hirpalas elektrocheminiu ver¢ianc¢iuoju

elementu. Elektrocheminiu biojutikliu

T - laisvai fiksuojama substrato
Biologinio atpazinimo

sistema koncentracija yra apie 10° — 10° M

Signalo vertiklis [6]. Kuriant  bioelektrochemines
sistemas, kurios galéty biiti pritaikytos

Signalo stiprintuvas o ) . .
Duomeny surinkimas ~ biojutikliuose, butina atsizvelgti |

l pagrindinius biojutikliy reikalavimus,

tokius kaip: pakankamas jautrumas,
Registravimo sistema

L atrankumas bei stabilumas. Jie turéty
1.7 pav. Biojutiklio schema.

buti  nejautris  trukdanéioms  ir
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konkuruojancioms medziagoms, generuojamo atsako stiprumo priklausomybés
nuo analités koncentracijos tiesin¢ dalis turi baiti tinkama realiy tirpaly
matavimams, o taip pat pageidautinas greitas atsakas bei greita parengtis
sekanCiam matavimui. Biojutiklio gamybos procesas turi buti lengvai
atkuriamas [8, 32].

Kita bioelektrocheminiy sistemy pritaikymo sritis — bioelektrosinteze, kuri
apibréziama kaip organiniy medZziagy sintezés procesas dideliais kiekiais,
kuomet viena i§ elektrodiniy reakcijy stadijy arba visas elektrodinis procesas
katalizuojamas fermentu [9]. Per dvideSimt mety yra apraSyta nemaZai
bioelektrosintezeés atvejy laboratorinémis salygomis [37-40]. Susidoméjimas
bioelektrosinteze kilo dél svarios prieZasties — elektrolizés ir fermento katalizes
procesy kompozicija gali pasiiilyti unikalias ir neprilygstancias cheminei
sintezei perspektyvas ypatingai gryny organiniy medziagy iSgavimui, nes:

0 sistemai taikomas elektrinis potencialas suteikia labai stiprig
varomaja jéga cheminiams pokyg&iams ir gali pagreitinti EP net 10° karty, kas,
parinkus atitinkamas salygas, jgalina bet kokios organinés molekulés
oksidacijg arba redukcija;

0 bioelektrosintezéje naudojami maziau toksiSki ir mazesniais
kiekiais cheminiai reagentai, sintezé¢ paprastai vyksta neagresyviomis
salygomis. Tokiais principais pagrista ,neturinti nuoteky technologija“ ir
,zalioji chemija®;

0 sintez¢ gali vykti be aktyviy grupiy blokavimo, stereoselektyviai
jvedant arba Salinant funkcines grupes, be to, bioelektrosintez¢é yra santykinai
pigesné technologija nei jprasta organing sintezé [9].

Konstruojant bioelektrochemines sistemas, yra keletas faktoriy, j kuriuos
butina atsizvelgti, norint vykdyti efektyviag bioelektrosinteze: fermentas turi
buti iSlaitkomas ilgg laikg aktyvus, jo vykdoma reakcija turi buti
kontroliuojama reaktanty masés pernasa; turi buti subalansuoti visi
elektrochemingje celéje vykstantys procesai; paprasta elektrocheminés celés
gamybos technologija su ilgai nenusidévinciais komponentais; turi biti

1Sgaunamas kuo didesnis srovés tankis, pvz., biojutikliy atveju pageidaujamas
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sroves tankis turi biiti pAcm™ eilés, o tuo tarpu sintezei turi biti nuo keliy iki
keliy §imty mAcm™; patogi produkto izoliavimo technologija; didelé produkto
iSeiga be nepageidaujamy priemaisy.

Efektyvig bioelektrosinteze uztikrina ne vien fermento ir visos naudojamos
bioelektrocheminés sistemos kinetinés charakteristikos, bet vieng svarbiausiy
vaidmeny atlieka pacios elektrocheminés celés konstrukcija, kuri turi
uztikrinti: efektyvig reaktanty masés pernasg iki elektrody, vienoda srovés ir
potencialo paskirstymg ant elektrodiniy pavirS§iy ir mazg atstumg tarp
elektrody.

Nepaisant daugybés privalumy, bioelektrosintezé, kaip ir bioelektroanalizé
dar nejgavo reikiamo masto dél keleto sunkiai 1§sprendziamy problemy, tokiy
kaip, fermento stabilumo uZtikrinimas ir procesy aukSto efektyvumo
iSlaikymas. Taipogi, daugelis fermenty yra labai brangiis, jy iSskiriami kiekiai
1§ mikroorganizmy yra mazi, daugelis fermenty priklausomi nuo kofaktoriy,
kuriy papildomai reikia pridéti, be to, fermenty katalizés efektyvumas ir
selektyvumas labai priklauso nuo pH, temperatiiros, tirpiklio, drusky ir kt. Sias
problemas bandoma spresti genetiSkai modifikuojant fermentus, parenkant
elektrodines medziagas ir mediatorius, kuriant bereagentes sistemas,

optimizuojant elektrocheminés celés konstrukcijas [9].

1.4.1 Angliavandeniy nustatymas

Kokybiné ir kiekybiné jvairiy angliavandeniy analiz¢ yra svarbi tiek stebint
cukry kiekj kraujyje, tiek vertinant maisto produkty ar gérimy kokybe,
kontroliuojant fermentacijos procesus ir tiriant mikroorganizmy veiklg [41].
Bene didziausig populiaruma jgijo gliukozés, galaktozés, fruktozés biojutikliai.
Yra sukurta ir apraSyta nemazai elektrocheminiy biojutikliy veikianciy su
gliukozés oksidoreduktazémis [9], o taip pat ir imunologiniy, fluorescencija
matuojanciy, spektrofotometriniy metody [41]. Taciau pastaruoju metu
susidoméjimo susilauké ir mazesniais kiekiais gamtoje sutinkami cukris.

Vienas tokiy yra D-(-)-tagatoze.
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H H D-(-)-tagatoz¢ — tai

6 6

H O OH H O OH . . . .
H H mazais kiekiais  gamtoje

5 OH OH 2 5 H OH 2
on N4 3| CH;OH oH N 3| cHoH randama ketozé, kuri tik

1
H H H H . . . e
. ° . viena —OH grupés pozicija

B-D-tagatozé B-D-fruktoze

1.8 pav. Tagatozés ir fruktozes (pric 4-to anglies  atomo)
molekuliy struktaros. skiriasi nuo D-(+)-fruktozés
(1.8 pav.). Si ketozé yra viena i§ retyjy cukry, kuri pastaraisiais metais tapo
labai patrauklia maisto pramon¢je. Visy pirma, dél jos savybiy ir poveikio
Zmogaus organizmui. Ji pasizymi mazu kaloringumu, antioksidaciniu ir
citoprotektiniu poveikiu, o taip pat yra tinkama vartojimui cukriniu diabetu
sergantiems Zmonéms [42]. Todél tagatozés sintezés technologijos ir
nustatymas maisto gaminiuose bei Zmogaus skysc¢iuose iSlieka aktualiis.
Jau dabar yra pasiiilyta jvairiy tagatozés sintezés budy [43-45], taCiau
tagatozeés nustatymui yra apraSyta vos keletas metodiky [46-48]. Taip pat, iki

Siol néra apraSytas nei vienas tagatozés biojutiklis.

1.4.2 Alkoholiy nustatymas

Kalbant apie alkoholiy nustatymg, daZniausiai pasitaikanti yra etanolio
detekcija. Jo nustatymas svarbus jvairiose srityse: medicinoje, alkoholiniy
gérimy, maisto, popieriaus gaminimo pramongje, vairuotojy, eismo dalyviy,
darbuotojy, mokiniy kontrolei ir kt. [49-51]. Siuo metu yra sukurta jvairiy
metody etanolio nustatymui, kurie remiasi chemine, chromatografine, spektrine
analize. Taciau tik nedaugelis jy yra patikimi, pati analizé¢ daznai komplikuota,
reikalaujanti papildomo méginio gryninimo, brangios aparatiiros ir Zmogaus,
mokancio teisingai atlikti analiz¢. Etanolio elektrocheminiai biojutikliai yra
perspektyviis, kadangi dalinai iSsprendzia Sias problemas. Daugelis jy yra
sukurti nuo NAD" ir FAD priklausomy alkoholio oksidoreduktaziy pagrindu.
Taciau efektyviai ir ilgai veikiancio, daugkartinio naudojimo etanolio
biojutiklio sukiirimas vis dar iSlieka aktualus [49, 51].

Taciau, ne vien etanolio nustatymas yra svarbus. Pavyzdziui, metanolis
yra labai nuodingas Zmogaus organizmui, geras organinis tirpiklis, pastaruoju

metu vis dazniau naudojamas kuro elementuose [52], 1-propanolis — vienas
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svarbiausiy pramoniniy alkoholiy, naudojamy tapyboje ir kosmetikos
priemonese, laitkomas geresniu biologiniu kury nei etanolis [53], 2-propanolis
ir 2-butanolis naudojami kaip energijos iSgavimo Saltiniai [54], 1,2-
propandiolis (arba jo optiniai izomerai) yra vienas daZniausiai naudojamy
pradiniy ir/ar tarpiniy junginiy vaisty, agrochemikaly, feromony sintezés
procesuose [55]. Taigi, tiek jvairiy alkoholiy nustatymas, tiek gryninimo ar
sintezés procediros yra aktualis uZdaviniai, padéty spresti  gilus

bioelektrokataliziniy procesy iStyrimas.

1.4.3 CO nustatymas

Anglies monoksidas — tai daugeliui organizmy nuodingos bekvapés dujos,
kurios gali susidaryti angliniy medziagy degimo metu, bakterijy veiklos déka ir
pan. Dél Siy dujy nuodingumo Zmoniy sveikatai kilo poreikis sekti jy
koncentracijas aplinkoje [56]. Siuo metu sukurta jvairiy prietaisy CO
nustatymui aplinkoje. DidZioji jy dalis yra dujy jutikliai lauko tranzistoriaus
pagrindu, metalo oksido jutikliai, elektrocheminiai jutikliai ir dujy analizé
infraraudonosios spektrometrijos metodu [57-59]. Daugelis jy yra komerciskai
prieinami ir paprastai naudojami kartu su prieSgaisrinémis sistemomis, kurios
montuojamos patalpose. Taciau kai kurie jutikliai geba veikti tik esant labai
auk$toms temperatiroms (vir§ 200 °C), taip pat yra jautrls oro drégmés
pokycCiams ir neveikia vandenyje. Be to, yra svarbu ne vien nustatyti CO
koncentracijg, bet ir greitai ir efektyviai sumazinti jo kiekj. Kaip yra Zinoma,
biokatalizatoriai veikia ne tik esant kambario temperatirai, bet ir vandenyje,
todel jy panaudojimas CO nustatymui ir kiekio sumazinimui yra perspektyvi
sritis. Tam naudojami CO oksiduojantys arba suriSantys fermentai ir
mikroorganizmai, kuriy pagrindu konstruojami biojutikliai, biofiltrai ir
biologiniai kuro elementai. Pazymétina tai, kad biokatalizatoriai yra jautresni
pavojingo Zmogaus gyvybei CO kiekio nustatymui, tod¢l dazniausiai
panaudojami pavojaus signalo jjungimo sistemose [60-61].

Taciau biokatalizatoriy panaudojimas Zenkliai padidina prietaisy kainag,

prietaisai daZnai yra vienkartiniai, bei jy gyvavimo trukmeé yra trumpesné net
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cheminiy jutikliy. Todé¢l yra aktualu sukurti pigia, lengvai atkuriamag bei

patikimg CO nustatymo sistemg naudojancig biokatalizatorius.

1.5 Bioelektrocheminés sistemos su nuo PQQ priklausomomis
dehidrogenazémis

Nuo PQQ (2,7,9-trikarboksi-1H-pirolo(2,3-f)chinolin-4,5-diono arba pirolo
chinolinchinono) priklausomos dehidrogenazés priklauso chinobaltymy ir
chinohemobaltymy Seimai. PQQ struktiira buvo nustatyta 1979 m. [62-63].
PQQ (1.9 pav.) yra vienas i$ kofaktoriy, kurie dalyvauja oksidacijos-redukcijos
reakcijose biologinése sistemose, ir kuris, skirtingai nei NAD(P)',
nekovalentigkai, bet stipriai sujungtas su apofermentu. Sio kofaktoriaus
redokso potencialas yra teigiamesnis (119 mV vs. NHE [64]) nei piridino
nukleotido (-320 mV vs. NHE) ar flavino (-221 mV vs. NHE) [65], kas

bakterijy kvépavimo grandinéje lemia EP kelig ir elektrony akceptorius.

PQ(.)H

1.9 pav. Trys s:tabilios PQQ formos: oksiduota (PQQ), redukuota (PQQH,) bei
semichinoniné (PQQH).

PQQ tyrimai parode, kad jis greitai reaguoja su nukleofiliniais junginiais,
tokiais kaip cianidai, hidrazinai, alkoholiai, aldehidai, ketonai ir pan.,
susidarant griztamiems kovalentiniams kompleksams. Dauguma nukleofily
formuoja kompleksus prisijungiant prie PQQ penkto angies atomo (C5), taciau

galimas prisijungimas ir prie PQQ ketvirto anglies atomo (C4). PQQH,
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reoksidacija fiziologingje aplinkoje yra létas procesas, taigi tai ir yra nuo PQQ
priklausomy fermenty vykdomy katalizés reakcijy greiti limituojanti stadija.
PQQ priklausomy dehidrogenaziy veikimo mechanizmai ir PQQ reoksidacijos
modeliai placiai aprasyti [66-68] darbuose. Be PQQ yra zinoma daugiau
chinoniniy kofermenty: topachinonas, triptofantriptofilchinonas,
lizintirozilchinonas ir cisteintriptofilchinonas [65, 69] bei atrandama vis
daugiau chino- ir chinohemofermenty. Siuo metu jiems priskiriama apie 600
baltymy, i§ kuriy tik 51-iems nustatytos erdvinés struktiiros (elektroninés
duomeny bazés www.ncbi.nlm.nih.gov duomenimis). Taciau ypa¢ didelis
susidom¢jimas chinofermentais ir chinohemofermentais kilo, kai buvo
1SaiSkinti pirmieji jy veikimo principai. Paaiskéjo, kad nuo PQQ priklausomi
fermentai geba atiduoti elektronus jvairiems elektrony akceptoriams, ne tik
fiziologiniams. Be to, buvo parodyta, kad kai kurie chinofermentai ir
chinohemofermentai neatiduoda elektrony deguoniui, tod¢l jy veikimui nedaro
jitakos nuolat kintancios deguonies koncentracijos aplinkoje.

D¢l Siy savybiy jie rado platy pritaikymg analizinése sistemose, jy
pagrindu kuriami jvairis biojutikliai skirti angliavandeniy ar alkoholiy
nustatymui kraujyje, maiste ar jvairiose biologinése terpése [70-71]. Pagal
kompanijos ,,Thomson reuters* (JAV) duomeny bazg ,,Web of knowledge®,
publikuojamy straipsniy paminint chinofermentus ir/ar chinohemofermentus
kasmet yra vir§ 600. Tolesniuose Sio skyriaus poskyriuose bus aptariamos
sukurtos bioelektrocheminés sistemos chinofermenty ir chinohemofermenty
pagrindu, dideli démes; skiriant natyviy fermenty savybéms, naudojamoms
elektrodinéms  medziagoms ir kitoms  bioelektrocheminiy  sistemy

charakteristikoms.

1.5.1 Bioelektrocheminés sistemos su tADH

Siame darbe buvo naudota periplazminé antrojo tipo alkoholio
dehidrogenaze, E.C.1.1.9.1, IIG (tADH) iSskirta 1§ Pseudomonas putida HKS
lasteliy [72-74], auginty terpéje su 1,2-propandioliu. TADH susideda i§ 718
aminoriugsciy. PQQ domeno homologiSkumas kitiems chinobaltymams, ypac

chinohemobaltymams, yra aukstas. TADH yra vieno subvieneto (~73,2 kDa)
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baltymas, kuris turi du domenus:

Citochromo ¢ N-terminalinj PQQ  riSantj
flomends domeng (~62,4 kDa), kuris yra
aStuonmenc¢io  ,,f-propelerio*
formos, ir c-tipo citochromo c¢
terminalinj domeng  (~10,8
kDa). Abu domenai sujungti
kartu per riSantjj; segmentg i§

23-ies aminorugsciy liekany.

PQQ domenas
1.10 pav. TADH erdviné strukttira [71].

Fermentas taip pat turi suriStg
Ca* jona (1.10 pav.). TADH
1zoelektrinis taskas yra 5,0 [72, 74].

Kaip ir daugelio oksidoreduktaziy, tADH katalizé gali buti aprasoma
,.ping-pong“ mechanizmu. TADH aktyviajame centre yra Ca’" jonas, Asp ir
Glu Soniniai radikalai. Manoma, kad katalizés reakcija vyksta hidrida
perneSant nuo substrato ant PQQ C5 anglies atomo. Vélesné PQQH,
reoksidacija vyksta létai, elektronai perneSami nuo chinolo ant hemo c, o
protonai atpalaiduojami ] aplinkag analogiSkai kaip tai vyksta kituose
chinohemobaltymuose [72, 74]. Likes redukuotas hemas c véliau elektronus
atiduoda fiziologiniam elektrony akceptoriui. Fiziologinis elektrony
akceptorius tADH kol kas néra nustatytas, bet manoma, jog tai yra azurinas
[72, 75]. Tyrin¢jant tADH buvo nustatyta, kad Sis fermentas specifiskas
monohidroksiliams cikliniams angliavandeniliams, o monocikliniy cis-dioliy
oksidacijos 1§ viso nekatalizuoja. Monocikliniams trans-dioliams fermento
specifiSkumas yra nedidelis, be to jy oksidacijos greitis priklauso nuo
enantiomerinés formos. Cikliniai dioliai, kuriy hidroksigrupes skiria nors viena
metileno grupé yra geri tADH substratai.

Naudojant 1,2-propandiol; kaip fermento substrata, parodyta, kad tADH
stereospecifiska: S-propandiolj oksiduoja greitai ir K), Siam substratui yra
mazas (0,055 mM), tuo tarpu R-propandiolio oksidacija vyksta, palyginus, 1étai
ir K, yra didelis (3,32 mM).
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TADH yra enantioselektyvi ir geba oksiduoti jvarius pirminius ir antrinius
alkoholius. Sios fermento savybés yra labai patrauklios kuriant ne tik alkoholiy
biojutiklius, bet ir sistemas skirtas sintezei [76]. ApraSyty bioelektrocheminiy
sistemy tADH pagrindu néra daug, nes natyvus fermentas, lyginant su placiai
naudojama AOx, néra stabilus, o tinkamo imobilizavimo metodo, uZtikrinanc¢io
ilgalaikj aktyvumg néra sukurta. Be to, tADH néra lengvai komerciskai
prieinama.

Bioelektrochemingés sistemos su tADH buvo kuriamos ant angliniy ir aukso
elektrodiniy matricy, vykstant TEP arba EP greitinant dirbtiniais mediatoriais.
Buvo parodyta, jog tADH geba atiduoti elektronus tiesiai nuo aktyviojo centro
ant aukso ir jvairiy angliniy pavirSiy: grafito, amorfinés anglies, chemiskai

modifikuotos anglies [14, 77-78] (1.1 lentelé¢).

1.1 lentelé. Trecios kartos bioelektrocheminiy sistemy su tADH ir skirtingomis
elektrodinémis medziagomis kinetiniai parametrai.
— -3
Elektrvo.dtne e, KW, ki 50 , Pastabos
mediaga: | uAd/em’> mM min

Bioelektrokatalizés salygos:
+300 mV, 50 mM acetatinis
buferinis tirpalas, pH 6,0; su 10
mM CaCl, [14].

1,5+ 0,6 + 7,0 +

Grafitas | | 0,1 3,0

Bioelektrokatalizés sglygos:
+400 mV, 50 mM acetatinis

Amorfiné | 22+ 0,8+ 10,0 + buferinis tirpalas , pH 6,0, su 10

anglis 0,1 0,1 4,0 mM CaCl, [14],
Bioelektrokatalizés salygos:
Chemiskai 14+ 0.08 + +400 mV, 50 mM acetatinis
modifikuota | 46 + 2% 0 ’03* O’ 08 buferinis tirpalas , pH 6,0; su 10
anglis ’ ’ mM CaCl, [77, 79].

50 mM acetatinis buferinis

tirpalas , pH 6,0; su 10 mM

Auksas - - - CaCl,, vykdyti ciklinés

voltamperometrijos tyrimai, TEP

vyksta nuo +190 mV [14].
*Rezultatai gauti su geriausiai veikiancia sistema.

Naudotas Ag/AgCl palyginamasis elektrodas.
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Taip pat yra apraSytos bereagentinés mediatorinés bioamperometrinés
sistemos, kuomet fermentas buvo imobilizuotas ant amorfinés anglies
elektrodo, modifikuoto skirtingais rutenio arba osmio metaloorganiniais
kompleksais [80] bei skirtingais feroceno dariniais [14].

Efektyviausios bioamperometrinés sistemos buvo gautos su rutenio
kompleksais, kuomet /%7, sieké iki 30 pAcm™, o su feroceno dariniais /%, iki
12 pAcm?, 0 K% buvo apie 0,7 mM. Taciau Sios sistemos nebuvo stabilios, jy
inaktyvacijos konstantos (k;,) sieké net apie 5-10* min"' [14, 80]. Buvo
kuriamos bioelektrocheminés sistemos ant amorfinés anglies -elektrody,
modifikuoty rutenio metaloorganiniais kompleksais, kuomet tADH veiké
natiiralioje aplinkoje — intaktinése Pseudomonas putida HKS lastelése.
Bakterinés bioelektrocheminés sistemos pasizyméjo didesniu stabilumu
lyginant su iSgryninto fermento bioelektrocheminémis sistemomis, taciau
atsako dydis buvo net keliskart maZzesnis [81].

S¢kmingai EP bioelektrocheminése sistemose su tADH taip pat yra
tinkami jvairtis vandenyje tirpiis mediatoriai, su kuriais buvo atlikti fermento
tyrimai: KF [14], heterocikliniai pentacianoferato (III) kompleksai [75],
fenazinmetosulfatas (FMS) [81].

1.5.2 Bioelektrocheminés sistemos su mADH

Nuo PQQ priklausoma tre¢iojo tipo
alkoholio dehidrogenaze, E.C. 1.1.5.5
(mADH), yra membraninis fermentinis
kompleksas, sudarytas 1§ trijy
subvienety. Siame darbe buvo tirta
mADH isskirta i§ Gluconobacter sp. 33
kamieno. Erdviné struktiira Sio fermento

kol kas néra nustatyta, taiau Zinoma kad

mADH yra sudaryta i§ trijy subvienety,
1.11 pav. MADH strukttros

schema. kuriy molekulinés masés atitinkamai

lygios: 83 kDa; 52,1 kDa ir 16,6 kDa

(1.11 pav.) [82]. Pirmas subvienetas yra panasus ] tADH, jame lokalizuotas
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vienas hemas ¢ ir PQQ molekulé. Antrame subvienete yra trys hemai c. Sio
subvieneto funkcija yra perduoti elektronus elektrony akceptoriui (fiziologinis
mADH elektrony akceptorius yra ubichinonas [65, 82]). TreCias subvienetas
neturi papildomy prostetiniy grupiy arba kofaktoriy ir reikalingas tam, kad
baltymas jgauty fermentinj aktyvuma [65].

Buvo nustatyta, kad mADH yra specifiSkiausia pirminiams neSakotiems
alkoholiams, sudarytiems 1§ trijy ar keturiy anglies atomy, o metanoliui
specifiskumas yra labai mazas. MADH K, etanoliui lygi 0,15 mM. Sio
fermento pH optimumas, naudojant elektrony akceptoriy KF ar 2,6-
dichloroindofenol; (DCFIF), yra 5,2, o naudojant DCFIF ir FMS miSinj,
stebimi du pH optimumai: 5,8 - 6,2, bei 8,7 - 8,9. Fermentas yra aktyviausias
esant 43 °C temperatiirai. Kaip ir kity nuo PQQ priklausomy alkoholio
dehidrogenaziy atveju, Ca>" jonai padidina mADH aktyvuma, o Cu®", Hg" bei
Ag’ jonai veikia slopinanéiai [82].

MADH kataliz¢ gali biti apraSoma ,,ping-pong“ mechanizmu.
Reoksidacija vyksta elektronus perneSant nuo hemo c, esancio I subvienete,
paskiau, ¢ perduodant hemams c, esantiems II subvienete, kurie véliau
atiduoda juos membranoje esan¢iam ubichinonui [83].

MADH yra jdomus d¢l savo struktiiros, kurioje be PQQ molekulés yra
keturi hemai c. Fermentas pasizymi hidrofobiskumu ir gali tiesiogiai
reoksiduotis ant tam tikry elektrodiniy matricy bei efektyviai oksiduoti etanolj
anaerobin¢je aplinkoje. Tokios savybés yra patrauklios ne tik kuriant
biojutiklius, bet ir biologinius kuro elementus, naudojancius etanol;.
Bioelektrocheminés sistemos su mADH, kuriose realizuota TEP, buvo
konstruojamos ant:

0 metaliniy pavir$iy: aukso, sidabro, platinos ir nikelio [20, 84-86],
o geriausi rezultatai pasiekti naudojant auksing elektroding matricg: K,/
etanoliui sieké 1,5 mM, o I%?: 5.4 pAcm™ [20];

0 angliniy pavirSiy: stiklo anglies [20], grafito, amorfinés anglies,

chemiskai modifikuotos anglies [70, 87], efektyviausios bioamperometrinés
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sistemos buvo su chemiSkai modifikuota anglimi ir generavo /2. apie 200

nAcm”, K37 etanoliui sieké apie 1 mM, o k;, buvo 2,7-10” min™ [87];

0 polipirolo polimeru modifikuoto platinos elektrodo: §iy sistemy
K}/ etanoliui buvo 102 mM [84, 88];
0 SAM i8S skirtingy alkilsulfidy modifikuoto aukso elektrodo [84].

Siekiant i§gauti didesnj bioelektrochemingés sistemos generuojamg atsaka,
buvo kuriamos bereagentinés mediatorinés sistemos: osmio redokso polimery
[89] bei amorfinés anglies elektrody, modifikuoty jvairiais feroceno dariniais
[90] pagrindu. Taip pat buvo naudojami tirpiis mediatoriai: KF, sistemy
tyrimuose, kuomet mADH buvo kovalentiSkai imobilizuota ant celiuliozinés
membranos [91]; FMS [92] ir DCFIF [90], sistemy tyrimuose, kuomet mADH
buvo kovalentiskai imobilizuota ant polipirolo polimeru modifikuotos Pt. Sios
antros kartos bioelektrochemings sistemos generavo apie 1,5 — 2 karty didesnj
atsakg ir K, etanoliui buvo Zymiai didesnis nei tre¢ios kartos
bioelektrocheminiy sistemy. Taciau mediatorinés sistemos nepasizymejo
dideliu  stabilumu. Alkoholiy koncentracijos nustatymui panaudota
bioamperometrin¢ sistema su polipirolo polimeru pasizyméjo gebéjimu
oksiduoti ne tik etanolj, bet ir metanolj, 1-propanolj, 1-butanol; ir iso-butanolj
[92].

Efektyviausios ir ilgiausiai veikiancios sistemos su mADH buvo sukurtos
ir pritaikytos etanolio-deguonies [93-94], etanolio [95] biologinio kuro
elementuose.

Lyginant sukurtas sistemas su mADH, buvo pastebéta, jog vienas
didziausiy trilkumy, konstruojant efektyviai ir ilgai veikiancias sistemas, yra
mazas natyvaus fermento aktyvumas. 2011 metais iSleistame straipsnyje
mokslininkés Zulic ir Minteer parod¢, jog natyvaus fermento aktyvuma iki trijy
karty galima padidinti, pridedant j bakterijy auginimo terpe fermento substrato
— etanolio [96]. MADH aktyvumo padid¢jimg mokslininkés paaiSkino tuo, kad
Gluconobacter sp. 33 bakterijos, stengiantis iSgyventi nepalankioje aplinkoje,

didino mADH geny ekspresijg bei iSvyst¢ mADH didesnj specifin] aktyvumg ir
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atsparumag didesnéms etanolio koncentracijoms, déka galimy taSkiniy mutacijy

mADH geny sekoje.

1.5.3 Bioelektrocheminés sistemos su GDH

Siame darbe buvo tirta vandenyje tirpi nuo PQQ priklausoma gliukozés
dehidrogenaze, E.C. 1.1.5.2, i8skirta 1§ Acinetobacter calcoaceticus bakterijy
periplazmos. 1964 m. Hauge su bendradarbiais iSskirta GDH atrodé¢ labai
perspektyvi, kadangi pasiZzymeéjo eile privalumy: fermento atsakui ] substrata
nedaro jtakos kintanc¢ios deguonies koncentracijos, fermento kofaktorius tvirtai
suriStas su apofermentu ir jo nereikia kaskart jvedinéti j analizinj tirpalg, be to,
fermentas pasizymi labai dideliu specifiniu aktyvumu [97]. Dabar yra zinomi
dar keli GDH privalumai: fermentas gali tiesiogiai reoksiduotis ant specifiniy
elektrodiniy pavirsiy, yra pakankamai stabilus ir jam tinkami jvairiis dirbtiniai
mediatoriai. Be to, daugelio mokslininky manymy, GDH yra geriausia
alternatyva GOx gliukozeés biojutikliy kiirime [98]. Todél Siai dienai yra
sukurta daug jvairiy analiziniy sistemy su GDH ir aktyviai tyrin¢jami reakcijos

bei EP mechanizmai.

291 His144
N Asp163
y ND1 'zﬁu’
b 58 ND 27

o
Arg2287SN229 Ser146

1.12 pav. GDH monomero tretiné struktiira. A — fermento monomero juostiné
diagrama. Kiekviena p-propelerio plokité pavaizduota skirtinga spalva. Ca*"
pavaizduotas geltona sfera [68]. B — fermento aktyvusis centras su PQQ ir D-
gliukozés molekulémis. Punktyriné linija vaizduoja molekuliy atomy sgveikas, o
skai¢iumi atZymetas atstumas tarp C1 atomo gliukozéje ir C5 atomo PQQH. Wat55
ir Wat89 — vandens molekulés [99].

GDH yra homodimerinis baltymas [100-101], kurj sudaro du identiski

monomerai (kiekvienas po 50 kDa, 454-iy aminoriig§¢iy polimeras). Vienas
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dimeras jungia dvi PQQ molekules ir $esis Ca®" jonus. Keturi Ca*" jonai
reikalingi monomero dimerizacijai, o kiti du dalyvauja katalizinése procesuose
[100]. Fermento aktyvujj centra sudaro 23 aminoriigitys, vienas Ca>" jonas ir
PQQ molekulé. PQQ molekulé yra giliai baltymo globuléje ir nekovalentiskai
bet labai stipriai riSasi su apofermentu [99]. Fermento izoelektrinis taskas yra
9,5 [100-101]. GDH monomero erdvingje struktiiroje dominuoja B-propelerio
struktiiros. Sesios B-propelerio plokstés sudarytos i§ keturiy priesingos krypties
paraleliniy B-klosCiy ir formuoja SeSias PB-propelerio pseudosimetrijos aSis
[101] (1.12 pav. A). Ketvirtinés struktiiros susidarymas yra biitinas fermento
aktyvumui [68, 98, 101]. Yra nustatyta, jog dimery kontakto aplinkoje yra 19-
os aminortgsciy Soniniai radikalai, 1§ kuriy net 8 nesudaro elektrostatings,
hidrofobinés ar vandenilio sgveikos. Tod¢l yra eilé publikuoty darby, kur
nuodugniai tyrin¢jama bei stengiamasi sustiprinti sgveikg tarp GDH
monomery, kas leisty padidinti fermento stabiluma [98, 102-106].

GDH pasizymi substratiniu specifiSkumu aldozéms: katalizuoja heksoziy,
pentoziy, monosacharidy ir disacharidy oksidacija iki laktony. Sis fermentas
labai efektyviai vykdo katalizés reakcijas, jo katalizin¢ konstanta (k.,) D-
gliukozei yra 1550 s', 0Ky —3,0mM [100]. Biokataliz¢ vyksta efektyviausiai
TRIS/HCI buferiniame tirpale su elektrony akceptoriumi Viursterio mélynuoju,
esant pH 9,0, ir fosfatiniame buferiniame tirpale su elektrony akceptoriumi
DCFIF, esant pH 6,0. Tacdiau, fermento aktyvumg matuojant
spektrofotometriSkai su KF ir kei€iant buferinio tirpalo prigimtj bei pH,
nebuvo gauta atsako i gliukoze, tod¢él KF yra netinkamas GDH elektrony
akceptorius [100]. Fiziologinis GDH elektrony akceptorius kol kas néra
nustatytas [99].

GDH vykdoma katalize galima apraSyti ,,ping-pong“ mechanizmu.
Nustatyta, jog esant dideléms substrato koncentracijoms, fermentas pasizymi
neigiamu kooperatyvumu [100-101, 107-108], kuris gali biiti paaiSkintas
skirtinga substrato molekulés prisijungimo prie vieno subvieneto fermento
aktyviojo centro ir katalizés kinetika, priklausomai nuo to, ar yra redukuotas

kitas GDH subvienetas [107]. Be to, Olsthoorn ir bendradarbiai nustate, kad
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GDH, nepaisant jos plataus substratinio specifiSkumo, reaguoja tik su tam
tikrais substraty enantiomerais ir anomerais. Fermentas katalizuoja tik B-D-
gliukozés oksidacijag, o su a-D-gliukozés anomeru nesudaro net fermento-
substrato komplekso. GDH specifiskai oksiduoja B-D-galaktozg, B-D-ksilozg,
a-L-arabinozg ir visas kitas aldozes, kurios turi tokig pacig anomering C-atomo
konfigiiracija, kaip B-D-gliukozés, bei fermento aktyvumas siekia 37% su a- ir
63% su B-D-piranoze [109].

Tiriant GDH veikimg amperometrinése sistemose, buvo naudojami jvairiis
tirpiis mediatoriai: N,N,N",N"-tetrametil-p-fenilendiaminas [97], DCFIF, FMS
[110], 1-metoksifenazinmetosulfatas [111], jvairlis rutenio (II/III) organiniai
kompleksai [112]; feroceno dariniai: feroceno monokarboksirtigstis [97],
feroceno karboksirtigstis, ferocenmetanolis [113-115]; p-aminofenolis [114].
Durand ir bendradarbiai nustaté, jog GDH sistemose su tirpiais feroceno
dariniais pasizymi kooperatyvumu, t.y. bioelektrokatalizé vyksta Zymiai
aktyviau, kai abu GDH subvienetai sgveikauja su gliukozés molekulémis.
Taciau GDH taip pat budinga ir inhibicija substratu. Kai gliukozeés
koncentracija virSija 100 mM, bioelektrokatalizés efektyvumas pradeda
zenkliai mazéti [116]. Kulys ir Bratkovskaja parode, jog bioelektrocheminése
sistemose su GDH, naudojant kelis skirtingus mediatorius, stebimas mediatoriy
sinergetinis efektas. Neefektyvig GDH reoksidacijg ant grafito elektrodo su KF
zymiai pagreitino fenoksazino, fenazino, fenotiazino ir feroceno dariniai
[108].

Vienos pirmyjy bereagentiniy sistemy su GDH ir mediatoriais buvo
kuriamos ant angliniy elektrody. Fermentas buvo imobilizuojamas fizikine
adsorbcija ir imobilizacija su glutaro aldehidu ir jaucio serumo albuminu
(BSA) ant grafito strypo modifikuoto su 1,1 -dimetilferocenu. K7’ gliukozei
svyravo nuo 1,5 iki 8,0 mM, o efektyviausios bioelektrokatalizés metu buvo
generuojamas apie 54 pAcm? atsakas [97]. Stiklo anglies elektrodas buvo
modifikuojamas laidziu epoksipolimeru ir osmio organiniu kompleksu, ant
kurio véliau imobilizuota GDH bioelektrokatalizés metu generavo 1,8 mAcm™

1 70 mM gliukozés. Taciau §i sistema puse¢ savo aktyvumo prarado per 8
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valandas [117]. Neseniai pasirodes Wettstein straipsnis, kuriame apraSomas
imobilizuotos GDH veikimas ant aukso elektrody, modifikuoty su DNR ir
citochromu c. Sios bioamperometrinés sistemos K3 gliukozei buvo 0,18 pM,
o maksimalus  srovés  tankis 20 nAcm?, naudotas  2-(N-
morfolino)etansulfoninés rtgsties buferinis tirpalas [118].

Bereagentes bioelektrochemineés sistemos su GDH, kuriose realizuota TEP,
buvo konstruojamos taip pat ant angliniy elektrody. Siekiant iSgauti efektyvig
TEP, buvo genetiSkai modifikuojamas fermentas [119] arba modifikuojama
elektrodiné medziaga. TEP buvo gauta ant elektrody, sukonstruoty is
chemiskai modifikuotos anglies [120], kriogeliu impregnuotos anglies [121]
anglies nanovamzdeliy (ANV) ir papildomai modifikuoty su jvairias
polianilino polimerais (PANI) ANV-iy [122-123]. Kone efektyviausia TEP
vyko sistemose, kuriose naudoti anglies elektrodai impregnuoti kriogeliu [121]
(sistemos maksimalus srovés tankis: 1 mAcm™) ir daugiasieniai anglies
nanovamzdeliai (DSANYV), modifikuoti PANI [123] (sistemos maksimalus
srovés tankis: 0,5 mAcm'z), taCiau stabiliausiai sistemos veiké su chemiskai
modifikuota anglimi, kurios generavo atsaka | gliukoze apie ménesj [120]. Taip
pat buvo pastebeta, jog TEP nevyksta nuo GDH aktyviojo centro ant metaliniy
pavirSiy. Taciau kai nuo fermento atpléSiamas PQQ kofermentas ir
imobilizuojamas ant aukso nanodaleliy ir véliau leidziama GDH apofermentui
susijungti su imobilizuotu kofermentu, vykstant bioelektrokatalizei, stebima
efektyvi EP nuo PQQ ant aukso [124].

Literatiiroje taip pat apraSyti keli gliukozés-deguonies biologiniai kuro
elementai su GDH [123, 125]. Abiems atvejais anodas ir katodas buvo
konstruojami, panaudojant DSANV. Ant katodo buvo stebima TEP nuo
bilirubino oksidazés (BOx) ant elektrodo. Efektyviausias biologinis kuro
elementas gautas kuomet GDH buvo kovalentiskai imobilizuota ant DSANV
modifikuoty su PANI polimerais [123].

Prie§ tai aptartos bioelektrocheminés sistemos buvo naudojamos
tiesioginiam gliukozés koncentracijos nustatymui. Tac¢iau GDH sistemos gali

biti panaudotos ir dirbtiniy mediatoriy koncentracijos nustatymui: tokiy kaip
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fenoliai ir katecholaminai [126-127], amperometriniuose DNR jutikliuose:
GDH panaudojama kaip DNR hibridizacijos Zyme, vietoj tipinés GOx [111];
imunosensoriuose, kaip avidino-biotino sgveikos zymé [128]; ATF jutikliuose
panaudojama GDH ir heksokinazés sistema, i§ kurios atsako i gliukoze
maz¢jimo buvo sprendziama apie ATF koncentracijos pokycius [113, 129].

Kaip galima matyti i§ aptarty atvejy, bioelektrocheminés sistemos su GDH
gali biiti pritaikomos labai jvairiose srityse, todé¢l elektrodiniy medziagy,
imobilizavimo budy ir kity veiksniy jtaka GDH veikimui turi biiti nuodugniai
iStirta.

1.5.4 Bioelektrocheminés sistemos su FDH

Fruktozés dehidrogenaze (FDH), E. C.
1l

1.1.99.11, kartu su kitais su membrana suriStais

fermentais 1966 m. iSskyré Yamada ir jo
bendradarbiai 18 Gluconobacter cerinus. Ameyama
ir bendradarbiams 1981 m. pavyko iSgryninti ir
apraSyti §j fermentg i§ kito Gluconobacter industrius

kamieno. Sie mokslininkai nustaté, jog fermentas

113 pav. FDH o . . ) e
struktiiros schema. yra labai jautrus D-fruktozei, kurig oksiduoja iki 5-

keto-D-fruktozés, ir visiSkai nereaguoja su D-
gliukoze, D-manoze, D-fruktozés-6-fosfatu, D-fruktozés-1,6-difosfatu, 5-keto-
D-fruktoze, D-gliukozés-6-fosfatu, D-gliukozés-1-fosfatu, D-gliukonatu, 2-
keto-D-gliukonatu ir su 5-keto-D-gliukonatu. Be to, jo veikimui nedar¢ jtakos
vandenyje iStirpes deguonis, kaip ir kity PQQ priklausomy fermenty [130].
Todel FDH, kaip atpazinimo elementas tapo labai patraukti fruktozés
biojutikliy kiirimui [130-132].

Nors $§is fermentas Zinomas seniai, taciau jo struktira ir veikimo
mechanizmas néra detaliai iStirti. Yra Zinoma, jog tai yra membraninis
chinohemobaltymas, sudarytas 1§ trijy subvienety: PQQ riSancio katalizinio
subvieneto (67 kDa), citochromo ¢ tipo subvieneto (51 kDa) ir 20 kDa peptido,
kuris, manoma, reikalingas fermento ketvirtinei struktiirai susidaryti ir sgveikai

su membrana [130, 132-133] (1.13 pav.). FDH natiiralus elektrony akceptorius,
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manoma, yra citochromas c ir/arba ubichinonas [133]. Tafiau FDH yra
tinkami ir nefiziologiniai elektrony akceptoriai [130, 132]. Fermento veikimo
optimumas yra esant pH 4,0 — 4,5 bei 25 °C temperatiirai (FDH aktyvumas
smarkiai mazéja, jj laikant aukstesnéj nei 35 °C temperatiroje). Jo izoelektrinis
taskas yra 5,0, o Kj, fruktozei — 10 mM [130]. Fermento katalizuojama
reakcija, kaip ir daugumos kity oksidoreduktaziy, galima aprasyti ,,ping-pong*
mechanizmu [132].

Ivertinant visas iSvardintas FDH savybes ir labai didelj specifiSkuma
fruktozei, galima teigti, jog perspektyviausia jos pritaikymo sritis biity
bioelektrocheminés analizinés sistemos. Siuo metu jau yra sukurta nemaZzai
analiziniy sistemy su FDH. Jos buvo kuriamos TEP pagrindu arba EP
greitinant jvairiomis mediatorinémis medziagomis.

TEP tarp FDH aktyviojo centro ir elektrodo yra realizuota ant platinos ir
aukso [134]. Siekiant iSgauti optimaly fermento kiekio imobilizavimg ir
orientacijg ant elektrodo, elektrody pavirSiai i§ aukso buvo modifikuojami
SAM-iais 1§ alkantioliy [133], o sidabro elektrody pavir§iai — sidabro
nanodalelémis [135]. Taip pat TEP tarp FDH vyko ant angliniy pavirSiy:
anglies pastos [136], stiklo anglies [134], porinés anglies [137], Ketjen black
suodziy [138], DSANV [139] bei polipirolu modifikuoto platinos elektrodo
[140].

Efektyviausia TEP buvo gauta ant Ketjen black suodziy, kuomet
maksimaliausias srovés tankis buvo pasiektas iki 10 mAcm™ [138]. Taip pat
buvo nustatyta, jog optimaliausios TEP salygos, panaSiai kaip ir natyvaus
fermento yra: Mcllvain buferinis tirpalas, pH 4.,5; darbinis elektrodo
potencialas +450 mV (vs. Ag/AgCl), jei naudojamos anglinés medziagos [136-
137, 139], ir nuo -100 iki +40 mV, 25 °C, jei naudojami metaliniai pavir$iai
[134-135].

Bereagentés sistemos su FDH buvo formuojamos, imobilizuojant ant
elektrody pavirSiaus p-benzochinong ir feroceng [141-142], ubichinong 6
[143], tetratiafulvalenu ir tetracianochinodimetanu modifikuota polipirolg

[144], bei panaudojant komercinius spausdinto montazo ferocianido ir anglies
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elektrodus [131] ar Meldola mélynajj [145]. Visos mediatorinés bereagentés
sistemos, lyginant su sistemomis TEP pagrindu, pasizyméjo didesniu stabilumu
ir generuojamu maksimaliu srovés tankiu. Ilgiausiai  veikiancios
bioelektrocheminés sistemos buvo gautos su p-benzochinonu, kuomet sistema
generavo 15 pAcm™ maksimaly srovés tankj ir atsakas buvo registruojamas
ilgiau nei septynias savaites [141]. Efektyviausios sistemos buvo sukurtos ant
aukso elektrody modifikuoty su SAM 1§ alkiltioliy ir fosfolipidy bei
panaudojant ubichinong 6, kaip mediatoriy [143]. Sistemos jautrumas 1 mM
fruktozei sieké net 20 pAcm™. Tagiau sistemos prarasdavo aktyvuma dél PQQ
pasialinimo i§ FDH aktyviojo centro. Sia problema mokslininkai i§sprendé
atstatydami bioelektrocheminés sistemos aktyvumg inkubuojant fermenta su
PQQ.

Bioelektrocheminés sistemos su FDH tirtos ir su vandenyje tirpiais
mediatoriais: FMS ir KF [141, 146-148].

Visos minétos bioelektrocheminés sistemos buvo taikomos fruktozes
koncentracijos nustatymui. Daugelis autoriy pazyméjo, jog sistemos néra
jautrios gliukozei, galaktozei, cukrozei, laktozei, maltozei, ksilozei ir
arabinozei. Taciau, esant anglies pastos ar platinos darbinio elektrodo
potencialui +450 mV vs. Ag/AgCl potencialui, gautas atsakas | aspartatg [141,
148] bei foniné¢ gliukozés oksidacijos srove, esant +500 mV vs. Ag/AgCl
potencialui, ant Au ir Pt elektrody [134]. Nespecifinius atsakus ] substratus
dalinai i§sprend¢ neigiamai jkrautuos pusiaupralaidzios membranos uzdé¢jimas
ant elektrodo pavirSiaus, o taip pat SAM sluoksnis, dé¢l kurio atsitiktiniai
metabolitai negaléjo patekti ant aukso pavirSiaus. Kai kurios mediatorinés
bioelektrocheminés sistemos su FDH buvo naudojamos bifermentinése
sistemose laktuliozés (su B-galaktozidaze) [149] ir gliukozés (su GOx) [150]
nustatymui.

Be analiziniy sistemy buvo sukurtas ir fruktozés-deguonies biologinis kuro
elementas, kur bioanodas buvo formuojamas ant modifikuotu celiulioze ir
joniniais skys¢iais DSANV su imobilizuota FDH, o biokatodas — su

imobilizuota BOx [151].
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Nezidrint to, kad Siuo metu jau yra sukurta gan jvairiy efektyviai
veikian€iy analiziniy sistemy naudojan¢iy FDH, taCiau $is fermentas dar
niekada nebuvo taikomas retojo cukraus tagatozés atpazinimui. [vertinant tai,
kad tagatozés nustatymui yra naudojami sudétingi metodai tokie, kaip
spektrofotometriniai  [46] ir  skys€ly chromatografijos [47-48],
bioelektokataliziné¢ tagatozés nustatymo sistema naudojanti FDH, yra labai

perspektyvi.

1.6 Izvalgos ir aktualijos

Bioelektrocheminiy sistemy konstrukcijy, matavimo metody bei
pritaikymo galimybés yra labai pladios. Siame darbe tirtos oksidoreduktazés
dél savo unikaliy savybiy sékmingai gali biiti taikomos, kuriant tiek analizines
ar sintezés sistemas, tiek biologinius kuro elementus. Efektyviausios ir
ilgiausiai veikiancios bioelektrokatalizinés sistemos buvo gautos ant angliniy
pavirSiy ir poretg struktiirg turinCiy laidziy polimery. Taciau kol kas iSlieka
nevisai aiSkiis fermenty veikimo mechanizmai ir heterogeninés EP keliai
jvairiose  bioelektrocheminése sistemose. Taip pat, nepaisant aukSto
generuojamo atsako ] substratus, sistemy veikimas néra optimizuotas tiek, kad
fermentas iSlikty gyvybingas iStisus metus ar net ilgiau. Todél fermenty
imobilizavimo metodikos, optimalaus elektrodinio pavirSiaus, mediatoriaus

parinkimas bei pritaikymo galimybeés lieka atviri klausimai.
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2 MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Medziagos

Fermentai:

Membranin¢ ADH iSskirta 1§ Gluconobacter sp. 33, E. C. 1.1.5.5, Vilniaus
universiteto Biochemijos instituto (VU Bchl) Molekulinés mikrobiologijos ir
biotechnologijos skyriuje (Lietuva), pagal literatiiroje aprasyta metodikg [82].
Naudotas fermento 5 mM Tris buferinis tirpalas (pH 7,5), turintis 1 mM CaCl,,
0,02 % Tritono-X-100 ir 0,5 % sacharozés, aktyvumas 200 U/ml.

Tirpi ADH i$skirta 1§ Pseudomonas putida HKS lasteliy, E. C. 1.1.9.1, VU
Bchl Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriuje (Lietuva), pagal
literatiiroje apraSytag metodika [74]. Naudotas fermento 5 mM Tris buferinis
tirpalas (pH 8,5), turintis 5 mM CaCl,, aktyvumas 130 U/ml.

GDH i8skirta 1§ Acinetobacter calcoaceticus, E. C. 1.1.5.2, VU Bchl
Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriuje (Lietuva), pagal
literattiroje aprasyta metodikg [100]. Naudotas fermento 5 mM Tris buferinis
tirpalas (pH 8,0), turintis I mM CaCl,, aktyvumas 1800 U/ml.

GDH mutantai su pakeistu substratiniu specifiSkumu: Mut33, Mut35 ir
Mut42 sukonstruoti projektui ,,Bioelekrokatalizé sintezéje ir analizéje (Reg.
Nr. N-08007) Bchl Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriuje
(Lietuva). Jy paieska ir gryninimas aprasyti 2008 m. projekto ataskaitoje.
Naudoti fermenty tirpalai 5 mM Tris buferiniame tirpale (pH 8,0), turin¢iame 1
mM CacCl,.

FDH, iSskirta 1§ Gluconobacter industrius, E. C. 1.1.99.11 (,,Sigma-
Aldrich®, Vokietija). Naudotas fermento Mcllvaino buferinis tirpalas (pH 4,6),
aktyvumas 800 U/ml.

AOx iSskirta 1§ Pichia pastoris, E.C. 1.1.3.13 (,,The Merck Group®,
Vokietija). Naudotas liofilizuotas fermentas.

TAI i8skirta 1§ Geobacilus lituanicus 5 VU Bchl Molekulinés
mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriuje (Lietuva). Fermentas iSgrynintas

giminingumo chromatografijos biidu, jo aktyvumas nustatytas cisteino-
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karbazolo kolorimetriniu metodu, pagal D-(-)-tagatozés susidarymo i§ D-(+)-
galaktozes greit] [152]. Naudotas fermento 50 mM K,HPO, buferinis tirpalas
(pH 7,5), turintis 1 mM MgCl,, aktyvumas 28 U/ml.

Elektrodinés medziagos:

Amorfiné anglis ,,Raven M* (Cst) 1§ ,,Columbian Chemicals Co* (JAV).
Grafitas 1§ ,,Rings-dorff Werke GmbH* (Vokietija).

Chemiskai modifikuota amorfiné anglis (ChMA) susintetinta ir iStirta VU
Chemijos fakulteto Bendrosios ir neorganinés chemijos katedroje (Lietuva)
pagal literatiiroje apraSytg metodikg [87].

Grafito oksidas (GO) buvo susintetintas pagal [153] aprasyta metodika, o
grafito oksidacijos produktai: OG-1P, OG-1S, OG-2P bei OG-2S susintetinti ir
iStirti pagal [154] apraSyta metodika VU Chemijos fakulteto Bendrosios ir
neorganinés chemijos katedroje (Lietuva). OG-1S ir OG-2S buvo sintetinti i§

papildomai sonifikacijos biidu smulkinto grafito.

2.1 lentelé. Angliniy medziagy funkcinés grupés [87, 154].

2%
S $58¢
e Funkciniy grupiy kiekis, mmol/g S ~§ i S
S FSES
’% 1 1 .g |70]
= S 2 = = N g
o 5 € S S S S S
S s .S < = S S S =
= S % S S < S N 1 2
Cst 0,1 -k - -k 0,1 0,592 =¥ =¥
ChMA 0,86 -k 0,000 0,000 0,86 0,74 0,693 0,133
GO -* 3,433 0,278 1,511 -k 0,000 - -k
OG-1P -* 0,000 0,000 0,000 - 0,108 =¥ -
0G-1S -k 0,000 0,000 0,000 - 0,157 =¥ =¥
0G-2P -k 0,000 0,000 0,000 - 0,138 =¥ =¥
% % * *

O0G-2S - 0,000 0,000 0,000 0,167 - -

* nebuvo nustatyta
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2.1 pav. PoliNDDEAEA
strukturiné formulé.

Poli - N - (N, N*- dietil ditiokarbamoil etil
amidoetil) - anilinas (poliNDDEAEA) (2.1 pav.)
gautas cheminés polimerizacijos budu kaip
aprasyta 2.2.5 sk. i§ N - (N, N°- dietil
ditiokarbamoil etil amidoetil) —  anilino
(NDDEAEA), kuris buvo susintetintas ir iStirtas
Kranfildo biotechnologijos centre (Kranfildo
universitetas,  Jungtiné  Karalystés)  pagal

literatiiroje apraSytg metodikg [155].

Elektrony akceptoriai ir mediatorinés medziagos:

Vandenyje tirpiis mediatoriai: KF, FMS 1§ ,,Sigma Aldrich® (Vokietija) ir
DCEFTIF 1§ ,,Fluka Chemie GmbH* (Vokietija).

Nauji chinoniniai mediatoriai susintetinti VU Bchl Bioorganiniy junginiy

chemijos skyriuje (Lietuva). Chinoniniy mediatoriy struktiirinés formulés,

IUPAC pavadinimai ir pavadinimy santrumpos, naudotos Siame darbe, apraSyti

2.2 lenteléje.

2.2 lentelé. Chinoniniy mediatoriy strukttrinés formulés.

Struktiiriné  Pavadini-  Sant- Struktiiriné Pavadi-  Sant-
formulé mas rumpa formulé nimas  rumpa
? H ? H 2-(4-
N 2-2- . N@\ fluoro(fe-
fluoro(fenil) 1F F Dami 2F
F amino)-R* mibami-
o O no)-R*
o 0 (4.
: 22 1M - 2-(4- M
. @\ metoksi
metoksi(fe- OCH3 .
nil)amino)- (fenil)
o HsCO R* o amino)-
R*
O o
H 2-(3- MN o & BBen
Q nitro(fenil) Q 2,5-
S NO, amino)-R* Y\SQ“ 5 bls[rpetll
O cH ©/ (fenil)
3 .
N 2- amino]-
( )[metil(fenil) Ben R*
) amino]-R*

*R — cikloheksa-2,5-dien-1,4-dionas
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Joniniai skysciai:

Darbe tirti joniniai skysCiai (JS-iai) buvo susintetinti VU Bchl
Bioelektrochemijos ir biospektroskopijos skyriuje (Lietuva). JS-iy struktiirinés
formulés, [UPAC pavadinimai ir jy Zyméjimai, naudoti Siame darbe, apraSyti
2.3 lenteléje. Visi darbe naudoti JS-iai yra skysti esant kambario temperatiirai.

2.3 lentelé. Joniniy skysciy strukttrinés formulés

Struktiiriné formulé Pavadinimas Zyméjimas
HO J/OH
/\/'{l Tetrakis-(2-hidroksietil) amonio
HO ) JS;
trifluorometansulfonatas
CF;80,  OH
MT:aN CHa
HeCTH 1-iso-butil-3-metilimidazolo JS
_N CHj dicianamidas 2
NC™ “CN
o a
HN—/ 4<_\ 1-iso-pentil-3-metilimidazolo JS
Hs;C dicianamidas 3
NC™ “CN

Kitos medziagos:

Alkoholiai: 1,2—propandiolis (,,J. T. Baker®, Nyderlandai), etanolis
(,,Riedel — de Haen®, Vokietija), 1,3-propandiolis (,,Merck®, Vokietija),
metanolis, 2-propanolis, alilo alkoholis ir 3-metil-1-butanolis (,,Reachim-
Pharm Ltd“, Rusija), 2-butanolis (,,Reanal”, Vengrija), 2-dekanolis (,,Fluka
Chemie GmbH*, Vokietija), 1,3-diamino-2-propanolis, PVA (,,Fluka Chemie
GmbH*, JAV).

Angliavandeniai: D-(+)-gliukoz¢, D-(+)-galaktozé, D-(-)-tagatozé, D-(-)-
fruktoze (,,Merc*, Vokietija)

Kiti reagentai: natrio acetatas, CaCl, (,Lachema“, Cekijos Respublika),
acto rugstis, NaOH (,,J. T. Baker*, Nyderlandai); Tris (,,Carl Roth GmbH +
Co“, Vokietija), imidazolas (,,Fluka AG®, gveicarija), KCl (,,Riedel — de
Haen®, Vokietija), polivinildichloridas (,,Fluka Chemie GmbH®, Vokietija),
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BSA, KCl, K4[Fe(CN)g], HCI, acetonitrilas, N,, (NH4);S,05 (,,Sigma Aldrich®,
Vokietija), Na,HPO,, 0,1 M citrinos riigstis, chloroformas, glutaro aldehidas,
natrio azidas, skruzdziy rugstis (85%), koncentruota sieros rigstis (95%)
(,, AppliChem®, Vokietija), Svitrinis popierius, lavsano (polietileno tereftalato)
plévelé (storis 12 uM, pory diametras 0,4 uM) (,,Joint Institute of Nuclear
Research®, Rusija); zérutis (,,SPI Supplies Inc*, JAV); 1,5 ml ir 1 cm storio
,semi-micro PMMA® kiuvetés (,,Brand GmbH+Co KG*, Vokietija), dializés
maiSelis (i$ celiuliozées, MWCO 12000, plotis 25 mm) (,,Sigma-Aldrich®,
Vokietija).

2.2 Tirpalai

Buferiniai tirpalai:

Buferiniai tirpalai ruoSti naudojant dejonizuota vandenj. Tirpaly pH
nustatymui naudotas pH-metras ,,pH/nV Meter Ultra Basis* firmos ,,Denver
instrument* (JAV). RuoSiant buferinius tirpalus, norimas pH gautas, pridedant
reikiama tur] koncentruoty NaOH arba HCl tirpaly.

0,05 M acetatinis buferinis tirpalas, turintis 0,01 M CaCl, ir 0,01 M KCI,
pH 4,0 — 6,2; 0,05 M imidazolo buferinis tirpalas, turintis 0,01 M CaCl, ir 0,01
M KCI, pH 6,2 — 7,0; 0,05 M Tris buferinis tirpalas, turintis 0,01 M CaCl, ir
0,01 M KCI, pH 7,0 — 11,0; 0,05 M fosfatinis (KH,PO,) buferinis tirpalas,
turintis 0,01 M KCl ir 0,001 M MgCl,, pH 7,0; 0,01 M fosfatinis (Na,HPO,)
buferinis tirpalas, turintis 0,1 M KCI, pH 8,0 ir 7,5; Mcllvaino buferinis
tirpalas ruoSiamas ir norimas pH pasiekiamas, kaip aprasyta literatiiroje [156],
skirtingomis proporcijoms sumaisSant 0,2 M Na,HPO, ir 0,1 M citrinos riigSties
vandeninius tirpalus, pH 2,2 — 8,0.

Fermenty substraty tirpalai:

Naudoti 10 ir 100 mM etanolio, 1,2-propandiolio, gliukozés, fruktozeés,
tagatozés ir galaktozés tirpalai buferiniame tirpale arba dejonizuotame
vandenyje, 100 mM metanolio, 2-propanolio, 2-butanolio, 3-metil-1-butanolio,
2-dekanolio, alilo alkoholio, 1,3-diamino-2-propanolio ir 1,3-propandiolio

tirpalai buferiniuose tirpaluose.
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Vandenyje tirpiy mediatoriy ir elektrony akceptoriy tirpalai:
Naudoti 100 mM KF buferiniuose tirpaluose; 5 mM DCFIF tirpalas
dejonizuotame vandenyje ir buferiniuose tirpaluose, 10 mM FMS tirpalas
buferiniuose tirpaluose.
Chinoniniy mediatoriy tirpalai:
Naudoti 10 mg/ml MN, Ben, BBen, 1M, 1F, 2M, 2F ir p-benzochinono
tirpalai chloroforme.
Kiti tirpalai:
Naudotas 3 M KCI vandeninis tirpalas, 0,5 M H,SO, vandeninis tirpalas,
0,1 M NDDEAEA tirpalas acetonitrile, 0,0915 M (NH;4);S,03 vandeninis
tirpalas, 1 M HCI vandeninis tirpalas. JS;, JS,, JS; tirpalai: 25%, 37,5%, 50%,

62,5% ir 75% (mases dalimis) vandeniniai tirpalai.

23 Aparatiira

Elektrocheminés sistemos ,,PARSTAT 2273 ir ,,PARSTAT 2263* firmos
,Princeton applied research“ (JAV), potenciostatas, sujungtas su
termostatuojama pratekama dviejy darbiniy elektrody elektrochemine cele,
valdomas kompiuteriu su adaptuota programine jranga (2.2 pav.), sukurtas VU
Bchl Bioanalizés skyriuje (Lietuva).

Spektrofotometras ,,UV 300, UV-Visible spectometr firmos ,,Termo
Spectronic®® (JAV); atominés jégos mikroskopas (AJM) ,Agilent 5500
AIJM/STM* 1§ ,,Agilent Technologies Inc* (JAV), analizatorius ,,Eksan A* i§
UAB ,,Analita* (Lietuva); svarstyklés: ,KERN EW 220-3NM* firmos ,,KERN
& Sohn“ (Vokietija); mikropipetés: ,,Transferpette” (,,BrandTechScientific,
JAV) ir ,,Eppendorf* (Vokietija), termostatas-maiSyklé¢ ,,RCT basic ETS-D5*
(,,JKA-Werke*“ GmbH & Co. KG, Vokietija).
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2.2 pav. Pratekamos dviejy darbiniy elektrody elektrochemings celés principiné
schema. Celés tiiris 1,65 ml. 1 — pirmas darbinis elektrodas, 2 — antras darbinis
elektrodas, 3 — palyginimo Ag/AgCl 3M KCI elektrodas, 4 — pagalbinis platinos
elektrodas, 5 — 1-o darbinio elektrodo registruojamas signalas, 6 — 2-o darbinio
elektrodo registruojamas signalas. Elektrocheminéje celé¢je palaikomas vienodas
darbiniy elektrody potencialas. Per elektrochemine cele tirpalo srautas teka tik
praplaunant cele.

2.4 Metodai

2.4.1 Elektrodai ir ju paruoSimas
Elektrocheminiams tyrimams atlikti buvo naudoti: pagalbinis — platinos
elektrodas ir palyginimo — Ag/AgCl elektrodas i$ ,,Princeton applied research*
(JAV), bei darbiniai elektrodai: anglies pastos, grafito, IDEA ir aukso
mikroelektrodai (AuME-ai).
Anglies pastos elektrodai:
Darbe naudoti strypiniai ir plokstiniai anglies pastos elektrodai (APE-
al), pagaminti VU Biochemijos institute. Strypinio ir plokStinio elektrody
schemos pavaizduotos 2.3 paveiksle. Strypiniy APE-y pagrindas gaminamas 18

metalinio strypo, ji iklijuojant j iStekintg cilindro formos nelaidy polimera,
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A B paliekant 2,4 mm skersmens ir apie 1,5

) St mm gylio Sulinélj darbiniam elektrodo

9. pavir§iui  suformuoti (2.3 pav. A).
/ Plokstiniy APE-y pagrindas gaminamas i$
metalinés plokstelés, ja iklijuojant |

nelaidaus polimero izoliuojantj sluoksnj

bei paliekant 2 mm skersmens ir apie 1

mm gylio Sulinélj darbiniam elektrodo
4 & %43 pavirSiui suformuoti (2.3 pav. B). Anglies
pasta ruosiama Cst sumaiSius su riSancia ir
2.3 pav. Strypinio (A) ir . L. ..
plokstinio (B) APE-y schemos. B plastifikuojancia medziaga
— 18 kairés — vaizdas 1§ virSaus; 18
deSinés — 1§ Sono. 1 — anglies
pastos sluoksnis, 2 — metalinis montazo biidu anglies pasta dengiamas
strypas A atveju ir plokstele B
atveju, 3 — polimeriné izoliaciné
danga, 4 — elektrodo kontakto su  darbinio APE-o pavirsius (2.3 pav. 1).
potenciostatu vieta.

polivinildichloridu.  Véliau  spausdinto

elektrodo pagrindas ir taip suformuojamas

Grafito elektrodai:

Grafito elektrodams (GE-ams) formuoti buvo naudotas grafito strypas
RWO001, @ 3,05 mm, i§ ,,Rings-dorff Werke GmbH* (Vokietija). Ant grafito
strypo buvo uzmaunamas izoliacinés gumos cilindras. Taip paruosty GE-y
pavirSius buvo poliruojamas stambesniu Svitriniu popieriumi, o po to smulkiu,
kol jgydavo veidrodinj blizges;.

Erdviniai IDEA elektrodai:

Erdviniai IDEA  elektrodai (3D-IDEA) pagaminti Barselonos
mikroelektronikos institute (IMB-CNM, CSIC) (Ispanija) kaip apraSyta [157-
158].

3D-IDEA elektrodo schema pavaizduota 2.4 pav. A. Elektrodo kiekvienos
1§ dviejy srove surenkanciy ploksciy ,,pirstai® yra perskirti izoliaciniu barjeru.
Atliekant impedimetrinius matavimus, didesné tekancios srovés dalis teka ne

per elektroda supantj tirpala, bet labai arti barjero pavirsiaus (2.4 pav. B, 7). Sis
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technologinis sprendimas padéjo Zzenkliai padidinti registruojamo atsako

jautruma, atliekant biomolekuliy sgveikos tyrimus [158].

2.4 pav. 3D-IDEA elektrodo schema [157]. A. 3D-IDEA pagrindinés dalys: 1 —
izoliacinis pagrindas i§ Si/SiO,, 2 — srove surenkanti plokste, 3 — 4 um storio SiO;
barjerai tarp “pirSty”, 4 — aliuminio kontaktai, 5, 6 — dviejy elektrody “pirstai” i$
TaSi. B. 3D-IDEA skerspjiivio schema: 7 — elektrinio lauko linijos, 8 — imobilizuotos
biomolekulés.

Aukso mikroelektrodai:

Aukso mikroelektrodai (darbinis pavir§ius 1,64 mm®) (AuME-ai)
pagaminti, naudojant ,lift-off* technika IMB-CNM, CSIC (Ispanija)
formuojant 10 nm titano ir 100 nm aukso sluoksnius ant silicio oksidu (1 pm)
dengto silikono pagrindo. Prie§ eksperimentus AuME-ai buvo plaunami su
dejonizuotu vandeniu ir sonifikuoti dejonizuotame vandenyje 10 min. Véliau
elektrody pavirsius buvo valomas elektrochemiskai ciklings
voltamperometrijos biidu, panaudojant elektrocheming sistemg ,,PARSTAT
2273 ir trielektroding elektrochemine cele, kurig sudaré pagalbinis Pt
elektrodas, palyginamasis Ag/AgCl ir darbinis — AuME-as. Valymas ciklinés
voltamperometrijos biidu buvo atliekamas 0,5 M H,SO, vandeniniame tirpale,
skleidziant potencialg nuo -0,2 V iki 1,7 V 10-20 karty, 200 mVs™ grei¢iu iki
kol voltamperogramoje bus gaunamos tipinés atsikartojancios aukso oksido

smailés.

2.4.2 FElektrody modifikavimas polianilino polimeru
3D-IDEA elektrody ir AuME-y modifikavimas poliNDDEAEA buvo

vykdomas NDDEAEA oksidacinés polimerizacijos biidu, kaip apraSyta [155],
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panaudojant (NH,4);S,0s. Polimerizacijos miSinys ruoSiamas, sumaiSant 250 pl
0,1 M NDDEAEA tirpalg acetonitrile su 207 ul 0,0915 M (NH4);S,0g
vandeniniu tirpalu, 230 pl 1 M HCI vandeniniu tirpalu ir 680 pl dejonizuoto
vandens. Elektrodai panardinami j polimerizacinj tirpalg, kad biity apsemtas
visas darbinis elektrodo pavirSius ir laikomi tamsoje, esant kambario
temperattirai, 1,5 valandos.  Pasibaigus polimerizacijai, ant elektrodo
pavirSiaus buvo matomas plonas Zalios spalvos poliNDDEAEA sluoksnis (2.6
pav. B). POliNDDEAEA padengti elektrodai nuplaunami dejonizuotu vandeniu

ir dziovinami N, srove.

B ‘\\‘\\‘“‘\\

2.5 pav. 3D-IDEA elektrodo pavirSiaus optinés mikroskopijos nuotraukos pries
(A) ir po modifikacijos su poliNDDEAEA (B).

2.4.3 Elektrody modifikavimas chinoniniais mediatoriais

Eksperimentams paruosti GE-ai ir strypiniai APE-ai buvo modifikuojami
chinoniniais mediatoriais fizikinés adsorbcijos btidu. 2 pl 10 mg/ml chinoninio
mediatoriaus tirpalo chloroforme uZlaSinama ant GE-o ar APE-o darbinio
pavirSiaus. GE-as ar APE-as palieckamas sorbuotis, esant kambario
temperatiirai iki kol iSgaruos mediatoriaus tirpalo tirpiklis (~30 min). Taip
paruosti elektrodai laikomi sausai, esant 4°C temperatiirai.

2.44 Elektrody modifikavimas chemiSkai modifikuota amorfine
anglimi ir jvairiais grafito oksidacijos produktais

Ant paruosto APE-o pavirSiaus uzberiama apie 1 mg ChMA, GO, OG-1P,
OG-1S, OG-2P arba OG-2S medziagos ir jpresuojama ] anglies past3.
Nejpresuotos anglinés dalelés pasalinamos stipria oro srove. Taip paruosti

elektrodai laikomi sausai.
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2.4.5 Bioelektrocheminiy sistemy paruoSimas

Bioelektrochemings sistemos buvo ruoSiamos penkiais skirtingais biidais.
Kadangi darbe naudoti jvairts fermentai, elektrodinés medziagos, mediatoriai,
jvedama konstruojamy bioelektrocheminiy sistemy pavadinimy formulé:
Fermentas-(jei yra) mediatoriaus pavadinimas-elektrodiné medZiaga (2-1)

Pvz., APE-as su GO ir imobilizuota tADH, bus vadinamas: tADH-GO-Cst,
o APE-as modifikuotas MN ir FDH: FDH-MN-Cst.

Pastaba: pavadinimuose nenurodomi tirptis mediatoriai, apsauginé lavsano
plévelé, naudoto elektrodo tipas.

Fermenty imobilizacija fizikinés adsorbcijos biidu

Bioamperometrinés sistemos buvo ruoSiamos, absorbuojant ant paruosty
darbiniy elektrody pavirSiy 2 pl atitinkamo fermento — mADH, tADH, FDH,
GDH ar jos mutanty tirpalo. Darbinis elektrodas palieckamas adsorbuotis
fermentui 1 val., esant 4 °C temperattrai. Prie§ darbg modifikuotas fermentu
elektrodas nuplaunamas dejonizuotu vandeniu, kad nusiplauty neadsorbuotas
fermentas.

TADH kopolimerizacija su poliNDDEAEA

TADH kopolimerizacija su poliNDDEAEA buvo atlickama ant 3D-IDEA
elektrody. Polimerizacijos miSinys ruoSiamas, sumaiSant 250 ul 0,1 M
NDDEAEA tirpalg acetonitrile su 207 ul 0,0915 M (NH,4);S,05 vandeniniu
tirpalu, 230 pl 1 M HCI vandeniniu tirpalu ir 690 pl 0,9 mM tADH buferiniu
tirpalu. Elektrodai panardinami ] polimerizacinj tirpala, kad bity apsemtas
visas darbinis elektrodo pavirSius ir laitkomi tamsoje, esant kambario
temperaturai, 1,5 valandos. Fermentu ir poliNDDEAEA padengti elektrodai
nuplaunami dejonizuotu vandeniu ir dziovinami N srove.

Taip paruosta bioelektrocheminé sistema vadinama
tADH+poliNDDEAEA.

Bioelektrocheminiy sistemy su imobilizuotais fermentais ant PVA
modifikuotos lavsano plévelés paruoSimas

2 ul 0,5% PVA vandeninio tirpalo uzlaSinama ant lavsano plévelés,

stengiantis, kad uZzlaSintas tirpalo tiiris nepasiskirstyty po visg plévele, o likty
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apytiksliai @ 2 mm apskritime. PVA sorbuotis ant lavsano plévelés paliekamas
apie parg, esant kambario temperattrai. Véliau ant PVA modifikuotos lavsano
plévelés tADH arba GDH imobilizuojami fizikinés adsorbcijos budu. 2 pl
tiriamo fermento tirpalo uzlas§inama ant modifikuotos plévelés ir palieckama
sorbuotis fermentui, esant 4 °C temperattrai nuo 1-os val. iki 1-0s paros.

Bioelektrocheminé sistema paruoSiama, fermentu ir PVA modifikuota
lavsano plévele prispaudziant ir uzfiksuojant ant strypinio APE-o, taip, kad
fermentas atsidurty tarp plévelés ir elektrodo pavirSiaus. Prie§ darbg paruostas
darbinis elektrodas nuplaunamas dejonizuotu vandeniu.

Taip paruostos sistemos vadinamos:

(PVA)-tADH-Cst ir (PVA)-GDH-Cst.

Bereagenciy  bioelektrocheminiy  sistemy su  chinoniniais

mediatoriais paruosimas

Bereagentés bioelektrocheminés sistemos su chinoniniais mediatoriais ir
FDH buvo ruoSiamos fermenta imobilizuojant ant mediatoriais modifikuoty
GE-y ir strypiniy APE-y fizikinés adsorbcijos biidu. Prie§ eksperimentus
fermentu ir mediatoriais modifikuoty GE-us ar APE-us darbiniai pavir$iai
nuplaunami dejonizuotu vandeniu, kad nusiplauty neadsorbuotas fermentas,
véliau uzdengiami apsaugine lavsano plévele.

AOx kovalentiné imobilizacija

AOx, naudojant glutaro aldehida, buvo kovalentiSkai imobilizuota ant
lavsano plévelés membranos. Imobilizavimo miSinys ruostas sumaiSant 20 pl
albumino tirpalo (50 mg/ml BSA 0,01 M fosfatiniame buferiniame tirpale, pH
8,0) su 1,3 mg AOx, 0,5 mg natrio azido ir 5 pl 5% glutaro aldehido
vandeninio tirpalo. 5 pl imobilizavimo tirpalo uZlaSinama ant lavsano plévelés
membranos ir palickama 12 val., esant 4 °C. Prie§ eksperimentus lavsano
plévelés membrana su imobilizuotu fermentu nuplaunama 0,01 M fosfatiniu

buferiniu tirpalu, pH 7,5.

2.4.6 Fermenty aktyvumo nustatymas spektrofotometriniu metodu

Fermento aktyvumo vienetas (U) — tai toks fermento kiekis, kuris

katalizuoja 1 uM substrato virtima j produkta per 1 min [13]. Siame darbe
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fermento aktyvumas buvo nustatomas kaip pradinis fermento reakcijos greitis
(vp) bet vertinamas fermento aktyvumo vienetais 1-ame ml naudoto fermento
tirpalo (Uml™).

Tyrimai buvo atlickami ,UV 300, UV-Visible spectometr
spektrofotometru 1,5 ml ir 1 cm storio ,,semi-micro PMMA* kiuvetése, esant
kambario temperatiirai bei bangos ilgiui 420 nm, kai naudotas KF (molinis
sugerties koeficientas (€459) = 1000 cm'lM'l), ir 600 nm, kai naudotas DCFIF
(600 = 9300 cm'M™"). Reakcijos misinj sudaré 958 pl buferinio tirpalo, 20 pl
100 mM KF, arba 20 pl 5 mM DCFIF, ir 20 pl 100 mM tiriamo fermento
substrato tirpalo. vy nustatomas, pridéjus i tirpalg 2 pl tiriamo fermento tirpalo,
ir stebint optinio tankio mazéjimag fermento katalizés metu redukuojantis KF

arba DCFIF [159].

2.4.7 Chronoamperometriniai tyrimai

Chronoamperometriniai  tyrimai atlikti  dviejy darbiniy elektrody
trielektrodinéje elektrochemingje celéje, kurig sudaré du darbiniai (APE-as,
GE-as arba AuME-as), pagalbinis platinos bei palyginamasis Ag/AgCl/3M
KCl elektrodai. Tyrimai buvo atliekami skirtingos formos ir konstrukcijos
elektrocheminése celése: 1 ml turio cel¢je (2.6 pav. A), ,,vieno laso* cel¢je (2.6
pav. B), bei pratekamoje dviejy darbiniy elektrody celéje (zr. 2.3 sk., 2.2 pav.).
Celés konstrukcija buvo parenkama priklausomai nuo naudoto darbinio
elektrodo formos ir eksperimento salygy, iSkelty uzdaviniy, prie potenciostato
(zr. 2.3 sk.) prijungiant du arba vieng darbinj elektrodg. Visos celés
eksperimento metu buvo termostatuojamos.

Chronoamperometriniy tyrimy metu, esant pastoviam darbinio elektrodo
potencialui, buvo matuotas darbinio elektrodo generuojamos srovés stiprio (/)
kitimas laike, intensyviai maiSamome buferiniame tirpale, | celg¢ pridéjus
fermento substrato. Bioelektrocheminiy sistemy su GDH, GDH mutantais,
mADH ir tADH chronoamperometriniai tyrimai atlikti 50 mM acetatiniame
buferiniame tirpale, pH 6,0, o su FDH Mcllvaino buferiniame tirpale, pH 5,0,
esant +400 mV vs. Ag/AgCl, 20 °C. Atliekant bioelektrocheminiy sistemy /

priklausomybés nuo fermento substrato koncentracijos tyrimus, i cele buvo
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pridedamas skirtingas fermento substrato buferinio tirpalo kiekis. O atliekant
bioelektrocheminiy sistemy stabilumo tyrimus, matuojamas atsakas (iSreikStas
I) tyrimy eigoje pridedant vienoda fermento substrato koncentracijg. Darbiniai
elektrodai su imobilizuotomis tADH, mADH, GDH ir GDH mutantais tarp
tyrimy laikyti 50 mM acetatiniame buferiniame tirpale, pH 6,0, o su

imobilizuota FDH Mcllvaino buferiniame tirpale, pH 5,0, esant 4 °C

temperatirai.
4 ‘ 3 4 3
5
6 8
ok £
d 2/|$"—‘ bl
7 = 7 9

2.6 pav. Elektrocheminiy celiy konstrukcijos. A — 1 ml torio celé. B — ,,vieno
laSo* celé. 1 — darbinis elektrodas: strypinis arba plokstinis APE-as, GE-as ar AuME-
as A atveju ir plokstinis APE-as B atveju, 2 — darbinio elektrodo pavirSius, 3 —
palyginimo Ag/AgCl/3M KCl elektrodas, 4 — pagalbinis Pt elektrodas, 5 — 3M KCI
agar-agaro (tyrimus atlickant esant aukStoms temperatiroms) arba zelatinos tiltelis
(esant 20 °C temperatirai), 6 — tiriamasis tirpalas: 1 ml A atveju ir 60 pl B atveju, 7 —
3M vandeninis KCI tirpalas, 8 — stipriai prie elektrodo pavirSiaus priglundanti
izoliaciné guma su @ 3 mm skyle, formuojancia Sulinélj tiriamajam tirpalui (6), 9 —
pagrindas elektrodui i§ izoliacinés medziagos.

Atliekant tyrimus su tirpiais mediatoriais: KF, DCFIF ir FMS, tyrimai
atlikti pridedant nustatytg naudojamo mediatoriaus kiekj: koncentracija cel¢je 2
mM, jei naudojamas KF ir 0,1 mM, jei naudojamas DCFIF, arba 0,2 mM, jei
naudojamas FMS. Atsakas registruotas esant pastoviam darbinio elektrodo
potencialui (+0,4 V) ir 20 °C, maiSomame buferiniame tirpale.

Bioelektrocheminiy sistemy tADH-Cst ir mADH-ChMA-Cst ant plokstiniy
APE-y: tyrimai atlikti nemaiSomuose joniniy skysciy tirpaluose ,,vieno laso*
celéje (2.6 pav.), esant pastoviam darbinio elektrodo potencialui (+0,4 V) ir 20
°C. TADH atsakas matuotas j 8 mM 1,2-propandiolio, mADH atsakas
matuotas ] 8§ mM etanolio. Mediatorinés elektrony pernasos (MEP) atveju |

terpe buvo pridedama 5 mM KF.
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Bioelektrocheminiy sistemy ant AuME-y tyrimai atlikti 0,1 M acetatiname
buferiniame tirpale, pH 6,0, turin¢iame 0,01 M CaCl, ir KCI, esant +400 mV
vs. Ag/AgCl, 25 °C. Atsakas matuotas j 1,2-propandiolj, sistemomis su tADH,
1 etanolj, sistemomis su mADH, ir | D-gliukoze, sistemomis su GDH.

Bereagenciy elektrocheminiy sistemy su imobilizuotais chinoniniais
mediatoriais ir FDH anodinés srovés iSaugimas registruotas, pridéjus fermento
substrato, maiSamome Mcllvaino buferiniame tirpale (pH 5,0) dviejy darbiniy
elektrody celéje, esant pastoviam darbinio elektrodo potencialui (+0,4 V) ir 20

°C.

2.4.8 Ciklinés voltamperometrijos tyrimai

Ciklinés voltamperometrijos tyrimai buvo atlickami elektrochemine
sistema ,,PARSTAT 2273% trielektrodinéje elektrochemingje 1ml celéje (2.6
pav.), kurig sudar¢ darbiniai: GE-as arba strypinis APE-as su imobilizuotu
chinoniniu mediatoriumi, pagalbinis platinos bei palyginamasis Ag/AgCl/3M
KCI elektrodai. Matavimai atlikti skirtingu grei€iu skleidZiant potenciala,
nemaiSomame 0,5 M H,SO, vandeniniame tirpale arba Mcllvaino buferiniame

tirpale, esant 20 °C.

2.49 Elektrocheminio impedanso spektroskopijos tyrimai
3D-IDEA elektrody EIS tyrimai buvo atlikti 0,01 mM CaCl, vandeniniame

tirpale (ttiris 5 ml) elektrochemine sistema ,,PARSTAT 2263 100 Hz — 1000
kHz daZnio diapazone, taikant 25 mV suzadinimo potencialg vs. NHE bei esant
25 °C. 3D-IDEA elektrody su imobilizuotais fermentais atsakas matuotas
pridedant skirtingg fermenty substraty kiekj. Tyrimams naudoti 100 mM 1,2-
propandiolio, gliukozés ir etanolio tirpalai 0,01 mM CaCl, vandeniniame

tirpale.

2.4.10 Atominés jégos mikroskopijos tyrimai

Angliniy medziagy: grafito, Cst, GO, OG-1P, OG-1S, OG-2P bei OG-2S
pavir$iy morfologijos tyrimai atlikti skenuojancio zondo mikroskopu ,,Agilent
5500 AFM/STM*, panaudojant pavirSiaus skenavimo standartinj akustinj AC

rezimg. Matavimai atlikti kontaktiniu reZimu sta¢iakampio formos ,,FESP*
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zondu (Veeco, JAV, silicio su 0,01 — 0,025 Qcm stibio priemaiSomis, daznis f.
= 60 — 100 kHz, spyruoklés konstanta 1 — 5 Nm™', nominalus adatos galiuko
spindulys 10 nm). Angliniy medZiagy pavyzdziai AJM tyrimams ruoSiami
tipiniu mechaninés eksfoliacijos metodu ant naujai atplésto zéru€io pavirSiaus
[160].

PVA modifikuotos pusiau pralaidzios plévelés su imobilizuota GDH
pavirSiaus analize atlikta Fiziniy ir technologijos moksly centre Puslaidininkiy
fizikos institute skenuojancio zondo mikroskopu ,,3100/Nanoscope IVa“
(Veeco Instruments Inc., JAV), panaudojant pavirSiaus skenavimo standartinj
akustinj AC rezima.

Gauti duomenys ir vaizdai apdoroti su ,,Scanning Probe Image Processor
5.1.2°  kompiuterine programa (nemokama bandomoji  versija 1§

http://www.imagemet.com, Image metrology, Danija).

2.4.11 Anglies monoksido sintezé

CO dujos sintetintos 1§ 85% skruzdziy rugsties, katalizuojant koncentruotai
sieros rugsciai ((2-1)lygtis) pagal Q. Haas pasitulytag metodikg [161].

HCOOH 20 CO+ H,0 (2-2)

Skruzdziy rugstis lasinta j koncentruotg 95% sieros rugstj, esant 80 °C.
Oksidacijos metu iSsiskyres CO nuo priemaiSy iSvalytas dujas leidZiant per
koncentruotos sieros riigsties tirpala, kalio Sarmo granules ir distiliuotg vandenj
esant kambario temperatiirai. ISgrynintos CO dujos véliau buvo naudotos
eksperimentams jas tam tikrg laikg praleidziant per tiriamajj tirpala.

2.4.12 Natyviu bei adsorbuoty ant anglies pastos elektrody fermenty
slopinimas anglies monoksidu

- Pagamintos CO dujos (zr. 2.4.11 sk.)

=

buvo leidZiamos skirtingg laiko tarpg i 1,5
ml turio kiuvete uzpildyta 1 ml acetatinio

buferinio tirpalo (pH 6,0), kurioje buvo 2 pl

fermento tirpalo arba fermento,

imobilizuoto ant plokstinio APE-o.
2.7 pav. APE veikimui
cigare¢iy dimais skirtas indas.
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CO, issiskiriancio degant cigaretéms, poveikio steb¢jimas buvo atliekamas
naudojant bioamperometrines sistemas ant ploksStiniy elektrody inde, kurio
nuotrauka parodyta 2.7 pav. Indas turi du i$éjimus, i§ kuriy ] vieng jstatoma
cigareté, o prie kito i$¢jimo pritvirtinama zarnelé, i§ kurios gumine kriause
eksperimento metu patraukiami cigare¢iy diimai. Biojutikliné mADH ChMA-
Cst sistema buvo patalpinta indo viduje. Tam tikrais laiko tarpais, sudegus
daliai cigaretés, biojutiklis buvo iStraukiamas ir pagal atsakg j etanolj, buvo

jvertinamas biojutiklio aktyvumas.

2.4.13 Alkoholiy koncentracijos nustatymas alkoholiniuose gérimuose

Alkoholiy koncentracija alkoholiniuose gérimuose buvo nustatoma
chronoamperometri§kai, panaudojant mADH ChMA-Cst, tADH Cst bei
imobilizuotag AOx ant lavsano plévelés. Atlikus mADH-ChMA-Cst, tADH_Cst
ir imobilizuotos AOx atsako kalibravimg pagal etanolj, rasta tiesiné
priklausomybé¢ nuo etanolio koncentracijos ir sistemy generuojamos /, kuri yra
iki 0,3 mM mADH_ ChMA-Cst ir tADH_Cst sistemoms, bei iki 1,5 sistemai su
AOx. Todél pries atliekant analizg, alkoholiniy gérimy (,,Beauvillon* vynas,
pusiau sausas ,,J. P. Chenet* vynas, trauktiné ,,Palanga® ir likeris ,,Mariel*)
pavyzdziai praskiesti 1000 karty 50 mM acetatiniu buferiniu tirpalu, pH 6,0, ir
0,01 M fosfatiniu buferiniu tirpalu, pH 7,5.

Analizé¢ su mADH ChMA-Cst ir tADH Cst sistemomis atlikta
maiSomame 50 mM acetatiniame buferiniame tirpale, pH 6,0, 1 ml tario
termostatuojamoje celeje ,,PARSTAT 2273 potenciostatu. Matuotas atsakas |
25 pl alkoholiniy gérimy tirpalus, pridedamus j 970 ml buferinio tirpalo.

Analizé su imobilizuota AOx atlikta maiSomame 0,01 M fosfatiniame
buferiniame tirpale, pH 7,5, esant pastoviam darbinio elektrodo potencialui
(+0,6 V) ir 20 °C, panaudojant darbinj platinos elektroda, palyginimo
Ag/AgCl/3M KCI ir pagalbin; titano elektrodus analizatoriumi ,,Eksan A*.
Matuotas atsakas 1 50 upl alkoholiniy gérimy tirpalus, pridedamus j 950 ml
buferinio tirpalo. AOx katalizuoja pirminiy alkoholiy oksidacijg, vykstant

deguonies redukcijai ir iSsiskiriant vandenilio peroksidui, todél buvo matuotas
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vandenilio peroksido oksidacinés srovés iSaugimas, kuris yra proporcingas

fermento substrato koncentracijai.

2.4.14 Galaktozés biokonversija | tagatoze

Galaktozes konversija | tagatoze buvo katalizuojama TAI. TAI tirpalas
(200 pl) patalpintas ] dializés maiSelj ir sandariai uzspaustas fiksatoriumiu.
Taip paruostas TAI patalpintas | indg, pripildyta 10 ml fosfatinio buferinio
tirpalo (pH 7,0). Reakcija inicijuota | tirpalg pridéjus 10 mM galaktozés. Po to
indas su reakcijos miSiniu buvo sandariai uzdarytas. Biokonversija vykdyta
esant 60 °C, intensyviai maiSamome reakcijos miSinyje. Temperatira
palaikoma ,RCT basic ETS-D5“ termostatu. Po skirtingy laiko tarpy
galaktozeés ir tagatozés koncentracijy analizei buvo paimama po 100 pl

reakcijos miSinio.
2.5 Duomenuy analizé

Visi eksperimentai pakartoti maziausiai po tris kartus, o grafikuose
pateiktos jy vidutinés reikSmés. Duomeny apdorojimui ir rezultaty
atvaizdavimui naudotos tokios programos: ,,OriginPro 8.0“ (bandomoji versija
1§ http://www.originlab.com, Origin-Lab Corporation, JAV), ,,Z-Plot/Z-View*
(Scribner Associates, JAV), ,Scanning Probe Image Processor 5.1.2¢

(bandomoji versija 18 http://www.imagemet.com, Image metrology, Danija).

2.5.1 Fermenty pK, nustatymas

Fermenty pK, reikSmés buvo nustatytos pagal [162-163] pasitlyta
metodika, panaudojant Michaelio ir Davidsohno model;. Pagal §j model;
fermentas apibréziamas kaip dvibazé rugstis ir, esant substrato jsotinimo
salygomis, tik fermento-substrato komplekso jonizacija turi jtakos reakcijos
greiCiui [163]. Atlikus spektrofotometrinius fermenty aktyvumo tyrimus (Zr.
2.4.6 sk.) esant skirtingoms buferinio tirpalo pH reikSméms, 1§ gauty pradiniy
reakcijos grei¢iy apskaiCiuoti jy natiiriniai logaritmai (In). Abscisiy aSyje
atidéjus pH reikSmes, o ant ordinaciy - In(v), gauta In(v,) priklausomybé nuo
buferinio tirpalo pH. Sios priklausomybés kreivés iskilimy laZio tasky

projekcija ant x-aSies atitinka fermento pK, reikSmes, kurios gali nurodyti
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fermento aktyviajame centre arba arti jo esan¢iy aminoriig$¢iy Soniniy radikaly
pK, reikSmes. Duomenys apdoroti ,,OriginPro 8.0 programa.

2.5.2 Fermenty slopinimo ekstrapoliaciniu kreiviy grafinis
vaizdavimas

Duomenys gauti fermentus veikiant anglies monoksidu aproksimuoti
pirmo laipsnio eksponentés lygtimi (2-3) ir kreives atidétos grafiniuose

vaizduose, panaudojant ,,OriginPro 8.0 programa.

Y=y, +exp(=) (2-3)

2.5.3 Inaktyvacijos konstanty skai¢iavimas

Fermenty ir fermentiniy sistemy aktyvumo kitimas jvertintas nustatant
inaktyvacijos  konstantas  (k;). ApskaiCiavus  spektrofotometriniy  ir
elektrocheminiy tyrimy metu gauty duomeny Inv, ir In/ reikSmes, jos atidétos
grafiko y-aSyje, o x-aSyje atidéta natyviy arba adsorbuoty ant elektrody
fermenty veikimo CO dujomis arba aktyvumo kitimo trukme, min. Gautos
grafinés priklausomybés buvo aproksimuotos tiesés lygtimi, panaudojant
,OriginPro 8.0 programa:

y=kx+c (2-4)

Sios tiesés nuolinkio kampo tangentas atitinka k;, reik§me min™.

2.5.4 Bioamperometriniy sistemy I7% ir K)/" skaitiavimas

Siekiant nustatyti bioelektrocheminiy sistemy tariamgsias kinetines

I app

charakteristikas: 1.,

ir K}” eksperimento metu nustatytos / reik§miy
priklausomybés nuo substrato koncentracijos buvo aproksimuotos pagal Hill

funkcijos sigmoidés lygty [164]:

S h
=l (2-5),
kur / — matuojamas fermentinés redokso reakcijos srovés stipris, ;20—
tariamas maksimalus srovés stipris, Ky — tariamoji Michaelio konstanta, 4 —
Hill‘o koeficientas.
Kai 7 = 1, (2-5) lygtis virsta klasikine Michaelio ir Menten lygtimi

bioamperometrinéms sistemoms (zr. 1.2 sk., (1-5) lygtis). Hill‘o koeficiento

jvedimas optimizavo skai¢iuojamy tariamyjy kinetiniy konstanty reikSmes, ka
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liudijo didesnis taikyto modelio koreliacijos koeficientas, lyginant su
koreliacijos koeficientu, konstantas nustatant priémus /# = 1. Taciau visy darbe
tirty bioelektrocheminiy sistemy Hill‘o koeficientas buvo artimas arba lygus
vienetui. Kinetiniy konstanty skai¢iavimai atlikti ,,OriginPro 8.0 programa.

2.5.,5 Fermenty katalizuojamu reakciju aktyvacijos energijos
nustatymas

Bioamperometrinése sistemose substraty oksidacijos aktyvacijos energijos
apskaiCiuotos naudojantis Arenijaus lygtimi elektrocheminéms sistemoms

[165-166]:

InI=InK+ If;“T (2-6),

kur K — suminé konstanta, i kurig jeina Farad¢jaus konstanta, daznio

faktorius ir kt., £, — proceso aktyvacijos energija. Matuotos katalizinés sroves
stiprio In/ priklausomybés nuo 7"’ nuolinkio kampas yra —E,/R,, o y-adies

atkarpa, esant x = 0, yra InK.

2.5.6 Elektrocheminio impedanso spektroskopijos duomeny analizé

EIS tyrimy metu (Zr. 2.4.9 sk.) gauti duomenys apdoroti ,,Z-Plot/Z-View*
kompiuterine programa. EIS spektrai aproksimuoti pagal du 3D-IDEA
elektrodo EG-1y modelius (2.8 pav.).

()

400 -
(1)
. 1M
. C1 CPE1
t : -300
&
x | o
R1 € / d (2)
E 200+ |
(2) =
R« C1  CPE1 100 .
R1 R2 ; g
0 100 200 300 400

2.8 pav. 3D-IDEA elektrodo EG-iy modeliai. A — EG-iy modeliai (1) ir (2). B —
Nyquist grafikas, pateikiantis kiekvienos EG-és EIS spektrus.
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Parametras Rcont — elektrody kontakty varza, lygiagreciai sujungta CI-R1
kombinacija atvaizduoja poliNDDEAEA varza (R1) ir IDEA elektrodo geometring
elektring talpa (Cl). Tirpalo salyCio ribos elektring talpg ir varza atvaizduoja
atitinkamai CPE1 ir R2.

Pirmoji EG, pavaizduota 2.8 pav. A (1), naudota, kai Nyquist grafikuose
buvo matomas tik vienas pusapskritimis auksty dazniy srityje, o zemy daZniy
srityje spektro dalis yra tiesiné. Kai EIS spektruose buvo stebimi du
pusapskritimiai (2.8 pav. B (2)), naudotas (2) EG modelis (2.8 pav. A (2)).

Abiejy EG-iy modeliy tinkamuma patvirtina mazas X° parametras ir dideli
koreliacijos koeficientai, lyginant teoriSkai gauty EIS spektry kreives su
gautomis eksperimento metu. Visy aproksimuoty spektry X parametras buvo

mazesnis nei 0,0025.

2.5.7 Cikliniy voltamperogramy analizé

Cikliniy voltamperogramy (CV-y) registravimo eigoje potencialas buvo
skleidziamas potencialo teigiaméjimo kryptimi, griZztant — potencialo
neigiam¢jimo kryptimi. Gauta CV-a — ant darbinio elektrodo vykstanciy
redokso procesy faradéjiniy ir nefaradéjiniy sroviy suma, 1§ kuriy galima
spresti apie Siy procesy griztamuma, kriivio pernasos désningumus, oksiduotis
ir redukuotis gebancios medziagos prigimt], jos sudét], kiekj, darbinio
elektrodo plotg ir kt. [167-168]. CV-y matavimy metu gaunamos kreivés turi

dvi skirtingo poliSkumo srovés smailes (2.9 pav.).

Srove |

E,

0,1 02
Potencialas E, V

2.9 pav. Tipin¢ griztamo proceso CV-a [167].
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Skleidziant potencialg teigiamesniy potencialo reikSmiy kryptimi, gaunama
oksidacijos proceso anodinés srovés smailé (maksimumo reikSmeé 1,,), o
potencialo reik§miy neigiaméjimo kryptimi — redukcijos proceso katodinés
srovés smail¢ (maksimumo reikSmeé 1,). Grjztamiems elektrocheminiams

procesams galima nustatyti formalyjj redokso potenciala (E)):

Epg+Epe

Eg=- (2-7),

kur E,, — oksidacijos potencialas, E,. — redukcijos potencialas. £/ reikSmé
— tai medziagos charakteristika, nepriklausanti nuo potencialo skleidimo
greicio (v,), bet priklausanti tik nuo medziagos prigimties.

Visiskai grjztamiems procesams galioja sekantys pozymiai [167]:

1. Ly= L

2. E,, ir E,.nepriklauso nuo v,;
3. 1, yra proporcinga vi/?;
4. skirtumas tarp E,, ir E, yra 59 mV/n, kur n — elektrony,

dalyvaujanciy redokso procese, skaicius.

Taciau, jeigu gautos redokso procesy charakteristikos neatitinka grjztamy
procesy charakteristiky, jie gali buti kvazi-grjztami arba negrjztami [168].
Siame darbe tirty chinoniniy mediatoriy, kurie adsorbcijos biidu imobilizuoti
ant GE-y, CV-y duomenys analizuoti, remiantis [169] pasitlyta metodika.
Adsorbuoto ant elektrodo redoksaktyvaus junginio redokso procesai pasizymi
kvazi-grjztamumu: esant maziems v,, redoksprocesas yra grjZtamas, o esant
dideliems v, — procesas yra negrjztamas. Esant maziems v,, oksidacinés sroveés
smailés maksimumas, /,,(gr.), apraSomas:

Lo (gr)=n’F’ AT gv, /4R, T (2-8),
kur n — elektrony, dalyvaujaniy oksidacijoje, skaicius, 4 — elektrodo

plotas (cm?), I — elektroaktyvios medziagos kiekis (mol-cm™).
O esant dideliems v,, oksidacinés srovés smailés maksimumas, /,,(negr.),
aprasomas:

L,,(negr.) =ﬂn2F AT rVy/eR;T (2-9),
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kur e = 2,718. Analogiskai apraSomi ir redukcijos procesams smailiy
srovés maksimumy reikSmeés. Kadangi negrjztamos stadijos metu stebima £,
ir E,. priklausomybé nuo v,, anodinio E,,(negr.) ir katodinio (E,.(negr.))

procesy potencialai aprasomi sekan¢iomis lygtimis:

_ 0" RaT\, RqTK
Epa(negr-) _Ea -(ﬂnF)ln( BnFy ) (2'10)’
' R4T R4Tk®
E,.(negr.) = EX' + (ﬁ)ln(—ailm) (2-11),

kur EV ir E?' formalieji potencialai, stebimi pilnai grjztamos stadijos metu,
ty. esant labai maZoms v, reikSméms, B — kriivio pernaSos koeficientas
vykstant oksidacijos procesui, a — kriivio pernaSos koeficientas, vykstant
redukcijos procesui, £” — standartiné EP heterogeniné grei¢io konstanta. Kai

redokso procesy metu nevyksta reikSmingy sgveiky tarp molekuliy ant

elektrodo pavirsiaus, tada E’=E’ =E,. Parametrai f, a ir k" randami,

analizuojant E,, (arba E,.) priklausomybe nuo In(v,), kaip parodyta 2.10

paveiksle.
> 700]
e
LLIQ
6001
Bv F
k(B) = 5+
RT R
500! . /< nuolinkis =B_F
oooo
o ©°°In(v)
400 , ‘ Epa(rev. ) In(v)
0 1 2 3 4

2.10 pav. Anodinio piko potencialo priklausomybé nuo In(v). Pavyzdys i$ [169].

2.5.8 AJM metodu gauty angliniy pavirSiy duomeny apdorojimas

Pasinaudojant ,,Scanning Probe Image Processor 5.1.2“ kompiuterine
programa bei remiantis ISO/DIS 25178-2 standartu, buvo nustatomi jprasti
pavirSiy SiurkS§tumo parametrai: vidutinis SiurkStumas (S,), SiurkStumo

asimetrija (S;), ,,deSimties taSky‘ aukstis (S;y) ir intensyvumas (Sy).
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S, atspindi vidutin} skirtumg tarp pavirSiaus minimumo ir maksimumo
reikSmiy. S, nustatomas, pagal formulg:

Su=1 2o Ziole (i) (2-12),

kur z, x ir y — pavirSiaus koordinatés, M ir N — analizuojamo ploto plotis ir
aukstis.

S0 atspindi viduting reikSme tarp penkiy auksciausiy ir penkiy zemiausiy
pavirSiaus tasky, nustatomas pagal formule:

LI
SIOZZI—I‘p";Zz 1‘17' (2_13)’

kur z, ir z,; atitinkamai pavirSiaus i-to aukSCiausio taSko aukStis ir i-to
zemiausio tasko aukstis.

S, atspindi pavirSiaus Siurk§tumy asimetrijg, nustatomas pagal formule:

I M-I N-1 3

5= ngzk#) i=0 (7 (xk’yl-) / (2-14),
I M-I - 2

kur: S¢= E(Ziié f\i(]) [Z(xk,yl,)] (2-15).

Kai §; < 0, pavirSius yra nelygus su giliomis jdubomis, kai S > 0 —
pavirSius yra nelygus su isSreikstais pikais (,,spygliuotas pavirsius®), o kai S; = 0
— pavirSiaus nelygumai yra simetriniai.

Sy atspindi pavirSiaus nelygumy intensyvuma ir nustatomas pagal formule:

1 _ _ 4
Si= 7 Zico Zico [2(xe7,)] (2-16).

Kuo didesn¢ S; reikSme, tuo pavirSiaus nelygumai labiau iSreiks$ti ir
»spygliuotesnés* formos.

Siurk§tumo parametrams nustatyti buvo analizuojami 400 nm x400 nm
ploto angliniy medZiagy pavirsiai 18 skirtingy pavyzdZio viety. Analizuota 5 —
10 pavyzdzio viety, rezultatuose pateiktos SiurkStumo parametry vidutinés

reikSmes.
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3 REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 Nuo PQQ priklausomy alkoholdehidrogenaziy savybés

Darbe buvo tirtos nuo PQQ priklausomos alkoholdehidrogenazés
taitkomuoju pozitriu naudingi fermentai, kadangi kai kurios jy charakteristikos,
svarbios bioelektrocheminése sistemose, iki Siol yra nepakankamai gerai
zinomos. Kuriant bioelektrochemines sistemas, labai svarbu detaliai i$siaiskinti
pH itaka naudojamy fermenty veikimui, t.y. nustatyti jy pK, (riigsties
disociacijos konstantos deSimtainio logaritmo) reikSmes. Natyviy fermenty pK,
zinojimas padeda prognozuoti, kokiomis sglygomis ir ant kokiy pavirsiy gali
buti imobilizuojamas fermentas, bei kokio riig§tingumo aplinka negrjztamai
nuslopins fermentg [6]. Abu tirti fermentai savo aktyviuosiuose centruose turi
po kelis kofaktorius: PQQ molekule, vieng ar kelis hemus c¢. Tod¢l fermenty
aktyvumo palaikymui bioelektrocheminése sistemose labai svarbu efektyviai
regeneruoti tieck PQQ molekule, tieck hemus c¢. Tuo tikslu biitina Zinoti kokie
veiksniai nulemia EP kelius nuo redukuoty tADH ir mADH aktyviyjy centry
ant elektrodo pavirSiaus.

Sio darbo dalies tikslas — istirti pH jtaka fermenty veikimui nustatant jy
pK, reikSmes, slopinimo prieZzastis ir kinetika, galimybes veikti nevandeninése
terpése, ant skirtingy elektrodiniy pavirSiy bei nustatyti galimus elektrony

pernasos kelius.

3.1.1 pH jtaka nuo PQQ priklausomy alkoholio dehidrogenaziy
aktyvumui

MADH pirmo subvieneto struktira, kur lokalizuoti aktyviojo centro
elementai: PQQ molekul¢, kalcio jonas, hemas ¢, yra panasi j tADH struktiira.
Todel galima tikétis, jog pH jtaka abiems fermentams bus pana$i. Taciau,
skirtingai nei tADH, mADH yra membraninis sudétinis baltymas, turintis 3
subvienetus, tod¢l ne vien aktyviojo centro aminoriig§¢iy protonizacija, bet ir
kity aminorugsciy, kurios dalyvauja subvienety tarpusavio sagveikoje,
protonizacija turéty paveikti mADH aktyvuma. IS literatiros yra Zinoma, kad

nuo pH priklauso tiek fermenty stabilumas, tiek v, ir K, [13, 162]. Zinant
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fermento v, esant skirtingoms vandenilio jony koncentracijoms, galima
nustatyti fermento pK, reikSmes [162-163].

Siame darbe tirty alkoholio dehidrogenaziy pK, reik§més dar nebuvo
nustatytos. Todé¢l spektrofotometriniu metodu buvo tirta mADH ir tADH v (zr.
2.4.6 sk.), esant fermento substrato jsotinimui, priklausomybé nuo buferinio
tirpalo pH, panaudojant KF kaip elektrony akceptoriy. Gauti duomenys pateikti
3.1 paveiksle. TADH atveju (3.1 pav. A), §i priklausomybé¢ yra varpo formos,
kas budinga daugeliui fermenty [13], o jos aktyvumas didZiausias bazinéje
aplinkoje ir pasiekia maksimalig reikSme, esant buferinio tirpalo pH tarp 7 ir 9.
Tuo tarpu, mADH aktyvumo priklausomybés nuo terpés pH kreivé turi du
maksimumus: rySky, esant pH 5,5 ir neZymy, esant pH 8,4 (3.1 pav. B).

o A A A
180- AATA )
) A A g B &
160 A A 2ot 60 am
140 M A .
] a & DA - 5
= A o 1
E 120- A A il " s
1 | |
S5 100 mg gﬁﬁ § 40 - .
- L - | |
% 804 ::' 0 X »
60 4 S@Do ﬁ 8
J 20 4 | | o)
404 f o) o)
20] ™ 1 r 3"4‘#‘ A
0] A0 28
% L s L L ] & ] .5 1 L 1 o T L L T T I L ] L L L L T g
5 6 7 8 9 10 11 12 3 4 5 6 7 8 9 10
pH pH

3.1 pav. Nuo PQQ priklausomy alkoholio dehidrogenaziy pradinio greicio
priklausomybe nuo buferinio tirpalo pH: tADH (A), mADH (B). Juodais kvadratais
pazyméti matavimy rezultatai, gauti acetatiniuose, baltais apskritimais - imidazolo, o
trikampiais - Tris buferiniuose tirpaluose. Matuotas atsakas | 2 mM fermento
substrato (tADH atveju 1,2-propandiolio, mADH atveju - etanolio).

Skirtingai nei tADH, membraninis fermentas geriausiai veikia riig§tinéje
aplinkoje. Be to, kaip matoma 3.1 paveiksle, abiejy fermenty atveju,
matavimus atlikus imidazolo buferiniuose tirpaluose, fermenty aktyvumai yra
mazesni, nei naudojant acetatinius ir Tris buferinius tirpalus. Taigi, didziausias
alkoholio dehidrogenaziy aktyvumas yra naudojant acetatinj arba Tris buferinj

tirpalg, ir esant pH 7 — 9, tADH atveju, bei esant pH 5,5, mADH atveju. Sie
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duomenys patvirtino literattiroje paskelbtus rezultatus [82, 170]. Taciau, tADH
atveju, pH priklausomybé buvo tirta tik giminingam tADH fermentui,
i§skirtam 1§ Comamonas testosteroni bakterijy [171]. O Marcinkeviciené ir
bendradarbiai stebéjo vieng pH optimumg, mADH aktyvumg nustatant su KF
iki pH ~ 6,5, ir tik panaudojant DCFIF ir FMS miSinj, stebéjo du mADH pH
aktyvumo optimumus [82]. Taciau tiriant v, priklausomybe bei naudojant KF,
esant didesnéms pH reikSméms, buvo pastebétas ir antrasis pH optimumas.
Siekiant nustatyti mADH ir tADH pK, reikSmes, buvo apskaiciuoti
spektrofotometriniu metodu gauty v, natliriniai logaritmai, jvertinus nuo
buferinio tirpalo prigimties aktyvumo sumazg¢jimg bei padarius prielaida, kad
matuojamame pH intervale buferinio tirpalo jtaka v, yra vienoda. Gauta In(v,)

priklausomyb¢ nuo buferinio tirpalo pH pavaizduota 3.2 paveiksle.

3.2 pav. Nuo PQQ priklausomy alkoholio dehidrogenaziy In(vy) priklausomybé
nuo buferinio tirpalo pH: tADH (A), mADH (B). Tiesés gautos aproksimuojant
duomenis tiesés lygtimi, visy tiesiy koreliacijos koeficientas ne mazesnis nei 0,95.

TADH atveju gauta klasikin¢ v, priklausomybé nuo pH (3.1 pav. A),
turinti du lazio taSkus, kuriy projekcija ant abscisiy aSies yra pH 6,1 ir 10,3
(3.2 pav. A), kas atitinka fermento pK,; ir pK,, reikSmes. TADH pK,; ir pK,,
reikSmés yra pana$ios | histidino (His) (5,97) ir lizino (Lys) (10,28) [13]
aminortig8¢iy Soniniy radikaly pK,. IS to galima spéti, jog Sios aminoriigstys

randasi fermento aktyviajame centre arba arti jo ir jy protonizacija lemia tik
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vieno produktyvaus fermento-substrato komplekso susidarymg. Taciau,
rentgenostruktiirinés analizés metodu iStirtame tADH aktyviajame centre
tokios aminortigStys nenustatytos [74]. Taip gali buti dé¢l to, kad baltymo
molekuléje aminoriig§ciy funkciniy grupiy pK, gali kisti priklausomai nuo
hidrofobinés ar hidrofilinés apsupties. Pavyzdziui, greta Lys esantis teigiamas
radikalas gali sumazinti Lys -NH, grupés pK,, o neigiamas kriivis ji padidinti.
Sios aminogrupés pK, baltyme gali skirtis 2 ir daugiau vienety nuo jos
reikSmes tirpale [13]. Be to, gauty fermento pK, reikSmiy skirtumas yra
didesnis, nei 3,5, tod¢l jos pazymi tokig pH reikSme, kuriai esant, fermento
aktyvumas lygus pusei maksimalaus [163]. O optimali pH reik§mé randama iS:
(pKa1+tpKan)/2, kas lygu 8.2.

Analogigkai buvo nustatomos mADH pK, reikimés. Sio fermento gauta v,
priklausomybé nuo buferinio tirpalo pH turi du maksimumus (3.1 pav. B),
tod¢l priklausomybé In(vy) nuo pH turi daugiau nei du luzio taskus (3.2 pav.
B). Tokios priklausomybés paprastai gaunamos, kai daugiau nei viena
fermento jonizacijos forma gali sudaryti produktyvy fermento-substrato
kompleksg [163]. MADH atveju pK,; ir pK,, reik§més atitinkamai yra: 4,7 ir
5,7. I8 to galima nuspéti glutamato (4,25) ir His (5,97) [13] Soniniy radikaly
protonizacijos svarbg katalizés procese. Be to, vykstanti fermento
deprotonizacija nuo pK,, reiksmés Zzenkliai mazina fermento aktyvuma, o H'
jonai Siuo atveju atlieka fermento katalizés aktyvatoriaus vaidmenj. Nuo pK,,
vykstantis v, maZzéjimas pasiekia soties srit] su luzio tasku ties pH 8.4, kas
atitinka antros fermento-substrato komplekso jonizuotos formos maksimaly
pasiekiamg greit] ir kriting pH reikSme¢, nuo kurios fermentas negriztamai
nuslopinamas [163]. Sie duomenys patvirtina literatiroje nurodoma
informacija, jog Sarmingje aplinkoje mADH veikia nestabiliai ir jo aktyvumas
neatsistato [82].

Abiejy fermenty atveju buvo nustatyta His protonizacijos svarba katalizei.
Yra Zinoma, jog deprotonizuotas His Soninis radikalas tinkamai orientuoja
hemo centre esant] geleZies jona, tam, kad jis galéty biiti geru elektrony

akceptoriumi [172]. Todé¢l, be kity priezascCiy, tokiy kaip substrato jonizacijos
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laipsnis, PQQ saveikos su baltymu stiprio kitimas ir His protonizacija gali
salygoti greita abiejy fermenty inaktyvacija stipriai rigstin¢je aplinkoje, Todél
o, kuriant bioelektrochemines sistemas tADH ir mADH pagrindu, reikia
atsizvelgti | tai, kad fermenty optimaliam veikimui geriausia aplinka bus
neutrali arba silpnai rigstiné. Tai patvirtina ir aprasytos tADH ir mADH
bioamperometrinés sistemos, kurios efektyviausiai ir stabiliausiai veikée

acetatiniame buferiniame tirpale esant pH ~ 6 [14, 87, 92].

3.1.2 Tirpios ir membraninés alkoholdehidrogenaziy elektrony
pernasa bioamperometrinése sistemose

Darbe tirtos nuo PQQ priklausomos alkoholio dehidrogenazés, turincios
kelis kofermentus, yra vienos 1§ nedaugelio fermenty, galiniy tiesiogiai
perduoti elektronus tam tikroms elektrodinéms medziagoms (Zr. 1.5.1 ir 1.5.2
sk.), todél Sio proceso tyrimas ir optimizavimas yra labai svarbus. Remiantis
ankScCiau atliktais tyrimais [79, 87], buvo nustatyta, kad elektrony pernasos
limituojanti stadija yra EP nuo fermento ant APE-o pavirSiaus, taciau kokiais
keliais fermentai atiduoda elektronus APE-ui liko neaisku.

EP bioamperometrinése sistemose, panasiai kaip kvépavimo grandinéje,
vyksta potencialo didéjimo kryptimi (zr. 1.1 sk.). Darbe naudoty fermenty EP
bioelektrokatalizés proceso eigoje, manoma, vyksta pagal 3.3 pav. pateikta
schemg. MADH (3.3 pav. B): remiantis [65, 83, 133] darbais, lasteléje
redukuotas PQQ perduoda elektronus fermento pirmame subvienete
lokalizuotam hemui, kuris toliau juos atiduoda hemams, esantiems antrame
subvienete. Toliau, vienelektroniniu perdavimo (VEP) biidu per elektrono
perdavimo granding, elektronas keliauja ant ubichinono. Manytina, kad
fermentas adsorbuotas ant elektrodo pavirSiaus, turéty elgtis panaSiai kaip
lastel¢je, taciau iSlieka ir tiesioginé elektrono pernaSos galimybé nuo PQQ
molekulés, esancios pirmame subvienete, tiesiai ant elektrodo pavirSiaus, kas ir
buvo tirta Siame darbe.

Kadangi tADH (3.3 pav. A) yra baltymas, sudarytas 1§ vieno subvieneto,
kuris turi vieng PQQ molekule ir tik vieng hema c, tod¢l, autoriy tyrusiy §j

fermenta duomenimis, jo EP kelias lastelé¢je yra paprastesnis: elektronas
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perneSamas ant hemo c, o po to ant fiziologinio elektrony akceptoriaus [65,
74]. Sio fermento atveju taip pat buvo tirta galimybé dvielektroninés pernasos
budu (dEP) perduoti elektronus nuo redukuotos PQQ molekulés, tiesiai ant

elektrodo pavirSiaus.

ELEKTRODAS ELEKTRODAS

3.3 pav. Galimi EP keliai bioamperometrinése sistemose su tADH (A) ir mADH
(B). Strélytes parodo fermenty substraty virtimg j produktus ir EP kelius. Paryskintos
juodos strélytés parodo vienelektroninj pernasos kelig nuo hemo ¢ ant APE-o, o
punktyrinés — galimg dvielektroninj EP kelig nuo redukuotos PQQ molekulés.

Siekiant iSsiaiSkinti kokiu keliu gali vykti EP nuo fermenty aktyviyjy
centry ant APE-o, anglies monoksidu buvo inaktyvuoti hemai, per kuriuos
jmanomas vienelektroninis EP btidas, ir, panaudojant vienelektroninj arba
dvielektroninj mediatorius, iStirti fermenty katalizuojamos reakcijos
efektyvumai, paskaic¢iuojant inaktyvacijos konstantas (k;) (zr. 2.5.3 sk.).
ISvados apie galimg vienelektroning arba dvielektroning pernasa buvo daromos
remiantis gautomis k;, reikSmémis homogenin¢je aplinkoje, kur EP
apsprendzia tik panaudotas vienelektroninis ar dvielektroninis mediatorius, jas

lyginant su k;,, nustatytomis, kai fermentai veiké heterogeninése sistemose.

3.1.2.1 MADH ir tADH elektrony pernasa homogeninéje
aplinkoje

Yra zinoma, kad CO sgveikauja su gelezj riSanciais hemais, kurie yra
daugelyje fermenty ir elektrony pernasos tarpininky [173-174], o susidariusi

kovalentiné jungtis yra labai stipri. Taip pat yra Zinoma, kad gyviiny lgstelése
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esant] citochromg ¢ CO nuslopina negrjztamai ir tokiu biudu nutraukia
kvépavimo grandinés EP [13]. Toks vEP kelio slopinimo principas buvo
pritaikytas tADH bei mADH. Siai prielaidai patvirtinti buvo atlikti
alkoholdehidrogenaziy slopinimo CO tyrimai.

Tuo tikslu fermentai, esantys buferiniame tirpale, tam tikrg laikg buvo
veikti CO dujomis ir jy aktyvumas palygintas su nepaveiktais CO dujomis
kontroliniais bandiniais. Matuotas jy aktyvumas esant vienodai substrato
koncentracijai (tADH atveju - 1,2-propandioliui, 0 mADH - etanoliui) bei
naudojant vienelektroninj mediatoriy — KF, kuris gali paimti elektronus nuo
redukuoty fermenty hemy c, bet negali dalyvauti dEP kelyje, pernesant iSkart 2
elektronus (3.3 pav.). IS literattiros yra Zinoma, jog KF yra puikus redukuoty
hemy c elektrony akceptorius [175-176], o nuo redukuotos PQQ molekulés
elektronus paima blogai arba PQQH, iSvis nereoksiduoja [100, 108]. Gauti

rezultatai pateikti 3.4 paveiksle.
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34 pav. TADH (A) ir mADH (B) kontroliniai bei slopinimo CO
spektrofotometriniy matavimy duomenys. Matuotas atsakas j 1,2-propandiolj, tADH
atveju, ir | etanol;, mADH atveju.

Kaip matome, tADH slopinimas CO (3.4 pav. A) ne toks efektyvus
lyginant su nepaveiktu fermentu negu mADH atveju (3.4 pav. B). D¢l sgveikos
su CO, mADH jau po 10 min visiSkai praranda aktyvuma, kai tuo tarpu tADH

net po 15 min, lyginant su kontroliniu bandymu nuslopinama labai mazai. Taip
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gali buti d¢l to, kad tADH turi tik vieng hema ir jos jautrumas slopinimui CO
yra sunkiai uZfiksuojamas miisy naudojamais metodais ir taip pat gali buti del
to, jog tADH atveju KF gali reoksiduoti ir PQQH, molekule. Tod¢l
tolimesniems EP tyrimams buvo pasirinkta mADH.

MADH slopinimas CO taip pat buvo tirtas naudojant dvielektroninj
mediatoriy — DCFIF, kuris elektronus paima nuo PQQH,. Tam, kad nelikty
abejoniy, kad miisy tiriamas fermentas nuslopinamas dél CO-hemy ¢ sgveikos,
o ne dél nespecifines CO-baltymas sgveikos ar kity prieZasciy, atlikti bandymai
ir su GDH, i§ viso neturinéia hemy c. Sis fermentas analogiskai kaip mADH,
veiktas CO skirtingg laiko tarpg ir spektrofotometriS$kai matuotas jo aktyvumas,
naudojant DCFIF.

Gauti matavimy duomenys

— pateikti 3.5 paveiksle. Kaip
=1015 ' '
e matoma, anglies monoksidas

GDH aktyvumo kitimo neveike,

nes fermentas neturi hemy c,

In(fermento aktyvumas, U/

7,44 kuriuos galéty inaktyvuoti CO.
5,1
27 Taciau, naudojant dvielektroninj
8 mediatoriy — DCFIF, mADH taip
1,0 T T T T N T ¥ 1 . P

0,0 05 1,0 1,5 2,0  pat stipriai neprarado aktyvumo,

Trukme, min . ) ..

o KF m DCFIF & GDH kaip tai buvo slopinimo CO
A kontrolé, neveikiant CO atveju, naudojant vienelektroninj

3.5 pav. CO jtaka mADH ir GDH mediatoriy — KF. Tai rodo, kad net
veikimui.  Eksperimentiniai duomenys
aproksimuoti  tiesés lygtimi. Gautos
priklausomybés  pavaizduotos grafike. fermentas iSlieka aktyvus dél
Matuotas atsakas j etanolj, mADH atveju,
ir ] D-gliukoze, GDH atveju.

ir uzkirtus vEP kelig per hemus c,

galimybés pernesti elektronus dEP
biidu (3.3 pav. B).
3.1.2.2 MADH  elektrony pernasa  heterogeninéje
aplinkoje
CO jtaka veikiancios heterogenin¢je sistemoje mADH inaktyvacijai buvo

tirta stebint TEP ir mediatoring elektrony pernaSa (MEP), naudojant
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vienelektronin] mediatoriy — KF ir dvielektroninj — DCFIF. Gauti rezultatai
pateikti 3.6 paveiksle. Kaip matome 3.6 pav., esant TEP ir naudojant KF, CO
slopina bioamperometrinés sistemos aktyvumg (greitos stadijos (1) £,
atitinkamai yra 0,442 min™ ir 0,155 min'l), tuo tarpu su DCFIF, fermentinés
sistemos aktyvumas praktiSkai iSlieka toks pats kaip ir kontrolinio bandymo
(t.y. neveikiant CO) (k;, 0,024 min™ ir 0,004 min™). Be to, mADH slopinimo
CO procesas, esant TEP ir MEP su vienelektroniniu mediatoriumi, vyksta
keliomis stadijomis: greitesne (3.6 pav., 1 ties¢) ir létesne (3.6 pav., 2 tiese).
Pagal £k;, reikSmes, kurios VEP ir dEP atvejams skiriasi per eilg, gautos
skirtingos inaktyvacijos kinetikos apibiidina du skirtingus procesus: greitesnj —

VEP kelio CO slopinima, o létesn; — dEP kelio slopinima.

In(srovés stipris, YA)

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Trukmeé, min
o KF m DCFIF

* TEP A kontrolé, neveikiant CO

3.6 pav. CO jtaka mADH, veikianciai heterogenin¢je aplinkoje. Naudota
mADH-ChMA-Cst bioamperometrin¢ sistema ant plokstinio APE-o, matuotas
atsakas ] 2 mM etanolio.

I§ eksperimentiniy slopinimo CO duomeny (3.5 ir 3.6 pav.) paskaiCiuotos
inaktyvacijos konstantos, kai mADH veiké homogeninéje ir heterogeninéje
aplinkose, yra pateiktos 3.1 lenteléje.

Kaip matome 1§ 3.1 lentelés, k;, nustatyta natyviam fermentui su
dvielektroniniu mediatoriumi per eilg skiriasi nuo k;,, paskai¢iuoty i§ duomeny
su vienelektroniniu mediatoriumi. Tai rodo, kad pagal slopinimo kinetika,

kurig atspindi k;,, galima aiskiai iSskirti VEP ir dEP kelius. Kadangi, %;
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reikSmeés paskaiciuotos i§ greitesniy inaktyvacijos stadijy, kai mADH veikia
heterogeningje aplinkoje sutampa su k;,, VEP keliu homogenin¢je aplinkoje,
galima daryti iSvada, kad wuzslopinus vienelektroninj EP buda, lieka
dvielektroninis EP budas, kurj atspindi létesnés inaktyvacijos procesas.
Panasios k;, reikSmés, dalyvaujant dvielektroniniam mediatoriui, mADH tiek
homogeningje (0,027 min") tiek heterogeninéje aplinkoje (0,024 min™)
nurodo, kad abiems atvejais gali biiti perneSami 2 elektronai. Vadinasi, yra dEP
kelio galimybé ir ji pasireiSkia, kai biokatalizéje su mADH dalyvauja
dvielektroninis mediatorius arba vyksta TEP, kai blokuojamas energetiSkai

palankesnis VEP kelias.

3.1 lentelé. mADH, veikian¢ios homogeninéje ir heterogeninéje aplinkoje, &,
reikSmeés.

Aplinka: homogeniné heterogeniné

vEP kelio k;,, min™ 0,344 0,442 (TEP greitos inaktyvacijos
(naudojant KF) stadijos)
0,155 (greitos inaktyvacijos
stadijos, naudojant KF)

dEP kelio k;,, min’' 0,027 0,053 (TEP létos inaktyvacijos
(naudojant stadijos)
DCFIF) 0,026 (letos inaktyvacijos

stadijos, naudojant KF)
0,024 (naudojant DCFIF)

Neveikiant CO ki, min" 0,002 0,004

3.1.3 Nevandeninés terpés jtaka mADH ir tADH veikimui
heterogeninéje aplinkoje

Siekiant istirti bioelektrocheminiy sistemy veikimo nevandeninése terpése
galimybes, tirta naujai susintetinty joniniy skys¢iy jtaka mADH ir tADH,
veikianCiy heterogeningje aplinkoje, aktyvumui. Organiniai tirpikliai ir jy
vandeniniai miSiniai daznai naudojami Siuolaikinése technologijose, taciau
tokiose terpése paprastai vyksta biokatalizatoriy denatiracija. Siekiant
stabilizuoti fermento molekule genetiSkai arba chemiskai modifikuojami
fermentai, jriSami ] organines ir neorganines matricas, inkapsuluojami i lipidy

miceles, stengiantis priversti juos dirbti bevandenése terpése [177-178].
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Siame darbe buvo tirtos nevandeninés terpés — joniniai skyséiai, kurie
apibudinami kaip medziagos, sudarytos 1§ organiniy drusky teigiamai ir
neigiamai jkrauty jony, kuriy lydymosi temperatiira mazesné nei 100 °C. Jos
gali buti naudojamos kaip tirpikliai daugeliui organiniy medziagy, kurios
netirpsta arba blogai tirpsta vandenyje. Be to, JS-iai pasizymi geru laidumu,
dideliu klampumu, terminiu stabilumu, todél yra Zymiai pranaSesnés
elektrochemijoje nei organiniai tirpikliai ir panaudojamos jvairiy medziagy
elektronusodinime, elektropolimerizacijoje, elektrokatalizéje,
elektrocheminiuose biojutikliuose, elektrocheminiuose kondensatoriuose, kuro
elementuose, li¢io jony baterijose, saulés elementuose ir kt. [179]. Taipogi
buvo parodyta, kad lipaziy, chimotripsino ir krieny peroksidazés aktyvumas
bei stabilumas didéjo, terpé€je esant JS-iams [180]. Todél Siame darbe buvo
tirta JS-iy jtaka nuo PQQ priklausomy alkoholdehidrogenaziy veikimui
heterogeningje aplinkoje. Tuo tikslu fermentai buvo imobilizuoti ant APE-y
fizikinés adsorbcijos budu ir sukurty bioamperometriniy sistemy atsakai j
substratus matuoti skirtingo skiedimo JS-iy vandeniniuose tirpaluose, taip pat
grynuose JS-iuose ir lyginama su veikimu acetatiniame buferiniame tirpale, pH
6,0, kuriame fermenty aktyvumas yra optimalus, vykstant TEP arba MEP.
Grynuose JS-iuose alkoholdehidrogenaziy atsakas ] substratus nesieke 1%,
lyginant su atsaku buferiniame tirpale. Tai liudija, jog darbe naudoty JS-iy
aplinka, néra palanki fermenty bioelektrokatalizei. Tai gali biiti paaiSkinta
substrato ir mediatoriaus molekuliy difuzijos apsunkinimu, dél labai klampiy
JS-1y tirpaly. Taciau 50% JS, ir JS; tirpaluose fermentai dar buvo aktyvis,
vykstant MEP (3.2 lentel¢).

3.2 lentelé. JS-iy jtaka tADH ir mADH aktyvumui heterogeninéje aplinkoje.

Terpé: 50 mM acetatinis 50% JS; 50% JS; 50% JS;
buf. tirp.
e pernasos
biidas: TEP MEP TEP MEP TEP MEP  TEP MEP
tADH 290 +£45 630+30 - - - 13015 - 210+ 25
nA nA nA nA
mADH 76 =8 nA 1,95+0,13 - - - 7+4nA - 2+0,8nA
LA
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TADH, lyginant su mADH, JS-iuose veiké geriau, kas gali buti salygota
aktyvios fermento struktiiros iSlaikymu. Kadangi tADH yra nesudétinés
struktiiros ir jo aktyvumui palaikyti butinas tik taisyklingos tretinés struktiiros
iSlaikymas, tuo tarpu kai mADH aktyvumas prarandamas, jei paZeidZiama
ketvirtiné struktira (zr. 1.5.1 ir 1.5.2 sk.). I§ 3.2 lentelés matoma, jog tADH
gali i3laikyti iki pusés savo aktyvumo terpéje esant 50% JS-iy. Sio fermento
veikimas taip pat buvo tirtas organiniuose tirpikliuose: dimetilsulfokside,
acetonitrile, dimetilformamide ir 1,4-dioksane [76], kuriuose tADH daugiau
nei pus¢ savo aktyvumo jau prarasdavo terpéje esant 5% organinio tirpiklio.
Todé¢l JS-iy panaudojimas galéty atverti platesnes tADH panaudojimo

galimybes nevandeninése terpése.

3.2 Impedimetrinés fermentinés sistemos

Panaudojant EIS metodus, Siame darbe buvo tirta nauja elektrodiné
medZiaga - poli-N-(N’,N’-dietilditiokarbamoiletilamidoetil )anilinas
(poliNDDEAEA) ir jos saveika su PQQ priklausomais fermentais: tADH,
mADH ir GDH. PoliNDDEAEA yra vienas 1§ anilino polimery, kurie placiai
naudojami jvairiuose optiniuose ir elektroniniuose prietaisuose [181-182].
Siame darbe tirtas naujas poliNDDEAEA unikalus tuo, jog jo monomeras
sudarytas 1§ dviejy daliy: anilino ir ditiokarbamato, kas suteikia galimybe
vykdyti ne vien jprastg polianilino polimerizacija, bet ir tikslingg pavirSiaus
modifikacijg, konstruojant reikiamus erdvinius darinius, neprarandant tipiniy
polianiliny fizikiniy savybiy [155].

Siame darbe buvo atlikti poliNDDEAEA saveikos su tADH, mADH ir
GDH tyrimai, siekiant sukurti naujo tipo biojutiklius 3D-IDEA elektrody
pagrindu.

3.2.1 3D-IDEA elektrody modifikavimas ir poliNDDEAEA savybés
3D-IDEA elektrodai dengti poliNDDEAEA, vykdant monomero
NDDEAEA cheming polimerizacijg (zZr. 2.4.2 sk.). Dengty polimeru elektrody

impedanso spektrai uzraSyti skirtingos koncentracijos CaCl, vandeniniuose
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tirpaluose (zr. 2.4.9 sk.). Kaip matoma 3.7 pav., nedengty 3D-IDEA spektrai
skirtingy laidumo tirpaluose yra skirtingi (1 ir 2 kreives), tuo tarpu padengus
elektrodus laidziu polimeru, skirtumai tarp gaunamy spektry praktiSkai
nepastebimi (3 ir 4 kreivés). Sie rezultatai liudija, jog nemodifikuoty polimeru
3D-IDEA elektrody jautrumas tirpalo laidumui yra zymiai didesnis, nei dengty

polimeru. Kadangi storas didelio

laidumo  polimero  sluoksnis,

dengiantis visg elektrodo
pavirsiy, trukdo skverbtis
generuojamam elektriniam

laukui j tirpalg, ir stebima varza

yra didzigja dalimi polimero

varza. Fermento adsorbcija ant

poliNDDEAEA modifikuoto

70 elektrodo taip pat reikSmingai

itakoja impedanso spektrus (5 ir 6

3.7 pav. Modifikuoto  kreivés). Siuo atveju varza tampa
poliNDDEAEA ir fermentu 3D-IDEA
elektrodo impedanso spektry Nyquist
grafikai skirtingo laidumo CaCl, tirpaluose.  polimero varza, ta¢iau, kaip ir
1 ir 2 kreivés vaizduoja nemodifikuoto
elektrodo, 3 ir 4 — modifikuoto POlINDDEAEA atveju be
poliNDDEAEA, 5 ir 6 — modifikuoto
poliNDDEAEA ir adsorbuotos tADH
spektrus. 1, 3 ir 5 spektrai uzrasyti 10° M tarp stebimy varzos poky¢iy
CaCl, tirpale (4,62 puS/cm). 2,4 ir 6 spektrai . . .
uzradyti 5-10° M CaCl, tirpale(16,8 uS/cm). ~ Skirtingo  laidumo  tirpaluose

nestebimas.

kelis kartus didesné nei vien

adsorbuoto fermento, skirtumas

Yra Zinoma, jog laidiis polianilino polimerai gali didinti tipiniy redokspory

elektrokatalizés efektyvuma, pvz. chinono/hidrochinono, Fe*™**

, O taip pat ir
kai kuriy biojunginiy, tokiy kaip kofermentai ir citochromai [183-184]. Siame
darbe tirti fermentai aktyviuosiuose centruose turi PQQ molekule bei hemus c,
todel buvo tikétasi, jog poliNDDEAEA palengvins §iy fermenty reoksidacija.
Taciau, taip pat Zzinoma, jog polianilino polimerai yra jautriis tirpalo

redokspotencialo pokyciams, kurie gali biti pasiekti naudojant skirtingo
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[Fe(CN)B]B':[Fe(CN)B]“‘ santykio oksiduotos ir redukuotos

1:100 formos junginiy, pvz. [Fe(CN)s]*
600 -
1 1:10 /[Fe(CN)]", tirpalus. Kas, tiriant
o :Tr imobilizuoty ant poliNDDEAEA
S ke T L& nuo PQQ priklausomy alkoholio
©
> i L dehidrogenaziy veikimg, taip pat
400+ _ naudinga, nes KF yra joms
100:1 1 tinkamas elektrony akceptorius.
300 . . : . , . Abi fermenty biokatalizes
0,2 0,3 0,4 0,5 . ) o
Redokso potencialas, V galimybés buvo patikrintos.

1.8 pav. Modifikuoto Siekiant 1iSsiaiSkinti ar ir
poliNDDEAEA 3D-IDEA elektrodo varzos  poliNDDEAEA pasizymi tirpalo
priklausomybe nuo tirpalo ) )
redokspotencialo. Pilka tiesé — tasky tiesine ~ redokspotencialo Jautrumu,

. .. 2
aproksimacija (1"=0,9734). modifikuoty $iuo polimeru 3D-

IDEA elektrody impedanso spektrai uzradyti skirtingo santykio [Fe(CN)]>
/[Fe(CN)¢]* vandeniniuose tirpaluose. Jutiklio varza (R1) nustatyta i3
impedanso spektry aproksimavimo pagal pirmos EG modelj (2.8 pav. A (1)), o

tirpalo redokspotencialas apskaiciuotas pagal Nernsto lygti:

— RT ,  ([Fe(CN)6]*T)
E=Eo+ o I Feemer

kur E, = 036 V

(3-1),
standartinis  [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)¢]* poros
redokspotencialas vandeniniame tirpale.

Kaip matoma 3.8 pav., polimero varZa tiesiogiai maz¢ja didéjant tirpalo
redokspotencialui, kas liudija, jog poliNDDEAEA yra jautrus tirpalo

elektriniams pokyc¢iams.

3.2.2 TADH impedimetriné sistema

Siekiant iSsiaiskinti, ar poliNDDEAEA darys jtaka nuo PQQ priklausomy
fermenty bioelektrokatalizei, tirta bioelektrocheminé sistema su tADH.
Bioelektrochemin¢ sistema su tADH ir poliNDDEAEA modifikuotu 3D-IDEA
elektrodu konstruota iSbandant kelis fermento imobilizavimo metodus:

pavirSing fiziking adsorbcijg ir kopolimerizacija su NDDEAEA. Gautos dvi
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bioelektrochemineés sistemos: tADH poliNDDEAEA ir
tADH+poliNDDEAEA. Abiejy sistemy atsakas pridéjus tADH substrato — 1,2-
propandiolio matuotas tirpale esant fermento elektrony akceptoriui — KF.
TADH _poliNDDEAEA sistemos registruota varza mazéjo didinant 1,2-
propandiolio koncentracija, pana$iai kaip pries$ tai atliktame eksperimente (Zr.
3.8 pav.), o tADH+poliNDDEAEA sistemoje varzos pokyc¢iai nebuvo
uZregistruoti. Sie rezultatai parodé, jog tADH adsorbcija ant poliNDDEAEA
nenuslopino fermento. Todé¢l sekanciy eksperimenty metu bandyta iSsiaiskinti,
ar tADH ir poliNDDEAEA saveikos pasekoje fermentas galés reoksiduotis ant
elektrodo pavirSiaus ir vykdyti katalizés reakcijas.

Sistemy tADH_poliNDDEAEA ir tADH+poliNDDEAEA atsakas ] 1,2-
propandiol] matuotas tirpale nesant KF. Rezultatai pateikti 3.9 pav. Kaip
matoma, varzos mazéjimas didinant substrato koncentracija stebimas tik
sistemoje su adsorbuotu fermentu, o su kopolimerizuota tADH atsako nebuvo,
kaip ir eksperimentuose su KF. Taip pat, atsako nebuvo gauta j 1,2-
propandiolj, atlikus kontrolinj eksperimenta su poliNDDEAEA dengtu 3D-
IDEA elektrodu be fermento (rezultatai nepavaizduoti). Sie rezultatai parode,

kad kopolimerizacijos metu buvo prarastas tADH aktyvumas.

@ tADH+poliNDDEAEA tADH_poliNDDEAEA

25,0 - 40,0 -
C 22,5 C 3751
== m =< |
ol ol
N 20,01 N 35,0 -
g s
17,54 32,5
15|0_ 30,0 EALL e RALLLL PRUSELLL, B RS, ML AL, L
107 10° 10° 10* 10° 0" 19° 10° 16" 10’
1,2-propandiolis, M 1,2-propandiolis, M

3.9 pav. Elektrodo su poliNDDEAEA ir imobilizuota tADH atsakas j 1,2-
propandiolj. A — elektrodo su kopolimerizuota B — elektrodo su adsorbuota tADH.
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Nors §io fermento aktyvumas iSlieka iki 35%, laikant jj 1 val. 25%
acetonitrilo vandeniniame tirpale [76], ta¢iau NDDEAEA polimerizacijos
miSinyje be organinio tirpiklio yra ir HCl, o polimerizacijos metu vyksta
deguonies iSsiskyrimas. Visi Sie veiksniai gal¢jo lemti negriztamg fermento
globulés denatiiracijg. Tod¢l tolesniuose tyrimuose Sis fermento imobilizavimo

budas naudotas nebuvo.

3.2.3 MADH ir GDH impedimetrinés sistemos

Siekiant iSsiaiSkinti ar mADH bei GDH taip pat gali reoksiduotis ant
poliNDDEAEA vykstant katalizés reakcijoms, abu fermentai, analogiSkai kaip
ir tADH, buvo adsorbuoti ant poliNDDEAEA dengty 3D-IDEA elektrody,
sukuriant dvi bioelektrochemines sistemas: mADH poliNDDEAEA ir
GDH_poliNDDEAEA. Siy sistemy impedanso spektrai buvo uZradyti,
pridedant skirtingg fermenty substraty koncentracijag: mADH atveju — etanolio,
GDH atveju — D-(+)-gliukozés. Rezultatai pateikti 3.10 pav.

mADH_poliNDDEAEA GDH_poliNDDEAEA

50,0 R

47,5 850 - IX
45.0 |

& 4
: " 80,0 ﬁ
© © 1
42,5 -
N N 750
g 40,0 ‘>U 1
375 ] 70,0 1
3510 —F— T 650 BRALLL B AALLL BELELRALLL AL AL B ELRLLLL B ]
107 10° 10° 10* 10° 107 10° 10° 10* 10°
etanolis, M gliukoze, M

3.10 pav. Sistemy mADH poliNDDEAEA (kair¢je) ir GDH_poliNDDEAEA
(desingje) atsakas i fermenty substratus.

Kaip matoma 3.10 pav., abiejy fermenty atveju stebimas varzos
mazéjimas, did¢jant fermenty substraty koncentracijai tiriamajame tirpale. Tai
liudija, jog, kaip ir tADH, abu fermentai sgveikos su poliNDDEAEA pasekoje
iSlieka aktyviis ir reoksiduojasi ant Sio polimero. Vykstant fermenty

reoksidacijai, poliNDDEAEA grandinés dalinai redukuojamos. Tai veikia
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polimero elektrin; laiduma ir impedanso spektruose stebimas varzos
mazeéjimas.

Siekiant patvirtinti, jog tADH, mADH ir GDH gali reoksiduotis ant
poliNDDEAEA be papildomy EP mediatoriniy medziagy, atlikti
chronoamperometriniai tyrimai su fermentais, imobilizuotais ant aukso

mikroelektrody, modifikuoty poliNDDEAEA polimeru.

3.24 Chronamperometriniai sistemy su tADH, mADH, GDH ir
poliNDDEAEA tyrimai

AuME-ai buvo modifikuoti poliNDDEAEA, kaip ir 3D-IDEA elektrodai,
vykdant cheming¢ monomero polimerizacija. Bioamperometrinés sistemos
ruoSiamos tADH, mADH ir GDH imobilizuojant ant modifikuoty polimeru
elektrody fizikinés adsorbcijos biidu. Gauty sistemy atsakas matuotas pridéjus
fermenty substratus (3.11 pav.). Kontroliniai eksperimentai taip pat atlikti su

Svariais, modifikuotais tik polimeru ir adsorbuotu fermentu AuME-ais.

tADH mADH GDH
1,2-propandiolis, M etanolis, M D-gliukozé, M
.................... @) o P
WE 10° e : P o) saerd ) B 3107 2107 4
] o T A
100- L1504 g 10°
c = 10
5 75 - R |
2] (2) X100- } 3)
S 50- S (2)
= » 50- .
> | o 1 >
o) M o A 5
CB 0 T T T T T 1 /)] 0 T T T T T 1 (B 0 T T T T T T 1
0 250 500 750 0 250 500 750 0 250 500 750
Trukmé, s Trukmé, s Trukmé, s

3.11 pav. AuME-ai su poliNDDEAEA ir nuo PQQ priklausomais fermentais
chronoampemetriniai tyrimai. 1 — nemodifikuoto Svaraus AuME-o, 2 — AuME-o
modifikuoto su poliNDDEAEA, 3 — AuME-o su adsorbuotu fermentu, 4 — AuME-o
modifikuoto su poliNDDEAEA ir adsorbuotu fermentu chronoamperogramos.
Skaiciais grafikuose nurodyta moliné substrato koncentracija.

Modifikuoty poliNDDEAEA AuME-y fonin¢ srové yra didesné, nei
Svaraus elektrodo (3.11 pav. 2, 3 ir 4 kreivés), dél esanciy elektrodo pavirSiuje
fermenty ir/ar polimero elektroaktyviy funkciniy grupiy. ReikSmingy sroveés
poky€iy néra gauta ] etanolio, 1,2-propandiolio ir gliukozés pridéjima, kai

sistemoje néra imobilizuoty fermenty (3.11 pav. 1 ir 2 kreivés). Tuo tarpy
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elektrodus modifikavus fermentais, stebétas nuoseklus katalizinés srovés
didéjimas (4 kreive). Taciau adsorbuotos ant AuME-y tADH ir mADH
generavo atsakg ] substrato prid¢jimg ir be poliNDDEAEA (3.11 pav. 3
kreive). Faktas, jog nuo PQQ priklausomos alkoholdehidrogenazés gali
tiesiogiai perduoti elektronus jvairiems metaliniams pavirSiams, tame tarpe ir
auksui jau yra aprasytas literatiiroje [20, 85]. GDH adsorbuota ant AuME-o
negal¢jo katalizuoti gliukozés oksidacijos nesant poliNDDEAEA. Tai parodo,
jog GDH tiesioginei reoksidacijai biitinas polianilino polimeras.

Chronoamperometriniu metodu gauti duomenys patvirtino EIS tyrimy
rezultatus. Tyrimai su GDH, kuri savo aktyviajame centre turi tik PQQ
molekule ir neturi kity kofermenty, kurie galéty dalyvauti elektrony mainuose,
parodé jog e pernaSa nuo tirty nuo PQQ priklausomy fermenty ant
poliNDDEAEA vyksta per PQQ molekule. Taciau tADH ir mADH atveju
negalima atmesti hemy c dalyvavimo elektrony pernasoje, kadangi tai yra
energetiskai palankesnis EP kelias Siose fermentuose.

EIS tyrimy metu 3D-IDEA elektrodai buvo pirmg karta panaudoti
oksidoreduktaziy reoksidacijos tyrimuose ir nustatyta TEP galimybé tarp naujo
polianilino polimero ir nuo PQQ priklausomy fermenty. Taip pat EIS tyrimy
metu gauti rezultatai patvirtinti chronoamperometriniu metodu, kuris gali biiti
naudojamas kaip paprastas jrankis jvertinti polimeriniy medziagy tinkamumag
kuriant impedimetrinius biojutiklius. Ta¢iau, gautos naujos bioelektrocheminés
sistemos ant poliNDDEAEA su nuo PQQ priklausomais fermentais
nepasizymejo dideliu efektyvumu, lyginant su sistemomis, kurios veiké ant
angliniy medziagy elektrody. Todél tinkamy efektyviai bioelektrokatalizei
elektrodiniy pavirsiy ir fermenty imobilizavimo budy paieskos buvo tesiamos

toliau.

3.3 Amperometrinés fermentinés sistemos
Amperometrijos ~ metodai  placiai  taikomi  kuriant  jvairias
bioelektrochemines sistemas ne vien bioelektrokataliziniy procesy iStyrimui,

bet ir yra amperometriniy jutikliy ir biojutikliy, biologiniy kuro elementy ir
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(bio)elektrosintezés pagrindas (zr. 1.4 sk.). Todél, Siame darbe, panaudojant
chronoamperometrijos ir ciklinés voltamperometrijos metodus, buvo tirtos
mediatorinés ir bereagentés sistemos nuo PQQ priklausomy dehidrogenaziy
pagrindu.

Siekiant optimizuoti fermenty veikimo sglygas ir sukurti efektyviai
veikian¢ias sistemas, panaudotos jvairios elektrodinés medziagos ir
mediatoriai. Kadangi 1§ literatiiros yra Zinoma, jog nuo PQQ priklausomi
fermentai pasizymi labai efektyviomis katalizinémis savybémis (Zr. 1.5 sk.),
taCiau néra pakankamai stabilts, Siame darbe siekta parinkti tokias fermento
imobilizavimo ir veikimo sglygas ant elektrody, kurios uZtikrinty ne vien

efektyvig bioelektrokatalize, bet ir gerg stabiluma.

3.3.1 Sistemos su GDH
GDH yra tirpus fermentas, kurio globulés pavirSiuje daugiausia iSsidéste
hidrofiliniai aminoriig§¢iy Soniniai radikalai. Tod¢l tikétina, jog stabiliausiai
fermentas veiks hidrofilinémis savybémis pasizymincioje matricoje.
Hidrofilinémis savybémis pasizymintis polivinilo alkoholis vienas Zinomiausiy
polimery, kuris naudojamas baltymy imobilizavimui ant jvairiy pavirSiy [185].
Baltymai, kuriy tarpe buvo ir GDH, dazZniausiai imobilizuojami
Ho_ OH kopolimerizacijos su PVA

Lo

H OH:&\O monomeru budu. Tacdiau tokia
OH  5-laktonas

GDH imobilizavimo metodika
neuZztikrino stabilumo ir
optimalaus  fermento  veikimo
[186]. Siekiant patobulinti GDH
imobilizavimo ant PVA metodikas
ir istirti, kaip keiCiasi GDH
substratinis specifiSkumas,

priklausomai nuo heterogeninés

aplinkos, Siame darbe

3.12 pav. GDH bioelektrokatalizés
su FMS schema. bioamperometrinés sistemos
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kurtos, fermenta imobilizuojant fizikinés adsorbcijos biudu ant PVA
modifikuotos pusiau pralaidzios plévelés. Imobilizavimo metodo efektyvumo
palyginimui, taip pat analizuota sistema su imobilizuota GDH, tiesiog
adsorbuojant fermenta ant APE-o. Elektrony pernasos greitinimui tarp
fermento aktyviojo centro ir elektrodo pavirSiaus panaudotas tirpus

mediatorius: FMS. Bioelektrokatalizés schema pavaizduota 3.12 pav.

3.3.1.1 GDH veikimas ant anglies pastos elektrody

Siekiant jvertinti galimus imobilizavimo biidus, pirmiausia GDH buvo
imobilizuota ant APE-o tiesiog fizikinés adsorbcijos biidu. Sistema Siame
darbe pazyméta GDH_Cst. GDH_Cst tirta, esant optimalioms GDH veikimo
salygoms ant APE-o, kurios buvo nustatytos ankstesniuose darbuose [120,
128].

Chronoamperometrijos metodu tirtas GDH _Cst sistemos atsakas |
fermento substrato — D-(+)-gliukozés pridéjima, esant pastoviai FMS
koncentracijai tirlamajame tirpale. Rezultatai pateikti 3.13 pav. A, o sistemos
atsako dydzio priklausomybé nuo substrato koncentracijos ir apskaiCiuoti
tariamieji kinetiniai parametrai: Iyoh ir K7 pateikti 3.13 pav. B. Sios
bioamperometirnés sistemos atsakas j gliukoze vidutiniskai buvo gaunamas per
1-2 min, kaip matyti 3.13 pav. A, o tiesiné priklausomybé nuo substrato
koncentracijos — iki 1 mM. Gautas 3,3 pAcm mM~ GDH_Cst jautrumas.
Tariamieji kinetiniai parametrai buvo nustatomi priimant, jog fermento
bioelektrokatalizé vyksta pagal pseudo-pirmo laipsnio kineting lygti, o
generuojamo atsako dydzio priklausomybé aprasoma Michaelio-Mentent
pusiausvyrinés kinetikos lygtimi. Nustatytas I,;°F. buvo 3,3 pA (maksimalus
tariamas srovés tankis 11,5 pAcm™), o Ky'7=2,5 mM.

Taip pat buvo tirtas GDH Cst stabilumas. Kaip matoma 3.14 pav.,
bioamperometring sistema prarado daugiau nei puse¢ savo aktyvumo maziau nei
per dvi dienas, taciau atsaka j pridedamg fermento substratg generavo apie dvi

savaites. GDH_Cst stabilumo kreivéje matomos kelios inaktyvacijos stadijos:

[1], kuomet sistema prarado daugiau nei pus¢ savo aktyvumo ir [2], kuomet
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sistema visiSkai prarado savo aktyvumga. Pirmos inaktyvacijos stadijos metu
galéjo vykti neefektyviai suriSto fermento desorbcija nuo APE-o pavirSiaus.
Veliau sistema stabiliai veike 5 dienas, generuodama apie 40% savo pradinio
aktyvumo. Antra inaktyvacijos stadija gali biti susieta su fermento aktyvumo
maz¢jimu, dél jo optimalios ketvirtinés ir/arba tretinés struktiiros praradimo.
Buvo nustatytos abiejy inaktyvacijos stadijy ;,: pirmos — (2,1 £ 0,5)-10™*min™,

o antros — (5,9 +0,3)-10 min™.
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3.13 pav. Bioamperometrinés sistemos su imobilizuota ant APE-o GDH
generuojamo  atsako priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos. A —
chronoamperograma, stré¢lytémis nurodytas gliukozés pridé¢jimas, B — oksidacinés
sroveés dydzio priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos. Bioamperometrinés
sistemos konstravimui naudotas strypinis elektrodas.
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3.14 pav. Bioamperometrinés sistemos su imobilizuota GDH ant APE-o
stabilumas. Matuotas atsakas j 3 mM gliukozés.
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Mediatoriné GDH_Cst sistema veikeé efektyviau ir stabiliau nei anks¢iau
aprasSytos bereagentés sistemos su GDH [120] bei atsakas buvo greitesnis, nei
aprasyty sistemy su kopolimerizuota dehidrogenaze [186]. Taciau sistema

veikeé tik dvi savaites.

3.3.1.2 GDH veikimas ant PVA modifikuotos lavsano
plévelés

Siekiant  parinkti matricg GDH optimalesniam veikimui,
bioamperometrinés sistemos buvo sukonstruotos GDH imobilizuojant ant PVA
modifikuotos pusiau pralaidzios lavsano plévelés. Kadangi
bioamperomentriniy sistemy charakteristikos priklauso ne tik nuo fermento ir
elektrodinés medziagos prigimties, bet ir nuo sukonstruotos bioaktyvios
plévelés struktiiros — storio, sudedamyjy daliy santykio ir pasiskirstymo, buvo
atlikti visy sudedamyjy daliy, tame tarpe ir PVA modifikuotos lavsano plévelés
AFM tyrimai.

Lavsano plévelé yra porétos struktiiros, pory diametras vidutiniSkai yra
400 nm, o fermento diametras — apie 6-10 nm, todél tikétina, jog
adsorbuojantis fermento molekulés uzpildo plévelés poras ar net prasiskverbia
1 kitg plévelés puseg. Siekiant iSsiaiskinti kaip fermento molekulés pasiskirsto
ant PVA modifikuotos lavsano plévelés, atlikti AFM tyrimai. Tipiniai plévelés
pavirSiaus topografijos vaizdai su imobilizuota GDH pavaizduoti 3.15 pav.
Analizuojant plévelés pavirSiy 1§ fermento imobilizavimo pusés (3.15 pav. A),
pastebéta, jog GDH formuoja ganétinai storg bioaktyvyji sluoksnj (iki 1 pm
storio), pro kurj praktiSkai nesimato plévelés pavirSiaus. Tuo tarpu, i§ kitos
plevelés pusés GDH molekuliy topografijos vaizduose pastebéta nebuvo (3.15
pav. B). Skirtumus tarp abiejy plévelés pusiy galima atvaizduoti reljefinémis
linjjomis (3.15 pav. C). Kaip matoma 3.15 pav. C, plévelés pavirSiaus is
fermento imobilizavimo pusés reljefiné linija neatitinka reljefinés linijos 1§
kitos pusés ir ji yra aukStesné. IS to seka, jog plévelés fermentine¢ puse
pasizymi didesniu SiurkStumu. Taip pat galima pastebéti, kad prieSingos pusés

reljefinés linijos smailés virSija tariamg plévelés pavirSiaus lygmenj (3.15 pav.
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C (2)). Sias smailes sunku asocijuoti su fermento aglomeratais, kurie galéty
susiformuoti plévelés poruose. Sios smailés grei¢iausiai atitinka daleles, kurias
formuoja Svarus pusiau pralaidzios plévelés pavirSius. Taciau Siai prielaidai
patvirtinti reikalingi papildomi tyrimai. Apibendrinant AFM tyrimy rezultatus,
galima teigti, jog GDH formuoja storg ir gerai prigundantj prie plévelés virSaus
bioaktyvyji  sluoksnj, fermento adsorbcijos metu GDH molekulés
neprasiskverbia pro plévelg. Plévelés poros iSlieka pralaidzios ir pro jas gali

judéti maZos molekulinés masés junginiai.
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3.15 pav. PVA modifikuotos lavsano plévelés pavirSiaus topografijos vaizdas
i§ GDH imobilizavimo pusés (A) ir i§ pusés be fermento (B). PVA modifikuotos
lavsano plévelés su adsorbuota GDH pavirSiaus reljefas i§ fermento imobilizavimo
pusés (1) ir i§ pusés be fermento (2) (C). Punktyrinés linijos vaizduoja tariamg
plévelés pavirSiaus lygmenj. Fermento adsorbcija vykdyta 4 val.

Siekiant optimizuoti fermento kiekj, imobilizuotg ant plévelés pavirSiaus
bioamperometriniams tyrimams GDH imobilizacija buvo atlieckama skirtinga
laiko tarpa: 1, 2 ir 4 val. Gautos trys bioamperometrinés sistemos: (PVA)-
GDH/1/-Cst, (PVA)-GDH/2/-Cst ir (PVA)-GDH/4/-Cst. AnalogiSkai kaip ir
3.3.1.1 sk. aprasyta GDH_Cst, sukurtos sistemos tirtos chronoamperometriniu
metodu, esant optimalioms GDH veikimo sglygoms ant APE-o.
Bioamperometriniy  sistemy atsako priklausomybés nuo  substrato
koncentracijos pateiktos 3.16 pav. A, o Siy sistemy stabilumo matavimai 3.16
pav. B. Kaip matoma 3.16 pav., visos sukurtos sistemos generavo iki 9-iy karty
didesnj atsaka, pridéjus gliukozés ir veiké stabiliau, nei GDH _Cst sistema (Zr.

3.3.1.1 sk.). (PVA)-GDH/2/-Cst ir (PVA)-GDH/4/-Cst sistemy stabilumo

kreivése stebimos dvi inaktyvacijos stadijos (3.16 pav. B, 1 ir 2). Abi sistemos
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veike stabiliai apie savaitg, generuodamos 100% savo pradinio atsako pridéjus
gliukozés, po kurios prasidéjo apie 14 dieny trunkanti pirma inaktyvacijos
stadija. Véliau abi sistemos veike stabiliai ilgiau nei du ménesius, i§laikydamos

apie pus¢ savo pradinio aktyvumo.
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3.16 pav. Bioamperometrinés sistemos su imobilizuota GDH ant PVA
modifikuotos lavsano plévelés: oksidacinés srovés dydzio priklausomybé nuo
gliukozés koncentracijos (A); stabilumas (B), numeruotos tiesés pazymi sistemy
inaktyvacijos stadijas. Bioamperometrinés sistemos konstravimui naudotas strypinis
APE-as. Stabilumo tyrimuose matuotas atsakas j 3 mM gliukozés.

Pirma inaktyvacijos stadija gali biiti susieta su neefektyviai suristo
fermento desorbcija ir/arba fermento molekuliy reorganizacija plévelés
pavirSiuje. Antra, létesnés inaktyvacijos stadija, prasidéjusi po trijy meénesiy
sistemy veikimo, gali biiti susieta su létu fermento denatiiravimu. O (PVA)-
GDH/1/-Cst sistemos aktyvumas maz¢jo tolygiai, todél stebéta viena
inaktyvacijos stadija (3.16 pav. B, 3). (PVA)-GDH/1/-Cst savo aktyvumg
galéjo prarasti deél neefektyvios fermento sgveikos su PVA, lyginant su
sistemomis, kuriy imobilizacija vyko ilgiau.

Apskaiciuoti tariamieji kinetiniai parametrai ir sistemy charakteristikos
susumuotos 3.3 lenteléje. Kaip matoma 3.3 lenteléje, nustatytos sistemy K"
reikSmés yra didesnés nei natyvaus fermento K, (zr. 1.5.3 sk.), kaip ir
daugelio sistemy su imobilizuotais fermentais. Tai liudija, jog
bioelektrokatalizés procesas apribojamas substrato molekuliy difuzija 1S tirpalo

1 fermento aktyvyji centra, kadangi yra zinoma, jog GDH reakcija su FMS ir
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FMS reoksidacija ant elektrodo pavirSiaus yra greiti procesai. Tq patj patvirtina
ir nuo padidinto GDH imobilizavimo laiko pailgéjes nuo 4 iki 5,5 min atsako
laikas. Tai rodo, jog ant plévelés pavirSiaus susiformuoja storesnis fermento
sluoksnis. Taciau, visy trijy sistemy jautrumas ir atsako dydzio priklausomybés
nuo substrato koncentracijos tiesin¢ dalis iSlieka panaSios. Apskaiciuotos
inaktyvacijos konstantos (0,9-107 ir 1,3-10°, min™) yra per eile maZesnés, nei

GDH_Cst sistemos (5,9-10, min™).

3.3 lentelé. Bioamperometriniy sistemy su imobilizuota GDH ant PVA
modifikuotos lavsano plévelés charakteristikos.

Sistema: (PVA)-GDH- (PVA)-GDH- (PVA)-GDH-
/1/-Cst /2/-Cst /4/-Cst

Tariamas maksimalus 45+ 5 37+1 46+ 2

sroves tankis, ,uAcm'2

Kﬁpp, mM 7,2+0,6 3,604 5,7+0,8

Jautrumas, ,uAcm'ZmM ! 4,1 4,35 4.5

Atsako laikas, min 42 +0,6 5,0+£2,1 53+1,9

Tiesine dalis, mM 0,001 -3 0,001 —4,5 0,001 —4,5

50% atsako sumazéjimas, 4.6 17 20

paromis

Sistemos veikimo trukme, 50 265 149

paromis

kin 107, min 1 - 52+0,6 3,9+0,3
2 - 0,9+0,1 1,3+0,7
3 3,7+0,3 - -

Sistemy su imobilizuota GDH ant PVA modifikuotos pusiau pralaidZios
plévelés pasiektas stabilumas leidzia jas taikyti bioelektrokataliziniy sistemy
kiirime. Tode¢l svarbu jvertinti Siy sistemy veikimg ne tik standartizuotomis
laboratorinémis salygomis, bet ir nustatyti kambario temperatiiros svyravimy
jtaka sistemy aktyvumui. Temperatiiros jtaka nuo 10 iki 60 °C tirta (PVA)-
GDH/1/-Cst sistemai (3.17 pav. A), o nuo 15 iki 35 °C — visoms trims
sukonstruotoms sistemoms (3.17 pav. B). Kaip matoma 3.17 pav. A, sistemos

aktyvumas didéja, didéjant temperatirai, iki 43 °C, o didesnéje temperatiiroje
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sistema inaktyvuojasi, taciau jos aktyvumas atsistato po keliy dieny laikymo

acetatiniame buferiniame tirpale, esant 4°C.
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3.17 pav. Temperatiiros jtaka bioamperometriniy sistemy su imobilizuota GDH
ant PVA modifikuotos lavsano plévelés aktyvumui. (PVA)-GDH/1/-Cst oksidacinés
sroveés dydzio priklausomybés nuo temperatiros Arenijaus priklausomybé (A);
(PVA)-GDH/1/-Cst, (PVA)-GDH/2/-Cst ir (PVA)-GDH/4/-Cst oksidacinés srovés
dydzio priklausomybés nuo kambario temperatiiros Arenijaus priklausomybé (B).
Matuotas atsakas ; 3 mM gliukozés.

Temperatiirinés priklausomybés duomenys sutapo su D'Costa ir
bendradarbiy gautais rezultatais [97], taciau jy sukurtos sistemos su GDH po
veikimo aukStose temperatiirose denatiiravosi negrjztamai. (PVA)-GDH/1/-
Cst, (PVA)-GDH/2/-Cst ir (PVA)-GDH/4/-Cst sistemy veikimas, esant
kambario temperatiirai, buvo panasus: 15 — 35 °C temperatiiry ruoze, sistemy
atsakas 1 3 mM gliukozes, didéjo apytiksliai 2,4% per 1-3 laipsnj. 3.17 pav. B
pavaizduotoje Arenijaus priklausomybéje matoma, jog ji yra tiesiné su vienodu
nuolinkio kampu, kas reiskia, jog (PVA)- GDH/1/-Cst, (PVA)-GDH/2/-Cst ir
(PVA)-GDH/4/-Cst bioelektrokatalizés proceso aktyvacijos energijos yra
vienodos ir lygios 26 + 2 kJ/mol. Panasaus dydzZio aktyvacijos energijos yra
gautos ir kitoms bioamperometrinéms sistemos su nuo NAD' ir FAD
priklausomomis dehidrogenazémis [9].

Gauti rezultatai su GDH imobilizuota ant PVA parodg¢, jog Sis fermentas

sudaro stiprias nekovalentines sgveikas su PVA pavir§iumi, neprarandant savo
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aktyvumo. Be to, hidrofiliné PVA aplinka uZtikrino optimaly GDH veikima.
(PVA)-GDH/2/-Cst sistema veike, iSlaitkydama iki 20% savo pradinio
aktyvumo, ilgiau nei 9-is ménesius, o Siy sistemy charakteristikos yra vienos
geriausiy kol kas publikuoty. Todél Siame darbe sukurtos bioamperometrinés
sistemos su GDH turi dideles pritaikymo perspektyvas kiek biojutikliy, tiek

bioreaktoriy kiirime ir bioelektrosintezéje.

3.3.1.3 GDH atrankumas substratams

Natyvios GDH atrankumas substratams homogeninéje aplinkoje jau buvo
tirtas ir nustatyta, kad fermentas pasizymi placiu specifiSkumu aldozéms, kas
buty naudinga ir perspektyvu kuriant angliavandeniy biojutiklius ir biologinius
kuro elementus (zr. 1.5.3 sk.). Yra publikacijy, kuriose aprasyti bandymai
genetiSkai modifikuoti GDH aktyvyji centrg, siekiant taip pakeisti jo
atrankumg jvairiems angliavandeniams [102, 187]. Siame darbe taip pat buvo
tirti GDH mutantai, siekiant iSsiaiSkinti jy substratinio specifiSkumo
priklausomybe nuo fermento veikimo aplinkos. Laukinio tipo GDH ir jos
mutanty Mut33, Mut35 bei Mut42 atrankumas substratams tirtas, kuomet
fermentai veiké heterogeningje aplinkoje: imobilizuoti ant PVA modifikuotos
lavsano plévelés, panaudojant strypinj APE-3 ir vykstant MEP su FMS.
Palygintas visy fermenty atrankumas D-(+)-gliukozei, D-(+)-maltozei, D-(+)-
galaktozei, D-(+)-laktozei, D-(-)-fruktozei bei D-(-)-tagatozei. Rezultatai
pateikti 3.18 paveiksle. Fermenty atsakai pateikti procentais priimant, kad
atsakas ] D-(+)-gliukozg yra 100%.

Kaip matoma i§ 3.18 pav., laukinio tipo GDH atrankumas substratams
homogeninéje ir heterogeninéje aplinkose yra panaus. Sis fermentas
efektyviausiai katalizuoja gliukozés oksidacijg. Atsako dydis sumazéja tik per
puse 1 maltoze, fermentui veikiant heterogeningje aplinkoje, o homogeningje
aplinkoje ] pasirinktus angliavandenius atsako dydis gali sumazéti tik ~30%.
Tuo tarpu, bioamperometrinés sistemos su GDH mutantais generavo maziau
nei 50% gliukozes atsako ] kitus cukrus. Beveik vienodas atsakas, siekiantis iki

40%, sistemy su Mut33, Mut35 ir Mut42 buvo | disacharidus: laktozg ir
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maltoze. Tuo tarpu bioamperometring sistema su Mut33 generavo didesnj nei
40% atsakg 1 galaktoze, kai sistemy su Mut35 ir Mut42 jis nesieké 20%. Taip
pat, bioamperometrinés sistemos su GDH ir jos mutantais buvo nejautrios

ketozéms: fruktozei ir tagatozei.
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3.18 pav. Gliukozés dehidrogenaziy substratiniai specifiSkumai fermentams
veikiant heterogeninéje ir homogeninéje aplinkoje. Homogeninéje aplinkoje GDH
jautrumas substratams i§ [100, 109]. . Bioamperometriniy sistemy konstravimui
naudotas strypinis APE-as. Atsakas matuotas ] 3 mM substrato GDH atveju ir j 12
mM Mut33, Mut35 ir Mut4?2 atveju.

Siekiant jvertinti bioamperometriniy sistemy atrankumg substratams,
apskaiciuotos tariamos Michaelio konstantos, kurios atspindi fermento
giminingumg substratui, 1ir jvertinti sistemy angliavandeniy katalizés
efektyvumai, kurie nustatomi i§ I,;75./K,"" santykio [188]. Kaip matoma 3.4
lentel¢je, visos bioamperometrinés sistemos su GDH mutantais pasizyméjo
didesnémis K,f,pp reikSmémis ir Zymiai maZesniu efektyvumu. Taipogi visy
sistemy didziausios K,;"¥ buvo galaktozei, o maZiausios — gliukozei. Laukinio
tipo GDH K,'? atsako reikimés-gliukozei ir galaktozei skyrési apie du kartus,
tuo tarpu, GDH mutanty — daugiau nei keturis kartus. Be to, laukinio tipo
GDH heterogeninéje aplinkoje maltozés, galaktozés ir laktozés oksidacijos
efektyvumas buvo panasus ir skyrési nuo gliukozés oksidacijos efektyvumo
daugiau nei du kartus. GDH mutanty oksidacijos efektyvumo skirtumas tarp
gliukozés ir kity sacharidy buvo per eilg didesnis. MaZiausiai tinkamas

substratas visoms sistemoms buvo galaktoze, i§imtj sudare tik (PVA)-Mut33-
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Cst sistema, kurios katalizés efektyvumas galaktozei buvo didesnis nei

disacharidams.

3.4 lentelé. Bioamperometriniy sistemy su GDH ir jos mutantais apskaiciuoti

kinetiniai parametrai: K:,,pp (mM) ir If,f’fx/Kﬁp (LA/mM) monosacharidams ir
disacharidams.

Sistema: (PVA)-GDH-  (PVA)-Mut33- (PVA)-Mut35- (PVA)-Mut42-

Cst Cst Cst Cst

] niai app app app app app app app app

[Ifch’:CeZ:}l’lr;llL:';l KM Imax KM Imax KM Imax KM Imax
Klspp KI\(/llpp KI\(/llpp KI\(/llpp

Atsakas i:

gliukoze ~ 4.8+0,2 1,1 1942 8,3-107  43+3 3,2:10% 5247 5,7-10°
maltoze 9+0,3 0,5 67+5 2,2:10°  85+9 1,3-10° 664 6,5-10™
galaktoze  10£0.4 0,4 96+ 13  7,9-10°  194+21 9,8-10" 197+45 2,7-10™
laktoze 8,140,6 0,6 89+ 14  5,1-10°  108+23 2,4-10° 117427 5,8-10™

Padidéjusios mutantiniy fermenty K,;"* reik§més nurodo, jog disacharidy
ir galaktozés oksidacija visiems heterogeninéje aplinkoje veikiantiems
fermentams yra energetiSkai apsunkintas procesas, dél apsunkinto substrato
patekimo ] aktyvyji centrg ir tuo paciu apsunkinto fermento-substrato
komplekso

susidarymo. Tuo tarpu laukinio tipo GDH perkélimas 1§

homogeninés aplinkos ] heterogening, praktiSkai nejtakojo fermento
atrankumo. Taipogi, i§ gauty rezultaty seka, jog sistemos su GDH mutantais
pasiZzyme¢jo mazesniu efektyvumu, bet jas galima naudoti didelés
koncentracijos angliavandeniy tirpaluose. Si savybé yra naudinga kuriant
biologinius kuro elementus arba bioelektrosintezés sistemas. Taip pat,
bioamperometriniy sistemy su GDH mutantais generuojamo atsako tiesiné
priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos sieké iki 50 mM, kas yra
naudinga kuriant bioamperometrines analizines sistemas, skirtas neskiesty

terpiy analizei.

3.3.2 Sistemos su tADH
Bioamperometriniy sistemy su tADH yra sukurta nedaug (zr. 1.5.1 sk.),
nors $i dehidrogenaz¢é pasiZymi enantioselektyvumu ir geba oksiduoti jvarius

pirminius ir antrinius alkoholius, o tokios savybés yra labai patrauklios kuriant
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ne tik alkoholiy biuojutiklius, bet ir
sistemas  skirtas  sintezei  [76].
Nezitrint efektyvios
bioelektrokatalizés, apraSytos sistemos
su tADH veiké neilgai, jy £k;, buvo

didesnés nei 107 min”. Kadangi

[Fe(CN)g]* tADH, kaip ir GDH, yra tirpus

fermentas, kurio globulés pavirSiuje

le

daugiausia  iSsidéste¢  hidrofiliniai

aminortigS§¢iy  Soniniai  radikalai,
3.19 pav. TaDH tikétina, jog stabiliausiai fermentas
bioelektrokatalizés su KF schema. veiks taipogi hidrofilinémis savybémis
pasizymincioje imobilizavimo matricoje. Todel tADH buvo taip pat, kaip ir
GDH, imobilizuojama ant hidrofilinémis savybémis pasizyminc¢ios PVA
modifikuotos pusiau pralaidzios lavsano plévelés. Imobilizavimo metodo
efektyvumas buvo lyginamas su fizikine adsorbcija ant APE-o. Siekiant
uztikrinti efektyviag bioelektrokatalize buvo panaudotas tirpus mediatorius: KF.

Bioelektrokatalizés su tADH schema pavaizduota 3.19 pav.

3.3.2.1 TADH veikimas ant anglies pastos elektrody

Siekiant jvertinti galimus imobilizavimo biidus, pirmiausia tADH buvo
imobilizuota ant APE-o tiesiog fizikinés adsorbcijos biidu. Gauta sistema
Siame darbe Zymima tADH Cst. TADH Cst tirta chronoamperometrijos
metodu, esant optimalioms tADH veikimo sglygoms ant APE-y, kurios buvo
nustatytos ankstesniuose darbuose [14, 79] ir esant pastoviai KF koncentracijai
tirlamajame tirpale. Rezultatai pateikti 3.20 pav.

Sukurtos bioamperometrinés sistemos atsakas pridéjus substrato buvo
gaunamas per 7 min, o tiesin¢ priklausomybé nuo substrato koncentracijos —
iki 1 mM. TADH_Cst jautrumas 1,2-propandioliui buvo apie 2,2 pAcm™mM™.
Kaip matoma 3.20 pav. A, sistema generavo atsaka j 1,2-propandiolj ilgiau nei

5-is ménesius. Kaip ir GDH_Cst atveju, tADH_Cst inaktyvacija vyko keliomis
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stadijomis: greita (3.20 pav. [1] ties¢), kuri gali buti susieta su neefektyviai
suriSto su APE-o pavirSiumi fermento desorbcija, ir léta (3.20 pav. [2] ties¢),
kurios metu gal¢jo vykti fermento globulés negriztama denatiiracija ir/arba
kofaktoriaus iSsiplovimas i§ aktyviojo centro. Buvo nustatyti TADH Cst
kinetiniai parametrai: I;%5 ir K,*¥ (3.20 pav. B), o visos pagrindinés

tADH_Cst charakteristikos susumuotos 3.5 lentel¢je (zZr. 3.3.2.2 sk.).
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3.20 pav. Bioamperometrinés sistemos su imobilizuota tADH ant APE-o
stabilumas (A), numeruotos tiesés pazymi sistemy inaktyvacijos stadijas, ir
oksidacinés srovés dydzio priklausomybé nuo 1,2-propandiolio koncentracijos (B),
pilka spalva atvaizduota kreive, aproksimuota pagal Michaelio ir Menten hiperbolés
lygt], ir nustatyti kinetiniai parametrai. Bioamperometrinés sistemos konstravimui
naudotas strypinis elektrodas, stabilumo tyrimuose matuotas atsakas j 1,25 mM 1,2-
propandiolio.

Mediatoriné tADH Cst veiké panaSiai kaip anksCiau apraSytos
bereagentinés sistemos su tADH ant grafitizuoty suodziy elektrody [79] ir
Zymiai stabiliau nei mediatorinés bereagentinés sistemos su feroceno dariniais
[14]. Taciau tADH_Cst atsakas j 1,2-propandiolj yra ganétinai ilgas — apie 7

min.

3.3.2.2 TADH veikimas ant PVA modifikuotos pusiau
pralaidzZios lavsano plévelés

Siekiant optimizuoti tADH veikimg, bioamperometrinés sistemos ruostos,

tADH 1mobilizuojant ant PVA modifikuotos pusiau pralaidzios lavsano

plévelés (zr. 2.4.5 sk.). Fermento imobilizacija atlikta skirtingg laiko tarpa: 1,5
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val. ir 1-3 para. Gautos dvi bioamperometrings sistemos: (PVA)-tADH/1,5/-Cst
ir (PVA)-tADH/1P/-Cst. Analogiskai kaip ir 3.3.2.1 sk. apraSyta tADH Cst,
sukurtos sistemos tirtos chronoamperometriniu metodu, esant optimalioms
tADH veikimo salygoms ant APE-y. Bioamperometriniy sistemy stabilumo
matavimai pateikti 3.21 pav. A, o sistemy atsako priklausomyb¢ nuo substrato

koncentracijos 3.21 pav. B.
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® (PVA)-tADH/1,5/-Cst = (PVA)-tADH/1P/-Cst

3.21 pav. Bioamperometrinés sistemos su imobilizuota tADH ant PVA
modifikuotos lavsano plévelés stabilumas, numeruotos tiesés pazymi sistemy dvi
inaktyvacijos stadijas (A); oksidacinés srovés dydzio priklausomybé nuo 1,2-
propandiolio koncentracijos (B), pilka spalva atvaizduota kreivé aproksimuota pagal
Hill‘o funkcijos hiperbolés lygtj ir nustatyti kinetiniai parametrai. Bioamperometriniy
sistemy konstravimui naudoti strypiniai elektrodai, stabilumo tyrimuose matuotas
atsakas j 1,25 mM 1,2-propandiolio.

Sukurty bioamperometriniy sistemy atsakas j 1,2-propandioli buvo
greitesnis nei tADH_Cst atveju ir vidutiniSkai buvo gaunamas per 1 min. Kaip
pateikta 3.21 pav. A, abi sistemos generavo atsaka ] substrata apie du
meénesius, o daugiau nei pus¢ savo aktyvumo prarasdavo maziau nei per vieng
dieng. Atlikus (PVA)-tADH/1,5/-Cst ir (PVA)-tADH/1P/-Cst generuojamo
atsako dydzio priklausomybés nuo 1,2-propandiolio koncentracijos tyrimus,
nustatyti tariamieji kinetiniai parametrai 1,5, ir K,'". Pagrindinés (PVA)-
tADH/1,5/-Cst ir (PVA)-tADH/1P/-Cst charakteristikos nurodytos 3.5
lenteléje.

Kaip matoma 3.5 lenteléje, mediatorinés (PVA)-tADH/1,5/-Cst ir (PVA)-

tADH/1P/-Cst sistemos generavo apie tris kartus didesnj atsakg ir Zymiai

104



greiCiau, nei tADH Cst. Tadiau jy veikimas buvo maZziau stabilus. Kaip
matoma 3.21 pav. A, (PVA)-tADH/1,5/-Cst ir (PVA)-tADH/1P/-Cst taip pat
pasizyméjo keliomis inaktyvacijos stadijomis: 3.21 pav. A [1] ties¢ — greita,
kurios metu, manoma, vyksta neefektyviai suriSto fermento desorbcija ir 3.21
pav. A [2] tiesé — léta, kuri gali biiti susieta su fermento globulés denatiiracija

ir/arba kofaktoriaus iSsiplovimu i§ tADH aktyviojo centro.

3.5 lentelé. Bioamperometriniy sistemy su imobilizuota tADH ant APE-y ir PVA
modifikuotos lavsano plévelés charakteristikos.

Sistema: tADH Cst (PVA)-tADH/1,5/- (PVA)-tADH/1P/-
Cst Cst
Tariamas maksimalus srovés 4,6+0,5 12+0,2 13+0,7
tankis, ,uAcm’z
K,FP, mM 0,80 + 0,4+0,1 2,2+40,1
0,03

Jautrumas, ,uAcm'ZmM ! 2,2 18,1 5,1
Atsako laikas, min 7,4 £1,2 1+£0,2 1,1£0,3
Tiesiné dalis, mM 0,001 -1,0 0,001 -0,3 0,001 —0,7
50% atsako sumazéjimas, 4,7 0,1 1,3
paromis
Sistemos veikimo trukmé, 160 60 60
paromis
kin 107, min' 1 28 £2 40+6 29+2

2 1,5+0,5 7+1 7,3+1,0

PaskaiCiuotos greitos stadijos inaktyvacijos konstanty reikSmés visoms
sistemoms yra panaSios, todél galima spéti, jog neefektyviai suriStos tADH
sgveika su Cst ir PVA yra panaSaus stiprumo. Tuo tarpu létos stadijos £;,
reikSmés buvo daugiau nei 4 kartus didesnés sistemose su tADH imobilizuotos
ant PVA, 1§ ko galima daryti i§vada, jog Cst aplinka yra palankesné¢ fermento
veikimui. Taciau, (PVA)-tADH/1,5/-Cst ir (PVA)-tADH/1P/-Cst sistemos nuo
~10 dienos iki ~30 dienos veike stabiliai (3.21 pav. A), o tADH_Cst sistema
tolygiai prarasdavo savo aktyvuma (3.20 pav. A). Taip gali buti dél to, jog
tADH sgveika su PVA stabilizavo efektyviai suriSto fermento tretine struktiira,
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kol tADH pradé¢jo vykti aktyviojo centro pokyc€iai, mazinantys sistemy
aktyvuma.

Apskaitiuotos K" reikimés 1,2-propandioliui visoms sistemoms yra
didesnés nei natyvaus fermento, kas taip pat nurodo substrato molekulés
difuzijos apsunkinimus i§ tirpalo j fermento aktyvyji centra. TADH Cst ir
(PVA)-tADH/1,5/-Cst sistemy K,""  gautos panaSios reikmés, kaip ir
sistemoms su feroceno dariniais [14]. Nustatyta K,'’ reikimé¢ (PVA)-
tADH/1P/-Cst yra per eile didesné. Manytina, jog vieng parg imobilizuojantis
fermentui, susidargs jo sluoksnis buvo zymiai didesnis nei kity sistemy atveju.
Taciau (PVA)-tADH/1P/-Cst ir (PVA)-tADH/1,5/-Cst aktyvumai buvo
panasis, i$ ko galima daryti iSvada, jog abiejy sistemy atveju veiké apytiksliai
vienodas aktyvaus tADH kiekis.

Atlikti eksperimentai su mediatorinémis tADH sistemomis parodé, jog
fermento veikimas yra stabilesnis ir efektyvesnis ant Cst elektrodinés matricos.
Taciau dél efektyvios tADH sgveikos su PVA pavir§iumi buvo stabilizuojama
fermento molekulés globulé, todél gerai suriStas fermentas veike
neprarasdamas savo aktyvumo apie savaite. PVA nekovalentingje sgveikoje su
tADH dalyvavo hidrofilinés —OH grupés, o Cst atveju, hidrofobinis amorfinés
anglies pavirSius. Siekiant iSgauti tinkamg optimaliam fermento veikimui
elektroding matricg, bioamperometrinés sistemos su tADH buvo ruostos ant
jvairiais buidais oksiduoto grafito elektrody, kuriy pavirSius pasiZymeéjo tiek
hidrofobinémis anglies savybémis, tiek hidrofilinémis deguonj turinciy

funkciniy grupiy savybémis.

3.3.2.3 TADH veikimas ant grafito oksidacijos produktais
modifikuoty anglies pastos elektroduy
Pastaraisiais metais dél savo fizikiniy ir cheminiy savybiy didelio
mokslininky susidoméjimo sulauké grafenas ir jo jvairios modifikacijos [189-
190]. Bioamperometrinéms sistemoms tokio tipo elektrodiné medziaga taip pat
galéty biiti labai perspektyvi. Nors pats grafenas néra chemiSkai aktyvi

medziaga, taciau jo aktyvumga ir savybes galima keisti jvedant strukttrinius
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)OHV defektus ar funkcines grupes. Vienas
)

- . : . ..
2-hidroksipropanalis 15 galimy  angliniy  medziagy

modifikavimo biudy yra grafito

oksidacija.

Siame darbe buvo kuriamos
bioamperometrinés sistemos i§ naujy
angliniy  medziagy -  grafito
oksidacijos produkty (GOP): GO,
OG-1P, OG-18, OG-2P, OG-2S, kurie

3.22 pav. TADH . . . )
bioelektrokatalizés ant GOp gauti jvairias budais oksiduojant ir

modifikuoty APE-y schema.

mechaniSkai paruoSiant grafitg. Tokiu
bidu buvo norima iSgauti optimalios struktiiros ir cheminés sudéties
elektroding matricg, kuri uztikrinty efektyvy fermenty veikima.

Darbe buvo sukurtos ir tirtos sekancios bioamperometrinés sistemos:
tADH_GO-Cst, tADH OG-1P-Cst, tADH_ OG-1S-Cst, tADH OG-2P-Cst ir
tADH OG-2S-Cst, tADH tiesiog adsorbuojant ant GOP modifikuoty strypiniy
APE-y. Ankstesniy tyrimy metu buvo parodyta, jog tADH gali tiesiogiai
reoksiduotis ant chemiskai modifikuoty angliniy pavirSiy [77, 79], todél
bioamperometrinés sistemos su GOP buvo tirtos nenaudojant papildomy
mediatoriy, tikétasi, jog ir Sios elektrodinés medziagos yra tinkamos TEP.
TADH bioelektrokatalizés schema pavaizduota 3.22 pav. Gauti kinetiniai
parametrai buvo palyginti su sistemomis, kuriose fermentas veiké ant
nemodifikuoty GE-o ir APE-o (atitinkamai bioamperometrinés sistemos
tADH_GE ir tADH_Cst). Rezultatai pateikti 3.23 pav. IS 3.23 paveiksle
pateikty duomeny matoma, jog I,F-. sistemose skirtingy GOP pagrindu kito
nuo 0 (GO atveju) iki 2,5 pAecm?(OG-S2 atveju). Visy penkiy sistemy 95%
atsako, pridéjus fermento substrato, vystési per 1 min, kas yra zymiai greiciau,
nei tADH Cst su tirpiu mediatoriumi. Kaip matoma 3.23 paveiksle, visy
sistemy Ik ir K,'? reiksmés yra skirtingos. I3 to galima padaryti i§vada, jog
Siy procesy limituojanti stadija yra ne 1,2-propandiolio oksidacija fermentu, o

EP nuo redukuoto fermento aktyviojo centro ant GOP pavirSiaus. Taciau S$iai
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prielaidai  patvirtinti reikalingi papildomi tyrimai. Sistema, sukurta
nemodifikuotos anglies pagrindu (tADH Cst) be tirpaus mediatoriaus veike
labai neefektyviai, o jos I;-h buvo daugiau nei 20 karty maZesnis, nei su KF

(Zr. 3.3.2.1 sk.). Tuo tarpu sistemos su GOP, kuriose vyko TEP, veiké Zymiai

efektyviau.
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3.23 pav. Bereagentiniy bioamperometriniy sistemy su tADH ir GOP, grafitu bei
Cst kinetinés charakteristikos. Bioamperometriniy sistemy konstravimui ir
modifikavimui GOP naudoti strypiniai APE-ai ir GE-ai.

Ankstesniy tyrimy metu buvo parodyta, jog uztikrinti efektyviai TEP nuo
tADH aktyviojo centro ant chemiSkai modifikuoty amorfinés anglies medziagy
yra svarbios bazinés funkcinés grupés [79]. Siame darbe tirti OG-S1 ir OG-S2
taip pat pasizymejo didesniu baziniy grupiy kiekiu (zr. 2.1 sk., 2.1 lentel¢) nei
kiti GOP, nors kitokiy funkciniy grupiy jose ir nebuvo aptikta. Be to, OG-S1 ir
OG-S2 buvo susintetinti 1§ papildomai susmulkintos grafito Zzaliavos. Todél
tikétina, jog Sios anglinés medziagos formuoja elektrodo pavirSiaus struktiirg,

kuri paveikia fermento molekulés tinkamg orientacija.

3.3.24 Grafito oksidacijos produkty pavirSiaus
morfologijos charakteristikos
Siekiant  jvertinti GOP  pavirSiaus morfologijos jtaka tADH

bioelektrokatalizés efektyvumui, tirty angliniy medZziagy pavirSiai buvo
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charakterizuoti atominés jégos mikroskopijos metodu. Gauti grafito, Cst, GO,
OG-1P, OG-18, OG-2P ir OG-2S topografiniai vaizdai pateikti 3.24 pav. Kaip
matoma 3.24 paveiksle, visos tirtos anglinés medziagos formuoja skirtingos
morfologijos pavirSius. Siekiant charakterizuoti Siuos pavirsius, atlikta AJM
vaizdy amplitudés parametry analizé. Analizuoti tipiniai SiurkStumo
parametrai: vidutinis SiurkStumas (S,), SiurkStumo asimetrija (S;), ,,deSimties
taSky‘ aukstis (S;9) ir intensyvumas (S;) (zZr. 2.5.8 sk.). Duomenys pateikti 3.6

lenteléje.

grafitas

3.24 pav. Angliniy medziagy topografiniai vaizdai. Skenavimo laukas 400 nm x
400 nm.

Pats Zérutis pasiZymi atomisSkai lygiu pavir§iumi, todél nedaro jtakos tirty
angliniy pavir$iy SiurkStumui. Visy kity angliniy medziagy SiurkStumo
parametrai skyrési ir didziausiu S, pasizymejo Cst ir OG-18S. S, kuris atspindi
pavirSiaus nelygumy ,astruma“, buvo didziausias GO. Maziausiomis S;,
reikSmémis pasizyméejo grafitas ir OG-2S. S, atspindinCio SiurkStumy

asimetrija, reikSmés nurode, jog visy tirty angliniy medziagy pavirSiuje stebimi
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,Kkalneliai“. ISimt] sudaré tik Cst, kurios pavirSius buvo duobétas. Labiausiai
,kalneliai* iSreiksti OG-1P ir OG-2P pavirSiuose. I§ gauty duomeny galima
daryti iS§vada, jog OG-S1 ir OG-28S, ant kuriy tADH bioelektrokatalizé¢ vyko
efektyviausiai ir stebimos K ;f,pp buvo maziausios, formuoja tolygy pavirsiy i$
smulkiy oksiduoto grafito daleliy. O GO, OG-1P ir OG-2P, ant kuriy
bioelektrokatalizé vyko neefektyviai, formuoja netolygy pavirSiy i§ stambiy
daleliy. Taip pat 1§ 3.6 lentel¢je pateikty duomeny galima pastebéti, jog kone
didziausig jtaka tADH veikimui daro S, ir S, nors matematiskai apibréztos
priklausomybés tarp jy reikSmiy bei apskaiCiuoty tariamyjy kinetiniy
bioamperometriniy sistemy parametry nebuvo gauta.

3.6 lentelé. Angliniy medziagy ir Zérucio SiurkStumo parametrai. Pateikti
parametry vidurkiniai dydZiai, kuriy paklaida nevir§ija 10% nuo nustatytos reikSmes.

Grafitas  Cst GO OG-I1P 0G-1S O0G-2P 0G-2S

Sy nm 3 20 3 4 25 4 12
Sk, nm 10 7 153 47 4 55 3
Sy, nm 0,6 -2 3,1 10,9 0,3 29,1 1,1
Si19, niM 70 361 225 228 175 423 74

Apibendrinant Siame darbe tirty bioamperometriniy sistemy su tADH ir
GOP rezultatus, galima daryti i§vada, jog siekiant sukurti efektyviai veikiancig
bereagente sistema, kurioje vykty TEP, svarbu ne tik tinkamai chemiSkai
modifikuoti anglines medziagas, bet ir suformuoti optimalig elektrodinés
matricos morfologija. Be to, tADH veikimui ir, greifiausiai, tinkamam
orientavimui ant elektrodo pavirSiaus daro jtakg bazinémis savybémis
pasizymincios deguonings grupés, nes, nepaisant grafito ir OG-2S Siurk§tumo
parametry panasumo, bioelektrokataliz¢ su tADH ant grafito nevyko, o ant

OG-2S vyko efektyviausiai.

3.3.2.5 TADH atrankumas substratams
Kuriant bioelektrochemines sistemas, skirtas analizei, sintezei ir kt., svarbu
zinoti jy atrankumg ir jautrumg jvairiems substratams, kadangi tik taip galima
jvertinti sukurtos sistemos pritaikymo galimybes. TADH atrankumas jvairiems

alkoholiams buvo vertinamas kuomet natyvus fermentas veike tirpale
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(homogeningje aplinkoje) ir, kai fermentas buvo imobilizuotas ; APE-g
(heterogeninéje aplinkoje). 3.25 paveiksle pateikti rezultatai iSreiks$ti procentais
priimant, kad atsakas j 1,2-propandiolj yra 100%.

Kaip matome 3.25 pav., heterogenin¢je aplinkoje veikianti tADH
katalizuoja ne visy tirty alkoholiy oksidacijg. Tuo tarpu, kai tADH veike
homogeninéje aplinkoje, atsakas buvo gautas ] visus tirtus alkoholius.
Heterogeninéje aplinkoje tADH geriausiai oksiduoja alilo alkohol; ir 1,2-
propandiolj, taciau katalizés reakcijos nevykdo esant terpéje 2-propanoliui, 2-
dekanoliui ir 1,3-diamimo-2-propanoliui. Taip pat atsako j 1,3-propandiolj, 2-
butanolj, 3-metil-1-butanolj ir etanolj intensyvumas homogeningje ir
heterogeningje aplinkose skyrési daugiau nei du kartus. Tai gali biiti paaiSkinta
fermento konformacijos pokyc€iais heterogenin¢je aplinkoje ir skirtingu
alkoholiy judrumu. IS gauty rezultaty taip pat galima padaryti iSvada, jog
bioamperometrinés sistemos su tADH oksiduoja maziau alkoholiy, todél yra

atrankesnés, lyginant su natyvaus fermento veikimu homogeningje aplinkoje.
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3.25 pav. TADH substratiniai specifiSkumai homogeninéje ir heterogeninéje
aplinkose. Atsakas matuotas ] 2 mM substrato, naudota tADH-Cst bioelektrochemine
sistema ant strypinio APE-o.

3.3.3 Sistemos su mADH
MADH yra membraninis fermentas, efektyviai oksiduojantis pirminius

alkoholius net ir anaerobinéje aplinkoje. Yra parodyta, kad fermentas gali
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AO
etanalis

tiesiogiai reoksiduotis ant kai kuriy

elektrodiniy pavirsiy [20, 70]. Sios
savybés yra patrauklios  biojutikliy,
~OH - \ biologiniy kuro elementy jrenginiy
etanolis kiirimui ir pritaikymui bioelektrosintezéje
(zr. 1.5.2 sk.).

3.1.2 skyriuje buvo parodyta, jog
mADH gali reoksiduotis ant APE-o,

elektronus perneSant nuo hemo c ir nuo

3.26 pav. mADH S .
bioelektrokatalizés schema. PQQ molekulés, jei EP kelias nuo hemy c

yra  nepalankus. Kadangi mADH
molekulés pavirSius pasizymi hidrofobinémis savybémis, tikétina, jog
hidrofiliniai pavir$iai jos veikimui nebus tinkami. Siekiant sukurti optimaly
APE-o, buvo pasirinkta modifikuoti elektrodo pavirSiy chemiSkai modifikuota
anglimi (ChMA) (Zr. 2.1 sk.). Ant Sio pavirSiaus mADH buvo imobilizuota
fizikinés adsorbcijos budu ir gautoji sistema pazyméta mADH ChMA-Cst.
Bioelektrokatalizés schema pateikta 3.26 pav., o nustatytos pagrindinés
charakteristikos aprasytos 3.7 lentel¢je. Palyginimui, taip pat tirta mADH_Cst
sistema ant nemodifikuoto APE-o pavirSiaus.

3.7 lentelé. Bioamperometriniy sistemy su mADH charakteristikos. Fermento
substratu tyrimuose naudotas etanolis. Bioamperometrinés sistemos konstravimui
naudotas plokstinis elektrodas.

Sistema: mADH ChMA- mADH Cst
Cst

Tariamas maksimalus srovés 3,3+0,1 0,20 £ 0,01
tankis, pAcm™

KPP, mM 0,48 + 0,03 0,070 + 0,001

Jautrumas, ,uAcm'zmM' g 3,9 0,8

Atsako laikas, min 1,6 £0,2 1,8 +£0,7

Tiesiné dalis, mM 0,001 -0,3 0,001 - 0,1

kin 107, min™ 11+2 60+ 9
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Kaip matoma 3.7 lenteléje, mADH ChMA-Cst generavo iki 20 karty
didesnj atsaka i etanol; ir veiké stabiliau nei mADH Cst. Abi sistemos
generavo atsakg greiiau nei per 2 min, tafiau pasiZyméjo trumpa tiesine
dalimi, siekiancia iki 0,3 mM etanolio. Gautos bereagentés sistemos su mADH
ir ChMA bei Cst, kuriose fermentas tiesiogiai reoksidavosi ant elektrodo
pavirSiaus, pasizymejo geresniu stabilumu ir efektyvumu, nei bereagentés
sistemos su polipirolu modifikuotais elektrodais [88] bei bereagentés
mediatorinés sistemos su feroceno dariniais [14, 90]. Taciau Treu ir
bendradarbiy panaudota amonio bromidu modifikuota ,,Nafion* membrana

mADH imobilizavimui uztikrino zymiai efektyvesnj ir stabilesnj veikima [93].

3.3.3.1 MADH atrankumas substratams
Siekiant i$siaiSkinti substratinio specifiSkumo priklausomybe nuo aplinkos,
kurioje fermentas veikia, buvo tirtas mADH atrankumas jvairiems
alkoholiams, kuomet natyvus fermentas veiké tirpale (homogeningje aplinkoje)
ir, kai fermentas buvo imobilizuotas ;] ChMA modifikuota APE-3
(heterogeninéje aplinkoje). 3.27 paveiksle pateikti rezultatai iSreiksti procentais

priimant, kad atsakas j etanolj yra 100%.
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g 40+ : | 1]
= I ] Z
X2 20- E _ HH ?
< 11 ’

0 . I m Mr-m ‘ i i } HH ‘ —n

S S =] S
e\a“o\:(\e\a“%\ V’a“?),\gu aﬂi\:o\) a“ff\c\&e “\?\a\\‘ “%\(ova“z\;Q d\?é:Q 80!
L ANV, 20 20

4 35°
3.27 pav. MADH substratiniai specifiSkumai homogeninéje ir heterogeninéje

aplinkose. Atsakas matuotas | 2 mM substrato, naudota mADH-ChMA-Cst
bioelektrocheminé sistema ant strypinio APE-o.

Kaip matome 3.27 paveiksle, mADH skirtingu greiciu vykdo ty paciy

alkoholiy katalizes reakcijas, esant homogeningje ir heterogeningje aplinkose.
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Kaip ir apraSoma literatiiroje (zr. 1.5.2 sk.), mADH labiau atranki pirminiams
alkoholiams. MADH bioelektrokataliz¢ efektyviausiai vyksta su etanoliu, alilo
alkoholiu, 3-metil-1-butanoliu ir metanoliu. Taciau §is procesas nevyksta arba
vyksta neefektyviai terp¢je esant antriniams alkoholiams bei 1,3-diamino-2-
propanoliui ir 1,2-propandioliui. Taipogi atsakas j tuos pacius alkoholius gali
kisti daugiau nei du kartus homogeningje ir heterogeninéje aplinkose, kaip ir 2-
propanolio, 1,3-propandiolio bei 1,2-propandiolio atveju. Substratinis
specifiSkumas gali pasikeisti dé¢l to, kad pakinta adsorbuoto ant APE-o
fermento konformacija ir deformuojasi aktyvusis centras. Tai gali biiti ir dél
alkoholiy molekuliy prigimties, salygojancios jy skirtingg judruma.

IS gauty rezultaty galima padaryti iSvada, jog bioamperometrinés sistemos
su mADH yra atrankesnés, lyginant su natyvaus fermento veikimu

homogeninéje aplinkoje.

3.3.4 Sistemos su FDH

OH © Nuo PQQ priklausoma fruktozés
HO oH dehidrogenaze¢, pasizyminti unikaliu
HO OH

O O OH . . v . P
rankumu fruktozei ir zniausiai

5-dehidro-D-fruktozé atrankumu ruktoze da ausia

$ OH naudojama  fruktozés  biojutikliy

HO OH
D-fruktoz kirime. I§ literatiros duomeny
2¢

Zinoma, jog seékmingiausios analizinés
bioamperometrinés sistemos su FDH
buvo sukurtos angliniy elektrodiniy
matricy  pagrindu ir naudojant
mediatoriy, p-benzochinong (BQ) (Zr.
1.54 sk.). Tafiau S$iy sistemy

trukumas buvo mediatoriaus

3.28 pav. FDH
bioelektrokatalizés su chinoniniais

desorbcija nuo anglinio elektrodo
mediatoriais schema. pavirSiaus ] tirpalg, dél ko sistemos
greitai prarasdavo stabilumg [141]. Todé¢l Siame darbe buvo siekiama

sukonstruoti naujus p-benzochinono darinius, kurie pasiZymeéty tiek mazesniu
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tirpumu vandenyje, dél ko galéty ilgiau iSlikti ant elektrodo pavirSiaus, tiek
uztikrinti efektyvig EP nuo fermento aktyviojo centro ant elektrodo pavirsiaus.
Siame darbe buvo tirti nauji BQ dariniai, turintys jvairius anilino pakaitus (Zr.
2.1 sk.). Jy cheminés ir fizikinés savybés kol kas néra iki galo istirtos, taciau
Zinoma, jog jie yra maziau tirplis vandenyje nei BQ. FDH bioelektrokatalizés

schema pavaizduota 3.28 pav.

3.34.1 Naujuy chinoniniy mediatoriy elektrocheminés
savybés

Siekiant jvertinti naujai susintetinty mediatoriy elektrochemines savybes
bei efektyvumg reoksiduojant FDH aktyvyji centra, buvo atlikti tiek paciy

mediatoriy, tiek jy pagrindu sukurty bioelektrokataliziniy sistemy tyrimai.
Nauji chinoniniai mediatoriai, adsorbuoti ant GE-y (Zr. 2.4.3 sk.), buvo tirti
ciklinés voltamperometrijos metodu. Siekiant jvertinti pakaity jtakg BQ dariniy
elektrocheminéms ir mediatorinéms savybéms, palyginimui buvo tirtas ir
adsorbuotas ant GE-o p-benzochinonas. Dazniausiai BQ ir jo dariniy
elektrocheminés savybés tiriamos aprotoningje ir anaerobingje aplinkoje, nes
tokiu atveju vyksta griztami elektrony pernasos redokso elektrocheminiai
procesai, stebint dvi oksidacines ir dvi redukcines smailes [191]. Taciau,
priklausomai nuo aplinkos poliSkumo, chinono strukttiros bei vidumolekuliniy
vandeniliniy ry$iy, chinony voltamperogramose galima stebéti tik vieng
redokso procesa (vieng oksidacing ir vieng redukcing smailes) [191-193].
Siame darbe chinoniniy medZiagy elektrocheminés savybés tirtos H,SO,
vandeniniame tirpale. P-benzochinono ir kity BQ dariniy CV-os pateiktos 3.29
paveiksle. Kadangi nemodifikuoto GE-o CV-o0je nematomi zymiis oksidaciniai
arba redukciniai procesai, mediatoriy ciklinés voltamperometrijos tyrimams
nedaro jtakos nespecifiniai procesai, vykstantys ant GE-o pavirSiaus. Vykstant
adsorbuoto BQ oksidacijai, CV-oje matomos trys oksidacinés smailés (3.29
pav. 1, 3 ir 5), o BQ redukcijai dvi redukcinés smailés (3.29 pav. 2 ir 4). 1-0ji
(0,57 V) ir 2-0j1 (0,46 V) smailés apibiidina intensyvius kvazigriZztamus
procesus (kurie tekste nurodyti kaip 1 ir 2 procesas), o 3-ioji (0,13 V) ir 4-0ji
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(0,09 V) smailés pazymi neintensyviai vykstancius kvazigriztamus redokso
procesus (kurie tekste nurodyti kaip 3 ir 4 procesai), esant neigiamesniems
elektrodo potencialams nei 1 ir 2 proceso. 5-0ji neZymi oksidaciné smailg,
elektrodo potencialui esant prie 0,731 V, apibiidina negriZztama oksidacinj
procesg. Visos aptartos BQ budingos smailés yra matomos ir vykstant MN,
IM, 2M bei 2F redokso reakcijoms. Taciau jy 1-2 procesai pasislenka j
neigiamesniy potencialy sritj. 1F, 2F ir 2M atveju atsiranda papildomos 6-0ji ir
7-0j1 redukcinés smailés. Vykstant 1F oksidacijai ir redukcijai ant GE-o,
nevyksta 3-4 redokso procesai. Ben ir BBen atveju stebimos trys oksidacinés
smailés ir tik viena nezymi redukciné smailé, kas liudija, jog $iy mediatoriy

redokso procesai yra negrjZtami.
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3.29 pav. Chinoniniy mediatoriy ciklinés voltamperogramos. Kiekvienoje
ciklinéje voltamperogramoje skaiCiais pazymétos oksidacinés ir redukcinés smailés.
Potencialas skleistas 10 mV/s grei¢iu, tyrimai atlikti 0,5 M H,SO4 vandeniniame
tirpale.

Visy mediatoriy CV-ose stebimy smailiy potencialai pateikti 3.8 lenteléje.

Yra Zinoma, jog rigStinése vandeninése sistemose, iStirpinto BQ CV-oje
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stebimos viena oksidaciné ir viena redukciné smailés. Sie redokso procesai
vyksta pagal elektrocheminiy reakcijy ECE mechanizmg [193-194]. Visy tirty
chinoniniy medziagy CV-ose stebimas 1-2 redokso procesas yra griztamas. Jis
charakterizuotas oksidacinio ir redukcinio potencialy skirtumu (AE,,) ir
formaliuoju redokso potencialu (Ej)) (zr. 3.8 lentelg). Kaip matoma 3.8
lenteléje, visy tirty chinoniniy mediatoriy E; yra panasis, iSskyrus BQ, Ben ir
BBen. Tai liudija, jog BQ modifikavimas anilininiais pakaitais, pasizyminciais
stipriu indukciniu efektu, mazina elektrony atpléSimo nuo chinono deguonies
atomy aktyvacijos energija.

3.8 lentelé. Chinoniniy medziagy redokso smailiy potencialy reikSmeés (vs.
Ag/AgCl) ir pagrindinés charakteristikos, nustatytos i§ cikliniy voltamperogramy.

Oksidacijos potencialai, V Redukcijos potencialai, V. AE,,, V Ej, V

Epal Epa3 Epa5 Ech Epc4 Epc6 Epc7
BO 0,57 0,13 0,73 0,46 0,09 0,11 0,522
MN 0,36 0,17 0,59 0,32 0,14 0,05 0,338
IM 0,37 0,19 0,69 0,27 0,13 0,1 0,319
M 0,38 0,13 0,71 0,26 0,06 0,46 0,69 0,12 0,324
1F 0,46 0,85 0,18 0,63 0,28 0,323
2F 0,39 0,18 0,61 026 0,09 048 0,14 0,324
Ben 0,58 0,42 0,97 0,28 0,3 0,429
BBen 0,35 0,07 0,69 0,19 0,16 0,271

Mazesniu indukciniu efektu pasizymintis nemodifikuotas anilino pakaitas
Ben molekul¢je, maZiau veikia chinono deguonies atomus. Todél tik kai prie p-
benzochinono prijungti du anilininiai pakaitai BBen molekuléje stebimas Ej
sumazejimas. Be to, vykstanciy redokso procesy greitis yra didesnis MN ir 1M.
Tai atspindi maZzesnis potencialy skirtumas tarp anodinés ir katodinés smailés.
Kaip matoma 3.8 lenteléje, léCiausi redokso procesai yra Ben ir 1F atveju. Be
to, kaip bus parodyta tolimesniuose bioamperometriniy sistemy su FDH
tyrimuose (zr. 3.3.4.2 sk.), sistemos su MN efektyviau nei kiti mediatoriai
reoksiduoja fermento aktyvyji centrg. Tod¢l MN redokso savybés buvo tirtos
nuodugniau.

MN adsorbuoto ant GE-o0 CV-o0s uzraSytos potencialg skleidziant skirtingu
greiCiu. Rezultatai pateikti 3.30 pav. Kaip matoma, didéjant potencialo

skleidimo greiciui (v) (3.30 pav. A), oksidacijos ir redukcijos procesai vyksta
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intensyviau, todél oksidaciniy ir redukciniy smailiy aukstis didéja. Didinant

potencialo skleidimo greitj iki 50 mVs’, 1-os oksidacinés ir 2-os redukcinés

smailés padétys nekinta x-aSies atzvilgiu, kas rodo, jog vykstantys redokso

procesai yra griztami. Tai patvirtina ir tiesiné smailiy srovés stiprio

priklausomybé nuo kvadratinés potencialo skleidimo greicio Saknies (3.30 pav.

B).
® ®
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3.30 pav. MN adsorbuoto ant GE-o ciklinés voltamperogramos uZzregistruotos
skirtingais potencialo skleidimo greiciais (A). Skaifiais pazymétos oksidacing ir
redukciné smailés, o strélytémis oksidacijos ir redukcijos procesy srovés kitimas,
did¢jant skleidimo grei¢iui. MN oksidacinés (1) ir redukcinés (2) smailiy aukscio
priklausomybé nuo potencialo skleidimo grei¢io kvadratinés Saknies (B).
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3.31 pav. Koreliacija tarp MN oksidacinés smailés 1 ir redukcinés smailés 2
sroveés stipriy (A). MN oksidacinés smailés 1 dydzio logaritmo priklausomybé nuo

potencialo skleidimo grei¢io logaritmo (B).

Siekiant iSsiaiSkinti, ar MN 1-2 redokso procesai yra pilnai griztami, buvo

tirta koreliacija tarp 1-os oksidacinés smailés srovés stiprio (/,,;) ir 2-os
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redukcinés smailés sroveés stiprio (/,.2) (3.31 pav. A). Kaip matoma, koreliacija
yra tiesing, ir nors tiesés nuolinkio kampo tangentas labai artimas, ta¢iau néra
lygus 1-ui. I,, vs. I, tiesés nuolinkio kampo tangentas lygus vienetui, kai
redokso reakcija yra pilnai grjztama ir /,, = I,.. MN oksidacijos virsmy greitj
limituojanti stadija yra adsorbuotos medziagos elektrony pernaSa ant elektrodo
pavirSiaus, ka patvirtina tiesiné In(/,,;) priklausomybé nuo In(v,), o tiesés
nuolinkio kampo tangentas yra didesnis nei 0,5 (3.31 pav. B) [167].

Siekiant iSsiaiskinti MN redokso 1-2 procesy EP efektyvumg, buvo
nustatomas oksidacijos proceso EP greitis. EP greit] atspindi standartiné EP
grei¢io konstanta k”, kuri buvo apskaiGiuota remiantis Sharp pasiilyta
metodika [169] (zr. 2.5.7 sk.). Nustatyta &’ yra lygi 0,78 s™', kurios reik¥meé
patvirtina, jog MN analizuoti redokso procesai yra kvazigrjztami [195].

Siekiant iSsiaiskinti elektrodinés medziagos, ant kurios veiks mediatorius,
jtaka, MN CV-os buvo uzraSytos ant APE-o ir GE-o. IS CV-y, pavaizduoty
3.32 pav. A, paaisk¢jo, jog MN redokso procesai yra kvazigriztami ir

intensyvesni ant APE-o ne1 ant GE-o.

B
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3.32 pav. MN adsorbuoto ant GE-o ir APE-o ciklinés voltamperogramos
0,5 M H,SO4 vandeniame tirpale (A). MN adsorbuoto ant GE-o ciklinés
voltamperogramos Mcllvaino buferiniame tirpale, esant skirtingiems pH (B).
Potencialas skleistas 10 mV/s greiciu.
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Taip pat MN redokso procesams daro jtaka terpés pH. Kaip matyti 3.32 B
paveiksle, MN CV-ose, uzraSytose Mcllvaino buferiniame tirpale, esant
skirtingiems pH, redokso procesai vyksta esant neigiamesniems potencialams
(Epa; yra 0,16 V, esant pH 4,6 ir 0,01 V, esant pH 7,0), nei 0,5 M H,SO4

vandeniniame tirpale (£,,; yra 0,36 V). TaCiau procesai iSlieka kvazigrjztami.

3.34.2 Bioamperometriniy sistemy su FDH ir chinoniniais
mediatoriais charakteristikos

Nustadius naujy chinoniniy medziagy elektrochemines savybes,
tolesniuose tyrimuose buvo tirtos bioamperometrinés sistemos su naujomis
chinoninémis medZiagomis, siekiant jvertinti jy, kaip mediatoriy panaudojimo
galimybes sistemose su FDH. Bioamperometrinés sistemos su FDH ir
chinoniniais mediatoriais sukonstruotos fermentg imobilizuojant ant
modifikuoto chinonine medziaga APE-o pavirSiaus fizikinés adsorbcijos budu.
Gautos sistemos: FDH_MN-Cst, FDH Ben-Cst, FDH _BBen-Cst, FDH 1M-
Cst, FDH 2M-Cst, FDH 1F-Cst ir FDH 2F-Cst. CV-a uZraSyta
bioelektrokatalizinei sistemai su MN, parodo, jog i sistemg pridéjus substrato

prasideda Zymus anodinés sroveés
75-

1Saugimas mediatoriaus
R oksidacinio  potencialo  srityje
g g (apie 0,25 V) (3.33 pav.), kas
2 55 patvirtina mediatoriaus

"% dalyvavimg bioelektrokatalizéje.
-g 0,04 Siekiant parinkti optimalias
e FDH  veikimo salygas ant
'2‘50,0 "02 04 06 o0s 10 chinoniniais mediatoriais
Folenciaias 5T Rg0., ) modifikuoty APE-y, tirtos sukurty

be FDH substrato

—— 20 mM fruktozes bioamperometriniy sistemy

generuojamo  atsako  dydzio
3.33 pav. FDH MN-Cst ciklinés

voltamperogramos. Mecllvaino buferinis  Priklausomybés nuo  buferinio
tirpalas, pH 4,6; potencialas skleistas

tirpalo H ir temperataros.
10 mV/s greiciu. P P P
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Temperatiiros ir pH jtaka visoms sistemoms buvo panaSi. 3.34 pav.
pavaizduotos gautos keliy sistemy aktyvumo priklausomybés nuo pH ir
temperatiiros. Visy sistemy bioelektrokatalizé vyko efektyviausiai, esant pH
5,0 ir 40 °C. Tac¢iau, mazéjant H™ jony koncentracijai, bioamperometrinés
sistemos veiké¢ labai nestabiliai, o esant pH 8,0, sistemos inaktyvavosi
negriztamai. Tiriant temperatiiros jtaka sistemy aktyvumui, paaiskéjo, jog
didinant temperatiirg nuo 25 °C, sistemos taip pat veikia labai nestabiliai. Po
bandymy, esant 40 °C, sistemy aktyvumas sumazéja mazdaug iki 5% ir
nebeatsistato. Temperattrinés bioamperometriniy sistemy su FDH ir
chinoniniais mediatoriais aktyvumo Arenijaus priklausomybés yra tiesinés
(3.34 pav. B), o jy nuolinkis yra vienodas visoms sistemoms. Apskaiiuota
bioelektrokatalizés procesy aktyvacijos energija lygi 28 = 2 kJ/mol. Tai
patvirtina i§vada, jog FDH yra jautri aplinkos pokyciams ir bioamperometriniy
sistemy efektyvumui didziausig jtakg daro fermento prigimtis. Panasis

rezultatai gauti ir kituose darbuose [130-131, 146].
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475 5:0 5:5 6:0 6:5 7:0 3,I20 3,:25 3,5’)0 3,555 3,21-0
pH 110%T K
--@-- FDH_2M-Cst --%--FDH_MN-Cst
--/-- FDH_2F-Cst ----FDH_Ben-Cst

3.34 pav. Buferinio tirpalo pH (A) ir temperatiiros (B) jtaka bioamperometriniy
sistemy su FDH ir chinoniniais mediatoriais aktyvumui. Bioamperometriniy sistemy
konstravimui naudoti strypiniai elektrodai, atsakas matuotas j 10 mM D-fruktozés.

Siekiant jvertint] sukurty bioamperometriniy sistemy efektyvumg ir

stabilumg atlikti chronamperometriniai tyrimai ir paskaiiuoti sistemy
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kinetiniai parametrai: I, ir K,'" bei k;,. Rezultatai pateikti 3.35 ir 3.36
paveiksluose bei susumuoti 3.9 lentel¢je.

Kadangi FDH gali perduoti elektronus anglinéms medziagoms ir tiesiogiai,
t.y. be mediatoriy, tirta bioamperometriné¢ sistema su FDH ant APE-o
(FDH_Cst). Mediatoriniy sistemy efektyvumas lygintas su FDH_ Cst. Kaip
matoma 3.35 pav., mediatoriaus panaudojimas maziausiai 3 kartus padidino
generuojamo atsako dydj lyginant su sistema, kurioje FDH veiké ant APE-o be
chinoninés medziagos. ISimt] sudaré tik sistema su BBen. Manoma, dél Sio
mediatoriaus molekulés dydzio, jis negaléjo patekti arti FDH aktyviojo centro.
Efektyviausiai FDH bioelektrokatalizé vyko sistemose su MN ir Ben.
Mediatoriy, kuriy fluor- ir metoksi- pakaitai buvo anilino pakaito para-
padétyje (zr. 2.1 sk.), efektyviau reoksidavo FDH aktyvyji centra, nei tie

mediatoriai, kuriy tie patys pakaitai buvo orto- padétyje.

150
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3.35 pav. Bioamperometriniy sistemy su FDH ir chinoniniais mediatoriais
kinetiniai parametrai.

Atlikus sistemy stabilumo matavimus, pastebéta, jog sistemos su orto-
padétyje esanciomis grupémis pasizymi didesniu stabilumu, nei para- padétyje,
ka parodo maZesnés inaktyvacijos konstantos (3.9 lentel¢). 3.36 paveiksle
pavaizduotas keliy skirtingy bioamperometriniy sistemy atsako dydzio kitimas
laike. DidzZiausig atsaka j fruktoze generavusios FDH MN-Cst ir FDH Ben-

Cst veike stabiliausiai. Abi sistemos generavo atsakg  substrato prid¢jimg apie
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ménes]. Taciau jy inaktyvacija, skirtingai nei kity sistemy, vyko keliomis
stadijomis: greita, kurios metu, greiciausiai, vyko neadsorbuoto fermento
desorbcija, ir 1éta. 3.36 paveiksle ir 3.9 lentel¢je greita stadija pazyméta (1), o
léta — (2). Visy kity sistemy inaktyvacijg galima buvo apraSyti pirmo laipsnio
eksponentés lygtimi. FDH Cst, FDH BBen-Cst, FDH 1M-Cst ir FDH 1F-Cst
k;, reikSmés yra panaSios. IS to galima daryti i§vada, jog Siose sistemose FDH
sgveika su elektrodiniu pavir§iumi yra panaSi ir inaktyvacija vyksta dél
fermento aktyvumo netekimo. Modifikuoti Ben ir MN APE-ai stabilizavo
fermento molekul¢ geriau, nei kiti mediatoriai ir nemodifikuotas APE-as. O
APE-ai su 2F ir 2M saveika su FDH buvo neefektyvi, dél to, sistemos veike

trumpiausiai (trumpiau nei savaite).

In(srovés stipris, nA)

T ¥ T ¥: T d T £ T ¥ T

0 1 2 3 4 5 6
Trukmé, paromis

* FDH_MN-Cst

& FDH_1M-Cst
® FDH_2F-Cst

-

3.36 pav. Bioamperometriniy sistemy su FDH ir chinoniniais mediatoriais
stabilumas. Duomenys aproksimuoti tiesés lygtimi. Visy tiesiy r* > 0,95. Atsakas
matuotas j 10 mM D-fruktozeés.

Nustatytos bioamperometriniy sistemy K,,"* reiksmés fruktozei buvo
didesnés nei 10 mM (tai yra natyvios FDH K, zr. 1.5.4 sk.) sistemose su Ben,
MN, 2F ir be mediatoriaus, kas rodo, jog Siose sistemose greit] limituojanti
stadija yra substrato difuzija iki fermento aktyviojo centro (3.35 pav.). Kity
sistemy K" reik§més yra maZzesnés nei natyvaus fermento, kas gali reiksti,
jog Siy sistemy kataliziniams procesams didZiausig jtaka turi kinetiniai

reiSkiniai, pvz., € pernaSa nuo redukuoto fermento aktyviojo centro ant BBen,
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IM, 1IF ir 2F. IS gauty rezultaty galima daryti iSvada, jog FDH efektyviausiai

reoksiduoja MN, o blogiausiai fluoro pakaitg turintys mediatoriai. Pagrindinés

tirty bioamperometriniy sistemy charakteristikos: jautrumas, substrato

koncentracijos priklausomybé nuo atsako dydzio tiesiné dalis ir k;, pateiktos

3.9 lentel¢je.

3.9 lentelé. Bioamperometriniy sistemy su FDH ir chinoniniais mediatoriais

charakteristikos.
Sistema: Jautrumas, ki, -1 0'5, Tiesine dalis,
,uAcm'ZmM' ! min” mM
FDH Cst 0,003 12+1 0,001-5
FDH_MN-Cst 0,1 (1)190+50  0,001-10
(2)2,2+0,8
FDH Ben-Cst 0,05 (1)270+80 0,001-5
(2)5,1+0,7
FDH BBen-Cst 0,01 8,7+1,2 0,001-15
FDH IM-Cst 0,4 12+2 0,001-0,25
FDH 2M-Cst 0,4 39+5 0,001-0,01
FDH 1F-Cst 0,01 11+£2 0,001-0,5
FDH 2F-Cst 0,01 81 £15 0,001-0,1
. Visos sistemos su FDH
3'5'_ =ity atsaka 1 D-fruktozg generavo
2 e . . . . . .
304 r=0,9043 ™ greiCiau nei per 2 min. Siekiant
2,5+ iSsiaiskinti, kokig jtaka FDH
é 2,0- reoksidacijai  turi  chinoniniy
T Eae” mediatoriy elektrocheminés
g§E
i %ZF charakteristikos, analizuota
' M : . .
0’5_' . Y bioamperometriniy sistemy
00 1 #BBen tariamo  maksimalaus  srovés

E’, vs Ag/AgCI, V

3.37 pav. Bioamperometriniy
sistemy su chinoniniais mediatoriais

priklausomybé nuo chinony Ej.

025 030 035 040 045 050 0,55

stiprio priklausomybé nuo
benzochinono dariniy redokso

potencialo. Kaip matoma 3.37
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pav., I;PP vs. E{ yra tiesiné. I§ to seka, jog, tirty chinoniniy medZiagy

elektrony akceptorinés savybés didéja, didéjant jy E;. Chinoniniai mediatoriai,
kuriy anilino pakaituose buvo didesniu neigiamu indukciniu efektu
pasizymincios grupés, pasizyméjo ir didesniu redokso potencialu. Atlikti
tyrimai su naujais chinoniniais mediatoriais parodé¢, jog MN gali biiti taikomas

kuriant efektyvias bereagentes bioamperometrines sistemas su FDH.

3.343 FDH atrankumas substratams

Yra zinoma, jog nuo PQQ priklausoma fruktozés dehidrogenazé pasiZzymi
unikaliu specifiSkumu fruktozei, todél naudojama jvairiose analizinése
sistemose, skirtose D-(-)-fruktozés nustatymui (zr. 1.5.4 sk.) [131, 137].
Taipogi yra nustatyta, jog FDH generuojamo atsako i D-(-)-fruktoze nedaro
jtakos papildomas pridéjimas D-(+)-gliukozés, D-(+)-manozés, D-(+)-
fruktozés-6-fosfato, D-(+)-fruktozes-1,6-difosfato, 5-keto-D-(+)-fruktozés, D-
(+)-gliukozés-6-fosfato, D-(+)-gliukozés-1-fosfato, D-(+)-gliukonato, 2-keto-
D-(+)-gliukonato ir 5-keto-D-(+)-gliukonato [130]. Taciau FDH specifiSkumas
kitoms ketozéms tirtas nebuvo. Sio darbo naujumas buvo tas, jog nustatytas
FDH aktyvumas ir tagatozei.

Siekiant iSsiaiSkinti ar tagatozeés oksidacija gali biiti katalizuojama FDH
bei optimizuoti §io fermento veikimo sglygas, buvo tirtas FDH katalizuojamos
fruktozés ir tagatozés oksidacijos efektyvumas skirtingose heterogeninése
aplinkose: kuomet FDH buvo adsorbuota ant APE-o ir stebéta TEP nuo
fermento aktyviojo centro ant elektrodo pavirSiaus, bei kuomet FDH buvo
adsorbuota ant naujai susintetintais chinoniniais mediatoriais (zr. 3.3.4 sk.)
modifikuoty APE-y ir stebéta MEP. Rezultatai pateikti 3.38 paveiksle, kur
pavaizduotas sukurty bioamperometriniy sistemy su FDH generuojamo atsako
dydis 1 0,5 mM tagatozes, priitmant, jog atsakas 1 0,5 mM fruktozés yra 100%.

Kaip matoma 1§ 3.38 paveikslo, visos bioamperometrinés sistemos su FDH
generavo skirtingo intensyvumo atsakg j tagatoze, kuris, lyginant su atsaku i
fruktoze, nebuvo didesnis nei 20%. Tai gali buti sglygota tuo, jog tagatozes

oksidacijos kataliz¢ FDH yra energetiSkai apsunkintas procesas. Atsako i
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tagatoze negeneravo FDH-1F-

20
Cst sistema, o atsakai sistemy su
3‘3_ L BBen, 1M, 2M ir 2F buvo
é 10 mazesni nei 10%. Efektyviausiai
;?; tagatoze oksidavo FDH-MN-Cst
£ 3 ir FDH-Ben-Cst. Nevienodas
od b b b b 1 11 FDH o aktyvumas  tagatozei
o Yﬁ:\;\'ﬁ (:gi f}\ci:t\c;:‘\o;; j%,o‘?’\ skir"tingose | h_etierogeninése
2 QOQ(/J‘\’?O FAORARRAY aplinkose gali biti salygotas

skirtinga fermento molekulés

338 pav. FDH  substratinis
specifiSkumas D-(-)-tagatozei
heterogeningje  aplinkoje  su  naujais  pavir§jumi, kas lemia fermento

chinoniniais mediatoriais. Atsakas matuotas o
i 0,5 mM substrato. aktyviojo  centro  struktiros

sgveika su elektrodiniu

poky¢ius. FDH  adsorbcijos
pasekoje ant skirtingomis elektrostatinémis ir hidrofobinémis savybémis
pasiZzymin¢iy pavirsiy, skirtingai vyko nekovalentiniy jungciy tarp fermento ir
elektrodo pavirSiaus susidarymas.

Taip, APE-ai, modifikuoti mediatoriais, kuriy struktiiroje yra orto- ir
para- padétyse esancios —OCHj; ir —F grupés, mazino FDH specifiSkuma
tagatozei, lyginant su bioamperometrine sistema, kur fermentas veike
heterogeningje aplinkoje be chinoniniy medziagy, o mediatoriy struktiiroje
esantis nemodifikuotas benzeno pakaitas ir meta- padétyje —NO, grupé¢ —
didino.

Gauti rezultatai parod¢, jog heterogeningje aplinkoje su MN veikianti FDH
gali buti pritaikyta tagatozés nustatymui, jei tiriamoje terpéje nebus geresnio
fermento substrato — fruktozés. FDH-MN-Cst sistema taip pat buvo pritaikyta,
kuriant tagatozés biokonversijos 1§ galaktozés reaktoriy. FDH-MN-Cst
bioelektrokatalizés veikimo principu rémeési tagatozés nustatymo sistema (Zr.

3.4.3 sk.).
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34 Bioelektrocheminiy sistemy pritaikymas

Ankstesniuose skyriuose aprasytos ir efektyviai veikusios sistemos su nuo
PQQ priklausomomis dehidrogenazémis buvo isbandytos, nustatant alkoholiy
ir angliavandeniy koncentracijas realiose terpése: alkoholiniuose gérimuose bei
biokonversijos miSinyje. Be to, Siame darbe tirta mADH inhibicija CO leido
padaryti prielaidg, kad galima sukurti $iuo principu veikiancig indikatoring

sistemg anglies monoksido nustatymui.

3.4.1 Alkoholiy amperometriniai biojutikliai

Darbo metu atlikti tyrimai su mADH ir tADH panaudoti kuriant
amperometrinius  biojutiklius, skirtus alkoholiy nustatymui gérimuose.
Alkoholiy nustatymas jvairiose pramonés Sakose, medicinoje, aplinkoje yra
aktualus jau daugeli deSimtmeciy, nes siekiama sukurti pigius, labai
selektyvius, paprasta ir greita analize pasizymincius biojutiklius [196].

Siame darbe tirtos sistemos mADH ChMA-Cst ir tADH Cst buvo
jvertintos, nustatant alkoholio koncentracijas gérimuose. Kontroliniams
tyrimams buvo naudota nuo FAD priklausoma alkoholio oksidazé (AOx). Sis
fermentas labai selektyvus metanoliui, o atsakas etanoliui yra apie 80%
lyginant su atsaku j metanolj [197]. Prie§ atliekant alkoholiniy gérimy tyrimus,
buvo atlikta kontrol¢, ar gaunamas atsakas, kai sistemoje néra fermento.
Befermentiniai jutikliai atsako ] gérimus neparodé. Buvo tirti atsitiktinai
pasirinkti alkoholiniai gérimai. Tyrimy rezultatai pateikti 3.10 lentelé¢je.

3.10 lentelé. Alkoholiy koncentracijos jvertinimas alkoholiniuose gérimuose
skirtingomis bioamperometrinémis sistemomis.

Alkoholinio gérimo pavadinimas, Nustatyta alkoholiy koncentracija, M
alkoholio kiekis
Apskaic¢iuvota AOx mADH tADH

., Beauvillon* pusiau saldus baltas vynas, 1,94 1,85 2,3 2,66
11%

,,J. P. Chenet* pusiau sausas baltas 2,02 1,97 1,97 2,14
vynas, 11,5%

Trauktiné “Palanga”, 40% 7,04 7,07 8,19 8,57
Likeris “Mariel”, 40% 7,04 7,07 8,53 8,28
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Kaip matoma Sioje lenteléje, bioamperometrine sistema su AOx nustatyta
etanolio koncentracija atitinka nurodytgja alkoholiniy gérimy etiketése. Taciau
nuo PQQ priklausomomis alkoholio dehidrogenazémis nustatytos alkoholiy
koncentracijos yra didesnés. Tai leidzia daryti prielaidg, kad tiriamuose
gérimuose be etanolio yra ir kity alkoholiy, kuriuos gali oksiduoti $ie
chinohemobaltymai. Ta¢iau metanolio tarp jy néra.

Gauti rezultatai rodo, kad bioamperometrinés sistemos su nuo PQQ
priklausomomis alkoholio dehidrogenazémis yra tinkamos realiy terpiy

tyrimames.

3.4.2 CO indikatoriné sistema

Siame darbe mADH inhibicijos principas buvo pritaikytas kuriant CO
indikatoring sistemg. CO kiekis buvo vertinamas cigareciy diimuose. Siekiant
isitikinti, ar cigare€iy diimuose esantis CO nenuslopina kitus hemo neturincius
fermentus, taip pat diimais buvo veikiamos ir amperometrinés sistemos su
GDH. Indikatorinés sistemos jautrumo priklausomybé nuo veikimo cigareciy
diimais laiko pateikta 3.39 pav. Tyrimai atlikti su ,,KENT Light* ir ,,Kastytis*
cigaretémis. Kaip matoma, mADH ChMA-Cst sistemos slopinamos abiejy
rusiy cigareCiy dumais, o GDH_Cst sistemos veikimui nedaro jtakos degimo

metu i$siskiriancios dujos.
100

80

60 -

Srovés stipris, %

Trukmeé, min
B "KENT light" "Kastytis"

¥ kontrolé su GDH_Cst ("KENT light")

3.39 pav. Bioamperometriniy sistemy slopinimas cigarec¢iy diimais.
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Tai kad cigareciy ,,Kastytis* diimai slopino §ig bioamperometring sistema
maziau nei , KENT Light“ rodo, jog cigareciy ,Kastytis“ degimo metu
i$siskiria maziau CO. Tacfiau CO iSsiskyrimas degant cigaretéms gali
priklausyti ne vien nuo jy rusies, bet ir nuo degimo ypatumy, pvz. nuo
deguonies patekimo iki rukymo vietos, degimo efektyvumo ir pan.

Siais tyrimais buvo parodyta, kad mADH slopinimo principas gali biiti

taikomas kuriant CO bioindikatorine sistemg.

3.43 D-(-)-tagatozés sintezés ir stebéjimo sistemos

Siame darbe buvo parodyta, jog bioamperometrinés sistemos su naujais
chinoniniais mediatoriais ir FDH gali oksiduoti ne vien D-fruktoze, bet ir D-
tagatoze, kuri yra viena i§ retyjy cukry, pasizyminciu teigiamu poveikiu
zmogaus organizmui, dé¢l ko tapo labai patrauklia maisto pramongje (zr. 3.3.4.3
sk.). Taciau kol kas néra sukurta efektyvios tagatozés sintezés sistemos ir jos
nustatymui skirto biojutiklio. Todél Siame darbe efektyviausiai veikianti
sistema su FDH ir MN buvo pritaikyta D-(-)-tagatozés nustatymui naujai
sukurtame bioreaktoriuje. Biokonversija buvo vykdoma optimaliomis TAI
veikimo sglygomis (2.4.14 sk). Reakcijos miSinio pavyzdZiai analizei buvo
paimami tam tikrais laiko tarpais, o analizé buvo atlickama trimis
alternatyviais metodais: elektrochemiSkai su FDH_MN-Cst, nustatant
tagatozés koncentracija, elektrochemiskai su (PVA)-GDH-MN-Cst, nustatant
tagatozés koncentracija pagal galaktozés koncentracijos sumazéjimg ir
spektrofotometriSkai nustatant tagatozés koncentracijg. Spektrofotometriné
analizé atlikta VU Bchl Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos
skyriuje.

Prie$ atliekant bandymus su realiais pavyzdziais, abi bioamperometrinés
sistemos buvo sukalibruotos. Taip pat nustatyta, jog (PVA)-GDH-MN-Cst
sistema neatsako ] tagatoze, o FDH MN-Cst neatsako ] galaktoze. Paveiksle
pavaizduotos sistemy (PVA)-GDH-MN-Cst ir FDH MN-Cst generuojamo
atsako priklausomybés nuo substrato koncentracijos tiesinés dalys (3.40 pav.).

3.41 pav. pateiktas bioreaktoriuje su FDH MN-Cst nustatytas tagatozés
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koncentracijos, o su (PVA)-GDH-MN-Cst — galaktozés koncentracijos kitimas

laike. Kaip matoma Siame paveiksle, tagatozés koncentracija did¢jo, o

galaktozeés mazeéjo.

A
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Tagatozés koncentracija, mM

Galaktozés koncentracija, mM

3.40 pav. FDH MN-Cst (A) ir (PVA)-GDH-MN-Cst (B) kalibravimo grafiky
tiesinés dalys.
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3.41 pav. Tagatozés koncentracijos kitimas bioreaktoriuje, nustatytas FDH MN-
Cst (A) ir galaktozés koncentracijos kitimas, nustatytas (PVA)-GDH-MN-Cst (B).

Kaip matoma 3.42 pav., elektrocheminiu metodu, panaudojant tieck FDH,

tick GDH bioamperometrines sistemas, nustatytos tagatozés koncentracijos

gerai koreliavo su spektrofotometrinio metodo rezultatais.
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Taciau, (PVA)-GDH-MN-Cst nustatytos tagatozés koncentracijos buvo
beveik perpus mazesnés nei Sio angliavandenio koncentracijos nustatytos
spektrofotometriniu metodu. FDH MN-Cst nustatytos tagatozés koncentracijos
gerai koreliavo su duomenimis, gautais; spektrofotometriniu metodu. Tai
reiSkia, jog tiesioginis tagatozés nustatymas elektrocheminiu metodu yra
pranasesnis uz netiesioginj — pagal galaktozés mazéjima.

Gauti rezultatai parodé, jog bioamperometrinés sistemos FDH MN-Cst ir
(PVA)-GDH-MN-Cst pagrindu gali buti naudojamos tagatozés stebéjimo, o

TAI — tagatozés biosintezés sistemose.

0,154

(]

0.10 r* = 0,9790

0,054 =

°
..: ° e

-

0,00 -'A’—.. T T T
0,00 0,05 0,10 0,15
Tagatozés koncentracija nustatyta
spektrofotometriniu metodu, mM
® FDH_MN-Cst
® (PVA)-GDH-MN-Cst

Tagatozés koncentracija nustatyta
elektrocheminiu metodu, mM

3.42 pav. Elektrocheminiu metodu gauty rezultaty palyginimas su
spektrofotometrinio metodo rezultatais.
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ISVADOS

1. Nustatytos nuo pirolo chinolinchinono (PQQ) priklausomy
periplazminés alkoholio dehidrogenazes, iSskirtos 15 Pseudomonas
putida HKS (tADH) ir membraninés alkoholio dehidrogenazes, i$skirtos
18 Gluconobacter sp. 33 (mADH) pK,, ir pK,, reikSmés vandeniniuose
tirpaluose: tADH yra 6,1 ir 10,3; mADH - 4,7 ir 5,7.
Bioelektrocheminés sistemos su PQQ priklausomomis alkoholio
dehidrogenazémis gali veikti 50% 1-iso-pentil-3-metilimidazolo
dicianamido vandeniniame tirpale,  iSlaikant iki 50% fermento
aktyvumo.

2. Istyrus tADH ir mADH elektrony pernasos (EP) kelius homogeningje ir
heterogeningje sistemose, nustatyta, jog heterogeninése sistemose yra
jmanomas tiesioginis EP kelias nuo redukuotos PQQ molekulés
elektrony akceptoriams.

3. IStyrus impedimetrinés fermentinés sistemos su nauju poli(N-(N’,N’-
dietilditiokarbamoiletilamidoetil)anilinu  (poliNDDEAEA) ir tADH,
mADH bei periplazmine gliukozés dehidrogenaze, iSskirta 1S
Acinetobacter calcoaceticus (GDH) ant erdviniy adresuojamojo
kontakto elektrody matricos, nustatyta tiesioginé elektrony pernasa nuo
Siy fermenty aktyviyjy centry ant poliNDDEAEA, ir ji patvirtinta
chronoamperometrijos metodu.

4. Sukurtas efektyvus GDH imobilizavimo biidas ant polivinilalkoholiu
modifikuotos pusiau pralaidzios plévelés, uztikrinantis fermento stabily
veikimg 1iki 9-iy ménesiy. Grafito oksidacijos produkto ir tADH
pagrindu sukurta bioamperometrin¢ sistema veike tiesioginés elektrony
pernaos principu ir pasizyméjo iki 1 pAcm?mM™ jautrumu. Istyrus
naujy chinoniniy mediatoriy, sukurty p-benzochinono ir aromatiniy
aminy pagrindu, veikimg bioamperometrinése sistemose su fruktozés

dehidrogenaze, iSskirta 1§ Gluconobacter industruis 1Sorinés membranos
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(FDH), nustatytas efektyviausias mediatorius — 2-(3-nitro(fenil)amino)-
cikloheksa-2,5-dien-1,4-dionas (MN) (sistemos jautrumas 0,08
pAcm”mM™). Tirty naujy chinoniniy mediatoriy elektrono
akceptorinés savybés did¢ja did¢jant jy formaliems redokso
potencialams.

. Parodyta, jog efektyviausiai veikianc¢ios bioamperometrin€s sistemos su
PQQ priklausomais fermentais gali biitti naudojamos alkoholiy,
angliavandeniy ir CO nustatymui. Pirmg karta parodyta, kad
bioamperometrin¢ sistema FDH ir MN pagrindu, gali buti panaudota

tagatozeés nustatymui (nustatymo ribos 0,001-0,1 mM).
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