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ZYMEJIMAI IR SANTRUMPOS

A — elektrodo plotas;

AJM — atominés jégos mikroskopija;

ATP —adenozin 5' trifosfatas;

b — kalibracinés kreivés tiesinés dalies nuolinkio kampas;

b — Burgerso vektorius;

BET — Brunauerio-Emeto-Telerio analizé;

BSA — jaucio serumo albuminas (angl. Bovine serum albumin);

CV — variacijos koeficientas;

D — Ay simetrijos Ramano sklaidos moda, kuri apibiidinanti $eSianariy, aromatiniy zZiedy simetrinius
virpesius;

D’ — Ramano sklaidos moda atsirandanti dél ,,zigzago* ar ,,kedés* forma iSsidés¢iusiy anglies atomy
grafeno briaunose;

dooz — tarpplok$tuminis atstumas tarp (002) plokstumy;

DNR — deoksiribonukleino riigstis;

dvie — vidutinis angliniy medziagy daleliy arba pory diametras;

[Enz]im — pirminé imobilizuoto fermento koncentracija;

E§ — formalusis elektrodo potencialas;

E — potencialas;

Eoxim— imobilizuoto fermento oksiduota forma;

Eoxim— imobilizuoto fermento redukuota forma;

EP — elektrony pernasa;

EPT — elektrony pernaos tarpininkas;

F — faradéjaus konstanta;

FAD - flavinadenindinukleotidas, oksiduota forma, FADH; — redukuota forma;

FDH — D-Fruktozés dehidrogenazé isskirta i§ Gluconobacter industrius

FMN - flavinmononukleotidas, oksiduota forma;

FMS — fenazino metasulfatas;

G — Ezq simetrijos Ramano sklaidos moda apibiidinanti tarp sp? hibridizacijos anglies atomy esanciy
dviguby rysiy simetrinius virpesius;

GrO - grafito oksidas;

GO - grafeno oksidas;

GOP — grafito oksidacijos produktai, GOP1, GOP2, GOP3, GOP4 ir GOP5 — grafito oksidacijos
produktai gauti skirtingomis salygomis oksiduojant grafita, Zritréti 2.3.2 syriy;

GOx — gliukozés oksidazé;

HD — hemodializé;

hvia— vidutinis angliniy medziagy daleliy aukstis;

14— tariamasis maksimalus srovés stipris;

| — biojutiklio generuojamos srovés stipris;



14— tariamasis maksimalus srovés stipris;

I(G) — Ramano sklaidos spektruose matomos G smailés intensyvumas

I(D) — Ramano sklaidos spektruose matomos D smailés intensyvumas;.

I(D)/I(G) — Ramano sklaidos spektruose matomy D Ir G smailiy intensyvumo santykis, apibtidinantis
medziagos defektiskuma;

Im-FDH — imobilizuota FDH, Im-FDH1, Im-FDH2, Im-FDH3 ir Im-FDH4 yra skirtingi imobiliza
FDH,;

j — sroveés tankis;

jtar  — tariamasis maksimalus srovés tankis;

K —,kédés* forma i$sidéste anglies atomai grafeno briaunose;

k1, k.1 ir ko — fermentinés reakcijos greicio konstantos;

ket —tiesioginés elektrony pernasos greicio konstanta;

Kre ir kpe — greicio konstantos apibiidinancios elektrony pernasa tarp fermento aktyvaus centro ir
elektrodo pavirsiaus;

kin — biojutiklio inaktyvacijos konstanta, kin! kin? - pirmoji ir antroji biojutiklio inaktyvacijos
konstantos;

Km— Michaelio konstanta;

K" —tariamoji Michaelio konstanta;

ks — reakcijos greic¢io konstanta nustatyta esant Eg;

LOD - nustatymo riba (angl. limit of detection);

n —reakcijoje dalyvaujanciy elektrony skaicius;

NAD(P)* — nikotinamidadenindinukleotidas (fosfatas), oksiduota forma, NAD(P)H — redukuota forma;
P — fermento produktas;

PEI — polietileniminas;

pKa — ragsties disociacijos konstantos desimtainis logaritmas;

pKy— bazés disociacijos konstantos desimtainis logaritmas;

PQQ - pirolo chinolinchinonas, oksiduota forma, PQQH: — redukuota forma;

PQQ-GDH — nuo pirolo chinolinchinono priklausoma gliukozés dehidrogenazé isskirta i$
Acinetobacter calcoaceticus

PVA — polivinilo alkoholis;

r — tikrasis atstumas tarp elektrony donoro ir akceptoriaus;

R —universalioji dujy konstanta;

ro —minimalus (Van der Waalso atstumas) tarp elektrony donoro ir akceptoriaus;

Iy — koreliacijos koeficientas;

S — fermento substratas;

[S] — substrato koncentracija ant biojutiklio pavirSiaus;

Sa — standartinis nuokrypis;

Sget — angliniy medziagy savitasis pavirSiaus plotas, nustatytas naudojant BET analizg;

S-Eim — imobilizuoto fermento-substrato kompleksas;

SEM - skenuojanti elektroniné mikroskopija;



SW — Stone-Waleso defektas;

T — absoliutiné temperatiira;

TAI — termofiliné L-arabinozés izomerazé i$skirta i§ Geobacillus lithuanicus 5;
TEP — tiesioginé elektrony pernasa;

TGA — termogravimetriné analizés;

TKRO - tiesioginé karbamo rugsties oksidacija;

TRGO - termiskai redukuotas grafito oksidas;

TRGO1, TRGO2, TRGOS3 — termiskai redukuoto grafeno oksido pirmoji, antroji ir trecioji frakcijos;
TTF — tetratiofulvalenas;

V — vakansija (taskinis defektas);

VAV - vienasieniai angliniai vamzdeliai;

XRD — Rentgeno spinduliy difrakciné analizé (angl. X-ray Diffraction Analysis);
Z — ,zigzago™ forma i$sidéste anglies atomai grafeno briaunose;

o — elektrony pernasos koeficientas;

[ — elektrony pernasos konstanta;

AE — potencialy skirtumas tarp pradinio elektrony donoro ir galutinio akceptoriaus;
AG® — laisvosios Gibso energijos pokytis (reakcijos energija arba varos jéga)®

A — reorganizacijos energija;

pp — angliniy medziagy piltinis tankis.



IVADAS

Dabartiniame technologijy amziuje svarbig moksliniy tyrimy vieta uzima
heterogeniniy fermentiniy bioanaliziniy ir biokonversiniy sistemy kiirimas,
kadangi jy pagalba galima greiiau, efektyviau bei pigiau gauti norimus
produktus ar nustatyti riipimas analites. Tokiy sistemy kiirimas yra sudétingas
procesas, kadangi, ne visi fermentai ir kitos fazés medziagos yra suderinamos
tarpusavyje, fermentai daznai pasizymi mazu stabilumu, o jy aktyvusis centras
yra giliai baltymo globuléje, kas apsunkina jy regeneracijg [1, 2].

Oksidoreduktaziy ar kity fermenty, Katalizuojanciy elektrochemiskai
aktyviy produkty susidarymg, imobilizacijai parinkus tinkamas kietos fazés
medziagas (elektrodus), yra ne tik prailginama jy gyvavimo trukmé bet ir
palengvinama ar net uZtikrinama $iy fermenty regeneracija sistemoje
nenaudojant papildomy tirpiy, elektrochemiskai aktyviy medziagy, o tai yra
bereagentiniy sistemy pagrindas [3]. Tokios bereagentinés elektrocheminés
sistemos pasizymi dideliu atrankumu savo substratui, todél yra labai
perspektyvios  kuriant amperometrinius  biojutiklius.  Amperometriniai
biojutikliai, lyginant su kitais analitiniais metodais (pvz. potenciometriniais ar
spekrofotometriniais), turi keletg pranasumy: pasizymi dideliu atrankumu, yra
nesudétingos konstrukcijos, pigis, tinkami analizuoti neskaidrias terpes, o
matavimai atliekami realiu laiku [3, 4]. Dél S§iy savybiy amperometriniai
bereagentiniai biojutikliai yra patrauklis kuriant naujus prietaisus, skirtus
medicininei diagnostikai, aplinkosaugai ar pramoniniy procesy kontrolei [5, 6].

Siekiant sukurti efektyviai veikiancius bereagentinius amperometrinius
biojutiklius didelis démesys turi biti skiriamas elektrodiniy medziagy, ant kuriy
vykty efektyviis bioelektrokataliziniai procesai, paieSkoms. D¢l tinkamy
fizikiniy ir elektrocheminiy savybiy, sp? hibridizacijos anglinés medZiagos yra
patrauklios tokiy sistemy kiirimui [7 — 9]. Siuo metu viena pla¢iausiai tyrin¢jamy
sp? hibridizacijos angliniy medZziagy yra grafenas. Dél didelio pavirSiaus ploto
(teorinis 2630 m2-g!), tinkamo elektrinio laidumo (64 mS-cm™), placiy
potencialo riby, greitos elektrony pernasos grafenas laikomas idealia elektrodine

medziaga [10]. Be to, modifikavus grafeng deguoninémis funkcinémis grupémis



gali buti padidinamas elektrony pernasos greitis [11] ar net realizuojama
tiesioginé elektrony pernaSa tarp fermento aktyvaus centro ir Sios anglinés
medZiagos pavirsiaus [12]. Siuo metu grafito oksidacija yra vienas i3 pladiausiai
naudojamy metody siekiant gauti grafeno pagrindu sudarytas anglinies
medziagas, kuriy pavirSiuje yra iSsidés¢iusio deguoninés funkcinés grupés.

Siame darbe buvo sickiama susintetinti, atrinkti ir i3tirti sp? hibridizacijos
anglines medZiagas tinkamas efektyviai veikian¢iy bereagentiniy fermentiniy
sistemy kiirimui. Tam pasitelktos keturios skirtingos oksidacijos bei Hummers'o
ir Offemano sintezés [13] metu gauty grafito ir grafeno oksidy terminés
redukcijos metodikos. Gautos medziagos charakterizuotos termogravimetrinés
analizés, atominés jégos mikroskopijos,  Brunauerio-Emeto-Telerio,
skenuojancios elektroninés mikroskopijos, Rentgeno spinduliy difrakcings,
Ramano sklaidos spektrinés, titrimetrinés ir elementinés analizés metodais.
Istirtos sp? hibridizacijos anglinés medziagos buvo tiriamos kaip elektrodinés
Mmedziagos amperometriniuose fermentiniuose biojutikliuose, kuriy biologing
dalj sudar¢ tirpi nuo pirolo chinolinchinono priklausoma gliukozés
dehidrogenazé isskirta i§ Acinetobacter calcoaceticus sp., ureazé iSskirta i$
Canavalia ensiformis arba D-fruktozés dehidrogenazé iSskirta i§ Gluconobacter
industrius. Geriausiai veikiantys biojutikliai buvo atrinkti tolimesniems
tyrimams, kuriy metu siekta juos pritaikyti realiy méginiy analizei — karbamido
nustatymui dializés skystyje hemodializés eigoje ir D-tagatozés nustatymui
biokonversijos i§ D-galaktozés sistemoje.

Darbo tikslas: susintetinti, atrinkti ir istirti sp? hibridizacijos anglines
medziagas ir jy pagrindu sukurti bereagentines efektyviai veikiancias
fermentines sistemas.

UZdaviniai:
1. Susintetinti grafito ir grafeno oksidus, skirtingus grafito oksidacijos
produktus, termiskai redukuota grafito oksidg. Sukurti optimizuotg
metoda, leidziant] susintetinti apibréztomis savybémis pasiZymincias

termiSkai redukuoto grafeno oksido frakcijas;



2. Susintetintas anglines medziagas charakterizuoti titrimetrijos, atominés
jégos mikroskopijos, Ramano sklaidos spektrinés, Brunauerio-Emeto-
Telerio, termogravimetrijos, skenuojancios elektroninés mikroskopijos,
Rentgeno spinduliy difrakcinés ir elementinés analizés metodais;

3. Panaudoti susintetintas ir iStirtas anglines medziagas bereagentiniy
sistemy kiirimui, kuriy biologine dalj sudaro nuo pirolo chinolinchinono
priklausoma gliukozés dehidrogenazé iSskirta i§ Acinetobacter
calcoaceticus sp., ureazé isskirta i§ Canavalia ensiformis arba D-
fruktozés dehidrogenazé isskirta i§ Gluconobacter industrius. Nustatyti
sukurty sistemy pagrindinius kinetinius parametrus.

4. ]vertinus nustatytus Kkinetinius parametrus, atrinkti tinkamiausias
anglines medziagas bereagentiniy D-gliukozés, karbamido ir D-
fruktozés biojutikliy kirimui ir nustatyti sukurty biojutikliy
charakteristikas;

5. Pritaikyti bereagentinius karbamido ir D-fruktozés biojutiklius realiy
méginiy analizei.

Mokslinis naujumas

1. Pirmg karta parodyta, kad grafitga oksiduojant H»O2, Kaz[Fe(CN)s]
Sarminéje terpéje arba veikiant fermentu lakaze i$skirta i§ Coriolopsis
byrsina gaunami GOP. Naudojant GOP, TRGrO ir PQQ-GDH vyko
TEP. Nustatytos GOP ir TRGrO savybés nuo kuriy priklauso TEP
vyksmas ir efektyvumas.

2. Sukurta originali vertikalioji GO terminés redukcijos ir frakcionavimo
sistema, leidzianti surinkti tris apibréztomis savybémis pasiZymincias
TRGO frakcijas, tinkamas didelio efektyvumo, prilygstancio
mediatoriniams procesams, bereagentiniy karbamido ir D-fruktozés
biojutikliy kiirimui. Nustatytos TRGO frakcijy savybés nuo kuriy
priklauso efektyvus ir stabilus Siy sistemy veikimas.

3. Parodyta, kad i§ antrosios TRGO frakcijos ir ureazés pagamintu
biojutikliu galima tiksliai ir tiesiogiai nustatyti karbamido koncentracijg

dializés skystyje hemodializés metu, o biojutikliu pagamintu i
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pirmosios TRGO frakcijos ir FDH galima tiksliai ir tiesiogiai
amperometriSkai nustatyti D-Fruktozés koncentracijg ir D-tagatozés

koncentracijg biokonversijos i§ D-galaktozés reakcijos miSinyje.
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1 LITERATUROS APZVALGA

1.1 Bereagentinés fermentinés sistemos

Fermentai yra biologinés kilmés Kkatalizatoriai, nulemiantys, jiems
budingy, cheminiy reakcijy greitj bei krypt] patys nejeidami j $iy reakcijy metu
susidaran¢iy galutiniy produkty sudétj. Skirtingai nei cheminiai katalizatoriai,
fermentai yra atrankis ir Katalizuoja tik jiems biidingas reakcijas, taip pat jie
pasizymi dideliu aktyvumu ir veikia Svelniomis sglygomis — esant atmosferos
slégiui, neutraliam terpés pH bei zemai temperatiirai [14]. Dél $iy savybiy
fermentai i§ biomolekuliniy atpazinimy elementy (antikiiny, nukleortigséiy,
lasteliy segmenty ir kt.) yra placiausiai naudojami bioanalitininése sistemose —
biojutikliuose[15]. Pastaryjy kiirime yra naudojami visy Sesiy klasiy fermentai:
oksidoreduktazés, hidrolazés, transferazés, liazés, izomerazés bei ligazés [15].
Gamtoje aptinkama daugiau nei 3000 Sioms klaséms priklausanéiy fermenty
rasiy, i§ kuriy net 1060 yra oksidoreduktazés — fermentai katalizuojantys
oksidacijos-redukcijos (redokso) reakcijas [16]. Dél didelés oksidoreduktaziy
katalizuojamy reakcijy jvairovés, Sie fermentai dazniausiai naudojami tiek naujy
biojutikliy kiirime tiek jau sukurtuose komerciniuose biojutikliuose: apie 90 %
pasaulinés biojutikliy rinkos sudaro biojutikliai skirti D-gliukozés nustatymui
kraujyje. Siy biojutikliy konstrukcijoje naudojama gliukozés oksidazé arba
gliukozés dehidrogenazé priklauso oksidoreduktaziy klasei [1, 15].

Siekiant biojutikliuose panaudoti oksidoreduktazes susiduriama su keleta
problemy: fermentai pasiZymi trumpa gyvavimo trukme o jy aktyvus centras
daznu atveju yra giliai baltymo globul¢je, dél ko, vykstant redokso reakcijy
katalizei, yra apsunkinama EP tarp fermento aktyvaus centro ir galutinio
akceptoriaus ar pradinio donoro [1, 2]. Fermenty gyvavimo trukmé prailginama
juos imobilizavus ant tam tikry kiety pavirSiy/elektrody, taip yra sukuriamos
heterogeninés bioelektrokatalizinés sistemos. Imobilizuoti fermentai pasizymi
didesniu atsparumu aplinkos pokyciams ir yra tinkami daugkartiniam
panaudojimui [2, 17, 18]. Tuo tarpu, EP tarp giliai esancio fermento aktyvaus
centro ir galutinio akceptoriaus gali biiti realizuojama naudojant papildomas

medziagas — EPT. Sintetiniai EPT yra brangts, toksiski, didelés jy
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koncentracijos slopina fermenty veikimg, EPT gali issieikvoti (iSsiplauti)
katalizés metu bei reaguoti su kitomis medziagomis esanciomis terpéje [19 — 21]
Dél $iy priezasciy tirpiy EPT panaudojimas in vivo ar in vitro matavimas daznai
yra komplikuotas. Taip pat yra galimybé jvykdyti EP tarp aktyvaus centro ir
elektrodo pavirSiaus ] reakcijos terpg nepridedant papildomy elektrochemiskai
aktyviy medziagy, o negriztamai imobilizuojant EPT ant elektrody
pavirSiaus[22] arba naudojant netirpius EPT [23]. Tokios sistemos priskiriamos
bereagentinéms bianalitinéms sistemoms [2], taciau Sios papildomos paruos§imo
stadijos (EPT sintez¢ ir imobilizavimas) didina kuriamy sistemy paruo$imo
laiko ir kaSty sgnaudas, kas pramoniniu poziliriu tampa neperspektyvu.
Fermenty imobilizacijai parinkus tam tikros struktiiros elektrodines medziagas,
tarp fermento aktyvaus centro ir elektrodo pavirSiaus gali biiti realizuojama TEP
nenaudojant nei tirpiy, nei netirpiy EPT [3]. Tokios bereagentinés sistemos
pasizymi dideliu atrankumu bei maZesniais paruoSimo Kkastais, todél yra labali
perspektyvios kuriant elektrocheminius biojutiklius bei kitus prietaisus skirtus
medicininei diagnostikai ar pramoniniy procesy kontrolei [5, 6].

Apibendrinant galima pasakyti, kad, siekiant sukurti pigias, bereagentines
ir daugkartines fermentines bioanalizines sistemas, didelis démesys turi biiti
skiriamas elektrodiniy medziagy savo pavirSiuje turinéiy elektrochemiskai
aktyviy funkciniy grupiy paie$kai ir tyrimui. Siame darbe, oksidaziy ir
hidrolaziy pagrindu buvo siekta sukurti bereagentines fermentines sistemas
tinkamas amperometriniy biojutikliy kiirimui, o elektrodiniy matricy
formavimui panaudoti jvairiai modifikuotas sp? hibridizacijos anglines

medziagas.

1.2 Amperometriniai fermentiniai biojutikliali
Biojutiklis — tai bioanalitiné sistema, kurios pagalba galima gauti kokybing
ir kiekybing informacijg apie ripima analit¢. Biojutiklj sudaro dvi pagrindinés
dalys: biologinés kilmés atpazinimo sistema (biomolekulé) ir selektyvaus
signalo keitiklis. Biomolekulé atrankiai atpazjsta analitg, tuo metu selektyvaus

signalo keitiklis fiksuoja sistemoje vykstanc¢ius pokycius ir keicia |
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iSmatuojamus signalus [5]. Priklausomai nuo biologinio virsmo keitimo j
matuojamg signalg mechanizmo, biojutikliai gali bati  skirstomi |
elektrocheminius, optinés-detekcijos, terminés-detekcijos, masés pokyciams bei
jonams jautrius biojutiklius. D¢l paprastos konstrukcijos ir lengvos gaunamy
duomeny interpretacijos elektrocheminiai biojutikliai yra vieni i§ labiausiai
vystomy [3, 4]. Elektrocheminiy fermentiniy biojutikliy konstrukcija ir

principinis veikimo mechanizmas pateikti 1.1 paveiksle.

Biologiniai skyscCiai Aukso, platinos,
(kraujas, §lapimas,seilés) sidabro pavirgiai
, &
¢ v
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Maist dziai r—me— e —E—— @E'
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0 8
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. EE
; G s Signalas ~ g
Aplinkos pavyzdziai s
(oms,g'anduo, dirle/oicm}o’is, augalija) ——— ——— = g
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£ g#

~’°\f§‘\w

4 LAY )
Analizuojamas Biologinés kilmés Selektyvaus signalo
bandinys atpazinimo sistema keitiklis - elektrodas

1.1 pav. Elektrocheminio biojutiklio konstrukcija ir principinis veikimo

mechanizmas [3, 4].

I§ aukSCiau pateikto paveikslo matoma, kad elektrocheminiame
fermentiniame biojutiklyje biologinés kilmés atpazinimo elementas — fermentas
tiriamojoje terpéje atrankiai atpazjsta savo substratg ir katalizuoja jo virtima
produktu, o katalizé vyksta ant selektyvaus signalo keitiklio - elektrodo
pavirSiaus ar netoli jo. Vykstant Siam biologiniam atpazinimui, elektrodu yra
fiksuojamas sistemos elektrinis pokytis, kuris perduodamas elektroninei
sistemai tolesniam apdorojimui elektrinio signalo pavidalu. Priklausomai nuo
sistemos parametry pokyCio elektrocheminiai biojutikliai skirstomi
amperometrinius, konduktometrinius, potenciometrinius, impeimetrinius ir
lauko efekto [3, 4].

Siame darbe nagrinésime amperometrinius biojutiklius. Jy veikimas

paremtas sistemos anodinés arba katodinés sroves poky¢io matavimu vykstant
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biologiniam atpaZinimui. Sie biojutikliai yra labiausiai naudojami medicininiy

prietaisy konstrukcijoje, kadangi pasizymi dideliu atrankumu, turi ilgg tiesing

kalibracinés kreivés dalj, yra pigts ir tinkami analizuoti neskaidrias terpes, o

atlickama analizés procediira yra paprasta ir greita [25, 26].

Norint sukurti efektyviai veikiant] amperometrin; biojutikl] reikia

1gyvendinti Sias salygas:

fermentas turi pasizyméti dideliu atrankumu, bati stabilus eksploatuojant,
0 jo gavimas turi biiti lengvai atkartojamas;

elektrodiné medziaga turi biiti tinkamo laidumo, jos sintezé, apdorojimas
bei elektrodinio pavir§iaus ruosimas lengvai atkartojami;

katalizuojama reakcija turi nebepriklausyti nuo tokiy valdomy parametry,
kaip méginio maiSymo intensyvumas, temperatiira ar pH, kas leidzia
analizuoti tik minimaliai apdorotus bandinius;

fiksuojamas signalas turi buti grieztai apibréztas, tikslus, atkartojamas ir
biti tiesinéje analités koncentracijy srityje, analizuojant neapdorotus
(neskiestus) bandinius;

kuriant invazinius biojutiklius, skirtus klinikiniams tyrimams, biojutiklis
turi biti mazas, biologiSkai suderinamas, nepasizyméti toksiniu ar
antigeniniu efektu;

matavimai turi buti atliekami greitai, o biojutiklis tinkamas matavimams
realiu laiku;

jei biojutiklis skirtas individualiam naudojimui, jis turi biiti pigus, mazas,
patogus neSiotis o jo naudojimas suprantamas nekvalifikuotiems
vartotojams [3].

Amperometriniuose fermentiniuose biojutikliuose, kaip atpazinimo

elementai dazniausiai naudojamos ozidoreduktazés [5]. Elektrodinémis

medziagomis, Siuose biojutikliuose, gali biti jvairios modifikuotos ir

nemodifikuotos anglinés nanomedziagos (nanovamzdeliai, grafenas ir kt.),

aukso, platinos, sidabro pavir$iai bei laidis polimerai [8, 25, 27]. Fermento

ir elektrodinio pavirS$iaus suderinamumas nanometriniame lygmenyje yra

esminis faktorius, nuo kurio priklauso amperometriniy biojutikliy efektyvus
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veikimas, todél naujy elektrodiniy medziagy paieska yra vis dar aktuali

kuriant Siuolaikiskas bereagentines biojutiklines sistemas [3, 4].

1.2.1 Amperometriniy fermentiniy biojutikliy kartos

Priklausomai nuo EP tarp fermento ir elektrodo pavirSiaus mechanizmo,
amperometriniai fermentiniai biojutikliai skirstomi j pirmos, antros ir trecios
kartos biojutiklius [28]. 1.2 paveiksle pateiktos visos biojutikliy kartos ir joms
buidinga EP. Paveiksle pateikta EP kryptis nusako, kad sistemoje vyksta
substraty oksidacijos bioelektrokatalizé, redukcijos biokatalizés atveju EP
vyksta prieSinga kryptimi ir elektronai perneSami nuo elektrodo pavirSiaus ant

substrato molekulés.

Treéios kartos

EPJ red

S
v )

Pirmos kartos Na p Antros kartos

S

J - Fermentas

1.2 pav. Elektrony pernasa nuo substrato ant elektrodo pavirsiaus pirmos, antros ir

trecios kartos biojutikliuose. S — substratas, P — produktas, EPT— elektrony pernasos

tarpininkas.

Pirmos kartos biojutikliuose elektros srove sukuria ne pats
bioelektrokatalizinis procesas, bet elektros srové generuojama oksiduojantis
arba redukuojantis reakcijos produktams [18]. Dazniausiai tokiy biojutikliy
konstrukcijoje naudojamos oksidazés ir dehidrogenazés, kuriy veikimui yra
biitini kofermetai: NAD*, NADP*, NADH, NADPH, ATP, FAD, FADH ir kt.

Norint uztikrinti efektyvy Siy fermenty veikimg kofermentai turi biti
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regeneruojami bioelektrokatalizés metu. Oksidaziy atveju kofermentai yra
regeneruojami terpéje esanciu istirpusiu Oz, Kaip ir pavaizduota 1.2 paveiksle.
O yra antrasis $iy fermenty substratas. Esant tokiai biojutiklio konstrukcijai
matavimo metu gali biiti fiksuojamas O suvartojamas esant -0,7 V vs. Ag/AgCl
darbinio elektrodo potencialui (ant elektrodo pavirSiaus Oz redukuojasi, 0
duomenys lyginami su kontroliniu elektrodu, gauti katodiniy sroviy poky¢iai
proporcingi substrato koncentracijai). Gali bati fiksuojamas ir H.O> susidarymas
esant 0,7 V vs. Ag/AgCl darbinio elektrodo potencialui (ant elektrodo pavirSiaus
H20: oksiduojasi, dél ko gaunamas anodinés srovés pokytis proporcingas
substrato koncentracijai) [18, 29]. Tokiu principu veikia komerciniai gliukozés
biojutikliai, kuriuose naudojama GOx [30]. Sis fermentas katalizuoja gliukozés
oksidacija iki gliukono rtgsties, o tuo paciu ir deguonies redukcijg iki H20Oo.
Pastarajam oksiduojantis iki deguonies, elektronai perneSami ant elektrodo
pavirSiaus [30]. Tokiy biojutikliy didziausias trikumas yra tas, kad jy veikimas
priklauso nuo O koncentracijos, kurig sunku iSlaikyti pastoviame lygyje. Dar
daugiau, d¢l mazo O tirpumo mazéja biojutiklio kalibracinés kreivés tiesiné
dalis, o tai yra didelis trikumas analitinei sistemai [18].

Pirmos kartos biojutikliuose naudojant dehidrogenazes | sistema
papildomai pridedama jy kofaktoriy (pvz. NAD®). Oksidacijos reakcijy
biokatalizés metu vyksta $iy kofaktoriy specifiné redukcija, o po to oksidacija
ant elektrodo pavirSiaus — generuojamas anodinés srovés dydis yra proporcingas
substrato koncentracijai. Taip pat pirmos kartos amperometrinése sistemose
naudojamos hidrolazés ar fermentinés kaskados (sudaro daugiau nei vienas
fermentas, kurie nuosekliai katalizuoja reakcijas), kuriy katalizuojamy reakcijy
metu gaunami elektrochemiskai aktyviis produktai. Pagrindiniai $iy biojutikliy
trikumai - reikalingas papildomas elektrodinio pavir§iaus apdorojimas bei
nespecifiniy reakcijy vykimas [18, 29].

Antros kartos biojutikliuose elektronus nuo fermento pernesa ne Oz, 0
papildomi EPT (1.2 pav.). EPT yra mazos molekulinés masés junginiai, kurie
pernesa elektronus tarp fermento redokso centro ir elektrodo pavirSiaus. Antros

kartos biojutikliai pranasesni uz pirmos, kadangi jy veikimas nepriklauso nuo
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terp¢je iStirpusio Oz, o EPT ant elektrodo pavirSiaus regeneruojasi (oksiduojasi
arba redukuojas) esant mazesniam darbinio elektrodo potencialui. Taip
sumazinama pasaliniy reakcijy vyksmo tikimybé, todél biojutikliai tampa
tikslesni. Geriausiai zinomi EPT yra ferocianidai, ferocenai, metileno mélis,
fenazinas ir kt., Taip pat kaip EPT yra naudojami ir kiti neorganiniai
kompleksiniai junginiai bei organinés molekulés savo struktiiroje turincios EP
dalyvaujancias funkcines grupes (pvz. deguonines funkcines grupes turincios
organinés molekulés — chinonai). Sintetiniai EPT yra brangts, toksiski, esant
dideléms jy koncentracijoms slopinami fermentai, EPT gali iSsieikvoti
(iSsiplauti) katalizés metu bei reaguoti su kitomis medziagomis esan¢iomis
terpéje. Dél Siy priezasciy tirpiy EPT panaudojimas in vivo ar in vitro matavimas
daznai yra komplikuotas. Taip pat EPT naudojimas apsunkina analize ir gali
jvesti papildomy paklaidy, kadangi EPT gali ne tik dalyvauti EP tarp fermento
ir elektrodo pavirSiaus, bet ir reaguoti su kitomis terpéje esanciomis
medZziagomis [18 — 21, 29]. Antros kartos biojutikliai, dél EPT iSsieikvojimo
pasizymi maZzesniu stabilumu nei pirmos kartos, todél analizei naudojami reciau
[18].

Siuo metu bene didZiausias démesys skiriamas tre¢ios kartos biojutikliy
paiesSkoms, todél, kad jy veikimas pagrjstas TEP tarp fermento aktyvaus centro
ir elektrodo pavirsiaus (1.2 pav.). Siuo atveju, analizés metu anodinés arba
katodinés srovés pokytis atsiranda dél tiesioginés fermento kofaktoriy ar
prostetiniy grupiy regeneracijos ant elektrodo pavirSiaus. Trecios kartos
biojutikliai yra pranaSesni nei pirmos ar antros kartos, kadangi oksidacijos ar
redukcijos reakcijy bioelektrokatalizé vyksta esant fermento redokso potencialui
arba arti jo. Dél Sios priezasties tokio tipo biojutikliai pasizymi didesniu
atrankumu, o pasaliniy reakcijy tikimybé sumazéja [5, 31]. Be to, paprasta
treCios kartos amperometriniy biojutikliy konstrukcija ir generuojamos sroveés
dydis leidzia juos miniatitirizuoti [29], kas yra labai svarbu Siuolaikiniuose
bioanaliziniuose prietaisuose.

Sukurti efektyviai veikiancius trecios kartos biojutiklius yra gan sudétinga.

Iki 2013 mety buvo zinoma tik apie 40 fermenty, tarp kuriy ir elektrodiniy
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pavirSiy buvo realizuota TEP [32]. Taip yra, nes TEP labai priklauso nuo
fermento prigimties, fermento orientacijos ant elektrodo pavirsiaus ir elektrodo
pavirSiaus charakteristiky (laidumo, biosuderinamumo ir gebéjimo dalyvauti
EP) [1]. Yra zinoma, kad sp? hibridizacijos anglinés medZiagos (modifikuoti ir
nemodifikuoti angliniai nanovamzdeliai, grafenas, nanodalelés) pasiZymi,
ypatingomis elektrony transporto savybémis bei dideliu pavirSiaus plotu, o
funkcinés grupés ant jy pavirSiaus gali palengvinti EP. Todél naudojant Sias
medziagas, elektrodiniams pavir§iams ruoS$ti, gali biiti realizuota TEP tarp
fermento aktyvaus centro ir elektrodo pavirSiaus. Taip pat, TEP vyksmas labai
priklauso ir nuo pacio biojutiklio architektiiros. Tai patvirtina darbai, atlikti ant
platinos ar stiklo anglies elektrodo pavirSiaus vertikaliai, kovalentiSkai prijungus
modifikuotus anglinius nanovamzdelius, o prie jy kovalentiS8kai prijungiant
GOx, suformuojami ampermetriniai — fermentiniai biojutiklai, kuriuose TEP
gali vykti vien dél jy unikalios architektiiros [3, 4, 8]. Siekiant realizuoti TEP
bei sukurti efektyviai veikiantj bereagentinj biojutiklj, reikia ieSkoti tiek naujy
elektrodiniy pavirsiy, tiek jy bei fermenty modifikavimo elektrochemiskai

aktyviomis funkcinémis grupémis galimybiy [31].

1.2.1.1 Elektrony pernasa trecios kartos biojutikliuose

TreCios kartos biojutikliy veikimas yra neatsiejamas nuo EP procesy.
Siuose biojutikliuose yra naudojami fermentai, kurie savo aktyviajame centre
turi vieng arba daugiau prostetiniy grupiy ar kofaktoriy, kurie geba lengvai
oksiduotis ir redukuotis. Vykstant fermentinei substrato oksidacijai, elektronai
nuo substrato per fermento aktyviajame centre esancias prostetines grupes tokias
kaip PQQ, FAD, hemg, metalo jonus (vario, gelezies, cinko ir kt.) arba
kofermentus NAD, NADP, FMN ir kitus yra pernesami ant elektrodo pavirSiaus,
taip fermentas regeneruojasi, o sistemoje registruojamas anodinés sroveés
iSaugimas [24, 31, 33].

Pagal Markuso teorija TEP greicio konstanta (Ker) iSreiskiama [34, 35]:

—(AG® + 1)?
(—”] 0

ker = 10 exp[—B(r — )] exp [ T
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Sioje lygtyije, ro ir r yra minimalus (Van der Waalso atstumas) ir tikrasis
atstumas tarp elektrony donoro ir akceptoriaus, f — tai elektrony pernasos
konstanta, kuri priklauso nuo medziagos prigimties, A - reorganizacijos energija,
AG° — laisvosios Gibso energijos pokytis (reakcijos energija arba varos jéga), R
—universalioji dujy konstanta, T -absoliutiné temperattra. IS 1 lygties aisku, kad
svarbiausi veiksniai nulemiantys TEP greitj yra:

e atstumas tarp elektrono donoro ir akceptoriaus (r-ro);

e procese dalyvaujanéiy redokso grupiy potencialy skirtumas (4G°) ir jy
orientacija;

o clektrochemiskai aktyviy centry reorganizaciné energija (1) [5, 24, 31,
36].

TEP greitis priklauso ir nuo fermento prigimties: atstumo tarp fermento
aktyvaus centro ir fermento pavirSiaus, fermento aktyvaus centro prieinamumo,
aktywvyjj fermento centrg sudaranéiy kofaktoriy ar prostetiniy grupiy skai¢iaus ir
prigimties [5]. Fermentai, kuriy prostetinés grupés yra tvirtai pririStos prie
baltyminés dalies, gali tiesiogiai perduoti elektronus elektrodo pavirsiui [32].
Priklausomai nuo grupiy skaiciaus ir kaip giliai jos yra baltymo globuléje,
skiriasi EP budai. Jei fermento aktyvus centras néra giliai baltymo globuléje
elektronai gali buti perneSami ant elektrodo pavirSiaus tiesiogiai juos
tunelivojant, taciau elektronai skirtingai nei atomai ar jonai gali buti
tuneliuojami atstumu ne didesniu nei 14 A. Daugeliu atveju, elektronai turi biiti
pernesami ilgesniu nei 15 A. Tokie fermentai savo struktiiroje turi turéti daugiau
nei vieng prosteting grupe ar kofaktoriy, kurie geba dalyvauti redokso reakcijose.
Elektronai yra perneSami nuo vienos grupés (kofaktoriaus) ant kitos pirmajai
regeneruojantis. Taip yra sukuriamos donoro-tiltelio-akceptoriaus sistemos.
Pastarosios dar vadinamos biologiniais ,,laidais“ ar redokso grandinémis.
Atlikus teorinius elektrony pernasos DNR grandingje skai¢iavimus, buvo
pasiilyti du elektrony pernaSos mechanizmai: ,.tiesioginis* ir ,,Sokinéjimo* (1.3

pav.) [37, 38].
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Pradinis elektrony
donoras

“Tiesioginis”
mechanizmas

E
AE
“Sokinéjimo”
mechanizmas
e \ /balutinis elektrony
Redokso grandiné akceptorius
Atstumas

1.3 pav. Elektrony pernasos mechanizmai. E — potencialas, AE — potencialy skirtumas

tarp pradinio elektrony donoro ir galutinio akceptoriaus [37, 38].

Tiesioginis“ mechanizmas — elektronai nuo donoro akceptoriui
perduodami tiesiogiai — tuneliuojant. Sis mechanizmas priklauso nuo grandinés
valentiniy orbitaliy sanklodos ir energijos. Pagal ,Sokin¢jimo* mechanizma
elektronai pereina nuo vieno redokso centro ant kito, keisdami jy oksidacijos
biisena, tol kol pasiekia galutinj elektrony akceptoriy — elektroda [37, 38].

TEP vyksmui didel¢ jtakg daro ir fermento aktyvaus centro orientacija
elektrodo atzvilgiu. Esant nepalankiai fermento orientacijai, fermento aktyvy
centrg gaubianti baltyminé dalis sudaro didelj energetinj barjera, kas apsunkina
TEP [32, 36]. Dél sios priezasties fermento imobilizacijos metu biitina uztikrinti
tinkamga fermento aktyvaus centro orientacijg elektrodo pavirsiaus atzvilgiu. Yra
zinoma, kad nuo greitos TEP priklauso efektyvus bereagentiniy biojutikliy
veikimas. Norint sukurti tokioms savybémis pasizyminti biojutiklj reikia
parinkti tiek tinkama fermento imobilizacijos metodika tiek elektrodinius

pavirsius, kurie gebéty orientuoti fermenta ir dalyvauti EP.

1.2.2 Amperometriniy biojutikliy veikimas

Bereagentiniuose amperometriniuose biojutikliuose, kuriuose realizuota
TEP, vykstantis biokatalizinis procesas, kuriame dalyvauja vienas substratas,

gali biiti aprasomas tokiomis schemomis [39]:

k1 k.
S+ on,im I(<_1) S— Eim - Ered,im +P (1)
kfe
Ered,im (k_)be on,im (2)
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kur S — fermento substratas, P — gautas produktas, Eoxim — imobilizuoto
fermento oksiduota forma, Ereq,im— imobilizuoto fermento redukuota forma, S-
Eim — imobilizuoto fermento-substrato kompleksas, ki, k-1 ir ko — fermentinés
reakcijos grei¢io konstantos, Kre ir kpe — greiio konstantos apibiidinancios
elektrony pernaSa tarp fermento aktyvaus centro ir elektrodo pavirSiaus. IS
pateikty schemy matoma, kad vykstant oksidacijos reakcijy bioelektrokatalizei,
pirma fermentas susijungia su substratu, sudarydamas fermento ir substrato
kompleksa (vyksta EP nuo substrato molekulés ant fermento aktyvaus centro),
kuris véliau skyla j fermentg ir produktg (1 schema), o EP vyksta nuo fermento
aktyvaus centro ant elektrodo pavirSiaus (2 schema). Ribiné srové 1 ir 2

schemose pateiktoms reakcijoms aprasoma 2 — 4 lygtimis [40, 39]:

Inax [S]

I= - (2)
(1 + kpe/ ko )KE™ + (1 + ky/ ks )[S]
kur
I3 = nFAk,[Enz]yy, €©)
K[I\:/Iar — k_l +_k2 (4’)
ky

Siose lygtyse | — biojutiklio generuojamos srovés stipris, [S] — substrato
koncentracija ant biojutiklio pavirSiaus, [Enz]in — pirminé imobilizuoto
fermento koncentracija, n — reakcijoje dalyvaujanc¢iy elektrony skaicius, F -
faradéjaus konstanta, A - elektrodo plotas, I£%, — tariamasis maksimalus srovés
stipris ir K{" —tariamoji Michaelio konstanta [40, 39].

ke Ir kpe grei¢io konstantos yra elektrodo potencialo (E) funkcijos ir
iSreiSkiamos Butlerio-Volmerio formulémis [40]:
ke = ks exp[(1 — a)(nF /RT)(E — Eq)] (5)
kpe = ks exp[—a(nF /RT)(E — E;)] (6)

kur E; — formalusis elektrodo potencialas, ks — grei¢io konstanta nustatyta
esant Ej, o — elektrony pernasos koeficientas, R — universalioji dujy konstanta,
T — absoliutiné temperatura. Priimant, kad elektrony pernasa (elekrodiné rekcija
2 schemoje) yra labai greita ir nelimituoja viso proceso, 2 lygtis supaprastéja
[39, 40]:
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Tai elektrocheminiams matavimams adaptuota Michaelio-Menten
hiperbolés lygtis, kurioje esantys I, ir Ki*"yra pagrindiniai biojutikliy
kinetiniai parametrai, kurie nustatomi i§ SiStemos generuojamo Srovés stiprio
priklausomybiy nuo substrato koncentracijos — kalibraciniy kreiviy. K" yra
substrato  koncentracija, kuriai esant bioelektrokatalizinés  sistemos
generuojamas srovés stipris yra 154 /2.

Aptartas bereagentinio biojutiklio, kuriame yra realizuota tiesioginé vieno
substrato bioelektrokatalizé, yra pats nesudétingiausias atvejis. Kitais atvejais,
priklausomai nuo bioelektrokatalizinés sistemos sudétingumo (substraty
skai¢iaus, EPT dalyvavimo, elektrodinio pavirSiaus ir imobilizacijos btdo
sudétingumo ir kt.) apraSyti visas sistemoje vykstancias reakcijas yra gan
sudétinga. Dél Siy priezas¢iy kiekvienu atveju sistemos apraSomos skirtingai,

taikant individualius matematinius modelius [41].

1.3 Darbe naudoti fermentai
1.3.1 Nuo pirolo chinolinchinono priklausoma gliukozés dehidrogenazé is

Acinetobacter calcoaceticus sp.: struktiira, savybés, panaudojimas

Darbe D-gliukozés biojutiklio kiirimui buvo pasirinktas oxidoreduktaziy
klasei priklausantis fermentas — nuo pirolo chinolinchinono priklausoma
gliukozés dehidrogenazé (PQQ-GDH). Darbe buvo tirta vandenyje tirpi PQQ-
GDH, E.C.1.1.5.2, i3skirta i§ Acinetobacter calcoaceticus sp. periplazmos. Sis
fermentas katalizuoja D-gliukozés oksidacijos reakcijg iki o-laktono [42]. 1.4
paveiksle pavaizduota PQQ-GDH katalizuoja reakcija ir EP nuo D-gliukozés,

per fermenta, ant galutinio elektrony akceptoriaus.
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1.4 pav. EP nuo D-gliukozés molekulés ant galutinio akceptoriaus PQQ-GDH

katalizuojamoje reakcijoje .

Kaip matoma PQQ-GDH prostetiné grupé - PQQ molekulé dalyvauja D-
gliukozes oksidacijos procese, kurio metu per PQQ yra perneSami 2 elektronai
nuo D-gliukozés ant galutinio akceptoriaus. Katalizés metu hidrofobinés
sgveikos déka D-gliukozé (B-D-gliukopiranozés formos) prijungiama prie PQQ
molekulés, taip kad hidroksi grupé esanti prie C1 gliukozés atomo atsiduria
tiesiai virs penkto PQQ anglies atomo, kur vyksta tolesné D-gliukozés
oksidacija, kurios metu yra perneSami 2 ¢’ ir 2 H* [43].

PQQ-GDH sudaryta i§ dviejy identisky 50 kDa subvienety. Kiekviename
subvienete yra trys kalcio jonai (Ca?*) ir PQQ molekulé. Du Ca?* yra subvieneto
iSorinéje dalyje ir dalyvauja subvienety dimerizacijos procese — sudaro rysius
tarp subvienety. Vienas Ca?" yra subvieneto aktyviajame centre ir atsako uz PQQ
prijungima prie apofermento [44 — 46]. Be PQQ molekulés ir Ca?* PQQ-GDH
aktyvyjj centra sudaro dar 23 amino rugstys, tarp kuriy Soniniy amino grupiy ir
PQQ molekulés karboniliniy grupiy atsiranda elektrostatiné sgveika [45, 47].
PQQ-GDH aktyvusis centras yra giliai baltymo globuléje, kuriame, dél
hidrofobinés sgveikos ir vandeniliniy ry$iy tarp PQQ ir aminoriigs¢iy Soniniy
grupiy, yra stipriai priri§ta PQQ molekulé [44]. Pagrindinés PQQ-GDH fizikinés

savybés ir optimalios veikimo salygos pateiktos 1.1 lentelé¢je.
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1.1 lentelé. PQQ-GDH is Acinetobacter calcoaceticus Sp. fizikinés savybés ir
optimalios veikimo sqlygos [48].

Fizikiné savybé/veikimo salyga

Michaelio konstanta 4,8:10°M (D-gliukozei)
Optimalus pH 7,0

Optimali temperatura 37 °C

pH stabilumas pH 3,5 -8,5 (25 °C, 16 valandy)
Laikymo temperatiira -20 °C
Temperatiirinis stabilumas 50 °C (pH 7,5, 30 minu¢iy)
Stabilizatoriai Ca?*, jaucio serumo albuminas
Inhibitoriai Ag*, Cu?*, Pb?*

Be 1.1 lentel¢je paminéty savybiy PQQ-GDH pasizymi tuo, kad jos
veikimui néra bitinas deguonis t.y. deguonis néra nattralus PQQ-GDH
elektrony akceptorius [42]. Dél Sios savybés ir tvirtai aktyviajame centre priristo
PQQ, sis fermentas yra labai patrauklus tiek bereagentiniy bioanalizés, tiek
biokonversijos sistemy ktirimu.

PQQ-GDH, katalizuoja ne tik D-gliukozés oksidacijos reakcijg, bet kai
kuriy sacharidy ir disacharidy oksidacijg [38]. 1.2 lenteléje pateiktas PQQ-GDH

atrankumas sacharidams ir disacharidams.

1.2 lentele. PQQ-GDH is Acinetobacter calcoaceticus sp. substratinis
atrankumas [48].

Substratas (50 mM) Aktyvumas, % Substratas (50 mM) Aktyvumas, %
D-gliukozé 100 D-fruktozé 0,3
L-gliukozé 0,3 D-galaktozé 16,0
D-ksilozé 15,0 D-laktoze 68,9
2-deoksi-gliukozé 4,9 D-sorbitolis 0,2
L-sorbozé 0,5 Sacharozé 0,2
D-manozé 10,8 Maltozé 107,0

I§ pateikty duomeny, matoma, kad PQQ-GDH, be D-gliukozés, pasizymi
dideliu atrankumu maltozei, D-laktozei, galaktozei, D-ksilozei ir D-manozei.
Maza specifiskumg D-gliukozei 1émé tai, kad PQQ-GDH aktyviajame centre
vir§ PQQ yra platus tirpalui prieinamas plySys, kuriame néra aminoriigsciy
liekany, kurios gebéty sgveikauti su gliukozés ziede treCiojoje, ketvirtojoje ir
SeStojoje padétyje esanciais deguonies atomais [49]. Nepaisant to PQQ-GDH yra
naudojama komerciniuose amperometriniuose biojutikliuose skirtuose D-

gliukozés kiekio nustatymui kraujuje [50]. Dél giliai PQQ-GDH globuléje
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esanCio aktyvaus centro TEP tarp jo ir elektrodo pavirSiaus yra sunkiai
realizuojama, todél biojutikliy konstrukcijoje dazniausiai naudojami EPT [51].
1.3 lentel¢je pateikta keletas sukurty amperometriniy D-gliukozés biojutikliy,
kuriuose naudojama PQQ-GDH.

1.3 lentelé. Amperometriniy D-gliukozés biojutikliy charakteristikos.

Tiesiné Jautris/ Edarb, V' VS

dalis, mM  efektyvumas  Ag/AgCl Stabilumas

Biojutiklio konstrukcija EPT

PQQ-GDH imobilizuota A-ferocenil
glutaro aldehido garais - 26 pA-cm? 0,4V 1 savaité

ant grafitinio strypo [52] el

PQQ-GDH ir mediatorius fergég‘:{ofe

imobilizuoti arlt anglinio, niliminom ki 2.4 77,5 uA-cm? 0,4V 20 dieny
Spausto montazo etil)

elektrodo [53] fenolis

PQQ-GDH imobilizuota j

hidrogel; sudaryta i$ Os(4-4'-

poli(1-vinilimidazolo) ir dimetilbipi 10— 100 59 MA'TM'l 02V _
Os(4-4'- ridinas),Cl om

dimetilbipyridino).Cl ant
grafitinio strypo [54]
PQQ-

GDH/ferocianidas/anglini 3 P -23 % per 4
ai nanovamzdeliai Fe(CN)s 1-35 2,15 mA-cm 0.5V savaites
[55]

PQQ-GDH/cyt b562 ant . 00
grafito pastos elektrodo Cltocl? rom - - 02V 24 0 I/o psr
[56] as Dse2 72 valandas
PQQ-GDH adsorbuota a1 0

ant modifikuotos - Oéoééof 6,8 pA-cm 0,4 3 51 fegir

amorfinés anglies [12]

Be 1.3 lentel¢je paminéty EPT naudojami ir Kkiti EPT: FMS,
benzochinonai, N-metilfenazinas, rutenio (I11/111) kompleksai, laidas polimerai
(poliuretanas, poliakrilatas, polipirolas) ar aukso nanodalelés [51]. IS 1 lentelés
matyti, kad TEP buvo realizuota tik tuo atveju, kai elektrodo konstrukcijoje buvo
naudojama elektrochemiskai aktyviomis grupémis modifikuota amorfin¢ anglis
[12]. Todél darbo metu, jvairiais metodais modifikuojant anglines medziagas
buvo siekiama realizuoti TEP tarp PQQ-GDH aktyvaus centro ir elektrodo
pavirsiaus. Tokia beragentiné sistema biity perspektyvi ne tik biojutikliy kiirime,

bet ir biokuro celiy gamyboje.
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1.3.2 Ureaze i$ Canavalia ensiformis: struktiira, savybeés, taikymas

Darbe bereagentiniy karbamido biojutikliy kiirimui pasirinkta Ureaze i8S
Canavalia ensiformis. Tai hidrolaziy klasei priklausantis fermentas, dar
vadinamas amidohidrolaze (EC 3.5.1.5). Ureazé katalizuoja karbamido
hidrolizés reakcija iki karbamo riigsties ir amoniako. Susidariusi karbamo
rugstis yra nestabili ir spontaniSkai skyla iki angliartig§tés ir antrosios amoniako

molekulés [57, 58]. Sis dvipakopis procesas pavaizduotas 1.5 paveiksle.

0
|| Ureazé ”
c + HzO T’ C —_— NH3 + COZ
HzN/ Sk, H2N/ om
NH;

Karbamidas Karbamo ruagstis
1.5 pav. Ureazés katalizuojamos karbamido hidrolizés ir karbamo riigsties

skilimo reakcijos.

Ureazé dalyvauja natiiraliame azoto apykaitos cikle, todél yra placiai
aptinkama augaluose, bakterijose, grybuose, dumbliuose bei dirvoZzemyje.
Ureazé pirmg kartg iskristalinta 1926 metais i§ Canavalia ensiformis, tai buvo
pirmasis iSkristalintas fermentas enzimologijos istorijoje. Ureazés ketvirtiné
struktiira priklauso nuo to i§ kokio organizmo ji yra iSskirta, nepaisant to,
ureazése iSskirtose i§ skirtingy organizmy yra aptinkama identiska trimeriné
struktira su 3 aktyviaisiais (katalitiniais) centrais. 1975 metais buvo
identifikuota, kad ureazés aktyviajame centre yra du Ni?* jonai, kurie sudaro
koordinacinius rysius su histidino ir asparto amino riigsciy Soninémis grupémis
bei vandeniu. Nikelio jonai veikia kaip Lewis'o riigstis — palengvina vandens
skilimg ir inicijuoja hidroksilo anijono prisijungimg prie karbamido karbonilo
grupés taip susidarant karbamo rig§¢iai [59, 57].

Darbe, bereagentiniy fermentiniy biojutikliy ktrimui, buvo pasirinkta
ureazé isskirta i§ Canavalia ensiformis. Si ureazé sudaryta i§ 6 vienody
subvienety (90 kDa), kurie yra susijunge j dvi viena pries kitg iSsidésciusias,
identiSkas trimerines strukttiras, taip suformuojant heksamerg [58]. Pagrindinés
ureazés i§ Canavalia ensiformis fizikinés savybés ir optimalios veikimo salygos

pateiktos 1.4 lenteléje.
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1.4 lentelé. Ureazés is Canavalia ensiformis fizikinés savybés ir optimalios
veikimo sqlygos [60].

Fizikiné savybé/veikimo salyga

Michaelio konstanta 1,3-10° M (TRIS buferiniame tirpale)
Optimalus pH 7,4

Izoelektrinis taskas 50-5.2

Optimali temperatura 60 °C

Laikymo temperatiira 2-8°C
Temperatiirinis stabilumas 45 °C (60 min)

Ureazeés substratas karbamidas yra galutinis alifatiniy azoto junginiy
metabolizmo organizme produktas. Su jo kiekio padidéjimu ar sumazéjimu
organizme yra susijusios jvairios inksty ligos. Norint jy iSvengti yra labai svarbu
tiksliai ir realiu laiko momentu nustatyti karbamido kiekio pokycius organizme.
Dar daugiau, tikslus ir greitas karbamido kiekio nustatymas reikalingas zemés
tikio (pienininkystés) bei traSy pramonéje [61, 62].

Ureazé, déel gebé¢jimo atrankiai katalizuoti karbamido hidrolizés reakcija,
yra plagiai naudojama karbamido kiekybinei ir kokybinei analizei. Siuo metu
placiausiai karbamido detekcijai yra naudojami potenciometriniai biojutikliai
[63, 64]. Jy veikimas paremtas ne tiesioginiu karbamido nustatymu, o ureazés
katalizuojamos reakcijos metu susidariusiy amonio jony ar pH pokycio
matavimu. Tam pasitelkiami pH jautris, jonams selektyvis, poréti NHz ir CO»
elektrodai arba jonams jautriis lauko efekto tranzistoriai. Tokio tipo biojutikliai
turi keleta minusy: létas atsako laikas, nepastovi baziné linija, nespecifiné jony
esanciy tirpale/tiriamajame meéginyje jtaka registruojamam signalui. Dél Siy
priezasCiy gauti rezultatai daznu atveju yra sunkiai interpretuojami bei priklauso
nuo jvairiy terpés parametry, todél karbamido analizé tampa komplikuota [65].

Yra sukurty ir amperometriniy karbamido biojutikliy, kuriuose naudojama
ureazé. Amperometriniai biojutikliai lyginant su potenciometriniais yra daug
jautresni. 1.5 lenteléje yra pateikti, jau sukurti karbamido biojutikliai ir jy

charakteristikos.
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1.5 lentelé. Amperometriniy karbamido biojutikliy charakteristikos.

S . Registruojamas Tiesiné Jautris,
Biojutiklio konstrukcija signalas dalis, ;M pA-mM™-cm? Edarb, V
Ureazé Imobilizuota j
nailono tinklelj, ant Pt 04 Vs
elektrodo su imobilizuota NADPH oksidacija 10-300 - A ,/A cl
glutamato dehidrogenaze gAd
[66]
Adsorbuota ureazé ant pH pokytis, naudojant B
grafito-Pt elektrodo [65] EPT 10-250 0.2 0vs SCE
Ureazé adsorbuota ant . -0,2 vs
TBISAE[67] pH pokytis 200 — 800 0,98 SCE
Ureazé imobilizuota j 07vs
poli(vinilferoceno) matricg pH pokytis 1-250 - A ’/A cl
ant Pt elektrodo [61] 9'Ag
Ureazés-PANIi™-nafiono-Pt . -0,2 vs
elektrodas [68] NH4" susidarymas 30 -300 11,6 £ 0,05 SCE
Ureazé imobilizuota ant
PANIi™-nafionas-Cu R -0,35 vs
modifikuoto anglinio NH.* susidarymas 1-100 112 + 3,36 Ag/AgCI
elektrodo [69]
Ureazé imobilizuota ant Karbamo riigsties 500 — B (1’35 V/
stiklo anglies elektrodo [63] elektrooksidacija 21000 Ag/ AQCI

“TB/GCE - toluidinu padengtas stiklo anglies elektrodas

“PANIi — polianilinas

Kaip matoma i$ 1.5 lentelés, daugumos amperometriniy biojutikliy, kaip ir
potenciometriniy biojutikliy atveju, veikimas paremtas ne tiesioginiu karbamido
nustatymu, o netiesioginiu — susidariusiy amonio jony ar pH poky¢io matavimu,
tam pasitelkiant amonio jonams jautrius elektrodus [69 — 71] ar net papildomus
EPT [65]. Taip pat yra sukurty amperometriniy biojutikliy, kuriy veikimas
pagristas tiesiogine fermentinés katalizés metu susidariusios karbamo riigSties
elektrooksidacija ant stiklo anglies elektrodo pavirSiaus [63]. Tokio biojutiklio
veikimui yra butinas aukstas elektrodo potencialas (1,05 V vs. Ag/AgCl) [63].
Dél didelio darbinio elektrodo potencialo ar netiesioginés karbamido nustatymo
ant darbinio elektrodo pavirSiaus padidéja pasaliniy/nespecifiniy reakcijy
vyksmo galimybé, kas gali iSkraipyti eksperimentinius rezultatus. Dél Sios
priezasties, doktorantiiros darbo metu panaudojus naujas elektrodinés
medziagas, buvo siekiama sukurti amperometrinius karbamido biojutiklius,
kurie leisty tiesiogiai nustatyti karbamido koncentracija tiriamuosiuose
bandiniuose esant Zzemam elektrodo potencialui, taip iSvengiant pasaliniy

reakcijy galimybeés.
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1.3.2.1 Karbamido nustatymo svarba hemodializés metu

Inkstai, Zmogaus organizme, atlieka svarbig funkcijg — iSvalo krauja nuo
kenksmingy medziagy, susidaranciy vykstant medziagy apykaitai, ir pasalina jas
su Slapimu. Be Sios svarbios funkcijos inkstai reguliuoja vandens ir drusky kiekj
organizme, kraujo spaudimg, skatina eritrocity gamybg, bei yra atsakingi uz
aktyviojo vitamino D gamybg. Sutrikus inksty veiklai, jie nebepajégia iSvalyti
kraujo nuo kenksmingy medziagy, todé¢l Sios kaupiasi kraujyje sukeldamos
daugybe nepageidaujamy simptomy (pykinimg, bendrg silpnuma, galvos
skausmg ir t.t.) [72]. Inksty funkcijai nusilpus iki tam tikros ribos pacientams
reikalinga pakaitiné inksty terapija — dializeé, kurios metu, naudojant specialius
aparatus, organizmas yra iSvalomas nuo kenksmingy medziagy [72, 73].
Hemodializé (HD) yra viena dializés rasiy, kurios metu prie paciento yra
prijungiamas aparatas (dializatorius) ir kraujo valymas vyksta ne kiine, o jo
iSor¢je [72]. Dializatoriaus viduje kraujas teka per tukstancius tusciaviduriy
skaiduly ir yra atskirtas pusiau pralaidzia membrana nuo dializés tirpalo, kuris
dializatoriumi teka prieSinga kryptimi. Kraujo valymas hemodializés metu
vyksta pagal difuzijos désnius, dél kuriy kenksmingos medziagos i$ kraujo
pereina ] dializés skystj [72]. ISvalytas kraujas pumpuojamas atgal j organizma,
o panaudotas dializés skystis Salinamas kaip atlieka. Standartiné hemodializg,
ligoninése ar dializés centruose atlieckama 3 kartus per savaite ir trunka 4 — 5
valandas [73]. Tai yra ilgas ir varginantis procesas.

Karbamidas, kreatininas, natrio, kalio druskos ir fosfatai yra pagrindiniai
medziagy apykaitos produktai, kuriy kiekis kraujyje padidéja sutrikus inksty
funkcijai [72]. Pagrindinis junginys, kuris turi bati pasalinamas i§ organizmo,
hemodializés metu yra karbamidas. Pagal karbamido paSalinimg i§ organizmo
hemodializés metu yra vertinamas ir dializés efektyvumas [74]. Esant
nesutrikusiai inksty funkcijai, karbamido kiekis kraujo serume svyruoja nuo 2,5
iki 6,7 mM, tuo tarpu jei sutrikus karbamido koncentracija pasiekia 30 — 80 mM,
todél pacientui turi biiti atlickama dializés procediira [ 75]. Tuo tarpu, karbamido

kiekis dializineme skystyje, dializés metu, gali svyruoti nuo 3 iki 16 mM [74].
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Pagal Lietuvos Respublikos sveikatos apsaugos ministro 2015 m. Rugpjicio 14
d. 1sakymag Nr. V-956 karbamido kiekis kraujo serume turi buiti nustatytas vieng
karta per ménesj, prieS ir po hemodializés [76]. Pazymétina, kad tam paciam
pacientui karbamido kiekis kiekvienos HD procediiros pradZioje gali skirtis
(priklauso nuo streso, mitybos, fizinio aktyvumo ir kt.), todél ne visais atvejais
biitina 4 valandy dializés trukmé. Siuolaikiné aparatiira, matuojanti karbamido
koncentracijg, yra stacionari, daugiaparametriné, reikalaujanti apmokyto
personalo ir paprastai komplektuojama specialiose laboratorijose [74], todél
norint nustatyti karbamido koncentracijg surinktus méginius reikia siysti j
laboratorijg ir laukti atsakymy. Portatyvus, paprastas karbamido nustatymo
metodas, gebantis tiksliai nustatyti karbamido kiekj kraujyje, serume ar
dializiniame skystyje realiu laiku iSspresty $ig problema, todél tokiy metody
kiirimas yra vis dar aktualus. Manome, kad miisy sukurtas karbamido biojutiklis
galéty pasizyméti aptartomis savybémis. Jo pagalba biity galima nustatyti
karbamido koncentracijg dializés atlikimo vietoje (pries§ kiekvieng seansg), kas
leisty sutaupyti tyrimy kastus, laiko sgnaudas ar net sutrumpinti HD laika.
Nustacius, kaip karbamido koncentracija kraujyje koreliuoja su jo koncentracija
iStekanciame dializés skystyje, biity galima kraujo tyrima pakeisti dializés

skyscio tyrimu, taip dar labiau tausojant paciento sveikatg.

1.3.3 D-Fruktozés dehidrogenazé i Gluconobacter industrius: struktiira,

savybés, taikymas

Darbe bereagentiniy D-fruktozés biojutikliy krimui pasirinkta nuo PQQ
priklausoma D-fruktozés dehidrogenazé (FDH) i$ Gluconobacter industrius (EC
1.1.99.11). FDH yra kompleksinis baltymas sudarytas i§ 3 subvienety, kurio
molekuliné masé yra 140 kDa. Pirmasis FDH subvienetas tai PQQ riSantis,
katalizinis subvienetas (67 kDa), antrasis — hemg c turintis subvienetas (50,8
kDa) ir treCiasis — peptidinis subvienetas (19,7 kDa), Sio subvieneto tiksli
funkcija néra Zzinoma, manoma, kad jis reikalingas fermento ketvirtinei

struktiirai palaikyti [77]. FDH katalizuoja D-fruktozés oksidacija iki 5-keto-D-
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fruktozés. FDH katalizuoja reakcija ir EP nuo D-fruktozés molekulés, per
fermenta, ant galutinio akceptoriaus pavaizduota 1.6 paveiksle.

5-dehidro-D- fruktoze

PQ Hemas ¢ ox
COOH
N COOH
OH HOOC
1 Elektronu
akceptorius
2¢ 2H'
COOH
COOH
HO HooC
\civ
HO

D-fruktozé PQQH,

FDH, R = -CH,CH,COOH
1.6 pav. EP nuo D-fruktozés molekulés ant galutinio akceptoriaus FDH

katalizuojamoje reakcijoje.

I$ 1.6 paveikslo matyti, kad vykstant D-fruktozés oksidacios reakcijos
katalizei 2 elektronai ir protonai perneSami nuo D-fruktozés ant PQQ molekulés
po to, elektronus pernesus ant hemo ¢ - PQQ molekulé reoksiduojasi. Galiausiai
elektronai nuo hemo c (per du kartus) perneSami ant galutinio akceptoriaus ir
FDH regeneruojasi.

Pagrindinés FDH fizikinés savybés ir optimalios veikimo salygos pateiktos

1.6 lentel¢je.

1.6 lentelé. FDH fizikinés savybés ir optimalios veikimo sqlygos [78, 79].

Fizikiné savybé/veikimo salyga

Michaelio konstanta 5-103M

Optimalus pH 4,0

Optimali temperatira 37°C

pH stabilumas pH 4,0 — 6,0 (25 °C, 16 valandy)
Laikymo temperatiira -20 °C
Temperatiirinis stabilumas <40 °C (pH 4,5, 15 min)
Diametras 7nm

FDH yra labai specifiska D-fruktozei. Dél Sios savybés fermentas yra
naudojamas kokybinei ir kiekybinei $io angliavandenio analizei. Verta paminéti,
kad deguonis, kaip ir PQQ-GDH atveju, néra natiiralus FDH elektrony

akceptorius [79], o tai yra didelis pranasumas, kuriant treCios Kkartos
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amperometrinius biojutiklius. Siuo metu yra sukurtas didelis kiekis antros kartos
ir keletas trecios kartos D-fruktozés biojutikliy naudojant FDH. 1.7 lenteléje yra
pateikti, jau sukurti antros ir tre¢ios kartos D-fruktozés biojutikliai ir jy

charakteristikos.

1.7 lentelé. Amperometriniy D-fruktozés biojutikliy charakteristikos.

Biojutiklio konstrukcija EPT darﬂlizmrlrlﬁvl " AJrﬁK}Irllscmz E‘{E}rb’ St:]k;!slu
FDH ir mediatorius 0,1vs 1
inkorporuoti j anglies pasta Os(bpy).Cl.  0,2-20 15,0 Ag/Ag savaite
[80] cl
FDH imobilizuota j polipirolo 0.23

3. B .
sluoksnj ant Pt elektrodo [81] Fe(CN)e 01-08 1,542 S\gE 7 dienos
FDH imobilizuota ant Au Koenzimas 0,5vs -10 %
elektrodo sudarant ] membrang Q 0,01-0,5 15,0 Ag/Ag per
panasy sluoksnj [83] 6 Cl dieng
FDH ir mediatorius 02vs
imobilizuotas ant 3- ’ 33
merkaptopropano ragstimi TTF 001-1 29,1 Agé,IAg dienos
modifikuoto Au elektrodo [83]
FDH imobilizuota ant 015
elektrodo pagaminto i§ grafito- \’/S 4

epoksi- TTF 0,01-0,3 7,1 meénesia

tetracianochinodimetano Agé,IAg i
kompozito [84]

. . . 0,4 vs
FDH inkorporuota j anglies 3 05-10 3174nAmM? Ag/Ag 10h
pasta [85] ' ' cl

FDH adsorbuota ant Ketjen'o

— _ = _ .
juodosios anglis [86] 10 mA cm

Kaip matoma i$ auksc¢iau pateiktos lentelés antros kartos biojutikliuose yra
naudojami EPT, tokie, kaip kalio heksacianoferatas (I11) (Ks[Fe(CN)e]), TTF,
osmio kompleksiniai junginiai (Os(bpy)2Cl2) ir kt. Tokio tipo D-fruktozés
biojutikliy jautris svyruoja nuo 0,8 iki 29,1 uA mM ™! cm™2 [84, 87 — 92]. Tuo
tarpu, trecios kartos/bereagentiniy D-fruktozés biojutikliy, kuriuose nuo FDH
aktyvaus centro ant elektrodo pavirSiaus vyko TEP yra aprasyti vos keli atvejai
[86, 93]. TEP vyksmui biitina salyga — teisinga FDH orientacija ant elektrodo
pavirsiaus t.y. Sis fermentas j elektrodo pavirSiy turi orientuotis hema ¢ turinciu
subvienetu [94]. Siame darbe buvo siekiama sukurti tre¢ios kartos D-fruktozés
biojutiklius, naudojant naujas anglines medziagas, kuriy pavirSiuje yra
iSsidésCiusios deguonies funkciniés grupés, dalyvaujancios tiek fermenty

orientavimo, tiek ir elektrony pernasos procesuose.
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Nesudeétingy, lengvai pritaikomy individualiems poreikiams biojutikliniy
sistemy, registruojan¢iy D-fruktozés koncentracijg kiirimas iSlieka aktualus,
kadangi pastaruoju metu, D-fruktozés kiekio nustatymas maisto produktuose bei
geérimuose tampa vis svarbesnis, kadangi d¢l skirtingo D-fruktozés metabolizmo
Zmogaus organizme, lyginant su D-gliukoze, Sio angliavandenio perteklius
organizme skatina riebaly kaupimgsi kepenyse ir Kkitose organuose bei
audiniuose, ko pasekoje atsiranda kepeny sutrikimai, tokie kaip hepatitas ir
kepeny cirozé [95]. Dar daugiau, didelis D-fruktozés kiekio suvartojamas (74 g
per dieng) gali biiti ir metabolinio sindromo, inksty ligy, nutukimo, jvairias
Sirdies ligy, atsparumo insulinui ir 2 tipo diabeto ar net véziniy susirgimy,
priezastis [96 — 100]. Taigi paprastas ir greitas Sios analités nustatymas maisto
produktuose bei gérimuose yra labai aktualus. Jprastai D-fruktozés nustatymui
naudojama chromotografijos, spektrofotometrijos, elektroforezés bei titravimo
metodikos [92, 101]. Dauguma $iy metody yra brangis, sudétingi ir reikalauja
pradinio méginio apdorojimo procediiry bei gerai apmokyto personalo, kas
didina analizés laiko ir kasty sgnaudas [102]. D¢l $iy priezasCiy naujy, greity ir

paprasty D-fruktozés nustatymo metody kiirimas yra vis dar aktualus.
1.3.3.1 D-tagatozés nustatymo svarba

Panaudoti FDH D-tagatozés nustatymui biity labai perspektyvu, kadangi
D-tagatozé yra nattiralus, mazai kaloringas saldiklis, kuris savo tekstiira labai
panasus ] sacharoze ir turi 92 % jos saldumo, taciau D-tagatozes kaloringumas
yra Zymiai mazesnis (7,3 kJ-g?) ir atitinka 38 % Sio cukraus kaloringumo [103
— 105]. D-tagatozé 2001 Jungtiniy Tauty maisto ir zemés ukio
organizacijos/Pasaulio sveikatos organizacijos pripazinta saugiu naudoti
produktu. Sis cukrus pasizymi teigiamu poveikiu sveikatai: skatina svorio
praradima, daro minimalig jtaka cukraus ir insulino kiekiui kraujyje, pasizymi
antioksidacinémis ir prebiotinémis savybémis, mazina 2 tipo diabeto sukeltus
simptomus [103, 106, 108]. D¢l siy savybiy D-tagatozé gali biiti naudojama
maisto, gérimy bei vaisty gamyboje, burnos priezitiros priemoniy ir kosmetikos

pramonése [105, 107]. Deja, D-tagatozé yra retasis cukrus ir mazais kiekiais
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randama Sterculia setigera dervoje, tam tikruose vaisiuose, bei termiskai
apdorotuose produktuose tokiuose kaip sterilizuotas karvés pienas ar pieno
milteliai, karStoje kakavoje, jogurtuose, siiriuose ir kituose pieno produktuose.
Siuose produktuose D-tagatozés kiekis yra mazas, o jos iSgavimas brangus [105,
108]. Pramoniniu biidu D-tagatozé gali biiti gaunama dviem biidais: cheminiu,
naudojant kalcio katalizatorius [109], bei biocheminiu naudojant fermentg L-
arabinozés izomeraze, kuri katalizuoja D-galaktozés (pieno pramonés pasalinis
produktas) konversija | D-tagatozg [110 — 112]. Nors FDH yra labai selektyvus
D-fruktozei, darbo metu buvo norima patikrinti ar $is imobilizuotas fermentas

katalizuoja ir retojo cukraus D-tagatozés oksidacijos reakcija.
1.4 Anglinés medziagos ir jy savybés

Anglinémis medziagomis vadiname tokias medziagas, kuriy pagrindiné
sudedamoji dalis yra elementiné anglis. Siam elementui biidinga labai didelé
cheminiy junginiy jvairoveé; tai lemia anglies atomy gebéjimas jungtis
tarpusavyje sudarant jvairios sudéties monomerinius, polimerinius ar kristalinius
junginius. Siuose junginiuose gali susidaryti sp®, sp? ar sp hibridizacijos anglies
atomai bei atitinkamai viengubieji (C-C), dvigubieji (C=C) ir trigubieji (C=C)
rysSiai tarp jy. IS tokios hibridizacijos anglies atomy sudarytos deimanto, grafito
ir karbino struktiiros pavaizduotos 1.7 paveiksle. Tai vienos i$ seniausiai Zzinomy
medziagy, kuriy cheminiy ir fizikiniy savybiy skirtumas padéjo pagrindg anglies
chemijos vystymuisi [113].

C
o I
v g (I:
E C
4 1l
T
b
;)
]
a b c

1.7 pav. Angliniy medziagy struktiiros: a — deimanto, b — grafito, ¢ — karbino [114].

35



Tipiskos sp? hibridizacijos medZiagos yra fulerenai, anglinés nanodalelés
(maZesni nei 10 nm nanokristalai sudaryti 1§ amorfinés anglies ar kristaliniy
klasteriy), angliniai nanovamzdeliai, grafenas ir grafitas. sp® hibridizacijos
anglinés medZiagos — deimantas ir jam giminingos strukttiros (deimantis§kosios
dangos, nanodeimantai), o sp* — karbinas [115].

Anglinéms medziagoms buidingos savybeés:

e anglinés medziagos yra lengvos, kadangi jas sudarantis pagrindinis
elementas anglis yra mazos molekulinés masés [113];

e priklausomai nuo medziagos struktiiros ir anglis-anglis rySio tipo
anglinés medziagos gali biiti laidZios elektros srovei ar pasizyméti
puslaidininkémis, izoliacinémis savybémis (grafenas, angliniai
nanovamzdeliai — puslaidininkiai, deimantas — izoliatorius). Daugumos
sp? hibridizacijos angliniy medziagy elektrinis laidumas yra anizotropinis
— priklausantis nuo matavimo krypties pvz. elektrinis grafito laidumas
anglies atomy $eSiakampiy plok§tumoje yra 37-10° S‘m?, o statmena $iai
plok$tumai kryptimi — 17-10* S-m™[113];

e sp? hibridizacijos medziagose $iluminis laidumas, kaip ir elektrinis
priklauso nuo matavimo krypties pvz. iSilgai VAV aSiai kryptimi yra
gerai praleidziama Siluma, o statmena aSiai kryptimi Siluma
nepraleidziama — izoliuojama. Tuo tarpu deimantas yra vienas geriausiy
Silumos laidininky [113];

e Angliniai nanovamzdeliai ir grafenas yra vienos atspariausiy gniuzdymui
ar tempimui medziagy — VAV ir grafeno Young'o modulis apie 1 TPa,
deimanto — 0,1 TPa [113];

e VAV ir deimantas yra kieCiausios zinomos medziagos [113];

e anglinéms nanodaleléms, nanodeimantams bei kai kuriems angliniy
nanovamzdeliy ir grafeno dariniams yra biidingos fluorescencinés
savybés (apSviestos medziagos sugeria krintanc¢ius spindulius ir skleidzia
didesnio bangos ilgio $viesa). Nemodifikuoty angliniy nanovamzdely

optinés savybés panasios j absoliuciai juodo kiino savybes, kadangi yra
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stebima didelé S§iy medziagy Sviesos absorbcija (0,99 — 0,98 a. v.)
plac¢iame bangos ilgiy intervale [113, 115];

e Anglinés medZiagos — chemiskai stabilios;

e sp? hibridizacijos anglinés medziagos yra gan lengvai modifikuojamos —
nekovalentiskai arba kovalentiskai prijungiant tam tikrus junginius ar
jvedant funkcines grupes. Tai labai kei¢ia jy tirpuma, laiduma,
hidrofobiskuma ir kitas fizikines bei chemines savybes [113, 116];

e grafitas ir deimantas yra netoksiSkos medziagos, o daugumos angliniy
nanomedZziagy toksiSkumas dar néra iStirtas. Modifikuojant anglines
medziagas funkcinémis grupémis — toksiSkumas didé¢ja. Yra Zinoma, kad
anglies nanovamzdeliai gali sukelti ligas, panaSias ] tas, kuriomis suserga
asbesto plauseliy prisikvépave zmonés (plauciuose sukelia uzdegima,
formuoja randus gali biiti net vézio priezastis) [115, 117].

Sp? hibridizacijos anglinés medziagos, dél didelio pavirsiaus ploto, tinkamo
elektrinio laidumo, plac¢iy potencialo riby, greitos elektrony pernasos,
biosuderinamumo ir lengvos modifikacijos funkcinémis grupémis ar biologinés
kilmés medziagomis yra labai perspektyvios kuriant biokuro elementus,
elektrocheminius jutiklius ar biojutiklius [8 — 10, 118, 119].

1.4.1 sp? hibridizacijos angliniy medZiagy klasifikacija

Pries kelis deSimtmecius atrastos dvi unikaliomis savybémis
pasizymincios anglinés nanoformos — fulerenai ir nanovamzdeliai sukele didelj
susidom¢jimg anglinémis medziagomis bei sparty nanotechnologijy vystymasi.
Tai paskatino naujy nanoformy, sudaryty i§ sp? hibridizacijos anglies atomuy,
atradimg. Tokioms formoms, Siuo metu, priskiriami angliniai nanokonusai,
bambukiniai ir spiraliniai nanovamzdeliai, kiiginés formos strukttiros, bei dar
daug kity nanodariniy [113, 120]. Esant tokiai didelei angliniy medziagy
jvairovei, atsiranda jy sisteminimo ir nomenklatiiros problemos. Vien tik
angliniy nanovamzdeliy nomenklatiirai yra paskirta nemazai moksliniy
publikacijy [121]. Pastarieji gali buti skirstomi j vienasienius ir daugiasienius, o

papildomai pagal skersmen;j ir susukto grafeno sluoksnio chiraliSkumg (pvz.
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,,Z1gzago* ar ,,kédés* strukttiros) [122]. Taigi, vien tik angliniy nanovamzdeliy
asortimentas yra labai platus. Dar didesné nomenklatiiros problema atsiranda
tuomet, kai nagrin¢jame visus $iuo metu Zinomus anglinius nanodarinius. Iki Siol
suklasifikuoti Sias anglines medZiagas buvo bandoma pagal jy sintezés salygas,
fizikines savybes tokias kaip tankis, paviriaus plotas ar net pagal tekstiira. Siuo
metu plétojamos klasifikacijos paremtos angliniy medZiagy morfologiniais,
geometriniais skirtumais ir kaip vienos formos i§vedamos i§ kity. Viena tokiy

pateikta 1.8 paveiksle.

o o_ .............. .@

OPERACIIOS Fulerenas Daugiasienis fulerenas Daugiasienis,
4 dislokuotas fulerenas
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1.8 pav. Is grafeno sluoksnio gaunamos sp? hibridizacijos nanoformos [120].

IS 1.8 paveikslo matyti, kad visos nanoformos gaunamos atitinkamai
sukraunant, iSkerpant, susukant apvaliai, kampu ar spirale, suvyniojant ar net
jvedant dislokacijas j grafeng ar kitus gautus nanodarinius. Pateikta sp?
hibridizacijos angliniy nanodariniy klasifikacijos schema sudaryta naudojant
medziagy morfologinius skirtumus. Bandymy susintetinti kai kuriuos egzotinius
Sios medziagy klasés atstovus iki Siol néra daug [115]. Nors $i klasifikacija ir
néra be trukumy, taciau gana iSsamiai atskleidzia visa egzistuojancig Siy

perspektyviy ir intensyviai tyrin¢jamy medziagy klasés jvairove.
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Sios klasifikacijos ,kertinis akmuo* grafenas — vienas grafito sluoksnis
(zitréti 1.7 b paveiksla). Pastarasis yra dvimaté, vieno anglies atomo storio,
plok3¢ia struktira [123]. Grafene sp? hibridizacijos anglies atomai glaudziai
susijunge 1 heksagoninj tinklelj ir sudaro SeSianariy, aromatiniy Ziedy sistema.
IS 1.7 b paveikslo matoma kad grafene anglis-anglis rysio ilgis siekia 0,142 nm
[114]. Siame darbe buvo tirtos anglinés medziagos, kurios apima centring $ios

klasifikacijos dalj — nuo grafeno iki grafito.
1.4.2 Grafeno defektiSkumas

Tobula kristaliné struktiira — tobulas kristalas hipotetiSkai gali egzistuoti
tik absoliutaus nulio temperatiiroje. Realiose temperatiirose jau vien dél atomy
Siluminio judéjimo turime neidealias — defektiskas kristalines strukttras [124].
Be to baigtiniai kristalo matmenys padaro jj nebe idealiu — defektisku. Ne iSimtis
ir grafenas bei 1§ jo gaunamos struktiiros. Pastaryjy cheminés, mechanings,
optinés, terminés bei elektroninés savybés priklauso nuo defekty koncentracijos
ir prigimties [125, 126]. Todél norint suprasti angliniy medziagy struktiirg ir
savybes bitina suprasti ir susidariusiy defekty prigimtj bei daromg jtaka joms.

Siame skyrelyje nagrinésime grafeno lakste egzistuojan¢ius nuosavuosius
(vidinius) defektus. Grafenas yra dvimaté kristaliné medziaga [125]. Jo
idealizuota struktiira pateikta 1.9 paveiksle. Grafenas néra labai reaktingas,
priklausomai nuo struktiiriniy defekty koncentracijos ir grafeno laksto dydzio
cheminis aktyvumas gali kisti. Yra zinoma, kad grafeno sluoksnio briaunose
esantys anglies atomai yra reaktingesni uz plokstuminis, kadangi juose suardyta

n konjuguota rysiy sistema ir yra sp® hibridizacijos anglies atomy [123, 127].

1.9 pav. ldealizuota grafeno laksto struktira [123].

Realioje grafeno struktiiroje egzistuoja taSkiniai ir linijiniai nuosavieji

defektai. TaSkiniai — 0D defektai, tai jvairios vakansijos ir jterptiniai atomai.
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Vakansijos grafeno lakste susidaro pasiSalinus arba netaisyklingai tarpusavyje
susijungus anglies atomams. Taip susidaro vakansijos, divakansijos, SW ir
atvirkstiniai SW defektai grafeno sluoksnyje (1.10 pav.) [125, 126].

5 - 9 monovakansija 5 - 8 - 5 divakansija Stone — Wales defektas Atvirkstinis Stone — Wales defektas

1.10 pav. Taskiniy defekty struktiiros[126].

Kaip matoma i§ 1.10 paveikslo monovakansijos susidaro pasisalinus
vienam anglies atomui i$ kristalinés grafeno strukttiros. Dél to persitvarko trys
anglis-anglis rysSiai atitinkamai susidarant penkiakampiui ir devyniakampiui
angliniam ziedui — V1(5-9) taskinis defektas. Dviguba vakansija susidaro
pasiSalinus dviem anglies atomams i§ grafeno struktiros arba sgveikaujant
dviem Vi(5-9) defektams. Taip gali susidaryti 1.10 paveiksle pavaizduota
dviguba vakansija susidedanti i§ dviejy penkiakampiy ir vieno aStuonkampio
anglinio ziedo — V2(5-8-5) taskinis defektas. Tai paprasCiausia struktiira galinti
susidaryti praradus du anglies atomus, be jos gali susidaryti ir V2(555-777) ir
V2(5555-6-7777) taskiniai defektai. SW ir atvirkstinis SW defektai yra
paprasciausi taSkiniai defektai, kadangi jie susidaro ne taisyklingai susijungus
anglies atomams, o nepraradus jy. Jiems susidarant nekinta grafeno struktiirg
sudaranciy atomy ar tarp jy esanciy rySiy skaicius. Kaip matoma i§ 1.10
paveikslo SW ir atvirkstinis SW defektai sudaryti i§ dviejy penkiakampiy ir
dviejy septynkampiy angliniy ziedy — SW(55-77) defektai [125, 126].

Kiti taskiniai defektai — anglies jtarpos atomai ant grafeno plokStumos
nerandami, Sie defektai egzistuoja tik trimaciuose kristaluose. Taip yra, kadangi
susidarant tokiam atomui, ant grafeno plokStumos, turi pasikeisti grafeno
plokStumoje esanc¢iy atomy hibridizacija i§ sp? j sp® ir susidaryti du nauji
kovalentiniai rySiai su jterptiniu atomu. Tai yra energetiSkai nenaudingas
procesas. Be to, susidargs atomas ant 2D grafeno plokStumos pradeda kurti

trecigja dimensija [125].
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Vakansijos migruoja grafeno ploksStumoje, jungiasi ir sudaro linijinius
defektus. Dél pastaryjy grafeno lakStas nebetenka plokscios jam biidingos
geometrijos — atsiranda islinkimai [128, 129]. 1.11 paveiksle pavaizduoti

grafeno lakStui budingi linijiniai defektai.

b

- a I I o 1 —s
(1,0) + (0,1) dislokacija Flataus kampo gridelin Plataus kampo grideliy
riba (B = 21,87 riha (8 =322

1.11 pav. Linijiniai defektai. a — defektas susidares is 10 monvakansijy, b —
rekonstruotas linijinis defektas [128]; c, d ir e — dislokacijos; f ir g — plataus
kampo grideliy ribos, h — nukrypimas nuo plokscios grafeno plokstumos esant
(1,0) dislokacijai [129].

1.11 a paveiksle pavaizduotas linijinis defektas susidares iS deSimties
monovakansijy, taciau toksai defektas gali vél rekonstruotis susidarant dviem
V1(5-7) defektams (1.11 pav. b). Kiti linijiniai defektai galintys susidaryti
grafeno lakste tai krastinés dislokacijos [129]. Pastarosios — papildoma atomy
linija einanti, ne per visa grafeno laksta, o tik per jo dalj [124]. Dislokacijas
apibiidina Burgerso vektorius. Grafeno plokStumoje anglies atomai gali
iSsidéstyti dvejopai: susidarant ,,kédés arba ,,zigzago* formos linijoms. (1,0)
dislokacija susidaro tada, kai papildomi atomai iSsidésto buidinga ,,kédés* forma,
tuo tarpu (1,1) dislokacija susidaro atomams issidéstant ,,zigzago* formos linija
(1.11 pav. c ir d). Saveikaujant (1,0) ir (0,1) dislokacijoms anglies atomai
issidesto analogiskai esant (1,1) dislokacijai (1.11 pav. e). Siy dislokacijy

pradzios vietoje, grafeno strukttroje, susidaro kauburiai (1.11 pav. h), o paciy
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dislokacijy vietose maziakampés griideliy ribos. Esant didelei (1,0) dislokacijy
koncentracijai gali susidaryti didelio kampo griideliy ribos, kaip pavaizduota
1.11 paveiksle f ir g variantuose. Tokiu atveju turésime didelius grafeno
plokStumos iSkraipymus, o tai daro didelg jtakg elektroninéms grafeno savybéms
[125, 126, 128, 129].

Kaip minéta anks¢iau, grafeno lakStas yra baigtinio dydzio. Jo briaunose
esantys anglies atomai gali biiti laisvi arba prisijunge vandenilio atomg ar kitg
funkcing grupe¢. Galimas anglies atomy iSsidéstymas grafeno briaunose pateiktas

1.12 paveiksle.

1.12 pav. Anglies atomy iSsidéstymas grafeno briaunose. a — , kédés* formos, b —
,,Zigzago “ formos, ¢ — K(6-77), d — Z(5-7), e — K(5-6) ir f - Kleino struktiiros grafeno
briaunos [130].

AiSku, kad anglies atomai briaunose gali i$sidéstyti ,,kédés* arba ,,zigzago*
forma (1.12 pav. a ir b) — tai tvarkingiausi ir maZiausi grafeno defektiSkumg
jitakojantys iSsidéstymai. Taip pat gali susidaryti ir briaunos, kuriose yra
lokalizuota po vieng anglies atoma, prie kiekvieno SeSiakampio anglinio Ziedo —
Kleino struktiira (1.12 pav. f). , Kédés* formos briaunos gali rekonstruotis
susidarant dviem septyniakampiams ir vienam penkiakampiui angliniui ziedui,
tokia rekonstrukcija vyksta taip pat, kaip susidarant SW taskiniams defektams —
gaunamas K(6-77) issidéstymas (1.12 pav. ¢). Analogisku keliu rekonstruojasi
ir ,,zigzago* formos briaunos susidarant Z(5-7) angliniy ziedy issidéstymui (1.12
pav. d). Tuo tarpu, K(5-6) briauny susidarymas vyksta paSalinus vieng anglies
atomg (jam difundavus ] kitas grafeno defektiskas dalis) i$ ,kédés“ formos

briauny (1.12 pav. e) [125, 126, 128]. Egzistuoja ir tarpiniai anglies atomy
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iSsidéstymai grafeno briaunose, kas didina jo defektiSkumg ir netvarka
struktiiroje [125, 126].

1.4.2.1 Defekty jtaka grafeno elektrinéms savybéms

Defekty prigimtis ir skaiCius labai jtakoja chemines, mechanines bei
elektrines grafeno savybes [123, 125]. Angliniy medziagy elektrinés savybés —
laidumas bei greitas elektrony transportas yra vienos svarbiausiy savybiy norint
jas pritaikyti elektrocheminiy jutikliy ir biojutikliy gamyboje [8, 10]. Grafeno
sluoksnyje, uz elektrines savybes yra atsakinga m-konjuguoty rySiy sistema ir p;
molekulinés orbitalés. Defekty vietose ir aplink juos Sios orbitalés yra
pakitusios. Taip yra, kadangi, Siose vietose, tarp anglies atomy yra pakite rysiy
ilgiai, kas lemia s ir p orbitaliy hibridizacija. Dél defekty susidarg nelygumai taip
pat lemia Siy orbitaliy hibridizacijg. Funkcinés grupés ant grafeno plokStumos
suardo m-konjuguoty rysiy sistema, kuo labiau suardoma §i sistema tuo labiau
pakinta p; orbitalés, tuo elektrinis laidumas tampa mazesnis. Visi defektai
sukelia elektroniniy bangy sklaidg bei pakeicia elektrony keliavimo trajektorijg.
PaSalinus defektus bei atkiirus n-konjuguoty rys$iy sistemg atkuriamos ir angliniy

medziagy elektrinés savybés [123, 125].
1.4.3 sp? hibridizacijos angliniy medZiagy modifikacija

sp? hibridizacijos anglinés medziagos modifikuojamos kovalentiskai arba
nekovalentiskai prijungiant tam tikrus junginius ar funkcines grupes [131].
Kovalentiskai funkcinés grupés ar junginiai prijungiami, cheminiy reakcijy
metu, susidarant kovalentiniam rysSiui tarp anglinés medziagos anglies atomy ir
funkcinés grupés. Tuo tarpu junginiai turintys hidrofobines ar aromatines dalis,
adsorbuojasi ant angliniy medziagy pavirSiaus (nekovalentinis prijungimas).
Siuo biidu organiniais ir biologiniais junginiais (fermentais, lastelemis,
antikiinais, nukleoriigitimis ir kt.) modifikuojamos sp? hibridizacijos anglinés
medziagos. Modifikacija labai keicia angliniy medziagy fizikines bei chemines
savybes tokias, kaip hidrofobiskuma, tirpuma, laiduma, toksisSkuma bei cheminj

reaktyvumg. Kaip zinoma, grafenas, angliniai nanovamzdeliai ir fulerenai yra

43



netirpios ar mazai tirpios vandenyje medZiagos, taCiau jas modifikavus
hidrofilinémis funkcinémis grupémis jy tirpumas didéja. PavyzdZiui,
priklausomai nuo funkciniy grupiy kiekio angliniai nanovamzdeliai modifikuoti
amino grupiy turin¢iomis karboksirlig§timis, dendritiniai fulereno dariniai bei
grafeno oksidas yra tirplis ar dalinai tirpis vandenyje. Grafenas yra laidus
elektrai, o grafeno oksidas (oksiduotas grafenas) — mazai laidus, kadangi
suardyta jo m-konjuguoty rySiy sistema. Yra zinoma, kad angliniy medziagy
modifikacijos metu, did¢jant funkciniy grupiy kiekiui didéja ir Siy medziagy
toksiSkumas, kas yra labai nepageidautinas norint modifikuotas anglines
medziagas taikyti medicinos tikslams [116, 118, 132, 133].

Angliniy medziagy oksidacija — vienas seniausiai Zinomy modifikacijos
metody. Jau 1850 metais Oksfordo universitete angly chemikas Benjamino C.
Brodie, grafitg veikdamas stipriai oksiduojan¢iu misiniu (KCIOz ir HNO3) pirma
kartg susintetino GrO [134]. 1957 metais Hummers'as ir Offemanas pasiilé
saugesn], greitesnj, bei daug efektyvesnj GrO sintezés metoda, naudojant H2SOg,
NaNOs ir KMnOs misinj [135]. Sis metodas sulauké didelio susidoméjimo,
kadangi tai vienas pirmyjy Zingsniy sintetinant ypa¢ gryna, bedefektj grafeng ir
kitas anglines nanoformas [123]. Be to, zinant kad oksidacijos metu
susidariusios deguoninés funkcinés grupés geba dalyvauti EP [11] ir net nulemia
TEP tarp fermento ir elektrodinio pavirSiaus [12], Siame darbe, grafito oksidacija
buvo pasirinkta, kaip modifikacijos metodas, siekiant gauti tinkamomis
savybémis  pasizyminéias  elektrodines = medziagas  bereagentiniams

biojutikliams.
1.4.3.1 Oksidacijos metu susidariusios funkcinés grupés

Oksiduojant grafita, grafeno briaunose ir plokStuminéje dalyje,
kovalenti§kai prijungiamos jvairios deguonies turincios funkcinés grupés.
Pastaryjy prigimtis ir kiekis labai priklauso nuo modifikacijos metodo bei gauty
produkty apdorojimo biido. [vairiy sinteziy metu susidar¢ produktai, dél

skirtingo deguonies bei vandenilio kiekio savo pavirSiuje, skiriasi spalva,
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dispersiSkumu, elektriniu laidumu, pavirSiaus hidrofiliSkumu bei kitomis
anglinéms medziagoms biidingomis savybémis [136].

Oksiduojant anglines medziagas, pavirSiuje pradzioje susidaro
hidroksigrupés ir nedideli kity, deguonies turiniy grupiy kiekiai. Vykstant
tolesnei pavirSiaus oksidacijai, susidaro chinono, karboksi ir laktono grupés.
Atsiranda pavirSiniai defektai. D¢l didesnio grafeno briauny ir defektiniy viety
reaktingumo, lyginant su plokStumine dalimi, Siose vietose aptinkama didesné
funkciniy grupiy koncentracija [125].

Oksidacijos metu angliniy medziagy pavirSiuje gali susidaryti riigStings,
bazinés ir neutralios (jvairiis alifatiniai segmentai) funkcinés grupés.
Pagrindinés grupés, susidarancios angliniy medziagy pavirSiuje, pateiktos 1.13
paveiksle. Anglinés medziagos su Siomis funkcinémis grupémis naudojamos
jvairiuose  jutikliuose, energijos kaupimo ir konversijos sistemose,

katalizatoriuose bei absorbentuose [137, 138].

Rigitinés funkcinés

grupé‘s -
- 1 \
P L]

Karhoksi - Laktono .
O._OH _0 \

0o—
H~.\___/L\\:/ 'I\ ,/IQ\

)OS
L

Bazinés funkcinés

grupés

-

-

.

1.13 pav. Angliniy medziagy pavirsinés funkcinés grupés, turincios deguonies ir

vandenilio atomus [137].

Grafeno plokstumos labai stipriai veikia funkciniy grupiy savybes.
Pavyzdziui, hidroksigrupés, prisijungusios prie aromatiniy ziedy, jeina j tokius
organiniy junginiy, kaip fenoliai ir hidrochinonai sudétj, bet taip pat tokiy grupiy
segmentai nustatyti ir angliniy medziagy pavirSiuje. Organinéms molekuléms
yra biidingas diskretinis poliSkumas, funkciniy grupiy pKa reikSmés yra grieztai

apibréztos, o angliniy medziagy poliSkumas gali tolygiai kisti ir priklausyti nuo
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aplinkos. Tai viena 1§ priezasCly, kuri paaiSkina angliniy medZiagy
nevienalytiSkuma [137].
1.4.3.2 Funkciniy grupiy dalyvavimas EP

Yra Zinoma, kad kai kurios, deguonies turin¢ios funkcinés grupés gali
dalyvauti elektrony pernasos procesuose. Angliniy medziagy pavirSiuje esanciy

pirono ir laktono funkciniy grupiy dalyvavimas EP atvaizduotas 1.14 paveiksle

[139, 140].
é’ ﬁé"—e @
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1.14 pav. Elektrony pernasos procesai pironuose (a) ir laktonuose (b).

Nedisocijave laktonai dalyvauja vieno elektrono pernaSos procese, esant
pH < 7. Baziy tirpaluose laktono ziedai suyra [139] ir gali susiformuoti
karboksigrupés. Pastarosios sgveikaudamos su kitomis funkcinémis grupémis,
taip pat dalyvauja vieno elektrono pernasos procesuose, kas parodyta 1.15

paveiksle.

1.15 pav. Elektrony pernasa karboksigrupése.

Angliniy medziagy pavirSiuje aptinkamos chinoninés funkcinés grupés
lengvai redukuojasi j hidrochinonus, kurie gali oksiduotis iki chinony taip
pernesant du protonus ir du elektronus. Chinony ir hidrochinony redokso

reakcijos pavaizduotos 1.16 paveiksle.
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1.16 pav. Chinony ir hidrochinony oksidacija ir redukcija.

Elektrony pernaSa ant angliniy medZziagy pavirSiaus yra labai svarbi tiriant
procesus, vykstandius amperometriniuose biojutikliuose. Siose sistemose
angliniy elektrody pavirSiuje esancios funkcinés grupés ne vien tik sgveikauja
(orientuoja) fermentus, bet ir padeda jiems regeneruotis [25] kas, grei¢iausiai, ir
apsprendzia TEP nuo biomolekulés ant elektrodinés medziagos pavirsiaus. Sis
TEP faktas fermentinése sistemose su grafito oksidacijos produktais yra labai

svarbus ir zinomas tik keliose desimtyse atvejy [25, 141].
1.4.3.3 Grafito oksidas

Kaip minéta 2.4 skyriuje GrO yra gaunamas grafita veikiant stipriai
oksiduojanéiu misiniu. Sios oksidacijos metu gaunamas junginys sudarytas i$
jvairiais santykiais pasiskirsCiusiy anglies, deguonies ir vandenilio atomy [142].
GrO savitasis elektrinis laidumas siekia 4,08 x 10"t Sm™, ir yra gerokai maZesnis
uz grafito (27-10% S m* ) matuojant lygiagre¢iai grafeno plokstumai. Taip yra
dél oksidacijos metu =w-konjuguoty rySiy sistemos suardymo grafeno
sluoksniuose [123]. GrO pasizymi hidrofilinémis savybémis, todél jis lengvai
disperguojamas vandenyje, kur grafeno laksty dydis gali siekti apie 1 um, o
storis apie 1 nm. Dél susidaranéiy dideliy miceliy, GrO tirpumas vandenyje ir
kitose tirpikliuose yra salyginis [123].

Maksimaliai oksidavus grafita gaunami geltonos spalvos GrO milteliai, kur
anglies ir deguonies santykis yra tarp 2,1 : 1ir 2,9 : 1. Tokj anglies ir deguonies
santykj turintys grafito oksidacijos produktai iSlaiko sluoksniuotg struktira,
kurios pagrindg sudaro grafeno oksido sluoksniai [142]. GrO tarpsluoksniy
dydis kinta nuo 6 iki 12 A priklausomai nuo hidratacijos laipsnio, nes vandens
molekulés jsiterpia arba pasiskirsto tusciose tarpsluoksniy vietose taip
praplésdamos juos [143]. Nepaisant to, kad GrO pirma karta susintetintas
daugiau nei prie§ §imtg mety, jo struktiira dar iki $iol yra galutinai nesuprasta.
Egzistuoja daugybé GrO struktiros modeliy, keletas jy-Hofmano, Rueso,
Scholzo-Boehmo, Lerfo-Klinowsko ir Dekany modeliai. Iki Siol né vienas i$ Siy

modeliy neapraso tikslios GrO strukttiros [144, 145]. 1.17 paveiksle pateiktas
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GrO monosluoksnio — grafeno oksido strukttiros modelis, parengtas naujausiy

tyrimy duomenimis.

1.17 pav. Grafeno oksido struktiiros modelis.

Grafeno oksido sluoksnyje egzistuoja dviejy tipy sritys — aromatiné ir
alifatiné. Aromatingje srityje yra susitelkusi neoksiduoty benzeno Ziedy sistema.
Alifatingje srityje — lokalizuoti SeSianariai alifatiniai cikliniai Ziedai. Siy dviejy
sriciy santykis ir dydZziai priklauso nuo medziagos oksidavimo laipsnio.
Aromatinés srities konjuguota m rySiy sistema ir alifatinéje dalyje esantys
dvigubieji rysiai bei epoksigrupés palaiko plokscig, grafenui budingg-struktiirg.
Prie anglies atomo prisijungusi hidroksigrupé dél jai budingos tetraedrinés
konfigiiracijos sukelia nedidelius plokscios struktiiros iSkraipymus, o Sio
proceso padarinys — nelygumy atsiradimas grafeno oksido sluoksnyje. Dél
didelio reaktingumo, pavieniy dviguby rysiy (C=C) koncentracija GO
sluoksnyje yra labai maza [134].

Grafeno briaunose esantys anglies atomai yra aktyvesni uz plokStuminius
anglies atomus, todél briaunose randama jvairesniy funkciniy grupiy. Briaunose
gali susidaryti karboksi-, hidroksi-, epoksi-, karbonilgrupés, y- ir 6- laktonai,
esteriai, chinonai ir ketonai. Jei karboksi- ir tretinio alkoholio grupé yra greta tai
Sios grupés gali sureaguoti ir sudaryti esterius, taip pat karboksi grupés gali
dalyvauti laktony susidarymo procesuose ant GrO sluoksnio pavirSiaus [142,
134].

Plokstumingje GrO laksto dalyje dagiausia aptinkama, viena nuo Kitos
nutolusiy, hidroksi — ir epoksigrupiy. Siy funkciniy grupiy daugiausia aptinkama

grafeno oksido sluoksnyje. Funkciniy grupiy pasiskirstymas prie kiekvieno
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anglinio ziedo néra identiSkas, kadangi aromatiné bei alifatiné sritys GrO lakste
taip pat pasiskirsto atsitiktinai [142, 134].

Hidroksi — ir epoksigrupés jtakoja GrO struktiirg, kadangi jos sudaro
vandenilinius rySius su vandens molekulémis lygiagreCiuose grafeno
sluoksniuose. Taip H20 molekulés yra ,surakinamos® ir ,,jkalinamos® GrO
tarpsluoksniuose [142]. Be vandeniliniy rySiy grafeno oksido sluoksnius
tarpusavyje palaiko ir silpnosios Van der Waalso saveikos jégos. Taciau, dél
padidéjusio tarplok§tuminio atstumo (nuo 3,4 A grafite iki > 6 A GrO) Sios jégos
tarp grafeno oksido lakSty yra daug silpnesnés, nei grafito atveju tarp grafeno

laksty [146].
1.4.3.4 Termiskai redukuotas grafito oksidas

GrO, deél didelio funkciniy grupiy kiekio ir tuo paciu suardytos m-
konjuguoty rysiy sistemos, pasizymi didele elektrine varza (yra izoliatorius) ir
dideliu hidrofiliskumu (beveik tirpus vandenyje) [142, 147]. Dél Siy savybiy
GrO panaudojimas amperometriniy bereagentiniy biojutikliy kiirime yra ribotas.
Elektrinis laidumas gali biiti atstatytas, atstaCius m-konjuguoty rysiy sistemg —
pasalinus deguonines funkcines grupes nuo grafeno oksido pavir$iaus. Sios
grupés gali buti paSalinamos redukuojant GrO, taip susidarant redukuotam
grafito/grafeno oksidui, kurio laidumas yra nuo 4 iki 6 ciliy didesnis nei GrO
[147]. GrO gali bati redukuojamas cheminés, elektrocheminés ir terminés
redukcijos budais [142]. Terminé GrO redukcija yra pats paprasciausias ir
efektyviausiai n-konjuguoty rysiy sistema atstatantis redukcijos metodas [147].
Terminés GrO redukcijos metu GrO yra laikomas aukstoje temperatiiroje (~1000
°C), inertinéje aplinkoje, kurioje nuo GrO pavirsiaus CO ir CO2 pavidalu, atskyla
deguoninés funkcinés grupés. Susidares didelis CO ir COz slégis (apie 130 MPa)
tarp GrO laksty padeda jiems atsiskirti — mazéja GrO kristalitai [148]. Siekiant
gauti aukstos kokybés termiskai redukuotg grafito oksida, GrO redukcija turi
vykti ,terminio Soko*“ salygomis, kurioms esant pasiekiamas greitas dujy
iSsiskyrimas ir efektyvus grafeno oksido laksty atsiskyrimas [148]. Lyginant su

GrO, TRGrO pasizymi daug didesniu pavirsiaus plotu, geresniu laidumu, bei
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mazesniu hidrofiliskumu, o jo pavirSiuje yra iSsidéstes nedidelis kiekis
deguoniniy funkciniy grupiy [142, 149]. Sios savybés, padaro TRGO, labai

patraukly amperometriniy bereagentiniy sistemy kiirimui.
1.4.4 sp? hibridizacijos angliniy medZiagy amorfizacija

Grafito oksidacijos bei GrO redukcijos metu yra ardomos silpnosios Van
der Waalso sgveikos jégos tarp grafeno (grafeno oksido) sluoksniy [150]. Toks
procesas vadinamas amorfizacija, t.y. $io proceso metu ne tik smulkéja grafito
(grafito oksido) kristalitai, bet ir padidéja grafeno (grafeno oksido) laksty
defektiskumas — atsiranda sp® hibridizacijos anglies atomy [151]. Grafito

amorfizacijos trajektorija pateikta 1.18 paveiksle.
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1.18 pav. Grafito amorfizacijos trajektorija . a — susidariusiy angliniy medziagy
struktiira, b — angliniy medziagy dydZio (desinéje) ir sp® hibridizacijos anglies

atomy skaiciaus kitimas (kairéje)[151].

Grafito amorfizacijos procesg galime suskirstyti ] tris etapus: 1 —
nanokristalinio grafito susidarymas i§ grafito, 2 — amorfinés anglies susidarymo
1S nanokristalinio grafito ir 3 — tetraedrinés anglies susidarymas. Visos
amorfizacijos metu susidariusios medziagos skiriasi sp? ir sp® hibridizacijos
anglies atomy santykiu t. y. vykstant §iam procesui mazé&ja sp? ir daugéja sp®
hibridizacijos anglies atomy. Amorfizacijos procesas ir susidariusiy angliniy
medziagy dydzio kitimas pateiktas 1.18 paveiksle. Nanokristaliniu grafitu

vadiname darinius, kuriy diametras vidutini$kai siekia 12 nm, Siame junginyje
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dominuoja sp? hibridizacijos anglies atomai. Amorfin¢ anglis — angliné
medziaga, kurioje jvairiais santykiais pasiskirste sp? ir sp® hibridizacijos anglies
atomai. Nuo skirtingos hibridizacijos anglies atomy santykio priklauso ir
amorfinés anglies savybés. Tetraedrinéje amorfinéje anglyje dominuoja sp®
hibridizacijos anglies atomai, dél ko §i medziaga kartais vadinama deimanto tipo
[151].

Grafita, vandenin¢je terpe¢je, veikiant ultragarsu (sonifikuojant) yra
stebimas ] amorfizacijg panaSus efektas: smulkéja grafito kristalitai ir didéja
grafeny laksSty defektiSkumas. Nuo ultragarso intensyvumo ir veikimo laiko
priklauso, kokio dydzio ir defektiSkumo gausime anglinius darinius. Ilgai ir

intensyviai sonifikuojant grafitg galime gauti net organines molekules [152].
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2 DARBO METODIKA

2.1 Naudotos medZiagos

Fermentai: tirpi gliukozés dehidrogenazé i§ Acinetobacter calcoacetics
L.M.D 79. 41 (E.C.1.1.5.2) isskirta naudojant A. J. A. Olsthoorn ir J. J Duine
metoda [153] (VU GMC Bchl Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos
skyrius); ureazé isskirta i§ Canavalia ensiformis EC. 3.5.1.5 (Sigma, JAV); D-
fruktozés dehidrogenazé isskirta i§ gluconobacter industrius, EC. 1.1.99.11
(Sigma, JAV); lakazé isskirta i§ Coriolopsis byrsina EC. 1.10.3.2 pagal
literattiroje  [154] pateikta protokola (VU GMC Bchl Molekulinés
mikrobiologijos ir biotechnologijos skyrius); termofiliné L-arabinozés
izomeraz¢é iSskirta i§ Geobacillus lithuanicus 52 (VU GMC Bchl Molekulinés
mikrobiologijos ir biotechnologijos skyrius).

Reagentai ir priemonés: Grafitas, daleliy dydis >50 um, 99,5 % (Merck
KGaA, Vokietija); grafito strypeliai, 3 mm diametro, 99,995 % (Sigma, JAV);
amorfiné anglis Raven M (Columbian Chemicals Co, JAV); vandenilio
peroksidas, H202 30 % (Sigma-Aldrich, Vokietija); kalio permanganatas,
KMnOs, >99,0 % (Sigma-Aldrich, JAV); natrio nitratas, NaNOs, 99 % (Merck
KGaA, Vokietija); kalio heksacianoferatas (l11), Ks[Fe(CN)s] (PEAXUM,
Rusija); kalio hidroksidas, KaOH (Chempur, Lenkija); sieros riigstis, H2SOa,
95,0 — 98,0 % (Sigma-Aldrich, Vokietija); druskos rigstis, HCI, 36,5 — 38,0 %
(Sigma, Vokietija); polivinilo alkoholis (PVA) (Sigma-Aldrich, JAV),
polietileniminas (PEI) (Sigma-Aldrich, JAV); jaucio serumo albuminas (BSA
angl. Bovine serum albumin), V frakcija (Merck KGaA, Vokietija); tritonas X-
100 (Sigma-Aldrich, JAV); glutaro aldehidas, 25 % (Merck KGaA, Vokietija);
kalio persulfatas, K>S;0g, >99,0 % (Sigma-Aldrich, Vokietija); fosforo
pentoksidas, P2Os, 99 % (Sigma-Aldrich, Indija); natrio hidroksidas, NaOH, gr.
(Penta, Cekija); natrio karbonatas, Na,COs gr. (Reaxim, Rusija); natrio
hidrokarbonatas, NaHCOg, gr. an. (Sigma-Aldrich, VVokietija); azotas, N2 (Elme
Messer, Lietuva); argonas, Ar (Elme Messer, Lietuva); D-tagatozé
(AppliChem,Vokietija); D-galaktozé, >98,0 % (Merck KGaA, Vokietija); D-
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gliukoze, >99,5 % (Sigma, Pranciizija); D-fruktozé, >98,0 % (Fluka, Izraelis);
karbamidas, >99,0 % (Sigma-Aldrich, VVokietija); kalio chloridas, KCI, >99,0 %
(Sigma-Aldrich, Ispanija); natrio acetatas, CHsCOONa (Merck KGaA,
vokietija); kalio dihidrofosfatas, KH2POa4, >98,0 % (Sigma, Japonija); natrio
hidrofosfatas, Na;HPO4, >99,0 % (Sigma-Aldrich, Vokietija); citrinos riigstis
(Carl Roth, Vokietija); kalcio chloridas, CaCl, (Lachema, Cekija); pusiau
pralaidi terileno plévelé, storis 12 uM, pory diametras 0,4 uM (Joint Institute of
Nuclear Research, Rusija), SEM laidi, lipni dvipusé angliné juostelé, 8 mm
plocio (Science Services, Vokietija).

Tirpalai: 0,05 M acetatinis buferinis tirpalas turintis 10 mM CacCl; ir 10
mM KCI, pH 6; 0,02 M fosfatinis buferinis tirpalas turintis 10 mM KCI, pH 7,2;
kalio fosfatinis (K-fosfatinis) buferinis tirpalas, pH 7,5; Mcllvaino buferinis
tirpalas, pH 4,5 [155]; 10 mM ir 100 mM D-gliukozés tirpalai paruosti
acetatiniame buferiniame tirpale; 1 M karbamido tirpalas paruostas fosfatiniame
buferiniame tirpale; 1 M D-fruktozés, D-tagatozés ir D-galaktozés tirpalai
paruo$ti Mcllvaino ir K-fosfatiniuose buferiniuose tirpaluose; 3 M KCI, 0,1 ir
0,01 M NaOH, 0,1 ir 0,01 M Na2COs, 0,1 ir 0,01 M NaHCOs3, 0,1 M ir 0,01 M

HCI vandeniniai tirpalai paruosti distiliuotame H>O.
2.2 Naudota aparatiira

Elektroninés svarstyklés, PCB 200 — 3 (BERN & Sohn Gmbh, Vokietija);
magnetiné maisyklé, HI 300N (HANA instruments,\VVokietija); ultragarsinis
disintegratorius, (VCX 130PB, SONYCS Vibra cell, JAV); purtyklé, KS 130
(IKA, Vokietija); Boehmo titravimo jranga (surinkta VU ChGf Angliniy
medziagy laboratorijoje); GrO ir GO terminés redukcijos jranga (surinkta VU
ChGf Angliniy medziagy laboratorijoje); vamzdiné kaitinimo krosnis COYA
0,25.1.1/12 (Rusija); programuojamas temperattiros reguliatorius Omron E5CK-
T (Japonija); dujy srauto reguliavimo jranga Omega FMAS5400/FMA 5500
(Vokietija); potenciostatas, PARSTAT 2273 (Princeton Applied Research,
JAV); pH-metras, modes 220 (Denver instruments, JAV); Atominés jégos
mikroskopas, D3100/Nanoscope IVa (Veeco Instruments Inc., JAV);
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mikropipetés, 0,5—10 pl, 20 —200 ul, 500 —5000 ul (Eppendorf research, JAV);
elektrocheminé celé su palyginamuoju, pagalbiniu ir darbiniu elektrodais
(pagaminta VU GMC Bchl mechaninése dirbtuvése); konfokalinis Ramano
spektrometras/mikroskopas su 600 jbréz./mm difrakcine gardele ir skystu N>
Saldomu CCD detektorium, LabRam HR800 (Horiba JobinYvon, JAV);
termogravimetrinés analizés jranga, Pyris 1, Clarus 600 T MS (Perkin-Elmer,
JAV); BET analizatorius, TriStar Il 3020 (Micrometrics, JAV); SEM SU70
(Hitachi, JAV); organiniy medziagy elementinés sudéties analizatorius Flash
2000, CHNS/O serija (Thermo Scientific, JAV); piltinio tankio matavimo jranga
(surinkta VU ChGf Angliniy medziagy laboratorijoje); Rentgeno spinduliy
difraktometras D8 Advance su Cu K spinduliuotés $altiniu (Ko = 1.54056A)
(Bruker AXS, JAV).

Duomenys apdoroti OriginPro 8.0, Microsoft Office Excel ir Scanning
Probe Image Processor 5.1.2 (free trial version from http://www.imagemet.com,

Image metrology, DK) programomis.

2.3 sp? hibridizacijos angliniy medZiagy sintezé

2.3.1 Grafito oksido ir grafeno oksido sintezé

Grafito oksido sintezé. Grafito oksido sintezé buvo atliekama pagal [13]
literatiiroje apraSyta Hummers'o ir Offemano metodika. MaiSant bei Saldant ledu
1 kiuiging kolba supilama 115 ml koncentruotos H>SOs. | jg létai (maZomis
porcijomis) pridedama 2,5 g NaNOs ir 5 g grafito. | paruosta misinj 1étai beriama
15 g KMnOg4. Proceso metu buvo stebima, kad temperatira nevirSyty 20 °C.
Véliau reakcijos miSinys pakaitinamas iki 35 °C ir tokioje temperatiiroje
iSlaikomas 30 min, po to létai praskiedziamas 230 ml distiliuoto H>O ir j gautg
suspencijg pilamas 30 % H20., kol bendras reakcijos misinio tiiris pasiekia 700
ml. Atlikus visas operacijas susidargs grafito oksidas filtruojamas per vakuuminj
filtra ir praplaunamas iki neutralios terpés distiliuotu vandeniu. Gautas
produktas i§ pradziy dziovinamas ore, o po to vakuume. Toliau Sios oksidacijos

metu gautg produkta Zymésime GroO.
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Grafeno oksido sintezé. Siekiant gauti grafeno oksidg savo pavirSiuje
turint] didel; kieki deguonies funkciniy grupiy, sintez¢ buvo atlieckama pagal
metodika aprasytg [156]. Pagal $ig metodikg pirma buvo paruoSiamas tarpinis
grafeno oksido produktas: j 600 mL kiiging kolba supilama 24 mL konc. H2SOg,
po to léai beriama 5 g K2S;0g ir 5 g P2Os. Vandens vonioje, stikliné su misiniu
pakaitinama iki 80 °C temperatiiros. Pasiekus $ig temperatiirg 1étai suberiama 6
g grafito milteliy. Paruostas miSinys 4,5 valandas laikomas 80 °C temperatiiroje.
Po to atvésinamas iki kambario temperatiiros ir skiedZziamas 1,0 L distiliuoto
H20, bei palickamas parai. Atlikus visas operacijas, susidares tarpinis produktas
nufiltruojamas ir plaunamas iki neutralios terpés distiliuotu H2O bei
dziovinamas ore. Paruostas produktas toliau oksiduojamas pagal Hummers'o
metodika: ] 600 mL kiigine stikline jpilama 240 mL koncentruotos H2SOs, kuri,
maisant ledo vonioje, atSaldoma iki 3 °C. | atSaldyta H2SO4, mazomis porcijomis
suberiami 3 g NaNO3 ir i8dZiovinto tarpinio produkto. Po 10 min, j paruostg
misinj létai suberiama 30 g KMnOQOs. Viso proceso metu temperatiira neturi
virSyti 20 °C. Po to stikliné su miSiniu palickama 3 paras stovéti kambario
temperatiiroje. Praéjus nurodytam laikui reakcijos misinys pakaitinamas iki 35
°C. Pasiekus $ig temperatiirg per 30 min miSinys praskiedziamas 276 mL
distiliuoto H20O. Stebima, kad temperatira nevirSyty 70 °C. Véliau karSta
suspensija laikoma 15 min 70 °C temperatiroje. Atlikus visus veiksmus
suspensija skiedziama distiliuotu H>O, kad bendras reakcijos miSinio tdris
padidéty iki 840 mL, po to, maisant létai, supilama 20 mL, 30 % H2O>. Gautos,
kar$tos nuosédos nufiltruojamos ir praplaunamos 600 mL, 10 % HCI. Véliau
nuosédos plaunamos centrifuguojant (centrifugavimo greitis 4500 rpm) iki

neautralios terpés. Toliau Sios oksidacijos metu gautg produktg Zymésime GO.
2.3.2 Grafito oksidacijos produkty sintezés

Sintezé $arminéje vandenilio peroksido terpéje. Si sintezé buvo
atliekama, norint gauti didesnj deguoniniy funkciniy grupiy asortimentg grafeno

plokstumoje. Sintezei buvo naudojama skirtingo dydzio grafito dalelés.
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Pirmuoju atveju maisant ir Saldant paruosiama 50 ml sotaus KOH tirpalo
vandenilio perokside (20 g KOH + 25 ml H20.). KOH j H20- beriamas létai.
Paruosus tirpala, toliau Saldant bei maiSant ledo voneléje, atsargiai j tirpala
suberiami 5 g grafito milteliy. Viso proceso metu temperatiira turi nevir§yti 5
°C. Sudéjus grafita reakcijos miSinys paliekamas dviems savaitéms 0 °C
temperatiiroje, po to nuosédos nufiltruojamos ir plaunamas distiliuotu vandeniu
iki neutralios terpés. Gautas produktas dziovinamas ore. Toliau Sios oksidacijos
metu gautg produkta Zymésime GOP1.

Antruoju atveju pirma buvo paruoSiama grafito suspencija vandenyje: j 25
ml H20 suberiama 5 g grafito milteliy, gauta suspencija veikiama ultragarsu
(sonifikuojama) 10 valandy Paruos$tas miSinys létai supilamas j 100 ml sotaus
KOH tirpalg vandenilio perokside. Toliau sintez¢ atlickama taip, kaip nurodyta
pirmajame variante. Toliau Sios oksidacijos metu gautg produkta Zymésime
GOP2.

Sintezé, oksidatoriumi naudojant kalio heksacianoferatg (III)
(K3[Fe(CN)e]). Ks3[Fe(CN)s] yra zinomas, kaip geras oksidatorius, ypac
efektyviai veikiantis Sarminéje terpéje [157]. Ks[Fe(CN)s] pagalba buvo
oksiduojama skirtingo dydzio grafito dalelés.

Pirmuoju atveju maisant ir Saldant ledo voneléje buvo paruoSiama 50 ml
sotaus KOH tirpalo vandenyje (20 g KOH + 25 ml H20). ] paruo$tag KOH tirpala
atsargiai suberiama 5 g grafito. Reakcijos misinys ledo voneléje atSaldomas iki
0 °C temperatiiros ir j jj létai suberiama 15 g Ka[Fe(CN)g]. Viso proceso metu
temperatira turi nevirSyti 5 °C. Po atlikty veiksmy, reakcijos miSinys paliekamas
trims savaitéms, minusingje temperatiiroje. PO t0 nuosédos nufiltruojamos ir
plaunamos distiliuotu H20 iki neutralios terpés. Gautas produktas dziovinamas
ore. Toliau Sios oksidacijos metu gautg produkta zymésime GOP3.

Antruoju atveju pirma buvo paruosSiama grafito suspencija vandenyje: i 25
ml H2O suberiama 5 g grafito milteliy, gauta suspencija sonifikuojama 10
valandy. | paruosta suspensija pridedama 20 g KOH. Toliau sintez¢ vykdoma,
kaip nurodyta pirmuoju atveju. Toliau Sios oksidacijos metu gauta produkta

zymésime GOP4,
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Fermentiné oksidacija, oksidatoriumi naudojant fermenta lakaze
iSskirta i§ Coriolopsis byrsina. Lakazé iSskirta i§ Coriolopsis byrsina
aktyviajame centre, turi keturis vario atomus ir katalizuoja aromatiniy ir
nearomatiniy junginiy oksidacijos reakcija, naudojant molekulinj deguonj [158].
Darbo metu, 14 mg grafito buvo sumaisyta su 10 pl lakazés (14370 U-mlt) ir 10
ul fosfatinio buferinio tirpalo pH 4,2. Gautas misinys laikytas 24 valandas 15 °C
temperatiiroje. Po to nuosédos nufiltruojamos ir plaunamos iki neutralios terpés.
Iplautos nuosédos kaitinamos 5 min 50 °C temperatiiroje. Sios oksidacijos metu

gautg produkta Zymésime GOPS5.
2.3.3 Grafito ir grafeno oksido terminé redukcija

GrO terminé redukcija. Terminé redukcija yra vienas i§ metody
naudojamas atstatyti, oksidacijos metu, suardyty m-konjuguoty rysiy sistemg.
Siekaint termiskai redukuoti grafito oksidg, 5 g GrO 1 valanda buvo laikomi
argono (Ar) sraute (60 ml-min? ) horizontaliai pritvirtinto kvarcinio vamzdzio
centre. Po to 1 valandos GrO buvo kaitinamas (redukuojamas) 800 — 900 °C
temperatiiroje, esant 30 ml-min? Ar srautui. Praéjus nustatytam laikui
redukuotas GrO atvésintas iki kambario temperatiiros esant pastoviam 30
ml-min"t Ar srautui. Sio proceso metu gauta termiskai redukuota grafito oksida
toliau zymeésime TRGrO.

GO terminé redukcija. Siekiant jgyvendinti ,,terminio Soko* salygas VU
ChGf Angliniy medziagy laboratorijoje (kartu su prof. HP dr. Jurgiu Barkausku
ir dokt. Justina Gaidukevi¢) buvo sukonstruota vertikalioji terminé grafeno
oksido redukcijos ir frakcionavimo sistema. Si sistema leido surinkti tris
skirtingomis savybémis pasizymincias termiskai redukuoto GO frakcijas:
TRGO1, TRGO?2 ir TRGO3. Sukonstruotos aparatiiros schema pateikta 2.1

paveiksle.
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2.1 pav. Grafeno oksido terminés redukcijos ir frakcionavimo sistema (1 — vieta kur
surenkama TRGOL1 frakcija, 2 — vieta kur surenkama TRGO?2 frakcija, 3 — vieta kur

surenkama TRGO3 frakcija,4 — kaitinimo zona, 5 — dalinamasis piltuvas su GO).

Darbo metu, naudojant 2.1 paveiksle pateiktg sistema, ] atskirg dalinamajj
piltuva (2.1 pav. 5) buvo dedami sausi, agatiniame gristuve susmulkinti GO
milteliai (1,0 g). Prie§ redukcijg per sistemg 1 valandg buvo leidziamas 60
ml-min~ Ar dujy srautas, taip sukuriant bedeguonine atmosfera. Po to vamzdine
krosnimi (2.1 pav. 4) buvo kaitinama centriné kvarcinio vamzdzio dalis, kol joje
nusistoveéjo 800 °C temperatiira. Taip paruosus sistemg pradedamas redukcijos
procesas: Ar dujy srautas padidinamas iki 100 ml-min? ir susmulkinti GO
milteliai mazomis porcijomis (~0,05 g) dozuojami j vertikaly kvarcinj vamzdj.
Greitai j kaitinimo zong patekusios GO dalelés redukuojasi — susidaro termiskai
redukuoto grafeno oksido dalelés. Pastarosios, Ar srauto pagalba, iSneSamos i§
kaitinimo zonos ir priklausomai nuo jy masés, kriivio bei formos surenkamos
atskirose sistemos vietose (2.1 pav. 1, 2, 3). Sio proceso metu gautas frakcijy
masiy santykis (TRGO1 : TRGO2 : TRGO3) —0,428 : 0,019 : 0,004.

2.4 sp? hibridizacijos angliniy meZiagy tyrimai

TGA analizé. Si analizé pasirinkta siekiant jvertinti deguoniniy funkciniy

grupiy kiekj susintetintose anglinése medziagose. Analizés metu buvo tiriami 10
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mg angliniy medziagy milteliniai bandiniai esant 25 ml-min* azoto srautui.
Tyrimai atlikti 25 — 500 °C temperatiiry intervale, temperatiirai kintant 10
°C-min? greiciu.

Ramano sklaidos spektriné analizés. Si analizé pasirinkta siekiant
jvertinti susintetinty angliniy medziagy oksidavimosi/redukavimosi laipsnj bei
defektiSkumg. Analizés metu buvo tiriami suspausti, milteliniai angliniy
medziagy pavyzdziai. Ramano sklaidos spektrai buvo gauti naudojant 633 nm
1 mW galios He-Ne lazerio suzadinamgja spinduliuot¢, nukreipiant j
analizuojamg pavirSiy. Lazerio spindulys buvo sukoncentruotas ~2 um
skersmens plote, kaupimo laikas — 100 s. Bandymy rezultatai uzraSyti naudojant
atgalinés sklaidos geometrija su konfokaliniu mikroskopu Labram HRS800,
Horiba Yvon Jobin.

BET analizé. Si analizé pasirinkta siekiant jvertinti susintetinty angliniy
medZziagy pavirSiaus plota, bei pory diametrg. Analizés metu buvo tiriami
angliniy medziagy milteliniai bandiniai. Jy N2 adsorbcijos ir desorbcijos
1zotermos buvo iSmatuotos -196 °C temperatiiroje su BET analizatoriumi TriStar
IT 3020 Micrometrics. Prie§ atliekant absorbcijos matavimus bandiniai buvo 2
valandas laikomi N2 atmosferoje 100 °C temperatiiroje.

Funkciniy grupiu titravimas. Si analizé pasirinkta siekiant nustatyti
deguoniniy funkciniy grupiy kiekj ir asortimentg ant GOP ir GrO pavirSiaus.
Boehmo titravimo metodu buvo kiekybiskai ir kokybiskai jvertintos angliniy
medZziagy pavirSiuje i$sidésciusios rugstinés prigimties funkcinés grupés. Pagal
tradicing Boehmo titravimo schemg angliniy medziagy bandiniai 24 valandas
veikiami purtant su keturiais skirtingo baziSkumo tirpalais: vandeniniais
NaHCOs, Na.COz, NaOH. Atitinkamos baziy pKa — 6,37; 10,25; 15,74; 20,58
[159]. Po 24 valandy, bandiniai filtruojami, filtratai titruojami HCI tirpalu.
Zinant, kad NaOH sureaguoja su hidroksi-, laktono ir karboksi-grupémis,
Na>COz reaguoja su hidroksi- ir laktono funkcinémis grupémis, o NaHCOs3
reaguoja tik su karboksi grupémis, galima jvertinti Siy funkciniy grupiy kiekj.
Angliniy medziagy bazinés funkcinés grupés nustatytos angliniy medziagy

pavyzdzius veikiant riigstiniais tirpalais [140]. Bandiniai 24 valandas purtomi su
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HCI tirpalu, po to filtruojami, filtratai titruojami baziniu NaOH tirpalu. Taip
nustatoma pirono grupiy (-1 < pKy < 2), pirilo jony (3 < pKp < 6) bei
karboanijonai (pKp = 16 —23) suma.

Darbo metu, norint nustatyti riig§tines grupes, kiekvienam bandymui buvo
naudojami trys uzsukami indeliai, kuriuose buvo atsverta po 0,05 g kiekvienos
anglinés medziagos. GrO bandiniai buvo 24 valandas purtomi su 10 ml 0,1 M
NaOH, 0,1 M Na>COs ir 0,1 M NaHCOs tirpalais. Tuo tarpu, grafito ir GOP
bandiniai buvo 24 valandas veikiami purtant su 10 ml 0,01 M NaOH, Na;COziir
NaHCOs tirpalais. Po 24 valandy veikimo bandiniai nufiltruoti naudojant filtro
popieriy. IS kiekvieno gauto filtrato buvo imami trys méginiai po 2 ml ir
atitinkamai titruojami 0,1 M ir 0,01 M HCI tirpalais. NaOH, Na>CO:s filtraty
titravimui buvo naudojamas metilo oranZinis indikatorius (60 pl), o titruojant
NaHCOs filtrata naudojamas fenolftaleino indikatorius (60 pl). Nustatant
bazines grupes visy medziagy bandiniai buvo 24 valandas veikiami purtant su
10 ml1 0,01 M HCI tirpalu. Po 24 valandy filtruojami ir titruojami 0,01 M NaOH
tirpalu, indikatorium naudojant fenolftaleing (60 pl).

AJM analizé. Si analizé pasirinkta siekiant jvertinti GrO, GOP, TRGrO
bei grafito pavirSiaus morfologijg ir nustatyti Sias medziagas sudaranciy daleliy
matmenis. Analizés metu i§ angliniy medZziagy buvo ruoSiamos vandeninés
suspensijos: j 120 ul distiliuvoto H2O buvo beriama apie 0,5 mg angliniy
medZziagy ir gerai iSmaiSoma. 10 pl gautos suspensijos buvo lasinama ant silicio
plokstelés ir 10 minuciy dziovinta 110 °C temperatiiros krosnyje, po to
pavyzdziai atvésinti iki 30 °C ventiliuojamoje krosnyje. Siekiant sumazinti
drégmés kiekj bandinio pavirSiuje pries kiekvieng matavimag bandiniai 20 min.
buvo papildomai padziovinti 50 °C temperatiiroje. Visuose pavyzdziuose buvo
nuskenuoti 3 atsitiktiniai 10 um x 10 um plotai, ir atlikta nusodintos medziagos
matmeny AJM analiz¢ — jvertinti nusédusiy daleliy diametrai bei auks¢iai.

SEM analizeé. Siekiant jvertinti TRGO frakcijy, GO ir grafito pavirSiaus
morfologija buvo atlikta SEM analizé. ISvardinty angliniy medziagy milteliai
buvo mechaniskai prispausti prie lipnaus anglinio pagrindo. Taip paruosty

pavyzdziy SEM nuotraukos darytos naudojant skenuojanti elektroninj
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mikroskopa Hitachi SU-70 esant 5,0 kV greitéjimo jtampai ir 25000 — 100000
karty didinimui. Grafeno oksido SEM nuotraukos buvo darytos naudojant 0,8
kV stabdymo jtampa.

Piltinio tankio matavimai. Si analizé pasirinkta siekiant jvertinti TRGO
frakcijy, GO ir grafito struktiirg. Piltinis tankis buvo nustatytas atliekant
milteliniy bandiniy tiirio ir svorio matavimus, kaip aprasyta [160] literatiiroje,
buvo jvertintas, koks medziagos kiekis telpa j 1 cm?® tiirio indg.

Elementiné analizé. Sios analizés metu buvo siekta nustatyti deguonies
kiekj TRGO frakcijose, GO ir grafite. Analizés metu buvo tirti angliniy
medziagy milteliai (20 mg) su organiniy medziagy elementinés sudéties
analizatoriumi FLASH 2000. Milteliniuose méginiuose deguonies kiekis buvo
nustatomas atliekant méginio pirolize 1060 °C temperatiiroje, elementinés
anglies prisotintame reaktoriuje. Susidariusios CO2, CO, H20 ir kitos deguonies
turin¢ios dujos, homogenizuotos ir helio pagalba pernestos | dujy
chromatografine kolonéle su $iluminio laidumo detektoriumi. Kolonéléje, dujos
atskirtos ir atlikta jy kiekybiné ir kokybiné analizé bei jvertintas deguonies kiekis
meéginyje (mases %).

XRD analizé. Si analizé pasirinkta siekiant jvertinti TRGO frakcijy, GO ir
grafito struktiira. Sios analizés metu buvo tiriami suspausti angliniy medziagy
milteliniai. Rentgeno difrakciniams tyrimams naudotas difraktometras Bruker
D8 Advance su Cu K, spinduliuotés Saltiniu (Ko = 1.54056A). Tyrimo
parametrai: jtampa — 40 keV, srovés stipris —40 mA, kampo zingsnis —0,040° ir

fiksacijos laikas — 1 sek.
2.5 Biojutikliy konstravimas ir elektrocheminiai tyrimai

Siame darbe susintetintos ir istirtos anglinés medziagos (zr. 2.3 skyriy), i$
kuriy, o taip pat ir i§ grafito buvo paruosti strypiniai elektrodai. Angliniy
medziagy elektrodai buvo panaudoti biojutikliy konstravime (biojutiklio schema
pateikta 2.2 paveiksle).
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2.2 pav. Biojutiklio principiné schema. 1 — guminis Ziedas, 2 — apsauginé
membrana, 3 —fermento sluoksnis, 4 — tiriama angliné medziaga, 5 — elektrodo

kontaktiné medziaga, 6 — korpusas, 7 — kontaktinis laidas.

Elektrodai buvo formuojami uZpildant plastikinio vamzdelio su
kontaktiniais iS¢jimais tuS¢igja dal; presuota angline pasta, prie kurios
mechanis§kai prispaudziamas sluoksnis tiriamos anglinés medziagos. Tokiu budu
pagaminami strypiniai, angliniai elektrodai. Véliau ant pagaminty elektrody
pavirSiaus arba ant apsauginés plévelés jvairiais metodais buvo imobilizuojami
fermentai (PQQ-GDH, ureazé ar FDH). Sukurti biojutikliai buvo prijungiami
prie elektrocheminés sistemos (schema 2.3 pav.) ir naudojami, kaip darbiniai
elektrodai.

,
.3888858%E

Pagalbinis

elktrodas
[—
—<lzoliaciné medZiaga Buferinis .
74< Llektrodiné medziaga ] Atliekos
Fermento sluoksnis tlrpalas
Termostatas
O
Elektrocheming cele Praplovimo sistema

2.3 pav. Elektrocheminiy matavimy sistema.
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Elektrocheming sistema, pateiktg 2.3. paveiksle, sudaro termostatuojama
elektrocheminé celé, potenciostatas, signalo registravimo ir praplovimo
sistemos. Elektrocheminiai tyrimai buvo atlieckami 1 ml trielektrodinéje
elektrocheminéje celéje, kurig sudaré pagalbinis (platinos) ir palyginamasis
(Ag/AgCI) elektrodai bei biojutiklis. Matavimai atlikti 20 °C temperatiiroje
esant pastoviam 0,4 V darbinio elektrodo potencialui, naudojant 0,05 M acetatinj
buferinj tirpala, pH 6, (PQQ-GDH atveju), esant pastoviam esant 0,2 V darbinio
elektrodo potencialui, naudojant 0,02 M fosfatinj buferin; tirpala, kurio, pH 7,2
(ureazés atveju) ir esant pastoviam 0,4 V darbinio elektrodo potencialui,
naudojant Mcllvaine (pH 4,5) arba K-fosfatinj (pH 7,5) buferin;j tirpalg (FDH
atveju). Atitinkamoms sistemoms Sios sglygos laikomos standartinémis.

Siekiant nustatyti biojutikliy su PQQ-GDH veikimo efektyvumag ir jautrio
kitimg laike tiesioginés chronoamperometrijos metodu buvo registruojami
anodiniai atsakai j 10 mM ir 100 mM gliukozés tirpaly kiekius. Tuo tarpu,
matuojant anodinius atsakus j 1 M karbamido ir 1 M D-fruktozés tirpaly kiekius
elektrocheminéje celéje, buvo nustatyti analogiski parametrai biojutikliams su
ureaze ir FDH. Matavimy metu gauti duomenys apdoroti ,,OriginPro 8.0
programa.

Darbo metu, duomeny analizei buvo naudojama tiek elektrocheminiams
matavimams adaptuota Michaelio-Menten hiperbolés lygtis (7), tiek analogiSka
lygtis, kurioje srovés stipris buvo pakeistas bioelektrokatalizés metu

generuojamu sroves tankiu (sroves stipris ] ploto vienetg):

- _Jmax [5]
T @

I$ biojutikliy generuojamy srovés stipriy arba tankiy priklausomybiy nuo
substraty koncentracijy, naudojantis 7 arba 8 lygtimis, buvo paskaiciuoti
pagrindiniai biojutikliy kinetiniai parametrai: j{4. ir K. jt4r. parodo
maksimaliy srovés tankj, kurj gali generuoti bioelektrokataliziné sistema ir
nusako sistemos efektyvuma. K" tai fermentinés sistemos (biojutiklio)
charakteristika, kuri parodo imobilizuoto sistemoje fermento gimininguma

substratui [161], kai sistemos K", yra daug didesnés nei nustatytos natyviam
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fermentui, tai rodo, kad tarp aktyvavaus fermentinio sluoksnio ir terpés, kurioje
yra substratas susidaro difuziniai apribojimai [162]. Taip pat K" reik§mé
nurodo substrato koncentracijg iki kurios galioja tiesiné biojutiklio atsako nuo
koncentracijos priklausomybé [163].

LOD sukurtais biojutikliais buvo apskaiciuota i§ jy kalibraciniy kreiviy
tiesiniy daliy pagal 10 formule, kaip aprasSyta [164] literatliroje: 3 kartus
1Smatuoti biojutiklio generuojami signalai j tg pacig substrato koncentracija
esanCig tiesinéje kalibracinés kreivés dalyje, paskaiCiuotas S§iy signaly
standartinis nuokrypis (Sa), kuris véliau padaugintas i§ 3 ir padalintas iS§

kalibracinés kreivés tiesinés dalies nuolinkio kampo (b) — biojutiklio jautrio.
LOD = 3S,/b (10)

Biojutikliy inaktyvacijos konstantos buvo apskai¢iuotos 1§ grafiky
kuriuose y-aSyje atidéta Inl (natiirinis anodinés srovés logoritmas), o x-aSyje
biojutiklio gyvavimo trukmé valandomis. Gautos priklausomybés, naudojantis
,OriginPro 8.0” programine jranga, apraSytos tiesés lygtimi. Gautos tiesés

nuolinkio kampo tangentas yra lygus biojutiklio kin reik§mei ht.
2.5.1 Fermenty imobilizavimas

Siekiant iSsiaiSkinti  susintetinty angliniy medziagy tinkamuma
bereagentiniy sistemy kiirimui, ant skirtingy angliniy elektrody fermentai buvo
imobilizuojami vienodai, taciau kiekvieno fermento atveju naudojant skirtingas
metodikas:

D-gliukozés biojutiklio kiirimo atveju, PQQ-GDH buvo imobilizuojama
ant pusiau pralaidzios terileno plévelés: 2 ul, 0,1 % PVA uzlasinta ant pusiau
pralaidzios terileno plévelés (2 mm diametro zymeés), terilenas su PVA 1 valanda
dziovintas kambario temperattroje, po to ant PVA sluoksnio adsorbuota 2 pl
PQQ-GDH tirpalo (18000 U-ml*) paruosto 0,005 M TRIS-HCI buferiniame
tirpale (pH 8,5), membrana su adsorbuota PQQ-GDH 1 valandg dziovinta
kambario temperatiiroje. Praéjus nurodytam laikui, membranos su imobilizuotu

fermentu buvo mechaniskai prispaudziamos prie pagaminty angliniy elektrody
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pavirSiaus, jas uztvirtinant guminiais ziedais (2.2 pav. 1). Tokiu biudu buvo
paruosti biojutikliai su GOP, GrO, TRGrO ir grafitu.

Karbamido biojutiklio kiirimo atveju, ureazé buvo imobilizuojama ant
pusiau pralaidzios terileno plévelés: 2 ul, 0,1 % PVA uzlaSinta ant pusiau
pralaidzios terileno plévelés (2 mm diametro Zymés), terilenas su PVA 1 valanda
dZiovinamas kambario temperatiiroje, tuo paciu metu 2 mg ureazés (80 kU-g?)
ir 2 mg BSA istirpinta 30 pl 0,02 M fosfatiniame buferiniame tirpale (pH 7,2)
su 5 pl, 5% glutaro aldehidu, po to paruostas miSinys po 2 ul i8dozuotas ant
pusiau pralaidzios terileno plévelés apdorotos PVA. Taip paruoStos membranos
dziovintos 10 °C temperatiiroje 1 valanda, po to buvo sukarpomos norimu
dydziu ir mechaniSkai prispaudziamos prie pagaminty angliniy elektrody
pavirSiaus, jas uZztvirtinant guminiais ziedais. Tokiu biidu buvo paruosti
biojutikliai su GOP, GrO, GO, TRGrO ir TRGO frakcijomis bei grafitu.

D-fruktozés bereagentiniy biojutikliy karimo atveju, FDH buvo
imobilizuojamas fizikinés adsorbcijos biudu. Pirma ant paruosSto anglinio
elektrodo 30 min, 10 °C temperatiiroje buvo adsorbuojama 2 ul, 0,5 % triton X-
100 vandeninio tirpalo. Véliau 30 min, 10 °C temperatiiroje adsorbuojama 2 ul
FDH tirpalo (1471 U-ml) paruosto Mcllvaino buferiniame tirpale (pH 4,5). Ant
taip paruosty elektrody su fermentiniu sluoksniu pavirSiaus buvo mechaniSkai
prispaudziamos pusiau pralaidZios terileno plévelés, kurios uztvirtintos guminiu
ziedu. Tokiu budu buvo paruosti biojutikliai su GO, TRGO frakcijomis ir
grafitu.
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3 DARBO REZULTATAI

3.1 sp? hibridizacijos angliniy medziagy charakterizavimas

Siekiant iSsiaiSkinti kurie angliniy medZiagy parametrai nulemia sékmingg
TEP fermentinése heterogeninése sistemose buvo atlikti i§samis jy tyrimai.
Paprastai vieno metodo neuztenka norint detaliai charakterizuoti GrO, GO ir kity
susintetinty angliniy medziagy struktiirg, tad siekiant gauti tikslesn¢ informacija

reikia naudoti ir derinti skirtingus analizés metodus.
3.1.1 GrO, GOP(1-5) ir TRGrO tyrimas

Susintetinti grafito oksidacijos produktai ir grafito oksidas pirmiausia buvo
iSanalizuoti pavirSiniy grupiy titravimo metodais [165], kuriy pagalba galima
nustatyti susidariusiy deguoniniy funkciniy grupiy kiekj ir prigimtj ant GrO ir
GOP pavirsiaus. Atlikus analiz¢ buvo apskaiciuota deguoniniy riigStiniy grupiy
(hidroksi-, karboksi- ir laktoniniy grupiy) bei baziniy grupiy kiekis, gauti

rezultatai pateikti 3.1 lenteléje.

3.1 lentelé. Pavirsiniy funkciniy grupiy titrimetrinés analizés rezultatai.

Riigstinés grupés; mmol-g* Bazinés
Angliné medZiaga Hidroksi- Karboksi- Laktoninés n%;:gf;ﬁ
grupes grupes grupes
Gro 3,433 1,511 0,278 0,000
GOP1 0,000 0,000 0,000 0,108
GOP2 0,000 0,000 0,000 0,157
GOP3 0,000 0,000 0,000 0,138
GOP4 0,000 0,000 0,000 0,167
GOP5 - - - -
TRGroO = = = =
Grafitas 0,000 0,000 0,000 0,000

I§ gauty duomeny matoma, kad rugstiniy grupiy rasta tik ant Hummerso ir
Offeman’o sintezés metu gauto GrO pavirSiaus. Ant jo pavirSiaus nustatytas
didZiausias kiekis hidroksi grupiy — 3,433 mmol-g?, o maziausias laktoniniy
grupiy — 0,278 mmol-g*, karboksi grupiy nustatyta 1,511 mmol-g?. Bazinés
prigimties funkciniy grupiy GrO pavirSiuje rasta nebuvo.

Boehmo titravimo metodu jmanoma nustatyti tik riigs¢iy — baziy

pusiausvyroje dalyvaujancias funkcines grupes. IS$ literatiiros duomeny Zinoma
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[142], kad anglies — deguonies santykis GrO siekia 2,7 : 1, o miisy nustatytose
visose funkcinése grupése (karboksi-, laktono ir hidroksi-) — 141,6 : 1. IS to
galime daryti i§vada, kad didesnioji deguonies dalis esanti GrO nedalyvauja
rigsciy — baziy pusiausvyroje. Tai galéty biiti epoksi funkcinés grupées, kurios
turéty sudaryti didziausig deguonies dalj esan¢ig GrO medziagoje.

Skirtingo dydzio grafito daleles (gamyklinio dydzio (>50 um diametro) ir
po 10 valandy veikimo ultragarsu — sonifikacijos) oksiduojant Sarminéje
vandenilio peroksido terpéje gauti du produktai: GOP1 ir GOP2. Siy medziagy
pavirSiuje nustatyti nedideli kiekiai bazinés prigimties funkciniy grupiy. Ant
GOP1 rasta 0,108 mmol-gtgrupiy, o ant GOP2 — 0,157 mmol-g™. Skirtingo
dydzio grafito daleles oksiduojant kalio heksacianoferatu (III) Sarminéje terpéje
taip pat gauti du produktai: GOP3 ir GOP4. Ant §iy medziagy pavirSiaus
nustatyti nedideli kiekiai bazinés prigimties deguoniniy grupiy: ant GOP3
aptikta 0,138 mmol-g? grupiy, o ant GOP4 — 0,167 mmol-g* grupiy. Taip pat
buvo atlikta ir Zaliavinio grafito pavyzdzio titrimetrin¢ analizé (Boehmo
titravimas ir baziniy funkciniy grupiy nustatymas). Zaliavinio grafito pavirsiuje
neaptikta nei rigstiné€s nei bazinés prigimties funkciniy grupiy.

I$ gauty duomeny matoma, kad prie$ oksidacijg grafitg veikiant ultragarsu
ant jo pavirSiaus susidaro daugiau funkciniy grupiy. Taip yra dél to, kad,
sonifikacijos metu vyksta grafito amorfizacija — mazéja jo kristalitai ir didéja
defektiskumas [151], ko pasekoje susidaro didesnis skai¢ius grafeno briaunose
ir defekty vietuose iSsidésCiusiy anglies atomy, kurie pasizymi didesniu
aktyvumu nei plokStuminius anglies atomus [142]. Dél Sios priezasties
briaunuose ir defekty vietose esantys anglies atomai lengviau oksiduojasi.

Titravimo metu nustatyty riigStiniy funkciniy grupiy skirstymas j karboksi-
, laktono ir hidroksi- yra salyginis, kadangi pati Boehmo titravimo schema
neleidzia detaliau analizuoti Siy funkciniy grupiy prigimties. Deja, alternatyviy
ir patikimesniy uz misy naudotus analizés metodus, skirtus anginéms
medziagoms, neegzistuoja. Norint gauti tikslesne informacijg apie GO ir kity
grafito oksidacijos produkty struktiira, reikia naudoti ir derinti daug darbo

reikalaujancius §iy medziagy modifikavimo ir analizés metodus.
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Deguoniniy funkciniy grupiy buvimas ant susintetinty angliniy medziagy
pavirSiaus jrodytas ir TGA metodo pagalba. Atliekant $ig analize tiriamoji
medziaga yra kaitinama keliant temperatirg pastoviu grei¢iu inertingje
atmosferoje ir tuo paciu metu matuojama jos masé. Jeigu medziaga yra termiskai
nestabili, ji esant tam tikrai temperatirai skyla, sudarydama dujinius produktus.
Taip gaunama medziagos masés kitimo priklausomybé nuo kaitinimo
temperatiiros [166]. Sis metodas buvo pritaikytas darbo metu susintetinty GOP,
GrO ir TRGrO tyrimui. Gautos angliniy medziagy TGA kreivés pateiktos 3.1
paveiksle.
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3.1 pav. Grafito, GrO, GOP1, GOP2, GOP3, GOP4, GOP5 ir TRGrO TGA

kreivés. Intarpe pateikta grafito ir GOP TGA kreivés 25 — 500 °C temperatiiry
intervale.

I§ auksciau pateikty duomeny matyti, kad angliniy medziagy TGA kreivés
yra skirtingos. Grafito mase, visame temperatiiry intervale, kinta tolygiai —
nestebima staigiy masés kitimo Suoliy. Tolygus grafito masés maz¢jimas
siejamas su adsorbuoty neSvarumy pasisalinimu. Tuo tarpu GOP ir GrO TGA
kreivése yra stebimi staigiis masés Suoliai, dél kuriy visas $iy angliniy medziagy
TGA kreives galime suskirstyti j du intervalus: nuo 25 °C iki 150 °C ir nuo 150
°C 1iki 400 °C. Pirmame intervale matomas angliniy medziagy masés

sumazéjimas siejamas su drégmés — adsorbuoto ar interkaliuoto vandens
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pasiSalinimu [166]. Akivaizdu, kad didziausia Siame intervale masés netektis
(net 12 %) budinga GrO, o TRGrO netenka tik apie 5 % savo masés. Tuo tarpu
grafito, GOP1, GOP2, GOP3, GOP4 bei GOP5 grafito oksidacijos produkty
masé Siame intervale beveik nekinta. Antrajame intervale (150 °C iki 400 °C)
matomas angliniy medziagy masés sumaz¢jimas siejamas su labiliy karboksi-,
laktono ir anhidrido grupiy atskilimu nuo angliniy medZiagy paviriaus. Sios
grupés atskyla CO ar CO pavidalais [138, 166]. IS 2.9 paveikslo pateikty
duomeny matoma, kad Siame intervale visy susintetinty grafito oksidacijos
produkty TGA kreivése yra stebimas gan rySkus masés Suolis: GrO mase
sumazéja 34 %, TRGrO — 6 %, GOP1, GOP2, GOP3, GOP4 bei GOP5 atvejais
stebimas apie 1 % sumazéjimas. Sie duomenys patvirtina deguoniniy funkciniy
grupiy buvimg ant GrO, TRGrO ir GOP pavirsiy.

Susintetinty GrO, TRGrO ir GOP tyrimui pritaikyta ir Ramano sklaidos
spektrinés analizé. Sio metodo pagalba buvo bandoma i3siaiskinti bei jsigilinti i
susintetinty grafito oksidacijos produkty struktirg bei susidariusiy daleliy
defektiSkuma.

Susintetinti GrO, GOP ir TRGrO kaip ir jy pirmtakas grafitas, turi
sluoksniuotg struktiirg, kurioje periodiskai iSsidésciusius grafeno ar oksiduotus
grafeno sluoksnius tarpusavyje palaiko silpnosios Van der Waalso sgveikos
jégos [167, 168]. Dél struktiiros panasumo $iy angliniy medziagy Ramano
sklaidos spektrai yra beveik identiski — visuose yra matomos grafitui biidingos
D, G ir D’ smailés. 3.2 paveikslélyje pavaizduotas grafito Ramano sklaidos

spektras.
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Ramano sklaidos intensyvumas s. v.
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3.2 pav. Grafito Ramano sklaidos spektras.

Grafito Ramano sklaidos spektras yra suskirstytas j dvi dalis: pagrindiniy
virpesiy ir virStoniy sritis. Pagrindiniy virpesiy srityje matomos smailés ties
1328, 1575 ir 1612 cm™ yra pagrindinés Ramano sklaidos modos, jos atitinkamai
vadinamos D, G ir D". D ir D' modos atspindi grafeno plokstumos defektiskuma,
kadangi idealaus grafeno atveju D modos virpesiai yra negalimi [169, 150]. D
moda yra Aig simetrijos ir charakterizuoja SeSianariy, aromatiniy ziedy
simetrinius virpesius (3.3 pav. a.), kurie galimi tik tuo atveju kai grafeno lakstai
yra defektiski t.y. grafeno laksSto plokStumoje yra struktiiriniy defekty, pavirSiniy
funkciniy grupiy ar alifatiniy sri¢iy, o jo briaunose anglies atomai iSsidéste
“zigzago”, ,.kédés” ar kitomis formomis. Did¢jant defekty skaiciui didé¢ja Sios
smailés intensyvumas. Tuo tarpu D’ smailé atsiranda tik dél ,,zigzago™ ar

,kedés forma iSsidésCiusiy anglies atomy grafeno briaunose [169].

e
S &2
b

a

3.3 pav. D modos (a) ir G modos (b) charakterizuojami virpesiai [150]

70



G moda yra Ezq simetrijos ir charakterizuoja tarp sp? hibridizacijos anglies
atomy esan¢iy dviguby rySiy simetrinius virpesius (3.3 pav. b). G modos
charakterizuojami dvigubieji rySiai gali biiti iSsidéste¢ ne tik konjliguotoje
grafeno plokStumoje bet ir alifatinése jo srityse ar net lakSto briaunose
esanc¢iuose grandininiuose segmentuose [150, 170]. D ir G smailiy intensyvumo
santykis (I(D)/1(G)) naudojamas defektiSkumo lygio grafeno sluoksnyje
jvertinimui.

Virstoniy srityje matomos smailés ties 2653,4 ir 3227,1 cm™ priskiriamos
D ir D’ vir§toniams. Smailé ties 2918,8 cm™ yra D ir G kombinaciné moda, o
ties 2459,8 cm esanti smailé atsiranda dél dvigubo Ramano sklaidos rezonanso
[168, 171]. Akivaizdu, kad pagrindinéje Ramano sklaidos srityje esancios
smailés yra didesnio intensyvumo nei smailés virStoniy srityje, todél tolimesnéje
analizéje nagrinésime tik pagrindiniy virpesiy sritj t. y. spektro dalj nuo 1000 iki
2000 cm™. Kaip jau minéta ank$¢iau, grafito oksidacijos metu grafeno laksto
plokStumoje bei briaunose iSsidésto jvairios deguoninés funkcines grupés, o
grafeno briaunose aptinkamas didesnis funkciniy grupiy tankis lyginant su
plokStumine jo dalimi, bei vyksta grafito amorfizacija. Angliniy medziagy
amorfizacija labai jtakoja Ramano sklaidos spektruose esanc¢iy D, G ir D' smailiy
padétj ir intensyvumg [150, 170].

Grafito, GrO, TRGrO, GOP1, GOP2, GOP3, GOP4 ir GOP5 Ramano
sklaidos spektrai 1200 — 1700 cm™ bangy intervale bei D ir G smailiy I(D)/I(G)
pateiktas 3.4 paveiksle.
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3.4 pav. Grafito, GrO, GOP1, GOP2, GOP3, GOP4, GOPS5 ir TRGrO Ramano

sklaidos spektrai.

I$ 3.4 paveiksle pateikty duomeny matoma, kad GrO ir TRGrO Ramano
sklaidos spektrai labai skiriasi nuo grafito ir GOP — juose stebimas tik i$plitusios
D ir G smailés. Tuo tarpu, visi GOP spektrai yra beveik identiski — juose
stebimos aiskios G, D ir D’ smailés. Grafito Ramano sklaidos spektre yra
matoma didelio intensyvumo G smailé ties 1575 cm™ ir D smailé ties 1328 cm
! bei mazo intensyvumo D’ smailé ties 1612 cm™. Tuo tarpu, GOP G, D ir D’
smailés yra pasislinkusios ] didesniy bangy sritj (mélynasis poslinkis) lyginant
su grafitu. Mélynojo poslinkio atsiradimg gali lemti keletas prieZasCiy: pirma,
D’ smailé gali dalinai jungtis su G smaile, antra, smulkéjant grafito kristalitams
(iki grafeno laksto), G smailé slenkasi j didesniy bangy skaiciy sritj nuo 1581 iki
1585 cm?, trec¢ia, pavieniy dvigubyjy rySiy susidarymas (grafito oksidacijos
metu), kurie padidina G smailés daznj. Pastaroji priezastis daugiausia jtakoja
mélynajj poslinkj [150, 170]. 3.4 paveiksle matyti, kad didziausiais G mélynasis
poslinkis yra stebimas GrO atveju (20,6 cm™) ir manome, kad taip yra dél
didziausio funkciniy grupiy kiekio susidarymo ant Sios medziagos pavirSiaus
grafita veikiant stipriu oksiduojané¢iy miSiniu (KMnOs, NaNOs, H2SOs).
Susidares didelis funkciniy grupiy kiekis suardo m-konjliguota rysiy sistema
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grafeno sluoksnyje, ko pasekoje atsiranda didelis pavieniy dvigubyjy rysiy
skai¢ius. Tuo tarpu grafitg veikiant silpnesniais oksidatoriais tokiais kaip H20-
arba Ks[Fe(CN)s] (GOP1, GOP2, GOP3 ir GOP4 produktai) grafeno pavirsiuje
susidaro tik nedidelis deguoniniy funkciniy grupiy ir pavieniy dvigubyjy rySiy
skaiCius. Dél Sios priezasties G smailés meélynasis poslinkis GOP1, GOP2,
GOP3 ir GOP4 spektruose yra nezymus: GOP1 ir GOP2 atveju ~5 cm™?, 0 GOP3
ir GOP4 atveju ~1 cm™. H,O; pasizymi stipresnémis oksidacinémis savybémis
Sarmingje terpéje (Ered-ox = 0,878 V [172]) nei K3[Fe(CN)s] (Ered-ox = 0,486 V
[173]). Dél sios priezasties H2O> gali oksiduoti ne tik reaktingesnius grafeno
briaunose iSsidésCiusius anglies atomus, bet ir plokStuminius, taip atsiranda
pavieniy dvigubyjy rys$iy, kurie lemia G smailés didesnj mélynajj poslinkj. Tuo
tarpu dél silpnesniy K3[Fe(CN)s] oksidaciniy savybiy, sintezés metu, yra
oksiduojami tik reaktingesni grafeno briaunose esantys anglies atomai.
Fermenti$kai oksiduoto grafito atveju stebimas 10 cm™ G smailés mélynasis
poslinkis. Sj poslinkj gana sunku paaiskinti, kadangi galutinai nesuprastas §ios
fermentinés oksidacijos mechanizmas. Taciau galima iSkelti hipotezg, kad
fermentui ,,patogiau®, iSsidéstyti ir katalizuoti oksidacijos reakcijg ant grafito
kristality plokStuminés dalies (grafeno plokStumos), nei ant kristality briauny,
tai lemty pavieniy dvigubyjy rysiy atsiradimg ir didelj] G smailés poslink] |
trumpesniy bangy sritj.

Lyginant TRGrO ir GrO G smailiy bangos skai¢iy matoma, kad TRGrO G
smailé yra per 9,6 cm™ pasislinkus j mazesniy bangos skai¢iy sritj lyginant su
GrO G smaile. Tai rodo, kad horizontaliosios terminés GrO redukcijos metu
buvo dalinai atkurta m-konjliguota rysiy sistema grafeno sluoksnyje [170].

Terminés redukcijos metu, pasiSalinant deguoninéms funkcinéms grupéms
nuo GrO pavirsiaus, grafeno pavirsiuje susiformuoja vakansijos ir Kkiti
topologiniai defektai. Dar daugiau, terminés redukcijos, kaip ir stiprios
oksidacijos, metu vyksta grafeno amorfizacija: mazéja grafito kristalitai, bei
grafeno sluoksnyje atsiranda sp® hibridizacijos anglies atomy [142]. D¢l $ios
priezasties did¢ja grafeno defektiSkumas, o tuo paciu Ramano sklaidos

spektruose stebimas D smailés intensyvumo bei I(D)/I(G) didéjimas [150, 169].
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Kaip matoma 3.4 paveiksle, GrO ir TRGrO I(D)/I(G) santykis — 1,12 ir 1,11.
TRGrO I(D)/I(G) yra nezymiai mazesnis uz GrO I(D)/I(G), taciau abu Sie
santykiai yra daugiau nei du kartus didesni nei jy pirmtako grafito (I(D)/I(G) =
0,45) ar kity GOP (I(D)/I(G) nuo 0,36 iki 0,54). Tai parodo, kad GrO ir TRGrO
yra defektiSkiausios 1§ visy angliniy medziagy ir, kad grafita oksiduojant stipriu
oksidaciniu mi$iniu (KMnOas, NaNO3, H.SO4) vyko stiprus grafito amorfizacijos
procesas, véliau jj termiskai redukuojant dalis defekty, susidariusiy oksidacijos
metu, buvo pasalinta.

Darbo metu taip pat buvo norima jvertinti ir susintetinty angliniy medziagy
pavir$iaus morfologija, daleliy dydj bei pavirsiaus plota. Siuo tikslu susintetintos
anglinés medziagos iSanalizuotos AJM ir BET metodais. Prie§ AJM analize i§
susintetinty angliniy medZiagy buvo ruoSiamos vandeninés suspensijos,
kuriomis buvo padengiamos silicio plokstelés. Budingiausi gauty angliniy
medZziagy 2D pavirSiaus topologijos duomenys pateikti 3.5 paveiksle. Taip pat
visuose angliniy medziagy pavyzdziuose nuskenavus 3 atsitiktinius 10 um x 10

um plotus buvo jvertinti nusédusiy daleliy diametrai bei auks¢iai (3.2 lentelé).

Grafitas B

3.5 pav. 2D grafito, GOP1, GOP2, GrO ir TRGrO AJM nuotraukos.
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3.2 lentelé. AJM ir BET metodu nustatytos susintetinty angliniy medZiagy

charakteristikos: vidutinis dalely diametras, aukstis ir savitasis pavirsiaus

plotas.
Produktas dvig, NM hvig, NM Sger, m*-g*
GrO 26 0,95 59,9+0,6
52 8
GOP1 48 2,6 8,1+0,03
GOP2 53 3,4 8,7+0,03
GOP3 62 55 8,2+ 0,04
GOP4 50 3,5 10,1 + 0,06
GOP5 56 1,8 7,6 £ 0,06
TRGro 11 0,5 2358+1,1
Grafitas 76 1,3 13,1+0,04

I§ gauty duomeny matoma, kad GrO, GOP ir TRGrO yra nanometrinés
eilés dalelés: dvis nuo 11 iki 62 nm, o hvig nuo 0,5 iki 5,5 nm, TRGrO sudaro
maziausios dalelés, o GOP3 — didziausios. Taip pat matoma, kad visy sinteziy
metu mazéjo grafito kristality diametras t. y. visos po sintezés gautos dalelés yra
mazesnio diametro nei jy pirmtako grafito. Tuo tarpu daleliy hyis GOP1, GOP2,
GOP3, GOP4, GOP5 ir GrO atvejais yra didesnis nei jy pirmtako grafito.
Manome, kad taip yra d¢l deguoniniy funkciniy grupiy saveikos pavyzdziy
ruoSimo (dzitivimo) metu ant silicio padékly, ko pasekoja formuojasi auksti
dariniai.

Analizuojant GrO AJM duomenis, matyti, kad Sig angling medziaga sudaro
dviejy skirtingy dydziy dalelés: apie 1 nm aukscio ir 26 nm diametro smulkios
dalelés ir 8 nm auksc¢io bei 52 nm diametro didelés dalelés. Gautas smulkiy
daleliy aukstis yra biidingas grafeno oksido lakstams [174]. ISmatuotas TRGrO
daleliy dvia — 11 nm, o daleliy hvia — 0,5 nm. TRGrO hyig yra artimas i§matuotam
grafeno monosluoksniui (0,39 nm) [175].

Zinant, kad savitasis angliniy medZiagy pavirsiaus plotas yra viena i§
svarbiausiy charakteristiky, siekiant jas pritaikyti efektyviy bioelektrokataliziniy
sistemy kirimui [8, 176], buvo norima tai jvertinti. Tam pasitelkta BET analizé.
Gauty medziagy Sger buvo nustatytas i§ N2 adsorbcijos-desorbcijos izotermy.
Gauti duomenys pateikti 3.2 lenteléje. Apdorojus duomenis, nustatyta, kad
visoms susintetinty angliniy medziagy N2 adsorbcijos-desorbcijos izotermoms

biidinga H3 tipo histerizés kilpa. Tokios formos izotermos biidingos
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medziagoms, sudarytoms i3 plok§¢iy formy daleliy [177, 178]. Sie duomenys
patvirtina ir AJM analizés metu gautus duomenis (3.2 lentel¢), kad
susintetintoms anglinéms daleléms yra btidinga plokscia forma: daleliy dvia yra
nuo 26 iki 76 nm, o daleliy hvig nuo 0,5 iki 5,5 nm.

Susintetinty GOP1, GOP2, GOP3, GOP4 ir GOP5 produkty Sger yra
mazesnis nei jy pirmtako grafito. Manome taip yra dél deguoniniy funkciniy
grupiy, iSsidésCiusiy angliniy medziagy Kristality briaunose, saveikos
oksidacijos metu, taip susidarant kompaktiskoms, mazesnio ploto struktliroms.
Kai angliniy medZiagy sintezei yra naudojamas sonifikuotas grafitas, GOP2 ir
GOP4 atvejai, nustatyti Sger plotai yra didesni nei analogiSkose sintezés
metodikose naudojant ne sonifikuotg grafito zaliavg (GOPL1 ir GOP3 atvejai). To
buvo galima tikétis, kadangi pasak Guittonneau ir kt. [152], sonifikacijos metu
vyksta grafito amorfizacija, kas jtakoja grafito kristality mazéjima. IS 2 lenteléje
pateikty duomeny matoma, kad TRGrO sintezés metu — termiskai redukuojant
GrO, pavirSiaus plotas iSauga daugiau nei 4 karty: TRGrO Sger yra 2358 £ 1,1
m2-g*, 0 GrO —59,9 = 0,6 m?-g?, todél TRGrO pasizymi didZiausia Sger i$ visy

angliniy medziagy.
3.1.2 TRGO frakcijy tyrimas

Naudojant GOP ir TRGrO bei du skirtingus fermentus (PQQ-GDH ir
ureaz¢) buvo sukurti bereagentiniai fermentiniai biojutikliai. Nustatyta, kad Sios
fermentinés bereagentinés sistemos efektyviausiai veiké tada, kai naudojome
elektrodus pagamintus i§ TRGrO (zr. 3.2.1 ir 3.2.2.1 sk.). Dél Sios priezasties
tolesniy darby metu buvo siekiama optimizuoti grafito oksido sintezés bei jo
terminés redukcijos procesa. Tuo tikslu buvo sukonstruota vertikalioji terminé
GO ir frakcionavimo sistema, kuri leido greitai redukuoti GO ir surinkti tris
skirtingomis savybémis pasizyminc¢ias TRGO frakcijas (TRGO1, TRGO?2 ir
TRGO3), bei, kas svarbiausia, dalinai atkartoti antrosios ir tre¢iosios frakcijos
gavima. Zinant, kad TRGO savybés (savitasis pavirSiaus plotas ir funkciniy
grupiy kiekis ir kt.) labai priklauso nuo jo pirmtako, mes siekéme susintetinti

grafeno oksida, kuris turéty didelj deguoniniy funkciniy grupiy kiekj. Tuo tikslu
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GO sintezé buvo atliekama pagal [156] metodika. Sios sintezés metu gautame
produkte anglies ir deguonies santykis turéty siekti 4 : 3,1 [179].

Siekiant iSsiaiskinti gauty angliniy medziagy (GO ir TRGO1, TRGO?2 ir
TRGO3) savybes jos isanalizuotos naudojant SEM, XRD, TGA, BET, Ramano
sklaidos spektrinés ir elementinés analizés metodus.

Zinant, kad GO ir TRGO frakcijy pavir§iuje yra deguoniniy funkciniy
grupiy, pirma buvo norima tai jvertinti. Tam pasitelkti termogravimetrinés bei

elementinés analizés metodai (zr. 2.4 skyriy). Gauti duomenys pateikti 3.6 pav.
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3.6 pav. Grafito, GO ir TRGO frakcijy TGA kreives. Intarpe pateikti elementinés

analizés duomenys.

IS gauty duomeny matoma, kad grafitui (3.6 pav.) masés netektis
nestebima. GO ir TRGO frakcijy TGA kreives galime suskirstyti j du intervalus:
nuo 35°C iki 150 °C, nuo 150°C iki 400 °C. Pirmame intervale matomas angliniy
medziagy masés sumazéjimas siejamas su drégmés — adsorbuoto ar interkaliuoto
vandens pasisalinimu [166]. Akivaizdu, kad Siame intervale didziausia masés
netektis (net 13 %) budinga GO, tuo tarpu TRGO netenka tik iki 5 % savo masés.
Antrajame intervale (150 °C iki 400 °C) matomas angliniy medziagy masés
sumazéjimas siejamas su labiliy karboksi-, laktono ir anhidrido grupiy atskilimu

CO; ar CO pavidalais nuo angliniy medziagy pavirsiaus [138]. Siame intervale
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didZiausiai masés netektis buidinga GO (34 %) ir TRGO1 (8 %). Siy dviejy
medziagy didziausias masés netekties greitis pasiekiamas esant 275 °C
temperatiirai, tai parodo vienody procesy vyksmg. TRGO2 ir TRGOS3 atveju
stebimas pastovus, neZymus masés maz¢jimas visos analizés metu. Tai rodo, kad
Sios frakcijos turi maZesnj funkciniy grupiy kiekj savo pavirsiuje, lyginant su
GO ir TRGOI. Siuos duomenis papildé ir elementiné medZiagy analizé (3.6 pav.
intarpas), kurios metu nustatyta, kad TRGO1 frakcijoje yra 10,9 %, TRGO2 —
9,7 %, 0 TRGO3 - 9,5 % deguonies. Aisku, kad deguoniniy funkciniy grupiy
kiekis maz¢ja did¢jant daleliy nukeliautam atstumui nuo vertikaliosios terminés
redukcijos ir frakcionavimo sistemos kaitinimo zonos, t. y. toliau keliauja labiau
redukuotos dalelés. ISanalizavus Siuos duomenis galime teigti, kad TRGO3 yra
labiausiai redukuota frakcija.

Nustacius deguoniniy funkciniy grupiy kiekj GO ir TRGO frakcijose, buvo
norima jvertinti ir $iy angliniy medziagy struktiirg. Tuo tikslus buvo nustatytas

gauty angliniy medZziagy piltinis tankis ir atlikta jy SEM analizé. Gauti rezultatai

0,015 0,017 0,014

NI Grafitas GO TRGO1 TRGO2 TRGO3

3.7 pav. Grafito (a), GO (b) ir TRGO (c — TRGO1, b — TRGO2, e — TRGO3)

SEM nuotraukos ir Siy medziagy piltinio tankio reiksmés (f).

I§ gauty angliniy medziagy SEM nuotrauky matoma, kad TRGO frakcijy
ir jy pirmtaky (grafito ir GO) morfologija skiriasi: grafitas pasizymi sluoksniuota

kristaline strukttira, tuo tarpu GO pasizymi mazesniu kristaliSkumu nei grafitas
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ir yra sudaryta i§ kompaktiSkai supakuoty grafeno oksido laksty, tuo tarpu
TRGO frakcijos sudarytos i§ ne taip kompaktiSkai supakuoty, atsitiktinai
orientuoty ir defektuoty grafeno laksty. IS medziagy piltinio tankio p» duomeny
(3.7 pav. f) matyti, kad didziausias pp buidingas GO ir grafitui, o TRGO frakcijy
pp yra mazas. Mazas TRGO frakcijy piltinis tankis parodo, kad $iy medziagy
dalelés yra defektuotos ir atsitiktinai orientuotos erdveje, tai patvirtina SEM
duomenis.

Darbo metu buvo norima jvertinti ir susintetinty angliniy medziagy
kristaling struktirg. Tam buvo pasitelkta XRD analizé. Gautos medziagy

rentgenogramos pateiktos 3.8 paveiksle.

Intensyvumas, s. v.

Grafitas
N

10 I 20 I 30 I 40 I 50
20, laipsniai
3.8 pav. Grafito, GO ir TRGO frakcijy XRD duomenys papildyti gludinimo

kreivemis.

Grafito rentgenogramoje matoma aiski smailé, kai 20 = 26,54°, §i smailé
apibudina grafito heksagoninés kristalinés gardelés (002) plokStuma, taip pat
matomos trys mazesnio intensyvumo smailés: 20 = 42,36°, apibudinanti (100)
plokstuma; 20 = 44,56° ,apibiidinanti (101) plokStumg ir 20 = 55,66°,
apibuidinanti (004) plokStuma. I$ grafito rentgenogramos, panaudojant Bragg'y
ir Scherrerio lygtis ir (002) plokstumg apibtidinancios smailés padétimi bei

pusplociu, buvo apskaiéiuotas tarpplokStuminis atstumas doo2 (0,34 nm) ir
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kristality dydis (31,9 nm). GO rentgenogramoje matomos dvi pagrindinés
smailés, kai 20 = 10,35° ir 20 = 42,57°. Pagal Siuos duomenis apskaiciuotas
atstumas tarp GO sluoksniy — 0,86 nm, o kristality dydis 7,2 nm. Nagrin¢jant
TRGO frakeijy rentgenogramas pastebéta, kad TRGO2 ir TRGO3 frakcijoms
budinga tam tikros tvarkos struktiira (stebimos smailés aiSkiai iSreikstos,
neiSplitusios), tuo tarpu TRGO1 frakcijai biidinga tam tikra amorfiné struktiira
— smailés i$plitusios ir persiklojusios viena su kita. TRGO1 rentgenogramoje
matomos trys viena su kita persiklojusios smailés. Jos sutampa su grafito (002),
(200) ir GO (101) (26 = 32,23°) kristalografines plokStumas apibtidinanc¢iomis
smailémis. Todél galime teigti, kad TRGO1 frakcijos struktiira yra tarpiné tarp
grafito ir GO TRGO?2 ir TRGO3 rentgenogramose esancios smailiy, nusakanciy
$iy medziagy kristaling strukttira (TRGO2 20 = 28,49° ir TRGO3 26 = 30,95°),
padétys nesutampa nei su grafito nei su GO, jos pasislinkusios j didesniy kampy
sritj. Pagal jas paskaiciuoti tarplokStuminiai atstumai — 0,31 nm TRGO2 atveju
ir 0,29 nm TRGO3 atveju.

Pastebéjus, kad gautos medziagos yra defektiSkos, buvo norima tai
jvertinti. Tam pasitelkta Ramano sklaidos spektriné analizé. Defektiskumas
buvo vertinamas lyginant Ramano sklaidos spektruose matomy D ir G smailiy
I(D)/I(G). Zemiau pateikti grafito, GO ir TRGO frakcijy Ramano sklaidos
spektrai 1000 cm™ — 1900 cm! srityje.
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3.9 pav. Grafito, GO ir TRGO frakcijy Ramano sklaidos spektrai. Intarpe pateikta G

smailés pozicijos ir [(D)/I(G) santykio priklausomybé nuo anglinés medziagos.

I5 3.9 paveikslo matoma, kad grafito Ramano sklaidos spektre yra
isidésciusios trys smailes: didelio intensyvumo G smaile ties 1575 cm™, D
smaile ties 1328 cm™ ir maZo intensyvumo smaile D’ ties 1612 cm™. Lyginant
GO ir grafito Ramano sklaidos spektrus, matyti, kad GO G smailé beveik per 12
cm? pasislinkusi j didesniy bangos skai¢iy sritj, o D smailés intensyvumas
iSauga. Taip yra dél to, kad stiprios oksidacijos metu grafeno plokStumoje
susiformuoja pavieniy dvigubyjy rysiy, kurie padidina G smailés daznj [150].
Lyginant TRGO frakcijy G smailés padétj su GO G smaile (3.9 pav. intarpas)
yra matomas, kad einant nuo GO link TRGO3 G smailé slenkasi ] maZesniy
bangos skaiciy sritj. DidZiausias poslinkis yra biidingas TRGO3, tai reiskia, kad
Sios frakcijos dalelés yra labiausiai redukuotos, tai patvirtina ir TGA bei
elementinés analizés duomenys. G smailés poslinkis | maZesniy bangy sritj
parodo, kad terminés redukcijos metu buvo dalinai atkurta m-konjiiguoty rySiy
sistema nuo kurios priklauso angliniy medziagy laidumas [142]. Lyginant gauty
angliniy medziagy I (D)/1(G) santykj matoma, kad frakcijos yra defektiskesnés,
nei jy pirmtakai (grafitas ir GO), o didziausiu defektiSkumu pasizymi TRGO2
(DN(G) =1,4).

81



Zinant, kad specifinis angliniy medZziagy pavirSiaus plotas yra viena i$
svarbiausiy charakteristiky, siekiant jas pritaikyti efektyviy bioelektrokataliziniy
sistemy kiirimui [8, 176], buvo norima tai jvertinti. Tam pasitelkta BET analizé.
Gauty medziagy Sget ir vidutinis pory dvis buvo nustatytas i§ N2 adsorbcijos-

desorbcijos izotermy (3.10 pav.), gauti duomenys pateikti 3.3 lenteléje.

100
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3.10 pav. Grafito, GO ir TRGO frakcijy N> adsorbcijos — desorbcijos izotermos.

3.3 lentelé. Grafito, GO ir TRGO frakcijy BET charakteristikos: savitasis

pavirsiaus plotas ir vidutinis pory diametras.

Sget, m*g* Pory dvig, A
Grafitas 12,8 +0,1 107,9 + 14,0
GO 11,1+0,2 423+55
TRGO1 316,8+ 1,1 142,3 + 18,5
TRGO2 689,5+ 11,3 148,8 + 19,3
TRGO3 503,0 + 15,7 146,3 £ 19,0

IS gauty duomeny matoma kad visoms N adsorbcijos-desorbcijos
izotermoms biidinga H3 tipo histerizés kilpa, kas biidinga medziagoms,
sudarytoms i§ ploks¢iy formy daleliy [177, 178]. IS lenteléje pateikty duomeny
aisku, kad einant nuo GO iki TRGO2 Sger ir pory dvig didéja. ISanalizavus Siuos
duomenis nustatyta, kad termiskai redukuojant GO, jo pavirSiaus plotas iSauga
nuo 30 iki 60 karty, o pory dvis daugiau nei 3 kartus. Didziausiu pavirsiaus plotu
pasizymi TRGO2 (689,5 + 11,3 m?-g1), ta¢iau Sis plotas yra daug mazesnis uz
idealaus grafeno laksto (teoriSkai paskaiGiuotas 2630 m?-gt) [180]. Tuo tarpu

TRGO3 Sger ir pory dvig yra mazesnis nei TRGO2. Tai gal¢jo lemti mazesnis
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Sios frakcijos defektiSkumas lyginant su TRGO2. Sugretinus duomenis i§ 10
paveikslo ir 3.3 lentelés matyti, kad Sget ir vidutinio pory diametro kitimas yra
toks pat, kaip ir [(D)/I(G) (defektiSkumo) kitimas. D¢l Sios prieZasties galime
daryti iSvada, kad frakcijy Sget yra tiesiogiai proporcingas defekty skaiCiui ir
atvirkSciai.

Kaip minéta anks¢iau, oksidacijos metu mazéja grafito kristalitai ir did¢ja
grafeno laksty defektiSkumas. Taciau i§ 3.3 lenteléje pateikty duomeny matyti,
kad GO Sger ir pory dvid yra mazesni nei grafito. Taip yra, kadangi GO struktiira
yra , kompaktiskesné* nei grafito (3.7 pav. a ir b) ir matavimo metu N. negali
patekti tarp GO plokstumy [181].

Palyginus GrO ir GO charakteristikas, matyti, kad $ios medziagos turi
vienoda deguoniniy funkciniy grupiy kiekj (34 % masés netekties 150 — 400 °C),
GrO deguoninés funkcinés grupés iSsidésciusios daugiau plokstumingje laksto
dalyje nei GO atveju, kg parodo didesnis Ramano sklaidos spektruose matomas
G smailés poslinkis j didesniy bangy skai¢iy sritj: per 20,6 cm™* GrO atveju ir
per 12 cm™ GO atveju. Nepaisant to, GO yra biidingas didesnis defektiSkumas
((D)/1(G) = 1,25) ir maZesnis savitasis pavirSiaus plotas (Sget = 11,1+ 0,2 m?>-¢
1 nei GrO — I(D)/I(G) = 1,1, 0 Sger = 59,9 + 0,6 m?>-gt), todeél galime teigti, kad
GO sudarytas 1§ mazesniy daleliy, kuriy pavirSiuje iSsidésciusios deguoninés
funkcinés grupés stipriai sgveikauja, taip sudarydamos tankig GO struktiirg. Dél
Sios priezasties terminés redukcijos metu susidaro didesnis slégis tarp grafeno
laksty, dél kurio pasireiSkia stipresnis amorfizacijos efektas ir gaunami
redukcijos produktai pasizymi didesniu pavirSiaus plotu (TRGO frakcijy Sger
nuo 316,8 = 1,1 iki 689,5 + 11,3 m*-g?) nei redukuojant ne tokias kompaktiskas
struktiiras — 1§ GrO gauto TRGrO Sger = 235,8 = 1,1 m?>-g*.

3.2 Bereagentinés fermentinés sistemos angliniy medziagy pagrindu

Kaip jau buvo rasyta 1.2 skyriuje, Siuo metu didZiausias démesys skiriamas
tre¢ios kartos biojutikliy paieSkoms, kuriy pagrindas yra TEP tarp fermento
aktyvaus centro ir elektrodo pavirSiaus, todel Siame darbe didziausias démesys

buvo skirtas kryptingai elektrodiniy medziagy sintezei, ant kuriy vykty TEP.
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Tuo tikslu buvo susintetintos ir nuodugniai istirtos 11 angliniy medziagy: GrO,
GO, GOP(1 - 5), TRGrO, TRGO1, TRGO2 ir TRGO3. Siekiant issiaiskinti $iy
medziagy tinkamumg bereagentiniy sistemy karimui, i§ jy buvo sukonstruoti
amperometriniai biojutikliai, kaip aptasyta 2.5 ir 2.5.1 skyriuse, kuriy biologing
dalj sudaré¢ fermentai nuo pirolo chinolinchinono priklausoma gliukozés
dehidrogenazé iSskirta i§ Acinetobacter calcoacetics sp., ureazé isskirta i$
Canavalia ensiforms ir D-fruktozés dehidrogenazé isskirta i§ gluconobacter

industrius.
3.2.1 Bereagentiniy sistemy su PQQ-GDH tyrimas

Siekiant i$siaiSkinti ar TEP gali sékmingai vykti heterogeninése sistemose
su naujomis medziagomis — GrO, GOP bei TRGrO, jy pagrindu buvo
sukonstruoti angliniai elektrodai (2.5 skyrius) ir istirtas jy veikimas. Kontrolinio
elektrodo konstrukcijai buvo panaudotas $iy angliniy medziagy pirmtakas —
grafitas. Ant paruosSty elektrody pavirSiaus, buvo dedamos fermentinés
membranos su imobilizuota PQQ-GDH (2.5.1 skyrius). Sis fermentas
katalizuoja D-gliukozés oksidacijos reakcijg iki o-laktono [49]. Apie sukurty
sistemy veikimo efektyvumg buvo sprendziama i§ generuojamos anodinés
srovés stiprio j sistemg pridéjus skirtingus kiekius D-gliukozés. Kuomet
sistemose buvo naudoti elektrodai, pagaminti i$ grafito bei GrO, jokiy srovés
stiprio iSaugimy pridéjus D-gliukozés nepastebéta, kas rodo, jog TEP nevyksta.
Tuo tarpu heterogeninése sistemose su elektrodais, pagamintais i§ GOP1, GOP2,
GOP3, GOP4, GOPS5 ir TRGrO, j elektrocheming cele pridéjus D-gliukozés
buvo registruojamas anodinés srovés stiprio augimas parodantis, jog nuo
fermento aktyviojo centro ant anglinio elektrodo pavirsiaus vyko TEP. Manoma,
kad Siose sistemose elektrony pernaSa vyksta pagal sekant] mechanizmg: D-
gliukozés oksidacijos eigoje 2 elektronai perneSami nuo D-gliukozés molekulés
ant PQQ-GDH kofaktoriaus PQQ, kuris reoksiduojasi elektronams patenkant ant

elektrodo pavirsiaus. Sis mechanizmas pateiktas 3.11 paveiksle.
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d - laktonas

D-gliukozé

Elektrodo pavirius

3.11 pav. TEP tarp PQQ-GDH ir elektrodo pavirsiaus, E = 0,4 V vs. Ag/AgCI.

Sukurtiems bereagentiniams biojutikliams, buvo nustatytos generuojamos
srovés stiprio priklausomybés nuo D-gliukozés koncentracijos (GOP4
amperograma pateikta 3.12 pav. A). Dél skirtingy geometriniy elektrody ploty
srovés stipris buvo perskaiCiuotas j srovés tankj. IS gauty priklausomybiy,
naudojantis elektrocheminiams matavimams adaptuota Michaelio-Menten
hiperbolés lygtimi (8), buvo paskaiCiuoti pagrindiniai kinetiniai parametrai —

jtar ir KEAT. Sistemy kinetiniy parametry reik§més pateiktos 3.12 B paveiksle.
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3.12 pav. Bioelektrokataliziniy sistemy su PQQ-GDH kinetiniy parametry
priklausomybés nuo elektrodinés medziagos (A) ir GOP4 amperograma (B)

iSmatuota standartinémis sqlygomis.

I§ gauty rezultaty matoma, kad efektyviausiai TEP vyko kuomet sistemose
buvo naudojami elektrodai, pagaminti i§ GOP2, GOP4 ir TRGrO, tai rodo
didziausios j£4 reik§més (48,8 + 3,5 pA-cm?, 54,3 £ 2,8 pA-cm? ir 63,6 5,8
pA-cm? atitinkamai). Tuo tarpu maziausiu TEP efektyvumu pasizyméjo

biojutiklis, kuriame, kaip elektrodiné medziaga naudotas GOP1 (jt&, = 31,7 +
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1,8 pA-cm?). Lyginant sukurty sistemy j{4 reik§mes su naudoty elektrodiniy
medziagy charakteristikomis, buvo siekiama atsakyti 1 du svarbiausius
klausimus: kokios elektrodiniy medziagy savybés jtakoja TEP atsiradimg ir nuo
kokiy savybiy priklauso TEP efektyvumas?

I§ TGA duomeny nustatyta (3.1 pav.), kad ant GOP ir TRGrO pavirsiaus
yra nedidelis kiekis deguoniniy funkciniy grupiy — masés netektis 150 °C — 400
°C intervale yra nuo 1 iki 6 %. Didziausiu deguoniniy funkciniy grupiy kiekiu
pasizymi GrO — masés netektis 150 °C — 400 °C intervale yra 34 %. Tuo tarpu i$
Boehmo titravimo duomeny (3.1 lentelé) matoma, kad ant GrO pavirSiaus yra
iSsidéstes didelis kiekis riigstinés prigimties, 0 ant GOP1, GOP2, GOP3 ir GOP4
pavirsiaus — bazinés prigimties funkcinés grupés. Didéjant iy grupiy Kiekiui
didéja ir biojutikliy, kuriuose naudotos $ios anglinés medziagos, jL&, reikSmés.
I$ Siy duomeny galime daryti i§vada, kad TEP vyksmui tarp PQQ-GDH ir
anglinio elektrodo pavirSiaus yra biitinas optimalus deguoniniy funkciniy grupiy
kiekis, nes esant per dideliam funkciniy grupiy skaiciui (GO1 atveju) ar i8 vis jy
neesant (grafito atveju), TEP nebevyksta. Deguoninés funkcinés grupés, geba
dalyvauti elektrony pernasos reakcijose [38], tod¢l ant elektrodo pavirSiaus
tarnauja, kaip papildomi redokso centrai, ko pasekoje yra sukuriama donoro-
tiltelio-akceptoriaus sistema, kuri leidZia greitai ir efektyviai regeneruotis
fermentui. Dar daugiau, deguoninés funkcinés grupés gali dalyvauti ir fermento
tinkamo orientavimo ant elektrodo pavirSiaus procese, ko pasekoje pasiekiama
optimali fermento aktyviojo centro orientacija elektrodo pavirsiaus atzvilgiu.

IS BET analizés duomeny (3.2 lentelé¢) nustatyta, kad TRGrO pasizymi
didziausiu pavir$iaus plotu (235,8 + 1,1 m?-g!), kas galéty lemti ir didZiausig
biojutiklio su $ia angline medziaga efektyvuma, taciau GrO nustatytas pavirSiaus
plotas (59,9 + 0,6 m?-g*) lyginant su kitais GOP (7,6 + 0,06 — 10,1 + 0,06 m?-g-
1) yra beveik 6 kartus didesnis, ta¢iau TEP tarp Sios anglinés medziagos ir PQQ-
GDH nevyksta. Dar daugiau, biojutikliy su elektrodais pagamintais i§ GOP jL&7,
varijuoja nuo 31,7 + 1,8 iki 54,3 = 2,8 pA-cm ir Sios reikSmés yra artimos jt&,
reikSmei (63,6 + 5,8 pA-cm2) biojutikliui su TRGrO neziirint, kad $iy medziagy

pavirsiaus plotas yra 20 — 30 karty mazesnis nei TRGrO. Tai rodo, jog medziagy

86



pavirSiaus plotas néra pagrindinis faktorius nulemiantis biojutikliy efektyvuma.
IS AJM duomeny (3.2 lentelé) nustatyta, kad TRGrO sudarytas i§ maziausiy
daleliy (daleliy dvia 11 nm, o daleliy hvig — 0,5 nm). Sios anglinés medZiagos
daleliy dvig yra beveik 5 kartus maZesnis nei kity GOP, o aukstis daugiau nei du
kartus mazesnis. D¢l maziausiy daleliy, ant TRGrO elektrodo glaudziai
prispaudus PQQ-GDH membrang, tarp fermento ir Sio elektrodo pavirSiaus
atsiranda minimaliausias atstumas, o tai uztikrina efektyve TEP.

Analizuojant K} reik§mes nustatyta, kad GOP1, GOP2, GOP3 ir GOP4
atvejais sistemy Kf* reik§més (0,77 + 0,02 mM, 0,56 + 0,07 mM, 0,46 + 0,03
mM, 0,35 + 0,02 mM atitinkamai) beveik sutampa ar yra net mazesnés uz PQQ-
GDH Kwm reik8m¢ iSmatuota tirpale (0,5 mM [141]). Manome, kad ant Siy
angliniy medziagy pavirSiaus pakinta PQQ-GDH aktyvaus centro konformacija
dél ko $is fermentas tampa reaktingesnis t.y. pasiekiami maksimaliis reakcijos
greiciai esant mazesnéms substrato koncentracijoms. Taip pat buvo pastebéta,
kad sintezei naudojant sonifikuotg grafito zaliavg (GOP2 ir GOP4 atvejai), gauti
oksidacijos produktai pasizymi didesniu giminingumu PQQ-GDH (maZesnés
K reikimés) nei oksiduojant nepaveikta grafito zaliava (GOP1 ir GOP3
atvejai). Nustatyta, kad GOP2 ir GOP4 pavirSiuje yra didesnis bazinés prigimties
funkciniy grupiy kiekis bei turi didesnj pavirSiaus plotg nei GOP1 ir GOP3
medziagos. Sios charakteristikos galéjo lemti ir mazesnes K reikimes. Zinant
kad GOPS5 turi panasy funkciniy grupiy kiekj, Sger, kaip kiti GOP, o nustatyta
sistemos Kjf" reikmé yra daug didesné (3,09 = 0,69 mM), galime teigti kad
sistemy Kjf" reikSmés priklauso ir nuo kity angliniy medZiagy parametry. I3
Ramano sklaidos spektry (3.4 pav.) nustatyta, kad GOP1, GOP2, GOP3 ir GOP4
n-konjuguoty ry$iy sistema yra suardyta nezymiai, tuo tarpu GOPS atveju yra
gan stipriai suardyta m-konjuguoty rysiy sistema. D¢l Sios priezasties, gali biti
apsunkinta elektrony pernasa tiek nuo fermento aktyvaus centro, tiek paciame
grafeno lakste, kas gali apspresti biojutikliy Kf*" padidéjima. Tuo tarpu, TRGrO
pasizymi labiausiai suardyta m-konjuguoty rysiy sistema, 0 nustatyta sistemos
Kif" reiksmé — 1,14 + 0,17 mM. TRGrO turi didZiausig pavirSiaus plotg ir
funkciniy grupiy kiekj lyginant su GOP. Siuo atveju didelis funkciniy grupiy
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kiekis, gebantis dalyvauti elektrony pernasos reakcijose, kompensuoja suardytos
n-konjuguoty rySiy sistemos daroma neigiamg jtaka elektrony pernasai tarp
fermento ir elektrodo pavirSiaus. Sie rezultatai dar karta patvirtina, kad
biojutikliy su PQQ-GDH efektyvus bei greitas veikimas labiausiai priklauso nuo
deguoniniy funkciniy grupiy kiekio ant elektrodo pavirSiaus, taciau reikia
nepamirsti, kad did¢jant jy skaiciui, didéja medziagy defektiSkumas, bei
pavirSiaus hidrofiliSkumas, o esant per dideliam jy kiekiui medziaga tampa
netinkama biojutikliy kioirimui, kaip GrO atveju. HidrofiliSkumas gali biiti
lemiamas faktorius jtakojantis fermenty stabiluma.

Siekiant issiaiskinti, kaip kinta sukurty biojutikliy jautris laike daugiau nei
800 valandy buvo matuojami sukurty biojutikliy atsakai j 5 mM D-gliukozés.

Logaritminis jautrio kitimas laike pateiktas 3.13 paveiksle.

= GOP1,k=76+18h"
e GOP2,k=73+18h"
4 GOP3,k=67%16h"
v GOP4,k =58+10h"
<« GOP5,k =155+31h"
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3.13 pav. Logoritminis biojutikliy gauty naudojant skirtingas elektrodines
medziagas ir PQQ-GDH jautrio kitimas laike ismatuotas standartinémis

sqlygomis.

IS gauty duomeny matoma, kad pirmasias 168 matavimo valandas
biojutikliy su GOP1, GOP2, GOP3, GOP4 ir GOP5 jautriai j 0,5 mM D-
gliukozés auga. Per §j laikotarpj fermentiné membrana brinksta, o joje esanti
PQQ-GDH molekulé orientuojasi angliniy medziagy pavirsiaus atzvilgiu tol kol
igyja tinkamiausig TEP orientacija. Véliau biojutikliy logoritminis jautris D-

gliukozei mazéjo tolygiai. Tuo tarpu biojutiklio su TRGrO elektrodine medziaga
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logoritminis jautris mazéjo tolygiai nuo pirmos matavimo valandos. Is 3.13
paveiksle pateikty tiesiniy priklausomybiy nuolinkio kampo nustatytos
biojutikliy su susintetintomis anglinémis medziagomis inaktyvacijos konstantos
(kin): GOP1 kin=7,6 + 1,8 ht, GOP2 kin =7,3+ 1,8 ht, GOP3 kin=6,7+ 1,6 h"
! GOP4 kin = 5,8 + 1,0 h't, GOP5 ki = 15,5 + 3,1 h! ir TRGrO kin =.15,0 + 1,2
h1. Nustatyty kin reikSmés biojutikliams su GOP1, GOP2, GOP3, GOP4 yra tos
pacios eilés, kas rodo vienoda inaktyvacijos pobidj. Per eile didesnés
inaktyvacijos konstantos nustatytos sistemoms su GOP5 ir TRGrO (15,5 + 3,1
h'ir 15,0+ 1,2 h'). I§ TGA ir Boehmo titravimo duomeny (3.1 pav. ir 3.1 lentelé
) nustatyta, kad GOP1, GOP2, GOP3 ir GOP4 turi panaSy funkciniy grupiy
kiekj, o GOP5 ir TRGrO turi didziausig funkciniy grupiy kiekj savo pavirSiuje
lyginant su kitais GOP. D¢l Sios priezasties, manome kad didziausia jtaka
biojutikliy su imobilizuota PQQ-GDH inaktyvacijai daro deguoniniy funkciniy
grupiy ant angliniy medziagy pavirSiaus eikvojimasis. Lyginant TGA rezultatus
pastebéta, kad GOPS pavirSiuje yra Siek tiek didesnis funkciniy grupiy kiekis nei
kity GOP pavirSiuje ir Zymiai mazesnis nei ant TRGrO, kai tuo tarpu biojutiklio
su Sia angline medziaga kin yra didziausia. Dél Sios prieZasties, galime teigti kad
sistemy kin reikSmes lemia kitos angliniy medziagy savybés. IS Ramano sklaidos
rezultaty (3.4 pav.) nustatyta kad GOP1, GOP2, GOP3 ir GOP4 n-konjuguoty
rySiy sistema yra suardyta nezymiai, tuo tarpu GOPS5 ir TRGrO atveju -
konjuguoty ryS$iy sistema yra gan stipriai suardyta. Suardyta n-konjuguoty rySiy
sistema jtakoja angliniy medziagy strukttiros pakitimus t.y. grafeno lakstai
nebetenka ploks¢ios jam biuidingos geometrijos — atsiranda nelygumai [123,
125]. Manome, kad su tokiu pavirSiumi fermento molekulé saveikauja stipriau
ir sudaro pernelyg didelj kiekj rySiy. Dél Sios priezasties fermento tretiné
struktiira deformuojama ir fermentas praranda savo aktyvumag, ko pasekoje

biojutiklis inaktyvuojasi.
3.2.2 Bereagentiniy sistemy su ureaze tyrimas

Darbe buvo atlikti heterogeniniy sitemy su ureaze tyrimai, kuriy galutinis

tikslas issiaiskinti ar susintetintos ir istirtos anglinés medziagos yra tinkamos
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bereagetiniy karbamido biojutikliy kiirimui. Tuo tikslu i§ visy 11 susintetinty
medziagy ir grafito buvo paruosti elektrodai (2.5 skyrius) ant kuriy buvo
dedamos fermentinés membranos su imobilizuota ureaze (2.5.1 skyrius).

Darbo metu, apie sukurty bereagentiniy karbamido biojutikliy veikimo
efektyvuma buvo sprendZiama 1§ generuojamos anodin€s srovés stiprio
iSaugimo ] sistemg pridéjus karbamido. Ankstesni tyrimai, atlikti VU GMC Bchl
Bioanalizés skyriuje[182] parodé, kad esant 0,2 V darbinio elektrodo potencialui
ir 1 elektrocheming cele pridéjus karbamido, ureazé katalizuoja karbamido
hidrolizés reakcijg iki karbamo rtigsties, kuri tiesiogiai oksiduojasi ant anglinio
elektrodo pavirSiaus — vyksta tiesioginé karbamo riigsties oksidacija (TKRO).
Sios elektrooksidacijos metu gali susidaryti hidrazinas, kuris toliau oksiduojasi.
Galimas TKRO oksidacijos mechanizmas ant anglinio elektrodo pavirSiaus

pateiktas 3.15 paveiksle.

Karbamidas

CO, + N, + 6H"

Urcazé

Elektrodo pavir§ius

3.15 pav. Karbamido hidrolizé ir susidariusios karbamido riigsties oksidacija

ant elektrodo pavirsiaus, pagaminto is grafito oksidacijos produkty, E = 0,2 V
vs. Ag/AgCl.

3.2.2.1 Sistemy su GOP ir TRGrO tyrimas

Pirmiausia buvo tiriami biojutikliai, kuriy elektroding dalj sudaré GrO,
GOP, TRGrO ir grafitas. Kuomet elektrocheminéje celéje buvo naudoti
elektrodai pagaminti i§ GrO — anodinés srovés augimas pridéjus karbamido
nebuvo fiksuojamas, kas rodo, jog TKRO nevyksta, o $i elektrodiné medziaga,
kaip ir PQQ-GDH atveju yra netinkama fermentiniy bereagentiniy sistemy
kiirimui. Tuo tarpu sistemose su elektrodais, pagamintais i§ grafito, GOPI,

GOP2, GOP3, GOP4, GOP5 ir TRGrO, j elektrocheming cele pridéjus
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karbamido buvo registruojami anodinés srovés stiprio iSaugimai, kas rodo, jog
TKRO jvyko. Siems biojutikliams, buvo nustatytos srovés stiprio
priklausomybés nuo karbamido koncentracijos. Dél skirtingy geometriniy
elektrody ploty sroves stipriai buvo perskai¢iuoti  sroves tankius. IS gauty
priklausomybiy naudojantis elektrocheminiams matavimams adaptuota
Michaelio-Menten hiperbolés lygtimi, buvo paskai¢iuoti biojutikliy su grafito,
GOP1, GOP2, GOP3, GOP4, GOP5 ir TRGrO elektrodinémis medziagomis

jtar ir KT reik$més. Gauti duomenys pateikti 3.16 paveiksle.
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3.16 pav. Biojutikliy su imobilizuota ureaze kinetiniy parametry priklausomybés

nuo elektrodinés medziagos iSmatuotos standartinémis sqlygomis.

I§ auksciau pateikto paveikslo matoma, kad efektyviausiai TKRO vyko
kuomet biojutiklinése sistemose buvo naudojami elektrodai, pagaminti i
TRGrO (jt&r. = 37,1 + 0,6 pA-cm?). Si angliné medziaga, lyginant su GOP
pasizymi didZiausiu pavirSiaus plotu (235,8 + 1,1 m?-g?), yra sudarytas i$
maziausiy daleliy (daleliy dvis 11 nm, o daleliy hvia — 0,5 nm) (3.2 lentelé) ir turi
didziausia funkciniy grupiy kiekj savo pavirSiuje (3.1 pav.). TKRO procesas
vyko ir ant grafito pavirSiaus (ji4, = 4,8 + 1,0 pA-cm), tatiau tokios sistemos

efektyvumas beveik 8 kartus mazesnis nei sistemos su TRGrO. TKRO vyksmas
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ant grafito pavirSiaus rodo, kad, Siai elektrocheminiai reakcijai vykti néra
reikalingos deguoninés funkcinés grupés ant elektrodo pavirSiaus. Nepaisant to,
biojutikliy su GOP1, GOP2, GOP3, GOP4 bei GOP5 nustatytos j{4. reik§més
(8,1+0,1,11,0+0,6,7,4+0,2,8,7=0,1ir8,5=0,5pA-cm?atitinkamai) yra
didesnés nei grafito naudojimo atveju. BET analizé parodé (3.2 lentelé), kad
GOP pavirsiaus plotai yranuo 7,6 + 0,06 — 10,1 + 0,06 m?-g?, ir yra maZesni nei
grafito (13,1+0,04 m?-g1). Sie rezultatai rodo, kad angliniy medZiagy pavir§iaus
plotas yra ne vienintelis faktorius lemiantis TKRO efektyvumg. Lyginant
angliniy medziagy daleliy geometrijg matyti, kad GOP atvejais daleliy dvid yra
mazesnis uz grafito, o daleliy hvia — didesnis (3.2 lentel¢), taip pat visi GOP yra
defektiSkesni nei grafitas (3.4 pav.) ir savo pavirSiuje turi bazinés prigimties
deguoniniy funkciniy grupiy (3.1 lentel¢ ir 3.1 pav.). Sulyginus visas nustatytas
angliniy medziagy charakteristiky reik§mes su sistemy jL&. reikSmémis nebuvo
rasta aiskiy sgsajy, todél manome, kad TKRO ant susintetinty angliniy medziagy
pavirSiaus efektyvumg apsprendzia ne viena konkreti anglinés medziagos
savybé, o savybiy visuma.

Sistemoms su grafitu, GOP1, GOP2, GOP3, GOP4, GOP5 ir TRGrO
nustatytos K" reik§mes — 6,3 + 0,2 mM, 10,2 £ 0,3 mM, 9,9 £ 0,2 mM, 9,5 +
0,3 mM, 9,0+ 0,3 mM, 7,6 + 0,5 mM ir 8,5+ 0,3 mM. Visos biojutikliy K"
yra didesnés uz natyvios ureazés Kv reik§me iSmatuotg tirpale (1,8 mM [183]).
Tai rodo, kad visais atvejais atsiranda difuzinis barjeras tarp aktyvaus
fermentinio sluoksnio ir tiriamojo tirpalo [184]. Pastebéta, kad, kaip ir PQQ-
GDH atveju sintezei naudojant sonifikuotg grafito zaliavg (GOP2 ir GOP4
atvejai), gauti oksidacijos produktai pasizymi didesniu giminingumu ureazei
(maZesnés Kjf"reikimés) nei oksiduojant nepaveikta grafito zaliavg (GOP1 ir
GOP3 atvejai). Sulyginus visas nustatytas aptarty angliniy medziagy
charakteristikas su biojutikliy K" reik§mémis, kaip ir ji&7,. atveju, nerasta
vienareik§misky sasajy, todél manome, kad ir Sig biojutiklio charakteristika
apsprendzia ne viena konkreti elektrodinés medziagos savybé, o savybiy

visuma.
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Toliau, darbo metu, buvo siekta i$siaiskinti sukurty sistemy jautrio kitimag
laike. Tuo tikslu buvo matuojami biojutikliy generuojami anodinés srovés
atsakai j 2,9 mM karbamido daugiau nei 400 valandy. Gauti rezultatai
logaritminéje skaléje pateikti 3.17 paveiksle.

= TRGrO,k =11,6+1,2*10"h"
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6.5 I v GOP3,k =148%29*10"h"
1 < GOP4,k =159+16*10"h"
6,0

» GOP5k =175%21*10"h"
] [ ]

55- '_\'\r\.—\‘_\
_L

5,04

Ln (I, nA)

45—

4,04

3,54

3,0 — T - T - T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
t,h

3.17 Pav. Logaritminis biojutikliy su imobilizuota ureaze jautrio kitimas laike

iSmatuotas standartinémis sqlygomis. Atsakai j 2,9 mM karbamido.

I§ gauty duomeny matoma, kad biojutikliy su TRGrO, GOP2, GOP4 ir
GOP5 atvejais yra stebimas greitas jautrio kitimas lyginant prading ir 24
matavimo valandas. Sis greitas jautrio kitimas siejamas su ureazés desorbcija
nuo elektrodo pavirSiaus. Nuo 24 matavimo valandos biojutikliy su TRGO,
GOP2, GOP4 ir GOPS, o biojutikliy su GOP1 ir GOP3 nuo pirmos matavimo
valandos, logoritminis jautris mazéjo tolygiai. Sis jautrio mazéjimas siejamas su
ureazes inaktyvacija. IS gauty tiesiniy priklausomybiy nuolinkio kampo buvo
nustatytos  biojutikliy su  skirtingomis elektrodinémis  medziagomis
inaktyvacijos konstantos: TRGrO ki, = 11,6 + 1,2:10* h*, GOP1 kin= 21,0 +
3,7-10*h, GOP2 ki, = 13,7 +0,8:10* h't, GOP3 kin = 14,8 =2,9-10* ht, GOP4
kin = 15,9 + 1,6:10* h1,GOP5 ki, = 17,5 + 2,1:10* h. I§ gauty duomeny
matoma, kad maziausia inaktyvacijos konstantos yra biuidinga bojutikliui su

TRGrO, o didziausia biojutikliui su GOP1 elektrodine medziaga. TRGrO savo
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pavirsSiyje turi didZiausig deguoniniy funkciniy grupiy kiekj, tuo tarpu GOP1
maziausia (3.1 pav. ir 3.1 lentelé). Yra zinoma, kad ureazé hidrofobinéje
aplinkoje grei¢iau denatiiruoja (inaktyvuojasi) nei hidrofilingje [185]. Tai
patvirtina ir miisy gauti rezultatai — didesnis funkciniy grupiy kiekis TRGrO
pavirsiy padaro hidrofiliSkesnj nei GOP1 atveju, todél biojutiklis su $ia angline
medZziaga pasizymi didesniu stabilumu. Nepaisant to, lyginant kitus GOP matyti,
kad kin einant nuo GOP1 link GOP4 nemazé¢ja tolygiai, kai tuo tarpu funkciniy
grupiy kiekis ant $iy angliniy medziagy pavirSiaus didéja tolygiai (3.1 lentelé).
Sis rezultatas parodé, kad funkciniy grupiy kiekis yra ne vienintelis faktorius

jtakojantis biojutikliy su ureaze stabiluma.

3.2.2.2 Sistemy su TRGO frakcijomis tyrimas

[$analizavus bereagentiniy sistemy su GOP ir TRGrO bei dviem skirtingais
fermentais (PQQ-GDH ir ureaze) matyti, kad biojutikliai efektyviausiai veiké
tada, kai naudojome elektrodus pagamintus i§ TRGO (zr. 3.2.1 ir 3.2.2.1 sk.).
D¢l Sios priezasties tolesniy darby metu buvo optimizuotas grafito oksido
sintezés bei jo terminés redukcijos procesas - sukurta nauja vertikalioji GO
redukcijos ir frakcionavimo sistema, kuri leido surinkti tris skirtingomis
savybémis pasizyminc¢ias TRGO frakcijas: TRGO1, TRGO2 ir TRGO3.
Nuodugni Siy frakcijy analizé pateikta 3.1.2 skyriuje. IS iStirty frakcijy buvo
sukonstruoti karbamido biojutikliai, kaip aprasyta 2.5 ir 2.5.1 skyriuose. Kaip
kontroliné elektrodiné medziaga, eksperimenty metu, buvo naudojamas grafito
strypas, ant kurio buvo mechaniSkai prispausta fermentiné membrana su
Imobilizuota ureaze. Visose sukurtose sistemose TKRO vyko, ta¢iau naudojant
grafito elektroding medziaga proceso jautris buvo bene 100 karty mazesnis.
Sukurty amperometriniy biojutikliy su skirtingomis TRGO frakcijomis
generuojamos srovés tankio priklausomybés nuo karbamido koncentracijos

pateiktos 3.18 paveiksle.
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3.18 pav. Biojutikliy su skirtingomis TRGO frakcijomis ir grafito strypu,

generuojamos srovés tankio priklausomybés nuo karbamido koncentracijos bei

biojutikliy su TRGO frakcijomis atsakai j 3,0 mM karbamido (intarpas)

iSmatuoti standartinémis sqlygomis.

IS gauty srovés tankio priklausomybiy nuo karbamido koncentracijos buvo
nustatytos pagrindinés biojutikliy charakteristikos: jautris, tiesiné dalis, K" ir

jtar reik§més, bei LOD. Gauti duomenys pateikti 3.4 lenteléje.

3.4 lentelé. Biojutikliy su TRGO frakcijomis ir ureaze charakteristikos.

Elektrodiné  Tiesiné Jautris, R> K" mM jiar, LOD,
medZiaga dalis, MM pA-mM*-cm? pA-cm? mv
Grafitas 1,9-12,0 0,04+0,002 09899 10,1+0,5 0,89+0,02 1,9

GO Atsako néra

TRGO1 0,26 -12,0 54+0,1 0,9907 11,4+0,8 117,6+35 0,26
TRGO2 0,15-12,0 45+0,1 0,9976 12,3+0,5 106,8+1,91 0,15
TRGO3 0,15-17,9 3,3+0,1 0,9900 13,8+0,8 92,3+2,7 0,15

I§ gauty duomeny nustatyta, kad efektyviausiai TKRO vyko ant TRGO1
pavir$iaus. Sios sistemos j{& = 117,6 + 3,5 pA-cm?. Ant TRGO2 ir TRGO3
pavir§iaus TKRO vyko ne taip efektyviai — TRGO2 atveju ji4 = 106,8 + 1,9
pA-cm?, o TRGO3 atveju ji%. = 92,3 + 2,7 pA-cm?. Nepaisant to, visy
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biojutikliy efektyvumas beveik tris kartus didesnis nei biojutikliy su TRGrO,
deSimt karty didesnis nei biojutikliy su GOP ir daugiau nei Simta karty didesnis
nei kontrolinio biojutiklio. Manome, kad tokj efektyvumo padidéjima galéjo
lemti didesnis Siy medZiagy pavirSiaus plotas ir funkciniy grupiy kiekis nei
TRGrO ar GOP. Taciau, lyginant TRGO1 ir TRGO2 matyti, kad padidéjus
pavir§iaus plotui daugiau nei du kartus, biojutikliy j£% ne padidéja, o prieSingai
— sumaze¢ja. Pastebéta, kad maz¢jant deguoniniy funkciniy grupiy kiekiui (einant
nuo TRGO1 link TRGO3 3.6 pav.), mazéja ir biojutikliy j{% reik§més. TRGO1
SgeT yra pusantro karto mazesnis nei TRGO3 ir daugiau nei dvigubai mazesnis
nei TRGO2 (3.3 lentelé), tadiau Sioje frakcijoje aptinkama 1,4 % ir 1,2 %
daugiau deguonies nei TRGO3 ir TRGO?2 atvejais (3.6 pav. intarpas). Vadinasi,
deguoniniy funkciniy grupiy kiekis ant TRGO frakcijy pavirSiaus daro didesne
jtakg TKRO efektyvumui nei $iy angliniy medziagy savitasis pavirsiaus plotas.
Lyginant kitas TRGO frakcijy charakteristikas, tokias, kaip pory diametras,
defektiskumas ar morfologija, su atitinkamy biojutikliy ji& reikSmémis
nepastebéta aisSkiy tendencijy, todél manome, kad angliniy medziagy deguoniniy
funkciniy grupiy kiekis yra pagrindinis faktorius lemiantis efektyvig TKRO.

Darbo metu taip pat nustatytos kalibraciniy kreiviy tiesinés dalys i$ kuriy
nuolinkio kampo, paskaiciuotas biojutikliy jautris (3.4 lentel¢). Lyginant
sistemy su TRGO frakcijomis jautrius matyti, kad didziausiu jautriu karbamidui
pasizymi sistema su TRGO1 frakcija (5,4 = 0,1 pA-mM*-cm), o maziausiu
jautriu sistemos su TRGO3 (3,3 £ 0,1 pA-mM=2-cm?). Nustatyti biojutikliy
jautriai ir jta yra vienas kitg papildancios charakteristikos, kurios priklauso
nuo ty paciy angliniy medziagy savybiy. Biojutikliy su TRGO frakcijomis
jautriai yra per eil¢ didesnis nei jau sukurty ir pH pokytj fiksuojanciy biojutikliy
[65, 67] ir tos pacios eilés [68] arba per eile mazesnis [69] nei sukurty biojutikliy
matuojanciy NHs" susidaryma.

Analizuojant sukurty biojutikliy su skirtingomis TRGO frakcijomis
generuojamos srovés tankio priklausomybg¢ nuo karbamido koncentracijos
pastebéta, kad naudojant skirtingas TRGO frakcijas, sistemy atsaky greitis j ta

pacig karbamido koncentracija skiriasi (3.18 pav. intarpas): 90 % signalo
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18sivysto per 9,5 s, 11,4 s, 23,2 s ir 56,0 s nuo karbamido prid¢jimo i
elekrocheming cele, biojutiklio konstrukcijoje, atitinkamai naudojant TRGO1,
TRGO2, TRGO3 ir grafito elektrodines medziagas. Lyginant frakcijas,
didZiausias bioelektrokatalizés greitis yra stebimas sistemoje su TRGOI1, o
maziausias — naudojant TRGO3. Manome, kad didZiausia jtakg
bioelekrokatalizinio proceso grei¢iui daro skirtingas deguoniniy funkciniy
grupiy, gebanciy dalyvauti elektrony pernasSos reakcijose, kiekis ant angliniy
medziagy pavirSiaus. Mazéjant deguoniniy funkciniy grupiy kiekiui (3.6 pav.)
1étéja biojutiklio elektrocheminis atsakas j karbamida, o jy nesant ant elektrodo
pavirSiaus (grafito atveju) biojutiklio atsakas iSsivysto léCiausiai. Taip pat
manome, kad atsaky grei¢iams gal€jo turéti jtakos ir elektrodiniy medziagy
struktiira. IS XRD (3.8 pav.) duomeny nustatyta, kad TRGO1 yra biudinga
amorfiné struktiira, TRGO2 ir TRGO3 frakcijoms biidingos tam tikros tvarkos
(kristalinés) struktiiros, o grafitas yra kristaliné medziaga, kuriai biidinga
heksagonin¢ kristaliné gardelé. Daugumos angliniy, kristaliniy medziagy
laidumas yra anizotropinis [113], kai amorfinés anglies laidumas yra izotropinis
— vienodas visomis matavimo kryptimis [186]. Sis struktiry skirtumas galéjo
jtakoti EP greitj nuo karbamo riigsties per elektrodine medziagg iki galutinio
akceptoriaus.

Nustatytos biojutikliy su skirtingomis TRGO frakcijomis K" reik§més
(3.4 lentelé) yra daug didesnés uz natyvios ureazés Kv reikSme iSmatuota tirpale
(1,8 mM [183]). Tai rodo, kad visais atvejais atsiranda difuzinis barjeras tarp
aktyvaus fermentinio sluoksnio ir tiriamojo tirpalo[184]. Taip pat nustatytos
biojutikliy K" reik§més naudojant TRGO frakcijas yra didesnés nei, kaip
elektroding medziaga naudojant TRGO ir GOP (3.4 lentelé ir 3.9 A pav.).
Manome, kad didesnis frakcijy defektiSkumas (3.5 B pav.) ir Sget (3.3 lentelé)
lyginant su GOP ir TRGO (3.1 B pav. ir 3.2 lentel¢) 1émé didesnio difuzinio
sluoksnio susidarymg ir tuo pa¢iu Kf". Sulyginus biojutikliy K" reik§mes su
jy atsaky j 3 mM karbamido laikais matyti, kad didéjant K" atsakai 1étéja. Taip
yra kadangi biojutikliy atsaky greitis taip pat priklauso nuo difuzinio sluoksnio
— didéjant difuzinam sluoksnio storiui ilgéja biojutikliy atsaky laikas [187].
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Biojutikliams, kuriuose buvo realizuota TKRO, apskaic¢iuotos LOD bei
kalibracinés kreivés tiesinés dalys (3.4 lentelé). IS gauty duomeny matoma, kad
maziausia karbamido koncentracija, kuri gali biiti nustatyta naudojant sukurtus
biojutiklius, kuriuose naudotas grafitas yra 1,9 mM, TRGO1 - 0,26 mM, o
TRGO2 ir TRGO3 - 0,15 mM. Grafito atveju didele LOD 1émé, mazas Sios
sistemos jautris. Tuo tarpu didele aptikimo ribg TRGO1 atveju nulémé ne toks
geras anodiniy signaly ;1 3 mM karbamido atsikartojamumas nei TRGO2 ir
TRGO3 atvejais. IS 3.18 paveikslo intarpo matyti, kad biojutiklio su TRGO1
anodinis atsakas jvedus 3 mM karbamido vystosi labai greitai: nuo karbamido
jvedimo per 14 sekundziy pasiekiama stacionari anodinés srovés reikSme, kuri
laikosi 4 s, 0 po to pradeda mazéti. Manome, kad Sis maZzéjimas atsiranda dél pH
pokycCiy prielektrodiniame sluoksnyje, ko pasekoje, kei¢iasi deguoniniy
funkciniy grupiy ant TRGOI1 pavirSiaus jonizuota biisena. pH pokytis atsiranda
dél fermentinés hidrolizés metu susidariusiy NHz molekuliy, kurios geba
protonizuotis susidarant NH4*, dél ko pH prielektrodiniame sluoksnyje didéja.
Tuo tarpu karbamo riigsties elektrooksidacijos metu susidare H* jonai mazina
pH prielektrodiniame sluoksnyje. IS 3.15 paveiksle pateiktos schemos matyti,
kad susidariusiy NH4" ir H* santykis yra 1 : 6, todél galime teigti, kad anodinés
srovés mazéjimas atsiranda dél pH maZz¢jimo prielekrodineme sluoksnyje ir
deguoniniy funkciniy grupiy protonizacijos. Biojutikliy su TRGO2 ir TRGO3
frakcijomis atsakai létesni (3.18 pav. intarpas), o pasiekta stacionari anodinés
Srovés mazejimas néra toks rySkus, kaipTRGO1 atveju. Tai nulémé mazesnis
funkciniy grupiy kiekis ant $iy frakcijy pavirsiaus (3.6 pav.).

Toliau buvo nustatytas biojutikliy jautrio kitimas laike. Gautos srovés
stiprio j 3,0 mM karbamido logaritmo priklausomybés nuo biojutikliy tyrimo

trukmés pateiktos 3.19 paveiksle.
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3.19 pav. Logaritminis biojutikliy su TRGO1, TRGO2, TRGOS3, grafitu
(intarpas) ir imobilizuota ureaze jautrio ; 3,0 mM karbamido kitimas laike

iSmatuotas standartinémis sqlygomis.

IS gauty tiesiniy priklausomybiy nuolinkio kampo buvo nustatytos
biojutikliy su skirtingomis elektrodinémis medziagomis inaktyvacijos
konstantos: TRGO1 kin = 10,5 + 3,7:10* h't, TRGO2 kin>=0,3-10*h, TRGO3
kin = 3,03-10** h*?, grafitui kin = 27,5 £ 3,5-10* h%. I§ gauty duomeny matyti, kad
biojutiklio su TRGO2 atveju yra stebimas greitas jautrio kitimas lyginant
pirmajg ir 24 matavimo valandas, kuris atsiranda dél ureazés desorbcijos nuo
elektrodo pavirSiaus. Nepaisant to nuo 24 matavimo valandos §is biojutiklis
inaktyvavosi lé¢iausiai, tai rodo gauta maziausia inaktyvacijos konstanta. IS visy
biojutikliy grei¢iausiai inaktyvavosi, biojutiklis, kuriame naudotas grafitas. Si
medziaga savo pavirSiuje neturi deguoniniy funkciniy grupiy ir yra hidrofobing,
todél ant Sio pavirSiaus ureazé inaktyvuojasi greiciausiai. Lyginant frakcijas,
greiCiausiai inaktyvuojasi biojutiklis, kuriame naudojamas TRGOI, o
biojutikliai su TRGO3 ir TRGO2 inaktyvavosi panasiu grei¢iu. TRGO frakcijy
elementiné ir TGA analizé (3.6 pav.) parodé, kad TRGO1 savo pavirSiuje turi
didziausig funkciniy grupiy kieki, todél yra hidrofiliskiausia, lyginant su kitomis

frakcijomis. Nors yra zinoma, kad imobilizuota ureazé ant hidrofobiniy pavirsiy
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greiiau denatiiruoja (inaktyvuojasi) nei ant hidrofiliniy [185], tac¢iau gauti
biojutikliy stabilumo duomenys rodo priesingg rezultata: biojutiklis su labiausiai
hidrofiline elektrodine medziaga inaktyvuojasi per eile grei¢iau (TRGOI1
atvejis) nei biojutikliai, kuriuose naudojamos hidrofobiskenés elektrodinés
medziagos (TRGO2 ir TRGO3). Tai rodo, kad biojutikliai inaktyvuojasi ne vien
dél ureazés denatiiracijos, bet, galimai, ir dél susintetinty angliniy medziagy
pavirsiaus kitimo. Ankstesni eksperimentai parodé (3.18 pav.), kad efektyvi
tiesioginé karbamo riigSties oksidacija, priklauso nuo funkciniy grupiy kiekio
ant elektrodo pavirSiaus. I8 literatiros duomeny zinoma [182], kad TKRO metu
prielektrodiniame sluoksnyje susidaro hidrazinas, kuris yra vienas geriausiy
oksiduoty angliniy medziagy reduktoriy [142]. TKRO metu iSsiskyres
hidrazinas gali ne tik oksiduotis, bet ir negrjztamai redukuoti deguonines
funkcines grupes esancias ant anglinio elektrodo pavirSiaus, ko pasekoje
biojutiklio jautris mazéja. TRGOI atveju, elektrodo pavirSiuje yra didziausias
deguoniniy funkciniy grupiy kiekis, todél hidrazino susidarymas ir tolesné
deguoniniy funkciniy grupiy redukcija daro didziausig jtakg biojutiklio
inaktyvacijai. Apibendrinant galima sakyti, kad TRGOL1 atveju biojutiklio su
imobilizuota ureaze inaktyvacijai didziausig jtaka daro funkciniy grupiy ant
elektrodo pavirSiaus netektis, o TRGO3 atveju — ureazés denatiiracija dél
hidrofobinés aplinkos.

I§ gauty duomeny matyti, kad TRGO2 frakcija yra tinkamiausia
bereagentiniy, daugkartiniy karbamido biojutikliy kiirimui: biojutikliy su
TRGO2 jautris ir efektyvumas yra artimas biojutikliams su TRGO1 frakcija,
biojutiklis su S§ia angline medziaga pasizymi mazesne LOD reikSme, 0
stabilumas yra net dviem eiléms didesnis nei TRGO1 atveju. Dél $iy priezascCiy
TRGO2 buvo pasirinktas tolimesniems tyrimams, kuriy metu buvo siekta skurtg
biojutikl; pritaikyti karbamido kiekio jvertinimui hemodializés metu

iStekanc¢iame dializiniame skystyje.
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3.2.3 Bereagentiniy sistemy su FDH ir TRGO frakcijomis tyrimas

TRGO frakcionavimo metodas leidzia zenkliai pagerinti angliniy
medziagy sintezés atkartojamuma, tad Zvelgiant i$ praktinio taikymo
perspektyvos, TRGO frakcijos buvo pasirinktos ir D-fruktozés biojutikliy
kiirimui.

Bereagentiniy D-fruktozés biojutikliy kiirimo metu 1S susintetinty ir iStirty
TRGO frakcijy buvo paruosti darbiniai elektrodai, ant kuriy fizikinés
adsorbcijos biidu buvo imobilizuojama FDH. Ji katalizuoja D-fruktozés
oksidacijg iki 5-keto-D-fruktozés [77]. Apie sukurty biojutikliy veikimo
efektyvuma buvo sprendziama i§ generuojamo sroveés stiprio, j elektrocheming
cele pridéjus D-fruktozes. Kontrolinése sistemose, kuriose elektrodiné medziaga
buvo GO TEP nevyko. Tuo tarpu, biojutikliuose, kaip elektroding medziaga
naudojant TRGO1, TRGO2, TRGO3 ir grafita TEP nuo fermento aktyvaus
centro ant elektrodo pavirSiaus vyko. Manome, kad sukurtuose biojutikliuose

TEP vyksta-pagal schemg pateiktg 3.20 paveiksle.

5-keto-D-fruktozé
A

D-fruktozé

~
PQQred

Elektrodo pavir$ius

3.20 pav. TEP tarp FDH ir angliniy medziagy pavirsiaus, E = 0,4V vs. Ag/AgCI.

I elektrocheming cele pridéjus D-fruktozés, ji yra prijungiama prie FDH
katalizinio subvieneto, kuriame yra PQQ molekulé — susidaro substrato-
fermento kompleksas ir Sioje FDH molekulés vietoje jvyksta D-fruktozés
oksidacija iki 5-keto-D-fruktozés. Oksidacijos metu, 2 e"transportuojami nuo D-
fruktozes ant PQQ molekulés nuo kurios yra perneSami ant hemo C, 0 po to

tiesiogiai ant elektrodo pavirSiaus, taip regeneruojantis FDH.
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Biojutikliy, kuriuose buvo realizuota TEP, generuojamy srovés tankiy
priklausomybés nuo D-fruktozés koncentracijos ir jy atsakai j 2,2 mM D-
fruktozés pateikti 3.21 paveiksle.

s TRGO3
309 o TRGO2 //‘1
A TRGO1
250 - v Grafitas
E 200 -
< 5
= 150 4
19
100 - =2
1_
50 N
50 100 150 200 250
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T , T L T s T " T % T
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C(D-fruktozes), mM

3.21 pav. Biojutikliy, su skirtingomis elektrodinémis medziagomis,
generuojamos sroves tankio priklausomybés nuo D-fruktozés koncentracijos bei
sistemy atsakai j 2,2 mM D-fruktozés (intarpas) iSmatuoti standartinémis

sqlygomis.

I§ gauty srovés tankio priklausomybiy nuo D-fruktozés koncentracijos
buvo nustatytos pagrindinés biojutikliy charakteristikos: jautris, tiesiné dalis,

K ir jtar reiksmés bei LOD. Gauti duomenys pateikti 3.5 lenteléje.

3.5 lentelé. Biojutikliy su FDH ir TRGO frakcijomis charakteristikos.

Elektrodiné Tiesiné Jautris, R> K4 mM jiar, LOD,
medZiaga dalis, MM pA-mM*.cm? pA-cm? mM

Grafitas 0,7-88 0,7 £ 0,02 0,9952 151+10 215+0,6 0,7

GO Atsako néra

TRGO1 0,7-8,8 145+0,5 0,9947 95+04 335,2+6,1 0,7

TRGO2 0,7-8,8 95+0,5 0,9937 129+2,1 236,9+14/4 0,7

TRGO3 0,6 - 8,8 57+0,2 09949 10,1+0,2 1254+172 0,6

IS gauty duomeny matoma, kad efektyviausiai veiké sistema, kurioje

naudota TRGO1 frakcija. Sios sistemos ji% sieké net 335,2 + 6,1 pA-cm?2
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Maziausiu efektyvumu pasizyméjo biojutiklis kuriame, kaip elektrodiné
medziaga buvo naudotas grafitas — ji%" = 21,5 + 0,6 pA-cm™. Lyginant sistemy
su TRGO frakcijomis jautrius matyti, kad didziausiu jautriu D-fruktozei
pasizymi sistema su TRGOI1 frakcija (14,5 = 0,5 pA-mM*-cm2), o maziausiu
jautrius sistema su TRGO3 (5,7 + 0,2 pA-mM™-cm?). Sistemos su TRGO3
jautris beveik tris kartus mazesnis, nei sistemos, kurioje naudota TRGOI1
frakcija. Verta paminéti, kad Siose sukurtose bereagentinése sistemose su TRGO
frakcijomis pasiektos didelés jautrio D-fruktozei vertés yra tokios pat eilés, kaip
ir sistemy, kuriy veikimui yra reikalingi papildomi EPT [101, 83]. Taip pat, dél
pasiekty dideliy srovés tankiy (iki 335 pA-cm? ), sukurtos sistemos biity
tinkamos ne tik analitiniams tikslams, bet ir biokuro elementy kiirimui. Reikty
pazymeéti, kad sistemoje su grafitu taipogi vyko TEP, taciau Sios sistemos jautris
buvo pats maziausias (0,7 £ 0,02 pA-mM?t-cm?) — daugiau nei 10 karty
mazesnis, nei sistemy, kuriose naudotos TRGO frakcijos. Manome, kad
sistemos su TRGO1, didziausig efektyvuma salygojo optimali FDH orientacija
ant TRGO1 pavirSiaus, nes tai yra vienas i$ svarbiausiy veiksniy, lemiantis
efektyvig EP nuo FDH ant elektrodo pavirSiaus. Yra parodyta, kad TEP nuo
FDH ant elektrodo pavirSiaus vyksta tik tuo atveju, kai Sis fermentas ant
elektrodo pavirSiaus oreantuojasi hemas ¢ domenu [94]. Hemas C pasizymi
stipriomis hidrofobinémis savybémis ir geba stipriai adsorbuotis ant
hidrofobinio elektrodo pavirsiaus, kas lemia tinkamg FDH orientacijg [188].
TGA ir elementinés analizés duomenys parodé, kad TRGOL1 turi didziausia
deguoniniy funkciniy grupiy Kiekj lyginant su TRGO?2 ir TRGO3. Galime teigti,
kad 8i frakcija pasizymi didziausiu hidrofilisSkumu, todél biojutiklio konstravimo
metu, TRGO frakcijas apdorojant nejonine pavirSiaus aktyviaja medZziaga triton
X-100, didziausias skaicius tritono X-100 hidrofiliniy polietileno oksido grupiy
orientuojasi link TRGO1 pavirsiaus, ko pasekoje hidrofobinés fenilo grupés
orientuojasi j priesSingg puse. Ant taip apdoroto TRGO1 pavirsSiaus adsorbuojant
FDH, fermentas orientuojasi hemo ¢ domenu link apdoroto TRGOI1 pavirsiaus.
Sio proceso metu FDH tinkamai orientuojama, kas jtakoja efektyvy

bioelektrokatalizinj virsmg. Biojutikliy su PQQ-GDH ir GOP tyrimai parodé,
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kad deguoninés funkcinés grupés esancios ant angliniy medziagy pavirSiaus
geba dalyvauti elektrony pernasos reakcijose. Dél Sios priezasties galime teigti,
kad didelis kiekis deguoniniy funkciniy grupiy, esan¢iy ant TRGO1 pavirSiaus
pagerino TEP. Taip pat verta paminéti, kad sistema su TRGOI1 frakcija
pasizyméjo didziausiu TEP efektyvumu, nors Sios medziagos pavirsiaus plotas
Seet (3.3 lentelé) lyginant su kitomis frakcijomis buvo maziausias. Tai parodé,
kad Siuo atveju angliniy medziagy pavirSiaus plotas néra kertinis veiksnys
lemiantis efektyvig TEP.

Biojutikliams, kuriose buvo realizuota TEP, apskai¢iuota D-fruktozés
LOD reik§mé (3.5 lentelé) bei tiesiné kalibracinés kreivés dalis. IS gauty
duomeny matyti, kad maZiausia D-fruktozés koncentracija, kuri gali biiti
nustatoma naudojant sukurtus biojutiklius su TRGO frakcijomis yra 0,7 mM, o
Siy biojutikliy, kalibracinés kreives tiesine dalis yra nuo 0,7 iki 8,8 mM. Tuo
tarpu biojutiklio su grafito elektrodine medziaga jautris yra daug mazesnis, kas
apriboja Sios sistemos taikyma analiziniams tikslams.

Analizuojant sukurty amperometriniy biojutikliy, su skirtingomis
elektrodinémis medziagomis, generuojamos sroves tankio priklausomybes nuo
D-fruktozés koncentracijos buvo pastebéta, kad naudojant skirtingas TRGO
frakcijas, sistemy atsaky greitis j ta pacig D-fruktozés koncentracijg skiriasi
(3.21 pav. intarpas): 90 % signalo iSsivysto per 100 s, 174 s ir 137 s nuo D-
fruktozés pridéjimo j elekrocheming cele, biojutiklio konstrukcijoje, atitinkamai
naudojant TRGO1, TRGO2 ir TRGO3 elektrodines medziagas. Didziausias
bioelektrokatalizes greitis yra stebimas sistemoje su TRGOI1, o maziausias —
naudojant TRGO2. Manome, kad Siuos bioelekrokatalizinio proceso greicio
skirtumus nulémé skirtingos angliniy medziagy pavirsiaus charakteristikos. Tali
patvirtina ir nustatytos sukurty biojutikliy su skirtingomis TRGO frakcijomis ir
grafitu K5 reikmés (3.5 lentelé). Pastarosios reik§més yra zymiai didesnés nei
natyvios FDH Ky verté nustatyta tirpale (5 mM [78]). Tai parodo, kad visais
atvejais yra stebimas difuzinis barjeras tarp tiriamojo tirpalo ir aktyvaus
fermentinio sluoksnio [184]. Biojutiklio, kuriame naudota TRGO2 frakcija,

atsakai ] D-fruktoze buvo lé¢iausi, o nustatyta K" reik§mé (12,9 = 2,1 mM) —
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didziausia, lyginant su biojutikliais, kuriuose naudotos TRGO1, TRGO3
frakcijos. IS BET (3.3 lentelé) ir Ramano sklaidos spektrinés (3.9 pav.) analiziy
nustatyta, kad $i angliné medziaga pasizymi didziausiu Sget, pory dvia bei
defektiskumu lyginant su kitomis frakcijomis. Manome, kad tokios
charakteristikos 1émé, tai, jog imobilizuojant FDH, ji adsorbavosi giliai
medziagos porose, kas bioelektrokatalizés metu apsunkino D-fruktozés ir 5-
keto-D-fruktozés difuzija link/nuo adsorbuotos FDH. Dar daugiau, didelis
defekty skai¢ius TRGOZ2 frakcijoje apsunkina elektrony transportg grafeno
sluoksnyje —ilgéja elektrony kelias, ko pasekoje bendras proceso greitis mazéja.
TRGOL1 atveju stebimas didZiausias bioelektrokatalizés greitis ir efektyvumas,
0 nustatyta biojutiklio su $ia angline medziaga K " reik§mé — maziausia (9,5 +
0,4 mM). Si frakcija i§ visy, pasizymi maZiausiu plotu Sger, pory dvig ir
defektiSkumu (3.3 lentel¢ ir 3.9 pav.). D¢l Siy tinkamy TRGO1 charakteristiky
bioelektrokatalizés metu D-fruktozés ir 5-keto-D-fruktozés difuzija link/nuo
adsorbuotos FDH néra taip apsunkinta, kaip TRGO2 atveju. Mazas defekty
skai¢ius TRGO1 struktiiroje neapsunkina elektrony transporto grafeno
sluoksnyije, o didelis deguoniniy funkciniy grupiy kiekis ant TRGO1 pavirSiaus,
dalyvauja EP reakcijose nuo FDH aktyvaus centro link elektrodo pavirsiaus. Siy
procesy déka yra stebimas greitas ir efektyvus bioelektrokatalizés reiskinys.
Biojutikliui, kuriame naudota grafito elektrodiné medziaga, nustatyta K"
reikimé — 15,1 + 1,0 mM. Si reik§mé yra didesné¢ uZ nustatytas visiems
biojutikliams su TRGO frakcijomis. Grafito ploto Sget, pory dvid, defektiskumas
lyginant su TRGO frakcijomis yra labai mazas (3.3 lentelé). Taciau ant Sios
anglinés medziagos pavirSiaus néra deguoniniy funkciniy grupiy (3.6 pav.),
kurios dalyvauja tiek orientuojant FDH, tiek elektrony pernasos reakcijose. Tali
dar kartg parodo, kad deguoninés funkcinés grupés daro didziausig jtaka sistemy

su FDH efektyviam ir greitam veikimui.

3.2.3.3 FDH stabilizavimas

Biojutikliai su adsorbuota FDH ant TRGO frakcijy pavirSiaus yra labai

efektyviis, taciau, tokios konstrukcijos biojutikliai yra nestabiliis ir per 5 dienas
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nuo matavimy pradzios praranda daugiau nei 90 % savo efektyvumo. Sukurty

biojutikliy jautrio logaritminéje skaléje Kitimas laike pateiktas 3.22 paveiksle.

9‘0_. , 5 = TRGOS3 su adsorbuota FDH
N Kk,=38,1710"h e TRGO2 su adsorbuota FDH
854 \ A TRGOf1 su adsorbuota FDH

k'=43,4*10°h"
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3.22 pav. Logaritminis biojutikliy, pagaminty naudojant skirtingas TRGO
frakcijas su adsorbuota FDH jautrio D-fruktozei kitimas laike ismatuotas

standartinémis sqlygomis. Atsakas j 4,4 mM D-fruktozés.

I§ gauty duomeny matoma, kad visy sistemy jautrio Kitimas laike
apraSomas dviem procesais: pirmasis greitas (kin' nuo 36,1 + 4,1-103 htiki
43,4103 h), siejamas su fermento desorbcija nuo elektrodo pavirsiaus, antrasis
procesas létesnis (kin? nuo 10,6 + 0,4-10° h'tiki 16,3 + 1,4-10° h!) siejamas su
FDH inaktyvacija. IS gauty duomeny, taip pat matoma, kad tiek pirmas, tiek
antras procesas léCiausiai vyksta sistemose kuriose, elektrodine medziaga
naudojamas TRGO3. Taciau, kaip minéta ankSciau, tokios konstrukcijos
biojutikliai per 5 dienas praranda daugiau nei 90 % savo jautrio, taip yra dél
pacio fermento temperattrinés inaktyvacijos, kadangi FDH islieka stabili tik
esan -20 °C temperatiirai. [78]. D¢l Sios priezasties, toliau, darbo metu, jvairiais
budais imobilizuojant FDH buvo bandoma sistemas stabilizuoti.

FDH imobilizacijai buvo pasirinkta TRGO1 frakcija, kadangi, jos pagrindu
sukurti biojutikliai pasizymi didziausiu jautriu D-fruktozei. Ruosiant biojutiklius

TRGO1 buvo apdorojamas 2 pl, 0,5 % triton X-100 tirpalu. Ant taip paruosto
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elektrodo pavirSiaus jvairiais budais buvo imobilizuojama FDH. Atrinktos

geriausios 4 FDH imobilizavimo metodikos pateiktos 3.6 lenteléje.

3.6 lentelé. FDH imobilizacijos metodikos.

Nr. Imobilizacijos metodika Zyméjimas
1 110 ul FDH tirpalg (1471 U-ml?) suberiama 1 mg liofilizuoto BSA. 2 pl gauto  Im-FDH1
FDH/BSA tirpalo uzlaginama ant triton X-100 apdoroto TRGO1 pavirSiaus.

Taip paruostas elektrodas laikomas 30 min. 25 % glutaro aldehido garuose.

2 10 ul FDH tirpalas (1471 U-ml!) sumaiSomas su 10 pl 2 % PEI tirpalo. 2 ul  Im-FDH2
gauto FDH/PEI tirpalo uzlasinama ant triton X-100 apdoroto TRGO1
pavirsiaus. Taip paruostas elektrodas 30 min. laikomas 25 % glutaro aldehido
garuose.

3 2 ul gauto FDH tirpalo (1471 U-ml?) uZlasinama ant triton X-100 apdoroto  Im-FDH3
TRGOI pavirsiaus. Taip paruostas elektrodas 30 min. laikomas 25 % glutaro
aldehido garuose.

4 2 wl FDH imobilizuotos ant polimerinio poliuretano nesiklio suspensijos Im-FDH4
(imobilizacija atlikta VU ChGf Polimery katetedroje) uzlaginama ant triton X-
100 apdoroto TRGOI1 pavirsiaus.

I$ 3.6 lenteléje pateikty metodiky matoma, kad siekiant stabilizuoti FDH ji
buvo veikiama glutaro aldehidu (Im-FDH1, Im-FDH2 ir Im-FDH3). Sis
reagentas reaguoja su FDH amino riigs¢iy liekany Soninémis amino funkcinémis
grupémis, ko pasekoje FDH molekules suriSamos tarpusavyje. Siekiama
padidinti amino funkciniy grupiy kiekj, imobilizacijos metu, ] FDH tirpalg buvo
papildomai dedama BSA (Im-FDH1) arba PEI (Im-FDH2), kuriy amino
funkcinés grupés reaguodamos su glutaro aldehidu aplink FDH molekules
sudaro trimat;j tinklg [189]. Taip pat VU Chgf Polimery katedroje buvo atlikta ir
tiesioginé FDH imobilizacija ant poliuretano nesiklio pavirSiaus.

TRGO1 pagrindu sukurty D-fruktozés biojutikliy su skirtingai
imobilizuota FDH jautrio kitimas laike logaritminéje skaléje pateiktas 3.23

paveiksle.
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3.23 pav. Logaritminis biojutikliy su skirtingai imobilizuota FDH (3.6 lentelé)
jautrio kitimas laike ismatuotas standartinémis sglygomis. Intarpe pateiktas

biojutikliy pirmos dienos jautris. Atsakai j 4,4 mM D-fruktozés.

I$ auksciau pateikty duomeny matoma, kad visais atvejais imobilizuojant
FDH ant TRGOI pavirsiaus, biojutikliy stabilumas iSauga nuo 3 iki 7 karty (kin
nuo 5,6 +0,5-10° h'tiki 2,3+ 1,8-10% h!), lyginant su biojutikliu, kuriame FDH
tiesiogiai adsorbuota ant TRGO1 frakcijos pavirsiaus (kin? = 16,3 £ 1,4-103h™?).
Tai reiskia, kad 4 auksc¢iau iSvardyti FDH imobilizacijos biidai yra tinkami
sistemy stabilizavimui. Lyginant su 3.22 paveiksle pateiktais duomenimis,
imobilizavus FDH nestebima pirmoji, greitesné jautrio mazéjimo laike stadija
(i8skyrus Im-FDHI1 atvejj), todél galime teigti, kad biojutikliy su imobilizuota
FDH jautris mazéja tik dél pac¢ios FDH inaktyvacijos. Maziausia Kin reikSmé (2,3
+ 1,8-10° h!) bidinga sistemai, kurioje naudojamas Im-FDH4 imobilizacijos
biidas. Nepaisant to, visais FDH imobilizacijos atvejais FDH jautris D-fruktozei
sumaz¢ja daugiau nei 80 % (2.34 pav. intarpas) lyginant su tiesiogiai adsorbuota
FDH ant TRGOI pavirsSiaus. IS 2.34 paveiksle (intarpo) pateikty duomeny
matyti, kad, nors biojutiklis su Im-FDH4 veiké stabiliausiai, taciau $ios sistemos
likutinis jautris lyginant su adsorbuota FDH yra tik 0,2 %. Didziausiu likutiniu
jautriu pasizyméjo biojutiklis, kuriame buvo naudojamas Im-FDH3 budas (18

%). Be to, Sio biojutiklio jautris, per 5 dienas nuo matavimy pradzios sumazéjo
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apie 20 %. Tai yra gan neblogas rezultatas, kadangi lyginant su kity autoriy
darbais pateiktais [101, 190] saltiniuose, D-fruktozés biojutikliai iSlicka stabilGs
30 — 60 dieny tik juos laikant -20 °C temperatiiroje. Tuo tarpu darbe pagaminti
biojutiklai, buvo laikomi +4 °C temperatiiroje, bei jais buvo atliekama
vidutini$kai 15 matavimy per dieng. D¢l Sios priezasties galime teigti, kad
sukurtas biojutiklis su TRGO1 ir Im-FDH3 pasizymi gana geru stabilumu. Sios
konstrukcijos biojutiklis buvo pasirinktas tolesniems darbams, kuriy metu buvo
siekta sukurtg biojutiklj pritaikyti D-fruktozés ir D-tagatozés kiekiy nustatymui

realiuose méginiuose.

3.3 Bereagentiniy sistemy taikymas realiy méginiy analizei

3.3.1 TRGO?2 ir ureazés biojutiklio taikymas karbamido nustatymui

Darbo metu, karbamido kiekio nustatymui dializiniame skystyje, buvo
pagamintas naujas biojutiklis i§ TRGO?2 ir ureazés, kaip aprasyta 2.5 ir 2.5.1
skyriuose. Sukurtam biojutikliui, buvo nustatyta karbamido kalibraciné kreivé.

Gauti duomenys pateikti 3.24 paveiksle.

R?*=0,9998
1004 y=(5,3%0,03) x

80

A

e

P

60

js nA-cm?

404

jor =122,2%7,8 pA-cm”
Ky=11,6 1,3 mM
/ R’= 0,9975

0 . T 4 T T T : T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

C(karbamido), mM

20+

3.24 Pav. Amperometrinio biojutiklio pagaminto is TRGO2 ir imobilizuotos
ureazes, generuojamo srovés tankio priklausomybé nuo karbamido

koncentracijos ismatuota standartinémis sqlygomis.

IS biojutiklio generuojamos anodinés srovés tankio priklausomybés nuo

karbamido koncentracijos buvo nustatyta j{4. = 122,2 £ 7,8 pA-cm?, KA =
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11,6 £ 1,3 mM, jautris — 5,3 + 0,03 pA-mM*-cm? ir tiesiné dalis iki 12,0 mM.
Gauti biojutiklio parametrai, iSskyrus tiesing dalj, yra nezymiai didesni nei
pateikta 3.4 lenteléje, kas parodo, jog dalinai pavyko atkartoti biojutiklio
gamybos procesg.

Sukurtu biojutikliu buvo tiriami aStuoni, skirtingy pacienty, dializato
pavyzdZiai gauti i§ VUL Santariskiy kliniky Dializiy skyriaus. Amperometriskai
karbamido koncentracija buvo nustatoma, 1§ kalibracinés kreivés tiesinés dalies:
1 elektrocheming cele pridéjus tiriamojo dializato méginio (20 pl), pagal
biojutiklio generuojama srovés stiprj i$§ kalibracinés kreiveés tiesinés dalies (3.24
pav.) buvo nustatoma karbamido koncentracija mM. Biojutikliu nustatyti
karbamido kiekiai buvo lyginami su kiekiais gautais VUL Santariskiy kliniky
biochemijos laboratorijoje analizatoriumi ARCHITECT plus ic8200 (Abbott).
Duomenys pateikti 3.7 lentel¢je.

3.7 lentelé. Amperometriskai ir VUL Santariskiy kliniky biochemijos

laboratorijoje nustatytos karbamido koncentracijos dializinio skyscio

meginiuose.
C(karbamido) dializineme skystyje, mM
Nr. Nustatyta biojutikliu Nustatyta VUL Santariskiy kliniky
biochemijos laboratorijoje
1 54+0,1 4,8
2 3,8+0,3 3,8
3 32+01 2,9
4 2,6+0,3 2,7
5 6,8+0,1 6,6
6 57+01 5,7
7 3,8+0,2 3,7
8 24+0,1 2,3

Siekiant palyginti kaip Kkoreliuoja gauti rezultatai, buvo atidéta
priklausomybé tarp karbamido kiekio nustatyto dializiniame skystyje biojutikliu

ir VUL Santariskiy kliniky biochemijos laboratorijoje (3.25 pav.).
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] r,= 09912
7 y = (1,028 + 0,056) x

NUSTATYTA BIOJUTIKLIU
C(karbamido), mM
S
1

C(karbamido), mM
VUL BIOCHEMIJOS LABORATORIJOS PARODYMAI

3.25 pav. Koreliacija tarp karbamido koncentracijy nustatyty amperometriniu
biojutikliu ir VUL Santariskiy kliniky biochemijos laboratorijoje dializinio

skyscio méginiuose.

3.25 paveikslo matyti, kad priklausomybé tarp dviem metodais gauty
duomeny yra tiesiné. Siai priklausomybei nustatytas koreliacijos koeficientas
(ry = 0,9912) parodé gera sutapimg rezultaty gauty biojutikliu ir VUL
biochemijos laboratorijoje. Tiesinés priklausomybés nuolinkio kampas (1,028)
parodé, kad biojutikliu nustatytos karbamido koncentracijos nereik§mingai
didesnés uz nustatytas VUL biochemijos laboratorijoje. Gauti duomenys
patvirtina, kad biojutiklis su ureaze ir TRGO2 gali bati pritaikytas karbamido

nustatymui dializiniame skystyje istekan¢iame HD metu.

3.3.2 TRGOL ir FDH biojutiklio taikymas D-fruktozés ir D-tagatozés

nustatymui

Stabilizuotu biojutikliu su TRGO1 frakcija ir pagal metodikag Im-FDH3
imobilizuotu fermentu pirmiausia buvo norima jvertinti D-fruktozés kiekj
Svieziuose ir termiSkai apdorotose obuoliy ir apelsiny sultyse. Tuo tikslu j 0,9
ml elektrocheming cele buvo pridedama po 5 ul neskiesty sulCiy. IS
generuojamos anodinés srovés stiprio iSaugimo j elektrocheming cele jvedus
atitinkamy sul¢iy, pagal biojutiklio kalibracinés kreives tiesing dali, buvo

nustatoma D-fruktozés koncentracija mM, kuri véliau buvo perskaiciuota  kiekj
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(g) esant; 100 ml sulciy. Kiekvienas matavimas atliktas po tris kartus, o
skai¢iavimams imtos vidutinés jy reik§més. Gauti duomenys parodé, kad 100 ml
Svieziuose ir termiskai apdorotose obuoliy sultyse atitinkamai yra 16,3 = 0,4 g
ir 8,6 + 0,3 g D-fruktozés, o 100 ml Svieziuose ir apdorotuose apelsiny sultyse
atitinkamai yra 13,7 + 0,2 g ir 12,4 + 0,2 g D-fruktozés. Nustatytos reik§més
buvo maZesnés uz pateiktas angliavandeniy kiekiy reikSmes ant gaminiy
pakuociy, kas yra normalu, kadangi $iuose gaminiuose yra ir kity cukry pvz. D-
gliukozés.

Nors FDH yra labai selektyvus D-fruktozei, darbo metu buvo norima
patikrinti ar $is imobilizuotas fermentas katalizuoja ir retojo cukraus D-tagatozés
oksidacijos reakcijg. Panaudoti FDH D-tagatozés nustatymui buty labai
perspektyvu. Darbo metu, kartu su Dr. Jonita Stankevi¢iute ir Dr. Rolandu
Meskiu (VU GMC Bchl Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos
skyrius) siekéme sukurti D-galaktozés konversijos j D-tagatozés biosintezés bei
detekcijos sistema, nes cheminé D-tagatozes sintezé yra ekonomiskai neefektyvi
ir neperspektyvi. Tuo tikslu buvo sukurtas D-galaktozés konversijos reaktorius,
kuris pateiktas 3.26 paveiksle.

3.26 pav. D-tagatozés biosintezés reaktorius. 1 — TAl jvedimo vieta, 2 —

reakcijos misinio paémimo vieta.

Kaip matyti, reaktoriaus centre dializiniame maiselyje, buvo patalpinta
rekombinantiné L-arabinozés izomerazé (TAI) i§ Geobacillus lithuanicus 5

(gauta i§ VU Bchl Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriaus),
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kuri katalizuoja D-galaktozés izomeracijos reakcija | D-tagatoze. Naudojant
pradinj 444,4 mM D-galaktozeés tirpalg, konversija buvo vykdoma 50 valandy,
50 C temperatiiroje. Reakcijos miSinio pavyzdziai buvo paimami kas 10 valandy
ir juose amperometriskai — naudojantis optimizuotu FDH biojutikliu buvo
nustatomos D-tagatozés koncentracijos. D-tagatozés koncentracijos tikslumas
buvo jvertintas ir spektrofotometriniu metodu (3.8 lentel¢).

D-tagatozés amperometriniam nustatymui pasirinkta FDH, kadangi D-
tagatoze, kaip ir D-fruktozé yra ketoheksozé. Sie du cukrai skiriasi tik hidroksi
grupés padétimi prie 4 anglies atomo [106, 191]. Dél $iy priezas¢iy, FDH galéty
katalizuoti D-tagatozés oksidacijos reakcijg iki 5-keto-D-tagatozés. Tai
patikrinti, buvo pasirinktas biojutiklis kuriame kaip elektrodiné medziaga
naudojama TRGOL1 frakcija su Im-FDH3 metodu imobilizuota FDH. Tik $iuo
atveju Zinant, kad §ios imobilizacijos metu prarandama daugiau nei 80 % FDH
aktyvumo ir, spéjant, kad FDH ne taip efektyviai katalizuos D-tagatozés
oksidacijos reakcijg, ant elektrodo pavirSiaus buvo dedamas didesnis kiekis
FDH: vietoj 2 ul, 1471 U-ml?, imobilizacijai naudota 2 ul, 10000 U-ml* FDH
tirpalas. Sukurtam biojutikliui, buvo nustatytos D-fruktozés ir D-tagatozés,
kalibracinés kreivés (3.27 pav.).
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3.27 pav. Biojutiklio pagaminto is TRGOL ir Im-FDH3 biidu imobilizuotos FDH
generuojamo srovés Stiprio priklausomybés nuo D-fruktozés ir D-tagatozés

(intarpas) koncentracijos ismatuotos standartinémis sqlygomis.
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I§ pateikty duomeny matoma, kad imobilizuota FDH ant TRGOL1
pavirsiaus geba tiesiogiai katalizuoti D-tagatozés oksidacijos reakcija, taciau Sis
procesas, lyginant su D-fruktozés katalize, yra ne toks efektyvus. Substratu
naudojant D-fruktoze yra pasiekiamas jL4,. = 153,0 + 1,7 nA-cm, kai tuo tarpu
naudojant D-tagatoze yra pasiekiamas j{4. = 4,0 +0,3 pA-cm™. Taip pat, darbo
metu buvo norima palyginti biojutiklio atsakus j 4,4 mM D-tagatozés ir D-
fruktozes, kadangi §i substraty koncentracija yra abiejy kalibraciniy kreiviy
tiesingje dalyje. ISanalizavus duomenis buvo nustatyta, kad biojutiklio atsakas j
4,4 mM D-tagatozés sudaro tik 0,33 + 0,08 % atsako j 4,4 mM D-fruktoze (100
%). Lyginant biojutiklio Kf*" reikimes (D-fruktozei K}*" = 8,1+ 0,2 mM, o D-
tagatozei Kj" = 65,0 £ 10,3 mM) matyti, kad K/?" D-tagatozei yra beveik
aStuonis kartus didesné nei D-fruktozei, tai rodo, kad imobilizuotos FDH
aktyviajame centre D-tagatozé yra prijungiama labai silpnai, lyginant su
nattiraliu FDH substratu D-fruktoze. K5 reik§més tiek D-tagatozei, tiek D-
fruktozei yra didesnés uz natyvios FDH Ku verte nustatyta tirpale (5 mM [78]).
Tai rodo, kad susidaro difuzinis barjeras tarp aktyvaus fermentinio sluoksnio ir
tiriamojo tirpalo [184], kas, kaip jau iS$siaiSkinome, priklauso nuo elektrodinés
medziagos prigimties.

Tolesniy darby metu buvo siekiama pritaikyti sukurtg biojutikl, D-
tagatozés nustatymui D-galaktozés biokonversijos misinyje. Zinant, kad
biokonversija turi vykti K-fosfatiniame buferiniame tirpale, kurio pH 7,5 (TAI
optimalus pH), o natyvios FDH optimalus pH yra 4,5 [78], visy pirma, buvo
tiriami, biojutiklio atsakai j 4,4 mM D-fruktozg ir D-tagatoz¢ K-fosfatiniame
buferiniame tirpale. Lyginant amperometrinius atsakus j D-fruktozg, nustatyta,
kad biojutiklio jautris, K-fosfatiniame buferiniame tirpale, tapo mazesnis ir
sudaré tik 37,8 £ 2,7 % lyginant su jautriu iSmatuotu Mcllvaino buferiniame
tirpale. Tuo tarpu, lyginant atsakus j D-fruktoze ir D-tagatoze K-fosfatiniame
buferiniame tirpale, nustatyta, kad atsakas j D-tagatozg sudaré 1,9 + 0,5 % D-
fruktozés atsako. Tokio atsako j D-tagatoze padidéjimo D-fruktozés atzvilgiu
priezastis galéty buti pasikeitgs FDH molekuléje esanciy poliniy amino riig§¢iy

Soniniy grupiy jonizacijos laipsnis t.y. did¢jant tirpalo pH mazéja vandenilio
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jony koncentracija, todél polinés funkcinés grupés gali deprotonizuotis, ko
pasekoje kinta tick fermento tretiné struktiira, tiek pats jo aktyvusis centras [14].
Sie duomenys parodeé, kad tokios konstrukcijos biojutiklis, gali biti pritaikytas
D-tagatozés kokybiniam ir kiekybiniam jvertinimui, taciau tik tokiose terpése,
kuriose néra natiiralaus FDH substrato D-fruktozes.

Taip pat darbo metu buvo patikrinta ar sukurtas biojutiklis K-fosfatiniame
buferiniame tirpale nekatalizuoja D-galaktozés oksidacijos reakcijos. Tuo tikslu
] elektrocheming cele nuosekliai buvo pridedami skirtingi kiekiai D-galaktozés

ir D-tagatozés. Gauti amperometriniai duomenys pateikti 3.28 paveiksle.
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3.28 pav. Biojutiklio anodinés srovés atsakai j 11 mM D-galaktozés ir D-
tagatozes. Intarpas — biojutiklio atsaky j 11 mM D-tagatozés atsikartojamumas.
Matavimai atlikti K-fosfatiniame buferiniame tirpale pH 7,5, 20 C, E = 0,4V vs.

Ag/AgCl.

Is 3.28 paveiksle pateikty duomeny matoma, kad j sistema pridéjus
skirtingus kiekius D-galaktozés (pragjus 43, 124, 200, 260 ir 313 sekundéms),
néra stebimas anodinés srovés iSaugimas, taCiau pra¢jus 370 sekundéms |
sistemg pridéjus D-tagatozés stebimas greitas anodinés srovés augimas, kuris
stabilizuojasi per 150 sekundziy. D¢l Sios priezasties, galime, teigti, kad

imobilizuota FDH ant TRGO1 pavirSiaus, K-fosfatiniame buferiniame tirpale
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nekatalizuoja D-galaktozés oksidacijos reakcijos, todél Sis biojutiklis yra
tinkamas D-tagatozés kiekio nustatymui D-galaktozés biokonversijos reakcijos
miSinyje. Buvo nustatytas ir biojutiklio atsaky 1 11 mM D-tagatozes, K-
fosfatiniame buferiniame tirpale, variacijos koeficientas — 5,6 %. Tai rodo, kad
biojutiklio generuojamy anodinés srovés atasaky sklaida yra nedidelé.
Biojutikliu, buvo tiriami penki D-galaktozés biokonversijos reakcijos
misinio pavyzdziai paimti i§ reaktoriaus kas 10 valandy Amperometriskai D-
tagatozés koncentracija buvo nustatoma, naudojant standarto prid¢jimo biida t.y.
1 elektrocheming celg¢ buvo pridedama reakcijos misinio su Zinoma D-tagatozés
koncentracija (priedas), po to buvo lyginami priedo ir reakcijos miSinio, kartu su
priedu, generuojami anodinés srovés atsakai tarpusavyje. IS gauty srovés stipriy
i1$skaiciuoti D-tagatozés kiekiai D-galaktozés biokonversijos reakcijos misinyje
pateikti 3.8 lenteléje. Taip pat D-tagatozés kiekiai tuose paciuose bandiniuose

buvo nustatyti ir spektrofotometriskai.

3.8 lentelé. Amperometriskai ir spektrofotometriskai nustatytos D-tagatozés

koncentracijos biokonversijos reakcijos méginiuose.

C(D-tagatozés) biokonversijos reakcijos misinyje, mM

t, h Nustatyta amperometriskai Nustatyta spektrofotometriskai
0 0,0 0,0
10 36,3+1,2 36,7
20 63,6 + 3,8 54,3
30 81,7+2,8 80,0
40 87,2+6,4 92,9
50 935+2,9 95,3

Kaip matoma is auksc¢iau pateikty duomeny, per 50 valandy buvo pasiekta
21 % D-galaktozés biokonversijos reakcijos iSeiga. Siekiant jvertinti, kaip
koreliuoja gauti rezultatai, buvo atidéta priklausomybé tarp amperometriniu ir
spektrofotometriniu biidu nustatyty D-tagatozés koncentracijy biokonversijos

reakcijos méginiuose (3.29 pav.)

116



r =0,9974
100

y = (0,9978  0,029) x

80 -
60 - é
40

20

NUSTATYTA BIOJUTIKLIU
C(D-tagatozes), mM

0 T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

C(D-tagatozés), mM
NUSTATYTA SPEKTROFOTOMETRISKAI

3.29 pav. Koreliacija tarp D-tagatozés koncentracijy nustatyty amperometriniu

biojutikliu ir spektrofotometriskai.

IS auksCiau pateikty duomeny matoma, kad priklausomybé tarp
amperometri§kai ir spektrofotometriskai gauty duomeny yra tiesiné. Siai
priklausomybei nustatytas koreliacijos koeficientas (rxy=0,9997) patvirtino gera
sutapimg tarp amperometriniu ir spektrofotometriniu metodu gauty rezultaty, o
tiesés lygties nuolinkio kampas (0,9978) parodé, kad amperometriniu biojutikliu
nustatytos D-tagatozés koncentracijos yra neZymiai mazesnés uz iSmatuotas
spektrofotometriSskai. Rezultatai leidZia teigti, kad sukurto biojutiklio pagalba
galima tiksliai iSmatuoti D-tagatozés kiekius D-galaktozés biokonversijos

reakcijos misinyje.
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4 ISVADOS

1 Tiesioginei elektrony pernasai (TEP) tinkamomis savybémis

pasizymin¢ios devynios anglinés medziagos susintetintos grafitg
oksiduojant H20>, Ks[Fe(CN)s] Sarminéje terpéje (GOP(1 — 4)), veikiant
fermentu lakaze iSskirta i§ Coriolopsis byrsina (GOPS), termiskai
redukuojant grafito oksidg (TRGrO), naujai pasitlytu terminés grafeno
oksido redukcijos ir frakcionavimo metodu (TRGO1, TRGO2, TRGO3).
AStuoniais metodais charakterizavus gautas anglines medZiagas
nustatyta, kad visos turi deguoniniy funkciniy grupiy: atitinkamai GOP1
ir GrO nuo 0,108 iki 5,222 mmol-g™. Medziagos turi skirtingg struktiirg
— GO kristaling, TRGO1 amorfing struktiirg, taciau visos yra sudarytos i$
nanometrings eilés daleliy, kuriy dvig Kito nuo 11 iki 62 nm, o hyig nuo 0,5
iki 5,5 nm (atitinkamai TRGrO ir GOP3). Medziagy savitasis pavir$iaus
plotas kito nuo 8,1 + 0,03 iki 689,5 = 11,3 m>-g* (atitinkamai GOP1 ir
TRGO2), o defektiskumas (I(D)/I(G)) kito nuo 0,36 iki 1,4 (atitinkamai
GOP3 ir TRGO?2).

GOP(1 — 5), TRGrO ir TRGO frakcijos yra tinkamos bereagentiniy
sistemy kirimui, kuriy biologine dalj sudaro nuo pirolo chinolinchinono
priklausoma gliukozés dehidrogenazé iSskirta i§ Acinetobacter
calcoaceticus sp. (PQQ-GDH), ureazé iSskirta i§ Canavalia ensiformis
arba D-fruktozés dehidrogenazé iSskirta i§ Gluconobacter industrius
(FDH), ta¢iau efektyviausiai TEP/TKRO isreiksta jE4 (uA-cm™) vyko
sistemose naudojant anglines medZiagas gautas terminés redukcijos
btdu: 63,6 + 5,8 (PQQ-GDH ir TRGrO); 117,6 &+ 3,5 (ureazé ir TRGO1);
335,2+ 6,1 (FDH ir TRGOL1).

[vertinus sukurty sistemy kinetinius parametrus TRGrO ir TRGO
frakcijos atrinktos kaip tinkamiausios anglinés medziagos bereagentiniy
D-gliukozés, karbamido ir D-fruktozés biojutikliy kiirimui. Nustatytas
karbamido biojutikliy efektyvumas yra deSimt karty didesnis nei

biojutikliy su GOP ir daugiau nei Simtg karty didesnis nei kontrolinio
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biojutiklio su grafitu. D-fruktozés biojutikliy jautris yra tos pacios eilés,
kaip ir mediatoriniy sistemy.
Atrinktu biojutikliu su ureaze ir TRGO2 galima tiksliai jvertinti
karbamido koncentracijg dializate. Nustatytas koreliacijos koeficientas
tarp rezultaty gauty naudojant biojutikli ir VUL Santariskiy kliniky
biochemijos laboratorijos — 0,9912.

Atrinktu ir pritaikytu biojutikliu su Im-FDH3 biidu imobilizuota
FDH ir TRGO1 galima tiksliai jvertinti D-tagatozés koncentracijg
biokonversijos 1§ D-galaktozés reakcijos meéginiuose. Nustatytas

koreliacijos koeficientas tarp rezultaty gauty spektrofotometriniu metodu

ir naudojant biojutikl; — 0,9974.
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