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SANTRUMPOS
a-MF — a-metilferocenmetanolis
AJM — atominiy jégy mikroskopas
AUND — aukso nanodalelés
CV — cikliné voltamperometrija
DLVO - Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek désnis
ELP — elektrai laidts polimerai
EPT — elektrony pernaSos tarpininkas
FAD - flavino adenino dinukleotidas
FC — ferocenas
FCA — ferocenkarboksiliné riigstis
FCAId — ferocenkarboksialdehidas
FMS — N-metilfenazino metosulfatas
GA — glutaro aldehidas
Glu — gliukozé
GOx — gliukozés oksidaze
GOXp agametzii — gliukozés oksidazé isskirta i§ Penicillium adametzii pelésiniy grybeliy

GOXp. funiculosum — gliukozés oksidazé isskirta i§ Penicillium funiculosum pelésiniy
grybeliy

GOXaniger — gliukozés oksidaze iSskirta i§ Aspergillus niger pelésiniy grybeliy
GR - grafito elektrodas

GR/GOx — grafito elektrodas modifikuotas GOx

GR/AuND/GOx — grafito elektrodas modifikuotas AuND, o po to GOx
GR/GOx/AuND - grafito elektrodas modifikuotas GOXx, o po to AuND
GR/GOx/PPy — grafito elektrodas modifikuotas GOx ir PPy sluoksniu
GR/GOx/AuND/PPy — grafito elektrodas modifikuotas GOx, AuND ir PPy sluoksniu
ITO — indZio alavo oksidas

Imax — maksimalus srovés stipris

Kwm — Michaelis konstanta

Py — pirolas

PPy — polipirolas

PPR — pavirSiaus plazmono rezonansas

Pt — platina

Pt/PPy — platinos elektrodas modifikuotas PPy



Pt/PPy/GOx — platinos elektrodas modifikuotas PPy ir GOx
QCM - kvarco kristalo mikrogravimetrinés svarstyklés
SAM - savitvarkis monosluoksnis

SEM - skenuojantis elektroninis mikroskopas

TCNQ - tetracianochinodimetanas

TOAB - tetraoktilamonio bromidas

TTF — tetratiofulvalenas

Vmax — maksimalus fermentinés reakcijos greitis



1 IVADAS

Biologiniai jutikliai yra labai svarbi Siuolaikinés analizinés chemijos
priemoné. Naujos kartos elektrocheminiai biologiniai jutikliai iSsprendzia
tokias svarbias analiziniy sistemy problemas, kaip specifiSkumas, stabilumas
bei atrankumas [1]. Analizé panaudojant biologinius jutiklius yra greita,
paprasta ir pigi [2]. Labai pla¢iai ir sékmingai naudojami amperometriniai
biologiniai jutikliai modifikuoti jvairiais elektroaktyviais junginiais, fermentais
bei nanodalelémis.

Fermentas gliukozés oksidaze (GOx) iSskirtas 1§ pelésiniy grybeliy
Apergillus [3, 4] arba Penicillium [5, 6] yra labai placiai naudojama
amperometriniuose gliukozés biologiniuose jutikliuose. Sis fermentas yra labai
svarbi minéty jutikliy dalis, nuo kurios priklauso analizinés sistemos
charakteristikos. Amperometriniai gliukozés biologiniai jutikliai, kuriuose
elektrodai yra modifikuoti GOx bei aukso nanodalelémis, yra naudojami
maisto pramong¢je, biocheminiuose, klinikiniuose bei aplinkos tarSos tyrimuose
[7,8,9,10].

Kuriant fermentinj biologinj jutiklj labai svarbu tinkamai paruosti
biologinio atpazinimo elementg, iSsaugant imobilizuojamy medziagy
aktyvuma, taip pat uztikrinant efektyvig elektrony pernaSa fermentinés
reakcijos metu. D¢l to stengiamasi kurti tokius biologinius jutiklius, kuriy
indikatorinio elektrodo pavirSiuje imobilizuojamos elektronus gebancios
pernesti medziagos bei organiniai junginiai. Nanomedziagos anglies pagrindu
[11] bei aukso nanodalelés [12] pasizymi dideliu elektrochemiskai aktyviu
pavirsiumi bei palankiomis elektroninémis ir elektrokatalitinémis savybémis,
kurios leidzia jas efektyviai panaudoti biologiniuose jutikliuose [13,14,15].
Didziausiu uzdaviniu S$ioje srityje yra naujy, efektyviy, pasizyminéiy
biosuderinamumu nanomedziagy kiirimas ir taikymas. Dazniausiai fermentinio
biologinio jutiklio veikliaja dalimi yra indikatorinio elektrodo pavirsiuje

imobilizuotas fermentas, tod¢l labai svarbu yra sukurti aukso nanodaleliy ir
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fermento konjugatus, kurie pasizyméty iSskirtinémis savybémis, pvz. terminiu
stabilumu [16], stabilumu laike, fermentas Siuose konjugatuose turi islaikyti
savo katalizinj aktyvumg. Kadangi paskutiniu metu daug moksliniy publikacijy
yra skirta skirtingy nanodaleliy panaudojimo fermentiniuose biologiniuose
jutikliuose galimybiy tyrimui, buvo nuspresta iStirti bei palyginti gliukozeés
biologiniy jutikliy su skirtingo dydzio aukso nanaodalelémis analizines
charakteristikas bei kinetinius parametrus, naudojant skirtingus elektrony
pernaSos tarpininkus. Taip pat buvo atlikti aukso nanodaleliy koloidinio tirpalo
jtakos gliukozés biologinio jutikliui veikimui tyrimai.

Elektrai laidis m-m konjuguoti polimerai yra labai placiai naudojami
Jvairiose srityse, taip pat ir biologiniy jutikliy elektrody modifikavimui.
Daugelis konjuguoty polimery (pvz., polipirolas, polianilinas) pasizymi puikiu
biosuderinamumu, o tai leidzia juos panauduoti kaip biologiskai aktyviy
medziagy imobilizavimo ant jvairiy pavir§iy matricas [17]. Taip pat pastebéta,
kad elektrai laidis polimerai atlieka elektrony pernaSos tarpininko vaidmen;j
tarp fermento ir elektrodo pavirSiaus [18]. Svarbu paminéti, kad kai kurie n-n
konjuguoti polimerai polimerai (polipirolas, polianilinas) gali bati lengvai
susintetinami cheminiu, elektrocheminiu bei fermentiniu budu, o taip pat
pasizymi geru stabilumu laike [19]. Netirpiis, stabilts aplinkoje polipirolo
sluoksniai dazniausiai sintetinami i$§ standartiniy komerciniy pirolo monomery.
Siam tikslui yra naudojama cheminé bei elektrocheminé polimerizacija. Taip
pat, biologiniy jutikliy tobulinimui naudojami polipirolo-aukso nanodariniai,
kurie yra sintetinami chemiSkai polimerinant pirolg oksidatoriumi naudojant
tetrachloraukso riigstj [20]. Tokiu biidu gaunamos dalelés yra stabilios, gali
atlikti elektrony pernaSos tarpininko vaidmenj, kadangi j polipirolo sluoksnj
jterptos aukso nanodalelés padidina polimero laidj. Sekancioje disertacinio
darbo dalyje buvo istirtos elektrody, modifikuoty gliukozés oksidaze ir aukso
nanodalelémis bei polipirolu elektrokatalizinés savybés.

Elektrony pernasos mechanizmo tarp biologiSkai aktyvios molekulés ir
elektrodo pavirSiaus supratimas yra labai svarbus kuriant jvairius

bioelektroninius jrenginius: biokuro elementus, biologinius jutiklius ir k.t.
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Taciau, tiesiogin¢ elektrony pernasa tarp GOx ir elektrodo standartinémis
saglygomis nevyksta, kadangi fermento aktyvusis centras yra giliai baltyminéje
globuléje, todél elektrony pernasos tarpininky panaudojimas yra bitinas [21].
Be to, skirtingy elektrony pernaSos tarpininky efektyvumas naudojant tg patj
fermentg gali biiti skirtingas. Tod¢l paskutinéje disertacinio darbo dalyje buvo
nutarta iStirti gliukozés oksidaziy i8kirty 1§ skirtingy pelésiniy grybeliy veikima

naudojant skirtingus elektrony pernaSos tarpininkus.

Darbo tikslas:

Pritaikyti aukso nanodaleles, skirtingas gliukozés oksidazes bei n-n konjuguota
polimerag polipirolga grafito elektrodo modifikavimui bei gliukozés

amperometriniam nustatymui biologiniais jutikliais

Darbo uzdaviniai:

v’ Istirti aukso nanodaleliy dydzio ir elektrodo modifikavimo procediros
jtaka gliukozés amperometriniam nustatymui.

v’ Jvertinti aukso nanodaleliy koloidinio tirpalo koncentracijos jtaka
gliukozés amperometriniam nustatymui bei jvertinti fermentinio
biologinio jutiklio efektyvumg terpéje esant tirpiam elektrony pernasos
tarpininkui ir be jo.

v Istirti -1 konjuguoto polimero polipirolo jtakg fermentiniy biologiniy
jutikliy, kuriuose panaudotos skirtingo dydzio aukso nanodalelés,
analizinéms charakteristikoms.

v' Palyginti elektrody, paruoSty naudojant gliukozés oksidazes i
Penicillium adametzii, Penicillium funiculosum ir Aspergillus niger,
stabilumg bei analizinius signalus, naudojant elektrody pavirsiuje

imobilizuotus elektrony pernasos tarpininkus.



Ginamieji disertacijos teiginiai:

v Aukso nanodalelés imobilizuotos grafito elektrodo pavirSiuje kartu su
tirpiu elektrony pernasos tarpininku uztikrina efektyvesne elektrony
pernasa nuo gliukozés oksidazés aktyvaus centro elektrodui fermentinés
gliukozés oksidacijos metu ir padidina registruojamg analizinj signalg.

v' Maza aukso nanodaleliy koncentracija (0,01 - 0,60 nmol L™ intervale)
tirlamajame tirpale kartu su tirpiu elektrony pernaSos tarpininku
uztikrina efektyvesne elektrony pernasag nuo gliukozés oksidazés
aktyvaus centro elektrodui ir tai nepriklauso nuo nanodaleliy dydZio
(3,5nm, 6,0 nm ir 13,0 nm).

v" Polipirolo sluoksnis suformuotas elektrody modifikuoty skirtingo
dydzio aukso nanodalelémis ir fermentu pavirsiuje praplecia biologinio
jutiklio tiesinés priklausomybés intervalg, bet mazesnémis aukso
nanodalelémis modifikuotas elektrodas pasizymi didesniu analiziniu
atsaku ] tg pacig gliukozés koncentracijg pries ir po polipirolo sluoksnio
suformavimo.

v Gliukozés oksidazés i§ P. adametzii ir P. funiculosum pelésiniy grybeliy
imobilizuotos elektrodo pavirSiuje yra stabilesnés nei gliukozeés
oksidazé iSskirta i§ A. niger. Didziausi  analiziniai  signalai
registruojami naudojant gliukozés oksidazg i$skirtg i§ P. funiculosum ir
elektrony pernasos tarpininkus - ferocenkarboksiling riigstj arba

a-metilferocenmetanol;.
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2 LITERATUROS APZVALGA
2.1 Pagrindiniai jutikliy tipai

Jutiklis — prietaisas, skirtas kokybinei arba kiekybinei analizei, kurio
veikimo principas pagristas cheminiu vyksmu arba tiriamyjy objekty fizikiniy
savybiy pokyciu. Papras€iausiu jutikliu, sutinkamu visose laboratorijose, yra
lakmuso popierius, skirtas nustatyti terpés ragstingumo ar Sarmingumo
laipsniui. Kiekvienas jutiklis turi tris sudedamasias dalis: atpaZinimo elementa,
signalo vertiklj, signalo jvertinimo ir vaizdavimo elementa. Jutikliai gali bti
temperatiiros, slégio ir kt. pokyc¢io nustatymui; cheminiai jutikliai, skirti
cheminiy medziagy nustatymui pagal fizikocheminiy savybiy pokycius ir
biologiniai jutikliai, skirti jvairiy junginiy nustatymui naudojant biologin;j
atpazinimo elementa. Visy jutikliy atveju turi biti naudojamas signalo

vertiklis, kad gautume suprantamg tyréjui analizinj signalg [22].

Biologinis jutiklis — tai analiziné sistema, kurioje biologing atpazinimo
funkcija pasizyminti struktira yra integruota ] fiziking ar fizikocheming
sistemg [23,24]. Kaip ir paprastas jutiklis, biologinis jutiklis yra sudarytas i$
trijy pagrindiniy daliy:

1. Jautraus biologinio atpazinimo elemento (mikroorganizmai, audiniai,
organoidai, fermentai, antik@inai, nukleortigstys ir K.t.), kuris sgveikauja

su analite.

2. Signalo vertiklio (optinio, pjezoelektrinio, elektrocheminio ir k.t.), kuris
atsakg gautg analitei sgveikaujant su biologiniu atpazinimo elementu
pavercia elektriniu signalu, kuris gali biiti sékmingai iSmatuotas ir

kiekybiskai jvertintas.

3. Signalg registruojan¢io jrenginio, kuris yra sudarytas i§ elektroninés

dalies ir signalo pateikimo programy, kurios yra svarbios galutiniam
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analizinio signalo atvaizdavimui vartotojui suprantamu biidu bei gauty

rezultaty jvertinamuli.

2.2 Gliukozés biologiniai jutikliai

Dazniausiai moderniis biologiniai jutikliai kuriami gliukozés nustatymui.
Gliukozé yra vienas i§ svarbiausiy energijos Saltiniy lastelése. Normali
gliukozés koncentracija zmogaus kraujyje yra 4,1 - 5,9 mmol L™ [25], tuo
tarpu esant sutrikimams koncentracija gali bati 2 - 30 mmol L™ intervale [26].
Todél, labai svarbu tiksliai ir greitai nustatyti bei jvertinti gliukozés kiekj
paciento kraujyje. L. C. Clark ir C. Lions 1962 m. pasiiilé prading fermentinio
elektrodo skirto gliukozés amperometriniam nustatymui koncepcija. Biologinio
jutiklio veikimo principas buvo pagrjstas deguonies koncentracijos matavimu
naudojant deguonies elektroda sudaryta iS vidinés pusiau pralaidzios

membranos, plono GOx sluoksnio ir dializés membranos [27].

2.2.1 Gliukozés biologiniy jutikliy signalo vertikliai

Viena svarbiausiy biologiniy jutikliy daliy yra signalo vertiklis.
Gliukozés biologiniy jutikliy signalo vertikliai skirstomi pagal tai, ka jie gali
iSmatuoti: elektrinj aktyvumg (elektrocheminiai), Sviesg (optiniai), garsg
(akustinial), mase¢ (pjezoelektriniai) arba temperatiirg (kalorimetriniai).
Elektrocheminiai analizinio signalo vertikliai skirstomi j voltamperometrinius,
potenciometrinius bei konduktometrinius. Potenciometriniai vertikliai gali bti
jonams atrankiis bei elektrinio lauko vertikliai (ang. field effect transistors).
Optiniai analizinio signalo vertikliai skirstomi j Sviesolaidinius bei pavirSiaus
plazmony rezonanso (PPR). Kalorimetriniai vertikliai skirstomi j Siluminio
laidumo ir izoterminius vertiklius. Akustiniai vertikliai yra skirtomi j pavirSiniy
akustiniy bangy bei pjezokristalo mikrogravimetrinius vertiklius [28]. Masés
vertikliai yra skirstomi j masés srauto ir kvarco kristalo mikrogravimetrinius
vertiklius [29].
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Dazniausiai naudojamais elektrocheminiais analizinio signalo vertikliais
yra voltamperometriniai ir potenciometriniai. IS voltamperometriniy signalo
vertikliy bene dazniausiai naudojami yra amperometriniai. Amperometriniame
vertiklyje potencialas tarp dviejy elektrody yra pastovus, o matuojamas
analizinis signalas yra srovés stiprio pokytis, kuris atsiranda dél elektroaktyviy
junginiy oksidacijos arba redukcijos indikatorinio elektrodo pavirsiuje.
Indikatoriniai elektrodai biina jvairtis: platinos, aukso, sidabro, plieno arba
anglies junginiy, kurie yra inertiski tiriamajame potencialy intervale. Kadangi
prie tinkamo analités redukcijai arba oksidacijai potencialo redukuojasi arba
oksiduojasi ir dalis kity eanciy tirpale anali¢iy, elektrodo pavirSius daznai
dengiamas pralaidzia tik tam tikrai analitei membrana arba naudojamas

elektrony pernasSos tarpininkas, turintis Zemesnj oks-red potenciala [29].

Potenciometriniu signalo vertikliu galima iSmatuoti elektrocheminés
gardelés potencialy skirtumg tarp elektrody praktiskai netekant srovei.
Elektrinio lauko vertikliai tai potenciometriniai prietaisai, kuriy veikimas yra

pagristas potencialo matavimu izoliatoriaus-elektrolito riboje [30].

2.2.2 FElektrocheminiai gliukozés biologiniai jutikliai

Daugelio gliukozés Dbiologiniy jutikliy veikimas yra pagristas
elektrocheminiu virsmu, vykstanciu tarp imobilizoto fermento ir elektrodo
pavirSiaus.  DaZniausiai  naudojamais  fermentais elektrocheminiuose
biologiniuose jutikliuose yra gliukozés oksidazé isskirta i§ Aspergillus niger ir
gliukozés dehidrogenazé iSskirta i§ Acinetobacter calcoaceticus [26].
Gliukozés elektrocheminiai biologiniai jutikliai skirstomi j potenciometrinius,

amperometrinius ir konduktometrinius [22].

Amperometrinis gliukozés biologinis jutiklis — analiziné sistema, Kurios
veikimas yra pagristas elektroaktyvaus junginio (Siuo atveju gliukozés)
oksidacijos arba redukcijos proceso metu sukelto analizinio signalo

registravimu.
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1 pav. Principiné biologiniy jutikliy schema [31].

Pagal elektrochemines reakcijas, vykstanCias tarp elektrodo ir
analizuojamy elektroaktyviy junginiy, amperometriniai gliukozés biologiniai

jutikliai skirstomi  tris kartas:

% Pirmos kartos — biologiniai jutikliai, kuriy veikimas pagrjstas
analizuojamame tirpale iStirpusio deguonies ar fermentinés

reakcijos metu susidariusio vandenilio peroksido nustatymu;

% Antros kartos — biologiniai jutikliai, kuriy veikimas yra pagrjstas

elektrony pernasos tarpininko oksidacijos/redukcijos reakcijomis;

% Trecios kartos — biologiniai jutikliai, kuriuose vyksta tiesioginé

elektrony pernasa tarp fermento aktyvaus centro ir elektrodo.

Verta paminéti, kad Sis skirstymas tinka ne tik gliukozés, bet ir kity
elektrochemiskai aktyviy anali¢iy nustatymui skirtiems biologiniams

jutikliams.

Pirmosios kartos biologinis jutiklis susideda i§ metalo arba anglies
indikatorinio elektrodo, kurio pavirsiuje polimero arba membranos matricoje
yra imobilizuotas fermentas. Indikatoriniu elektrodu matuojama produkto —
vandenilio peroksido koncentracija. Sio tipo biologiniy jutikliy veikimui yra

reikalingas didelis potencialas. Analizuojamame tirpale esantis istirpgs
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deguonis turi jtakos registruojamam analiziniam signalui. | tai buvo atsizvelgta
kuriant antros kartos gliukozés biologinius jutiklius. Deguonies jtakos
analiziniam signalui sumazinimui pradéti naudoti elektrony pernasos
tarpininkai: ferocenas, fericianidas, tetratiofulvalenas (TTF),
tetracianochinodimetanas (TCNQ), metileno mélynasis ir K.t. Elektrony
pernasos tarpininkai uztikrina elektrony pernasa 1§ fermento aktyvaus centro
link elektrodo pavirSiaus [26]. Fermentinés reakcijos metu EPT yra
redukuojamas, o elektrodo pavirSiuje reoksiduojamas, ko pasekoje yra

registruojamas amperometrinis signalas.

0 /oz+ 2H* $+0,
o
£

H,0, P

P+H*

P+H?*

2 pav. Principiné amperometriniy biologiniy jutikliy oksidaziy pagrindu veikimo
schema: (I) pirmoji, (II) antroji ir (III) trecioji karta. S — substratas, P — produktas,
EPT — elektrony pernaSos tarpininkas, uzbruksniuotas plotas — fermentas. [32].
Antros kartos gliukozés biologiniuose jutikliuose substrato oksidacijos
metu elektrony pernasos tarpininkas elektronus i§ redukuotos fermento formos
pernesa prie elektrodo pavirSiaus, kur elektrony pernaSos tarpininkas yra

oksiduojamas ir to pasekoje registruojamas amperometrinis signalas.
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TreCios kartos biologiniuose jutikliuose tapo jmanoma tiesioginé
elektrony pernasa i§ fermento aktyviojo centro elektrodui. Siuo atveju nereikia
elektrony pernasos tarpininky. Tai tam tikrais atvejais padidina jutikliy

atrankuma bei galimybe atlikti analiz¢ naudojant maziau reagenty [26].

2.3 Amperometriniai tyrimo metodai

Amperometriniai tyrimo metodai yra elektrocheminiai metodai, kuriuos
atliekant indikatoriniam elektrodui suteikiamas pastovus potencialas lyginamo
elektrodo atzvilgiu, o iSmatuojamas analizinis signalas (srovés stipris)
atsiranda dél oksidacijos/redukcijos reakcijy vykstanciy indikatorinio elektrodo

pavirSiuje. Srovés stipris yra registruojamas kaip laiko funkcija.

P
0, pralaidi ¢
membrana
e
FGO:& X5, “
’ Gliukozé

3 pav. Principiné amperometrinio biologinio jutiklio schema. Pastovus potencialas
yra palaikomas tarp platininio katodo ir lyginamojo Ag/AgCl elektrodo. Standartiskai

toks jutiklis biina 1 cm skersmens, bet yra sistemy ir su 0,25 mm skersmens jutikliais

[34].

Kai kartu su amperometriniais metodais naudojami kiti analizés metodai,

pvz. kapiliarin¢ elektroforezeé arba skysCiy chromatografija elektrocheminé
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atpazinimo dalis — elektrodai jmontuojami paciame analizinés sistemos gale

[33].

Amperometriniy biologiniy jutikliy analizinio atsako trukmé bei jautrio
charakteristikos yra panaSios kaip potenciometriniy biologiniy jutikliy.
Paprasc¢iausiu amperometriniu biologiniu jutikliu yra L. C. Clark ir C. Lions
1962 metais sukonstruotas jutiklis. Pagal §; model; iki S$iol kuriami
amperometriniai jutikliai. Pagrindinés tokio jutiklio dalys yra indikatorinis
elektrodas - platinos katodas, kurio pavirSiuje vyksta deguonies redukcija ir
Ag/AgCI lyginamasis elektrodas. Abu elektrodai panardinami j KCI tirpalg ir
yra atskirti nuo analizuojamojo tirpalo deguoniui pralaidzia polimerine
membrana (pvz., teflonas, politetrafluoretilenas). Reakcijos vykstancios tokioje

sistemoje:

AgQ/AgCI lyginamasis elektrodas, kuris yra grjztamasis elektrodas — gali
bati ir katodas ir anodas: 4Ag° + 4ClI" — 4AgCl + 4¢”

Pt katodas: O, + 4H" + 4" — 2H,0

Elektrocheminés redukcijos greitis Sioje sistemoje priklauso nuo
deguonies difuzijos grei¢io per polimering membrang. Siame jutiklyje
naudojama gliukozés oksidaze, bet gali biiti naudojama ir alkoholio oksidaze,
D- ir L-amino rugs¢iy oksidazés, cholesterolio oksidazé, galaktozés oksidazé ir
kiti fermentai. Tokiu tikslu gali buti registruojama ir issiskirian¢io H,O,
koncentracija. Siuo atveju indikatoriniam elektrodui yra suteikiamas + 0,68 V

potencialas ir sistemoje vyksta tokios reakcijos:
Pt anodas: H,0, — O, + 2H" + 2¢”
Ag katodas: 2AgCl + 2e” — 2Ag° + 2CI" [34]

Amperometriniuose tyrimuose daznai naudojamos trijy elektrody
sistemos: indikatorinis elektrodas, lyginamasis elektrodas (dazniausiai

AQ/AQCIl elektrodas) ir pagalbinis elektrodas (dazniausiai Pt elektrodas).
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Tokioje sistemoje indikatorinis ir pagalbinis elektrodai sudaro granding, kuria
dél atitinkamos elektrody poliarizacijos teka srové, o lyginamasis elektrodas
reikalingas palaikyti pastoviai indikatorinio elektrodo potencialo reikSmei [35].

2.4 Elektrony pernasos tarpininkai

Analizuojamame tirpale iStirpes deguonis trukdo atlikti analizg
amperometriniu biologiniu jutikliu. Deguonies jtakos analiziniam signalui
sumazinimui naudojami elektrony pernasos tarpininkai (EPT), kurie tiesiogiai
pernesa elektronus i§ fermento aktyviojo centro prie indikatorinio elektrodo

pavisiaus. Tinkami EPT turi atitikti Siuos pagrindinius reikalavimus:
v" Turi greitai reaguoti su imobilizuoto fermento redukuota forma;

v Tiek oksiduota, tiek redukuota EPT forma turi biti pakankamai tirpi,
kad laisvai difunduoty tarp fermento aktyviojo centro ir elektrodo

pavirSiaus.
v" Turi buti toksiskas biologiskai aktyviai medZiagai

v’ Potencialo reik8mé, reikalinga oksiduoto ar redukuoto EPT

regeneracijai turi biiti Zema ir nepriklausyti tuo terpés pH;
v Redukuota EPT forma neturéty lengvai reaguoti su deguonimi [34];
v Neturi dalyvauti Kituose procesuose;
v" Turi biti stabilus tiriamojoje terpéje [36].

Elektrony pernasos tarpininkais gali biiti organiniai ir neorganiniai
pereinamyjy metaly kompleksiniai junginiai, organinés kilmés junginiai bei 7 —
n konjuguoti polimerai pasizymintys dideliu elektriniu laidziu — polianilinas,

polipirolas ir kt. (4 pav.).

Elektrony pernasos tarpininky sistemos biina keliy tipy:
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+» Difuziniai EPT — kai EPT yra analizuojamame tirpale ir fermento
aktyvusis centras pasiekiamas difuzijos pagalba. Siuo atveju difuzija priklauso
nuo: hidrofobiniy/hidrofiliniy fermento savybiy, tarpininko formos ir dydzio
bei elektrostatiniy sgveiky. Placiausiai naudojamais difuziniais EPT yra
feroceno dariniai.

«» EPT modifikuoti elektrodai.

< EPT mofikuoti fermentai. Siuo atveju tarp fermento ir EPT sudaromas

stiprus kovalentinis rySis.
+¢ Daugiasluoksniai fermento sluoksniai su EPT.

¢ Fermentas jterptas j elektrai laidaus polimero sluoksnj [37].

/N N /N
CLI LI jo¢
N (H,C), N(CH,), (H,C),N S (CH,),
NO,

|
CH,
N-metilfenazino
metosulfatas

N 0
/(:Egﬂ O o
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Metileno melynasis Metileno aliasis

SOE.H
‘I - : : :C 3
( 3(:): ] 2
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OH
Meldolos melynasis Alizarino Zaliasis NH
0
NC CN
) 2 =1
NC CN g 5 NH
o-benzochinonas Tetracianochinodimetanas Tetratiofulvalenas 1,4-fenilendiaminas

4 pav. Dazniausiai biologiniuose jutikliuose naudojami elektrony pernasos
tarpininkai.

2.4.1 Dazniausiai naudojami elektrony pernasos tarpininkai

N-metilfenazino metosulfatas (FMS) — vienas placiausiai naudojamy EPT

atliekant tyrimus su oksidoreduktazémis [38,39]. Tai tirpus vandenyje, labai
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jautrus Sviesai EPT. Kaip ir kiti tirpis EPT, FMS iSsiplauna i§ analizinés

sistemos, tod¢l pries kiekvieng matavimg yra jvedamas pakartotinai.

Ferocenas — organometalinis junginys, kurio cheminé formulé Fe(CsHs),.
Tai metaloceny grupés junginys susidedantis i§ dviejy ciklopentadienilo Ziedy
tarp kuriy yra metalo atomas (Siuo atveju gelezis). Tokie organometaliniai
junginiai daznai vadinami ,,sumustinio” junginiais [40]. Dél savo red-oks
savybiy ferocentas, bei jo dariniai daznai taikomi biologiniuose jutikliuose
Susintetinti elektrochemiskai aktyvis feroceno red-oks kopolimery sluoksniai
ant indzio-alavo oksido (ITO) elektrodo pasizymi aukstu biosuderinamumu su
biologiskai aktyviomis medZiagomis, lyginant su ITO sistema be kopolimero.
Feroceno kopolimeru modifikuoto elektrodo atveju yra registruojamas didelis
analizinis signalas, todél tokios analizinés sistemos pasizymi dideliu jautriu
[41].
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Ferocenas o-metilferocenmetanclis  ferocenkarboksialdehidas ferocenkarboksi
rlgstis

5 pav. Dazniausiai elektrony pernasai naudojami feroceno dariniai.

Feroceno dariniy (5 pav.) pagrindy kuriami elektrocheminiai jutikliai,
kuriy modifikavimui naudojami ferocenu modifikuoti tiofeno junginiai ar

stireno kopolimerai. Tokie jutikliai naudojami fosfato jony nustatymui [42].

2.5 Gliukozés oksidazé

Fermentas GOx sudarytas i§ dviejy identisky subvienety (kiekvieno
molekuliné masé yra lygi 80 kDa), sujungty tarpusavyje disulfidiniais ry$iais.
Kiekviena GOx molekulé¢ turi du flavino adenino dinukleotido (FAD)
kofaktorius, sujungtus tarpusavyje. FAD lemia fermento aktyvuma. Svaraus

fermento sudétis yra tokia: 74 % aminoriigStys, 16 % neutraliis karbohidratai ir
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2 % amino cukrai. GOx iSskirtos i§ Aspergillus niger pelésinio grybelio
veikimo pH intervalas yra nuo 4,0 iki 7,0, bet optimaliausias yra pH 5,5 [43].
Gliukozeés oksidazé yra naudojama tiek reakcijos tirpale, tiek imobilizuota

elektrodo pavirsSiuje [44].

Gliukozés oksidazé Kkatalizuoja D-gliukozés oksidacijg j D-gliukono-1,5-
laktong ir vandenilio peroksida. Tarpinis katalizinés reakcijos produktas —
redukuota GOx forma (GOx-FADH,), esant tirpale deguoniui, oksiduojama iKki
oksiduotos GOx formos (GOx-FAD) issiskiriant H,O..

2.5.1 Fermenty imobilizavimo budai

Biologiniuose jutikliuose fermentai dazniausiai yra imobilizuojami trimis

pagrindiniais budais:

|. Adsorbcija ant stiklo arba specialiai tam paruostoje matricoje. Siuo
atveju fermentas adsorbuojamas inertinio pagrindo isorinéje dalyje. Kadangi
adsorbcija vyksta nesusidarant cheminiams rySiams, fermento aktyvusis
centras gali biiti uzblokuotas matricos pavirSiaus nelygumais. D¢l to sumazéja

imobilizuoto fermento aktyvumas.

[l.  Membraniné arba gel-matriciné pagava — fermentas yra jterpiamas j
netirpias sferas ar mikrosferas pvz., kalcio alginato sferos (alginatas —
anijoninis polisacharidas). Taciau Siuo atveju yra apsunkinta tiek substrato, tiek

produkto difuzija per sferos sieneles.

l1l. Kovalentinis prijungimas. Siuo atveju fermentas yra kovalentiikai
prijungiamas prie pagrindo pavirdiaus. Sis biidas yra efektyvesnis nei auki&iau
minéti imobilizavimo budai. Kadangi cheminé imobilizavimo reakcija
uztikrina, kad fermento aktyvusis centras bus laisvai pasiekiamas substratui,
fermento aktyvumas priklauso tik nuo substrato judrio. Etilenglikolio
molekuliy panaudojimas sumazina modifikuojamo pavir§iaus nelygumus ir

sudaro palankias salygas substrato difuzijai [45,46].
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Adsorbcija ir membraning (gel-matricing) pagava galima priskirti prie
fizikiniy imobilizavimo biidy. Taip pat, prie Siy biidy yra priskiriamas
jterpimas ] polimerinius sluoksnius ir elektropolimerizacija. SuriSimas
kryzminiais rySiais su bifunkciniais reagentais, t.y. kovalentinis fermento
molekuliy sujungimas yra priskiriamas prie cheminés imobilizacijos budy.
DazZnai kovalentinis imobilizavimas susideda i§ dviejy pagrindiniy etapy:
kietos matricos funkciniy grupiy aktyvavimo ir kovalentinio fermento

prijungimo.
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6 pav. Kovalentiniy fermento (F) imobilizavimo elektrodo pavirSiuje

pavyzdziai [47].

Kaip imobilizavimo matrica gali biti naudojami jvairiis pavirSiai: platina,
auksas, grafitas, stiklas, kvarcas. Fermenty matricos funkciniy grupiy

aktyvavimui naudojami jvairlls organiniai ir neorganiniai junginiai:
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modifikuoti azoto heterocikliniai junginiai (6 apav.), jvairiai modifikuoti
silanai (6 b pav.) bei karbodiimido junginiai (6 ¢ pav.). Fermentai auksinio
elektrodo pavirSiuje gali buti imobilizuojami panaudojant biotino-avidino
kompleksus (6 e pav.). PlaCiausiai fermenty imobilizavimui, Sujungiant
fermento molekules kryzminiais rySiais naudojamas glutaro aldehidas
(6 dpav.) [47,48]. Taip pat, kaip jau minéta auksciau, kaip fermento
imobilizavimo matrica sékmingai gali btti nhaudojami n-m konjuguoti elektrai
laiddis polimerai [49,50,51].

2.6 @ konjuguoti polimerai

n-n konjuguoti elektrai laidiis polimerai — tai organiniai polimerai
pasizymintys laidumu elektros srovei. Jie gali biiti tiek laidininkais, tiek
puslaidininkiais. Sie polimerai yra sudaryti i§ heterocikliniy aromatiniy
monomery grandziy, turin¢iy w-m konjuguota sistemg. DidZiausiu elektrai
laidziy polimery privalumu yra tai, jog jie gali biiti legvai pervedami j jvairias
fizikines biisenas sintezés metu, pvz. disperguojami. Sio tipo polimerai néra
termosplatiski, t.y. jy mechaninés savybeés nesikeicia didinant temperatiirg. m-n
konjuguoti elektrai laidiis polimerai tinka elektrody pavirSiy ant kuriy yra
imobilizuota biologiSkai aktyvi medziaga, modifikavimui. Biologiniam
jutikliams modifikuoti dazniausiai taikomi polipirolas, polianilinas ir
politiofenas. Jie gali biiti susintetinami tiek cheminiu, tiek elektrocheminiu

budu [52].

2.6.1 Polipirolo monomeras - pirolas

Pirolas (Py) — heterociklinis aromatinis organinis junginys, kurio
empiriné formulé yra C4H4NH [53]. Grynas pirolas yra bespalvis skystis, bet,
kaip ir daugelis aminy, keicia spalva i§ bespalvio j ruda salytyje su oru ir
Sviesa. Tirpalo spalvos pasikeitimas reiskia, kad tirpale susidaro polipirolas ir
jvairis aminy oksidai. Pirolas pasizymi mazu baziSkumu, lyginant su kitais

aminais ir aromatiniais junginiais, tokiais, kaip piridinas.
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7 pav. Elektrai laidaus polimero polipirolo monomeras - pirolas [54].
2.6.2 Polipirolas

Polipirolas (PPy) — n-m konjuguotas elektrai laidus organinis polimeras
gaunamas pirolo polimerizacijos biidu [54]. Vieni i§ pirmyjy polipirola
susintetino mokslininko Weiss vadovaujama grupé, 1963-ais metais. Laidaus
PPy sintez¢ buvo atlikta pirolizuojant tetrajodpirolo junginj [55]. Siuolaikinése
laboratorijose polipirolas dazniausiai sintetinamas oksiduojant pirolg stipriais

oksidatoriais, pvz., panaudojant gelezies trichlorida metanolyje:

n C4HsNH + 2 FeCly — (C4H,NH), + 2 FeCl, + 2 HCI

Siuo atveju, polimerizacijos metu gaunamas C,H,NH"" katijon-radikalas,
kuris yra stiprus elektrofilas. Neoksiduota pirolo molekulé per antroje padétyje
esantj anglies atoma su C,H,NH*" katijon-radikalu sudaro dimerinj katijon-
radikala [(C4H4NH),] **. Procesas Kkartojasi daug karty. Taip pat, oksidatoriumi
labai daznai naudojamas H,0,. Polipirolas gali buti susintetintas ne tik
cheminiu budu, bet ir elektrocheminiu. Efektyviausiai elektrocheminé pirolo
polimerizacija vyksta prie pastovaus + 0,8 V potencialo, bet polimerizacija

jmanoma ir prie Zemesniy potencialo verciy [56,57,58].

Gautas polimerizacijos biidu polimeras yra pilkos spalvos, juoduojancios
kambario temperatiiroje ir Sviesoje. Polimero sluoksniai yra tamsiai pilki arba
juodi, priklausomai nuo polimerizacijos laiko ir pradiniy medZiagy
koncentracijos. Polipirolas yra amorfinis polimeras. Sis polimeras yra stabilus
iki 150 °C temperatiiros [59].
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Chemiskai susintetinto polipirolo laidis priklauso nuo daugelio faktoriy:
pradiniy oksidacijos proceso reagenty savybiy, jy kiekiy, paruosimo technikos,
priedy kiekio esan¢io monomere. Kadangi polipirolas yra higroskopinis,
vandens pasalinimas i$ sintezés tirpalo Zymiai jtakoja gauto polimero laiduma.
Papildomai, PPy laidis gali biiti padidinamas polimerizacijos metu pridédant
etilenglikolj [60]. PPy laidis gali bati nuo 2 iki 100 S cm™ [61].

Polipirolas yra puiki medziaga pasiZyminti naudingomis savybémis,
leidzian¢iomis jj panaudoti Kuriant elektroanalizines sistemas. Chemiskai
sintetinant PPy jis susidaro tirpale juody nuosédy pavidale. Naudojant paprasta
elektrocheminés polimerizacijos biidg gaunami stabiliis polipirolo sluoksniai,
pasizymintys dideliu laidZiu ir puikiomis mechaninémis savybémis. Be to,
elektrocheminé PPy polimerizacija trunka vidutiniskai 10 karty trumpiau, nei
cheminé. PPy  sluoksniai  sintetinami  naudojant  daugiapakopinj
elektronusodinimg su tirpiklio paSalinimu prie§ kiekvieng pakopa. Sluoksniy
storis gali buti reguliuojamas keiciant srovés stiprj. Daugiapakopinis tirpiklio
pasSalinimas eliminuoja dendritiniy PPy struktiiry bei pory atsiradima. Tirpiklio
pasalinimas mazina oligomeriniy struktiry koncentracija prie elektrodo
pavirSiaus ir neleidzia susidaryti trimatéms struktiroms, linkusioms formuotis
i§ tirpale esan¢iy monomery. Taigi, palaipsniui polimerinami PPy sluoksniai

pasizymi didesniu tankiu [62].

2.6.2.1 Elektrochrominés polipirolo savybés

Elektrochromizmas — reiskinys, kaip tam tikra medziaga keiCia savo
spalva priklausomai nuo §iai medziagai suteikto potencialo. [vairts medziagy
ir struktiiry tipai gali biiti panaudoti konstruojant elektrochrominius jrenginius.
Elektrochromizmo reiskinys atsiranda dé¢l red-oks reakcijy kurios vyksta su

medziagomis, kurioms biidingas elektrochromizmas.

Elektrochromizmas yra budingas elektrai laidiems polimerams:
politiofenui, polianilinui ir polipirolui [63]. Elekrochemiskai sintetinami
polipirolo sluoksniai taip pat pasizymi Siuo reiskiniu (8 pav.).
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Kaip matyti i§ 8 paveikslo A dalies, kai polipirolo elektrocheminés
sintezés metu indikatoriniam elektrodui suteikiamas teigiamas potencialas,
gaunama oksiduota polimero forma, kuri yra zaliai-pilkos spalvos. Tuo tarpu,
kai sintezés metu elektrodui suteikiamas neigiamas potencialas, gaunamas

redukuoto polipirolo sluoksnis, kuris yra geltonos spalvos su pilku atspalviu.

Elektrochrominés medziagos turi platy panaudojimg jvairiose srityse,
pvz., §is reiSkinys naudojamas kuriant taip vadinamus ,,inteligentinius langus*
(ang. intelligent windows). Jie reaguoja ] aplinkos Sviesg ir automatiskai
kontroliuoja lango stiklo pralaidumg. Taip pat tokie stiklai naudojami kai

kuriuose Boeing Iéktuvy modeliuose [64].

Lyginamasis
Ag/AgCl n— A
elektrodas
Oksiduotas
Pagalbinis polipirolo
stikliskosios sluoksnis
anglies (zaliai-pilkas)
elektrodas
Lyginamasis
Ag/AgCl B
elektrodas
Redukuotas
Pagalbinis polipirolo
stikliSkosios sluoksnis
anglies (geltonas)
elektrodas

8 pav. Skirtingos spalvos elektrochemniskai susintetinto polipirolo sluoksniai
priklausomai nuo sintezés metu indikatoriniam elektrodui suteikiamo potencialo: A —
teigiamas potencialas, B — neigiamas potencialas [64].
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2.6.2.2 Polipirolas biologiniuose jutikliuose

Elektrai laidaus polimero polipirolo sluoksniai pla¢iai naudojami
biologiniy jutikliy elektrody modifikavimui. Jie naudojami  kaip
elektrokatalizatoriai ar biologiniy molekuliy imobilizavimos matricos [11].
Polipirolo sluoksniai sujungti su biologiSkai aktyvia medZiaga (fermentu,
antikGnu ir kt.) sékmingai naudojami analizinio signalo registravimui, o taip
pat jie atlieka biologinio jutiklio apsauging funkcija, darant jj atrankiu tik tam

tikrai anali¢iy grupei [65].

Polipirolas pasizymi ne tik laidumu elektros srovei, bet ir skirtingu
pralaidumu jvairioms cheminéms medziagoms, geru plastiSkumu, gebéjimu
keisti savo fizikines savybes elektrinio lauko poveikyje arba keiCiant terpés
rigStinguma, todel jis tinka elektrody pavirSiy ant kuriy yra imobilizuota

biologiskai aktyvi medziaga, modifikavimui [66].

2.1 Aukso nanodalelés
2.7.1 Aukso nanodaleliy sintezé vandeninéje ir organinéje terpéje

Aukso nanodalelés bei jy dariniai yra vienos 1§ labiausiai iStirty nano-
medziagy Siuolaikiniame mokslo pasaulyje ir yra pritaikomos daugelyje sriciy:
elektronikoje, biologijoje, katalizéje, medicinoje ir k.t. Apsaugant aukso
nanodaleles nuo agregacijos bei jy optiniy, elektriniy ir kataliziniy savybiy
kontroliavimui, AuND yra modifikuojamos tam tikromis funkcinémis
organinémis arba neorganinémis molekulémis. Todél intensyviai vykdoma
aukso nanodaleliy sintezé skirtingais metodais, funkcionalizavimas bei
pavir§iaus tyrimai. Taip pat labai svarbu yra iStirti ir nustatyti aukso
nanodaleliy agregacijos ir dispersijos laipsnius, kadangi §ioS savybés yra

svarbios pritaikant jas jvairiose analizinése sistemose [67].

Nanodalelémis laikomi dariniai, kuriy dydis varijuoja nuo 1 iki 100 nm
[68,69]. Priklausomai nuo sintezés ir paruosSimo metodikos bei funkciniy

grupiy, dalelés isSlieka stabilios vandenyje (hidrozoliai) arba organiniame
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tirpiklyje (organozoliai). Daugelio nanodaleliy sintezés metody trukmé ilga
[70], kadangi reikalingas specifinis jy pavirSiaus padengimas jvairiomis
funkcinémis grupémis, siekiant tolimesnio jy panaudojimo sudétinguose

nanostruktiirizuotuose jrenginiuose [67].

Koloidiniai nanodydziy eilés metaliniy daleliy tirpalai gali biiti gaunami
dviem pagrindiniais btidais. Vienas i$ jy yra vadinamas ,,i§ virSaus j apacig‘
(ang. top-down) [71] budas. Tam tikro metalo nanodalelés gaunamos
smulkinant jvairiais btidais prading medziagg. Smulkinimo metu |} tirpalg
dedami koloidinio tirpalo stabiluma palaikantys junginiai. ,,I$ virSaus j apacig*
technologijoje labai placiai naudojamas metaly garinimo buidas, kai plonas
metalo sluoksnis ant substrato uzgarinamas vakume. Vakuminéje aplinkoje
metaly dalelés, kurios yra gary pavidale, nuséda tiesiogiai ant substrato ir
kondensuojasi iki kietos busenos. Tokiu biidu gaunamas plonas, plastiskas
metalo sluoksnis [72]. Antru nanodaleliy tirpaly gavimo biidu yra vadinamas
18 apacios j virSy“ (ang. bottom-up), kai koloidinis tirpalas gaunamas
redukuojant metaly druskas arba skaldant metastabilius organometalinius
junginius. Tvarkingam nanostruktiry augimo ir stabilumo uztikrinimui
naudojami stabilizatoriai — polimerai arba pavirSinio aktyvumo medziagos
[67].

Cheminé metaly drusky redukcija iki neutraliy metalo atomy vandeningje
terpéje esant stabilizuojantiems junginiams yra labiausiai paplites aukso
nanodaleliy sintezés metodas [73]. Sj metoda 1951 m. pasiiilé J. Turkevich
[74], o 1970 m. G. Frens jj patobulino [75]. Gaunamos sferinés,
monodispersinés nanodalelés, kuriy skersmuo yra iki ~ 20 nm. Didesnio
dydzio dalelés pasizymi blogesnémis monodispersiSkumo charakteristikomis.
Sios sintezés mechanizmas susideda i3 trijy etapy: nanodalelés branduolio i3
aukso atomy susidarymo, augimo ir aglomeracijos [76]. Aukso nanodalelés
gaunamos redukuojant tetrachloraukso riig§tj natrio citratu vandeningje terpéje.
Natrio citratas veikia kaip reduktorius ir stabilizatorius, nes neigiami citrato

jonai adsorbuojasi ant aukso nanodaleliy, suteikdami joms neigiamg krivj,
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kurio déka dalelés stumia viena kitg ir taip yra iSvengiama jy agregacijos. Kaip
redukuojanti medziaga taip pat gali biiti panaudoti borhidridai ir Kkiti
reduktoriai. Kaip jau minéta anksciau, dalelés gaunamos citrato pagalba yra
sferinés ir iki 20 nm skersmens, o jy dydis kontroliuojamas keiciant reagenty
koncentracijas [77]. Be aukso drusky redukcijos yra nemazai kity buidy gauti
koloidinéms aukso nanodaleléms: sonochemija, fotochemija bei auginimas
terpéje esant mazy aukso nanodaleliy, reikalingy nanodaleliy augimui [67].
Taip pat metaly nanodalelés gali biiti padengtos jvairiais neorganiniais
sluoksniais, tokiais kaip laidaus nemetalinio grafito arba pusiau laidaus CdS
[67].

Aukso nanodaleliy sintezé¢ gali biti atlikta ir organiniuose tirpikliuose
nesimaisanciuose su vandeniu. Pirmg kartg toks aukso nanodaleliy sintezés ir
stabilizavimo metodas literatiiroje buvo paminétas 1994-aisiais ir buvo
pavadintas Brust-Schiffrin metodu [78]. Dar kitaip S$itas metodas yra
vadinamas dviejy faziy perneSsimo metodu. Metodo esmé yra tetrachloraukso
rugsties reakcija su tetraoktilamonio bromidu (TOAB) tolueno terp¢je. Taip pat

yra naudojamas natrio borhidridas kaip reduktorius ir kaip stabilizatorius.

Brust-Schiffrin metodas taip pat naudojamas, kai norima susintetinti Au
nanodaleles su savitvarkiu monosluoksniu (SAM). Tam tikslui naudojami
jvairts alkantioliai. Tetrachloraukso riigstis i§ vandeninés terpés pervedama j
organing faz¢ naudojant TOAB ir vykdoma redukcija natrio borhidridu terpéje
esant alkantioliy. Sis metodas leidzia susintetinti monodispersines aukso
nanodaleles padengtas tankiai i3sidéséiusiu monosluoksniu. Siuo biidu
susintetintos AUND yra termiskai stabilios bei pasizymi geru stabilumu
deguonies atmosferoje. Tokiy daleliy skersmuo svyruoja nuo 1,5 iki 5,2 nm.
Vienu didZiausiu $io metodo privalumu yra tai, jog tokios aukso nanodalelés
gali biiti pakartotinai izoliuotos ir iStirpintos organiniuose tirpikliuose be
negrjZtamos agregacijos ar Suirimo. Jos gali biti lengvai transportuojamos ir
lengvai modifikuojamos. Aukso nanodalelés padengtos SAM gali biti

s¢kmingai panaudotos kuriant nanostruktiiras ir nanojrenginius pritaikomus
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biologijoje, katalizéje, pavirSiaus inzinerijoje bei optoelektronikoje [79]. Per
SAM sluoksnj nanodaleliy pavirSiuje galima imobilizuoti jvairias biologiskai

aktyvias molekules, fermentus bei kitus junginius.

Aukso nanodaleles galima susintetinti ir taip vadinamu Perrault ir Chan
metodu [80]. Jo esmé — tetrachloraukso riigSties redukcija hidrochinonu
vandeniniuose tirpaluose, kuriose yra nanodaleliy branduoliy, reikalingy
tolimesniam AuND augimui (ang. seeds). Stabilizatoriaus (pvz., natrio citrato)
buvimas terpéje salygoja kontroliuojamg nanodaleliy augimg. Dazniausiai,
nanodaleliy branduoliai yra sintetinamos citratiniu metodu. Perrault ir Chan
metodas papildo Turkevich-Frens sintezés metoda, kadangi prapleciamas
monodispersiniy daleliy dydzio intervalas — Turkevich-Frens metodu
gaunamos dalelés yra iki 20 nm dydzio, o hidrochinoniniu Perrault ir Chan

metodu — 30 - 250 nm dydzio.

Navarro moksliné grupé modifikavo Turkevich-Frens metoda.
Reduktoriumi ir kompleksadariu primiausiai naudojamas natrio acetilacetatas,
0 po to j sintezés tirpala jvedamas natrio citratas. Siuo metodu gaunamos

pakankamai didelés (iki 90 nm) ir monodispersinés aukso nanodalelés [81].

Kitu pakankamai daznai aukso nanodaleléms susintetinti naudojamu
metodu yra sonolizé. Siame metode naudojamas ultragarsas (sonifikacija),
kurio aplinkoje vandeningje terpéje tetrachloraukso riigStis sumaiSoma su
gliukoze. Reduktoriais Siuo atveju yra hidroksilo ir gliukozés pirolizés
radikalai. Gaunami nanodariniai yra 30 - 50 nm skersmens bei keliy
mikrometry ilgio. Nanodariniai pasizymi dideliu lankstumu - juos galima
sulenkti net 90° kampu. Naudojant gliukoze gaunamos juostelinés struktiiros, o

norint gauti sferines daleles — naudojamas ciklodekstrinas [82].

Labai svarbu sugebéti susintetinti ne tik koloidines nanodaleles, bet ir
vienmates, dvimates arba trimates nanostruktiiras, kadangi gauty struktiiry
savybés priklauso nuo jy formos bei dydzio. Nanodaleliy dariniy formavimui ir

pritaikymui kuriant nanostruktiiras naudojami jvairts cheminiai junginiai ir
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skirtingi formavimo budai: tirpiklio iSgarinimas, elektrostatiné sgveika,
kovalentinis suriSimas naudojant organines molekules. Tokie nanodaleliy
dariniai sékmingai naudojami konstruojant biologinius jutiklius ir elektrody

modifikavimui [83].

2.7.2 Aukso nanodaleliy koloidinio tirpalo stabilumas

Koloidinis tirpalas — tai heterogeniné sistema, Kkurioje dalelés yra
disperguotos tirpiklyje ir jy dydis gali kisti nuo 1 nm iki 1 um. Kadangi
agregacijos laipsnis ir daleliy tirpalo sklaidos savybés jtakoja jy optines,
elektronines ir katalizines savybes, labai svarbu mokéti tiksliai nustatyti ir

kontroliuoti jégas, kurios jtakoja koloidinio tirpalo stabiluma.

Dazniausiai koloido stabilumas vandeniniuose tirpaluose yra aprasomas
Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO) désniu [84]. Bendra laisvoji
sgveikos tarp koloidiniy daleliy energija susideda i§ dviejy sudedamyjy — Van

der Valso jégy ir elektrostatinés sgveikos.

G= Gvan der Valso + Gelektrostatiné-

Van der Valso jégos komplekse nanodalelé-nanodalelé gali biiti apraSyta

tokia formule:
w(r) = - Alioro,1°.

kur o, ir o, yra kiekvieno i§ dalyvaujanciy komplekse kiino atomy

skaicius tirio vienete (atomo ar atomy darinio), A — Hamaker konstanta [85].

Kadangi efektyvios Hamaker konstantos reik§mé visada yra teigiama, tai
Van der Valso jégos tarp dviejy vienody nanodaleliy salygoja daleliy
prisitraukima. Elektrostatinés jégos de¢l nanodaleles dengiancio elektrostatinio
sluoksnio yra atstumiancios. Dviejy tipy jégy tarpusavio sgveika generuoja
energetinj barjerg, Nuo kurio sluoksnio storio priklauso ar dalelés bus stabilios
tirpale ar iSkris j nuosédas. Tokie faktoriai, kaip Hamaker konstanta, pavirSiaus

potencialas ir elektrolity koncentracija tiesiogiai jtakoja energetinio barjero
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sluoksnio storj, 0 juos kontroliuojant galima jtakoti aukso nanodaleliy
koloidinio tirpalo stabilumg. Kuo didesnis pavirSiaus potencialas, tuo didesné
stimos jéga stebima tarp nanodaleliy. Kuo mazesné elektrolito koncentracija
terpéje, tuo didesnis atstumas yra tarp nanodaleliy pavirsiy, kur yra svarbios
stiimos jégos. Abu Sie faktoriai didina energetinio barjero sluoksnio stori. Kuo
didesné Hamaker konstanta, tuo didesné yra trauka tarp atskiry nanodaleliy, o

energetinio barjero sluoksnis plonesnis.

Standartinis DLVO désnis tinka sistemoms, kai atstumai tarp nanodaleliy
yra didesni nei keli nanometrai. Esant mazesniam atstumui yra jvedamos
koreliacijos. Taip yra dél to, kad esant tokiam atstumui daleles veikia
papildomos jégos: hidrofobinés bei solvatacijos saveikos. Sios saveikos gali
veikti kaip stiimos, traukos ar net osciliacijos jégos, ir gali biiti stipresnés, nei
dvi pagrindinés DLVO jégos — traukos ir stimos [86]. Todél tradicinio DLVO

désnio iSraiska biity tokia:
G= Gvan der Valso traukos jéga + Gelektrostatiné stimos jéga + Gne-DLVO jégos*

Hidrofobinis efektas stebimas, kai vandens molekulés saveikauja su
nepolinémis alkany, hidrokarbonaty, florkarbonaty arba inertinémis
molekulémis. Saveikos metu vandens molekulés struktiira pasikeifia ir

susidaro naujas vandens molekuliy sluoksnis aplink nepolines molekules [67].

Labai daznai koloidiniy AUND stabilumo palaikymui j terpe yra
pridedamas mazas kiekis polimero. Kai dvi polimeru padengtos dalelés
priarté¢ja viena prie kitos, jos atsistumia dél atsirandanciu tarpusavio sgveiky
[87]. Siuo atveju turime koloido erdvinés stabilizacijos atvejj. Polimeriniai
stabilizatoriai placiai naudojami pramonéje — gaminant dazus, emulsijas,

kosmetika, farmacines prekes bei lubrikantus.

Nanodaleliy koloidinio tirpalo stabilumas tai pat priklauso nuo pavirsiaus
drékinimo. Jo poveikis koloidui padidéja, kai tirpiklio molekulés yra

skatinamos patekti tarp dviejy koloido daleliy ir tuomet $ios dalelés osciliuoja
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tokiu atstumu, kurj sudaro kelios tirpiklio molekulés. Saveikos tarp
koloidininiy daleliy pavirSiaus ir tirpiklio molekulés gali jtakoti koloidiniy
daleliy savitvarka ir padidinti solvatacijos jéga [85]. Kai tirpiklio molekulés

yra vandens molekulés, Sios jégos vadinamos hidratacijos jégomis.

Hidratacijos jégy poveikio mechanizmas koloidinéms nanodaleléms dar
néra iki galo iStirtas, nors yra nemazai publikacijy, kuriose teigiama, kad
hidratacijos jégos labai jtakoja koloidiniy nanodaleliy stabilumg. Iki galo néra
istirta ir specifinio jony efekto stabilumui kilmé. Siems reiskiniams paaiskinti
kiekybiskai yra taikomas struktiiros modifikavimo btidas, kai jonali
adsorbuojami nanodaleliy pavirSiuje [67]. Hidratacijos jégos yra didelés
hidratuotiems ir ,struktirg palaikantiems™ jonams ir gali biti sumazintos
dedant j koloidinj tirpalg silpnai hidratuotus jonus ar ,struktiirg ardancius‘

jonus.

Koloidinio aukso nanodaleliy tirpalo stabilumas priklauso nuo tirpale
esanciy elektrolity prigimties bei koncentracijos. Kai elektrolito koncentracija
didelé, dél dvigubojo elektrinio sluoksnio dominuoja stiimos jégos ir joS
mazéja, maze¢jant elektrolito koncentracijai. Kai elektrolito koncentracija maza,
dominuoja hidratacinés stumos jégos. Todél, didéjant drusky koncentracijai
bendra stimos jégy verté mazé¢ja, o pasiekus minimumg veél padidéja, t.y.
stimos jégos maziausiai jtakoja koloidinio tirpalo stabiluma, kai elektrolito
koncentracija yra optimali, nei per didelé, nei per maza. Toks procesas, kai
dvigubojo elektrinio sluoksnio ir hidratacijos jégos veikia kartu paaiskinamas
pavirSiaus dipolio teorija. Teorijos autoriai nustaté, kad bendras dvigubo
sluoksnio ir hidratacijos jégy veikimas gali sumazinti stimos jégy intervala,

ypatingai kai dominuoja didélés joninés jégos [88].

Sios teorijos patvirtinimui, be drusky jtakos koloidinio tirpalo stabilumui
buvo atlikta serija tyrimy su timinu modifikuotomis AuND. Yra Zinoma, kad
timino molekulés yra jautrios terpés pH pokyciams ir jonizuojasi. Pagal

literatiiros duomenis timino junginiy, turinéiy ilgg angliavandeniliy granding,
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pK, yra 11,2 [89]. Vadinasi, kai terpés pH verté didesné nei 11,2, jvyksta
vandenilio protono, esan¢io timino molekuléje N3 padétyje, atskilimas. Todél
timino molekulémis modifikuotos nanodalelés gali buti  disperguotos
nevandeniniuose didelio Sarmingumo tirpaluose. Kai turime vandeninius
tirpalus, mechanizmas yra kiek kitoks. Kai nanodaleliy skersmuo yra labai
mazas ir jos modifikuotos tankiu organiniy molekuliy sluoksniu labai svarbu
nustatyti kaip organiniy molekuliy prigimtis ir jomis modifikuoty nanodaleliy
dydis jtakoja daleles veikianc¢ias Van der Valso jégas. Pacios timino molekulés
taip pat saveikauja tarpusavyje. Siy prielaidy patikrinimui mokslininky grupé
vadovaujama J. Zhuo atliko tokj tyrima [90].
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9 pav. Monovalentiniy drusky (LiCl, NaCl, KCI bei CsCl) jtaka 2,2 nm skersmens
timinu modifikuoty aukso nanodaleliy koloidinio tirpalo stabilumui. Aplinka —

vandeninis tirpalas pH 12,5 [67].

Tirlamuoju objektu buvo pasirinktos anksfiau minétos timinu
modifikuotos 2,2 nm skersmens AuND. Jos buvo iStirpintos vandeniniame
tirpale, kurio pH 12,5. Tyrimo metu, pasitelkiant pavirSiaus sustiprinta Ramano
spektroskopijos metoda buvo matuojamas elektroforetinis AuND mobilumas

esant skirtingoms jy koncentracijoms. Gryname tirpale buvo stebima labai
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nedidelé mobilumo reikSme ir elektrostatine sgveika. [ tirpalg palaipsniui buvo

jnesama monovalentiniy drusky (LiCl, NaCl, KCI, CsCl).

Kaip matyti i§ 9 paveikslo, NaCl ir KCI druskos neturi didelés jtakos
aukso nanodaleliy koloidinio tirpalo stabilumui. Net ir prisotintuose Siomis
druskomis tirpaluose AuND islieka stabilios. IS 9 paveikslo taip pat matyti, kad
net sglyginai nedidelés LiCl ir CsCl koncentracijos jtakoja nanodaleliy
padidéjimg. Tirpale, esant maksimalioms LiCl ir CdCI koncentracijoms, AUND
visiSkai i8krisdavo j nuosédas. Nesant tirpale drusky, koloidinio tirpalo
stabilumas palaikomas dél silpnos dvigubojo elektrinio sluoksnio bei stiprios
hidratacijos stimos jégy. Didinant drusky koncentracija didé¢ja tirpalo joniné
jéga, tuo paciu sumaZzinama ir galy gale eliminuojama elektrostatin¢ sgveika
tarp nanodaleliy. Siuo atveju AuND stabilizuojamos tik hidratacijos jégy
pagalba. Nanodaleliy agregacija yra Van der Valso traukos jégy pasekmé, dél
to, esant tirpale LiCl ir CsClI drusky, sumazéja hidratacijos stimos jégos. Tokia
pat tendencija buvo pastebéta ir su 7,0 nm skersmens AUND bei nustatyta, kad
didesnés nanodalelés yra labiau jautrios maZesnéms drusky koncentracijoms

[90].
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10 pav. Terpés pH jtaka 2,2 nm ir 7,0 nm skersmens timinu modifikuoty aukso

nanodaleliy koloidinio tirpalo stabilumui nesant monovalentiniy drusky. [90].
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Tyrimo metu taip pat buvo nustatyta, kad Van der Valso jégos susideda i3
keliy dedamyjy, ir tik nedidele jy dalj sudaro “timintiolio sluoksnis -
timintiolio sluoksnis* sgveikos ir “timintiolio sluoksnis — aukso nanodalelés
branduolys* sgveikos. Tiek 2,2 nm, tieck 7,0 nm AuND atveju didZiausia
sudedamgja Van der Valso jégy dal; sudaro jégos tarp aukso nanodaleliy
branduoliy, o 7,0 nm aukso nanodaleliy atveju $i dedamoji yra didziausia [90].
Kaip matyti i§ 6 paveikslo, nuo pH 11,0 iki 11,5 pokyciai néra stebimi. 2,2 nm
AuND atveju Van der Valso jégos maz¢ja pH intervale nuo 11,5 iki 12,5. Tuo
tarpu 7,0 nm AuND mazéja intervale nuo pH 11,5 - 11,8 iki 12,5. Kaip galime
pastebeti, daleliy dyd; nestipriai jtakoja terpés pH. Kai pH verté¢ maZesné uz
timino molekuliy pK,, daleliy pavirSinis kriivis yra neutralus. Tokiu atveju
sistemoje néra dvigubojo elektros sluoksnio stimos jégy ir dalelés linkusios
agreguoti. Kai terpés pH didesnis uz pK,, ivyksta timino molekuliy
deprotonizacija. Kuo labiau pH reikSmé skiriasi nuo pK,, tuo didesnis yra
nanodaleliy pavirSiaus potencialias ir tuo didesnés dvigubojo elektrinio

sluoksnio sttimos jégos [91].

Taip pat, kuo labiau pH reik§mé skiriasi nuo pK,, tuo labiau padidéja
hidratacijos jégos ir sumaze¢ja adhezijos jégos tarp nanodaleliy. Dél Siy
priezasCiy padidéja aukso nanodaleliy koloidinio tirpalo stabilumas. Kuo
didesnés nanodalelés iStirpinamos Sarmingesnéje terpéje, tuo grei¢iau jos

agreguoja dél stipresniy Van der Valso jégy [67].

2.7.3 Aukso nanodaleliy panaudojimas biologiniuose jutikliuose
2.7.3.1 Nanostruktirizuoti gliukozés biologiniai jutikliai

Nanomasteliy dydzio biologiniy medziagy panaudojimas konstruojant
jutiklius — reikSmingas Zzingsnis biologiniy jutikliy skirty gliukozés kiekio
nustatymui tobulinime [92]. Nanostruktiirizuoti biologiniai jutikliai pasizymi
dideliu jautriu bei atrankumu. Tai ypa¢ svarbu, kai analizuojami realis
méginiai | kuriy sudétj jeina labai daug jvairiy medziagy. Nanomedziagy
sgveikaujanciy su biologinémis molekulémis panaudojimas padidina biologiniy
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jutikliy stabilumg laike, atkuriamumg ir patikimuma. Nanotechnologijos
leidzia biokomponenty, vertikliy sistemy ir elektroniniy jrenginiy
miniaturizavima bei integravima tarpusavyje. Siam tikslui naudojamas platus
nanomedziagy sSpektras: jvairiy dydziy ir formy metaly nanodalelés,
magnetinés nanodalelés, kvantiniai taSkai. Taip pat labai placiai naudojami
anglies nanovamzdeliai, nanokompozitai bei nanopolimerai. Sios medziagos
zenkliai pagerina analiziniy sistemy charakteristikas, kadangi jos pasizymi
patraukliomis ir unikaliomis fizinémis, cheminémis, optinémis, mechaninémis,

laidZzio, magnetinémis ir optinémis savybémis [93].

2.71.3.2 Nanodalelés gliukozés biologiniuose jutikliuose

Modifikuojant elektrodus, skirtus gliukozés biologiniams jutikliams,
daznai naudojamos jvairios metaly nanodalelés. AuND gali biiti naudojamos
kaip pavirSius jvairiy biologiniy molekuliy imobilizavimui. Biologinis jutiklis,
kuriame gliukozés oksidazé imobilizuota aukso nanodaleliy pavirSiuje, turéty
pasizyméti geromis stabilumo laike charakteristikomis, kadangi aukso
nanodalelés stipriai sgveikauja su fermentu, todél jo iSsiplovimo laipsnis yra
mazesnis [26]. AUND taip pat plac¢iai naudojamos laboratoriniy gyviiny organy
bei lasteliy vaizdinimui. Siuolaikiniai medicininés diagnostikos metodai
pritaiko neinvazinj, saugy organizmui optinj vaizdinimg, vaizdinimg su
radioaktyviomis zymémis zymétomis dalelémis, ultragarsinj bei rentgeno
spinduliy vazdinimus. Visais atvejais naudojamos zZymétos nanodalelés arba
konstrastinés medziagos, kurios suleidziamos j organizma siekiant pazenklinti
ligos pazeisty viety lokalizacijg. Toks vaizdinimas yra svarbus nustatant
uzdegimo Zzidinj, vizualizuojant kraujagysliy struktiiras ir paZeistus audinius.
Taip pat jj galima naudoti siekiant anksti nustatyti netikéta, sveikatai pavojy
keliantj  vaisty kaupimgsi. Taigi, svarbiausios galimybés, kurias
nanovaizdinimas suteikia diagnostikai yra ankstyvas ligy nustatymas, ligos
stadijy stebéjimas, pacienty atranka individualiam gydymui bei chirurgijos

veiksmingumo jvertinimas realiu laiku [94].
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Elektrony pernasos pagerinimui GOX yra kovalentiSkai prijungiama prie
aukso nanodaleliy sluoksnio imobilizuoto auksinio elektrodo pavirSiuje.
Ciklinés voltamperometrijos (CV) bei elektrocheminio impedanso tyrimy
duomenys parodé, kad gautas biokomponentas sékmingai imobilizuojamas
auksinio elektrodo pavirSiuje stipriais rySiais [95]. AuND taip pat gali
dalyvauti tiek tiesioginéje, tiek netiesioginéje elektrony pernasoje. JoS
naudojamos, kaip elektrony pernasos tarpininkai nes palengvina elektrony
pernasa nuo fermento aktyviojo centro link elektrodo [96]. Todél AuND
naudojamos tokiose analizinése sistemose, kur d¢l tam tikry priezas¢iy
negalima naudoti papildomo EPT [97,117]. Siuo atveju labai svarbi

nanodaleliy ir imobilizuoty fermenty aktyviyjy daliy saveika.

Biologiniy jutikliy modifikavimui taip pat naudojamos magnetinés
metaly nanodalelés. Dél savo biosuderinamumo, stipriy supermagnetiniy
savybiy biologiniy komponenty imobilizavimui dazniausiai naudojamos
gelezies oksido magnetinés nanodalelés (Fe3O4). Sios dalelés gali biiti
panaudotos kaip gliukozés oksidazés imobilizacijos matrica ant chitozano
uzgarinto ant ITO plokStelés. Tokia sistema pasiZymi gera elektrony pernasa
[98]. Taip pat, daznai naudojamos platinos, paladzio ir grafeno magnetinés
nanodalelés. Tiek magnetiniy, tick AUND palyginimui buvo istirtas
konduktometrinis biologinis jutiklis [99], kur GOx buvo imobilizuota ant
poli(alilamino hidrochlorido) (PAH) daleliy ir tokios dalelés nusodintos
indikatorinio elektrodo pavirSiuje. Geriausias jautris bei analités nustatymo
riba buvo gautas sistemoje su magnetinémis nanodalelémis (70 pM mM™ ir
3 uM). Dirbant su aukso nanodalelémis jautris buvo 45 pM mM™, o nustatymo
riba — 9 uM, o su sistema, kur GOXx buvo tiesiogiai imobilizuota elektrodo

pavirsiuje, jautris buvo tik 30 uM mM™ ir nustatymo riba — 50 uM [99].

Taip pat, dél gero jautrio cheminéms ir biologinéms medziagoms, jvairios
metaly nanodalelés bei jy dariniai pla¢iai taikomi biologiniy jutikliy karimui
[100]. Labai placiai naudojamos metaly, oksidy ir puslaidininkinés
nanodalelés, net nanomatmeny dydzio elektrai laidziy polimery dalelés.
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Placiausiai biologiniame atpazinime naudojamos aukso, sidabro bei hibridinés
sidabro-silicio dioksido nanodalelés [101,102,103]. Dazniausiai metaly
nanodalelés naudojamos kaip taip vadinamy ,,elektroniniy laidy* sudedamoji
dalis. Oksidy nanodalelés yra naudojamos jvairiy biologiniy medziagy

imobilizavimui, o puslaidininkinés dalelés - kaip Zymés [104].

Kaip jau minéta auksc¢iau, 1§ metaly nanodaleliy placiausiai naudojamos
1- 100 nm dydzio aukso nanodalelés. Jos pasizymi dideliu pavirSiaus ploto ir
turio santykiu bei didelés pavirSinés energijos reikSmémis. Pagal analizinio
signalo keitiklio tipus, aukso nanodalelémis modifikuoti biologiniai jutikliai
yra skirstomi j optinius, elektrocheminius ir pjezo-elektrinius. Pagrindinys
démesys skiriamas aukso nanodaleliy vaidmeniui Siuose jutikliuose, bei jy
analizinio signalo padidinimo mechanizmui. AuND pasizymi didele
dielektrinés konstantos reikSme bei didele molekuline mase. Pavyzdziui,
kadangi jos stiprina luzio rodiklio pokytj, DNR jutiklis modifikuotas AuND
yra ~1000 karty jautresnis nei be AuND [105]. Jos taip pat pasiZymi
biosuderinamumu, dideliu tankiu bei didelé pavirSius/tiiris santykio reikSme.
Pjezo-elektrinio DNR biologinio jutiklio AUND pagrindu aptikimo riba yra net
10 - 16 mol L™ [106].

Kiriant biologinius jutiklius nanodaleliy ir gliukozés oksidazés pagrindu
placiausiai naudojami amperometriniai signalo vertikliai. Gliukozés biologiniai
jutikliai sukurti elektrochemiskai nusodinty AuND ir GOX nanodariniy
pagrindu pasizymi geromis analizinémis charakteristikomis. Tokiy sistemy
teisiSkumo intervalas yra nuo 0 iki 20 mmol L™ gliukozés koncentracijy
intervale [107]. Sistemy, kur AuND ir GOx dariniai yra imobilizuojami per
Nafiono sluoksnj stikliSkosios anglies elektrodo pavirSiuje, teisiSkumo
intervalas yra kiek maZesnis — iki 6 mmol L™ substrato koncentracijos. Bet
Siuo atveju aptikimo riba yra 0,034 mmol L™ [118]. Geresnés nustatymo ribos
buvo apskaic¢iuotos biologiniams jutikliams su chitozano-GOx-AuND
biokompozitais modifikuotu aukso elektrodu — 0,0027 mmol L™ [108], su

kovalentiskai imobilizuota GOx ir AuND auksinio elektrodo pavirSiuje SAM
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pagalba — 0,0082 mmol L™ [95] bei naudojant daugiasluoksne aukso
nanodaleliy ir GOx sistema, kur sluoksniai yra prijungiami kovalentiskai prie
aukso elektrodo pavirsiaus — 0,008 mmol L™ [109]. Visose auki&iau aptartose
sistemose naudojami amperometriniai tyrimo metodai, bet taip pat gali biti
sékmingai panaudota ir cikliné voltamperometrija. Tokios sistemos sudarytos
i§ indikatorinio anglies pastos elektrodo, kurio pavirSiuje kovalentiskai
imobilizuota GOXx, prie§ tai elektroda modifikavus aukso nanodalelémis
aptikimo riba yra 0,01 mmol L'l, o teisiSkumo intervalas — nuo 0,04 iki

0,28 mmol L™ gliukozés koncentracijos [125].

Kaip jau minéta anks¢iau, aukso nanodalelés yra puikiis elektrony
pernaSos tarpininkai, kadangi geba greitai pernesti elektronus nuo
elektroaktyviy biologiniy junginiy daliy link elektrodo pavirSiaus. Papildomai
aukso nanodaleliy Sviesos sklaidos savybés ir didelis gebéjimas sustiprinti
lokaly elektromagnetinj laukg leidzia jas panaudoti elektrinio analizinio signalo

stiprinimui [110].
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3 TYRIMU APZVALGA IR DARBO METODOLOGIJA

3.1 Reagentai ir medZiagos

Pagrindinis disertaciniame darbe tirtas fermentas — gliukozés oksidazeé,
kurios specifinis aktyvumas sudaro 215,266 U mg™ (Fluka, Sveicarija) —
iSskirtas 1§ Aspergillus niger rasies pelésiniy grybeliy. Darbe buvo naudotas
40 mg mL™ koncentracijos GOx tirpalas 0,05 mol L™ fosfatiniame buferiniame
tirpale, pH 6,0. Taip pat buvo istirtos GOXx i8skirtos i§ Penicillium adametzii
bei Penicillium funiculosum pelésiniy grybeliy Nacionalinés Moksly

Akademijos Minsko Mikrobiologijos institute, Baltarusija.

Etaloninis 1 mol L™ koncentracijos gliukozés tirpalas buvo ruo$iamas
iStirpinant D-(+)-gliukozeg (Carl Roth GmbH & Co., Vokietija) distiliuotame
vandenyje. Gliukozés tirpalai gali buti naudojami praéjus parai nuo jo
paruoSimo, nes turi jvykti daliné mutarotacija ir nusistovéti pusiausvyra tarp a
ir f gliukozés formy. Darbe buvo naudojami keli buferiniai tirpalai —
0,05mol L™ acetatinis, fosfatinis, bei fosfatinis-acetatinis buferiai su
0,1 mol L™ KCI (Scharlau Chemie S.A., Ispanija).

Darbe buvo naudojami keli EPT — tirpus vandenyje N-metilfenazino
metosulfatas (FMS) (AppliChem GmBH, Vokietija) bei netirpis vandenyje
EPT: ferocenas (FC), o-metilferocenmetanolis (a-MF),
ferocenkarboksialdehidas (FCAId), ferocenkarboksiliné rugstis (FCA) (Sigma-
Aldrich, JAV). Kiekvieno i§ jy buvo paruoSiamas pradinis etaloninis
10 mgmL™* tirpalas organiniame tirpiklyje acetonitrile (Sigma-Aldrich,
Vokietija).

Darbe buvo naudotas 0,5 mol L etaloninis pirolo tirpalas, kuris buvo
ruosiamas i§ koncentruoto pirolo (Fluka, JAV). Polimerizacijos tirpala sudaré
0,05 mol L™ gliukozés ir 0,5 mol L™ pirolo istirpinty 0,05 mol L™ fosfatiniame
buferiniame tirpale (pH 6,0). Palyginimui, siekiant istirti GOx modifikuoto
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elektrodo stabiluma, indikatorinis elektrodas buvo laikomas 0,05 mol L™

gliukozes ir 0,05 mol L™ fosfatinio buferio (pH 6,0) tirpale be pirolo.

Taip pat tyrimuose buvo naudoti 37 % druskos rtgstis (Dr. Jan Kulich,
Cekija), 25% koncentracijos glutaro aldehidas (Fluka Chemie GmbH,
Sveicarija), distiliuotas vanduo (k=3-9 uScm™), tetrachloraukso ragstis
(Alfa Aesar, Vokietija), tri-natrio citratas (Avsista, Lietuva), 0,3 um N tipo a
aliuminio oksido milteliai (Electron Microscopy Sciences, JAV), tanino rugstis
(Carl Roth GmbH & Co., Vokietija), grafito strypeliai (99,999 % grynumo)
(Sigma-Aldrich, JAV), stambus (600), smulkesnis (1200) ir smulkus (3500)

Svitrinis popierius.

3.2 Matavimo jranga
3.2.1 Elektrocheminiy tyrimy jranga ir elektrodai

Substrato (gliukozés) nustatymas buvo tiriamas amperometriniu metodu,
naudojant kompiuterizuotg potenciostata-galvanostata Autolab/PGSTAT-30
(Eco Chemie BV, Olandija) su programine jranga GPES 4.9. Matavimai buvo
atlieckami 5 cm® tirio elektrochemingje gardeléje uzpildytoje 0,05 mol L™
fosfatiniu buferiniu tirpalu su 0,1 mol L™* KCI (pH 6,0), naudojant trijy
elektrody sistemg. Tirpalas buvo maiSomas magnetine maiSykle HANNA
Instruments (HI180F-2, Vokietija). Indikatoriniu elektrodu buvo naudojamas
7,1 mm? pavirsiaus ploto ir 3 mm skersmens grafito strypelis (Sigma-Aldrich,
JAV), lyginamuoju elektrodu — Ag/AgCI/KCls, elektrodas (Metrohm,
Sveicarija), pagalbiniu — platinos viela (Metrohm, Sveicarija).
Elektrocheminiam gliukozés jvertinimui buvo naudojami amperometrijos ir
ciklinés voltamperometrijos metodai. Ciklinés voltamperometrijos parametry
vertés: E; = 0V, E, = +0,6 V, potencialo skleidimo greitis — 50 mV s™.
Amperometrijos metodo parametry vertés: E; = + 0,3 V arba + 0,6 V,
priklausomai nuo eksperimento.

Reagentai buvo sveriami analizinémis svarstyklémis KERN ABJ 120-4M

(KERN & Sohn GmbH, JAV). Tirpaly pH buvo matuojamas pH-metru
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(Thermo Electron Corporation, JAV) ir reikalui esant tirpalai buvo iSmaiSomi
magnetine maisykle (IKA-Werke GmbH & Co0.KG, Vokietija). Visi

eksperimentai atlikti kambario temperatiiroje (20 + 2°C).

3.2.2 Atominiy jégy mikroskopas

Disertaciniame darbe buvo dirbama su kompiuterizuotu AJM, kurio
pagrindines dalis sudaré¢ valdymo elektronika Digital Instruments (NanoScope
V, JAV) bei matavimo jrenginys Bioscope II (Veeco Instruments Ltd, JAV),
kuriame AJM yra sujungtas su optiniu mikroskopu IX-71 (Olympus, JAV).
Optinis mikroskopas buvo naudojamas pradiniam tyrimy objekto jvertinimui ir
pozicijos AJM matavimams parinkimui. Principiné AJM jrangos schema yra
pavaizduota 11 paveiksle. Prietaisas buvo izoliuotas nuo aplinkiniy virpesiy
antivibraciniu stalu. Tyrimai buvo atlikti virpan¢io zondo (ang. tapping mode)

rezimu.

Kontaktiniame rezime, kai adatélé turi pastovy kontakta su
skenuojamuoju pavir§iumi, atstumas tarp adatélés ir pavirSiaus pasirenkamas
toks, kad tarpatominés jégos stumty adata. Yra du kontaktinio rezimo budai —
pastovios jégos ir pastovaus auk$¢io. Matuojant pastovaus auk$¢io rezimu
zontas stumdomas tik horizontaliai X ir Y kryptimis. Adatélés aukstis kinta dél
sgveikos su pavirSiaus atomais. Kai dirbama pastovios jégos rezimu liezuvélis
atlenkiamas, kad adatéle veikianti jéga nekisty. Pastovios jégos reZimas yra
naudojamas dazniau, bet dirbant $iuo rezimu skenavimo sparta yra mazesné.
Pastovaus auk$¢o rezimas labiau tinka gana ploksStiems pavirSiams skenuoti, be
to jo skenavimo sparta yra didesné [111]. Lazerio spindulys atsispindi nuo
adatélés ir Kkei¢ia savo padétj ant fotodiodinio detektoriaus. Fotodiodu
registruojamas signalas yra proporcingas méginio pavirSiaus nelygumams.

Darbe buvo naudojamas pastovios jégos kontaktinis skenavimo rezimas.

Matuojant virpan¢io zondo rezimu adatélé virpa tam tikru rezonansiniu

dazniu ir signalas detektuojamas fotodiodu. Virpanéio zondo rezimas
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apibudinamas tam tikrais parametrais, kaip amplitudé, daznis ir fazé, kurie

pasikei¢ia zondui trumpam kontaktuojant su méginio pavirSiumi.

Valdymas ir
rezultaty pateikimas

Lazeris

Detektorius

Valdymo
elektronika

11 pav. Principiné atominiy jégy mikroskopo veikimo schema [112].

AJM skiriamoji geba priklauso nuo adatélés savybiy ir gali biiti mazesné
nei 1 nm. Priklausomai nuo zondo konstrukcijos ir adatos padengimo
medziagos, galima tirti ne tik topografija, bet ir matuojant sgveika tarp zondo ir
méginio galima jvertinti elektrines, magnetines, elastines méginio savybes.
Darbe pristatyti AJM vaizdai buvo gauti su ant lankstaus laikiklio pritvirtinta
silicio adatéle (modelis TESP, Veeco, veecoprobes.com, parametrai: T =3,5 -
45 pm, f,=297-347kHz, L=110-140 pm, k=20-80Nm™ W=25-

35 um) ir naudojant virpancio zondo rezima.

Tiriant elektrody modifikuoty gliukozés oksidaze, aukso nanodalelémis

bei polipirolu pavirSiaus struktiras, 1 mm aukscio grafito strypeliai buvo
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tvirtinami ant specialiy stiklo ploksteliy. Tiriami objektai buvo analizuojami
AJM, naudojant virpancio zondo rezimg. Tyrimai AJM buvo atliekami

20 £ 2°C temperatiiroje.

3.2.3 UV-vis spektrofotometras

Matavimai atlikti naudojant spektrofotometrag Lambda 25 UV/VIS (Perkin
Elmer Inc., JAV). Tyrimams buvo naudotos plastikinés UV mikrokiuvetés.
Optinio kelio ilgis 1 cm. Duomenys buvo apdorojami naudojant UV Winlab
v.2.85.04 programing jrangg.

Tiriant  susintetinty aukso nanodaleliy tirpalus, ] plastikines
mikrokiuvetes buvo supilamas tiriamasis tirpalas ir palyginamasis tirpalas.
Palyginamuoju tirpalu buvo naudotas 0,05 mol L™ fosfatinis buferinis tirpalas
(pH 6,0). Buvo registruojami sviesos sugerties spektrai 300 - 800 nm srityje.
Spektrofotometriniai matavimai buvo atliekami kambario temperatiiroje

(20 + 2°C).

3.3 Eksperimentinés procediiros
3.3.1 Aukso nanodaleliy sintezé

Pirmiausia, siekiant susintetinti aukso nanodaleles vandeninéje terpéje,
buvo ruoSiami du darbiniai tirpalai — tirpalas A ir tirpalas B. Tirpalas A buvo
gaminamas sumaisant 79 ml distiliuoto vandens ir 1 mL 1 % tetrachloraukso
rigsties vandeninio tirpalo. Tirpalas B buvo ruoSiamas sumaisant 4 ml 1 % tri-
natrio citrato (C¢HsNazO; - 2H,0) ir 16 ml distiliuoto vandens su reikiamu
kiekiu tanino riigsties, priklausomai nuo to, kokio skersmens daleles norima

susintetinti (1 lentelé).
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Tirpalas A

tetrachloraukso
rigstis
+
vanduo
Tirpalas A
e Tirpalas B
. aitinimas kaitinimas
Tirpalas B| %yi'650c iki 95 0C

trinatrio citratas

+

tanino ragstis
+

vanduo

=

12 pav. Principiné aukso nanodaleliy sintezés schema.

Kai sintetinamos maZzesnés nei 5 nm aukso nanodalelés, t.y. kai
naudojamas 1 mL arba daugiau tanino ragsties tirpalo, siekiant islaikyti
pastovy terpés rugstingumag, buvo pridédamas toks pats tiiris 0,025 mol Lt

kalio karbonato tirpalo.

1 lentelé. Tanino riigsties turio jtaka aukso nanodaleliy dydziui.

A“Nﬁr:yd's’ 35 | 40 | 50 | 60 | 75 | 95 | 100 115 | 13,0
1 % tanino
rgstics tirpalo | 5,00 | 2,50 | 1,00 | 0,50 | 0,25 | 0,10 | 0,08 | 0,05 | 0,03
taris, mL

Tirpalai A ir B paSildomi iki + 65 °C temperatiiros ir tirpalas A supilamas
] tirpalg B, pastoviai maiSant magnetine maiSykle. Igavus tirpalui raudong
spalvg pastoviai maisant Sildoma iki +95°C (8 pav.), véliau atvésinama
kambario temperatiiroje (20 = 2°C). Tyrimams buvo naudojamos trijy dydziy

aukso nanodalelés: 3,5, 6,0 ir 13,0 nm.
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3.3.2 Anglies elektrodo pavirSiaus paruoSimas bei jo modifikavimas
gliukozés oksidaze ir aukso nanodalelémis
Kiekvieno grafito elektrodo pavirsius buvo §lifuojamas iki veidrodinio
blizgesio: 1§ pradziy stambiu (600), po to smulkesniu (1200) ir smulkiausiu
(3500) Svitriniu popieriumi. Véliau elektrodo pavirSius Slifuojamas paprastu
baltu popieriumi ir galiausiai poliruojamas a aliuminio oksido milteliy pasta.
Po tokio paruosimo, elektrodas nuplaunamas distiliuotu vandeniu ir paliekamas

dzititi kambario temperatiiroje (20 £ 2°C).

SU70 2.0kV x2.00k SE(U)

13 pav. Neslifuoto ir slifuoto grafito elektrodo pavirSiaus SEM vaizdai.

Taip paruosto grafito strypelio pavirSius buvo dengiamas fermentu, aukso
nanodalelémis arba elektrony pernaSos tarpininkais jvairiais budais
priklausomai nuo eksperimento tikslo. Kambario temperatiiroje nudziovintas
elektrodas laikomas 15 min uzdarame inde 1,5 cm aukstyje virs 25 % glutaro
aldehido tirpalo (14 pav.). Gliukozés oksidazés molekulés tarpusavyje

kovalentiSkai sujungiamos glutaro aldehido garais.

Pries kiekvieng elektrocheminj matavima elektrodas buvo nuplaunamas
distiliuotu vandeniu ir i§dZiovinamas kambario temperatiiroje. Tarp matavimy
ar tiriant modifikuoto elektrodo stabilumg laike elektrodas buvo laikomas

meégintuvelyje vir§ buferinio tirpalo, su kurio dirbama tame eksperimente, laso.
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14 pav. Grafito elektrodo paruo$imo etapai.

3.3.3 Anglies elektrodo padengimas chemiSkai susintetintu polipirolo
sluoksniu

3.3.3.1 Cheminé polipirolo sintezé

Norint, kad gliukozés oksidaze modifikuoti elektrodai pasidengty PPy
sluoksniu, jie buvo merkiami j polimerizacijos tirpala, kurio sudétis buvo tokia:
0,05 mol L™ fosfatinis buferinis tirpalas (pH 6,0), 0,05 mol L™ gliukozés ir
0,5 mol L™ pirolo (15 pav.). Laikant indikatorinj elektroda polimerizacijos
tirpale (2 - 17 val.) vyksta cheminé polipirolo sintezé. Polimerizacijos tirpale
esant gliukozeés ir istirpusio Oy, o elektrodo pavirSiuje imobilizuotos gliukozés
oksidazés vyksta fermentiné reakcija, kurios metu susidaro vandenilio
peroksidas ir gliukono laktonas, kuris nefermentiskai hidrolizuojasi iki
gliukono rugsties (15 pav.). Susidarant Siems junginiams, tirpale fermentui
artimoje zonoje didéja tirpalo riigtingumas, bei H,O, koncentracija. Sios
salygos yra palankios Py polimerizacijai, taigi jo sluoksnis ir gaunamas
elektrodo pavirSiuje. Polimeru padengti elektrodai buvo laikomi vir$

0,05 mol L™ fosfatinio buferinio tirpalo laso + 4 °C temperatiiroje
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|GOx imobilizavimas

Gliukono rigstis
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\\ Gliuwkono laktonas
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Pirolas l
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Gliukozé Pirolas —> [Polipirolas
+
Buferinis tirpalas

IPolimerizacija|

[Polimerizacijos tirpalo ruosimas|

15 pav. Chemings polipirolo sintezés ant elektrodo modifikuoto gliukozés oksidaze

pagrindiniai etapai.

3.3.3.2 Elektrocheminé polipirolo sintezé

PPy buvo sintetinamas elektrocheminéje gardeléje, pateiktoje 12
paveiksle. Pirmiausia buvo atlickamas elektrocheminis Pt elektrodo pavirSiaus
valymas gardeléje uzpildytoje 0,5 mol L™ H,SO, tirpalu skleidziant potenciala
-0,2 —+ 1,2 V ribose 50 cikly. Skleidimo greitis — 20 mV s™ [113].

Elektrocheminei PPy sintezei reikalinga speciali elektrocheminé gardelé
(tiris 500 pl) ir potenciostatas. Elektrochemin¢ gardelé¢ susideda i 3-jy
elektrody — indikatorinio Pt elektrodo (ant kurio sintetinamas PPy sluoksnis),
lyginamojo AgQ/AgCl elektrodo ir pagalbinio Pt elektrodo (16 pav.).
Lyginamasis ir pagalbinis elektrodai jtvirtinami elektrocheminés gardelés
apacioje, o indikatorinis — vir§uje. PPy sintezei buvo naudojamas 0,05 mol L™
fosfatinis buferinis tirpalas (pH 6,0) su 500 mmol L™ pirolo. Elektrocheminei
sintezei buvo naudojami keli metodai — cikliné voltamperometrija (30 cikly
nuo O iki 1 V) ir impulsiné amperometrija (10 impulsy - pirmas impulsas
1,0 V, antras impulsas 0 V, trecias impulsas 1,0 V, ketvirtas impulsas 0 V ir vél

kartojama).
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16 pav. Elektrocheminés polipirolo sintezés schema.
3.3.4 Amperometriniai matavimai

Pries§ pradedant kiekvieng apmerometriniy matavimy serijg, modifikuotas
grafito elektrodas patalpinamas j gardele uzpildyta 5 mL 0,05 mol L™ fosfatinio
arba acetatinio buferinio tirpalo (pH 6,0) su 2 mmol L™ FMS. Elektrodui
suteikus +0,3 V potenciala Ag/AgCI/KCl3y lyginamojo elektrodo atzvilgiu ir
pastoviai tirpalg maiSant magnetine maiSykle, vyksta modifikuoto anglies
elektrodo poliarizacija. | tirpalg jpilant gliukozés, registruojamas anodinés
sroves stiprio kitimas laike yra proporcingas fermentu oksiduoto substrato
koncentracijai. Srovés stipris bei signalo uzregistravimo laikas buvo jvertinami
programinés GPES 4.9 jrangos pagalba. Atlikus matavimus buvo bréziamos
sroves stiprio skirtumo (Al) priklausomybés nuo substrato koncentracijos
kalibracinés kreivés, i$ kuriy jvertinami kinetiniai Michaelis-Menten lygties
parametrai: maksimalus srovés stiprio Pokytis (Ima atitinka V. pagal
Michaelis-Menten lygtj) ir tariamoji Michaelis konstanta (Kwqar)), kurie

atitinkamai laikomi hiperbolés lygties y = ax/(b + x) a ir b kintamaisiais.

Kiekvienas matavimas buvo atliekamas tris kartus ir atlikus pakartotiniy
matavimy serijas, analiziniy signaly vidurkiai, standartiniai bei santykiniai

nuokrypiai buvo skai¢iuojami pagal jprastines statistikos formules.
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4 TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

4.1 Gliukozés biologinis jutiklis naudojant elektrodq modifikuotg
gliukozés oksidaze ir aukso nanodalelémis

4.1.1 Aukso nanodaleliy (13,0 nm) jtakos gliukozés biologinio jutiklio
analiziniam signalui tyrimas

Kiriant biologinius jutiklius labai pla¢iai naudojamos aukso nanodalelés.
Jos pasizymi puikiomis cheminémis, optinemis, elektroninémis, magnetinémis
ir, kas labai svarbu biologiniame atpaZinime, katalizinemis savybémis. D¢l Siy
savybiy jos placiai naudojamos signalo generavimui ir perdavimui
nustatinéjant  jvairias analites [114]. Buvo atlikti skirtingai aukso
nanodalelémis bei fermentu modifikuoty elektrody savybiy tyrimai. Yra
zinoma, kad dé¢l didelio aukso nanodaleliy pavirSiaus ploto jos puikiai tinka
biologiniy molekuliy imobilizavimui, o tai gali buti sékmingai panaudota
fermentiniy ir afiniSkumo biologiniy jutikliy kirimui. Taip pat, i§ mokslinés
literatiros Zinoma, jog dél gero biosuderinamumo aukso nanodalelés
nesumazina biologiniy molekuliy aktyvumo [115]. Atsizvelgiant | tai,
amperometrinio gliukozés biologinio jutiklio tobulinimui buvo pasirinkta

sistema su AuND.

Amperometrinio gliukozés jutiklio veikimo principas yra pagrjstas GOX,
imobilizuotos grafito elektrodo pavirSiuje, katalizuojama gliukozés oksidacija.
Tyrimo eigoje registruojamas sroves stipris, apskaiiuojamas sroves stiprio
pokytis tarp bazinés srovés reikSmeés ir registruojamo sroveés stiprio, kuris ir yra
analizinis signalas. Buvo tiriami du elektrody tipai: grafito elektrodas
modifikuotas gliukozés oksidaze (17 a pav.) ir grafito elektrodas modifikuotas

aukso nanodalelémis ir gliukozés oksidaze (17 b pav.).

Elektrodo modifikavimui AuND ir fermentu buvo pasirinkti du budai:
pirmu atveju elektrodas buvo modifikuojamas GOx, o po to aukso

nanodalelémis (GR/GOx/AuND); antru atveju eiliSkumas buvo atvirkstinis —
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pirma buvo adsorbuojamos aukso nanodalelés, o véliau fermentas
(GR/AuND/GOx). Amperometriniai tyrimai buvo atliekami su abiem elektrody
tipais kontrole naudojant elektrodus be AuND (GR/GOx). Elektrocheminéje
gardeléje uzpildytoje buferiniu tirpalu ir esant substrato — gliukozés bei
iStirpusio deguonies, GOx katalizuojamos fermentinés reakcijos metu susidaro
vandenilio peroksidas ir gliukono laktonas, kuris vandeninéje terpéje
hidrolizuojasi iki gliukono rigities (17 pav.). Sio proceso eigoje tirpaus EPT

FMS pagalba du elektronai nuo GOx aktyviojo centro perduodami elektrodui.

a Gliukono ragstis b Gliukono ragstis
]Hzo [HZO
O H,O (0)
Gliukoze ¢ 42 Gliukono laktonas Gliukoze 272 Gliukono laktonas

Tk
\__/

17 pav. Elektrocheminis gliukozés nustatymas naudojant elektroda modifikuotg

FMSH,

gliukozés oksidaze (a) arba elektroda modifikuotg gliukozés oksidaze ir aukso

nanodalelémis (b) ir tirpy elektrony pernasos tarpininkg N-metilfenazino metosulfata.

IS mokslings literatiros zinoma, kad gliukozeés oksidazeé negali tiesiogiai
perduoti elektrony i§ fermento aktyviojo centro elektrodui, nes fermento
aktyvusis centras yra apgaubtas baltyminiu sluoksniu, erdviskai atitolinanciu jj
nuo elektrodo pavirSiaus [1]. Taip pat zinoma, kad nanovamzdeliai sudaryti i$
aukso nanodaleliy (nanovamzdelio vidinis diametras apie 200 nm, o storis apie
50 nm) gali buti naudojami nefermentinei gliukozés elektrocheminei
oksidacijai ir netgi nefermentiniy biologiniy jutikliy kiirimui [116]. Taip pat
buvo parodyta, kad mazos (dydis apie 2,5 nm) AuND gali dalyvauti
tiesiogingje elektrony pernasoje panaudojus specifinj fermento imobilizavimo

btda [83,101]. Naudojant elektrodus modifikuotus GOx ir AuND buvo
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patikrinta, ar vyksta tiesioginé elektrony pernasa Siuo atveju. Buvo pastebéta,
kad sistemoje nesant eclektrony pernasos tarpininko registruojamas srovés
stipris nesikeicia pridéjus substrato. Atlikus amperometrinius matavimus
elektrocheminéje gardeléje naudojant tirpy EPT ir indikatoriniam elektrodui
suteikiant + 0,3 V potencialg lyginamojo elektrodo atzvilgiu yra stebimas
didelis elektrokatalizinis fermento aktyvumas. Tai rodo, kad miisy naudotas
GOx imobilizavimo ant elektrodo kartu su AuND biidas yra tinkamas, nes
fermentas neprarado savo aktyvumo. Reakcijos vykstanéios sistemoje su
AuND parodytos 17 paveikslo b dalyje. Siuo atveju elektrony pernaga FMS
pagalba nuo fermento aktyvaus centro elektrodui vyksta dviem badais —
tiesiogiai elektrodui ir/arba per aukso nanodaleles. Panasiis elektrony pernasos
biidai sistemose su AuND buvo pastebéti ir kity autoriy [7]. Amperometriniy
tyrimy rezultatai parodé, kad imobilizuota grafito elektrodo pavirsiuje

gliukozés oksidaze yra biologiSkai aktyvi.

Hiberbolin¢ srovés stiprio priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos
buvo stebima visy trijy elektrody atveju (GR/GOx, GR/GOx/AuND ir
GR/AuND/GOx). Visos pateiktos priklausomybés gali biiti apraSomos dviejy
kintamyjy hiperbolinémis lygtimis, kurio yra suderinamos su Michaelis-
Menten kinetika. Kiekvieno elektrodo kinetiniai parametrai — maksimalus
sroveés stipris Ima (Kas pagal Michaelis-Menten kinetikg atitinka maksimaly
fermentinés reakcijos greit] Vi) ir tariamoji Michaelis konstranta Ky,

atitinka hiperbolés lygties:

y= ax
b+ X

(1PN (13 “ e 66

a“ ir “b* nariams. “x ““ yra gliukozés koncentracija, o “y* - sroves stipris.

IS duomeny, pateikty 18 paveiksle ir 2 lentelé¢je matome, kad 13,0 nm
skersmens aukso nanodalelés padidina biologinio jutiklio analizinj signala
nepriklausomai nuo AuND padéties ant elektrodo lyginant su jutikliu

nemodifikuotu nanodalelémis. Tai gali biiti paaiSkinama efektyvesne elektrony
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pernasa nuo gliukozés oksidazés aktyviojo centro elektrodui. Aukso
nanodalelés ne tik padidina efektyvy elektrodo pavirSiaus plota, bet ir
dalyvauja elektrony pernasoje kartu su FMS (17 b pav.) [101]. Didziausias
analizinis signalas buvo registruojamas AuND esant tarp elektrodo ir fermento.
Naudojant GR/AuND/GOx elektrodg apskaiciuota lyax buvo 1,07 ir 1,42 karto
didesné lyginant su GR/GOx/AuUND ir GR/GOX, atitinkamai.

0 20 40 60 80 100
C(Glu)i mmol L'l
18 pav. Skirtingais biuidais aukso nanodalelémis ir gliukozés oksidaze modifikuoty
grafito elektrody srovés stiprio pokyCio priklausomybés nuo gliukozés
koncentracijos. 1 — GR/AUND/GOX, 2 — GR/GOx/AuND, 3 — GR/GOx elektrodai.

Salygos: 0,05 mol L™ acetatinis buferinis tirpalas (pH 6,0), 0,1 mol L* KCI,
2mmol L' FMS,E=+0,3 V.

Naudojant GR/AuND/GOx elektroda, biologiniu jutikliu uzregistruotas
analizinis signalas esant 10 mmol L™ gliukozés buvo palygintas su kity tyréjy
rezultatais, gautais esant tai paciai analités koncentracijai. Miisy sistemoje
sroves stipris yra 42 pA, tuo tarpu sistemoje su 10 nm dydzio AuND ir GOx
sluoksniais imobilizuotais Pt elektrodo pavirSiuje signalo reik§mé yra 1,0 pA
[117], o stikliskosios anglies elektrodo modifikuoto AuND/GOx/Nafiono

sluoksniu ir naudojant ferocenmetanolj signalo reikSmé yra 4,5 pA [118].
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Verta paminéti, kad maksimalus analizinis signalas miisy tirto elektrodo atveju
yra 40 karty didesnis, nei aptarto platinos elektrodo ir 9 kartus didesnis, nei
stikliSkosios anglies elektrodo atveju. Skirtingai modifikuotais elektrodais
uzregistruotas analizinis signalas galéjo skirtis dél skirtingy EPT panaudojimo
— miisy atveju tai buvo N-metilfenazino metosulfatas (FMS) ir dalinai AuND,
tuo tarpu Pt elektrodo atveju — AuND, o stikliskosios anglies atveju kaip EPT

buvo naudojamas ferocenmetanolis.

2 lentelé. Michaelis-Menten lygties Kinetiniai parametrai, aproksimavus 14 pav.
pateiktas kreives. Salygos: 0,05 mol L™ acetatinis buferinis tirpalas (pH 6,0),
0,1 mol L* KCI, 2 mmol L* FMS,E=+0,3 V.

Elektrodo rasis | Kwmgar), mmol L™ Imaxs LA R
GR/GOx 16,2 51,0 0,9928

GR/GOx/AuND 17,6 82,0 0,9896

GR/AUND/GOx 14,6 93,7 0,9911

Kitame darbo etape buvo apskaiciuotos ir palygintos Michaelis-Menten
lygties kinetinés konstantos. Literatliros Saltiniai [119] teigia, kad elektrodo,
kurio pavirSiuje yra imobilizuotas oksidoreduktaziy klasés fermentas (pvz.,
gliukozés oksidazeé, krieny peroksidaze) bei AUND Ky reikSmé yra
pakankamai maza. Tai parodo, kad imobilizuotas ant elektrodo pavirSiaus
fermentas nepraranda savo aktyvumo bei sistema pasizymi santykinai mazu
difuzijos barjeru substrato ir EPT atzvilgiu. Nustatyta Ky r) reikSmé visiems
miisy tirtiems elektrody tipams yra kelis kartus mazesné, lyginant su Ky

reikSme, kai GOx yra tirpale (Kyzar)= 33 mmol L) (2 lentele).

Anks¢iau aptarto Pt elektrodo, modifikuoto 10,0 nm aukso nanodaleliy ir
gliukozés oksidazés sluoksniais Kpr) verté yra 35 mmol L [116]. Misy

sistemos — elektrodo modifikuoto 13,0 nm aukso nanodalelémis ir fermentu
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Kwm(tar) Yra maziausia 14,6 mmol Lt Toks zymus Kyar) skirtumas gali bati dél
nevienodos modifikuojamy elektrody prigimties — grafitas ir platina, o taip pat
dél nevienody analizuojamy tirpaly pH reikSmiy, nevienodo fermento kiekio

bei GOx ir AuND sluoksnio storio elektrodo pavirSiuje.

Verta paminéti, kad aukSCiau aptartos analiziniy signaly bei Kyar)
priklausomybés galioja ir kai dirbame su tokios pacios koncentracijos
(0,05 mol L) fosfatiniu buferiniu tirpalu (pH 6,0). Tik $iuo atveju maksimaliis
srovés stipriai yra mazesni: 49,8 pA — GR/GOX, 66,0 uA — GR/GOX/AuND ir
70,6 uA — GR/AUND/GOX elektrodams. Taigi tolimesniems tyrimams grafito
elektrodg pirmiausia modifikuodavome AuND, o tada gliukozés oksidaze ir
tyrimus atlikome 0,05 mol L™ acetatiniame buferiniame tirpale (pH 6,0) su
0,1 mol L™ KCI ir 2 mmol L™ FMS.

4.1.2 Gliukozés biologinio jutiklio modifikuoto aukso nanodalelémis ir
gliukozés oksidaze tyrimas AFM

Yra zinoma, jog AuND sintetinamos pagal miisy pasirinktg metodika turi
buti 13,5 £ 0,5 nm skersmens [120]. Misy iStirty elektrody atveju,
GR/AUND/GOx elektrodo nelygumai buvo 16,5 = 6 nm (19 a,b pav.). Grafito
elektrodo pavirSiuje yra AuND ir gliukozés oksidazés klasteriai, kuriy dydis
vidutiniskais yra didesnis nei vien AuND arba vien GOx dydis. Tyrimai
parodé, kad Svaraus grafito elektrodo pavirSiuje buvo 5 — 25 nm aukscio
nelygumai (19 c,d pav.), o elektrodo modifikuoto tik 13,0 nm AuND - 10 -
15 nm, bet, atsizvelgiant | auk$¢io pasiskirstymo histograma, pavir§iuje vyrauja
struktturos, kuriy dydis 13,5 nm. ISnagrin¢jus aukS¢io pasiskirstymo
histogramas, padaryta iSvada, kad imobilizuotos aukso nanodalelés uzima
mikrometry eilés dydzio ertmes, esancias grafito elektrodo pavirsiuje, ir taip
elektrodo pavirSius tampa lygesnis. Papildomas elektrodo pavirSiaus
modifikavimas gliukozés oksidaze padidina pavirSiaus nelygumus iki 16,5 nm

(19 a pav.).
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19 pav. AJM vaizdai (a,c,e) ir auks¢io pasiskirstymo histogramos (b,d,f) grafito
elektrodo modifikuoto aukso nanodalelémis ir gliukozés oksidaze (a,b),

nemodifikuoto (c,d) ir modifikuoto tik aukso nanodalelémis (e,f).

Jvertinus ankstesniame skyriuje pateiktas kalibracines kreives, bei AJM
vaizdus ir aukSCio pasiskirstymo histogramas, padaréme prielaida, kad aukso
nanodaleliy sluoksnis ant grafito elektrodo pavirSiaus salygoja palanky
gliukozés oksidazés molekuliy erdvinj iSsidéstyma. Atsizvelgiant |
amperometriniy matavimy rezultatus, galime teigti, kad aukso nanodalelés
kartu su FMS atlieka elektrony pernaSos tarpininko vaidmenj, kadangi jos yra
arCiau gliukozés oksidazes red-oks centro. Tai savo ruoztu sumazina fermento
sluoksnio izoliacines savybes, kadangi red-oks centras yra arCiau elektrai
laidaus grafito/aukso nanodaleliy sluoksnio pavirsiaus, atstumg kurj turi jveikti
oksiduotos ir redukuotos elektrony pernasos tarpininko formos ir palengvina
elektrony pernasa nuo fermento elektrodui [121]. Sie veiksniai teigiamai
jtakoja aukso nanodalelémis modifikuoto amperometrinio gliukozés jutiklio

veikimg.
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4.1.3 Gliukozés biologinio jutiklio modifikuoto aukso nanodalelémis ir
gliukozés oksidaze stabilumo tyrimas

Sekan¢iame darbo etape buvo istirta 13,0 nm skersmens aukso
nanodaleliy jtaka fermentinio biologinio jutiklio stabilumui. Buvo tiriami
GR/AUND/GOXx ir GR/GOXx elektrodai tirpale esant 10 mmol L™ gliukozés.
Tarp amperometriniy matavimy elektrodai buvo laikomi Saldytuve esant
pastoviai + 4 °C temperatirai. Vien tik gliukozés oksidaze modifikuotu
elektrodu 50 % maksimalaus signalo buvo registruojama iki 49,3 pary, tuo
tarpu  GR/AUND/GOx - tik 19,5 pary (20 pav.). Galutinis skirtingai
modifikuoty elektrody stabilumo tikrinimo taskas buvo 66 paros — po tokio
laikotarpio GR/GOXx elektrodo analizinis signalas sudaré 43 %, o GR/AuND/GOx

elektrodo — 22 % pradinio signalo.

Imax, A

0 20 40 60
Laikas, paros

20 pav. Aukso nanodalelémis ir gliukozés oksidaze modifikuoty grafito elektrody
stabilumo laike kreivés. 1 — GR/AUND/GOX , 2 — GR/GOx. Salygos: 0,05 mol L™
acetatinis buferinis tirpalas (pH 6,0), 0,1 mol L™ KCI, 2 mmol L™* FMS, 10 mmol L™
gliukozés, E=+0,3 V.

Pagal 20 paveiksle pateiktus tyrimo rezultatus galima daryti i§vada, kad

elektrodas modifikuotas aukso nanodalelémis ir gliukozés oksidaze pasizymi
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didesniu analiziniu signalu savaités laikotarpyje ir mazesniu stabilumu
ilgesniame laiko tarpe (66 paros) lyginant su elektrodu, modifikuotu tik
gliukozés oksidaze. Sie rezultatai koreliuoja su mokslingje literatiroje
pateiktais rezultatais, kur taip modifikuoti elektrodai buvo naudojami

biologiniy kuro elementy karimui [122,123].

GR/AUND/GOx elektrodo stabilumo sumaZzéjimg galima paaiskinti tuo,
kad dalis aukso nanodaleliy ir gliukozés oksidazés galimai nusiplové nuo
elektrodo pavirsiaus elektrocheminiy matavimy metu intensyviai maisant
analizuojama tirpalg. ApskaiCiuotos stabilumo vertés yra maZesnés, ne
sutinkamos literatiiros Saltiniuose — panaSios sistemos analizinio signalo
sumazéjimas iki 96 % ir 90 % buvo stebimas po 2 savaiciy [124,125], 0
sumazéjimas iki 70 % pradinés analizinio signalo vertés buvo stebimas po
2 ménesiy [95]. Kita vertus, geras elektrodo stabilumas daugiau nei 2 savaiciy
laikotarpyje néra pati svarbiausia charakteristika, nes prekyboje siilomos
automatizuotos analizinés sistemos daznai kalibruojamos, o jy pagrindinés

dalys keiciamos vidutiniskai kas savaite.

4.2 Skirtingo dydZio aukso nanodaleliy jtakos gliukozés
amperometriniam nustatymui tyrimas

Biologinio jutiklio, modifikuoto aukso nanodalelémis ir gliukozés
oksidaze, analizinés charakteristikos turéty priklausyti nuo imobilizuojamy
aukso nanodaleliy dydZio. Sios prielaidos patikrinimui, buvo padaryta serija
matavimy su 3,5, 6,0 ir 13,0 nm skersmens aukso nanodalelémis,

imobilizuotomis grafito elektrodo pavirSiuje.

Pradiniame etape AJM buvo jvertintas AuND dydis. IS pateikty
histogramy matome (21 pav.), kad didzioji dalis aukso nanodalelés yra norimo

dydzio, bet susidaro ir kitokiy nanodaleliy. Pagal 13,0 nm dydzio AuND
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sintezés metodika sintetinty daleliy tirpale yra 12 - 16 nm, pagal 6,0 nm — 5 -

7 nmir pagal 3,5 nm —2 - 5 nm skersmens AuND.
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21 pav. Skirtingo dydZio aukso nanodaleliy auks$cio pasiskirstymo histogramos
uzregistruotos AJM. a — 13,0, b — 6,0 ir ¢ — 3,5 nm AuND. Salygos: AJM virpancio
zondo reZimas; eksperimentiniai duomenys apibendrinti “diNanoScope 7.30” ir

“Gwyddion 2.10 NT-MDT Nova“ programomis.

Sekanciame etape buvo atlickami amperometriniai tyrimai su skirtingo
skersmens (13,0; 6,0; 3,5 nm) AuND modifikuotais elektrodais. Matavimai
buvo atliekamis 0,05 mol L™ acetatiniame buferiniame tirpale, pH 6,0.
Nustatyta hiberboliné srovés stiprio priklausomybé nuo gliukozés
koncentracijos su visomis skirtingo dydzio AuND nuo 0,01 mmol L™ iki
100 mmol L™ analités koncentracijy intervale (22 pav.). Aproksimavus gautas
kreives, buvo jvertinti Michaelis-Menten lygties parametrai, kurie pateikti

3 lenteléje.
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22 pav. Skirtingo dydZio aukso nanodalelémis ir gliukozés oksidaze modifikuoty
grafito elektrody srovés stiprio pokyc¢io priklausomybés nuo gliukozés
koncentracijos: 1 — GR/GOX, 2 — GR/AUND;30,m/GOX, 3 — GR/AUNDg 0nm/GOX, 4 —
GR/AUND3 5,m/GOx elektrodai. Salygos: 0,05 mol L™ acetatinis buferinis tirpalas
(pH 6,0), 0,1 mol L™ KCI, 2 mmol L' FMS, gliukozés koncentracijy intervalas 0,1

mmol L™ — 100 mmol L.

I§ pateikty 22 paveiksle kreiviy matome, kad elektrodais modifikuotais
mazesnémis aukso nanodalelémis registruojami didesni analiziniai signalai
esant vienodoms gliukozés koncentracijoms. 13,0nm AuND ir GOXx
modifikuotu elektrodu buvo nustatytas 1,84 karto, 6,0 nm AuND - 2,07 karto,
0 3,5 nm AuND - 2,14 karto didesni maksimaltis analiziniai signalai, lyginant
su vien tik gliukozés oksidaze modifikuotu elektrodu. Lyginant Kpar) Vertes
apskaiciuotas elektrodams su AuND ir be jy matome, kad papildomai ant
elektrodo esant AUND Kyr) vertés yra didesnés. Tai galime paaiskinti
papildomu aukso nanodaleliy sluoksniu ant elektrodo. AuND tankis pavirSiuje
(AuND pasiskirstymo/i$sidéstymo pavirSiuje negalime jtakoti) priklauso nuo

AuND tirpale esanciy nanodaleliy koncentracijos bei jy dydzio.

61



3 lentelé. Michaelis-Menten lygties parametrai gauti aproksimavus kreives, pateiktas
18 pav. Salygos: 0,05 mol L™ acetatinis buferinis tirpalas (pH 6,0), 0,1 mol L™ KCI,
2 mmol L' FMS.

Elektrodo raisis Kmtar), mmol I Imaxo LA R?
GR/AUND3 50m/GOX 19,7 76,2 0,9939
GR/AUNDg onm/GOX 21,3 73,8 0,9941
GR/AUND 3 0/ GOX 19,9 66,2 0,9931

GR/GOx 17,4 35,6 0,9875

Tiek elektrody modifikuoty tik fermentu, tieck modifikuoty skirtingo
dydZio aukso nanodalelémis ir fermentu teisiSkumo intervalas yra iki
10 mmol L™*. Aptikimo riba GR/GOx elektrodui yra 0,1 mmol L™ o
GR/AUND130,m/GOx elektrodui — 0,08 mmol L™. Taip pat, abiejy elektrody

atveju stebimas geras rezultaty atsikartojamumas.

Tokia pati analizinio signalo priklausomybés nuo AuND dydzio
tendencija stebima ir dirbant 0,05 mol L™ fosfatiniame buferiniame tirpale
PH 6,0. Kyar) reikSmes elektrodams su AuND skirtinguose buferiniuose

tirpaluose skiriasi neZymiai.

4.3 Aukso nanodaleliy esanciy tirpale jtakos gliukozés
elektrocheminiam nustatymui tyrimas

Sio tyrimo tikslas buvo jvertinti koloidiniy aukso nanodaleliy, kaip
elektrony pernasos tarpininky, poveik] amperometriniam gliukozés nustatymui
naudojant elektrodga modifikuota gliukozés oksidaze. Verta pamineéti, kad
lyginant su anksc¢iau tirtomis sistemomis, Siuo atveju AuND néra imobilizuotos

elektrodo pavirsiuje, o yra tiriamajame tirpale.

J. Li mokslinés grupés rezultatai parodé, kad gliukozés oksidazés
konjugotos su aukso nanodalelémis sistema pasizymi geru terminiu stabilumu,

bei elektrokataliziniu aktyvumu plac¢iame pH intervale; efektyviausiai sistema
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veikia, kaip terpés pH 6,0 [126]. Taip pat literatiiroje minimos kitos analizinés
sistemos sudarytos i§ keliy sluoksniy AUuND ir GOXx, kurios efektyviausiai
veikia pH 4,5 — 7,0 intervale [117,127,128]. Atsizvelgus j Siuos literatliroje
pateiktus bei GOx tinkamus pH intervalus, taip pat j ankstesnius miisy tyrimy
rezultatus, tolimesniems tyrimams buvo pasirinktas 0,05 mol L™ acetatinis
buferinis tirpalas pH 6,0. Tyrimai buvo atlikti su grafito elektrodais, kuriy
pavirSiuje glutaro aldehido garais GOx buvo imobilizuota pavirSiuje. Schema,
pagal kuria vyksta reakcijos analizuojamoje sistemoje, pavaizduota

19 paveiksle.

Kaip ir anksciau aptartuose biologiniuose jutikliuose, gliukozés oksidazé
fermentinés reakcijos metu, tirpale esant gliukozei ir iStirpusiam deguoniui,
generuoja vandenilio peroksida ir gliukono laktona, kuris vandeninéje terpéje
hidrolizuojasi iki gliukono rugsties (23 pav.). Elektronai i§ fermento aktyviojo
centro perneSami prie teigiamai jkrauto elektrodo pavirSiaus FMS ir AuND
esanciy tirpale pagalba. Teigiamas 0,3 V potencialas suteiktas indikatoriniam
elektrodui lyginamojo Ag/AgCI/KClzy elektrodo atzvilgiu buvo pasirinktas
atsizvelgiant j elektrony pernaSos tarpininko FMS red-oks potencialg ir jj
vir§ijant. Be to, esant tokiam potencialui, imobilizuota grafito elektrodo
pavirsiuje GOx iSsaugo savo aktyvumg. Tai atitinka anksciau atlikty bei
publikuoty tyrimy rezultatus [121,129].

Kaip galima pastebéti i§ 23 paveikslo, aukso nanodalelés esancios tirpale
turéty jtakoti biologinio jutiklio elektrokatalizines savybes. AuND labai placiai
naudojamos kartu su biologiSkai aktyviomis medziagomis, kadangi jos
pasizymi biosuderinamumu, dideliu pavirSiaus ploto-tirio santykiu ir
puikiomis elektrony pernaSos savybémis (didelis laidis). D¢l Siy savybiy tam
tikrais atvejais metaly nanodalelés padidina elektrony pernaSos greitj tarp
fermento ir elektrodo pavirSiaus [15,130], o taip gali sujungti fermento aktyvy

centrg su elektrodu [126,131].
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23 pav. Principiné elektrocheminio gliukozés nustatymo schema kaip mediatoriy
naudojant aukso nanodaleles ir elektrony pernaSos tarpininkg — N-metilfenazino

metosulfata (FMS). Aukso nanodalelés yra tiriamajame tirpale.

Nanodalelés yra chemiskai ir elektrochemiskai aktyvesnés, nei sluoksniai
i§ §iy medziagy. Sio tyrimo pagrindiniu uzdaviniu ir buvo istirti, kaip
efektyviai AuND esancios tirpale gali atlikti elektrony pernaSos tarpininko

vaidmen].

Pirmiausia buvo istirti grafito elektrodai modifikuoti GOx esant
skirtingoms 13,0 nm AuND koncentracijoms tiriamajame tirpale — 0,60 ir
1,50 mmol L™ AuND arba be jy (nanodaleliy koncentracija 0 mmol L™).
Visose elektrocheminése sistemose buvo gauta hiperboliné analizinio signalo
priklausomybé nuo substrato (gliukozés) koncentracijos 0,1 — 100 mmol L™*

koncentracijy intervale (24 pav.).

Nustatyta, kad visy elektrody atveju gauta hiperboliné analizinio signalo
nuo substrato koncentracijos priklausomybé atitinka Michaelis-Menten

kinetikg, o jos parametrai yra pateikti 4 lenteléje.
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24 pav. GOx modifikuoty grafito elektrody srovés stiprio skirtumo priklausomybé
nuo gliukozés koncentracijos esant skirtingoms 13,0 nm AuND koncentracijoms

tirpale: 1 — 0,6 mmol L™, 2 — 1,5 mmol L™ ir 3 — be AuND. Salygos: 0,05 mol L™
acetatinis buferinis tirpalas (pH 6,0), 0,1 mol L™ KCI, 2 mmol L™* FMS, E = + 0,3V.

Pagal Siuos rezultatus galime daryti iSvada, kad AuND esancios tirpale
padidina sistemos analizinj signala, lyginant su sistema, kai tirpale néra AuND.
Sistemoje su GR/GOx elektrodu ir tirpale esanCiomis AuND (kai jy
koncentracija 0,60 arba 1,50 mmol L™) fiksuojamos apytiksliai 11 % didesnés
maksimalaus srovés stiprio pokyc¢io reikSmés, nei sistemoje be AuND.
Analizinio signalo pokyciai sistemose be FMS nebuvo stebimi nei esant AuND
tirpale, nei be jy. Tai gali buti paaiSkinta mazu 13,0 nm skersmens aukso
nanodaleliy judriu, bei labai léta elektrony pernasa nuo fermento aktyviojo
centro elektrodui. Nustatyta, kad visais atvejais (be ir su AuND) tirpus
elektrony pernaSos tarpininkas FMS uztikrina elektrony pernasag nuo GOx

elektrodui.

Kitame tyrimo etape buvo palygintos analiziniy signaly reikSmés
elektrodams, kurie buvo tiriami skirtingose 13,0 nm skersmens AuND
koncentracijy tirpaluose esant ir nesant FMS (koncentracija 2 mmol L™).
Maksimalus srovés stiprio pokytis uzregistruotas GR/GOx elektrodu tirpale
esant 1,5 mmol L™ 13,0 nm skersmens AuND bei 2 mmol L™ FMS yra 6,43
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karto didesnis lyginant su sistema be FMS. Atitinkamai sistemoje su GR/GOx
elektrodu ir tirpale esant 0,6 mmol L™* 13,0 nm skersmens AuND bei
2 mmol L™ FMS maksimalus srovés stiprio pokytis yra 7,18 karto didesnis
lyginant su sistema, kurioje néra FMS.

4 lentelé. Michaelis-Menten lygties parametrai gauti aproksimavus 20 paveiksle

pateiktas kreives. Salygos: 0,05 mol L™ acetatinis buferinis tirpalas (pH 6,0),
0,1 mol L KCI, 2 mmol L* FMS, E = + 0,3V.

su FMS be FMS
Elektrodo tipas Knagar, | . Koo, | R
mmOI I__l max, H mmol L'l max, M
GR/GOx be AUND 16,2 51,0 6.16 0,008
GR/GOx esant
0,6 mmol Lt AuND 12,3 57,4 3,20 0,008
GR/GOx esant
1,5 mmol L™t AuND 13,6 51,4 5,72 0,008

Atsizvelgiant | Siuos rezultatus galime daryti iSvada, kad elektrony
pernaSa per AuND nesant elektrony pernasos tarpininkui yra mazai efektyvi.
Analizinis signalas, kai tirpale yra ir 13,0 nm skersmens AuND ir elektrony
pernaSos tarpininkas FMS, priklauso nuo daleliy koncentracijos ir kai jy
koncentracija yra 0,6 mmol L™ tokios sistemos analizinis signalas yra didesnis,

lyginant su sistema, kai nanodaleliy koncentracija tirpale yra 1,5 mmol L™,

Nustatyta, kad biologinio jutiklio, acetatiniame buferiniame tirpale,
pH 6,0 esant elektrony pernasos tarpininko FMS bei 1,5 mmol L™ arba
0,6 mmol L™ 13,0 nm skersmens AuND, Kwmtar) reikSmes yra atitinkamai 1,2 ir
1,3 karto mazesnés, nei sistemos be nanodaleliy. Kai analizinéje sistemoje
nebuvo naudojamas FMS, Kyr) reikSmés yra atitinkamai 1,1 ir 1,9 karto
mazesnés, nei sistemoje be AuND (4 lentel¢). Ky reikSme tirpale esant 0,6
ir 1,5 mmol L AuND atitinkamai yra 3,20 ir 5,72 mmol L™ bei 12,3 ir

13,6 mmol L™ tirpale esant AuND ir FMS. Sie rezultatai koreliuoja su kity
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tyréjy gautais rezultatais panasiose analizinése sistemose be elektrony pernasos
tarpininko. Biologinio jutiklio, kuriame platinos elektrodo pavirSiuje GOX
imobilizuota kryzminiais kovalentiniais rySiais albumino matricoje, Kyar)
reik§mé yra 4,58 mmol L™ [128]; sistemoje, kai GOx yra imobilizuota
stikliskosios anglies elektrodo pavirSiuje, ant kurio pries tai nusodintas
chitozano/aukso nanodaleliy sluoksnis, Kyt reikSmeé yra 3,5 mmol Lt [132].
Taciau, kai kuriose panaSiose ] misy sistemose paminétose literatiiroje, be
elektrony pernaSos tarpininko apskaiCiuota Kyr) reikSmé yra Siek tiek
didesné, nei misy atveju. Biologinio jutiklio, kuriame GOx yra imobilizuota
ant ITO elektrodo pavirSiuje nusodinty aukso nanodaleliy, Ky Yra
12,1 mmol L™ [133]; amperometrinio biologinio jutiklio, kuriame GOx yra
imobilizuota ant anglies nanovamzdeliy modifikuoty aukso ir platinos
nanodalelémis, Kyqr) reikSmeé yra 10,7 mmol L [134]. Misy apskaiiuota
KwM(tar) T€1kSmé sistemai su FMS ir skirtinga AuND koncentracija yra 12,3 ir
13,6 mmol L™ atitinkamai 0,6 ir 1,5 mmol L™ AuND, t.y. ick tick maZesné
lyginant su misy rezultatais gautais 13,0 nm AUND imobilizuojant ant
elektrodo (17,6 mmol L™), o taip lyginant su sistema, kurioje GOXx yra
imobilizuota aukso elektrodo pavirsiuje, pries tai modifikuoto savitvarkiu

monosluoksniu ir aukso nanodalelémis (16,0 mmol L) [135].

Aptikimo riba sistemai, kurioje indikatoriniu elektrodu yra GOx
modifikuotas elektrodas, o tirpale yra 0,6 nmol LY 13,0 nm AuND ir
2 mmol L™ FMS yra lygi 0,05 mmol L™. Tiesinés priklausomybés intervalas

yra iki 10 mmol L™ substrato koncentracijos.

Sekanciame darbo etape buvo jvertinta AuND koncentracijos jtaka
amperometriniam signalui tripale nesant elektrony pernasos tarpininko.
Tyrimams buvo pasirinktos 13,0 ir 6,0 nm dydzio aukso nanodalelés
praskiestos 0,05 mol L™ acetatiniu buferiniu tirpalu (pH 6,0). Elektrony
pernasos tarpininkas nebuvo naudojamas, kadangi tikétasi, kad AuND atliks
elektrony pernasos tarpininko vaidmenj. Aukso nanodaleliy koncentracijy
intervalas buvo parinktas nuo 0,01 iki 1,5 nmol L™.
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25 pav. GR/GOx elektrody maksimalaus analizinio signalo priklausomybé nuo
13,0 nm (1 kreivé) ir 6,0 nm skersmens AuND (2 kreivé) koncentracijos tiriamajame
tirpale. Salygos: 0,05 mol L™ acetatinis buferinis tirpalas (pH 6,0), 0,1 mol L™ KClI,
E=+03V.

Nustatyta, kad parinktame AuND koncentracijy intervale (tiek 13,0 nm,
tiek 6,0 nm AuND atveju) amperometrinis signalas hiperboliskai mazéja
didinant AuND koncentracijg (25 pav.). Tai gali biiti paaiskinta tuo, kad tirpale
yra nevienodas kiekis oksiduotos (AuND(oks.)) ir redukuotos AuND
(AuND(red.))formos, kas salygoja amperometrinio signalo dydj. Tiriamajame
tirpale AuND(red.)/AuND(oks.) santykis mazéja didéjant AuND(oks.)
koncentracijai, kadangi tik tam tikras nedidelis apibréztas kiekis AuND(oks.)
gali buti panaudotas imobilizuotos GOx, ko pasekoje susidaro atitinkamas
kiekis AuND(red.) (23 pav.). Dalis AuND(red.) perduoda elektronus

elektrodui, taciau tam tikra jy dalis gali likti tirpale nepasiekusios elektrodo.

Kaip galima pastebéti i§ duomeny pateikty 25 paveiksle bei 5 lentel¢je,
visoms analizinéms sistemoms In reikSmeés yra panaSios. Kai tirpale yra
maZiausia i§ tirty AuND koncentracija (0,01 nmol L™), Iy reiksme yra apie
1,8 karto didesné lyginant su didZiausia AuND koncentracija (1,5 nmol L™).
Kuo mazesné AuND koncentracija tiriamajame tirpale, tuo didesné analizinio

signalo reik§meé yra registruojama.
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5 lentelé. Michaelis-Menten lygties Kinetiniai parametrai gliukozés biologiniams

jutikliams tiriamajame tirpale naudojant skirtingas AUND koncentracijas be FMS.

o -1
AUND. AUND koncentracija, nmol L

nm

Parametrai

0 001 | 004 | 011 | 0,22 | 0,60 1,5

K|\/|(tar.),_1 169 | 708 | 426 | 212 | 291 | 580 | 3,04
6.0 mmol L

Imax, KA | 0,007 | 0,013 | 0,009 | 0,009 | 0,008 | 0,008 | 0,007

“meny | 616 | 203 | 101 | 174 | 841 | 320 | 572
130 mmol L

Imax, LA 0,008 | 0,014 | 0,011 | 0,010 | 0,009 | 0,008 | 0,008
Salygos: 0,05 mol L™ acetatinis buferinis tirpalas (pH 6,0), 0,1 mol L™ KCI,
E=+0,3V.

Taip pat In. reikSmé yra panasi sistemose, kai tirpale yra didziausia
AuND koncentracija ir kai jy néra. Taigi, didesné AuND koncentracija
salygoja maziau efektyvig elektrony pernasg analizingje sistemoje, nei maza jy
koncentracija. Be to, kaip matome i§ rezultaty pateikty 23 paveiksle, dalis
elektrony susidariusiy fermentinés reakcijos metu AuND(red.) pagalba néra
perduodami elektrodui. Apskai¢iuotos Kwar) reikSmés visose sistemose yra
3,04 - 7,08 mmol L™ intervale ir koreliuoja su reik§mémis gautomis tiriant

panasias sistemas [23,136,137].

Didziausi analiziniai signalai registruojami sistemose, kuriose yra
maZiausia tirta AuND koncentracija (0,01 nmol L™). Si taisyklé galioja tick
6,0 nm, tiek 13,0 nm AuND. Taciau, norint dar efektyviau veikiancio
biologinio jutiklio, vien AuND tirpale neuztenka, yra patartina papildomai

naudoti elektrony pernasos tarpininka.
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4.4 130 nm aukso nanodaleliy bei n-m konjuguoto polimero

polipirolo taikymas gliukozés biologiniame jutiklyje

Elektrony pernaSa Dbiologiniame jutiklyje naudojant elektroda
modifikuotg 13,0 nm AuND ir GOx bei gardel¢je esant tirpaus elektrony
pernasos tarpininko vyksta dviem pagrindiniais biidais: tiesiogiai per elektrony
pernasos tarpininkg nuo fermento aktyviojo centro elektrodui (26 pav., | kelias)
bei per elektrony pernasos tarpininkg ir AuND (26 pav., Il kelias), kaip
parodyta ankstesniame Sio darbo skyriuje. Tikimasi, kad jvedus | sistemg n-n
konjuguotg polimerg polipirolg galésime pagerinti biologinio jutiklio analizines

charakteristikas.

@ Gliukono ragstis |E Gliukono ragstis
H,0 7}120
H,O o) H.O
Gliukozé Z 2 Gliukono laktonas Gliukozé %22 Gliukono laktonas

FMSH, - FMS FMSH FMS

26 pav. Elektrocheminio gliukozés nustatymo, naudojant elektroda modifikuota
aukso nanodalelémis ir gliukozés oksidaze (a) bei papildomai suformavus polipirolo

sluoksnj (b) schema ir galimi elektrony pernasos keliai gardeléje esant FMS.

Gliukozés oksidazé imobilizuota indikatorinio elektrodo pavirSiuje,
terpéje esant gliukozés ir iStirpusio deguonies, katalizuoja gliukozés
oksidacijos reakcija, kurios metu susidaro vandenilio peroksidas ir gliukono
laktonas, kuris véliau hidrolizuojams iki gliukono riigsties. Kadangi vyksta
gliukozés oksidacija, tirpale netoli fermento palaipsniui didé¢ja H,O, ir
gliukono rtgsties koncentracijos (terpé rugstéja). IS literatliros Saltiniy zZinoma,
kad didelé oksidatoriaus (Siuo atveju H,O,) koncentracija ir rigstiné terpé yra
palankios salygos polipirolo polmerizacijos procesui. Vykstant fermentinei

polipirolo polimerizacijai, GOx molekul¢ pasidengia polimero sluoksniu
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neigiamg kriiv] esant terpés pH 6,0 turinti GOx elektrostatiSkai sgveikauja su
teigiamai jkrautu polipirolu (PPy) [138]. Taip pat, vykstant polimerizacijai, dél
PPy grandiniy tarpusavio sgveikos atsiranda nauji, stabilis PPy kompozitai
[139]. Siame darbo etape buvo istirta fermentiniu badu suformuoto PPy
sluoksnio jtaka GR/GOx bei GR/AuND/GOx modifikuoty elektrody
charakteristikoms.

Siekiant suformuoti polipirolo sluoksnj elektrodai buvo skirtinga laiko
tarpg (0, 1, 3, 7 ir 12 val.) laikomi polimerizacijos tirpale, sudarytame is$
0,5 mol L™ pirolo, 0,05 mol L™ gliukozés ir 0,05 mol L™ acetatinio buferinio
tirpalo, pH 6,0. Pasirinktame gliukozés koncentracijy intervale nuo 0,1 iki
100 mmol L™ buvo stebimos hiperbolinés analizinio signalo priklausomybés
nuo gliukozés koncentracijos dirbant tiek su GR/GOx/PPy (27 a pav.), tiek su
GR/AUND/GOx/PPy elektrodais (28 b pav.). Polimerizacijos trukmé Zenkliai
itakoja modifikuotais elektrodais registruojamo analizinio signalo dydj. lyax
mazéjimas ir Kyr) didéjimas priklausomai nuo polimerizacijos laiko
apibendrinti 27 paveikslo a ir b dalyse GR/GOx/PPy elektrodui, o 28 paveikslo
b,c dalyse — GR/AuND/GOXx/PPy elektrodui.

Vykstant fermentinei Py polimerizacijai elektrodai su AuND ir be jy
buvo padengti polimero sluoksniu. Po 12 valandy polimerizacijos maksimalus
srovés  stipris  GR/GOx/PPy  elektrodui sumazéjo 18,5 karto, o
GR/AUND/GOXx/PPy elektrodui — 8,9 karto. Atitinkamai Kyry GR/GOX/PPy
elektrodui padidéjo 7,75 karto, o GR/AuND/GOx/PPy elektrodui — 7,37 karto.

Kwmar) reikSmeés padidéjimas daugiau nei 7 kartu rodo, kad GOx molekulé
imobilizuota grafito elektrodo pavirSiuje, polimerizacijos metu yra padengiama
PPy sluoksniu. Taip pat, palyginus GR/GOx/PPy ir GR/AuND/GOx/PPy
elektrody Kyar) reikSmes, galima daryti iSvada, kad AuND imobilizuotos
elektrodo pavirSiuje labai neZenkliai jtakoja Kyr) reikSmiy pokycius

polimerizacijos metu.
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27 pav. GR/GOX/PPy elektrodo kalibracinés kreivés uzregistruotos po
skirtingo laiko tarpo nuo polimerizacijos pradzios (a), Imax (D) bei Kygar) (C)
priklausomybés nuo polimerizacijos laiko. 1 kreivé — amperometriniai signalai
uzregistruoti prie$ polimerizacijos pradzig; 2—5 kreivés — amperometriniai signalai
uzregistruoti po 1, 3, 7 ir 12 val. nuo polimerizacijos pradzios. Salygos: 0,05 mol L™

acetatinis buferinis tirpalas (pH 6,0), 0,1 mol L™ KCI, 2 mmol L™* FMS, E = + 0,3V.

Tyrimo metu nustatyta, kad polimerizacijos laikas jtakoja PPy
modifikuoty elektrody analizinio signalo tiesinés priklausomybés nuo
gliukozeés intervalg, ty. GR/GOx/PPy ir GR/AuND/GOx/PPy elektrody
tiesinés priklausomybés intervalai didéjo ilginant polimerizacijos laikg. Po
3val. nuo polimerizacijos  pradzios tieck = GR/GOx/PPy, tiek
GR/AuND/GOx/PPy elektrody tiesinés priklausomybés intervalai prasiplecia
iki 20 mmol L™ — dvigubai platesnis, nei polimero sluoksniu nemodifikuoty
elektrody (10 mmol L™). Bet didéjant tiesinés priklausomybés intervalui

mazeéja biologinio jutiklio analizinis signalas.
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28 pav. GR/AUND/GOX/PPy elektrodo kalibracinés kreiveés uzregistruotos po
skirtingo laiko tarpo nuo polimerizacijos pradzios (a), Imax (D) bei Kygar) (C)
priklausomybés nuo polimerizacijos laiko. 1 kreivé — amperometriniai signalai
uzregistruoti prie§ polimerizacijos pradzig; 2-5 kreivés — amperometriniai signalai
uzregistruoti po 1, 3, 7 ir 12 val. nuo polimerizacijos pradzios. Salygos: 0,05 mol L™

acetatinis buferinis tirpalas (pH 6,0), 0,1 mol L™ KCI, 2 mmol L™* FMS, E = + 0,3V.

Nustatytos I (27 b pav. ir 28 b pav.) bei Ky (27 ¢ pav. ir 28 ¢ pav.)
reikSmés iliustruoja, kad didéjant Kyary iki 50 mmol Lt GR/GOx/PPy
elektrodu registruojamas analizinis signalas sumazéja 7,8 karto, o
GR/AuND/GOx/PPy elektrodo — 6,2 karto lyginant su pradine analizinio
signalo reikSme. Toks Zymus Kyr) reikSmiy padidéjimas abiejy elektrody
sistemy atveju salygoja teisiSkumo intervalo padid¢jimg ir todél tokie
elektrodai gali buti sékmingai panaudoti gliukozés nustatymui realiuose

meéginiuose, kur gliukozés koncentracija gali biti nuo 1,5 iki 20 mmol L™,

Tyrimo metu buvo nustatyta, kad biologiniy jutikliy aptikimo riba, kuri
yra lygi 0,07 mmol L™. Tai pat buvo jvertintas abiejy sistemy amperometriniy
analiziniy  signaly  atsikartojamumas. Esant didesnéms  gliukozés

koncentracijoms (20 mmol L")  GR/GOx/PPy  elektrodo  signaly
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atsikartojamumas yra lygus 12,5 %, o0 GR/AuND/GOXx/PPy elektrodo — 9,4 %.
Palyginimui, atsikartojamumo reik§meés panasioms analizinéms sistemoms, kur
buvo naudojamos 2,6 nm skersmens AuND bei PPy, yra geresnés ir sudaro
4,2 %, kas gali biiti paaiSkinta palankesniu GOx molekuliy iSsidéstymu, bei

stipresne adsorbcija AuND pavirSiuje [140].

441 Gliukozés biologinio jutiklio modifikuoto aukso nanodalelémis,
gliukozés oksidaze, bei a-m konjuguoto polimero polipirolo
sluoksniu tyrimas AJM

Sio darbo etapo tikslas buvo patvirtinti, kad polipirolo sluoksnis padengia
elektrodo pavirSiuje imobilizuotas gliukozés oksidazés molekules, vertinant

GR/AuND/GOx elektrodo pavirSiuje susidariusias struktiiras prie§ ir po

fermentinés polipirolo sintezés. Nagrin¢jant auksc¢io pasiskirstymo histogramas

matome, kad grafito elektrodo modifikuoto 13,0 nm AuND ir GOx pavir$iuje
dominuoja 16,5 + 6 nm struktiros. Toks rezultatas gali biiti paaiSkintas

13,0 nm skersmens AuND ir GOx konglomeraty susidarymu (29 a,b pav.).

0 1 2
Aukstis, pm
% [b] % [d]
0,3 : 0,8
0,5
0,1 i , 02— _
5 15 25 nm 200 600 1000 nm

29 pav. AJM vaizdai (a, ¢) bei aukSc¢io pasiskirstymo histogramos (b, d) aukso
nanodalelémis ir gliukozés oksidaze modifikuoto grafito elektrodo pries (a, b) ir po
12 val. vykdytos PPy sintezés (c, d). Polimerizacijos tirpalo sudétis — 0,05 mol Lt

acetatinis buferinis tirpalas (pH 6,0), 0,05 mmol L™ gliukozés ir 0,5 mol L™ pirolo.
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AJM tyrimai po 12 val. polimerizacijos parodé, kad GR/AuND/GOx
elektrodo pavirSius pasidengia m-n konjuguoto polimero sluoksniu, kuris yra
pasiskirstes netolygiai (29 c pav.). AukSCio pasiskirstymo histogramy
nagrin¢jimas parodé, kad pavirSiuje susidaré skirtingo aukscio struktiiros,
kuriose dominuoja 700 nm AuND/GOXx/PPy dariniai. Atlikti tyrimai bei gauti
rezultatai patvirtina polipirolo sluoksnio susidaryma elektrodo pavirSiuje

(29 d pav.).

4.5 Skirtingo dydZio aukso nanodaleliy bei n-n konjuguoto polimero
polipirolo jtakos gliukozés amperometriniam nustatymui tyrimas

Ankstesni misy tyrimai parodé, kad, naudojant elektroda modifikuotg
skirtingo dydzio aukso nanodalelémis ir GOX, biologinio jutiklio analizinis
signalas priklauso nuo imobilizuojamy grafito elektrodo pavir§iuje AuND
dydzio. 3,5, 6,0 ir 13,0 nm AuND buvo sintetinamos pagal metodinéje dalyje
pateiktg aprasg. GR/AUND/GOx atvéju didziausias analizinis signalas buvo
uzregistruotas elektrodg modifikavus 3,5 nm AuND — I, buvo 2,14 karto
didesnis lyginant su AuUND nemodifikuotu elektrodu. Tuo tarpu naudojant 6,0
ir 13,0 nm skersmens AuND I buvo 2,07 ir 1,84 karto didesnis lyginant su
sistema be AuND.

Siame darbo etape buvo jvertinta skirtingo dydzio AuND ir n-m
konjuguoto  polimero  polipirolo  jtaka  amperometriniam  signalui.
Elektrocheminiai matavimai buvo atlikti 0,05 mol L™ acetatiniame buferiniame
tirpale (pH 6,0) esant 2 mmol L™? FMS. Buvo paruodtos ir istirtos 4-ios
amperometrinés sistemos naudojant elektroda modifikuota tik GOX, 3,5, 6,0 ar
13,0 nm AuND ir GOx bei papildomai elektrodus padengus PPy sluoksniu.
Amperometriniy tyrimy rezultatai parodé, kad GOx imobilizuota ant skirtingo
dydzio AuND iSlaiko savo katalizinj aktyvumg. Procesai vykstantys

tiriamojoje sistemoje yra pavaizduoti 26 paveiksle.

Tyrimo metu buvo nustatyta, kad aukso nanodaleliy dydis Zenkliai jtakoja
Michaelis-Menten lygties kinetinius parametrus esant vienodam PPy
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polimerizacijos laikui (6 lentel¢). Po 13 val. polimerizacijos 3,5 nm AuND
modifikuoto elektrodo l.x sumazéjo 1,66, 6,0 nm AuND - 2,07, o 13,0 nm
AuND - 2,14 karto, lyginant su amperometriniais signalais uZregistruotais
polipirolo sluoksniu nemodifikuotais elektrodais. Naudojant elektroda

nemodifikuotg aukso nanodalelémis | sumazéjo 1,53 karto.

6 lentelé. Michaelis-Menten lygties kinetiniai parametrai gliukozés biologiniame
jutiklyje naudojant elektrodus modifikuotus skirtingo dydzio AuND (3,5, 6,0 ir
13,0 nm) bei GOX pries ir po fermentinés PPy sintezés.

. Polimerizacijos Kmtar.): 2
Elektrodo raisis laikas, val. Imax, LA mmol L R
0 76,2 19,7 0,9877
13 46,0 43,7 0,9921
0 73,8 21,3 0,9882
GR/AUNDg,/GOx
13 35,7 48,1 0,9920
0 66,2 19,9 0,9862
GR/AuUN D13,0nm/GOX
13 30,9 46,9 0,9922
0 35,6 17,4 0,9751
GR/GOx
13 23,3 30,3 0,9768

Salygos: 0,05 mol L™ acetatinis buferinis tirpalas (pH 6,0) esant 0,1 mol L™ KCI,

gliukozés koncentracijy intervalas nuo 0,1 iki 100 mmol L'l, E=+0,3V.

Kaip galima pastebéti, |« sumaZzéjimas tiesiogiai priklauso nuo AuND
skersmens: 3,5 nm AuND atveju |, sumazéjimas yra maziausias, o 13,0 nm
AuND atveju — didZiausias. Sie rezultatai gali bati paaiskinti padidéjusiu
elektrochemiskai aktyviu elektrodo plotu po modifikavimo AuND ir nuo to
priklausanciu elektrony pernasos efektyvumu. Todél, elektrodais modifikuotais
mazesnio skersmens AuND, registravome didesn] analizinj signalg tirpale
esant gliukozés pries ir po PPy sintezés, lyginant su elektrodais modifikuotais
3,5 ir 6,0 nm AuND. Tadiau analizinis signalas elektrody, modifikuoty

skirtingo skersmens AuND, pries ir po polimerizacijos yra didesnis, lyginant su
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GR/GOx elektrodu. Taip pat, AuND jtakoja PPy modifikuoty elektrody Kwmar)
reik§Smes (6 lentelé). Po 13 val. polimerizacijos GR/AuNDjg5,m/GOX/PPy
elektrodo Kyuary padidéjo 2,22, GR/AuNDg on/GOX/PPy elektrodo — 2,26,
GR/AUND 3 5nm/GOX/PPy elektrodo — 2,36, 0 GR/GOx/PPy elektrodo — 1,74
karto. Atsizvelgiant | Siuos rezultatus galima daryti iSvada, kad didZiausiu
Kmaar) reikSmeés pokyCiu pasizymi elektrodai modifikuoti skirtingo dydzio
AUND ir m-n konjuguoto polimero polipirolo sluoksniu. Tokiu bidu,
panaudojant AuND ir PPy yra prapleCiamas biologiniy jutikliy analizinio
signalo tiesinés priklausomybés nuo gliukozés koncentracijos intervalas
(elektrodui su 13,0 nm AuND nuo 1,5 iki 20 mmol L' gliukozes
koncentracijos), o tai yra labai svarbu nustatant gliukozés koncentracija

realiuose méginiuose.

4.6 Elektrochemiskai susistetinto n-m konjuguoto polimero polipirolo
taikymas biologiniuose jutikliuose

Prie§ tai aprasytame skyriuje m-m konjuguotas polimeras polipirolas,
naudojamas GOx imobilizuoty elektrody modifikavimui, buvo susintetinamas
cheminiu biidu. Siame darbo etape buvo pabandyta padengti Pt elektroda

elektrochemiskai susintetintu PPy sluoksniu (Pt/PPy) ir tokj elektrodg pritaikyti

gliukozes bei gliukozes oksidazes analizei.

Polipirolo sluoksnis|

30 pav. ElektrochemiSkai susintetinto polipirolo sluoksnio platinos elekrodo

pavir$iuje nuotrauka.
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Sio tyrimo esmé buvo Pt/PPy elektrodo modifikavimas GOx, elektroda
inkubuojant  skirtingos koncentracijos gliukozés oksidazés tirpaluose
(Pt/PPy/GOx), ir taip modifikuoto elektrodo pritaikymas gliukozés
koncentracijos nustatymui. PPy sluoksnio elektrocheminés sintezés metodika
pateikta metodinéje dalyje. Pirmiausia buvo atliktas srovés stiprio pokycio
priklausomybés nuo Pt/PPy elektrodo inkubavimo skirtingos koncentracijos
fermento tirpaluose tyrimas. Buvo parinktos Sios gliukozés oksidazes
koncentracijos: 0,1, 0,5, 1,0, 10,0, 40,0 ir 100,0 mg mL™, inkubavimo fermento
tirpale laikas — 10 min. Kaip galime pastebéti i§ 31 paveiksle pateikty
kalibraciniy kreiviy, Pt/PPy elektrodg inkubuojant fermento tirpale vienoda
laiko tarpa, srovés stiprio pokytis priklauso fermento tirpalo koncentracijos

0,1 — 40 mg mL™ intervale.

40 mg mL™
0.10 A
0.08 A
100 mg mL™*
10 mg mL™*
0.06 A 1mg mL™
< 0,5mgmL*
<0.04 1
0,1 mg mL™
0.02 A
0.00 1 ¢
0 20 40 60 80 100 120

-1
c(Glu), mmol L

31 pav. Pt/PPy elektrodo inkubuoto skirtingy koncentracijy gliukozés oksidazés
tirpaluose srovés stiprio pokycio priklausomybés nuo gliukozés koncentracijos.
Salygos: 0,05 mol L™ fosfatinis buferinis tirpalas (pH 7,0) esant 0,1 mol L™ KCI ir 2

mmol L™ FMS, inkubavimo laikas GOXx tirpale - 10min.

Inkubavimo 100 mg mL™ GOx tirpale atveju, registruojamas 1,4 karto
mazesnis signalas, nei inkubuojant polipirolo sluoksniu modifikuota elektroda

40 mg mL? GOx tirpale. Taip gali bati dél to, kad, esant didelei GOXx
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koncentracijai, elektroda padengia salyginai storas baltymo sluoksnis, o tai
jtakoja difuzinius apribojimus gliukozei ir elektrony pernasos tarpininkui FMS,
ko pasekoje sumazéja registruojamas analizinis signalas. Taigi, optimali
gliukozés oksidazes tirpalo koncentracija siekiant Pt/PPy elektrodg modifikuoti
gliukozés oksidaze yra 40 mg mL™ (31 pav.). Kitame tyrimo etape buvo
nustatytas optimalus Pt/PPy elektrodo inkubavimo 40 mg mL™ GOx tirpale

laikas.

0.04 1

® 30 min
40 min
o .
50 min
® 20 min

10 min

0.00 1

0 20 40 60 80 100
c(Glu), mmol L-1

32 pav. Pt/PPy elektrodo inkubuoto skirtinga laiko tarpa 40 mg mL™ koncentracijos
GOx tirpale srovés stiprio pokycio priklausomybés nuo gliukozés koncentracijos.
Salygos: 0,05 mol L™ fosfatinis buferinis tirpalas (pH 7,0) esant 0,1 mol L™ KCI ir
2 mmol L™* FMS.,

Nagrinéjant 32 paveiksle pateiktas kreives, galime pastebéti, kad srovés
stiprio pokytis didéja, ilgéjant elektrodo inkubavimo laikui iki 30 min. Po
40 min. Pt/PPy elektrodo inkubavimo GOx tirpale stebimas analizinio signalo
sumazejimas, kuris dar labiau iSryskéja po 50 min. inkubavimo. Taip gali biiti
del to, kad greiciausiai po 30 min. inkubavimo polipirolo sluoksnis optimaliai

padengiamas GOx molekulémis ir per tolimesnj laikg naujos GOx molekulés
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absorbuojamos PPy sluoksnyje tik padidina difuzinius apribojimus, ko
pasekoje registruojame maZesnj analizinj signala. Sios prielaidos patikrinimui
buvo registruotos ciklinés voltamperogramos atlikus Pt/PPy elektrodo

inkubavima 40 mg mL™* GOx tirpale skirtinga laiko tarpa (33 paveikslas).

0.0002 —— po 20 min
— = po 30 min L.
po 40 min 4
=== po 50 min
0.0001 H
<
0.0000 +
-0.0001 A

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
E,V

33 pav. Pt/PPy elektrodo inkubuoto skirtingg laiko tarpa 40 mg mL™ koncentracijos
gliukozés oksidazés tirpale ciklinés voltamperogramos. Salygos: 0,05 mol Lt
fosfatinis buferinis tirpalas (pH 7,0) esant 0,1 mol L™* KCI ir 2 mmol L FMS,
E.=0V, E,=+0,6 V, potencialo skleidimo greitis — 50 mV s™.

Nagrinédami 33 paveiksle pateiktus rezultatus galime pastebéti, kad
ilgéjant inkubacijos laikui cikliniy voltamperogramy plotai mazéja. Tai gali
buti dél to, kad elektrodo pavirSiuje didéja fermento sluoksnis. Taigi,
nagringjant 32 ir 33 paveikslus galima daryti iSvadg, kad optimalus Pt/PPy
elektrodo inkubavimo 40 mg mL™ koncentracijos GOx tirpale laikas yra
30 min. Taciau, nagrinéjant 32 paveiksle pateiktas kalibracines kreives galima
pastebéti, kad tiriamoms gliukozés koncentracijoms nuo 0,1 iki 100 mmol L™
intervale analizinio signalo reik§més yra labai mazos. Todél galima daryti

iSvada, kad Pt elektrodo sistemg su elektrochemiskai susintetintu PPy
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sluoksniu ir adsorbuota GOx galima naudoti gliukozés nustatyme, nors jos

efektyvumas néra didelis.

A7 Gliukozés oksidaziy iSskirty iS skirtingy pelésiniy grybeliy bei
jvairiy elektrony pernaSos tarpininky atranka efektyviam
gliukozés amperometriniam nustatymui

Siame tyrimy etape buvo iStirtos gliukozés oksidazés isskirtos is
Penicillium adametzii (GOXp agametzii), Penicillium funiculosum (GOXp_ funiculosum)
ir Aspergillus niger (GOXaniger) pelésiniy grybeliy bei keliy elektrony pernasos
tarpininky —  feroceno  (FC),  a-metilferocenmetanolio  (a-MF),
ferocenkarboksialdehido (FCAId) bei ferocenkarboksi riigsties (FCA) jtaka
analiziniam signalui. Kaip ir ankstesniuose darbo etapuose, fermentai buvo
imobilizuojami indikatorinio elektrodo pavirSiuje naudojant suri$éja — glutaro
aldehida. Siame eksperimente EPT buvo adsorbuojami elektrodo pavirsiuje
pries imobilizuojant GOx. Modifikuoto biologinio jutiklio amperometrinis
atsakas ] skirtingas substrato koncentracijas buvo registruojamas 0,05 mol L™
acetatiniame-fosfatiniame buferiniame tirpale (pH 6,0) su 0,1 mol L™ KCI ir
indikatoriniam elektrodui suteikus + 600 mV potencialg lyginamojo
Ag/AgCI/KCl3y elektrodo atzvilgiu.

Kadangi gauti fermenty tirpalai pasizyméjo nevienodu aktyvumu,
pirmiausia buvo apskaiCiuotas toks imobilizuojamy elektrodo pavirSiuje
fermenty turis, kad aktyviy vienety kiekis elektrodo pavirSiuje buty vienodas.
GOx aktyvumas buvo nustatomas spektrofotometriskai. Fermento aktyvumo
nustatymo metodo esmé yra benzochinono fermentine konversija |
hidrochinong ir hidrochinono susidarymo grei¢io matavimas esant 290 nm
bangos ilgiui. Fermento aktyvumas (U mL™) apskai¢iuojamas pagal formule:

AAdpgox V % P

fermento aktyvumas=
W IxV xext

AA,qq — Optinio tankio pokytis laike, esant 290 nm bangos ilgiui,

V1 — viso tirpalo turis kiuvetéje (mL),
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V,— fermento tirpalo taris kiuvetéje (mL),

P — fermentinio tirpalo praskiedimo laipsnis,

| — optinio kelio ilgis (cm),

& — molinis absorbcijos koeficientas (2,21-10 mol™*cm™),

t — reakcijos laikas (min.) per kurj apskai¢iuojamas optinio tankio pokytis,
prie 290 nm bangos ilgiui.

Pradinis fermento iSskirto iS Aspergillus niger aktyvumas buvo
1055,5U mL™, o i§ Penicillium funiculosum ir Penicillium adametzii
atitinkamai 1660,1 U mL™ ir 1017,9 U mL™. Jvertinus rezultatus nustatyta, kad
GOXp agametzii turis elektrodo modifikavimui yra 9,3 ulL, GOXp funicutosum —
5,7 uL, 0 GOXaniger 9,0 pL, kad aktyviy vienety kiekis elektrodo darbiniame

pavirsiuje biity vienodas.
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34 pav. Skirtingomis GOx modifikuoty grafito elektrody srovés stiprio pokycio
priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos. Salygos: 0,05 mol L™ acetatinis-
fosfatinis buferinis tirpalas (pH 6,0) su 0,1 mol/L KCI ir 2 mmol/L FMS,
E=+06V.

Pirmiausia buvo istirti elektrody modifikuoty skirtingomis GOx
amperometriniai signalai tirpale esant gliukozés ir EPT — N-metilfenazino

metosulfato. Visy GOx modifikuoty elektrody atveju buvo stebima hiperboliné
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analizinio signalo priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos (34 pav.).
DidZiausia .y reikSmé pastebéta dirbant su elektrodu modifikuotu fermentu
iSskirtu i§ P. funiculosum (51,76 pA). Elektrody modifikuoty GOx i$skirtomis
i§ P. adametzii ir A. niger I reikSmés yra atitinkamai 25,39 pA ir 12,29 pA.
Taigi, naudojant FMS, elektrody modifikuoty GOXp funicutosum IF GOXp adametzii
fermentais amperometriniai signalai yra atitinkamai 4,2 ir 2,1 karto didesni
lyginant su  komerciniu fermentu  GOXaniger Modifikuoto elektrodo
amperometriniais signalais. Michaelis konstantos Kpar) reik§mé GOXp agametii
ir GOXaniger Modifikuotiems elektrodams yra panasi — 7,6 ir 7,8 mmol Lt
atitinkamai. Elektrodo, modifikuoto fermentu GOXp agametii Kmgar) Yra lygi

6,2 mmol L™,
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35 pav. Skirtingomis GOx modifikuoty grafito elektrody stabilumas. Salygos:

0,05 mol/L acetatinis-fosfatinis buferinis tirpalas (pH 6,0) su 0,1 mol/L KCI ir
2mmol/LFMS,E=+0.6 V.

Kitame darbo etape buvo jvertintas skirtingais fermentais modifikuoty
elektrody stabilumo laike charakteristikos. Akivaizdu, kad fermentai iSskirti 18
skirtingy pelésiniy grybeliy pasizymi skirtingu stabilumu (35 pav.). Nustatyta,

kad fermentai GOXp agametzii I GOXpfuniculosum  Yra Stabilesni, lyginant su
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GOXaniger- PO 7-iy pary GR/GOXaniger €lektrodo amperometriniai signalai
sumazéjo 40 %, 0 GR/GOXp adametzii I GR/GOXp funiculosum €l€ktrodams sumazéjo
atitinkamai 4,1 ir 9,5 %. Taip pat, i§ pateikty 35 paveiksle priklausomybiy
galima pastebéti, kad po 30 pary GR/GOXaniger elektrodo Ima reikSme
sumazéja 80 %, 0 GR/GOXp adamewii I GR/IGOXp fynicutosum — 21 ir 42 %
atitinkamai. Zymiai didesnis fermenty, isskirty i§ P. funiculosum ir P,

adametzii pelésiniy grybeliy stabilumas leidzia elektrodus naudoti ilgesn;j laiko

tarpg.
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36 pav. GR/GOXpagametzii €lektrodo srovés stiprio pokycCio priklausomybé nuo
gliukozés koncentracijos, naudojant skirtingus ant elektrodo imobilizuotus EPT.
Salygos: 0,05 mol L™ acetatinis-fosfatinis buferinis tirpalas (pH 6,0) su
0,1 mol L*KCI,E=+0,6V.

Biologinio jutiklio efektyvumas priklauso ne tik nuo specifiniy fermento
savybiy (pvz., stabilumo ar aktyvumo), bet ir nuo naudojamo elektrony
pernasos tarpininko, kuris uztikrina elektrony pernasa nuo fermento aktyviojo
centro elektrodui. Siuo tikslu buvo iStirtas keturiy elektrodo pavirsiuje

Imobilizuoty elektrony pernasos tarpininky — FC, a-MF, FCAId ir FCA,
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efektyvumas su skirtingomis GOx. Modifikuoti grafito elektrodai buvo
ruoSiami pirmiausiai ant elektrodo pavirSiaus adsorbuojant EPT, po to GOXx,
bei panaudojant glutaro aldehido garus stabilaus sluoksnio elektrodo pavirsiuje
suformavimui. Rezultatai gauti elektrodg modifikavus  GOXp adametriis

GOXp funicutosum I GOXa niger atitinkamai pateikti 36, 37 ir 38 paveiksluose.
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37 pav. GR/GOXp tuniculosum €lektrodo srovés stiprio pokycio priklausomybé nuo
gliukozés koncentracijos, naudojant skirtingus ant elektrodo imobilizuotus EPT.
Salygos: 0,05 mol L™ acetatinis-fosfatinis buferinis tirpalas (pH 6,0) su
0,1 mol L* KCI,E=+0,6 V.

Kalibracinés kreivés, pateiktos 36 paveiksle leidzia daryti iSvada, kad
naudojant GOXp agametzii €fektyviausiai veikia FC — I« reikSmé yra didziausia —
20,27 pA, 0 Kyar) yra 17,74 mmol L™ Naudojant a-MF . yra 15,29 uA, o
Kmgar) — 26,07 mmol L. FCAId bei FCA atveju maksimalaus analizinio
signalo reikSmés yra dar mazesnés — 7,96 pA ir 544 pA. Fermento
giminingumas substratui gali biti jvertinamas pagal the ImadKpar) santykj [141].
Kuo didesnis $is santykis, tuo efektyviau vyksta amperometrinis gliukozés

nustatymas biologiniu jutikliu. Naudojant FC yra stebimas didZiausias
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Imax/Kmary Santykis (1,14 pA mmol™) lyginant su kitais EPT. Koreliacijos
koeficiento (R) reikSmé visais atvejais yra 0,9905 — 0,9986 intervale, tai
reiSkia, kad tiriami biocheminiai procesai gali biiti apraSomi dviejy kintamyjy
hiperbolinémis lygtimis, kurio yra suderinamos su Michaelis-Menten Kinetika.
Taigi, galima daryti iSvada, kad su fermentu i$skirtu i§ P. adametzii ferocenas
yra efektyviausiai veikiantis elektrony pernaSos tarpininkas, kadangi stebimi

Kiti tyrimai buvo atlikta su GOx isskirta i§ P. funiculosum. Siuo atveju
yra nustatytos labai panasios maksimalaus analizinio signalo vertés naudojant
du mediatorius: a-MF — I yra 31,37 pA ir FCA — Iy Yra 32,22 pA. Tadiau,
Siose sistemose labai skiriasi apskaiciuotos Ky reikSmeés — 18,84 mmol Lt
ir 45,19 mmol L' Pagal Siuos rezultatus galime daryti i$vada, kad
efektyviausiai su GOXp funiculosum VEIKia a-MF, kadangi stebimas maksimalus
analizinis signalas ir minimaldis difuziniai apribojimai. Si tendencija taip pat
buvo pastebéta spektrofotometriskai ir spektrofluorimetriskai tiriant
GOXp funicutosum SU skirtingais EPT, siekiant jvertinti fermento aktyvumg [142].
Naudojant fermentg isskirtg i§ P.funiculosum ir kitus EPT gautos mazesnés Imax
reik§més, pvz. naudojant sistemoje FC I, buvo 23,92 pA, o naudojant FCAId
— 18,64 pA. Taigi, didziausias |mnax/Kmar) Santykis (1,67 pA mmol'l) stebimas
sistemoje su a-MF. Su FC §is santykis yra labai panasus — 1,42 pA mmol™.
Tode¢l galima daryti prielaidg, kad o-MF yra tinkiamiausias elektrony pernasos
tarpininkas sistemai su GOx i§ P. funiculosum, taciau naudojant FC taip pat yra
gaunami geri rezultatai. Spektrofotometriniai ir spektrofuorimetriniai rezultatai
atlikti sistemose su GOXp, fyniculosum tiriant fermento aktyvumga parodé, kad tiek
su FC, tiek su a-MF tendencijos yra panaSios, t.y. registruojami panaSts

analiziniai signalai [143].

Elektrodais, modifikuotais skirtingais EPT ir GOXaniger, registruojame
panasias analizinio signalo priklausomybes nuo gliukozés koncentracijos, kaip

Ir GOXpagametzii  Modifikuotais elektrodais (38 pav.). Kai elektrodas yra
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modifikuotas FC ir fermentu, I, yra 20,96 pA. a-MF, FCA ir FCAId atvejais
Imax reikSmés yra panasios — 11,95 pA, 11,68 pA ir 11,0 pA, atitinkamai.

20

15 1

10 A

Al, pA

0 20 40 60 80 100
C(Glu)’ mmol L-l

38 pav. GR/GOxXaniger elektrodo srovés stiprio poky¢io priklausomybé nuo gliukozés
koncentracijos, naudojant skirtingus ant elektrodo imobilizuotus EPT. Salygos:
0,05 mol L™ acetatinis-fosfatinis buferinis tirpalas (pH 6,0) su 0,1 mol L™* KClI,
E=+0,6V.

Taciau, Kyar) reikSmés skiriasi net kelis kartus — naudojant o-MF Kytar)
yra 15,29, FCA - 49,11, o FCAId - 9,37 mmol L. Taigi, FC modifikuoty
elektrody |l yra vidutiniSskai 1,8 — 1,9 karto didesné, nei elektrodus
modifikavus o-MF, FCA ir FCAId. Taip pat, didZiausias |nax/Kmear) Santykis
lygus 1,40 pA mmol™ gaunamas naudojant FC, R visais atvejais yra 0,9965 —
0,9988 intervale. Taigi, FC buvo parinktas kaip geriausiai tinkantis EPT
GOXaniger- Elektrodui, modifikuotam Siuo EPT regisruojamas didelis Iay ir

maza Kyar)-

Nagrinéjant 36, 37 ir 38 paveikslus bei 7 lenteléje patektus rezultatus

galima daryti iSvada, kad Ina it Kyar) priklauso ne tik nuo naudojamos GOX,
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bet ir nuo EPT. Didziausi analiziniai signalai buvo gauti sistemose su fermentu
GOXp funicutosum I SU Visais naudotais EPT. Tai pat pastebéta, kad analiziniy
signaly priklausomybés nuo gliukozés koncentracijos dirbant su GOXp agametii If
GOXaniger fermentais bei nurodytais mediatoriais yra panasios, 0 naudojant
GOXp funicutosum alioja kita tendencija. Skirtingos Kpr) konstanty reikSmes
biologiniuose jutikliuose su skirtingais fermentais, bet tuo paciu elektrony
pernasos tarpininku gali biiti paaiSkintos skirtingu EPT saveikos su fermentu

efektyvumu bei elektrony pernasos greiciu.

7 lentelé. |nax reikSmés gliukozés biologiniams jutikliams naudojant skirtingas GOX ir
skirtingus EPT.

Imax, LA
EPT GOXaniger | GOXp adametzii | GOXp funicutosum
FC | 20.96+0.79 | 2027 =040 | 2392+ 122
o-MF | 11,95+ 0.45 | 1529+ 048 | 3137+ 1.48
FCAId | 11.68+031 | 7.96=051 | 18.64+ 130
FCA 11,00+ 0,88 | 5,44+0,16 | 32.22+1,72

Salygos: 0,05 mol L™ acetatinis-fosfatinis buferinis tirpalas (pH 6,0), 0,1 mol L™
KCI, 2 mmol L* FMS,E=+0.6 V.

Atlikus visus matavimus nustatyta, kad srovés stiprio priklausomybés nuo
gliukozés koncentracijos atitinka Michaelis-Menten kinetikg (34 pav., 36 —
38 pav.). ApskaiCiuota Ky daugeliu atveju yra mazesné nei GOXa niger
buferiniame tirpale (27 mmol L™ [144]).Masy rezultatai dera su kity autoriy
pateiktomis Ky r) panasiose sistemose, kuriose buvo naudojama GOx iSskirta
i§ A.niger ir imobilizuota pavirSiuje — 10 [145], 10,8 146], 14,9 [147], 15,19
[148] ir 8,5 mmol L™ [149]. Verta paminéti, kad aptartuose biologiniuose
jutikliuose naudojami skirtingi EPT, bet GOx elektrokatalizinis aktyvumas

koreliuoja su misy gautais duomenimis.
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Lyginant rezultatus gautus naudojant elektrony pernaSos tarpininka
tiriamajame tirpale bei elektrodo pavirSiuje imobilizuotus EPT, didziausias
analizinis signalas, kai grafito elektrodas yra modifikuotas fermentu
GOXp adametzii;  Yra registruojamas nauduojant FC imobilizuotg elektrodo
pavirsiuje ir FMS istirpintg acetatiniame-fosfatiniame buferiniame tirpale. Ina
reikSmés atitinkamai lygios 20,27 ir 25,39 pA. Fermento GOXp yniculosum atveju
maksimalus srovés stipris lygus 51,76 pA yra registruojamas naudojant FMS,
ir Imax Yra 1,65 karto didesnis, nei naudojant a-MF. Taciau GOXa niger atveju
didziausias s lygus 20,96 pA registruojamas naudojant elektrodo pavirSiuje
imobilizuotg feroceng. Atsizvelgiant | Siuos rezultatus, galima daryti iSvada,

kad efektyviausia biologiniy jutikliy modifikavimui yra GOXp fyniculosum-

IS literatiros duomeny Zinoma, kad ferocenas katalizuoja daugelio
oksidoreduktaziy oksidacijos reakcijas, jskaitant ir GOx [150]. Tadciau,
ferocenas ir jo dariniai su GOx iSskirtomis 1§ skirtingy pelesiniy grybeliy
sgveikauja skirtingai ir fiksuojami skirtingo dydzio analiziniai signalai. Taigi,
atsizvelgiant j skirtingomis GOx bei EPT modifikuoty elektrody apskaiciuotus
kinetinius parametrus, stabilumo charakteristikas bei pritaikomuma biologiniy
jutikliy kurime, GOx isskirta i§ P. funiculosum yra labiausiai tinkama

bereagentiniy biologiniy jutikliy kiirimui gliukozés nustatymui.
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ISVADOS

v Aukso nanodalelés imobilizuotos grafito elektrodo pavirSiuje kartu su
tirpiu elektrony pernasos tarpininku uztikrina efektyvesne elektrony
pernasa nuo gliukozés oksidazés aktyvaus centro elektrodui fermentinés
gliukozés oksidacijos metu. Aukso nanodaleléms esant tarp elektrodo ir
fermento nustatytas 1,42 karto didesnis maksimalus analizinis signalas
lyginant su elektrodu be nanodaleliy.

v Naudojant 3,5, 6,0 ir 13,0 nm nanodalelémis modifikuotus elektrodus
amperometriniais biologiniais jutikliais yra nustatomas 2,14 (3,5 nm),
2,07 (6,0 nm) ir 1,84 (13,0 nm) karto didesnis maksimalus analizinis
signalas lyginant su elektrodu be aukso nanodaleliy. Biologiniy jutikliy
tiesinés priklausomybés nuo substrato koncentracijos intervalas yra iki
10 mmol L™ gliukozés, o analités aptikimo riba — 0,08 mmol L™.

v' Elektrodas modifikuotas 13,0 nm aukso nanodalelémis ir gliukozés
oksidaze yra maziau stabilus, nei elektrodas be nanodaleliy: elektrodo
modifikuoto tik gliukozés oksidaze 50 % maksimalaus signalo
registruojama po 49,3 pary tuo tarpu elektrodo modifikuoto aukso
nanodalelémis ir fermentu — po 19,5 pary.

v Aukso nanodalelés esancios tiriamajame tirpale uztikrina efektyvesng
elektrony pernasa nuo gliukozés oksidazés aktyviojo centro elektrodui,
kai jy koncentracija yra nuo 0,01 iki 0,60 nmol L™ ir tiriamajame tirpale
yra N-metilfenazino metosulfato. Naudojant 13,0 nm skersmens aukso
nanodaleles, biologinio jutiklio aptikimo riba yra 0,05 mmol L™
gliukozés, o tiesiSkumo intervalas nuo 0,1 iki 10 mmol L™ substrato.
Didéjant aukso nanodaleliy koncentracijai tirpale (vir§ 0,60 nmol L™),
mazeja elektrony pernasos tarp gliukozés oksidazes ir elektrodo
pavirSiaus efektyvumas.

v" Polipirolo sintezé ant elektrodo jtakoja gliukozés biologinio jutiklio su ir

be aukso nanodaleliy analizinio signalo tiesinés priklausomybés nuo
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gliukozés intervala — po 3 val. polimerizacijos visiems elektrodams
tiesinés priklausomybés intervalas padidéjo iki 20 mmol L™, o analités
aptikimo riba yra 0,07 mmol L™. Naudojant maZiausias 3,5 nm aukso
nanodaleles didziausias analizinis signalas yra registruojamas pries ir po
polipirolo sintezes.

vertinus gliukozés oksidaziy iSskirty i$ skirtingy pelésiniy grybeliy bei
elektrony pernasos tarpininky imobilizuoty elektrodo pavirSiuje
efektyvumag nustatyta, kad labiausiai biologiniy jutikliy elektrody
modifikavimui bei elektrocheminiam gliukozés nustatymui tinka
fermentas i$skirtas i§ Penicillium funiculosum bei elektrony pernasos
tarpininkai - ferocenkarboksiliné riigstis ir a-metilferocenmetanolis.
Elektrodu modifikuotu Siuo fermentu registruojame didesnius

analizinius signalus, bei galime elektroda naudoti ilgesnj laiko tarpa.
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