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SANTRUMPOS

1,6-DMH — 1,6-dimerkaptoheksanas
AgND - sidabro nanodalelés

ANI — anilinas

AJM — atominiy jégy mikroskopija
AUND — aukso nanodalelés

GOx — gliukozés oskidazé

ELP — elektrai laidiis polimerai

| - joniné jéga

ND — nanodalelés

PAH — poli(alilamino hidrochloridas)
PANI — polianilinas

RS — regimoji §viesa

SEM — skenuojanti elektroniné mikroskopija

SAM - savitvarkis monosluoksnis



Ivadas

Nanotechnologija yra gerai Zinoma tarpdisciplininé mokslo Saka, kurios vystymas
prasidéjo dar XX amziuje. Si spar¢iai besivystanti mokslo sritis apima jvairiy
nanomedZiagy sinteze, tyrimus bei taikymg jvairiose srityse. Didelis susidoméjimas
nanotechnologijomis gali bati paaiskintas tuo, kad nanodalelés (ND) pasizymi savybémis,
kurios ryskiai skiriasi nuo didesnio dydzio tos pacios medziagos daleliy savybiy. Tai
skatina nanomedziagy pritaikyma daugelyje naujy sriciy.

Daznai, norint gauti jvairias ND, yra atlickama jy koloidiniy tirpaly sintezé. Sintezés
metodo bei sglygy parinkimas paprastai priklauso nuo to, kokiomis savybémis turi
pasizyméti norimos ND. Daleliy dydis, forma bei pavirsiaus funkcionalizavimas daro jtaka
ND savybémis. Naujy sintezés biidy paieska ir vystymas leis gauti ND, pasizyminc¢ias
ypatingomis savybémis. Be to, yra labai svarbu kontroliuoti ir optimizuoti ND gamyba
tam, kad uZtikrinti daleliy stabiluma, grynuma bei jy dydzio ir formos vienoduma.

Elektrai laidziy polimery (ELP) nanostruktiiry sintezé yra labai perspektyvi tyrimo
sritis, nes yra galimybé ELP gera elektrinj laiduma derinti su kitomis jiems budingomis
savybémis. Polianilinas (PANI) yra vienas 1§ populiariausiy ELP naudojamy moksliniuose
tyrimuose. Keiciant sintezés salygas bei kontroliuojant legiravima, galima gauti PANI,
kuris skirsis laidumo savybémis. Be to, polianilinas pasizymi terminiu ir cheminiu
stabilumu bei puikiomis mechaninémis savybémis. Taciau yra sunku pagaminti PANI
nanostruktiiras, pasizymincias geru biologiniu suderinamumu. Fermentinio sintezés budo
ir papildomy praplovimo stadijy panaudojimas leidzia pagerinti PANI tirpuma vandenyje
ir biologinj suderinamuma bei nenaudoti toksisky ir biologiskai neskaidomy medziagy.

Sidabro nanodalelés (AgND) ir aukso nanodalelés (AuND) yra daznai taikomos
skirtingose mokslo srityse. Unikalios AgND ir AuND optinés savybés yra susietos su
pavirSiaus plazmony rezonansy reiskiniu, todél Sios metalinés ND rado savo pritaikyma
biologiniy jutikliy karimo srityje ir pavirSiaus sustiprintos Ramano sklaidos
spektroskopijoje.

AgND dél savo antimikrobiniy savybiy daZznai yra taikomos medicinoje,

pavyzdziui, formuojant AgND monosluoksnj chirurginiy instrumenty pavirSiuje. Joniné

6



jéga (1), tirpalo pH bei papildomy medziagy buvimas tirpale gali trukdyti suformuoti tanky
nanodaleliy monosluoksnj bei daryti jtakg jo stabilumui, todél ypatingai svarbu tirti ir turéti
galimybe¢ kontroliuoti AgND monosluoksnio formavima.

Fermentiniu budu sintetintos ar padidintos nanodalelés gali biiti naudojamos kaip
analizinis signalas ar pritaikytos analizinio signalo stiprinimui. [vairios oksidazés,
pavyzdziui, gliukozés oksidazé (GOx), gali bati panaudotos AUND biokatalitiniam
didinimui. AuND biokatalitinis didinimas gali buti atlickamas kai dalelés yra tirpale arba
kai dalelés yra imobilizuotos per savitvarkj monosluoksnj (SAM) pavirSiuje. AuND
didinimo procesas gali biiti stebimas spektrofotometriSkai. Tokie metodai kaip dinaminés
$viesos sklaidos (DSS) metodas, atominiy jégy mikroskopija (AJM) bei skenuojanti
elektroniné mikroskopija (SEM) taip pat tinka padidinty AuND dydzio nustatymui.

Darbo tikslas:
Skirtingais metodais istirti cheminiu ir fermentiniu budais susintetinty ar
biokatalitiSkai padidinty polimeriniy ir metaliniy nanodaleliy koloidinius tirpalus skirtus

tolimesniam biomedicininiam ir bioanaliziniam taikymui.

Darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti optimalias polianilino nanodaleliy sintezés salygas vykdant anilino
polimerizacija/oligomerizacija terpéje su vandenilio peroksidu, kuris susidaré
gliukozés oksidazes fermentinés reakcijos metu.

2. Charakterizuoti dinaminés Sviesos sklaidos bei ciklinés voltamperometrijos metodais
polianilino nanodaleles susintetintas optimaliomis sglygomis.

3. Nustatyti tanino riigsties tirpalo ir sidabro nanodaleliy koloidinio tirpalo fizikochemines
savybes bei stabiluma.

4. Tstirti kriivy turin€iy sidabro nanodaleliy nusodinimo ant zérucio pavirSiaus padengto
poli(alilamino hidrochloridu) kinetikg i$ koloidinio tirpalo, kurio sudétyje yra tanino

rugsties.



Istirti UV-RS spektroskopijos, atominiy jégy mikroskopijos ir dinaminés $§viesos
sklaidos metodais AuND esanc¢iy koloidiniame tirpale ir imobilizuoty pavirsiuje
biokatalitin} didinima.

IStirti  biokatalitiSkai padidinty AuND dydzio priklausomybe nuo gliukozés

koncentracijos.

Ginamieji teiginiai:

=

PANI nanodaleliy susidarymo greitis priklauso nuo fermentinés reakcijos trukmés.
PANI nanodaleliy dydis did¢ja ilginant fermentinés reakcijos trukme.

AgND monosluoksnio formavimas ant zéruc¢io, padengto PAH sluoksniu, priklauso
nuo tanino rugsties koncentracijos koloidiniame tirpale.

BiokatalitiSkai tirpale padidinty AuND hidrodinaminis skersmuo ir imobilizuoty
pavir$iuje nanodaleliy aukstis priklauso nuo gliukozés koncentracijos ir reakcijos
trukmes.

AuND biokatalitinis didinimas gali buti pritaikytas gliukozés koncentracijos
nustatymui analizinémis sistemomis pagristomis dinaminés §viesos sklaidos ir atominiy

jégy mikroskopijos metodais.

Disertacijos sandara

Daktaro disertacija parasyta angly kalba ir ja sudaro 9 skyriai: santrumpos sarasas,

jvadas, literatiiros apzvalga, medziagos ir metodai, rezultatai ir jy aptarimas, i§vados, su

disertacija susijusiy moksliniy darby sarasas, disertanto gyvenimo apraSymas bei naudotos

literatiiros sgrasas.



Ivadas

Jvade aprasytas darbo aktualumas. Pazymimo0s nanotechnologijy svarba
Stuolaikiniame kontekste bei ND savybiy kontrolés galimybés. Paminétos iSkirtinés PANI
savybés bei fermentinés sintezés privalumai. Aptariamos iSskirtinés AgND ir AuND
optinés savybeés. Apzvelgtos AgND antimikrobinés savybés bei jvairiy faktoriy jtaka
AgND monosluoksnio formavimui. Paminétas AUND biokatalitinio didinimo taikymo
perspektyvumas. Isskirti AuND esanciy koloidiniame tirpale ir imobilizuoty pavirSiuje

biokatalitinio didinimo galimi stebé&jimo metodai.

1. Literatiiros apzvalga

Literatiiros apzvalgoje pateikiama koloidiniy tirpaly apzvalga. ApraSomi svarbiis
koloidiniy sistemy stabilumo parametrai bei Daerzargin—Landau—Varvei-Overbeko
teorijos pritaikymas aprasant koloidy stabiluma. Trumpai pristatytos polimeriniy ir tauriyjy
metaly nanodaleliy taikymo sri¢iai. I$samiai iSnagrinétos PANI atradimo istorija, jo
savybés ir sintezés bei panaudojimo galimybés. Aprasytos AgND ir AUND savybés,

skirtingi nanodaleliy sintezés metodai bei jy jvairios taikymo sritys.

2. Metodika

Sia dalj sudaro tris skyriai, skirti eksperimentinés disertacijos dalies aprasymui.
Skyriuje 2.1. pateikti visi reagentai ir medziagos, kurie buvo naudojami tyrimy metu.
Detaltis méginiy paruosimo bei eksperimenty atlikimo aprasymai pateikti 2.2. skyriuje.
Skyriuje 2.3. aprasyta visa aparatiira, kuri buvo naudojama tyrimy metu. Tai pat Siame
skyriuje aprasytos VisOS méginiy charakterizavimo metodikos bei pateikti trumpi

dinaminés Sviesos sklaidos ir nuolatinés srovés potencialo metody teorijos pagrindai.



3. Rezultatai ir jy aptarimas

Rezultaty dalis sudaryta i$ trijy skyriy. Pirmame skyriuje aprasoma fermentiné
PANI nanodaleliy sintezé, optimaliy polimerizacijos salygy nustatymas bei polianilino
nanodaleliy charakterizavimas DSS ir ciklinés voltamperometrijos metodais. Antrame
skyriuje apraSytas AgND monosluoksniy formavimas ant zérucio pavirSiaus i$ tirpaly,
kuriy sudétyje yra skirtingos tanino riigSties koncentracijos bei nusodinimo Kinetikos
matavimas. Tre¢iame skyriuje apraSytas AUND esanéiy tirpaluose bei imobilizuoty per

savitvarkj monosluosnj ant aukso lusto pavirSiaus biokatalitinis didinimas.

3.1. Fermentinio polianilino nanodaleliy susidarymo tyrimai

Sioje dalyje apra$ytas polianilino nanodaleliy formavimas, kai anilino (ANI)
polimerizacijos reakcija vyksta déka gliukozés oksidazés fermentinés reakcijos metu
susidariusio oksidatoriaus vandenilio peroksido, taip pat jtakos $iam procesui turi ir
rigstéjanti terpés pH. Tyrimo metu buvo nustatytos optimalios PANI nanodaleliy sintezés
salygos.

PANI nanodalelés buvo sintetinamos tamsoje, kambario temperatiiroje. Po
polimerizacijos PANI nanodaleliy tirpalas buvo centrifuguojamas, nuosédos surenkamos
ir praplaunamos. Plovimo procediira buvo kartojama 3 kartus. Po to nuosédos buvo
uzpilamos 0,05 mol L acetatiniu buferiu pH 6,0 ir i¥maiSomos. Taigi, PANI daleliy
tyrimai skirtingais metodais buvo atliekami ne polimerizacijos tirpale, o jas atskyrus ir
praplovus.

Norint gauti pavienes stabilias PANI nanodaleles buvo parinktas tinkamas tirpalas,
kuris buvo naudojamas daleliy praplovimui po sintezés. Tirpaly tinkamumas buvo
jvertinamas po praplovimo stadijos gautas PANI nanodaleles suspendavus 0,05 mol L
acetatiniame buferyje pH 6,0 ir iStyrus koloidinius tirpalus spektrofotometriSkai. Nustatyta,
kad i§ visy tirty tirpaly labiausiai daleliy plovimui tinka 0,05 mol L acetatinis buferis.
PANI nanodaleliy sintezé priklauso nuo anilino ir GOx koncentracijy polimerizacijos
tirpale. Norint pagerinti PANI nanodaleliy formavima buvo ieskomos optimalios ANI ir

GOx koncentracijos pradiniame tirpale. Daleliy sintezé buvo atlickama 21 valanda.
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Optimaliy anilino ir GOx koncentracijy parinkimui buvo atlikti du tyrimai. Pirmame,
anilino koncentracija buvo kei¢iama intervale nuo 0,1 iki 0,9 mol L (pav. 1A). DidZiausia
tirpalo absorbcija buvo nustatyta, kai anilino koncentracija pradiniame tirpale buvo
0,5 mol L1, Kaip optimali tolimesniems tyrimams buvo pasirinkta 0,5 mol L anilino
koncentracija. Antro tyrimo metu buvo kei¢iama tik GOx koncentracija intervale nuo 0,125
iki 0,750 mg mL* (pav. 1B). Pastebéta, kad didinant GOx koncentracija PANI nanodaleliy
tirpalo absorbcija padidéjo 6,33 kartus. Kaip optimali buvo pasirinkta 0,75 mg mL* GOx

koncentracija.

A A B
— 0,08 | 1015 _
> >
2, 2,
S i A 40,10 S
80,04 8
o o
n 40,05 »
Q Q
< <

0,00 1 1 1 L 0,00
0,0 0,4 0,8 0,0 0,4 0,8

Ccox [mg mL'1]

1 pav. PANI nanodaleliy tirpalo absorbcijos (A = 434 nm) priklausomybé nuo pradiniy anilino (A)
ir gliukozés oksidazés (B) koncentracijy. (Polimerizacijos salygos: A —0,05 mol L™ acetatinis
buferis pH 6,0; 0,05 mol L™ gliukozés; 0,5mgmL™? GOx, B —0,05 mol L acetatinis buferis
pH 6,0; 0,05 mol L gliukozés; 0,5 mol Lt anilino; polimerizacijos laikas — 21 val.

CanNi [mol L-1]

Taip pat buvo istirta kaip polimerizacijos tirpalo absorbcijos spektrai priklauso nuo
polimerizacijos trukmés (pav. 2A). Polimerizacijos laikas buvo kei¢iamas nuo 1 iki
331 val. Jeigu polimerizacijos pradzioje tirpalas buvo bespalvis ir absorbcijos smailés
nebuvo registruojamos, tai bégant laikui tirpalas tapo gelsvas ir dvi smailés ties A = 325 nm
ir A=434 nm iSrySk¢jo. Pagal absorbcijg ties A =434 nm gali biiti jvertintas PANI
nanodaleliy susidarymas. Absorbcijos smailé ties A = 325 nm yra biidinga benzeno ziedo

m—m* elektrony Suoliui ir §iuo atveju charakterizuoja PANI linijinés struktiiros formavima.
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Polimerizacijos tirpalo absorbcija ties A = 434 nm (pav. 2B) per 331 val. padidéjo
62,4 kartus. Kaip optimali sintezés trukme buvo pasirinkta 115 valandy, atsizvelgus ] tai,
kad atliekant sinteze¢ 331 val. absorbcija pasikeité tik apytiksliai 1,5 karto, palyginus su

tirpalo absorbcija po 115 val. sintezés.

1,2
5 s
) 0,8 =
) 2,
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g £
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24 Qo
< <
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1 1 1 0,0
300 600 900 O 100 200 300
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2 pav. Fermentinés PANI sintezés spektrai (A) bei PANI polimerizacijos tirpalo absorbcijos ties
L =434 nm priklausomybé nuo sintezés trukmeés (B). (Polimerizacijos salygos: 0,05 mol L
acetatinis buferis pH 6,0; 0,05 mol L™ gliukozes; 0,5 mol L anilino; 0,75 mg mL™* GOX).

Polimerizacijos greitis (V) yra lygus tga (pav.2B). Norint nustatyti pradinj
polimerizacijos greitj buvo jvertintos tikétina maksimalia absorbcija, kai anilino konversija
yra 100 %, bei tikétina absorbcija, kai pradinis polimerizacijos greitis nesikeicia ir sintezé
vykdoma 100 val., o pradiné anilino koncentracija yra 0,5 mol LY. Nanodaleliy

susidarymo greitis reakcijos pradzioje buvo lygus:

AlOO X CANI _ 0,95 X 0, 50

- — 0,0038 mol L"! val™?
A X tpor 1,25 x 100 motL -va

V= (tga) =
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Norint jvertinti PANI nanodaleliy dydj buvo atlikti suspenduoty acetatiniame
buferyje PANI nanodaleliy tyrimai DSS metodu (pav. 3).

1 B
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0 2
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3 pav. PANI nanodaleliy dydzio pasiskirstymas po skirtingo polimerizacijos laiko: 1 — 21 val.,
2—45 val.,, 3—115val. ir 4—163val. (A) bei PANI nanodaleliy dydzio priklausomybé nuo
polimerizacijos laiko (B) (Polimerizacijos tirpala sudaro 0,05 mol L™ acetatinis buferis pH 6,0,
0,05 mol L™ gliukozés, 0,5 mol Lt anilino ir 0,75 mg mL* GOx.)

Vykdant PANI nanodaleliy sinteze po 21 val. nanodalelés buvo 15,8 nm dydzio, kai
po 163 val. dalelés padidéjo iki 142 nm. Polimerizacija atliekant 115 val. (optimalus laikas)
susidariusiy PANI nanodaleliy dydis sieké 115 nm. PANI nanodalelés gautos optimaliomis
saglygomis buvo istirtos ciklinés voltamperometrijos metodu. Voltamperogramoje buvo

stebimos dvi oksidacijos smailés. Tai parodo, kad susintetintos PANI nanodalelés yra

elektrochemiskai aktyvios.

3.2.  AgND nusodinimas i tirpalo, kuriame yra tanino ragsties
Si dalis sudaryta i$ dviejy skyriy. Pirmame skyriuje aprasomi tanino rigsties tirpalo
ir AgND koloidinio tirpalo fizikocheminiy savybiy nustatymas bei stabilumo tyrimas.

Antras skyrius skirtas tanino riigsties molekuliy, neigiamai jkrauty AgND ir AgND is
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tirpalo su tanino riigStimi nusodinimo ant zérufio modifikuoto poli(alilamino
hidrochloridu) (PAH) pavirsiaus kinetikos tyrimams.
3.2.1. Tanino rugsties tirpalo ir AgND charakterizavimas

AgND sintezé buvo atlickama chemiskai redukuojant AgNOs3, panaudojus NaBHa
kaip reduktoriy ir natrio citratg kaip stabilizuojantj agenta. IS susintetinty AgND koloidinio
tirpalo buvo pasSalintas jony perteklius ultrafiltracijos metodu bei nustatyta koloidinio

tirpalo koncentracija.

3,5

........ AgND
30F ——— AgND + Taninor.
— — Taninor.

2,5

2,0

1,5

Absorbcija [s. v.]

1,0

0,5

200 300 400 500 600 700

Bangos ilgis [nm]
4 pav. Tanino ragsties tirpalo, AgND koloidinio tirpalo bei AgND koloidinio tirpalo sumai§yto su
tanino riigsties tirpalu spektrai. Nusodinimo sglygos: Cagno = 15mg L7, Cuan = 25mg LY,
| =102 mol L NaCl, pH 4,5.

Tanino ragSties molekuliy tirpalo stabilumas buvo jvertintas nustacius jy
hidrodinaminio skersmens ir dzeta potencialo priklausomybe¢ nuo tirpalo pH ir joninés
jégos. Tanino riigsties molekuliy hidrodinaminis skersmuo buvo 1,63 +0,15 nm ir beveik
nesikeité pH intervale nuo 3,5 iki 5,0. Siy molekuliy dzeta potencialas esant 10 mol L™
NaCl koncentracijai pasikeité nuo -9,2 iki -30 mV, kai tirpalo pH verté padidéjo nuo 3,5
iki 5,5. Dél to taip pat keitési vidutinis elementariy kriviy skaicius tenkantis vienai tanino

riigities molekulei nuo -0,5 iki -1.4. Sie rezultatai parodo, kad norint i¥vengti
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nekontroliuojamos tanino riigSties molekuliy hidrolizés, nusodinimo tyrimai turi buti
atlickami i tirpaly, kuriy pH verté yra mazesné negu 5,0.

AgND buvo stabilios pH intervale nuo 4,0 iki 8,0, nes jy hidrodinaminis skersmuo
beveik nesikeité Siame intervale ir buvo lygus 16 +8 nm. AgND dzeta potencialas priklausé
nuo tirpalo pH. AgND buvo neigimai jkrautos visame tirtame pH intervale. Didinat pH nuo
3,5 iki 9,0, dzeta potencialas pasikeité nuo -49 iki -61 mV. Daleliy dydis buvo nustatytas
i§ transmisinés elektroninés mikroskopijos vaizdu ir buvo lygus 15 £3 nm. Susintetintos
AgND buvo apvalios formos ir monodispersiskos.

Norint istirti AgND koloidinio tirpalo Su tanino rtigstimi stabiluma, buvo atlikti
spektrofotometriniai tyrimai. Nustatyta, kad smailiy vietos Siek tiek pasikeité, kai ] AgND
koloidinj tirpalag buvo pridéta tanino rugsties tirpalo (pav.4). Tyrimai, kuriuose buvo
maiSomi AgND ir tanino riigSties tirpalai skirtingais santykiais ir registruojami jy spektrai
po skirtingy laiko tarpy parodé, kad tanino riigSties buvimas AgND koloidiniam tirpale
neskatina AgND agregavimo. IStirti tirpalai buvo stabiliis daugiau ne 24 val. po jy

paruoSimo, kai tirpalo pH buvo intervale nuo 3,5 iki 5,0.

3.2.2. Tanino rugsties ir AgND adsorbcija ant PAH monosluoksnio

Tanino ragsties adsorbcijos tyrimai buvo atliekami panaudojus nuolatinés srovés
potencialo metoda. Tyrimo pradzioje Zérucio lakSto dzeta potencialas buvo nustatomas ir
PAH monosluoksnis suformuojamas laksto pavirSiuje. Po to tanino riigSties molekulés
buvo adsorbuojamos modifikuoto Zéru€io pavirSiuje 1§ tirpaly, savo sudétyje turinciy
skirtingas taninio rugsties koncentracijas. Buvo pastebéta, kad paruosty PAH/tanino
rigsSties bisluoksniy dzeta potencialas priklausé nuo pradinés taninio ragsties
koncentracijos (pav. 5A).

Bisluoksnio dzeta potencialas mazédavo, kai didédavo pavirSiaus plotas padengtas
tanino ragsSties monosluoksniu. Dzeta potencialas tapo neigiamu, kai tanino rtgsties
koncentracija buvo 30 mg L. Didinant tanino riigities koncentracija, dzeta potencialo
verté pasieké -23 mV ir toliau nesikeité. Tokj pat dzeta potencialg turéjo tanino rtgsties

molekulés tirpale, kurio pH buvo 4,5.
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Norint interpretuoti AgND ir tanino riigsSties miSinio nusodinimo ant PAH
modifikuoto Zéru€io kinetikg, dzeta potencialo priklausomybé nuo tanino riigsties
koncentracijos buvo konvertuota j pavirSiaus padengimo priklausomyb¢ nuo tanino
rugsties koncentracijos. Jvertinus, kad miisy atveju Goui - Chapmano adsorbcijos modelis
turi gerai apraSyti rezultatus, buvo apskaiCiuotas tanino rugSties monosluoksnio
padengimas, esant skirtingoms pradinéms tanino riigsties koncentracijoms (pav. 5B).

Dzeta potencialas tapo neigiamas, kai pavirSiaus padengimas buvo 0,18. Tuo metu
didZiaisiais padengimas buvo pasiektas, kai buvo naudojama 250 mg L tanino riigities
koncentracija. Buvo pastebéta, kad Langmiuro adsorbcijos izotermos lygtis puikiai apraso
gautus eksperimentinius duomenis. Be to buvo teoriskai prognozuojama, kiek laiko uZztruks
monosluoksnio formavimas. Kai tanino riigities koncentracija 10 mg L™, teoriskai
monosluoksnis tur¢jo susiformuoti per 240 ms, o kai tanino riigSties koncentracija
250 mg Lt - monosluoksnis turéjo susiformuoti per 4 ms. Tai reiskia, kad tanino rigsties
monosluoksniai susiformuodavo Zymiai greiiau, negu buvo laukta eksperimento metu.
De¢l tokio greito tanino rigsties sluoksnio susidarymo, tanino rtgsties buvimas AgND

koloidiniame tirpale tur¢jo paveikti AgND nusodinima.

PAII monoslouksnis
wf 40,24
olte
E ¢ 10186
N | e
: i 40,08
20 } " : E; ¢ ¢ 5 E 3 B
-40 . . . . . Lo : . : L s +—1 9,00
0 40 80 120 160 200 240 O 40 80 120 160 200 240

cpg [mg L] cpg [mg L]
5 pav. PAH/tanino ragsties bisluoksnio dzeta potencialo priklausomybé nuo pradinés tanino
rugsties koncentracijos (A) Tanino rtigsties adsorbcijos ant PAH monosluoksnio izoterma. IStisiné
linija nurodo gautus teorinius duomenis, apskaiciuotus naudojant Langmiuro adsorbcijos
izotermos modelj. Nusodinimo salygos: I1=102mol L* NaCl, pH 4,0 - 50, T=298K,
nusodinimo laikas - 15 min.
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Toliau buvo tiriamas AgND nusodinimas i$ tirpaly, savo sudétyje turin¢iy skirtingas
tanino rugsties koncentracijas. Po nusodinimo daleliy kiekis pavirSiuje buvo apskaiciuotas
1§ atominiy jégy mikroskopijos ir skenuojancios elektroninés mikroskopijos nuotrauky

(pav. 6).
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6 pav. AgND nusodinimo ant PAH modifikuoto zérucio pavirSiaus kinetika i tirpaly, savo
sudétyje turinGiy skirtingas tanino riigSties koncentracijas: (o) OmgL™, (m) 5mgL™,
(@) 10 mg L? ir (¢) 250 mg L1, Istisinés linijos nurodo apskaiCiuotus teorinius rezultatus,
naudojant atsitiktinés nuoseklios adsorbcijos modelj. Nusodinimo sglygos: Cagno =50 mg L™,
| =102 mol L™ NaCl, pH 4,0 - 5,0 ir T = 298 K.

Atlikus AgND nusodinimg ant PAH modifikuoto zérucio i§ tirpalo, kuriame néra
tanino rigsties, nustatyta, kad maksimalus pavirSiaus padengimas buvo pasiektas per
200 min ir lygus 0,28 (1 lentel¢). Taciau, esant 5 mg L tanino riigSties koncentracijai,
AgND maksimalus padengimas sumazéjo iki 0,09, o esant 10 mg L tanino riigsties
koncentracijai, AgND adsorbcija pavirSiuje buvo nereikSminga. Eksperimentiniai
duomenys puikiai koreliavo su teoriniais rezultatais, kurie buvo gauti skai¢iavimams
naudojant atsitiktinés nuoseklios adsorbcijos modelj. IStyrus tanino rtigsties jtaka AgND
monosluoksniy nusodinimui buvo pastebéta, kad mazy molekuliy buvimas AgND
koloidiniame tirpale gali reikSmingai paveikti monosluoksnio susidarymo ant PAH

modifikuoto zérucio efektyvuma.
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1 lentelé. AgND/tanino riigSties nusodinimo kinetikos rezultatai.

Ctan : CAgND Ns [um-2] OngNPs
[mg Lt:mg LY

0:50 1598 0202

5:50 548 0,096

10:50 356 0,063
25:50 187 0,033
50:50 190 0,034
100:50 149 0,026
250:50 140 0,025
500:50 135 o0

3.3. Biokatalitinio AuND didinimo tyrimai

Si dalis sudaryta i§ trijy skyriy. Pirmame skyriuje aprasytas optimaliy AuND
biokatalitinio didinimo salygy parinkimas ir padidinty AuND plazmony absorbcijos ir
hidrodinaminio skersmens priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos tirpale bei
biokatalitinio didinimo trukmés. Antrame ir treCiame SKyriuose aprasytas AUND
imobilizavimas ant lusto padengto Au sluoksniu, panaudojant savitvarkj monosluoksnj
(SAM) bei imobilizuoty AUND biokatalitinis didinimas.

3.3.1. AuND biokatalitinis didinimas tirpaluose

13 nm AuND buvo susintetintos vandeninéje terpéje redukuojant AuCls jonus,
tirpale esant natrio citratui ir tanino rugsciai. AuND didinimui buvo pasirinktas
fermentas — gliukozés oksidazé. GOx katalizuojamos reakcijos metu susidares vandenilio
peroksidas redukuoja AuCls jonus ant tirpale esanc¢iy AuND ir taip vyksta biokatalitinis
AuUND didinimas.
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2 lentelé. AuUND tirpaly absorbcijos smailiy vertés, sumaiSius 13 nm AuND tirpalg skirtingais

santykiais su AuND didinimui skirtais tirpalais.

0 min, Aszanm 60 Min, Amax 90 Min, Amax AA60 min AA90 min
11 0,625 1,190 1,336 0,565 0,711
2:3 0,508 1,127 1,299 0,619 0,791
1:2 0,437 1,099 1,304 0,662 0,867
1:3 0,390 1,021 1,179 0,631 0,789
1:6 0,186 0,591 0,839 0,405 0,653
1:14 0,125 0,527 0,877 0,402 0,752

Pagamintas 13 nm AUND koloidinis tirpalas buvo sumaiSomas skirtingais
santykiais su tirpalais skirtais AuND didinimui, norint rasti optimaly AuND ir kity reagenty
santyki. AuND didinimui skirti tirpalai buvo pagaminami iStirpinus skirtingus GOX,
gliukozés bei vandenilio tetrachloraurato kiekius 0,01 mol L fosfatiniame buferyje
pH 6,0. Galutinés GOx, HAUCls ir gliukozés koncentracijos, sumaiSius tirpalus,
atitinkamai buvo 25 pgmL™, 0,976 mmol L* ir 4 x 1072 mol L. Eksperimentiskai
nustatytos optimalios komponenty, esanc¢iy AuND didinimui skirtame tirpale,
koncentracijos. Tyrimy rezultatai buvo vertinami spektrofotometriskai. Gauti rezultatai
pateikti 2 lenteléje.

Didziausi AuND tirpaly absorbcijos pokyciai buvo registruojami, kai AuND ir jy
didinimui skirti tirpalai buvo sumai$yti santykiu 1:2. Tik sumaiSius tirpalus, AuND
absorbcijos smailés vieta pasislinko nuo 520 iki 533 nm. Po 60 min smailé pasislinko iKi
554 nm. Smailés pasistimimas j ilgesniy bangos ilgiy puse bei absorbcijos padidéjimas
signalizuoja apie s€¢kmingg AuND padidinimg. Toks tirpaly santykis buvo naudojimas kaip
optimalus tolimesniuose tyrimuose.

Toliau buvo istirta AuND spektry priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos
tirpale. Tyrimams buvo naudojama gliukozés koncentracija nuo 0 iki 2,0 mol L.

Rezultatai yra pateikti 7 paveiksle. Tirpale esant gliukozés koncentracijoms mazesnéms
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nei 0,02 mol L%, buvo stebima absorbcijos smailés vertés tiesiné priklausomybé nuo
gliukozés koncentracijos. Kai gliukozés koncentracija buvo didesné negu 0,2 mol L2,
absorbcijos smailés intensyvumo pokytis buvo nereikSmingas. Todél tolimesniuose
tyrimuose buvo naudojamos 4 x 10“mol L, 4x10°3molL? ir 4x102?mol L*

gliukozés koncentracijos bei biokatalitinis didinimas buvo atliekamas 60 ir 90 min.

1.2 - 1,2
0 mol L’ .
60min e 0,002 mol L 90 min
1.0 - ===-= 0,02molL" >
, P —-=== 02molL"

Ll 7 . ™ S —— 1,0molL" 1,0 —
> 08 1 2,0 mol L ,{/,':—:'\\.\\ —== 20molL" ° >
= 4 ~ , 8,
o > 5 » 60 min 0g S
‘S 0,6 r 08 =
2 2
3 [
2 04 2
o %4 R 2
< 0,6

0,2 1 B

L 0,4
0,0 v T v T T v v v T T
400 450 500 550 600 650 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
ilai 4
Bangos ilgis [nm] Ceuy [mol L]

7 pav. AuND tirpaly, esant skirtingiems gliukozés koncentracijoms, spektry po 60 min
biokatalitinio didinimo (A) bei plazmony absorbcijos smailiy (B) priklausomybés nuo gliukozés

koncentracijos tirpale.

Norint jvertinti kaip AuND hidrodinaminis skersmuo priklauso nuo biokatalitinio
didinimo trukmés, buvo atlikti tirpaly tyrimai DSS metodu (pav. 8). Buvo nustatyta, kad
daleliy dydis priklauso nuo gliukozés koncentracijos tirpale. Dydis tiesiSkai priklausé nuo
biokatalitinio didinimo trukmés pasirinktam gliukozés koncentracijy intervale.

Hidrodinaminis AuND skersmuo buvo nuo 29 iki 34 nm, kai didinimas buvo
atlieckamas tik 5min., esant 4 x 10 mol L gliukozés koncentracijai. Po 60 min
biokatalitinio didinimo AuND hidrodinaminis skersmuo padidéjo iki 37,2 nm, 47,2 nm ir
60,4 nm, kai gliukozés koncentracija tirpale atitinkamai buvo 4 x 107* mol L™,
4x10°2molL?! ir 4x102molL?!. Po 90 min biokatalitinio didinimo, AuUND
hidrodinaminis skersmuo jau buvo 40,3 nm, 52,3 nm ir 68,9 nm, tirpale esant toms

pacioms gliukozés koncentracijoms. IS tiesiy krypties koeficienty buvo nustatyta, kad
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greiciausiai AuND dydis kisdavo naudojant didziausig gliukozés koncentracija, t.y.
40 mmol L.

75 15
A y=ax+bh B
——— 5min
] A2V N IO i 12
& 4x10% mol L a=10,347 I )/, 30 min _
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8 pav. (A) AuND hidrodinaminio skersmens priklausomybé nuo biokatalitino didinimo trukmés,
tirpale esant skirtingoms gliukozés koncentracijoms. (B) AuND hidrodinaminio skersmens

pasiskirstymas po skirtinga laiko tarpa vykdyto biokatalitinio didinimo, kai gliukozés
koncentracija tirpale 4 x 1073 mol L.

3.3.2. Lusto modifikavimas savitvarkiu monosluoksniu

Toliau AuND buvo imobilizuojamos savitvarkio monosluoksnio, suformuoto ant
aukso sluoksnio padengto lusto pavirsiaus. Pries$ ir po kiekvieno modifikavimo zingsnio
struktliros susidariusios lusto pavirSiuje buvo tiriamos AJM metodu. Tam, kad
susiformuoty SAM, lustas buvo jmerktas 24 valandoms j 1,6-dimerkaptoheksano
(1,6-DMH) tirpala. Struktiiry padidéjimas lusto pavirSiuje (pav. 9 2A-C) bei nezymus
SturkStumo sumazéjimas (pav. 9 1A-C) leido teigti, kad SAM buvo sékmingai

suformuotas. SAM susidarydavo dé¢l 1,6-DMH tioliniy funkciniy grupiy prisijungimo prie

Au sluoksnio pavirsiaus chemisorbcijos buidu.
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9 pav. Pagrindiniai AUND imobilizavimo per savitvarkj monosluoksnj (SAM) lusto, padengto
aukso sluoksniu, pavirsiuje etapai (A), modifikuoto pavirSiaus 2D AJM vaizdai (B) ir pavirSiaus
skerspjuvis pazymétas 2D AJM vaizduose (C). 1 A-C — plonas aukso sluoksnis lusto pavirSiuje,
2 A-C — 1,6-DMH modifikuotas lusto pavirsius; 3 A-C — 1,6-DMH modifikuotas lusto pavirsius

po AuND imobilizavimo.

Po 20 min SAM modifikuoto lusto inkubavimo 13 nm AuND tirpale, lusto
pavirSiuje buvo registruojamos 10-14 nm dydzio reguliariai i$sidésciusios strukttiros. Dél
stiprios sgveikos tarp sieros ir aukso atomy, AuND buvo sékmingai imobilizuotos. Tokia

AUND imobilizavimo metodika buvo naudojama tolimesniuose tyrimuose.
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3.3.3. Biokatalitinis imobilizuoty AuND didinimas
Imobilizuotos AuUND toliau buvo biokatalitiSkai didinamos, naudojant tris skirtingas

gliukozeés koncentracijas: 4 x 107 mol L2, 4 x 103 mol L ir 4 x 102 mol L (pav. 10).

10 pav. Biokatalitiskai padidinty AuND imobilizuoty per 1,6-DMH savitvarkj monosluoksnj lusto
padengto Au sluoksniu pavirSiuje AJM vaizdai ir auks¢io pasiskirstymo grafikai. Biokatalitinis

didinimas buvo atliekamas 60 (A) arba 90 (B) min.
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Buvo pastebéta, kad daleliy aukstis priklausé nuo pradinés gliukozés koncentracijos
ir biokatalitinio didinimo trukmés. Vykdant biokatalitinj AuND didinimg 60 min, tirpale
esant 4 x 1072, 4 x 1072 ir 4 x 10* mol L gliukozés koncentracijoms, lusto paviriuje
formavosi atitinkamai 70—90 nm (pav. 10 1A), 50-70 nm (pav. 10 2A) ir 35-55nm
(pav. 10 3A) struktiiros. Po 90 min AuND biokatalitinio didinimo, naudojant tas pacias
gliukozés koncentracijas, buvo registruojamas struktiiry aukscio padidéjimas iki
150-180 nm (pav. 10 2A), 60—90 nm (pav. 10 2B) ir iki 50—70 nm (pav. 10 3B).

Norint gauti vienodo dydzio AuND, kai naudojama gliukozés koncentracija yra
intervale nuo 4 x 10 iki 4 x 1072 mol L™, reikia keisti biokatalitinio didinimo trukme.
Biokatalitiskai padidinty tirpaluose ir imobilizuoty lusto pavirSiuje AUND dydziai skyrési.
Tai galima biity paaiskinti skirtingomis pradinémis AuND koncentracijomis biokatalitiSkai

didinant daleles tirpale ir imobilizuotas ant pavirsiaus.
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ISvados

1.

Optimalios PANI nanodaleliy susidarymo sglygos yra 0,5 mol L anilino ir
0,75mg mL*? gliukozés oksidazés, fermenting sinteze vykdant 115val. PANI
nanodaleliy susidarymo greitis reakcijos pradzioje yra lygus 0,0038 mol Ltval?, o
susidariusiy PANI nanodaleliy dydis siekia 115nm, atlickant polimerizacijg
optimaliomis sglygomis.

Tanino rigsties tirpalas ir sidabro nanodaleliy koloidinis tirpalas yra stabiliis pH
intervale nuo 3,5 iki 5,0.

Sidabro nanodaleliy monosluoksnio, nusodinto 1§ koloidinio tirpalo nesant tanino
rugsties, maksimalus padengimas ant PAH modifikuoto Zérucio pavirSiaus buvo 0,28,
0 esant 3 x 10° mol L? tanino riigSties AgND padengimas reik§mingai sumazéja
iki 0,03.

Padidinty AuND plazmony absorbcija tiesiSkai priklauso nuo gliukozés koncentracijos
intervale nuo 2 x 10- iki 0,02 mol L.

AUND hidrodinaminis skersmuo po 60 min biokatalitinio didinimo buvo 37,2 nm,
47,2 nmir 60,4 nm, o po 90 min didinimo — 40,3 nm, 52,3 nm ir 68,9 nm, kai gliukozés
koncentracija tirpale buvo atitinkamai 4 x 1074, 4 x 1072 ir 4 x 1072 mol L. Be to,
AUND biokatalitinio didinimo greitis iSauga, didinant prading gliukozés koncentracijg
tirpale.

AuND aukstis po 60 min biokatalitinio didinimo buvo 35-55 nm, 50 -70 nm ir
70-90 nm, o po 90 min. didinimo — 50 — 70 nm, 60 —90 nm ir 150 — 180 nm, kai

gliukozés koncentracija tirpale buvo atitinkamai 4 x 107, 4 x 1073 ir 4 x 102 mol L.
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Summary

Investigation of colloid solutions consisting of polymeric and metallic

nanoparticles

The aim of this study was to investigate chemically and enzymatically synthetized or
biocatalytically enlarged polymeric and metallic nanoparticles colloidal solutions by
different methods for further biomedical and bioanalytical application.

Firstly, enzymatic synthesis of polyaniline (PANI) nanoparticles was investigated.
The polymerization of aniline (ANI) was performed using hydrogen peroxide, which
was formed during glucose oxidase catalyzed enzymatic reaction. The absorbance of
washed and resuspended in buffer PANI nanoparticles solution was evaluated by
UV-Vis spectroscopy. The optimal conditions of PANI nanoparticles enzymatic
formation were determined. The size of synthesized under optimal conditions PANI
nanoparticles was 115 nm and initial rate of polymerization reaction was equal to
0.0038 mol Lth. Electroactive nature of PANI obtained by GOx catalyzed
polymerization was confirmed.

In the second part of this work, kinetics of silver nanoparticles (AgNPs) deposition
in the presence of controlled amounts of tannic acid and in the absence of this reagent,
whose coverage can be precisely controlled by the streaming potential measurements,
was systematically studied. Physicochemical properties of tannic acid solution and
AgNPs colloidal solution were defined. It was determined that solutions of tannic
acid and colloidal solution of AgNPs are stable at pH range from 3.5 to 5.0. AgNPs
and tannic acid molecules adsorption was performed under diffusion-controlled
conditions on the mica sheets covered with a poly(allylamine hydrochloride)
monolayer. Kinetics results showed that the presence of tannic acid at low bulk
concentration in the range of 107° to 107° mol L™ significantly reduces the attachment
efficiency of silver particles to the polymer modified surfaces. Experimental results

also confirmed that by quantitative determination of the kinetics of AgNPs deposition
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in this model system, one can precisely estimate the suspension purity and its ability
to form dense monolayers on solid substrates.

In the next part of study, biocatalytic enlargement of gold nanoparticles (AuNPs)
seeds in colloidal solution and immobilized on the surface was investigated.
Reduction of AuCls~ on the surface of seeds by the H>O, formed during glucose
oxidase catalyzed reaction was used for enlargement. Biocatalytic enlargement of
AuNPs in colloidal solution was monitored by UV-Vis spectroscopy. Optimal ratio
of AuNPs seeds and components required for the growing of nanoparticles was
defined. It was determined that plasmon absorbance of enlarged AuNPs linearly
depends on glucose concentration in the range from 2 x 10° to 0.02 mol L.
Hydrodynamic diameter of AuNPs was evaluated by dynamic light scattering
method. It was determined that size of enlarged AuNPs depends on glucose
concentration and duration of enlargement. Rate of AuNPs seeds enlargement
increases increasing initial concentration of glucose in the solution. AUNPs were also
immobilized on modified by 1,6-hexanedithiol surface of sensor disc with a planar
Au layer. Success of immobilization and biocatalytic enlargement was monitored by
atomic force microscopy. It was determined that height of enlarged AuNPs depends

on initial glucose concentration and duration of enlargement.
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