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SANTRUMPOS

AAF — acetaminofenas

AR — askorbo rugstis

ASR — acetilsalicilo rtgstis

A-PBS — acetatinis-fosfatinis buferinis tirpalas

A-PBS-KCI — acetatinis-fosfatinis buferinis su kalio chloridu

Ag/AgCl - sidabro/sidabro chlorido elektrodas

Ag/AgCI|CI" — sidabro/sidabro chlorido elektrodas su 3 mol/l kalio chlorido
AUND - aukso nanodalelés

JSA —jaucio serumo albuminas

CV — cikliné voltamperograma

DP — dopaminas

EDC - 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimido hidrochloridas

ELP — elektrai laidis polimerai

EPT — elektrony pernasos tarpininkas

EPTox — oksiduota elektrony pernasos tarpininko forma

EPTrep — redukuota elektrony pernasos tarpininko forma

FAD — flavino adenino dinukleotidas

FADH, — redukuota flavino adenino dinukleotido forma

FMS — fenazino metosulfatas

FTIR — Furjé transformacijos IR spinduliy spektroskopija

| max — ribiné difuziné sroveé

GA — glutaro aldehidas

Glu — gliukozé

GOx — gliukozés oksidazé

GR — grafito elektrodas

GR/GOx — grafito elektrodas modifikuotas GOx jg adsorbuojant ir chemiSkai
surisant fermento molekules tarpusavyje glutaro aldehido garais

GR/PD — grafito elektrodas modifikuotas adsorbuotu 1,10-fenantrolin-5,6-
dionu

GR/PPD - grafito elektrodas modifikuotas elektrochemiskai susintetintu
poli(1,10-fenantrolin-5,6-dionu)

GR/PPD/PPKRg. — grafito elektrodas modifikuotas elektrochemiSkai
susintetintu poli(1,10-fenantrolin-5,6-dionu) ir poli(pirol-2-karboksirtig§timi)
GR/PPD/PPKRg -GOx — grafito elektrodas modifikuotas elektrochemiskai
susintetintu poli(1,10-fenantrolin-5,6-dionu), poli(pirol-2-karboksirtgstimi)
ir kovalentiskai prijungta gliukozés oksidaze



GR/PPD/(AUND)PPKRE, — grafito elektrodas modifikuotas elektrochemiskai
susintetintu poli(1,10-fenantrolin-5,6-dionu), poli(pirol-2-karboksiragstimi)
su jterptomis aukso nanodalelémis

GR/PPD/(AUND)PPKRg -GOx — grafito  elektrodas  modifikuotas
elektrochemiskai susintetintu poli(1,10-fenantrolin-5,6-dionu), poli(pirol-2-
karboksirtigstimi) su jterptomis aukso nanodalelémis ir kovalentiskai
prijungta gliukozés oksidaze

GR/PPKRcy-GOX — grafito elektrodas modifikuotas chemiskai susintetinta
poli(pirol-2-karboksirtigstimi) ir kovalentiskai prijungta gliukozés oksidaze
GR/PPKRg, — grafito elektrodas modifikuotas elektrochemiskai susintetinta
poli(pirol-2-karboksirtigstimi)

Kwm — Michaelio konstanta

KP — -1t konjuguotasis polimeras

NHS — N-hidroksisukcinimidas

PD —1,10-fenantrolin-5,6-dionas

PKR — pirol-2-karboksirtigstis

PPD — poli(1,10-fenantrolin-5,6-dionas)

PPKR — poli(pirol-2-karboksirtgstis)

PPKRch — chemiskai susintetinta poli(pirol-2-karboksirtigstis)

PPKRcy-GOXx — chemiSkai susintetinta poli(pirol-2-karboksiragstis) su
kovalentiskai prijungta gliukozés oksidaze

PPKRg, — elektrochemiskai susintetinta poli(pirol-2-karboksirtigstis)

PPKRg -GOx — elektrochemiskai susintetinta poli(pirol-2-karboksirtigstis)
su kovalentiskai prijungta gliukozés oksidaze

PPy — polipirolas

SEM - skenuojantis elektroninis mikroskopas

SN — standartinis nuokrypis

SSN - santykinis standartinis nuokrypis

Vmax — maksimalus fermentinés reakcijos greitis

SR — §lapimo ragstis



IVADAS

Viena i§ svarbiausiy chemijos uzduociy yra sudétingy biologiniy
objekty analizé. Daugeliu atveju tiriamajame méginyje yra ne tik mus
dominanti medziaga, bet ir daugybé kity, kurios gali daryti jtaka analizés
rezultatams. Analités kiekybinis ar kokybinis nustatymas, neisskiriant jos i$
terpés, nepalyginamai sumazina analizés trukme ir kaStus. Analités
koncentracijg daugiakomponentiniame méginyje galima nustatyti analiziniu
jrenginiu — biologiniu jutikliu, kuriame esantis imobilizuotas biologinis
atpazinimo elementas atrankiai atpaZjsta tik tam tikra vieng analite. Siuose
analiziniuose jrenginiuose naudojami jvairts biologinés kilmés atpazinimo
elementai, vienas i$ varianty — fermentai.

Oksidoreduktaziy klasés fermentas gliukozés oksidazé (GOX)
atrankiai atpazjsta B-D-gliukozg, todél jutiklis su imobilizuota GOx gali
nustatyti gliukozés koncentracijg jvairiuose meéginiuose. Gliukozés
biologiniai jutikliai naudojami medicinoje, maisto ir gérimy pramonéje.
Gliukozés kiekio nustatymas kraujyje taip pat yra itin svarbus cukriniu
diabetu sergantiems pacientams. Pirmasis gliukozés biologinis jutiklis buvo
sukonstruotas beveik prie$ SeSiasdeSimt mety, 0 pragjus penkiolikai mety,
gliukozés jutiklis buvo pirmagkart komercializuotas. Nepaisant didziulio
susidoméjimo ir tyrimy gausos Sioje srityje, vis dar yra nemazai i$$ukiy,
kuriuos reikia jveikti tam, kad gliukozés jutikliai biity visiskai iStobulinti.

Vieni dazniausiai naudojamy ir tiriamy — amperometriniai gliukozés
biologiniai jutikliai. Jie pasizymi trumpa analizés trukme, dideliu atrankumu
ir jautriu analitei. Amperometriniai fermentiniai biologiniai jutikliai kaip
analiziniai jrenginiai yra gan paprasti ir pigis, bet kartu ir leidziantys
pritaikyti jvairias medziagas: w-m Kkonjuguotuosius polimerus (KP),
nanodaleles, kvantinius taikus bei kitas nanomedziagas. Sie papildomi
jutiklio komponentai padidina signalo stabilumg ir pakartojamuma, jautrj,
sumazina atsako trukme ir Kitas analizines charakteristikas. Be to, jy pagalba
palengvinamas analizinio signalo perdavimas i§ biologinio atpazinimo
elemento signalo vertikliui, o fermentas gali bati stabiliai imobilizuojamas
elektrodo pavirSiuje ir apsaugomas nuo galimos desorbcijos nuo pavirsiaus.
Taip pat $iy papildomy komponenty naudojimas gali sumaZinti ar net
panaikinti trukdanéiy medziagy jtaka biologinio jutiklio analiziniam
signalui.

Biologiniame jutiklyje pritaikyti KP suteikia jutikliui daug
privalumy: stabili matrica, fermento jterpimas arba prijungimas, elektrony
pernasos palengvinimas. Vienas i§ populiariausiy KP, naudojamy jutikliy
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konstrukcijoje, yra polipirolas (PPy). Sis polimeras pasizymi ne tik jau
minétais privalumas, bet yra ir biologiSkai suderinamas. Taciau ne ka
mazesnius privalumus Zzada PPy darinys — poli(pirol-2-karboksirtigstis)
(PPKR). Karboksilo grupé esanti pirolo Ziedo antroje padétyje suteikia
galimybe kovalentiSkai prijungti fermentg. Stabiliu rySiu prie elektrodo
pavirsiuje esancio polimero prijungtas fermentas nedesorbuoja nuo elektrodo
pavirsiaus. Daznu atveju fermentas netgi ilgiau islaiko savo aktyvuma.

Dar viena biologinio jutiklio savybes pagerinanti medziaga — aukso
nanodalelés (AuND). Kaip ir kitos nanomedziagos, AUND padidina
pavirsiaus plota ir elektrinj laidj. O naudojant jas biologinuose jutikliuose,
gaunamas jutiklis, pasiZymintis geresniu stabilumu, pakartojamumu,
mazesne aptikimo ir nustatymo riba.

Taigi, gliukozés biologiniai jutikliai yra aktyviai tiriami ir
tobulinami tam, kad sukonstruoti stabily, ilgai veikiant], pasiZymintj
nepriekaistingomis savybémis analizinj jrankj. Toks jutiklis bus naudojamas
tiksliai, greitai ir nebrangiai nustatyti gliukozés koncentracija maisto
produktuose, gérimuose, vaistiniuose preparatuose, o svarbiausia — pacienty

kraujyje.



DARBO TIKSLAS

Fermentiniu, cheminiu ir elektrocheminiu budu susintetinti
poli(pirol-2-karboksirtigstj) ir pritaikyti ja konstruojant gliukozés biologinius
jutiklius.

DARBO UZDAVINIAI

1. Istirti ir palyginti poli(pirol-2-karboksirtigsties) daleliy susidaryma
cheminés ir fermentinés sintezés budais.

2. Cheminés  polimerizacijos  budu  susintetintas  poli(pirol-2-
karboksirtgsties) daleles modifikuoti gliukozés oksidaze, sukonstruoti
gliukozés Dbiologinj jutikli, naudojant tirpy elektrony pernaSos
tarpininkg fenazino metosulfata, istirti pagrindines jutiklio analizines
charakteristikas, bei patikrinti jo gebéjima nustatyti gliukozés kiekj
realiuose méginiuose.

3. Elektrocheminés sintezés btidu susintetinta poli(pirol-2-karboksirtigst))
modifikuoti gliukozés oksidaze, sukonstruoti bereagentinj gliukozés
biologinj jutiklj, naudojant 1,10-fenantrolin-5,6-diong ir aukso
nanodaleles, istirti pagrindines jutiklio analizines charakteristikas, bei
patikrinti jo gebéjima nustatyti gliukozes kiekj realiuose méginiuose.

DARBO GINAMIEJI TEIGINIAI

1. Poli(pirol-2-karboksirtigsties) dalelés gali buti susintetintoS cheminés
polimerizacijos  biidu, polimerizacijos iniciatoriumi naudojant
vandenilio peroksida, bei fermentinés polimerizacijos biidu, naudojant
gliukozés oksidaze ir gliukoze.

2. Gliukozés oksidaze modifikuotos cheminés polimerizacijos budu
susintetintos poli(pirol-2-karboksirfigsties) dalelés gali bati taikomos
konstruojant gliukozés biologinj jutiklj tinkamg realiy méginiy analizei.

3. Gliukozés oksidaze modifikuota elektrocheminés sintezés budu
susintetinta poli(pirol-2-karboksirtigstis) gali buti taikoma konstruojant
bereagentinj gliukozés biologin;j jutiklj tinkama realiy méginiy analizei.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1.Biologiniai jutikliai

Jutiklis — tai prietaisas, gebantis pateikti analizing informacija apie
méginj [1]. Analiziné¢ informacija gali buti vienos ar daugiau analiciy
koncentracija méginyje. Tokj prietaisg sudaro atpazinimo elementas ir
signalo vertiklis. Jutiklis, kurio atpazinimo elementas yra biologinés kilmés
(fermentai, antiktinai, audiniai, mikroorganizmai, Igstelés) vadinamas
biologiniu jutikliu. Biologinis elementas tiesiogiai kontaktuoja su signalo
vertikliu ir Sio saveika su analite arba biokatalizinius procesus pavercia
iSmatuojamais elektroniniais signalais, proporcingais analités koncentracijai.

@ Analite Biologinis Signalo Registruojantis
atpazinimo vertiklis jrenginys
elementas

1 pav. Biologinio jutiklio principiné schema.

Biologinis jutiklis yra iSskirtinis prietaisas tuo, kad yra atrankus
vienai analitei. Taip yra todél, kad biologinis elementas atrankiai sgveikauja
tik su analite. Todél galima analizuoti méginj, kuriame yra kity cheminiy ar
biologiniy medziagy. Tai supaprastina ir pagreitina analiz¢. Biologiniai
jutikliai pritaikomi daugelyje sri¢iy: maisto pramonéje, aplinkos objekty
tyrimuose ir medicinoje. Maisto pramongje jutikliy pagalba nustatomi
junginiai: naudingy maisto medziagy koncentracijos arba pasalinés
medziagos, kurios gali pakenkti produkto prekinei iSvaizdai, naudojimo
trukmei arba sutrikdyti vartotojo sveikatg [2]. Taip pat yra vystomos
kompleksinés jutikliy sistemos gebancios nustatyti Kiekybiskai ir kokybiskai
jvairiy medziagy buvimg maiste, o tai leisty daryti iSvadas apie maisto
produkto saldumg (gliukoze, fruktoze, saldikliai ir kt.), rtgStumg (acto,
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citrinos ir kt. rligstys), kartuma (chininas, kofeinas ir kt.) [3]. Ore, vandenyje
ar dirvozemyje esancias medziagas taip pat galima nustatyti jutikliy pagalba,
o aplinkos terSaly, toksiniy medZiagy nustatymas yra labai svarbus [4]. Sioje
srityje taip pat siekiama sukurti jautrius, greitus, pigius jutiklius. Medicinoje
naudojami jutikliai padeda stebéti daugelio ligy vystymasi ir gydyma, ju
pagalba gali biiti nustatomos infekcijos, identifikuojamos ir kiekybiskai
nustatomos medziagos pacienty kiino skysCiuose [5, 6]. Per pastaraji
desimtmetj biologiniai jutikliai yra naudojami hormony, biomolekuliy,
neuromediatoriy, bakterijy, virusy, Sirdies ligy ar véziniy lasteliy zZymeny
nustatyme [7]. Jutikliai yra miniatitirizuojami, gaminami masiskai, lengvai
transportuojami. Todél biologiniu jutikliu galima tirti méginj bet kur ir bet
kada.

Placiau apzvelgiant medicinoje taikomus biologinius jutiklius,
ypatingai i$siskiria gliukozés biologiniai jutikliai. To paaiSkinimui galima
rasti daug priezas¢iy. Pirmiausia, gliukozés biologiniai jutikliai yra
nepamainomi nustatant gliukozés kiekj zmoniy, kurie serga cukriniu diabetu,
kraujyje. Pasaulio sveikatos organizacijos duomenimis 2014 metais
pasaulyje buvo 422 milijonai Zmoniy serganciy diabetu, o kiekvienais metais
nuo su diabetu susijusiy sveikatos negalavimy mirSta apie 1,6 milijono
zmoniy [8]. Dél Sios priezasties gliukozés kiekio matavimas, o ypaé
pastovus jos koncentracijos registravimas kraujyje yra gyvybiskai svarbus.
Siuo metu pacientui pasimatuoti pa¢iam gliukozés koncentracija kraujyje
problemy néra. Komerciniai gliukozés matuokliai yra pakankamai tikslas ir
greiti. Taciau norint stebéti koncentracijg pastoviai ir taip jvertinti paciento
bikle ir atsakg j gydyma, reikia toliau tobulinti jutiklius, ieSkoti naujy
sprendimy. Tam pritaikomos skirtingos medziagos (anglis, stiklas, silikonas,
metalai ir polimerai) [9].

Gliukozés biologiniai jutikliai priklauso didziausiai biologiniy
jutikliy klasei, t. y. fermentiniams biologiniams jutikliams. Siuo atveju
jutiklio atpazinimo elementas, kuris atrankiai atpazjsta analitg, yra
fermentas. Pagal signalo vertiklio tipa biologiniai jutikliai gali baiti skirstomi
] elektrocheminius, optinius, gravimetrinius. Dél naudojimo paprastumo ir
pigumo, vieni i§ daugiausiai tiriamy yra elektrocheminiai biologiniai jutikliai
[10]. Taigi, pasirinkus populiariausig atpazinimo elementa — fermentg ir
pritaikius jj elektrocheminiame jutiklyje, gauname analizing sistema, kuri
pasizymi daugybe patraukliy savybiy. Be jau minéty jutikliy pranaSumy,
elektrocheminiai fermentiniai jutikliai gali biiti naudojami tiriant sudétingas
matricas, rezultatai gaunami greitai. Sie jutikliai tiriami jau beveik 3esis
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desimtmecius, nuo tada kai praeito amZziaus septintajame deSimtmetyje buvo
sukurtas pirmasis gliukozés biologinis jutiklis [11].

IS elektrocheminiy jutikliy galima iSskirti amperometrinius
biologinius jutiklius. Jy veikimas pagrjstas elektrochemiskai aktyvios
medziagos oksidacija arba redukcija indikatorinio elektrodo pavirsiuje, esant
tam tikram jo potencialui. Indikatorinio elektrodo potencialas parenkamas
atsizvelgiant | elektrochemiskai aktyvios medziagos prigimtj, kitas
tirlamajame méginyje esancias medziagas, jei naudojamas elektrony
pernasos tarpininkas (EPT), tuomet — pagal jo redokso potencialg. Esant
pastoviam indikatorinio elektrodo potencialui, registruojamas srovés stipris,
kuris yra proporcingas reakcijoje dalyvaujanciy medZziagy koncentracijai.
Indikatorinis elektrodas turi buti stabilus jvairiose aplinkose, pasizyméti
placiu darbiniy potencialy diapazonu, turi biti atsparus oksidatoriy ir
reduktoriy poveikiui, neturi katalizuoti oksidacijos ar redukcijos reakcijy.

Srovés stipris gali buti iSmatuotas naudojant dvielektrode arba
trielektrode elektrocheming cele. DaZniausiai naudojama trielektrodé. Ja
sudaro indikatorinis, pagalbinis ir lyginamasis elektrodai. Indikatorinis ir
pagalbinis elektrodai turi buti chemiskai inertiski (Au, Pt, anglis),
lyginamasis dazniausiai biina sidabro/sidabro chlorido (Ag/AgCl) elektrodas.
Jutiklio signalas atsiranda tuomet, kai esant pastoviam indikatorinio
elektrodo potencialui elektrochemiSkai aktyvios medziagos (reakcijos
substratai arba produktai, elektrony pernasos tarpininkai, interferuojancios
medziagos) oksiduojasi arba redukuojasi indikatorinio elektrodo pavirsiuje.
Trielektrodinéje celéje srové teka tarp indikatorinio ir pagalbinio elektrody,
o potencialas suteikiamas lyginamojo elektrodo atzvilgiu. Todél yra
kompensuojamas potencialo kritimas, atsirandantis srovei tekant per tirpala.
Matavimo metu gauti rezultatai yra tikslesni nei naudojant dvielektrode
elektrocheming cele.

Amperometriniuose  fermentiniuose  biologiniuose  jutikliuose
dazniausiai naudojami oksidoreduktaziy klasés fermentai, pasizymintys
oksidaziniu arba dehidrogenaziniu aktyvumu. Daugelis iS jy yra pakankamai
stabiliis ir pigiis, o jy reakcijy substratus, produktus arba elektrony
pernesimo tarpininkus galima lengvai registruoti. Siuo atveju, kalbant apie
gliukozés biologinius jutiklius, naudojamas fermentas GOX. Fermentas gali
buti jvairiais biidais imobilizuojamas indikatorinio elektrodo pavirsiuje.
Suteikus indikatoriniam elektrodui tinkama potenciala lyginamojo elektrodo
atzvilgiu, nustatoma reakcijos substrato koncentracija. Vykstant fermentinei
reakcijai, substratas fermentg gali pasiekti dviem budais: konvekcijos arba
difuzijos keliu. Todél bendras jutiklio atsakas priklauso nuo elektrodo tipo,
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fermentinés reakcijos ir masés pernasos procesy. Kadangi amperometrinio
matavimo metu vyksta heterogeninés prigimties procesai, reakcijos greitis
priklauso nuo elektrony pernaSos bei analités, reakcijos produkto ir EPT
pernaSos grei¢io. Elektrochemine cele tekanti srové atspindi iy procesy
visumg.

(]
o

1 I I

2 pav. Amperometriniy fermentiniy biologiniy jutikliy principinés veikimo
schemos: | — pirma karta; Il — antra karta; 11l — tre¢ia karta. S — substratas,
P — produktas, EPTgrep — redukuota EPT forma, EPTox — oksiduota EPT
forma.

Pagal elektrony i§ fermento aktyviojo centro elektrodui perdavimo
principa amperometriniai fermentiniai biologiniai jutikliai skirstomi j tris
kartas [12] (2 pav.). Pirmosios kartos jutikliuose matuojama fermentinés
reakcijos substrato arba produkto koncentracija. Daugumoje Siy jutikliy
naudojamos jvairios oksidazés katalizuojancios reakcijas, kuriy metu
matuojamas deguonies arba susidariusio vandenilio peroksido kiekis. Taciau
Sie jutikliai néra pakankamai patikimi, dél iStirpusio analizuojamame tirpale
deguonies kiekio kitimo ar reikalingo indikatoriniam elektrodui suteikti gan
didelio potencialo (+0,6 V) vandenilio peroksido nustatymui [13]. Dél to
jutiklio analiziniam signalui jtakg gali daryti kitos biologiniuose méginiuose
daznai pasitaikanc¢ios medziagos, tokios kaip askorbo riigstis, Slapimo
rugstis, bilirubinas, cholesterolis, kreatininas, trigliceridai, bei kai kurie
vaistai, tokie kaip acetaminofenas, salicilo rugstis, tetraciklinas, dopaminas,
efedrinas, ibuprofenas, tolazamidas ir Kkiti. Antrosios kartos jutikliuose
naudojami EPT, gebantys greitai pernesti elektronus nuo fermento aktyviojo
centro prie elektrodo pavirsiaus arba atvirks$¢iai. Taip sumazinama deguonies
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jtaka analiziniam signalui, bei sumazinamas indikatoriniam elektrodui
reikalingas suteikti potencialas. Antrai kartai priskiriami ir biologiniai
jutikliai, kurie elektrodo pavirSiuje turi ne tik imobilizuotg fermenta, bet ir
EPT, kuris yra elektrodo sudedamoji dalis ir tokiu budu uztikrina elektrony
pernasa i§ fermento aktyviojo centro elektrodo pavirSiui [14]. Tokie jutikliai
vadinami bereagentiniais jutikliais, nes dirbant su jais nebereikia papildomai
pridéti jokiy reagenty iSskyrus analite. Trecios kartos jutikliy veikimas
pagristas tiesiogine elektrony pernasa nuo fermento aktyviojo centro
elektrodo pavir§iui [15]. Tokiu atveju nebelieka daugumos problemy, su
kuriomis susiduria pirmos ir antros kartos biologiniai jutikliai, nereikia
naudoti EPT. Taciau tokia pernasa galima tik su fermentais, kuriy aktyvusis
centras yra pakankamai arti baltymo pavirSiaus. Tik keli Zinomi fermentai
pasizymi tiesiogine elektrony pernasSa, kadangi daugumos fermenty
aktyvusis centras yra giliai baltymo globuléje, kuri veikia kaip izoliatorius.
Todél nepaisant to, kad tre¢iosios kartos jutikliai yra patraukliausi, $iuo metu
vis dar placiausiai naudojami ir tobulinami antros kartos biologiniai jutikliai.

1.2. Gliukozés biologiniai jutikliai

Antros kartos biologiniams jutikliams priklauso ir dauguma dabar
kuriamy ir tiriamy gliukozés biologiniy jutikliy [16]. Bitent Sie jutikliai per
pastaruosius kelis deSimtmecius tapo didZiulio susidoméjimo sulaukusia
tyrimy sritimi. Svarbiausioje gliukozés biologiniy jutikliy panaudojimo
srityje — medicinoje — jau yra pasiekta labai daug — kraujo gliukozés
matavimas yra paprastas, pakankamai tikslus ir prieinamas pacientams.
Taciau norint stebéti kraujo gliukozés kiekio svyravimg, vis dar reikia
tobulinti gliukozés jutiklius, kad jie veikty kuo ilgesnj laikg [17]. Tuo paciu
svarbu pagerinti ir Kkitas svarbias analizines charakteristikas: jautrj,
pakartojamuma, atrankumg. Gliukozés jutiklio biologiniu atpaZinimo
elementu dazniausiai bina GOX, taip pat gali biiti naudojama gliukozés-6-
fosfato dehidrogenazé, gliukozés dehidrogenazé, nuo pirolochinolino
chinono priklausoma gliukozés dehidrogenazé ir nuo flavino adenino
dinukleotido (FAD) priklausoma gliukozés dehidrogenazé [18]. Taip pat
naudojamas elektrony pernasos tarpininkas, kuris perneSa elektronus nuo
giliai fermento globuléje esancio kofaktoriaus iki elektrodo pavirsiaus.

GOx katalizuoja B-D-gliukozés oksidacijg molekuliniu deguonimi iki
D-gliukono-1,5-laktono, kuris spontaniskai hidrolizuojasi iki gliukono
rugSties ir vandenilio peroksido. GOx yra dimerinis baltymas, kurio
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kiekvienas subvienetas turi vieng FAD kofaktoriy. GOx veikia tam tikroje
pH srityje, didziausias aktyvumas stebimas ragstinéje terpéje. IS Aspergillus
niger gauta GOx veikia pH srityje 5,0 — 7,0 [19]. Paprastai Siam fermentui
oksiduojant gliukoze, elektrony akceptoriumi yra molekulinis deguonis.
Taciau, esant EPT, jo redukcija vyksta Zymiai greiciau ir deguonies jtaka
signalui yra praktiSkai eliminuojama. Fermentiné reakcija vyksta pagal
schema:

B-D-gliukozé + GOxox — D-gliukono-3-laktonas + GOXgep @
GOXgep + 2EPTox — GOxox + 2EPTgrep + 2H" (2)
2EPTrep — 2EPTox + 2e (3)

Vykstant gliukozés oksidacijai, FAD redukuojamas. Tuomet
oksiduota EPT forma (EPTox) paima elektronus i§ redukuoto FAD ir
fermentas yra reoksiduojamas. Galiausiai redukuotas EPT (EPTgep)
oksiduojasi elektrodo pavirSiuje. Tokiu biudu gaunamas srovés signalas,
kuris yra proporcingas gliukozés koncentracijai.

CH,OH CH,OH CH,0H
H o on H ) H OH
GOx Hz0
H H -_— oH H,/~0 — OH H
OH H OH OH COCH
H OH H OH H OH
B-D gliukozé D-gliukono-&-laktonas gliukono ragstis

£\

GOx-FADH, GOx-FAD

N

0y =t H,0,

3 pav. Gliukozés oksidazés katalizuojama reakcija.

Fermentiné reakcija taip pat aprasoma:

Ky K2
E+S«—ES«—E+P 4)
kg

kur: E — fermentas; S — substratas; ES — fermento-substrato kompleksas; P —
produktas; k.; — fermento-substrato komplekso susidarymo i§ substrato ir
fermento reakcijos grei¢io konstanta; k ; — fermento-substrato komplekso
disociacijos ] fermentg ir substratg reakcijos greiCio konstanta; k., —
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fermento-substrato komplekso skilimo | fermentg ir produkta reakcijos
greicio konstanta.

Michaelis-Menten lygtis:

K,y +[S] ©

kur: V — reakcijos greitis; Vmax — maksimalus reakcijos greitis; (S) —
substrato koncentracija; Ky — Michaelio konstanta.

Viena i$ pastaryjy gliukozés biologiniy jutikliy tyrimo krypéiy yra
ne$iojami neinvaziniai gliukozés matuokliai. Sie jrenginiai taip pat pasitelkia
mobiligsias technologijas. Tokie matuokliai detektuoja gliukoze Zmogaus
biologiniuose skysciuose: prakaite, asarose, seilése, tarpaudininiame skystyje
[20]. Jie yra neSiojami, lankstiis, tvirtinami prie odos [21]. Siems jutikliams
taip pat priskiriami minimaliai invaziniai adatiniai jutikliai, kurie daZniausiai
yra jduriami j poodinj sluoksnj pilvo ar rankos srityje. Pirmieji Siy matuokliy
prototipai buvo pasiiilyti praeito amziaus pabaigoje. Taciau buvo susidurta
su biologinio suderinamumo problema, todél jie nebuvo komercializuoti.
Pirmieji sékmingai komercializuoti ir visiems pacientams prieinami
matuokliai buvo pasiiilyti 2005 metais. Svarbiausias reikalavimas Siems
jutikliams yra tikslumas, nes nuo matavimo rezultato priklauso insulino
dozavimas. Taciau per pastargjj deSimtmetj sukurti neinvaziniai ar
minimaliai invaziniai gliukozés matuokliai yra nepakankamai tikslis,
lyginant su jprastiniais kraujo gliukozés matuokliais. Tik pakankamai
neseniai pasirod¢ matuokliai pasizymi pakankamai neblogomis savybémis:
didesnis tikslumas, patogesnis naudojimas, sumazintas dydis, padidéjusi
naudojimo trukmé.

Kita kryptis — implantuojami gliukozés jutikliai. Tokia sistema leisty
nepertraukiamai stebéti gliukozés kiekj kraujyje, taip pat ir prireikus
automatiskai suleisti vaistus. Sie jutikliai turéty reaguoti j matuojamos
analités koncentracijos pokyCius, turéty buti ypatingai atspariis kity
fiziologiniy medziagy poveikiui. Tam, kad biity pasiekta kuo mazesn¢ kity
matuojamo skys¢io komponenty, temperatiiros, pH jtaka, biologinis analités
atpazinimo elementas turi biti kuo geriau apsaugotas. Siam tikslui daznai
yra pasitelkiamos nanomedziagos (anglies nanovamzdeliai, aukso ar kitos
nanodalelés), kurios padidina pavir§iaus plota ir jautrj. Taciau susiduriama
su toksiskumo ir biologinio suderinamumo klausimu. Taigi bandoma
suderinti pakankama jautrj su atsparumu paSalinéms medziagoms, taip pat
siekiama kuo ilgesnio naudojimo, tikslumo. Implantuojamas gliukozés
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jutiklis turéty turéti jautry signalo vertiklj, kuo didesnj aktyvyji pavirSiaus
plota, tinkamag biologinés atpazinimo medziagos ir signalo vertiklio
kontaktavimg ir kuo mazesn¢ interferuojanéiy medziagy jtaka [22]. Per Siek
tiek daugiau nei pastargjj deSimtmetj buvo atlikti keli klinikiniai
implantuojamy jutikliy tyrimai [23, 24]. 2016 metais Europoje, o 2018
metais JAV buvo isduoti leidimai pirmajam nuolatinio gliukozés matavimo
(CGM - angl. continuous glucose monitoring) sistemai su visiskai
implantuojamu gliukozés jutikliu, kuris yra suderinamas su mobiligja
programéle, suaugusiems sergantiems diabetu [25]. Si sistema yra pilnai
implantuojama ir gali biti naudojama iki 90 dieny. Mazas jutiklis yra
implantuojamas po oda, jis reguliariai matuoja gliukozés koncentracijg ir
siuncia informacijg programélei.

Taigi, ir neinvaziniy, ir invaziniy gliukozés jutikliy tobulinimas dar
tikrai néra baigtas. Tikslumas, patikimumas, pritaikomumas, naudojimo
trukmé turi biti gerinami. PaSalinami ar maksimaliai sumazinami tokie
veiksniai kaip: rezultaty vélavimas, iSkreipimas, kalibravimo klaidos ir kiti
netikslumai, kurie tiesiogiai daro jtakg zmogaus sveikatai. Todél ir toliau yra
tobulinama jutikliy sandara.

1.3. Fermenty imobilizavimo biidai

Fermento ar kitos biologinés medziagos, kuri atrankai atpazjsta
analite, imobilizavimas signalo vertiklio pavirSiuje yra bene svarbiausias
biologinio jutiklio kurimo etapas. Bitent tai nulemia jutiklio efektyvuma
(ilgalaikiskumas, analizés kaina). Fermento imobilizavimas daznai daro jtaka
fermento katalizinéms savybéms, jutiklio atrankumui analitei. Bitent per
mazas fermento stabilumas ir aktyvumas yra didziausia problema. Todél
ieSkoma imobilizavimo biudy, kurie ne tik uZtikrinty kuo geresnj fermento
stabilumg ir aktyvuma, bet biity nesunkiai jgyvendinami, lengvai atkuriami.

DaZniausiai sutinkami fermenty imobilizavimo biidai yra adsorbcija
signalo vertiklio pavir$iuje, jterpimas j matricas: gelj ar polimera, suriSimas
tarpusavyje skersiniais rySiais panaudojant bifunkcinius reagentus ir
prijungimas kovalentiniais rySiais (4 pav.). Kiekvienas i§ budy turi
privalumy ir trikumy. Adsorbcija yra paprasCiausias biidas imobilizuoti
fermenta: nereikalingos papildomos medziagos, modifikacijos, maza kaina.
Taciau $is prijungimas yra jautrus pH pasikeitimui, temperatiirai, joninei
jégai. Fermentas lengvai desorbuoja nuo pavirSiaus. Kitas btidas — jterpimas
i geli ar polimero sluoksnj. Sis metodas pasizymi geresniu fermento
iSlaikymu signalo vertiklio pavirSiuje. Taciau nors ir galima kontroliuoti
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gelio poringumg ar polimero sluoksnio storj, analités difuzija prie fermento
yra apsunkinama.

A

~

Imobilizavimas
< e 0V
4 pav. Dazniausiai naudojami fermenty imobilizavimo budai: A -—

adsorbcija, B — jterpimas j matricas, C — suriS§imas bifunkciniais reagentais,
D — kovalentinis prijungimas.

\

Kitas itin tradicinis biidas yra fermento molekuliy suriSimas
skersiniais ryS$iais naudojant bifunkcinius reagentus (pvz.: glutaro aldehidas
(GA), 1,5-dinitro-2,4-difluorbenzenas, heksametilendiizocianatas). GA bene
labiausiai naudojamas reagentas, kurio aldehidinés grupés susijungia su
fermento amino grupémis, taip susidarant pakankamai tvirtam tinklui [26].
Siuo atveju fermentas yra i§laikomas elektrodo pavirsiuje gana gerai, tatiau
naudojami reagentai yra toksiski ir gali neigiamai paveikti fermento
aktyvuma. Paskutinis apZzvelgiamas btidas — prijungimas kovalentiniais
rysiais. Fermentas tokiu btidu yra stabiliai imobilizuotas pavirsiuje, atsparus
jvairioms aplinkos salygoms. Siuo atveju taip pat gali biiti naudojami gan
toksiSki reagentai. Taciau 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimido
hidrochlorido (EDC) ir N-hidroksisukcinimido (NHS) mi8inys yra daZnai
naudojamas jvairiy biologiniy medziagy imobilizavimui ar modifikavimui.
Jei pavirSiuje, ant kurio norima imobilizuoti fermenta ar kita biologing
medziaga, yra karboksilo grupés, tai EDC ir NHS naudojami sudaryti
amidinj ry§j tarp pavirSiaus Karboksilo ir biomolekulés amino grupés. Tadiau
iy medziagy ar jy daliy galutiniame konjugate nelieka. EDC reaguoja su
karboksilo grupe, sudarydamas vandeningje terpéje nestabily tarpinj junginj,
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todél lengvai pakeiCiamas pirminiu aminu arba hidrolizuojasi,
regeneruodamas karboksilo grupe. Todél dazniausiai tam, kad padidinti
reakcijos iSeiga, kartu naudojamas NHS. Jis sudaro labai reaktyvy stabily
NHS esterj ir taip efektyviau susidaro amidinis rySys (5 pav.).

Pirminis aminas 0

0
v Stabllus

1 ‘
OH ~H /
' kon;ugatas
Karboksirugstis
ZO

Hldrohze

0
L k& b Sﬂ\
_NH o
establlus
]\ tarpinis ) 9
unginys =
Eax N\\c\\N e 0 a Stabllus ./
k N 'tarp!nls Pirminis
HO” junginys aminas
0
NHS

5 pav. Amidinio rysio susidarymas, naudojant EDC ir NHS.

Pasitelkus Siuos biologiniy medziagy imobilizavimo budus, yra
sukurta ir pasidlyta daug biologiniy jutikliy. Kaskart norima iSrySkinti
privalumus ir kuo labiau sumazinti trikumus. Dél tos priezasties,
imobilizavimo metodai taip pat yra derinami tarpusavyje. Pavyzdziui,
fermentas gali buti ne tik adsorbuojamas elektrodo pavirSiuje, bet ir
suriSamas skersiniais rysiais, o elektrai laidiis polimerai gali biti ne tik kaip
matrica, j kurig jterpiamas fermentas, bet kaip ir struktiira, kuri palengvina ir
pagreitina elektrony pernasa nuo fermento aktyviojo centro iki elektrodo
pavirSiaus.

1.4. Elektrony pernasos tarpininkai

Gliukozés biologiniai jutikliai su EPT pasizymi geresnémis
savybémis. EPT — tai maZzos molekulinés masés medziaga, kuri pernesa
elektronus nuo fermento aktyviojo centro iki elektrodo pavirsiaus.
DaZniausiai tai organiniai ir neorganiniai pereinamyjy metaly kompleksiniai
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junginiai arba organiniai junginiai. Kaip jau minéta, vienas i§ svarbiausiy
pranaSumy naudojant EPT — biologinio jutiklio signalas nepriklauso nuo
iStirpusio deguonies kiekio nepastovumo. Kitas privalumas — galima naudoti
mazesnj potencialg, todél sumazéja pasaliniy elektroaktyviy medziagy, kuriy
gali buti biologiniuose méginiuose, oksidavimosi ant elektrodo pavirSiaus
tikimybé. EPT gali biti jpilamas j analizuojamajj tirpala arba imobilizuotas
elektrodo pavirSiuje. Pirmasis atvejis yra paprastesnis, tac¢iau néra taikomas
gliukozés  matuokliy ~ gamybos  technologijoje.  Optimalesnis ir
perspektyvesnis variantas yra imobilizuoti EPT [27]. Tam, kad EPT galéty
bti pritaikytas gliukozés biologiniame jutiklyje, jis turi atitikti reikalavimus
[28]:

o efektyvus greitas elektrony paémimas i§ fermento kofaktoriaus;

e greita grjztama elektrony perdavimo kinetika;

e mazas ir nepriklausantis nuo pH redokso potencialas;

o stabilus redukuotoje ir oksiduotoje formose;

o redukuota forma nereaguojanti su deguonimi;

o oksiduota forma nedalyvaujanti Kituose procesuose;

o netoksiskas (jei kuriamas implantuojamas gliukozés jutiklis).

2H
cho s o CEN — HSCO s o @:ND

ZH
F N7\ /\ B
=N  N=

6 pav. FMS (A) ir PD (B) oksiduota ir redukuota formos.

Dazniausiai naudojami EPT yra metileno mélis, tioninas, fenazino
metosulfatas (FMS), ferocenas, fericianidas, tetratiofulvalenas,
benzochinonas [29]. Taip pat prie medziagy palengvinanciy elektrony
pernasg galima priskirti elektrai laidzius polimerus (polianilinas, polipirolas
ir kt.), kurie yra daznai pritaikomi biologiniuose jutikliuose [30-32]. FMS
yra daznai pritaikomas biologiniy jutikliy kiirime ir tyrimuose [33-35]. Jis
atitinka visus pagrindinius EPT keliamus reikalavimus, nors yra labai jautrus
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Sviesai. DaZniausiai naudojamas kaip tirpus EPT, taciau gali buti pritaikytas
ir polimero sluoksnyje. FMS oksiduota ir redukuota formos pavaizduotos
6 paveikslo A dalyje. 1,10-fenantrolin-5,6-dionas (PD) dazniau yra tiriamas
kaip metaly Katijony ligandas. Taciau $is junginys gali bati ir puikus EPT
biologiniuose jutikliuose [36-38]. PD yra netirpus vandeningje terpéje, todél
pritaikant jj biologiniuose jutikliuose, jis turi buti jkomponuotas j jutiklio
struktirg. Vienas i§ varianty — adsorbcija elektrodo pavirSiuje. Susidargs
elektrony pernaSos tarpininko sluoksnis veikia kaip puikus laidininkas tarp
elektrodo ir fermento aktyviojo centro. Fermentinés reakcijos metu PD,
paimdamas elektronus i§ fermento kofaktoriaus, redukuojasi, o prie
elektrodo, atiduodamas jam elektronus, oksiduojasi. PD oksiduota ir
redukuota formos pavaizduotos 6 paveikslo B dalyje.

1.5. Konjuguotyjy polimery taikymas biologiniuose jutikliuose

Polimery taikymas biologiniuose jutikliuose prasidéjo po KP
polimery atradimo. KP — tai palyginti nauja organiniy polimery klasé savo
struktiroje turintj konjuguota m-m elektrony sistemg. KP daznai pasizymi
laidumu biidingu metalams ir puslaidininkiams, todél Sie polimerai dar yra
vadinami elektrai laidziais polimerais (ELP). KP biologiniy jutikliy kairime,
kaip ir kitose srityse, sulauké didelio mokslininky bendruomenés
susidoméjimo. KP pasirodé esantys tinkama matrica fermentams
imobilizuoti [39]. Daznai KP pagerina elektrony pernasa bei biologinio
jutiklio jautrj, analizinio signalo stabiluma, pakartojamuma. Sie polimerai
gali biiti ne tik matrica biologinéms medziagoms imobilizuoti, bet ir
apsauginis sluoksnis, kuris padidina jutiklio atrankuma norimai analitei. Be
kita ko, KP pasizymi geru biologiniu suderinamumu — nedaro neigiamos
jtakos fermento veikimui. Fermento aktyvumo sumazéjimas ir jo
pasiSalinimas nuo pavirSiaus yra vienos i§ didziausiy komerciniy jutikliy
problemy. Dazniausiai naudojami biologiniy junginiy imobilizavimo biidai
yra suriSimas skersiniais rySiais, kovalentinis prijungimas arba jterpimas j
gelius ar membranas. Taciau Sie biidai pasiZymi pernelyg mazu pakartojamu
ir padengimo kontroliavimu, todél Sioms problemoms spresti taip pat gali
biiti pasitelkiami KP.

KP taip pat pasiZymi tokiomis savybémis kaip lankstumas, nedidelis
svoris, cheminis inertiSkumas, lengvas apdorojimas [40]. Tokie polimerai
i8siskiria geresne cheminiy, fizikiniy ir mechaniniy savybiy visuma nei
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metalai ar neorganinés panaSiy savybiy medziagos [41]. Anglies
nanovamzdeliai, nanopluosStai, nanodalelés taip pat pasizymi geromis
savybémis biologiniy medziagy imobilizavimo srityje. Dél savo ypatingos
struktiiros, didelio poringumo ir pavirSiaus ploto, gali buti pritaikomi mazo
dydzio ir kity jutikliy karime. O sujungus dvi ar tris medziagas — gaunami
nanokompozitai/nanohibridai, kurie biologiniams jutikliams suteikia gera
analizinio signalo pakartojamuma, stabiluma, didesnj jautrj [42].

Biologiskai suderinami KP naudojami ne tik biologiniy jutikliy
gamyboje, bet ir medicininiuose implantuose, nervy sgsajose, bioaudiniy
struktiirose. Siose srityse KP yra daug Zadantys, nes be kita ko, gali biti
funkcionalizuoti, taip siekiant pagerinti tirpuma, prieSuzdegimines savybes,
gebéjimg moduliuoti lasteliy augimg ir diferenciacija [43]. Polimerai gali
buti biosgsaja tarp lasteliy, audiniy ar biomolekuliy ir kity pavirSiy.
DaZniausiai naudojamas, tradicinis polimero funkcionalizavimas yra
biologiniy medziagy jterpimas j polimera. Tai efektyvu ir paprasta, taciau
naudojant tik adsorbcijg, molekulés gali pasisalinti i$ polimero. Dazniausiai ]
KP jterpiamos biomolekulés yra glikozaminoglikanai (chondroitino sulfatas
[44], hialurono ragstis [45], heparinas [45, 46]). Kitas jterpimo budas —
kovalentinis prijungimas. Tac¢iau dauguma KP neturi funkciniy grupiy, prie
kuriy biity jmanoma kovalentiskai prijungti kitas molekules. Todél didelis
démesys skiriamas polimery, turiniy funkcines grupes (hidroksilo,
karboksilo) sintezei [47, 48].

Polipirolas Politiofenas
N /o
N o
n n
Polianilinas Polifuranas

7 pav. Dazniausiai naudojamy KP struktiiros.

Dazniausiai tiriami ir naudojami KP yra PPy, politiofenas,
polianilinas, polifuranas. PPy ir jo dariniai yra vieni i§ populiariausiy KP
pritaikomy biologiniuose jutikliuose [49, 50]. Sis polimeras pasizymi geru
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elektriniu  laidumu, atrankumu, stabilumu ir lengva polimerizacija
neutraliame pH [51]. PPy naudojamas kaip pakankamai stabili ir akyta
matrica fermenty imobilizavimui: adsorbcijai arba jterpimui. Nors
polipirolas yra placiai taikomas ne tik jutikliuose, bet ir elektroniniuose
prietaisuose, taciau galima bty teigti, kad funkcionalizuotas PPy buty dar
tinkamesnis Sioje srityje.

Neseniai buvo susintetinti PPy dariniai poli-N-alkilpirolas [52],
poli(pirol-3-karboksirtigstis) [53], 0 taip pat ir elektrochemiSkai susintetinta
PPKR [54]. Pirol-2-karboksirtigstis (PKR) skiriasi nuo pirolo tuo, kad turi
prie anglies atomo prijungta karboksilo funkcing grupe. Kadangi pirolas
jungiasi ] grandines per ziedo antrg ir penkta atomus, kyla klausimas kaip
polimerizuojasi PKR monomerai. Si polimerizacija néra iki galo i$nagrinéta,
taciau Foschini su bendraautoriais pasitlé galimag mechanizma [54]. Pagal
pasiiilyta mechanizmg monomeras oksiduojasi, susidaro radikalkatijonas su
jvairiomis rezonansinémis formomis. TacCiau manoma, kad lengviausias
jungimasis vyksta prie C4 ir C5 anglies atomy. Taip formuojasi oligomerai.

Polimerai su funkcinémis grupémis gali biiti lengvai modifikuojami
fermentais ar kitais biologiSkai aktyviais junginiais tarp polimero karboksilo
grupés ir fermento amino grupés sudarant amidinj ry$j. Tai uZztikrina stabily
fermento prijungimg prie polimero. Poréta polimero struktira leidzia
padidinti imobilizuojamo fermento kiekj. Taip pat buvo nustatyta, kad PPy
dariniai turintys karboksilo grupe pasizymi savybe atstumti medZiagas
(askorbo rinigstis, Slapimo riigstis, acetaminofenas ir kt.), kurios gali biiti
méginyje ir daryti jtaka jutiklio analizinio signalo dydziui [55].

Poli(pirol-2-karboksirtigstis) buvo panaudota elektrodo
modifikavimui, kuriant biologin;j jutiklj ankstyvai Alzheimerio diagnostikai
[56]. Qin su bendraautoriais modifikavo aukso elektrodg elektrai laidziu
PPKR sluoksniu. Polimerizacija buvo atlikta ciklinés voltamperometrijos
metodu acetonitrilo tirpale su LiClO,. Po to prie polimero buvo prijungta
priono baltymo lasteliné forma, kuri yra Alzheimerio biozymeny — beta
amiloido oligomery — receptorius. Autoriy teigimu, Sis jutiklis pasizymi
ypatingai maza aptikimo riba ir dideliu jautriu. Poli(pirol-3-karboksirtigstis)
buvo panaudota elektrodo modifikavimui, kuriant jutiklj dopamino
nustatymui kraujo serume ir vaistiniuose preparatuose [57], bei serotonino
nustatymui [58]. Sie jutikliai pasizyméjo pladia tiesine signalo
priklausomybe nuo analités koncentracijos, maza aptikimo riba, ilgalaikiu
stabilumu.
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1.6. Aukso nanodalelés biologiniuose jutikliuose

Nanomedziagos dé¢l savo didelio pavirSiaus ploto, jvairaus daleliy
dydzio, formos ir agregacijos biisenos, pasiZymi jvairiomis cheminémis ir
fizikinémis savybémis nebiidingomis mikro- ar makromatmeny toms
pacioms medziagoms, todél yra placiai taikomos jvairiose srityse [59]. Ypac
nanodalelés yra tinkamos biologiniuose jutikliuose, dél kataliziniy savybiy,
elektrony pernaSos, taip pat dél galimybés panaudoti jas kaip biomolekuliy
Zymenis ar pavir$iy adsorbcijai [60]. Dazniausiai yra tiriamas metaly
nanodaleliy pritaikymas, o i§ §iy didziausio démesio sulaukia AuND, kuriy
dydis yra nuo 1 iki 100 nm dydzio, iy daleliy vandeninis tirpalas dar
vadinamas koloidiniu auksu. AuND yra stabiliausios i§ metaly nanodaleliy,
pasizymi unikaliomis savybémis, labai paprasta sinteze, kurios metu daleliy
dydis ir forma yra lengvai kontroliuojami. D¢l didelio pavirSiaus ploto,
nanodaleliy pavirSius gali biiti funkcionalizuojamas ir naudojamas
imobilizavimui. Taip pat AuND pasizymi unikaliomis optinémis savybémis
dél suzadinty pavirSiaus elektrony, vadinamy pavir§iaus plazmonais,
osciliavimo. AuND yra suderinamos su beveik visomis biologiskai
aktyviomis medziagomis [61]. Dél Siy savybiy AuND pritaikomos terapijoje,
diagnostikoje, kaip biozymenys, vaisty pernaSoje [62], cheminiuose ir
biologiniuose  jutikliuose, vaizdinime [63], netiesinéje optikoje,
fotoelektronikoje ir katalizéje [64].

AUND gali biiti gaunamos jvairiais metodais. Populiariausi metodai
yra tokie, kurie leidzia kontroliuoti daleliy dydj, forma, tirpuma, stabiluma ir
funkcionalumg. Metodai dazniausiai skirstomi j du pagrindinius budus: ,,i$
virSaus | apacig®“ ir ,,i§ apacios j virSy“. Pirmuoju biidu nanodalelés
gaunamos smulkinant metalg. Naudojamos jvairios stabilizuojanc¢ios
medziagos. Antruoju bidu nanodalelés gaunamos redukuojant metaly
druskas. Taip gaunamas koloidinis daleliy tirpalas. Siuo atveju taip pat
naudojamos stabilizuojanc¢ios medZziagos.

Galima teigti, kad populiariausiag sintezés metoda dar 1951 m.
pasiailé Turkevich su bendraautoriais [65]. Pagal jy pasiilyta metodika,
vandenilio tetrachlorauratas kaitinamas kartu su trinatrio citratu. Trinatrio
citratas veikia ir kaip redukuojanti medziaga, ir kaip daleliy stabilizatorius.
1973 m. Frens patobulino §j metoda — nustaté, kad keic¢iant vandenilio
tetrachloraurato ir trinatrio citrato santykj, galima gauti norimo dydzio
daleles [66]. Gaunamos pakankamai stabilios sferinés dalelés, kuriy
diametras yra nuo 10 iki 20 nm. 1994 m. Brust ir Schiffrin atrado metoda
susintetinti 1 — 8 nm daleles [67]. Véliau buvo pasitilyta jvairiy kity
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reduktoriy ir stabilizatoriy, eksperimentiniy parametry pakeitimai. Kaip
reduktoriai gali biiti naudojami borhidridai, hidridai, vandenilio peroksidas,
sulfitai ir t. t. [68].

Literatiiroje galima rasti daug duomeny apie AUND panaudojima
gliukozés biologiniuose jutikliuose. Visi Saltiniai teigia, kad daleliy
naudojimas padidina jutiklio jautrj, atrankuma, stabiluma, sumazina
aptikimo riba ar pasizymi puikiu pakartojamumu [69]. Pavyzdziui, Xue su
bendraautoriais pasitlé amperometrinj gliukozés biologinj jutiklj, kuriame
gliukozés oksidazé yra jterpta j elektrochemiskai nusodinta chitozano —
AUND hibriding plévele [70]. Autoriai teigia, kad §i plévelé yra
homogeniska su mazomis poromis. O tai pagerino jutiklio stabiluma ir jautrj.
Jutiklis buvo sékmingai pritaikytas matuoti gliukozés koncentracijg kraujo
serumo méginiuose. Kitas pavyzdys — gliukozés jutiklis paruostas ant
elektrodo pavirSiaus adsorbuojant AuND Kkartu su fermentu ir padengiant
PPy sluoksniu [71]. Biologinio jutiklio tyrimai parodé, kad AuUND
palengvina elektrony pernasa ir padidina amperometrinj signala. Taip pat
buvo jvertinta AuND dydzio jtaka jutiklio savybéms. Dar vienas jdomus
pavyzdys — gliukozés jutiklis grafeno popieriaus pagrindu, kuris buvo
modifikuotas GOx, AuND ir padengtas ELP [72]. Tyrimuose teigiama, kad
AuND sukuria tvirtg ir biologiSkai suderinamg matricg tarp fermento ir ELP,
veikia kaip puikus tarpininkas. Jutiklis buvo iSbandytas matuojant gliukozés
kiekj gérimuose. Rezultatai buvo artimi gamintojy nurodytiems gliukozés
kiekiams.
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2. TYRIMU METODIKOS

2.1. Poli(pirol-2-karboksirtigsties) cheminé, fermentiné ir elektrocheminé
sintezé

Polimerizacijos reakcijos vykdomos 0,05 mol/l natrio acetato,
0,05 mol/l natrio hidrofosfato ir 0,05 mol/l kalio hidrofosfato buferiniame
tirpale (A-PBS) su 0,1 mol/l arba 0,2 mol/l PKR istirpintos etanolyje.
Reikiamas A-PBS pH gaunamas riigstinant acto arba druskos ragstimi arba
Sarminant natrio Sarmu. Darbe naudojami skirtingo pH tirpalai — nuo 2,0 iki
9,0 pH. Polimerizacija atliekama vienkartinése 1,5 ml talpos uzdaromose
kiuvetése, kambario temperatiiroje, tamsoje.

Cheminé polimerizacija atliekama oksidatoriumi naudojant H,O,.
Siuo atveju polimerizacijos tirpalas susidaro i§ 854 pl A-PBS (tam tikro pH),
600 pl PKR (0,5 mol/l etanolyje, $vieziai paruostas) ir 46 pl H,0, (30 %
tirpalas). Polimerizacijos tirpale yra 0,2 mol/l PKR ir 0,3 mol/l H,0..
Polimerizacijos tirpalas paliekamas nustatytam laikui. Daleles naudojant
biologinio jutiklio indikatorinio elektrodo ruoSimui, susidariusios polimero
dalelés  atskiriamos nuo  polimerizacijos tirpalo  centrifuguojant
13300 min/s x g, 30 minu¢iy. Tuomet dalelés plaunamos dejonizuotu
vandeniu ir vél centrifuguojamos. Procediira kartojama 3 kartus.

Fermentinés polimerizacijos tirpalas susidaro i§ 735 ul A-PBS (tam
tikro pH), 600 pl PKR (0,5 mol/l etanolyje, $vieZiai paruos$tas), 150 ul
gliukozés tirpalo (2 mol/l vandenyje) ir 15 pl GOx tirpalas (100 mg/ml
istirpinta A-PBS, pH 6,0, $vieZiai paruostas). Siuo atveju polimerizacijos
tirpale yra 0,2 mol/l PKR, 0,2 mol/l gliukozés ir 1 mg/ml GOXx.
Polimerizacijos tirpalas paliekamas nustatytam laikui.

Elektrocheminé polimerizacija vykdoma elektrocheminéje celéje,
esant trielektrodei sistemai (lyginamasis Ag/AgCl elektrodas, pagalbinis
platinos elektrodas ir grafito strypelis kaip indikatorinis elektrodas).
Polimerizacijos tirpalas susidaro i§ 4 ml A-PBS (pH 6,0) ir 1 ml PKR
(0,5 mol/l etanolyje, $vieziai paruostas). Siuo atveju polimerizacijos tirpale
yra 0,1 mol/l PKR. Polimerizacija atlickama naudojant ciklinés
voltamperometrijos metodg. Potencialo skleidimo ribos nustatomos nuo —0,4
iki +0,9; 1,0; 1,1; 1,2; 1,3; 1,4 arba 1,5 V. Polimerizacijos trukmé 5, 10 arba
15 cikly, o greitis kei¢iamas nuo 50 iki 150 mV/s. Sie parametrai kei¢iami
tam, kad baty nustatytos sglygos, kuriomis gautas jutiklis pasizyméty
geriausiomis analizinémis savybémis. Sintezés metu ant grafito elektrodo
susidaro PPKR sluoksnis. Elektrocheminés polimerizacijos metu j polimero
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sluoksnj buvo jterptos AuND. Tokiu atveju polimerizacijos tirpale
papildomai yra 0,1; 0,15 arba 0,2 nmol/l AuND tirpalo.

2.2. Poli(pirol-2-karboksirtgsties) daleliy tyrimai

PPKR daleliy susidarymas stebimas registruojant UV-Vis
absorbcijos spektra 300 — 800 nm bango ilgiy srityje spektrofotometru
Perkin-Elmer LAMBDA 25 (Perkin Elmer Inc, USA). Optinio kelio ilgis 1
cm. Sugerties spektrai registruojami i§ karto po polimerizacijos tirpaly
paruo§imo ir po tam tikro laiko intervalo.

PPKR daleliy morfologija nagrinéjama skenuojanciu elektroniniu
mikroskopu FE-SEM SU-70 (Hitachi, Japonija), esant 2000 arba 5000 V
jtampai ir 20 000 — 100 000 didinimui. Polimerizacijos tirpalas sumaisomas
ir po 3 pl tirpalo uzlaSinama ant lygios silicio plokstelés (CrysTech
Kristalltechnologie, = Germany). @ Méginys  dziovinamas kambario
temperatiiroje, o plokstelé su adsorbuotu méginiu kruopséiai nuplaunama du
kartus  dejonizuotu  vandeniu. Nuplovus ant silicio plokstelés
i§sikristalinusias méginio druskas ir blogai adsorbuotas PPKR daleles,
méginys iSdziovinamas ir analizuojamas.

Atliekama PPKR daleliy analizé Furjé transformacijos
infraraudonyjy spinduliy spektroskopijos (FTIR) metodu. FTIR spektras 500
— 3650 cm™ bangos skaiciy intervale registruojamas Perkin Elmer BX FTIR
spektrometru (Perkin Elmer Inc, USA). Méginiai analizei ruosiami: PPKR
dalelés centrifuguojamos, centrifugatas nupilamas, o dalelés uzpilamos
dejonizuotu vandeniu, iSmaiSoma ir vél centrifuguojama, plovimas dar kartg
pakartojamas. Atskirtos nuo polimerizacijos tirpalo PPKR dalelés
liofilizuojamos liofilizatoriuje Christ Alpha 2-4 LSC (Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Vokietija). Gauti PPKR milteliai
naudojami FTIR analizéje. Spektras registruojamas paruosus PPKR-KBr
tabletes (masés santykis 1:10).

Potenciometrinis titravimas atliekamas PPKR daleles NaHCO;
tirpale titruojant HCI, stebint tirpalo pH. 100 mg liofilizuoty PPKR milteliy
uzpilama 10 ml 50 mmol/l NaHCO; ir pamaisoma 30 min. Tuomet
titruojama su 50 mmol/l HCI tirpalu. Tirpalo pH registruojamas Mettler
Toledo SevenEasy pH matuokliu. Kontrolinis titravimas atliekamas 10 ml 50
mmol/l NaHCO; titruojant tuo pa¢iu 50 mmol/l HCI tirpalu.
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2.3. Poli(pirol-2-karboksirtigsties) modifikavimas
gliukozés oksidaze

PPKR daleliy ar elektrochemiskai susintetinty PPKR (PPKRg.)
sluoksniy modifikavimo GOX procesas atlickamas tuo paciu metodu.
Karboksilo grupés esanéios polimero pavirsiuje aktyvuojamos EDC ir NHS
tirpaly miSiniu (tdrio santykis 1:1, koncentracijos atitinkamai 0,4 mol/l ir
0,1 mol/l). Aktyvacijos metu EDC reaguoja su karboksilo grupe ir susidaro
aktyvus tarpinis junginys. O §is jungiasi su NHS ir gaunamas esteris, kuris
reaguoja su fermento pirmine amino grupe. Praéjus aktyvacijos laikui
polimeras su aktyvuotomis karboksilo grupémis sumai§omas su GOx tirpalu.
Modifikuojant polimero daleles buvo naudojamas 10 mg/ml GOx istirpinta
A-PBS buferiniame tirpale, kurio pH 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0 arba 6,0. O
modifikuojant polimero sluoksnj — 40 mg/ml GOXx istirpinta A-PBS
buferiniame tirpale, kurio pH 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 arba 8,0.

Atlikus aktyvacija ir prijungus GOx gaunamos fermentu
modifikuotos chemiskai susintetintos polimero dalelés (PPKRcy-GOX) ir
fermentu modifikuotas elektrochemiSkai susintetintas polimero sluoksnis
(PPKRg -GOx).  PPKRcy-GOx  biokompozitas po  modifikavimo
centrifuguojamas ir plaunamas A-PBS pH 6,0 tris kartus. Taip atskiriamas
visas neprisijunges fermentas. Galiausiai PPKRcy-GOX biokompozitas
uzpilamos 250 pl A-PBS pH 6,0 su 5 mg/ml jaucio serumo albuminu (JSA).
Sis homogeniskas misinys toliau naudojamas indikatorinio elektrodo
paruoSimui.

2.4. Aukso nanodaleliy sintezé

AuND sintez¢ atliekama pagal standartinj metodg. Tam pagaminami
du tirpalai. Pirmasis tirpalas: 40,5 ml 0,01 % vandenilio tetrachloraurato
trihidrato. Antrasis tirpalas gaunamas sumai$ius 2 ml 1 % trinatrio citrato,
8 ml H,O ir 0,0125 ml 1 % tanino riigsties. Abu tirpalai pasildomi iki 60 °C
ir sumaiSomi. Sj miginj pastoviai maigant, temperatira pakeliama iki 98 °C ir
palaikoma S§ioje temperatiroje 3 minutes. Tuomet leidziama atvésti iki
kambario temperatiiros. Gautas koloidinis AuND tirpalas laikomas tamsaus
stiklo butelyje 4 °C temperatiiroje. AuND tirpalo absorbcija matuojama
spektrofotometru tam, kad bty jvertintas susidariusiy AuND dydis. Pagal
sintezei naudotg tanino ragsties kiekj, susidariusios dalelés turi biiti 13 nm
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dydzio, o jy tirpalo absorbcijos juostos maksimumas ties 520 nm bangos
ilgiu. Susintetinus ir patikrinus AuND tirpalg, S$is toliau naudojamas
biologinio jutiklio gaminime.

2.5. Indikatorinio elektrodo paruosimas

Biologinio jutiklio konstravime svarbus indikatorinio elektrodo
paruosimas. Naudojamas grafito elektrodas (GR) yra 3 mm skersmens
grafito strypelis. Sis i§ pradZiy $lifuojamas $iurk§¢iu $vitriniu popieriumi, po
to Svelnesniu, kol galiausiai metalinis blizgesys pasiekiamas S$lifavimui
naudojant popieriy. Nuslifuotas elektrodas kruopsc¢iai nuplaunamas
dejonizuotu vandeniu ir iSdziovinamas. Grafito strypelio Soninis pavirSius
izoliuojamas silikoniniu vamzdeliu. Taip gaunamas 0,71 cm? darbinis
pavir$ius. Paruosta GR galima toliau modifikuoti reikiamomis medZiagomis.

Elektrodas, modifikuotas PPKRcy-GOx, ruoSiamas ant GR darbinio
pavirSiaus uzlaSinant tam tikrg kiekj PPKRcy-GOx biokompozito
suspensijos. Vieno sluoksnio padengimui pasirenkamas 3 pl suspensijos
tiris. UzlaSinus viena sluoksnj, elektrodo pavirSiui leidziama nudzitti
kambario temperattaroje. Tuomet elektrodas palaikomas uzdarame indelyje
vir§ 25 % GA tirpalo 10 minuciy. Norint padengti elektrodg daugiau
sluoksniy — procediira yra pakartojama. Galiausiai pagamintas GR/PPKRcy-
GOx jutiklis nuplaunamas, tam kad pasisalinty nesusijunges PPKRcy-GOx
biokompozitas ir JSA. Paruostas GR/PPKRcy-GOXx indikatorinis elektrodas,
kai yra nenaudojamas, laikomas uzdarame indelyje, 4 °C vir§ A-PBS pH 6,0
tirpalo. Tai apsaugo fermenta — neprarandamas Sio aktyvumas. Toliau
tiriamos sukonstruoto jutiklio analizinés charakteristikos.

Elektrodas, kurj norima modifikuoti poli(1,10-fenantrolin-5,6-diono)
(PPD), PPKRg. ir kovalentiskai prijungtos GOx (GR/PPD/PPKRg -GOX)
sluoksniu ruoSiamas i§ pradziy ant nuslifuoto GR uzlasinant 3 pl PD
(9,52 mmol/l etanolyje). Ant elektrodo pavirsiaus gaunamas 8,45 pg/cm? PD
kiekis. Elektrodo pavirSiui nudzitivus, §is merkiamas j polimerizacijos tirpala
turintj 0,1 mol/l PKR ir atliekama elektrocheminé polimerizacija.
Polimerizacijos metu susidaro poli(1,10-fenantrolin-5,6-diono) ir PPKRg_
sluoksniai. Gaunamas GR/PPD/PPKRg. elektrodas, kuris toliau
kovalentiskai modifikuojamas GOx, kaip aprasyta ankstesniame 2.3.
skyriuje ir tokiu budu praruosiamas GR/PPD/PPKRg -GOx indikatorinis
elektrodas. Elektrodas, kurj norima modifikuoti PPD, PPKRg_ su jterptomis
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AuND ir kovalentiskai prijungta GOx (GR/PPD/(AuND)PPKRg -GOx)
ruoSiamas analogiskai kaip ir GR/PPD/PPKRg -GOx elektrodas, tik
polimerizacijos metu j polimerizacijos tirpalg papildomai jpilama AuND
tirpalo. Paruo$ti GR/PPD/PPKRg -GOx ir GR/PPD/(AuND)PPKRg -GOx
elektrodai nenaudojant laikomi uzdarame indelyje, 4 °C vir§ A-PBS pH 6,0
tirpalo.

2.6.Biologinio jutiklio analiziniy charakteristiky tyrimas

Jutiklio analizinés charakteristikos nustatomos amperometriniy
matavimy metu. Jie atliekami kompiuterizuotu potenciostatu-galvanostatu
PGSTAT 30 su GPES 4.9 programine jranga. Matavimai atliekami
elektrodus patalpinus j elektrocheming celg, kuri patalpinta j Faradéjaus
narvag. Naudojama trijy elektrody sistema. Modifikuotas GR naudojamas
indikatoriniu elektrodu, 2 cm? pavirsiaus ploto platinos elektrodas —
pagalbiniu ir sidabro/sidabro chlorido su 3 mol/l KCI (Ag/AgCI|CI) —
lyginamuoju. Amperometrinio matavimo metu registruojamas sroveés stiprio
kitimas laike. Soties srové tiesiogiai proporcinga substrato, kurj oksiduoja
fermentas koncentracijai:

nFDc
- (6)

[ =

kur: | — soties srovés stipris, N — elektrony skaicius, F — Faradéjaus skaicius,
D — difuzijos koeficientas, ¢ — koncentracija, d — difuzinio sluoksnio storis.

Amperometrinio matavimo metu celé uzpildoma 5 ml tam tikro pH
A-PBS su 0,1 mol/l KCI (A-PBS-KCI). Tuo atveju, kai tiriamas
GR/PPKRcy-GOx  elektrodas, | cele papildomai jpilamas FMS
(koncentracija celéje 10 mmol/l). Amperometriniai matavimai atliekami
esant +300 arba +200 mV potencialui pagal Ag/AgCIICI" elektroda.
Elektrocheminéje celéje esantis tirpalas maiSomas 300 aps./min greiciu.
Pradéjus matavima palaukiama kol nusistovés baziné linija, tuomet | cele
jpilamas tam tikras gliukozés kiekis ir palaukiama srovés signalo
nusistovéjimo (soties srove). Taip gaunamas analizinis signalas proporcingas
analités koncentracijai. Sie duomenys leidzia matyti jutikliui charakteringg
tiesinj diapazona, dinaminj diapazona, aptikimo bei nustatymo ribas. Taip
pat i§ amperometriniy matavimy metu gauty duomeny nustatomas jutikliy
analizinio signalo pakartojamumas ir atkuriamumas. Pakartojamumo tyrimo
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metu optimaliomis salygomis paruoStas vienas elektrodas matuojamas
penkis kartus ta paciag dieng. Apskaiiuojamas santykinis standartinis
nuokrypis (SSN), esant 5 mmol/l gliukozés koncentracijai. Nustatant jutikliy
atkuriamuma, tomis paciomis salygomis gaminami penki elektrodai.
Pamatavus kiekviena i jy, taip pat jvertinamas SSN.

Dar viena svarbi jutiklio charakteristika, stabilumas, nustatomas
matuojant jutiklio signala tam tikra laiko tarpa. Siuo atveju jutikliai buvo
stebimi tam tikrg laiko tarpa — matuojamas atsakas j tam tikra gliukozés
koncentracijg. Nenaudojamas indikatorinis elektrodas laikomas uzdarame
indelyje vir§ A-PBS pH 6,0 buferinio tirpalo 4 °C temperatiroje.

Gliukozés jutiklio atrankumas gliukozei patikrinamas jvertinus
jutiklio atsaka j kitus angliavandenius (galaktoz¢, manoze, fruktoze, ksiloze
ir sacharoze¢). | matavimo cele, nusistovéjus signalui, pilama 5 mmol/I
kiekvieno i$ paminéty angliavandeniy tirpaly, stebimas signalas. Trukdanciy
medziagy, kurios gali buti realiame matuojamame méginyje, t. y. Slapimo
rugstis, acetaminofenas, dopaminas, askorbo riigstis, jtakg jutiklio signalui
jvertinama j elektrocheming celg, nusistovéjus signalui, jpilant tam tikra Siy
medziagy tirpaly kiekj. Siems tyrimams pasirinktos vidutinés zmogaus
kraujyje esanCios minéty medziagy koncentracijos. Interferuojanciy
medziagy tirpalai pilami j cele nusistovéjus signalui vienas po Kkito,
registruojamas signalo pokytis.

2.7.Realiy méginiy tyrimai

Sukonstruoty gliukozés jutikliy gebéjimas nustatyti gliukozés kiekj
patikrintas analizuojant realius méginius. Jutiklis GR/PPKRcy-GOx
pagrindu buvo naudojamas nustatyti gliukozés koncentracija zmogaus Kraujo
serume. Tyrimo metu kraujo serumo méginys praskiedziamas 10 karty su A-
PBS-KCI buferiniu tirpalu. Naudojamas priedo metodas.

Jutiklis GR/PPD/(AUND)PPKRg -GOx pagrindu iStirtas nustatant
gliukozés kiekj vaistiniuose preparatuose Orsalit Drink ir Rehydron Optim,
taip pat Zmogaus kraujo serume. Nusistovéjus bazinei linijai, |
elektrocheming cele, kurioje yra 5 pl A-PBS-KCI (pH 6,0) buferinio tirpalo,
jpilama 200 pl preparato Orsalit Drink, arba 200 pl preparato Rehydron
Optim, arba 500 pl kraujo serumo. Gliukozés koncentracija apskai¢iuojama
i§ kalibracinés kreivés. Po matavimy elektrodas yra kruops¢iai nuplaunamas
dejonizuotu vandeniu. Matavimai kartojami tris kartus.
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3. POLI(PIROL-2-KARBOKSIRUGSTIES) FERMENTINE IR
CHEMINE SINTEZES

Siame skyriuje apraioma PPKR fermentiné ir cheminé sintezés.
Pries tai, misy ziniomis, literatiiroje nebuvo apraSyta nei viena i §iy sinteziy
atliekama vandens/etanolio tirpale. Cheminé sintezé buvo atliekama
polimerizacijos tirpale esant monomero PKR ir oksidatoriaus H,O,, kai tuo
tarpu fermentiné sintezé buvo vykdoma polimerizacijos tirpale sudarytame i$
PKR, GOx ir gliukozés. Pradinés koncentracijos buvo: 200 mmol/l PKR,
200 mmol/l gliukozés ir 1 mg/ml GOx. Dar vienas svarbus komponentas —
polimerizacijos tirpale istirpes deguonis, kuris veikia kaip reakcijos
elektrony akceptorius.

2,0
A Pradzia \ B
— —%%val. |b
1,6 —— thdm S\
——— 168 val. 5
d , —-— 264val. W\ .
'S 1.2 \ - 312val. ~\~/\,
o ° E k A
S \A - 4
74 5N g N
8083 \_7/1 R
< \wty NN
N\ B S
Ik\ o S.‘*-‘a.:i‘i it g
—— S T e
0,0 Y Y
400 500 600 400 500 600
A, NM A, NM

8 pav. PPKR oligomery absorbcijos spektras A-PBS ir etanolio tirpale, kurio
pH 3,0 (A) ir 5,0 (B), esant 200 mmol/l PKR, 1 mg/ml GOx ir 200 mmaol/I
gliukozés.

PPKR susidarymas buvo stebimas registruojant polimerizacijos
tirpalo absorbcijos spektrus 300 — 800 nm bangos ilgiy srityje. Spektrai
registruojami tam tikrais polimerizacijos trukmés intervalais. Absorbcijos
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spektrai registruoti vykdant fermenting PPKR sinteze pavaizduoti 8
paveiksle. 8 paveikslo A dalyje pavaizduoti spektrai polimerizacijos tirpalo,
kurio pH 3,0, o B dalyje — pH 5,0. PradZioje abu tirpalai buvo gelsvos
spalvos, o jiems registruotuose absorbcijos spektruose stebimos dvi
absorbcijos juostos, kuriy maksimumas yra ties 359 ir 445 nm. Fermentinés
sintezés metu GOx katalizuoja -D-gliukozés oksidacija iki D-gliukono-1,5-
laktono, tuo paciu susidaro oksidatoriaus H,0,, kuris inicijuoja PKR
polimerizacijg. Susidaro aktyviis PKR Kkatijonradikalai. Pradéjus vykti
polimerizacijai tirpalas tampa gelsvai rudos spalvos. Polimerizacijos tirpalo
spalvos keitimosi greitis, t. y. polimerizacijos greitis priklauso nuo tirpalo
pH.

PKR polimerizacija galima pagrjsti spektre atsirandanéia ir
didéjancia absorbcijos juosta, kurios maksimumas ties 465 nm, Kkuri yra
bidinga PKR oligomery pirolo Ziedams. Taip pat tikétina, kad susidaro
tirpios PPKR nanodalelés [73-76]. Kaip matoma 8 paveiksle, skirtingo pH
polimerizacijos tirpalams registruoti absorbcijos spektrai yra skirtingi. PPKR
daleles sintetinant 2,0, 3,0 ar 4,0 pH tirpaluose, spektruose stebima tik viena
absorbcijos juosta, kurios maksimumas ties 465 nm. O polimerizacija
vykdant nuo 5,0 iki 9,0 pH tirpaluose, stebimos dvi absorbcijos juostos,
kuriy maksimumai ties 345 ir 465 nm. Absorbcijos juosta, kurios
maksimumas yra ties 345 nm atitinka C=C rysio n-* peréjimg. Absorbcijos
juosta, kurios maksimumas yra ties 465 nm atitinka bipolarono peréjima
charakteringa oksiduotai PPKR biisenai. Taip pat $i absorbcijos juosta gali
biti priskirta didesniam PPKR konjugacijos laipsniui. Absorbcijos juosty
padétis spektre taip pat priklauso nuo tokiy veiksniy kaip priesjoniai,
tirpiklis, polimero struktiira ir morfologija. Tuo atveju, kai polimerizacija
vykdoma nuo 5,0 iki 9,0 pH tirpaluose, absorbcijos juostos ties 345 nm
intensyvumas yra didesnis nei absorbcijos juostos ties 465 nm. Tai galima
paaiskinti tuo, kad Siame pH intervale PPKR yra maziau oksiduota, negu
labiau ragstinéje terpéje. PPKR polimerizacijos metu registruoti absorbcijos
spektrai atitinka ankséiau aprasytus PPy spektrus [77, 78].

Atlikus fermentine PPKR sintezg, §i buvo palyginta su chemine
sinteze. Vykdant chemin¢ oksidacing polimerizacija taip pat tam tikrais
polimerizacijos trukmés intervalais buvo registruoti absorbcijos spektrai
300 — 800 nm bangos ilgiy srityje. Cheminé polimerizacija atlikta tirpaluose,
kuriy pH buvo nuo 2,0 iki 9,0. Pradinés polimerizacijos tirpalo
koncentracijos: 200 mmol/l PKR ir 300 mmol/l H,0, Uzregistruoti
absorbcijos spektrai skirtingo pH polimerizacijos tirpaluose yra labai
panasts. Matoma viena absorbcijos juosta, kurios maksimumas ties 465 nm.
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9 paveiksle pateiktas fermentinés ir cheminés PPKR sintezés pH 5,0
polimerizacijos tirpaly absorbcijos spektry palyginimas.

AW A D = Cheminé polimerizacija, 88 dienos
- == Fermentiné polimerizacija, 19 dienu
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9 pav. PKR oligomery ir tirpiy PPKR nanodaleliy absorbcijos spektrai A-
PBS ir etanolio tirpale pH 5,0. Pradinés koncentracijos: 200 mmol/l PKR ir
300 mmol/l H,O, (vykdant chemine polimerizacija) bei 200 mmol/l PKR,
1 mg/ml GOx ir 200 mmol/I gliukozés (vykdant fermentine polimerizacija).

8 ir 9 paveiksluose matoma, kad vykstant polimerizacijai absorbcija
didéja visame spektre. Tai stebima dél Sviesos sklaidos polimerizacijos
tirpale susidaran¢iomis PPKR dalelémis. Sis reiskinys stebimas ir kituose
vandeniuose tirpaluose, Kkuriuose vyksta polimerizacija [79]. Vykstant
cheminei polimerizacijai susidaro tirplis oligomerai, taciau polimero
grandinei ilgéjant polimeras tampa netirpus. Susidaro netirpios dalelés, ant
kuriy pavirSiaus toliau vyksta polimerizacija. Galiausiai dalis susidariusiy
juody netirpiy PPKR daleliy nuséda polimerizacijos tirpale.

Buvo palyginti fermentinés ir cheminés PPKR sinteziy metu
susidaranc¢iy PPKR daleliy susidarymo greiciai. 10 paveiksle pateikiama
PKR oligomery ir tirpiy PPKR daleliy absorbcijos priklausomybé nuo
polimerizacijos tirpalo pH. Susiformavusios PPKR dalelés ne tik absorbuoja
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Sviesa, bet ir ja sklaido. Norint atmesti Sviesos sklaidos jtaka absorbcijos
vertei, absorbcija ties 465 nm bangos ilgiu pateikiama kaip skirtumas tarp
absorbcijos vertés registruotos ties 465 ir 800 nm (AA=A;ue5~Ansoo))- PKR
oligomery ir tirpiy PPKR daleliy sintetinamy cheminés polimerizacijos biidu
absorbcija buvo registruojama 88 dienas, o tyrimo rezultatai pateikti
10 paveiksle. Aiskiai matoma, kad cheminei polimerizacijai geriausia terpé
yra stipriai riig§tiné. DidZiausia absorbcija stebima esant pH 2,0. Didéjant
terpés pH PPKR susidarymo greitis mazéja. Jei terpés pH yra 6,0 ar daugiau,
polimeras nebesusidaro. Toks pats rezultatas stebimas ir polimerizuojant
polipirolg cheminés polimerizacijos badu [80, 81]. Be to, tyrimas parod¢,
kad cheminé polimerizacija yra palyginus léta: esant pH 2,0 ir 3,0, tamsios
polimero daleliy nuosédos pasirodo tik 7 ir 20 polimerizacijos dieng, 0 esant
pH maziau ragstiniam, polimerizacijos tirpalas tampa gelsvai rudas tik po
88 dieny.

Fermentinés polimerizacijos polimero susidarymas stebimas visoje
tirtoje pH srityje. Panasis rezultatai gauti nagringjant pirolo ir anilino GOx
katalizuojamas polimerizacijas [82, 83]. Didziausias PPKR susidarymo
greitis pirmy SeSiy dieny laikotarpyje stebimas esant pH 3,0 (10 pav.).
Taciau polimerizacijos trukmei ilgéjant, didziausia AA verté gaunama esant
pH 5,0. Tai galima buty paaiskinti tuo, kad nors polimerizacija vyksta
greiciau labiau rugstingje terpéje, taciau GOx pasizymi didZiausiu aktyvumu
esant pH 5,5, todél esant panasiam pH, fermentiné reakcija, kuomet B-D-
gliukozé yra oksiduojama j D-gliukono-1,5-laktong ir susidaro H,O,, vyksta
greiCiausiai. Fermentiné reakcija vyksta ir prie maziau palankiy pH reik§miy.
Susidares H,0O, inicijuoja PKR polimerizacijos reakcija. Polimerizacija
prasideda tuomet, kai H,O, oksiduoja monomerg. Susidaro aktyvus
katijonradikalas su didZiausiu nesuporuoty elektrony tankiu ties C5 pozicija,
kaip pasitlé Foschini su bendraautoriais [54] Tuomet $ie katijonradikalai
jungiasi ir susidaro tirpiis dimerai. Polimerizacijai vykstant toliau,
polimeriné grandiné ilgéja molekuléms jungiantis per C4 ir C5 pozicijas.

Tyrimas parodé, kad fermentiné polimerizacija vyksta greiiau uz
cheming, taciau juodos polimero dalelés matomos véliau. Tai galima
paaiskinti tuo, kad GOx daro jtaka ir susidaranciy polimero daleliy
pasiskirstymui tirpale ir koloidiniam stabilumui. Galima teigti, kad PPKR
dalelés, kurios dar yra nepasiekusios tam tikro dydzio, yra tolygiai
pasiskirsciusios polimerizacijos tirpale. Pana$iis rezultatai gauti tiriant ir kity
KP tirpias vandeniniame tirpale daleles [84, 85]. Tikétina, kad vykstant
fermentinei reakcijai prie GOx pavirsiaus lokalus pH sumazéja, nes susidaro
gliukono raigstis, o lokali H,O, koncentracija padidéja. Batent rigstiné terpé
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ir didelé oksidatoriaus koncentracija ir yra palankios polimerizacijai salygos
[86].
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10 pav. PKR oligomery ir tirpiy PPKR nanodaleliy absorbcija ties 465 nm
bangos ilgiu, esant skirtingiems polimerizacijos tirpalo pH. Pradinés
koncentracijos: 200 mmol/l PKR ir 300 mmol/l H,O, (atliekant cheming
polimerizacija) ir 200 mmol/l PKR, 1 mg/ml GOx ir 200 mmol/l gliukozés
(atliekant fermenting polimerizacija). Polimerizacijos trukmé 6 (A) dienos ir
19 (B) dieny.
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11 pav. PPy (A), PKR (B), PPKR daleliy, gauty cheminés polimerizacijos
metu, esant pH 2,0 (C), ir fermentinés polimerizacijos metu, esant pH 2,0
(D) ir pH 5,0 (E), FTIR spektrai.
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PPKR susidarymas buvo patvirtintas FTIR spektroskopijos metodu.
PPKR dalelés buvo atskirtos nuo polimerizacijos tirpalo. 11 paveiksle
pateikiami PPKR daleliy susintetinty cheminés polimerizacijos (C),
fermentinés polimerizacijos prie pH 2,0 (D) ir fermentinés polimerizacijos
prie pH 5,0 (E) FTIR spektrai. Palyginimui 11 paveikslo A dalyje pateiktas
cheminés polimerizacijos budu A-PBS ir etanolio tirpale, esant pH 2,0
(polimerizacijos tirpalas: 200 mmol/l pirolo ir 300 mmol/l H,0,) susintetinto
PPy, o paveikslo B dalyje PKR monomero FTIR spektrai. Visuose
spektruose matomy IR absorbcijos juosty padétys yra panasios | gautas kity
autoriy atliktuose PPy susidarymo tyrimuose [87, 88]. PKR (11 B pav.) ir
PPKR (11 C-E pav.) FTIR spektruose matomos papildomos IR absorbcijos
juostos, kuriy néra PPy spektre, atitinkanéios C=0 ir O—H grupes, kurios
rodo karboksilo grupés buvimg susidariusiame polimere. C=0 ir O—H grupiy
IR absorbcijos juosty maksimumai pateikti 1 lenteléje.

1 lentelé. C=0 ir O-H grupiy IR absorbcijos juostos ir jy maksimumy
vertes.

IR absorbcijos smailés pozicija, bangos skai¢ius (cm™)
PKR PPKR PPKR PPKR
(cheminé (fermentiné (fermentiné
polimerizacija) | polimerizacija | polimerizacija
pH 2,0) pH 5,0)
C=0 1664 1674 1652 1652
O-H 2912 (plati) 2970 2926 2945

Norint patvirtinti karboksilo grupiy buvima, taip pat buvo atliktas
atvirkStinis potenciometrinis titravimas. 100 mg liofilizuoty PPKR daleliy
buvo sumaiSyta su NaHCO; tirpalu. Bazés perteklius titruojamas HCI
tirpalu. Titravimo kreivé pateikta 12 paveiksle (iStisiné linija). Kontrolinis
eksperimentas buvo atlickamas titruojant zinomos koncentracijos NaHCO3
tirpalg HCI tirpalu (12 pav., punktyriné linija). Kaip matoma 12 paveiksle,
pridedant j PPKR daleliy tirpalg HCI tirpalo pH atitinkamai mazéja. Pridéjus
6,90 ml (iStisiné linija) ir 7,15 ml (punktyriné linija), tirpalo pH staigiai
sumaz¢ja. Sunaudoto HCI turio skirtumas Siuose ekvivalentiniuose taSkuose
irodo, kad PPKR dalelés turi karboksilo grupe.
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12 pav. PPKR daleliy, pridéjus 10 ml 50,0 mmol/l NaHCOs, tirpalo (istisiné
linija) ir kontrolinio 10 ml 50,0 mmol/l NaHCOj tirpalo (punktyriné linija)
titravimo 50,0 mmol/l HCI tirpalu kreivés.

PPKR daleliy morfologija buvo charakterizuota skenuojanciu
elektroniniu  mikroskopu. SEM vaizduose matoma daleliy globuline
struktira (13 pav.). Néra matomo didelio skirtumo tarp cheminés ir
fermentinés polimerizacijos biidais gauty daleliy morfologijos. PPKR
morfologija yra panasi j kity cheminés polimerizacijos budu gauty KP
morfologija, kadangi §i polimerizacija vyksta susidarant polimero
branduoliui ir Siai dalelei po truputj didéjant, prisijungiant ar adsorbuojant
oligomerus [89, 90]. Visuose pavyzdziuose matoma ganétinai panasi daleliy
forma, kuomet mazesnés dalelés yra agregavusios. Chemiskai susintetinty
PPKR daleliy agregatai (13 pav. A dalis) yra keliy mikrony skersmens ir
sudaryti i§ mazesniy 200 —1000 nm skersmens daleliy. Tuo tarpu
fermentinés polimerizacijos biidu gautos dalelés (13 pav. B ir C dalys)
sudaro mazesnio skersmens globules (50 — 150 nm). Panastus PPy daleliy,
sintetinty cheminiu ir fermentiniu biidu, morfologijos rezultatai gauti ir kity
autoriy darbuose [91, 92].
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13 pav. PPKR daleliy SEM vaizdai. Chemin¢ polimerizacija prie pH 2,0
(A), fermentiné polimerizacija prie pH 2,0 (B) ir prie pH 5,0 (C). Salygos:
(A) 10 dieny polimerizacijos trukmé, 20 000 didinimas, 2000 V jtampa,
30 000 nA srovés stipris, (B) 12 dieny polimerizacijos trukmé, 100 000
didinimas, 5000 V jtampa, 28 000 nA srovés stipris, (C) 70 dieny
polimerizacijos trukmé, 50 000 didinimas, 2000 V jtampa, 30 000 nA srovés
stipris.
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4. JUTIKLIS POLI(PIROL-2-KARBOKSIRUGSTIES)
DALELIU IR GLIUKOZES OKSIDAZES
BIOKOMPOZITO PAGRINDU

Amperometriniame  gliukozés biologiniame jutiklyje  buvo
pritaikytos chemiskai susintetintos PPKR dalelés. PPKR daleliy pavirSiuje
kovalentiskai prijungta GOx ir paruostas PPKRcy-GOx biokompozitas (14
pav.). Jutiklio amperometrinis atsakas gaunamas vykstant imobilizuotos
GOx katalizuojamai p-D-gliukozés oksidacijai molekuliniu deguonimi iki
D-gliukono-6-laktono, kuris hidrolizuojasi j gliukono riig§tj. Fermentinés
reakcijos metu du gliukozés elektronai perduodami GOx kofaktoriui FAD.
Tuomet EPT FMS paima Siuos elektronus ir redukuojasi. FMSH,
atiduodamas elektronus elektrodui reoksiduojasi. Proceso metu gaunamas
amperometrinis signalas proporcingas gliukozés koncentracijai.

Chemineé
polimerizacija @ Z%C)(/iHS "‘ SAY @ v
PKR = ] ‘ — - ? e "g
o * Y, Y
PPKRcH PPKR ., GOX Y

14 pav. Schema vaizduojanti PKR cheming polimerizacijg ir PPKR daleliy
susidaryma, PPKR daleliy karboksilo grupiy aktyvavimg EDC/NHS ir GOx
prijungima prie daleliy ir PPKRcy-GOx sumaiSyma su JSA tirpalu.

Prie$ tiriant GR/PPKRc4-GOx elektrodo analizines charakteristikas,
buvo parinktos tokios PPKR daleliy sintezés ir modifikavimo sglygos, kurios
salygoty didziausig jutiklio jautrj. PPKR dalelés buvo gautos cheminés
polimerizacijos buadu, naudojant H,O, kaip oksidatoriy ir polimerizacijos
reakcijos iniciatoriy. Tuomet dalelés buvo kovalentiskai modifikuotos GOXx,
naudojant EDC ir NHS misinj PPKR daleliy karboksilo grupiy aktyvavimui.
Aktyvavimo metu karboksilo grupés esancios PPKR daleliy pavirsiuje
paverciamos labai reaktyviais NHS esteriais, kurie reaguoja su pirminémis
GOx amino grupémis. Tokiu badu gaunamas PPKRcy-GOx biokompozitas,
kuriuo ruosiant jutiklio indikatorinj elektrodg modifikuojamas paruostas
grafito elektrodas. Taigi, PPKRcy-GOx biokompozito paruoSimag galima
suskirstyti j dvi stadijas: PPKR daleliy sintezé ir PPKR daleliy
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modifikavimas GOx. Sios dvi stadijos buvo istirtos pla¢iau tam, kad buty
iSrinktos optimalios sglygos PPKRcy-GOXx biokompozito paruoSimui.

Glu Gliukono laktonas
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15 pav. Schema vaizduojanti elektrodo modifikavimg PPKRcy-GOX
biokompozitu, fermento suri§img GA ir jutiklio veikima.

PPKR daleliy cheminés polimerizacijos trukmé yra svarbus
veiksnys, nulemiantis jutiklio savybes. Polimerizacijos metu i§ pradziy
susidaro oligomerai, i§ kuriy formuojasi netirpios polimery grandinés. Taip
susidaro nanodalelés, ant kuriy pavirSiaus tgsiasi polimerizacija. Remiantis
ankstesniais tyrimais [80, 93], susidariusios nanodalelés agreguoja
tarpusavyje ir sudaro didesnes daleles. Todé¢l galima teigti, kad ilgéjant
polimerizacijos trukmei, did¢ja ir daleliy dydis ir kiekis. Taigi buvo svarbu
nustatyti polimerizacijos trukme, per kurig susidaryty optimalus daleliy
kiekis ir dydis. Polimerizacija buvo atliekama 24, 48, 96 ir 144 valandas.
Taciau po 24 valandy polimerizacijos, buvo gautos per mazos dalelés, kad
jas buty galima atskirti nuo polimerizacijos tirpalo. Todél $ios dalelés
nebuvo tyrinétos placiau. Atlikus polimerizacija 48, 96 ir 144 valandas,
dalelés buvo sékmingai atskirtos nuo polimerizacijos tirpalo ir modifikuotos
GOx. Gautas PPKRcy-GOx biokompozitas uzpiltas 250 pl A-PBS buferiniu
tirpalu su 5 mg/ml JSA. Tuomet ant elektrodo buvo uZlaginama 3 pl $ios
suspensijos (15 pav.).

Svarbi PPKRcy-GOx biokompozito paruosimo stadija yra GOx
imobilizavimas ant polimero daleliy. Atskirtos nuo polimerizacijos tirpalo
PPKR dalelés yra uzpilamos NHS ir EDC tirpaly miSiniu. Taip
aktyvuojamos karboksilo grupés, esancios polimero daleliy pavirsiuje.
Tuomet ant aktyvuoty polimero daleliy uzpilamas GOx tirpalas. Sios stadijos
metu buvo istirta, ar tirpalo pH turi jtakos fermento prisijungimui. Dalelés
buvo polimerizuotos, atskirtos nuo polimerizacijos tirpalo, modifikuotos ir
uzpiltos A-PBS buferiniu tirpalu su 5 mg/ml JSA kaip aprasyta ank$¢iau.
Elektrodas paruostas jj modifikuojant 3 I paruostos PPKRcy-GOX
biokompozito suspensijos ir tirtas tomis paciomis salygomis. Tyrimas
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atlickamas nusistovéjus bazinei linijai, stebimas elektrodo atsakas j 20
mmol/l gliukozés. Kaip matoma 16 paveiksle elektrodo atsakas labai
priklauso nuo terpés pH, kuriai esant buvo modifikuotos polimero dalelés
fermentu. DidZiausias signalas gaunamas tuomet, kai GOx yra iStirpinta pH
4,0 tirpale. Tirpalo pH mazéjant arba didéjant, signalas pastebimai sumazéja.
Tai galima paaiskinti tuo, kad PKR pK, reik§mé lygi 3,6 [94], o natyvios
GOx izoelektrinis taskas yra 4,2 [95]. Taigi galima teigti, kad esant
didesniam pH tam tikras kiekis neaktyvuoty PPKR daleliy karboksilo grupiy
yra deprotonizuotoje formoje. Dél to PPKR dalelés turi neigiamai jkrauty
grupiy. Tuo tarpu pH esant mazesniam nei 4,2 GOx yra jkrauta teigiamai.
Galima manyti, kad prie pH 4,0 susidaro elektrostatiné saveika tarp
neigiamai jkrauty likusiy karboksilo grupiy ir teigiamai jkrauto fermento.
Prie didesniy pH ver¢iy neaktyvuotos karboksilo grupés ir GOx yra jkrautos
neigiamai, todél fermentas nuo daleliy pavirSiaus yra atstumiamas. Dél $ios
priezasties prisijungusio fermento kiekis esant tirpalo pH 4,0 yra zymiai
didesnis nei prie mazesniy ar didesniy pH verciy. Remiantis §iais rezultatais,
buvo nuspregsta PPKR daleles modifikuoti GOx A-PBS tirpale, kurio pH yra
4,0.
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16 pav. GR/PPKRcy-GOx elektrodo amperometrinio signalo priklausomybé
nuo naudojamo PPKR daleliy modifikavimui GOx tirpalo pH, esant
kovalentiniam prijungimui arba adsorbcijai. Salygos: 144 val. PPKR
polimerizacijos trukmé, 3 ul PPKRcy-GOx biokompozito suspensijos.
Matavimo salygos: +300,0 mV, A-PBS-KCI pH 6,0, 20,0 mmol/I gliukozés,
10,0 mmol/l FMS.
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Norint jrodyti, kad PPKR daleliy modifikavimas GOx vyksta
prijungiant fermentg prie daleliy karboksilo grupiy, buvo atliktas kontrolinis
eksperimentas. Sio bandymo metu buvo atliktos visos tos paios procediiros,
iSskyrus tai, kad nebuvo naudojamos karboksilo grupes aktyvuojancios
medziagos NHS ir EDC. Rezultatai parodé, kad elektrody modifikuoty
tokiomis dalelémis atsakas j gliukoze yra labai mazas (16 pav.) lyginant su
elektrodu, kuris padengtas PPKR dalelémis su kovalentiskai prijungta GOx.
Taigi galima teigti, kad nenaudojant aktyvacijos medziagy, PPKR daleliy
pavirSiuje adsorbuojasi labai mazas fermento kiekis.

17 paveiksle parodytas elektrody amperometrinio signalas |
20 mmol/l gliukozés koncentracija. Matuojama trielektrodinéje celéje,
A-PBS-KCI buferiniame tirpale pH 6,0 kartu su 10 mmol/l FMS.
17 paveiksle matoma, kad didéjant polimerizacijos trukmei, amperometrinis
jutiklio atsakas mazéja. Tai galima paaiskinti tuo, kad pailgéjus
polimerizacijos trukmei, padidéja daleliy dydis. GOx prijungiama tik prie su
karboksilo grupiy esan¢iy PPKR daleliy pavirsiuje. Todél padidéjus PPKR
daleliy dydziui, prisijungusios GOx kiekis sumazéja. Pagal Siuos duomenis,
buvo nuspresta PPKR polimerizacijg atlikti 48 valandas.

Al, pA
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17 pav. GR/PPKRcy-GOx elektrodo amperometrinio signalo priklausomybé
nuo PPKR daleliy polimerizacijos trukmés. Salygos: 3 pl PPKRcy-GOx
biokompozito suspensijos. Matavimo salygos: +300,0 mV, A-PBS-KCI
pH 6,0, 20,0 mmol/l gliukozés, 10,0 mmol/l FMS.
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Kaip buvo paminéta auksciau, PPKR dalelés modifikuotos GOXx
uzpilamos A-PBS buferiniu tirpalu, kuriame yra istirpintas JSA. Sis
baltymas yra daznai naudojamas biologiniy jutikliy konstravime, nes yra
netoksiskas, néra imunogeniskas ir yra biologiskai suderinamas. Literatiiroje
pateikiama daug pavyzdziy, kuomet fermento suriSimas kryzminiais rySiais
su JSA pagerina fermento aktyvumg ir stabilumg [96-99]. Nusprendus
naudoti JSA buvo svarbu istirti koks baltymo kiekis biity optimalus.
PPKRcx-GOx biokompozitas buvo uzpilamas 250 pl A-PBS (pH 6,0) su 1,0;
2,5 arba 5,0 mg/ml JSA. Tuomet 3 pl Sios suspensijos uzlaSinama ant
paruosto GR elektrodo. Pagaminti GR/PPKRc4-GOX elektrodai tiriami kaip
jprasta. Gauti rezultatai parodé, kad didZiausias signalas gliukozei gaunamas
kuomet naudojama 2,5 mg/ml JSA. Taciau pakartojus eksperimentg po trijy
dieny tam, kad iStirti stabiluma, S$is elektrodas islaiké tik 79 % pirminio
signalo dydzio. Tuo tarpu elektrodo su 5 mg/ml JSA tirpalu signalas
nepakito. Remiantis S$iais rezultatais tolimesniems eksperimentams buvo
nuspresta naudoti 5 mg/ml JSA tirpala PPKRc4-GOx biokompozito
suspensijos paruoSimui.

GR/PPKRc4-GOXx elektrodo charakterizavimas atliktas registruojant
ciklines  voltamperogramas. 18  paveiksle  pateikiama  cikliné
voltamperograma uzregistruota gryname A-PBS-KCI buferiniame tirpale
(18 paveikslas, 1 kreivé) ir A-PBS-KCI buferiniame tirpale su 5,0 mmol/I
gliukozés (18 paveikslas, 2 kreivé), su 10,0 mmol/l FMS (18 paveikslas,
3 kreivé) arba su 5,0 mmol/l gliukozés ir 10,0 mmol/l FMS (18 paveikslas,
4 kreivé). Kaip matoma, oksidacijos-redukcijos smailiy néra, kuomet
voltamperogramos registruojamos gryname A-PBS-KCI pH 6,0 buferiniame
tirpale arba A-PBS-KCI1 pH 6,0 buferiniame tirpale su 5,0 mmol/l gliukozés.
Kai voltamperograma registruojama A-PBS-KCI pH 6,0 buferiniame tirpale
su FMS, gaunamos aiSkiai matomos sroveés smailés. FMS oksidacija vyksta
ties +91,3 mV vs Ag/AgCI|CI', redukcija ties —165,8 mV vs Ag/AgCI|CI".
Anodinés ir katodinés smailiy potencialy skirtumas yra 257,1 mV. Kuomet
tirpale yra ir FMS, ir gliukozés, matomas aiskus FMSH,/FMS redukcijos-
oksidacijos smailiy intensyvumo padidéjimas. Sie rezultatai parodo, kad
elektronai perduodami nuo FAD elektrodo pavirsiui per FMS.

18 paveiksle matoma, kad FMS oksidacijos smail¢, esant tirpale
gliukozes yra ties +104,7 mV (18 paveikslas, 4 kreive). Taciau registruojant
GR/PPKRcy-GOx  elektrodo amperometrinj signalag prie pastovaus
potencialo nuo 0 iki +400 mV vs Ag/AgCI|CI’, gauti rezultatai parodé, kad
didziausias amperometrinio signalo pokytis (Al) registruojamas prie
+300 mV vs Ag/AgCIICI, esant 5 mmol/l gliukozés. Todél norint gauti
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didziausia =~ amperometrinio signalo  pokyti, buvo  pasirinkta
amperometriniams matavimams biitent §i potencialo verté.

-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4
E.Y

18 pav. GR/PPKRcy-GOx elektrodo ciklinés  voltamperogramos,
uzregistruotos gryname A-PBS-KCI pH 6,0 (1 kreivé) ir A-PBS-KCI pH 6,0
su 5,0 mmol/l gliukozés (2 kreive), su 10,0 mmol/l FMS (3 kreivé) arba su
5,0 mmol/l gliukozés ir 10,0 mmol/l FMS (4 kreivé). Intarpas vaizduoja
stovés stiprio poky¢io priklausomybe nuo GR/PPKRcy-GOX elektrodui
suteikto potencialo A-PBS-KClI tirpale pH 6,0 esant 5,0 mmol/l gliukozés ir
10,0 mmol/l FMS. Elektrodo paruo$imo sglygos: PPKR daleliy sintezés
trukmé 48 val., 6 pl PPKRcy-GOx biokompozito suspensijos.

Kadangi tiriamo tirpalo pH gali daryti stiprig jtaka imobilizuoto
fermento biokataliziniam aktyvumui ir EPT elektrocheminéms savybéms,
buvo istirta pH jtaka GR/PPKRcy-GOx elektrodo signalo dydziui. Optimali
terpés pH verté tam tikram elektrodui gali kisti nuo naudoto metodo
fermento imobilizavimui [100]. Todél méginio pH daro jtakg biologinio
jutiklio veikimui, t. y. jautriui analitei. Norint jvertinti $ig jtakg ir nustatyti
optimaly pH jutiklio veikimui, GR/PPKRcy-GOx elektrodas buvo
matuojamas A-PBS-KCI buferiniuose tirpaluose, kuriy pH kito nuo 3,0 iki
10,0. Elektrodo atsakas buvo registruojamas esant po 10,0 mmol/l gliukozés
ir FMS. Kaip matyti i§ 19 paveikslo, didziausias signalas gaunamas kuomet
tirpalo pH yra 8,0. Kuomet A-PBS-KCI buferinio tirpalo pH buvo stipriai
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rigstinis arba bazinis, GR/PPKRcy-GOx elektrodo signalas buvo beveik
neaptinkamas. Esant pH 3,0 arba 10,0 registruojama atitinkamai tik 1,8 % ir
6,2 % maksimalaus signalo. Ankstesni tyrimai parodé, kad optimali terpés
pH reikSmé yra 5,5 [101, 102] neimobilizuotai GOXx ir 6,0 [103], kai GOx
yra imobilizuota ant GR elektrodo ir naudojamas EPT FMS. Taigi
atsizvelgiant ] gautus rezultatus ir ankstesniy tyrimy duomenis, galima teigti,
kad GOx imobilizavus PPKR daleliy pavirsiuje, tiriamo méginio pH vertés
maksimumas pasislenka j bazing pusg. Tokie patys rezultatai buvo gauti
tiriant  biologinius jutiklius, kuriuose pritaikyta GOx ir poli(1-
karboksietil)pirolas [104] arba poli(1-karboksietil)pirolo/pirolo nanovielos
[105]. Panass rezultatai gauti ir prie elektrochemiskai susintetintos PPKR
kovalentiskai prijungus polifenoloksidaz¢ [54]. Optimalios pH vertés
pasislinkimas paaiskintas tuo, kad ant polimero likusios laisvos karboksilo
grupés sumazina ragstinguma aplink GOx molekule. Tuo tarpu Reiter su
bendraautoriais [106] daro priclaidg, kad dél karboksilo grupiy
deprotonizacijos atsirandanti neigiamo kruvio lokalizacija ant polimero,
lemia polimero pabrinkimg dél vandens jsiterpimo. Todél polimero
grandinés tampa lankstesnés, pageréja substrato ir EPT difuzija ir jutiklio
signalas padidéja. Atsizvelgiant | gautus rezultatus, tolimesnius
GR/PPKRcx-GOX tyrimus buvo nuspresta atlikti pH 8,0 tirpaluose.

4 6 8 10
pH
19 pav. GR/PPKRcx-GOx elektrodo amperometrinio signalo priklausomybé
nuo A-PBS-KCI buferinio tirpalo pH. Salygos: 48 val. PPKR daleliy sintezes

trukmé 48 val., 3 pul PPKRcy-GOx biokompozito suspensijos. Matavimo
salygos: +300,0 mV, 10 mmol/I gliukozés, 10,0 mmol/l FMS.
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Svarbu nustatyti optimaly PPKRc4-GOx biokompozito kieki
elektrodo pavirsiuje. Parenkamas toks kiekis, kurj uzlasinus ant elektrodo
gaunamas didziausias GR/PPKRcy-GOx elektrodo atsakas j gliukoze.
Tyrimas atlieckamas A-PBS-KCI buferiniame tirpale pH 8,0 su 10 mmol/I
FMS ir 10 mmol/l gliukozés. Rezultatai pateikiami 20 paveiksle. Ant
elektrodo yra uZlasinama 3,0, 6,0 arba 9,0 ul paruostos biokompozito
suspensijos. I§ gauty rezultaty galima spresti, kad didéjant biokompozito
kiekiui, jutiklio atsakas didéja, po to mazéja. DidZiausias signalas 9,73 pA
uzfiksuotas naudojant 6,0 ul biokompozito suspensijos, o Siek tiek mazesnis
signalas 9,57 pA — naudojant 9,0 pl suspensijos. Taigi padidéjus ant
elektrodo biokompozito kiekiui, padidéja imobilizuotos GOx kiekis, taciau
tuo paciu metu padidéja ir sluoksnio storis ant elektrodo. Rezultatai rodo,
kad padidéjus imobilizuotos GOx kiekiui GR/PPKRcy-GOx elektrodo
signalas padidéja, taCiau sluoksnio storis daro jtaka gliukozés, gliukono
laktono ir FMS pralaidumui [30]. Todél ant elektrodo uzlasinus daugiau nei
6,0 pl PPKRc-GOXx biokompozito suspensijos, elektrodo atsakas j gliukoze
sumaz¢ja. Pagal gautus rezultatus indikatorinis elektrodas tolimesniuose
tyrimuose buvo ruoSiamas naudojant 6,0 pl PPKRcy-GOX biokompozito

suspensijos.
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20 pav. GR/PPKRcx-GOx elektrodo amperometrinio signalo priklausomybé
nuo PPKR-GOx biokompozito kiekio ant elektrodo. Salygos: PPKR daleliy
sintezés trukmé 48 val. Matavimo salygos: +300,0 mV, A-PBS-KCI pH 8,0,
10 mmol/I gliukozés, 10,0 mmol/l FMS.
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Toliau buvo tiriamos GR/PPKRcy-GOx elektrody analizinés
charakteristikos. Visy pirma buvo nustatyta elektrodo signalo priklausomybé
nuo gliukozés koncentracijos 0,10 — 150,0 mmol/l intervale. Rezultatai
pateikiami 21 paveiksle. 1§ duomeny matoma, kad didéjant gliukozés
koncentracijai signalas didéja, kol pasiekiamas jsisotinimas, esant
koncentracijai didesnei nei 150 mmol/l. Tai rodo, kad fermento aktyvis
centrai yra jsisoting gliukoze esant Siai koncentracijai. IS 21 C paveikslo
matyti, kad tiesiné analizinio signalo priklausomybé nuo gliukozés
koncentracijos  stebima iki 15,0 mmol/I. Tiesés lygtis
[(LA)=0,91-Cyliukores+0,42 ir R2=O,9967 (N:5). Literatiros duomenimis,
suaugusiy zmoniy normali gliukozés koncentracija yra 3,3 — 5,5 mmol/Il
kapiliariniame kraujyje, 4,1 — 5,9 mmol/l veniniame kraujyje ir 4,25 —
6,4 mmol/l kraujo serume. Ligoniy sergan¢iy cukriniu diabetu gliukozés
koncentracija veniniame kraujyje gali pakilti net iki 11,1 mmol/l. Todél
galima teigti, kad gauta 0,1 — 15,0 mmol/l tiesiné priklausomybé yra tinkama
matuoti gliukozés kiekj ir sveiky, ir serganciy pacienty kraujyje. Aptikimo
riba yra 0,039 mmol/l, kai signalo ir triuk§my santyKis lygus 3.
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21 pav. GR/PPKRcy-GOx amperometrinio signalo priklausomybé nuo
gliukozés koncentracijos: A — vienas elektrodas, B — penki elektrodai, C —
GR/PPKRch-GOX elektrodo kalibraciné kreivé. Salygos: PPKR daleliy
sintezés trukmé 48 val., 6,0 ul PPKRcy-GOXx biokompozito suspensijos.
Matavimy sglygos: +300,0 mV, A-PBS-KCI pH 8,0, 10,0 mmol/l FMS.
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Svarbi jutiklio charakteristika — signalo pakartojamumas.
GR/PPKRch-GOX elektrodo paruosto nustatytomis optimaliomis sglygomis
pakartojamumas jvertintas matuojant atsakg j gliukozg¢ 0,1 — 150,0 mmol/I
koncentracijy intervale penkis kartus. Matavimas atlickamas ta pacia diena,
vienodomis salygomis elektrochemingje celéje, uzpildytoje A-PBS-KCI
(pH 8,0) buferiniu tirpalu su 10 mmol/l FMS. 21 paveiksle pateikiami
pakartojamumo rezultatai. Pateikiamas penkiy nepriklausomy matavimy
standartinis nuokrypis (SN). SN ir santykinis standartinis nuokrypis (SSN)
paskaiciuotas esant 5,0 mmol/l gliukozés koncentracijai atitinkamai yra 0,1
ir 1,8 %. Kita svarbi savybé — atkuriamumas. Siuo atveju matuojami penki
vienodai paruosti GR/PPKRc4-GOXx elektrodai. Kiekvienam elektrodui
sudaroma kalibravimo kreivé 0,1 — 150,0 mmol/l gliukozés koncentracijy
intervale vienodomis sglygomis. Rezultatai pateikiami 21 B paveiksle. Esant
5,0 mmol/l gliukozés apskaidiuota SN yra 0,3, 0 SSN 5,2 %. Sie rezultatai
parodo, kad jutiklis pasizymi geru pakartojamumu ir atkuriamumu. Didesnis
netikslumas atskiry elektrody atveju atsiranda dél Siek tiek skirtingo
PPKRcn-GOx biokompozito kiekio ant elektrodo.

Jutiklio stabilumas nustatytas registruojant GR/PPKRcx-GOX
elektrodo signala 30 dieny laikotarpyje. Matavimai atliekami tomis pac¢iomis
sglygomis: A-PBS-KCI (pH 8,0), 10 mmol/l FMS ir 10 mmol/l gliukozés.
Nenaudojamas GR/PPKRcy-GOX elektrodas laikomas uzdarame indelyje
vir§ laso A-PBS-KCI (pH 8,0) buferinio tirpalo 4 °C temperattroje. Kaip
matoma i§ gauty duomeny (22 pav.), GR/PPKRcy-GOXx elektrodas po vieno
ménesio iSlaiké 95,3 % pradinio signalo (iStisiné linija). Tai parodo labai
gera jutiklio stabilumg. Palyginimui buvo atliktas analogiskas eksperimentas
su GR elektrodu modifikuotu GOXx jg adsorbuojant ir chemiskai suri$ant
fermento molekules tarpusavyje GA garais (GR/GOXx). Sio elektrodo
(bruksniné linija) signalas po ménesio sumazéjo perpus. Tg lemia fermento
denatiiracija bei desorbcijos nuo elektrodo pavirsiaus. Zymiai geresnis
GR/PPKRch-GOx elektrodo stabilumas gali bati paaiskintas tuo, kad visy
pirma GOx yra kovalentiskai prijungta prie polimero daleliy. Sis rysys
neleidZia fermentui atsiskirti nuo elektrodo pavirsiaus atliekant pakartotinius
matavimus ir elektrodo plovimus po matavimy. Taip pat kovalentinis
prijungimas neleidzia vykti GOx konformaciniams pasikeitimams laikui
bégant, dél kuriy sumazéja fermento aktyvumas [102]. Kita galima gero
stabilumo priezastis — JSA naudojimas. Dispergavus PPKRcy-GOx
biokompozita buferiniame tirpale su JSA, islaikomas GOx biologinis
aktyvumas ir stabilizuojama fermento struktiira [98]. Taip pat galima teigti,
kad polimero dalelés sudaro biologiskai suderinamg matrica GOXx
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imobilizavimui. Atsizvelgiant j tyrimo metu gautus rezultatus, galima teigti,
kad jutiklis gali bati naudojamas ilgalaikiams matavimams.
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22 pav. GR/PPKRcy-GOx (istisiné linija) ir GR/GOx (punktyriné linija)
elektrody  amperometrinio  signalo  priklausomybé nuo  laiko.
GR/PPKRcy-GOXx elektrodo ruosimo ir tyrimo salygos: PPKR daleliy
sintezés trukmé 48 val., 6,0 pl PPKRcy-GOx biokompozito suspensijos,
+300,0 mV, A-PBS-KCI pH 8,0, 10,0 mmol/l gliukozés, 10,0 mmol/l FMS.
GR/GOx elektrodo ruosimo ir tyrimo salygos: 3 pl 40 mg/ml GOx, 10 min.
vir§ 25 % GA, +300,0 mV, A-PBS-KCI pH 6,0, 10,0 mmol/l gliukozés, 10,0
mmol/l FMS.

Jutiklio  atrankumas  gliukozei  buvo  jvertintas  stebint
GR/PPKRch-GOx elektrodo atsaka j galaktozg, manozg, fruktoze, ksilozg ir
sacharoze. Eksperimentas atliktas elektrocheminéje celéje uzpildytoje
A-PBS-KCI (pH 8,0) ir 10 mmol/l FMS. Kuomet baziné srové pasieké
pastovig verte, j elektrochemine cele buvo jpilta 5,0 mmol/l gliukozés ir
stebimas srovés pokytis. Nusistovéjus signalui, j elektrochemine cele buvo
ipilta 5,0 mmol/l galaktozés, po to tiek pat manozés, fruktozes, ksilozés,
sacharozés ir galiausiai 2 mmol/l gliukozés. Rezultatai pateikiami
23 paveiksle. Akivaizdu, kad jutiklis yra atrankus gliukozei.

Svarbus i88ukis gaminant biologinius jutiklius yra paSaliniy
medZiagy jtakos jutiklio signalui mazinimas ar panaikinimas. PaSalinés
medziagos gali bati §lapimo riigtis (SR), acetaminofenas (AAF), dopaminas
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(DP), ir askorbo riigitis (AR). Siy medziagy koncentracijos sveiko suaugusio
7mogaus kraujyje: 149 — 446 pmol/l SR, 70 — 200 pmol/l AAF, <0,13 nmol/I
DP ir 0,040 — 0,14 mmol/l AR. Tiriant $iy medZiagy jtaka jutiklio signalui,
buvo naudojami §ie kiekiai: 300 pmol/l SR, 100 pmol/l AAF, 0,07 mmol/l
DP ir 0,1 mmol/l AR. Eksperimentas atliktas elektrochemingje celéje,
uzpildytoje A-PBS-KCI (pH 8,0) ir 10 mmol/l FMS. Nusistovéjus signalui, j
elektrocheming celg buvo paeiliui jpilta 10,0 mmol/l gliukozés (Glu) ir tam
tikri kiekiai SR, AAF, DP, AR. 24 paveiksle pateikiamuose rezultatuose
matoma, kad SR signalg padidina 1,75 %, AAF — 0,21 %, DP — 0,52 % ir
AR — 6,19 % lyginant su analiziniu signalu gautu 10 mmol/l gliukozés.
Gauta pasaliniy medziagy jtaka yra pakankamai maza. Tai gali lemti ir
polimero deprotonizuotos karboksilo grupés, kurios turi neigiama kriivj.
Kadangi GOx dél dideliy matmeny buvo imobilizuota tik PPKR daleliy
pavirSiuje, kitos karboksilo grupés lieka laisvos. Esant A-PBS buferinio
tirpalo pH 8,0, karboksilo grupés yra deprotonizuotos, susidargs neigiamas
kriivis elektrostatiskai galimai atstumia kai kurias paSalines medziagas.
Gauti rezultatai dera su Kity tyrimy rezultatais, kuomet gliukozés jutikliai
taip pat pasizymi geru atsparumu pasalinéms medziagoms [55, 105].
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23 pav. GR/PPKRcx-GOx elektrodo atsakas i gliukoze, galaktoze, manoze,
fruktoze, ksiloze ir sacharozg. Salygos: PPKR daleliy sintezés trukmé 48
val., 6,0 pl PPKRc-GOx biokompozito suspensijos, +300,0 mV, A-PBS-
KCI pH 8,0, 10,0 mmol/l FMS, 5 ir 2 mmol/l gliukozés, kity cukry
koncentracijos 5 mmol/I.

52



10 {A Bl 9o
0o 2 - 75
B 583
< S BES F 60 o
= s £8 28 o
= E s0% - 45
g8 3
sl w < < L 30
2 4 L 15
Jr— 'GIIUKOIZé T T T 'T‘ T Y ,T| o
S X WL A
0 380 7_60 1140 15206 5 g o %
Laikas, s

24 pav. GR/PPKRcy-GOx elektrodo atsakas j gliukoze, Slapimo riigst],
acetaminofeng, dopaming ir askorbo riigstj. Salygos: PPKR daleliy sintezés
trukmé 48 val., 6,0 ul PPKRcy-GOXx biokompozito suspensijos, +300,0 mV,
A-PBS-KCI pH 8,0, 10,0 mmol/l FMS, 10 mmol/l Glu, 0,30 mmol/l SR,
0,10 mmol/l AAF, 0,07 mmol/I DP ir 0,10 mmol/l AR.

Galiausiai GR/PPKRcy-GOx elektrodo veikimas buvo iSbandytas
praktiskai. Zmogaus kraujo serumo méginys buvo praskiestas 10 karty
A-PBS-KCI pH 8,0 buferiniu tirpalu. Gliukozés koncentracija buvo nustatyta
naudojant priedy metodg. | skiesta serumo méginj buvo papildomai jpilta
zinomos koncentracijos gliukozés tirpalo tiek, kad jame buty tam tikras
kiekis gliukozés: 2,0, 6,0 ir 12,0 mmol/l. Kiekvienos koncentracijos méginio
tyrimai pakartoti tris kartus. Pridétos ir nustatytos gliukozés koncentracijos
pateikiamos 2 lenteléje. Gauti rezultatai parodé, kad jutiklis pasizymi geru
tikslumu ir gali bati pritaikomas realiy méginiy analizei.

2 lentelé. Gliukozés nustatymas Zzmogaus kraujo serumo méginyje.

Pridéta gliukozés Nustatyta gliukozés Isgava, %
koncentracija, mmol/l | koncentracija, mmol/I
2,0 2,12 106,0
6,0 6,1 101,7
12,0 11,9 99,17
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5. BEREAGENTINIS JUTIKLIS ELEKTROCHEMISKAI
SUSINTETINTOS POLI(PIROL-2-KARBOKSIRUGSTIES),
POLI(1,10-FENANTROLIN-5,6-DIONO), AUKSO
NANODALELIU IR GLIUKOZES OKSIDAZES PAGRINDU

Konstruojant  bereagentinj gliukozés biologinj jutiklj buvo
pritaikytas elektrochemiskai susintetinta PPKR, PPD, AuND ir GOX. Siuo
atveju EPT néra papildomai jdedamas | tiriamajj tirpalg, o yra jterpiamas i
jutiklio konstrukcijg. Taip gaunama pranasesné bereagentiné sistema, kuriai
matavimo metu reikalingos jokios kitos medziagos iSskyrus analite.
Bereagentiniai jutikliai gali buti vienkartiniai, tvirtinami prie odos ir Kt.
Tokie biologiniai jutikliai kuriami ir naudojami jvairiose srityse: tam tikry
medziagy aptikimas ir nustatymas maisto ir gérimy produktuose, tyrimai in
vivo. AuND taikymas biologiniuose jutikliuose dar labiau pagerina S$iy
savybes: jautrj, stabilumg, atsako laikg [107, 108], atrankumg ir laiduma
[109]. Galiausiai, jutiklyje pritaikytas KP sukuria stabiliag matrica fermento
imobilizavimui [41]. KP taip pat praplecia aptikimo ribas [103, 110],
prailgina stabiluma [111], padidina jutiklio atsparumg pasalinéms
medZziagoms. Be to buvo nustatyta, kad KP laidumas ir stabilumas padidéja
jterpus | ji AuND [112]. Taigi naudojant $iuos tris komponentus buvo
pagamintas gliukozés biologinis jutiklis, iStirtos pagrindinés jo analizinés
charakteristikos ir patikrintas panaudojimas gliukozés nustatymui
vaistiniuose preparatuose Orsalit Drink ir Rehydron Optim, kurie yra
naudojami kompensuojant organizme drusky ir vandens netekima, ir kraujo
serume.

Elektrochemiskai  susintetinti laidis PPKR  sluoksniai su
imobilizuotomis biomolekulémis buvo pritaikyti biologiniuose jutikliuose
[54, 113]. Tadiau $iuo atveju elektropolimerizacija atlickama vandeningje
terpéje, nepasalinant deguonies, todél susiformaves PPKR sluoksnis néra
laidus. Nelaidus polimero sluoksnis turi savy privalumy — sluoksnio storis
yra tik 10 — 100 nm, todél substratas, produktas ir EPT gali laisvai ir lengvai
difunduoti. Nepaisant to, sluoksnis yra dalinai nelaidus, o tai yra naudinga
nepraleidziant pasaliniy, interferuojan¢iy medziagy, kurios gali daryti jtaka
signalui ar uzterSti elektrodo pavirSiy. Taigi nelaidZiy polimery taikymas
biologiniuose jutikliuose niekuo nenusileidzia laidiems [114].

Gliukozés biologinio jutiklio pagaminimo ir veikimo schema
parodyta 25 paveiksle. Jutiklis buvo konstruojamas GR elektrodo pavirSiuje
elektrocheminés polimerizacijos biidu suformuojant PPD ir PPKR su
jterptomis AuND sluoksnj. Polimerizacija atlikta ciklinés
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voltamperometrijos (CV) metodu, naudojant trielektrodine elektrocheming
cele, kurioje yra Pt pagalbinis elektrodas, Ag/AgCI|CI" lyginamasis
elektrodas ir GR indikatorinis elektrodas merkiami j elektrochemine cele su
5 ml A-PBS-KCI buferinio tirpalo (pH 6,0), 0,1 mol/l PKR ir 0,15 nmol/l
AUND. Toliau indikatorinis elektrodas modifikuojamas GOx naudojant EDC
ir NHS misinj. Elektrochemiskai susintetintas PPD sluoksnis veikia kaip
EPT, perduodantis elektronus susidariusius gliukozés oksidacijos metu
elektrodui. Tuo tarpu AuND, esantios PPKR sluoksnyje, palengvina
elektrony pernasg ir padidina jutiklio analizinj signala.

cv
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25 pav. Schema vaizduojanti bereagentinio gliukozés jutiklio, kuriame
pritaikytas PPD/(AuND)PPKRg -GOx nanobiokompozitas, gamyba ir
veikimo principas.

Konstruojant jutiklj svarbu parinkti optimalias
elektropolimerizacijos ir fermento imobilizavimo salygas. Daug faktoriy
daro jtaka polimero sluoksnio susiformavimui, jo savybéms. Parenkant
optimalias elektropolimerizacijos salygas, buvo parinktos ciklinés
voltamperometrijos potencialo skleidimo ribos, potencialo skleidimo greitis
ir cikly skaicius. Potencialas turi biiti toks, kad jvykty PD ir PCA monomery
oksidacija. KeiCiant potencialg, susintetinti polimero sluoksniai pasizymi
skirtingomis savybémis, kinta jy sluoksnio storis [115]. Polimero sluoksniui
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taip pat daro jtaka cikly skaiCius ir potencialo skleidimo greitis. Gali
susidaryti storesnis, plonesnis arba net pilnai nepasidenggs ant elektrodo
sluoksnis. Tai daro jtaka imobilizuoto fermento kiekiui, kuris lemia jutiklio
analizinio signalo dydj. Be to, per storas polimero sluoksnis gali sudaryti
difuzinius apsunkinimus ir riboti elektrony perna$g iki elektrodo pavirsiaus.

Galutinis teigiamas

potencialas, V Ciklu skaicius
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26 pav. GR/PPD/PPKRg -GOx elektrodo signalo priklausomybé nuo
galutinio teigiamo potencialo (A), potencialo skleidimo cikly skaiciaus (B) ir
potencialo skleidimo greicio (C). Matavimy salygos: +200,0 mV, A-PBS-
KCl pH 6,0, 100,0 mmol/l gliukozés. Elektrody paruo$imo salygos: 8,45
ug/cm? PD; 0,1 mol/l PKR; 10 potencialo skleidimo cikly (A ir C); galutinis
teigiamas potencialas 1,0 V (B ir C), potencialo skleidimo greitis 100 mV/s
(A ir B), 40 mg/ml GOx, aktyvacijos EDC/NHS trukmé 30 min, GOx
imobilizacijos trukmé 30 min.
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Visy pirma buvo parinkta tinkamiausia teigiamo potencialo
skleidimo riba. GR elektrodas adsorbavus PD (GR/PD) merkiamas j
elektrocheming celg uzpildyta A-PBS-KCI pH 6,0 tirpalu su 0,1 mol/l PKR.
Pradinis indikatoriniam elektrodui suteiktas potencialas —0,4, o galutinis
+0,9; +1,0; +1,1; +1,2; +1,3; +1,4 arba +1,5 V vs Ag/AgCI|CI". Sio tyrimo
metu buvo naudotas 100 mV/s potencialo skleidimo greitis, skleidziama 10
cikly. Kito tyrimo metu buvo parinktas optimalus potencialo cikly skaicius,
potencialg skleidziant nuo —0,4 iki +1,0 V, esant 100 mV/s greiéiui. Ir
galiausiai vykdoma elektropolimerizacija skleidziant potencialg 25, 50, 100,
150 arba 200 mV/s greiciu, potencialg skleidziant nuo —0,4 iki +1,0 V 10
cikly. Elektrodai su skirtingomis salygomis susintetintais polimero
sluoksniais buvo modifikuoti GOX ir iSmatuotas jy atsakas j 100,0 mmol/I
gliukozés, A-PBS-KCI pH 6,0 tirpale esant +200 mV potencialui. Siy tyrimy
rezultatai pateikiami 26 paveiksle. Eksperimenty rezultatai parodo, kad
galutinis teigiamas potencialas, potencialo cikly skai¢ius ir potencialo
skleidimo greitis daro jtaka polimero sluoksnio susiformavimui. Nuo to
priklauso imobilizuojamos GOx kiekis ir jutiklio analizinis signalas. IS
tyrimo galima spresti, kad didziausias anodinés srovés (Al) pasikeitimas
GR/PPD/PPKRg -GOx elektrodui pasiekiamas, esant 1,0 V galutiniam
teigiamam potencialui, 10 skleidziamy cikly ir esant 100 mV/s skleidimo
grei¢iui. Sie rezultatai patvirtina, kad polimero sluoksnio storis gali biiti
kei¢iamas, keiCiant elektropolimerizacijos salygas. Kaip minéta — Kkeiciant
elektropolimerizacijos salygas, kinta jutiklio atsakas. Todél pagal gautus
rezultatus tolimesniems tyrimams buvo parinktos elektropolimerizacijos
salygos: galutinis teigiamas potencialas 1,0 V, 10 potencialo cikly ir 100
mV/s potencialo skleidimo greitis.

Toliau buvo nuspresta patikrinti, ar AuND palengvina elektrony
pernasa ir padidina GR/PPD/PPKRg -GOXx elektrodo analizinj signala. Todél
buvo jvertinta AuND koncentracijos polimerizacijos tirpale jtaka pagaminto
elektrodo signalui. Sio tyrimo metu polimerizacijos tirpale buvo skirtingos
AuND tirpalo koncentracijos: 0; 0,05; 0,10; 0,15 ir 0,20 nmol/l. Kaip matyti
i§ 27 A paveikslo, AuND padidina jutiklio analizinj signalg. Didziausias
analizinis signalas gaunamas tuomet, kai polimerizacijos tirpale yra
0,15 nmol/l AuND. Gaunamas analizinis signalas yra 1,8 karto didesnis uz
signalg gaunamg nenaudojant AUND. Taciau polimerizacijos tirpale, esant
daugiau nei 0,15 nmol/l AuND, signalas pradeda mazéti. Tai galima
paaiskinti tuo, kad ant elektrodo pavirSiaus padidéjus AuND kiekiui susidaro
dideli AuND agregatai, kurie yra maziau efektyviis elektrony pernasos
procese negu pavienés AuND. Kity autoriy teigimu AuND koncentracija
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polimerizacijos tirpale daro jtaka elektrochemiSkai susintetinto PPy
poringumui  [112]. Remiantis $iais duomenimis, didéjant AuND
koncentracijai (AUND)PPKRg, sluoksnio poringumas padidéja, taip padidéja
polimero pavirSiaus plotas. Todél daugiau karboksilo grupiy polimero
pavir§iuje  yra  pasiekiamos GOx. Pagal Siuos duomenis
GR/PPD/(AUND)PPKRg -GOx elektrodo paruoSimui buvo pasirinkta
naudoti 0,15 nmol/l AuND koncentracija.
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27 pav. GR/PPD/(AuND)PPKRg -GOx elektrodo signalo priklausomybé
nuo polimerizacijos tirpale esan¢ios AuND koncentracijos (A) ir PD kiekio
(B). Matavimy sglygos: +200,0 mV, A-PBS-KCI pH 6,0, 100,0 mmol/l
gliukozés. Elektrody paruosimo salygos: 8,45 pg/cm? PD (A), 0,15 nmol/l
AuND (B), 0,1 mol/l PKR, 10 potencialo skleidimo cikly, potencialo
skleidimo ribos —0,4— 1,0 V, potencialo skleidimo greitis 100 mV/s,
aktyvacijos EDC/NHS trukmé 30 min, 40 mg/ml GOx, GOx imobilizacijos
trukmé 30 min.

Kuriant amperometrinj biologinj jutiklj svarbu sukurti efektyvig
elektrony pernasa nuo fermento aktyvaus centro iki elektrodo pavirSiaus.
Ciftci ir bendraautoriy paskelbtoje publikacijoje raSoma, kad fermentinés
sintezés metu gautas PPD pasizymi geromis elektrony pernasos savybémis
[116]. Siuo atveju PPD buvo sintetinamas elektrochemiskai. I§ pradziy PD
tirpalas uzlasinamas ant elektrodo darbinio pavirSiaus ir i§dziovinamas. PD
adsorbuojasi pavirSiuje. Eksperimenty metu ant elektrody pavirSiaus buvo
0; 1,0; 3,0; 6,0; 12,0 ir 18,0 pg PD. Gaunamos atitinkamos pavir§inés
koncentracijos: 0,0; 1,4; 4,23; 8,45; 16,9 ir 23,3 ug/cm®. 27 B paveiksle
pateikta GR/PPD/(AuUND)PPKRg -GOx elektrodo analizinio signalo
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priklausomybé nuo PD kiekio esant 100 mmol/l gliukozés. Matoma, kad
signalas néra registruojamas, jei ant elektrodo pavirSiaus néra PD. Didéjant
PD kiekiui, analizinis signalas didéja, kol pasiekia didZiausig reik§me, esant
8,45 pg/cm? PD kiekiui. Toliau didinant PD kieki, signalas ima mazéti. Ta
galima paaiskinti tuo, kad ant elektrodo pavirSiaus didéjant PD kiekiui —
didé¢ja PPD sluoksnio storis. D¢l jo padidéja atstumas nuo GOx iki elektrodo
pavirSiaus. Todél, esant optimaliam sluoksnio storiui, gaunamas didZiausias
elektrodo signalas. Toks sluoksnis pasizymi geriausiu pralaidumu. Storesnis
sluoksnis apsunkina elektrony pernaSg ir taip sumazina analitinj signalg.
Pagal gautus rezultatus, tolimesniems tyrimams buvo pasirinktas naudoti
8,45 ug/lcm®>  PD  kiekis GR/PPD/(AuND)PPKRg -GOx elektrodo
paruoSimui.

GR elektrodas, GR elektrodas modifikuotas elektrochemiskai
susintetintu PPD (GR/PPD), GR elektrodas modifikuotas elektrochemiskai
susintetinta PPKRg. (GR/PPKRg), GR elektrodas modifikuotas
elektrochemiskai susintetintu PPD ir PPKR su jterptomis AuND
(GR/PPD/(AuND)PPKRg.) bei GR/PPD/(AUND)PPKREg -GOx elektrodas
buvo charakterizuoti CV metodu (28 pav.). Naudojant kiekvieng elektroda
buvo skleidZiamas potencialas nuo —0,4 iki +1,0 V, 10 potencialo skleidimo
cikly, 100 mV/s potencialo skleidimo grei¢iu A-PBS-KCI pH 6,0
buferiniame tirpale. Kaip matoma i§ gauty duomeny, GR elektrodui nebuvo
fiksuojamos  oksidacinés-redukcinés smailés. Kity trijy elektrody
voltamperogramos yra didesnio ploto. Per pirma anodinj skleidimg ant GR
elektrodo prasideda PPD ir PPKR sluoksniy formavimasis. Kaip matoma i$
28 A paveikslo, oksidacijos-redukcijos srovés smailés néra fiksuojamos
GR/PPKRg_ elektrodui. Tac¢iau stebint potencialo skleidimo ciklus matoma,
kad voltamperogramos plotis didéja, 0 srovés stiprio verté ties galutiniu
teigiamu potencialu mazéja. Voltamperogramos ploc¢io didéjimas nuo antro
ciklo susijes su PPKR sluoksnio susidarymu. O srovés stiprio mazéjimas
parodo, kad susidarantis PPKR sluoksnis yra mazai laidus. Pirmoje GR/PPD
elektrodo voltamperogramoje yra aiskiai matomos monomero oksidacijos ir
redukcijos smailés ties +36,5 ir —118,3 mV vs Ag/AgCI|CI". Skirtumas tarp
smailiy 154,8 mV. Taciau nuo antro ciklo Sios smailés ima mazéti ir
atsiranda nauja smailé ties 200 mV. Taigi, dél susidarancio polimero ir
maz¢janCios monomero koncentracijos, oksidacijos smailé slenkasi |
teigiamesniy potencialo verciy sritj ir mazéja oksidacijos ir redukcijos
smailés [117]. 28 A paveiksle matomas aiskus PD ir PPD voltamperogramy
smailiy pasislinkimas link teigiamy potencialo veréiy. Taip pat matomas
GR/PPD/(AUND)PPKRg.  elektrodo  smailiy  mazéjimas.  Taliau
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voltamperogramos plotis registruojamas didesnis nei GR/PPD elektrodo. Tai
rodo, kad elektrodas yra padengtas PPKR sluoksniu. AuND jterpimo j
polipirolo matrica (PPy/AuND) mechanizmg pasiilé Chen su
bendraautoriais  [112]. Remiantis pasidlytu  mechanizmu, AuND
difunduodamos prie elektrodo pavirSiaus tampa pirolo polimerizacijos
branduoliu. Buvo pastebéta, kad dengimosi pradzioje PPy/AuND sluoksnio
polimerizacija prasideda ant AuND branduolio. Todél susidaro PPy
sluoksnis su jterptomis AUND.

v ‘ ‘ v Y T T
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28 pav. (A) GR (----+), GR/IPPD (- - -), GR/PPKRg (—),

GR/PPD/(AUND)PPKRE. (——) ir GR/PPD/(AUNDP)PPKRg -GOx (— - —)
elektrody ciklinés voltamperogramos A-PBS-KCI pH 6,0 (GR ir GR/PPD) ir
esant 0,1 mol/l PKR (GR/PPKRg,) arba 0,1 mol/l PKR ir 0,15 nmol/l AuND
(GR/PPD/(AuND)PPKRg). (B) GR/PPD/(AuND)PPKRg -GOx elektrodo
srovés stiprio priklausomybé nuo suteikto potencialo. Matavimy salygos:
A-PBS-KCI pH 6,0, 100 mmol/l gliukozés. Elektrody paruoSimo sglygos:
8,45 pg/cm? PD, 0,15 nmol/l AuND, 0,1 mol/l PKR, 10 potencialo skleidimo
cikly, potencialo skleidimo ribos —0,4 — 1,0 V, potencialo skleidimo greitis
100 mV/s, aktyvacijos EDC/NHS trukmé 30 min, 40 mg/ml GOx, GOx
imobilizacijos trukmeé 30 min.
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GR/PPD/(AUND)PPKRg -GOx  elektrodo  oksidacijos  smailé
matoma ties +104.9 mV. Taciau kaip matyti i§ 28 paveikslo B dalies,
kuriame parodoma elektrodo atsako priklausomybé nuo suteikto potencialo
A-PBS-KCI pH 6,0 buferiniame tirpale, esant 100 mmol/l gliukozés. Srovés
stipris staigiai padidéja, kai suteiktas potencialas pasikei¢ia nuo 50 iki
200 mV. Toliau stipris didéja ne taip Zymiai (13,65 pA ties 200 mV, 13,94
pA ties 250 mV, 13,84 pA ties 300 mV, 14,25 pA ties 350 mV ir 13.89 pA
ties 400 mV). Atlikus 8§ tyrimg tolimesniems amperometriniams
matavimams buvo pasirinktas +200 mV potencialas.

GR/PPKRg. ir GR/PPD/(AUND)PPKRg_ elektrody pavirsiaus
morfologija buvo istirta SEM. Vaizdai pateikiami 29 paveiksle. GR/PPKRg_
elektrodo pavirSius (29 A pav.) yra lygus ir budingas elektropolimerizacijos
bidu gautieks KP sluoksniams. GR/PPD/(AuND)PPKRg. elektrodo
pavirsiaus (29 B pav.) morfologija yra panasi su sferinémis mazdaug 15 nm
diametro dalelémis, iSsidésCiusiomis polimero sluoksnyje. SEM vaizdai
parodo, kad vis délto AuND néra tolygiai pasiskirs¢iusios polimero
sluoksnyje. Dalelés linkusios telktis ir sudaryti nanoklasterius.

29 pav. GR/PPKRg. (A) ir GR/PPD/(AUND)PPKRg. (B) elektrody
pavirSiaus SEM vaizdai. Salygos: didinimas — 65 000 karty, greitinimo
jtampa — 5,0 kV, srovés stipris — 0,4 nA.

Vienas i§ svarbiausiy fermentinio elektrocheminio biologinio jutiklio
gaminimo etapy yra fermento imobilizavimas elektrodo pavirsiuje. Siuo
atveju GOX buvo prijungiama kovalentiskai naudojant EDC ir NHS. Sios
medziagos yra biologiSkai suderinamos — nedaro jtakos biomolekulés
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aktyvumui. Kovalentiskai imobilizuojant fermenta, pasiekiamas didesnis
fermento aktyvumas, o tai padidina jutiklio stabilumg. Imobilizavimas gali
buti iSskirtas j aktyvacijos ir prijungimo etapus. AkKtyvacijos etapo metu
PPKR karboksilo grupés reaguoja su NHS esant EDC ir susidaro NHS
esteris. Tuomet prisijungimo etapo metu NHS esteris reaguoja su fermento
pirminémis amino grupémis, taip susidaro amidinis rysys tarp PPKR ir GOx.
Buvo istirtos GOx imobilizavimo sglygos: tirpalo, kuriame istirpinta GOX,
pH, GOx koncentracija, aktyvacijos ir prijungimo trukmé, kurioms esant
pagaminamas jutiklis pasiZymintis geriausiu veikimu. Norint nustatyti, kokio
pH tirpalas yra tinkamiausias GOx prijungimui, GR/PPD/(AuND)PPKRg,
elektrodai po karboksilo grupiy aktyvacijos buvo merkiami j GOx tirpalus
paruostus A-PBS buferinuose tirpaluose, kuriy pH: 4,0, 5,0, 6,0, 7.0 ir 8,0.
Tuomet buvo pamatuotas modifikuoty elektrody atsakas j 100,0 mmol/I
gliukozés. Rezultatai pateikti 30 A paveiksle. Biologinio jutiklio
amperometrinis signalas priklauso nuo modifikavimo metu naudoto GOXx
tirpalo pH. DidZiausias signalas (13,80 pA) gaunamas tirpalo pH esant 4,0.
Siek tiek mazesnis analizinj signalas (13,14 pA) registruojamas esant pH
6,0. GOx X-S tipo i§ Aspergillus niger yra aktyvi placiose pH ribose: nuo pH
4 iki pH 7. Natyvios gliukozés oksidazés optimalus veikimo pH yra 5,5.
Tikétina, kad esant pH 4,0 GOx susikoncentruoja  prie
GR/PPD/(AUND)PPKRg_  elektrodo  pavirSiaus, kadangi fermento
izoelektrinis taskas yra 4,2 [95], 0 PKR pKa verté yra apie 3,6. Todél esant
pH daugiau nei 3,6 dalis likusiy neaktyvuoty karboksilo grupiy ant
GR/PPD/(AUND)PPKRE_ elektrodo pavir$iaus yra deprotonuotoje formoje,
turi neigiamg kruvj. Tuo tarpu GOx esant pH maziau nei 4,2 turi teigiama
kriivi dél amino grupiy protonizacijos. Todé¢l esant pH 4,0 dél elektrostatiniy
saveiky prie GR/PPD/(AUND)PPKRg,_ elektrodo paviriaus padidéja GOx
koncentracija ir imobilizuojama daugiau fermento molekuliy -
registruojamas didziausias analizinj signalas. Tolimesniems tyrimams
imobilizavimui buvo pasirinkta naudoti pH 4,0 GOx tirpala.

Buvo istirta kokia GOx koncentracija po aktyvacijos EDC ir NHS
reagentais lemia didziausia GR/PPD/(AUND)PPKRg -GOx elektrodo
analizinj signalg. Naudoti trijy koncentracijy GOx tirpalai: 20,0, 30,0 ir
40 mg/ml.  Rezultatai pateikiami 30 B paveiksle. Didéjant GOx
koncentracijai, didéja ir elektrodo amperometrinis signalas. Didziausias
atsakas gaunamas, esant didziausiai naudotai GOx koncentracijai — 40
mg/ml. Tikétina, kad dar didinant koncentracija, elektrodo atsakas j gliukoze
didéty, taiau $i koncentracija yra pakankamai didelé, todél buvo nuspresta
jos nebedidinti.

62



Taip pat buvo optimizuotos karboksilo grupiy aktyvacijos ir GOx
prijungimo trukmés. Siam tikslui GR/PPD/(AUND)PPKRg, elektrodas buvo
laikomas EDC/NHS miSinyje ar GOx tirpale 10, 20, 30 arba 40 minuciy.
Rezultatai matomi atitinkamai 31 A ir B paveiksluose. Didéjant aktyvacijos
ir prijungimo trukméms, prie PPKR prisijungia didesnis kiekis GOx, todél
didéja elektrodo analizinis signalas. Taciau trukméms padidéjus iki
40 minuciy, elektrodo analizinis signalas sumaz¢ja. Tai galimai jvyksta dél
pusiau stabiliy esteriy susidarymo ir GOx aktyvumo praradimo, laikant
fermentg kambario temperatiiroje. Pasirinkta karboksilo grupiy aktyvacijos ir
GOx prijungimo trukmeés — 30 minuciy.

— — 14
AlB
12 1 12
10 1 - 10
< 8 8 «
= =
< 64 6 <
4 1 4
2 1 2
0 - 0
4 5 6 7 8 20 30 40
GOx tirpalo pH cGOx: mg/ml

30 pav. GR/PPD/(AUND)PPKRg -GOXx elektrodo signalo priklausomybé
nuo GOx tirpalo pH (A) ir GOx koncentracijos (B). Matavimy salygos:
+200,0 mV, A-PBS-KCI pH 6,0, 100 mmol/l gliukozés. Elektrody
paruosimo salygos: 8,45 ug/cmz PD, 0,15 nmol/l AuND, 0,1 mol/l PKR, 10
potencialo skleidimo cikly, potencialo skleidimo ribos —0,4 — 1,0 V,
potencialo skleidimo greitis 100 mV/s, 30 min (A, B) aktyvacijos EDC/NHS
trukme, 40 mg/ml (A) GOx, GOx imobilizacijos trukmé 30 min (A, B), GOx
tirpalo pH 4,0 (B).

Biologinio jutiklio signalas taip pat priklauso nuo terpés pH. Taip
yra dél to, kad pH daro jtakg fermento biokatalitiniam aktyvumui, EPT
elektrocheminéms savybéms ir apskritai bendram biologinio jutiklio darbui.
Todél buvo istirta A-PBS-KCI buferinio pH jtaka jutiklio signalui. Terpés
pH buvo keic¢iamas nuo 4,0 iki 9,0. Jutiklio atsakas i§ pradziy did¢jes iki pH
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6,0 toliau mazéja. Optimalus jutiklio veikimas esant pH 6,0 taip pat buvo
gautas amperometriniam jutikliui, kuriame pritaikytas PD ir GOx [36]. Taip
pat jutikliui su GOx ir AuND sluoksniais [118]. Taciau kitokie rezultatai
gauti kitiems polipirolo dariniams [104-106], laisvai GOx iSskirtai i$
Aspergillus niger palankiausias pH yra 5,5 [101]. Taigi galima daryti iSvada,
kad GOx aktyvumui jtaka daro imobilizacijos metodas [100], EPT [119],
AuND [120]. Pagal Siuo atveju gautus rezultatus pasirinkta optimali pH 6,0.
Taip gaunamas didziausias jutiklio atsakas, didesnis pakartojamumas ir
stabilumas.
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31 pav. GR/PPD/(AUND)PPKRg -GOx elektrodo signalo priklausomybé
nuo aktyvacijos trukmés (A) ir GOx prijungimo trukmés (B). Matavimy
salygos: +200,0 mV, A-PBS-KCI pH 6,0, 100 mmol/l gliukozés. Elektrody
paruosimo salygos: 8,45 ug/cm? PD, 0,15 nmol/l AuND, 0,1 mol/l PKR, 10
potencialo skleidimo cikly, potencialo skleidimo ribos —0,4 — 1,0 V,
potencialo skleidimo greitis 100 mV/s, 30 min (B) aktyvacijos EDC/NHS
trukme, 40 mg/ml (A, B) GOx imobilizacijos trukmé 30 min (A), GOx
tirpalo pH 4,0 (A, B).

Optimizavus GR/PPD/(AUND)PPKRg -GOx elektrodo paruo$imo ir
matavimo sglygas, buvo nustatyta elektrodo signalo priklausomybé nuo
gliukozés koncentracijos. Didinant gliukozés koncentracija A-PBS-KCI
buferiniame tirpale, registruojamas srovés stipris. 32 A paveiksle matoma
hiperboliné priklausomybé tarp gliukozés koncentracijos nuo 0,2 iki
500,0 mmol/l ir GR/PPD/(AuND)PPKRg -GOx elektrodo atsako. Tiesiné
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priklausomybé (R=0,999 (N:3)) stebima iki 150,0 mmol/l gliukozés
(32 B pav.). Aptikimo riba buvo gauta 0,08 mmol/l (N:3). Biologinio jutiklio
jautris 0,135 PA/MM. Tiesés lygtis I (pA) = 0,135 X Cgyiykoze(mmol/l) —
0,036, 0 R? = 0,999 (N:3). Gauta tiesin¢ priklausomybé yra Zymiai platesné
nei Kituose tyrimuose, kuriuose naudojamas PPy ar jo dariniai GOXx
imobilizavimui kartu su AuND [105, 121-123]. Gauta tiesiné priklausomybé
yra pakankamai plati gliukozés aptikimui ne tik kiino skysciuose, bet ir
méginiuose  turiniuose didesng  gliukozés koncentracija:  maisto
produktuose, vyne ir kituose gérimuose ar vaistiniuose preparatuose.
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32 pav. (A) GR/PPD/(AUND)PPKRg -GOx elektrodo signalo
priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos. (B) GR/PPD/(AUND)PPKRg, -
GOx elektrodo kalibraciné kreivé. Elektrodo paruosimo salygos: 8,45
pg/cm? PD, 0,15 nmol/l AuND, 0,1 mol/l PKR, 10 potencialo skleidimo
cikly, potencialo skleidimo ribos —0,4 — 1,0 V, potencialo skleidimo greitis
100 mV/s, 30 min aktyvacijos EDC/NHS trukmé, 40 mg/ml GOx GOx
imobilizacijos trukmé 30 min. Matavimy salygos: A-PBS-KCI pH 6,0,
+200,0 mV.

Jutiklio pakartojamumas ir atkuriamumas buvo tiriamas matuojant
GR/PPD/(AUND)PPKRg -GOx elektrodo atsaka | gliukoze. Tiriant
pakartojamumg, GR/PPD/(AUND)PPKRg -GOx elektrodas paruo$iamas
optimizuotomis sglygomis, tuomet tris kartus matuojamas jo atsakas j 5,0,
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50,0 ir 100,0 mmol/l gliukozés. SSN trims nepriklausomiems matavimams
paskaiciuotas atitinkamai kiekvienai koncentracijai yra 4,22 %, 2,34 % ir
1,67 %. Tiriant atkuriamuma, trys GR/PPD/(AuUND)PPKRg -GOXx elektrodai
paruoSiami optimizuotomis sglygomis ir matuojamas jy atsakas j 5,0, 50,0 ir
100,0 mmol/l gliukozés. SSN paskaiCiuotas atitinkamai kiekvienai
koncentracijai yra 6,93 %, 2,23 % ir 1,17 %. Sie duomenys parodo, kad
jutiklis pasizymi geru pakartojamumu ir atkuriamumu, ypac¢ esant didesnei
gliukozés koncentracijai.
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33 pav. (A) GR/PPD/(AUND)PPKREg -GOX elektrodo atsakas j gliukoze ir
interferuojandias medziagas. Elektrodo paruogimo salygos: 8,45 pg/cm’ PD,
0,15 nmol/l AuND, 0,1 mol/l PKR, 10 potencialo skleidimo cikly, potencialo
skleidimo ribos —0,4 — 1,0 V, potencialo skleidimo greitis 100 mV/s, 30 min
aktyvacijos EDC/NHS trukmé, 40 mg/ml GOx imobilizacijos trukmé 30
min. Matavimy sglygos: A-PBS-KCI pH 6,0, +200,0 mV.

Realiuose méginiuose, kuriuose norima pamatuoti gliukozés
koncentracija, dazniausiai biina ir kity medziagy, kurios gali daryti jtaka
elektrodo signalui. Todél reikia jvertinti $iy medziagy galimg efekts.
Eksperimentui pasirinktos medziagos: SR, AAF, acetilsalicilo riigstis (ASR),
DP ir AR. Tyrimo metu j matuojama tirpalg i$ pradziy buvo jpilta 5,0 mmol/I
gliukozés. Gavus stabily atsakg j gliukoze, jpilama 0,30 mmol/l SR ir vél
laukiama signalo nusistovéjimo. Procedira kartojama jpilant 0,10 mmol/I
AAF, 0,07 mmol/l ASR, 0,10 mmol/l DP ir galiausiai 0,10 mmol/l AR. I$
33 paveikslo matyti, kad SR, AAF ir ASR nedaro jtakos jutiklio signalui. AR
signalg padidina 6,45 %. Kraujyje normali gliukozés koncentracija yra
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5,6 mmol/l, o AR — apie 0,1 mmol/l. Todé¢l galima teigti, kad AR jtaka
jutiklio analizininiam signalui yra pakankamai nezymi. Kaip ir GR/PPKRcu-
GOx jutiklio atveju, polimero karboksilo grupés galimai deprotonizuojasi,
todél elektrodo pavirSiuje susidaro neigiamas kriivis. Duomenys parodo, kad
didziausia jtaka signalui daro DP — signalas padidéja 13,31 %. Esant terpés
pH 6,0, DP (pKa 10,75) yra protonizuotoje formoje, dél elektrostatiniy
saveiky DP koncentracija prie elektrodo pavirSiaus padidéja ir galimai
vykstant DP oksidacijai — padidéja registruojama srové.

Geras jutikliy stabilumas yra viena i§ svarbiausiy savybiy.
GR/PPD/(AUND)PPKRg -GOx elektrodo stabilumas buvo stebimas 14
dieny. Elektrodas buvo pagamintas optimizuotomis saglygomis ir stebimas jo
atsakas j 100 mmol/l gliukozés A-PBS-KCI buferiniame tirpale pH 6,0.
Tyrimo rezultatai pateikiami 34 paveiksle. Signalas gan tolygiai mazéja
kiekvieng dieng ir po 14 dieny sumazéja tik 4 %, lyginant su pradiniu
signalu. Ruosiant elektroda, fermentas yra kovalentiskai prijungiamas prie
polimero. Todél jutiklis pasizymi geru stabilumu. Signalo praradimas
galimai susijgs su dalies fermento aktyvumo praradimu, dél temperatiiry
kaitos matuojant kambario temperatairoje, o tarp matavimy laikant 4 °C. Taip
pat dalis fermento galéjo bati neprisijungusi prie polimero kovalenti§kai, o
buvo adsorbuota, todél matavimy metu galé¢jo desorbuoti nuo elektrodo
pavirSiaus. Taigi po 14 dieny likgs 96,0 % elektrodo signalas parodo gera
jutiklio stabiluma.
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34 pav. GR/PPD/(AUND)PPKRg -GOx elektrodo atsako kitimas laike.
Elektrodo paruogimo salygos: 8,45 pg/cm? PD, 0,15 nmol/I AuND, 0,1 mol/I
PKR, 10 potencialo skleidimo cikly, potencialo skleidimo ribos —0,4 — 1,0
V, potencialo skleidimo greitis 100 mV/s, 30 min aktyvacijos EDC/NHS
trukmeé, 40 mg/ml GOx GOx imobilizacijos trukmé 30 min. Matavimy
salygos: A-PBS-KCI pH 6,0, +200,0 mV.
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Galiausiai  sukurtas ir optimizuotas biologinis jutiklis buvo
iSbandytas matuojant gliukozés koncentracija vaistiniuose preparatuose
Orsalit Drink, Rehydron Optim ir kraujo serumo méginyje. Nustatytos
gliukozés koncentracijos buvo palygintos su vaisty gamintojy nurodytomis
koncentracijomis. Kraujo serume buvo 5,55 mmol/l gliukozés koncentracija.
Orsalit Drink tirpalas buvo naudojamas i$ karto, o Rehydron Optim buvo
iStirpintas 100 ml vandens, gautas tirpalas turintis 374,58 mmol/l gliukozés,
pagal gliukozés kiekj nurodyta ant pakuotés. Nusistovéjus bazinei linijai, |
cele su 5 ml A-PBS-KCI pH 6,0 buferinio tirpalo buvo jpilama 200 pl vieno
i§ vaistiniy preparaty arba 500 pl kraujo serumo. Matavimai pakartoti tris
kartus. Gliukozés koncentracija nustatyta i§ kalibracinés kreivés, kuri buvo
sudaryta analizuojant zinomos koncentracijos gliukozés tirpalus nuo 0,2 iki
150 mmol/l. Rezultatai pateikiami 3 lenteléje rodo, kad santykiné paklaida
Orsalit Drink, Rehydron Optim ir kraujo serume atitinkamai buvo 1,64, 0,09
ir 0,54 %. Kaip minéta anks€iau, tiriant pasaliniy medziagy jtaka jutiklio
signalui, SR jtakos nedaro. Tadiau méginyje esant 0,1 mmol/l AR ir 5
mmol/l gliukozés, jutiklio signalas padidéja 6 %. Kraujo serume nustatyta
gliukozés koncentracija buvo 0,03 mmol/l didesné nei tikroji koncentracija.
Tai gali buti, dél serume esancios AR. Taciau §is pokytis yra gan neZymus.
Todél galima teigti, kad sukurtas GR/PPD/(AuUND)PPKRg -GOx jutiklis gali
pakankamai tiksliai nustatyti gliukozés kiekj realiuose méginiuose.

3 lentelé. Gliukozés nustatymas tikruose méginiuose.

Méginys | Mat.| Nustatyta | Vidurkis | Deklaruojama | Santykiné
Nr. | koncentracija, koncentracija, paklaida,
mmol/I mmol/I %
. 1 75,08
S:is:i'(” 2 73,92 74,37 73,17 1,64
3 7412
1 373,36
g‘:ﬂ%’rﬁm” 2 37653 | 374,93 374,58 0,09
3 374,91
_ 1 5,50
?erri‘:#gs 2 5,66 5,58 5,55 0,54
3 5,58
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ISVADOS

e PPKR dalelés susintetintos cheminés polimerizacijos biidu, polimerizacijos
iniciatoriumi naudojant H,0,, bei fermentinés polimerizacijos budu,
naudojant GOX ir gliukozg. Fermentiné polimerizacija vyksta 2,0 — 9,0 pH
terpéje, optimalus pH 5,0. Tuo tarpu cheminés polimerizacijos vyksmui
geriausia terpé yra pH 2,0. Silpnai ragstingje terpéje fermentiné
polimerizacija vyksta grei¢iau nei cheminé, taciau susidariusios PPKR
dalelés yra mazesnio diametro.

¢ Panaudojant cheminés oksidacinés polimerizacijos biidu susintetinty
PPKR daleliy ir GOx biokompozita sukonstruotas gliukozés biologinis
jutiklis  veikiantis elektrony pernasos tarpininku naudojant FMS.
Optimalios jutiklio indikatorinio elektrodo paruoSimo salygos: PPKR
daleliy sintezés trukmé 48 val., GOx tirpalo pH 4,0, 5 mg/ml JSA, 6,0 ul
biokompozito suspensijos. Optimalios salygos jutiklio veikimui: +300 mV,
terpés pH 8,0. Jutiklio tiesinis diapazonas 0,1 — 15,0 mmol/l, aptikimo riba
0,039 mmol/I. Jutiklis gali buti taikomas realiy méginiy analizei.

¢ Panaudojant elektrocheminés sintezés biidu susintetintos PPKR, PPD,
AuUND ir GOx nanobiokompozita sukonstruotas bereagentinis gliukozés
biologinis jutiklis. Optimalios jutiklio indikatorinio elektrodo paruo$imo
salygos: potencialo skleidimo ribos —0,4 — 1,0 V, 10 potencialo skleidimo
cikly ir 100 mV/s skleidimo greitis, 0,15 nmol/l AuND, 8,45 pg/cm? PD,
40 mg/ml GOx tirpalas pH 4,0, karboksilo grupiy aktyvacijos ir GOx
prijungimo trukmés 30 min. Optimalios jutiklio veikimui salygos:
+200 mV, terpés pH 6,0. Jutiklio tiesinis diapazonas 0,2 — 150,0 mmol/I,
aptikimo riba 0,08 mmol/l. Jutiklis gali bati taikomas realiy méginiy
analizei.
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