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Ivadas

Pagal pasitilyta IUPAC terminologija, biologinis jutiklis — tai analizinis jrenginys,
kuriame pritaikyti specifiniai biocheminiai procesai, 0 juose dalyvauja jmobilizuoti
fermentai, imunologinés sistemos, audiniai, organelés ar Iastelés. Biologiniuose
jutikliuose dazniausiai naudojami elektrocheminiai, optiniai, mikrogravimetriniai ir
mikromechaniniai signaly vertikliai. Sie jrenginiai pasizymi pla¢iomis taikymo
galimybémis tokiose srityse, kaip aplinkos stebésena, maisto pramoné, medicina,
saugumas bei gynyba. Biologinis jutiklis dazniausiai susideda i§ dviejy daliy: biologinio
atpazinimo elemento (savo sudétyje turincio biologini komponentg) ir signalo vertiklio,
pakeician€io cheminj signalg } registruojama elektroniSkai. Pagal atpaZinimo elementa
biologiniai jutikliai gali biiti skirstomi j fermentinius, imunologinius, nukleortig§¢iy ir
visos lgstelés jutiklius.

Priklausomai nuo sintezés salygy ir legiravimo konjuguotas polimeras,
pvz.: polipirolas gali pasizyméti skirtingu elektriniu laidumu (gali buti didelio
efektyvumo izoliatorius arba geras laidininkas). Sio polimero dabartinés taikymo sritys
apima elektronikos, fotovoltiniy elementy, apsauginiy sluoksniy, jutikliy ir biologiniy
jutikliy kryptis. Jutikliams §i medZiaga buvo pasirinkta dél keleto priezasCiy: laidumo
(gali biiti naudojamas kaip elektrodas ar signalo vertiklis), galimybés jj naudoti kaip
pusiau pralaidzia membrang, kuri apsaugo atpazinimo elementg nuo Zalingo aplinkos
poveikio, taciau leidzia analitei jj pasiekti. Be to, polipirolas, naudojant skirtingas
sintezés procediiras, gali biiti gaunamas jvairiausiy formy ir struktiry. Dél minéty
priezas¢iy polipirolas Siame darbe buvo panaudotas kaip matrica DNR ir kofeino
molekuliniy jspaudy gamyboje, kurioje jis veiké ir kaip atpazinimo elementas ir kaip
signalo vertiklis. Atlikus tyrimus buvo nustatyta, kaip naudojant tokig sistema bus
registruojamas analizinis signalas.

Mieliy lastelés taip pat gali biiti naudojamos biologiniuose jutiklivose ir kuro
elementuose, taciau jos turi keleta trikumy. Vienas i8 jy yra elektros kriivio perdavimas
1§ lastelés elektrodui. Lastelés modifikavimas elektrai laidziu polimeru galéty padidinti
mielés sienelés elektrinj laidumag ir taip pagerinti registruojamo signalo aptikimo ribg bei
kuro elementy efektyvuma, taCiau lieka neaiSki tokio modifikavimo jtaka lgsteliy
gyvybingumui. D¢l Siy priezaséiy buvo istirtas lgsteliy biologinis suderinamumas su
polipirolu tiek jj naudojant kaip padékla, tiek ir kaip medziagg Iasteliy siencléje.
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Pagrindai, ant kuriy jmobilizuojamos lastelés, yra labai svarbiis daugeliui tyrimy ir
taikymy. Jutikliai, kuriuose naudojamos pavienés lastelés gali biti naudojami labai
jvairiose srityse pvz.: aplinkosaugoje bei farmacijoje. Sio jutiklio svarbiausias
registruojamas signalas dazniausiai biina pacioje lasteléje vykstantys pokyciai, o ne jos
generuojami produktai. Vienos lgstelés aptikimui ir tyrimui gali biiti naudojami jvairiis
metodai, tokie kaip tekmeés citometrija, potenciometrija, atominiy jégy mikroskopija ar
Ramano spektroskopija. Pastarosioms dviem metodikoms Iasteliy jtvirtinimo
technologijos pasirinkimas yra labai svarbus veiksnys. Atominiy jégy mikroskopijai
padéklas turi buti pakankamai lygus, o lastelés pakankamai tvirtai jmobilizuotos.
Ramano spektroskopijai labai svarbu, kad kiekvienas Ramano signalo fotonas patekty j
detektoriy. Kadangi lastelés yra labai mazos ir lengvai perSvieCiamos lazerio Sviesa,
matavimo metu yra registruojamas ir padéklo signalas, tod¢l padéklas Siems
matavimams turi biti pasirenkamas labai atidziai. Musy eksperimentuose Ramano

spektroskopijos matavimams buvo pasirinkti keli padéklai.

Darbo tikslas:
IStirti polipirolo savybes ir galimybes jj pritaikyti biologiniuose jutikliuose, mieliy
modifikavimui ir kompozity su aukso nanodalelémis ar fermentu kiirimui bei nustatyti

skirtingy padékly jtaka mieliy 1gsteliy Ramano signalo intensyvumui.

Darbo uzdaviniai:

1. Istirti elektrocheming polipirolo sintez¢ bei jvertinti ant auksinio elektrodo
suformuoto sluoksnio stabilumg ir morfologija.

2.  Elektrochemiskai susintetinti molekuliniais DNR jspaudais modifikuoto polipirolo
sluoksnj ant grafito elektrodo naudojant du skirtingus metodus: potencialy cikly bei
potencialy impulsy sekas ir jvertinti tokiy polimery gebéjima specifiskai atpazinti
tirpale esan¢ias DNR grandines, identiskas jspaustosioms.

3. Elektrochemiskai susintetinti kofeino molekulinius jspaudus ant auksinio elektrodo
ir jvertinti tokios sistemos atrankuma kofeino ir teofilino molekuléms.

4.  Cheming¢je polipirolo sintez¢je pritaikyti aukso riigS§ti bei jvertinti susidariusiy

Au/Ppy kompozity dydj ir struktiira.



5. Panaudojant fermentg gliukozés oksidaze (GOx) chemiSkai susintetinti polipirolo ir
GOx biokompozitus, istirti kompozity dydzio kitimo dinamika laike bei jvertinti
pirolo ir fermento santykj juose.

6. Palyginti pelés kauly ¢iulpy kamieniniy lgsteliy proliferacija ant aukso ir polipirolo
sluoksniy, chemiskai susintetinty esant skirtingai monomero koncentracijai.

7. Ivertinti skirtingy pavirSiy: stiklo, silicio, silicio oksido, grafito ir strukttirizuoto
sidabro jtaka mieliy lasteliy Ramano spektroskopijai.

8.  Palyginti cheminiais reagentais ar polipirolu modifikuoty mieliy Igsteliy pavir§iaus

SiurkStumg atominiy jégy mikroskopu bei jvertinti polipirolu modifikuoty lasteliy

gyvybinguma.

Mokslinis naujumas:

1. Parodyta, kad elektrochemiskai, naudojant potencialy cikly arba potencialy
impulsy sekas, susintetintas polipirolas gali biti pritaikytas molekuliniy DNR ir
kofeino jspaudy kiirimui.

2. Panaudojant izotopy santykio masés spektrometra nustatytas biokompozito
sudedamyjy daliy (gliukozés oksidazés ir pirolo) santykis méginyje.

3. Nustatyta, kad polipirolo sluoksnis yra biologiskai suderinamas su peliy kauly
¢iulpy kamieninémis lgstelémis ir Zymiai nepakei€ia jy adheziniy savybiy bei
proliferacijos.

4. Parodyta, kaip padéklas, ant kurio adsorbuotos mieliy Ilgstelés, nulemia
registruojamg Ramano signalo intensyvumg ir kaip nuo pasirinkto padéklo
priklauso lazerio Sviesos pasiskirstymas lgstelés viduje ir aplink ja.

5. Parodyta, kad naudojant [Fe(CN)e]*/[Fe(CN)s]* sistema mieliy lasteliy sienelé
ir/arba periplazma gali biti modifikuota polipirolo dariniais.

Ginamieji teiginiai:

1. Elektrocheminé¢ polipirolo sintezé ant auksinio elektrodo vyksta
formuojantis polimero ,,saloms®. Taip susintetintas sluoksnis yra stabilus vandeninéje
terpéje, o modifikuotas kofeino arba DNR molekuliniais jspaudais gali buti
panaudojamas kofeino arba jspaustosios DNR molekuliy nustatymui.

2. Aukso riig$tis gali buti panaudota pirolo polimerizacijai ir aukso nanodaleliy

didinimui bei polipirolo/(aukso nanodaleliy) kompozity formavimui.
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3. Fermento, gliukozés oksidazés, inicijuotos cheminés polipirolo sintezés
metu gauty polimero ir fermento kompozity sudedamyjy daliy santykj galima tiksliai
nustatyti naudojant stabiliy izotopy masiy spektrometrijg.

4. Chemiskai ant auksinio elektrodo suformuotas polipirolo sluoksnis yra
biologiskai suderinamas su pelés kauly ¢iulpy kamieninémis lgstelémis ir neturi Zymios
jitakos jy adhezijai ant pavirSiaus bei proliferacijai. Polipirolas gali biiti susintetintas
mieliy lasteliy sienel¢je ir/ar periplazmoje, smarkiai nesumazinant jy gyvybingumo.

5. Mieliy lasteliy Ramano signalo intensyvumas ir lazerio Sviesos intensyvumo
pasiskirstymas lgsteléje priklauso nuo pasirinkto padéklo, o atominiy jégy mikroskopas
suteikia galimybe jZzvelgti smulkius lgstelés darinius, tokius kaip dalijimosi randas ar

polipirolo sankaupos.

Naudotos santrumpos

AJM - atominiy jégy mikroskopas;

AUND - aukso nanodalelés;

AU/Ppy — aukso nanodaleliy ir polipirolo kompozitas;

CV - ciklin¢ voltamperometrija;

DNR - deoksiribonukleortigstis;

ISMS - izotopy santykio masiy spektrometrija;

IUPAC — Tarptautiné grynosios ir taikomosios chemijos sgjunga (angl. International
Union of Pure and Applied Chemistry);

KKMS - kvarco kristalo mikrosvarstyklés;

MIPpy — polipirolo sluoksnis su molekuliniais jspaudais;

MIPpy-CV - polipirolo sluoksnis su molekuliniais jspaudais, gautas ciklinés
voltamperometrijos metodu;

MIPpy-PPS — polipirolo sluoksnis su molekuliniais jspaudais, gautas potencialy impulsy
sekos metodu;

NAD(P)" — nikotinamido adenino dinukleotido fosfato jonas;

NAD(P)H — nikotinamido adenino dinukleotido fosfatas;

NIPpy — polipirolo sluoksnis be molekuliniy jspaudy;

NIPpy-CV - polipirolo sluoksnis be molekuliniy jspaudy, gautas ciklinés
voltamperometrijos metodu;

NIPpy-PPS - polipirolo sluoksnis be molekuliniy jspaudy, gautas potencialy impulsy
sekos metodu;

PBS - fosfatinis buferis;

Py — pirolas;

PMOR - plazminés membranos oksido-reduktazes;

Ppy — polipirolas;



PPS — potencialy impulsy sekos metodas;

RMS - vidutinis pavirSiaus SiurkStumas (angl. root mean square);
SEM - skenuojantis elektroninis mikroskopas;

SERS - pavirsiaus sustiprinta Ramano mikroskopija;

Trp — triptofanas.

Disertacijos sandara

Disertacija parasyta angly kalba ir turi Sias sudedamasias dalis: jvadas, literattiros
apzvalga, medziagos, metodika ir prietaisai, rezultatai ir jy aptarimas, iSvados, su
disertacija susijusiy moksliniy darby sgrasas, disertantés gyvenimo apraSymas, naudotos

literatiiros sgrasas.

Ivadas

Jvade apraSytas disertacinio darbo aktualumas Siuolaikiniame moksliniame
kontekste, pabréziant biologinius jutiklius ir polipirola. Pazymimas polipirolo
jvairiapusiSkumas ir iSskirtinés savybes, dél kuriy jis buvo pasirinktas molekuliniy
ispaudy gamyboje bei mieliy modifikavimui. Taip pat paminéta padéklo jtaka Ramano

spektroskopijai bei atominiy jégy mikroskopijai.

1. Literaturos apZvalga

Literatiiros apzvalgoje pateikiama biologiniy jutikliy apzvalga, iSsamus polipirolo
savybiy bei sintezés apraSymas, jo taikymai jutikliy technologijose. Literatiiros apZvalga
sudaro 6 skyriai: biologiniy jutikliy apzvalga, polipirolo sintezé ir savybés, molekuliniai
jspaudai, mieliy ir peliy kamieniniy lasteliy aprasSymai bei Ramano spektroskopijos
panaudojimas lIgsteliy tyrimams. Polipirolg aprasantis skyrius dar skiriamas j istoring
apzvalga, optines bei elektrochemines polimero savybes, polimerizacijos mechanizmo

apraSyma bei Sio polimero taikymus.

2. Metodika

Sj skyriy sudaro keturios dalys: naudoty reagenty sarasas (2.1. skyrius), bandiniy
ruosSimo metodikos (2.2. skyrius), naudota moksliné¢ jranga (2.3. skyrius) ir
kompiuteriniy simuliacijy aprasymas (2.4. skyrius). Bandiniy ruoSimo metodikos yra
suskirstytos i kelis poskyrius: 2.2.1. ir 2.2.2. poskyriai skirti cheminei polipirolo sintezei,
atitinkamai naudojant aukso riigS§tj su aukso nanodalelémis bei fermenta gliukozés

oksidaze. 2.2.3. poskyryje aprasoma cheminé ir elektrocheminé polipirolo sintezé ant
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auksinio elektrodo, kurio metu buvo stebima elektrocheminé polipirolo susidarymo eiga
bei tiriamas jo biologinis suderinamumas. 2.2.4. apraso, kaip buvo pagaminti polipirolo
molekuliniai jspaudai, skirti kofeino ir DNR molekuliy nustatymui. 2.2.5. poskyryje
pateikiamos metodikos kamieniniy ir mieliy lasteliy auginimui, paruo$imui matavimams
bei modifikavimui polipirolu. 2.3. skyrius skirtas naudotos mokslinés jrang0s apraSymul.

Pavir§iaus analizés metodai: atominiy jégy mikroskopai (Bioscope Catalyst
(Bruker, JAV) ir 5420 (Agilent Technologies, JAV)), skenuojantys elektroniniai
mikroskopai  (SU-70  (Hitachi, Japonija), ZEISS (Oberkochen, Vokietija),
NovaNanoSEM 200 (FEI, JAV)).

Optiniai metodai: UV-Vis spektrofotometras (Lambda 25 (PerkinElmer, JAV)),
dinaminés sklaidos matuoklis (Zetasizer Nano ZS (Malvern, Vokietija)), optinis
mikroskopas (TE2000U (Nikon, Japonija)), Ramano mikroskopas (LabRam HR800
(HORIBA, Pranciizija)).

Elektrocheminiai  metodai:  potenciostatas-galvanostatas  (PGSTAT 30
(Echochemie, Olandija)), kvarco kristalo mikrosvarsyklés (RQCM (Maxtek, JAV) su
potenciostatu (Reference 600TM (Gamry, JAV)).

Izotopy santykio masiy spektrometras (Thermo delta plus advantage (Thermo
scientific, JAV)) sujungtas su elementy analizatoriumi (Flash EA1112 (Thermo
scientific, JAV)).

2.4. skyriuje apraSomi lazerio S$viesos skaitmeninéms simuliacijoms taikyti

parametrai.
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

Si dalis sudaryta i§ penkiy skyriy. Pirmame skyriuje apraSoma elektrocheminé
pirolo polimerizacija, nustatomas susintetinto sluoksnio stabilumas ant elektrodo
pavirSiaus. Antrame skyriuje susintetinti sluoksniai pritaikomi DNR ir kofeino
molekuliniy jspaudy jutikliy gamybai. Treciame skyriuje pateikiama cheminé polipirolo
sinteze¢, kurios metu gaunami kompozitai su aukso nanodalelémis arba fermentu
gliukozés oksidaze. Ketvirtame skyriuje patikrintas chemiSkai susintetinto polipirolo
biologinis suderinamumas su pelés kauly Ciulpy kamieninémis Igstelémis, o penktame
skyriuje aprasoma mieliy lasteliy tyrimai atominiy jégy mikroskopu bei Ramano

spektroskopu ir Igsteliy modifikavimas polipirolo dariniais.

3.1 Elektrocheminé polipirolo sintezé ir sluoksnio stabilumo tyrimas

Peroksiduotas polipirolo sluoksnis buvo susintetintas ant auksinio elektrodo
naudojant dvi skirtingas monomero koncentracijas 50 ir 500 mM. Gauty sluoksniy
morfologija iStirta atominiy jégy mikroskopu ir nustatyta, kad naudojant 10 karty
didesn¢ koncentracija gaunamas $iurkStesnis pavirsius su toroido formos struktiiromis
(Pav. 1 A). Nustatytas sluoksnio storis buvo intervale nuo 1 iki 3 um. Tuo tarpu
naudojant mazesn¢ (50 mM) pirolo koncentracijg buvo gautas zymiai lygesnis sluoksnis
(Pav. 1 B). Suskaiciuotas pavirSiaus SiurkStumas RMS = 790 nm, naudojant 500mM, ir

RMS = 2,61 nm naudojant 50 mM koncentracija.

70.0 nm

00 ' 72.7 um 0.0 2.0 um

Pav. 1 Polipirolo sluoksnis, susintetintas naudojant dvi skirtingas monomero koncentracijas: A)
500 mM, aukscio skalé 5 um, nuskenuoto lauko plotas 72,7x72,7 umz, B) 50 mM, aukscio skalé
140 nm, nuskenuoto lauko plotas 2,0x2,0 pm?,
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Naudojant kvarco kristalo mikrosvarstykles (KKMS) buvo suformuotas polimero
sluoksnis ant auksinio elektrodo, visu formavimo metu stebint dviejy parametry:
rezonansinio daznio (Af) ir varzos (R) kitimg. Buvo pastebéta, kad polimero
formavimasis vyksta dviem etapais (Pav. 2). Pirmiausia pastebimas greitas varzos
kitimas (8.5 Q per 150 s nuo sluoksnio formavimo pradzios, arba per laikg nuo 1 iki 15
impulso), kuris véliau sulétéja (0.2 Q per tolimesnes 150 s). Stebimas reiSkinys gali bati
paaiSkinamas polipirolo formavimosi proceso 1été¢jimu. Kol visas elektrodas yra laisvas,
pirolas miceliy pavidalu (pagal dinaminés $viesos sklaidos duomenis miceliy dydis yra
80 nm) adsorbuojasi netolygiai ant elektrodo formuodamas polimero ,,salas“ (Pav. 2 nuo
ty iki t;) ir stipriai kei¢ia svarstykliy matuojamus parametrus, véliau ,,5alos” susijungia j
monosluoksnj (Pav. 2 nuo t; iki tg) ir galiausiai formuojama daugiasluoksné struktiira,

kuri jau mazai kei¢ia KKMS matuojamus parametrus (Pav. 2 nuo ty ir toliau).

400

3954 40w
| -
j s
C “ h . )
; R Tl Lo O
m 390- .—d‘ "‘_—" \ 20 C
i,7 i . Q
/] o
=
3859 -l . 0 O

0 100 200 300

t, s

Pav. 2 KKMS elektrodo varzos ir polipirolo sluoksnio storio kitimo priklausomybé nuo
polimerizacijos laiko. VarZa buvo tiesiogiai matuojama KKMS, o sluoksnio storis buvo gautas
skaiciuojant is Sauerbray lygties ir uzregistruoto Af. Polipirolo tankis buvo rastas literatiroje ir
lygus 1,25 g cm,

Polipirolo sluoksnio ant auksinio elektrodo stabilumo tyrimas buvo atliekamas
naudojant ciklines poliarizacijos kreives keturiuose skirtinguose intervaluose (0,0-1,2 V;
0,0-1,1 V; 0,0-0,95 V ir 0,0-0,9 V prieS Ag/AgCI/KClgy elektrodg) (Pav. 3). Srovés

nestabilumas buvo registruojamas tuomet, kai potencialo verté virsijo 1,0 V, o polipirolo
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sluoksnis nuo auksinio elektrodo buvo pasalinamas po 10 cikly. Po polipirolo pasalinimo

buvo stebimas ir auksinio elektrodo elektrochemiskai aktyvaus ploto sumazéjimas.

00 02 04 06 08 10 1,2
E, V vs Ag/AgCI/KCI .,

Pav. 3 Auksinio elektrodo, padengto polipirolo sluoksniu cikliné voltamperograma 4-riuose
skirtinguose intervaluose: a) 0,0-0,9 Vv, b) 0,0-0,95 V, ¢) 0,0-1,1 V, d) 0,0-1,2 V prie§
Ag/AQCI/KClgt. elektrodq. Potencialo skleidimo greitis 20 mV/s, tyrimas atliktas PBS buferyje.

3.2 Polipirolo sluoksnio modifikavimas molekuliniais jspaudais

Siame skyriuje apradyta kaip polipirolas buvo modifikuojamas molekuliniais
jspaudais. Pirmiausia Ppy modifikuotas DNR molekuliniais jspaudais buvo dviem
skirtingais metodais (potencialy impulsy sekos ir ciklinés voltamperometrijos)
suformuotas ant grafito elektrodo. Tuomet palyginta specifiné ir nespecifiné DNR
molekulés kaip analités sgveika su modifikuotu ir nemodifikuotu molekuliniais jspaudais
polipirolu. Véliau, pasirinkus potencialy impulsy sekos metoda, buvo suformuoti kofeino

molekuliniai jspaudai ir iStirta jy sgveika su kofeinu bei jo homologu teofilinu.

3.2.1 Molekuliniai jspaudai DNR nustatymui
DNR molekuliniai jspaudai buvo suformuoti taikant dvi metodikas. Naudojant
potencialy impulsy seka buvo pastebéta, kad su kiekvienu impulsu registruojamas
pratekanc¢ios srovés sumazéjimas (Pav. 4 A). Sis reiskinys gali bati paaiSkinamas
laidumo kitimu ant elektrodo dél vis storéjancio polimero sluoksnio. Srovés mazéjimas
buvo vienodai stebimas tiek formuojant elektrodg su molekuliniais jspaudais, tiek ir be

Juy. Ciklinés voltamperometrijos btudu formuoty molekuliniy jspaudy ir polipirolo
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sluoksnio be jspaudy ciklinés kreivés irgi nesiskyré tarpusavyje (Pav. 4 B). Jose buvo
galima jzvelgti dvi oksidacijos ir redukcijos kreives (ties 0,2 V ir — 1,15 V). Suformuoty
sluoksniy Siurk§tumas buvo vertinamas atominiy jégy mikroskopu. Zymaus skirtumo
nebuvo uzfiksuota. MIPpy-PPS vidutinés strukttiros buvo 0,55 um dydzio, o MIPpy-CV
— 0,75 pm.

300
s [ | A oo MRS 20 B
10
200 1 <
600 =0
-10 y
Cikly sk.
- 06-04 -02 00 02 04 06 08
E,V
200 . 0 1
0 | 4
S g e g 3 35 o -06-04 -02 00 02 04 06 08
Laikas, s o7 E’V

Pav. 4 Amperometriniai signalai, registruoti A) elektrochemiskai formuojant polimero sluoksnj
SuU molekuliniais jspaudais (MIPpy-PPS) ir be (NIPpy-PPS) potencialy impulsy sekos metodu;
B) elektrochemiskai ciklinés voltamperometrijos biidy formuojant polipirolo sluoksnj be
molekuliniy jspaudy.

Skirtingais metodais gauty elektrody su molekuliniais jspaudais sgveika su tiksline
DNR buvo registruojama naudojant diferencing impulsing voltamperometrija. JOS metu
registruota guanino oksidacijos smailé, i§ kurios intensyvumo buvo sprendZiama apie
vykusig sgveikg. Buvo pastebéti zZymiis skirtumai tarp MIPpy ir NIPpy modifikuoty
elektrody. Ant NIPpy struktiiry dvigrandé DNR galéjo adsorbuotis tik nespecifiskai. IS
gauty rezultaty buvo nustatyta, kad ties 1,0 V esancios Smailés intensyvumas MIPpy ir
NIPpy skyrési daugiau nei 20 karty, kas leidzia teigti, jog nespecifiné sgveika tarp Ppy ir
DNR yra pakankamai maza, kad biity galima patikimai uZregistruoti specifing sgveika
(Pav.5 A).

Ciklinés voltamperometrijos blidu modifikuoty elektrody su molekuliniais
Ispaudais ir be jy tyrimai parodé, kad aiSki guanino oksidacijos kreivé yra biidinga tik
elektrodams, turintiems molekulinius jspaudus, tac¢iau naudojant NIPpy-CV elektroda
gauta kreivée (Pav. 5 B) pasizyméjo keletu kity smailiy, kurios gali daryti jtaka
analiziniam signalui ir apsunkina rezultaty vertinimg. Be to, sintezés metu molekulinius

ispaudus kuriant ciklinés voltamperometrijos metodu, nebuvo pakankami laiko
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intervalai, leidziantys atsinaujinti monomero koncentracijai ties elektrodo pavirSiumi.
D¢l $iy priezasCiy PPS metodas yra labiau tinkamas molekuliniy jspaudy formavimui nei

ciklinés voltamperometrijos metodas.

50
80 1
— 40 1 —
> > 60
€ 3% u
3 2
&“ 20 1 E 40
= =
= 10 { =
3 3 20
0 - 0
00 02 04 06 08 10 12 14 00 02 04 06 08 10 12 14
E,V E,V

Pav. 5 MIPpy ir NIPpy modifikuoty elektrody diferencinés impulsinés voltamperogramos
(pavaizduotos kreivés gautos atémus analizinj signalg pries inkubacijq is po elektrodo
inkubacijos uzregistruoto signalo). A) NIPpy-PPS (1) ir MIPpy-PPS (2); B) NIPpy-CV (1) ir
MIPpy-CV (2). G — guanino oksidacijos smailé esant 1,0 V potencialui.

3.2.2 Molekuliniai jspaudai kofeino nustatymui

Du ksantino dariniai buvo pasirinkti tolimesniems molekuliniy jspaudy formavimo
polipirole tyrimams. Kofeinas ir teofilinas yra labai panaSios molekulés, besiskirian¢ios
tik vienu -CHj; radikalu, todél labai svarbu iSsiaiskinti, ar molekuliniai jspaudai yra
jautrlis tokiems maziems analités struktiiriniams pokyc¢iams. Polipirolo modifikuoto
molekuliniais jspaudais sluoksnis buvo suformuotas naudojant potencialy impulsy sekos
metodikg ant auksinio elektrodo, naudojant kvarco kristalo mikrosvarstykles.

Pridedant skirtingg kofeino ir teofilino kiekj buvo registruojamas KKMS elektrodo
rezonansinio daznio pokytis (Pav. 6). I§ registruoty gradacijos kreiviy buvo pastebéta,
kad ant elektrodo suformuotas Ppy modifikuoto molekuliniais jspaudais sluoksnis yra
jautresnis kofeinui nei teofilinui. I§ gauty duomeny buvo apskaiCiuotos asociacijos ir
disociacijos konstantos: kofeinui K, of = 30,6-10% M™s™, Ky or = 3,6:10° s™* ir teofilinui
Ko reot = 3,18:10% M's™, Ky et = 2,1-10° s™. Atitinkamai buvo suskai&iuotos ir
disociacijos pusiausvyros konstantos Kp g = 1,17-:10° M, Kp teor = 6,6:10% M.
Palyginus S§iuos duomenis buvo gauta, kad teofilino sgveika su MIPpy yra 5,6 karto
mazesne nei kofeino. Tai reiSkia, kad kofeino molekulés pasizymi didesniu afiniSkumu

molekuliniams jspaudams nei teofilino molekulés.
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Pav. 6 Kvarco kristalo mikrosvarstykliy aukso elektrodo su molekuliniais jspaudais
rezonansinio daznio pokytis (Af, Hz) keiciant kofeino (virsutinis grafikas) ir teofilino (apatinis
grafikas) koncentracijas. Tyrimy sqlygos: 50 mM PBS, pH 7,0, analités koncentracija kito nuo
1 mM iki 4 mM.

3.3 Cheminé polipirolo sintezé
Siame skyriuje aprasoma polipirolo kompozity su aukso nanodalelémis ir fermentu,
gliukozés oksidaze, sintezés eiga. Taip pat buvo nustatytas fermento ir polipirolo

monomero santykis susidariusiame kompozite.

3.3.1 Polipirolo ir aukso nanodaleliy kompozity sintezé

Siy tyrimy metu buvo gautas polimero ir aukso nanodaleliy kompozitas. Jo
susidarymas buvo stebimas spektroforometriskai, registruojant tiek polipirolo (460 nm),
tiek ir aukso nanodaleliy (~530 — 570 nm) sugerties smailes (Pav. 7).

Buvo nustatyta, kad polimero formavimosi metu aukso nanodaleliy sugerties
smailé pasislenka j ilgesniy bangy puse, kas rodo nanodaleliy augima greiciausiai deél
aukso rigsties redukcijos i§ Au™ j Au’. Tuo tarpu polipirolo sugerties smail¢ pradeda
Kilti po 7 val. nuo tyrimo pradzios, o aiSkiai matoma tampa nuo 26 val. Tuo pa¢iu metu

Zenkliai sumazéja tirpalo sklaida dél sumazéjusio pirolo miceliy kiekio, kurios neturi
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charakteringos sugerties juostos regimajame spektre, taciau dél susidariusiy liZzio
rodikliy skirtumy sklaido $viesa. Sie tyrimai buvo atlikti su 4 skirtingomis monomero

koncentracijomis (50, 100, 200 ir 400 mM), tac¢iau Zymaus rezultaty skirtumo nebuvo

pastebeta.
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3 ——22h
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Pav. 7 Aukso nanodaleliy ir polipirolo kompozito UV-Vis sugerties spektras, polimerizacijai
vykstant: A) nuo 0 iki 9 val., B) nuo 16 iki 147 val. Pradiné monomero koncentracija buvo
200 mM.

Susidariusiy kompozity dydis buvo istirtas dinaminés Sviesos sklaidos metodu bei
skenuojanciu elektroniniu mikroskopu. Buvo nustatyta, kad susidar¢ kompozitai yra
nehomogeniski, intervale nuo 111 — 479 nm. IS gauty SEM vaizdy kompozity dyd;j

jvertinti buvo sudétinga dél jy aglomeracijos méginio paruo§imo matavimams metu.
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Pav. 8 A) Daleliy dydziy, ismatuoty dinaminés sviesos sklaidos metodu, tirpale pasiskirstymas:
aukso kristaly uzuomazgos (pradinis tirpalas) — kvadratéliai; aukso séklos po laikymo aukso
riigsties tirpale — apskritimai, aukso nanodaleliy ir polipirolo kompozitai — trikampiai. B) Aukso
nanodaleliy su polipirolu kompozito ant silicio padéklo skenuojancios elektroninés
mikroskopijos vaizdas. Balta juostelé atitinka 500 nm.



3.3.2 Fermento/polipirolo biokompozity sintezé ir tyrimas

Siame skyriuje apraSomi susintetinti biokompozitai, sudaryti i§ fermento gliukozés
oksidazés bei polipirolo. Izotopy santykio masiy spektrometrijos metodu (ISMS) buvo
iStirtas $iy kompozity sudedamyjy daliy santykis. Biokompozity sintezé vyksta fermento
deka. Tirpale esantis fermentas savo aktyviajame centre vercia gliukoze ir deguon;j |
gliukono laktong bei vandenilio peroksidg. Gliukono laktonas vandenyje virsta j
gliukono rugst], taip sukurdamas riigSting aplinka, o susidargs vandenilio peroksidas
veikia kaip oksidatorius. Abu Sie veiksniai lemia polimero sintez¢ netoli fermento
(Pav. 9). Biokompozity augimas buvo stebimas naudojant dinaminés $viesos sklaidos bei
spektrofotometrini metodus. IS gauty duomeny nustatyta, kad fermento kiekis tirpale
salyginai mazéja, o susidariusiy biokompozity daugeja, taCiau jy dydis yra labai
nepastovus ir kinta intervale nuo 300 iki 700 nm. I$ spektrofotometriniy duomeny taip
pat buvo nustatyta, kad Siam kompozitui susidaryti optimali monomero koncentracija yra
100 mM. Susiformavusiy biokompozity dydis buvo jvertintas AJM ir SEM
metodikomis. Nors biokompozitai buvo sulipe dziovinimo proceso metu, taiau buvo
matyti, kad jie sudaryti i§ smulkiy struktiiry.

Gliukozés, O,
oksidazé/, Gliukozé

Gliukono .

laktonas

H.0, laikas .

o
oy
Pirolz: i‘, w
% .Polipirolas Nuosédos

Pav. 9 Pirolo polimerizacijos schema: fermentas gliukozés oksidazé esant deguonies ir
gliukozés isskiria vandenilio peroksidg ir gliukono laktong. Dél riugstinés terpés ir esancio H,O,
Salia fermento vyksta polimerizacijos reakcija ir fermentas yra jterpiamas j polimero sluoksnj.
Pasiekus tam tikrg kompozito dydj pradeda sésti nuosédos.

Izotopy santykio masiy spektrometrijos tyrimams pirmiausia anglies ir azoto
izotopy santykiai buvo nustatyti pradinéms medziagoms. Pagal gautus rezultatus i$
dviejy galimy fermenty buvo pasirinktas vienas — Applichem gamintojo, kadangi jo
izotopy santykis zymiai skyrési nuo kity tirpale naudojamy medziagy — pirolo ir

gliukozés. IStyrus biokompozitus buvo nustatyta, kad centrifugate yra daug likusios
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gliukozés, nepolimerinto pirolo ir gliukono laktono, taciau dalelése, ypac¢ po plovimo
distiliuotu vandeniu, izotopy santykis zymiai skyrési. IS gauty duomeny buvo
suskaiCiuotas pirolo ir fermento molekuliy santykis biokompozite. Pagal anglies izotopus
buvo nustatyta, kad 150 molekuliy pirolo tenka vienai fermento molekulei, tafiau
skaiCiuojant pagal azoto izotopy santykj buvo nustatyta 710 — 1970 pirolo molekuliy
tenka vienai fermento molekulei. Sis rezultaty neatitikimas gali biti aiskinamas tuo, jog
iSplautose dalelése vis dar buvo like Siek tiek gliukozés ar gliukono laktono, kas iskreipé
gautus rezultatus. Be to, skai¢iavimams jtakos galéjo turéti ir tai, kad fermente yra labai
daug anglies molekuliy palyginti su jy skai¢iumi pirolo molekuléje. Sie skirtumai galéjo
18kreipti matavimy duomenis, dél to dalies matavimy net nebuvo galima apskaiciuoti.

Lentelé 1 Biokompozito ir centrifugato, gauto nucentrifugavus sintezés tirpalg, lengvyjy izotopy
65C ir 6N vertés, nustatytos ISMS. Simboliai ,,p** rei$kia, kad biokompozitas buvo plautas
distiliuotu vandeniu, f; — pirolo dalis; f, — fermento dalis; Py skaicius — apskaiciuotas
biokompozitg sudaranciy pirolo molekuliy skaicius, tenkantis vienai fermento molekulei, n/d —
reiskia, kad pagal anglies izotopus nustatyti pirolo molekuliy skaiciy buvo nejmanoma dél
mazesnés ismatuotos 6-C izotopo vertés lyginant su pradine fermento iSmatuota verte.

Pagal anglies izotopus | Pagal azoto izotopus
§°C | 5®°N | CIN
(%o0) (%) santykis f f Py f f Py
! 2 skai¢ius ! 2 skai¢ius
@ 1p | -219 -5,7 0,17 | 0,83 | 150 0,47 | 0,53 | 710
S |2p |-246 |-52 3,7 nd | nid | nd 0,51 | 0,49 | 830
IS
S |3p |-244 |-23 3,96 nd | nd | n/d 0,29 | 0,71 | 1970
o
m 4 |-193 |-50 18,1 0,39 | 0,61 | 460 0,52 | 0,48 | 850
g |1 |[-140 |21 9,7
18]
=
£ |2 |85 |26 |102
O

3.4 Polipirolo biologinio suderinamumo su pelés kauly Ciulpy kamieninémis
lgstelémis tyrimas
Siame skyriuje chemiskai susintetintas pirolas buvo nusodintas ant auksinio lusto ir
palyginta, ar jo sluoksnis turi jtakos kamieniniy Igsteliy jsitvirtinimui ant pavirSiaus bei
ju proliferacijai. Kadangi kamieninés lastelés yra labai jautrios jvairiems aplinkos
pokyc¢iams jos ir buvo pasirinktos polipirolo biologinio suderinamumo vertinimui. Trijy

skirtingy pavirSiniy koncentracijy polipirolo sluoksniai buvo suformuoti ant aukso
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pavirSiy. I§ SEM ir optinio mikroskopo vaizdy pastebéta, kad polipirolas pasidengia ne
tolygiai, o sudarydamas jvairias struktiiras. AJM metodas buvo naudojamas jvertinti
susidariusios plévelés storj. Buvo nustatyta, kad 7,17 mg/cm? polipirolo sudaro mazdaug
600 nm storio sluoksnj. Ant tokiy pavirSiy nusodintos lgstelés iSlaiké sau budinga

struktiirg ir fibroblastams biidinga morfologija.
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Pav. 10 Pelés kauly ciulpy kamieniniy lqstelzy proliferacija ant jprastos auginimo lékstelés
(kontrolé), $varaus auksinio pavirsiaus (Auksas) ir ant 1,24, 2,48, 4,41 bei 7,17 mglcm?
polipirolo sluoksniy, per 48 val. chemiskai nusodinty ant auksiniy pavirsiy.

Lasteliy proliferacija buvo vertinama po 48 wval. ir lyginama su kontroliniais
méginiais (jie buvo laikomi 100 %). Kaip pastebéta i§ gauty duomeny, maza polipirolo
pavirsiné koncentracija (1,24 mg/cm?) pagerino lasteliy proliferacija 10 %, kai tuo tarpu
didZiausia polipirolo pavir§iné koncentracija (7,17 mg/cm?) proliferacija sumazino 14 %.
I$ gauty duomeny buvo nustatyta, kad polipirolo sluoksnis nepasizymi toksiniu poveikiu

ir smarkiai nepakeicia Igsteliy prisitvirtinimo prie pavirsiaus bei jy proliferacijos.

3.5 Padékly, skirty modifikuoty ir nemodifikuoty mieliy lgsteliy tyrimams,
parinkimas
3.5.1 Padeéklo jtaka mieliy lgsteliy Ramano spektrui
Mieliy lasteliy tyrimams Ramano mikroskopijos metodu buvo pasirinkti keli
skirtingi padéklai: aukso, silicio, silicio oksido, grafito, stiklo ir strukttirizuoto sidabro.
Mieliy lasteliy charakteringas spektras buvo stebétas intervale nuo 800 iki 1800 cm™.

Buvo nustatyta, kad keli padéklai (silicio, silicio oksido, grafito) turi savo charakteringus
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spektrus tame intervale, todél gali trukdyti tam tikry mieléms biidingy smailiy
registravimui (Pav. 11 A).

Jei dominancios smailés néra uzdengiamos padékly generuojamais spektrais,
tuomet intensyviausias mieliy spektras yra stebimas, kai jos biina uznestos ant grafito.
Kiti padéklai pagal signalo intensyvumo mazéjimag iSsidésto tokia tvarka: silicis, silicio
oksidas, auksas ir galiausiai stiklas (Pav. 11 C). Stebétas rezultatas gali biiti siejamas su
padékly savybémis, pavyzdziui gebéjimu atspindéti Sviesg. Stiklas — vienintelis
perSvieCiamas padéklas, taigi dalis Sviesos, o tuo paciu ir Ramano fotony yra
prarandama. Kad jsitikinti $ios prielaidos teisingumu, buvo iSmatuota padékly elasting
Reléjaus sklaida ir nustatytas jy eiliSkumas atspindZio intensyvumo mazéjimo tvarka:
Au > HOPG > Si > SiO, > stiklas, taiau gauti rezultatai ne visiSkai atitiko Ramano

signalo intensyvumo rezultatus.
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Pav. 11 A) Penkiy mieliy lgsteliy tyrimams naudoty padékly Ramano spektrai: Si/SiOx — silicis
su savaiminiu 2 — 3 nm oksido sluoksniu, SiO, — ant silicio suformuotas 100 nm storio oksido
sluoksnis, stiklas, HOPG - grafitas ir auksas. Matavimams naudotas 514,5 nm, 2 mW galios
lazerinis Sviesos saltinis. B) Mieliy lgsteliy spektras ant skirtingy padékly. Pilkos vietos Zymi
padéklo spektro padétis (pats spektras yra atimtas). Trp — triptofano sugertiems zona. C)
smailés, esancios 1310 cm™, intensyvumo priklausomybé nuo pasirinkto padéklo.

Taip pat buvo pastebéta, kad kelios smailés ant skirtingy padékly yra santykinai
skirtingo intensyvumo (pvz.: 1584 ir 1450 cm™). Ant vieno padéklo, pvz.: stiklo, jos yra

visai neintensyvios, palyginti su kitomis smailémis, o ant kito padéklo, pvz.: aukso, jos
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yra labai intensyvios (Pav. 11 B). Taip gali bati dél to, kad ant atspindinéiy padékly dalis
Sviesos yra nukreipiama atgal per Igstelg ir taip suzadinama daugiau Ramano fotony, nei
Sviesai einant vieng kartg, taciau tai néra pakankamas paaiSkinimas. D¢l Sios priezasties
buvo atlikta kompiuteriné simuliacija ir nustatyta, kaip elgiasi Sviesa, patekusi | mielés
lastele ant skirtingy padékly (Pav. 12). Simuliacijai buvo naudotas toks pats Sviesos

bangos ilgis, kaip ir Ramano signalui gauti (515 nm).

Pav. 12 Lazerinio Saltinio Sviesos pasiskirstymo lgsteléje ir aplink jq priklausomai nuo naudoto
padéklo kompiuteriné simuliacija, panaudojant baigtiniy elementy metodq: A) ore, B) ant aukso
pavirSiaus, C) ant grafito pavirSiaus, D) lazerio Sviesos pasiskirstymo Igsteléje ant auksinio
padéklo 3D vaizdas. Simuliacijos buvo atliekamos imituojant 515 nm bangos ilgio Sviesos
spindulio poveikj.

Gauti rezultatai parod¢, kad Sviesos intensyvumo pasiskirstymas priklausomai nuo
padéklo skiriasi. Ore esanti mieliy lastelé veikia kaip fokusuojantis lgSis, o didziausias
Sviesos intensyvumas yra pasickiamas iSoréje (Pav. 12 A). Kai mieliy lgstelé yra ant
auksinio padéklo, Sviesos pasiskirstymas pasikeicia ir didZiausias intensyvumas yra
stebimas ties virSutine Igstelés sienele, tiek lastelés viduje, tiek ir iSoréje (Pav. 12 B).
Grafito padéklo atveju didZiausias Sviesos intensyvumas yra stebimas ties Iastelés
sienele, besilieian¢ia su padéklu (Pav. 12 C). D¢l $ios prieZasties Ramano signalai yra
gaunami 1§ skirtingy lastelés viety ir dél to atskiry smailiy intensyvumai skiriasi
tarpusavyje.

Norint gauti sustiprinta Ramano efekta, buvo pagamintas pavirSius su sidabro
struktiromis ir ant jo uzneStos bei i8dziovintos mieliy lgstelés (Pav. 13 A). IS gauty
duomeny buvo pastebéta, kad spektro linijy intensyvumas yra zymiai didesnis, palyginus
su Kkitais, tirtais pavirsiais (Pav. 13 C), o tai leido Zenkliai sumazinti lazerio galig ir
poveikio laikg (jprastiems padéklams buvo naudojama 20 karty po 20 s, lazerio galia
2 mW, struktiirizuotam sidabro pavirsiui: 10 karty po 10 s, lazerio galia 100 pW), tuo
padiu iSsaugant nepazeistg lastele ir sudarant galimybe suformuoti Ramano signalo

»zemélapj” (Pav. 13 B). Kad jsitikinti, jog gauti rezultatai tikrai yra salygoti sustiprinto
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Ramano signalo, ant lygaus sidabro pavirSiaus taip pat buvo uznesta mieliy ir pamatuotas
Ju spektras, taCiau gautas intensyvumas buvo panaSus ] prie$ tai matuotus signalus ant
kity padékly. Taip pat buvo pastebéta, kad dzitivimo proceso metu ant struktiirizuoto
pavirSiaus mielés yra linkusios nudziiiti kaip pavienés lastelés, o ne kaip klasteriai ant
labai lygiy prie§ tai naudoty pavirSiy. Tai lemia pavirSiaus SiurkStumas, kuris dél
uzsilikusio vandens prie struktiiry ir drékinimo efekto neleidzia mieléms sulipti. Tokiu

atveju atsiranda galimybé stebéti vieng lastele.
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Pav. 13 A) Mieliy lgstelés ant struktirizuoto sidabro pavirSiaus AJM vaizdas, B) Ramano
intensyvumo linijinis skenavimas, pavaizduota kreive atitinka Ramano smailés intensyvumq ties
1446 cm™®, C) Mieliy lgsteliy ant struktiirizuoto sidabro pavirsiaus Ramano spektras. Gaunamas
intensyvus SERS signalas leidzia pastebéti pries tai padéklo spektro ,,uzdengtas* smailes.

3.5.2 Mieliy lgsteliy modifikavimas polipirolu
Eksperimento metu mieliy lasteliy sieneléje, panaudojant [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)]*
sistemg, buvo sintetinamas polimeras polipirolas. Polimero formavimosi procesas vyksta
pagal cheminés sintezés schema: tirpale esantis [Fe(CN)g]* yra veréiamas j [Fe(CN)g]*

mieliy Igstelése esanciy oksido-reduktaziy déka. Prie lastelés sienelés arba joje esantis
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[Fe(CN)e]® inicijuoja polimerizacijos reakcija, todél polimeras susiformuoja ne tirpale,
bet lastelés sieneléje ir/ar periplazmoje (Pav. 14). Modifikuoty lasteliy tyrimams buvo
panaudotas atominiy jégy mikroskopas. Buvo tirtos sveikos, i8dZitivusios, cheminiais
reagentais (gliukoze ar natrio chloridu) ir polimeru paveiktos mieliy lastelés. IS gauty
duomeny buvo pastebéta, kad bet koks modifikavimas yra uZregistruojamas atominiy

jégy mikroskopo adatéle.

Lasteléssienelé
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Pav. 14 Polipirolo formavimosi schema: mieliy Igstelése esancios oksido-reduktazés vykdo
[Fe(CN)g]* oksidacijq iki [Fe(CN)]®, $is savo ruoztu oksiduoja pirolg ir vyksta polipirolo
sintezé, o tuo pat metu [Fe(CN)s]* grizta j [Fe(CN)s]*. PMOR — plazminéje membranoje
esancios oksido-reduktazes.

ISorinio modifikavimo cheminiais reagentais metu, didZiausius skirtumus buvo
galima registruoti fiksuojant fazinio kontrasto ir amplitudés nuokrypio vaizdus.
Polipirolu modifikuotos lgstelés panaSiy skirtumy neparodé. Tai gali biiti dél dviejy
priezasCiy: arba polipirolas yra jsiterpes j lastelés sienele ir po ja, arba polipirolo ir
mieliy fizikinés savybés yra Zymiai panaSesnés, nei mieliy ir gliukozés bei NaCl, todel
AJM nesugebéjo juy atskirti. Taciau pacios mielés sienelés struktiiriniai pokyciai buvo
pastebéti atlikus antros eilés lyginimo procediirg. Papildomai buvo atlikti jégos
matavimai, taCiau rezultatai buvo labai neatsikartojantys. Buvo pastebéta, kad po
modifikacijos mielés tampa minkStesnés, taciau priklausomybé nuo modifikavimo metu

naudotos koncentracijos ar Kito parametro nebuvo nustatyta.
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Pav. 15 Kontaktiniu metodu gauti mieliy atominiy jégy mikroskopo vaizdai: A, B, C
nemodiﬁkuot% ir D, E, F modifikuoty mieliy lgsteliy. Modifikacijai naudota 0,5 M pirolo ir 0,04
M [Fe(CN)g]™. A ir D vaizduoja mieliy lgsteles ant Si pavirsiaus, B ir E — mieliy sienelés 2 x 2
um? dydzio vaizdas, C ir F — mieliy sienelés vaizdas po vaizdo apdorojimo procediiros.

Mieliy lasteliy gyvybingumo tyrimai parodé, kad pirolo koncentracija turi jtakos jy
dauginimuisi. Buvo nustatyta, kad naudojant 0,1, 0,3 ir 0,5 mM pirolo kiekj, mieliy
gyvybingumas atitinkamai sumazéjo 26 %, 42 % ir 40 %. Kadangi tarp dviejy paskutiniy
meéginiy nebuvo reik§mingo gyvybingumo sumazéjimo skirtumo, buvo suformuluota
iSvada, kad polipirolo citotoksiSkumas mieléms priklauso tik iki tam tikros
koncentracijos, o véliau jo nebekeiCia. Tikétina, kad susidargs polimero sluoksnis
apsunkina lgstelés metabolizmg, maistiniy medziagy ir vandens patekimg j lastelés vidy,

dél to sumazéja ir jos gyvybingumas.
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ISvados

1.

Elektrocheminés polimerizacijos metu priklausomai nuo naudojamos monomero
koncentracijos galima gauti skirtingos struktiiros polipirolo pavirSius. Naudojant
50 mM prading pirolo monomero koncentracija suformuota polipirolo plévelé yra
salyginai lygi, sudaryta 1§ mazy sferiniy struktiiry. Esant 500 mM monomero
koncentracijai, polimero sluoksnis tampa labai SiurksStus ir jo pavirSiuje stebimos
mazdaug 14 pm skersmens toroidinés struktiiros. Pirolo polimerizacija vyksta ne
tolygiai, o atsitiktinése vietose, kol visas elektrodo pavirSius yra uzpildomas
polimeru.

DNR molekuliniai jspaudai buvo suformuoti naudojant dvi skirtingas polipirolo
sluoksnio formavimo metodikas: potencialy cikly ir potencialy impulsy sekas.
Tolimesni tyrimai parodé, kad molekuliniai jspaudai yra gaunami abiem atvejais,
taciau potencialy impulsy sekos metodas buvo Zymiai efektyvesnis.

IStyrus kofeino ir teofilino sgveikas su polipirolo modifikuoto molekuliniais
jspaudais sluoksniu nustatyta, kad kofeino molekuliniais jspaudais modifikuotas
polipirolas Zymiai efektyviau sgveikauja su kofeinu negu su teofilinu, todél kofeino
molekuliniais jspaudais modifikuotas polipirolas pasizymi didesniu atrankumu
kofeinui nei teofilinui.

Polipirolo cheminés polimerizacijos iniciatoriumi naudojant aukso rtigst] susidaro
polimero/aukso nanodaleliy kompozitai. Sio proceso metu 10 nm diametro pradiniai
aukso kristalitai padidéja iki 40 nm diametro ar didesniy matmeny daleliy.

Stabiliy izotopy masiy spektrometrija buvo sékmingai pritaikyta fermento —
gliukozés oksidazés ir polipirolo biokompozito stechiometrijai nustatyti. Naudojant
azoto izotopy santykio skai¢iavimus buvo nustatyta, kad vienai fermento molekulei
tenka 710 — 1970 pirolo monomero molekuliy. Anglies izotopy santykio metodas
Siems tyrimams buvo netinkamas.

Chemiskai susintetintas polimero sluoksnis néra toksiskas ir neturi jtakos peliy kauly
¢iulpy kamieniniy lgsteliy adsorbcijai ant pavirSiaus, jy morfologijai bei

gyvybingumui.

. IStyrus padéklus, skirtus mieliy lasteliy Ramano spektroskopijai nustatyta, kad ant

silicio, silicio oksido ir grafito padékly gaunamas Ramano signalas yra
intensyviausias, taCiau Sie padéklai pasizymi charakteringomis smailémis,

26



uzgozian¢iomis dalj mieliy spektro. Aukso ir struktirizuoto sidabro padéklai tokiy
charakteringy smailiy neturi. Kompiuterinis modeliavimas parodé¢, kad skirtingi
padéklai nulemia nevienoda didziausio §viesos intensyvumo pasiskirstyma Igsteléje
ir aplink ja.

8. [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)g]* redoks sistema gali biti taikoma polipirolo sintezei mieliy
lasteliy sieneléje ir/ar periplazmoje smarkiai nesumazinant lgsteliy gyvybingumo.
Sios sintezés bei kity cheminiy poveikiy metu atsirandantys lastelés sienelés
struktiiriniai pokyc¢iai gali biti sekmingai vaizdinami atominiy jégy mikroskopijos

metodu.
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Summary

Application of polypyrrole for biosensor design and modification of living cells

Polypyrrole as suitable material for biosensor design and modification of living
cells was investigated. Polypyrrole films were electrochemically synthesized and
repulsion possibility of the Ppy film by potential cycling was considered. It was found
that the concentration of monomer has a high impact on the roughness of the layer. From
the EQCM data it was determined that polymerization of pyrrole is not a homogeneous
process, but is executed in different places depending on the adsorbed monolayer.
Comparison of MIPpy, which was formed using two different electrochemical methods
((1) by potential pulse sequence and (ii) by potential cycling electrochemical synthesis),
showed that MIPpy was formed by both methods, however potential pulse sequence
based electrochemical polymerization was more suitable due to the recovery of monomer
concentration near the electrode surface. Caffeine molecularly-imprinted polypyrrole
was electrochemically synthesized on the EQCM sensor and it was applied for the
determination of caffeine. Continuous association/dissociation process of caffeine as
well as theophylline was performed. Analysis of the obtained experimental data proved
that the equilibrium of the interaction of MIPpy and dissolved caffeine at standard
conditions is shifted towards the formation of MIPpy/caffeine complex while the
equilibrium for the interaction of MIPpy and theophylline is shifted towards dissociation
of MIPpy/theophylline complex.

Two types of composites were obtained: Ppy embedded with gold nanoparticles or
enzyme glucose oxidase. After AUNP/Ppy composite synthesis no separate core shell
nanoparticles were observed by SEM, but the composites of 100 — 200 nm were
obtained. Ppy/enzyme biocomposites were evaluated using Isotope ratio mass
spectrometry. The stable nitrogen isotope ratio method for the evaluation of the complex
GOx/Ppy biocomposite stoichiometry was more appropriate in comparison to carbon.
Using nitrogen isotope ratio mass spectrometry measurements approximately 710 — 1970
pyrrole monomers were estimated to surround glucose oxidase during enzymatic

polymerization.
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The conducting polymer polypyrrole is not toxic to mouse bone marrow-derived
stem cells. Polypyrrole deposited on the gold-plated glass slide did not impair cell
attachment and proliferation. These cells adhered well on polypyrrole-modified surfaces
and exposed normal fibroblastic like morphology.

The suitability and the effect of different substrates were investigated for Raman
spectroscopy analysis of yeast cells. The two main differences among six substrates used
were observed — the Raman intensity and the intensity ratios, are both a consequence of
the substrate reflectivity and signal amplification due to the optical properties of the
substrate. Therefore, the absence of certain Raman bands and appearance of others
observed in cell research might not be only attributed to a given molecular process or
influence of external perturbations, but it could also be a consequence of the substrate
employed.

Polypyrrole synthesis in the yeast cell wall and/or periplasm induced by redox-
cycling of [Fe(CN)g]*/[Fe(CN)s]* was reported. Ppy was formed by oxidative
polymerization initiated by [Fe(CN)g]*, during which the [Fe(CN)e]*> was reduced to
[Fe(CN)s]*. The applicability of atomic force microscopy for the evaluation of intact and
modified yeast cell walls was shown. The atomic force microscopy could be used for the
visualization of the yeast cell wall surface at high resolution, allowing to detect small

structures, such as a bud scar or the formed polymer.
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