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IVADAS

Fermentiniai biokuro elementai (FBKE) yra toks kuro elementy tipas, kuriuose kaip
katalizatoriai, biocheminiy reakcijy metu verCiantys chemineg energijg elektrine, yra
naudojami iSgryninti redokso fermentai [1].

Ypatingai aukstas redokso fermenty (toliau — fermenty) biokatalizinis aktyvumas
bei jy atrankumas substratui, taipogi pigaus, atsikuriancio ir ekologisko biokuro, kuris
yra oksiduojamas esant minimaliam vir§jtampiui, naudojimas, bei Svelnios FBKE
veikimo salygos, kelia ypatingg susidoméjimg ir skatina perspektyvas FBKE panaudoti
labai  specifinése niSose, tokiuose kaip, implantuojamuose/pritvirtinamuose
biomedicininiuose jrenginiuose, pavyzdziui, implantuojamuose/pritvirtinamuose elektros
srovés Saltiniuose bei save energija apripinanc¢iuose biologiniuose jutikliuose [2], arba
kituose mazai energijos naudojanciuose prietaisuose, tokiuose kaip mazi neSiojami
elektroniniai  jrenginiai  [3]. Ypatingai perspektyviis yra taip vadinami
gliukozés/deguonies FBKE, kadangi gliukozé ir molekulinis deguonis (O;) yra
biologinés kilmés medziagos, dalyvaujancios daugelio gyvy organizmy medziagy
apykaitoje. Del Sios priezasties Sie FBKE galéty biti naudojami jvairiais
kraujo, aSary, seiliy ir kt., analizei.

Nepaisant auks¢iau paminéty privalumy, praktikoje taikytiny FBKE vystymas yra
iki Siol keliantis dideliy sunkumy dél ganétinai mazo jy generuojamo galingumo ir
trumpalaikio stabilumo. Skirtingai nei abiotiniai KE, kurie geba generuoti galios tankj
intervale nuo mW cm iki kW cm™ [4], FBKE generuoja galios tankj intervale nuo pW
cm? iki mW cm? [5, 6]. Mokslinéje spaudoje daznai jvardijama, jog neSiojami FBKE
turéty apytiksliai baiti stabilis, kai eksploatuojami, maziausiai vieng savait¢ ar,
chirurginés intervencijos atveju, daugiau nei metus [3]. Kaip grindZiama ankstesniais
tyrimais, FBKE elektrodai gali i8likti stabiltis kelias savaites ar ménesj [7], bet ne keleta
mety, kaip reikalaujama implantacijos atveju.

Angliavandeniy/O, FBKE generuojama galig ir stabilumg daZniausiai riboja
anodinio elektrodo veikimas [8]. Todél pirmiausia ieSkoma jvairiy biidy anodiniy
elektrody charakteristiky pagerinimui. Tuo tikslu Siame darbe tirta daugeliu aspekty
ganétinai skirtingy anodiniy fermenty, tai yra, gliukozés oksidazes (GO) ir celiobiozés

dehidrogenazés (CDH), bioelektrokatalize.



GO yra auksto katalizinio aktyvumo fermentas, demonstruojantis ypatingai auksSta
atrankuma substratui gliukozei [9]. Sis fermentas kaip anodinis biokalizatorius buvo
panaudotas pirmg kartg (1964 m.) mokslinéje spaudoje aprasytame FBKE [10]. Vis
délto, GO negali tiesiogiai ,,perduoti elektrony nuo savo aktyvaus centro elektrodui
[11], kadangi jo aktyvus centras yra izoliuotas storu nelaidziu apo-fermentg sudaranciu
baltymo sluoksniu [12]. Ribotos heterogeninés elektrony pernasSos (EP) problemai
spresti daznai naudojami EP tarpininkai [13]. Ypatingai gali buti naudingi tie EP
tarpininkai, kurie yra dalinai netirpiis vandeningje terpéje, taciau iStirpinti organiniame
tirpiklyje, jie gali biiti tiesiogiai imobilizuojami ant elektrodo pavirSiaus, taip iSvengiant
jy difundavimo tirpale. Siame darbe buvo tiriamos 1, 10-fenantroliny junginiy, turinéiy
skirtingas funkcines grupes, EP tarpininkavimo savybés GO katalizuojamoje gliukozés
oksidacijos heterogeningje reakcijoje. Tuo tarpu siekiant pagerinti GO modifikuoty
elektrody stabilumg buvo tiriama GO katalizuojama fermentiné laidZiy polimery
polimerizacija, kuomet plonas polimero sluoksnis padengia elektrodo pavirSiuje
adsorbuotg GO.

CDH yra ganétinai neseniai FBKE anodiniy elektrody konstrukcijose pradétas
naudoti fermentas [8], daugeliu atveju ant elektrodo pavirSiaus galintis pasiekti tiesioging
EP, taciau pasiZymintis maZesniu biokataliziniu aktyvumu bei atrankumu gliukozei nei
GO fermentas. Vis délto, tiesioginés EP principu veikian¢iy fermenty efektyvumas gali
biiti Zymiai pagerintas juos imobilizuojant nanostruktiirizuotuose elektrody pavirSiuose,
tokiu biidu padidinant adsorbuoto fermento kieki, o daznai pagerinant
bioelektrokatalizinj stabilumg bei tiesioging EP. Tiesioging EP demonstruojantys
fermentai turi ypatingai dideles perspektyvas jy pritaikymui biomedicinoje.

Siame darbe kaip stabiliis, elektriskai laidiis ir biologiskai suderinami elementai
elektrody pavirSiaus nanostruktiirizavimui buvo naudojamos neigiamai jkrautos citrato
jonais padengtos aukso nanodalelés (AuND). Labai svarbu, kad atliekant kruopscius
fermenty bioelektrokatalizés vienos AuND lygmenyje tyrimus, gali biiti ganétinai
lengvai kontroliuojamas AuND dydis, forma bei pavirSiaus charakteristikos. Kaip
modelinis fermentas Sioms studijoms pasirinktas lakazés fermentas, kadangi jis
tiesioging EP demonstruoja iSskirtinai tik AuND, bet ne plokStuminio aukso pavirsiuje.
Be to, tai ganétinai pigus, placiai tyrinétas fermentas, kurio fizikocheminés savybés yra

gerai charakterizuotos.



Reikéty pabrézti, jog pagrindiniai FBKE veikimo principai bei siekis atitikti
stabilumo ir galios reikalavimus yra nuolatos tiriami ir tam tikras progresas jau yra
pasiektas [14]. Vis délto, FBKE elektrody viskoelastiSkumas dar niekada nebuvo tirtas;
Stame darbe atlikti patys pirmieji tyrimai, skirti charakterizuoti FBKE elektrody
viskoelastines savybes. Labai svarbu zinoti, ar FBKE, tarkime, pritvirtintas prie kateterio
sieneliy, gali atlaikyti mechanines deformacijas, ir kaip FBKE lankstumas siejasi su jo
funkcionalumu jrenginyje.

Darbo tikslai:
1. Sukonstruoti fermentinius angliavandeniy/O, biokuro elementus (FBKE);
2. Nustatyti FBKE veikimg ribojancius faktorius;

3. Apibudinti fermenty bioelektrokatalizines charakteristikas AuND nanostruktiirose ir
§$iy nanostruktiry viskoelastines savybes;

Darbo uzdaviniai:

1. panaudoti angliavandeniy oksidacijg katalizuojanc¢ius fermentus (GO, CDH)
anodinio elektrodo konstrukcijoje;

2. panaudoti imobilizuotg GO fermentg fermentinéi politiofeno polimerizacijai;

3. panaudoti O, ir vandenilio peroksido redukcijg katalizuojancius fermentus (krieny
peroksidaze, bilirubino oksidaze ir lakaze) katodinio elektrodo konstrukceijoje;

4. sukonstruoti tarpininkaujama ir tiesiogine EP pagristus angliavandeniy/O, FBKE
elektrodus;

5. nustatyti reakcijas ir procesus, ribojanius anodiniy ir katodiniy elektrody
veikima;

6. nustatyti lakazés molekuliy, adsorbuoty ant vienos AuND, skai¢iy bei jvertinti

kinetines konstantas aprasanc¢ias O, bioelektroredukcija ant lakazés molekulémis
modifikuoty AuND, sudaran¢iy skirtingo tankumo  monosluoksnius
(bioelektrokatalizés priklausomybé nuo AuND pavirsiaus koncentracijos);

7. suformuoti kontroliuojamas AuND mono- ir daugia-sluoksniy nanostruktiiras
tioliais/polielektrolitais modifikuoto plokStuminio aukso pavirSiuje, keiciant
AuND dispersijos tirpalo joning jéga.

8. jvertinti AuND mono- ir daugia-sluoksniy nanostruktiiry, suformuoty panaudojant
skirtingus molekulinius riSiklius (tiolius/polielektrolitus), viskoelastines savybes;



9.

palyginti O, bioelektroredukcija, lakaz¢ inkorporavus AuND mono- ir daugia-
sluoksnése nanostruktiirose.

Mokslinis naujumas:

1.

Pirmg karta pademonstruota fermentiné politiofeno polimerizacija naudojant ant
elektrodo pavirSiaus imobilizuotag GO fermenta;

1,10-fenantroliny junginiai (FJ) pirma kartg panaudoti kaip GO elektrony pernasos
tarpininkai. Geriausias i jy — 5-amino-1,10-fenantrolinas (5AF) panaudotas anodinio
elektrodo konstrukcijoje, kuriant gliukozeés/O, FBKE;

Teigiamg kriivj turintis bi-funkcinis tiolinis junginys N-(6-merkapto)heksilpiridinis
(MHP) pirmg karta panaudotas elektrostatinés sgveikos biidu AuND pavirSiuje
imobilizuoti CDH fermentus iSskirtus i§ Corynascus thermophilus (CtCDH) ir
Humicola insolens (HICDH) kamieny. Si saveika atitinkamai jgalino tiesioging EP
tarp Siy fermenty ir AuND modifikuoto aukso elektrodo pavirSiaus;

Tiesioginé EP tarp HICDH fermento ir AuND pavirSiaus nustatyta pirmg kartg.
Atitinkamai HICDH pritaikytas kaip biokatalizatorius anodinio elektrodo
konstrukcijoje  kuriant tiesiogine EP paremtus angliavandeniy (gliukozés,
laktozes)/O, FBKE;

Pirmg kartag pademonstruota, jog vienalaikiSkai atliekant elektrocheminius ir kvarco
kristalo mikrogravimetrijos su disipacija (E-KKM-D) matavimus galima jvertinti O,
bioelektrokataliz¢ vienos AuND, modifikuotos lakazés molekulémis, lygmeniu;

Pirmg karta KKM-D metodas panaudotas analizuoti bioelektrokataliziniy AuND-
fermenty nanostruktiiry viskoelastines savybes.

Ginamieji teiginiai:

1. GO fermentas gali biiti panaudotas fermentinei politiofeno (PTF) polimerizacijai.
PTF sluoksniu padengta GO, imobilizuota ant elektrodo pavirSiaus, pasizyméjo
geresniu bioelektrokataliziniu stabilumu;

2. 5SAF junginys, imobilizuotas kartu su GO grafitinio elektrodo pavirSiuje, veikia
kaip EP tarpininkas GO heterogeninéje EP. Atitinkamai SAF/GO modifikuotas
elektrodas gali biti panaudotas kaip anodas tarpininkaujamos EP principu
veikiancio gliukozés/O, FBKE;

3. MHP junginys jgalina skirtingy celiobiozés dehidrogenazés fermenty,
imobilizuoty ant MHP-modifikuoto AuND pavirSiaus, tiesioging EP;



4. Celiobiozés dehidrogenazé, iSskirta i§ Humicola insolens kamieno, yra atspari
inhibicijai substratu laktoze. Taigi, fermentas galéty biiti naudojamas kaip
anodinis biokatalizatorius auksStos koncentracijos angliavandeniy tirpaluose;

5. Vienalaikiai elektrocheminiai ir KKM-D matavimai bei kontroliuojama
elektrostatine sgveika formuojami AuND monosluoksniai, jgalina tiksliai jvertinti
bioelektrokataliz¢ vienos AuND, modifikuotos lakazés molekulémis, lygmeniu.
Bioelektrokatalizé vienai NP koreliuoja su AuND pavirSine koncentracija;

6. Sluoksnis po sluoksnio (LbL) metodu suformuotos poli-L-lizino (PLL)/AuND
daugiasluoksnés struktiiros (4 sluoksniai), pasizymi aukStu elektriniu laidumu bei

yra tinkamos adsorbuoti lakazés molekules pasizymincias efektyvia tiesiogine EP.



DISERTACIJOS SANDARA

Daktaro disertacija paraSyta angly kalba ir turi Sias dalis: Jvadas, Literatiiros apZvalga,
Medziagos, jranga ir metodai, Rezultatai ir jy aptarimas, ISvados, Papildoma informacija,
Publikacijy sgraSas, Literatiros saraSas, Pad¢ka. Darbe yra 9 lentelés ir 67 iliustracijos,
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1.Literatiiros apZvalgg sudaro 7 skyriai.

1.1. Fermentiniai biokuro elementai. Apibréziama fermentiniy biokuro elementy
(FBKE) sgvoka, paaiSkinamas veikimo mechanizmas ir svarbiausios ypatybés,
apzvelgiamos FBKE pritaikymo galimybés ir aptariamos problemos, su kuriomis
susiduriama siekiant sukurti realias praktinio pritaikymo galimybes turin¢ius FBKE.

1.2. Redokso fermentai. Bendrai apzvelgiamos redokso fermenty struktiirinés ypatybés.
[Ssamiai apraSomos fermenty, naudoty atliekant disertacinius tyrimus, biologings,
struktiirinés ir bioelektrocheminés ypatybés. Atskirame poskyryje diskutuojama
galimybé GO fermentg panaudoti fermentinei politiofeno polimerizacijai.

1.3. FBKE elektrody kiirimo ypatumai. Aprasomi elektrony pernasos (EP) mechanizmai
redokso  fermentuose,  aptariami  bioelektrocheminiy  sistemy,  veikianéiy
tarpininkaujamos ir tiesioginés EP principu, privalumai ir trikumai. Pabréziamas
nanotechnologijy vaidmuo tiesioginei heterogeninei EP.

1.4. Aukso nanodalelés. Pateikiami placiausiai naudojami aukso nanodaleliy (AuND)
sintezés pavyzdziai, diskutuojama fermenty, adsorbuoty ant AuND, bioelektrokatalizé ir
jos priklausomybé¢ nuo tam tikry AuND savybiy, pavyzdziui, dydzio.

1.5. Plokstuminio aukso ir AuND pavirsiaus funkcionalizavimas. Apzvelgiama aukso
pavir§Siy modifikavimo svarba ir buidai, placiau diskutuojant pavirSiaus modifikavima
tioliniy junginiy savitvarkiais monosluoksniais bei polielektrolity plonais sluoksniais.
Aptariamas tiolinio junginio MHP ir polielektrolito PLL pasirinkimas modifikuoti
elektrody pavirSius disertacinio darbo tyrimuose.

1.6. AUND mono- ir daugia-sluoksniy struktiry formavimas kietuose pavirsiuose.
Diskutuojami reikalavimai ir sunkumai formuojant visapusiskai naudingus AuND
nanostruktiirizuotus elektrody pavirSius, tinkamus naudoti tiesioginés EP principu
veikian¢iuose FBKE. Aptariamos galimybés kontroliuojamos ir nekontroliuojamos

adsorbcijos biidu formuoti didelio tankio laidzias AuND struktiiras. ApraSomas
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atsitiktinio nuoseklumo adsorbcijos (angl. RSA: random sequential adsorption) modelis
siekiant suprasti ir charakterizuoti AuND adsorbcijg pavirSiuje elektrostatinés sgveikos
budu.

1.7. Bioelektrokataliziniy AuND-fermenty nanostruktiry tyrimas E-KKM-D metodu.
Diskutuojama galimybé, vienalaikiskai atliekant elektrocheminius ir kvarco kristalo
mikrogravimetrijos su disipacija (KKM-D) matavimus, vienu metu registruoti
adsorbuojamy AuND ir fermenty mas¢ bei matuoti bioelektrokatalizines charakteristikas,
ir tokiu budu jvertinti bioelektrokataliz¢ vienos, fermento molekulémis modifikuotos,
AuUND lygmeniu. Aptariami KKM-D veikimo principas ir budai, skirti analizuoti KKM-
D metodu gautus duomenis.

2. Medziagy, irangos ir metody dalj sudaro trys pagrindiniai skyriai: medziagos, jranga
ir metodai.

2.1. Medziagos. ISvardintos tyrimuose naudotos cheminés medZziagos, tirpalai bei

fermentai.

Darbe naudoti septyni fermentai: (i) trys anodiniai fermentai, tai yra., celiobiozés
dehidrogenazés (CDH) iSskirtos atitinkamai i§ Corynascus thermophilus (CtCDH) ir
Humicola insolens (HICDH), bei gliukozés oksidazé i§ (GO) isskirta i§ Aspergillus
niger, ir (ii) keturi katodiniai fermentai — lakazés (Lk) isskirtos i§ Trametes hirsuta
(ThLK) ir Trichaptum abietinum (ThLk), krieny peroksidazé (KP) ir bilirubino oksidazé
iSskirta i§ Myrothecium verrucaria (MvBO). CDH, GO, BO ir KP fermentai panaudoti
kurti ir tirti gliukozés/O, FBKE, o Lk fermentai — atskiro katodinio elektrodo tyrimams

mono (2D)- ir daugia (3D)-sluoksnése AuND nanostruktiirose.
Naudoti buferiniai tirpalai:

(1) FBT (pH 4) — 50 mM fosfatinis buferinis tirpalas, pH 4, esant 100 mM Na,SO4
(pH koreguotas naudojant citrinos riigsties monohidratg);

(i)  C-FBT (pH 3.4-5.4) — 50 mM citratinis-fosfatinis buferinis tirpalas esant 100 mM
KCI;

(iii)  FBT (pH 6.4-8.2) — 50 mM fosfatinis buferinis tirpalas esant 100 mM KClI;

(iv)  A-FBT (pH 6) — 50 mM acetatinis-fosfatinis buferinis tirpalas esant 100 mM KCI.

Naudoti reagentai pateikti disertacijoje, skyriuje 2.1.1., lentel¢je 4.
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2.2. Jranga.

a) Potenciostatas PGSTAT 30 su GPES3 v3.2 programine jranga ECO-Chemie/Autolab
(Utrecht, Nyderlandai);

b) Kompaktinis potenciostatas Ivium CompactStat 1§ Ivium Technologies (Eindhoven,
Nyderlandai);

c¢) Potenciostatas EC Epsilon 50 1§ BASi (West Lafayette, IN, JAV).

Vienalaikiai elektrocheminiai ir kvarco kristalo mikrogravimetrijos su disipacija (E-
KKM-D) matavimai atlikti naudojant QWEMA401 elektrochemine gardele (Q-Sense,
Gioteborgas, Svedija).

NICOMP™ submikroniniy daleliy analizatorius i§ Nicomp 380 ZLS (Santa Barbara,
JAV).

2.3. Metodai

Metody dalyje pateikiami MHP (zr. 2.3.1.), 1,10-fenantroliny junginiy (zr. 2.3.2.),
AuND (zr. 2.3.3.) sintezés protokolai. ApraSomas AuND dydzio jvertinimas
spektrofotometrijos (zr. 2.3.4.1.) ir atominés jégy mikroskopijos (zr. 2.3.4.2.) budu bei &-
potencialo nustatymas elektroforezinio Sviesos i§sklaidymo biidu (Zr. 2.3.5.).

Ivairts elektrody paruosimo biidai bei elektrocheminiai matavimai apraSyti atitinkamai
2.3.7.ir 2.3.9 skyriuose.

Kombinuoty E-KKM-D matavimy bei rezultaty analizés aprasymas pateiktas 2.3.10.
skyriuje.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Gliukozés oksidazés panaudojimas fermentinéje politiofeno polimerizacijoje

Siame tyrimy etape tirta GO, adsorbuotos grafitinio elektrodo (GE) pavirsiuje,
padengimas politiofeno (PTF) sluoksniu fermentinés polimerizacijos btdu. Tiofeno
polimerizacija inicijuota vandenilio peroksidu (H,0,), susidaran¢iu GO katalizuojamos
gliukozés oksidacijos metu. H,O, veiké kaip laisvuosius radikalus generuojantis
oksidatorius, kurie savo ruoZtu prad¢jo polimerizacijos reakcijg (Zr. disertacijoje skyriy
1.2.3.2.). Amperometriniu budu, apraSytu disertacijos metodinéje dalyje, skyriuje
2.3.9.1., buvo jvertinta PTF sluoksnio jtaka GO bioelektrokataliziniam aktyvumui ir
stabilumui. PTF sluoksnio formavimasis buvo patvirtintas susilpninto visisko atspindzio
Furjé transformacinés infraraudonyjy spinduliy spektroskopijos (ATR-FTIR)
matavimais, kurie pateikti disertacijoje, skyriuje 3.1.2.

Polimerizacijos trukmés optimizavimas ir jtaka GO Dbioelektrokataliziniam
aktyvumui detaliai apra$yti disertacijoje, skyriuje 3.1.1. Siy tyrimy metu nustatyta, kad
pakankamo storio polimeras susidaro laikant elektroda polimerizacijos tirpale 16 h.
Todél atlickant GO/PTF elektrodo stabilumo matavimus buvo pasirinktas 20 h
polimerizacijos trukmé. Stabilimo matavimai buvo atliekami 624 h laikotarpyje (Pav. 1).
Tarp matavimy elektrodai buvo laikomi +4 °C temperatiiroje, uzdarytame mégintuvélyje
virs A-FBT, pH 6.0, laSo. GE/GO-modifikuoto elektrodo Kpgp) i Imax reikSmeés pries
modifikavimg PTF sluoksniu buvo atitinkamai lygios 19.0+£2.0 mM ir 63.2+2.0 pA. Po
20 h inkubacijos polimerizacijos tirpale formuojantis PTF sluoksniui Kpgp) reikSmé
padidéjo iki 100£6.0 mM, o lnax sumaZejo iki 38.0+1.4 pA. 624 h laikotarpyje Kinapp)
pakito 1.3 karto, 0 I, parametrui buvo stebimas nuoseklus mazéjimas (Pav. 1b ir 1c,
kreivé 1). Eksperimento pabaigoje |y, sumazéjo 4 kartus.

Kontrolinio elektrodo, paruo$to inkubuojant A-FB tirpale turiniame vien tiktai
gliukozes, kinetiniai parametrai buvo tokie: Kiapp)=133.0£8.0 mM, la=27.5+£1.0 pA.
Stabilumo matavimy pabaigoje, t.y. po 624 h periodo, parametrai pasikeité atitinkamai:
Kingapp)=132.0£5.0 mM, 14=9.61£0.23 pA. Maksimali generuojama srové sumazéjo 3
kartus, taigi GO bioelektrokatalizinis stabilumas Siam kontroliniam elektrodui nebuvo

aukstas (Pav. 1b ir 1c, kreive 2).
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Kitas kontrolinis elektrodas paruostas GE/GO-modifikuotg elektroda 20 h
inkubuojant tiofeno turin¢iame A-FB tirpale be gliukozés. Nustatyti Kpgpp) 11 Imax
parametrai buvo atitinkamai lygis 14.6£1.5 mM ir 46.5+£1.2 pA, o po 624 h parametrai
pasikeité atitinkamai: Kpapp)=25.6£2.4 mM, [1=24.6+£0.8 pA. Bioelektrokataliziné
srové sumazéjo apytiksliai 2.15 karty (Pav. lc, kreivé 3). Sie duomenys rodo itin auksta

antrojo kontrolinio elektrodo stabiluma.
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Paveikslas 1. (a) Gliukozés gradavimo kreivés laike naudojant GO/PTF-modifikuota GE. GE/GO
elektrodas padengtas PTF sluoksniu §j elektrodg inkubuojant 20 h kambario temperattroje A-FBT, pH 6,
turin¢iame 200 mM tiofeno ir 50 mM gliukozés (polimerizacijos tirpalas). Skaiciai rodo laiko intervalus
tarp stabilumo matavimy (kreivé 1 —0h,2-24h,3-48h,4-96h,5-168h,6—-312h, 7432, 8 -
624 h) atlikty esant +0.3 V Ag/AgCI/3M KCI palyginamojo elektrodo atzvilgiu kambario temperattiroje
maiSomame A-FBT, pH 6, turin¢iame 2 mM fenazino metasulfato. Nustatytos Kpyapp.y (b) and Ina (C)
reikSmeés laike GE/GO elektrodg prie§ stabilumo matavimus 20 h inkubavus polimerizacijos tirpale
(kreivé 1) bei kontroliniuose tirpaluose nesant tiofeno (kreivé 2) arba gliukozés (kreivé 3).

3.2. 1,10-fenantroliny junginiy EP tarpininkavimo savybiy tyrimas naudojant

gliukozés oksidaze

Amperometriskai ir potenciometriskai tirta penkiy 1,10-fenantroliny junginiy (FJ),
tai yra, 1,10-fenantrolino monohidrato (FMH), 5-nitro-1,10-fenantrolino (5NF), 5-

amino-1,10-fenantrolino (5AF), 5-amino, 6-nitro-1,10-fenantrolino (5A6NF), 5,6-
14



diamino-1,10-fenantrolino (56DAF) (disertacijoje lentelé 3) EP tarpininkavimo savybés
naudojant gliukozés oksidaze (GO). Siuo tikslu tiek dalinai vandeninéje terpéje netirpiis
FJ, tiek GO fermentas buvo imobilizuoti grafitinio elektrodo pavirSiuje pagal metodika,
aprasSytg disertacijoje, skyriuje 2.3.7.3.

Zenklis amperometriniai signalai didinant gliukozés koncentracija A-FB tirpale,
pH 6, buvo registruojami GE/SAF/GO, GE/56DAF/GO ir GRE/SNF/GO elektrodams
(Pav. 2, kreives 1-3). Tai reiskia, jog SAF, S6DAF ir SNF galéty biiti tatkomi kaip EP
tarpininkai pernesti elektronus tarp GO ir GE pavirSiaus. Nemodifikuotas FMH bei
SAG6NF tokioje pat elektrodo konstrukcijoje nepasizyméejo EP tarpininky savybémis
(Pav. 2, kreivés 4 ir 5).

I/pA

0 100 200 300
[Gliukoze]/mM

Paveikslas 2. GE/GO ir GE/FJ/GO modifikuoty elektrody amperometrinis atsakas didinant gliukozés
koncentracija: (1) GE/5AF/GO, (2) GE/56DAF/GO, (3) GE/SNF/GO, (4) GE/SABNF/GOX, (5)

GE/FMH/GO ir (6) GE/GO esant +0.6 V Ag/AgClsy elektrodo atzvilgiu.

Siekiant iStirti galimybe FJ panaudoti FBKE elektrody kiirime, papildomai atlikti
potenciometriniai matavimai (Pav. 3). Geriausias potenciometrinis atsakas gautas
naudojant 5AF/GO pagrindu veikiantj elektrodg. Truput]i maZzesnis potenciometrinis
atsakas buvo stebimas elektrodui, modifikuotam 56DAF/GO. Kitais atvejais
registruojamas atviros grandinés potencialas buvo Zymiai mazesnis. Dél registruojamos

santykinai aukstos srovés ir generuojamo efektyvus potencialo, SAF ir 56DAF junginiais
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modifikuoti elektrodai galéty biiti taikomi GO pagrindu veikianciuose biologiniuose

jutikliuose ar FBKE kaip anodiniai elektrodai.

0 20 40 60
[Gliukozé]/mM

Paveikslas 3. Skirtingai modifikuoty GE potenciometrinis atsakas (esant atvirai grandinei)
elektrocheminéje gardeléje didinant gliukozés koncentracija: (1) GE/SAF/GO, (2) GE/56DAF/GO, (3)
GE/5NF/GO, (4) GE/SA6NF/GO, (5) GE/FMH/GO ir (6) GE/GO.

Diskusija, kokiu biidu prie 1,10-fenantrolino monohidrato karkaso prijungtos funkcinés

grupés jtakoja atskiry FJ savybes, yra aprasoma disertacijoje, skyriuje 3.2.1.

3.3. Angliavandeniy/O, FBKE kiirimas ir charakterizavimas

Siame skyriuje aprasomas tarpininkaujamos ir tiesioginés EP principu veikianéiy
angliavandeniy FBKE vystymas ir tyrimas. Papildomai charakterizuojamos atskiry

FBKE elektrody savybés siekiant jvertinti FBKE ribojancius veiksnius.
3.3.1. Tarpininkaujamos EP principu veikiantys gliukozés FBKE

Siame tyrimy etape buvo sukonstruotas ir tirtas FBKE, kurio tiek anodinio, tiek
katodinio elektrody kirimui panaudotas GO fermentas kaip biokurg naudojantis
gliukoze. 5AF junginys, ankstesniame tyrimy etape jvertintas kaip geriausias EP
tarpininkas i§ penkiy tirty FJ, kartu su GO fermentu (5AF/GO) buvo panaudotas
anodinio elektrodo konstrukcijoje. Atitinkamai bifermentine krieny peroksidazes (KP) ir

GO sistema (KP/GO) buvo panaudota katodinio elektrodo kurimui. Individualiy
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katodinio ir anodinio elektrody charakterizavimas pateiktas disertacijoje, skyriuje
3.3.1.1.

Maksimali registruota FBKE atviros grandinés jtampa lygi 0.45 V esant 16 mM
gliukozés koncentracijai. Pav. 4a vaizduoja galios (a) ir sroves (b) tankio priklausomybe
nuo elemento potencialo. NemaiSant 16 mM gliukozés turin¢iame A-FBT maksimalus
nustatytas srovés tankis buvo lygus 3.5 uW cm™ esant 0.3 V elemento potencialui.
Didinant gliukozés koncentracija, maksimalus, tai yra 16.3 pW cm™, galios tankis

pasiektas esant 150 mM gliukozés (Pav. 4b).
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Paveikslas 4. (a) Tipinés galios (a) ir srovés (b) tankiy priklausomybés nuo FBKE jtampos nemaisant
A-FBT, pH 6, esant 16 mM gliukozés aerobinése salygose. Linijiné voltamperometrija atlikta 0.1 mV s
potencialo skleidimo greiciu. (b) Galios tankio priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos matuota
chronamperometrijos biidu, esant potencialui atitinkanc¢iam maksimaly galios tankj.

3.3.1. Tiesioginés EP principu veikiantys angliavandeniy/O, FBKE
Atliktas tiesiogine ET paremty ir fiziologinio pH terpéje veikianciy angliavandeniy/O,
FBKE konstravimas ir charakterizavimas ant AuND modifikuoto aukso pavirSiaus.

Panaudojant teigiamg krivi turint] bi-funkcinj tiolin; junginj MHP, elektrostatinés
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sgveikos biidu AuND pavirSiuje imobilizuoti CDH fermentai iSskirti 1§ Corynascus
thermophilus (CtCDH) ir Humicola insolens (HiICDH) kamieny, tokiu buidu jgalinant
tiesioging EP tarp Siy fermenty ir elektrodo pavirSiaus. Disertacijoje pateiktas iSsamus
Siy dviejy CDH fermenty bioelektrokatalizés tyrimas ir palyginimas gliukozeés ir laktozes
tirpaluose (zr. skyriy 3.3.2.1.). HICDH fermentas, pasizymintis atsparumu inhibicijai
laktoze, pritaikytas kaip Dbiokatalizatorius anodinio elektrodo konstrukcijoje
AUND/MHP/HICDH. Katodinio elektrodo kirimui panaudota bilirubino oksidazé,
tiesiogiai adsorbuota ant AuND pavir§iaus (AuND/BO). Si FBKE konstrukcija yra
naudinga tuo, jog galéty funkcionuoti aukstos koncentracijos laktozés tirpaluose,
pavyzdziui, piene ar pieno produktuose.

Nustatytos tokios FBKE charakteristikos (Pav. 5):

(i) 5 mM gliukozés turin¢iame FBT, pH 7.4 - atviros grandinés jtampa lygi 0.65 V ir
atitinkamai maksimalus galios tankis lygus 4.77 uW cm™ esant 0.50 V elemento jtampai;
(if) 10 mM laktozés turin¢iame FBT, pH 7.4 - atviros grandinés jtampa lygi 0.67 V ir

maksimalus galios tankis lygus 8.64 uW cm™ esant 0.50 V elemento jtampai.
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Paveikslas 5. Tipinés srovés tankio ir galios tankio priklausomybés nuo HICDH-MvBOx FBKE jtampos
nemaiSomuose angliavandeniy turin¢iuose 50 mM FBT tirpaluose, pH 7.4. Salygos: FBT turintis (a ir C)
10 mM laktozeés ir (b ir d) 5 mM gliukozés. Linijinés amperometrijos matavimai atlikti 0.1 mV s™
potencialo skleidimo greiciu.

Tirto FBKE galios iSeigos pusamzis (esant 1 MQ iSorinei varzai) nustatytas esantis

lygus 13 h ir 44 h atitinkamai gliukozés- ir laktozés- turin¢iuose FBT.
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3.4. O, bioelektroredukcija lakaze inkorporuota skirtingo tankio AuND

monosluoksniuose

Siekiant jvertinti elektrodo pavirSiuje besiadsorbuojanc¢iy AUND and ThLk molekuliy
skai¢iy bei jvertinti O, bioelektroredukcija lakaze AuND-ThLk struktiiroje, atlikti
vienalaikiai elektrocheminiai ir KKM-D matavimai. Kei¢iant AuND dispersijos joning
jéga, pasiektas skirtingas AuND monosluoksnio uzpildymas () intervale nuo 0.33 iki 1.
Esant skirtingam AuND monosluoksnio uZpildymui 6, visais atvejais nustatytas panasus
vienos AuND pavirSiuje besiadsorbuojan¢iy ThLk molekuliy skaicius, kuris atitinkamai
buvo artimas teoriSkai jvertintam ThLk molekuliy kiekiui, nusakan¢iam, kiek ThLK

molekuliy teoriSkai galéty sorbuotis 22 nm skermens AuND pavirSiuje (Pav. 6)
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Paveikslas 6. ThLk molekuliy, adsorbuoty ant vienos AuND, skaicius r(ThLK) esant skirtingai AuUND
monosluoksnio koncentracijai. Stora linija vaizduoja 44 ThLk molekules, teoriskai galin¢ias adsorbuotis
vienos AuND pavirsiuje.

AukStesnés biokatalizinés srovés buvo registruojamos esant tankesniam AuND
monosluoksnio uzpildymui 6 (Pav. 7a). Bioelektrokataliziné srové buvo paskaiéiuota
vienai AuND. Neprognozuojamai srové vienai AuND buvo didesné esant tankesniam
AuND sluoksnio uzpildymui (Pav. 7b). Nustatyta maksimali bioelektrokatalizin¢ srové
vienai ThLk molekulémis modifikuotai AuND, kuri atitinkamai buvo lygi 31107 A. Si
reik§mé atitiko katalizinés konstantos (Ke) verte lygia 13 s . Si reik§mé yra Zymiai

mazesné lyginant ja su homogenine ThLk konstanta (190 s ), todél atitinkamai daroma
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prielaida, jog adsorbcijos metu vyko daliné ThLk molekuliy denatiiracija, arba tam tikra
dalis Lk molekuliy AuND pavirSiuje adsorbavosi orientacija, nejgalinancia tiesioging

EP.
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Paveikslas 7. O, bioelektrokatalizinés srovés priklausomybé nuo pavirSiaus padengimo AuND
koncentracijos (0): (a) srovés tankis geometriniam elektrodo plotui (Aukkm.p); (b) absoliucios srovés
reik§mé vienai AuND. Bioelektrokatalizinés srovés reik§mé buvo pasirinkta esant E = 0.4 V Ag/AgCI
palyginamojo elektrodo atzvilgiu naudojant LSV eksperimenty duomenis (Zr. disertacijoje pav. 59 esant
6 = 1). Geometrinis elektrodo pavirius buvo 0.785 cm®. Srové vienai ND buvo jvertinta srovés tankj
dalijant i§ AuND skaigiaus, tenkan¢io 1 cm? nustatyto KKM-D matavimy metu.

3.5. AUND mono-ir multi-sluoksniy fizikocheminiy savybiy jvertinimas

Sluoksnis po sluoksnio metodikos btidu (angl. layer by layer) plokstuminio aukso
elektrodo pavirSiuje suformuotos kontroliuojamas AuND mono (2D)- ir daugia (3D)-
sluoksnés nanostruktiiros. Neigiamai jkrauty AuND prijungimui aukso pavirSiuje bei
sluoksniy sujungimui j 3D struktiiras, panaudoti teigiamai jkrauti mazos ir didelés
molekulinés masés molekuliniai riSikliai, tai yra ilgas polielektrolitas poli-L-lizinas
(PLL) ir mazas tiolinis junginys 1-(6- merkaptoheksil)piridinis (MHP). Taipogi, tirta

AUND adsorbcija ant PLL-ThLk bisluoksnio, kuris naudotas 3.4 dalies tyrimuose, Siame
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tyrimu etape siekiant jvertinti Sios sistemos reologines/struktiirines savybes. Siy
struktiiry fizikocheminés savybés, tai yra pavirSiné koncentracija, struktiiriniai pokyciai
ir t.t., esant skirtingai sorbuojamy AuND dispersijos joninei jégai (taigi ir skirtingai
besiformuojancios struktiiros pavir§inei koncentracijai) buvo tiriamos atliekant KKM-D
matavimus. Pirmiausia buvo vertinama vien tiktai riSiklio molekuliy pagrindu
formuojamy struktiiry adsorbcija. IS nezymiy disipacijos parametro pokyciy atitinkamai
buvo sprendziama, jog PLL ir MHP suformavo ganétinai plonus ir kietus sluoksnius. Jy
pavirSinéms koncentracijoms apskaiCiuoti naudota Sauerbrey formulé (Disertacijoje,

skyrius 1.7.1.1.).

Pavirsiné koncentracija | nm? per Tankis (g cm™)
(ng cm™) molekule

MHP 47.8+0.2 0.68 0.8

PLL 18.8+6.3 972 -

ThLk 226.7+66.5 51.3 -

Vélesniame tyrimy etape charakterizuotos AuND 2D ir 3D struktiros. Visy pirma
struktiiriniai pokyciai buvo vertinami remiantis AD/Af-grafikais, kurie suteikia galimybe
preliminariai jvertinti formuojamy struktiiry homogeniSkuma, sgveiky stiprumg ir pan.
Kaip modeliné homogeniskai besiformuojanti sistema, D/Af-grafikais buvo
charakterizuota ir baltyminé mucino struktiira (Pav. 8a). Formuojantis homogeniskai
struktiirai, turéty buti stebima tiesiogiai proporcinga 4D ir Af parametry priklausomybé.
Si AD/Af tendencija ir buvo stebima baltyminéje modelingje sistemoje. AuND
adsorpcijos pobiidis esant 1 mM NaCl AuND dispersijoje visuose skirtingai
modifikuotose (MHP, PLL ir PLL-ThLk) aukso pavirSiuose buvo panaSus, tai yra,
didéjant sluoksnio masei, buvo stebimi maZesni disipacijos poky¢iai (Pav. 8 b, ¢, d). Si
tendencija rodo, jog did¢jant AuND koncentracijai pavirSiuje, maz¢jo jy judéjimo
galimybés. Esant 10 mM joninei jégai, kai AuND buvo sorbuojamos PLL-modifikuoto
aukso pavirsiuje, atvirksciai, didéjant sluoksnio tankiui, disipacijos pokytis didéjo labiau.

Tai galéjo jtakoti AuND prijungimas prie ilgy, lanks¢iy PLL molekuliy. Disipacijos
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rySkaus didéjimo nebuvo stebima tais atvejais, kai AuND buvo adsorbuojamas ant MHP
ir PLL-ThLk modifikuoty pavirSiy, pirmiausia todél, kad mazos MHP molekulés AuND
pririsa elektrodo pavirSiuje, o PLL sgveika su AuND pasikeicia del sgveikos su ThLk
D¢l AuND formuojamy struktiiry heterogeniskumo, jy fizikocheminiy savybiy, tai
yra, pavirSinés koncentracijos, viskoelastiSkumo, jvertimui naudoti skirtingi KKM-D
duomeny analizés metodai, kurie véliau atitinkamai palyginti tarpusavyje. Tam tikslui
naudota Sauerbrey formulé, Voigt modelis bei taip vadinama modeliui nepriklausoma

analizé. Siy metody teoriné jzanga bei jais remiantis atlikta duomeny analizé pateikta

disertacijos skyriuose 1.7 ir 3.4.2.
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Paveikslas 8. AD/Af-grafikai charakterizuojantys baltymo mucino (a), AUND ant MHP (b), AuND ant
PLL (c) ir AuND ant PLL-LKk (d) adsorbcija atitinkamai esant 1 arba 10 mM NacCl.

3.5.0, bioelektroredukcija lakaze, inkorporuota skirtingai paruoStuose AuND

daugiasluoksniuose

Atliktas TaLk fermento, inkorporuoto skirtingai suformuotose AuND nanostruktiirose,
bioelektrocheminis charakterizavimas. Siais tyrimais siekiama nustatyti, kokiu badu

paruoStose AuND daugiasluoksnése (3D) struktirose galéty biiti imobilizuojamas
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didziausias fermento, galinCio efektyviai veikti tiesioginés EP principu, kiekis. TalLk
inkorporacija 1 3D AuND strukttiras buvo atlikta tokia tvarka: (i) pirmiausia surenkant
3D AuND struktiirg ir tada ja impregnuojant TaLk molekulémis; (ii) adsorbuojant
AUND-TaLk konjugatus j 3D struktiirg ir tuomet jos pavirSiuje papildomai adsorbuojant
TaLk sluoksnj (Pav. 8). 3D struktiiry formavimas (4 sluoksniai) atliktas 20 nm
skersmens AuND sluoksnius sujungiant teigiamai jkrauto poli-L-lizino sluoksniais.
Labiau efektyvi AuND adsorbcija ir tuo paciu geresné TalLk fermento
bioelektrokatalizé buvo stebima 3D AuND struktiiroje, kuri buvo suformuota naudojant

fermentu nemodifikuotas AUND (Pav. 9).

AUy o-PLL-AUND (3D)
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Paveiklas 9. TalLk katalizuojama deguonies bioelektroredukcija, kai TalLk adsorbuota skirtingai
suformuotose 3D AuND strukttrose. AuND arba AuND-TalLk konjugaty adsorbcija atlikta naudojant 20
mM NaCl tirpalg. Potencialo skleidimo greitis: 1 mV s™; tékmés greitis: 100 pL min™; 50 mM C-FBT,
pH 4.0.

Lyginant abiejose struktiirose adsorbuoty AuND kiekj nustatyta, jog, adsorbuojant
fermento molekulémis nemodifikuotas AuND, suformuota triskart tankesné struktira.
Tuo tarpu imobilizuojant TaLk AuND pavirSiuje nustatyta, jog 3D PLL/AuND
struktiiroje imobilizavosi dukart daugiau fermento molekuliy nei struktiiroje, sudarytoje
i§ AuND-TaLk konjugaty. Kaip parodyta pav. 9b, TalLk adsorbuota 3D PLL/AuNP-
TaLk struktiiros pavirSiuje demonstravo nezymig nuo potencialo priklausomg srove,
reiSkiancia, jog §i struktiira pasizymi blogu elektriniu laidumu.

Svarbu pabrézti, jog TalLk adsorbavus 3D PLL/AuND struktiiros pavirSiuje, PLL

tarpiniai sluoksniai nejtakojo suformuotos 3D struktiiros laidumo, kadangi $iuo atveju
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registruota labai efektyvi O, bioelektroredukcija. Si srové buvo mazdaug penkis kartus
didesné nei tuo atveju, kai TalLk katalizuojama O, bioelektroredukcija buvo
registruojama TaLk imobilizavus AuND monosluoksnio pavirSiuje (Pav. 10). Vis délto,
lyginant TaLk molekuliy kiekj adsorbuotag monosluoksnéje (2D) ir 3D (4 sluoksniai)
struktiiroje, nustatytas panaSus adsorbuoto fermento kiekis. Taigi, Siuo bidu
suformuotose 3D AuND struktirose TaLk gali buti imobilizuojama tiesiogiai EP

palankia orientacija, taciau negali difunduoti j gilesnius AUND sluoksnius.

4 - Au,, o-PLL-Talk
] AU, q.p-PLL-TaLk-AuND
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Paveikslas 9. TaLk katalizuojama O, bioelektrokataliziné redukcija, kai TaLk buvo adsorbuota skirtingai
suformuotose 3D AuND struktiirose. AuND adsorbcija atlikta naudojant 20 mM NacCl tirpala. Salygos:
potencialo skleidimo greitis - 1 mV s™; tekmes greitis - 100 uL min™; 50 mM C-FBT, pH 4.0.
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ISVADOS

1. GO fermentas jgalino fermenting politiofeno (PTF) polimerizacija, gliukozés
oksidacijos metu veikdamas kaip biokatalizatorius. PTF sluoksniu padengta GO,
pasiZymejo geresniu stabilumu;

2. Fenantroliny junginiai (FJ), turintys amino funkcines grupes, tai yra, 5-amino-
1,10-fenantrolinas (5AF) ir 5,6-diamino-1,10-phenanthroline (56DAF) pasizymi
geriausiomis EP pernasos savybémis GO fermentui i§ tirty, skirtingas funkcines
grupes turin¢iy, FJ junginiy. Nemodifikuotasl,10-fenantrolino monohidratas
(FMH) bei 5-amino,6-nitro-1,10-fenantrolinas (SA6NF) nepasizymi EP tarpininky
savybémis;

3. 5AF junginys kartu su GO fermentu imobilizuotas ant grafito elektrodo (GE)
anodo konstrukcijoje GE/SAF/GO ir sujungus §j elektrodg su GE/KP/GO katodu
1 dvi-elektrodg sistema, sukonstruotas tarpininkaujamos EP principu veikiantis
gliukozes FBKE;

4. Panaudojant teigiamg kriiv] turintj bi-funkcinj tiolinj jungini MHP, elektrostatinés
sgveikos blidu AuND pavirSiuje imobilizuoti CDH fermentai iSskirti 18
Corynascus thermophilus (CtCDH) ir Humicola insolens (HICDH) kamieny,
tokiu budu jgalinant TEP tarp §iy fermenty ir elektrodo pavirSiaus. HIiCDH
fermentas, pasiZymintis atsparumu inhibicijai laktoze, pritaikytas kaip
biokatalizatorius anodinio elektrodo konstrukcijoje AUND/MHP/HICDH kuriant
tiesioginés EP principu paremtus angliavandeniy (gliukozées, laktozés)/O, FBKE.
Katodinio elektrodo kiirimui panaudota bilirubino oksidazé, tiesiogiai adsorbuota
ant AuND pavirsiaus (AuND/BO). Si FBKE konstrukcija yra naudinga tuo, jog
galéty yra tinkama funkcionuoti aukStos koncentracijos laktozés tirpaluose,
pavyzdziui, piene ar pieno produktuose;

5. Tiriant atskiry FBKE elektrody konstrukcijas nustatyta, jog tiek tarpininkaujamos,
tiek tiesioginés EP principu veikianc¢iuose FBKE konstrukcijose, jy veikima
limituoja anodiniai elektrodai;

6. Keiciant AuND dispersijos joning jéga, pasiektas skirtingas AuND
monosluoksnio uzpildymas (6) intervale nuo 0.33 iki 1. Esant skirtingam AuND

monosluoksnio uzpildymui 6, visais atvejais nustatytas vienos AuND pavirSiuje
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besiadsorbuojan¢iy Lk molekuliy skaiCius buvo artimas 44 teoriSkai galin¢ioms
22 nm skermens AuND pavirsiuje sorbuotis Lk molekuléms. Maksimali vienai
AuND nustatyta bioelektrokataliziné srove lygi 31-107® A, kuri atitinka
katalizing konstanta (Kea) lygia 13 s . Si reik§mé yra zymiai mazesné lyginant ja
su homogenine ThLk konstanta (190 s *). Daroma prielaida, jog adsorbcijos metu
vyko daliné ThLk molekuliy denatiiracija, arba tam tikra dalis Lk molekuliy
AuNP pavirSiuje jungiasi tiesioginei EP netinkama orientacija;

. Tiriant AUND mono (2D)- ir daugia (3D)- sluoksniy struktiras KKM-D metodu,
AD parametras parodé, jog adsorbcijos metu labai kito viskoelastinés
besiformuojancio sluoksnio savybés. 2D ir 3D AuND struktiiry salygojami 4D
buvo palyginti su baltymo, formuojancio labai homogeniska sluoksnj, adsorbcijos
metu registruojamu 4D;

. PLL/AUND pagrindu suformuota laidi daugiasluoksné (4 sluoksniai) struktiira yra
tinkama Lk, veikianc¢ios TEP principu, pavirSinei adsorbcijai. Lk nepasizyméjo

geb¢jimu difunduoti  gilesnius Sios struktiiros sluoksnius.
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SUMMARY
Design and characterisation of the electrodes of enzymatic biofuel cells

The objectives of the doctoral thesis are following: (i) to design carbohydrate/oxygen
enzymatic biofuel cells (EBFCs); (ii) to determine the factors limiting the performance
of EBFCs; (iii) to characterise the bioelectrochemical properties of the enzymes
adsorbed at conductive nanostructures and evaluate the viscoelasticity of these
nanostructures.

In this work 5-amino-1,10-phenanthroline (5AP) has been found to be the best redox
mediator for glucose oxidase (GOx) enzyme among five studied phenanthroline
derivatives with different functional groups. Later the 5AP cross-linked with GOx
enzyme on a graphite rod electrode (GRE) was employed as an anode while GRE with
co-immobilised horseradish peroxidase (HRP) and GOx was exploited as a cathode in
order to design a glucose powered EBFC.

A positively charged bi-functional thiol, N-(6-mercapto)hexylpyridinium (MHP), was
exploited to electrostatically attach the cellobiose dehydrogenase (CDH) enzymes from
Corynascus thermophilus (CtCDH) and Humicola insolens (HiCDH) to the gold
nanoparticle (AuNP) surface. This coupling enabled a sufficient direct electron transfer
between the enzymes and the AuNP-modified gold surface. Therefore, the HiCDH
enzyme, showing better performance characteristics, was employed as an anodic
biocatalyst in the designing of a mediatorless carbohydrate (glucose or lactose)/oxygen
EBFC. The biocathode of the EBFC was based on bilirubin oxidase from Myrothecium
verrucaria directly immobilised on the surface of AuNPs.

When separate electrodes of the designed EBFCs were studied, it was estimated that the
anodes were the limiting electrodes of the performance of both mediated and direct ET
based EBFCs.

The controlled assembly of mono- and multi-layer structures of AuNPs on a planar
thiol/polyelectrolytes modified gold surfaces has been studied, while alternating the ionic
strength of the AuNP dispersion. The viscoelastic properties of the AuNP nanostructures
were assessed. Moreover, the bioelectrocatalytic characteristics of the laccase (Lc)
enzyme, incorporated into those nanostructures, were estimated. Specifically, the number
of the Lc molecules adsorbed on a single NP was determined, the bioelectrocatalytic at a
single AuNP was evaluated, and the standard heterogeneous ET rate constant between
the enzyme molecule and an AuNP was assessed.
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