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Ivadas

Biojutikliai gaminami sujungiant biologing medziaga (pvz. fermentus, antikiinus,
nukleoriigstis) su tinkamu elektrocheminiu, terminiu, optiniu ar kitokiu keitikliu, leidzianc¢iu greitai ir
tiksliai aptikti jvairias medziagas. Biotechnologai pradeda naudoti didziulius biosensoriy, galinéiy
aptikti Zema baltymy, hormony, terSaly, dujy ir kity molekuliy kiekj, iSteklius. Fermentiniai
biojutikliai iki Siol buvo labiausiai iSvystyta ir svarbiausia biojutikliy klasé, kuri rado svarbig
pritaikymo sritj klinikinéje chemijoje. Pirmieji ir vis sékmingesni biojutikliai buvo pagristi fermenty,
kaip biologinio atpaZinimo elemento, naudojimu, o tai yra tie, kurie naudojami diabetu serganciy
asmeny gliukozés kiekiui kraujyje nustatyti, pagristi gliukozeés oksidazeés (GOx) imobilizavimu ant
vienkartiniy elektrocheminiy juosteliy. Buvo apraSyta daugiau amperometriniy sistemy, naudojant
fermentus peroksidazg, laktato dehidrogenaze ir cholesterolio oksidaze atitinkamai peroksidy, laktaty
ir cholesterolio analitéms nustatyti (Martinez et al., 2007).

Fermenty imobilizavimas yra vienas i§ pagrindiniy veiksniy kuriant efektyvius biojutiklius,
pasizyminc¢ius tinkamu veikimu, pavyzdziui, geru veikimo ir laikymo stabilumu, dideliu jautrumu,
dideliu selektyvumu, trumpu atsako laiku ir geru atsikartojamumu. Po imobilizacijos imobilizuotos
biomolekulés turi islaikyti savo struktiirg, funkcija, biologinj aktyvuma, iSlikti tvirtai suriStos su
pavirSiumi ir nesidesorbuotis naudojant biojutikl;. Be to, idealus biojutiklis turi biiti stabilus
ilgalaikiam naudojimui. Imobilizavimo metodo tipas turi jtakos fermentiniy biosensoriy aktyvumui ir
stabilumui. Tokie veiksniai kaip matavimy tikslumas, jutiklio atkuriamumas ir veikimo trukme labai
priklauso nuo fermento stabilumo, o pats imobilizacijos procesas stipriai veikia biosensoriaus

analitines savybes (Sassolas et al., 2012).

Gliukozeés biojutikliams ypa¢ svarbus yra fermento substrato specifiSkumas. Pacienty, kuriems
atlickama peritoniné dializé ar kitoks gydymas, kraujyje gali buti didelis maltozés kiekis (Janssen et
al., 1998). Gliukozés biojutikliai, kuriuose naudojamos plataus specifiSkumo oksidoreduktazés, gali
parodyti klaidingai padidéjusj gliukozés kiek; ir sukelti jatrogening hipoglikemija. Maisto ir vaisty
administracijos prane$ime (Frias et al., 2010) apie visuomenés sveikatg buvo jspéta dél galimy mirtiny
klaidy i§ PQQ-GDH pagrjstos jutimo technologijos. Svarbu suprasti pagrindines savybes ir
naudojamy fermenty apribojimus ir jy katalizinio aktyvumo principus, kad biity iSvengta galimy
pavojy. Svarstant galimg fermento tinkamuma konkrec¢iam biojutiklio pritaikymui turi biiti atsizvelgta

ne tik j pagrinding fermento kategorijg arba sutartinj pavadinimg, bet taip pat reikia zinoti ir kitas



ypatybes, kurios gali turéti jtakos fermentinéms savybéms, pvz., jo paruosimui naudotas Seimininko

kamienas, inZinerinés mutacijos, taip pat cheminés ar fermentinés modifikacijos. (Ferri et al., 2011).

Angliavandeniy konversija ir nustatymas jvairiuose tirpaluose yra svarbus daugelyje sriciy —
pramonéje (pvz., bioetanolio gamyba i§ lignoceliuliozés (Damayanti et al., 2021)), klinikiniuose
tyrimuose (pvz., gliukozés, fruktozés kiekis kraujyje (Shi et al., 2021)), maisto pramonéje (pvz.,
saldikliy gamyba (Cervantes et al., 2020)). Didelé angliavandeniy jvairové Siose srityse paskatino
sukurti daugelj angliavandeniy koncentracijos matavimy analizés metody, jskaitant chromatografija
(dujy (Zhang et al., 2009), plonasluoksne (Bischel et al., 1966), didelio efektyvumo skys¢iy (Chen et
al., 2010)), kapiliaring elektroforeze (An et al., 2015), kolorimetring ar infraraudonyjy spinduliy
spektroskopija (Immanuel et al., 2018).

Chinoproteiny oksidoreduktazés (QPOs) geba katalizuoti jvairiy struktiiriSkai skirtingy
alkoholiy, pirminiy aminy ir angliavandeniy oksidacijg. Tarp jy labiausios paplitusios yra
angliavandeniy dehidrogenazés (gliukozés, laktato, maltozés dehidrogenazés) (Kulys et al., 2010).
Nuo PQQ priklausoma gliukozés dehidrogenazé (PQQ-GDH) i§ Acinetobacter calcoaceticus buvo
panaudota kuriant bioelektrokataliting angliavandeniy (monosacharidy ir disacharidy) detekcijos
sistemg. PQQ-GDH skirstomos pagal jy lokalizacijg, t.y., tirpi (PQQ-sGDH) arba sujungta su
membrana (PQQ-mGDH). PQQ-sGDH buvo pasirinktas dél jo platesnio specifiSkumo jvairiems
cukrams. PQQ-sGDH geba oksiduoti jvairius monosacharidus, tokius kaip gliukozé, galaktozé,
arabinozé, taip pat disacharidus, pvz., laktoze, celobioze ir maltoze. Angliavandeniy oksidacijos

produktai yra atitinkami laktonai (Matsushita et al., 1988).

Tikslas: Istirti skirtingy pavirsiy jtakg imobilizuotam oksidoreduktaziy klasés fermentui (nuo PQQ

priklausomai gliukozés dehidrogenazei).
UZzdaviniai:

1. Nustatyti natyvios PQQ-GDH Kkinetinius parametrus (Km, Vmax) ivairiems substratams
spektrofotometriniu metodu;

2. Atrinkti tinkamg pavirS§iy PQQ-GDH imobilizavimui;

3. Nustatyti imobilizuotos PQQ-GDH kinetinius parametrus (Km, Vmax) jvairiems substratams
elektrocheminiu metodu;

4. Palyginti natyvios ir imobilizuotos PQQ-GDH specifiskuma jvairiems substratams.



1. Literatiiros apZvalga

1.1. Oksidoreduktaziy klasés fermentai

Oksidoreduktazés yra pagrindiné fermenty klasé, atsakinga uz oksidacijos-redukcijos reakcijy
katalize, labai svarbig daugumoje bioenergetiniy medziagy apykaitos keliy, kurie tiria Igstelés ir
organizmy energijos konversijg ir metabolizmg kaip visy gyvybés funkcijy pagrinda. Pagrindinis
démesys skiriamas biofiziniams, biocheminiams, fiziologiniams ir Igsteliy biologiniams procesams,
kurie garantuoja lgstelés energetinj saugumg ir jos komponenty iSsidéstymg pagal jvairius
matabolinius ir fiziologinius poreikius. Universalus oksidoreduktaziy buvimas bakterijy, archéjy ir
eukarioty energijos gamybos keliuose rodo, kad Sie baltymai atsirado anksciau, biogenezés proceso

metu, ir todél yra butini gyvybei (Chang & Baldi, 2013).

Oksidoreduktazés katalizuoja vienos cheminés rtsies (reduktoriaus arba elektrony donoro)
oksidacijg kartu su kitos (oksidatoriaus arba elektrony akceptoriaus) redukcija A+ B — A + B
formoje ir sudaro beveik trecdalj visy fermentiniy aktyvumy, uZregistruoty Braunsveigo fermenty
duomeny bazéje BRENDA. Oksidoreduktazés gali katalizuoti jvairiy organiniy substraty oksidacija /
redukcija, jskaitant alkoholius, aminus ir ketonus, ir neorganinius substratus, jskaitant mazus anijonus,
pavyzdziui sulfitus, ir metalus, pavyzdziui gyvsidabrij (Sellés Vidal et al., 2018). Siai fermenty klasei
priklauso grupé fermenty, kurie veikia redukuojanciame gliukozés gale, pirmaja hidroksilo grupéje.
Sios dvi grupés — gliukozeés oksidazé (GOX) ir gliukozés dehidrogenazé (GDH), priklausomai nuo jy
geb¢jimo reaguoti su iSoriniais elektrony akceptoriais. Gliukozés oksidazés apibréziamos kaip
oksidoreduktazés, kurios geba panaudoti deguonj kaip iSorinj elektrony akceptoriy, iSskirdamos
vandenilio peroksidg. Gliukozés dehidrogenazés apibréziamos kaip oksidoreduktazés, kurios negali
panaudoti deguonies kaip elektrony akceptoriaus, o vietoj to perkelia elektronus j jvairius natiiralius
ir dirbtinius elektrony akceptorius. Gliukozés dehidrogenazés toliau skirstomos pagal jy redokso
kofaktorius, kurie yra esminis nebaltyminis komponentas, veikiantis kaip pirminis elektrony
akceptorius (1.1 pav.). Jdomu tai, kad GOx geba panaudoti deguonj, taip pat jvairius kitus elektrony
akceptorius, FAD turin¢ios GDHs negali panaudoti deguonies, nepaisant to, kad jie turi tg patj redokso

kofaktoriy ir turi reik§mingy struktiiriniy panasumy su GOx (Ferri et al., 2011).
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1.1 pav. GDHs naudojami kofaktoriai. FAD, PQQ ir NAD strukttros pavaizduotos oksiduotoje biisenoje.
Redukuoti regionai yra paryskinti juodai, o $alia nupiesta redukuota regiono forma. Sritis, skirianti NAD (OH)
ir NADP (PO4H>), apibréziama apskritimu (Ferri et al., 2011)

1.1.1. Tirpi PQQ gliukozés dehidrogenazeé

Tirpi gliukozés dehidrogenazé yra klasikinis chinoproteinas, kuriam reikalingas kofaktorius
pirolochinolino chinonas (PQQ), kad oksiduoty gliukoze j gliukonolaktong. Pirolchinolino chinonas
(1.2 pav.) yra daugumos chinoproteiny dehidrogenaziy, kurios katalizuoja reakcijas gramneigiamy
bakterijy periplazmoje, prostetiné grupé. Jis sintetinamas nepriklausomai nuo apofermento
dehidrogenazés ir perneSamas j periplazma, kur jis yra jtrauktas j fermento struktiirg, sudarydamas
aktyvy holofermenta. Jis visada yra nekovalentiskai suriStas su fermentu. Visuose chinoproteinuose,

iSskyrus turin¢ius PQQ, prostetinés grupés yra kovalentiSskai prijungtos prie fermento, gaunamos

11



modifikuojant triptofano, tirozino arba lizino lickanas baltymo aminortig§éiy pagrinde (Goodwin &

Anthony, 1998).

1.2 pav. Pirolochinolino chinono (PQQ) cheminé struktiira. Nurodyta atomy nomenklatira (Oubrie et al.,
1999)

1.1.2. Tirpios PQQ gliukozés dehidrogenazés struktiira ir veikimo mechanizmas

PQQ pirmg kartg buvo isskirtas i§ gliukozés ir metanolio dehidrogenaziy (Anthony & Zatman,
1967). Jis lengvai iSsiskyré denatiiruojant fermentus, buvo iSgrynintas ir pasirodé esantis raudonas,
labai polinis, rigstus junginys su budinga zalia fluorescencija. Véliau jo struktiira buvo iSaiskinta
rentgeno kristalografija (Salisbury et al., 1979), o jo chemijg i§samiai apras$é Frankas ir Duine bei jy
bendradarbiai (Duine et al., 1983). Jie parodé, kad pagrindinis PQQ struktiiros bruozas yra orto
chinonas chinolino ziedo C4 ir C5 padétyse, kuris katalizés metu redukuojamas iki chinolio (Goodwin
& Anthony, 1998). PQQ biosintezé patvirtinta tik prokariotiniuose mikroorganizmuose; taciau
daugelis biosintezés kelio detaliy lieka nezinomos. Skirtingai nuo NAD ar FAD, PQQ biogenez¢ yra
ribosoming, gaunama nuosekliai modifikuojant peptido pirmtaka po transliacijos. Dehidrogenazés,
turin¢ios PQQ, yra placiai paplitusios, tokios kaip GDH, alkoholio dehidrogenazé ir sorbitolio

dehidrogenazé, visos jos turi beta sraigto struktarg (Ferri et al., 2011).

PQQ-GDH neatspindi vieno fermento, o vietoj to nurodo bent dvi skirtingas GDH, turincias
PQQ kaip redokso kofaktoriy: su membrana surista PQQ-mGDH (senesnéje literatiiroje GDH-A) ir
vandenyje tirpy PQQ-sGDH (senesnéje literatiiroje GDH-B). Buvo pranesta apie PQQ-mGDH i
lvairiy gramneigiamy bakterijy, o jy substrato specifiSkumas, stabilumas ir kitos savybés yra biiding0s
kamienui. Bakterijose PQQ-mGDH, kuris yra susietas su kvépavimo grandine per ubichinona,
fiziologinis vaidmuo yra galutiné gliukozés oksidacija. Apie PQQ-SGDH buvo pranesta tik i$
gramneigiamos bakterijos Acinetobacter calcoaceticus, kur ji randama periplazminéje erdvéje. PQQ-
SGDH néra susietas su A. calcoaceticus kvépavimo grandine, o jos fiziologinis vaidmuo islieka

neaiSkus. PQQ-SGDH yra maziau specifiska substratams nei PQQ-mGDH ir katalizuoja gliukozés,
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alozés, 3-O-metilgliukozés, taip pat disacharidy laktozés, celobiozés ir maltozés oksidacija. PQQ-
sGDH yra homodimerinis fermentas, turintis po PQQ molekule ir tris Ca?" jonus, prijungtus prie

kiekvieno subvieneto (Ferri et al., 2011).

Dél savo nejautrumo deguoniui, gero Katalizinio reaktyvumo ir, nepaisant prasto substrato
selektyvumo, chinoproteino gliukozés dehidrogenazé atlieka svarby vaidmenj tarp redokso fermenty,
kurie gali biiti naudojami analitiniais tikslais, pavyzdziui, gliukozés detekcijai, fermenty pagrindu
atliekamiems biojutikliy tyrimams (elektrocheminiuose imuno, DNR ir aptasensoriuose) ir biokuro
elementy kirimui. PQQ sGDH yra zinoma dél savo mazo specifiSkumo ir gali oksiduoti jvairius

mono-, di- arba oligosacharidus, jskaitant maltoze¢ (Durand et al., 2011).
1.1.3. Oksidoreduktaziy imobilizavimas

Oksidoreduktazes imobilizavimas yra labai svarbus norint pagerinti elektrody pakartotinj
naudojimg ir stabilumg. Norint pasiekti efektyvig tiesioging elektrony pernasa (TEP), svarbu
atsizvelgti j i§samias fermento ir elektrodo pavirSiaus charakteristikas, kad fermentai biity tinkamai
orientuoti, 0 tai sumazinty elektrony tunelinj atstumg. Veiksmingam fermenty imobilizavimui
naudojamos jvairtis anglies arba metaliniai pavirSiai (Vaz-Dominguez et al., 2008). Dazniausiai
naudojama fiziné adsorbcija ir / arba kovalentinis sujungimas. Savitvarkiai monosluoksniai (SAM)
buvo jvesti j bioelektrokatalize, kad tarnauty kaip baltymy / fermenty tiltas imobilizavimui ant aukso
ar kity metaliniy pavir§iy. SAM struktiiras nulemia Au-S rySys, metaliniy pavir$iy pavirSiaus
struktiira, Soninés sgveikos, taip pat tirpiklis ir elektrolitai. Naudojant SAM iSvengiama tiesioginio
fermento ir kiety pavirSiy kontakto, imituojant mikroaplinkg biologinése membranose. SAM turi
jvairias funkcines hidrofilines arba hidrofobines galines grupes, tokias kaip karboksilo, hidroksilo,
amino ir alkilo grupes. TEP kinetikg taip pat galima valdyti sureguliuojant SAM molekulés grandinés
ilgi, nes elektrony pernaSos greit] stipriai kontroliuoja tunelinis atstumas. Baltymy inZinerija
oksidoreduktazes tiesiogiai apriipina tiolio lickanomis, kas veda prie valdomos orientacijos, tiesiogiai
jungiantis prie baltymy tiolio arba formuojant tioeterio rysj su neso¢iuoju maleimidu (Murata et al.,
2009; Tominaga et al., 2008).

1.1.4. Fermenty imobilizavimo budai

Fermenty imobilizavimas yra svarbi funkcija kuriant fermenty pagrindu veikianciy biojutikliy
biologinio atpazinimo dalj. Siekiant pagerinti biojutikliy analitines charakteristikas ir i§plésti anali¢iy

diapozong keitiklio pavirSius modifikuojamas jvairiomis medziagomis. Modifikatorius gali buti
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jterpiamas ] pavirSiy (pavirSiaus modifikacija) arba sumaiSomas su elektrody pasty komponentais
(didmeniné modifikacija (angl. bulk modification). Aprasyta iSsamiy apzvalgy apie keleta fermenty
imobilizavimo biidy: adsorbcijg (angl. adsorption), kovalentinj prijungimg (angl. covalence),
kryzminj ry$j (angl. cross-linking), iterpimg (angl. encapsulation) j polimero matricg ir afiniskuma
(angl. affinity) (1.3 pav.). Kai kuriais atvejais fermenty imobilizacijos metodai yra pagristi keliy
imobilizacijos metody deriniu. Pavyzdziui, fermentas gali biiti i§ anksto imobilizuotas ant granuliy
adsorbcijos, afiniskumo arba kovalentiskumo btidu pries tolesnj jterpima akytame polimere (Sassolas
etal., 2012).

Fermentus galima imobilizuoti trimatése matricose (1.3 pav. A) tokiose Kkaip
elektropolimerizuota plévele, amfifilinis tinklas, sudarytas 1§ polidimetilsiloksano, fotopolimeras,
silikagelis, polisacharidas arba anglies pasta. Sia imobilizacija lengva atlikti. Fermentai, mediatoriai
ir priedai gali buti vienu metu nusodinami tame pa¢iame jutimo sluoksnyje. Pavir§ius modifikuojamas
taip, kad imobilizacijos proceso metu biity iSsaugotas fermento aktyvumas. Biojutikliai, kuriy
pagrindg sudaro fiziskai jterpti fermentai, daznai pasizymi padidintu veikimo ir saugojimo stabilumu.
Taciau apribojimai, tokie kaip biokomponenty iSplovimas ir galimi difuzijos barjerai, gali apriboti

sistemy veikima.

Fermenty adsorbcija ant kiety pavirSiy (1.3 pav. B) yra lengviausias fizinés imobilizacijos
biidas. Fermentas istirpinamas tirpale, o pavirSius tam tikrg laikg kontaktuoja su fermento tirpalu. Tada
neadsorbuotas fermentas paSalinamas plaunant buferiniu tirpalu. Adsorbcijos mechanizmai yra
pagrjsti silpnomis jungtimis, tokiomis kaip Van der Valso jégos ir elektrostatiné ir (arba) hidrofobiné
saveika. Sis metodas gali biti naudojamas be papildomo paviriaus funkcionalizavimo ir paprastai
nesunaikina fermenty aktyvumo ir yra pla¢iai naudojamas dél proceso paprastumo ir mazos kainos.
Taciau $is imobilizacijos metodas turi ir trikumy: fermentai yra silpnai prijungiami prie pavirsiaus, 0
pagrindiné problema yra fermento desorbcija, atsirandanti dél temperatiiros, pH ir jony stiprumo

pokyciy.

Kovalentinis fermenty prijungimas prie polimeriniy pavirSiy (1.3 pav. C) yra populiarus
cheminés imobilizacijos metodas, naudojamas fermentiniams biojutikliams kurti. Biokatalizatoriai
yra prijungiami prie pavir§iaus per funkcines grupes, kurios yra juose ir kurios néra butinos jy
kataliziniam aktyvumui. Fermenty prijungimas ant kieto pavirsiaus paprastai atliekamas i$ pradziy
aktyvuojant pavirsiy, naudojant daugiafunkcinius reagentus (pvz., glutaraldehida arba karbodiimidg),

po to vyksta fermento sujungimas su aktyvuotu pavir$iumi, tada paSalinamos perteklinés ir nesuristos
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biomolekulés. Nesiklio pavirSius gali biiti neorganiné medziaga (pvz., reguliuvojamy pory stiklas),
nattiralus (pvz., celiuliozé) arba sintetinis polimeras (pvz., nailonas). Kovalentinis imobilizavimas gali
biiti atliekamas tiesiai ant keitiklio pavirSiaus arba ant plonos membranos, pritvirtintos prie keitiklio.
Sis metodas uztikrina tvirta ir kryptingg fermento fiksavima keitiklio pavir§iuje. Tai reikimingai
padidina detekcijos jautrumg ir tikslumg bei leidzia regeneruoti pavirS$iy, pavyzdziui, kei¢iant
»analités-fermento* komplekso stabiluma. Tai padidina biojutiklio galiojimo laika (Kozitsina et al.,
2018; Rodriguez-Delgado et al., 2015).

Fermenty imobilizavimas kryzminiu ryS$iu (1.3 pav. D) su glutaraldehidu arba kitais
bifunkciniais agentais, tokiais kaip glioksalis arba heksametilendiaminas, yra dar vienas gerai Zzinomas
biojutikliy kturimo budas. Fermentai gali bati sujungti tarpusavyje arba esant funkciskai inertiSkam
baltymui, pavyzdziui, jau¢io serumo albuminui. Sis metodas populiarus dé¢l savo paprastumo ir
stipraus cheminio jungimosi tarp biomolekuliy. Pagrindinis trilkumas yra aktyvumo praradimo
galimyb¢ dél aktyvaus fermento konformacijos iSkraipymo ir aktyviojo fermento centro struktiiros

pakitimy kryzminio imobilizavimo metu.

Afiniskumo strategija (1.3 pav. E) yra sukurti (bio)afiniskus rysius tarp aktyvuoto pavirSiaus
(pvz., su lektinu, avidinu, metalo chelatais) ir specifinés baltymy sekos grupés (pvz., angliavandeniy
liekanos, biotino, histidino). Sis metodas leidZia reguliuoti biomolekulés orientacija, kad bity isvengta
fermenty deaktyvavimo ir (arba) aktyvios vietos blokavimo. Buvo apra$yti keli afiniskumo metodai,
skirti imobilizuoti fermentus per streptavidino-biotino, lektino-angliavandeniy bei metalo katijony-
chelatoriy sgveikas. Fermento sekoje gali biiti afiniSkumo zZymeny (pvz., cukraus dalis), taciau kai
kuriais atvejais afiniSkumo Zyme (pvz., bioting) reikia prijungti prie baltymy sekos taikant geny
inzinerijos metodus, pvz., nukreiptg mutagenezg, baltymy suliejimo technologijg ir po transkripcijos

modifikacijg (Kozitsina et al., 2018; Sassolas et al., 2012).
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1.3 pav. Scheminis pagrindiniy skirtingy fermenty imobilizavimo biidy vaizdavimas. E: fermentas, P:

inertiskas baltymas (Sassolas et al., 2012)
1.2. Biojutikliai, ju veikimo principas ir tipai

Biojutikliai yra prietaisai, kurie fiksuoja biologinj signalg ir pavercia jj aptinkamu elektriniu
signalu. Tai apima biologiniy subjekty, tokiy kaip DNR, RNR ir baltymy / fermenty, kombinacijg j
elektrochemin;j keitiklj, siekiant aptikti ir stebéti tam tikras biologines analites, pvz., antikiiny ir
antigeny sgveikg. Buvo zinomi keli biosensoriy tipai, kurie buvo sékmingai naudojami aplinkosaugos,
biomedicinos ir maisto pramongés srityse, siekiant aptikti ir paSalinti tam tikrus terSalus, negyvus ar
gyvus objektus ore. Dabar dazniausiai naudojami amperometriniai, optiniai, pavir§iaus plazmoninio
rezonanso, fermentiniai, DNR, fagy ir bakteriniai jutikliai. Sie biojutikliai gali biiti naudojami aptikti
platy biologiniy anali¢iy spektra ir parodé didesn;j atsaka bei sékmg¢ medicinos laboratorijose, maisto
bioanalizéje, mikroby detekcijoje ir kt. Lengvai, tiksliai ir realiu laiku galima nustatyti gliukozés
koncentracija organizme, mikroby invazija | organizmg ir maistg, sunkiyjy metaly aptikimg
dirvoZemyje, vandenyje ir ore plintan¢iy mikroby, pesticidus vandenyje ir dirvoZemyje bei jvairiy
kenksmingy cheminiy medziagy aptikimg, naudojant jvairiy tipy biojutiklius su nedidelémis
modifikacijomis (Ali et al., 2017).
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Biojutiklio schema yra pateikta 1.4 paveiksle. Jutiklis turi specifing reaguojanciag viets, kuri
gali reaguoti | tam tikros riiSies analite terpéje. Analité / dirgiklis sukelia cheming sgveika, kuri
inicijuoja informacijos pavertimag elektriniu signalu. Tada elektrinis signalas perduodamas kitam
jrenginiui, apdorojimo blokui, kuris toliau jvykdo aptikimo atsakg. Techniskai jutiklis susideda i§
dviejy daliy, t.y. receptoriaus ir keitiklio. Receptorius priima fizinj / cheminj dirgiklj ir pavercia $ig
informacijg elektros energijos pavidalu, o keitiklis Sig energija pavercia vertingu analitiniu signalu,

kurj galima toliau analizuoti ir pateikti elektronine forma.

~ KEITIKLIS /
JUTIKLIS
1.4 pav. Schema, vaizduojanti jvairius jutikliuose vykstan¢ius procesus. 1) analité jungiasi prie receptoriy 2)

cheminé sgveika tarp analités generuoja elektrinj signalg 3) Keitiklis perduoda elektrinj signalg j procesoriy

(Ali et al., 2017)

Signalo formavimo procesas fermenty biojutikliuose, apima vieng ar kelias substrato (analités)
katalizines transformacijas. Biojutikliai skirstomi j kelias kartas (1.5 pav.). Pirmosios kartos fermenty
biojutikliuose (1.5 pav. I) katalizinés sgveikos produktas patenka j elektrocheming signalo formavimo
reakcijg. Pirmosios kartos biojutikliuose sistemos naudoja deguonj kaip elektrony akceptoriy,
nustatydamos gliukozés koncentracija pagal deguonies suvartojimg arba vandenilio peroksido
iSsiskyrimg. Antroje kartoje signalo formavimo procesas apima fermentinés reakcijos produkto
sgveika su mediatoriumi (1.5 pav. II), o analitinis signalas susidaro dél elektrony mainy tarp tarpininko
ir keitiklio. Antrosios kartos biojutikliuose fermentai perkelia elektronus j dirbtinius elektrony
akceptorius (taip pat vadinamus elektrony tarpininkais arba redokso dazais) vietoj deguonies, kad biity
iSvengta trukdziy i$ kity redokso riisiy. Sureagave (redukuoti) dirbtiniai elektrony akceptoriai stebimi
kolorimetri§kai arba elektrochemiskai. Trecios kartos (1.5 pav. III) fermenty biojutikliuose analitinj
signalg lemia tiesioginis elektrony perdavimas tarp keitiklio ir aktyvaus fermento centro. Treciosios
kartos biojutikliai naudoja tiesioginj elektrony perdavimg j elektroda, taip pasalinant toksiskus
dirbtinius elektrony tarpininkus ir i§vengiant klaidy dél deguonies koncentracijos pokycCiy. Be trijy

karty, biosensoriy sistemos toliau skirstomos ] kategorijas pagal naudojamo fermento tipa, Kuriy
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individualios savybés labai skiriasi pagal kelis skirtingus kriterijus: reakcijg i substratus, elektrony
akceptoriy priecinamuma, nebaltyminio kofaktoriaus komponenta (pirminis elektrony akceptorius),
baltymo struktiirg (nuo pirminés iki Ketvirtinés), glikozilinimo buvimg ar nebuvima, taip pat
mikroorganizmo Seimininka, skirtg nattraliai arba rekombinantinei fermento gamybai (Ferri et al.,
2011; Kozitsina et al., 2018).

Electrode
o~/ P 2 Subsirate (-'*%(/@(ﬁm i(\ [ Sabsirate
u,o?<§€m '& = Preducts \Q‘m
I 1| 111

1.5 pav. Pirmos (I), antros (II) ir trecios (IIT) kartos fermenty biojutikliai (Kozitsina et al., 2018)
1.3. Grafenas

Dél puikiy mechaniniy, elektriniy, Siluminiy ir barjeriniy savybiy grafeno pagrindu pagaminti
nanokompozitai pastargjj deSimtmetj buvo aktyviai tyrinéjama sritis. Dél paprastos sintezés ,,i$ virSaus
j apacig® (angl. top-down) grafeno oksidas (GO) ir redukuotas grafeno oksidas (rGO) atvéré naujas

galimybes tirti dujy barjerg, membranos atskyrima ir dirgiklio-atsako savybes nanokompozituose.

Grafenas yra atomiskai plonas, dvimatis (2D) sp? anglies atomy lakstas korio struktiiroje.
Jrodyta, kad jis turi daug pageidaujamy savybiy, tokiy kaip didelis mechaninis stiprumas, elektrinis
laidumas, molekulinés barjerinés savybés. D¢l iy priezasciy daugybés moksliniy tyrimy tikslas buvo
jtraukti grafeng j polimerus, kad bty sukurti polimery pagrindu pagaminti nanokompozitai. Ta¢iau
neoksiduoto grafeno (angl. pristine graphene) naudojimas pasirodé sudétingas dél sudétingos sintezés
18 apacios | virSy®“, blogo tirpumo ir aglomeracijos tirpale dél Van der Valso saveikos. Kaip
alternatyva, junginiai, savo struktiira panaSus ] grafeng, gali biiti sintetinami i§ grafito ar kity anglies
Saltiniy ,,i$ virSaus ] apacig* metodu, bandant pasiekti daugelj neoksiduoto grafeno pranasumy, kartu
prisotinant pavir$iy funkcionalizuotomis deguonies grupémis. Dél grafito oksidacijos protonizuotuose
tirpikliuose susidaro grafito oksidas, kurj sudaro keli grafeno oksido (GO) sluoksniai (Smith et al.,
2019).
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1.3.1. Grafeno oksidas

GO turi panaSig SeSiakampe anglies struktiirg kaip grafeno, bet jame taip pat yra hidroksilo (—
OH), alkoksi (C—O-C), karbonilo (C=0), karboksirtigsties (—COOH) ir kity funkciniy grupiy, turin¢iy
deguonj. Be sintezés paprastumo, Sios deguonies prisotintos grupés yra atsakingos uz daugybe
pranasumy, lyginant su grafenu, jskaitant didesnj tirpumg ir pavirSiaus funkcionalizavimo galimybe,
o tai suteiké daug galimybiy naudoti GO nanokompozitinése medziagose. Be to, GO gali biti
apdorojamas daugeliu metody, skirty redukuoto grafeno oksido (rGO) sintezei, siekiant sumazinti
deguonies grupiy skaiCiy ir pasiekti savybes, artimesnes neoksiduoto grafeno savybéms. Neseniai
atsirado kita grafeno dariniy klasé, Zinoma kaip grafeno kvantiniai taSkai (GQDS), kurie i§ esmés yra

grafeno lakstai, kuriy Soninis matmuo <100 nm.

Grafeno dariniai (GO, rGO, GQDs) pasirodé esantys veiksmingi uzpildai polimerinése
nanokompozitinése medziagose dél idealiy medziagy savybiy ir dispersiSkumo polimerinése
matricose, 0 tai lémé didelj jy pritaikyma. Jrodyta, kad sandarus sp? anglies atomy sudé¢jimas yra
beveik tobulas barjeras dujy molekuléms, o tai jrodo grafeno dariniy naudojimg pakavimo
medZziagose, korozijai atspariose medziagose ir jautriy elektroniniy prietaisy apsaugai. Dél panasiy
priezas¢iy uzpildo kiekio koregavimas nanokompozituose gali biti naudojamas tam tikro dydzio
molekuliy selektyvumui reguliuoti, kad baty sukurtos auk$¢iausios membranos technologijos. Be to,
unikalios hidrofilinés, Siluminés ir elektrinés GO savybémis gali biti panaudotos medziagose, kurios

reaguoja j dirgiklius (Pei & Cheng, 2012).
1.3.2. Grafeno sintezé

GO sinteze galima suskirstyti j dvi pagrindines kategorijas: ,,i$ apacios j virSy“ metodus, Kali
neoksiduotam grafenui sukurti naudojamos paprastos anglies molekulés, ir ,,i§ virSaus j apacig®
metodus, kai grafeno dariniy sluoksniai iSgaunami i§ anglies Saltinio, paprastai grafito. Jrodyta, kad

sintez¢ ,,i$ apacios j vir§y“ (pvz., cheminis nusodinimas garais, epitaksinis augimas ant silicio karbido

W W —
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Svarstant grafeno ir jo dariniy sinteze, norima struktiira ir savybés labai priklauso nuo dydzio,
formos ir funkciniy grupiy, pritvirtinty prie medziagos pavirSiaus. Ideali strukttira yra vieno sluoksnio
grafenas, susidedantis i§ vieno atomo visiskai hibridizuotos sp? anglies struktiiros su minimaliais
defektais (1.6 pav. a). Taciau dél labai palankaus grafeno laksty iSdéstymo buvo sukurta
daugiasluoksné grafeno struktira (1.6 pav. b). Kaip minéta pirmiau, $iy struktiiry sintezé naudojant
metoda ,,i§ apacios j vir§y“ pasirodé sudétinga pramoniniam pritaikymui. Taigi, taikant metodg ,,i$
vir$aus j apadia®, lengviau sukurti labai oksiduotg grafeno forma, GO, su sp? ir sp® anglimi, kurioje
yra daug deguonies grupiy (1.6 pav. c), kurias galima pasalinti redukuojant (rGO) ir sp® anglies, kad
susidaryty labiau j grafeng ,,panasi“ medziaga su gerokai pagerintomis savybémis (1.6 pav. d). Tada
ir GO, ir rGO gali biiti toliau apdorojami taikant metoda ,,i$ virSaus j apacig®, kad buty sukurti tiek

GOQD, tiek rGQD (1.6 pav. e ir f) (Cheng et al., 2017).

Vienasluoksnis grafenas o N
¥ Hidrofobiniy sp>  Daugiasluoksnis grafenas

jung¢iy grafeniniai
domenai

Nejkrautos, polinés
grupés (-OH, -O-)

e eSS Se bazingje plokstumoje  f
* r»‘_ s\(’:’\\
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GoaQD Gab

Ikrautos hidrofilinés grupés

1.6 pav. Grafeno ir jo dariniy formos: (a) vieno sluoksnio grafenas, (b) daugiasluoksnis grafenas, (c) GO, (d)
rGO, (e) GOQD, (f) rGQD (Cheng et al., 2017)
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1.4. Savitvarkiai monosluoksniai

Savitvarkio monosluoksniy sritis atsirado 1946 m. kai Zisman‘as paskelbé monomolekulinio
sluoksnio paruosimg, adsorbuojant (savaime surenkant) pavir§inio aktyvumo medziagg ant Svaraus
metalo pavirSiaus. Tais metais Sie tyrimai nebuvo pripazinti ir paskelbtas leidinys nesulauké daug
démesio. Véliau tolesni tyrimai buvo pradéti Kuhn’o laboratorijoje Gottingene. Pritaikant ilgamete
patirt], naudojant chlorosilano darinj stiklui hidrofobizuoti, seké naujesnis atradimas, kai Nuzzo ir
Allara parodé¢, kad alkantioliy savitvarkio monosluoksnius (SAM) ant aukso pavirSiaus galima
paruosti adsorbuojant di-n-alkilo disulfidus i§ praskiesty tirpaly. Daugelis savitvarkio monosluoksniy

po juy atradimo buvo placiai tyrinéjami, o ypa¢ alkantioliy monosluoksniai ant aukso pavirSiaus
(Ulman, 1996).

Savitvarkés monomolekulinés plévelés, sudarytos i§ gana dideliy, ilgos grandinés pusiau
lanksc¢iy organiniy molekuliy sulauké nemazo susidoméjimo fizikoje, chemijoje ir biologijoje dél savo
sugebéjimo kontroliuoti drékinima, sukibima ir korozija ant pavirsiy ir sasajy. Sios plévelés,
vadinamos savitvarkiais monosluoksniais (SAM), kurios susidaro dvimatés amfifiliniy molekuliy

agregacijos metu ant tinkamo pagrindo (Zharnikov & Grunze, 2001).

Savitvarkiai monosluoksniai placiai taikomi modifikuojant metaly pavirSius, sickiant jiems

suteikti tam tikras savybes. SAM ypatingai patrauklis dél tokiy priezasciy:
1) Nesudétingas paruoSimas;
2) PavirSiaus savybiy suderinamumas kei¢iant molekulés struktiirg ir funkcijas;

3) Naudojami SAM statybiniai blokai daugelyje kompleksiniy struktiiry, sujungiant pridétinius

sluoksnius ant pavirSiaus (Schreiber, 2000).

SAM jau seniai pripazinti kaip esminiai ,tiltai” tarp redokso aktyviy fermenty ir kiety
elektrody pavir$iy, ant kuriy fermentai patenka per tiesioginj elektrony perdavima (TEP) — pavyzdziui,
fermentinio biokuro elementuose (EBFC) ir biosensoriuose. SAM turi daugybe galiniy grupiy,
leidZian¢iy produktyviai fermentus adsorbuoti ir tikslius nustatymus palankioms orientacijoms ant
elektrodo. Tunelinis atstumas, SAM grandinés ilgis bei kontaktuojancios galines SAM grupés yra
reik§mingiausi kontroliuojantys veiksniai atlieckant TEP tipo bioelektrokataliz¢. Pastaruoju metu buvo

placiai iStirtos SAM modifikuotos nanostruktiirinés elektrodo medziagos, siekiant pagerinti ant
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elektrocheminiy pavir§iy imobilizuoty redokso aktyviy fermenty katalizinj aktyvuma ir stabiluma
(Yan et al., 2020).

1.4.1. Struktiira

Savitvarkius monosluoksnius sudaranc¢ios molekulés pasizymi savita strukttra, kuri
pavaizduota 1.7 paveiksle. Molekulés, i§ kuriy susiformuoja SAM, sudarytos i§ pavir$iui aktyvios
funkcinés grupés (pradiné grupé¢), angliavandenilio grandinés (pagrindiné grupé) ir galinés grupés.

O O 0O O O D= galiné grupé
— pagrindiné grupé

pradiné grupé

pavirsius
1.7 pav. Savitvarkio monosluoksnio struktiiros schema (Schreiber, 2000)

Pradiné grupé yra gimininga pavirSiui ir sgveikauja su juo. Sgveika gali buti fizin¢ arba
cheminé. Tioliy atveju susidaro metalo ir sieros rySys, kuris stabilizuoja pavirSiaus atomus ir keicia
elektrines savybes. Svarbu tai, kad metalo ir sieros rysj sudaro ne tik tioliai, bet ir disulfidai, sulfidai,
ditioliai ir kt. Pagrindiné grupé — tai angliavandenilio grandiné, kurios ilgis gali bati nuo keliy iki
keliolikos anglies atomy. D¢l angliavandenilines grandines veikian¢iy sgveiky §i grupé lemia
monosluoksnio savitvarka, taip pat veikia kaip fizinis barjeras tarp pavirSiaus ir funkcinés grupés arba
terpés komponenty. Priklausomai nuo angliavandeniliniy grandiniy ilgio ir sudéties, galima keisti
optines savybes ir elektrinj laidumg. Galiné, funkciné grupé, sgveikauja su aplinka ir lemia SAM
funkcines savybes. KeiCiant funkcine grupe galima keisti savitvarkio monosluoksnio paskirtj ir
pavirsiui suteikti norimas savybes. Funkcinés grupés gali bati tokios: CHs, CF3, Cl, Br, CN, OH, NH,
SOsH, COOH, taip pat jvairaus tipo aromatiniai ziedai (Jin et al., 1999; Schreiber, 2000). SAM
formavimui naudojamos kelios sistemos. Apibudinamasis bruozas yra chemisorbuojan¢ios molekulés
ir substrato grupés ,pora”“ (o likusia molekulés dali galima beveik laisvai pasirinkti), S§i
,.,chemisorbcijos pora“ naudojama klasifikuojant konkrec¢ig sistemg. Tikriausiai populiariausia SAM
sistema yra tioliniai junginiai ant aukso (111). Kitas populiarus pavyzdys yra organinio silicio (angl.
organosilicon) monosluoksniai ant hidroksilinty pavir$iy. Kai kurie dazniausiai naudojami SAM

junginiai pavaizduoti 1.8 pav.
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1.8 pav. Keletas dazniausiai naudojamy SAM junginiy pavyzdziy (1) n-alkantiolis: HS-(CH2)n.1-CHs; (2) a,®-
alkanditiolis: HS-(CH2),-SH; (3) m-merkaptoalkanolis: HS-(CH,).-OH; (4) o-merkaptoalkano karboksirtigstis:
HS-(CH2)n-1-COOH (5) 4-metil-4’ -merkaptobifenilas (MMB): HS-(C¢H4)2-CHs; 6) 1,1° -dialkil-disulfidas:
HsC-(CH2)n1-S-S-(CH2)n-1-CHgs;  7) alkiltrichlorsilanas: ClsSi-(CH2)n1-CHs (paveikslélyje pavaizduotas
oktadeciltrichlorsilanas (OTS): ClsSi-(CH2)17-CHs (Schreiber, 2000)

1.4.2. Tioliy formuojami SAM

Savitvarkiai monosluoksniai (SAM) yra placiai tiriami ant jvairiy metaly, tokiy kaip auksas ir
sidabras. Stabily monosluoksnj galima sukurti mirkant substratg tirpale, kuriame yra molekulés su
tiolio grupe. Tiolio molekuliy savaiminis susidarymas ant metaliniy pavirSiy atsiranda dél cheminio
ry$io tarp substrato atomy ir alkantioliy sieros atomy ir hidrofobinés saveikos tarp alkilo grandiniy
(Uosaki, 2009). Alkantiolio molekulés sukuria nanometrinj monosluoksnj. SAM privalumai, tokie
kaip geros izoliacinés savybés, didelis tvarkingumas, iSskirtinis stabilumas, fiziniy ir cheminiy
savybiy suderinamumas ir papildomos savybés sukéle platy pritaikyma jutikliy, katalizés, saulés

elementy, elektro-analitiniy prietaisy srityse (Price et al., 2006).

23



Labiausiai istirtas SAM tipas yra alkantioliai ant aukso (Ganesh & Muthurasu, 2012). Galiné
molekuliy grupé, sukurianti SAM, suteikia didele jvairove specialiyjy funkcijy. SAM funkcionalumas
labai priklauso nuo SAM tvarkos ir tankio defekto. Elektroninés SAM savybeés labai priklauso nuo
molekulinés orientacijos, adsorbcijos sglygy ir tarpmolekulinés sgveikos (Uosaki, 2009). Susidarymo
proceso ir tiolio SAM tyrimas atlickamas skirtingais metodais, pvz. infraraudonyjy spinduliy
spektroskopija (IR), kvarco kristaly mikrosvarstyklémis (QCM) ir skenuojancia tuneline mikroskopija
(STM). Tioliai iSsidésto juostinéje struktiroje, kai tiolio molekulés turi maza pavir§iaus padengima.
STM matavimas atskleidé tam tikrg SAM defekta, pvz. trikumg duobiy ir eilu¢iy (angl. missing pits
and rows) Sumi ir kt. (Sumi et al., 2003) nustaté, kad duobiy tankis labai priklauso nuo tirpiklio ir
temperatiiros. Schneider ir kt. (Schneider & Buttry, 1993) tyré alkantiolio adsorbcijos kinetika
naudojant specifinj elektrolito tirpiklj. Jy darbas parodé, kad adsorbcijos kinetika labai priklauso nuo
tirpiklio. Dong Ho Kim ir kt. (Kim et al., 2001) istyré oktadekantiolio monosluoksniy, turinéiy
skirtingus tirpiklius ir koncentracijas, adsorbcijos proceso tendencijas, naudojant QCM. Kang ir Kiti
(Kang & Noh, 2013) tyré elektrocheminj funkcionavimg ir cikliniy SAM pavirsiy struktiirg Au
pavirsiuje cikline voltamperija (CV) ir STM. Jie pastebéjo, kad esminis parametras yra sgveika tarp

substrato nustatant struktiiring SAM tvarkg ar netvarkg Au pavirSiuje.
1.5. Biolelektrocheminiai procesai

Elektrony pernaSos (EP) reakcijos tarp elektrodo pavirSiaus ir oksidoreduktazés aktyviojo
centro yra viena i$ svarbiausiy bioelektrokatalizés temy (Hitaishi et al., 2018; Tang et al., 2020).
Sistema, kai oksidoreduktazés, kurios yra imobilizuotos ant elektrodo pavirSiaus ir katalizuoja
substrato oksidacijg (pvz., gliukozés dehidrogenazé, fruktozés dehidrogenazé) yra vadinama
bioanodu, o sistema, kuri vykdo redukcijos reakcijg (pvz., lakazés katalizuojama molekulinio
deguonies redukcija iki vandens) — biokatodu. Sujungus tarpusavyje biokatodg su bioanodu yra
gaunamas fermentinis biokuro elementas (EBFC), kuris generuoja bioenergija (Schulz et al., 2016).
Bioelektrocheminiai EP procesai skirstomi j tiesioginius EP (TEP) ir mediatorinius EP (MEP). MEP
tipo sistemoje naudojami tarpiniai redokso aktyviis junginiai, kurie pernesa elektronus tarp elektrodo
pavirSiaus ir oksidoreduktazés aktyviojo centro, ypac jei fermento aktyvusis centras (-ai) yra pasislépe
giliai baltymy struktiiroje. TEP tipo sistemose oksidoreduktazés gali tiesiogiai kontaktuoti su
elektrodo pavirSiumi, jei redokso kofaktoriai / centrai yra arti elektrodo pavirSiaus (paprastai maziau
nei 2 nm). Taigi TEP yra paprastesnis mechanizmas, pasalinantis redokso tarpininky poreikj (Xiao et
al., 2019).
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Srovés tankj ir fermenty apkrova galima skatinti naudojant nanostruktiirines medziagas
(Bollella, 2020). Tarp jy, metalinés nanomedziagos, pasizyminc¢ios puikiu elektroniniu laidumu ir
dideliu pavirSiaus plotu, turédamos potencialg pagerinti redoksiniy fermenty katalizinj atsakg ir
stabilumg. Nanoporinis auksas, paruostas i§ nelegiruojan¢iy Au lydiniy arba elektrodepozicijos,
turintis trimate poréta struktirg ir santykinai vienoda pory dydj yra ypac tinkamas fermenty
imobilizavimui per TEP. Be to, aukso nanodalelés (AuNPS), turin¢ios sfering nanostruktiirg ir didelj
pavirsiaus plota, buvo placiai iStirtos bioelektrokatalizés metu. SAM ir nanostruktiirinio aukso derinys

suteikia naujy galimybiy bioelektrochemijoje ir yra plac¢iai tyrinéjamas (Siepenkoetter et al., 2017).
1.6. Nanodalelés ir ju charakteristika

Nanodalelés (NPS) yra mazos medziagos, kuriy dydis svyruoja nuo 1 iki 100 nm. Jos gali biti
skirstomos j skirtingas klases pagal jy savybes, formas ar dydzius. Skirtingos grupés apima fulerenus,
metalines NPs, keramikines NPs ir polimerines NPs. NPs turi unikaliy fiziniy ir cheminiy savybiy dél
didelio pavirSiaus ploto ir mazo dydzio. Jy optinés savybés priklauso nuo dydzio, kuris suteikia
skirtingas spalvas dél absorbcijos matomoje spektrinéje srityje. Jy reaktyvumas, kietumas ir Kitos
savybeés taip pat priklauso nuo jy unikalaus dydzio, formos ir struktiiros. Dél Siy savybiy jos yra
pritaikomos jvairioms komercinéms ir buitinéms reikméms, jskaitant kataliz¢, vaizdinimg, medicinos
pritaikymus, energija pagrjstus tyrimus ir aplinkosaugos pritaikymus. Buvo issiaiskinta, kad NDs
dydis gali turéti jtakos fizikinéms ir cheminéms medziagos savybéms, pvz. optinéms savybéms. 20
nm aukso (Au), platinos (Pt), sidabro (Ag) ir paladzio (Pd) NPSs turi biidingg vyno raudonumo spalva,
atitinkamai gelsvai pilka, juoda ir tamsiai juodg spalvas. 1.9 pav. parodytas $ios iliustracijos pavyzdys,
kuriame pavaizduotos skirtingy dydziy Au NPs. Sios NPs pasizyméjo budingomis spalvomis ir
savybémis, kurios priklauso nuo dydzio ir formos. Kaip pavaizduota 1.9 pav. tirpalo spalva keiciasi
dél krastiniy santykio, nanoapvalkalo storio ir procentinés aukso koncentracijos. NPs néra paprastos
molekulés, tod¢l susideda iS trijy sluoksniy, t.y. (a) pavir§inio sluoksnio, kuris gali biiti
funkcionalizuotas jvairiomis mazomis molekulémis, metalo jonais, aktyviosiomis pavirSiaus
medziagomis ir polimerais, (b) apvalkalo sluoksnio, kuris chemiskai skiriasi nuo Serdies visais
aspektais, ir (c) Serdies, kuri i§ esmés yra centriné NPs dalis ir paprastai nurodo pacias NPs (Khan et
al., 2019).
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1.9 pav. Au NDs spalvy priklausomybé nuo dydzio ir formos (Khan et al., 2019)

Nanodaleliy dydj galima kontroliuoti kei€iant sintezés sglygas tokias kaip temperattra, pH,
medziagy koncentracijas, tirpalo jonine jega, naudojamas medziagas. Susintetintas nanodaleles reikia
valyti, padengti jvairiais sluoksniais, uztikrinanéiais jy stabilumg bei tirpumg vandeninéje terpéje,
prikabinti biologiSkai aktyvias molekules.

Magnetinés nanodalelés gali buti dengiamos neorganiniy molekuliy (aukso, grafito silany)
sluoksniais. Tokios nanodaleles sudarytos is magnetinés Serdies ir neorganinio dangalo. Sios dangos
ne tik padidina magnetiniy nanodaleliy stabilumg paciame pH intervale, bet ir pasitarnauja toliau
modifikuojant nanodaleliy pavirsiy (prie aukso jungiant molekules per tiolines (SH) grupes), kuris

batinas norint uztikrinti nanodaleliy stabiluma, tirpuma, bei biosuderinamuma (Karabanovas, 2016).

1.6.1. Aukso nanodalelés

Aukso nanodalelés (AuND) yra pla¢iai naudojamos dél savo iSskirtiniy savybiy: inertiSkumo,
biologinio suderinamumo ir ypa¢ dél mazo toksiSkumo. Ypa¢ (AuND) vaidina svarby vaidmenj
kuriant biojutiklius dél didelio specifinio ploto, gero laidumo, kataliziniy savybiy ir mazy matmeny.
Jos gali biiti gaminamas dideliu mastu redukuojant Au*! arba Au*? iki Au®, pridedant redukuojancio
agento. Didesn¢ redukuojancio agento koncentracija lemia tai, kad bus susintetintos mazesnio dydzio
AUND. AuND yra labai mazos, palyginti su Sviesos bangos ilgiais, sugeria Sviesag mélynai zalioje
spektro dalyje (~ 450 nm) ir atspindi raudong $viesg (~ 700 nm), kas lemia sodrig raudong spalvg
(rubino aukso). Nanodaleliy konfigiiracija apima tokias, kuriose yra pagrindinés organinés molekulés
(pvz., liposomos, DNR, riebaly rtigstys, virusai ir micelés), neorganinés molekulés (pvz., geleZies
oksido, aukso ir anglies nanovamzdeliai) arba hibridai, kuriuose yra du ar daugiau $iy elementy.

AuND taip pat geba sudaryti disulfidinius tiltelius (su cisteino aminortigsties Soninés grupés
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liekanomis). Tarp AuND ir prijungty biologiskai aktyviy molekuliy vyksta jvairios Zinomos sgveik0s
jégos: hidrofobiné, elektrostatiné, Van der Valso ir kt. (Hammami et al., 2021).

2. Metodai ir medziagos

2.1. Tyrimo metu naudotos medZiagos

Fermentai:

Gliukozés dehidrogenazé (GDH) isskirta i§ Acinetobacter calcoaceticus (500 U/mg) ir
istirpinta 50 mM TRIS buferiniame tirpale su 100 mM KCI ir 5 mM CaCl; (pH 7,2).

Reagentai:
Angliavandeniai: D-(+)-gliukozé, D-(+)-galaktozé, D-(+)-maltozé, D-(+)-laktozé, D-(-)-
ribozé, D-(+)-ksilozé, D-(+)-celobiozé, D-(-)-arabinozé (,,Sigma Aldrich®, Vokietija).

Kalcio chloridas (,,Lachema®, Cekijos Respublika), natrio hidroksidas, kalio hidroksidas (,,J.
T. Baker®, Nyderlandai), Tris (,,Carl Roth GmbH + Co®, Vokietija), kalio chloridas (,,Riedel — de
Haen®, Vokietija), vandenilio chloridas (,,Sigma Aldrich“, Vokietija), 2,6-dichlorfenolio-indofenolis
(,Merck®, Vokietija), fenazino metosulfatas (,,Ferak®, Vokietija), 4-merkaptobenzoin¢ riigstis
(,,Sigma Aldrich®, Vokietija), 4-aminotiofenolis (,,Sigma Aldrich®, Vokietija), 6-merkapto-1-
heksanolis (,,Sigma Aldrich“, Vokietija), koncentruota sieros rugstis (95%) (,,AppliChem®,
Vokietija), Etanolis (96%) (,,Sigma-Aldrich“, Vokietija), Aukso (I11) chlorido trihidratas (,,Sigma
Aldrich®, Vokietija), natrio citrato dihidratas (,,Sigma Aldrich®, Vokietija).

Grafeno oksidas, modifikuotas malachito Zaliuoju, gautas i§ VU Chemijos ir geomoksly

fakulteto, susintetintas dr. Justinos Gaidukevic.
2.1.1. Tirpalai

Buferiniams tirpalams ruosti naudotas dejonizuotas vanduo. Nustatyti tirpaly pH naudotas pH-
metras ,,EC-31 pH* (,PHOENIX Instrument”, JAV). RuoSiant buferinius tirpalus, norimas pH
gaunamas, pridedant reikiama tiirj koncentruoty NaOH arba HCl tirpaly.
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Buferiniai tirpalai:

50 mM Tris buferinis tirpalas, turintis 5 mM CaCl. ir 100 mM KCI, pH 7,2; 50 mM fosfatinis
buferinis tirpalas, skirtingy pH (6,2; 6,7; 7,2; 7,7; 8,2) su 100 mM KCI ir skirtingos fosfato jony
koncentracijos buferinis tirpalas (20, 30, 50, 100 mM), turintis 100 mM KCI, pH 7,2.

Kiti tirpalai:
1 mM 4-merkaptobenzoiné rugstis, | mM 4-aminotiofenolis, 1 mM 6-merkapto-1-heksanolis,

100 mM gliukoz¢, 100 mM galaktoze, 100 mM maltoze, 100 mM laktoze, 100 mM riboze, 100 mM
ksilozé, 100 mM celobiozé, 100 mM arabinozé.

Naudoti redokso dazy 35 pM 2,6-dichlorfenolio-indofenolio (DCPIP) ir 60 uM fenazino

metosulfato (PMS) tirpalai dejonizuotame vandenyje.
2.2. Aparatiira

Spektrofotometras ,,The Evolution™ 300 UV-Visible® (,,Thermo Electron Corporation®,
JAV); svarstyklées ,,KERN ABJ-NM/ABS-N“ (,KERN & Sohn“, Vokietija); mikropipetés,
,.Eppendorf (Vokietija), termostatas-maisyklé ,,RCT basic ETS-D5* (,,JKA-Werke*“ GmbH & Co.
KG, Vokietija), ultragarsinis disintegratorius (VCX 130PB, SONYCS Vibra cell, JAV); purtykle,
centrifuga ,,Eppendorf Centrifuge 5418 (,,Sigma Aldrich®, Vokietija).

2.3. Spektrofotometrinis fermentinio aktyvumo nustatymas

Absorbcijos spektrai buvo gauti naudojant kompiuteriu valdomg ,,Nicolet evolution 300
(,,Thermo electron Corporation®, JAV) UV-Vis spektrofotometrg. Natyvios PQQ-GDH aktyvumas
nustatomas spektrofotometriskai 2 ml kvarcingje kiuvetéje 25 °C temperatiiroje naudojant 50 mM Tris
buferin;j tirpalg su 100 mM KCl ir 5 mM CaCl (pH 7,2). Ivairiis cukriis buvo naudojami kaip elektrony
donorai gliukozés dehidrogenazés aktyvumui nustatyti ir 5-metilfenazinio metilsulfato (PMS) ir 2,6-
dichlorfenolio indofenolio (DCPIP) miSinys kaip elektrony akceptorius, kur DCPIP yra galutinis
elektrony akceptorius ir jo redukcijos reakcija buvo matuojamas prie 600 nm (reakcijos schema
pateikta zemiau). Reakcijos miSinio tirpalg sudaré¢ 50 mM TRIS (pH 7,2), 35 uM DCPIP, 60 uM PMS,

skirtingos (1-12 mM) cukry koncentracijos ir atitinkamas kiekis natyvaus fermento.
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1)

PQQ — GDHyys + D — gliukozé - D —gliuko — 1,5 — laktonas + PQQ — GDH,¢q
(ar bet kuris kitas cukrus) (ar atitinkamas laktonas)
PQQ - GDHred + [PMS]oks9 PQQ - GDHoks + [PMS]red (2)

©)
2[PMS];eq + [DCPIP] eq = 2[PMS]oks + [DCPIP]oks
(mélynas) (bespalvis)

Spektrofotometriniy matavimy metu fiksuojama optinio tankio kitimas laike, bet panaudojus
Beer—Lambert désnj (4), kur A yra optinis tankis, ¢ — koncentracija, d — optinis kelias, ¢ — molinés
ekstincijos koeficientas, optinio tankio kitimg laike galima perskaiciuoti j koncentracijos kitimg laike.
Substrato koncentracijos kitimo laike grafikui iSvedama liesting, einanti per koordinaciy pradzios
taSka. Pradinis reakcijos greitis nustatomas i§ ties€és posvyrio kampo ir iSreiSkiamas substrato

koncentracijos pokyc¢iu per laiko vienetg.

A= ecd (4)

Véliau elektrodai buvo pamerkiami j 1 mM 4-merkaptobenzoinés riigsties, 1 mM 4-
aminotiofenolio ir 1 mM 6-merkapto-1-heksanolio tirpalus 1 valandai, mégintuvélius su jmerktais
elektrodais sandariai uzsukus plévele. Nuplovus elektrodus dejonizuotu vandeniu ant jy pavirSiaus
buvo uzdéta po 5 uL paruosto tirpalo, kurj sudaré 2 pl gliukozés dehidrogenazés fermentas ir 0,05 M
3 ul kalio fosfatinis buferinis tirpalas, tuomet 1 val. inkubuojama po gaubtu (neleidziant i8dzititi) +4

°C temperatiroje. Po to buvo atlikti elektrocheminiai matavimai.
2.4. Aukso nanodaleliy sintezé ir charakterizavimas

Auksinés nanodalelés (AuNP) buvo susintetintos naudojant HAuCls-3H20 ir trinatrio citrata
pagal Turkevich sinteze (Kimling et al., 2006). Kolba plaunama ,,aqua regia“ tirpalu (1 HNOs : 3
HCI). Rugs¢iy misiniu pripildoma bent % kolbos, padedama ant maiSyklés ir maiSant paliekama apie
10 min. Tuomet ,aqua regia“ iSpilamas atgal | saugojimo inda, kolba kruopsciai iSplaunama
dejonizuotu vandeniu (skalaujama bent 10 karty). | $varig kolba pripilama 50 ml dejonizuoto vandens.
MaiSant vanduo uZkaitinamas. Uzvirus pridedama 4,7 ml 1 % natrio citrato tirpalo. Vél palaukiama
uzvirimo. Pridedama 1 uM 40 pL HAuCly tirpalo. 15 min. virinama maisant, tada maiSyklé i§jungiama

ir 15 min virinama be maiSymo. Kolba nuimama nuo kaitinimo lentelés ir leidziama atvésti tol, kol
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kolbg jmanoma laikyti rankoje. Po to paruostas tirpalas iSpilstomas j 2 ml eppendorf mégintuvélius ir
centrifuguojama 30 min 7000 rpm grei¢iu. Nanodaleliy dydis ir koncentracija buvo nustatyta pagal
metodikg apraSytag W. Haiss straipsnyje (Haiss et al., 2007). Nustatyta, kad AuND dydis 14 nM, o
koncentracija 0,24 pM.

2.5. Chronoamperometrija

Chronoamperometrija yra viena i§ papras¢iausiy ir dazniausiai naudojamy voltamperiniy
metody. Tai yra nuo laiko priklausanti technika, kai darbiniam elektrodui pritaikomas pastovus
potencialas ir registruojama srovés pokytis laike (Martins et al., 2003). Chronoamperometriniai

matavimai buvo naudoti su imobilizuota PQQ-GDH.

Matavimai buvo atlieckami 1 ml turio elektrochemingje celéje, prie 25 °C temperatiiros,
pastoviai maiSant. Matavimams naudota 3 elektrody schema — Ag/AgCI palyginamasis elektrodas,
titano plokstele, kaip pagalbinis elektrodas ir modifikuotas anglinis arba auksinis elektrodas.
Matavimai atlikti 50 mM Tris buferiniame tirpale su 100 mM KCI ir 5 mM CaCl,, kai pridedama
atitinkama cukraus koncentracija ir fiksuojamas srovés pokytis. Matavimai atlikti prie 0,4 V vs.
Ag/AgCl.

2.6. Cikliné voltamperometrija

Cikliné voltamperometrija (CV), tai elektrocheminis analizés metodas, pagristas tekancios per
cele sroves stiprio matavimu priklausomai nuo kei¢iamo potencialo. Atlieckant CV matavimy metu
darbinio elektrodo potencialas kinta laike tiesiSkai — pradzioje didinamas, kol pasiekiama nustatyta
potencialo reikSme, o tada tiesiSkai mazinamas, kol pasiekiama pradiné potencialo reikSmé (galimas

ir atvirksc¢ias potencialo keitimo variantas).

Sio darbo metu CV matavimams naudota 20 mL elektrocheminé celé, matavimai atlikti esant
25 °C temperatirai. CV matavimai naudoti elektrody valymui. Prie§ eksperimentus auksiniai
darbiniai elektrodai buvo poliruojami aliuminio oksido suspensija (0.3 pm dalelémis), plaunami
dejonizuotu vandeniu ir sonifikuoti dejonizuotame vandenyje 8 min, po to dar karta gerai
nuskalaujami dejonizuotu vandeniu. Véliau elektrody pavirSius buvo valomas elektrochemiskai
ciklinés voltamperometrijos biidu, panaudojant elektrocheming sistema ,,PARSTAT 2273* ir trijy
elektrody sistemg — pagalbinis Pt elektrodas, (BASI, JAV), palyginamasis Ag/AgCl (PalmSens,
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Vokietija) ir darbinis auksinis elektrodas (PalmSens, Vokietija). Elektrocheminis valymas buvo
atlieckamas 0,05 M KOH tirpale, skleidziant potenciala nuo 0,0 V iki -2,4 V 30 karty, 300 mVs™
grei¢iu. Valymas ciklinés voltamperometrijos biidu buvo atlickamas 0,5 M H>SOs vandeniniame
tirpale, skleidziant potenciala nuo -0.2 V iki 1,75 V 30 karty, 300 mVs? grei¢iu iki kol
voltamperogramoje bus gaunamos atsikartojan¢ios aukso oksido smailés. Po to ant elektrody
pavirSiaus buvo uzdéta 2 ul paruosto AuND tirpalo, palaukus kol gerai i§dzius (15-20 min.) buvo

atliktas ciklinés voltamperometrijos valymas ir elektrodai kruops¢iai nuplauti dejonizuotu vandeniu.
2.7. Elektrodai ir ju paruoSimas

Auksiniai elektrodai padengti AUND modifikuojami tioliniu monosluoksniu juos pamerkiant
1 1 mM tioliy (1 mM 4-merkaptobenzoiné rtigstis, 1 mM 4-aminotiofenolis, 1 mM 6-merkapto-1-
heksanolis) etanolinj tirpala ir paliekant per nakt] kambario temperatiiroje. Po to elektrodas kruopsciai
nuplaunamas ir ant pavir§iaus uzdedama 5 pl PQQ-GDH tirpalo, uzdengiamas stikliniu gaubtu ir
laikomas 3 h 4 °C temperatiiroje, neleidziant elektrodui isdzitti. Po 3 h elektrodas nuplaunamas

dejonizuotu vandeniu ir atliekami chronoamperometriniai matavimai.

Elektrodai su modifikuotu grefeno oksidu buvo ruoSiami — sumaiSant 10 gl modifikuoto
grafeno oksido (10 mg/ml) su 2 ul BSA (1 % tirpalas), 2 ul glutaraldehido (2.5 % tirpalas), 5 pul PQQ-
GDH tirpalo. Visas misinys dedamas ant grafitinio elektrodo ir i§dziovinamas. Prie$ elektrocheminius
matavimus ant elektrodo dedama dializiné membrana ir uztvirtinama guminiu ziedeliu (membrana

dedama, nes grafeno oksidas nesilaiko ant elektrodo pavirSiaus).

2.8. Fermenty reakcijy kinetiniai skai¢iavimai

Fermentinés reakcijos metu susidaro pusiausvyra tarp laisvojo fermento (E), fermento-
substrato (ES) ir fermento-produkto (EP) kompleksy. Reakcijos produkty susidarymo schema, suyrant
ES kompleksui (5).

k+1

E+Sg™ ES—» E+P (5)

Pirma griztamoji Sios reakcijos stadija yra pakankamai greita, todél ja galima apraSyti

pusiausvyros konstanta Ks = [E][S)/[ES], ¢ia [ES] — tarpinio fermento-substrato komplekso

k+2
koncentracija. Antroji reakcijos stadija ES— E + P yra paprasta pirmojo laipsnio reakcija, kurios

greic¢io konstanta yra k.
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Nuostoviosios busenos salygomis fermento-substrato komplekso koncentracija nekinta,

reakcijos greitis lygus:
V= Vmax[S]/(Km+[S] (6)

Lygtis yra vadinama Michaelio-Menten lygtimi. Lygtyje Km vadinama Michaelio konstanta,
kuri lygi (k-1 + k+2)/k+1), 0 Vmax Yra maksimalus reakcijos greitis, kuris lygus k+2[E]o. Michaelio-
Menten lygtimi galima aprasyti daugumos fermentiniy reakcijy mechanizmy, taciau tuomet konstanty
Km ir Vmax matematinés iSraiSkos yra sudétingesnés. Vmax néra pagrindiné konstanta, nes jos skaitiné
verté priklauso nuo fermento koncentracijos. Jeigu fermento koncentracija Zinoma, tuomet k+ greicio
konstanta yra lygi reakcijos katalizinei grei¢io konstantai (Kkat):-Kkat = Vmax/[E]o. Michaelio-Menten

lygtis nusako pradinio fermentinés reakcijos grei¢io priklausomybe nuo substrato koncentracijos (2.1

pav.) (Markuckas, 2008). Vi

L R e

Greitis (v)

0+ T T T T 1
0Kn10 20 30 40 50
Substratas [S]

2.1 pav. Michaelio-Menten kinetikos pavyzdys. Pradinio grei¢io (v) priklausomybé nuo substrato
koncentracijos [S] (Seibert & Tracy, 2014)

Pradinio fermentinés reakcijos greicio priklausomybé nuo substrato koncentracijos aprasoma
lygiasonés hiperbolés lygtimi. Lygiasonés hiperbolés asimptotés yra [S] = -Kny ir vV = Vmax. Kai
fermentingje reakcijoje substrato koncentracija yra maza, tuomet pradinis reakcijos greitis yra tiesiog

proporcingas substrato koncentracijai ir v = Vmax[S]/Km. Tokia fermentiné reakcija yra pirmojo
laipsnio ir Vmax/Km yra $ios reakcijos greicio konstanta. Kai [S] = Kiy, tuomet v = 0,5-Vmax. Didinant
substrato koncentracija, v skaitiné verté artéja prie Vmax ir reakcija tampa nulinio laipsnio. Tuomet

fermento molekulés yra jsotintos substratu. I§ tiesy v artéja pric Vmax labai 1étai. Vmax galima

apskai¢iuoti matuojant reakcijos greitj, esant mazoms substrato koncentracijoms (Markuckas, 2008).
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Naudojant spektrofotometriniy matavimy duomenys buvo naudota standartiné Michaelio-

Menten lygtis (6), o elektrocheminiams matavimams buvo adaptuota lygtis (Ivanauskas et al., 2008):

3.1. Natyvios PQQ-GDH specifiSkumas jvairiems substratams

I =1 max[S]/( Km+ [S]

3. Rezultatai ir jy aptarimas

()

I§ pradZiy buvo bandama charakterizuoti neimobilizuota fermenta, o vélesniuose tyrimy

etapuose lyginti specifiSkumo poky¢ius fermentg imobilizavus. Gliukozés dehidrogenazés Km ir Vmax

buvo nustatyti atliekant spektrofotometrinius matavimus, esant skirtingoms substraty koncentracijoms

(1 — 12 mM) ir 600 nm bangos ilgiui, detalas vykstantys procesai apraSyti metodinéje dalyje (2.3.

skyriuje). Konstanty matavimai buvo atlikti naudojant 50 mM TRIS buferin;j tirpalg su 100 mM KCI

ir5mM CaCl, (pH 7,2). ] buferinj tirpalg pridéjus cukry stebimas absorbcijos sumazéjimas susijes

su gliukozés dehidrogenazés katalizuojamos reakcijos redukcija (3.1 pav.).
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3.1 pav. GDH katalizuojama reakcijos redukcija spektrofotometriniai matavimai esant skirtingoms gliukozés

koncentracijoms. 50 mM TRIS buferinis tirpalas su 100 mM KCI ir 5 mM CaCl,, pH 7,2,t =25°C
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3.1.1. Natyvios PQQ-GDH Michaelio-Menten modeliai

Tirta PQQ-GDH katalizuojama jvairiy substraty oksidacija. Pirmiausia buvo tirta substraty
koncentracijy jtaka pradiniams reakcijy grei¢iams katalizuojamose reakcijose. Gautos reakcijos

greiCiy tiesinés priklausomybés nuo tirty junginiy koncentracijy.

Pradiniai reakcijy greic¢iai (Vo) buvo apskaiciuoti atlikus spektrofotometrinius matavimus
vertinant sugerties pokyti laike pagal absorbcijos kreives, kurios panaudojant molinés ekstinkcijos
koeficientg (19,1 mM=*cm™?) (Jahn et al., 2020) perskai¢iuotos j koncentracijos pokyti laike, pritaikant
tiesinius Kinetiniy kreiviy segmentus tiesinei lyg¢iai. Tiesinio priartéjimo nuolydis buvo laikomas
pradiniu reakcijos grei¢iu. Spektrofotometrinio signalo priklausomybé nuo substrato koncentracijos
tirpale aprasyta dviejy kintamyjy hiperboline lygtimi, kuri suderinama su Michaelio-Menten kinetika

(3.2 pav. A-H). Apskai¢iavus pradiniy reakcijos grei¢iy priklausomybe¢ nuo substraty koncentracijy ir

pasinaudojus Michaelis-Menten lygtimi nustatomos Vmax ir Km reikSmés.

Absorbcijos priklausomybei nuo skirtingy substraty koncentracijos naudotas Michaelio-
Menten modelis. Michaelio-Menten lygtis nusako pradinio fermentinés reakcijos grei¢io
priklausomybe nuo substrato koncentracijos. Kai fermentinéje reakcijoje substrato koncentracija yra
maza, tuomet pradinis reakcijos greitis yra tiesiog proporcingas substrato koncentracijai. Didinant

substrato koncentracija, v skaitin¢ verté artéja prie Vmax. Tuomet fermento molekulés tampa jsotintos

substratu.

Fermentiné gliukozés dehidrogenazés reakcija greiCiausiai vyko tirpale esant gliukozés,
laktozés ir maltozés substratams (pradinis reakcijos greitis apie 0,12 pM-s?, kai naudota 12 mM
substrato (3.2 pav. A-C), tuo tarpu reakcijos su ribozés ir arabinozés substratais vyko léciau,
atitinkamai 0,009 uM-s* ir 0,003 uM-s? (3.2 pav. G-H).
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3.2 pav. Natyvios PQQ-GDH katalizuojamos reakcijos kinetinés kreivés jvairiems substratams. A — D-
gliukoze, B — D-laktozé, C — D-maltoze, D — D-galaktozé, E — D-celobioze, F — D-ksilozé, G — D-ribozé, H —
D-arabinozé. Spalvoti taskai — eksperimentiniai duomenys, pilka linija — M-M matematinis modelis. 50 mM
Tris buferinis tirpalas su 100 mM KCI ir 5 mMCaCly, pH 7,2, t = 25 °C
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Didziausia Km reik§mé pastebéta veikiant arabinozés substratui (10,98 mM), maziausia —

gliukozés substratui (1,91 mM). Didziausias maksimalus reakcijos greitis (Vmax) Ivertintas esant

gliukozés substratui (0,15 uM-s?), maziausias — arabinozés substratui (0,01 pM-s™). Galima daryti

iSvada, kad gliukozés substratas pats tinkamiausias tiriamam fermentui dél jy giminingumo ir

suderinamumo. 1 lenteléje pateikiami duomenys, kurie gauti suglodinus gautus eksperimentinius

duomenis pagal Michaelio-Menten lygt;.

1 lentelé. Fermentiniy reakcijy grei¢iai fermentui esant natyvioje biisenoje

Celobiozé | Maltozé | Gliukozé | Laktozé | Galaktozé | Ksilozé Ribozé | Arabinozé
Vmax, #M-s? 0.12 0.13 0.15 0.14 0.06 0.06 0.02 0.01
Km, mM 4.86 1.99 1.91 2.84 2.66 7.94 9.82 10.98

Naudojant 10 mM cukry tirpalus apskai¢iuotas fermento specifiSkumas, kai reakcijos greitis

su D-gliukoze yra prilyginamas 100% (3.3 pav.). Ivertinus procentines israiSkas didziausiu

fermentiniu specifiSkumu be gliukozés pasizyméjo laktozé (93 %) ir maltozé (87 %), tuo tarpu

maziausiu — ribozé (13 %) ir arabinozé (7 %).
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3.3 pav. Natyvios PQQ-GDH specifiskumas jvairiems substratams

3.2.

Imobilizuotos PQQ-GDH specifiSkumas

3.2.1. Savitvarkiy monosluoksniy imobilizavimas ant aukso elektrodo pavirSiaus

Norint jvertinti skirtingy pavirSiy jtaka PQQ-GDH specifiSkumui buvo pasirinkta 4 skirtingi

pavir$iai: aukso nanodalelelés modifikuotos tioliniais monosluoksniasi (4-merkaptobenzoine

ragstimi, 1 mM 4-aminotiofenoliu, 1 mM 6-merkapto-1-heksanoliu) ir organiniais dazais (Malachito

zaliuoju) modifikuotas grafeno oksidas. Atliekant tyrimus su AuND pavirSiais aukso elektrodali
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paruoSiami juos valant mechaniskai aliuminio hidroksidu ir 8 min ultragarsinant. Aukso elektrodai
valomi po 30 cikly elektrochemiskai 50 mM KOH tirpale nuo 0 V iki -2,4 V, o véliau 0,5 M H2SOq4
tirpale nuo -0,2 V iki 1,75 V (potencialo skleidimo greitis 0,3 V/s). Po to elektrodai buvo padengti
aukso nanodalelémis, i8dziovinami ir valomi 30 cikly elektrochemiskai 0,5 M H2SOs tirpale nuo -0,2
V iki 1,75 V. Véliau elektrodai buvo pamerkiami j skirtingy savitvarkiy monosluoksniy tirpalus ir
padengiami PQQ-GDH fermento ir buferinio tirpalo miSiniu, po to atlickami elektrocheminiai
matavimai, kas 5 min j elektrocheming cele pridedant skirtingas cukry koncentracijas (nuo 1 mM iki
32 mM). Matavimai buvo atliekami apie 30 min, gautas elektrocheminés srovés pokytis nuo -0,1 iKi
-0,8 PA.

IS chronoamperometriniy matavimy matoma, kad PQQ-GHD nekatalizuoja bereagentés
biolektrocheminés reakcijos (3.4 pav. A-C). [vertinus gautas elektrochemines kreives galima teigti,
kad did¢jancios substraty koncentracijos nedaré jokio reikSmingo poveikio srovés kitimui, todél
galima daryti iSvadg, kad modifikuoti aukso elektrodai néra tinkami bereagentei biokatalitinei sitemai

sukurti.
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3.4 pav. Skirtingai modifikuoti aukso elektrodo pavirsiai. A Srovés pokytis aukso elektroda su nanodalelémis
padengus 4-aminotiofenoliu ir pridéjus skirtingas cukry koncentracijas. B Srovés pokytis aukso elektrodg su
nanodalelémis padengus 4-merkaptobenzoine riigstimi ir pridéjus skirtingas cukry koncentracijas. C Srovés
pokytis aukso elektroda su nanodalelémis padengus 6-merkapto-1-heksanoliu ir pridéjus skirtingas cukry
koncentracijas

Norint jsitikinti, kad fermentas imobilizuotas ant pavirSiaus buvo atliktas papildomas
matavimas, kai j matavimo misinj papildomai pridétas mediatorius — hidroksimetilferocenas. 3.5 pav.
matoma, kad fermentas yra imobilizuotas ant elektrodo pavirSiaus, nes tirpale esant laisvo

mediatoriaus yra stebima D-gliukozés oksidacija.
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3.5 pav. Mediatoriaus — hidroksimetilferoceno indukuojama D-gliukozés oksidacija
3.2.2. PQQ-GDH imobilizavimas ant grafito elektrodo pavirSiaus

Chronoamperometriniai matavimai buvo atliekami naudojant grafito elektroda, padengta
membrana su imobilizuotu fermentu PQQ-GDH. Srovés stipris buvo tiriamas esant skirtingoms PQQ-
GDH substrato — gliukozés koncentracijoms, nuo 0,5 mM iki 8 mM, kol srovés potencialas dél tirpalo

jsotinimo nusistovédavo, esant fiksuotam elektrodo potencialui (3.6 pav. A-E). Buvo atlikti matavimai
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prie fiksuoto 400 mV vs Ag/AgCl potencialo buferiniame tirpale esant 25°C temperattrai. Matavimy
metu nusistovéjus nulinei ramybés srovei didinama substrato koncentracija ir stebimas srovés pokytis.
Vél nusistovéjus ramybés srovei substrato koncentracija didinama, taip gaunant srovés kitimg laike.
Srovés padidéjimas susijes su PQQ-GDH katalizuojama gliukozés oksidacija. Biitent oksidacijos
elektrodo pavirs$iuje metu stebimas srovés padidéjimas, nes elektronai perduodami elektrodui, tuomet

fermento molekulés tampa jsotintos substratu.

Buvo tirta kokj poveikj vykstan¢iam procesui ir srovés pokyciui turi skirtingi darbinio
buferinio tirpalo pH. Buvo naudoti nuo 6,2 iki 8,2 pH buferiniai tirpalai. Greiciausias vykstancios
reakcijos procesas ir tirpalo jsotinimas pastebétas prie 6,2 pH buferinio tirpalo, maksimalus srovés
stiprio pokytis apie 1,05 pA (3.6 pav. A). Didziausias srovés pokytis sukuriamas 7,2 pH buferiniame
tirpale ir siekia apie 1,95 pA (3.6 pav. C). Taigi galima daryti i8vada, kad imobilizuotam fermentui

optimaliausias biitent 7,2 pH buferinis tirpalas.

39



5.9 0,5 mM 4mM

6.5
6.2
6.3

8 mM

|, KA

= 5.6
- ' T 5.9
53 57
2mM
5 5.5
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400 500 600 700
Laikas, s Laikas, s
6.9
6.7
<< < 6.5
= =
- ~ 63
6.1
5.9
0 200 400 600 800 1000 0 100 200 300 400 500 600 700
Laikas, s Laikas, s
5.9
5.7
5.5
<
=
— 53
5.1
4.9
0 100 200 300 400 500 600

Laikas, s

3.6 pav. Imobilizuota PQQ-GDH skirtinguose pH. A Imobilizuota PQQ-GDH 6.2 pH kalio fosfatiniame
buferyje. B Imobilizuota PQQ-GDH 6.7 pH kalio fosfatiniame buferyje. C Imobilizuota PQQ-GDH 7.2 pH
kalio fosfatiniame buferyje. D Imobilizuota PQQ-GDH 7.7 pH kalio fosfatiniame buferyje. E Imobilizuota
PQQ-GDH 8.2 pH kalio fosfatiniame buferyje. 50 mM fosfatinis buferinis tirpalas su 100 mM KCI, pH 7,2, t
=25°C

Apskai¢iuotos optimaliausios pH reik§més procentinés iSraiskos, kai didziausios vertés srovés
potencialas yra prilyginamas 100% (3.7 pav.). Imobilizuotai ant anglies elektrodo pavir§iaus PQQ

gliukozés dehidrogenazei nustatytas optimaliausias pH — 7,2 , maziausiai tinkama pH verté — 8,2.
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3.7 pav. Optimaliausios pH vertés procentiné iSraiska

Buvo tirta kokj poveikj vykstan¢iam procesui ir srovés pokyciui turi skirtingos darbinio

buferinio tirpalo koncentracijos. Buvo naudoti nuo 20 mM iki 100 mM koncentracijy buferiniai

tirpalai. Pastebéta, kad nezymiai skirtingos buferiniy tirpaly koncentracijos neturi beveik jokio

pastebimo poky¢io vykstanéiy reakcijy sroveés stipriui (3.8 pav. A-D). Vis tik nezymiai didesnis sroveés

pokytis (0,41 pA) nustatytas naudojant 50 mM buferinj tirpala. Minimaliai mazesnis srovés pokytis

(0,33 pA) nustatytas naudojant 100 mM buferinj tirpalg.
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3.8 pav. Imobilizuota PQQ-GDH skirtingy koncentracijy buferiniuose tirpaluose. A 20 mM KFB
buferinis tirpalas. B 30 mM KFB buferinis tirpalas. C 50 mM KFB buferinis tirpalas. D 100 mM KFB buferinis

tirpalas. Skirtingos fosfato jony koncentracijos buferinis tirpalas, turintis 100 mM KCI, pH 7,2, t = 25 °C
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Apskai¢iuotos optimaliausios buferinio tirpalo koncentracijos procentinés iSraiskos, kai
didziausios vertés srovés potencialas yra prilyginamas 100% (3.9 pav.). Imobilizuotai ant anglies
elektrodo pavirSiaus PQQ-GDH nustatyta optimaliausia buferinio tirpalo koncentracija — 50 mM,

maziausiai tinkama koncentracija — 100 mM.

100% —
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80%

Selektyvumas, %

70%
20mM 30mM 50mM 100mM

Buferinio tirpalo koncentracija

3.9 pav. Optimaliausios buferinio tirpalo koncentracijos procentiné israiSka

3.2.3. Imobilizuotos PQQ-GDH Michaelio-Menten modeliai

Imobilizavus PQQ-GDH didziausia fermentinés reakcijos srové (Imax), kai naudojama 5 mM
substrato, pasiekta tirpale esant gliukozés ir ribozés substratams (Imax apie 2 HA (3.10 pav. A ir G),

tuo tarpu reakcijos su laktozés, celiobiozés ir arabinozés substratais vyko prasc¢iausiai (Imax apie 1,4

MA (3.10 pav. C, E ir H).
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3.10 pav. Imobilizuotos PQQ-GDH katalizuojamos reakcijos kinetinés kreivés jvairiems substratams. A — D-
gliukozé, B — D-laktozé, C — D-maltozé, D — D-galaktozé, E — D-celobiozé, F — D-ksilozé, G — D-ribozé, H —
D-arabinozé. Spalvoti taskai — eksperimentiniai duomenys, pilka linija — M-M matematinis modelis. 50 mM
Tris buferinis tirpalas su 100 mM KCI ir 5 mMCaCly, t = 25 °C, pH 7,2

Atlikus elektrocheminiy matavimy skaiiavimus su programine jranga ,,Wolfram
Mathematica 11.2° gautos kinetiniy parametry reikSmés suraSytos j zemiau pavaizduotg 2 lentele.

Maksimalis reakcijy greiciai apskaiciuoti gerokai aukstesni nei taikant spektrofotometrinj Michaelio-

Menten modelj. DidZiausia Km reik§mé pastebéta veikiant maltozés substratui (6,25 mM), maziausia

— ksilozés substratui (1,65 mM). Didziausias srové (Imax) nustatyta esant gliukozés substratui (3,51

MA), maziausia — ksilozés substratui (1,94 pA).

2 lentelé. Fermentiniy reakcijy greiciai fermentg imobilizavus.

Celobiozé | Maltozé | Gliukozé Laktozé | Galaktozé | Ksilozé | Ribozé | Arabinozé
Imax, LA 2.39 3.47 3.51 2.17 2.58 1.94 2.84 2.71

Km, mM 3.57 6.25 3.34 2.97 1.78 1.65 1.96 5.57
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Naudojant 10 mM cukry tirpalus apskaiciuotas fermento specifiSkumas, kai maksimali srove
su D-gliukoze yra prilyginama 100% (3.11 pav.). Ivertinus procentines iSraiSkas didziausiu
fermentiniu specifiSkumu be gliukozés pasizyméjo maltozé (98 %), tuo tarpu maziausiu — ksiloze (55
%) ir laktozé (62 %).
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3.11 pav. Imobilizuotos PQQ-GDH specifiskumas jvairiems substratams
3.2.4. Natyvios ir imobilizuotos PQQ-GDH specifiSkumo palyginimas

Gauti eksperimentiniai PQQ-GDH specifiskumo duomenys palyginti su litarattiroje rastais
duomenimis (3 lentelé¢) (Laurinavicius et al., 2004; Matsushita et al., 1988; Razumiene et al., 2006).
Didziausias gauty rezultaty panasumas su esanciais literatiiroje pastebétas su natyviu fermentu, o
maziausias rezultaty atitikimas — su imobilizuotu fermentu. Literatroje kaip tinkamiausi substratai
natyviam fermentui apraSomi maltoz¢é ir laktozé (atitinkamai 92 % ir 81 %), maZiausiai tinkami —
ksilozé ir ribozé (atitinkamai 15 % ir 8 %). Imobilizuotam fermentui kaip tinkamiausias substratas

aprasyta ksilozé (81 %), maziausiai tinkami — laktozé ir celobiozé (atitinkamai 1 % ir 0 %).

Pagal eksperimentinius duomenis tinkamiausi substratai natyviam fermentui — laktozé ir
maltozé (atitinkamai 93 % ir 87 %), maziausiai tinkami — riboz¢ ir arabinoz¢é (atitinkamai 13 % ir 7
%). Ivertinus rezultatus fermenta imobilizavus, gautas tinkamiausias substratas — maltozé (98 %),

maziausiai tinkamas — ksilozé (55 %).
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3 lentelé. Natyvios ir imobilizuotos PQQ-GDH specifiskumo palyginimas su literatliros duomenimis

Celobiozé | Maltozé | Gliukozé | Laktozé | Galaktozé | Ksilozé | Ribozé | Arabinozé
Eksperimentiniai Natyvi 80% 87% 100% 93% 40% 40% 13% 7%
duomenys Imobilizuota 68% 98% 100% 62% 73% 55% 81% 77%
9336 7236
6932 6841 o 100%32,36, ’ 3036 3832 3732 9041
. . i . 86%, 7272, 9% o || 15%° 8% :
Literatiiros Natyvi % 98" % & o 97" % i ; %
] o
duomenys
o 1236] 132’ 100732,36, 436’ 0321 7936, 7632,
Imobilizuota | 0%, 0" % 145 s 0" 5 o 81%%F | 46%*° | 28%2 5%y

32 (Laurinavicius et al., 2004)
3 (Matsushita et al., 1988)
41 (Razumiene et al., 2006)
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ISvados

Istyrus natyvia PQQ-GDH spektrofotometriniu metodu didziausia Km reikSmé pastebéta
veikiant arabinozés substratui (10,98 mM), maziausia — gliukozés substratui (1,91 mM).
Didziausias maksimalus reakcijos greitis (Vmax) jvertintas esant gliukozés substratui (0,15 pM-s°
1), maziausias — arabinozés substratui (0,01 pM-s). Remiantis gautais rezultatais galima teigti,
kad specifiskiausias substratas tiriamam fermentui — laktozé (93 %), tuo tarpu maziausiai
specifiskas — arabinozés substratas (7 %).

Nustatytas tinkamiausias pavirSius PQQ-GDH imobilizavimui — grafito elektrodo pavirsius. I§
chronoamperometriniy matavimy nustatyta, kad imobilizuota PQQ-GDH nekatalizuoja
bereagentés biolektrocheminés reakcijos, todél aukso elektrodai pasirodé esantys netinkami
bereagentei biokatalitinei sistemai sukurti.

Atlikus imobilizuotos PQQ-GDH eclektrocheminiy matavimy skai¢iavimus didziausia Km
reikSmé pastebéta veikiant laktozes substratui (6,25 mM), maziausia — ksilozés substratui (1,65
mM). DidZiausias maksimalus reakcijos greitis (Vmax) jvertintas esant gliukozés substratui (3,51
nA), maziausias — ksilozés substratui (1,94 pA). Remiantis elektrocheminiais skai¢iavimais
specifiskiausias substratas tiriamam fermentui — maltozé (98 %), maziausiai specifiskiausias —
ksilozés substratas (55 %).

Imobilizuotos PQQ-GDH maksimalis reakcijy grei¢iai gauti apie 23 kartus didesni lyginant su
neimobilizuotu fermentu. Km, reik§més fermentui esant natyvioje biisenoje gautos apie 1,8 karto
didesnés. Apibendrinant tyrimy rezultatus natyviam fermentui tinkamiausias laktozés, 0

imobilizuotam — maltozés substratas.
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