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Santrumpy sarasas

Ag/AgCI — palyginamasis sidabro/sidabro chlorido elektrodas
ATP — adenozin-5-trifosfatas

AUND — aukso nanodalelés

AUNS — aukso nanostruktiiros

BJ — biologinis jutiklis

CADHCI — cistamino dihidrochloridas

ChA — chronoamperometrija / chronoamperograma

CV — cikliné voltamperometrija / ciklin¢ voltamperograma
FAD - oksiduotos formos flavino adenino dinukleotidas
FADH> — redukuotos formos flavino adenino dinukleotidas
FD - 1,10-fenantrolin-5,6-dionas

GA — glutaro aldehidas

GE — grafito elektrodas

Glc — gliukozé

GOx — gliukozés oksidazé
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Ivadas

Cukrinis diabetas yra létinis endokrininis angliavandeniy apykaitos sutrikimas, kurio
paplitimas pasaulyje spar¢iai didéja (Lai et al., 2016; Lovié et al., 2018; Sabu et al., 2019). Sios ligos
komplikacijos yra viena pagrindiniy zmoniy Mmirtingumo priezas¢iy pasaulyje (Martinkova &
Pohanka, 2015; Yoo & Lee, 2010). Todél labai svarbu stebéti gliukozés (Glc) kiekj kraujyje
(Fracchiolla et al., 2013; Sabu et al., 2019) diagnozuojant ir kontroliuojant cukrinj diabetg, o norint
iSvengti mirtiny komplikacijy, butina taikyti greitus ir tikslius diagnostikos metodus (Martinkova &
Pohanka, 2015).

Labai svarbu greitai ir tiksliai nustatyti gliukoze, kaip tylaus ir pavojingo diabeto Zymen;j
(Huang et al., 2021). D¢l Sios priezasties viena i$ jutikliy srities mokslininky interesy sri¢iy yra
gliukozés biologiniy jutikliy (BJ) konstrukcijos tyrimai. Biologiniai jutikliai yra galingas analizés
jrankis, pasizymintis sparcia vystymosi technologija ir pritaikymu jvairiose srityse (Yoo & Lee,
2010). Tarp gliukozés kiekybinés analizés metody dél savo paprastumo, didelio jautrumo ir nedidelés
kainos (Huang et al., 2021; Teles & Fonseca, 2008) placiai tyrinéjami fermentiniai elektrocheminiai
biologiniai jutikliai (Lai et al., 2016; Yoo & Lee, 2010). Fermenty stabilizavimas yra vienas
svarbiausiy $iy metody klausimy (Huang et al., 2021). D¢l fermento stabilizavimo poveikio jutiklio
veikimui svarbu ieSkoti medziagy, kurios iSlaikydamos fermento biologinj aktyvuma, sudaryty
tinkamas saglygas efektyviai biologinio jutiklio apkrovai (Huang et al., 2021; Saei et al., 2013). D¢l
Sios priezasties mokslininkai, kuriantys gliukozés biologinius jutiklius, siekia optimizuoti elektrony
perdavimo procesa tarp imobilizuoto fermento aktyviojo centro ir elektrodo pavirSiaus, tokiu budu
prailginti gliukozés BJ veikimo laikg ir pagerinti sistemos analizines charakteristikas (Lai et al.,
2016).

Pastaraisiais metais sukurta daugybé biologiniy jutikliy (fermentiniai, elektrocheminiai,
optiniai, imuniniai, receptoriniai (Liu et al., 2018) bei nanotechnologijomis pagrjsti BJ), kurie
uztikrina nuolating gliukozés ir insulino stebéseng (Sabu et al., 2019). Laikui bégant gliukozés kiekio
kraujyje savikontrolés sistemomis tapo papras¢iau naudotis ir jos pasieké didesnj tikslumg. Taciau
tokio tipo sistemos teikia tik stating informacijg apie gliukozés kiekj, neatsizvelgiant j dinaminj
gliukozés pokyc¢iy pobiidj (Kravarusic & Aleppo, 2020). BJ yra viena nasiausiy gliukozés ir insulino
nustatymo priemoné. Padaryta paZanga kuriant nanodydZio biologinius jutiklius, kuriuose
naudojamos jvairios nanomedZziagos (tauriyjy metaly nanodalelés) (Sabu et al., 2019). Todél pazangiy
biologiniy jutikliy kiirimas suteikia galimybe stebéti diabetu sergan¢iy asmeny bikle ir

individualizuoti ligos valdyma, kontroliuojant cukraus kiekj kraujyje (Lai et al., 2016).
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Darbo tikslas

Sukurti jautry bei stabily laike gliukozés biologinj jutiklj biologiskai aktyviy junginiy bei

cistamino dihidrochlorido pagrindu ir pritaikyti modeling sistemg praktikoje.

Darbo uzdaviniai

1.

Skirtingai modifikuoti grafito elektrodus (GE) aukso nanodariniais, cistamino
dihidrochloridu (CADHCI) bei fermentu — gliukozés oksidaze (GOXx).

Nustatyti optimalias GE modifikavimo salygas.

Cikline voltamperometrija jvertinti ant modifikuoty elektrody vykstanc¢iy oksidacijos-
redukcijos reakcijy griztamuma bei sukurty sistemy tinkamuma elektrocheminei analizei,
elektrony perne$ime dalyvaujant mediatoriui — 1,10-fenantrolin-5,6-dionui (FD).

Ivertinti gliukozés biologiniy jutikliy, sukurty skirtingai modifikuoty elektrody pagrindu,
analizines nustatymo charakteristikas.

[stirti pranaSiausiy gliukozés biologiniy jutikliy stabiluma laike.

Pritaikyti sukurto gliukozeés biologinio jutiklio model; praktinéje analizéje, atliekant tyrimus

realiuose objektuose.
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1. Literatiiros apZvalga

1.1. Cukrinis diabetas

Cukrinis diabetas i$sivysto dél netinkamo gliukozés kiekio kraujyje reguliavimo (Lai et al.,
2016; Shajaripour Jaberi et al., 2019; Yoo & Lee, 2010). Tai patologiné buklé, atsirandanti dél
absoliutaus arba santykinio insulino trilkumo organizme (Martinkova & Pohanka, 2015), kai kasa
nepajégia gaminti zmogaus organizmui reikiamo insulino kiekio, arba kai zmogaus organizmas negali
veiksmingai valdyti gaminamo insulino (Varma et al., 2018). Todél glikemijos (gliukozés Kiekio)
kraujyje stebéjimas yra bitina cukrinio diabeto valdymo priemoné (Fracchiolla et al., 2013; Sabu et
al., 2019). Padidéjusi gliukozés koncentracija kraujyje vadinama hiperglikemija, sumazéjusi —
hipoglikemija (Bruen et al., 2017).

Gliukoz¢ ir insulinas yra pagrindiniai ligos kontrolés, valdymo rodikliai, kurie leidzia valdyti
hiperglikemijos ir hipoglikemijos epizodus (Bruen et al., 2017; Makaram et al., 2014). Glikemijos
kontrolé padeda sumazinti su cukriniu diabetu susijusiy komplikacijy progresavimo rizikg (Alwafi et
al., 2020; Lovi¢ et al., 2018). Cukriniu diabetu sergantys zmonés susiduria su Sirdies ir kraujagysliy
ligomis (Martinkova & Pohanka, 2015; Shajaripour Jaberi et al., 2019), inksty, nervy sistemos ir pédy
pazeidimais (Shajaripour Jaberi et al., 2019). Taciau vienas dazniausiai pasireiSkian¢iy Salutiniy
poveikiy yra akiy pazeidimai (Lovi¢ et al., 2018), atsirandantys dél baltymy glikacijos akies
kraujagyslése (Bruen et al., 2017). Todél ankstyva cukrinio diabeto diagnostika ir nuolatiné jo
kontrolé padeda gerinti $ia liga sergan¢iy Zmoniy gyvenimo kokybe (Shajaripour Jaberi et al., 2019).

Gliukozés koncentracija kraujyje reguliuoja antagonistiniai hormonai: insulinas ir
gliukagonas (Bratlie et al., 2012). Insulinas vaidina svarby vaidmenj gliukozés apykaitoje, o jo
nustatymas yra labai vertingas diagnozuojant ir kontroliuojant ligg (Sabu et al., 2019). Tai peptidinis
hormonas, sintetinamas kasoje ir iSskiriamas kaip tarpininkas metabolinéms reakcijoms vykti
(Martinkova & Pohanka, 2015). Insulinas mazina gliukozés kiekj kraujyje, skatindamas beveik visas
kiino lgsteles, i$skyrus smegeny, i§ kraujo pasisavinti gliukoze (Bratlie et al., 2012; Bruen et al.,
2017). Gliukozés kiekj kraujyje insulinas taip pat mazina létindamas glikogeno (polimerinés
gliukozés formos) skilimg kepenyse ir slopindamas aminoriigiciy bei riebaly riigSciy virtima
cukrumi. Gliukagonas reguliuoja cukraus kiekj kraujyje, siysdamas signalg kepeny Igsteléms
padidinti glikogeno hidrolize, aminortigstis ir riebaly rugstis paversti gliukoze ir pastarajg isskirti
atgal | kraujotaka (Bratlie et al., 2012).

Cukrinis diabetas skirstomas j du tipus: pirmo ir antro tipo. Pirmo tipo diabetas yra
autoimuniné liga, kuri sunaikina insuling gaminancias Langerhanso saleliy beta Igsteles (Bratlie et
al., 2012; Makaram et al., 2014). Dél $ios priezasties kasa negamina pakankamo kiekio insulino,

reikalingo normaliam organizmo funkcionavimui (Lai et al., 2016; Varma et al., 2018). Antro tipo
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diabetas pasizymi atsparumu insulinui, kai Igsteléms nepavyksta jsisavinti kasos gaminamo insulino
(Makaram et al., 2014; Varma et al., 2018).

Biologinis jutiklis gali buti naudingas nustatant hipoglikemija ar hiperglikemijg ir realiuoju
laiku teikiant informacija, reikalingg vaistams, mitybos rezimui ir fiziniam aktyvumui koreguoti. Taip
pat reguliarus ir daznas gliukozés kiekio kraujyje matavimas gali suteikti duomeny zmoniy, serganciy

cukriniu diabetu, ligos kontrolés strategijy optimizavimui (Y00 & Lee, 2010).

1.2. Biologiniai jutikliai

Per pastaruosius deSimtmecius biologiniy jutikliy kiirimo technologijos sparCiai vystési,
sukurta daugybé cukrinio diabeto valdymo priemoniy (Kravarusic & Aleppo, 2020). Biologinis
jutiklis apibréziamas kaip prietaisas, galintis aptikti analités buvimg méginyje ir nustatyti jos kiekj
(Hasan et al., 2014; Huang et al., 2021), pateikiant kiekybinius arba pusiau kiekybinius analizés
duomenis, naudojant biologinio atpazinimo elementg (Sabu et al., 2019). Elektrocheminis biologinis
jutiklis — tai kompaktiskas analizés jrankis, turintis biologinj ar biologiskai iSvesta jautraus
atpazinimo elementa, integruotg ar susietg su fizikocheminiu signalo keitikliu (Yoo & Lee, 2010). BJ
susideda i§ aptikimo sistemos, vadinamos receptoriumi (imtuvu arba atpazinimo elementu), signalo
vertimo prietaiso (keitiklio) ir signalo nuskaitymo sistemos (detektoriaus) (Huang et al., 2021; Sabu

et al., 2019) (zr. 1 pav.). Taip pat svarbi analit¢é — medziaga, kurig sickiama aptikti (Staiano et al.,
2017).

Elektrinis

AtpaZinimo elementas signalas

(1P

T Decktorn

Ttamp
Srorvéa Potenciometrija
e : ; : Voltamperometrija
Laidiis polimerai Laidumas .
Elekironai Konduktometrija
Var¥a Amperometrija

1 pav. Biologinio jutiklio veikimo schema (pagal Griffin et al., 2014; Lakard, 2020)

Biologinio jutiklio elementas — receptorius jvairiais budais tvirtinamas prie keitiklio. Sis
atpazinimo elementas priima signalg i$ aplinkos analités pavidalu, sgveikaudamas su ja (Fracchiolla

et al., 2013; Staiano et al., 2017). Receptorius pasizymi dideliu selektyvumu biologinei sgveikai ir
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analités aptikimui (biologinése sistemose tarp receptoriaus ir jo ligando yra specifiné sgveika) (Huang
etal., 2021). Receptoriais gali biiti biologinés molekulés (antikiinas, fermentas, receptorinis baltymas
nukleino rugstis (Alarcon-Angeles et al., 2018; Huang et al., 2021; Sabu et al., 2019) ar antigenas
(Fracchiolla et al., 2013)) arba gyva biologiné sistema (lgstelé, audinys ir organizmas), kurios
aptikimui naudoja biocheminj mechanizmg. Labiausiai paplit¢ bioreceptoriai yra pagristi antigeno ir
antikino sgveika, nukleino rugsties sgveika (dvi komplementarios grandinés), fermentine sgveika
(fermentas-substratas) ar 1astelés sgveika (mikroorganizmai, baltymai) (Huang et al., 2021). Ypatinga
analités ir receptoriaus sgveika lemia biologinio jutiklio funkcijos specifiskumo laipsnj.

Signalo vertimo prietaisas (keitiklis) — tai BJ elementas, aptinkantis signalg, konvertuojantis
vieng energijos forma j kitg (Staiano et al., 2017) ir biologing informacija verciantis elektriniu signalu
(Huang et al., 2021), kuris gali biiti sékmingai iSmatuotas ir kiekybiskai jvertintas (Fracchiolla et al.,
2013). Biologiniy jutikliy sékmé priklauso nuo to, kaip bioreceptoriaus sluoksnis (biologinis
komponentas) tvirtinamas ant Kkeitiklio (Huang et al., 2021). Keitikliai yra skirstomi j
pjezoelektrinius, elektrocheminius, termometrinius, magnetinius, optinius ir masés (Staiano et al.,
2017).

Signalo nuskaitymo sistema (detektorius) — tai signalo procesorius, kuris vykdo duomeny
apdorojimag ir perduoda rezultatus (Fracchiolla et al., 2013). Keitiklis yra BJ dalis, paveréianti
biologinio atpazinimo molekulés prisijungimo proceso jvesties signalg ] atitinkamg detektoriaus
uzregistruotg iSvesties signalg (Hasan et al., 2014; Martinkova & Pohanka, 2015), kuris yra
sustiprinamas ir kiekybiskai jvertinamas (Staiano et al., 2017).

Biologinis jutiklis turi pasizyméti Siomis charakteristikomis:

1. BJ naudojamas biokatalizatorius turi biti skirtas numatytam analizés tikslui ir pasizyméti geru
stabilumu nattiraliomis sglygomis.

2. Elektrocheminé reakcija turi biiti grjiZztama ir greita, nepriklausoma nuo fizikiniy sglygy, tokiy kaip
maiSymas ir temperatiiros pokyciai.

3. Signalas turi buti tikslus, atsikartojantis, linijinis pageidaujamame analités koncentracijos
diapazone ir kiek jmanoma be triuk§mo.

4. Klinikiniy BJ, kurie naudojami tiesiogiai ir invaziniu biidu, zondas turi biiti mazas, biologiSkai
suderinamas, neturintis toksinio ar imunogeninio poveikio.

5. Biologiniai jutikliai turi suteikti galimybe atlikti greita ir momenting analizg realiuoju laiku.

6. BJ turi pasizyméti mobilumu, maza kaina ir dydziu.

7. Idealiu atveju pageidautina, kad sistemos bty visiskai automatizuotos arba reikalauty mazai
operatoriaus jglidziy jprastinei analizei atlikti (Griffin et al., 2014; Huang et al., 2021).

8. Biologinis jutiklis turi turéti galimybe vienu metu aptikti kelias analites (Griffin et al., 2014).
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Biologiniai jutikliai atsizvelgiant j pastaryjy sudét] yra klasifikuojami j keleta grupiy,
pavyzdziui receptoriniai, fermentiniai ir imuniniai. Taip pat pagal signalo vertimo tipa, BJ yra
diferencijuojami j elektrocheminius, pjezoelektrinius, fotoelektrinius ir puslaidininkius (Lai et al.,
2016). Pastebima, jog biologiniy jutikliy rinkoje dazniausiai naudojami elektrocheminiai fermentiniai
gliukozés biologiniai jutikliai (Yoo & Lee, 2010), kurie, remiantis detektoriaus generuojamu atsaku,
yra skirstomi j potenciometrinius, amperometrinius ar konduktometrinius (Fracchiolla et al., 2013;
Hasan et al., 2014; Lai et al., 2016; Sabu et al., 2019).

Elektrocheminis signaly registravimas, lyginant su jprastiniais optiniais matavimais, turi
keletg privalumy: pasizymi didesniu nasumu, mazesniu fonu ir galimybe tyrimus atlikti drumstuose
méginiuose (Zhang et al., 2018) (nuo kraujo iki zarnyno skysc¢iy (Sabu et al., 2019), slapimo ar kraujo
serumo (Kausaite-Minkstimiene et al., 2014)). Dél Sios priezasties elektrocheminiai BJ yra placiai
taikomi klinikingje analiz¢je, farmacijoje, maisto pramonése, zemés tikyje, veterinarijoje ir
aplinkosaugoje (Saei et al., 2013). Taip pat dinaminés savybés, tokios kaip selektyvumas,
atkuriamumas, jautrumas, stabilumas ir tiesiSkumo intervalas yra labai svarbios kuriant biologinius
jutiklius (German et al., 2014; Sabu et al., 2019), o efektyvios BJ sasajos sukiirimas yra esminis
elektrochemingje analizéje (Zhang et al., 2018).

Selektyvumas nurodo sistemos gebéjima atskirti analite nuo kity méginyje esan¢iy medziagy.
Todéel kuo didesnis selektyvumas, tuo veiksmingiau biologinis jutiklis identifikuoja ir matuoja analite
su maziausiais kity medziagy trukdziais meéginyje. Kita svarbi savybé yra jautrumas. Didelis
jautrumas reiskia, kad, esant minimaliems analités koncentracijos pokyc¢iams, pastebimas Zymus BJ
signalo pokytis. Matavimo rezultaty atkuriamumas (iSmatuojamumas) yra dar viena svarbi savybe,
kuri apibréziama tikslumu. Didelis tikslumas rodo, kad pakartotiniy matavimy rezultatai yra artimi

vienas kitam (artimi tikrajai vertei) (Huang et al., 2021).

1.2.1. Amperometriniai biologiniai jutikliai

Po pirmyjy C. L. Clark ir C. Lyons elektrocheminio gliukozés biologinio jutiklio kiirimo darby
1962 m. (Clark & Lyons, 1962) buvo tyriné¢jami fermentiniai gliukozés BJ (Navaee & Salimi, 2019;
Y00 & Lee, 2010), kurie skiriasi fermenty ir elektrody tipais, imobilizacijos metodais ir tiesiogine ar
tarpine elektrony pernasa (Navaee & Salimi, 2019). Siekta sukurti patobulintas sistemas, skirtas
glikemijos lygio nustatymui ir kontrolei (Ferri et al., 2011).

Kuriant fermentinius biologinius jutiklius labai svarbu uztikrinti tinkama elektrony perdavimo
procesa tarp fermento aktyvaus centro ir elektrodo pavirsiaus (Alarcon-Angeles et al., 2018; Zhang
et al., 2018). Todél ilgainiui buvo atlikti i§samus tyrimai, kuriy metu amperometriniai gliukozés BJ
buvo suskirstyti j tris skirtingus tipus (vadinamus kartomis) pagal vykstantj elektrony perdavimg (zr.

2 pav.) (Alarcon-Angeles et al., 2018).
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2 pav. Biologiniy jutikliy kartos remiantis skirtingais elektrony perdavimo procesais (pagal Navaee &
Salimi, 2019)

Pirmos kartos BJ oksidacijos-redukcijos mechanizmas priklauso nuo deguonies (Alarcon-
Angeles et al., 2018). Nustatant gliukozés koncentracijg sistemoje atsizvelgiama j deguonies
suvartojimg arba vandenilio peroksido i$siskyrima (Ferri et al., 2011; Sabu et al., 2019).

Antros kartos biologiniuose jutikliuose oksidacijos-redukcijos proceso tarpininkai
(mediatoriai) naudojami elektronams perduoti tarp aktyviojo fermento centro vietos ir keitiklio
(Alarcon-Angeles et al., 2018). Elektrony perdavimas vyksta dviem etapais: pirmame etape vyksta
fermento ir substrato oksidacijos-redukcijos reakcija, inicijuota mediatoriaus, 0 antrajame etape
vyksta mediatoriaus oksidacija elektrodo pavirSiuje (Ahuja et al., 2007). Oksidacijos-redukcijos
reakcijai vykti naudojami mediatoriai, analizuojamajame tirpale (German et al., 2010, German et al.,
2014) arba elektrodo pavirSiuje (German et al., 2015).

Trecioji BJ karta, pagrjsta tiesioginiu elektrony perdavimu tarp fermento aktyviojo centro ir
keitiklio (Alarcon-Angeles et al., 2018), fermentui su elektrodu kontaktuojant tiesiogiai. Tokio tipo
BJ biologinio atpazinimo komponentas yra neatskiriama keitiklio dalis (Ahuja et al., 2007). Si
pernasa nereikalauja deguonies ar mediatoriaus (Navaee & Salimi, 2019).

1.2.2. Fermentiniai biologiniai jutikliai
Elektrocheminiai fermentiniai gliukozés biologiniai jutikliai yra placiai paplite prietaisai,

kurie komerciskai per pastaruosius kelis deSimtmecius buvo nuosekliai tiriami (Kausaite-
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Minkstimiene et al., 2014). Sie jutikliai pasizymi dideliu specifiskumu ir jautrumu sudétingose
sistemose (Lai et al., 2016). Elektrocheminiuose BJ fermenty veikimo mechanizmas — Katalitinis.
Kadangi fermentas reakcijos pabaigoje yra nepakites (Hasan et al., 2014), néra sunaudojamas ir
iSlieka stabilus, Sie biologiniai jutikliai gali bati naudojami ilgg laika (Liu et al., 2018).

Fermentais pagrjsti biologiniai jutikliai pasizymi keletu trikumy: ribotas fermenty stabilumas
ir priklausomybé nuo jy aktyvumo, taip pat priklausomybé nuo jvairiy veiksniy, tokiy kaip pH, jony
stiprumas, cheminis slopinimas ir temperattira (Hasan et al., 2014).

Kuriant elektrocheminius BJ, dazniausiai fermentai imobilizuojami heterogeninés katalizés
metu ant jvairiy kietyjy laidziy pavirSiy bei atlieka biologine analités atpazinimo funkcijg (German
et al.,, 2010; Pecar & Gorsek, 2017). Biologiniy jutikliy elektrodai imobilizuojami fermentais
pasyvios fizinés adsorbcijos, kovalentinio prijungimo, jkapsuliavimo arba sugavimo ant itin plonos
polimerinés plévelés pavirSiaus ar kryzminio kovalentinio ry$iy siuvimo biidais (German et al., 2014;
Hasan et al., 2014; Huang et al., 2021). Dazniausiai BJ konstrukcijoje fermentai adsorbuojami arba
prijungiami prie elektrodo pavirsiaus kovalentiniais ar nekovalentiniais rysiais (Alarcon-Angeles et
al., 2018). Imobilizacijos procesas yra labai svarbus BJ kiirimo zingsnis, nes stabilumas ir katalitinis
aktyvumas priklauso nuo to, ar bus iSvengta fermento denatiiracijos, uZtikrinant veiksminga
heterogeninj elektrony perdavimg, neprarandant fermento katalitiniy savybiy. Fermento stabilumui
itakos gali turéti kritiniy veiksniy, tokiy kaip pH, jony stiprumas, temperatira, pavirSiaus jtempimas,
kriiviai ir méginio matrica. Labai svarbu grieztai kontroliuoti visus $iuos kintamuosius (Alarcon-
Angeles et al., 2018).

Fermentiniai biologiniai jutikliai gali matuoti specifinj stabilizuota substratg arba inhibitoriy,
pasizymintj dideliu specifiskumu ir efektyvumu (Huang et al., 2021). Taip pat fermentiniai BJ
pasizymi selektyvumu, jautrumu (Sabu et al., 2019), atkuriamumu (German et al., 2014) ir greitu
atsako laiku j analite, kuris yra proporcingas pastarosios koncentracijai (Kausaite-Minkstimiene et
al., 2014).

1.3. Biologiniuose jutikliuose naudojami fermentai

Fermentai yra svarbi baltymy grupé, biologinése sistemose katalizuojanti chemines reakcijas.
Sie katalizatoriai pasizymi dideliu efektyvumu ir selektyvumu (Du Toit & Di Lorenzo, 2014; Huang
et al.,, 2021). Tai 10-400 kDa dydzio molekulés (Navaee & Salimi, 2019). Oksidoreduktazés —
fermenty klase, katalizuojanti oksidacijos-redukcijos reakcija, supaprastinant elektrony perdavima i§
reduktoriy (elektrony donory) oksidatoriams (elektrony akceptoriams). Jie veikia jvairias funkcines
grupes, pavyzdziui, -CHO, -CHOH, -CH2-NH>, -CH=NH arba -CH,-CH>-, padedami neorganiniy ir
organiniy  kofaktoriy. Daugumoje oksidacijos reakcijy elektronai perneSami  ADP

(adenozindifosfatas) paversti | ATP (adenozin-5-trifosfatas) (Navaee & Salimi, 2019).
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Fermentai, naudojami BJ kurti, yra komerciskai prieinami, pasizymintys dideliu grynumu,
taip pat specifiSkumu ir suriSimo galimybémis, tinkamumu naudoti jvairiais perdavimo metodais ir
galimybe aptikti daugybe analités medziagy (Hasan et al., 2014).

Gliukozés oksidazé ir gliukozés dehidrogenazé, yra patraukliausi fermentai BJ kurti (Navaee
& Salimi, 2019). Sie fermentai skiriasi redokso potencialu, kofaktoriais ir selektyvumu gliukozei
(Kausaite-Minkstimiene et al., 2014; Yoo & Lee, 2010). Taciau gliukozés oksidazé yra
populiariausias fermentas, naudojamas gliukozés BJ gaminti (Martinkova & Pohanka, 2015).

Gliukozés oksidazé pasizymi zemu oksidacijos-redukcijos potencialu —-0,42 V palyginamojo
elektrodo Ag/AgClcry (dazniausiai naudojama 3 M KCI tirpalo koncentracija) atzvilgiu, kai pH
siekia 7,4 (Mano, 2019), ir stabilumu temperatiiros poky¢iams (Lovi¢ et al., 2018; Mano, 2019).
Gliukozés oksidazé pasizymi lengva gryninimo procediira, mazesne kaina ir gebéjimu atlaikyti
ekstremalius pH, joninés jégos ir temperatiiros pokycius nei daugelis kity fermenty (Sabu et al.,
2019), todél jy gamybos proceso metu gali biiti taikomos santykinai lengvesnés salygos (Kausaite-
Minkstimiene et al., 2014; Yoo & Lee, 2010).

Gliukozés oksidazé buvo isskirta 1928 m. i§ Aspergillus niger ir Penicillium glaucum
ekstrakty (Mano, 2019; Martinkova & Pohanka, 2015). GOx molekuliné masé yra apie 150-180 kDa
(Wang et al., 2013). Struktiriskai gliukozés oksidazé yra holofermentas, sudarytas i§ dviejy identisky
80 kDa subvienety, kuriy aktyviajame centre yra kofaktorius flavino adenino dinukleotidas (FAD)
(zr. 3 pav.). FAD geba atlikti grjztamgsias oksidacijos-redukcijos reakcijas, todél veikia kaip
kofermentas (Kausaite-Minkstimiene et al., 2014), kuris katalizés metu atlicka elektrony pernesimo
funkcija (Martinkova & Pohanka, 2015).

3 pav. Gliukozés oksidazés 3D struktara (Janati-Fard et al., 2016)
Gliukozeés oksidazé katalizuoja B-D-gliukozés oksidacija i D-gliukono-6-laktong ties pirmaja
hidroksilo grupe, naudodama molekulinj deguonj (O2) kaip elektrony akceptoriy ir sinchroniskai
generuodama vandenilio peroksidg (H202). D-gliukono-6-laktonas véliau Iétai hidrolizuojamas iki D-

gliukono ragsties, o susidares HoO> katalazés fermento yra suskaidomas iki O2 ir vandens (Zr. 4 pav.)
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(Du et al., 2012; Dubey et al., 2017; Kausaite-Minkstimiene et al., 2014; Wang et al., 2013; Yoo &
Lee, 2010). Susidare galutiniai produktai suyra spontaniskai (Dubey et al., 2017).

Glucose Gluconolactone Gluconic Acid
HO HO O OH
GOx N
HO 0] HO 0
HO OH /7 ﬁ" HO =0 4o 3 HC—OH
OH OH 2 HO-CH
FAD* FADH, e
,&'a% HC—OH
,&&
>—< C HC—OH
H,C—OH
0, H0,

4 pav. Gliukozés oksidazés katalizuojama reakcija (pagal Bruen et al., 2017)

Kadangi fermento aktyvumas priklauso nuo aktyviajame centre esanciy aminortgsciy
jonizacijos busenos, pH vaidina svarby vaidmenj palaikant tinkamg fermento konformacija.
Dauguma baltymy yra aktyvis tik siaurame pH intervale, dazniausiai 5-9. Gliukozés oksidazés pH
optimumas svyruoja nuo 5,0 iki 7,0 (Bankar et al., 2009; Martinkova & Pohanka, 2015), taciau tiksli
pH reikSmé priklauso nuo organizmo, i§ kurio buvo iSskirta. Daugumos pelésiy ir mieliy GOx
optimalus pH svyruoja nuo riagstinio iki neutralaus, pavyzdziui, Aspergillus niger ir Penicillium
chrysogenum pH nuo 5,0 iki 6,0 (Bankar et al., 2009; Mano, 2019). Optimali temperatiira — 2042 °C
(Yoo & Lee, 2010).

Daznai oksidacijos-redukcijos reakcijos metu susidarantis H;O, sumazina fermenty
stabiluma, O konkuruoja su redokso mediatoriumi dél GOx elektrony (Mano, 2019). Tadiau, reikalui
esant, to galima iSvengti, modifikuojant elektrodg polimero sluoksniu (German et al., 2015) bei
deaeruojant tirpalg azotu. Tiesioginé GOx imobilizacija ant pliko elektrodo néra optimali, nes sunku
pasiekti tiesioginj elektrony pernesimg, kadangi GOx oksidacijos-redukcijos aktyviosios vietos yra
giliai pasléptos fermento viduje (Mano, 2019; Palanisamy et al., 2014). Tod¢l, siekiant imobilizuoti
GOx ant kietyjy elektrody pavirsiaus, susiduriama su apribojimai: prastas rysys tarp aktyviojo GOx
centro ir elektrodo pavirSiaus bei fermento iSplovimas. Norint jveikti Sias problemas, labai svarbu
paruosti tinkama elektrody matricg. Nepaisant to, elektrodo matrica neturéty keisti elektrodo
mechaninio stabilumo ir kataliziniy GOx savybiy (Devasenathipathy et al., 2015). Todél
nanomedziagos buvo panaudotos kaip matrica gliukozés oksidazés imobilizacijai, kuriant gliukozés
BJ (Palanisamy et al., 2014). Siekiant padidinti elektrocheminiy biologiniy jutikliy ilgaamziskuma,
biologiniai komponentai, sudarantys BJ, turéty pasizyméti dideliu saugojimo ir veikimo stabilumu
(German et al., 2014).

23



1.4. Mediatoriai biologiniuose jutikliuose

Kuriant elektrocheminius biologinius jutiklius kyla tiesioginé elektrony pernesimo problema
(German et al., 2011). Siekiant palengvinti efektyvig elektrony pernesa i§ fermento aktyviojo centro
prie darbinio elektrodo pavirsiaus, BJ naudojami mediatoriai (Radomska et al., 2019).

Veiksmingi mediatoriai turéty greitai reaguoti su redukuota GOx, kad sumazinty konkurencija
su istirpusiu molekuliniu deguonimi. Oksidacijos-readukcijos reakcijose dalyvaujanéiy mediatoriy
heterogeniné kinetika turéty buti grjztamoji, mediatoriy oksidacijos-redukcijos potencialas turéty biiti
zemas ir oksiduotos, ir redukuotos mediatoriaus formos turéty biti stabilios, o redukuotoji forma
neturéty reaguoti su iStirpusiu deguonimi. Taip pat mediatoriai turi biiti netoksiski ir mazai tirpas
vandeningje terpéje. Nepaisant reikalavimo biti netirpiems, dauguma tradiciS8kai naudojamy
mediatoriy tirpsta abiejose arba bent vienoje i§ savo oksidacijos-readukcijos buseny (Kausaite-
Minkstimiene et al., 2014). Jei mediatorius yra tirpale, jo difuzija prie elektrodo leidzia grei¢iau
perduoti elektronus, palyginus su tiesioginiu perdavimu i$ paties fermento. Mediatoriai gali biti
polimerizuojami tiesiogiai ant elektrodo pavirSiaus arba imobilizuojami kartu su reaguojanciais
fermentais, kad dar labiau padidéty elektrony pernasos greitis (Du Toit & Di Lorenzo, 2014). Daznai
BJ kiirime naudojami tokie mediatoriai kaip ferocenas ir jo dariniai, chinono junginiai, fericianidas,
pereinamyjy metaly kompleksai, tioninas, tetratiafulvalenas ir tetracianochinodimetanas bei jy
kompleksas, fenazino metosulfatas ir metileno mélynasis (Kausaite-Minkstimiene et al., 2014).

1,10-Fenantrolin-5,6-dionas yra pirminis chelatiniy medziagy klasés junginys, kuris kartu
sudaro daug cheminiy junginiy su jvairiy metaly kompleksais. Sie kompleksai ankséiau buvo tiriami
dél jy gebé¢jimo veikti kaip oksidacijos-redukcijos proceso indikatoriai kiekybinei analizei,
atsizvelgiant j jy auks$tg oksidacijos-redukcijos potencialg. FD junginiai gali buti naudojami
elektrochemiSkai nusodinti arba polimerinti ant elektrodo pavirSiaus kaip oksidacijos-redukcijos
mediatoriai (Halpin et al., 2021).

FD savo sudétyje turi du diimininius azoto atomus, leidziancius prisijungti metalo jonus, ir o-
kvinoiding molekulés dalj, atsakingg uz oksidacijos-redukcijos proceso aktyvumg (Goss & Abruiia,
1985; Halpin et al., 2021). FD elektroaktyvumas priklauso nuo terpés pH, o Sio ligando metaly
kompleksai potencialiai leidzia keisti ir kontroliuoti oksidacijos-redukcijos reakcijos savybes
plac¢iame diapazone (Goss & Abruiia, 1985). 1,10-Fenantrolin-5,6-diono strukttroje (zr. 5 pav.) yra
azometano atmainy, kurios gali uztikrinti efektyvy elektrony priémima, taigi ir greitesnj elektrony

perdavimo greitj (Halpin et al., 2021).
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5 pav. 1,10-Fenantrolin-5,6-diono struktiriné formulé (Halpin et al., 2021)

1.5. Aukso nanomedziagos

Pastaruoju metu vis didéja nanotechnologijy mokslinis ir pramoninis poveikis analitingje
elektrochemijoje (German et al.,, 2014). Todél didelis démesys skiriamas tauriyjy metaly
nanomedziagoms (zr. 6 pav.), kurios pasizymi patraukliomis savybémis bei yra pritaikomos
daugelyje sriciy, jskaitant katalize, biologinius jutiklius, elektronikg ir fotonika (Shajaripour Jaberi et
al., 2019).

Kombinuojant nanostruktaras ir elektrocheminius metodus sukurti BJ, pasizymintys dideliu
jautrumu, skaidymo galia (Huang et al., 2021), specifiSkumu, atkuriamumu ir patikimumu (German
et al., 2014). Nanostruktiiros biologiniuose jutikliuose paprastai naudojamos siekiant uzpildyti tarpg
tarp keitiklio ir bioreceptoriaus, padidinant elektrodo darbinj plota, tokiu biidu vykdant pilnesne
fermento imobilizacija ant elektrodo pavirSiaus. Kuriant elektrocheminius BJ, nanodalelés gali buti
naudojamos kaip substratai biomolekuliy imobilizavimui, elektrocheminiy reakcijy katalizatoriai ar
kaip elektrony pernaSos stiprikliai (German et al., 2014). Siekiant pagerinti BJ struktiiros nasumg ir
efektyvuma, suteikti galimybe reaguoti, esant Zemiems potencialams, bei atlikti greitg elektrony
pernasa gali biiti naudojamos nanostruktiiros, nanodalelés, nanovamzdeliai, nanoporos, lipnis
monosluoksniai ir nanokompozitai (Huang et al., 2021).
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6 pav. Tauriyjy metaly (aukso) nanomedziagos (Piyushkumar et al., 2020)
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1.5.1. Aukso nanostruktiiros

Tauriyjy metaly (aukso, platinos, sidabro) nanostruktiros veiksmingai panaudotos
imobilizuojant biomolekules, ypa¢ fermentus, elektrocheminiams biologiniams jutikliams gaminti,
kadangi pasizymi dideliu efektyvaus pavirsiaus plotu, didesne masés pernasa, tinkama mikroaplinka
ir geru laidumu (Du et al., 2012), kataliziniu poveikiu bei didele laisvojo pavirSiaus energija
(Shajaripour Jaberi et al., 2019).

Nanostruktary pagrindu sukonstruoti biologiniai jutikliai pasizymi dideliu efektyvumu ir
jautrumu dél plataus méginio stabilizavimo lygio. Sumazinus biologinio jutiklio dydj, galima kurti
svarbius klinikinés diagnostikos taikymui pritaikytus BJ, kuriuose sutelkti visi méginio pateikimui,
jutimui ir duomeny apdorojimui reikalingi komponentai (Huang et al., 2021). Taip pat nanostrukttros
pasizymi tiesioginiu fermento prisijungimu prie elektrodo pavirSiaus, diagnostinio signalo
sustiprinimu, biologiniu suderinamumu ir didele adsorbcijos galia (Huang et al., 2021). Taigi, aukso
nanostruktiiros (AUNS) kelia didelj susidoméjima dél savo puikiy optiniy, kataliziniy magnetiniy ir
cheminiy savybiy, kurios leidzia jas placiai taikyti realiuose méginiuose (Almira Ramanaviciene et
al., 2021; Zhang et al., 2018).

Aukso nanostruktiiros gali buti sintetinamos jvairiais budais: drégnuoju cheminiu metodu,
galvaniniu pakeitimu, séjamojo augimo ir Sablony metodais, hidrotermine redukcija, sinteze per
sgsajg ir elektrocheminiu nusodinimu (Almira Ramanaviciene et al., 2021). Tiesioginis, ekonomiskas,
greitas elektrocheminis AuNS nusodinimas, t. y. auginimas i§ HAuCls vandeninio tirpalo,
potenciostatiniais metodais gali biiti atliekamas ant polikristalinio aukso pavirSiaus, stikliSkosios
anglies, grafito elektrody 1§ anksto modifikuoty redukuotu grafeno oksidu, arba modifikuoty
daugiasluoksniy anglies nanovamzdeliy ir aukso nanodaleliy hibridine struktira (Almira
Ramanaviciene et al., 2021). AuNS nusodinimas gali bati atliktas, naudojant kvadratinés bangos
voltamperometrijos bei chronoamperometrinj (ChA) metodus. Elektrochemiskai sintetinant aukso
nanostrukttras, potencialo bei HAUCI, tirpalo koncentracijos pasirinkimas turi jtakos AUNS
morfologijai ir dydziui (Almira Ramanaviciene et al., 2021).

Kuriant elektrocheminius BJ, nanostruktiromis padengiami elektrody pavirSiai, ant kuriy
sudaromos 3D AuUNS (zr. 7 pav.). Sios struktiiros padidina BJ pavir§iaus plota, yra naudojamos kaip

elektrony pernasos stiprikliai, elektrocheminiy reakcijy katalizatoriai (German et al., 2014).
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7 pav. Ant grafito elektrodo elektrochemiskai nusodintos aukso nanostruktiiros esant pastoviam 200s -0,2 V
potencialui 0,1 M KNO;s tirpale, kuriame yra skirtingos HAuCls koncentracijos: (A) 0,02, (B) 3,0 ir (C) 6,0
mM (Almira Ramanaviciene et al., 2021)

1.5.2. Aukso nanodalelés

Tauriyjy metaly nanodalelés pasizymi geromis laidumo, katalizinémis savybémis ir veikia
kaip elektrony nesikliai tarp baltymy oksidacijos-redukcijos centro ir elektrody pavirSiaus,
didindamos elektrocheminiy reakcijy greitj. Elektrocheminiuose biologiniuose jutikliuose elektrony
pernaSos greitis ant elektrodo gali turéti jtakos jo atsako laikui ir tikslumui. Nanodalelés pagerina
elektrocheminio jutiklio atsaka.

Didelis démesys skiriamas auksui, platinai ir sidabrui, nes i$ jy lengva pagaminti nanodydzio
daleles. Placiausiai naudojamos aukso nanodalelés (AuND), stabilizuojancios baltymus kovalentiniy
rySiy tarp aukso atomy ir baltymy aminy bei cisteiny grupiy pagalba (Huang et al., 2021). Koloidinis
auksas yra inertiSkas, stabilus ir biologiskai suderinamas (Kalimuthu et al., 2020; Shi et al., 2004).
Dar visai neseniai auksas buvo zinomas tik kaip metalas. Tac¢iau atsiradus nanotechnologijoms ir
atradus nanodaleles bei iStyrus fizikines ir chemines aukso savybes, jis tapo auksc¢iausios kokybés
medZiaga biologiniy jutikliy kiirimui (Kalimuthu et al., 2020).

Aukso nanodalelés — tai koloidinés submikrometrinio dydzio dalelés (Hammami et al., 2021,
Kalimuthu et al., 2020), kurios paprastai yra suspenduotos vandenyje. Tirpalas, kuriame AuND dydis
siekia maziau nei 100 nm, pasizymi koncentruota raudona spalva, didesnio nei 100 nm dydzio AuND
tirpalas — mélyna arba violetine spalva (Abdulbari & Basheer, 2017). AUND yra labai mazos,
palyginti su Sviesos bangy ilgiais, sugeria mélynai Zalios spektro dalies $viesg (~ 450 nm), atspindi —
raudong $viesa (~ 700 nm) (Hammami et al., 2021). Mazesnés kaip 13 nm nanodalelés yra
tinkamesnés fermenty imobilizavimui (German et al., 2014; Huang et al., 2021), nes biomolekuliy
aktyvumas iSlieka nepakites. AUND pasizymi funkcionalumu, kuris lemia nanodaleliy sukibimo su
kitomis molekulémis, dalelémis ir pavirSiais galimybes. Taip pat susiformavusioms superstruktiiroms
itakos gali turéti ne tik daleliy dydis, bet ir daleliy pavirSiaus funkcionalumo ir tirpiklio poliSkumo
poky¢iai (Shi et al., 2004).
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Labiausiai paplite aukso nanodalelés yra elektrocheminiuose, optiniuose ir pjezoelektriniuose
biologiniuose jutikliuose. Elektrocheminiuose BJ, kuriy pagrindg sudaro aukso nanodalelés,
elektrony perdavimg palengvina tai, kad AuND pasizymi patraukliomis savybémis — dideliu
pavirSiaus ir tiirio santykiu, didele pavirSiaus energija, geb&jimu mazinti atstumg tarp baltymy ir
metalo daleliy, veikti kaip elektrony laidininkai (Abdulbari & Basheer, 2017). Aukso nanodaleliy
naudojimas elektrodo pavirSiuje septynis kartus padidina elektrony perdavimo grei¢io konstantg tarp
fermento gliukozés oksidazés ir substrato. Dél Sios priezasties yra sutrumpinamas atsako laikas ir
pagerinamas elektrocheminio jutiklio efektyvumas. Todél galima aptikti femtomolary ir net vienos
molekulés lygmens daleles (Huang et al., 2021).

Nuo 1 iki 100 nm dydzio AuND sintetinamos taikant dvi strategijas — ,,i$ virSaus j apacig* ir

"Ny

18 apacios j virSy“. Taikant metoda "i$ virSaus j apacig" — birios medziagos palaipsniui suskaidomos
iki nanodydzio medziagy. Taciau taikant metoda "i§ apacios ] virS§y" — atomai ar molekulés yra
surenkamos j nanodydzio molekulines struktiiras (Kalimuthu et al., 2020). Aukso nanodaleliy sintezei
naudojama daugybé fizikiniy, cheminiy ir biologiniy metody, taciau populiariausia sintez¢s strategija
—naudojant citrato reduktoriy (,,i$ apacios j vir§y®), kurj 1951 m. aprasé Turkevitch (Turkevich et al.,

1951).

1.6. Fermenty imobilizavimas
Fermenty imobilizavimas yra svarbus biologiniy jutikliy kiirimo zingsnis. Fermenty
imobilizavimo strategijos naudojamos ne tik siekiant pakartotinai panaudoti brangius fermentus,

taiau taip pat pagerinti fermenty katalitines funkcijas, tokias kaip aktyvumas, stabilumas ir

selektyvumas (Wirde et al., 1999).

1.6.1. Cistamino dihidrochloridas

Cistamino dihidrochloridas (mokslingje literatiiroje dar vadinamas cistaminu) yra linijinis
alifatinis (Gibrat & Cicchetti, 2011), reaktyvus diaminas (Khalafi et al., 2021), sudarytas i$
disulfidinio tiltelio (Gibrat & Cicchetti, 2011). Cistaminas — maza disulfido turinti molekulé su
pirminiais aminais abiejuose galuose (Zr. 8 pav.). Sis universalus reagentas gali biiti naudojamas
sulfhidrilo liekanoms jvesti j baltymus, nukleino rtigstis ir kitas molekules arba kaip aktyvioji

medziaga disulfidy mainy susiejimo reakcijose, griztamojo konjugavimo procedtirose (Hermanson,
2013Db).
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8 pav. Cistamino struktiiriné formulé (Wang et al., 2020)

Cistamino dihidrochloridas — tirpus vandenyje, pasizymintis koaguliacijos savybémis
reagentas. CADHCI abiejuose molekulinés grandinés galuose yra teigiamag kriivj turinti aminogrupé,
kuri dél elektrostatinés sgveikos gali veikti kaip koaguliantas (Wang et al., 2020). Taip pat daznai
naudojamas kaip jungiklis vaisty tickimo sistemose (Khalafi et al., 2021). Cistaminas buvo tiriamas
kaip potencialus junginys neurodegeneratyvinéms (Hangtintono ir Parkinsono) ligoms gydyti (Gibrat
& Cicchetti, 2011).

CADHCI taip pat naudojamas kaip aktyvuojantis reagentas disulfidiniy mainy reakcijose. Sios
procediiros metu reagentas naudojamas vieno i§ dviejy konjuguojamy baltymy modifikavimui.
Cistaminu modifikuotas baltymas sumai$omas su kitu baltymu, kuriame yra sulfhidriliné grupé arba
baltymas yra tiolintas. Vykstant disulfidiniams mainams, sulthidrilo turinti molekulé suskaido
cistaminu modifikuoto baltymo disulfida, iSsiskiria 2-merkaptoetilaminas ir susidaro disulfidinis
kryzminis rySys (Hermanson, 2013b).

Cistaminas ir cisteaminas daZnai naudojami kaip dvifunkciniai statybiniai blokai, kuriy sieros
atomai jungiasi prie elektrody pavirSiaus (pavydziui aukso pavir§iaus), o aminogrupes gali biiti
naudojamos kitoms grupéms prie savaime susiformavusio tiolio sluoksnio prijungti. Todél CADHCI
monosluoksniai gali bati naudojami mikroperoksidazés, glutationo reduktazés, fruktozés
dehidrogenazés, gliukozés dehidrogenazés ar gliukozés oksidazés imobilizavimui ant elektrody
pavirSiaus (Wirde et al., 1999). Taip pat cistamino dihidrochloridas gali padidinti bendrg elektrodo

pavirSiaus plota, suteikdami galimybe tvir¢iau ir stabiliau prisitvirtinti fermentams (Han et al., 2013).

1.6.2. Glutaro aldehidas

Kovalentinis fermenty imobilizavimas naudojant glutaro aldehidg (GA) yra viena i§
dazniausiai naudojamy fermenty imobilizavimo technologijy (Betancor et al., 2006; Lovi¢ et al.,
2018). GA yra homobifunkcinis junginys, turintis aldehido liekany abiejuose anglies atomy grandinés
galuose (zr. 9 pav.). Sis junginys gali susieti baltymus, sudarydamas stabilias antrines aminines
jungtis (Hermanson, 2013a). Glutaro aldehidas yra dvifunkcinis reagentas, galintis reaguoti su dviem
pirminémis amino grupémis. Jrodyta, kad Sios GA grupés uZtikrina intensyvy fermenty ir kietyjy

pavirsiy kryzminimg esant jvairioms reakcijos saglygoms (Guisan et al., 2020).
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9 pav. Glutaro aldehido strukttiriné formulé (Hermanson, 2013c)

Glutaro aldehidas kambario temperatiiroje yra bespalvis, astraus kvapo skystis (Migneault et
al., 2004; Pal et al., 2013). Tai lengvai prieinamas, ekonomiskas, reaktyvus reagentas (Guisan et al.,
2020; Pal et al., 2013), kuris visomis proporcijomis tirpsta vandenyje ir alkoholyje, taip pat
organiniuose tirpikliuose (Migneault et al., 2004).

Glutaro aldehidas yra universalus reagentas (Betancor et al., 2006), placiai naudojamas
biomedicinoje (Pal et al., 2013). Tai dialdehidas, kurio aldehidinés grupés pasizymi reaktyvumu ir
geb¢jimu sudaryti kovalentinius rySius su funkcinémis grupémis, tokiomis kaip aminai, tioliai,
fenoliai, hidroksilas ir imidazolai (Migneault et al., 2004; Pal et al., 2013). Jis greitai reaguoja su
amino grupémis, esant neutraliam pH ir yra efektyvesnis uz kitus aldehidus (Migneault et al., 2004).

Siekiant imobilizuoti fermentus ant jvairiy kietyjy pavirsiy (atramy), glutaro aldehidas gali
biiti naudojamas dviem budais:

1. Baltymy imobilizavimui ant aminuoty laikikliy, i§ anksto aktyvuoty GA tirpalu.
2. Apdorojant baltymus, adsorbuotus ant atramy, turinéiy pirmines aminogrupes (Betancor et

al., 2006).

Pirmuoju atveju baltymy imobilizavimas ant GA tirpalu i§ anksto aktyvuoty matricy yra gana
paprastas ir veiksmingas, o kai kuriais atvejais pagerina fermento stabiluma imobilizuojant kelis
subvienetus. Sios atramos gaunamos glutaro aldehidu derivatizuojant matrica, turin¢ig pirmines
aminogrupes, kuri gali bati laitkoma heterofunkcine matrica. Pries kovalentinj baltymy mainy procesa

ant kietyjy pavir$iy vyksta joninis baltymy keitimasis (zr. 10 pav.) (Betancor et al., 2006).
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10 pav. Baltymy imobilizavimo procesas ant aminuoty laikikliy, i§ anksto aktyvuoty glutaro aldehido tirpalu
(Betancor et al., 2006)
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Antruoju atveju baltymai, adsorbuoti ant katijoniniy atramy, turinéiy pirminiy aminogrupiy,
yra apdorojami GA tirpalu. Fermentas jonizacijos biidu adsorbuojamas ant jonitinio mainy nesiklio
ir $velniomis saglygomis apdorojamas glutaro aldehido tirpalu. Visos fermento ir atramos pirminés
aminogrupés turi biti aktyvuotos viena GA molekule (gali jvykti atramos ir fermento kryzminis
sujungimas). Sios GA grupés gali skatinti intensyvy jungimasi jvairiomis reakcijy salygomis (zr. 11
pav.) (Betancor et al., 2006).
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11 pav. Baltymy, adsorbuoty ant amininty katijoniniy nesikliy, kryzminis sujungimas naudojant glutaro
aldehido tirpalg (Betancor et al., 2006)

Imobilizavimas kovalentiniu buidu, prisitvirtinant prie vandenyje netirpiy nesikliy per GA, yra

vienas i§ paprasCiausiy ir Svelniausiy fermenty technologijos jungimo metody (Migneault et al.,
2004).

1.7. Gliukozé

D-gliukozé — monosacharidas (arba paprastasis cukrus), vienas svarbiausiy angliavandeniy
biologijoje (Genova et al., 2007; Shendurse & Khedkar, 2016). Gliukozé pirmg karta 1747 m. buvo
isskirta i§ raziny (Shendurse & Khedkar, 2016). Sis monosacharidas negali bati hidrolizuojamas j
paprastesnius angliavandenius. Priklausomai nuo anglies atomy skaiciaus jie gali buti klasifikuojami
kaip triozés, tetrozés, pentozés, heksozés arba heptozés. Taip pat priklausomai nuo to, ar juose yra
aldehido, ar ketono grupé — kaip aldozés arba ketozés (Mayes, 2003).

Gliukozés molekuling formulé — CgH120s, molekuling masé¢ — 180,16 g/mol. Sis milteliy
pavidalo monosacharidas lengvai tirpsta vandenyje. Zemesnéje nei +50 °C temperatiiroje o-D-
gliukozés hidratas yra stabilus. Tuo tarpu +50 °C temperatiiroje gaunama bevandené forma, o
aukstesnéje temperatiiroje — o-D-gliukozé (Shendurse & Khedkar, 2016).

Gliukozés molekulé gali buti atviros grandinés (acikliné¢ forma) ir ziedo (cikliné forma)
pavidale (zr. 12 pav.). Vandens tirpale Sios formos yra pusiausvyroje, o pH 7,0 tirpale vyrauja cikliné
forma (Genova et al., 2007). Ciklinés gliukozés konformacijos skirstomos j ziedo ir ,.kédés* (Mayes,
2003; Sreeranjit, C. V. K., Lal, 2003).
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12 pav. Gliukozés strukttirinés formos: A — atvira grandiné, B — Haworth projekcija, C —, kédés* forma
(Mayes, 2003; Sreeranjit, C. V. K., Lal, 2003)

Lastelés gliukoze naudoja kaip energijos Saltinj ir tarping medZziagy apykaitos proCesuose.
Gliukoz¢ yra vienas pagrindiniy fotosintezés produkty, nuo kurio prasideda lastelinis kvépavimas tiek
prokariotuose, tiek eukariotuose. Gliukoz¢ sudaro Sesi anglies atomai ir aldehidiné grupé, todel ji
vadinama aldoheksoze (Genova et al., 2007). Gliukozé yra placiai paplitgs paprastasis cukrus,
augaluose sintetinamas fotosintezés budu ir paprastai saugomas polisacharidy pavidalu. Gyviny
maiste esantys angliavandeniai po virSkinimo gliukozés pavidalu difunduoja j kraujg ir yra
jsisavinami kepenyse. Kepenyse gliukozé naudojama kity angliavandeniy sintezei, taip pat kaip
pagrindinis organizmy audiniy kuras (energijai gaminti) (Sreeranjit, C. V. K., Lal, 2003). Sis
angliavandenis gyviinuose saugomas glikogeno (kepeny arba raumeny glikogenas), o augaluose —

krakmolo arba celiuliozés pavidalu (Sreeranjit, C. V. K., Lal, 2003).

1.8. Elektrocheminiai metodai

Elektrocheminiai analizés metodai grindziami srovés pokyc¢iy, potencialo, laidumo tarp dviejy
elektrody, impedanso ir lauko efekto matavimu. Sie metodai skirstomi j dvi kategorijas: statinius (kai
srove lygi nuliui) ir dinaminius (kai srove teka). Statiniams metodams priskiriama tiesioginé
potenciometrija ir potenciometrinis titravimas, o dinaminiams — potenciostatinis (su potencialo
kontrole) ir galvanostatinis (su kontroliuojama srove) metodai. Potencialo kontrolés metodai apima
voltamperometrija ir polarografija, o srovés kontrolés metodai — amperometrijg (Huang et al., 2021).
Biologiniuose jutiklivose, naudojant tam tikrg elektrocheminj metoda, cheminis signalas yra
paverciamas j iSmatuojama elektrinj signalg (Huang et al., 2021; Lakard, 2020).

Elektrochemines matavimo sistemas paprastai sudaro darbinis ir palyginamasis elektrodai.
Palyginamasis elektrodas gali buti gaminamas i§ Ag/AgClcr (daZzniausia naudojamas 3 M
koncentracijos KCI tirpalas), taip pat moksliniuose tyrimuose naudojamas kalomelio palyginamasis
elektrodas, o darbinis elektrodas veikia kaip keitiklis. Taikant potencialo valdymo metodus, darbinio
elektrodo potencialas reguliuojamas palyginamojo elektrodo atzvilgiu. Todél biitina iSlaikyti pastovy

palyginamojo elektrodo potencialg. Tais atvejais, kai per palyginamajj elektrodg tekanti srové keicia
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jo potencialg, srovei praleisti naudojamas treéiasis elektrodas, vadinamas pagalbiniu elektrodu.
Tokiose trijy elektrody sistemose sukuriama srové tarp palyginamojo ir darbinio elektrody, 0
pagalbinis elektrodas naudojamas pastoviam potencialui palaikyti (Huang et al., 2021).

Daugelis cheminiy medziagy yra elektroaktyvios ir redukuojasi arba oksiduojasi, kai tarp
elektrody, panardinty j tirpalg, kuriame yra tos cheminés medZziagos, skleidziamas elektrinis
potencialas. Vykstant Sioms oksidacijos-redukcijos reakcijoms elektronai perduodami, todél tarp
elektrody per tirpalg teka srové. Si srové (vadinama Faradéjaus srove) yra susijusi su medZiagos,
dalyvaujancios oksidacijos-redukcijos reakcijoje, koncentracija (Franklin et al., 2016).

Ampermetriniu  (chronoamperometriniu) metodu matuojamas srovés intensyvumas,
atsirandantis dél elektroaktyviyjy jony aktyvumo kitimo elektrocheminés reakcijos metu, esant
pastoviam potencialui bei kintant laikui. Amperometrija grindZziama ry$iu tarp emisijos sroveés
stiprumo ir elektroaktyvaus junginio koncentracijos. Amperometriniai biologiniai jutikliai yra
jautresni uz potenciometrinius BJ. Darbinis elektrodas yra padengtas biologiniu atpazinimo elementu
ir veikia kaip keitiklis (Huang et al., 2021). Sio tipo biologiniuose jutikliuose matuojama srové,
susidaranti oksiduojantis ar redukuojantis elektroaktyviam biologiniam elementui (Lakard, 2020).
Kadangi ampermetriniuose biologiniuose jutikliuose turi bati kontroliuojamas veikimo potencialas,
naudojama trijy elektrody elektrocheminé sistema. Tokiu biidu, neleidZiant srovei tekéti pagrindine
sistema, potencialy skirtumas tarp palyginamojo ir darbinio elektrody laikui bégant iSlieka pastovus.
Kadangi dauguma anali¢iy néra elektroaktyvios, elektrony perneSimui prie darbinio elektrodo
pavirsiaus naudojami mediatoriai (Huang et al., 2021).

Amperometrija yra paprasiausias metodas, kai vienu metu (to pradinio laiko momentu)
prijungiama vienkarting jtampa ir matuojama srove, atsirandanti dél prijungto potencialo (zr. 13 pav.).
Pradiné jtampa tarp darbinio ir palyginamojo elektrodo jjungiama taip, kad darbinio elektrodo
pavirSiuje nevyksta jokios elektrocheminés reakcijos ir elemente neteka grynoji srové. Tam tikru
laiko momentu potencialas pakeliamas iki naujos jtampos, kuri yra neigiamesné uz prading jtampa,
todél beveik visas elektrodo pavirSiuje esantis deguonis akimirksniu redukuojamas, o bet koks
papildomas deguonis, kuris difuzijos biidu patenka j elektrodo pavirsiy, 1§ karto reaguoja taip, kad
deguonies koncentracija elektrodo pavirSiuje i§ esmés yra lygi nuliui. Po tam tikro laiko potencialas
vel pakeliamas iki jtampos, kuri leidZia elektrodo pavirSiuje esanfiam redukuotam deguoniui vel

oksiduotis ir eksperimentas baigiamas (Franklin et al., 2016).

33



Nuststovéjust srové
po analités priddjimo

Analités
pridajimas

Srové S

Nuliné srové

Latkas >
13 pav. Principiné amperograma (Jin & Maduraiveeran, 2018)

Voltamperometrija yra priskiriama potencialo kontrolés metodui. Pagal potencialo tipa
(nuolatin¢ arba kintamoji srové) ir jo taikymo biida (skenavimas, impulsas ir kvadratiné banga)
sukuriami skirtingi voltamperometrijos tipai — cikliné, diferenciné impulsiné ir kvadratinés bangos
voltamperometrijos. Voltamperometrijos metu matuojama srovés stiprio priklausomybé nuo
potencialo, susidariusio tarp palyginamojo ir darbinio elektrody (Huang et al., 2021; Lakard, 2020).

Atliekant voltamperometring analizg, tarp dviejy elektrody paprastai jjungiama jtampa ir
matuojamas cel¢je tekantis srovés stipris. Siekiant, jog tekéty srove, abiejuose elektroduose turi vykti
oksidacijos-redukcijos reakcijos, taciau svarbi tik reakcija darbiniame elektrode. Daugelyje
voltamperometriniy analiziy darbinis elektrodas yra poliarizuojamasis, o tiriamasis tirpalas yra
stiprus elektrolitas, taigi geras jony laidininkas. Jei tiriamasis tirpalas néra stiprus elektrolitas,
laidumui padidinti galima pridéti foninio elektrolito, pavyzdziui, NaCl. Susidares dvigubas sluoksnis
prie darbinio elektrodo yra labai plonas, Sioje srityje susidaro dideli elektriniai laukai, suteikiantys
energijos, reikalingos elektrony perdavimui ir sukeliantys analizuojamos medZiagos oksidacijos-
redukcijos reakcijg (Franklin et al., 2016).

Atvirks$tinis  svyravimas ciklinés voltamperometrijos (CV) metu suteikia papildomos
informacijos, padedancios identifikuoti medziagas. Taip pat, medziaga verCiama atgal j prading
forma, todél gali buti iSvengta nepageidaujamos medziagos kaupimosi. Analizuojant smailiy virStines
ciklinéje voltamperogramoje (zr. 14 pav.) galima nustatyti daug fakty apie elektrodo pavirsiuje
vykstancias chemines reakcijas, apie elektrocheminiame procese dalyvaujanciy elektrony skaiciy bei
analités koncentracijg (Franklin et al., 2016). Kol elektrodo potencialas nuskaitomas srityje, kurioje
nevyksta kriivio pernasa (nuo pradinio potencialo iki kylanios smailés formos atsako dalies),
registruojama tik nedidelé srove, nes elektrodo ir tirpalo tarpfazé pasizymi talpa, priklausancia nuo
elektrodo potencialo, kurio pokyc¢iai sukelia jony ir molekuliy, esanciy Salia elektrodo, orientacijos
pokycCius. Kai potencialas pasiekia sritj, kurioje vyksta elektrocheminé reakcija, registruojama
Faradéjaus srove, kuri staigiai didéja, kol pasiekia maksimuma, véliau — tolygiai mazéja. Tokia

smailés forma lemia kompromisas tarp did¢jancio elektrodinés reakcijos greicio, kai potencialas
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tampa vis tinkamesnis jai vykti (vyrauja kylanc¢ioje smailés dalyje), ir didéjancio difuzinio sluoksnio
storio dél laipsnisko depoliarizatoriaus iSeikvojimo didé¢janciu atstumu nuo elektrodo pavirSiaus
(vyrauja mazgjancioje dalyje). Todél didziausia srové registruojama esant potencialui, kai Sie
neutralizuojantys poveikiai atsveria vienas kitg, kai analités koncentracija elektrodo pavirSiuje dar

néra nukritusi iki nulio (Bontempelli & Toniolo, 2009).
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14 pav. Principiné cikliné voltamperograma (Taherpour & Mousavi, 2018)

Pastaraisiais metais kuriant biologinius elektrocheminius jutiklius, kuriuose derinamos
nanostrukttros ir elektrocheminiai metodai, buvo pasiekta didelé Siy sistemy jautrumo ir analitinés

galios pazanga (Huang et al., 2021).

1.9. Elektrodai

Biologiniai jutikliai pasizymi placiu keitikliy ir gamybos elementy pavirSiy pasirinkimu
(Annu et al., 2020). Biologiniy medziagy nustatymui (kaip darbiniai elektrodai) naudojami jvairs
anglies pastos, boru legiruoto deimanto, stikliskosios anglies, grafeno pastos, rutenio (Purushothama
et al., 2018), aukso ir platinos (Abdulbari & Basheer, 2017), grafito nanovamzdeliy (Liu et al., 2018)
elektrodai. I jvairiy anglies pagrindo elektrody placiai paplite grafito strypai (Purushothama et al.,
2018).

1997 m. pabaigoje grafito strypas buvo identifikuotas kaip nebrangus, lengvai prieinamas ir
atsinaujinantis elektrodas. Tai — grafito nanokompozitas, gaunamas jterpiant molio daleles ant
daugelio substraty, taikant $velnia jéga. Sie grafito strypai vadinami ,,grafito armuotaja anglimi* ir
ruoSiami maisant nattraly grafita (75-80 %) su organine riSamaja medziaga (13 %) ir verpstés alyva

(8 %). Paruostas grafito misinys spaudziamas j strypo formg ir dehidratuojamas +100-300 °C
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temperatiiroje, kepinamas +1000 °C temperattroje. Grafito ruo$imo procesas vyksta inertiniy dujy
atmosferoje, siekiant iSvengti deformacijos. Nedidelio dydzio laidais grafito strypai yra sudaryti i$
daugybés grafeno sluoksniy, kurie yra persipyne grafito gabaléliy dalelémis, nepaisant to, kad yra
nelaidziy molio daleliy (Annu et al., 2020).

Mokslininky démesio traukos centu grafito elektrodai tapo dél sp? hibridizuotos anglies, kuri
pasizymi gera adsorbcija, laidumu, dideliu jautrumu, mazesne fonine srove, paprastu paruoSimu ir
pavirSiaus modifikavimo savybémis (Purushothama et al., 2018). Nemodifikuoty, pliky elektrody
pavirsiai néra labai jautris, todél negali biiti naudojami mazy koncentracijy lygio nustatymui, kadangi
elektrody pavirSius sgveikauja su medziagomis ir oru. Kietosios dalelés i§ aplinkos arba tiriamos
oksidacijos-redukcijos sistemos liekanos blokuoja aktyvigsias keitiklio vietas, o aplinkos arba
potencialo sukelta oro sgveika su elektrody medziagomis (ypa¢ anglies elektrodais) oksiduoja
pavir$iy. Oksiduotas pavirSius pasizymi dideliu polinkiu i poliniy molekuliy adsorbcijg dél poliniy
deguonies turinéiy funkciniy grupiy ir didelio drékinamumo. D¢l §ios prieZasties elektrodas visiskai
(arba i dalies) uzsikemsSa ir pasizymi mazu reakcijos grei¢iu bei maziau atkuriamais konkrecios
analités rezultatais. Jei tiriamoji analité tinkamai nepaSalinama nuo elektrodo pavirSiaus, tai gali
sukelti didelj pavirSiaus uzterStuma, todél elektrodo pavirSiaus pirminis apdorojimas yra labai
svarbus. Pirminis apdorojimas ne tik iSvalo elektrodo pavirSiy, bet taip pat pakeicia pavirSiaus
chemine sudét] ir mikrostruktiirg, todél ilgainiui daro jtaka elektrodo jautrumui tikslinéms analitéms.
Atliekant elektrocheminius matavimus paruostas elektrodas turi pasizyméti dideliu cheminiy ir
elektriniy savybiy atkuriamumu (Rana et al., 2019)

Nustatyti jvairlis buidai, kaip aktyvuoti elektroda atliekant iSankstinj apdorojima ir gauti
atkuriamus bei jautrius rezultatus. Anglies pagrindo elektrodai yra placiai naudojami elektroanalizei,
todél mokslininky démesys sutelktas j anglies medziagy pagrindu pagaminty elektrody pirminio
apdorojimo metodus: mechaninis poliravimas ir valymas tirpikliais, vakuuminis terminis
apdorojimas, terminis apdorojimas lazeriu, apdorojimas mikrobangy plazma, apdorojimas radijo
daznio plazma, elektrocheminis poliarizavimas. Taciau pries bet kokj pirminj apdorojima,
mechaninis poliravimas atlieckamas siekiant paSalinti i§ aplinkos adsorbuotas daleles arba ankstesnio
naudojimo liekanas, kad pavir§ius buty Sviezias. Paprastai mechaninis poliravimas yra ne
savarankiskas pirminio apdorojimo biidas, 0 pirmasis apdorojimo procediiros etapas (Rana et al.,

2019).
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2. Metodiné dalis

2.1. Naudoti reagentai

Acetatinis buferinis tirpalas — maisomi 0,05 M natrio acetato buferio (CHsCOONa x 3H20
(Reanal, Vengrija)) ir 0,1 M kalio chlorido (KCl (Lachema, Cekija)) koncentracijy tirpalai.
Naudojamas pH 6,0 riigstinis tirpalas.

Druskos riigsties tirpalas — skiedziamas 37 % HCI (Carl Roth GmbH & Co. KG, Vokietija)
tirpalas distiliuotu vandeniu. Naudojamas paruostas 1 M koncentracijos tirpalas.

Cistamino dihidrochlorido tirpalas — atitinkamas kiekis cistamino dihidrochlorido (Fluka,
Kinija (CsH12N2S2 x 2HCI)) tirpinamas distiliuotame vandenyje. Tyrimuose naudojami 1-20 mM
koncentracijos tirpalai.

1,10-Fenantrolin-5,6-diono tirpalas — atitinkamas kiekis FD (SigmaAldrich, JAV)
tirpinamas etanolyje (UAB ,,Gintariné vaistiné”, Lietuva). Naudojamas 38 mM koncentracijos
mediatoriaus tirpalas.

Gliukozés oksidazé — naudojamas 25 mg/mL koncentracijos specifinio aktyvumo (201
U/mg) fermentas isskirtas i§ grybelio Aspergillus niger (Fluka, Sveicarija,). Siekiant i§laikyti
fermento stabilumg ir aktyvuma, GOx tirpalas laikomas Saldymo kameroje (-20 °C).

Slapimo riigsties tirpalas — ruoSiamas i§ §lapimo riigities (AppliChem GmbH, Vokietija)
svérinio, tirpinamo kalio hidroksido (Reanal, Vengrija) tirpale iki 0,01-0,30 mM koncentracijos.

Vitamino C tirpalas — ruosiamas tirpinant tam tikrg vitamino C (Fluka Chemie GmbH,

Sveicarija) kiekj distiliuotame vandenyje iki 0,01-0,20 mM koncentracijos.

Naudoti angliavandeniy tirpalai buvo ruoSiami tirpinant tam tikrg atitinkamos medziagos kiekj
distiliuotame vandenyje. Gliukozés darbinis tirpalas naudojamas praéjus 24 val. po jo paruo§imo, nes
turi jvykti daliné mutarotacija ir nusistovéti pusiausvyra tarp a ir B gliukozés formy. Angliavandeniy

tirpaly charakteristikos pateikiamos 1 lenteléje.

1 lentelé. Tyrimy metu naudoty angliavandeniy tirpalai

Tirpalo pavadinimas Koncentracija, M Gamintojas Kilmés Salis

D(+)-gliukozé
D(-)-fruktozé
D(-)-manozé 1,0 Carl Roth GmbH & Vokietija
D(-)-galaktozeé Co. KG

D(-)-ksilozé

D(-)-sacharozé
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Taip pat naudota:

Aukso tetrachloratas — 6,0 mM HAuUCI, (SigmaAldrich, JAV).
Kalio nitratas — 0,1 M KNO3z (Acros Organic, JAV).

Taninas — C76Hs2046 (Carl Roth GmbH & Co. KG, Vokietija).
Natrio citrato dihidratas — NasCsHsO7 (Penta, Cekija).

Al203 milteliai (Electron Microscopy Sciences, JAV).

25 % glutaro aldehido tirpalas (Fluka Chemie GmbH, Sveicarija).

N o a k~ wbh e

Realiis objektai (zmogaus seilés ir serumas, migdoly pienas ir mandariny sultys).

2.2. Tyrimuose naudota jranga

Techniniam darbinio elektrodo paruo$imui naudojami 3 mm, 99,999 % grynumo ir mazo
tankio grafito strypeliai (Sigma-Aldrich, JAV). Strypeliai §lifuojami stambiu ir smulkiu §vitriniu
popieriumi, izoliuojami silikono vamzdeliais.

Biriy reagenty svérimams naudojamos analizinés svarstykles ,,ABJ 120-4M*“ (KERN &
SOHN GmbH, JAV). Ruosiamy mazo turio tirpaly maiSymui — purtyklé MS1 Minishaker IKA
(USA). AuND tirpalo ruoSimui naudojama maiSyklé/kaitinimo prietaisas TechnoKartell (Italija).
Paruosty 13 nm AUND sugerties spektry fiksavimui naudojamas spektrometras ,,Lambda 25
UV/VIS*“ (JAV) ir 1 cm skersmens plastiko kiuvetés ,,Brand* (Vokietija).

Acetatinio buferinio tirpalo pH nustatymui naudojamas pH-metras (Thermo Electron
Corporation, JAV). Ultragarso voneléje ,,Bandelin Sonorex” (Vokietija) disperguojamas FD tirpalas.
Tyrimo metu analités pridéjimui naudojamos jvairaus tario (0,1 — 1000 pL) automatinés pipetés
Ependorf research (Ependorf, Vokietija). Tam tikros temperatiiros palaikymui naudojamas
termostatas Termostat TC-80M-2 (Rusija).

Registruojant  ciklines  voltamperogramas bei  chronoamperogramas naudojamas
kompiuterizuotas potenciostatas ,,PGSTAT 302N/Autolab* (Eco Chemie BV, Olandija) su ,,GPES
4,9 programine jranga. 100 mL talpos elektrocheminé celé i$ prietaiso komplekto ir trys elektrodai:
darbinis (imobilizuotas grafito strypelis), lyginamasis Ag/AgCl su 3,0 M KCI ,,Metrhom* (Herisau,
Sveicarija), pagalbinis (spiralés formos platinos vieluté). Matavimy metu maisant tirpalg ir analite
naudojama magnetiné maisykle ,,IKA*“ (Werke GmbH & Co. KG, Vokietija).

Grafinis ir statistinis duomeny apdorojimas vykdomas ,,SigmaPlot 12,5 matematine

programa (Systat Software, Inc). Darbo schemos bréziamos naudojant ,,Biorender* programa.
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2.3. Aukso nanodaleliy ir nanostruktiiry sintezé

Tyrimuose naudojamos sintetintos aukso nanodalelés ir aukso nanostruktiros. Aukso

nanodaleliy sintezés schema (,,i$ apacios j virSy* sintezei naudojant citrato reduktoriy) pateikiama 15

paveiksle.
Tirpalas Nr. 1
palas TmL1%
vandenilio
79 mL distilivoto  aukso

vandens tetrachlorato
""" > _— el —
-] 0 (-]
60 °C 95 °C 20+ 2°C
. PRON :
ilrp’?l‘anlvgrfg:fnglanm Maisant magnetine  Esant pastoviam Tirpalas atsaldomas
f'“f TN howa X maisykle Tirpalas maisymui Tirpalas iki kambario
l'a"" ami K| relkiamos  Nr.1 supilamas j kaitinamas iki reikiamos temperatiros
e Tirpalg Nr. 2 temperatiros
A
Tirpalas Nr. 2 '
:
4mL1% 0,025 mlL
16 mL distiliuvoto  tri-natrio tanino :
/ vandens / citrato rigsties ‘
Paruostas 13 nm AuND tirpalas
-3 e |

15 pav. Aukso nanodaleliy sintezés schema. Sudaryta autoriaus naudojant ,,Biorender* programa

Aukso nanostruktiiry sintezé atlickama i$ 6,0 mM chloro aurato ragsties (HAuCls) ir 0,1 M
kalio nitrato (KNOs3) tirpaly. Susintetintomis nanostruktiiromis, pasitelkiant chronoamperometrinj
metoda, padengiamas grafito elektrodas. Elektrocheminis potencialas siekia -0,4 V, padengimo laikas

—400 s (Almira Ramanaviciene et al., 2021).

2.4. Spektrometriniai matavimai
Atlikus 13 nm aukso nanodaleliy sinteze, sickiama jvertinti paruosty AuND bangos ilgj ir
absorbcijos dydj. Sugerties spektras registruojamas spektrometru palyginimui naudojant distiliuotg
vanden]. Spektrometro bangos ilgis skleidziamas nuo 400 iki 800 nm. Gautas rezultatas apdorojamas

»SigmaPlot 12,5 kompiuterine programa.

2.5. Grafito elektrodo paruoSimas
Tyrimuose naudojami darbiniai grafito elektrodai, kuriy paruoSimas yra pagrindinis
biologinio jutiklio kiirimo etapas. GE modifikuojami atitinkamai aukso nanodalelémis ar aukso

nanostruktiromis, pasitelkiant skirtingus imobilizavimo komponentus. Darbiniy elektrody paruo§imo
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schema ir pridedamy medziagy kiekiai bei imobilizavimo laikas pateikiami 16 paveiksle. Tyrimy
metu naudotas 4 val., 16 val. ir 26 val. imobilizavimo laikas. Darbiniai elektrodai CADHCI tirpale
laikomi termostate (+31 °C), kambario temperatiroje (+21 °C) ir Saldytuve (+4 °C) temperatarose.

| sisterna iul 13 a5 3L
|.IL H
,r/ M AUND Gox
= .—
-
16 val, Ial oma 15 min. Iamoura-.rirs
5 mM CADHCI 25 % glutaro
rpale aldehido tirpalo gary
sistema Juke ati 1ir 2
Zingsniai IpLs 4,5 pL 3L
/7 nm AUND {/ FD F @0
m sustema "had) E ||
== Il l I- .*\*-ﬂ
Grafito Elektrocheming celé —
elektrodas su AuNE tirpalu 15val Iankcma 15,'-““-' fzikoma virs
(E=0.4V,1=2005)  5mM CADHCI 25 % glutarc akdehido

tirpale tirpalo gary
3pL
‘15|-"- [m

IV sistema panahm s 3 Zingsnis (13

nm AuND pridéjimas)
16 val. laikoma

5 mid CADHCI
tirpale
WV sisterna

)

15 min Ialmma virg
25 % glutaro aldehido
tirpalo gary

16 pav. Grafito elektrody paruosimo schema naudojant cistamino dihidrochlorido tirpalg. Sudaryta autoriaus
naudojant ,,Biorender programa

Grafito elektrodo paruoSimg galima iSskirti j du etapus. Pirmasis etapas apima grafito
elektrodo $lifavima. Sis Zingsnis atlickamas prie§ GE padengima jvairiais komponentais. Grafito
strypelio pavirSius sukamaisiais judesiais Slifuojamas naudojant jvairaus gridétumo §vitrinj popieriy.
Slifuojama iki veidrodinio blizgesio $vitrinio popieriaus gridétumo mazéjimo tvarka nuo stambiausio
iki smulkiausio imtinai. Atlikus Slifavima elektrodo pavirSius valomas Al>Os pasta, turincia 0,3
mikrony dydzio gradelius, kuri nuplaunama distiliuotu vandeniu ir GE dZiovinamas kambario
temperatiiroje (+20+2 °C). Grafito elektrodo Soninis pavirsius izoliuojamas silikoniniu vamzdeliu.
Vykdomas antrasis GE paruo$imo etapas — elektrodo imobilizavimas. Atliekant imobilizacijos btido
paieska ruosiamos sistemos:

1) GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA

1) GE/CADHCI/AuND/FD/GOX/GA

1)  GE/AuNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA

IV)  GE/AuNS/CADHCI/FD/GOx/GA

V) GE/CADHCI/FD/GOx/GA
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Tyrimuose taip pat naudojami analogiski elektrodai nelaikant jy cistamino dihidrochlorido
tirpale, atitinkamai:

VI)  GE/AuND/FD/GOx/GA

VIl) GE/FD/GOx/GA

Atlikus darbiniy elektrody imobilizavimg, vykdomas paruosty elektrody plovimas distiliuotu
vandeniu. Paruosti elektrodai naudojami elektrocheminiams matavimams (kiekvienu atveju ruosiami
3-4 elektrodai). 17 paveiksle pateikiamos skirtingomis dalelémis modifikuoty grafito elektrody

pavirSiaus nuotraukos.

‘A

17 pav. A — grynas GE, B — GE padengtas AuUND, C — GE padengtas AUNS

2.6. Elektrocheminiai analizés metodai ir duomeny apdorojimas

Elektrocheminiams matavimams naudojami paruosti darbiniai grafito elektrodai. Atliekant
analiziniy signaly registravimg, skirtingomis dalelémis imobilizuotas GE patalpinamas | trijy
elektrody elektrocheming cele su 0,05 M acetatinio buferinio tirpalo ir 0,1 M KCI (pH 6,0).
Elektrocheminé¢ analizé atliekama 5 mL acetatinio buferinio tirpalo ttiryje naudojant kompiuterizuota
potenciostatg. Rezultatai apdorojami naudojant trijy arba keturiy nepriklausomy eksperimenty
vidutines matavimy vertes.

Registruojant ciklines voltamperogramas elektrocheminis potencialas skleidziamas nuo -0,8
V iki 0,8 V, skleidimo greitis siekia 100 mV/s (tyrimuose taip pat naudoti nuo 5 iki 300 mV/s
skleidimo grei¢iai). Darbinio elektrodo potencialas kinta teigiamy arba neigiamy reik§miy Kryptimi,
fiksuojamas srovés didéjimas ir atitinkamai stebima anodiné ar katodiné banga (Skucas, 2004).
Eksperimenty metu matuojamas per cele tekancios sroveés stipris tirpale. Fiksuojant anodinés sroveés
kitimg laike (tiesioging CV smailg), stebima elektrochemiSkai aktyviy medziagy oksidacija
(potencialo kitimas teigiamy reikSmiy kryptimi). Stebint katodinés bangos kitimg laike (atvirkSting
CV smailg), fiksuojama antroji banga, nurodanti medziagy (jony) redukcija j prading forma
(potencialo Kkitimas neigiamy reikSmiy kryptimi (Franklin et al., 2016; Skucas, 2004)). Cikliniy
voltamperogramy registravimas vyksta nemaiSant tirpalo, taip pat pridedant tam tikrus analités

kiekius. Grafiskai vaizduojama srovés stiprio priklausomybé nuo potencialo.
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Taikant srovés kontrolés metodg — ChA ir registruojant chronoamperogramas, naudojamas
pastovus mai§ymas 1200 rpm, bei nekintantis 0,3 V (Ag/AgCl atzvilgiu) elektrocheminis potencialas
(tyrimuose taip pat naudoti nuo -0,1 iki 0,4 V elektrocheminés srovés potencialai). Matuojamas
sroves stiprio ir trukmés kitimas laike. Remiantis srovés stiprio pokyc¢io (Al) kalibracinémis kreivémis
pagal lygt] apskaiCiuojami Michaelis-Menten Kinetiniai parametrai (maksimalio srovés stiprio
pokytis (4lmax) ir Michaelis-Menten konstanta (Kwm)) :

Al = AlL.x * Glc
Ky + Glc
Cia Al — srovés stiprio pokytis (LA), Almax — maksimalios srovés stiprio pokytis (LA), Km —
Michaelis-Menten konstanta, Glc — gliukozés koncentracija (mM).
Aptikimo riba apibréziama kaip koncentracija, atitinkanti tris analizinio signalo standartinius
nuokrypius, atliekant matavimus tik fonin¢ analités koncentracijg turinciame tirpale. Kai foniné
gliukozes koncentracija labai maza ir analizinis signalas sunkiai iSmatuojamas, ] tirpalg jvedamas

toks Glc kiekis, kuriam esant registruojamas minimalus analizinis signalas bei jvertinamas rezultaty

atsikartojamumas.

2.7. Stabilumo tyrimai
Biologiniy jutikliy stabilumas tiriamas trims sistemoms (GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA,
GE/CADHCI/AuUND/FD/GOX/GA, GE/AuNS/CADHCI/AuUND/FD/IGOX/GA). Atliekant
chronoamperometrinius matavimus (zr. 2.6. skyriy), modifikuoti GE laikomi Saldytuve +4 °C
temperatiiroje vir§ 0,05 M acetatinio buferinio tirpalo su KCI1 (pH 6,0) 1aSo. Stabilumas matuojamas
nuo pagaminimo iki 27 paros GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA sistemai, 20 paros
GE/CADHCI/AuND/FD/GOX/GA ir GE/AUNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA sistemoms. Siekiant

tikslesniy ir patikimesniy rezultaty naudojami 3 kiekvienos sistemos elektrodai.

2.8. Biologinio jutiklio pritaikymas realiuose objektuose

Pritaikymo realiuose objektuose tyrimuose naudojamos zmogaus seilés ir Serumas, migdoly
pienas bei mandariny sultys. Zmogaus seilés ir serumas, migdoly pienas bei mandariny sultys
skiedziami 10 karty 0,05 M acetatiniu buferiniu tirpalu su KCI (pH 6,0). Paruosti tiriamieji objektai
centrifuguojami 8 min., 13300 aps/min greiciu.

Angliavandeniy (gliukozés, sacharozés, fruktozés, manozés, galaktozés ir ksilozés), vitamino
C ir Slapimo rigsties jtakos tyrimai, tiesinis gliukozés koncentracijos intervalas ir neZinomas analités
kiekis realiuose objektuose nustatomas chronoaperometriniy metody metu (zr. 2.6 skyriy) grafito

elektroda talpinant j elektrochemine cele su atitinkamu tiriamojo objekto kiekiu. Slapimo riigities
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jtakos tyrimai atlickami i$skirtinai Zmogaus seilése ir serume, kadangi kituose tiriamuose gamtiniuose
objektuose Slapimo riigsties neturi biiti aptinkama.

Tiriant angliavandeniy jtaka BJ analiziniam elektrocheminiam signalui atitinkamuose
realiuose objektuose, elektrochemiskai fiksuojamas modifikuoty grafito elektrody generuojamas
analizinis signalas po kiekvieno atitinkamo angliavandeniy pridéjimo: pirmiausia j elektrocheming
cele dedama 10 mM Glc, tada atitinkamai po 1,0 mM sacharozés, fruktozés, manozés, galaktozeés,
ksilozés ir 10 mM Glc.

Siekiant nustatyti vitamino C jtaka gliukozés biologiniam jutikliui, j elektrocheming cele
pridedami tam tikri atitinkamos koncentracijos gliukozés (10 mM) ir vitamino C kiekiai (nuo 0,01 iki
0,20 mM).

Slapimo raggties jtakos tyrimy metu j elektrocheming cele su Zmogaus seiliy ar serumo tirpalu
pridedami atitinkami kiekiai tam tikros koncentracijos misiniy: 10 mM Glc su §lapimo raigsties tirpaly
koncentracijomis nuo 0,01 iki 0,30 mM.

Nezinomas analités kiekis realiuose objektuose nustatomas priedy metodu. Bréziama
analizinio signalo priklausomybé nuo Glc koncentracijos. I$ tiesés lygties apskaiiuojamas

nezinomas analités kiekis miSinyje.

3. Rezultatai ir jy aptarimas

3.1. AuND sintezé

Aukso nanodaleliy sintezé atlikta taikant aukso nanodaleliy sintezés strategija — naudojant
citrato reduktoriy (,,i§ apacios j virsy®), kurj 1951 m. aprasé Turkevitch (Turkevich et al., 1951). Sio
metodo metu atomai ar molekulés yra surenkamos j nanodydzio molekulines struktaras (Kalimuthu
etal., 2020). Susintetinty AuND tirpalas ir spektrofotometru uzfiksuotas sugerties spektras pateikiami
18 pav.

Absorbcija, A
D
=

00 |

1 1 1

400 600 800

A nm
18 pav. A — 13 nm AuND tirpalas ir B — sugerties spektras
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Analizuojant rezultatus matyti, kad aukso nanodalelés vandeninj tirpalg nudazo raudona
spalva. Paprastai AuND dydis kontroliuojamas keiciant sintezés metu naudojamy medziagy (tanino
rugsties) kiekj. Sintetinant 13 nm AuND daleles naudojamas 0,025 mL tanino rugsties kiekis. AuND
absorbcija fiksuojama prie 522 nm bangos ilgio, ir tai leidzia teigti, kad AUND susintetintos tinkamai
(Haiss et al., 2007; A. Ramanaviciene et al., 2009).

3.2. Biologinio jutiklio kiirimo biuido paieska. Elektrocheminio efektyvumo

jvertinimas

Siekiant nustatyti potencialiai tinkamiausig grafito elektrodo imobilizavimo biida, kurio metu
biity fiksuojamas didziausias gliukozes analizinis signalas, naudojamos 7 imobilizavimo strategijos
(paruosimo schema pavaizduota 2.5. skyriuje). Kaip elektrodo pagrindas naudojamas grafito strypas,
kuris modifikuojamas 3 pL aukso nanodalelémis ar nanostruktiromis (priklausomai nuo
eksperimento), padengiamas 4 uL FD, 3 uL GOx ir 15 min. laikomas vir§ glutaro aldehido tirpalo
gary (GE/.../FD/GOx/GA). Elektrocheminiai matavimai vykdomi naudojant chronoamperometrinj
metoda, nustatant pastovy +0,30 V elektrocheminj potencialg ir 1200 aps/min magnetinés maiSyklés
greitj. Matavimai atliekami acetatiniame buferiniame tirpale (pH 6,0) kaip analite naudojant 1,0 M
koncentracijos gliukozés tirpala. | elektrocheming cele pridedami tam tikri gliukozés kiekiai
(gliukozes koncentracijai kintant nuo 0,1 iki 239 mM). Kiekvienu atveju ruoSiami 3 darbiniai
elektrodai. Rezultatai apdorojami naudojant 3 nepriklausomy bandymy vidutines matavimy vertes.

Hiperbolinés kreivés atitinka Michaelio-Menten kinetika.

3.2.1. Gliukozés analiziniy signaly palyginimas, naudojant

GE/CADHCI/FD/GOx/GA ir GE/FD/GOx/GA

Pirmu tyrimo etapo metu buvo siekiama patikrinti, ar i§laikymas cistamino dihidrochlorido
tirpale turi jtakos modifikuoto elektrodo generuojamo analizinio signalo stipriui. Naudojami du
elektrodai: islaikant grafito strypa CADHCI tirpale — GE/CADHCI/FD/GOX/GA bei nelaikant —
GE/FD/GOx/GA. Kompiuterizuoto potenciostato fiksuojami analiziniai signalai analizuojami j
acetatinj buferinj tirpalg pridéjus 239 mM koncentracijos gliukozés tirpalg. Pirmasis elektrodas, kurio
modifikavimui naudojamas 5 mM koncentracijos CADHCI tirpalas, buvo laikomas 16 val. kambario
temperatiiroje ir generavo 1942 A analizinj signalg (zr. 19 pav.), kuris yra 1,03 karto didesnis nei
elektrodo, kuris nebuvo laikomas CADHCI tirpale (GE/FD/GOx/GA) 18,5+0,8 pA. Todél galima
daryti iSvada, jog elektrodo islaikymas CADHCI tirpale padidina elektrodo generuojama gliukozés

analizinj signala.
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19 pav. GE/FD/GOx/GA ir GE/CADHCI/FD/GOx/GA sistemy generuojamo analizinio signalo poky¢io
priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos

3.2.2. Gliukozés analiziniy signaly palyginimas, naudojant

GE/AuUND/CADHCI/FD/GOx/GA ir GE/AuNS/CADHCI/FD/GOx/GA

Antrojo eksperimento etapo metu buvo siekiama patikrinti aukso nanodariniy jtaka BJ
analiziniam signalui. Siekiama jvertinti ar AuUNS, ar AUND modifikuotas darbinis elektrodas yra
pranasesnis. Tiriami du elektrodai: GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA ir
GE/AuUNS/CADHCI/FD/GOx/GA. Darbinis elektrodas prie§ modifikavimg aukso nanodalelémis ar
aukso nanostruktiromis (naudojama 3 uL AuNS ar AuND) islaikomas 16 val. 5 mM CADHCI
koncentracijos tirpale. Elektrodai buvo laikomi kambario temperatiiroje (+21 °C). Analizuojant
elektrocheminius duomenis (zr. 20 pav.) nustatyta, kad AUND modifikuota sistema (j acetatinj
buferinj tirpalg pridéjus 239 mM koncentracijos gliukozés tirpalg) pasizyméjo 1,13 karto didesniu
analiziniu signalu (1743 pA), nei AuUNS padengtas GE (15+£2 pA). Todél galima daryti i§vada, kad

AuND pridéjimas modifikuojant bazinj elektrodg yra naudingesnis.
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20 pav. GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA ir GE/AUNS/CADHCI/FD/GOx/GA sistemy generuojamo
analizinio signalo pokycio priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos

3.2.3. Gliukozés analiziniy signaly palyginimas, naudojant

GE/AUND/CADHCI/FD/GOx/GA ir GE/CADHCI/AuUND/FD/GOx/GA

Sekanc¢iu imobilizavimo etapo metu buvo siekiama patikrinti AUND imobilizavimo vieta
elektrodo modifikavimo sistemoje. Naudojami du darbiniai elektrodai:
GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA ir GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA, aukso nanodaleliy
imobilizavimg (3 uL) atliekant pries arba po elektrodo islaikymo 5 mM CADHCI tirpale etapo.
Gliukozés analiziniai signalai analizuojami | acetatinj buferinj tirpalg pridéjus 239 mM
koncentracijos gliukozés tirpalg. Pirmojo elektrodo atveju (AuND uzne$amos ant GE pavir$iaus pries
elektrodo ilaikyma 5 mM CADHCI tirpale) analizinis signalas sieké 173 pA, antruoju atveju
(AUND uznesamos ant GE pavirsiaus po iSlaikymo 5 mM CADHCI tirpale) — 21+1 pA (Zr. 21 pav.).
GE/CADHCI/AUND/FD/GOX/GA elektodo atveju analizinis signalas yra 1,24 karto didesnis,
lyginant su GE/AuUND/CADHCI/FD/GOx/GA generuojamu analiziniu signalu. Nustatyta, jog grafito
elektroda aukso nanodalelémis modifikuoti naudingiau atlikus grafito elektrodo islaikymg CADHCI

tirpale.
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21 pav. GE/AUND/CADHCI/FD/GOx/GA ir GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA sistemy generuojamo
analizinio signalo pokyc¢io priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos

3.2.4. Gliukozés analiziniy signaly palyginimas, naudojant

GE/CADHCI/AuND/FD/GOX/GA ir GE/AUND/FD/GOx/GA

Ketvirtuoju etapu siekiama patikrinti, ar darbinis GE (modifikuotas AuND), iSlaikomas
CADHCI tirpale, generuoja didesnj elektrocheminj signalg, lyginant su identiSkai modifikuotu
elektrodu nelaikant pastarojo CADHCI tirpale. Sis etapas pasirinktas siekiant jvertinti aukso
nanodariniy jtaka, kadangi pirmuoju tyrimo etapu vertintas pradinis (GE/...FD/GOx/GA) elektrodas
ir jo generuojamo analizinio signalo priklausomybé nuo pastarojo iSlaikymo CADHCI tirpale.
GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA analizinis signalas lyginamas su GE/AuND/FD/GOx/GA
generuojamu signalu (prie 239 mM Glc koncentracijos). Pirmuoju atveju 21+1 pA analizinis signalas
yra 1,05 karto didesnis, nei nenaudojant CADHCI (20£1 pA) tirpalo (zr. 22 pav.). Tyrimo metu buvo
patvirtinta AuND imobilizavimo strategija ir darbinio elektrodo iSlaikymas CADHCI tirpale.
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22 pav. GE/CADHCI/AuUND/FD/GOx/GA ir GE/AUND/FD/GOx/GA sistemy generuojamo analizinio
signalo poky¢io priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos

3.2.5. Gliukozés analiziniy signaly palyginimas, naudojant
GE/AUNS/CADHCI/AuUND/FD/GOx/GA ir GE/AUNS/CADHCI/FD/GOx/GA

Penktojo eksperimento etapo metu buvo dar kartg patvirtinta AUND imobilizavimo strategija.
Naudojant GE/AUNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA ir GE/AUNS/CADHCI/FD/GOx/GA sistemas,
t. y. imobilizavus grafito elektroda AuNS bei islaikius 5 mM CADHCI tirpale, elektrodas buvo
padengiamas (arba nedengiamas) AUND. Pirmuoju atveju (zr. 23 pav.) analizinis signalas sieké 19+1
HA, antruoju — 1542 pA (analiziniai signalai lyginami j sistemg pridéjus 239 mM gliukozés tirpalo).

Todél galima daryti iSvada, kad AuND pridéjimas analizinj signalg Siuo atveju padidina 1,27 karto.
25
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23 pav. GE/AuNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA ir GE/AuNS/CADHCI/FD/GOx/GA sistemy generuojamo
analizinio signalo pokycio priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos
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[Sanalizavus rezultatus, galima teigti, kad darbinio elektrodo iSlaikymas 5 mM CADHCI
tirpale yra butinas, kadangi padidina analizinj signalg. Taip pat tyrimai, kuriuose grafito elektrodas
dengiamas aukso nanodariniais, FD bei GOx, nenaudojant CADHCL, grupés nariy buvo atlikti ir
publikuoti ankséiau (German et al., 2015). Atlikus imobilizacijos btido paieskg buvo identifikuotos
trys didziausig analizinj signalg generavusios darbiniy elektrody sistemos, sudétyje turincios aukso
nanodarinius (Zr. 24 pav.):

1) GE/CADHCI/AUND/FD/IGOX/GA (211 pA),
2) GE/AuUNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA (19+1 pA),
3) GE/AUND/CADHCI/FD/GOX/GA (1743 pA).
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24 pav. Modifikuoty grafito elektrody sistemy generuojamas analizinis signalas prie 239 mM gliukozés
koncentracijos

Nustatyta, kad darbinj grafito elektrodg tikslinga laikyti CADHCI tirpale, modifikuoti AUND,
padengti FD, GOx ir i§laikyti vir§ glutaro aldehido tirpalo gary, todél tolimesniems tyrimams, ieSkant
optimaliy salygu, pasirinkta didZiausiu analiziniu signalu pasiZyminti

GE/CADHCI/AuND/FD/GOXx/GA.

3.3. Optimali grafito elektrodo iSlaikymo CADHCI tirpale temperatira

Siekiant nustatyti optimalig temperatiirg darbinio elektrodo
(GE/ICADHCI/AuUND/FD/GOx/GA)  islaikymui 5 mM  CADHCI  tirpale,  atlikti
chronoamperometriniai matavimai, kuriy metu buvo fiksuojamas gliukozés analizinis signalas. ChA
matavimai atliekami acetatiniame buferiniame tirpale (pH 6,0), esant pastoviam maiSymui 1200
aps/min ir pastoviam elektrocheminiam potencialui +0,30 V. I 5 mL elektrocheming cele buvo
pridedami tam tikri gliukozés kiekiai (gliukozés koncentracija kintant nuo 0,1 iki 239 mM). Po
kiekvieno pridéjimo buvo fiksuojamas anodinés srovés stiprio kitimas laike. Darbiniai elektrodai 16

val. laikyti CADHCI tirpale termostate (+31 °C), kambario temperatiiroje (+21 °C) ir Saldytuve (+4
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°C) temperatiiroje. Kiekvienu atveju buvo ruo$iami 3 elektrodai bei rezultatai apdorojami naudojant
3 nepriklausomy matavimy vidutines matavimy vertes.

Atliekant GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA paruos§ima, iSlaikant grafito elektroda CADHCI
tirpale skirtingose temperatiirose, buvo registruojamas elektrodo generuojamas analizinis signalas
fiksuojant chronoamperogramas. Kaip pavyzdys 25 pav. yra pateikta registruota
GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA chronoamperograma, iSlaikius grafito elektroda CADHCI tirpale
kambario temperatiiroje. Pagal gautus rezultatus bréziama elektrody generuojamos srovés stiprio
pokycio priklausomybés nuo Glc koncentracijos kalibracinés kreivés (zr. 26 A pav.). Analizuojant
skirtingoje temperatiroje iSlaikyty GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA elektrody srovés stiprio
poky¢io priklausomybe nuo Glc koncentracijos nustatyta, kad didziausias analizinis signalas

generuojamas darbinius elektrodus laikant kambario temperatiiroje (+21 °C) (zr. 26 B pav.).
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25 pav. GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA chronoamperograma, i$laikius grafito elektroda CADHCI tirpale
kambario temperattroje

Lyginant registruotg analizinj signala GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA iSlaikius skirtingose
temperattirose Ir pridéjus atitinkamg kiekj 239 mM koncentracijos gliukozés tirpalo (zZr. 26 B pav.)
nustatyta, kad didziausias srovés pokytis (Al) pasiekiamas modifikuotg darbinj elektrodg islaikius
kambario temperatiiroje (19+2 pA). Grafito elektrodg iSlaikius termostate nustatytas Al=15+4 uA,
Saldytuve — Al=12+4 pA stiprio elektrocheminis signalas.

Kambario temperatiiroje (CADHCI tirpale) islaikytas grafito elektrodas (19+2 pA)
pasizyméjo 1,27 karto didesniu analizinio signalo poky¢iu, nei islaikius termostate (15+4 pA). Taip
pat kambario temperatiiroje iSlaikyto elektrodo analizinio signalo pokytis buvo 1,58 karto didesnis,
nei iSlaikius Saldytuve (1244 pA). Todél tolimesniems tyrimams nuspresta grafito elektrodus

iSlaikyti CADHCI tirpale kambario temperatiiroje, t. y. +21 °C.
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26 pav. Srovés stiprio poky¢io priklausomybés nuo Glc koncentracijos (A) bei diagramos (B), naudojant
GE/CADHCI/AUND/FD/GOX/GA, islaikius grafito elektroda CADHCI tirpale skirtingose temperatiirose

3.4. Optimalus grafito elektrodo iSlaikymo CADHCL tirpale laikas

Tolimesniy tyrimy metu buvo siekiama nustatyti optimaly grafito elektrodo islaikymo laika
CADHCI tirpale, chronoamperometriniy metody metu atliekant matavimus, naudojant
GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA. Darbiniai grafito elektrodai buvo ruoSiami pagal 2.5 skyriuje
pateikta schema (Il sistema) elektrodus CADHCI tirpale islaikant 4, 16 ir 26 valandas. Matavimai
atlickami acetatiniame buferiniame tirpale (pH 6,0), esant 1200 aps/min grei¢iui ir fiksuotam
potencialui +0,30 V, registruojant gliukozés analizinj signalg (zr. 27 A pav.). | elektrocheming celg¢
pridedama gliukozés, Sios koncentracijai kintant nuo 0,1 iki 239 mM. Rezultatai apdorojami

naudojant 3—4 darbiniy elektrody nepriklausomas matavimy vertes.
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27 pav. Srovés stiprio pokycio priklausomybés nuo Glc koncentracijos (A) bei diagramos (B), naudojant
GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA, islaikius grafito elektrodg skirtingg laiko tarpa CADHCI tirpale

Analizuojant GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA srovés stiprio pokycio priklausomybés nuo
Glc koncentracijos kalibracines kreives, kai sistemoje gliukozés koncentracija yra 239 mM (zr. 27 B

pav.), matyti, kad didziausias gliukozés analizinis signalas generuojamas grafito elektroda islaikant
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16 val. CADHCI tirpale. Siuo atveju analizinio signalo pokytis siekia 21+1 pA. ISlaikius grafito
elektroda 4 val. CADHCI tirpale, fiksuojamas 19+2 pA analizinio signalo pokytis, kuris yra 1,11
karto maZesnis lyginant su grafito elektrodu CADHCI tirpale i$laikytu 16 val. (A1=21£1 pA).

Maziausias fiksuotas analizinis signalas GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA elektody
paruoSimui grafito elektrodus cistamino dihidrochlorido tirpale iSlaikius 26 val.: AlI=18+4 pA (Zr. 27
B pav.). Sis signalas yra 1,17 karto maZesnis uZ analizinj signala, fiksuojama po 16 val. i§laikymo.
Taip pat pastebéta, jog grafito elektrodg CADHCI tirpale iSlaikius ilgiausig laiko tarpg (26 val.),
fiksuojamos didesnés matavimy paklaidos.

Tolimesni tyrimai atlickami imobilizuotas sistemas CADHCI tirpale islaikius 16 val., kadangi
pasiekiamas didziausias GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA generuojamas analizinis signalas.

3.5. Optimalios CADHCI tirpalo koncentracijos nustatymas
Optimalios cistamino dihodrochlorido koncentracijos nustatymas vykdomas acetatiniame
buferiniame tirpale (pH 6,0), naudojant GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA elektroda. Pastarasis
imobilizuojamas pagal 2.5 skyriuje aprasyta schema (II elektrodo sistema) su tolimesniu AuND, FD
ir GOx imobilizavimu bei i§laikymu vir§ glutaro aldehido tirpalo gary. Kiekvienu atveju ruoSiami 3
elektrodai. | elektrocheming cele pridedami tam tikri gliukozés kiekiai, Sios koncentracijai Kintant
nuo 0,1 iki 239 mM bei regeneruojamas srovés stipris. Gautos kalibracinés kreivés atitinka Michaelio-

Menten lyg¢iai (zr. 28 A pav.).
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28 pav. Srovés stiprio pokycio priklausomybés (A) nuo Glc koncentracijos bei diagramos esant 239 mM
gliukozés (B) naudojant GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA, i$laikius grafito elektroda skirtingy
koncentracijy CADHCI tirpale

Analizuojant rezultatus matyti, kad modifikuota grafito elektrodg
(GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA) islaikant 20 mM CADHCL koncentracijos tirpale, analizinio
signalo pokytis (Al1=12+2 pA) yra 1,13 karto didesnis negu fiksuotas po islaikymo 10 mM CADHCI
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tirpale (A1=10,6+0,7 pA). Nepaisant to, grafito elektrodg islaikius 7,5 mM koncentracijos cistamino
dihidrochlorido tirpale, nustatyta, jog GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA generuoja 15,8+0,8 uA
analizinj signala, kuris yra 1,32 karto didesnis uz sistemos generuojamg signalg po iSlaikymo 20 mM
CADHCl tirpale (Al=12+2 pA). Didziausias analizinio signalo pokytis pasiekiamas grafito elektroda
iSlaikant 5 mM CADHCI tirpale — 20+£2 pA, kuris yra 1,27 karto didesnis uz islaikytg 7,5 mM
CADHCIl tirpale (41=15,8+0,8 pnA) (zr. 28 pav.).

Mazinant CADHCI tirpalo koncentracijg nuo 2,5 iki 1 mM stebimas analizinio signalo
pokyCio maz¢jimas. ISlaikant grafito elektrodus 2,5 ir 1 mM CADHCI tirpaluose, iSmatuoti
GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA analizinio signalo poky¢iai siekia 10£1 ir 7£2 pA, tai yra 2,0 ir
2,86 karto maziau, lyginant su analizinio signalo poky¢iu, registruotu po grafito elektrodo islaikymo
5 mM CADHCI tirpale (41=20£2 pA).

Lyginant 2,5 ir 1 mM CADHCI tirpalus nustatyta, kad naudojant 2,5 mM CADHCI tirpala
(41=10£1 pA) registruotas GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA elektrodo generuojamas analizinio
signalo pokytis yra 1,43 karto didesnis nei naudojant 1 mM CADHCI tirpalg (A41=7+2 pA).

Apibendrinant skirtingomis CADHCI koncentracijomis veikiant ruoSiamus darbinius
elektrodus, galima daryti iSvada, kad GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA generuojmas didziausias
analizinis signalas, naudojant 5 mM cistamino dihidrochlorido tirpalg (Zr. 28 B pav.), todél tolimesni

tyrimai atliekami darbiniy elektrody imobilizavimui naudojant 5 mM koncentracijos CADHCI

tirpala.

3.6. Optimalaus oksidacijos-redukcijos potencialo nustatymas

Nustacius optimaly darbinio elektrodo imobilizavimo buda, iSlaikymo CADHCI tirpale
temperatiirg bei laikg ir CADHCI koncentracijg, tolimesniy tyrimy metu siekiama jvertinti
GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA oksidacijos-redukcijos potencialo jtaka srovés stiprio poky¢iui.
Chronoamperometriniy matavimy metu skleidziamas fiksuotas oksidacijos-redukcijos potencialas
nuo -0,10 V iki +0,40 V (metodika apraSyta 2.6. skyriuje). ChA analizé atlickama acetatiniame
buferiniame tirpale (pH 6,0), esant pastoviam maiSymui 1200 aps/min. I 5 mL elektrocheming cele¢
buvo pridedami tam tikri gliukozés kiekiai (nuo 0,1 iki 239 mM koncentracijos). Kiekvienu atveju
buvo ruoSiami 3 elektrodai bei rezultatai apdorojami naudojant Siy elektrody nepriklausomas
matavimy vertes. Kalibracinés kreivés yra aprasomos hiperboline funkcija (zr. 29 A pav.).

Analizuojant gliukozés analizinio signalo priklausomybe nuo oksidacijos-redukcijos
potencialo, pridéjus 239 mM gliukozés, pastebéta, kad oksidacijos-redukcijos potencialui didéjant

nuo -0,10 iki +0,30 V, gliukozés analizinis signalas didéja nuo 1,4+0,8 iki 19+3 pA. Tolimesniy
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tyrimy metu didinant oksidacijos-redukcijos potencialg iki +0,35 iki +0,40 V pastebimas analizinio

signalo maz¢jimas nuo 1443 iki 11,5+0,5 pA (zr. 29 B pav.).
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29 pav. Srovés stiprio poky¢io priklausomybés nuo Glc koncentracijos (A) bei oksidacijos-redukcijos
potencialo jtakos srovés stiprio pokyciui diagramos esant 239 mM gliukozés (B) naudojant
GE/CADHCI/AUND/FD/GOX/GA

I$ pateikty rezultaty (zr. 29 B pav.) matyti, kad gliukozés analizinio signalo pokytis
oksidacijos-redukcijos potencialui siekiant 0 V (41=2,6+0,5 pnA) yra 1,86 karto didesnis uz gauta
esant -0,10 V oksidacijos-redukcijos potencialui (41=1,4+0,8 nA). Tuo tarpu oksidacijos-redukcijos
potencialams siekiant +0,10, +0,20, +0,25 ir +0,30 V, gliukozés analiziniy signaly pokyciai siekia
8,9+0,8 uA, 1444 pA, 14£2 pA ir 1943 pA, atitinkamai, t. y. 6,36; 10; 10 ir 13,6 karty daugiau,
lyginant su rezultatais, gautais esant -0,10 V oksidacijos redukcijos potencialui. Didinant oksidacijos-
redukcijos potencialg iki +0,35 ir +0,4 V fiksuojami 1443 ir 11,5+0,5 pA analiziniy signaly pokyciai,
kurie yra 1,36 ir 1,65 karty mazesni, lyginant su gautu esant +0,30 V oksidacijos-redukcijos
potencialui (41=1943 pA).

Atsizvelgiant | gautus rezultatus, siekiant maksimaliai padidinti biologinio jutiklio
GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA pagrindu registruotus gliukozés analizinius signalus bei padidinti

nustatymo jautruma, tolimesniy tyrimy metu nuspresta naudoti +0,30 V oksidacijos-redukcijos

potenciala.

3.7. Ciklinés  voltamperogramos bei oksidacijos-redukcijos proceso
griZtamumas
Siekiant jvertinti oksidacijos-redukcijos proceso griztamuma bei tinkamumg elektrocheminei
analizei, naudojant elektrody sistemas: GE/AuNS/CAHDCI/AuND/FD/GOx/GA,
GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA ir GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA, buvo nusprgsta jvertinti

cikliniy voltamperogramy formas, katodines ir anodines smailes bei analiziniy signaly ir potencialo
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pasislinkimo priklausomybes nuo skleidimo grei¢io. Siam tikslui elektrodai ruoiami pagal 16
paveiksle pateiktas schemas. Ciklinés voltamperogramos registruojamos acetatiniame buferiniame
tirpale (pH 6,0) be gliukozés priedy, be maiSymo, skleidziant oksidacijos-redukcijos potenciala nuo

+0,8 iki -0,8 V, mazinant skleidimo greitj nuo 300 iki 5 mV/s. Kiekvienu atveju ruosiami 3 elektrodai.
I sistema (GE/AuNS/CAHDCI/AuND/FD/GOXx/GA)

Analizuojant GE/AuNS/CAHDCI/AuND/FD/GOx/GA sistemos CV metodu nustatytas
cikliniy voltamperogramy (zr. 30 pav.) anodinés ir katodinés smailiy augimas atitinkamai -0,139 -+ -
0,263 V ir -0,398 =+ -0,586 V potencialo intervaluose. Taip pat matyti, kad skleidimo greiciui siekiant
300 ir 250 mV/s prie 0 V potencialo atsiranda anodiné smailé, kuri iSnyksta skleidimo greiciui
sumazéjus iki 200 mV/s. Si anodiné smailé gali atsirasti dél ypa¢ didelio skleidimo greigio, kuris

paprastai elektrocheminiuose tyrimuose néra naudojamas.
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30 pav. GE/AuNS/CAHDCI/AuND/FD/GOx/GA sistemos ciklinés voltamperogramos, esant skirtingiems
skleidimo greic¢iams

Analizuojant GE/AuNS/CAHDCI/AuND/FD/GOX/GA sistemos anodinés srovés stiprio
priklausomybe nuo skleidimo greicio (zr 31 A pav.) pastebimas tiesinis anodinés srovés mazéjimas
mazinant skleidimo greitj. Skleidimo greiciui siekiant 300 mV/s nustatytas anodin€s srovés stipris
0,267+0,004 mA. Skleidimo grei¢iui siekiant 100 mV/s srovés stipris yra 6,68 karto mazesnis
(0,040+0,004 mA), lyginant su maksimalia srovés stiprio verte prie 300 mV/s. Pasiekus 25 mV/s
sroves skleidimo greit], nustatytas 0 pA srovés stipris. Sumazinus skleidimo greitj iki 5 mV/s,
fiksuojamas neigiamos srovés stipris (-0,007+0,002 mA), todél galima teigti, kad skleidimo greitj

racionalu mazinti iki 25 mV/s.
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Taip pat analizuojant katodinés smailés auks¢io priklausomybe nuo skleidimo grei¢io (zr. 31
A pav.) pastebimas tiesinis katodinés srovés mazéjimas, mazinant skleidimo greitj. Skleidimo greiciui
siekiant 300 mV/s nustatytas katodinés srovés stipris yra -0,59+0,08 mA. Skleidimo greiciui siekiant
100 mV/s srovés stipris yra 3,28 karto mazesnis (-0,18+0,03 mA), lyginant su maksimalia katodinés
sroves stiprio verte prie 300 mV/s. Sumazinus skleidimo greit] iki 5 mV/s, fiksuojama srové —
0,038+0,002 mA.

Tiriant GE/AUNS/CAHDCI/AuND/FD/GOx/GA sistemos anodinio ir katodinio potencialy
vertés priklausomybe nuo skleidimo grei¢io (zr 31 B pav.) nustatyta, kad anodinis potencialas
slenkasi ] neigiamesn¢ puse, katodinis — ] teigiamesne pus¢ mazinant skleidimo greitj. Anodinés
srovés atveju esant 300 mV/s skleidimo grei¢iui fiksuojama anodiné smailé prie -0,17+0,02 V
potencialo (katodinés srovés atveju — prie -0,59+0,02 V). Skleidimo grei¢iui siekiant 100 mV/s,
anodiné smailé atsiranda prie -0,24+0 V potencialo (katodiné — prie -0,48+0,02 V). Skleidimo greitj
sumazinus iki 5 mV/s, anodiné smailé fiksuojama prie -0,30+0,02 V potencialo (katodiné — prie -
0,398+0,003 V). Taigi akivaizdziai stebimas potencialo slinkimasis neigiamesne arba teigiamesne
kryptimi, priklausomai nuo nagrinéjamos srovés (anodinés arba katodings).

Pagal anodinés ir katodinés srovés stiprio tiesines priklausomybes galima teigti, kad

oksidacijos-redukcijos procesas yra grjztamas.
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31 pav. GE/AuNS/CAHDCI/AuND/FD/GOx/GA sistemos anodinés ir katodinés srovés (A) ir potencialy
vertés (B) priklausomai nuo skleidimo grei¢io

Il sistema (GE/AuUND/CAHDCI/FD/GOx/GA)

Analizuojant GE/AuND/CAHDCI/FD/GOx/GA sistemos CV metodu pastebimas cikliniy
voltamperogramy (zr. 32 pav.) anodinés ir katodinés smailiy augimas atitinkamai -0,072 +-0,173 V
ir -0,343 + -0,508 V potencialo intervaluose. Taip pat matyti, kad skleidimo greiciui siekiant 300
mV/s prie 0 V potencialo atsiranda anodin¢ smaile, kuri iSnyksta skleidimo grei¢iui sumazéjus iki
250 mV/s. Si anodiné smailé gali atsirasti dél ypa¢ didelio skleidimo grei¢io, kuris paprastai

elektrocheminiuose tyrimuose néra naudojamas.
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32 pav. GE/AuND/CAHDCI/FD/GOx/GA sistemos ciklinés voltamperogramos, esant skirtingiems
skleidimo grei¢iams

Analizuojant GE/AUND/CAHDCI/FD/GOx/GA sistemos anodinés ir katodinés srovés stiprio
priklausomybes nuo skleidimo greicio (zr 33 A pav.) pastebimas tiesinis srovés stiprio mazéjimas,
mazinant skleidimo greitj. Skleidimo grei¢iui siekiant 300 mV/s nustatytas anodinés srovés Stipris
0,26+0,07 mA. Skleidimo greiciui siekiant 100 mV/s srovés stipris yra 3,10 karto mazesnis
(0,084+0,009 mA), lyginant su maksimalia srovés stiprio verte prie 300 mV/s. Sumazinus skleidimo
greit] iki 5 mV/s fiksuojamas anodinés srovés stipris mazéja iki 0,0044+0,002 mA. Kaip matyti i§ 33
A pav., katodinés srovés stipris yra -0,5+0,1 mA, skleidimo grei¢iui siekiant 300 mV/s. Skleidimo
greiCiui siekiant 100 mV/s srovés stipris yra 2,94 karto mazesnis (-0,17+0,01 mA), lyginant su
maksimalia katodinés srovés stiprio verte prie 300 mV/s. SumaZinus skleidimo greitj iki 5 mV/s,
fiksuojama srové -0,024+0,004 mA.

Tiriant GE/AUND/CAHDCI/FD/GOx/GA sistemos anodinio ir katodinio potencialy vertés
priklausomybe nuo skleidimo greicio (zr 33 B pav.) nustatyta, kad anodinis potencialas slenkasi ]
neigiamesn¢ puse, katodinis —  teigiamesne puse mazinant skleidimo greiti. Anodinés srovés atveju
esant 300 mV/s skleidimo greiciui fiksuojama anodiné smailé prie -0,07+0,03 V potencialo (katodiné
—prie -0,51+0,01 V) . Skleidimo greiciui siekiant 100 mV/s, anodiné smailé atsiranda prie -0,12+0,05
V potencialo (katodiné — prie -0,44+0,02 V). Skleidimo greitj sumazinus iki 5 mV/s, anodiné smailé
fiksuojama prie -0,17+0,04 V potencialo (katodiné — prie -0,34+0,08 V). Stebimas potencialo

slinkimasis neigiamesne arba teigiamesne kryptimi, atitinkamai anodinés ir katodinés sroviy atvejais.
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33 pav. GE/AuND/CAHDCI/FD/GOx/GA sistemos anodinés ir katodinés srovés (A) ir potencialy vertés (B)
priklausomai nuo skleidimo greicio

Pagal anodinés ir katodinés srovés stiprio tiesines priklausomybes galima teigti, kad
oksidacijos-redukcijos procesas yra griztamas ir sistema tinkama elektrocheminei analizei.

111 sistema (GE/CAHDCI/AuND/FD/GOx/GA)

Analizuojant GE/CAHDCI/AuND/FD/GOx/GA sistemos CV metodu nustatytas cikliniy
voltamperogramy (zr. 34 pav.) anodinés ir katodinés smailiy augimas atitinkamai -0,127 + -0,229 V

ir-0,427 +-0,561 V potencialo intervaluose.
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34 pav. GE/CAHDCI/AuND/FD/GOx/GA sistemos ciklinés voltamperogramos, esant skirtingiems
skleidimo greic¢iams
Analizuojant GE/CAHDCI/AuND/FD/GOx/GA sistemos anodinés ir katodinés srovés Stiprio
priklausomybes nuo skleidimo greicio (zr 35 A pav.) pastebimas tiesinis srovés stiprio mazéjimas
mazinant skleidimo greitj. Skleidimo greiciui siekiant 300 mV/s nustatytas anodiné€s srovés stipris

0,28+0,05 mA bei katodinés — -0,49+0,06 mA. Skleidimo greiciui siekiant 100 mV/s anodinés sroveés
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stipris yra 3,42 karto mazesnis (0,082+0,008 mA), lyginant su maksimalia srovés stiprio verte prie
300 mV/s. Tuo tarpu katodinés srovés stipris prie 100 mV/s yra 2,66 karto mazesnis (-0,184 + 0,005
mA), lyginant su maksimalia katodinés srovés stiprio verte prie 300 mV/s. Sumazinus skleidimo greitj
iki 5 mV/s, fiksuojami anodinés ir katodinés srovés stipriai, kurie, atitinkamai, yra lygis
0,0015+0,0007 pA ir -0,041+£0,008 mA.

Tiriant GE/CAHDCI/AUND/FD/GOx/GA sistemos anodinio ir katodinio potencialy vertés
priklausomybes nuo skleidimo greicio (zr 35 B pav.) nustatyta, kad mazinant skleidimo greitj anodiné
smailé slenkasi | neigiamesnio potencialo pusg, katodiné — | teigiamesnio potencialo pus¢. Anodinés
srovés atveju esant 300 mV/s skleidimo greiciui fiksuojama anodiné smailé prie -0,13+0,02 V
potencialo (katodiné — prie -0,561+0,008 V). Skleidimo greiéiui siekiant 100 mV/s, anodiné smailé
atsiranda prie -0,19+0,01 V potencialo (katodiné — prie -0,49+0,01 V). Skleidimo greitj sumazinus
iki 5 mV/s anodiné ir katodiné smailés fiksuojamos prie -0,23+0,01 V ir -0,427+0,003 V, atitinkamai.
Kaip ir prieS tai apraSytoms sistemoms (GE/AuNS/CAHDCI/AuND/FD/GOx/GA,
GE/AuND/CAHDCI/FD/GOx/GA) GE/CAHDCI/AuND/FD/GOx/GA sistemos atveju anodinés arba

katodinés smailés atveju stebimas slinkimas neigiamesnio arba tegiamesnio potencialo kryptimi.
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35 pav. GE/CAHDCI/AuND/FD/GOx/GA sistemos anodinés ir katodinés srovés (A) ir potencialy (B) vertés
priklausomai nuo skleidimo greicio

Pagal anodinés ir katodinés srovés stiprio tiesines priklausomybes galima teigti, kad
oksidacijos-redukcijos procesas yra griztamas.

[$analizavus GE/AUNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA, GE/AuND/CADHCI/FD/GOX/GA ir
GE/CADHCI/AuND/FD/GOX/GA sistemy analizinio signalo stiprj esant skirtingiems skleidimo
greiCiams nustatyta, kad prie 100 mV/s (zr. 36 pav.) didziausia signala generuoja
GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA elektrodo sistema (0,084+0,009 mA). Maziausiu analiziniu
signalu pasizymi GE/AuNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA biologiskai aktyviais junginiais padengta
sistema (0,040+0,004 mA), kuri yra 2,10 karto mazesné uz didZiausig analizinj signalg generuojancia
sistemg. GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA sistema pasizymi 0,082+0,008 mA analiziniu signalu,
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kuris yra 1,02 karto mazesnis uz GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA, todél akivaizdu, kad
GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA ir GE/CADHCI/AuND/FD/GOX/GA  sistemos pasizymi

didziausiu analiziniu signalu.
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36 pav. GE/AuNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA, GE/AUND/CADHCI/FD/GOX/GA ir
GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA sistemy generuojamas signalas prie 100 mV/s elektrocheminio potencialo
skleidimo greicio

3.8. Ciklinés voltamperogramos ir analizinio signalo priklausomybé nuo

gliukozés koncentracijos tiriamojoje sistemoje

Siekiant jvertinti analizinio signalo priklausomybe¢ nuo gliukozés koncentracijos tiriamojoje
sistemoje, naudojant elektrody sistemas: GE/AuNS/CAHDCI/AuND/FD/GOx/GA,
GE/CADHCI/AuND/FD/GOX/GA ir GE/AUND/CADHCI/FD/GOx/GA, elektrodai buvo ruosiami
pagal 16 paveiksle pateikta schema. Siam tikslui naudojamas ciklinés voltamperometrijos metodas,
kurio voltamperogramos registruojamos acetatiniame buferiniame tirpale (pH 6,0) pridedant
atitinkama kiekj Glc, pastarosios koncentracijai Kintant nuo 0,10 iki 207 mM. Kiekvienu atveju
ruoSiami 3 elektrodai.

Kaip matyti i§ 37, 38, 39 paveiksluose pateikty cikliniy voltamperogramy, esant grynam
grafitui, t. y. nepadengtam elektroaktyviomis medziagomis, joks elektrocheminis oksidacijos-
redukcijos procesas ant elektrodo pavirSiau nevyksta, néra elektrony pernasos. Tuo tarpu cikliniy
voltamperogramy formos keiciasi bei didéja skirtumas tarp anodinés ir katodinés srovés stiprio,
naudojant ~ GE/AuNS/CAHDCI/AuND/FD/GOx/GA,  GE/AuND/CAHDCI/FD/GOX/GA ir
GE/CAHDCI/AuND/FD/GOXx/GA sistemas.

Analizuojant 37 pav. nustatyta, kad didinant Glc kiekj iki 9,92 mM gliukozés tiriamojoje

sistemoje, fiksuojamas anodinés smailés signalas mazéja nuo 0,143 iki 0,101 mA. Tai rodo, kad
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GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA elektrodo sistema yra jautri ir gali biti naudojama
elektrocheminei analizei. Pridedant  analizuojamg tirpalg didesnius Glc kiekius (nuo 19,7 iki 207
mM), stebimas analizinio signalo did¢jimas nuo 0,102 iki 0,120 mA, dél analizuojamo tirpalo
prisotinimu gliukoze, taip pat dél praskiedimo, kai tirpale yra didelé Glc koncentracija. Anodiné
smailé, didinant gliukozés koncentracija, slenkasi j teigiamo potencialo puse. Taip pat nustatyta, kad
anodiné smailé, kai Glc koncentracija sistemoje sickia 207 mM, atsiranda prie +0,273 V potencialo.
D¢l Sios priezasties tolimesniuose tyrimuose naudojamas +0,30 V elektrocheminis potencialas.
Taciau analizuojant katodinés smailés poslinkj pastebéta, kad didinant gliukozés koncentracijg nuo
0,10 iki 207 mM smailé slenkasi neigiamesne potencialo kryptimi ir analizinis signalas kinta nuo -
0,317 iki -0,075 mA.

0,2
0.1 4
0.0 4
—— Grynas grafitas
E 0,1 - — 0mM Glc
= 0,10 mM Glc
- — 0,50 mM Glc
0,2 4 — 1,00 mM Glc
— 2,99 mM Glc
4.48 mM Glc
03 - —— 9,92 mM Glc
19,7 mM Glc
— 229mM Glc
— 484 mM Glc
041 —— 207 mM Glc

-1,0 0,8 0,6 0,4 -0,2 0,0 0,2 0.4 0,6 0.8 1,0
E,V

37 pav. Ciklinés voltamperogramos, naudojant GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA, esant skirtingoms
gliukozés koncentracijoms

Analizuojant 38 pav. nustatyta, kad didinant Glc kiekj iki 19,7 mM gliukozés tiriamojoje
sistemoje, fiksuojamas anodinés smailés signalas mazéja nuo 0,136 iki 0,020 mA. Tai rodo, kad
GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA elektrodo sistema yra jautri ir gali biiti naudojama
elektrocheminei analizei. Pridéjus Glc kiekius nuo 22,9 iki 207 mM stebimas nedidelis analizinio
signalo didéjimas nuo 0,021 iki 0,024 mA, tai gali buti susieta su tirpalo prisotinimu gliukoze bei
tirpalo praskiedimu, esant dideléms analités koncentracijoms. Kaip matyti i§ pateikty rezultaty,
anodiné smailé, didinant gliukozés koncentracija, slenkasi j teigiamo potencialo pusg. [vertinta, kad
anodiné smailé, kai Glc koncentracija sistemoje siekia 207 mM, atsiranda prie +0,019 V potencialo.
Tolimesniuose tyrimuose naudojamas +0,30 V elektrocheminis potencialas. Tuo metu katodiné
smailé, didinant Glc koncentracija nuo 0,10 iki 207 mM, slenkasi neigiamesne potencialo kryptimi ir

analizinis signalas kinta nuo -0,369 iki -0,047 mA.
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38 pav. Ciklinés voltamperogramos, naudojant GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA, esant skirtingoms
gliukozés koncentracijoms
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I$ 39 pav. pateikty eksperimentiniy duomeny nustatyta, kad didinant Glc kiekj iki 22,9 mM

tiriamojoje sistemoje, fiksuojamas anodinés smailés signalas mazéja nuo 0,104 iki 0,025 mA, tai rodo

jautry elektrodo imobilizavimo biida ir galimybe panaudoti jj elektrocheminiuose tyrimuose.

Naudojant GE/AuNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA sistemg ir prid¢jus i tirpalg didesnj Glec kiekj
(nuo 48,4 iki 207 mM), analizinis signalas nekinta (0,027 mA). Didinant gliukozés koncentracija,

anodin¢ smailé slenkasi  teigiamo potencialo puse. Nustatyta, kad prie 207 mM Glc koncentracijos

tirlamojoje sistemoje, anodiné smailé atsiranda prie +0,018 V potencialo. Tai lémé +0,30 V

elektrocheminio potencialo panaudojima tolimesniuose tyrimuose. IS pateikty duomeny matyti, kad

katodiné smailé, didinant Glc koncentracijg nuo 0,10 iki 207 mM, slenkasi neigiamesne potencialo

kryptimi, o analizinis signalas kinta nuo -0,318 iki -0,085 mA.
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39 pav. Ciklinés voltamperogramos, naudojant GE/AuNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA, esant skirtingoms

gliukozés koncentracijoms
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ISanalizavus skirtingai imobilizuotas sistemas ir jy generuojamg elektrocheminj signalg prie
skirtingy Glc koncentracijy tolimesniuose tyrimuose nuspresta taikyti +0,30 V potencialg. Nagrinéty
biologiniy jutikiy analiziniy charakteristiky jvertinimas naudojant cikling voltamperometrijg biity
netikslus, sudétingas dél anodinés smailés slinkimosi, didinant analités koncentracija. D¢l Sios
priezasties BJ analiziniy charakteristiky nustatymui tinkamiausia naudoti chronoamperometrinj

metoda.

3.9. Pagrindiniy analiziniy charakteristiky nustatymas ir jvertinimas,

naudojant gliukozés biologinius jutiklius bei chronoamperometrinj metoda

Parinkus optimalias salygas gliukozés biologinio jutiklio analizinio signalo registravimui
buvo atlickama tiriamyjy sistemy analizé. Naudojant GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA,
GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA ir GE/AUNS/CAHDCI/AuND/FD/GOXx/GA sistemas (zr. 16 pav.)
buvo sickiama nustatyti pagrindines $iy sistemy analizines charakteristikas, tokias kaip:

1. Michaelis-Menten kinetiniai parametrai.

2. Tiesinis gliukozés koncentracijos intervalas.
3. Analiziniy signaly atsikartojamumas.

4. Gliukozés aptikimo riba.

Chronoamperometriniai tyrimai (aprasyti 2.6. skyruje) buvo atlikti naudojant 3 kiekvienos
sistemos elektrodus. Rezultatai apdorojami naudojant 3 nepriklausomy eksperimenty vidutines
matavimy vertes. ChA matavimy metu, nustatant gliukozés analizinio signalo priklausomybe¢ nuo
gliukozés koncentracijos, j elektrocheming cele su buferiniu tirpalu (pH 6,0) buvo pridedami tam tikri
gliukozés kiekiai (gliukozés koncentracijai kintant nuo 0,1 iki 239 mM). Po kiekvieno pridéjimo buvo
fiksuojamas anodinés sroveés stiprio ir trukmeés kitimas laike.

GE modifikavus aukso nanodalelémis, iSlaikius 5 mM cistamino dihidrochlorido tirpale,
pridéjus FD bei gliukozés oksidazés ir GA buvo fiksuojamas elektrodo generuojamas analizinis
signalas, registruojant chronoamperogramas (zr. 40 A pav.). Remiantis gautais rezultatais buvo
bréziama GE/AUND/CADHCI/FD/GOx/GA elektrody srovés stiprio pokycio priklausomybés nuo

Glc koncentracijos kalibraciné kreivé (zr. 40 B pav.).
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40 pav. GE/AUND/CADHCI/FD/GOx/GA registruota chronoamperograma (A) ir kalibraciné kreivé (B)

Atliekant GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA sistemos tyrimg buvo registruojamas elektrodo

generuojamas analizinis signalas, fiksuojant chronoamperogramas (zr. 41 A pav.). Pagal gautus

rezultatus buvo bréziama GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA elektrody Al priklausomybés nuo

gliukozés koncentracijos kalibraciné kreivé (zr. 41 B pav.)
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41 pav. GE/CADHCI/AUND/FD/GOX/GA registruota chronoamperograma (A) ir kalibraciné kreivé (B)

GE modifikavus aukso nanostruktiromis, i§laikius 5 mM cistamino dihidrochlorido tirpale,

modifikavus aukso nanodalelémis, FD bei gliukozés oksidaze ir GA buvo fiksuojamas elektrodo

generuojamas analizinis signalas, registruojant chronoamperogramas (zr. 42 A pav.). Remiantis

gautais rezultatais buvo bréziama GE/AUNS/CADHCI/AuND/FD/GOXx/GA elektrody srovés stiprio

pokyc¢io priklausomybés nuo Glc koncentracijos kalibraciné kreivé (zr. 42 B pav.).
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42 pav. GE/AuNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA registruota chronoamperograma (A) ir kalibraciné kreivé
(B)

Kaip matyti i§ pateikty paveiksly, kalibracinés kreivés apraSomos hiperboline funkcija. Pagal
chronoamperometriSkai ~ gautus  rezultatus (tick GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA, tiek
GE/CADHCI/AuND/FD/GOX/GA, tiek GE/AuNS/CADHCI/AuND/FD/GOX/GA atvejais) buvo
apskai¢iuojami Michaelis-Menten kinetiniai parametrai: maksimalios srovés stiprio pokytis ir

Michaelis-Menten konstanta, kurie pateikiami atitinkamai 43 A ir 43 B paveiksluose.
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43 pav. Gliukozés biologiniy jutikliy GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA, GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA,
GE/AuNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA pagrindu Michaelis-Menten kinetiniai parametrai: Almax (A) ir Ky

(B)

Analizuojant 43 A pav. matyti, kad didZiausias maksimalios srovés pokytis 26,5+0,6 wA buvo
fiksuojamas GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA  sistemai. GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA
pasizyméjo  25,6£0,9 pA  maksimalios srovés pokyc¢iu, kuris yra panaSus |
GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA sistemos analizinj signalg. Tuo tarpu sistemos, kurios sudétyje yra
aukso nanostruktiry, t. y. GE/AUNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA nustatytas srovés pokytis sieké
19+1 pA ir yra 1,39 karto mazesnis, nei GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA sistemos.

Didziausia  Michaelis-Menten  konstanta (12612 mM)  buvo  fiksuojama
GE/AuNS/CADHCI/AuND/FD/GOX/GA  sistemai. GE/AuND/CADHCI/FD/GOX/IGA  ir
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GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA sistemos pasizyméjo 101+8 mM ir 70+4 mM dydzio Michaelis-
Menten konstantomis, kurios yra 1,25 ir 1,80 karto mazesnés nei pirmosios sistemos atveju.

Darbo metu buvo nubréztos analizinio signalo priklausomybés nuo gliukozés koncentracijos,
nustatyti tiesiniai gliukozés koncentracijos intervalai visom trims elektrody sistemoms (Zr. 44 pav.).
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44 pav. Gliukozés biologiniy jutikliy, sukurty GE/AUND/CADHCI/FD/GOX/GA,
GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA ir GE/AuNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA sistemy pagrindu, tiesiniai
gliukozgés koncentracijos intervalai

Kaip matyti i§ 44 pav. pateikto grafiko, GE/AuND/CADHCI/FD/GOX/GA,
GE/CADHCI/AUND/FD/GOx/GA ir GE/AuNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA sistemy tiesinés
priklausomybés pasizymi geromis koreliacijos koeficiento (R?) reik§mémis atitinkamai: 0,9969;
0,9961 ir 0,9957. Aptikimo riba skai¢iuojama kaip koncentracija, atitinkanti tris analizinio signalo
standartinius nuokrypius, kai matavimai atlieckami foning analités koncentracijg turin¢iame tirpale.

Nors GE/AuUNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA ir GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA sistemy
atvejais tiesiniai gliukozés koncentracijos intervalai yra nuo 0,3-29,4 mM ir 0,3-16,5 mM (zr. 44
pav.), taCiau aptikimo ribos atitinkamai siekia tik 0,19 mM ir 0,14 mM.
GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA sistemos atveju tiesinis gliukozés koncentracijos intervalas yra
0,1-22,9 mM, o aptikimo riba — 0,088 mM. Nepaisant to, kad didziausias tiesinis gliukozés
koncentracijos intervalas fiksuotas GE/AuNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA sistemai, taciau
maziausia aptikimo riba ir pakankamai didel¢é Almax reikSmé gali buti nustatyti
GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA  sistemos atveju. Todél galima daryti iSvada, jog
GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA sistema turéty biiti tinkamiausia gliukozei nustatyti biologiniuose

jutikliuose.
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Biologiskai aktyviy junginiy bei cistamino dihidrochlorido pagrindu sukurtiems BJ budingas
geras  rezultaty  atsikartojamumas.  Gliukozés  koncentracijai  siekiant 7,2 mM
GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA atveju nustatytas variacijos koeficientas sieké 6,89 %,
GE/CADHCI/AuND/FD/GOX/GA — 1,02 %, ir GE/AUNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA atveju 5,37
%. Atlikti GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA sistemos atsikartojamumo matavimai elektroda
matuojant keletg karty 1§ eilés. Tyrimy metu nustatyta, jog prie 48,4 mM gliukozés koncentracijos
tiriamojoje sistemoje, GE/AUND/CADHCI/FD/GOx/GA generuojamas analizinis signalas islicka

8+1 pA iki 16 matavimy, variacijos koeficientas — 13 %, atsikartojamumas — 87 %.

3.10. Biologiniy jutikliy stabilumo tyrimas
Tyrimy metu buvo siekiama nustatyti pranasiausia BJ vertinant sukurtos sistemos
(GE/AuND/CADHCI/FD/GOX/GA, GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA ir
GE/AuNS/CADHCI/AUND/FD/GOx/GA) stabilumg atsizvelgiant j sistemos generuojama analizinj
signalg. Atlickant ChA matavimus (zr. 2.6. skyriy) stabilumas matuojamas nuo pagaminimo iki 20 ar
27 paros priklausomai nuo analizuojamos sistemos (zr. 2 lentele).

2 lentelé. Biologiskai aktyviy junginiy bei cistamino dihidrochlorido pagrindu sukurty gliukozés biologiniy
jutikliy stabilumo kitimas, priklausomai nuo i§laikymo laiko

GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA
ISlaikymo laikas, paros 0 2 7 15 20 27
Almax, pA 26+2 25,6+0,9 24+2 24+3 2243 1443
GE/CADHCI/AuND/FD/GOX/GA
ISlaikymo laikas, paros 0 2 7 15 20
Almax, pA 26,5+0,6 18+1 10,4+0,9 4,0+0,2 3,6+0,5
GE/AuNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA
Islaikymo laikas, paros 0 2 7 15 20
Almax, pA 19+1 18£3 15+3 1244 4,4+0,6

Siekiant tiksliai jvertinti Glc biologiniy jutikliy stabilumo kitimg laike, vertinamas
maksimalios  srovés  pokytis  Almax  (atitinkamai ~ GE/AuND/CADHCI/FD/GOX/GA,
GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA ir GE/AUNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA sistemoms) isreikstas
procentais prilyginant 0 pary maksimalios srovés pokytj 100 % (zr. 45 pav.).
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45 pav. Gliukozés biologiniy jutikliy, sukurty GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA,
GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA ir GE/AuNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA sistemy pagrindu,
maksimalios srovés pokytis (%), priklausomai nuo sistemos iSlaikymo laiko

Analizuojant maksimalios srovés pokycCio priklausomybés nuo sistemos iSlaikymo laiko
grafika (zr. 45 pav.) nustatyta, kad didé¢jant islaikymo laikui srovés stiprio pokytis mazéja. Atliekant
elektrocheminius matavimus svarbu, kad sukurti BJ iSlaikyty iki 50 % aktyvuma ilgesnj laika.
Nustatyta, kad GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA sistema biologinj aktyvuma — 54 % islaiké iki 27
pary, t. Y. Almax sumazéjo 46 %, lyginant su kg tik pagamintos GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA
sistemos Almax (100 %). Lyginant GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA sistemos generuojamus
maksimalios  srovés pokyCius po 2 ir 7 pary nustatyta, jog po 2 pary
GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA islaiko 68 % aktyvuma, lyginant su 0 pary (100 %) signalu. Po 7
pary tiriamoji sistema i$laiké 39 % aktyvuma lyginant su aktyvumu, nustatytu iSkart po elektrodo
paruo$imo. Lyginant Adlmax po 15 ir 20 pary matyti, jog po 15 pary
GE/AuNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA sistema iSlaiko 63 % aktyvuma, lyginant su 0 pary (100 %).
Taciau po 20 pary Almax krito iki 23 %. Kadangi GE/AUND/CADHCI/FD/GOx/GA sistema isliecka
aktyvi (t. y. iki 50 %) ilgesnj laikg (27 paras), todél Sis Glc biologinis jutiklis gali biiti pranasesnis bei

placiau pritaikomas realiy objekty tyrimuose.

3.11. GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA pagrindu sukurto biologinio jutiklio

pritaikymas gliukozei nustatyti realiuose objektuose
Atlikus GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA, GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA ir
GE/AuNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA sistemy pagrindu sukurty gliukozés biologiniy jutikliy
stabilumo tyrimus ir nustacius, jog GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA yra stabilesnis laike, nuspresta

Si elektrodg pritaikyti tyrimams realiuose objektuose. ChA matavimy metu siekiama jvertinti sistemos
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tinkamuma bei efektyvumg nustatant analite Zzmogaus seilése ir sSerume, migdoly piene, ir mandariny

sultyse (metodika pateikta 2.8. skyriuje).

3.11.1. Zmogaus seilés
Angliavandeniy jtakos tyrimas Zmogaus seilése

Tyrimy metu buvo atlieckama analizé naudojant angliavandeniy tirpalus bei
GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA sistemg. Eksperimenty metu siekiama jvertinti sacharozés,
fruktozés, manozes, galaktozés ir ksilozés jtaka Glc nustatymui Zzmogaus seilése (zZr. 2.8. skyriy).
Gauti rezultatai, t. y. chronoamperograma ir diagrama pateikiami atitinkamai 46 A ir 46 B pav.
Siekiant tiksliau jvertinti gautus rezultatus ir BJ atsparumg angliavandeniy tirpalams, vertinamas
analizinio signalo pokytis iSreiSkiamas procentais prilyginant prie§ tai pridéto angliavandenio

generuojama analizinj signalg 100 %.
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46 pav. Chronoamperograma (A) bei diagrama (B) vaizduojancios angliavandeniy jtaka gliukozés
analiziniam signalui Zmogaus seilése, naudojant GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA sistemg. Angliavandeniy
pridéjimo vietos grafike A pateikiamos rodyklémis

Analizuojant angliavandeniy jtaka GE/AUND/CADHCI/FD/GOx/GA sistemos analiziniam
signalui zmogaus seilése, nustatyta, kad 10 mM Glc pridé¢jimas (nusistovéjus foniniam analiziniam
signalui) didina sistemos signalg iki 1,0+0,2 pA (zr. 46 A pav.). Sis signalas prilyginamas 100 % ir
toliau j analizuojama sistema kas 200 s pridedami tam tikri angliavandeniy tirpaly kiekiai. Remiantis
gautais rezultatais (zr. 46 pav.) galima teigti, kad 1,0 mM sacharozés, fruktozés, manozés, galaktozes
ir ksilozes tirpaly pridéjimas neturéjo reikSmingos jtakos gliukozés analizinio signalo poky¢iui,
kadangi pridéjus tam tikrus angliavandeniy kiekius analizinis signalas kito iki 3 %, priklausomai nuo
pridéto angliavandenio. | elektrocheming cele dar karta pridéjus 10 mM Glc tirpalo buvo stebimas
analizinio signalo didéjimas 111 % lyginant su analiziniu signalu, generuojamu | sistema pridéjus

ksilozés  tirpalo.  Taigi, remiantis  gautais  duomenimis galima  teigti, kad
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GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA elektrodas zmogaus seilése pasizymi jautrumu iSskirtinai
gliukozei.

Vitamino C ir Slapimo rugsties jtaka Zmogaus seilése

Tyrimy metu buvo siekiama jvertinti vitamino C bei Slapimo riigsties jtakg Glc analiziniam
signalui zmogaus seilése. | elektrocheming cele buvo pridedami tam tikri gliukozés miSinio kiekiai
su atitinkamos koncentracijos vitamino C (0,01-0,20 mM) ir $lapimo ragsties (0,01-0,30 mM)
tirpalais (metodika pateikta 2.8. skyriuje). Chronoamperograma bei gauti rezultatai pateikiami
atitinkamai 47 A ir 47 B pav.
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47 pav. Chronoamperograma (A) ir diagrama (B) vaizduojancios vitamino C bei §lapimo riigsties jtaka Glc
analiziniam signalui Zmogaus seilése, naudojant GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA

Analizuojant vitamino C jtakg gliukozés analiziniam signalui (zr. 47 B pav.) matyti, kad
did¢jant vitamino C koncentracijai iki 0,20 mM fiksuojamas analizinio signalo mazéjimas iki
0,40+0,03 pA, t. y. 8is generuojamas signalas yra 1,05 karto maZesnis lyginant su duomenimis, kai
sistemoje néra pridéta vitamino C (0,42+0,02 pA). Tiriant Slapimo rugsties jtakg sukurtam Glc
biologiniam jutikliui (Zr. 47 B pav.), nustatyta, jog, didinant Slapimo rugsties kiekj zmogaus seilése
nuo 0,01 mM iki 0,30 mM, pastebimas analizinio signalo maz¢jimas (1,08 karto) nuo 0,404+0,03 nA
iki 0,374+0,04 pA. Galima daryti iSvadas, kad GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA biologinis jutiklis

yra atsparus nedideléms iki 0,20 mM vitamino C, ir iki 0,30 mM Slapimo riigsties koncentracijoms.

Biologinio jutiklio GE/AuUND/CADHCI/FD/GOx/GA pagrindu praktinis pritaikymas
gliukozei nustatyti Zzmogaus seilése

IStyrus angliavandeniy, vitamino C ir Slapimo rigsties poveikj Glc analiziniam signalui
zmogaus seilése, naudojant GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA sistemg, toliau buvo siekiama

jvertinti, ar sukurtas BJ yra tinkamas praktiniam pritaikymui nustatant Glc kiekj. Eksperimento metu
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buvo nustatomi tiesiniai gliukozés koncentracijos intervalai 0,05 mM acetatiniame buferiniame

tirpale (zr. 2.8. skyriy) bei zmogaus seiliy méginyje. Gauti rezultatai pateikiami 48 paveiksle.
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48 pav. Tiesiniai gliukozés koncentracijos intervalai acetatiniame buferiniame tirpale bei Zzmogaus seiliy
tirpale, naudojant GE/AUND/CADHCI/FD/GOx/GA

Analizuojant 48 pav. pateiktus rezultatus nustatyta, jog acetatiniame buferiniame tirpale (pH
6,0) GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA sistema pasizymi nuo 0,10 iki 22,9 mM tiesiniu gliukozés
koncentracijos intervalu, zmogaus seiliy tirpale — nuo 0,30 iki 29,2 mM tiesiniu Glc koncentracijos
intervalu. Matyti, kad Zmogaus seiliy tirpale tiesinis gliukozés koncentracijos intervalas yra 1,28 karto
platesnis nei acetatiniame buferiniame tirpale. Tiesiniai gliukozés koncentracijos intervalai registruoti
matavimus atlikus acetatiniame buferiniame tirpale ir skiestame Zmogaus seiliy tirpale pasiZymi
atitinkamai 0,9969 ir 0,9974 koreliacijos koeficientais.

TaCiau, nepaisant to, pastebéta, jog iki pasiekiant 4,48 mM gliukozés koncentracija
tirlamojoje sistemoje, seiliy tirpale generuojamas didesnis Glc analizinis signalas, lyginant su
GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA generuojamu signalu acetatiniame buferiniame tirpale. | sistema
pridéjus 0,30 mM gliukozes, acetatiniame buferiniame tirpale nustatytas analizinis signalas sieke
0,023+0,006 pA, tuo tarpu skiestame zmogaus seiliy tirpale — 0,050+0,016 pA, t. y. 2,17 karto
daugiau zmogaus seiliy tirpale. Tiriamojoje sistemoje esant 4,48 mM gliukozés tirpalui, acetatiniame
buferiniame tirpale nustatytas 0,6+0,2 nA signalas, kuris Zzmogaus seiliy tirpale siekia 0,6+0,1 pA.

Ivertinus tiesinj gliukozés koncentracijos intervalg skiestame zmogaus seiliy tirpale, buvo
siekiama pritaikyti sukurtg BJ analités nustatymui. Gliukozés kiekis buvo nustatomas priedy metodu
1 elektrocheming cele pridedant tam tikros koncentracijos gliukozés tirpalg bei fiksuojant analizinio

signalo pokyt]. Gauti rezultatai (gliukozés kiekiai ir iSgavos) yra pateikti 3 lenteléje.
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3 lentelé. Gliukozées kiekiai, nustatyti priedy metodu, zmogaus seiliy tirpale

Gliukozés koncentracija, mM . Bandymy
— ISgava, % A
Pridéta Rasta skaicius
0,50 0,48 £0,01 96,0 3
0,80 0,77 £ 0,08 96,3 2
2,79 2,75 +0,03 98,6 2

Analizuojant gliukozés kiekio, nustatyto priedy metodu, zmogaus seiliy tirpale rezultatus,
matyti, jog GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA sistemos praktiskai gautos iSgavos yra nuo 96,0 iki
98,6 % gliukozés koncentracijai kintant nuo 0,50 iki 2,79 mM. Todél galima teigti, kad
GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA pagrindu sukurtas gliukozés biologinis jutiklis gali biiti sékmingai

pritaikomas nustatant Glc kiekj zmogaus seilése.

3.11.2. Zmogaus serumas
Angliavandeniy jtakos tyrimas Zmogaus serume

Angliavandeniy jtakos Zmogaus serume tyrimo metu, naudojant sacharozes, fruktozes,
manozes, galaktozés ir ksilozés tirpalus bei GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA sistemg, buvo
atlickama kokybiné ir kiekybiné analizés. Tyrimo metu sickiama jvertinti angliavandeniy jtaka
gliukozei nustatyti zmogaus serume (zr. 2.8. skyriy). Chronoamperograma ir gauti rezultatai

pateikiami atitinkamai 49 A ir 49 B pav.
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49 pav. Chronoamperograma (A) bei diagrama (B) vaizduojancios angliavandeniy jtakg gliukozés
analiziniam signalui Zmogaus serume, naudojant GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA sistemg. Angliavandeniy
pridéjimo vietos grafike A zymimos rodyklémis

Analizuojant gautus rezultatus matyti, kad Glc pridéjimas salygojo staigy analizinio signalo
didéjima iki 1,97+0,09 pA, lyginant su foniniu analiziniu signalu. Toliau j elektrocheming celg ~200
s intervalu buvo pridedami tam tikri I mM koncentracijos sacharozés, fruktozes, manozés, galaktozés
bei ksilozés kiekiai, kurie 1émé analizinio signalo maz¢éjimg. Elektrocheminis signalas kito nuo 1 iki
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9 %, priklausomai nuo pridéto angliavandenio. Siekiant patikrinti sistemos atrankumg gliukozei, kai
sistemoje yra jvairiy angliavandeniy tirpaly, j cele su skiestu Zmogaus serumo tirpalu buvo
pridedamas papildomas 10 mM Glc kiekis. Sis pridéjimas salygojo analizinio signalo didéjima 155
%, todél galima daryti iSvada, jog GE/AUND/CADHCI/FD/GOX/GA sistema skiestame zmogaus

serumo tirpale yra jautri iSimtinai gliukozei.

Vitamino C ir §lapimo rigsties jtaka Zmogaus serumo tirpale

Tolimesniy tyrimy metu buvo siekiama jvertinti Glc analizinio signalo priklausomybe¢ nuo
vitamino C bei Slapimo riigSties koncentracijos Zmogaus serumo tirpale. | elektrochemine celg buvo
pridedami tam tikri gliukozés misinio kiekiai su atitinkamos koncentracijos vitamino C (0,01-0,20
mM) ir Slapimo ragsties (0,01-0,30 mM) tirpaly kiekiais (metodika pateikta 2.8. skyriuje).

Chronoamperograma bei gauti rezultatai pateikiami atitinkamai 50 A ir 50 B pav.
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50 pav. Chronoamperograma (A) ir diagrama (B) vaizduojancios vitamino C bei §lapimo riigsties jtaka
gliukozes analiziniam signalui, naudojant GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA Zmogaus serumo tirpale

Analizuojant gautus rezultatus matyti, kad GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA sistema
Zmogaus serumo tirpale pasiZymi jautrumu gliukozei, kadangi pridéjus 10 mM Glc tirpalo stebimas
analizinio signalo did¢jimas. | sistemg prid€jus atitinkamus vitamino C kiekius nustatyta, jog sistema
yra atspari nedideléms iki 0,20 mM koncentracijoms. Vitamino C koncentracijoms tiriamojoje
sistemoje kintant nuo 0,01 iki 0,20 mM stebimas signalo maz¢jimas. Analizinis signalas maz¢jo 1,08
karto iki 0,74+0,07 pA, lyginant su 0 mM vitamino C koncentracija (0,8+0,1 pA) tiriamojoje
sistemoje (50 B pav.). Tiriant §lapimo rtgsties jtaka nustatyta, jog GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA
sistema Zmogaus serumo tirpale pasizymi atsparumu nedideléms iki 0,30 mM Slapimo riigsties
koncentracijoms. Pridéjus 0,01 mM S$lapimo ragsties, sistemoje fiksuotas 0,7+0,1 pA stiprio

analizinis signalas, kuris krito iki 0,68+0,08 A, i sistema pridéjus 0,30 mM Slapimo rigsties.
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Biologinio jutiklio GE/AuUND/CADHCI/FD/GOx/GA pagrindu praktinis pritaikymas
gliukozei nustatyti Zmogaus serumo tirpale

Tyrimo metu buvo sickiama jvertinti, ar GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA pagrindu sukurtas
BJ yra tinkamas praktiniam pritaikymui nustatant Glc kiekj Zmogaus serumo tirpale. Siam tikslui
buvo lyginami tiesiniai gliukozés koncentracijos intervalai 0,05 mM acetatiniame buferiniame tirpale

(zr. 2.8. skyriy) bei Zmogaus serumo méginyje. Gauti rezultatai pateikiami 51 paveiksle.
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51 pav. Tiesiniai gliukozés koncentracijos intervalai acetatiniame buferiniame tirpale bei Zmogaus serumo
tirpale, naudojant GE/AuUND/CADHCI/FD/GOx/GA

Analizuojant 51 pav. pateiktus rezultatus matyti, kad tiek acetatiniame buferiniame tirpale,
tieck skiestame Zmogaus serumo tirpale GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA pagrindu sukurtas
gliukozés biologinis jutiklis pasizymi placiu tiesiniu Glc koncentracijos intervalu. Acetatiniame
buferiniame tirpale fiksuotas nuo 0,10 iki 22,9 mM, tuo tarpu skiestame Zmogaus serumo tirpale —
nuo 0,50 iki 29,4 mM tiesinis Glc koncentracijos intervalas. Tiesiniai gliukozés koncentracijos
intervalai registruoti acetatiniame buferiniame tirpale ir skiestame Zzmogaus serumo tirpale pasizymi
atitinkamai 0,9969 ir 0,9986 koreliacijos koeficientais.

Pastebéta, jog zmogaus serumo tirpale GE/AUND/CADHCI/FD/GOx/GA sistemos tiesinis
Glc koncentracijos intervalas yra platesnis, ir generuojamas analizinis signalas yra siek tiek didesnis.
Nustatyta, kad sistemoje esant 22,9 mM Glc koncentracijai, acetatiniame buferiniame tirpale
generuojamas signalas siekia 4,4+0,7 pA, o skiesto zmogaus serumo tirpale — 5,0+0,5 pA, t. y. 1,14
karto didesnis analizinis signalas skiestame zmogaus serumo tirpale.

Tolimesniy tyrimy metu buvo bandoma nustatyti gliukozés kiekius praskiestame zmogaus

serume, naudojant priedy metoda: j elektrocheming cel¢ pridedant tam tikros koncentracijos analités
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tirpalg bei fiksuojant analizinio signalo pokytj. Nustatyti gliukozés kiekiai ir iSgavos yra pateikti 4
lenteléje.

4 lentelé. Gliukozés kiekiai, nustatyti priedy metodu, Zzmogaus serumo tirpale

Gliukozés koncentracija, "
mM ISgava, Ban(-izmq
Pridéta Rasta & skaicius
0,50 0,43 +0,01 86,0 2
0,70 0,65+ 0,03 92,9 2
2,00 1,9+0,3 95,0 3
7,21 7+2 97,1 2

Analizuojant 4 lenteléje pateiktus rezultatus matyti, kad GE/AUND/CADHCI/FD/GOx/GA
sistemos praktiSkai gautos i§gavos yra nuo 86,0 iki 97,1 % gliukozés koncentracijai kintant nuo 0,50
iki 7,21 mM. Galima teigti, kad GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA pagrindu sukurtas gliukozés

biologinis jutiklis gali buiti sékmingai pritaikomas nustatant Glc kiekj Zmogaus serume.

3.11.3. Migdoly pienas
Angliavandeniy jtakos tyrimas migdoly piene

Sacharozés, fruktozés, manozes, galaktozés ir ksilozés tirpalai bei
GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA sistema buvo naudojami angliavandeniy jtakos gliukozés
analiziniam signalui tyrimui migdoly piene (Zr. 2.8. skyriy). Siekiant tiksliau jvertinti gautus
rezultatus ir BJ atsparumg angliavandeniy tirpalams, vertinamas analizinio signalo pokytis
1SreiSkiamas procentais prilyginant pries tai pridéto angliavandenio generuojama analizinj signalg 100

% migdoly piene (zr. 52 pav.).
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52 pav. Angliavandeniy jtaka analiziniam signalui migdoly piene, iSreik$ta procentais, naudojant
GE/AUND/CADHCI/FD/GOX/GA
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Analizuojant angliavandeniy jtakg GE/AUND/CADHCI/FD/GOx/GA analiziniam signalui
migdoly piene, nustatyta, kad 10 mM Glc pridéjimas didina sistemos analizinj signalg iki 3,0+0,5 pA.
Sis signalas prilyginamas 100 % ir toliau j analizuojama sistema kas 200 s pridedami tam tikri
angliavandeniy tirpaly kiekiai. Remiantis gautasi rezultatais (zr. 52 pav.) galima teigti, kad
angliavandeniai (sacharozés, fruktozés, manozés, galaktozes ir ksilozés) neturéjo reikSmingos jtakos
gliukozés analizinio signalo didéjimui, kadangi pridéjus tam tikrus angliavandeniy kiekius analizinis
signalas kito nuo 1 iki 8 %, lyginant sistemos generuojama analizinj signalg su prie$ tai pridéty
angliavandeniy generuojamu analiziniu signalu. | elektrocheming cel¢ dar kartg pridéjus 10 mM Gle
tirpalo buvo stebimas analizinio signalo didé¢jimas 89 % lyginant su analiziniu signalu, generuojamu
1 sistemg prid¢jus ksilozés tirpalo. Taigi, remiantis gautais duomenimis galima teigti, kad

GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA elektrodas migdoly piene pasizymi jautrumu isskirtinai gliukozei.

Vitamino C jtaka migdoly piene

Tolimesniy tyrimy metu buvo siekiama jvertinti Glc analizinio signalo priklausomybe nuo
vitamino C koncentracijos migdoly piene. | elektrocheming cele buvo pridedami tam tikri gliukozés
misinio kiekiai su atitinkamos koncentracijos vitamino C (0,01-0,20 mM) tirpaly kiekiais (metodika

pateikta 2.8. skyriuje). Chronoamperograma bei gauti rezultatai pateikiami atitinkamai 53 A ir 53 B

pav.
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53 pav. Chronoamperograma (A) ir diagrama (B) vaizduojancios vitamino C jtaka gliukozés analiziniam
signalui, naudojant GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA migdoly piene

Analizuojant gautus rezultatus matyti, kad GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA sistema
migdoly piene pasiZymi jautrumu gliukozei, kadangi pridéjus 10 mM Glc tirpalo stebimas analizinio
signalo did¢jimas. | sistemg pridéjus atitinkamus vitamino C kiekius nustatyta, jog sistema yra atspari
nedideléms iki 0,20 mM koncentracijoms. Vitamino C koncentracijoms tiriamojoje sistemoje kintant
nuo 0,01 iki 0,05 mM stebimas signalo didéjimas. Analizinis signalas didéjo 1,05 karto nuo 0,79+0,08
A (0 mM vitamino C zymima 10 mM Glc) iki 0,83+0,08 pA (0,05 mM vitamino C). | sistemg
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pridéjus 0,10 mM vitamino C pastebimas analizinio signalo maz¢jimas iki 0,82+0,09 pA, kuris krito
1 sistemg pridéjus didesniu vitamino C kiekius iki 0,20 mM. Tod¢l galima daryti iSvada, jog BJ,
sukurtas GE/AuND/CADHCIFD/GOx/GA pagrindu, yra nejautrus mazoms vitamino C

koncentracijoms.

Biologinio jutiklio GE/AuUND/CADHCI/FD/GOx/GA pagrindu praktinis pritaikymas
gliukozei nustatyti migdoly piene

Tyrimo metu buvo sickiama jvertinti, ar GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA pagrindu sukurtas
BJ yra tinkamas praktiniam pritaikymui nustatant Glc kiekj migdoly piene. Eksperimento metu buvo
nustatytas tiesinis gliukozés koncentracijos intervalas migdoly piene bei palygintas su 0,05 mM

acetatiniame buferiniame tirpale (Zr. 2.8. skyriy). Gauti rezultatai pateikiami 54 paveiksle.
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54 pav. Tiesiniai gliukozés koncentracijos intervalai acetatiniame buferiniame tirpale bei migdoly piene,
naudojant GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA

IS pateikty 54 pav. rezultatus matyti, kad midgoly piene GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA
pagrindu sukurtas gliukozés biologinis jutiklis pasizymi platesniu tiesiniu Glc koncentracijos
intervalu 0,50 iki 39,0 mM (R? = 0,9987), nei acetatiniame buferiniame tirpale — nuo 0,10 iki 22,9
mM (R? = 0,9969).

Nustatyta, kad sistemoje esant 22,9 mM Glc koncentracijai, acetatiniame buferiniame tirpale
generuojamas signalas yra 1,26 karto didesnis (4,4+0,7 pA) negu migdoly piene (3,5+0,6 pA). Taciau
pastebéta, kad iki pasiekiant 7,21 mM gliukozés koncentracija GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA
migdoly piene generuojamas didesnis (arba lygus) analizinis signalas, nei acetatiniame buferiniame
tirpale. Pavyzdziui  sistemas acetatiniame buferiniame tirpale ir migdoly piene pridéjus 0,70 mM
Glc, pirmuoju atveju fiksuotas 0,043+0,006 pA dydzio analizinis signalas, antruoju atveju —

0,05+0,05 pA. Sistemoje esant 4,48 mM gliukozés koncentracijai, acetatiniame buferiniame tirpale
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nustatytas 0,6+0,2 pwA dydzio analizinis signalas, migdoly pieno tirpale pastarasis taip pat sieké
0,6+0,1 pA.

Jvertinus tiesinj gliukozés koncentracijos intervalg migdoly piene, buvo siekiama pritaikyti
sukurtg BJ gliukozei nustatyti priedy metodu (zr. 5 lentelg).

5 lentelé. Gliukozés kiekiai, nustatyti priedy metodu, migdoly piene

Gliukozés koncentracija, .
mM ISgava, Banc.lv)fmq
Pridéta Rasta v skaicius
2,00 1,8+0,7 90,0 2
7,21 6,8 +0,3 94,3 2
9,92 9,79 £ 0,08 98,7 2

I§ pateikty 5 lenteléje rezultaty matyti, kad GE/AuUND/CADHCI/FD/GOx/GA sistemos
praktiskai gautos i§gavos yra nuo 90,0 iki 98,7 % gliukozés koncentracijai kintant nuo 2,00 iki 9,92
mM. Akivaizdu, kad GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA pagrindu sukurtas gliukozés biologinis
jutiklis gali buti sékmingai pritaikomas nustatant Glc kiekj migdoly piene.

3.11.4. Mandariny sultys
Angliavandeniy jtakos tyrimas mandariny sultyse

Chronoamperograma ir gauti rezultatai, atliekant sacharozés, fruktozés, manozes, galaktozes
bei ksilozeés tirpaly jtakos tyrimus mandariny sultyse (zr. 2.8. skyriy), naudojant
GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA sistema. Siekiant tiksliau jvertinti gautus rezultatus ir BJ
atsparumg angliavandeniy tirpalams, vertinamas analizinio signalo pokytis iSreiSkiamas procentais
prilyginant pries tai pridéto angliavandenio generuojamg analizinj signalg 100 % mandariny sultyse

(zr. 55 pav.)
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55 pav. Angliavandeniy jtaka analiziniam signalui mandariny sultyse, iSreikSta procentais, naudojant
GE/AuND/CADHCI/FD/GOX/GA
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Analizuojant 55 pav. gautus rezultatus matyti, kad Glc pridéjimas sglygojo staigy analizinio
signalo didéjima iki 2,1+0,1 uA, lyginant su foniniu analiziniu signalu. Sis signalas prilyginamas 100
% ir toliau j analizuojama sistema 150 s intervalu pridedami tam tikri 1 mM koncentracijos
sacharozés, fruktozés, manozés, galaktozés bei ksilozés kiekiai, kurie 1émé analizinio signalo pokyti.
Elektrocheminis signalas kito nuo 1,1 iki 10 % po kiekvieno angliavandenio pridéjimo. Siekiant
patikrinti sistemos atrankumg gliukozei, kai sistemoje yra jvairiy angliavandeniy tirpaly, i cele su
skiestu mandariny suléiy tirpalu buvo pridedamas papildomas 10 mM Glc kiekis. Sis pridéjimas
salygojo analizinio signalo didéjima 148 % lyginant su su analiziniu signalu, generuojamu j sistema
pridéjus ksilozés tirpalo, todél galima daryti iSvada, jog sukurtas biologinis jutiklis,

GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA pagrindu, mandariny sultyse yra jautrus isskirtinai gliukozei.

Vitamino C jtaka mandariny sultyse

Tyrimy metu buvo siekiama jvertinti Glc analizinio signalo priklausomybe nuo vitamino C
koncentracijos mandariny sultyse. | elektrocheming cele buvo pridedami 10 mM gliukozés mi$inio
Kiekiai su atitinkamos koncentracijos vitamino C (0,01-0,20 mM) tirpaly kiekiais (metodika pateikta

2.8. skyriuje). Chronoamperograma bei gauti rezultatai pateikiami atitinkamai 56 A ir 56 B pav.
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56 pav. Chronoamperograma (A) ir diagrama (B) vaizduojancios vitamino C jtakg gliukozés analiziniam
signalui, naudojant GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA mandariny sultyse

Analizuojant gautus rezultatus matyti, kad GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA sistema
mandariny sultyse pasizymi jautrumu gliukozei, kadangi pridé¢jus 10 mM Glc tirpalo stebimas
analizinio signalo did¢jimas. | sistema pridéjus atitinkamus vitamino C kiekius nustatyta, jog sistema
yra atspari nedideléms iki 0,20 mM koncentracijoms. Vitamino C koncentracijoms tiriamojoje
sistemoje kintant nuo 0 iki 0,01 mM stebimas signalo didéjimas. Analizinis signalas isliko beveik
nepakites nuo 1,72+0,07 pA (0 mM vitamino C Zymima 10 mM Glc) iki 1,73+£0,07 pA (0,01 mM

vitamino C). | sistemg pridéjus 0,05 mM vitamino C pastebimas analizinio signalo mazéjimas iki
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1,71+0,09 pA, kuris krinta j sistemg pridéjus didesniu vitamino C kiekius iki 0,20 mM. Tod¢l galima
daryti iSvada, jog biologinis jutiklis, sukurtas GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA pagrindu, yra

atsparus mazoms vitamino C koncentracijoms.

Biologinio jutiklio GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA pagrindu praktinis pritaikymas
gliukozei nustatyti mandariny sultyse

Tyrimo metu buvo siekiama jvertinti, ar GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA pagrindu sukurtas
BJ yra tinkamas Glc kiekio nustatymui mandariny sultyse. Eksperimento metu buvo nustatytas
tiesinis gliukozés koncentracijos intervalas mandariny sultyse bei palygintas su 0,05 mM

acetatiniame buferiniame tirpale (zr. 2.8. skyriy). Gauti rezultatai pateikiami 57 paveiksle.

y= 0,197 - 0,1709
54 RZ=09969

44 y= 0.1449% + 0.0078

Al pA

#&  Acetatinis buferinis tirpalas
#  Skiestos mandariny sultys

-1 T T T T T T T T T T T

5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
C (Glc), mM

57 pav. Tiesiniai gliukozés koncentracijos intervalai acetatiniame buferiniame tirpale bei mandariny sultyse,
naudojant GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA

IS pateikty 57 pav. rezultaty matyti, kad tiek acetatiniame buferiniame tirpale, tiek mandariny
sultyse GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA pagrindu sukurtas gliukozés biologinis jutiklis pasiZzymi
placiu tiesiniu Glc koncentracijos intervalu: acetatiniame buferiniame tirpale — nuo 0,10 iki 22,9 mM
(R?=0,9969), mandariny sultyse — nuo 0,50 iki 29,4 mM (R? = 0,9980).

Taciau, nepaisant to, pastebéta, jog iki pasiekiant 4,48 mM gliukozés koncentracija
tiriamojoje sistemoje, mandariny sultyse generuojamas didesnis Glc analizinis signalas, lyginant su
GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA generuojamu signalu acetatiniame buferiniame tirpale. | sistema
su mandariny sultimis pridéjus 0,50 mM gliukozés, analizinis signalas (0,07+0,02 pA) yra 2,12 karto

didesnis, lyginant su analiziniu siganlu, gautu acetatiniame buferiniame tirpale (0,033+0,006 pA).
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Ivertinus tiesin] gliukozés koncentracijos intervala mandariny sultyse, buvo siekiama
pritaikyti BJ, sukurta GE/AUND/CADHCI/FD/GOx/GA pagrindu, gliukozei nustatyti priedy metodu
(zr. 6 lentele).

6 lentelé. Gliukozés kiekiai, nustatyti priedy metodu, mandariny sultyse

Gliukozés koncentracija, mM | Bandymy
— ISgava, % A
Pridéta Rasta skaicius
1,00 0,85+ 0,04 85,0 2
2,00 1,91 £0,06 95,5 2
7,21 6,9 0,8 95,7 2

Analizuojant 6 lentelg matyti, kad mandariny sultyse praktiskai gautos iSgavos yra nuo 85,0
iki 95,7 % gliukozés koncentracijai kintant nuo 1,00 iki 7,21 mM. Nustatyta, kad
GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA pagrindu sukurtas gliukozés biologinis jutiklis gali biiti sékmingai

pritaikomas nustatant Glc kieki mandariny sultyse.
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Isvados

1.

Tyrimy metu susintetintos AuND bei AuNS. Sukurtos 7 elektrody sistemos, modifikuotos aukso
nanodariniais, cistamino dihidrochloridu bei gliukozés oksidaze. Nustatytos trys didziausia
analizinj signalag generavusios elektrody sistemos: GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA,
GE/AuNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA, GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA.

Nustatyta, jog didesnis gliukozés analizinis signalas pasickiamas GE iSlaikius 5 mM CADHCI
tirpale 16 val. kambario temperattroje (+21 °C). Elektrocheminiams tyrimams patartina naudoti
chronoamperometrinj metoda, esant +0,30 V potencialui.

Ciklines voltamperometrijos metodu nustatyta, jog biologiniai jutikliai
GE/CADHCI/AuND/FD/GOX/GA, GE/AuNS/CADHCI/AuND/FD/GOX/GA ir
GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA pagrindu tinkami elekrocheminei analizei, kadangi
vykstantys oksidacijos-redukcijos procesai yra grjztami.

Biologinis jutiklis GE/AUND/CADHCI/FD/GOx/GA pagrindu pasizymi geromis analizinémis
charakteristikomis: 0,1-22,9 mM tiesiniu gliukozés koncentracijos intervalu, 0,9969 koreliacijos
koeficientu, 0,088 mM aptikimo riba, 6,89 % variacijos koeficientu (esant 7,2 mM Glc) bei 87
% atsikartojamumu (esant 4,48 mM Glc ir 16 matavimy).

IStirtas gliukozés biologiniy jutikliy GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA,
GE/AuNS/CADHCI/AUND/FD/GOX/GA, GE/AUND/CADHCI/FD/GOx/GA pagrindu
stabilumas laike. Nustatyta, kad GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA sistema iki 50 % aktyvuma
i8laiko 27 paras, tuo tarpu GE/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA ir
GE/AuNS/CADHCI/AuND/FD/GOx/GA sistemos — 2 ir 15 pary atitinkamai.
GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA pagrindu sukurtas gliukozés BJ modelis buvo sékmingai
pritaikomas zmogaus seilése bei serume, migdoly piene bei mandariny sultyse, nes pasizymi
atsparumu trukdZiams, t. y. angliavandeniams, vitaminui C bei Slapimo rugsciai.
GE/AuND/CADHCI/FD/GOx/GA sistema pasizymejo geromis gliukozés iSgavomis Zmogaus
seiliy tirpale: 96,0-98,6 %, Zzmogaus serumo tirpale: 86,0-97,1 %, migdoly piene: 90,0-98,7 %
ir mandariny sultyse: 85,0-95,7 %.

Sukurtas gliukozés biologinis jutiklis GE/AuUND/CADHCI/FD/GOx/GA pagrindu po keliy

patobulinimy ateityje gali biti pritaikomas gliukozés Kiekio nustatymui realiuose objektuose.

Rugilé¢ Chmieliauskaité

(Vardas, pavardé) Parasas
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THE COMPARISON OF GLUCOSE BIOSENSORS MODIFIED BY
ENZYME-ASSISTED POLY ANILINE NANOCOMPOSITES WITHOUT
AND WITH GOLD DERIVATIVES
Rugile Chmieliauskaite', Natalija German®

' Depantment of Chemigry and Bioengineening, Faculty of Fundamental Sciences, Vilnius Gediminas Technical
University ¥ilnius Tech, Saulerekioave. ] |, LT-10223, Vilnius, Lithuania
*Division of Immunslogy, State Rescarch Institute Center for Innovative Medicine, Santariskiy g, 5, LT-08406,
Silmius, Lithuania
ile chmie liauska te st |

The design and wide application of electrochemical bicsensors in nancscience, nanctechnoelogy, medicine,
pharmaceutics indusiry, environmental and food monitoning significantly increased during the past decade [1,2]. The
resgarch comnmumity is working te develop effective tools for diabetes management and diagnosis, bocause diagnosed
for seven millien peopk every year diabetes mellius 15 considersd a worldwide public health prob kem {the risk of hean
disgase, kidney failure, blindness, postoperative and wound infections ) [2.3]. Last time such & 7 conjugated polymers
a polyaniline (PANI), polypymok are becoming an imegral pan of biomolecules immobilization strategics and
elecirochemical sensor platforms [14], During the ensyme-msisked formation of 2 sconjugated polymers, the
menemer 15 attacked by a mdical cation indueed by H20; [ 5], Combined with ¢lectroactive gold nanoparticles { AulNPs)
and enzyme pelyaniline is sutable for the development of bosensors dedicated For the monitering of ghicose due their
positive effect on the sensitivity and selectivity [1.6]

The main aim of this research was 1o compare analytical chamcterigtics of ghoose biosensors madified by
cnzyme-assisied polymerke nanocomposites (PNC) with embedded enzyme enzyme (ghcose oxidase (GOx))
withow/with & nm of gold nanoparticles, Firstly, polyaniline nanocomposites with GO (PANT=GOx) withouwt and with
AulPs (P ANI-GOx- AuMPs) were synthesized by enzyme-assisted polymerization, washed, separated and dispersed in
the solution of sxbium acetate (SA) buffer (Fig, 1) Then, graphite rod (GR) electrode was immobilized by described
above kind of polyanline nanoecomposites with fellowng addition of GOx. Elkcirochemical investigations were
performad by cwlic volammetry {CV) and chronoamperometry (ChA) in the presence of red-ox mediator phenazine
methesulbate (PMS) The reversibility of electrochemical reaction was evaluated by OV, the analytical characteristics,
stability and selectivity — by Cha, It was investigated that the biosensor based on GR/P AN GO x- AuNPsAGOx has been
found more efficient than an analegous electrode coated with PANGOx nanocomposites. Developed glucose
bivsensors based on GRPANGO0GOR and GRPANGOR-AuNPs/GOx electrodes were characterizad by high
sensitivity {520 and 65.4 b mM ' em?), low detection limit (0084 or 0.0 mmol/L), wide linear concentration range
{till 165 mmol/L), sood correlation coefficient (936 or (98] and repeatability (6. 10 and 4.67 %), approprisie
stability {17 and 22 days). Biosensor based on GRPANI-GOx- AuNPsG0x elecirode presented the execellent andi-
interference ability o ascorbic and urie acids, successful practical application For glucose determination in serum.
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Fig.l. Schematic represeniation of PNC enzyme-assisied synihesis and elecirochemical investigation

[ K Bmcol, A Bhowmti, M. Nowa, A Haym, FL. Marty, A review of the comstraction of mmo-dyvbrids for elkewodhamia] bicasng of
ghacone, 1 domen soes ¥, 1-19 (2019},

2] HO Wmg, AR Lee, Reeni deve lopene sts im bl ood ghecos e sessors, Jowrmal of Food and Doeg Asahss 33, 191000, (013}
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