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Ivadas

Glicerolio biojutiklis — tai analitinis jrankis, kuris biokatalizinémis redokso reakcijomis
leidzia jvertinti glicerolio koncentracijg tikslin¢je analitéje [1]. Glicerolis yra labai placiai paplites
junginys, kuris susidaro fermentacijos ir biodyzelino gamybos metu [2, 3]. Taip pat jis placiai
naudojamas maisto pramon¢je kaip maisto priedas, farmacijoje [4]. Laisvo glicerolio aptinkama ir
zinduoliy kraujo plazmoje, kurioje pakitgs laisvo glicerolio kiekis gali biiti siejamas su
autonominémis nervy sistemos ligomis, diabetu ir metabolizmo sutrikimais [5, 6]. Profesionaliame
sporte glicerolis gali buiti naudojamas kaip draudziamus preparatus maskuojantis junginys, todeél
yra jtraukas i draudziamy junginiy sarasa kaip maskuojantis agentas [7].

Norint automatizuoti biotechnologinius procesus, greitai ir efektyviai nustatyti maisto
kokybe ar uztikrinti geresne sveikatos priezitira, reikia sukurti metodus, kurie leisty greitai ir
tiksliai tam tikrais atvejais net realiu laiku nustatyti glicerolio koncentracija. Deja, bet $iuo metu
naudojami glicerolio koncentracijos nustatymo metodai reikalauja nemazai laiko, brangios jrangos
ir aukstos kvalifikacijos specialisty. Glicerolio biojutiklis biity vienas i$ Siy problemy sprendimo
budy.

Paskutiniuosius tris deSimtmecius ypa¢ daug démesio skiriama glicerolio biojutikliy
tyrimams. Sukurti biojutikliai daugiausia skirti glicerolio koncentracijos fermentacijos metu ir
vyne nustatyti. Beveik visy biojutikliy bioreceptoriy sudaro nuo NAD priklausoma glicerolio
dehidrogenazé. Siy biojutikliy pritaikymas praktikoje ribotas, nes naudojamas kofermentas NAD
yra brangus. Prie§ metus buvo sukurtas patobulintas glicerolio biojutiklis panaudojant nuo NAD
priklausoma glicerolio dehidrogenazg. Brangus kofermentas buvo kovalentiSkai prijungtas prie
elektrodo ir imobilizuotas fermentas. Biojutiklio veikimas pagrijstas tiesiogine elektrony pernasa,
taciau darbinis biojutiklio potencialas labai aukstas [8]. D¢l naudojamo brangaus kofermento ir
auksto darbinio potencialo Sio biojutiklio pritaikymas praktikoje gan miglotas.

Kiek anks¢iau buvo sukurtas multifermentinis glicerolio biojutiklis, kurio darbinis
potencialas Zemas, taciau jo kiirimui panaudoti net penki skirtingi fermentai [1]. Naudojamy
fermenty skaicius turi tiesioging jtaka kainai, todél jis sunkiai pritaikomas realiame gyvenime, nes
yra ekonomiskai neefektyvus. D¢l Siy problemy Sio baigiamojo magistro darbo metu buvo sukurtas
ir iStirtas Zemo darbinio potencialo biojutiklis panaudojant vieng fermenta — alkoholio
dehidrogenaze.

Darbo tikslas - sukurti glicerolio biojutiklj naudojant alkoholio dehidrogenazg ir jvertinti

pagrindinius biojutiklio parametrus.
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Darbo uZdaviniai:

1. Parinkti tinkamg glicerolio biojutiklio kirimo metodika, atsizvelgiant j elektrocheminj
alkoholio dehidrogenazés aktyvuma;

2. Jvertinti pagrindinius glicerolio biojutiklio parametrus;

3. Nustatyti glicerolio koncentracija nezinomos koncentracijos glicerolio tirpale ir laisvo

glicerolio koncentracijg kraujo plazmoje.
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1. Literatiiros apzvalga

Ivairioje literatiiroje konceptualiai biojutikliai apraSomi skirtingai [9, 10, 11]. Taciau
remiantis Saltiniais galima pasakyti, kad apibréziant biojutiklio sagvoka biitina paminéti, jog ji
sudaro biologinés kilmeés elementas (bioreceptorius), kuris uztikrina selektyvuma, ir signalo
perdavimo elementas (transduktorius), kuris leidzia atlikti kiekybine ar pusiau kiekybing analize
[12]. Tarptautiné grynosios ir taikomosios chemijos sajunga biojutiklj apibrézia kaip analitinj
jrenginj, kuris specifinémis biocheminémis reakcijomis geba identifikuoti cheminius junginius ir
nustatyti jy koncentracija sugeneruodamas elektrinj, terminj ar optinj signalg [13].

Bioreceptorius yra atsakingas uz biochemines reakcijas, kuriy metu vyksta tikslinio junginio
poky¢iai ir juos atlikti gali fermentai, bakterijos, eukariotinés lastelés, nukleortigstys, imuninés
sistemos komponentai ar organelés [13]. Svarbu atkreipti démesi, kad bioreceptorius néra tik
biologinis elementas, ji gali sudaryti ir papildomos medZziagos ar junginiai. Biojutiklj sudarantis
transduktorius yra atsakingas uz bioreceptoriaus dalyje jvykusiy fiziko cheminiy pokyciy
aptikima, kuriuos salygoja vykstancios biocheminés reakcijos, ir jo pavertimg analizuojamu
signalu [14].

Kuriant biojutiklius daugiausia naudojami dviejy tipy signalo transduktoriai:
elektrocheminiai ir optiniai. Naudojant elektrocheminius signalo transduktorius yra gaunamas
elektrinis signalas, o naudojant optinius gaunamas S$viesinis signalas. Elektrocheminiai
transduktoriai skirstomi | tris grupes: konduktimetrinius, potenciometrinius ir amperometrinius
[15].

Pagrindiniai parametrai, kuruos reikia jvertinti sukiirus biojutiklj, yra [16]:

1. Tiesiné dalis — tai parametras, apibréziantis jutiklio galimybe dirbti tam tikrame substrato

koncentracijy intervale, kuriame didéjant substrato koncentracijai atsakas yra tiesinis.
Kuo didesnis tiesiSkumo intervalas, tuo biojutiklis geresnis;

2. Jautrumas arba jautris — tai elektrodo atsakas i tam tikrg substrato koncentracija;

3. Specifiskumas — tai biojutiklio gebéjimas atrankiai oksiduoti ar redukuoti tiksling analite,
o ne aplinkoje esancius kitus junginius, kurie gali sustiprinti foninj signalg. DaZniausiai
specifiskuma nulemia fermentas, taCiau galimi ir kity, elektrochemiskai aktyviy
medziagy redokso virsmai elektrodo pavirsiuje;

4. Atsako laikas — tai laikas, kurio reikia, kad bty sugeneruota 95 % atsako i analite. Kuo

trumpesnis atsako laikas, tuo jutiklis geresnis.
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1.1. Amperometriniai biojutikliai

Biojutikliai, kuriy bioreceptoriy sudaro oksidoreduktaziy klasés fermentai, katalizuojantys
junginiy oksidacijg ir/ar redukcijg, signalo perdavimui dazniausiai naudojami amperometriniai
transduktoriai (elektrodai) [ 17]. Amperometriniy biojutikliy prototipas pristatytas dar 1962 metais,
kai L. Klarkas ir C. Lionsas (angl. L. Clark and C. Lyons) sukiiré amperometrinj gliukozes jutiklj,
kurj pristacius prasidéjo jvairiausiy biojutikliy kiirimas ir tobulinimai [17, 18].

Praéjus 56 metams po amperometrinio gliukozes jutiklio pristatymo galima jvertinti mokslo
pasiekimus biojutikliy srityje ir iSskirti tris jy kartas: pirmosios, antrosios ir treciosios kartos
jutikliai. Pirmosios kartos amperometriniy jutikliy veikimas pagrjstas deguonies arba vandenilio
peroksido koncentracijos pokycio jvertinimu, kurj leidzia nustatyti elektrocheminiai analizés
metodai. Antrosios kartos amperometriniai jutikliai néra priklausomi nuo deguonies ar kity tirpale
esan¢iy medziagy, nes jos yra pakeistos dirbtiniais elektrony donorais ar akceptoriais, kitaip dar
zinomais kaip redokso mediatoriais, ir yra bioreceptoriaus sudedamoji dalis [19]. Biojutikliai,
kuriy veikimui nereikia nei deguonies, nei redokso mediatoriy, yra priskiriami treciajai
amperometriniy biojutikliy kartai. Sios kartos biojutikliy veikimas pagristas tiesiogine elektrony

pernasa tarp fermento ir transduktoriaus.
1.1.1. Pirmosios kartos biojutiklis

Pirmojo gliukozés biojutiklio bioreceptoriy sudaré¢ gliukozés oksidazeé. Fermentas
imobilizuotas jterpimo metodu elektrodo pavirSiuje ir nuo tirpalo atskirtas pusiau pralaidzia

membrana [18]. 1.1 paveiksle pateikta amperometrinio gliukozés biojutiklio schema.

Vidiné membrana

Imobilizuoto fermento
sluoksnis

/ K \
\ Tirpalas
o)

, \
C 6H12O s Cusos

1.1 pav. ,,Yellow Spring* kompanijos komercializuoto gliukozés biojutiklio,

naudojamo kaip standartas, schema '

! Parengta pagal [17]
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GOx katalizuoja B-D-gliukozés oksidacijg iki B-D-gliukonolaktono, kurios metu vyksta
fermento aktyviajame centre esancio kofermento FAD redukcija iki FADH». Tada seka redukuoto
kofermento FADH: regeneracija molekuliniu deguonimi susidarant oksiduotos formos
kofermentui FAD ir vandenilio peroksidui [20]. Galiausiai esant 0,6 V potencialui elektrodo
pavir$iuje vyksta vandenilio peroksido oksidacija sugeneruojant elektrinj signalg [21]. GOx

katalizuojama reakcija galima aprasSyti reakcijos 1 lygtimi:
GOx
CGH1206 + 02 — CGH1006 + H202 (1)
Kurig galima i$skaidyti j dvi kitas lygtis:
C¢Hy,05 + FAD - C4H,,0¢ + FADH, (2)

FADH, + 0, > FAD + H,0, )
Deja, bet pirmosios kartos jutikliai turi nemazai triikumy. Kuriant Sios kartos biojutiklius
galima naudoti tik tuos fermentus, kurie katalizuodami tikslinio junginio oksidacijg ar redukcija
iki produkto geba keisti deguonies ar vandenilio peroksido koncentracijg. Antras triikumas yra tas,
kad deguonies, kuris yra fermento kosubstratas, tirpumas vandeniniuose tirpaluose yra ribotas ir
paprastai jo koncentracija siekia vos 0,253 mM, tod¢l priklausomai nuo reakcija katalizuojancio
fermento kataliziniy parametry nukencia svarbus biojutiklio parametras — tiesiné atsako j substrata

dalis [17].
1.1.2. Antrosios kartos biojutiklis

Sprendziant pirmosios kartos biojutikliy problemas, kurios susijusios su fermenty
kosubstrato problema, buvo pradéti kurti antrosios kartos biojutikliai. Pagrindinis skirtumas tarp
pirmosios ir antrosios kartos biojutikliy yra tas, kad kuriant biojutiklj papildomai yra naudojamas
sintetinis redokso mediatorius, kurio uzduotis - vykdyti elektrony mainus tarp fermento aktyviojo
centro ir elektrodo [21]. Naudojant GOx galima sukonstruoti ir antrosios kartos biojutiklj ir
apraSyti tomis paciomis cheminiy reakcijy lygtimis, tik skirtumas tas, kad redukuotos formos
kofermentas regeneruojamas ne Oz, o oksiduotos formos redokso mediatoriumi. Bendrai vykstanti

reakcija aprasoma 4 lygtimi:

GOx
CGH12 06 + Medoks —_— CGH1006 + Medred (4)
4 lygtis gali buti iSskaidyta j dvi atskiras lygtis, kurios apraso fermento aktyviajame centre

vykstancias reakcijas:
CeHy,06 + FAD » C¢H,,04 + FADH, (5)

FADH, +n Med, ;s —» FAD +n Med, .4 (6)
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Redukuotos formos mediatorius regeneruojamas jj oksiduojant elektrodo pavirSiuje prie jam
biidingo redokso potencialo. Mediatoriaus oksidacija gali buti apraSyta 7 lygtimi, kurios metu yra

gaunamas signalas.

Med,,q > Med,s +ne” (7)
Antrosios kartos biojutikliai yra pranaSesni uz savo pirmtakus, nes: (i) signalas
generuojamas esant zemesniam potencialui, (ii) signalo dydis nepriklauso nuo deguonies
koncentracijos. Sintetiniy redokso mediatoriy panaudojimas suteikia galimybe biojutikliy kiirimui
naudoti ne tik oksidazes, bet ir dehidrogenazes ar kitus oksidoreduktaziy klasei priklausancius
fermentu. Taciau antrosios kartos biojutikliai néra idealis. Jy pagrindiné problema yra susijusi su
mediatoriaus netekimu laike, dél kurio nukencia visi svarbiausi biojutiklio parametrai. Antros

kartos biojutikliy veikimas schematiSkai pavaizduotas 1.2 paveiksle [17].

.
' Med Fer Substratas

red oks

as

Med Fer Produktas

s red
=
1.2 pav. Scheminis antrosios kartos biojutikliy veikimas?
I8 1.2 paveikslo matyti, kad oksiduotos formos fermentas katalizuoja substrato oksidacija iki
produkto susidarant redukuotos formos fermentui, kuris oksiduojamas panaudojant Medoxs,
pastarajam prisijungiant elektronus. Galiausiai Medreq yra oksiduojamas prie tam tikro potencialo

elektrodo pavirSiuje, kuris gauna elektronus ir sugeneruojamas signalas.
1.1.3. Treciosios kartos biojutiklis

Treciosios kartos biojutikliy vystymo priezastis labai panasi, kaip ir antrosios kartos —
siekiama iSspresti kylancias problemas. Treciosios kartos biojutikliuose siekiama atsisakyti
mediatoriy, realizuojant tiesioging elektrony pernasa tarp fermento aktyviojo centro ir elektrodo.
Taigi Sios kartos biojutikliuose nebereikia fermento kosubstrato ar redokso mediatoriaus, nes
uztikrinama TEP tarp fermento aktyviajame centre esancios prostetinés grupés (kofermento) ir
elektrodo. Kaip biokatalizatorius, kuriant treCiosios kartos biojutiklius, galima naudoti
oksidoreduktaziy klasés fermentus, kurie katalizuoja oksidacijos ir redukcijos reakcijas.

Pagrindiné problema su kuria susiduriama vystant §iuos biojutiklius yra ta, kad reikia uZztikrinti

2 Parengta pagal [17]
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tinkama fermento molekuliy orientacijg uztikrinant efektyvia TEP. Deja, bet vien tinkamos
orientacijos nepakanka, nes svarbi ir aktyviojo centro vieta baltymo molekul¢je. Jeigu jis giliai
baltymo globuléje, TEP pasiekti sudétinga ar to padaryti i$vis nejmanoma [19]. Zinoma, kad
did¢jant atstumui tarp elektrodo pavirSiaus ir fermento aktyviojo centro elektrony pernaSos
efektyvumas maz¢ja eksponentiskai. 2006 metais buvo sukonstruotas trecios kartos laktozés
biojutiklis, kurio veikimas buvo paremtas TEP tarp celobiozés dehidrogenazes ir aukso elektrodo.
Fermentas katalizuoja laktozés oksidacija vykstat fermento aktyviajame centre esancio FAD
redukcijai iki FADH> (9 lygtis). FADH> per fermente esant] hema palaipsniui oksiduojamas
elektrodo pavirSiuje, taip sugeneruojant elektrinj signalg (10 ir 11 lygtys) [22]. Visa vykstantj

procesg galima aprasyti bendra reakcijos lygtimi:

CDH
612H24_012 — 612H22012 + 2 H+ + 2 e_ (8)
8 lygtj galima i$skaidyti j 3 atskiras lygtis:

Ci1,H,,04, + FAD - C;,H,,0,, + FADH, )
FADH, + 2 Heme — Fe3* - FAD + 2 Heme — Fe?* + 2 H* (10)
Heme — Fe3* » Heme — Fe?* + e~ (11)

9 — 11 lygtys schematiskai iliustruotos 1.3 paveiksle:

o ————
- -~

e - Celobiozés ~ ~~_
7 dehidrogenazé (CDH) RN <
7 N
4 Fe’*- CDH FAD - CDH ey, Laktozé
_ le
€
w
Laktobiono
\ 3+_
\\ Fe™- CDH FADH, - CDH laktonas
N i
S -,
~ ~ P ”

1.3 pav. Tre¢iosios kartos laktozés biojutiklio veikimo principas®
IS 1.3 paveikslo matyti, kad fermento aktyviajame centre vykstant laktozés oksidacijai
vyksta prostetinés grupés redukcija dviem elektronais. Tada fermente esantis hemo Fe** jonas
palaipsniui oksiduoja FADH:> pasikei¢iant heme esancio gelezies jono oksidaciniam laipsniui i$
3+ j 2+, kuris gautg elektrong atiduoda elektrodui prie tam tikro potencialo, nes vyksta Fe**

oksidacija iki Fe**. Pilnai FADH, oksidacijai reikia dviejy heme esancio gelezies atomo redukcijos

ir oksidacijos cikly, kuriy metu sugeneruojamas signalas [22].

3 Parengta pagal [22]
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1.2. Elektrony pernasa

Procesai, kuriy metu elektronai perduodami i§ vieno junginio kitam, vadinami elektrony
pernasos procesais. Elektrony pernaSos procesai aprasomi redokso reakcijomis, nes kinta
reakcijoje dalyvaujanciy junginiy oksidacijos laipsniai [23]. Daugelis gamtoje vykstanciy procesy
yra paremti elektrony pernasa: fotosinteze, kvépavimas, oksidacinis fosforilinimas ir pan. [24].
Elektrony pernasa skirstoma i tris rasis: heterogening, vidiné ir iSoriné. Biitent heterogeninés
elektrony pernaSos principu yra pagristas biojutikliy veikimas, nes elektrony judéjimas vyksta tarp
biokatalizatoriaus ir elektrodo. Heterogeniné elektrony pernaSa smulkiau dar skirstoma j tiesioging

ir netiesioging elektrony pernasa [19].
1.2.1. Netiesioginé elektrony pernasa

Netiesioginé elektrony pernasa kitaip dar vadinama mediatorine elektrony pernaSa, nes
elektrony jud¢jime tarp biokatalizatoriaus ir elektrodo dalyvauja mazos molekulinés masés
junginys, vadinamas redokso mediatoriumi [25]. Skirtingi mediatoriai turi skirtingg molekuline
struktiirg, dél kurios skiriasi savybémis bei pasizymi skirtingu redokso potencialu. Elektrony
pernasos metu tarp fermento molekuliy ir elektrodo mediatoriai periodiSkai keicia savo formas: i$
oksiduotos i1 redukuota, kuri vél verciama i oksiduotg ir ciklas tesiasi. Galimas ir atvirksScias
variantas - i§ redukuotos j oksiduota, taciau principas islieka tas pats [25].

Mediatoriai efektyviai konkuruoja su natiiraliais fermento kosubstratais, pavyzdziui
molekuliniu deguonimi, uZztikrindami efektyvy elektrony judéjima tarp fermento ir elektrodo
suteikdami galimybe stebéti srovés pokycius prie zemesnio darbinio potencialo [26, 27].
Mediatoriné elektrony pernasa smulkiau skirstoma j homogening ir heterogening elektrony pernasa
[25].

Homogeniné mediatoriné elektrony pernasa gali biiti apraSoma 12 — 14 lygtimis:

Med,.q = Med i (12)
Feryoq + Med s = Feryys + Med, o4 (13)
Feryps +S — Ferpeq + P (14)

I8 pat pradziy Med.eq oksiduojamas elektrodo pavirsiuje prie jam biidingo redokso potencialo
susidarant Medoks. Tada Medoks difunduoja nuo elektrodo pavirsius | tirpalg, kuriame sgveikauja
su Ferweq susidarant Medreq ir Feroks. Galiausiai Feroks katalizuoja substrato virtimg produktu

susidarant Feryeq [25]. Sios reakcijos lygtis iliustruotos 1.4 paveiksle.
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1.4 pav. Homogeninés mediatorinés elektrony pernasos schema*

Taikant mediatoring elektrony pernasa reikia atsizvelgti | mediatoriaus gebama pernesti
elektrony skaiciy, nes Zinoma, kad flavo ir chinoniniai fermentai katalizuoja dviejy elektrony
pernasa. Jeigu naudojamas flavo fermentas ir mediatorius gebantis atlikti vieno elektrono pernasa,
tai pilnam kataliziniam ciklui atlikti reikeés dviejy mediatoriaus molekuliy [28, 29].

Kalbant apie heterogening mediuotg elektrony pernasa reikia paminéti, kad yra i$skiriamos
dvi $ios pernasos tipo sistemos: pirma, kai mediatorius yra tirpalo sudétyje, o antra, kai mediatorius
yra jkomponuotas elektrodo pavirSiuje [25]. Antruoju atveju neiSvengiama mediatoriaus
praradimo, nes ilgainiui mediatorius difunduoja i tirpalg [30]. Heterogeniné mediatoriné elektrony

pernasa aprasoma 15 — 17 lygtimis [31].

S+ Feryys © FerygsS & P + Feryeq (15)
Feryoq + Med s = Feryys + Med, o4 (16)
Med,.; = Med (17)

Kur FerosS yra fermento-substrato kompleksas. Sios reakcijos lygtys puikiai atspindi

elektrony pernasa tarp elektrodo pavirsiaus ir GOx, kuri schematiskai atvaizduota 1.5 paveiksle.

Gliukozés
oksidazé (GOX)

~

Gliukozé

Gliukono
laktonas

‘———-”

1.5 pav. Heterogeniné mediatoriné elektrony pernaa tarp GOx ir elektrodo®

4 Parengta pagal [25]
5 Parengta pagal [27]
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GOx katalizuoja gliukozés oksidacijg iki gliukonolaktono, kurios metu vyks fermento
aktyviajame centre esancio FAD redukcija iki FADH,. Kofermentas oksiduojamas mediatorinés
elektrony pernasos principu, kurioje mediatoriaus vaidmenj gali atlikti molekulinis deguonis
(nattiralus kosubstratas) arba dirbtinis redokso mediatorius, pavyzdziui ferocenas. Feroceno ir
fericeno redokso poros atveju, pilnai FADH> oksidacijai sunaudojamos dvi feroceno molekulés,

susidaro FAD ir dvi fericeno molekulés, kurios oksiduojamos elektrodo pavirsiuje [27].
1.2.2. Mediatoriai

Mediatoriai - tai dirbtiniai elektrony pernasos dalyviai, kurie dalyvauja redokso reakcijose
su biologiniais komponentais padidindami elektrony pernaSos efektyvuma. Tai mazos molekulinés
masés junginiai, kurie atlieka elektrony pernasa tarp fermento redokso centro ir elektrodo
pavirSiaus [17]. Pernasoje dalyvaujantys mediatoriai turi pasizyméti penkios bitinomis
savybémis:

e QGreitai reaguoti su redukuotos formos fermentu;

e Pasizyméti griZztama heterogenine kinetika;

e Zemas, nuo vandenilio jony koncentracijos nepriklausomas, oksidacijos potencialas;
e Stabilus tiek oksiduotoje, tiek redukuotoje formoje;

e Redukuotos formos mediatorius neturéty reaguoti su deguonimi.

Pagal savo kilme¢ mediatoriai skirstomi j tris grupes: neorganiniai, organiniai ir feroceno
dariniai [17].

Neorganiniai mediatoriai

Fericianido jonas buvo vienas pirmyjy, kuris buvo panaudotas kaip mediatorius. Tai
anijoninis mediatorius, kuris dalyvauja vieno elektrono pernasoje nedalyvaujant vandenilio
protonui. Kadangi tai anijoninis mediatorius, tai elektrodo pavirSiuje gali biiti inkorporuojamas
naudojant teigiama kriivj turin¢ias medziagas. Fericianidas puikiai tinka vienkartinio naudojimo
biojutikliams kurti, nes mediatoriaus praradimas néra problema, dél trumpo ir vienkartinio
biojutiklio naudojimo [32].

Metaly oksidai, tokie kaip Fe2Os, Fe3s0s, MnO,, SnO,, taip pat gali biiti naudojami kaip
mediatoriai grafito pastoje (angl. graphite paste) ar elektrody spausdinimo rasale (angl. screen-
printing ink). Ypac geri rezultatai gaunami naudojant platinos Seimos metaly oksidus, pavyzdziui
IrO», uztikrinant Zema biojutiklio darbinj potencialg [33].

Organiniai mediatoriai

Zinoma nemazai organinés kilmés redokso junginiy, kurie gali biti panaudojami kaip

biojutikliy mediatoriai, pavyzdziui benzochinonas ir jo dariniai ar dichinonai (Folio reagentas).

Taip pat naudojami redokso dazai (angl. redox dyes), kurie dar naudojami redokso titravime.
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Redokso dazams priskiriami jvairiis fenazino, fenoksiazino ar fenotioazino junginiai [ 17]. Kadangi
tai chinoniai junginiai, redokso reakcijoje tarp mediatoriaus ir biologinio elemento dalyvauja
hidridas, todél tai nuo pH priklausoma reakcija. Negana to, naudojant tokius mediatorius stebima
neigiama $viesos ir deguonies jtaka mediatoriui, kuri neigiamai veikia biojutiklio stabiluma [17].
Kitai organiniy mediatoriy grupei priklauso heteroatomus turintys nesotieji aromatiniai junginiai,
kuriy joninés ar radikalinés formos yra stabilizuojamos panaudojant 7 elektrony orbitales. Dél
gebéjimo paskirstyti kriivi molekuléje redokso reakcijy metu nedalyvauja vandenilio jonai, todél
reakcija nepriklausoma nuo pH [17].

Geriausiai zinomi $ios grupés redokso mediatoriai yra tetracianochinodimetanas ir
tetratiafulvalenas [34, 35]. TCNQ zinomas kaip elektrony akceptorius, o TTF elektrony donoras.
Abu junginiai dalyvauja dviejy pakopy, vieno elektrono pernasoje. Pirmosios redokso reakcijos
metu susidaro jono radikalas, o antrosios dijono. Biojutikliuose su $iais mediatoriais naudojama

tik pirmoji redokso reakcija, kurios metu mediatorius atiduoda arba prisijungia tik vieng elektrong

CO<T = 61 = OO

TTF TTF** TTF"

(a)

>—<Z>—< FO =00,

TCNQ*- TCNQ*

®)

1.6 pav. TTF (a) ir TCNQ (b) struktiiros poky¢iai redokso reakcijy metu®

—\

XX a. antroje pus¢je pademonstruota, kad TTF yra puikus mediatorius, kuris uztikrina
efektyvig elektrony pernasa tarp GOx ir grafito elektrodo. Taip pat 2008 metais pademonstruota,
kad TTF modifikuoti anglies nanovamzdeliai geba efektyviai vykdyti elektrony pernasSa tarp

fermento aktyviojo centro ir elektrodo [36].
1.2.3. Tiesioginé elektrony pernasa

Elektrony pernasa, kurios metu elektrony mainai tarp fermento aktyviojo centro ir elektrodo
vyksta tiesiogiai vadinama tiesiogine elektrony pernasa (1.7 pav. (b)) [37]. Priklausomai nuo

fermento katalizuojamos reakcijos tipo elektrony donaru ar akceptoriumi tampa elektrodas, o ne
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redokso aktyvus junginys [38]. Tiesioginés elektrony pernasos fenomenas jrodytas dar 1977
metais, kai buvo pademonstruotas citochromo c elektrocheminis aktyvumas ant modifikuoty aukso
elektrody [39]. Iki pat Sios dienos néra iki galo iSaisSkintas visas TEP principas, taciau aisku, kad
elektrony pernaSos efektyvumas eksponentiskai mazgéja, did¢jant elektrony tuneliavimo atstumui
(0,4 — 1,2 nm), todél labai svarbu uztikrinti tinkama fermento orientavima j pavirsiy [40, 41]. Siuo
metu TEP principu veikia daug jvairiy fermenty: lakazés, askorbato oksidazé, superoksido
dismutaze, peroksidazés, hidrogenazeé bei jvairios dehidrogenazés [42]. Be iSimties beveik visi

TEP principu galintys veikti fermentai savo struktiiroje turi metalo jonus [43].

Substratas
Produktas

Produktas

Mediatorius,,q .

(a) Mediatorius,,

ektrodas € €

1.7 pav. Netiesioginés (a) ir tiesioginés (b) elektrony pernasos skirtumas’

1.3. Anglies nanovamzdeliai

Anglies nanovamzdeliai — tai cilindrinés formos anglies nanostruktiira, kurioje anglies
atomai tarpusavyje susijung¢ kovalentinémis jungtimis [45]. Nuo 2000 mety CNT d¢l savo
struktiiros ir savybiy yra labai intensyviai tyrin¢jama nano skalés struktiira. Elektrochemijoje
anglies nanostrukttiros naudojamos kaip matricos biojutikliy ir bioelektrody kiirime [46]. D¢l savo
konjuguotos 7 elektrony sistemos (sp? hibridizacijos anglies atomai) CNT pasizymi labai geru
laidumu elektros srovei, formuoja nanolaidines struktiiras (angl. nanowires), yra ,,draugiski*
biologinés kilmés junginiamas ir pasizymi labai dideliu pavirSiaus plotu [46, 47]. D¢l Siy visy
savybiy CNT naudojami kuriant jvairias elektrokatalizines sistemas (biojutiklius, biokuro
elementus), nes panaudojant CNT padidinamas elektrodo pavirSiaus plotas, kuris uztikrina didele
pavirs$ing fermento koncentracija [48]. Pagal savo struktirg CNT galima suskirstyti i dvi grupes:
vienasienius (angl. single-walled) ir daugiasienius (angl. multi-walled) [45, 49]. ISilgai perkirpus
tiek vienasienius, tiek daugiasienius nanovamzdelius gaunamas grafeno lapas (1.8 pav. (a)).
Vienasienio CNT (1.8 pav. (b)) diametras gali buti nuo 1,4 nm [45]. Daugiasieniai CNT (1.8 pav.
(c)) yra sudaryti i§ dviejy ar daugiau vienas kitame esanc¢iy vienasieniy CNT, tai yra kai vieng

vienasienj CNT i$ iSorés gaubia antras CNT, o pastargji — treciasis ir t.t. Tarpas tarp dviejy
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vienasieniy vamzdeliy daugiasieniame CNT paprastai yra apie 3,4 A (0,34 nm), o daugiasienio
nanovamzdelio skersmuo dazniausiai biina tarp 10 — 20 nm [47].

D¢l savo struktiiros CNT labai sunkiai tirpsta vandenyje, taciau jvairiy modifikacijy pagalba
galima padidinti jy tirpuma (karboksi, amino grupés) [50]. Ivestos modifikacijos ne tik gali
padidinti tirpuma, bet ir puikiai gali pasitarnauti toliau modifikuojant CNT (sudaromos amidinés,

esterinés jungtys), kurios nanomedziagai suteikia naujy savybiy [46, 51].

1.8 pav. Anglies nanovamzdeliai® . a — grafeno lapas, b — vienasienis CNT, ¢ — daugiasienis CNT

1.4. Fermenty imobilizacija

Fermenty imobilizacija — tai atskira biotechnologijos moksly sritis, kurioje pasitelkiant
ivairiy molekuliy ar junginiy chemines bei fizikines savybes bandoma suristi ar kitaip priristi
fermento molekules tarpusavyje ar prie jvairiausiy pavirSiy. Imobilizacijos metu baltymo molekulé
negali nei denattiruoti, nei prarasti savo katalizinio aktyvumo, todél tai sudétingas, nuo daug
faktoriy priklausomas procesas. D¢l Sios priezasties netgi svarstoma, galbiit fermenty imobilizacija
yra ne tik mokslo sritis, bet ir tam tikra meno riisis [52]. Renkantis fermento imobilizacijos metoda
reikia Zinoti jo molekuling masg, izoelektrinj taska, fermento glubuléje esancias funkcines grupes,
norimg fermento orientacijg ir daug kity veiksniy, tam, kad uztikrinti efektyvig imobilizacijg [53].
Kadangi tai nuo daug faktoriy priklausomas procesas, fermenty imobilizacijai néra vieno ar keliy
metody, be to imobilizacija priklauso ne tik nuo baltymo molekulés, bet ir nuo pavirSiaus prie
kurio vykdomas priri§imas [52]. Zinoma nemazai skirtingy imobilizacijos metody, tadiau juos
visus galima suskirstyti  tris grupes: elektrostatiné adsorbcija, kovalentinis suriSimas (angl. cross-

linking) ir jterpimas (angl. encapsolation) [48].
Elektrostatiné adsorbcija

Vienas paprasCiausiy fermenty imobilizacijos metody yra elektrostatiné adsorbcija, kurig
atliekant nereikia naudoti jokiy papildomy medziagy. Metodas pagristas silpna tarp molekuline

sgveika tarp baltymo molekulés ir pavirSiaus, kai susidaro vandeniliniai rySiai bei sgveikos, kurias
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nulemia Van der Valso jégos ir hidrofokiskumas [53]. Sis imobilizacijos metodas patrauklus tuo,
kad néra naudojamos papildomos medZziagos, kurios gali salygoti fermento denatiiracija, visiSka
inaktyvacijg ar dalinj katalizinio aktyvumo sumaz¢jima. Be to imobilizacijai galima naudoti ne iki
galo i§grynintg, neapdorota (angl. crude) fermentin; tirpalg [52]. Taciau elektrostatinés adsorbcijos
metodu imobilizuoti fermentai grei¢iau desorbuojasi, lyginant su kitais imobilizacijos metodais,
todé¢l norint ilgiau iSlaikyti fermentg pavirSiuje reikia apsunkinti baltymo molekuliy difuzijg i

tirpalg sudarant jvairias pléveles [48].
Kovalentinis suriSimas

Kovalentinio suriS§imo imobilizacijos metodai pagrjsti kovalentiniy jung€iy sudarymu tarp
baltymo molekulés ir matricos, kurioje imobilizuojamas fermentas. Taikant Sios riiSies metodus
dazniausiai nukencia fermento katalitinis pajégumas, nes susidar¢ kovalentiniai rysiai néra budingi
natyviam fermentui. Nors ir nukencia biokatalizatoriaus aktyvumas, taciau kovalentinio suri§imo
metodais imobilizuoti fermentai pasizymi geresniu stabilumu [48]. Kovalentinis suriSimas
atliekmas, kai norima minimalizuoti baltymo desorbcijg dirbant vandeninése terpése, kuriose dél
aplinkoje esan¢iy medziagy didéja baltymo desorbcijos ir denattiracijos tikimybé. Kovalentinés
jungtys tarp baltymo ir matricos apsaugo fermento molekules nuo polipeptidinés grandinés

iSsilankstymo ir denatiiracijos, nes jos sumazina termine¢ vibracijg ir konformacinj stabiluma [53].
Iterpimas

Iterpimas — tai fermenty imobilizavimo metodas, kuris paremti fermento jterpimu i polimera,
kuris apsupa visg fermento molekule ir apriboja jos jud¢jimo galimybes. Imobilizacija atlickama
sumaiSant fermentinj tirpalg su polimerg formuojanciais monomerais, kurie i§ visy pusiy apsuka
fermento molekule ir inicijuojama polimerizacija, kurios metu monomerai susijungia. Sios rsies
imobilizacijos metodai taikomi, kai siekiama iSvengti neigiamos jtakos fermento struktiirai, nes
nesusidaro kovelentiniai ryiai tarp fermento ir matricos [48]. Zinoma nemazai jterpimo metody,
tatiau labai gerai istyrinéti ir pla¢iausiai naudojami Sol-Gel metodai. Siy metody metu fermenty
imobilizacijai kaip monomerai dazniausiai naudojami silicio alkoholiatai (angl. silicon alkoxide),
kuriems sudarius polimera naujai susidariusi medziaga pasizymi keramikai biidingomis
savybémis: atsparumas mechaniniam poveikiui ir temperatiriniams poky¢iams [54]. Sis
imobilizacijos metodas taikomas ir konstruojant biojutiklius, kai siekiama sukonstruoti ypac
stabily biojutiklj, taciau tokiy jutikliy analiz¢ apsunkina atsirandantys difuziniai apribojimai, }
kuriuos biutina atsizvelgti [53]. Taigi bene didziausias jterpimo metody trikumas yra tas, jog
suformuotas polimeras apsunkina substrato difuzija link biokatalizatoriaus ir produkto

pasisalinimg [48].
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1.5. Alkoholio dehidrogenazé

Alkoholio dehidrogenaz¢ — tai oksidoreduktaziy klasés fermentas, kuris randamas daugelyje
organizmy: nuo bakterijy iki Zinduoliy. Dazniausiai sutinkama fermento forma yra nuo NAD
priklausoma ir aptinkama citoplazmoje [55]. Fermentas katalizuoja alkoholiy oksidacijg vykstant
NAD redukcijai [56]. Zinoma ir tokiy ADH, kurios yra nepriklausomos nuo NAD, nes $iy
fermenty prostetiné grupé yra pirolo chinolinochinonas [57]. Nuo PQQ priklausomos ADH
randamos tik keliy riisiy bakterijose, kuriuose fermentas lokalizuojamas periplazmoje ir dalyvauja
aerobiniy gram-neigiamy bakterijy kvépavimo grandin¢je. PQQ-ADH yra pirminé dehidrogenaze,
kuri katalizuoja pirming oksidacija, kurios metu lasteléje nesusidaro energetiSkai naudingy
junginiy [58]. PQQ-ADH grupé¢ sudaro didzigja, visy nuo chinony priklausomy baltymy Seimos
dalj. Sia grupe sudaro 18 skirtingy fermenty, kurie suskirstyti j tris grupes: I, II ir III tipy ADH
[59].

Auginant alkoholius skaidancias Pseudomonas putida HKS bakterijas terpéje su 1-butanoliu
ir 1,2-propandioliu galima iSgryninti trijy tipy PQQ-ADH i$ kuriy dvi priklauso II ADH grupei. 11
ADH grupe sudaro du fermentai: ADH IIB ir ADH IIG [59]. Nors abu i§ $iy fermenty geba
oksiduoti vidutinio grandings ilgio pirminius alkoholius (1-butanolis), ta¢iau pastebima, kad ADH
IIG geriau katalizuoja dioliy ir glicerolio oksidacija nei ADH IIB. 2005 metais atlikus ADH IIG
rengeno spinduliy kristalografijos tyrimus 2,2 A rezoliucija gauta trimaté baltymo struktiira (1.9

pav.) [59].

1.9 pav. Trimaté ADH IIG struktiira’
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Fermentas sudarytas i§ dviejy domeny, kurie tarpusavyje sujungti 23, prolinu turtinga,
aminoriigs¢iy seka. Tai 76,6 kDa baltymas sudarytas i§ 689 aminortigsciy, kur PQQ domeng
sudaro 567 aminoriigstys (N galas), o c-tipo citochromo domeng 94 aminortgstys (C galas) [59].

PQQ domeng sudaranc¢ios aminortgstys formuoja beta klostes, kurios sudaro super-statinés
strukttirg (angl. super-barrel). PQQ molekulé PQQ domeno atzvilgiu koordinuojamas super-
statinés struktiiros pavirsiuje netoli citochromo domeno. Pati PQQ molekulé¢, kaip ir daugelyje nuo
PQQ priklausomy fermenty, koordinuojama kartu su kalcio jonu, sudarant rysius per penktaji PQQ
deguonies (O5), Sestaji azoto (N6) ir septintaji deguonies (O7A) atomus (1.10 pav. (a)) [59].
Aktyviajame centre PQQ-Ca kompleksas toje pacioje plokStumoje su baltymu isitvirtina
sudarydamas deSimt vandeniliniy ar metalo koordinaciniy rySiy su polipeptiding granding
sudaran¢iy aminoriig§¢iy Soninémis grandinémis (Glu63, Argll5, Thr160, Glul78, Thr235,
Asn255, Asp300, Lys327, Asp390 ir Trp391) bei du rySius su polipeptidinéje grandinéje
esan¢iomis amido grupémis (Glyl176, Alal77) (1.10 pav. (a)). IS apacios kofermenta Van der
Valso jégy pagalba ,,prilaiko* Trp237, o i§ virSaus disulfitinis tiltelis, kuri sudaro Cysl09 ir
Cys110 (1.10 pav. (b)) [59].
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1.10 pav. PQQ molekulés orientacija PQQ domene: (a) horizontaliai ir (b) vertikaliai'®
Citochromo ¢ domenas turi c-tipo hema, kuris tioeterinémis jungtimis, per dvi savo vinilo
grupes, suristas su Cys606 ir Cys609 esanciais sieros atomais. Heme esantis gelezies jonas sudaro

koordinacinius rysius su His610 Sonin¢je grandinéje esanciu azotu ir Met647 sieros atomu [59].
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Zinant, kad fermentas sudarytas i§ dviejy, PQQ ir citochromo, domeny galima parasyti

bendrg reakcijos lygtj, kuri apraSo fermento katalizuojama reakcija:

Substratas +n Med PQQﬂ Produktas + n Med, .4 (18)
Kur Med,ks ir Med:eq atitinkamai yra oksiduotos ir redukuotos formy elektrony akceptoriai.
Tai labai bendra reakcijos lygtis, nes fermento katalizinis ciklas susideda i$ trijy, vienas nuo kito
priklausomy procesy: substrato oksidacijos ir PQQ redukcijos, vidinés elektrony pernasos tarp
PQQH; ir heme esancio gelezies jono bei hemo oksidacijos elektrony akceptoriumi. Bendra

reakcijos lygti galima aprasyti 19 - 21 lygtimis.

C,Hs0, + PQQ - C,H,0, + PQQH, (19)
PQQH, + 2 Fe3* - PQQ + 2 Fe?* +2H* (20)
Fe?t + Med s » Fe3t + Med,.q4 21)

Substrato oksidacijos metu PQQ domene vyksta kofermento PQQ redukcija. 1.11 paveikslo
(a) dalyje pateiktas scheminis, labiausiai tikétinas substrato oksidacijos mechanizmas, kuris
paremtas hidrido pernasa (pateikta dalis PQQ molekulés). Sioje reakcijoje be kofermento ir
substrato dar dalyvauja kalcio jonas bei asparto ir glutamo rtigs¢iy Soninése grandinése esancios

karboksi grupés [59].

(a) Substratas (b)
Glu178 o Glu178 arba Asp300 Glu178 oMe Q_
00 0 pritraukia protona 0%, og‘o WIS OH )
g2 H
O O 0 OH
mp300 mp300
2H, 2e PQQH, Hidrido pernasa ir
oksidacija C5 atomo redukcija
Produktas
Glu178 oH Protono pernasa ir Glu178 o Me
Z0" Ol enolizacija Z 08 - HiOH
© 0" H

0%300 0§|fsc::oo
1.11 pav. PQQ redukcijos mechanizmas vykstant substrato oksidacijai (a)
ir vidinés elektrony pernasos kelias tarp PQQ ir hemo (b)"!
Kaip matyti i§ 1.11 paveikslo (a) pirmajame Zingsnyje PQQ yra oksiduotoje formoje, o
Glul78 ir Asp300 karboksi grupés deprotonizuotos. | aktyvyji centrg patekusi substrato molekulei

jvyksta karboksi riig§ties protonizacija ir hidrido pernasa nuo substrato molekulés prie penktojo

PQQ anglies atomo (C5) susidarant PQQH?®. Tada susidares produktas pasisalina ir vyksta PQQH®

! Parengta pagal [59]
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stabilizacija iki PQQHo>, kurios metu protonas nuo C5 ,,perSoka“ ant Salia esancio deguonies
atomo, o deguonies atomas ties C5 perima protong nuo Asp300 arba Glul78. Stabilizacijos metu
susidaro dvigubas rySys tarp C5 ir C4 atomy. PQQH: oksiduojamas vidinés elektrony pernasos
pagalba tarp PQQ ir citochromo domeny [59].

Tikslus vidinés pernasos mechanizmas néra zinomas, tik pasiiilyti du galimi elektrony keliai,
kurie pateikti 1.11 paveikslo (b) dalyje. Pirmasis, galblit maZiau tikétinas vidinés elektrony
pernasos kelias yra pazymétas raudona punktyrine linija. Manoma, kad elektronas i§ PQQ perSoka
tiesiai j hemg per Cys609 esant]j sieros atoma, atlikdamas 12,5 A Suolj. Antras, labiau tikétinas
kelias prasideda juoda punktyrine linija, kai elektronai i§ PQQ atlieka 3,6 A $uolj j Cys109 esantj
sieros atoma, tada per 4 aminortig§¢iy peptida nukeliauja | Gly106 (mélyna kreive) ir atlikes 3,4
A $uolj patenka j hemga [59].

1.6. Glicerolio biojutikliai

Glicerolio biojutiklis — tai analitinis jrankis, biokataliziniy redokso reakcijy pagalba
leidziantis jvertinti glicerolio kiekj tikslin¢je analitéje. Jprastiniai glicerolio nustatymo metodai
reikalauja nemazai laiko, aukstos kvalifikacijos specialisty ir brangios jrangos, todél pradéti kurti
glicerolio biojutikliai, leidziantys greitai nustatyti glicerolio koncentracija.

2001 metais sukonstruotas glicerolio biojutiklis, imobilizuojant nuo NAD priklausoma
glicerolio dehidrogenaze panaudojant polianiling, kofermenta NAD ir redokso mediatoriy
fericianidg ant aliuminio elektrodo [60]. Glicerolio koncentracijos analitéje nustatymas apraSomas

22 - 24 reakcijos lygtimis:

GlyDH
Glicerolis + NADt —— Gliceronas + NADH + H* (22)
NADH + Fe(CN)g>~ - NAD* + Fe(CN)g*~ (23)

EO
Fe(CN)¢*™ = Fe(CN)g*™ +e~ (24)

Kaip matyti i§ 22 lygties GlyDH katalizuoja glicerolio oksidacijg iki glicerono vykstant
NAD" redukcijai iki NADH, kuris oksiduojamas redokso mediatoriumi (fericianidu) susidarant
oksiduotam NAD™ ir ferocianidui (23 lygtis). Galiausiai ferocianidas oksiduojamas elektrodo
pavirSiuje prie 0,35 V vs SHE potencialo (24 lygtis). Tai antrosios kartos glicerolio biojutiklis,
kurio atsako laikas 60 — 80 s, tiesin¢ dalis 0,005 — 2 mM bei detekcijos limitas 0,001 mM [60].
Taciau Sio biojutiklio pritaikymas ribotas, nes glicerolio oksidacija GlyDH yra grjztama reakcija,
be to fermentas katalizuoja ir i glicerolj panasiy junginiy oksidacija [61].

Po poros mety Svedijos ir Lietuvos mokslininkai sukonstravo biojutikliy sistema, skirta
nustatyti gliukozés, etanolio ir glicerolio koncentracijas vyne. Glicerolio biojutiklis sukurtas

naudojant ne nuo NAD priklausomg GlyDH, bet nuo PQQ priklausoma GlyDH. Grafito elektrodo
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pavir$iuje panaudojant kovalentinio suriSimo agenta suformuotas hidrogelis 1§ PQQ-GlyDH ir
redokso polimero. Sio biojutiklio veikimo principa apraso 25 - 27 reakcijy lygtys [62].

PQQ-GlyDH
Glicerolis + PQQ A Gliceronas + PQQH, (25)

PQQH, + 2 0s3" - PQQ+ 20s?*" + 2 H* (26)
0s** > 0s3t + e~ (27)

I8 reakcijos lygciy matyti, kad PQQ-GlyDH katalizuojant glicerolio virtimg gliceronu vyksta
fermento aktyviajame centre esancio kofermento PQQ redukcija susidarant PQQH> (25 lygtis),
kuris oksiduojamas dviem Os*" jonais susidarant PQQ ir Os>* (26 lygtis). Galiausiai dvivalen¢iai
osmio jonai oksiduojami prie 0,2 V vs Ag/AgCl potencialo (27 lygtis). Sis biojutiklis priskiriamas
treciosios kartos biojutikliams, kurio detekcijos limitas 0,001 mM ir tiesin¢ dalis nuo 0,001 iki 0,2
mM [62].

Dar po trijy mety sukonstruoti keli multifermentiniai glicerolio biojutikliai, kuriy pagalba
buvo nustatin¢jama glicerolio koncentracija vyno fermentacijos metu [63]. IS kuriy vienas buvo
tobulinamas ir pritaikytas glicerolio koncentracijos vyne nustatymui [ 1]. Biojutiklio kiirimui buvo
panaudoti penkti fermentai: glicerolio ir kreatino kinazés, kreatinaz¢, sarkozino oksidazé ir

peroksidaze. Biojutiklio veikimas schematiSkai pateiktas 1.12 paveiksle.

w

d Med H,0O; Glicinas Kreatinas ATP Glicerolis
9 c / Metanalis H:Ov (\ /) \/

A

A Sarkozino Kreatino Glicerolio
7} Peroksidazé : ;
3 oksidazé Kreatinazé _ kinazé kinazé
: /\k / \ /\x tonss
= o) ) fosfatas \ Glicerol-3-
o) ) -
[ Med,_; H,0 - Sarkozinas Uréja ADP fosfatas

1.12 pav. Multifermentinio glicerolio biojutiklio veikimo principas'

GlyK katalizuoja glicerolio fosforilinimg panaudojant ATP, susidaro ADP, kuri
panaudojama defosforilinant kreatino fosfatg iki kreatino, reakcija katalizuojant CRK. Tada CRE
hidrolizuoja kreating susidarant karbamidui ir sarkozinui. SaOx katalizuoja sarkozino skilimg j
formaldehida ir glicing, sugeneruodama vandenilio peroksida, kuris HRP pagalba naudojamas
redukuotos formos mediatoriui oksiduoti. Galiausiai sugeneruojamas signalas, kai oksiduotos
formos mediatorius redukuojamas elektrodo paviriuje prie -0,05 V vs Ag/AgCl potencialo. Sio
biojutiklio detekcijos limitas 0,002 mM, tiesin¢ dalis nuo 0,005 iki 0,64 mM, bet atsako laikas 70
sekundziy [1].

Siai dienai Zinomi glicerolio biojutikliai pateikti 1.1 lenteléje gali biiti tobulinami

panaudojant kitus fermentus, leidziancius nenaudoti brangaus kofermento NAD, prapleciant

12 Parengta pagal [1]
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tiesing biojutiklio atsako dalj, didinant jautrumag bei mazinant darbinj potencialg, nes esant

zemesniam darbiniam potencialui mazinama pasaliniy redokso reakcijy tikimybeé.

1.1 lentelé. Zinomy glicerolio biojutikliy charakteristikos

Elektrodas | Fermentas | Kofermentas Detekcijos Tiesiné Jautris, E,Vyvs Literatiiros
limitas, mM | dalis, mM pA/mM SCE Saltinis
Aliuminio GlyDH NAD" 0,001 0,005 -2 0,16 0,40 [60]
Grafito GlyDH PQQ 0,001 0,001 - 0,2 231,42 0,20 [62]
Platinos GlyOx FAD 0,05 0,05 - 25,6 - 0,30 [61]
GlyK ATP
CRK ADP
Aukso CRE - 0,002 0,005 - 0,64 0,8 -0,05 [1]
SaOx FAD
HRP Hemas
Grafito GlyDH NAD" 0,003 0,01 -0,1 - 0,05 [63]
Aukso GlyDH NAD" 0,16 1-25 0,025 1,30 [8]
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2.Metodai ir medziagos

2.1. Iranga

Baigiamajame magistro darbe naudota jranga:

e Analitiné potenciostato sistema i$ ,,Bioanalizés sistemos®, Lietuva. Jos parametrai:
analoginis - skaitmeninis 24 bity keitiklis , SPI protokolo, sigma — delta tipo su
programuojamu j¢jimo stiprinimo koeficientu ir skaitmeniniu filtru nuo 2,5 iki 30
kHz. Skaitmeninis — analoginis 16 bity keitiklis, SPI protokolo su 35 kHz glodinimo
filtru. Maksimali pagalbinio elektrodo srové — 22 mA, darbinio elektrodo potencialo
kontrolés ribos nuo -1,46 iki 1,46 V.

e Thermo evolution 300 UV ir regimosios §viesos spektrofotometras.

Darbui atlikti naudota ir kita, standartiné laboratoriné jranga: analitinés svarstyklés, pH
matuoklis, ultragarso vonel¢, ,,Eppendorf®* ir ,, Transferpette®* reguliuojamo tiirio pipetés (2,5,
10, 100, 200, 1000 ir 5000 pl), ,,Lauda Eco Silver* termostatas, laboratoriniai indai (cheminés
stiklinés, matavimo cilindras ir kolba, ploksciadugneé kolba ir kt.), grafito elektrodas,
palyginamasis Kalomelio elektrodas, pagalbinis platinos elektrodas.

2.2. Reagentai

Visos baigiamajame darbe naudotos medziagos yra analitinio grynumo ir papildomai
gryninamos. Dejonizuotas vanduo gautas naudojant Crystal E Ultrapure sistema i$ ADRONA SIA.
Naudojant gauta vandenj buvo gaminami baigiamajame darbe naudojami vandeniniai tirpalai:
darbinis buferinis tirpalas (50 mM TRIS, 50 mM acetato, 1 mM CaCl,, pH — 7,5), 1 M glicerolio
tirpalas, i§ kurio buvo gaunami skiesti darbiniai tirpalai ir kt. TTF tirpalas gaminamas medziaga
tirpinant acetonitrile. Nafion tirpalas buvo gaunamas skiedziant 5 % tirpala vandenyje. Zemiau

pateiktoje lentel¢je iSvardinti reagentai, kurie buvo naudoti atliekant baigiamajj darba.

2.1. lentelé. Darbe naudoti reagentai bei tiekéjas.

Reagentas Tiekéjas
CNT Sigma-Aldrich
Druskos riigstis Carl Roth
Kalio fericianidas Reachem
Nafion Sigma-Aldrich
Acetonitrilas Lab Scan
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Acto rugstis

Riedel de Haen

Kalcio chloridas Carl Roth
Glicerolis Sigma-Aldrich
TRIS Serva

Natrio Sarmas FasChem

TTF Sigma-Aldrich

2.3. Fermentas

Baigiamajame magistro darbe dirbta naudojant alkoholio dehidrogenaz¢. Fermentas gautas
i§ VU Biochemijos instituto Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriaus. Tyrimams
naudota alkoholio dehidrogenazé buvo iSgryninta iki homogeninio grynumo i§ Pseudomonas
putida HKS5 kamieno. Atlikta SDS-PAGE analizé patvirtino fermento homogeniskuma, nes
formavo vieng juostelg. Baltymas sudarys i§ dviejy, 23 aminoriig§timis, tarpusavyje sujungty
domeny. Baltymo moliné masés — 76,6 kDa. Lowry metodu nustatyta baltyminio tirpalo
koncentracija buvo 20 mg/ml , kaip standarta naudojant jaucio serumo albuming. Fermentas
pasizymejo 500 U/mg specifiniu aktyvumu. Fermentas buvo laikomas 10 mM TRIS buferiniame

tirpale, kurio pH 7,4, esant -18°C temperatiirai.
2.4. Elektrody ruoSimas elektrocheminiam fermento aktyvumui jvertinti

Buvo paruosti keturiy tipy fermentiniai elektrodai: C/ADH, C/CNT/ADH, C/TTF/ADH ir
C/CNT/TTF/ADH.

Ruosiant elektrodus, grafito elektrodai buvo mechaniskai nuvalyti Svitriniu popieriumi ir
nuplauti dejonizuotu vandeniu. C/ADH elektrodo atveju fermentas imobilizuojamas uZzlaSinant 2
ul fermento tirpalo ir leidziama i8dzititi. C/TTF/ADH elektrodo atveju Svaraus grafito elektrodo
pavirSius buvo modifikuojamas uzlasinama 10 pl 0,2 % TTF tirpalo. ISgaravus acetonitrilui ant
elektrodo su TTF uZlaSinami 2 pl fermento tirpalo ir leidziama isdzitti. C/CNT/ADH ir
C/CNT/TTF/ADH elektrodai ruoSiami kaip C/ADH ir C/TTF/ADH atitinkamai, tik prie§ fermento
imobilizacijg ar TTF uzlasinima, elektrodo pavirSius nanostruktiirizuojamas uzlasinant 10 pl 2
mg/ml CNT suspensijos vandenyje ir leidziant i§dziiti. Visy keturiy tipy fermentiniai elektrodai
baigiami ruosti uzlasinant 10 pl 1 % Nafion tirpalo ir leidziama i$dZziiti.

Naudojant paruostus fermentinius elektrodus buvo atliekama ciklinés voltamperometrijos

analizeé.
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2.5. Glicerolio biojutiklio ruoSimo procedira

Baigiamojo darbo metu sukurtas glicerolio biojutiklis buvo paruo$tas remiantis tokia pat
metodika. Mechaniskai nuvalyto grafito elektrodo pavirSius nanostruktiirizuojamas jo pavirsiuje
i8dziovinat 10 pl 2 mg/ml CNT suspensijos vandenyje. Tada uzlasinama 20 pl 0,2 % TTF tirpalo
ir iSgaravus tirpikliui imobilizuojamas fermentas (5 pl fermento tirpalo). Po imobilizacijos
elektrodo pavirSiuje su CNT, TTF ir ADH yra formuojama Nafion membrana uzlasinant ir

leidziant i8dzitti 10 ul 1 % Nafion tirpalo.
2.6. Elektrocheminés analizés metodai

2.6.1. Cikliné voltamperometrija

Cikliné voltamperometrija — tai elektrocheminés analizés metodas, kurio metu matuojamas
sroveés stipris tirpale, kai tiesiSkai kei¢iamas darbinio elektrodo potencialas laike. Kitaip tariant,
kei¢iamas darbinio elektrodo potencialas (i$ neigiamy reikSmiy j teigiamas arba atvirksciai) laike

(2.1 pav. (a)) ir fiksuojamas per matavimo cel¢ tekancios elektros srovés stipris.

labiau (+) (a) labiau (+) R = Ot e (b)
. Anodiné srové = -
Kei¢iama E
skleidimo kryptis
%) O+ne” =R 2
< i~
e g
Q
=] B 3
\//
'f,;/ <+ ~ /
\ N
\
. Galutinis E\k . O+ ne =R w Katodiné srové
labiau (-) labiau (-)
Laikas labiau (-) Potencialas labiau (+)

2.1 pav. (a) Darbinio elektrodo potencialo kitimas laike, atlickant CV analizg ir (b) srovés stiprio
kitimas CV analizés metu

Matavimo metu atlickami du potencialo skleidimai — anodinis ir katodinis. Anodinio
skleidimo metu darbinio elektrodo potencialas didinamas i§ labiau neigiamy reikSmiy  labiau
teigiamas ir skleidimo metu vyksta tiriamo junginio oksidacija, kurios metu elektronai perduodami
elektrodui (didéja srovés stipris, anodinis procesas) (2.1 pav. (b)). Katodinis skleidimas yra
prieSingas anodiniam skleidimui, nes darbinio elektrodo potencialas yra tiesiskai kei¢iamas i$
labiau teigiamy } labiau neigiamas reikSmes. Katodinio skleidimo metu vyksta tiriamo junginio
redukcija, kurios metu tiriamasis junginys prisijungia elektronus nuo elektrodo pavirsiaus (sroves
stipris mazéja, katodinis procesas) (2.1 pav. (b)). Grafikas vaizduojantis srovés stiprio

priklausomybe nuo potencialo yra vadinamas cikline voltamperograma. Naudojant §] metoda
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galima tyrinéti redokso reakcijas, nustatyti produkto stabiluma, tirti elektrony pernaSos kinetika
bei nustatyti nezinoma junginio koncentracijg analitéje.

Baigiamojo darbo metu Sis metodas taikytas siekiant nustatyti fermento elektrocheminj
aktyvumag keturiy skirtingy konfigtiracijy fermentiniuose elektroduose. Atliekant matavimus
stebima ar atsiranda srov¢, kuri susijusi su elektrodo pavirSiuje imobilizuoto fermento kataliziniu
aktyvumu. Imobilizuotas fermentas yra tiesiogiai arba netiesiogiai elektrochemiskai aktyvus, kai
prie tam tikro darbinio elektrodo potencialo stebimas anodinés srovés padidéjimas. Ant elektrodo
pavirSiaus esantis fermentas yra elektrochemiskai aktyvus, jeigu atlikus CV skleidimg bus
uzregistruota srove, kuri atsiranda del fermento vykdomos katalizés. IS gauty CV rezultaty galima
vertinti fermentinio elektrodo tinkamuma atsizvelgiant j srovés stiprio dydj, ciklinés
voltamperogramos forma bei potencialo reikSmes, prie kuriy prasideda zymis srovés stiprio
poky¢iai.

Matavimai atliki prie 25 °C temperatiiros trijy elektrody sistemoje, kurig sudar¢ darbinis
elektrodas, palyginamasis sotusis kalomelio elektrodas (0,2444 V vs SHE) ir pagalbinis platinos

elektrodas. Matavimy celés tuiris — 20 ml.
2.6.2. Chronoamperometrija

Chronoamperometrija — elektrocheminés analizés metodas, kurio metu matuojamas sroveés
stiprio kitimas laike, kai viso matavimo metu potencialas nekinta (2.2 pav. (a)). Atliekant CA
matavimg stebimas srovés stiprio pokytis, kai nusistovéjus ramybés srovei pakeiciama tirpalo
sudétis (pvz. pridedama substrato) (2.2 pav. (b)). Toki srovés pokyti nulemia aplinkos
pasikeitimas, kurioje fermentas geriau arba pras¢iau vykdo substrato katalizg¢: t.y pakinta elektrony

mainai tarp elektrodo ir fermento, kurie dalyvauja substrato konversijoje.

labiau (+) ( a) labiau (+) (b)

" E R=0+ne

= =%

= . =

'S Pradinis E 173

= 7]

2 0

= 2

O+ne” =R arba R=0+ne 0
O+n” =R

labiau (-) labiau (-)

Laikas Laikas
2.2 pav. (a) Darbinio elektrodo potencialo kitimas laike, atlickant CA analizg ir (b) srovés stiprio

pokytis CA analizés metu pakeiciant sglygas
Jeigu fermentas katalizuoja substrato konversijg ir vyksta elektrony pernasa tarp fermento ir
elektrodo, tai turéty biti stebimas srovés stiprio pokytis. Kei¢iant eksperimento salygas gali buti
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stebimas skirtingas srovés pokytis, kuris gali biiti pritaikytas nustatant daug skirtingy parametry:
fermento aktyvuma skirtingos pH reikSmés tirpaluose, elektrony pernasos efektyvumo
priklausomybe nuo potencialo, imobilizuoto fermento kinetinius parametrus ir kt.

Baigiamojo darbo metu Sis metodas buvo taikytas charakterizuojant sukurtg glicerolio
biojutikli: jautri, optimaly pH, tiesin¢ dalj, detekcijos limita.

Matavimai atliki trijy elektrody 20 ml tiirio gardeléje prie 25 °C temperatiiros. Gardeléje

buvo panardintas darbinis elektrodas, palyginamasis SCE ir pagalbinis platinos elektrodas.
2.7. Kinetiniy parametru matavimo homogeninéje terpéje metodas

Kinetiniai ADH parametrai (Kwm ir kcay buvo nustatyti naudojant kalio fericianidg kaip
elektronus priimantj ADH substrata. ADH katalizavo glicerolio oksidacija, kurios metu vyko
fericianido redukcija iki ferocianido ir buvo stebimas matuojamojo tirpalo absorbcijos pokytis ties
420 nm bangos ilgiu. Redukuoto fericianido kiekis yra tiesiogiai proporcingas oksiduoto glicerolio
kiekiui. Keiciant substrato (glicerolio) koncentracija gauta pradinio reakcijos greicio
priklausomybé nuo substrato koncentracijos. Si priklausomybé leido apskai¢iuoti Kn , Vinax it Keat.
Matavimams naudotas tirpalas buvo sudarytas i§ 1 mM kalio fericianido, glicerolio, fermentinio
tirpalo ir darbinio buferinio tirpalo. Kiekvieno i§ déty komponenty kiekiai pateikti zemiau

esancioje 2.2 lenteléje.

2.2 lentelé. Ky ir ko nustatymui naudoty misiniy sudétis

Matavimo tirpalo sudétis

thlf;zhs’ Darbinis buf. t. 1T mM 10,55 uM 100 ul
(pH-17,5) K3[Fe(CN)s] ADH glicerolio

0 0 mM
0,19 1,05 mM
0,38 2,09 mM
0,76 4,19 mM
1,5 790 pl 100 pl 10 pl 8,38 mM
3 16,76 mM
6 33,5 mM

12 67 mM
24 134 mM

K ir vimax reik§més apskaiciuotos i$ pradinio reakcijos greicio priklausomybés nuo substrato
koncentracijos pritaikant Michaelis-Menten modelj. Kataliziné konstanta (kea) apskaiciuota

maksimaly reakcijos greitj (LM/s) padalinus i§ fermento koncentracijos (LM).
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3.Rezultatai ir ju aptarimas

3.1. Alkoholio dehidrogenazés Kw ir keat homogeninéje terpéje

Atlikti spektrofotometriniai matavimai ties 420 nm bangos ilgiu stebint sugerties kitima
laike. Tirpaluose su gliceroliu ir fericianidu pridéjus ADH buvo stebimas sugerties sumazéjimas,
kuri salygojo fericianido redukcija susidarant ferocianidui. Keiciant glicerolio koncentracija
matavimo tirpale buvo gautos sugerties kitimo laike kreivés. IS kiekvienos kreivées tiesinés dalies
buvo apskaiCiuojamas pradinis reakcijos greitis (v). Gaunama pradinio reakcijos greiio

priklausomybé¢ nuo glicerolio koncentracijos (3.1 pav.).
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3.1 pav. Pradinio ADH katalizuojamos reakcijos greicio priklausomybé¢ nuo glicerolio koncentracijos.

Duomenys glodinti taikant Michaelis-Menten modelj. Standartiné paklaida 2 %

Eksperimentiniams duomenims pritaikius Michaelis-Menten modelj apskaiciuota, kad
alkoholio dehidrogenazés Kw gliceroliui ir maksimalus reakcijos greitis (Vmax) homogeninéje
terpéje atitinkamai yra 2,30 + 0,05 mM ir 0,88 + 0,02 uM - s”'. Zinant reakcija katalizuojancio
fermento koncentracija (192 nM) buvo apskaiciuota fermento kataliziné konstanta (kcar), kuri lygi
4,59+ 0,09 sl

3.2. Fermentinio elektrodo kompozicijos parinkimas glicerolio biojutikliui

Norint sukurti gerg glicerolio biojutiklj visy pirma reik¢jo jvertinti fermento elektrocheminj
aktyvumag naudojant grafito ir CNT nanostruktirizuoto pavirSiaus grafito elektrodus. Tinkamu
glicerolio biojutikliu pripazjstamas fermentinis elektrodas jeigu:

e Generuoja aukstas elektrokatalizinines sroves, kuriy prid¢jimas susijes su fermentiniu
procesu;

o Elektrokatalizinés sroveés pradedamos generuoti prie kuo Zemesnio potencialo;
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e Elektrodo ruosimo procediira yra paprasta, nereikalaujanti daug laiko bei yra lengvai

atkartojama.
3.2.1. Alkoholio dehidrogenazés elektrocheminis aktyvumas ant grafito elektrodo

Fermentinis elektrodas su imobilizuota ADH (C/ADH) naudotas fermento elektrocheminio
aktyvumo nustatymui. Darbiniame buferiniame tirpale, esant 10 mV - s™! potencialo skleidimo
greiciui, potencialo intervale nuo -0,1 iki 0,4 V vs SCE buvo atlikta CV analiz¢. Pademonstruota,
kad buferiniame tirpale be ADH oksiduojamo substrato elektrodas generuoja tolygiai kintancig
srove visame potencialo skleidimo intervale, kuri ties 0,4 V vs SCE potencialu pasiekia
maksimalig 0,264 mA - cm™ srove (3.2 pav.). | tirpalg pridéjus 50 mM glicerolio fermentinis ADH
elektrodas ties 0,08 V vs SCE potencialu pradéjo generuoti didéjancig anodine srove, kuri pasiekia
maksimumg ties 0,4 V vs SCE potencialu ir buvo lygi 0,312 mA - cm™. Toks, 0,048 mA - cm™

srovés padidéjimas stebimas dél ADH substrato (glicerolio) oksidacijos.

0.3

0.2
E
Q
- 041

0.0

— — 0 mM glicerolio
-0.1 —— 50 mM glicerolio
-0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 04
E, Vvs SCE

3.2 pav. C/ADH elektrodo CV: buf. tirpalas be glicerolio ir su 50 mM glicerolio

3.2.2. Alkoholio dehidrogenazés elektrocheminis aktyvumas ant TTF modifikuoto
grafito elektrodo

Fermentis C/TTF/ADH elektrodas naudotas elektrocheminio aktyvumo nustatymui. Atlikta
CV analiz¢ darbiniame buferiniame tirpale potencialg skleidziant nuo -0,1 iki 0,4 V vs SCE ir atgal
10 mV - st grei¢iu. Pademonstruota, kad kai tirpalo sudétyje néra fermento substrato elektrodas
generuoja sroves nuo -0,3 iki 0,16 mA - cm™ potencialo réZiuose nuo -0,1 iki 0,3 V vs SCE (3.3
pav.). Tirpalo sudétyje esant 50 mM glicerolio fermentinis elektrodas generuoja sroves nuo -0,2
iki 0,24 mA - cm?, kai potencialas kei¢iamas nuo -0,1 iki 0,3 V vs SCE. Palyginus CV matoma,
kad kreivés labai panaSios ir néra pastebimo anodinés srovés padidéjimo, kuris biity siejamas su

ADH katalizuojama glicerolio oksidacija.
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P - - — 0 mM glicerolio
—— 50 mM glicerolio
-0.3k L
-0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
E, Vvs SCE

3.3 pav. C/TTF/ADH elektrodo CV: buf. tirpalas be glicerolio ir su 50 mM glicerolio

3.2.3. Alkoholio dehidrogenazes elektrocheminis aktyvumas ant CNT

nanostruktiirizuoto grafito elektrodo

Fermentinis C/CNT/ADH elektrodas buvo analizuotas CV analizés metodu potencialg
skleidziant 10 mV - s7! grei¢iu nuo -0,1 iki 0,4 V vs SCE. Parodyta, kad kai terpéje néra glicerolio
elektrodas generuoja beveik nekintancig anoding srove nuo 0 iki 0,3 V vs SCE potencialo ir ties
0,4 V vs SCE potencialu pasiekia maksimalig 0,13 mA - cm™ srove (3.4 pav.). Tirpale su 50 mM
glicerolio elektrodas generavo nekintancig srove nuo 0 iki 0,08 V vs SCE potencialo. Nuo 0,08 V
vs SCE potencialo elektrodas generavo did¢jancig anoding srove ir ties 0,4 V vs SCE potencialu
pasieké maksimalig 0,18 mA -cm srove. Toks 0,05 mA - ¢cm™ anodinés srovés padidéjimas

stebimas, nes ADH katalizavo glicerolio oksidacija.
0.2p

01p

— — -—

= =— 0 mM glicerolio
—— 50 mM glicerolio

-0.2ha A 2 . .
-0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

E, Vvs SCE

3.4 pav. C/CNT/ADH elektrodo CV: buf. tirpalas be glicerolio ir su 50 mM glicerolio
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3.2.4. Alkoholio dehidrogenazés elektrocheminis aktyvumas ant CNT

nanostruktirizuoto ir TTF modifikuoto grafito elektrodo

Fermentinis C/CNT/TTF/ADH elektrodas taip pat analizuotas CV metodu potencialg
skleidziant 10 mV - s grei¢iu nuo -0,1 iki 0,4 V vs SCE. Pademonstruota, kad darbiniame
buferniame tirpale elektrodas nuo -0,04 iki 0,4 V vs SCE generuoja beveik nekintancig srove ir
ties 0,4 V vs SCE potencialu pasiekia maksimalig reikSme, lygig 0,16 mA - ¢cm? (3.5 pav.).
Pridéjus 50 mM glicerolio fermentinis elektrodas nuo 0 V vs SCE potencialo pradeda generuoti
anoding srove, kuri staigiai didéja iki 0,2 V vs SCE potencialo, o tada pamazu didéja ir pasiekia
maksimalig 0,44 mA - cm™ srove ties 0,4 V vs SCE potencialu. 0,28 mA - cm™ anodinés sroves
padidéjimas susijes su fermentiniu procesu, kurio metu ADH katalizuojant glicerolio oksidacja
vyko TTF redukcija. Redukuotos formos TTF oksiduojamas nanostruktirizuoto elektrodo

pavirsiuje.

—_—
— —
— —
— — — — — — — —

- — 0 mM glicerolio
— 50 mM glicerolio

-0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
E, Vvs SCE

3.5 pav. C/CNT/TTF/ADH elektrodo CV: buf. tirpalas be glicerolio ir su 50 mM glicerolio

3.3. Glicerolio biojutiklio parametry jvertinimas

[Sanalizavus visus keturis fermentinius elektrodus glicerolio biojutiklis kuriamas
C/CNT/TTF/ADH elektrodo pagrindu, nes tokios elektrodas atitiko keliamus kriterijus biojutikliui
kurti:

e Generuoja aukstas elektrokatalizines sroves (0,44 mA - c¢cm™ ties 0,4 V vs SCE
potencialu), kuriy didéjimas prasideda ties 0 V vs SCE potencialu;

e Pakankamai paprasta ir greita elektrodo ruo§imo metodika.
3.3.1. Kinetiniy (Imax ir Km) biojutiklio parametry nustatymas

Sukurtas glicerolio biojutiklis analizuotas CA metodu esant fiksuotam 50 mV vs SCE

potencialui. Pademonstruota, kad darbiniame buferiniame tirpale be glicerolio biojutiklis
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generuoja nekintan¢ig, 0,02 mA - cm?, srove (3.6 pav.). LaipsniSkai keiciant glicerolio
koncentracijg nuo 0 iki 23,4 mM stebimas srovés did¢jimas. Atlikus pirma, 0,19 mM, glicerolio
pridéjima stebimas srovés padidéjimas nuo 0,02 iki 0,04 mA - cm™. Esant didZiausiai, 23,4 mM,
glicerolio koncentracijai biojutiklis generavo 0,34 mA - cm™ srove. Eksperimentas atlieckamas

maziausiai tris kartus, kad biity galima apskaiciuoti paklaidas.
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3.6 pav. Glicerolio biojutiklio generuojamy srovy kitimas laike, didinant glicerolio koncentracijg

Gauti eksperimentiniai duomenys rodo, kad srovés pokytis priklauso nuo glicerolio
koncentracijos, nes ADH oksiduoja gliceroli redukuodama redokso mediatoriy, kuris
oksiduojamas nanostruktiirizuoto elektrodo pavirsiuje.

IS gauty eksperimentiniy duomeny gaunama glicerolio biojutiklio generuojamy sroviy
priklausomybé nuo glicerolio koncentracijos (3.7 pav.). Gauti duomenys glodinti Michaelis-
Menten modeliu ir nustatyta, kad biojutiklj sudaran¢ios ADH Kw gliceroliui yra 3,3 + 0,2 mM ir

gali sugeneruoti maksimalig, 0,37 + 0,01 mA - cm™ srove.
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3.7 pav. Glicerolio biojutiklio generuojamy sroviy pokycio priklausomybé nuo glicerolio koncentracijos.

Duomenys glodinti taikant Michaelis-Menten modelj
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3.3.2. Glicerolio biojutiklio jautrio priklausomybé nuo potencialo

Zinant biojutiklj sudaran¢io fermento Ky galima daryti prielaida, kad tiesiné glicerolio
biojutiklio atsako ] glicerolj dalis yra iki 1 mM, nes zinoma, jog dalyje, kurioje substrato
koncentracija yra daug mazesné uz fermento Kv ([S] << Kwm) atsakas yra tiesiogiai proporcingas.
Todél naudojant biojutiklj atlikta CA analize¢ keiciant glicerolio koncentracija nuo 0 iki 0,4 mM,
prie skirtingo potencialo. Prie kiekvieno i§ potencialy atlikta bent po tris matavimus tiesiskai
keiciant glicerolio koncentracija nuo 0 iki 0,4 mM, tam, kad buty galima jvertinti paklaidas. IS
eksperimentiniy duomeny apskaiciuotas biojutiklio jautris prie skirtingo potencialo ir gauta

biojutiklio jautrio priklausomybé nuo potencialo (3.8 pav.).

100 . ¢ ¢ . ¢ ¥

; ' *

Jautris, pA - mM' . cm™
8 S 3

N
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0 50 100 150 200
E, mV vs SCE

3.8 pav. Glicerolio biojutiklio jautrio priklausomyb¢ nuo potencialo

I8 grafiko matyti, kad maZiausias jautris yra ties 0 ir 200 mV vs SCE potencialu ir atitinkamai
lygus 92 £ 2 ir 98 + 4 pA - mM! - em. Keiciant darbinj potencialg nuo 25 iki 175 mV vs SCE
jautris svyruoja apie 103 =2 pA - mM! - cm™. Remiantis rezultatais buvo pasirinktas 50 mV vs
SCE darbinis potencialas, nes jis pakankamai Zemas, leidZiantis sumazinti nepageidaujamy
redokso reakcijy tikimybe, bei ties $io potencialu biojutiklio jautris didelis — 104 + 1 pA - mM! -

cm™.

3.3.3. pH itaka glicerolio biojutiklio aktyvumui

Glicerolio biojutikliui atlikta CA analizé skirtingos pH reikSmés buferiniuose tirpaluose
tiesiskai keiciant glicerolio koncentracija nuo 0 iki 0,4 mM prie fiksuoto 50 mV vs SCE potencialo.
Kiekvienos pH reik§més buferiniame tirpale atlikta po tris matavimus, kad biity galima jvertinti

paklaidas. IS eksperimentiniy duomeny gauta biojutiklio santykinio aktyvumo priklausomybé nuo
pH (3.9 pav.).
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3.9 pav. Glicerolio biojutiklio santykinio aktyvumo priklausomybé nuo pH. Duomenys
glodinti taikant ,,varpo* modelj

Gautieji duomenys glodinti taikant ,,varpo* model;. Laikyta, kad ADH katalizei reikalingos
dvi fermento aktyviajame centre esancios funkcinés grupés, kuriy protonizacija ar deprotonizacija
nulemia trijy formy ADH, visame pH intervale: protonizuota, dalinai protonizuotg ir
deprotonizuoty. Taip pat laikoma, kad tik dalinai protonizuota fermento forma yra kataliziskai
aktyvi. Pritaikius ,,varpo* modelj nustatyta, kad pirmosios funkcinés grupés pKai = 5,86 + 0,02, o
antrosios pKa = 8,55 + 0,02. I8 eksperimentiskai gauty tasky matyti, kad pH intervale nuo 6,6 iki
7,7 biojutiklis iSlaiko didesnj nei 80 % aktyvuma, todél sukurtas biojutiklis puikiai tinka glicerolio

koncentracijos nustatymui fiziologinémis saglygomis.
3.3.4. Glicerolio biojutiklio jautris ir detekcijos limitas

Naudojant sukurtg glicerolio biojutiklj buvo atlikta CA analize prie fiksuoto 50 mV vs SCE
potencialo darbiniame buferiniame tirpale esant 25°C temperatiirai. Matavimy metu nusistoveéjus
nulinei ramybés srovei didinama glicerolio koncentracija ir stebimas srovés pokytis. Vél
nusistovéjus ramybés srovei glicerolio koncentracija didinama, taip gaunant srovés kitimag laike
(3.10 pav.). Srovés padidéjimas susijes su ADH katalizuojama glicerolio oksidacija, kurios metu
vyko TTF redukcija. Redukuotos formos TTF oksiduojamas elektrodo pavirsiuje prie 50 mV vs
SCE potencialo. Biitent TTF oksidacijos elektrodo pavirSiuje metu sugeneruojamas stebimas

srovés padidéjimas, nes elektronai perduodami elektrodui.
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3.10 pav. Glicerolio biojutiklio srovés kitimas laike, didinant glicerolio koncentracijg

I§ eksperimentiniy srovés kitimo laike duomeny buvo gauta srovés pokycio priklausomybé
nuo glicerolio koncentracijos. (3.11 pav.).
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3.11 pav. Biojutiklio srovés pokyc€io priklausomybé nuo glicerolio koncentracijos. Duomenys
glodinti tieseés lygtimi

Gautieji eksperimentiniai taskai glodinti taikant tiesinj modelj. Tiesés lygties krypties

koeficientas yra sukurto biojutiklio jautris — 106 = 1 pA - mM™! - cm™?. I8 3.11 paveikslo matyti,

kad biojutiklio tiesiné atsako j glicerolj dalis yra iki 0,57 mM. Atvejais, kai gaunamas atsakas yra
tiesiogiai proporcingas substrato koncentracijai ir apraSomas tiesés lygtimi galima apskaiciuoti
detekcijos limita, kuris yra lygus trims nulinés srovés standartiniams nuokrypiams, padalintiems

1§ biojutiklio jautrio [64]. Remiantis §iuo metodu glicerolio biojutiklio detekcijos limitas yra 2 uM.
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3.3.5. Biojutiklio stabilumas

Sukurtas biojutiklis analizuotas CA metodu prie 50 mV vs SCE potencialo tiesiskai keiciant
glicerolio koncentracija nuo 0 iki 0,4 mM. Analiz¢ atlickama savaite, kai tarp matavimy biojutiklis
laikomas darbiniame buferiniame tirpale esant 4 °C temperatiirai. Matavimai atliekami bent po tris
kartus, kad biity galima jvertinti paklaidas. IS eksperimentiniy duomeny gaunama glicerolio

biojutiklio santykinio aktyvumo priklausomyb¢ nuo laiko (3.12 pav.).
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3.12 pav. Biojutiklio santykinio aktyvumo priklausomybé¢ nuo laiko

IS grafiko matyti, kad per pirmas tris dienas po biojutiklio sukonstravimo santykinis
aktyvumas maz¢ja tiesiSkai ir treCigja dieng iSlaiko 41 £ 4 % pradinio aktyvumo. Taciau
sekanciomis dienomis stebimas maZesnis santykinio aktyvumo kritimas ir septintaja dieng
glicerolio biojutiklis pasizymi 20 + 4 % pradinio aktyvumo.

3.4. Glicerolio biojutiklio panaudojimas

Sudarius kalibracing glicerolio biojutiklio ties¢ ir zinant biojutiklio jautri bei detekcijos
limitag buvo pagamintas glicerolio tirpalas, kurio koncentracija buvo pazyméta kaip nezinoma.
Naudojant sukurtg glicerolio biojutiklj buvo nustatin¢jama glicerolio koncentracija ,,neZinomos
glicerolio koncentracijos tirpale. Atlikti trys CA matavimai darbiniame buferiniame tirpale prie 50
mV vs SCE potencialo esant 25 °C temperattirai. Matavimo metu, nusistovéjus nulinei ramybés
srovei pridedama Zinomos koncentracijos glicerolio tirpalo, kad galutiné glicerolio koncentracija
darbiniame buferiniame tirpale biity 12,6 pM. Nusistovéjus ramybés srovei pridedama

,nezinomos* koncentracijos glicerolio tirpalo ir stebimas antras sroves padid¢jimas (3.13 pav.).
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3.13 pav. Biojutiklio generuojamos srovés kitimas laike nustatant glicerolio koncentracija

Glicerolio koncentracija ,,nezinomos‘ koncentracijos glicerolio tirpale apskai¢iuojama pagal
b

28 formule:

o = Jx —J12.6 um — b ) Vor +Vx + Viz e um J12,6 uMyauip ~ JOauin

gly — (28)

a Vx J12,6 um — Jo

Kur jo, jx ir ji2,6 um yra sroves tankis darbiniame buferiniame tirpale, pridéjus ,,neZinomos
koncentracijos ir 12,6 uM glicerolio. a ir b — jautris ir kalibracinés tiesés koeficientas, Vpr, Vx ir
Vi26 um — darbinio buferinio tirpalo, ,,nezinomos* glicerolio koncentracijos tirpalo ir Zinomos
koncentracijos glicerolio tirpalo tiiriai, atitinkamai. jo kalib 1t j12,6 yM katib yra nulinis ir pridéjus 12,6
uM glicerolio generuotos sroves tankis kalibracijos metu.

Remiantis 28 formule ir zinant, kad matavimai atlickami 20 ml darbiniame buferiniame
tirpale bei pridedama po 0,05 ml glicerolio tirpaly apskai¢iuota, kad ,,neZinomos* glicerolio
koncentracijos tirpale jo koncentracija yra 38 + 3 mM. Gaminant §j tirpalag buvo siekiama
pagaminti 40 mM glicerolio tirpala, todé¢l galima pasakyti, kad naudojant sukurta glicerolio
biojutiklj paklaidy ribose galima nustatyti glicerolio koncentracija tirpale.

Naudojant sukurtg glicerolio biojutikl] buvo bandoma nustatyti glicerolio koncentracija
kraujo plazmoje. CA analizés metu nusistovéjus ramybés srovei (17,2 pA - cm2) j 2,5 ml darbinio
buferinio tirpalo buvo pridéta 25,2 uM glicerolio ir stebétas sroveés padidéjimas. Nusistovejus
nekintanciai srovei (19,8 A - cm™) praéjus 240 s nuo matavimo pradzios buvo pridéta 0,5 ml
kraujo plazmos. Stebétas staigus srovés Suolis, kuris nusistovéjo pasiekus 65,9 pA - cm reikSme
(3.14 pav.). Staigus srovés padidéjimas (138,9 pA - cm2) iki nusistovéjusios ramybés sroves
tikétina susijgs su kraujo plazmos komponenty oksidacija elektrodo pavirSiuje. Tokiomis pat

salygomis atliktas kitas eksperimentas, tik jame buvo naudotas biojutiklis su neaktyviu fermentu.
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Pridéjus kraujo plazmos buvo gauta 25,9 uA - cm™ foniné srové, kuri susijusi su kraujo plazmoje

esanciy junginiy oksidacija.
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3.14 pav. Glicerolio biojutiklio generuojamos srovés kitimas laike matuojant

glicerolio koncentracijg kraujo plazmoje

Ivertinus foning kraujo plazmos srove ir pritaikius 28 lygt] apskaiciuota, kad glicerolio

koncentracija kraujyje yra apie 1,1 mM. Literattiroje nurodoma, kad suaugusio zmogaus kraujo

plazmoje laisvo glicerolio koncentracija svyruoja nuo 0,05 iki 0,6 mM, tod¢l galima daryti

prielaida, kad galbiit biojutiklj sudaranti ADH katalizavo ne tik glicerolio, bet ir kity kraujo

plazmos komponenty oksidacija [6].

48



Isvados

1.

3.

Atlikus fermentiniy C/ADH, C/TTF/ADH, C/CNT/ADH ir C/CNT/TTF/ADH elektrody
CV palyginamuosius tyrimus nustatyta, kad C/CNT/TTF/ADH elektrodas generuoja
didZiausig srove (0,44 mA - cm™ prie 0,4 V) esant 50 mM glicerolio koncentracijai, todél

glicerolio biojutiklis kuriamas $io elektrodo pagrindu.

Naudojant glicerolio biojutikli buvo nustatyta, kad biojutiklio prie 50 mV potencialo,
darbiniame buferiniame tirpale pH 7,5 esant 25 °C temperatirai tiesin¢je 0,0126 — 0,57
mM dalyje jautrumas yra 106 = 1 pA - mM! - cm? Sukurtas glicerolio biojutiklis
pasizymejo 2 pM detekcijos limitu. Taip pat pademonstruota, kad pH intervale nuo 6,6 iki
7,7 biojutiklis i8laiko didesnj nei 80 % aktyvuma, o po savaités biojutiklis iSlaiko 20 + 4 %

pradinio aktyvumo.

Naudojant glicerolio biojutiklj nustatyta, kad nezinomos koncentracijos glicerolio tirpale
glicerolio koncentracija yra 38 £ 3 mM. Taip pat nustatyta, kad kraujo plazmoje laisvo
glicerolio koncentracija yra 1,1 mM, kuri virSija literatiiroje nurodomg virSuting 0,6 mM

koncentracijos riba.
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Wiring Gold Nanoparticles and Redox Enzymes: A Self-
Sufficient Nanocatalyst for the Direct Oxidation of
Carbohydrates with Molecular Oxygen

Dalius Ratautas,*™® Eimantas Ramonas,” Liucija Marcinkevi¢iené,™ Rolandas Meskys,” and

Juozas Kulys® !

The development of artificial nanocatalysts, especially those in-
corporating the highly active biocatalysts (enzymes) present in
nature, is a rapidly developing field in nanocatalysis and nano-
materials science. Dehydrogenases are exceptionally attractive,
as they catalyze the oxidation of various cheap/common sub-
strates to more expensive and desired products. However,
their use in sustainable catalysis and/or their incorporation in
advanced nanomaterials with catalytic functions are limited
owing to one immense problem that can be formulated as a
question: how can the electrons received from the oxidized
substrate be removed? Here, a solution to this problem is
demonstrated: we designed a unique nanomaterial composed
of two redox enzymes (nonspecific glucose dehydrogenase
and oxygen-reducing laccase) and gold nanoparticles. Both en-
zymes were wired through the gold nanoparticles (10 nm) and
direct electrochemical “communication” was achieved, allow-
ing electron transfer from the redox center of glucose dehy-
drogenase to a copper center of laccase. As a result, self-suffi-
cient nanocatalysts were synthesized and shown to oxidize
various carbohydrates directly with molecular oxygen.

The recent development of nanoscience has presented oppor-
tunities to construct artificial nanocatalysts—nanoscale objects
usually incorporating various chemical and biological materi-
als—to enhance or create processes not possible in bulk solu-
tions." Various nanocatalysts prepared from metallic nanopar-
ticles, carbon nanotubes, and polymers together with proteins
as well as inorganic frameworks have been reported for cata-
lytic reactions.""? Some of the most attractive nanocatalysts
have been created with enzymes—natural and very effective
biocatalysts present in nature.”’) The synthesis of nanocatalysts
by using glucose oxidase,* laccase,® urease,” and lipase®
has been demonstrated. Nanocatalysts containing multiple en-
zymes have also been developed.**'” Moreover, redox en-
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zymes (e.g., glucose and alcohol dehydrogenases) are very at-
tractive for the construction of nanocatalysts, as some of them
catalyze the oxidation of abundant and inexpensive substrates
(e.g., glucose, lactose, and glycerol) to more expensive and de-
sired products (e.g., gluconic acid, lactobionic acid, and glycer-
ic acid).""'? However, dehydrogenases have a big flaw: it is dif-
ficult to remove the electrons received from the oxidized sub-
strate.” Usually expensive and/or toxic mediators as well as
complex chemical pathways are used to restore the enzyme to
the oxidized state,™® that is, an electrode system, electron-ac-
cepting enzyme, and mediator may be required."* Opportune-
ly, it has been demonstrated that some redox enzymes can op-
erate through direct electron transfer (DET),™ and this phe-
nomenon has been utilized in designing mediatorless biocath-
odes and bioanodes for biofuel cells and biosensors."®'” Vari-
ous enzymes such as laccase, "' cellobiose,” fructose, "
glucose,” alcohol and aldehyde™™?¥ dehydrogenases, and hy-
drogenase® have been demonstrated to operate through
DET. A very effective DET was reported between heme-contain-
ing dehydrogenases and nanostructures owing to fast electron
exchange between the heme of the enzyme and the nano-
structure.?>?% Utilizing the phenomenon of DET, Vincent et al.
made the first dual-enzymatic microsystem by directly wiring a
hydrogenase with a nitrate/fumarate reductase on conducting
graphite particles.”” Larazus et al. demonstrated the wiring of
two enzymes on conducting graphite platelets for the water—
gas-shift reaction.”® Later, we managed to wire two oxidore-
ductases on aggregated carbon nanotubes.”® However, the
creation of this type of system utilizing attractive oxygen-re-
ducing enzymes (e.g., laccases) with dehydrogenases to create
a nanocatalyst for the direct oxidation of various substrates
with molecular oxygen has never been achieved thus far. In
this paper, we report the construction of a stable and highly
active self-sufficient nanocatalyst composed of glucose dehy-
drogenase and laccase “wired” through gold nanoparticles
(Figure 1). The gold nanoparticles act as carriers for the
enzyme molecules as well as wires for the flow of electrons
from the active center of glucose dehydrogenase to the
copper center of laccase, resulting in a nanocatalyst capable of
oxidizing various carbohydrates directly with molecular
oxygen.

Thus, to create a self-sufficient nanocatalyst based on glu-
cose dehydrogenase and laccase [Nanocatalyst(s)], we used
the DET-capable laccase from Didymocrea sp. J6 (LAC) and the
glucose dehydrogenase from Ewangella americana (GDH) capa-
ble of oxidizing multiple sugars [e.g., glucose, turnover

© 2018 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Figure 1. Schematic representation of a self-sufficient glucose dehydrogen-
ase (GDH)/laccase (LAC)/gold nanoparticle-based nanocatalyst.
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Figure 2. Cyclic voltammetry curves of the Nanocatalysts immobilized on a
nanostructured gold electrode. The CV curves show the cathodic current in
aerobic medium (blue), current in the anaerobic medium (black), and anodic
current in the presence of 20 mm lactose (brown). Working buffer solution:
pH 5.5, potential scan rate: —5mVs™".

number (k) =(10.7+1)s7"; lactose, k,,=(8.4+1) s ']. We im-
mobilized both enzymes on gold nanoparticles (AuNPs) with a
diameter of 10 nm expecting that the enzymes would directly
transfer/receive electrons to/from the AuNPs and act as stabi-
lizing agents to prevent aggregation of the AuNPs in buffer so-
lution. At first, the synthesized Nanocatalysts were immobilized
on the surface of the nanostructured gold electrode, and cyclic
voltammetry (CV) analysis was performed to evaluate whether
both enzymes could directly exchange electrons through the
AuNPs with the electrode and demonstrate biocatalysis on the
basis of DET (Figure 2). CV was performed in air-saturated
buffer solution (pH 5.5); the cathodic current started to in-
crease at 0.5V [vs. saturated calomel electrode (SCE)] and
reached a maximum value of approximately 2 pA at 0.3-0.4 V.
Upon bubbling pure argon through the medium, a significant
decrease in the current was observed (Figure 2). Finally, the CV
curve was registered in the presence of 20 mm lactose. An in-
crease in the anodic current was observed starting at 0 V with
a maximum value of approximately 3 pA at 0.6 V. Control
measurements were performed by using AuNPs with one or
both enzymes replaced by bovine serum albumin (BSA) (see
Figures S1-S3 in the Supporting Information), and these ex-
periments demonstrated that replacement of either GDH or
LAC with BSA resulted in the absence of either the anodic or
cathodic current, whereas replacement of both enzymes with
BSA resulted in the absence of both processes. These measure-
ments proved that both enzymes comprising the Nanocatalyst
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Figure 3. a) Decrease in the oxygen concentration in an isolated cell cata-
lyzed by 12.5 nm Nanocatalysts with lactose (0, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10.0,
20.0 mm). b) Dependence of the initial oxygen-consumption rate [mm h™"]
by the Nanocatalysts on the concentration of lactose. Curve corresponds to
approximation of the experimental data by using the model [Eq. (2)]. Rela-
tive standard error of experimental data approximation is 5%.

were electrochemically active. The cathodic current was gener-
ated as a result of LAC-catalyzed oxygen reduction, whereas
the anodic current was caused by oxidation of lactose by GDH.

To demonstrate that the Nanocatalysts could directly oxidize
lactose and other carbohydrates with molecular oxygen, we
measured the consumption of oxygen in a cell isolated from
the atmosphere (Figure 3a and Figure S4). In the presence of
the Nanocatalysts and a carbohydrate, a decrease in the con-
centration of oxygen was observed, demonstrating direct oxi-
dation of sugar. Lactose was chosen as the most attractive car-
bohydrate owing to the high-value product and was used for
further experiments and determination of the biocatalytic pa-
rameters of the Nanocatalysts. It was demonstrated that an in-
crease in the lactose concentration resulted in an increase in
oxygen consumption (Figure 3). No oxygen consumption was
detected in the absence of lactose. A gradual increase in the
lactose concentration (0.1-2 mm) resulted in a nearly linear in-
crease in the oxygen-consumption rate. The highest oxygen-
consumption rate was observed once the concentration of lac-
tose reached 10 mm or higher. To ensure that the observed re-
actions were catalyzed by the Nanocatalysts, we performed
control experiments by utilizing free enzymes and AuNPs with
one of the enzymes replaced with BSA (Figure S5). The control
measurements demonstrated no oxygen consumption in the
presence of 10 mm lactose, thus supporting the evidence for a
functioning Nanocatalysts.

The Nanocatalysts-catalyzed process can be described as fol-
lows [Eq. (1)]:

2 lactose + O, — 2 lactobionicacid + 2 H,O (1)

The kinetics of the coupled process involving the LAC- and
GDH-catalyzed reactions could be approximated by Michaelis-

© 2018 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Menten equations for the individual reactions, and at station-
ary conditions the biocatalytic process rate (V) was derived
(see the rate equation in the Supporting Information) [Eq. (2)]:

VsV, [Lc][Ox]

V= Vel & [OX) L] + V. (K + [L))[OX]

(2)

in which [Lc] and [Ox] are the concentrations of lactose and
oxygen, Ky, and Ky, are the apparent Michaelis constants of
LAC and GDH in homogeneous solution at pH 5.5, and V, and
V; are the apparent maximum rates of LAC and GDH on the
AuNP surface (mm of oxygen and mm of lactose per hour, re-
spectively). The dependence of the initial reaction rate of the
Nanocatalysts on the concentration of lactose was fitted to
Equation (2), and V_ and V; were estimated as (5.5+0.1) and
(1.840.1) mmh™", respectively. The rate model in Equation (2)
showed very good agreement with the experimental results
(Figure 3b) and allowed evaluation of the efficiency of LAC
and GDH operation. From the modeled values of V, and V;
and the amount of adsorbed enzyme on the AuNPs, apparent
turnover number (k.,,) values of (3843)s™' for LAC and (6.7 &
1) s™' for GDH (expressed as electrons per second) were calcu-
lated. The determined k., values demonstrate the high activity
of GDH, as the k., value on the surface of the AuNPs was only
slightly lower than the k, value for free GDH [(8.4+1)s7'],
thus demonstrating fast electron transfer. However, the effi-
ciency of LAC was drastically reduced, and k., was significantly
lower than that for free LAC [(655420)s '], demonstrating
either slow electron transfer or inactivity of the majority of the
LAC molecules during the biocatalytic process. Nevertheless,
the k., value for LAC was high enough to ensure effective op-
eration of the Nanocatalyst. On average, ten molecules of GDH
and 17 molecules of LAC are adsorbed on the AuNPs to form a
single Nanocatalyst, thus giving an apparent maximum catalyt-
ic rate of (7449) s™' for the whole Nanocatalyst (expressed as
electrons per second).

Spectrophotometric analysis revealed the average diameter
of the bulk AuNPs to be (9.6+0.3) nm with absorbance of
plasmon resonance () at 519 nm (Figure S6). The diameter
of the Nanocatalyst was found to be approximately (13.1+
0.5)nm, and Ay, was shifted to longer wavelengths (4
528 nm). Additional measurements by using AuNPs conjugated
with LAC, GDH, and BSA demonstrated shifts to 4, =528, 536,
and 538 nm, respectively (Figure S6). The increase in A, after
adsorption of the enzymes indicates the formation of protein
corona, as demonstrated earlier®® We did not observe a
second A, band at longer wavelengths (>600 nm) typical for
aggregates of two or three gold nanoparticles;®" thus, it is
suggested that protein adsorption does not cause enzyme-in-
duced particle aggregation. To evaluate the morphology of the
Nanocatalyst, we performed atomic force microscopy (AFM)
measurements (Figure 4). AuNPs as well as the Nanocatalyst
were immobilized on polylysine-modified mica. The measure-
ments revealed spherical AuNPs with an average diameter of
9.8 nm (Figure 4a). The AFM images demonstrate that the
morphology of the Nanocatalyst is different from that of the
bulk AuNPs (Figure 4b). The particles are slightly larger (aver-
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Figure 4. AFM images of a) AuNPs and b) the Nanocatalysts.

age diameter of 12.0 nm) and do not have such a well-ordered
spherical shape. Most likely, the decrease in the size of the
nanocatalyst (relative to that of obtained from spectrophoto-
metric measurements) is a result of the sample-preparation
procedures. “Dry” samples were used for the AFM measure-
ments, and this resulted in a decrease in the size of the protein
corona. However, it is evident that the size and shape of the
particles are altered by the adsorbed enzymes. Moreover, the
AFM images demonstrate that the Nanocatalysts are com-
posed of single particles and also confirm that in the presence
of the enzymes the particles do not aggregate; this is also con-
firmed by transmission electron microscopy images (Figure S7).

To sum up, we successfully created nanocatalysts composed
of gold nanoparticles, glucose dehydrogenase, and laccase
that were shown to act in concert and oxidized various carbo-
hydrates directly with molecular oxygen. From a fundamental
viewpoint, this study demonstrated the possibility to wire oxi-
doreductases with gold nanoparticles to allow electron flow
from one active center to another. From a practical point of
view, it offered solutions for long-lasting problems related to
the difficulties of utilizing redox enzymes in biocatalytic pro-
cesses as a result of the necessity to use and regenerate ex-
pensive and/or toxic mediators; furthermore, this study dem-
onstrated the possible application of a catalyst with the capaci-
ty to effect direct electron transfer of redox enzymes at the
nanoscale level. Although in similar cases it has been demon-
strated that bulk gold nanoparticles can oxidize carbohydrates
(e.g. glucose) with molecular oxygen,®? a fast contamination
of the metallic surface and subsequent deactivation of the cat-
alyst make those systems difficult to use in realistic conditions.
Thus, this research may significantly advance the development
of new nanomaterials that combine redox enzymes with con-
ducting nanostructures. Many more redox enzymes could also
be “wired” by using a similar approach, and thus, novel nano-
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catalysts may be developed that are capable of catalyzing
other processes not possible in bulk solutions. It may even be
possible to create nanocatalysts incorporating multiple redox
enzymes that may catalyze parallel or consecutive reactions at
once, transferring electrons directly to the oxygen-reducing
enzyme. However, the creation of such a system is a difficult
yet very interesting and important task for the future.
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