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Isradimas panaudojamas biologiniy tirpaly analizei medicinoje, diagnostikos tikslams, mikrobiologinéje
pramonéje. Gaminant fermentinj elektoda, citochromas b, adsorbuojamas ant suodZiais PM-75 modifikuoto
stiklo anglies elektrodo pavirSiaus. Prie§ modifikacijg suodZiai oksiduojami azoto rlgstimi ir disperguojami
acetono suspensijoje, kurioje yra 2-5 % suodziy. lSradimas uztikrina stiklo anglies elektrodo modifikacijos
supaprastinima; gaunamo fermentinio elektrodo darbinio potencialo sumazinima, padidinantj jo selektyvuma;

jautrumo padidinima, leidZiantj naudoti smarkiai praskiestus biologinius tirpalus.
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ISradimo sritis yra biochemija. Konkreciai Sis iSradimas skirtas
fermentinio elektrodo sukirimo metodui, ir gali buti panaudotas enzimologijoje
mokslo-tiriamiesiems darbams, taip pat medicinoje ar mikrobiologinéje
pramonéje elektrocheminiam L-laktato nustatymui biologinése terpése, pvz.
kraujyje, kity terpiy diagnostikoje.

Zinomas elektrodo, skirto L-laktato nustatymui, sukirimo bidas,
panaudojant citochrom‘q bo / mmobunusosaHHbie (epmMmeHTbl T.2. cT. 169-
176 (1976) /. Naudojant §j blda, fermentas imobilizuojamas gelyje, kuriuo
padengiamas elektrodas, o | tiriamajj tirpalg jvedamas redoks mediatorius,
pernesantis elektronus nuo fermento aktyvaus centro j elektrbda. Sio bido
trikumas - tirpaus mediatoriaus poreikis. Paprastai mediatorine funkcijg atlieka
toksiniai chinono junginiai, pvz. benzochinonas. Todél tokiy elektrody negalima
panaudoti analizéms in vivo, taip pat mikrobiologiniuose reaktoriuose ir masinei
biologiniy terpiy analizei.

Zinomas fermentinis elektrodas sudarytas i§ stiklo anglies darbinio
pavir§iaus, padengto citochromu b; ir laktatdehidrogenaze, ir uzdengto dializine
membrana / TSRS a.l. Nr.1242803 /. Sio elektrodo trikumas - papildomo
fermento naudojimas. Be to laktatui nustatyti taip pat reikalingas tirpus
mediatorius. '

Zinomas fermentinio elektrodo L-laktatui nustatyti citochromo b,
pagrindu sukdrimo biidas - paremtas fermento adsorbcija ant srovei laidzios
matricos, sudarytos i§ organiniy katijony ( metilinty fenazino dariniy, akridino,
chinolino, piridino dariniy ) ir 7,7,8,8-tetraciano-p-chinodimetano anijon-radikalo
kompleksy /TSRS a. I. Nr. 894534 /. Sio elektrodo panaudojimas analizei
nereikalauja tirpaus mediatoriaus buvimo tiriamajame tirpale. Zinomo metodo
trtkumas - proceso sudétingumas, reikalaujantis papildomai sintezuoti
kompleksus ir jy komponentus, pvz., tetraciano-p-chinodimetano radikala.

ISradimo tikslas - proceso supaprastinimas.
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I$radimo esmé - elektrodo sukdrimas, adsorbuojant citochroma b, ant
modifikuoto stiklo anglies elektrodo pavirSiaus. Elektrodas modifikuojamas
suodziais PM-75, kurie naudojami kaip dazas spaustuvése arba uzpildas gumos
pramonéje. Prie$ modiﬁkacija suodziai oksiduojami azoto rugstimi ir ultragarsu
disperguojami  fluoroplastinio  lako  tirpale  acetone. Suspensijoje,
panaudojamoje modifikacijai, yra 2-5 % fluoroplastinio lako ir 12-20 % suodziy.

Fermentinio eléktrodo veikimo mechanizmas aiSkinamas redukuoto
citochromo b, elektrooksidacija modifikuoto elektrodo pavirSiuje. L-laktatas
redukuoja citochroma bo.

Cit. by (oks.) + L-laktatas — > Citbyeqyy + piruvatas.

Oksiduojant suodzius azoto rugstimi, jy pavirSiuje atsiranda elektroaktyvios
chinono grupés (Q), katalizuojancios citochromo b elektrooksidacijg:

oks.)

+
QH2_29_2H clektrodas ~ Q-

Pagal § i$radima suodziai PM-75 prie§ modifikacijg 5 paras laikomi
55 % azoto riigétyje kambario temperaturoje. Po to jie perplaunami vandeniu iki
neutralios reakcijos ( pH 7,0 ) ir idziovinami. Paruosty suodziy ir fluoroplastinio
lako tirpalo acetone misinys disperguojamas ultragarsu ( 44 kHz ) 0,5-1 val.
Stiklo anglies elektrodas pamerkiamas | gautg suodziy suspensijg 3-5 sek., po
to i§d¥iovinamas, perplaunamas distiliuotu vandeniu ir buferiniu tirpalu. Ant
suodiais modifikuoto elektrodo darbinés plokStumos uZpilama 10 mK
citochromo b, tirpalo. Darbiné plokStuma padengiama kaprono tinkleliu ir
dializine membrana, kurie po to pritvitinami guminiu Ziedu. Elektrodas
pamerkiamas j 0,1 M K-fosfat-citratinj buferinj tirpala ( pH 7,0), prijungiamas prie
poliarografo ( darbinis potencialas - -0,2V pagal Ag/AgCl ). | elektrodo gardele
jvedamas tiriamasis skystis, registruojama stacionarios oksidacinés sroves

priklausomybé nuo L-laktato koncentracijos.
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1Pavyzdys. L-laktato koncentracijos vandeniniame tirpale nustatymas

Elektrodas péruoéiamas pagal auksSCiau pateikta metodika.
Disperguojant suodzius ultragarsu imama suspensija acetone, turinti 2-5%
fluoroplastinio lako ir 12-20% suodziy. Nustatoma srovés prie -0,2V pagal

Ag/AgCl palyginamajj élektroda priklausomybé nuo L-laktato koncentracijos.

_ 1Lentelé
L- laktato koncentracija, mM | 0,1 |0,2 03 |05 0,8 1,0
Srové elektrodo, mkA 055|125 (1,803,413 (45 5,0

Pagal 1 lentelés duomenis, srové tiesiskai priklauso nuo L-laktato
koncentracijos iki 0,5 mM (Fig. 1).

Naudojant Siuo btdu pagaminta elektrods, L-laktatas
elektrooksiduojamas prie pakankamai zemo potencialo, todél askorbino ragstis
( elektroaktyvus biologiniy skys€iy komponentas ) signalui jtakos neturi. I3 fig. 1
matyti, kad elektrodas yra pakankamai jautrus ( 5,3 mkA/mM L-laktato ), tai
leid¥ia analizei naudoti labiau praskiestus biologinius tirpalus. Padidinus
suodziy arba lako koncentracijg vir§ nurodytos virsutines ribos, sulétéja
elektrocheminiai pavir$iniy suodziy grupiy virsmai. Sumazinus komponenty
koncentracija Zemiau Zemutinés nurodytos ribos, sumazéja elektrodo
stabilumas.

Pagal 1 pavyzdj nustatoma, kad askorbino rigsties elektrooksidacija
prasideda nuo potencialo - 0,1 V pagal Ag/AgC!, dél to jos buvimas netrukdo
L-laktato nustaty‘mui prie 0,2V.
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2 Pavyzdys. Elektrodo stabilumo tyrimas
Elektrodas paruo$iamas pagal aukS€iau pateikta metodikg. 12 pary
laikotarpyje periodiékai' matuojama elektros srové ( potencialas -0,2 V pagal

Ag/AgCl) laktato koncentracija — 0,1-0,3 mM. Duomenys pateikti 2 lenteléje.

2 Lentelé

Paros 1 2 3 4 5 8 | 10 (11 12

Santykiné srové, % {100 {100 | 100 {100 90 |70 |60 |55 |50

Matome, kad elektrodas i§laiko darbinguma ne maziau 12 pary. Jy metu
atlikta ne maziau kaip 40 matavimy. Elektrodo praplovimas ir matavimas

tesiamas ne daugiau kaip 4 min.

3 Pavyzdys. L-laktato koncentracijos biologiniuose tirpaluose

nustatymas

Elektrodas paruoiamas pagal auk$ciau pateikta metodika. L-laktato
koncentracija nustatoma kraujo plazmoje ir kultirinéje galvijy leukozés viruso
auginimo terpéje pagal 1 pavyzdj. LygiagreCiai L-laktato koncentracija
nustatoma spektrofotometriniu bidu pagal fericianido redukcija, 'katalizuojamq
citochromo b,. |vedant plazmos ar kultdrinio skysCio pavyzdZius |
elektrochemine ar spektrofotometring gardele, jie praskiedziami 10-40 karty.

Gauti duomenys pateikiami 3 lenteléje.
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3 Lentelé

Tiriamasis tirpalas ir nustatymo btdas

L-laktato koncentracija, mM

Kraujo plazma:
a) spektrofotometriskai

b) pagal iSradimg

0,125 0,18 043 0,53
0,10 0,16 0,39 0,485

Kultdrinis skystis:
a) spektrofotometriskai

b) pagal iSradimg

0,06 0,065 0,19 0.285
0,06 0,06 0,16 0,26

Kaip matome i$ 3 lentelés duomeny, L-laktato koncentracijos, nustatytos

spektrofotometrikai ir naudojant fermentinj elektroda, praktiSkai sutampa.

Nustatymo laikas - ne didesnis kaip 4 min. Taigi, gautas elektrodas gali bt

panaudotas L-laktato nustatymui biologinése terpese.

Kitas sillomo bldo pranasumas - stiklo anglies elektrodo modifikacijos

supaprastinimas.
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ISRADIMO APIBREZTIS

Fermentinio elektrodo, skirto L-laktatui nustatyti, suklrimo blidas naudojant
citochromo b, adsorbcijg laidininko sluoksnyje, be siskiriantis tuo, kad
elektrodg modifikuoja suodziais, oksiduotais azoto rigstyje, o suodzius prie$
elektrodo modifikacija disperguoja acetono suspensijoje, turinCioje 2-5%

fluoroplastinio lako ir 12-20°%, suodziy.
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