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(57) Referatas:

I§radimas apima fermentinj, gliukozés nustatymui skirta biosensoriy, jo sukdrima, biosensoriaus gamybai
skirty polimery parinkimg ir ju gavima. Gliukozés sensorius gali biti panaudotas medicinoje diagnostikos
tikslams, nustatant cukraus kiekj kraujyje, maisto kokybés kontroléje, nustatant gliukozés kiekj maisto
produktuose, mikrobiologinéje pramonéje, nustatant gliukozés kiekj mikrobiologinése terpése, arba
moksliniams tyrimams, nustatant gliukozés koncentracija jvairiuose biologiniuose skysciucse ir
mikrobiologinése terpése, taip pat gamybiniy procesy kontrolei.

l§radimas realizuojamas sensoriaus konstrukcija, susidedancia i anglinio elektrodo, fermento
dehidrogenazés ir elektrochemiskai aktyviy redoks polimery. Aprasomi polimerai yra originalios
elektrochemidkai aktyvios medziagos vienu metu atliekandios mediatoriaus, fermenta imobilizuojancios
struktiros ir difuzija kontroliuojangio sluoksnio sensoriaus pavir$iuje funkcijg. Jie gaunami veikiant atitinkamus
monomerus fermentu lakaze. Naudojant iSradime sidlomg sensoriy galima matuoti gliukozeés koncentracijg nuo
0,1 mmol/l iki 22 mmol/l, o deguonies koncentracijos pokyciai nedaro jtakos sensoriaus parodymams
gliukozés nustatymo metu.



LT 4605 B

|$radimas priskiriamas medziagy analizei fermenty pagalba, kurios metu
nustatomi elektrocheminiai parametrai. I$radimas apima fermentinj, gliukozes
nustatymui skirta biosensoriy, jo sukdrima, biosensoriaus gamybai skiftus
polimerus ir ju gavima. Gliukozes sensorius gali bati panaudotas medicinoje
diagnostikos tikslams (pvz., nustatant cukraus kiek| kraujuje), maisto kokybés
kontroleje (pvz., nustatant gliukozes kiekj maisto produktuose), mikrobiologinéje
pramongje (pvz., nustatant gliukozes kiek| mikrobiologinése terpése) arba
moksliniams  tyrimams, nustatant  gliukozes koncentracija  jvairiuose
biologiniuose skysciuose ir mikrobiologinése terpese, taip pat gamybiniy,
procesy kontroléje.

Gliukozes fermentinis nustatymo badas remiasi reakcija:

gliukozé + Ogy —E - gliukono ragstis + Oy

1

kurioje E (fermentas) yra katalizatorius, selektyviai atpaZzjstantis B-D-gliukoze ir
katalizuojantis  jos oksidacija, o oksidatoriaus redukuota forma  (Oreq)
registruojama kokiu nors badu: pvZ., elektrochemiskai arba
spektrofotometriskai. Tirpale $ios reakcijos atliekamos paprastai panaudojant
gliukozes oksidaze, arba B-nikotinamido adenino dinukleotida (NAD) turinCig
gliukozes dehidrogenaze ir tirpy vandenyje, daznai spalvota oksidatoriy.
Naudojant gliukozés oksidavima katalizuojant] fermenta imobilizuotame
bavyje, ir komponuojant katalitin| sluoksnj kartu su atitinkamu oksidatoriumi ant
elekirocheminiy davikliy pavirsiaus, gaunami fermentiniai elektrodai (sensoriai).
Elektrocheminiai biqse‘nsoriai, kuriy sudeétyje yra jvairios biologines
medziagos — sparciai besivystanti tyrimy sritis [J. Davis, D.H. Vaughan, M.F.
Cardosi Enzyme and Microbial Technology, 1995, 17, 1030-1035]. Siy
biosensoriy veikimo principai yra panasls, tacCiau biosensoriy konstrukcijos
pasizymi plalia jvairove. Si jvairové gali bati aigkinama remiantis kai kuriais
elektracheminiy sensoriu_. konstrukciniais elementais: tai sensoriné medZiaga -
fermentas, polimerai, kurie naudojami sensorinés medziagos imobilizavimui ant

elektrodo pavirSaus ir dirbtiniai mediatoriai, pernesantys elektronus tarp
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fermento ir elektrodo. Pastarieji yra reikalingi, nes tiesiogiai vykdyti elektrony
apykaita tarp fermento aktyvaus centro ir elektrodo pavirsSiaus blna labai
sunku. Dél aukdto NADH virvoltazio mediatoriai yra butini konstruojant
biosensorius, turindius nuo P-nikotinamido adenino dinukleotido (NADH)
kofaktoriaus priklausanéias dehidrogenazes [P. Leduc, D. Thevenot
Bioelectrochem. Bioenerg.,1974, 1, 96-107. J. Moiroux,P.J. Elving Anal. Chem.,
1979, 51, 346-350]. Kiti Zzinomi kofermentai, pavyzdZiui,
flavinadenindinukleotidas (FAD) ir pirolochinolinchinonas (PQQ) yra baltymo
globulés viduje, kas dar labiau apsunkina elektrony pernesimg [R. Wilson,
A.P.F. Turner Biosensor & Bioelectronics 1992,7,165-185 ]. Konstruojant
daugiakartinio naudojimo elektrocheminius biosensorius, ir biosensorius
naudojamus in vivo yra batina naudoti vandenyje netirpius mediatorius, arba
imobilizuoti juos ant elektrodo pavirsiaus. Patikimais mediatoriaus imobilizavimo
blidais galima laikyti jy kovalentinj prijungima prie polimero matricos arba prie
paties fermento.[ J. Davis, D.H. Vaughan, M.F. Cardosi Enzyme and Microbial
Technology, 1995, 17, 1030-1035 ] Teoriniu poZidriu kovalentinis mediatoriy
surisimas su polimerine matrica ir /arba fermentu bity tinkamas problemos
sprendimas, taliau praktiSkai mediatoriy priri§imas prie polimery ir Siems
tikslams tinkamy polimery sintezé yra sunkiai i§sprendziamas uzdavinys.

Patentingje literatroje yra plagiai aprasyti fermentiniy sensoriy
konstrukcijy su oksidazémis ir dehidrogenazémis variantai, skirti gliukozés
nustatymui jvairiuose biologiniuose skysciuose. Dazniausiai tai — sudétingos
membraninés sistemos, kuriy sudétyje esancios stambiamolekulines
medZiagos atlieka arba mediatoriy arba fermentg imobilizuojanéios medziagos
funkcija, pavyzdzZiui, apraéytos:paraiékose WO 90/12889, EP-A- 0194 578, EP-
A- 0206 471.

JAV patente 4, 545, 382 ir parai§koje EP-A- 0 078 636 aprasyti sensoriai
gliukozés nustatymui in vivo, panaudojant gliukozés oksidaze ir gliukozes
dehidrogenaze, sudaryti i§ metalinio arba anglies strypo, mediatoriaus
sluoksnio ir fermento (oksidazés arba dehidrogenazés), juos sulaikancio gelio

sluoksnio ir apsauginés, laidzios vandeniui ir gliukozei membranos.
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Konstrukcijoje aprasomos polimerinés medziagos, pavyzdZiui poliviologenai,
polivinilferocenas, atlieka mediatoriaus funkcija. Sio sensoriaus konstrukcija ir
jos suklrimas - sudétingi technologiniu poziuriu, nes reikia panaudoti keletq
skirtingas funkcijas atliekanciy polimery. Parai$koje EP-A-01770743 aprasytas
membraninis elektrodas, skirtas gliukozes nustatymui kraujyje ir kituose
biologiniuose skysCiuose, kuriame fermentas dalinai imobilizuojamas, arba
uznedamas ant pagrindo (risancios medziagos), kuriuo gali bati
stambiamolekulinés medziagos, impregnuotos elektrony mediatoriais. |Sradime
risandia medziaga naudojami poliacetilenai, polipirolai, poli-fenilsulfidai ir kiti
polimerai. Sensorius dengiamas dar viena, substratui pusiau laidZia, polimerine
membrana.

Zinomy elektrody  (sensoriy) kirime naudojamos  [vairios
stambiamolekulineés medziagos skirtingoms funkcijoms atlikti  salygojo
sudétingos  konstrukcijos  sensoriy,  gaunamy naudojant  sudetingas
technologijas, pateikima patentinéje literatatoje. Todél nesudétingy ir greitai
pagaminamy, sensoriy gavimas, kuriuose redoks polimeras vienu metu atlikty
mediatoriaus, fermenta imobilizuojan&ios medZiagos ir apsauginio sluoksnio
funkcija — aktualus, sudétingas ir iki &iol nei$sprestas uzdavinys.

Isradimo tikslas - elektrocheminio sensoriaus, skito gliukozés
nustatymui sukdrimas, kuriame redoks polimerai atlikty visas auksciau
paminétas funkcijas. Kitas Sio igradimo tikslas - elektroaktyviy redoks polimery,
tinkamy naudoti biosensoriaus konstrukcijoje gavimas.

ISradimas realizuojamas sensoriaus konstrukcija, susidedantia IS
anglinio elektrodo, fermento - dehidrogenazés ir elektroaktyviy redoks
polimery. Naudojant iéradimé siloma sensoriy galima matuoti gliukozes
koncentracijg nuo 0.1 mmol/l ki 22 mmol/l. Sie dydziai apima visg fiziologine
gliukozes koncentracijy —sritj. Gliukozés nustatymo metu nereikia pridéti
papildomy reagenty, o analizé atliekama jmerkus sensoriy | analizuojamajj

skystj arba uzlasinus laselj tiriamo skyséio ant darbinio elektrodo pavir§iaus.
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Sensorius yra gaunamas formuojant redoks polimero plevele ant anglinio
elektrodo pavirsiaus. Gliukozes sensoriaus konstravimas gali bati atliktas keliais
badais:

1) ant anglinio elektrodo pavirdiaus formuojant atskirus  sluoksnius,
susidedangius i$ fermento dehidrogenazes ir redoks savybes turincio polimero,
2) anglinis elektrodas dengiaras plévele, suformuota i§ fermento ir redoks
polimero,

3) fermento imobilizavimas atliekamas po anglinio elektrodo padengimo
polimerine plévele.

Sensoriaus konstrukcijoje naudojamos NADH, FAD kofaktorius turingios
dehidrogenazés, gautos S Sigma firmos. Pagal geriausia sensoriaus
konstrukcijos realizavimo variantg naudojama dehidrogenaze, turinti kofaktoriy
pirolochinolinchinong (PQQ), idskirta i8 Erwinios 34-1 ir apradyta Biochemijos
institute [Biotechnol Lett t 21, 187-192, 1999]. |éradime apraSomai PQQ
dehidrogenazei i§skirti kamienas Erwinios 34-1 kultivuojamas skystoje terpéje.
Terpé gali biti sudaryta i§ jprastiniy anglies altiniy tokiy kaip gliukoze,
glicerolis, manitolis, arabinoze, fruktoze, galaktozé, manoze, sacharoze,
ksilozé, trehaloze, melasa. Azoto $altiniu gali bati peptonas, mieliy ekstraktas,
mesos ekstraktas, kukuriizy ekstraktas, neorganiniai junginiai amonio druskoé,
neorganingés magnio druskos, fosfatai, gelezies sulfatas. PQQ priklausoma
dehidrogenaze, kurig buty galima panaudoti pramoniniuose gliukozes
oksidacijos procesuose, kuriant biosensorius, gaunama valant jprastiniais
fermenty grynininmo metodais | G. Jagow, H. Schagger A practical guide to
membrane protein purification. 1994, Academic press, New York].

Naujai i$skirta PQQ kofaktoriy turinti dehidrogenaze pasizymi siomis
charakteristikomis; optimalus pH 7.5 - 8.5; optimali temperatira nuo 20 iki 60
°C; stabili prie 40 °C. molekuling masé nustatyta natrio dodecilsulfato
poliakrilamidinés gel elektroforezés badu ir lygi 88 kDa, Michaelio konstantos D-
maltozei, L-arabinozei, D-gliukozei, 2-dezoksigliukozei atitinkamai lygios - 5.77,
2.46 0.185, 0.69 mmol/l. Fermento aktyvumo ir stabilumo priklausomybé nuo

pH ir temperatdrinis stabilumas duoti Fig. 1-4. Sios dehidrogenazes katalitinés
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savybés nepriklauso nuo deguonies koncentracijos tiriamajame skystyje, dél to
deguonies koncentracijos pokyciai neturi jtakos sensoriaus parodymams.

Sensoriaus konstrukcijoje redoks polimerais naudojami elektroaktyvis
polifenolio  dariniai, pavyzdziui, poli-3,4-dihidroksibenzaldehidas,  poli-
hidrochinonas, taip pat polimeriniai, feroceno grupe turintys dariniai, pavyzdziui,
poli-feroceniloksietilenas. Sios medzZiagos vienu metu realizuoja elektrony
mediatoriaus, fermenta imobilizuojancios struktdros ir diflizijg kontroliuojancio
sluoksnio funkcijas. ApraSomy polimery elektrocheminis aktyvumas,
apsprendziantis jy mediatorines savybes, jrodytas ciklinés voltamperometrijos
pagalba. I8 ciklinés voltamperogramos duomeny, (zitréti Fig. 7,13,16) seka,
kad polimerai pasizymi griztamais oksidacijos - redukcijos virsmais. Fermento
imobilizavimas vyksta mechaniskai juos jterpiant | polimerinj sluoksnj, arba
sudarant ant elektrodo atskirg polimerinj sluoksnj, kuris sulaiko fermento
globules ant elektrodo pavirSiaus. Sensoriaus konstrukcijoje naudojama
polimeriné plévelé leidzia gliukozei difunduoti prie imobilizuoto fermento ir jvykti
katalitinei reakcijai, ir tuo paciu metu, riboja gliukozés difuzijg prie fermento. Sie
pozymiai iSpleCia biosensoriaus signalo priklausomybés nuo gliukozés
koncentracijos tiesin| diapazong. Difuzijg kontroliuojangio sluoksnio efektas
parodytas Fig. 20.

ISradime apraSomy  polichinoniniy polimery sintezé atliekama
chemofermentinés arba organinés sintezés metodais.

Zinoma, kad fermentas lakaze oksiduoja ir polimerizuoja daugybe fenoliy
ir aromatiniy aminy [R. B Brown. Oxidative coupling of phenols. New York,
1967, 167]. Daugeliu atveju susidaro elektrochemiskai aktyvids chinonai, o taip
pat chinonines grupuotes turintys oligomerai bei polimerai. Taigi, galima tikétis,
kad IS kai kuriy lakazés substraty jmanoma susintetinti redoks oligomerus ir
polimerus, tinkancius biosensoriams. Siame iéradime pateikiamas polimery,
parinkty $io sensoriaus realizavimui, gavimo bldas, kai fenolines grupes
turinius monomerus veikiant lakaze gaunami elektrochemiskai aktyvGs,
mediatoriaus ir difuzijg ribojangio sluoksnio funkcijas atliekantys polimerai. Sias

savybes turintys redoks polimerai su feroceno grupe gali bGti gaunami ir
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organinés sintezés metodais, prijungiant elektrochemiskai aktyvius
komponentus prie oligomery, pavyzdziui, poli-feroceniloksietilenas gaunamas,
laisvy radikaly metodu prijungiant ferocenilmetantiola prie etilenglikolio
vinilglicidilo diesterio oligomero 75 °C temperatiroje, esant azobisizosviesto

ragsties dinitrilui.[J1. Borycnasckun n ap; [Joknagbt PAH, 1996, Ne 12].

ISradimas yra iliustruojamas grafikais ir pateiktais eksperimentiniais

pavyzdziais.

Fig. 1 PQQ priklausomos gliukozés dehidrogenazes aktyvumo priklausomybé

nuo buferio prigimties ir pH.

Fig. 2 PQQ priklausomos gliukozés dehidrogenazés aktyvumo priklausomybeé

nuo pH.
Fig. 3 PQQ priklausomos gliukozés dehidrogenazés temperatrinis stabilumas.

Fig. 4 PQQ priklausomos gliukozes dehidrogenazés aktyvumo priklausomybé

nuo temperatiiros.

Fig. 5. Poli-dihidroksibenzaldehido sotaus tirpalo BMR H (90 MHz) spektras

metanolyje.

Fig. 6. (A) Poli -3 4-dihidroksibenzaldehido, susintetinto lakazés pagalba IR
spektras KBr tabletéje. (B) IR-épektras poli - benzochinono, susintetinto lakazés

pagalba.

Fig. 7. A - Anglinio elektrodo, modifikuoto poli-DBA, cikliné voltamperiné kreive
0.05 mol/l fosfatiniame buferyje su 0.1 mol/l KCI, pH 6.7. Skleidimo greitis 10
mV/s. B - Anglinio elektrodo, modifikuoto poli-DBA, pusiausvyrinio potencialo

priklausomybé nuo pH.
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Fig. 8. Anglinio elektrodo, modifikuoto poli-DBA, anodinés sroves
priklausomybé nuo NADH koncentracijos. 1, 2 - dvi to paties elektrodo

kalibracines kreivés.
Fig. 9. Poli-hidrochinono sintezés schema.

Fig. 10. Pakitimai UV ir matomos srities arbutino spektre (100 umol/l)
oksiduojant jj lakaze (25 ng/ml). Spektrai uZrasyti be lakazés (1) ir pridejus
lakaze kas 8 min (2 - 6), po 2, 4 ir 24 valandy (atitinkamai 7 - 9).

Fig. 11. Poli-hidrochinono, gauto hidrolizuojant poliarbuting (A) ir hidrochinono
(B) IR spektrai KBr tabletése.

Fig. 12. Hidrochinono (1) ir poli-hidrochinono, gauto hidrolizuojant susintetintg

poliarbuting (2) UV ir matomos srities spektrai, uzrasyti metanolyje (10 mg/l).

Fig. 13. Anglinio elektrodo, modifikuoto poli-hidrochiononu, cikliné voltamperiné
kreivé (1). 2 - To paties elektrodo CV kreivé, pridejus 12 mmol/l NADH.
Skleidimo gretis 10 mV/s, terpé - fosfatinis buferis, pH 7.0.

Fig. 14. Anglinio elektrodo, modifikuoto poli-hidrochiononu, pusiausvyrinio

potencialo priklausomybé nuo pH.

Fig. 15. Anglinio elektrodo, modifikuoto poli-hidrochiononu, atsakas | NADH
0.05 mol/ fosfatiniame buferyje su 0.1 mol/l KCI, pH 7.0, potenciostatinése

salygose,
E =200 mV, Ag/AgCl atzvilgiu.
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Fig. 16. Anglinio elektrodo, padengto poli-Fc sluoksniiu i§ 12 mg/ml tirpalo
cikloheksanone cikliné voltamperiné kreive. Matavimai atlikti 0.05 mol/l
fosfatiniame buferyje su 0.1 mol/l KCI, pH 7.0. Skleidimo greitis 10 mV/s.

Fig. 17. Anglinio elektrodo, modifikuoto poli-DBA ir PQQ-GDH, atsakas |
gliukoze. Elektrodo potencialas 300 mV Ag/AgCl elektrodo atzvilgiu. 0.05 mol/l
Glicininis buferis, pH 7.0 su 0.1 mol/l KCI. 1 ir 2 - dvi nuoseklios kalibracines

kreives su tuo paciu elektrodu.

Fig. 18. Anglinio elektrodo, modifikuoto poli-hidrochiononu, atsakas j gliukoze.
Matuota 0.05 mol/l fosfatiniame buferyje, pH 7.0, potenxiostatinese salygose,
E=550 mV, Ag/AgCI atzvilgiu.

Fig. 19. Anglinio elektrodo, padengto poli-Fc sluoksniu atsakas | gliukoze.
Matavimai atlikti 0.05 mol/l fosfatiniame buferyje su 0.1 mol/l KCI, pH 7.0, esant
tirpale 1.5 vnt. PQQ-GDH. Elektrodo potencialas 550 mV.

A - sluoksnis suformuotas i§ koncentruoto (120 mg/ml) poli-Fc tirpalo
cikloheksanone;

B - polimerinis sluoksnis suformuotas i§ praskiesto (24 mg/ml) poli-Fc tirpalo

cikloheksanone.

Fig. 20. Angliniy elektrody, kuriy paviréius padengtas poli-Fc ir adsorbuota
PQQ-GDH (0.06 vnt.) kalibracinés kreivés.
1 - elektrodas, padengtas plévele i$ koncentruoto polimero tirpalo (120 mg/ml)

cikloheksanone;
2 - elektrodas, ant kurio suformuota plévele i§ praskiesto poli-Fc tirpalo (60

mg/ml).
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Eksperimentiné dalis

1 Pavyzdys. Poli - 3,4-dihidroksibenzaldehido (poli-DBA) gavimas lakazés

pagalba ir produkto charakteristika

CHO
{ : ! 1n
\(\OH
HO
Poli - 3,4-dihidroksibenzaldehidas gaunamas i§ pirktinio reagento  3,4-

dihidroksibenzaldehido (firmos “Sigma” produktas), veikiant jo vandeninj tirpalg
lakaze. 690 mg substrato ir 1 mg lakazés vandeninis tirpalas buvo maiSomas
24 valandas atvirame inde. Tamsiai rudas reakcijos miSinys paskleidZziamas ant
1 m? celuloido plévelés ir toliau i$ léto dziovinamas ore. 18dzidves, netirpus
vandenyje produktas buvo naudojamas tyrimuose.
Poli-3,4-dihidroksibenzaldehido spektrinés charakteristikos duotos Fig. 5 ir Fig.
6.

IStirpinto metanolyje poli-DBA BMR 1H spektre (Fig. 5) stebimi signalai
aromatiniy ir/arba dvigubos jungties protony srityje (7.24 , 6.84 m.d.) ir signalas
alifatiniy protony srityje (3.48 m.d.). '

Polimero, istirpinto D - dimetilsulfokside, c” BMR spektre signalas su cheminiu
postumiu apie 138.2 ir 126 m.d., priskirtas aromatinei grupei, ir signalas su
cheminiu poslinkiu 67.55 m.d., priskirtas alifatinei grupei.

Poli-DBA IR spektras KBr tabieteje pateiktas Fig. 6, kreivéje A. Pikas spektre
ties 1200 cm™" atitinka fenolinés hidroksilo grupeés absorbcijos juosta.
Poli-3,4-dihidroksibenzaldehido  elektrocheminés savybes tirtos ciklinés
voltamperometrijos bddu. IS ciklinés voltamperogramos duomenu, pateikty Fig.
7 A, seka, kad polimeras pasizymi griztamu oksidacijos - redukcijos virsmui,
kurio pusiausvyrinis potencialas prie pH 7.0 yra 185 mV. Pusiausvyrinio

potencialo priklausomybeé nuo pH parodyta Fig. 7 B. Tiesés nuolinkio kampas (-
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91 mV/pH) rodo, kad elektrodiniame procese dalyvauja 2 protonai ir 2
elektronai.

Ant anglinio elektrodo buvo suformuotas poli - DBA sluoksnis, i§garinant 3 pl
sotaus etanolinio polimero tirpalo. Anglinis elektrodas su poli - DBA sluoksniu,
poliarizuotas 200 mV Ag/AgCl palyginamojo elektrodo atvilgiu, atsako i
nedideles reduktoriaus - nikotinamidadenindinukleotido (NADH) koncentracijas.
Anodinés srovés padidéjimas registruojamas savirascio pagalba. Kalibracinis
grafikas parodytas Fig. 8, kreivéje 1. Tiesine grafiko dalis siekia 1.5 mM NADH.
Polimerinis oksidatorius stabiliai i$silaiko ant elektrodo pavirSiaus ir redoks
savybes neprarandamos plaunant elektroda ir vartojant ji pakartotinai. 15 Fig. 8,
2 kreivés matyti, kad antrg kartg matuojant NADH koncentracijg tuo padiu
elektrodu, signalai yra panasas, kaip ir pirmos kreives. Tai rodo, kad redoks
polimeras ant elektrodo pavirsiaus oksiduoja esantj tirpale biologinj reduktoriy -

NADH, ir gali perduoti elektronus elektrodui.

2 Pavyzdys. Poli-hidrochinono sintezé ir charakteristika

MedzZiagos sinteze atlikta pagal modifikuota metodikg [J.S. Dordick et al., J.
Am. Chem. Soc. 1995, 117, 12885-12886] i3 pirktinio arbutino (“Sigma”, JAV).
Sintezé vykdoma dviem stadijbm: pirma, polimerizuojant arbuting fosfatiniame
buferyje pH 5.25, (lakazé yra $io proceso katalizatorius) ir, hidrolizuojant gautg
poliarbuting ragstineje terpéje. Reakcijy schema pateikta Fig. 9. Gautas
produktas - netirpios vandenyje rudos spalvos nuosédos plaunamas ant filtrinio
popieriaus destiliuotu vandeniu.

Fig. 10 iliustruoja 0.1 mM arbutino tirpalo spektro pakitimus lakazes

katalizuojamos oksidacijos metu. Matyti, kad procesas lydimas UV absorbcijos
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intensyvéjimu, po 24 h prakti$kai baigiasi. Poliarbutinas yra tirpus vandenyje,
rudos spalvos, sugeriantis $viesa ties 400 nm banga.

Gauto galutinio produkto poli-hidrochinono IR spektras (KBr tablete) pateiktas
Fig. 6, kreiveje B ir Fig. 11, A. Polimero spektre stebimos panasaus daznio
juostos kaip ir monomero spektre, kuris parodytas Fig. 11, B.

Monomero (hidrochinono) ir polimero UV bei matomos srities spektrai sugretinti
Fig. 12. UV srityje stebima juosta polimero atveju (kreive 2) yra pasislinkusi j
ilgujy bangy puse, kas yra badinga polimerams.

Polimero elektrocheminés savybes tirtos vandeniniuose buferiniuose tirpaluose,
analizuojant modifikuoty polimero  sluoksniy angliniy elektrody ciklines
voltamperometrines kreives. Tipiné tokia kreive fosfatiniame buferyje parodyta
Fig. 13. Matyti, kad polimeriné medziaga pasizymi griztamu oksidacijos -
redukcijos virsmu (kreive 1), kurio pusiausvyrinis potencialas prie pH 7.0 yra 57
mV. Pusiausvyrinio potencialo priklausomybe nuo pH yra tiesé, kuri parodyta
Fig. 14. Tiesés nuolinkio kampas (-56 mV/pH) rodo, kad elektrodiniame
procese dalyvauja 2 protonai ir 2 elektronai.

Poli-hidrochinono gebgjimas oksiduoti redukuotg nikotinamidadenindinukleotida
(NADH) atspindetas anodinés srovés padidéjimu pridéjus 12 mM NADH (Fig.
14, kreivé 2). Potenciostatinése salygose esant potencialui 200 mV,
modifikuoto poli-hidrochinonu anglinio elektrodo atsakas | NADH yra tiesinis iki
5 mM NADH (Fig. 15).

3 Pavyzdys. Poli-feroceniloksietileno (poli-Fc) sintezé ir polimero

charakteristika

Medziagos sintezé atlikta pagal metodika [J1 Borycnasckuit u ap; Adoknaawl
PAH, 1996, Ne 12] , prijungiant ferocenilmetantiolg prie etilenglikolio
vinilglicidilo diesterio 75 °C temperattroje, esant azobisizosviesto ragsties
dinitrilui. ,

Poli-Fc spektrinés charakteristikos, jrodangios medziagos struktira, sutampa su

literatlroje nurodytomis charakteristikomis.
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Medziagos IR spektrai KBr tabletése rodé juostas, charakteringas feroceno
Ziedui (dvigubas pikas 480 ir 500 cm™) srityje. Viniloksigrupeéi charakteringos
juostos (1605, 1625 cm™) sintezes eigoje iSnykdavo.

Struktdriné oligomero forrnulé:

~fct—cu—od,

(CH;— 0 —CH,);— CH,

I CH-S

Fe

0

Poli - feroceniloksietileno (poli-Fc) elektrocheminés savybeés tirtos tiesiog ant
anglinio elektrodo pavir§iaus iSgarinant 2 pl cikloheksanoninio polimero tirpalo.
Poli-Fc cikline voltamperiné kreive parodyta Fig. 16. Stebimas griztamas
vienelektroninis  oksidacijos-redukcijos  procesas,  kurio pusiausvyrinis
potencialas yra apie 450 mV Ag/AgCl palyginamojo elektrodo atzvilgiu.

Fermentiniy elektrody, pagaminty panaudojant aukséiau apradytus polimerus

veikimas apra$ytas Siuose pavyzdziuose.
4 Pavyzdys. Gliukozés sensorius su poli-DBA ir PQQ-GDH.

Ant anglinio elektrodo pavir§iaus sorbuojamas sluoksnis i§ 0.05 vnt. fermento
PQQ-gliukozés dehidrogenazes ir isgarinama 3 pl sotaus etanolinio poli-DBA
tirpalo.

Toks elektrodas potenciostatinése salygose (300 mV) atsako | gliukozés
pridéjima | buferinj tirpalg (Fig. 17.). Sensoriaus jautrumas yra apie 0.2 pA/mM.
Jautrumas nepakito, atliekant matavimus antra kartg su tuo paliu elektrodu
(kreive 2), tai rodo, kad fermento ir redoks polimero savybés nepakito, ir

imobilizavimas jvyko efektyviai.
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5 Pavyzdys. Gliukozés elektrodo su PQQ-GDH ir polihidrochinonu
gamyba.

Fermentinis elektrodas gaminamas formuojant ant anglies elektrodo du
sluoksnius: adsorbuoto fermento sluoksnj i 0.06 vnt fermento PQQ-gliukozés
dehidrogenazes ir polimero plévele. Plévelé susidaro idgarinus ant elektrodo
pavirSiaus 2 pl polimero tirpalo dimetilsulfokside.

Gliukozés matavimai atliekami 0.4 ml tdrio gardeléje su 0.05 M fosfatiniu
buferiniu tirpalu, kurio pH 7.0, poliarizuojant paruosta elektroda 550 mV
Ag/AgCl palyginamojo elektrodo at?vilgiu. Pridedant | tirpalg gliukozes,
registruojami anodinés srovés pokygiai. Rezultatai, atspindintys signalo
priklausomybe nuo gliukozés koncentracijos, parodyti Fig. 18. Elektrodo

jautrumas - 0.08 yA/mM gliukozés.
6 Pavyzdys. Gliukozés elektrodo su poli - Fc gamyba

Ant anglinio elektrodo pavirSiaus suformuota polimering pléevelé i$dZiovinant 3
ul poli-Fc tirpalo cikloheksanone. Elektrodas su polimeriniu sluoksniu
merkiamas | 0.2 ml tdrio gardele su 1.5 vnt. PQQ-gliukozés dehidrogenazés
buferiniame tirpale (pH=6) ir nustatoma foniné elektrodo srové, poliarizuojant jj
550 mV Ag/AgCl palyginamojo elektrodo atzvilgiu. | gardele jneSama po 2 pl 0.1
M gliukozés tirpalo ir registruojami anodinés sroves pokyciai. Gliukozés
matavimai, naudojant poli-Fc padengtq elektroda, kai poliferoceninis sluoksnis
tarnauja sistemos oksidatoriumi, o fermentas yra tirpale, iliustruojamas Fig. 19.
Elektrodo, kurio pavirSiuje suformuota plévelé i§ 120 mg/ml poli-Fc tirpalo,
jautrumas gliukozei buvo 0.04 pA/mmol-l ir kalibracinio grafiko tiesiné dalis
sieke iki 8 mmol/l (Fig. 21, A kreive). Elektrodo, kurio pavirSiuje suformuota
pleveleé i 24 mg/ml poliFc tirpalo, jautrumas buvo 0.25 pA/mmol-l, o kalibracinio
grafiko tiesiSkumas sieké 6 mmol/l (Fig. 19, B kreive). |§ gauty rezultaty matyti,

kad esant 5 kartus mazesniam polimero kiekiui, elektrodo jautrumas gliukozei
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yra 6 kartus didesnis, taciau toks Biosensorius turi trumpesne kalibracinio
grafiko tiesine dalj.

7 Pavyzdys. Gliukozés sensoriaus su poli-Fc ir PQQ GDH gamyba.

Polimero pagalba ant elektrodo pavir§iaus imobilizavome fermentg. Tam
konstravome dviejy sluoksniy fermentinj elektroda. Vidiniame sluoksnyje buvo
fermentas PQQ-GDH (0.06 vnt), adsorbuotas ant anglinio elektrodo pavirSiaus.
ISorin] sluoksn| sudaré polimeriné plévelé i$ 2 ul poli-Fc tirpalo cikloheksanone.
Tokia konstrukcija turi kelis privalumus. Pirma, polimeriné plévele blidama
mazai tirpi vandenyje, apsaugo fermenta nuo i$siplovimo j tirpalg. Antra, plévelé
sukelia difizinius apsunkinimus gliukozés patekimui i$ tirpalo | fermentin]
sluoksnj, dél ko pailgéja kalibracinio grafiko tiesiné dalis.

| paruostg 0.4 ml tdrio gardele jvedama 0.008 m! 0.1 mol/! gliukozes tirpalo ir
iSmaiSoma. Galutine gliukozés koncentracija gardeléje 2 mmol/l. Matavimai
atliekami gardeléje su 0.05 M fosfatiniu buferiniu tirpalu, kurio pH 7.0,
poliarizuojant paruostg elektrodg 550 mV Ag/AgCl palyginamojo elektrodo
atzvilgiu Registruojami anodinés srovés pokyciai Sesis kartus i$ eilés, merkiant
fermentinj elektrodg | tg patj 2 mmol/l gliukozés tirpala ir po kiekvieno matavimo
elektroda nuplaunant destiliuotu vandeniu. Fermento sluoksnio stabilumg ir
katalitinio aktyvumo i8likima, panaudojus elektrodg kelis kartus, iliustruoja $ie
rezultatai. Uzregistruoti signalai sudare : 0.16; 0.25; 0.15; 0.15 0.14 ir 0.24 pA.
Reik8miy vidurkis x = 0.18 pA,. Variacijos koeficientas CV = 11.6% rodo, kad
gautos reikSmés yra eksperimento paklaidos ribose.

Elektrodo, kurio pavirSius modifikuotas dviem sluoksniais - PQQ-GDH ir poliFc
plévele, jautrumas gliukozei pateiktas Fig. 20.

IS 1 kreivés matyti, kad esant polimerinei plévelei suformuotai, i§ 120 mg/ml
poliFc tirpalo, elekrodo jautrumas buvo 62 nA mmol ™' I, o kai polimerine plévelé
gauta i$ dvigubai mazesnio poli-Fc kiekio (Fig. 20, 2 kreivé), tai elektrodo
jautrumas gliukozei buvo didesnis ir sieké apie 98 nA/mmol . Tai leidZia manyti,

kad esant mazesniam polimero kiekiui susidaro plonesnis sluoksnis, kuriame
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feroceno darinys turi didesnj judruma ir gali efektyviau saveikauti su aktyviu
fermento centru. Taip pat gauti rezultatai patvirtina, kad polimeriné plévele
apsunkina gliukozes difuzijg katalitiniame sluoksnyje, nes kalibracinio grafiko

tiesiné dalis pailgéja iki 24 mmol/l.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Biosensorius (fermentinis elektrodas), skirtas gliukozés nustatymui
biologiniuose skysciuose, be siskiriantis tuo, kad susideda i§ anglinio
elektrodo, fermento dehidrogenazes ir polimerinés plévelés, kuri vienu metu
atlieka mediatoriaus, fermenta imobilizuojandios struktiros ir difizijg
kontroliuojancio sluoksnio funkcijg.

2. Biosensorius pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad fermentu
dehidrogenaze yra  B-nikotinamido  adenino  dinukleotido  (NADH),
flavinadenindinukleotido (FAD) arba pirolochinolinchinono (PQQ) kofaktorius
turinéios dehidrogenazés.

3. Biosensorius, kuriame fermentu dehidrogenaze yra pirolochinolinchinono
(PQQ) kofaktoriy turinti dehidrogenazeé pagal 2 punktg, besiskiriantis
tuo, kad pirolochinolinchinono (PQQ) kofaktoriy turinCig dehidrogenaze isskiria
i$ mikroorganizmo kamieno Erwinia sp 34-1.

4. Biosensorius pagal 1 punkta, be siskiriantis tuo, kad jo sudétyje
esanti polimeriné plévelé yra polichinoninés struktros redoks polimerai.

5. Biosensorius pagal 1 ir 4 punktus, be siskiriantistuo, kad jo sudétyje
esancius polichinoniniy struktdry redoks polimerus gauna chinonines struktdros
monomerus polimerizuojant fermento lakazés pagalba.

6. Biosensorius pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad jo sudetyje
esanti polimeriné plévelé yra feroceno grupe turintys dariniai.

7. Biosensoriaus pagal 1 punkta gavimo bilidas dengiant fermentg ir redoks
polimero plevele ant elektrodo pavirSiaus, b e siskiriantis tuo, kad
fermenta imobilizuoja nekovalentiniais rySiais jterpiant | polimerinj sluoksnj.

8. Biosensoriaus gavimo bldas pagal 7 punkta, besiskiriantis tuo, kad
polimerg dengia ant elektrodo sudarant atskira, fermentg sulaikantj, sluoksnj.

9. Biosensoriaus gavimo btdas pagal 7 punkta, besiskiriantis tuo, kad
elektroda dengia plévele, suformuota i$ fermento ir redoks polimero.
10.Biosensoriaus gavimo bldas pagal 7 punkta, besiskiriantis tuo,

fermentas imobilizuojamas po elektrodo padengimo polimeru.
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