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TECHNIKOS SRITIS

Sis iSradimas priskiriamas biotechnologijy ir biokuro celiy gamybos
technologijos srigiai. 1Sradimas atskleidZia galimybes Igsteles iSoréje polimerizuoti
organines medzZiagas, naudojant redokso tarpininkg. KonkreCiau, Sis isradimas
sietinas su [Fe(CN)s]> jony oksidacija mieliy (Saccharomyces cereviseae) lasteliy
sienelés pavirSiuje polimerizuojant pirola susidarant polimerui - polipirolui (Ppy).
Atlikus Igsteliy modifikavimg Ppy taip pat gauti mieliy sienelés mechaniniai pokyciai
kurie baty pritaikomi biokuro celése mieliy lasteliy mechaniniam atsparumui padidinti.

ISRADIMO TECHNIKOS LYGIS

RU2495509 apraso kompozicinés medZiagos gavimo bldg, monomery,
konkreéiai polianilino, polipirolo arba polietilentiofeno, polimerizacija, kaip
biokatalizatoriy naudojant grybines lakazes, kurios yra ekodraugiSki fermentai, ir
redokso tarpininka, kuris yra pereinamojo metalo cianido komplekso druska, pvz.,

oktacianomolibdatas (+4), taip pat naudojamas molekulinis deguonis.

US2013250484 apraso polidisulfido elektropolizavimo bidg, naudojant 2,5-
dimerkapto-1,3,4-tiadiazolo monomera, anglies nanodaleliy struktiras bei
elektroaktyvius redokso polimerus.

US8444834 kaip ir daugiau panasiy patenty, apraso daZniausiai naudojamg
redokso sistema, kuri susideda ir polimero redokso, fermento ir skersines jungtis
sudarancio agento.

US 7799194 apraso gelinio misinio gavimag, naudojant redokso sistems,
paruo$tg su agaroze ir polimerizacijos iniciatoriumi, tokiu kaip Ce(NH4)2(NOs3)s,
pridedant tirpiklio ir poletilenglikolio metilo eterio akrilato arba metakrilato, kuri skirta
panaudoti nukleortgsciy atskyrimui.

US3255164 apraSo monomeriniy vinilideno junginiy polimerizacijg
vandeninéje emulsijoje, naudojant redokso polimerizacijos katalizatoriy, apimant]
sieros dioksido ir peroksido junginj. Sieros dioksidas yra i8tirpinamas
polimerizuojamame monomere ir gautas tirpalas patalpinamas j vandening terpe,
turingig peroksido junginio polimerizacijos sglygomis.

US4933394 apraSo polipirolo elekrocheminj gavimo blda, kuris yra
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oksiduotos formos elektrai laidus polimeras. Kovalentine jungtimi prie jo prijungiamas
redokso junginys, geriau 3- arba 4- polipirolo Ziedo padétyje. Redokso junginiai yra
chinonai arba hidrochinonai. Chinonas yra hidrochinono oksiduota forma, kuri
pradZioje gali bati prijungta prie polipirolo ir po to paveriama kita. Konkreiai
naudojami redokso junginiai yra benzohidrochinonai ir antrachinono sulfonatas.

EP 0308109 apra$o elektrai laidZig polimero kompozicijg, gaunamg homo-
arba kopolimero i§ vieno arba daugiau piroly oksidacinés polimerizacijos budu,
turindig polidentato anijoninj kompleksa, veikiantj kaip redokso potencialas,

salygojantis pirolo oksidacine polimerizacijg.

CA 2047392 yra aprasyta kompozicija, susidedanti i§ maZiausiai vieno 1,4-
diketopirolo[3,4-c]pirolo, redokso sistemos i$ ferocianido, konkrediai kalio ferocianido,
feroceno arba amonio geleZies (Il) sulfato, derinyje su maziausiai viena elektrai
laidzia druska ir jos gavimo budas.

W02012150900 yra aprasytos redokso aktyvios organinés medZiagos, kur
jungiamas polimeras yra sujungiamas su redokso aktyviomis funkcinémis grupémis
molekuliniame lygyije ir kur biopolimeras veikia kaip redokso junginys.

US6797785 apraso polivinilamino polimery sintezés bidag, naudojant N-
vinilformamido monomerg ir redokso katalizatoriy, 25°C temperatiroje atmosferos
slégyje.

CA1286447 aprasytas akrilamido homopolimerizacijos ir akrilamido
kopolimerizacijos su vinilo polimerais bhdas. Minéta homopolimerizacija ir
kopolimerizacija inicijuojama naudojant geleZies/hidroperoksido redokso sistema, kuri
turi gelezies junginj. Polimerizacija atliekama vandeninéje reakcijos terpéje nuo -20
iki 40°C.

KR20050011958 aprasytas fenolio polimery gavimo budas, naudojant

biokatalizatorius, kurie polimerizuoja fenolio monomerus redokso fermenty
organiniame tirpiklyje su oksidantais.

US5282955 apraso kompozicijg, kuri apima elektrai laidy polimera, kuris yra
polipirolas. Polipirolo ciklinimas vyksta vandeniniame tirpale, turiniame K;SOg,
Ks[Fe(CN)g] ir Fex(SOs4);. Gauta medzZiaga naudojama elektrody padengimui ir
gautas kompozitas turi daug redokso savybémis pasizymingiy vienety.
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Visi ankséiau minéti iSradimai apraso kitokius sintezés budus, naudojant
skirtingas redokso sistemas bei jvedant atskirus komponentus, kas daro
polimerizacijos reakcijas komplikuotas. Siame iSradime pateiktas ekologiskas
polimery sintezés bldas, naudojant gyvas lasteles ir kalio heksacianoferatg kaip
stabily redokso tarpininka.

ISRADIMO ESME

Sio tyrimo tikslas yra polimerizacijos procesas, kuris leisty padengti mieliy
lgsteliy sienele elektrai laidZiu polimeru polipirolu, kuris yra sintetinamas oksidacines
polimerizacijos metu sgveikoje su [Fe(CN)gJ*. Sitilomos polimerizacijos proceso metu
susidares [Fe(CN)g]* yra nuolatos veréiamas j oksiduotg formg redokso procesais
vykstangiais Iasteliy citoplazmoje ir ties jy membranomis. Siame i§radime pateiktas
naujas polipirolo sintezés biidas, kuris yra vykdomas ciklinio oksidacijos - redukcijos
proceso inicijavimu, sgveikaujant [Fe(CN)6J*/[Fe(CN)6]* su gyvomis lastelémis, kai
redukuota Ku[Fe"(CN)s] redokso tarpininko forma prie§ pirolo oksidacijg yra

oksiduojama j Ks[Fe"(CN)s]. Gyvos lgstelés yra parinktos i§ mieliy lasteliy arba kity

lgsteliy, kurios gali turéti pavirsines oksidoreduktazes.

Oksidacine polipirolo sinteze inicijuojama elektrony nesiklio [Fe(CN)e]*, kuris
sintezés metu redukuojamas yra iki [Fe(CN)e]*. Susidariusi pastaroji elektrony
nesiklio forma yra atgal oksiduojama j [Fe(CN)s]* redokso procesy, kurie vyksta
mieliy Iastelése, metu. Sio proceso metu susidares polipirolas yra lokalizuotas ties
mieliy [asteliy sienele ar periplazminéje ertméje. Modifikuotos Igstelés iSlaikydavo
savo forma, bei pakeité pavirS§iaus Zemélapj. Taip pat buvo nustatyta, kad $i lasteliy
modifikacija turi jtakg lgsteliy gyvybingumui.

TRUMPAS BREZINIY PAVEIKSLY APRASYMAS

Pav. 1 pavaizduotas méginio, kuriame yra 0,5 mmol-dm™ [Fe(CN)]* ir 0,5
mol-dm™ pirolo, sugerties spektras registruotas skirtingais laiko momentais nuo
reakcijos pradzios.

Pav. 2 pavaizduota sugerties ties 420 nm priklausomybé nuo laiko kai yra
aerobinés ir anaerobinés sglygos. Reakcijos tirpaluose buvo 0,5 mmol-dm™
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[Fe(CN)e]* ir 0,5 mol-dm™ pirolo, pH 7.

Pav. 3: a — kontrolé, mieliy lastelés PBS buferiniame tirpale, | kuriy
inkubacijos tirpalg nebuvo deta [Fe(CN)s]*, [Fe(CN)e]* ar pirolo; b — jmobilizuotos ir
iSdZiovintos kontrolinés lastelés (a) ant mikroskopinio stiklelio; jmobilizavimui buvo
naudotas poli-L-lizinas ir glutaraldehidas; ¢ — Ppy aglomeratai susidare reakcijos
metu tarp 0,5 mol-dm™ pirolo ir 0,04 mol-dm™ [Fe(CN)e]*; d — imobilizuotos mieliy
lastelés po inkubacijos modifikacijos reakcijos misinyje, kuriame buvo 0,5 mol-dm™
pirolo ir 0,04 mol-dm™ [Fe(CN)s]*; e — imobilizuotos mieliy lasteles po inkubacijos
modifikacijos reakcijos misinyje, kuriame buvo 0,5 mol-dm™ pirolo ir 0,04 mol-dm™
[Fe(CN)e]*; f — i§dZiovintas (e) méginys.

Pav. 4 pavaizduota Ppy susidarymo schema, kai mielés sgveikauja su
elektronus perneSan€ia medziaga per plazminés membranos oksido-reduktazes
(PMOR).

Pav. § pavaizduoti reakcijy greiiai ties skirtingomis pH vertémis: (a)
[Fe(CN)s]* sunaudojimas reakcijos metu su Py, kai pradiné [Fe(CN)s]*> koncentracija
0,5 mmol-dm™® ir matavimai atlikti ties 420 nm; (b) [Fe(CN)s]* susidarymas i$
redukuotos formos, kai 0,5 mmol-dm™ [Fe(CN)s]* buvo reakcijos pradZioje ir
matavimai atlikti ties 420 nm; (c) polimerizacijos salyginis greitis pradiniame reakcijos
miginyje, esant 0,5 mmol-dm™ [Fe(CN)¢]*, matuojant ties 460 nm; (d) polimerizacijos
salyginis greitis pradiniame reakcijos misinyje, esant 0,5 mmol-dm™ [Fe(CN)e]*,
matuojant ties 460 nm. Visuose méginiuose buvo 0,5 mol-dm™ pirolo. Paklaidos rodo
standartinj nuokrypj nuo vidutinés greitio reikSmes, kai greiio reik§meés buvo
apskaiciuojamos laiko intervalais tarp analitinio signalo registravimo.

Pav. 6 pavaizduota sugerties priklausomybé nuo reakcijos inkubacijos laiko,
kai kiuvetéje buvo jmobilizuotos mielés ir reakcijos misinyje buvo 0,5 mmol-dm™
[Fe(CN)e]*, 0,5 mol-dm™ pirolo ir 0,2 mol-dm™ gliukozes.

Pav. 7 Mieliy gyvybingumo tyrimas naudojant skirtingg pirolo koncentracija
lasteliy modifikavimo procese.

Pav. 8 pavaizduoti mikroskopu gauti atominiy jegy Zemélapiai, naudojant
kontaktinj reZimag. Nemodifikuotos (a, b, c) ir modifikuotos mieliy Igsteles (d, e, f).
Modifikacijai naudotas tirpalas, kuriame buvo 0,5 mol-dm™ pirolo ir 0,04 mol-dm™
[Fe(CN)g]".
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TINKAMIAUSI JGYVENDINIMO VARIANTAI

Mieliy Saccharomyces cerevisiae Y00000 (BY4741 MATa his3A1 leu2A0
met15A0 ura3A0) padermé buvo auginama per naktj aerobinémis salygomis jas
purtant 200 aps./min. grei¢iu, 30°C temperatiroje. Mielés buvo auginamos jprastinéje
auginimo terpéje, kuri susideda i§ 1% mieliy ekstrakto, 2% peptono (dalinai
suskaidyti baltymai) ir 2% anglies $altinio — gliukozeés (toliau YPD terpé). Po auginimo
Igstelés buvo surenkamos centrifuguojant iki 2 min. 3000 x g grei€iu. Auginimo terpé
buvo nupilama ir Igstelés plaunamos du kartus su 0,1 mol-dm™ fosfato buferiniu
tirpalu (toliau PBS). Lastelés tada pakartotinai buvo surenkamos centrifuguojant

tomis padiomis sglygomis.
Ppy sintezés jvertinimas

Visiems meéginiams paruosti buvo naudojami standartiniai tirpalai: skirtingo
ragstingumo 0,1 mol-dm™ PBS tirpalai (pH = 3; 5; 7; 9); 0,1 mol-dm™ [Fe(CN)s]* arba
[Fe(CN)e]* tirpalai paruosti i§ prie$ tai minety atitinkamy PBS tirpaly. Meginiai buvo
ruosiami jvairiais santykiais maiSant standartinius tirpalus. | sumaiSytus 0,5 mmol-dm’
3 [Fe(CN)s]* arba [Fe(CN)g]* tirpalus buvo pilama 0,5 mol-dm™ pirolo (pertekliaus
sglygos, apytiksliai puse galimo Sios medziagos tirpumo vandenyje). Greiciy
priklausomybés tyrimai buvo atliekami matuojant spektrofotometru elektromagnetinés
spinduliuotés sugertj ties 420 nm ir ties 460 nm. Siuose bangy ilgiuose atitinkamai
yra stebimi [Fe(CN)s]*> koncentracijy kitimai ir Ppy susidarymas. Optinis ekstinkcijos
koeficientas [Fe(CN)s]*” kompleksui yra 1179.

Ppy sintezés inicijuojamos [Fe(CN)¢]> jvertinimas aerobinémis
salygomis

Spektrofotometriniams  polimerizacijos  tyrimams esant istirpusiam
atmosferiniam deguoniui meginiai buvo ruoSiami kaip paminéta anksc¢iau. Buvo
tiiama reakcija tarp [Fe(CN)s]> ir Py esant skitingoms: i) [Fe(CN)s*
koncentracijoms — 0,1, 0,5 ir 1 mmol-dm™ ir esant skirtingam reakcijos miSinio
ragétingumui (pH=3; 5; 7; 9); ii) [Fe(CN)s]> koncentracijoms 0,1 ir 0,5 mmol-dm™ ir
esant skirtingam reakcijos mi8inio rigstingumui (pH=3; 5; 7; 9).

Ppy sintezés inicijuojamas [Fe(CN)¢]* jvertinimas anaerobinémis
salygomis

Meginiai buvo ruoSiami kaip buvo minéta ankséiau, tik prie§ maisant
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standartinius tirpalus, pro juos 20 min. buvo leidziamos inertinés dujos — argonas. Ir
reagentai supilami j argonu pripildyta kiuvetes. Kievetés buvo sandariai uzdaromos,

siekiant iSvengti dujy maiSymosi. Buvo tiriama esant pH 7.

Ppy susidarymo jvertinimas, esant [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)g]* ir mieliy
lasteléms

Tam tikry eksperimenty metu mieliy lgstelés buvo ,priklijuojamos® ant
spektrofotometriniy kiuvediy sieneliy arba dugno naudojant vandenyje tirpintg poli-L-
lizing (PPL) (0,1% v/v). 50 ul PPL buvo pilama j kiuvetes ir paliekama per naktj dziGti.
Tada perteklinis PPL kiekis plaunamas vandeniu. Po plovimo mieliy Igsteliy
suspensija (vandenyje) buvo pilama | kiuvetes ir paliekama 10 min. jmobilizuotis ties
PPL dengtomis kiuvecCiy sienelémis. Deél elektrostatinés sgveikos tarp teigiamai
jkrauty lizino amino grupiy ir pladiai paplitusiy jvairiy neigiamy grupiy ties Igsteliy
pavirSiumi lgstelés prilipdavo prie PPL dengty pavirSiy. Tada Igsteliy suspensija
nupilama, kiuvetés Svelniai plaunamos mazZu kiekiu vandens. Po to kiuvetés
paliekamos papildomam jmobilizavimui inde su garuojanéiu 25 % GA. Kiuvetés buvo
laikomos 15 min. GA gary atmosferoje. Sios procediros taip pat buvo naudojamos
lasteles jtvirtinant prie plastikiniy ar stikliniy pavirsiy, kurie buvo naudoti optiniy
analiziy metu. Tada kiuvetés buvo pripildomos reakcijos misiniu: 0,5 mmol-dm™
[Fe(CN)s]*, 0,2 mol-dm™ gliukozes, 0,5 mmol-dm™ Py, visi i$vardinti komponentai
buvo istirpinti 0,1 mol-dm™ PBS. Reakcija buvo esant pH 7. Tam tikry komponenty
susidarymas buvo stebimas spektrofotometru ties jvairiais elektromagnetiniy bangy
ilgiais: 420, 460, 800 nm. Atitinkamai ties $iais bangy ilgiais buvo stebima [Fe(CN)e]*
koncentracijos pokytis, trumpy Ppy grandiniy susidarymas (oligomerinés struktiros
iki 20 pirolo molekuliy grandinéje), ir ilgy Ppy grandiniy formavimasis (ilgesniy nei 20
pirolo molekuliy grandinéje). Ties 800 nm stebéjome ilgy Ppy grandiniy susidarymg,
nes ilgéjant Ppy konjuguotai dvigubyjy jungéiy sistemai medzZiaga gali sugerti
ilgesniy bangy Sviesa.

Mieliy gyvybingumo tyrimas

Atlikus keletg paprasty testy, buvo pasirinktos sglyginai optimalios sglygos,
kuriy metu manome, kad biokatalizuojama polimero sintezé vyko geriausiai reakcijos
misinyje esant redukuotai elektrony pernagos medziagai - [Fe(CN)s]*. Gyvybingumo
testams buvo paruosti 4 méginiai: kontrolé — be Py, ir méginiai su skirtingomis Py

koncentracijomis (0,1; 0,3; 0,5 mol-dm™). Kiti parametrai visiems méginiams buvo
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vienodi: 0,1 mol-dm™ PBS (pH 7); 0,04 mol-dm™ [Fe(CN)e]* ir 0,2 mol-dm™ gliukozes.
] kiekvieno méginio 10 ml buvo dedama apie 0,1 g surinkty ir iSplauty mieliy lasteliy
(procedlra apra$yta ankséiau). Méginiai buvo inkubuojami purtykiéje 20-24 h, ties
30°C temperatiira ir purtomi 200 aps./min. grei€iu. Po modifikavimo Ppy lgstelés
buvo surenkamos centrifuguojant jas ties 3000x g ir du kart plaunamos 0,1 PBS.
Tada praskiedziamos vienodu kiekiu tokiu pat PBS, pamatuojama suspensijos optiné
sugertis ties 595 nm ir atliekami serijiniai skiedimai, norint pasiekti reikiama CFU
(kultdras formuojantys vienetai). Tada lastelés uzséjamos j agarizuotas YPD terpes. |
petri lekSteles buvo inokuliuojama po 100 pl atskiesty Igsteliy suspensijy. Uzsétos
lastelés buvo inkubuotos termostate ties 30°C dvi dienas. ISaugus kultGroms jos buvo
skaic¢iuojamos.

Mieliy sienelés pavirsiaus tyrimai atominiy jégy mikroskopu

Atominiy jegy mikroskopas BioScope Catalyst buvo naudojamas mieliy
lasteliy vizualizavimui ir sieneliy elastingumo matavimams. Kontaktinis réZimas buvo
taikomas stebéti modifikuotoms ir kontrolinéms Igsteléms ore. Tam buvo naudojama
silicio nitrido adatélé, kurios rezonansinis daznis 18kHz, tamprumo konstanta — 0,06
N/m (Bruker, Vokietija). Jégos matavimai buvo atliekami jau minétame PBS buferyje
(pPH 7), naudojant |jprastine adatéle su panaSiais fiziniais parametrais.
Polikarbonatinés membranos (Millipore, Vokietija) su jstrigusiomis lgstelémis jy
porose (pory dydis 5 pm) buvo priklijuojamos ant mikroskopinio stikliuko. PavirSius
padengiamas PBS tirpalu ir atliekami AFM matavimai skenuojant mieliy Iasteliy
pavirsiy.

Polipirolo susidarymas

Pirmame tyrimo etape buvo nagrinéjamas Ppy susidarymas inicijuojamas
oksiduojanéios medziagos [Fe(CN)s]>. Siam tikslui pasiekti buvo registruojami
duomenys su UV-Vis ir optiniu mikroskopu i§ skirtingomis eksperimentinémis
sglygomis paruo$ty meéginiy (skirtingos pradiniy komponenty koncentracijos,
reakcijos misinio pH). Skirtingos reagenty kombinacijos buvo mai§omos, siekiant
nustatyti ar vyksta Ppy susidarymas (lentelé 1). Meginiai analizuojami optiniu
mikroskopu. Jai reakcijos metu buvo stebimas aiSkus Ppy susidarymas, juody daleliy
susidarymas ar rySkus tirpalo spalvos pokytis, rezultatai buvo interpretuojami kaip
teigiami (lenteléje paZzyméta +), kitu atveju — neigiami, turint omenyje kad reakcija

nevyko arba buvo labai léta (lenteléje paZyméta -). Kaip ir buvo tiketasi [Fe(CN)e]*,
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kaip oksidatorius, inicijuoja daug greitesnj Ppy susidarymo procesg (lentelé 1,
meginys Nr. 1) lyginant su [Fe(CN)s]* (lentelé 1, meginys Nr.2). Meéginiuose,
kuriuose nebuvo nei vienos i§ [Fe(CN)e]*/[Fe(CN)s]* formy, reakcija nevyko (lentele
1, meéginiai Nr. 3-5). Dél to galima teigti, kad Ppy susidarymui yra bdtini fericianatai.
Méginiuose, kuriuose buvo [Fe(CN)s]* taip pat buvo stebimas Ppy susidarymas,
tatiau daug légiau. Remiantis stebétais reigkiniais, buvo aisku, kad tik [Fe(CN)s*
geba atlikti Py oksidacija ir inicijuoti polimerizacijos procesg. Dél to daroma i$vada,
kad [Fe(CN)s]* turi biti pirmiau oksiduojamas j kitg savo biisena, prie$ reaguojant su
Py.

1 lentelé. Ppy paruo$imo skirtinguose kompozicijy tirpaluose jvertinimas

Méginio
Sudetis PPy susidarymas
Nr.

1 | 0,04 mol-dm™ [Fe(CN)s]*+0,5 mol-dm™ pirolo | + (staigi)

+ (labai léta, tik po
2 | 0,04 mol-dm™ [Fe(CN)g]*+0,5 mol-dm™ pirolo savaités  matomi

rezultatai)

3 | Mielés + 0,5 mol-dm pirolo -

4 | 0,2 mol-dm gliukozes + 0,5 mol-dm? pirolo -

Mielés + 0,2 mol-dm™ gliukozes + 0,5 mol-dm™
pirolo

Mielés + 0,2 mol-dm™ gliukozes + 0,04 mol-dm™
6 3. 3. + (pav. 3d)
[Fe(CN)e]™ + 0,5 mol-dm™ pirolo

. Mielés + 0,2 mol-dm™ gliukozes + 0,04 mol-dm™ 5
+ (pav. Se
[Fe(CN)e]* + 0,5 mol-dm™ pirolo P )

Mieles + 0,04 mol-dm™ [Fe(CN)e]*+0,5 mol-dm™
pirolo

Mielés + 0,04 mol-dm™ [Fe(CN)g]*+0,5 mol-dm™
pirolo
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[Fe(CN)6]*/[Fe(CN)g]* labai daZnai yra naudojami biokuro moduliy gamyboje
naudojant juos kaip elektrony neS$iklius j ir i§ fermenty ar gyvy lasteliy. Todél
sekancioje dalyje bus nagrinéjama Ppy sintezé su jau minétais elektrony nesikliais ir
mielémis. Pav. 5c ir 5d yra pavaizduota pirolo susidarymo greiciai ir tai, kad esant
[Fe(CN)s]* medziagai reakcija vyksta daug lédiau negu esant [Fe(CN)s]*. Méginiuose
Nr. 6 (1 lenteleé), kurio reakcijos miinyje buvo mieliy Iasteliy, gliukozes ir [Fe(CN)g]*,
ir Nr. 7 (1 lentelé), kurio reakcijos miSinyje buvo mieliy Igsteliy, gliukozés ir
[Fe(CN)s]*, buvo stebimas Ppy susidarymas po 20 h inkubacijos laikotarpio, taiau jo
iSsidestymas/sgveika tarp mieliy buvo skirtinga (pav. 3). Méginiuose Nr. 8 ir Nr. 9 (1
lentele), kuriy sudétyje buvo mieliy Py ir atitinkamai [Fe(CN)g]* ar [Fe(CN)e]* taip pat
buvo tiriamas Ppy susidarymas. Reiktu pabrézti, kad Siuose méginiuose nebuvo
gliukozeés, kuri uztikrina mieliy biologinj aktyvuma. Méginyje Nr. 8, kuriame buvo
[Fe(CN)s]* kaip jprastai buvo stebimas Ppy susidarymas, taCiau meéginyje kur buvo
[Fe(CN)s]* Ppy nesusidare. Todel nesant gliukozés néra palaikomas aukstas Igsteliy
metabolitinis aktyvumas, kuris yra svarbus oksiduojant [Fe(CN)e]* | kita forma, kuri
toliau dalyvauja Ppy sintezéje.

Spektrofotometriniai Ppy susidarymo tyrimai

Sie tyrimai prasideda nuo viso spektro matavimo (nuo 350 iki 1100nm)
eksperimento, kurio metu yra naudojama 0,5 mmol-dm™ [Fe(CN)e]* ir 0,5 mol-dm™
pirolo, 0,1 mol-dm™ PBS buferio pH 7, kai 3viesos sugertis buvo matuojama
intervalais kas 10 minuéiy (pav. 1). I§ rezultaty buvo daroma i§vada, kad tiek
[Fe(CN)]*, tiek Ppy spektrai neuZdengia vienas kito spektry, nes tarp jy yra
izobestinis taskas ties A=452 nm. Tai rei8kia, kad atliekant vieng matavima, galima
nustatyti dviejy skirtingy medziagy koncentracijas/kiekius atskirai. Taip pat buvo
pastebeta, kad laikui bégant didéja Sviesos sugertis ilgesniy elektros magnetiniy
bangy srityse, kas liudija apie ilgy/dideliy polimero grandiniy susidaryma, tuo paéiu
apie ilgas dviguby ry$iy konjuguotas sistemas, kas lemia platesnj Ppy sugerties
spektra.

Panasiis matavimai buvo atliekami ties [Fe(CN)s]* sugerties maksimumu
(A=420 nm). Siame bandyme buvo stebima [Fe(CN)e]* redukcija j [Fe(CN)g]*
dalyvaujant Py, kaip reduktoriui. Pav. 2 atvaizduoja reakcijas tarp paminéty reagenty,

kurios buvo vykdomos tiek aerobinémis, tiek anaerobinémis salygomis. Rezultatai
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pavaizduoti kaip keliy matavimy vidutinés [Fe(CN)e]*>" koncentracijos priklausomybe
nuo laiko. Reakcija, kuri buvo vykdoma aerobinése salygose, nuo 35 minutés
pradeda pasiekti pusiausvyros salygas, nes vyksta susidarancio [Fe(CN)e]* atbuline
reoksidacija dél tirpale esan€io deguonies. Kita vertus, anaerobinése sglygose
[Fe(CN)s]> letai, bet tiesiSkai nyksta, nes jo bendroji koncentracija néra papildoma.
Tiesinis nykimas su R?>0,99 reik§me prasideda nuo 20 minutés, tiesinis mazéjimas
Sio regento atzvilgiu. 18 Sio grafiko galima matyti, kad kai yra anaerobinés salygos ir
Py perteklius, [Fe(CN)s]> bendras kiekis tirpale néra papildomas ir reakcija bus
baigtine ir ji vyks, kol [Fe(CN)e]* pasieks padia maZiausig aktyvig koncentracija. Tuo
tarpu aerobinese sglygose vyksta redokso ciklas, kuris sustoja, kai baigiasi Py.
Abiejy reakcijy metu buvo stebimas polipirolo susidarymas. Atskiro eksperimento
metu, anaerobinémis salygomis virtimas i§ [Fe(CN)s]* j [Fe(CN)s]> kaip ir Ppy
susidarymas nebuvo stebimas (pav. 2). Aprasytas bandymas jrodo, kad yra batinas
oksidatorius.

Pav. 3 yra atvaizduoti jvairGs reakcijy metu susidare tirti produktai. 3d
paveiksle pavaizduota mielés inkubuotos su [Fe(CN)g]* ir pirolu. Lastelés buvo
apsuptos ir sukabintos juody struktdry, kurios susideda i§ maZesniy sferiniy daleliy.
Sios struktiros i§sideste tiek tarp Iasteliy, tiek ir lasteliy sienelese. Taip pat buvo
stebétos Ppy dalelés/struktiiros, kurias suformavo [Fe(CN)s]> jonai (lentele 1, Nr.1;
pav. 3c). Gelezies (lll) heksacianidas bldamas salyginai stipriu oksidatoriumi
inicijuoja greita Ppy polimerizacija, kurios metu susidaro jvairios formos ir dydzio Ppy
struktaros, turinCios tokius pat maZus sferinius sandus kaip ir struktliros paminétos
anksciau. Buvo pastebéta, kad Igstelés, kurios buvo inkubuojamos su [Fe(CN)g]* bei
pirolu, buvo apsuptos tamsiu Ppy sluoksliu (pav. 3f). Buvo padaryta i$vada, kad Ppy
sintezé gali bati lokalizuota ties Igsteliy sienele ar jy periplazmoje, nes ten vyksta
[Fe(CN)s]* oksidacija j [Fe(CN)s]* ten esanctiy oksidoreduktaziy pagalba. Sis Ppy
sintezés metodas yra patrauklus tuo, kad galimai elektrai laidus polimeras susidaro
toje srityje, kuri pasizymi didZiausia elektrine varza. I$ visy ankséiau apradyty
rezultaty pateikiame apibendrintag proceso schema, kuri pavaizduota pav. 4. Si
schema yra pagrindZiama ir kitais faktais, kuriuos pasitle kiti autoriai [12, 16, 17], i$
ju isskiriant Rawson‘g [12] ir keleta kity autoriy [13-15], kurie postulavo, kad gyvos
lasteles geba dalyvauti iSoriniuose redokso procesuose. Todél dalies [Fe(CN)g]*
oksidacija yra jmanoma, pabréZiant tai, kad [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)e]* koncentracijy
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santykis yra didelis.

Pav. 4 pavaizduota Ppy susidarymo schema periplazminéje ertméje arba
sieneléje. Mieliy lastelems jsijungiant j redokso procesus susidaro [Fe(CN)s]>. Tada
dél sagveikos su mieliy, kurios yra i$sidésciusios Igsteliy membranose, oksido-
reduktazémis didéja pastarojo jono koncentracija. Esant 0,5 mmol-dm™ ir maZesnei
[Fe(CN)s]* koncentracijai Ppy sintezé sékmingai vyksta (pav. 1, pav. 3c). Esant
mieléms susidaro [Fe(CN)e]*, kuriam reaguojant su Py susidaro pav. 3f pavaizduoti
mieliy Ppy konjugatai.

Pav. 5 vaizduojama skirtingi reakcijy greiciai, matuojant [Fe(CN)e]> didéjimo
arba mazéjimo spektrus ties 420 nm esant skirtingoms pH reikSméms (5a, 5b) ir Ppy
susidarymo greiéiai ties 460 nm (5c, 5d). 5a vaizduoja kaip greitai [Fe(CN)e]*
reaguoja su pirolu. Reakcija greitesné neutraliose ir Siek tiek bazinése salygose.
Grafike 5b vaizduojamas [Fe(CN)e]> susidarymas i§ [Fe(CN)s]* del reakcijos su
istirpusiu atmosferiniu deguonimi. Taip pat galima atkreipti démesj, kad [Fe(CN)e]*
susidaro daug légiau nei jis reaguoja su Py, ir kad légiausiai oksidacija j [Fe(CN)s]*
vyksta esant pH 7. Grafikai 5¢ ir 5d vaizduoja Ppy susidarymo greicius atitinkamai
naudojant [Fe(CN)s]> ir [Fe(CN)s]*. Abejais atvejais polipirolo dalelés legiausiai
susidaro pH esant 7. Verta pabrézti, kad jprastai polimerizacija buvo atliekama esant
pH 7. Tai yra labai svarbi savybé, nes vykstant greitam polimerizacijos procesui
vyksta nespecifiné Ppy sintezé (pav. 3c). I$ Siy grafiky (pav. 5) matosi, kad Ppy
polimerizacija vyksta 9,59-107 AA's" greigiu visame tirpale. Tagiau kiuvetéje
imobilizavus (ant jos pavirSiaus) mieles, polimerizacijos greitis padidéjo iki 2,02:10°,
(skaiCiavimai atlikti pagal duomenis pateiktus pav. 6). Tai reikia, kad esant net
maZam mieliy kiekiui, mielés paspartina [Fe(CN)s]* oksidacijg j [Fe(CN)e]* ir tai yra
tiesiogiai susije su greitesniu Ppy susidarymu. Todél, kad procesas yra paspartintas
tik ties Igsteliy pavirSiumi, polimerizacija vyksta tik ties Igstelés sienelémis.

Ppy sintezés spektrofotometrinis stebéjimas su jmobilizuotomis mieliy
lastelémis

Norédami stebéti Ppy sinteze, kurig katalizavo Igstelées versdamos
[Fe(CN)e]* j [Fe(CN)e]*, sukiréme metodg jmobilizuojant Igsteles spektrofotometriniy
kiuveCiy dugne (detali procedira aprasyta ,Ppy susidarymo jvertinimas, esant
[Fe(CN)e]3'/[Fe(CN)5]4' ir mieliy lasteléms”). Tada buvo matuojami sugerties spektrai
(pav. 6). Matavimai atlikti ties 420, 460, 595, 800 nm ilgio elektromagnetinemis



12
LT 6239 B

bangomis. Atitinkamai jos nurodo [Fe(CN)s]> koncentracijos didéjima, Ppy
susidaryma, mieliy lasteles ir ilgy Ppy grandiniy susidaryma. Pastarieji du sugerties
spektrai persidenge. Pirmiausiai buvo stebimas [Fe(CN)s]* virtimas j [Fe(CN)s]*, tada
seké Ppy susidarymas, o daug veéliau, po 6-8 val., ir ilgy Ppy grandiniy susidarymas.
Lasteliy augimas nebuvo stebimas, nes reakcijos miSinyje nebuvo augimui reikalingy
maistiniy medziagy, tik gliukoze, kuri yra batina palaikyti mieliy gyvybingumui. Tagiau
4 h nuo eksperimento pradzios buvo stebimas sugerties augimas ir Sioje srityje. Tai
taip pat buvo Ppy signalas. Pirmiau susidaré trumpos Ppy, kurios neturi ilgy labai
konjuguoty -1 elektrony sistemy, todél absorbcijos maksimumas iSlieka ties 460
nm. ligéjant polimerinéms grandinéms ilgéjo ir konjuguotos dvigubuyjy rysiy sistemos.
Irodymas, kad ilgesnés Ppy grandinés daro jtaka sugerties spektrams, pavaizduotas
pav. 1. Siuo eksperimentu taip parodome, kad mielés geba katalizuoti Ppy sinteze
pasirinktomis sglygomis esant neutraliam pH.

Lasteliy gyvybingumas po modifikacijos Ppy

Mieliy Igsteliy méginys su 0,04 mol-dm™ [Fe(CN)s]*, bet be jokio pradinio
pirolo kiekio buvo laikomas turintis 100 % gyvybinguma. Kai j analogi§ka meginj buvo
jdeta 0,1 mol-dm™ pirolo, lasteliy gyvybingumas mazeéjo. Kai pirolo koncentracija
buvo padidinta iki 0,3 mol-dm™, gyvybingumas toliau mazejo. Tafiau kai
koncentracija buvo padidinta iki 0,5 mol-dm=, gyvybingumas liko nepakites. Tai rodo,
kad lasteliy gyvybingumas mazéja didinant pirolo koncentracijg tik iki 0,3 mol-dm=, ir
tolimesnis koncentracijos didinimas neturi jtakos Igstelems. Spektrofotometriniai
tyrimai teigia, kad didinant pirolo koncentracijg nuo 0,1 iki 0,5 mol-dm™, susidaro
proporcingai didesni Ppy kiekiai periplazmoje ar Igsteliy sieneléje. Sis tyrimas jrodo,
kad polipirolo citotoksiS8kumas pasireiskia tik iki tam tikros ribos. Ankstesniame tyrime
buvo teigiama, kad dél hidrofobinés Ppy prigimties, jis gali integruotis | lasteliy
membrang, ir esant dideliems jo kiekiams tai gali membranas padaryti
termodinami$kai nestabiliomis struktiromis. Sis efektas tam tikromis salygomis
mazina lasteliy gyvybinguma. Siame tyrime teigiame, kad Ppy susidaro periplazmoje
irfarba sieneléje, dél to susidares netikras Igsteles dangalas gali maZinti medZiagy
difuzijg j ir i8 Igstelés.

Visos eukariotinés Igstelés turi transplazminés membranos elektrony
pernados sistemas (tPMET), taip pat jas turi ir mieliy lastelés. Sios sistemos dar
vadinamos plazminés membranos oksidoreduktaziy sistemomis (PMOR), kurios yra
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pasiekiamos mielése batent i§ periplazminés ertmés. Taip pat jos gali priimti i$ ar
atiduoti elektronus hidrofiliniam neSikliui, tokiam kaip [Fe(CN)5]4'/[Fe(CN)6]3.
Elektrony nesikliai gali priimti elektronus i$ eukariotiniy lasteliy keliais bidais, tatiau
hidrofilinis nesiklis, kurj mes naudojome, negali pereiti Iasteliy membranos, todel jy
sgveika su lgstelémis yra apribota. Todel Sis neSiklis gali sgveikauti tik su tPMET
sistemomis i§ periplazminés ertmés pusés (pav. 4.). Priklausomai nuo [Fe(CN)6]*
[[Fe(CN)6]> koncentracijy santykio, Sie jonai gali biti oksiduoti arba redukuoti per
tPMET sistemas, kurios yra Saccharomyces cerevisiae membranoje. Merker parode,
kad redukcija/oksidacija toluidino melio, hidrofilinis elektrony neSiklis, redukcija yra
susijusi su citoplazmoje esangiy nikotinamido adenino dinukleotido (NADH/NAD")
oksidacija/redukcija. Zinant tai, kad [Fe(CN)6]* ir [Fe(CN)6]* i§lieka lasteliy iSoréje,
[Fe(CN)B]* gali biti oksiduojamas tik tPMET sistemose ir galimai kity elektrony
akceptoriy, kurie istirpe Igsteliy membranoje ir juda per jg laisvai.

Atominiy jégy mikroskopo matavimai

Atominiy jégy mikroskopas naudotas palyginti mieliy lgsteles modifikuotas
polipirolu su kontrolinémis mielémis. Buvo jvertintos pavirSiaus struktdros.
Eksperimentams buvo naudojamos mielés, uzaugintos ir surinktos auks$¢iau aprasytu
badu ir modifikuotos su 0,1; 0,3; 0,5 mol-dm™ pirolo, esant 0,04 mol-dm™ [Fe(CN)e]*
(detalesné procedlira aprasyta dalyje ,Mieliy sienelés pavirSiaus tyrimai atominiy
jegy mikroskopu®). Veéliau lastelés buvo plaunamos su pH 7 0,1 mol-dm™® PBS
buferiu, tada Igsteliy suspensijos uZpiltos ant mikroskopiniy stikliuky ir paliktos per
naktj dzitti kambario temperatiroje. Tada tokie méginiai buvo matuojami su AJIM
kontaktiniu réZzimu naudojant silicio nitrido adatéle. Gauti pavirSiaus Zemélapiai
atvaizduoti pav. 8. Lagsteles dZiovinant kontrolinés (nemodifikuotos) Ilastelés
susitrauké ir prarado savo formg (pav. 8a), o modifikuotos lgstelés dziGvimo metu
islaiké savo sferine formg (pav. 8b). S reidkinj galima aiskinti deél didelio Ppy
hidrofobiSkumo, kuris neleido vandeniui iSeiti i$ Iasteliy arba susidares jo sluoksnis
stipriai sulétino vandens difuzijg i$ lgsteliy. Kita priezastis - susidares polipirolo
sluoksnis sustiprino lasteliy sienele, todél jos neprarado savo formos. Detallis
pavir§iaus Zemélapiai buvo gauti atlikus didelés raiskos skenavimus (pav. 8b ir 8e).
Ant modifikuoty Igsteliy pavirSiaus buvo stebimos naujos struktlros, o kontroliniy
lasteliy pavirSius buvo glotnus. Pritaikius antro lygmens paviriaus ,i$lyginimo*

(flattening) algoritmus i$ pav. 8b ir pav. 8e Zemélapiy buvo gauti pav. 8c ir pav. 8f
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Jemélapiai. Sie sugeneruoti Zemelapiai parode, kad modifikuojant Iasteles Ppy
pakeisdavo pavirSiaus SiurkStumg. Buvo stebimi pavirSiaus nelygumai, leidZiantys
manyti kad Ppy formuojasi maZose salelése.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Ekologi$kas polimery polimerizacijos blidas, naudojant redokso tarpininka,
besiskiriantis tuo, kad Sis blidas apima reakcijos vykdymg buferiniame

tirpale, kur j reakcijos misinj yra jvedami:

a. gyvos lgstelés, kuriy pavirSiuje vyksta kalio heksacianoferato, kaip redokso
tarpininko, oksidacija, kurig katalizuoja oksidoreduktazés;

b. D-gliukoze, kuri uztikrina biologinj mieliy aktyvuma;

c. redukuota Ku[Fe"(CN)s] redokso tarpininko forma, kuri prie$ pirolo
oksidacijg yra oksiduojama j Ks[Fe"'(CN)g;

d. pirolo monomeras;

kur polipirolo polimerizacija yra inicijuojama elektrony neSiklio [Fe(CN)e]*, kuris
sintezés metu redukuojamas yra iki [Fe(CN)s]* ir pastaroji elektrony nesiklio forma
yra atgal oksiduojama j [Fe(CN)g]* ir yra lokalizuota ties gyvy lasteliy sienele arba jy
periplazmoje.

2. Blidas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad gyvos Igstelés yra
mieliy Saccharomyces cerevisiae lasteles.

3. Bludas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad oksidatorius yra
vandenyje iStirpes elektrony tarpininkas.

4. Bidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad pirolo koncentracija
yra nuo 0,1 iki 0,5 moldm™,

5. Badas pagal 1 ir 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad ciklinis
oksidacijos - redukcijos proceso inicijavimas, saveikaujant [Fe(CN)6]*/[Fe(CN)6]* su

gyvomis Igstelémis, vyksta mieliy lgsteliy sienelés pavirsiuje.
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6. Blidas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad polipirolas Ppy
susidaro lgsteliy periplazmoje ir/arba sieneléje.

7. Budas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad gliukozés
koncentracija yra 0,2 moldm™.

8. Budas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad redukuoto redokso
tarpininko [Fe"(CN)s] koncentracija yra nuo apie 0,04 mol-dm™ iki apie 0,05 mol-dm™,

9. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad oksiduoto redokso
tarpininko  [Fe"(CN)s] koncentracija tirpale yra nuo apie 0,04 mol-dm™ iki apie 0,05
mol-dm™.

10. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad reakcija yra
vykdoma 18-24 valandas.

11. Bldas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad reakcijos pH yra 7.
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