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ISradimo sritis

ISradimas susijes su Berlyno mélynojo dengimo metodika ir 3ios metodikos
panaudojimu nusodinant dangas ant titano pagrindo, siekiant suformuoti gliukozés

biologinius jutiklius.
Technikos lygis

Biologiniai jutikliai apibddinami kaip analizinés sistemos, sudarytos iS
biologinio atpazinimo elemento, sujungto su signalo vertikliu, teikiangios analizinius
duomenis, kurie yra proporcingi nustatomojo objekto koncentracijai (L. Su et al., 2011).
Pagal naudojamg signalo vertiklj biologiniai jutikliai skirstomi j elektrocheminius,
pjezoelektrinius, jonams selektyvius, optinius, magnetinius bei akustinius biojutiklius
(R. Monosik et al., 2012). Biologiniuose jutikliuose naudojami jvairls biologiniai
atpazinimo elementai: antikinai, Igstelés, DNR, RNR, fermentai ir kitos struktdros (M.
Park, 2013).

Fermentiniy biologiniy jutikliy (juose biologinio atpazinimo funkcijg atlieka
fermentas) veikimas pagristas fermento katalizuojama analités chemine reakcija (A.
Mulchandani, 1999).

Amperometriniai biologiniai jutikliai — tai elektrocheminiai biologiniai jutikliai,
kurie atlieka elektros srovés, susijusios su analités redokso reakcijomis, matavimus (A.
Chaubey ir B.D. Malhotra, 2002). Amperometriniai fermentiniai biologiniai jutikliai yra
skirstomi j 3 klases (S.V. Dzyadevych et al., 2008):

1. Biologinius jutiklius, kuriuos naudojant vyksta tiesioginis fermentinés
reakcijos produkty koncentracijos nustatymas.

2. Biologinius jutiklius, naudojancius elektrony pernaSos tarpininkg (EPT),
pernesant] elektronus i§ aktyvaus fermento centro | elektroda.

3. Biologinius jutiklius, kuriuose tiesiogiai vyksta elektrony pernada tarp
fermento ir elektrodo.

Gliukozes koncentracijos kraujyje matavimas yra svarbiausias diagnostinis
kriterijus, skirtas pacienty, serganciy cukriniu diabetu, stebéjimui. Efektyvi cukrinio
diabeto kontrole priklauso nuo tikslios gliukozés koncentracijos kraujyje stebéjimo
sistemos, kurioje gliukozés biologiniai jutikliai uZimg vieng svarbiausiy viety.

Amperometriniai gliukozés biologiniai jutikliai gali priklausyti kiekvienai i§
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iSvardinty amperometriniy biojutikliy klasiy. Pirmos klasés gliukozés biologiniy jutikliy
veikimas pagrjstas vandenilio peroksido, susidaranéio gliukozés oksidacijos metu,
nustatymu (J. Wang, 2008).

Formuojant antros klasés gliukozés biologinius jutiklius naudojami elektrony
pernasos tarpininkai (pvz.: ferocenas, fericianidas), leidZiantys sumazinti analizés
metu naudojamg darbinio elektrodo potencialg (E.H. Yoo ir S.Y. Lee, 2010).

TreCios klasés amperometriniuose gliukozés biologiniuose jutikliuose
naudojamos laidZios organinés medZiagos, pvz., polipirolas, uztikrinancios tiesiogine

elektrony pernas$a tarp elektrodo ir fermento (C. G. J. Koopal et al., 1994).

Berlyno mélynasis yra vienas dazniausiai naudojamy elektrocheminiy
mediatoriy analiziniam taikymui biologiniuose gliukozés jutikliuose (F. Ricci ir G.
Palleschi, 2005). Biologiniais jutikliais registruojama vandenilio peroksido redukcijos
srove, todél tyrimai orientuoti j vandenilio peroksidui atrankius elektrodus. Siekiant
iSvengti pa8aliniy medZiagy, esanciy kraujyje (tokiy kaip askorbo rigstis, Slapimo
ragstis ir kt.), oksidacijos poveikio analizés rezultatams, darbiniam elektrodui turi bati
suteiktas santykinai Zemas potencialas. Vienas i$§ blidy darbinio elektrodo potencialui
sumazinti yra peroksidaziy (pvz., krieny peroksidazés) naudojimas (T. Ruzgas et al.,
1996) - naudojant peroksidazes, vandenilio peroksido redukcija vyksta esant
zemesniems darbinio elektrodo potencialams (Z. Gao et al., 2014). Tadiau §is bludas
turi ir trikumy, tokiy kaip didelés gamybinés islaidos, Zemas stabilumas, krieny
peroksidazés ribotas nusodinimas ant kiety pavirsiy. Berlyno mélynasis — tai vandenilio
peroksido redukcijos reakcijos katalizatorius, pasizymintis dideliu selektyvumu bei
efektyvumu vandenilio peroksido redukcijos reakcijos katalizei, todél Berlyno
melynasis kartais vadinamas ,dirbtine peroksidaze* (A. A. Karyakin, 1999; Z. Gao et
al., 2014). Taigi, gliukozés biologiniy jutikliy, neturin¢iy vandenilio peroksido redukcijos
katalizatoriy, naudojimas turi trikumy:

1) tiesioginis anali¢iy amperometrinis nustatymas tradiciniuose elektroduose
reikalauja santykinai auk$to potencialo, kuriam esant tirpale gali lengvai oksiduotis
kitos medziagos.

2) siekiant iSvengti paSaliniy medziagy oksidacijos sroviy jtakos matavimy
rezultatams, naudojami papildomi apsauginiai sluoksniai (pvz., celiuliozés-acetatinés

membranos, nafiono danga, sintetiniai polimerai), tadiau dangos nepilnai apsaugo nuo
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nepageidaujamy jony ar molekuliy, pvz., askorbo, Slapimo ragsciy, prasiskverbimo (A.
Ambrozy et al., 2013), prailgina biojutiklio atsako laikg (M.S. Alaejos ir J.G.
Montelongo, 2004) taip pat turi bati suteiktas santykinai auk3tas darbinis potencialas.

Nafiono danga apsaugo biojutikl] nuo anijoniniy elektrochemiskai aktyviy
medziagy patekimo prie biojutiklio pavirSiaus — Sios medZiagos néra oksiduojamos
biojutiklio pavirSiuje ir todél nedaro jtakos matavimy rezultatams (S.H. Lim, 2005; L.
Yang, 2009). Nepaisant to, kad nafiono danga apsaugo matavimo rezultatus nuo
analizés tikslumui jtakg daranciy oksidacijos sroviy (sukeliamy paS$aliniy medziagy
oksidacijos biojutiklio pavirSiuje), naudojant nafiono dangg biojutikliui turi bati
suteikiamas santykinai aukStas darbinis potencialas, nors yra Zinoma, kad Zemas
darbinis potencialas, palaikomas analizés metu, daro teigiamg jtakg Igsteliy
proliferacijai (A. Vaitkuviené et al., 2013). Siekiant sumazinti biojutiklio darbinj
potencialg ir taip iSvengti pa3aliniy elektrochemiskai aktyviy medziagy oksidacijos,
kaip vienas i$ varianty, grafito elektrodas, modifikuotas polipirolu, Berlyno mélynuoju
ir gliukozés oksidazés kompozitiniu sluoksniu, neseniai buvo aprasytas A.
Ramanaviciaus ir kity bendraautoriy (A. Ramanavicius, 2017).

Pastaruoju metu didelj susidoméjimg Sioje srityje sukélé neorganiniai
vandenilio peroksido redukcijos reakcijos katalizatoriai, tame tarpe — elektrokataliziniai
pereinamyjy metaly heksacianoferatiniai kompleksai, ypatingai Berlyno mélynasis,
kuris pirmg kartg kaip ,dirbtiné peroksidazé” biojutiklyje gliukozés nustatymui buvo
panaudotas 1995 metais Karyakin (A.A. Karyakin, 2001). Ant Berlyno mélynojo
pavirSiaus gali vykti molekulinio deguonies ir vandenilio peroksido redukcija.
Vandenilio peroksido redukcijos reakcija gali bati katalizuojama Berlyno mélynuoju (K.
Itaya et al., 1984). Kiti neorganiniai vandenilio peroksido redukcijos reakcijos
katalizatoriai, ne tik tarp heksacianoferatiniy kompleksy, bet ir tarp kity Zinomy H202
redukcijos mediatoriy, nepasizymi tokiu efektyvumu, kaip Berlyno mélynasis. H202
redukcijos srové, matuojama naudojant Berlyno mélynuoju modifikuotg elektroda,
dukart didesné nei Oz redukcijos srové, tuo tarpu platina ar kiti taurieji metalai
nepasizymi selektyvumu vandenilio peroksido redukcijai esant molekuliniam deguoniui
(A.A. Karyakin et al., 2001; A.A. Karyakin et al., 1998; A.A. Karyakin and E.E.
Karyakina, 1999).

Formuojant gliukozés biojutiklius svarbu parinkti substratg, tinkama

elektrochemiSkai aktyvaus sluoksnio formavimui. Substratas turi pasizyméti aukstu
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elektrocheminiu aktyvumu, taip pat cheminiu bei mechaniniu stabilumu. Pastaruoju
metu titano oksidas pladiai naudojamas gliukozés biojutikliy kirime. Titanas pasizymi
biosuderinamumu, atsparumu korozijai bei Zzema kaina (lyginant titang su kitomis
medziagomis, naudojamomis substratu formuojant gliukozés biojutiklius, pvz.: auksu
ir platina). Be minéty naudingy titano savybiy, titanas pasizymi ir tinkamumu bati
modifikuojamam Berlyno mélynojo danga, padengiama atliekant cheminj arba

elektrocheminj nusodinima.

Kai kuriy gliukozés biojutikliy formavimo metu, Berlyno mélynojo danga buvo
padengta ant titano oksido nanodaleliy ar titano oksido zolio-gelio pavidalo junginiy,
skirtingy elektrodo medziagy (SnO,, platinos, aukso, stiklo, anglies ir kt.). TaCiau Sie

dengimo metodai turi ir trkumy:
1) TiO2 nanodaleliy ar zoliy-geliy sintezé pati savaime yra brangi proceddra.

2) Titano oksido nanodaleliy sintezés procesai yra daugiapakopiai ir sudétingi,

todel metalurginio Ti panaudojimas keliais Zingsniais supaprastina ir atpigina procesa.

Vienas i§ fermenty imobilizavimo biojutikliuose metody yra imobilizacija,
atliekama panaudojant elektrai laidZius polimerus — Sie polimerai gali bdti naudojami
kaip terpé, skirta kovalentiniam fermenty prijungimui arba jy adsorbavimui.
Biomolekuliy imobilizavimas, atliekamas naudojantis elektrai laidZiais polimerais (pvz.,
polipirolu), taip pat palengvina elektrono pernasg nuo fermento | elektrodg. Siame

iSradime gliukozés oksidazés imobilizavimui buvo panaudotas polipirolo pasluoksnis.
Trumpas iSradimo apraSymas

ISradime pateikta Berlyno mélynojo nusodinimo ant titano pagrindo metodika,
kuri apima cheminj bei elektrocheminj Berlyno mélynojo nusodinimo ant titano
metalurginés plokstelés bidg. Sioje metodikoje taip pat panaudojamos polipirolo
pasluoksnio nusodinimo bei gliukozés oksidazés imobilizavimo procediros,
atliekamos siekiant suformuoti gliukozés biojutiklius.

Darbo metu pagaminti tokio tipo biojutikliai:

1. Biojutiklis, suformuotas padengiant titano elektrodg Berlyno mélynojo
pasluoksniu elektrochemi8kai ir elektrocheminio polipirolo nusodinimo metu

imobilizuojant gliukozés oksidaze.

2. Biojutiklis, suformuotas padengiant titano elektrodg Berlyno mélynojo
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pasluoksniu elektrochemiskai, iSkaitinant Berlyno mélynojo pasluoksnj krosnyje ir

elektrocheminio polipirolo nusodinimo metu imobilizuojant gliukozés oksidaze.

3. Biojutiklis, suformuotas padengiant titano elektrodg Berlyno mélynojo
pasluoksniu elektrochemiskai, ant jo elektrochemidkai nusodinant polipirolo dangg bei

imobilizuojant gliukozés oksidaze naudojantis gliutaro aldehido garais.

4. Biojutiklis, suformuotas ant titano plokstelés chemiSkai nusodinant Berlyno

melynojo pasluoksnj ir imobilizuojant gliukozés oksidaze su gliutaro aldehido garais.

5. Biojutiklis, suformuotas ant titano plokstelés chemiskai nusodinant Berlyno
melynojo pasluoksnj, iSkaitinant jj kaitinimo krosnyje ir imobilizuojant gliukozés

oksidaze su gliutaro aldehido garais.

6. Biojutiklis, suformuotas ant titano plokstelés chemi$kai padengiant Berlyno
melynojo pasluoksnj, iSkaitinant jj krosnyje ir imobilizuojant gliukozés oksidaze

elektrocheminés polipirolo polimerizacijos metu.

7. Biojutiklis, suformuotas padengiant Berlyno meélynojo pasluoksnj
elektrochemiskai, iSkaitinant pasluoksnj krosnyje ir imobilizuojant gliukozés oksidaze
su gliutaro aldehido garais.

Detalus iSradimo aprasymas
Medziagos ir metodai

Fermentas - gliukozés oksidazé (GO) (360 U mg™), gliukoze, FeCls x 6 H20,
NaCl, NaH2POy4 ir K3[Fe(CN)e] buvo sigytos i§ ,ROTH" jmonés. Pirolas jsigytas i3 ,Alfa
Aesar” jmones. Darbo metu paruosty tirpaly gamybai buvo naudojamas ultrafiltracinis
vanduo.

Darbo metu atliktoms elektrocheminio matavimo ir elektrocheminio
nusodinimo proceddroms buvo naudojamas prie kompiuterio prijungtas JAUTOLAB
potenciostatas/galvanostatas su instaliuota programine jranga GPES.
Elektrocheminiai procesai buvo vykdomi trijy elektrody celéje, kurioje darbiniu
elektrodu naudota titano plokstelé (pavirSiaus plotas 1 cm?), palyginamuoju —
Ag/AgCI/KClisotus) elektrodas, pagalbiniu — titano plokstelé.

Elektrocheminis Berlyno mélynojo (BM), polipirolo (PP) ir kompozicinio
BM/PP/GO sluoksnio nusodinimas bei chronoamperometriniai biojutikliy tyrimai atlikti
naudojantis JAUTOLAB potenciostatu/galvanostatu, jsigytu i§ ECO-Chemie jmonés
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(Utrechtas, Olandija). Elektrocheminiai procesai buvo vykdomi trijy elektrody celéje,
kurioje darbiniu elektrodu naudota titano plokstelé (pavirSiaus plotas 1 cm?),
palyginamuoju — Ag/AgCI/KClsos)y elektrodas, pagalbiniu - titano plokstelé.
Chronoamperometriniy matavimy metu darbiniam elektrodui suteiktas 0,05 V
potencialas Ag/AgCI/KClsos) elektrodo atzvilgiu. Matavimai buvo atliekami pH 7,3
buferiniame tirpale, sudarytame i§ 0.1 M NaCl ir 0.01 M NaH2POa. Prie$ jlasinant
gliukozés | buferinj tirpalg, buvo laukiama, kol nusistovés pastovi srove
elektrochemingéje celéje. Tuomet | buferinj tirpalg buvo jlasinama 1 M gliukozés tirpalo
bei jjungiamas maiSymas (magnetiné maisyklé), kad gliukozés koncentracija visame
tirpalo tdryje baty vienoda. Po 1 — 2 min. mai§ymas buvo i§jungiamas, po mai§ymo
iSjungimo nusistovedavo pastovi elektros srové, kuri buvo registruojama. Tyrimy metu
matuotas elektros srovés pokytis (atsirades po gliukozés jlaginimo | buferinj tirpalg),
kuris yra proporcingas gliukozés koncentracijai tirpale.

BrézZiniy aprasymas

1a paveikslas. Biojutikliu, suformuotu padengiant Ti elektrodg Berlyno
melynojo pasluoksniu elektrochemiSkai (atliekant 40 voltamperometriniy cikly), véliau
ant jo polipirolo elektrocheminio nusodinimo metu imobilizuojant gliukozés oksidaze,
srovés tankio priklausomybés nuo gliukozés koncentracijos tirpale kreivés.

1b paveikslas. Biojutikliu, suformuotu padengiant Ti elektrodg Berlyno
meélynojo pasluoksniu elektrochemiskai (atliekant 50 voltamperometriniy cikly), véliau
ant jo polipirolo elektrocheminio nusodinimo metu imobilizuojant gliukozés oksidaze,

sroves tankio priklausomybés nuo gliukozés koncentracijos tirpale kreivés.

2 paveikslas. Biojutikliu, suformuotu padengiant Ti elektrodg Berlyno mélynojo
pasluoksniu elektrochemiskai, iSkaitinant Berlyno mélynojo pasluoksnj krosnyje ir
elektrocheminio polipirolo nusodinimo metu imobilizuojant gliukozés oksidaze, srovés

tankio priklausomybés nuo gliukozés koncentracijos tirpale kreives.

3 paveikslas. Biojutikliu, suformuotu padengiant Ti elektroda Berlyno mélynojo
pasluoksniu elektrochemiskai, ant jo elektrochemigkai nusodinant polipirolo danga bei
imobilizuojant gliukozés oksidaze naudojantis gliutaro aldehido garais, srovés tankio
priklausomybeés nuo gliukozés koncentracijos tirpale kreives.

4 paveikslas. Biojutikliu, suformuotu ant Ti plokstelés chemigkai nusodinant
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Berlyno mélyno pasluoksnj ir imobilizuojant gliukozés oksidaze su gliutaro aldehido
garais, sroveés tankio priklausomybés nuo gliukozés koncentracijos tirpale kreivés.

5 paveikslas. Biojutikliu, suformuotu ant Ti plokstelés chemiSkai nusodinant
Berlyno mélynojo pasluoksnj, iSkaitinant jj kaitinimo krosnyje ir imobilizuojant gliukozés
oksidaze su gliutaro aldehido garais, srovés tankio priklausomybés nuo gliukozés

koncentracijos tirpale kreivés.

6 paveikslas. Biojutikliu, suformuotu ant Ti ploks$telés chemiskai nusodinant
Berlyno mélynojo pasluoksnj, iSkaitinant jj kaitinimo krosnyje ir imobilizuojant gliukozés
oksidaze elektrocheminés polipirolo polimerizacijos metu, srovés tankio
priklausomybés nuo gliukozés koncentracijos tirpale kreivés.

7 paveikslas. Biojutikliu, suformuotu padengiant Ti elektrodg Berlyno mélyno
pasluoksniu elektrochemiSkai, iSkaitinant Berlyno mélynojo pasluoksnj krosnyje ir su
gliutaro aldehido garais imobilizuojant gliukozés oksidaze, srovés tankio
priklausomybés nuo koncentracijos tirpale kreivés.

8 paveikslas. Visy aStuoniais skirtingais bldais (jskaitant 1a ir 1b) pagaminty
biojutikliy palyginimas. Visi biojutikliai buvo tiriami pagaminimo dieng.
Detali eiga

Gaminant gliukozés biojutikl] pirmiausia ant titano plokstelés buvo
padengiamas Berlyno meélynojo (BM) pasluoksnis. Tai buvo atliekama:

a) elektrochemiskai nusodinant Berlyno mélynojo sluoksnj ant titano plokstelés
ciklinés voltamperometrijos badu, skleidZiant potenciala nuo 04 V iki 0,8
V(Ag/AgCI/KClisotus) atzvilgiu) 1 mM FeCls ir Ka[Fe(CN)g] tirpale

b) chemiskai nusodinant Berlyno meélynajj, laikant titano plokstele 1 mM FeCls
ir Ka[Fe(CN)g] tirpale

c) Berlyno mélynojo pasluoksnis buvo i§kaitinamas krosnyje 1 val. 100 °C arba
naudojamas be iSkaitinimo

d) ant Berlyno mélynojo pagrindo elektrochemigkai dengiamas polipirolo
sluoksnis, po to imobilizuojamas fermentas - gliukozés oksidazé.
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Gliukozés oksidazés imobilizacija atlikta:

a) elektrochemiskai nusodinant polipirolg pirolo (30 mM), FeClz(1 mM),
Ks[Fe(CN)s] (1 mM) bei gliukozés oksidazés (1 mg ml-') misinyje skleidziant potencialg
nuo 0,4 iki 0,8 V (Ag/AgCI/KClsotus) atzvilgiu) ciklinés voltamperometrijos bldu

b) uZlaSinant ant elektrodo, padengto Berlyno mélynojo pasluoksniu, 40 mg
ml-'gliukozés oksidazés tirpalo (pagaminto ph 7,3 fosfatiniame buferyje), jj iSdZiovinant

ore bei laikant vir§ gliutaro aldehido 25 % tirpalo 15 min.

Ciklinés voltamperometrijos metu pagalbiniu elektrodu buvo naudojama titano
plokstele, palyginamuoju — Ag/AgCl (KCI (konc.)) elektrodas.

Amperometriniy tyrimy metu darbiniam elektrodui buvo suteiktas 0,05 V
potencialas Ag/AgCI/KClsotus) elektrodo atzvilgiu. Pagalbiniu elektrodu naudota Ti
plokstelé.

Gaminant skirtingus biojutiklius, buvo pastebéta, kad biojutikliai, suformuoti
imobilizuojant fermentg - gliukozés oksidaze - su gliutaro aldehido garais bei cheminiu
bldu padengiant Berlyno mélynojo pasluoksnj, analizés metu pasizymi didesniu
srovés tankiu (sieké iki 33,9 pA-cm2), gaunamu po gliukozés jlaginimo j analizuojama
tirpala, nei biojutikliai, suformuoti elektrochemiSkai padengiant Berlyno mélynojo
pasluoksnj bei elektrocheminés pirolo polimerizacijos metu imobilizuojant gliukozés
oksidaze (jy generuojamas srovés tankis siekeé iki 23,8 pA-cm2).

ISkaitinus Berlyno mélynojo pasluoksnj, padidéja tyrimo metu biojutiklio
generuojamos sroveés tankis: tiriant biojutiklius, suformuotus padengiant titano
elektrodg Berlyno mélyno pasluoksniu elektrochemiskai ir elektrocheminio polipirolo
nusodinimo metu imobilizuojant gliukozés oksidaze, didZiausias registruotas srovés
tankis buvo 12uA-cm, o tiriant biojutiklius, suformuotus padengiant titano elektroda
Berlyno mélyno pasluoksniu elektrochemiskai, iSkaitinant Berlyno mélynojo pasluoksnj
krosnyje ir elektrocheminio polipirolo nusodinimo metu imobilizuojant gliukozés

oksidaze, didZiausias tyrimy metu registruotas srovés tankis buvo 23,8 pA-cm2.

Tiriant biojutiklius, suformuotus padengiant titano piokstele Berlyno mélynuoju
chemiskai, iSkaitinant danga ir imobilizuojant gliukozés oksidaze elektrocheminio

polipirolo nusodinimo metu, buvo pastebéta, kad gliukozés méginio analizés metu $io
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tipo biojutikliy generuojama srové pasieké dideles vertes — virsijo 40 pA/cm2. Sio tipo
biojutikliams budingas ir platus nustatomos gliukozeés koncentracijos intervalas —
elektros srovés stipris dazniausiai Zenkliai didéjo po gliukozés koncentracijos

padidéjimo méginyije tol, kol gliukozés koncentracija pasiekdavo 100 mM.

Tiriant biojutiklius, suformuotus padengiant titano plok3tele Berlyno meélynuoju
elektrochemiskai, iSkaitinant dangg ir imobilizuojant gliukozés oksidaze su gliutaro
aldehido garais, buvo pastebéta, kad gliukozés méginio analizés metu S$io tipo
biojutikliy generuojama srové daZniausiai nevirSydavo -15 pA/cm2  Sio tipo
biojutikliams bddingas siauras nustatomos gliukozés koncentracijos intervalas —
elektros srovés stipris dazniausiai Zenkliai didéjo po gliukozés koncentracijos
padidéjimo méginyje tol, kol gliukozés koncentracija pasiekdavo 6 mM. Taip pat Sio
tipo biojutikiams budingas stabilumas laike — tiriant gliukozés méginj Sio tipo
biojutikliais, praéjus savaitei po biojutiklio pagaminimo, generuojamos srovés stipris
daznai bldavo nezZenkliai mazZesnis ar didesnis nei atliekant tyrimg biojutiklio
pagaminimo dieng.

Apibendrinant galima teigti, kad biojutikliai, suformuoti padengiant titano
elektrodg Berlyno mélyno pasluoksniu elektrochemiskai, iSkaitinant Berlyno mélynojo
pasluoksnj krosnyje ir elektrocheminio polipirolo nusodinimo metu imobilizuojant
gliukozés oksidaze pasiZzymi geriausiomis savybémis.

Jautriausi gliukozés biojutikliai suformuoti naudojant cheminj Berlyno mélynojo
nusodinimg ir gauto pasluoksnio iSkaitinima.

Biojutikliai, suformuoti elektrochemiSkai padengiant Berlyno mélynojo
pasluoksnj, iSkaitinant ji ir chemiSkai imobilizuojant gliukozés oksidaze, buvo
stabiliausi.

ISradimo jgyvendinimo pavyzdziai

Zemiau yra pateikti iSradimo gamybos pavyzdziai. 1$radimas néra ribojamas
Siais pavyzdziais.

1 pavyzdys. Biojutiklis, suformuotas padengiant titano elektrodg Berlyno
melyno pasluoksniu elektrochemiskai ir elektrocheminio polipirolo nusodinimo metu
imobilizuojant gliukozés oksidaze (1) buvo paruostas taip: Berlyno mélyno pasluoksnis
buvo nusodintas ant titano plokstelés ciklinés voltamperometrijos biidu, skleidZiant
potencialg nuo 0,4 V iki 0,8 V 1 mM FeCls ir Ks[Fe(CN)g] tirpale 40 cikly (1a pav.) arba
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50 cikly (1b pav.). Véliau ant elektrodo buvo imobilizuojama gliukozés oksidazé — tai
buvo atliekama elektrochemiSkai nusodinant polipirolg pirolo (30 mM), gliukozés
oksidazés (1 mg ml-') bei 1 mM FeCls ir Ks[Fe(CN)g] tirpale ciklinés voltamerometrijos
badu, skleidZiant potenciala nuo 0,4 V iki 0,8 V 20 cikly. Siuo biojutikliu iSmatuotos
elektros tankio priklausomybés nuo gliukozés koncentracijos tirpale kreivés pateiktos

1a pav. ir 1b pav.

2 pavyzdys (1-as + BM kaitinimas). Biojutiklis, suformuotas padengiant Ti
elektrodg Berlyno meélynojo pasluoksniu elektrochemiskai, iSkaitinant Berlyno
meélynojo pasluoksnj krosnyje ir polipirolo elektrocheminio nusodinimo metu
imobilizuojant gliukozés oksidaze (2 pav.) buvo ruoSiamas nusodinant Berlyno mélyno
pasluoksnj ant titano plok3telés ciklinés voltamperometrijos bddu, skleidziant
potencialg nuo 0,4 V iki 0,8 V 1 mM FeCls ir Ks[Fe(CN)s] tirpale 40 cikly. Po to Berlyno
meélyno pasluoksniu padengtas Ti buvo iSkaitintas 100 °C temperatiros kaitinimo
krosnyje 1 val., atvésintas iki kambario temperatiiros, nuplautas miliporiniu vandeniu ir
iSdZiovintas ore. Ant iSdZiovinto elektrodo buvo imobilizuojama gliukozés oksidazé —
tai buvo atliekama elektrochemiskai nusodinant polipirolg pirolo (30 mM), gliukozés
oksidazés (1 mg ml') bei 1 mM FeCls ir Ks[Fe(CN)e] tirpale ciklinés voltamerometrijos
bidu, skleidziant potencialg nuo 0,4 V iki 0,8 V 20 cikly. Siuo biojutikliu i§matuotos
sroves tankio priklausomybés nuo gliukozés koncentracijos tirpale kreivés pateiktos 2
pav.

3 pavyzdys. Biojutiklis, suformuotas padengiant titano elekirodg Berlyno
melynojo pasluoksniu elektrochemiskai, ant jo elektrochemiskai nusodinant polipirolo
dangg bei imobilizuojant gliukozés oksidaze naudojantis gliutaro aldehido tirpalu (3
pav.) buvo ruoSiamas taip: Berlyno mélynojo pasluoksnis buvo nusodintas ant Ti
plokstelés ciklinés voltamperometrijos badu, skleidZiant potencialg nuo 0,4 V iki 0,8 V
1 mM FeCls ir Ks[Fe(CN)e] tirpale 40 cikly. Nusodinus Berlyno mélynojo danga ant jos
buvo nusodinta polipirolo danga. Tai buvo atlikta ciklinant elektrodg pirolo misinyje
(sudarytame i$ pirolo (30 mM) ir FeCls(1 mM) bei Ka[Fe(CN)s] (1 mM)) 20 cikly
skleidZiant potencialg nuo 0,4 V iki 0,8 V. Gautas elektrodas buvo nuplautas miliporiniu
vandeniu, idZiovintas ore. Po to ant elektrodo buvo lasinamas gliukozés oksidazés
tirpalas (40 mg ml' gliukozés oksidazés tirpalas pH 7,3 fosfatiniame buferyje), drégnas
elektrodas iSdZiovintas ore ir jfiksuotas vir§ gliutaro aldehido (25 %) tirpalo, laikytas

vir§ jo 15 min. Siuo biojutikliu i$matuotos srovés tankio priklausomybés nuo gliukozés
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koncentracijos tirpale kreivés pateiktos 3 pav.

4 pavyzdys. Biojutiklis, suformuotas ant titano plokstelés chemiSkai nusodinant
Berlyno mélynojo pasluoksnj ir imobilizuojant gliukozés oksidaze su gliutaro aldehido
garais (4 pav.) buvo paruostas jmerkiant Ti plokstele j 1 mM FeCls ir Ks[Fe(CN)e] miSinj,
laikant plokstele miSinyje 60 min., iStraukiant, nuplaunant miliporiniu vandeniu ir
iSdziovinant ore. Gliukozés oksidazé imobilizuota uZlaSinant gliukozés oksidazés
tirpalo (40 mg mi' gliukozés oksidazés tirpalas pH 7,3 fosfatiniame buferyje),
i8dziovinant drégna elektrodg ore ir jfiksuojant vir§ gliutaro aldehido (25 %) tirpalo,
laikant vir§ jo 15 min. Biojutikliu iSmatuotos srovés tankio priklausomybés nuo

gliukozés koncentracijos tirpale kreivés pateiktos 4 pav.

5 pavyzdys (4-tas + BM iSkaitinimas). Biojutiklis, suformuotas ant Ti plokstelés
chemiSkai nusodinant Berlyno mélynojo pasluoksnj, iSkaitinant jj kaitinimo krosnyje ir
imobilizuojant gliukozés oksidaze su gliutaro aldehido garais (5 pav.) buvo paruostas
jmerkiant Ti plokstele | 1 mM FeCls ir Ks[Fe(CN)s] misinj, laikant plok$tele miSinyje 40
min. Po to Berlyno mélynojo pasluoksniu padengtas Ti buvo iSkaitintas 100 °C
temperatlros kaitinimo krosnyje 1 val., atvésintas iki kambario temperatiros,
nuplautas miliporiniu vandeniu ir iSdziovintas ore. Gliukozés oksidazé imobilizuota
uzlasinant gliukozés oksidazés tirpalo (40 mg ml-! gliukozés oksidazés tirpalas pH 7,3
fosfatiniame buferyje), iSdzZiovinant drégng elektrodg ore ir jfiksuojant vir§ gliutaro
aldehido (25 %) tirpalo, laikant vir$ jo 15 min. Siuo biojutikliu iSmatuotos srovés tankio
priklausomybés nuo gliukozés koncentracijos tirpale kreivés pateiktos 5 pav.

6 pavyzdys. Biojutiklis, suformuotas ant Ti plok$telés chemi$kai nusodinant
Berlyno meélyno pasluoksnj, iSkaitinant jj kaitinimo krosnyje ir imobilizuojant gliukozés
oksidaze polipirolo elektrocheminio nusodinimo metu (6) buvo paruostas jmerkiant
titano plokstele j 1 mM FeCls ir Ks[Fe(CN)s] misinj, laikant plokstele miSinyje 40 min.
Po to Berlyno mélyno pasluoksniu padengtas Ti buvo idkaitintas 100 °C temperatiros
kaitinimo krosnyje 1 val., atvésintas iki kambario temperatiiros, nuplautas miliporiniu
vandeniu ir iSdziovintas ore. Ant iSdZiovinto elektrodo buvo imobilizuojama gliukozés
oksidazeé — tai buvo atliekama elektrochemiskai nusodinant polipirolg pirolo (30 mM),
gliukozes oksidazés (1 mg mi') bei 1 mM FeCls ir Ka[Fe(CN)e] tirpale ciklings
voltamerometrijos bldu, skleidzZiant potenciala nuo 0,4 V iki 0,8 V 20 cikly. Siuo
biojutikliu iSmatuotos srovés tankio priklausomybés nuo gliukozés koncentracijos
tirpale kreivés pateiktos 6 pav.
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7 pavyzdys. Biojutiklis, suformuotas padengiant Ti elektrodg Berlyno mélynojo
pasluoksniu elektrochemiskai, iSkaitinant Berlyno mélynojo pasluoksnj krosnyje ir su
gliutaro aldehido garais imobilizuojant gliukozés oksidaze (7 pav.), buvo ruoSiamas
nusodinant Berlyno mélynojo pasluoksnj ant Ti plokstelés ciklinés voltamperometrijos
badu, skleidziant potencialg nuo 0,4 V iki 0,8 V 1 mM FeCls ir Ka[Fe(CN)s] tirpale 40
cikly. Po to Berlyno meélynojo pasluoksniu padengtas Ti buvo iSkaitintas 100 °C
temperatlros kaitinimo krosnyje 1 val., atvésintas iki kambario temperatiros,
nuplautas miliporiniu vandeniu ir iSdzZiovintas ore. Gliukozés oksidazé imobilizuota
uzlasinant gliukozés oksidazeés tirpalo (40 mg ml! gliukozés oksidazés tirpalas pH 7,3
fosfatiniame buferyje), iSdZiovinant drégng elektrodg ore ir jfiksuojant vir§ gliutaro
aldehido (25 %) tirpalo, laikant vir§ jo 15 min. Siuo biojutikliu iSmatuotos srovés tankio

priklausomybés nuo gliukozés koncentracijos tirpale kreivés pateiktos 7 pav.
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ISradimo apibréztis

1. Biojutiklio elektrodo pavirSiaus sluoksnio, skirto elektrony perna$ai ir
medziagy imobilizacijai, gamybos bidas, besiskiriantis tuo, kad apima Berlyno

meélynojo pasluoksnio padengimg ant titano plokstelés.

2. Biojutiklio elektrodo pavirSiaus sluoksnio pagal 1 punktg gamybos badas,

besiskiriantis tuo, kad padengimas yra atliekamas cheminiu badu.

3. Biojutiklio elektrodo pavirSiaus sluoksnio pagal 1 punktg gamybos budas,
besiskiriantis tuo, kad padengimas yra atliekamas elektrocheminiu budu

skleidziant elektrinj potencialg nuo 0,4 iki 0,8 V.
4. Biojutiklio elektrodo pavirSiaus sluoksnis gautas badu pagal 2 punkta.
5. Biojutiklio elektrodo pavirSiaus sluoksnis gautas bGdu pagal 3 punkta.

6. Biojutiklio elektrodo pavirSiaus sluoksnis pagal 4 arba 5 punkta,
besiskiriantis tuo, kad minétas pagrindas yra kaitinamas krosnyje 1 val. 100 °C

temperaturoje.

7. Biojutiklio elektrodo gamybos bildas, besiskiriantis tuo, kad ant
elektrodo pavirSiuje suformuoto sluoksnio, pagal bet kurj vieng i§ 4 - 6 punkty, yra
imobilizuojamas fermentas, skirtas analités koncentracijos nustatymui meéginyje.

8. Biojutiklio elektrodo gamybos bidas, pagal 7 punktg, besiskiriantis tuo,
kad prieS fermento imobilizavimg ant Berlyno mélynojo pasluoksnio, gauto
elektrocheminio nusodinimo ant elektrodo pavir§iaus badu, yra susintetinamas

polipirolo sluoksnis.

9. Biojutiklio elektrodo gamybos baddas, pagal 7 arba 8 punkta,
besiskiriantis tuo, kad ant modifikuoto elektrodo pagrindo imobilizuoti skirtas
fermentas yra gliukozés oksidazeé.

10. Gliukozés biojutiklio elektrodo pagal 9 punkta gamybos badas,
besiskiriantis tuo, kad gliukozés oksidazés imobilizavimas yra atliekamas
cheminiu arba elektrocheminiu badu.

11. Gliukozés biojutiklio elektrodo pagal 10 punktg gamybos budas,

besiskiriantis tuo, kad gliukozés oksidazés cheminis imobilizavimas yra
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atliekamas glutaro aldehido garais.
12. Biojutiklio elektrodas, gautas biadu pagal 7 arba 8 punktag.

13. Gliukozés biojutiklio elektrodas, gautas bddu pagal bet kurj vieng i$ 9 - 11

punkty.
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