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IVADAS

Koloidinés metaly dalelés, lyginant su metaly luitais, domina tyréjus dél nanoskalés
lygmenyje jgaunamy naujy fizikiniy, optiniy ar cheminiy savybiy, praple¢iant jy panaudojimo ribas
(Khan ir kt., 2019). Neseniai buvo nustatyta, jog auksas, nors yra mazai reaktyvus metalas,
koloidinés busenos pasizymi gana dideliu pavirSiaus kataliziniu reaktyvumu. Tyrimais buvo jrodyta,
kad aukso nanodaleliy (AUuND) Kkatalizinés savybés yra panaSios j fermenty — peroksidaziy,
katalaziy, reduktaziy bei oksidaziy, todél AuND gali biiti vadinamos nanozimais (Lou-Franco ir kt.,
2020). AuND nanoziminés savybés gali biiti priklausomos nuo reakcijos salygy: pH ir temperatiiros.
Katalizinés AuND savybés taip pat priklauso nuo paciy daleliy pavir$iaus chemijos ir morfologijos.
Siame baigiamajame magistro darbe pladiau tyrinéjama sferiniy AuND dydZio jtaka reakcijos
kinetikai gliukozés oksidacijos metu.

Kadangi AuND pritaikomumas in vivo yra ribotas dél toksisSkumo tyrimy trikumo, AuND
placiai taikomos biojutikliy karimui. Dalelés yra patrauklios dél paprastos sintezés metodikos,
mazos kainos bei suderinamumo su biologinés kilmés medziagomis (fermentai, DNR ir RNR). D¢l
Siy savybiy AUND panaudojamos biomedicininés ar biocheminés analizés tikslais. Pavyzdziui,
AuND gali buti pritaikomos gliukozés biojutikliuose. Juose AuND jprastai naudojamos Kkaip
pavirSius fermentui — gliukozés oksidazei (GOx) — imobilizuoti. Buvo pastebéta, jog imobilizuotas
fermentas pasizyméjo didesniu kataliziniu aktyvumu negu laisvoje formoje (D. Li ir kt., 2007; Xiao
ir kt., 2003). Taciau zinant faktg, kad AuND yra nanozimai, svarbu jvertinti, ar tokiy reakcijy metu
AuND taip pat daro jtaka reakcijos kinetikai. Todél Siame darbe tyrinéjama AuND ir GOx konjugaty
(AuND-GOx) vykdomos gliukozés oksidacijos reakcijos kinetika.

Naujausi tyrimai rodo, jog AuND taip pat pasizymi dideliu antibakteriniu ir prieSgrybeliniu
poveikiu prie§ daugelj patogeniniy mikroorganizmy. Dél to AuND siekiama pritaikyti
odontologijoje, kosmetikos bei maisto pramonéje. Ypa¢ daug démesio skiriama AuND
panaudojimui nanopakuociy kirime dél jy terapiniy ir antibakteriniy savybiy (Paidari ir Ibrahim,
2021). Taciau toks AuND taikymas vis dar yra tyrimy stadijoje, kadangi truksta informacijos apie
daleliy poveikj Zmogui. Taigi, i§samiis AuND tyrimai, ypa¢ AuND ir baltymy saveikos, yra biitini

siekiant jas saugiai naudoti.

Sio darbo tikslas — jvertinti aukso nanostruktiirose imobilizuoto biokatalizatoriaus reakcijos grei¢io

priklausomybe nuo aukso nanodaleliy dydZio.
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Darbo tikslui jgyvendinti yra suformuluoti uZdaviniai:
1. Susintetinti skirtingo dydzio aukso nanodaleles ir optimizuoti sintezés metodika;
2. lvertinti skirtingo dydzio nanodaleliy ir gliukozés oksidazés katalizuojamos gliukozés
oksidacijos priklausomybg nuo substrato koncentracijos;
3. Jvertinti aukso nanostruktirose imobilizuotos gliukozés oksidazés katalizuojamos reakcijos

greicio priklausomybe nuo aukso nanodaleliy dydzio.
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1.  LITERATUROS APZVALGA

1.1.  Nanodaleliy Klasifikacija

Nanotechnologijos yra plati ir tarpdisciplininé tyrimy sritis, kuri per pastaruosius kelerius
metus sparéiai augo visame pasaulyje. Sis mokslas yra paremtas nanoskalés lygmens medziagomis —
nanodalelémis. Nanodalelés (ND) yra plati medziagy klasé, j kurig jeina kietosios dalelés, kuriy
vienas matmuo yra mazesnis nei 100 nm (Laurent ir kt., 2010). Jvairios ND yra skirstomos j tam
tikras kategorijas atsizvelgiant i jy morfologija, dydj, chemines ir kitas savybes. Remiantis
fizikinémis ir cheminémis savybémis, literatiiroje pateikiamos kai kurios gerai Zinomos nanodaleliy
klasés: anglies, metaly, keramikinés, puslaidininkés, polimerinés ir lipidinés ND. Anglies ND
klas¢je pagrindinés nanomedziagos yra geru elektriniu laidumu bei mechaniniu atsparumu
pasizymintys fulerenai bei anglies nanovamzdeliai (Astefanei ir kt., 2015). Metaly ND yra
sintetinamos tik i$ jvairiy metaly pirmtaky, tokiy kaip Au, Ag, Cu ir kt. Tokios dalelés dél pavirSiaus
plazmoninio rezonanso charakteristiky turi unikalias optioelektrines savybes, kurios labai priklauso
nuo daleliy struktiiros, dydzio ir formos (Dreaden ir kt., 2012). Keramikinés ND yra neorganinés,
nemetalinés kietosios medziagos. Jos gali biiti amorfinés, polikristalinés, tankios, porétos arba
tus¢iavidurés formos, todél Sios ND sulaukia didelio tyré¢jy susidoméjimo, nes jos gali buti
panaudojamos tokiose srityse kaip katalizé, fotokatalizé, dazy fotodegradacija ir dar daugelyje kity
sri¢iy (Thomas ir kt., 2015). Puslaidininkés ND pasizymi metaly ir nemetaly savybémis ir jos yra
labai svarbios medziagos fotokatalizéje, fotooptikoje ir elektroniniuose prietaisuose (Khan ir kt.,
2019). Polimerinés ND paprastai yra organinés kilmés. Tokios dalelés yra sferinés formos ir
sudarytos 18 Serdies bei pavirSiniy medziagy. Lipidinés ND taip pat kaip ir polimerinés yra sferinés
formos ir turi lipiding Serdj bei lipofilines molekules, jprastai iStirpusias matricos viduje. Kadangi
Siose dalelése yra lipidiniy fragmenty, jie efektyviai naudojami daugelyje biomedicinos sriciy, kaip
kad terapiniy vaisty perneSime, kuris turi perspektyvy gydyme nuo véziniy susirgimy (Puri ir kt.,
2009). Taigi, jvairios nanodalelés tampa vis svarbesnés dél jy ypatingy optiniy, elektriniy ir
struktiriniy savybiy, kuriomis paprastai atskiros molekulés ar i§ jy sudarytos kietos medziagos
nepasizymi. Ypac $iy daleliy svarba pasireiSkia tuo, kad, pavyzdziui, daleliy dydis gali turéti jtakos
fizikinéms ir cheminéms jy savybéms, todél tokiy nanodaleliy tyrimy sritys ir taip pat pritaikymo

galimybés yra labai pla¢ios (Khan ir kt., 2019). Siame darbe tikslui jgyvendinti buvo pasirinktos
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tauriyjy metaly ND, t. y. — aukso nanodalelés (AuND) — kurios yra laikomos stabiliausiomis i visy

metaly ND.

1.2. Aukso nanodalelés

Datuojama, kad aukso gavyba buvo pradéta penktame tiikstantmetyje pr. m. e. Numanoma,
kad ,.tirpus®, t. y., koloidinis, auksas buvo pradétas naudoti tik V-IV amziuje pr. m. e. Tuo metu ir
véliau koloidinis auksas buvo naudojamas tiek gydomaisiais, tiek estetiniais tikslais, pavyzdziui,
vitraziniam stiklui gaminti bei keramikai dazyti (Daniel ir Astruc, 2004). Turbat garsiausias
koloidinio aukso panaudojimo mene pavyzdys yra IV amziuje, romény sukurta karaliaus Likurgo
tauré (angl. Lycurgus cup). Si tauré garsi savo nejprastomis savybémis keisti spalva. Esant jprastam
apSvietimui, kai Sviesa atsispindi nuo taurés, §i yra zalios spalvos (1.1 pav. A), o Sviesai praéjus pro

ja stiklas tampa rausvas (1.1 pav. B) (Loos, 2015).

1.1 pav. Likurgo tauré: A — Sviesai atsispindéjus tauré Zalia, B — §viesai pra¢jus pro taurg — rausva.
Adaptuota 1§ (Loos, 2015).

Sios ypatingos taurés paslaptis buvo iSaiskinta tik 1990 m. po to, kai mokslininkai istyré
taurg atominés jégos mikroskopu. Nustatyta, kad spalvas lemia taurés stikle iSsisklaidziusios iki 100
nm dydZzio nanodalelés. Apskaiciuota, kad stikle yra apie 66,2 % sidabro ND, 31,2 % aukso ND ir
2,6 % vario ND. Matoma raudona spalva yra AuND absorbuotos §viesos (~520 nm bangos ilgyje)
rezultatas. Violetin¢ spalva atsiranda dél didesniy daleliy absorbcijos, o Zalia spalva priskiriama

Sviesos sklaidai koloidinémis sidabro ND, kuriy dydis didesnis nei 40 nm (Loos, 2015).
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Nuo to laiko pazangos koloidinio aukso tyrimuose nebuvo daug, kol galiausiai XIX a. jvyko
mokslinis proverzis. M. Faradéjus sukiiré pirmuosius aukso koloidy pavyzdzius, kai jis ant
mikroskopo stikleliy tvirtino plonus aukso lapy lakstus (Tweney, 2006). Toliau, R. Kochas atrado in
vitro bakteriostatines koloidinio aukso savybes, dél kuriy buvo sukurta terapija gydyti tuberkulioze
ir reumatoidinj artritg (Ferndndez-Moreira ir kt., 2019). Visa tai atlikta iki 1951 m. kai Turkevich su
bendraautoriais atliko i$samius koloidinio aukso susidarymo ir nukleacijos proceso tyrimus
(Turkevich ir kt., 1951), kurie sukiiré pagrindg naujam aukso nanomedziagy, taikomy skirtingose

srityse, jskaitant biomedicing, padidéjimui (Lou-Franco ir kt., 2020).

1.2.1. PavirSiaus plazmoninis rezonansas

D¢l daleliy dydzio atsirandantis spalvinis pokytis yra aiSkinamas pavirSiaus plazmoninio
rezonanso sgvoka. PavirSiaus plazmonas yra apibiidinamas kaip kolektyvinis kriivininky tankio
svyravimas, kuris susidaro metaly ir dielektriky riboje (Daniel ir Astruc, 2004). PavirSiaus
plazmoninis rezonansas (PPR) stebimas, kai tiesiSkai poliarizuotos Sviesos bangos atsispindi nuo
metalo pavirSiaus, taip Sviesos energija perduodant metaly pavirSiuje esantiems elektronams ir
sukeliant jy virpesius (Guo, 2012). Taigi, keiCiantis daleliy dydziui keiéiasi ne tik koloidinio tirpalo

spalva, bet ir sugerties spektras (1.2 pav.).

A - _
CYOROIO |
Y

A Aukso nanodaleliy dydis (nm)

12 -

Optinis tankis

450 450 500 550 600 650 700
Bangos ilgis, nm

1.2 pav. A — koloidinio AuND tirpalo spalvos prilausomybé nuo AuND dydzio, B — skirtingo
AuND dydzio jtaka smailiy pasiskirstymui UV-vis spektre. Adaptuota i§ (Ajdari ir kt., 2017).
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Todél UV ir regimosios Sviesos spektrai gali biiti naudojami nustatyti ND dydziams, kadangi
PPR intensyvumas didéja, kai elektromagnetinés bangos ilgis yra didesnis uz ND dydj. Kalbant apie
AuND, jprastai jy koloidinio tirpalo spalva kinta nuo raudonos iki violetinés didéjant daleliy
dydziui, o smailé sugerties spektre pasislenka j ilgabangiy bangy puse (Ajdari ir kt., 2017).

PPR savybés gali biti pritaikomos daugelyje jvairiy sri¢iy. Dazniausiai Sis efektas
pritaikomas biojutikliy kiirime, katalizéje, mikroskopijoje lasteliy vaizdinimui, taip pat Ramano

spektroskopijoje jautrumui padidinti (Guo, 2012).

1.3.  Aukso nanodaleliy sintezés metodai

Koloidiniam AuND tirpalui paruosti yra sukurta labai daug metody. Literatiiroje yra
aprasomi fizikiniai, cheminiai, fotocheminiai ir net biologiniai metodai (Sengani ir kt., 2017).
Renkantis jvairiy tipy metodikas, skirtingy reakcijoms reikalingy medziagy derinius bei reakcijos

salygas (temperatiira, pH ir kt.), galima gauti skirtingy savybiy AuND, pavyzdziui, skirtingos

morfologijos (1.3 pav.).

1.3 pav. Jvairiy formy AuND: A — sfera, B — lazdelé, C — prizmé, D — piramidé, E — zvaigzdé, F —
kubas. Adaptuota i§ (Lou-Franco ir kt., 2020).
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Dazniausiai AuND yra sferos, kubo ar lazdelés formos (Nikoobakht ir EI-Sayed, 2003; Ruan
ir kt., 2014; Sun ir Xia, 2002), ta¢iau yra publikacijy, kuriose parodyta, kad galima gauti ir prizmés,
zvaigzdés ar piramidés formos AuND (Ha ir kt., 2007; Kumar ir kt., 2007; Lou-Franco ir kt., 2020).

Labai daznu atveju dél metodikos paprastumo AUND paruoSimui laboratorinémis sglygomis
yra naudojama cheminé sintezé. Siais laikais cheminiy AuND sintezés metody yra gausu, o i§ ju
pagrindiniu yra laikomas ,, Turkevich* metodas, kuris yra vienas pirmyjy detaliai apraSyty. Sintezé
yra pagrjsta tetrachloro aukso riigsties redukcija natrio citratu vandeninéje fazéje (Turkevich ir kt.,
1951). Siuo metodu paprastai galima susintetinti iki 20-30 nm dydZio AuND. 1973 m. mokslininkas
G. Frensas metodg papild¢ ir pateiké metodika, skirta susintetinti pasirinkto dydzio AuND (nuo 16
nm iki 147 nm). Si sintezé paremta tetrachloro aukso riigsties ir natrio citrato santykio poky&iais.
Esant pastoviam reagenty moliniam santykiui, pradiné tetrachloro aukso ragsties koncentracija
galutiniam AuND dydziui reikSmingos jtakos neturi, taCiau maZzinant natrio citrato koncentracijg yra
galimybé gauti didesnio dydzio AuND (Frens, 1973). Taip pat yra jvardijama keletas veiksniy, kurie
potencialiai gali turéti reikSmingos jtakos galutiniam AuND dydziu, tai — reakcijos metu palaikoma
temperatiira, tirpalo pH bei reagenty pridéjimo j reakcijos misinj eiliSkumas (Zhao ir kt., 2013).
Apskritai, ,,Turkevich® metodas yra gana paprastas ir greitas bei naSus, kadangi susintetintos AuND
yra sferinés, stabilios ir gana monodispersiskos, taciau metodas patikimiausias yra AuND sintezei
tarp 15 nm ir 30 nm dydzio (Dong ir kt., 2020). Taip pat iSskiriama, kad natrio citratu stabilizuoty
AUND pavirSius yra lengviau modifikuojamas jvairiais ligandais, o tai suteikia galimybes kurti
jvairius kompleksus — AuND gali biiti konjuguojamos su peptidais, lipidais, antiktinais, fermentais,
vaisty arba DNR molekulémis (Daniel ir Astruc, 2004).

1.3.1. Palaipsniné aukso nanodaleliy sintezé

Kitas galimas AuND sintezés metodas yra palaipsniné sintezé. Siuo metodu galima
susintetinti jvairaus dydZio AuND, o pati sintezé yra lengvai kontroliuojama. Dauguma tokios
sintezés metody remiasi pirmine ir antrine sinteze. Pirmosios sintezés metu jprastai yra
susintetinamos apie 10 nm dydzio AuND, remiantis ,,Turkevich® arba analogiSku metodu.
Susintetinus pirmines daleles esminis Zingsnis yra sumazinti reakcijos miSinio temperatira,
pavyzdziui, iki 90 °C (Bastus ir kt., 2011) arba iki kambario temperatiiros (Leng ir kt., 2015) pries§
pradedant antrine sinteze. Zemiau tirpalo virimo ribos sumazinta temperatiira uztikrina, jog antrinés
sintezés metu neprasidéty antriné mazesniy AuND nukleacija, o kiekvieno papildomo reagenty

pridéjimo metu didéty jau esamos AuND (Bastus ir kt., 2011). Antriné sintezé pradedama reakcijos
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misinj papildant tetrachloroauro riigStimi bei natrio citratu (Bastls ir kt.,, 2011) arba Kitu
reduktoriumi, pavyzdziui, askorbo rigstimi (Jana ir kt., 2001). Taip pat labai svarbu, kad kiekvieno
reagenty pridéjimo etapo metu biity parinktos tokios reagenty koncentracijos, kad biity iSlaikomas
mazas pridedamo aukso pirmtako, jprastai tetrachloroauro riigSties, ir pirminio tirpalo daleliy,
santykis (1.4 pav.). Esant mazam santykiui, vVyksta dydzio fokusavimas, dél ko kiekvieno sintezés
etapo eigoje vyksta tolygus AuND didéjimas. Kitais atvejais, kai santykis vidutinis arba didelis,
AuND gali jgyti ne sfering, o ovalig forma bei gali prasidéti antriné mazesniy ND nukleacija (Bastus
ir kt., 2011).

ﬁ Didelis santykis

i 3 '
: ¢
—> Vidutinis santykis @ Ml

\—% Mazas santykis

Santykis = [Au®* J[AuND] Dydzio fokusavimas
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.:‘4'-;'?‘;2{
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1.4 pav. Palaipsninés AuND sintezés eigos priklausomybé nuo aukso pirmtako ir tirpale esanciy
AuND santykio. Adaptuota i$ (Bastus ir kt., 2011).

Taigi, palaipsninés sintezés metodu, tinkamai kontroliuojant reakcijos tirpalo temperatiirg
bei reagenty koncentracija, gali buti gaunamos gana didelio dydZzio AuND, kurios iSlaiko tiek

stabiluma, tiek monodispersiSkuma, tod¢l Sis metodas naudojamas baigiamajame darbe.

1.4. Nanozimai

Nanodalelés, pasizyminCios fermento savybémis, vadinamos nanozimais, arba
nanokatalizatoriais. Nanozimai, lyginant su natiraliais fermentais, sglyginai yra pranasesni.
Biologiniai fermentai yra makromolekuliniai katalizatoriai, katalizuojantys biologiniy sistemy
biochemines reakcijas. Nors kiekvienas fermentas atlieka tam tikrg funkcija, vis délto turi keleta
trukumy, kurie riboja jy platy pritaikyma, t. y., fermentams reikalingos grieztos fiziologinés salygos

katalizinéms funkcijoms atlikti, jie pasizymi ribotu stabilumu nepalankiomis aplinkos salygomis,
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taip pat santykinai didelés sintezés ar iSskyrimo ir gryninimo islaidos (Blanco ir Blanco, 2017).
Nanokatalizatoriai $iuo atveju pasizymi gana paprastais sintezés metodais, mazesne kaina, didesniu
stabilumu, geru Kataliziniu efektyvumu bei teikia galimybg pavirSiaus modifikacijoms, kurios
potencialiai galéty pagerinti nanokatalizatoriy veikimg (Singh, 2019). Taigi Siame kontekste
nanozimai yra placiai tyrinéjami, siekiama iStiri jy panaudojimo galimybes biojutikliy kiirime,
imunologiniuose tyrimuose, ligy diagnostikoje ir terapijoje, apsaugoje nuo oksidacinio streso bei

terSaly pasalinime (Zhou ir kt., 2017).

1.4.1. Aukso nanodaleliy katalizinés savybés

Yra zinoma, kad kaip ir kitos metaly ND, AuND yra reaktyvios ir pasizymi nanozimy
savybémis. Atlikus platesnius tyrimus buvo nustatyta, kad AuND gali katalizuoti tokias reakcijas,
Kurias jprastai katalizuoja tokie fermentai, kaip peroksidazés, oksidazés, katalazés ar reduktazés ir
kt. (Lou-Franco ir kt., 2020). Taip pat, Comotti ir kt. atliktame tyrime parodyta, kad gliukozés
oksidacijos metu ~3,6 nm AuUND buvo 6 kartus reaktyvesnés uz kity metaly — sidabro, platinos,
paladzio ir vario — ND (Comotti ir kt., 2004).

D-gliukozé yra labiausiai paplitgs monosacharidas, dél ko tai yra viena i§ priezas¢iy, kodél
gliukozes oksidacija yra intensyviausiai tiriamas procesas AuND tyrimuose. Taciau gliukoz¢é néra
vienintelé molekulé, kurig gali oksiduoti AuND. L-arabinozé, D-galaktozé ir D-laktozé, kurie yra
salyginai reti cukriis gaunami i§ hemiceliulioziy, taip pat yra geriausiai oksiduojami 3—6 nm dydzio
AUND (T. Kusema ir Yu. Murzin, 2013).

Tyrimais buvo parodyta, kad AuND oksiduoja B-D-gliukoz¢ molekuliniu deguonimi,
susidarant D-gliukono-1,5-laktonui ir vandenilio peroksidui (Comotti ir kt., 2006). Susidarg
produktai ir pati reakcijos eiga yra panasi su GOx vykdoma katalize. Taip pat, AUND vykdoma
katalizé atitinka tiping Michaelis-Menten reakcijos kinetikg (Beltrame ir kt., 2006), todél AuND
katalizinés savybés gali biiti apraSomos jprastais fermentinéms reakcijoms Kinetiniais parametrais —
Kwm, Vmax ir Keat (Lang ir kt., 2014; Singh, 2019). Atradus $ias AuND savybes, buvo atlikta nemazai
tyrimy, siekiant istirti AuND oksidacines galimybes ir pac¢iy daleliy panaudojimo ribas, taip pat
taikyma biojutikliy kiirime ir tobulinime. D¢l to jvairiuose tyrimuose buvo eksperimentuojama su
pagal skirtingg sintezés metodika gautomis ar modifikuoto pavirSiaus AuND, taip pat su skirtingos
formos ar dydzio AUND, buvo vertinama temperatiiros bei pH jtaka AuND katalizinéms savybéms
(Karra ir kt., 2016; Lou-Franco ir kt., 2020).

20



1.5.  Biojutikliai

Biojutikliais yra vadinami analitiniai prietaisai — elektrodai, kurie biologinj atsakg pavercia
elektriniu signalu. Siekiama, kad biojutikliai buty labai specifiski, nepriklausomi nuo fiziniy
parametry, tokiy kaip pH ir temperatiira, ir biity pakartotinai naudojami. Tam pasiekti biitinos
tarpdisciplininés chemijos, biologijos ir inzinerijos zinios (Mehrotra, 2016). Yra iSskiriamos trys
pagrindinés biojutiklio dalys: 1 — atpazinimo elementai, kurie diferencijuoja tikslines molekules, 2 —
keitiklis, kuris jvykusig atpazinimo reakcijg pavercia iSmatuojamu signalu, ir 3 — signalo apdorojimo
sistema. Molekulinio atpazinimo elementai apima receptorius, fermentus, antikiinus, nukleortigstis
bei mikroorganizmus. Keitiklio perduodamas signalas gali buti elektrocheminis (pavyzdZziui,
potenciometrinis, amperometrinis), optinis, termometrinis, pjezoelektrinis ir magnetinis (Yoo ir Lee,
2010). Fermentiniai biosensoriai yra sukuriami imobilizacijos metodais, t. y., fermentai
adsorbuojami elektrodo pavirSiuje silpny nekovalentiniy rySiy déka bei per joninj arba kovalentinj
ry$j (Datta ir kt., 2013). Siuo tikslu daniausiai naudojami fermentai yra oksidoreduktazeés,

oksidazés, peroksidazés ir aminooksidazés (Mehrotra, 2016).

1.5.1. Gliukozés biojutikliai ir gliukozés oksidazé

Fermentiniai amperometriniai gliukozés biojutikliai yra labiausiai paplite prietaisai tiek
rinkoje, tiek mokslinése institucijose de¢l gero jy jautrumo, daugkartinio naudojimo, lengvos
priezidiros, ir taip pat dél mazy sgnaudy. Anot Yoo ir Lee, gliukozés biojutikliai paprastai yra
pagristi dviejomis fermenty Seimomis — gliukozés oksidazémis (GOx) (1.5 pav.) ir gliukozés
dehidrogenazémis. Sie fermentai skiriasi redokso potencialu, kofaktoriais, taip pat selektyvumu
gliukozei (Yoo ir Lee, 2010).

GOx yra standartinis biojutikliy fermentas, pasiZymintis santykinai didesniu gliukozés
selektyvumu lyginant su dehidrogenazémis. Fermentas lengvai gaunamas, gana pigus, gali atlaikyti
didesnius pH svyravimus, joninés jégos bei temperatiirinius pokycius nei daugelis kity fermenty
(Yoo ir Lee, 2010). GOx gali bati iSgryninama i§ jvairiy mikroskopiniy gryby, bet jprastai
moksliniams tyrimams yra gaunama i§ Aspergillus arba Penicillium genties gryby (Bankar ir kt.,
2009).
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1.5 pav. Iliustracinis GOx vaizdas. Mélyna ir $viesiai mélyna — baltymo monomerai, geltona —
kofaktorius FAD, raudona — aktyvusis centras. Adaptuota i§ (Janati-Fard ir kt., 2016).

I literatiros zinoma, kad GOx yra homodimerinis baltymas, sudarytas i$ dviejy identisky
domeny, kuriy kiekvieno molekuliné masé yra apie 80 kDa (Leskovac ir kt., 2005). Sudétimi i$
Aspergillus niger isskirta GOx yra glikoproteinas, kurio manozés tipo angliavandeniy kiekis sudaro
10-16 % baltymo molekulinés masés. Abu fermento subvienetai turi po vieng nekovalentiskai
prisijungusig kofermento FAD molekulg, kuri katalizés metu veikia kaip redokso nesiklis (Leskovac
ir kt., 2005).

Pagrindinis gliukozes biojutiklio veikimo principas remiasi tuo, kad GOx katalizuoja B-D-
gliukozés oksidacija molekuliniu deguonimi iki D-gliukono-1,5-laktono ir vandenilio peroksido.
GOx kataliziniam veikimui reikalingas kofaktorius flavino adenino dinukleotidas (FAD). FAD

veikia kaip pradinis elektrony akceptorius ir yra redukuojamas iki FADH; (1).
Gliukozé + GOx — FAD" — Gliukonolaktonas + GOx — FADH, 1)
Kofaktorius regeneruojamas reaguojant su deguonimi, susidarant vandenilio peroksidui (2).

GOx — FADH, + O, — GOx — FAD + H,0O, (2)

Toliau reakcijos metu vandenilio peroksidas yra oksiduojamas elektrodo pavirSiuje ir

generuojamas elektrinis signalas (3).
H,O;, — 2H  + O, + 2¢ (3)
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Tokiu principu veikiantys gliukozés biojutikliai yra vadinami pirmosios kartos biojutikliais.
Tokiam elektrocheminiam gliukozés jutimui matuojamas deguonies arba vandenilio peroksido
koncentracijos pokytis (Yoo ir Lee, 2010).

Taip pat yra iSskiriami antrosios bei treciosios kartos biojutikliai. Antrosios kartos
biojutikliuose jprastai elektrony pernasai j elektrodg yra naudojami dirbtiniai, i§ dalies toksiski
mediatoriai arba nanomedziagos, todél tokie jutikliai néra priklausomi nuo deguonies, vandenilio
peroksido ar kity galimy tirpale esanciy medziagy. Treciosios kartos biojutikliy veikimas yra
paremtas tiesiogine elektrony pernasa i§ fermento j elektrodg be jokiy tarpiniy etapy nenaudojant
mediatoriniy medziagy (Rahman ir kt., 2010).

1.5.2. Klarko elektrodas

Siame darbe tyrimams naudojamas pirmosios kartos deguoninis elektrodas, generuojantis
elektrocheminj, t.y., amperometrinj signalg. Toks elektrodas pladiau yra Zinomas kaip Klarko

elektrodas (1.6 pav.).

\-Tb‘?-— Stiklinis vamzdelis
«—— Elektrolitas
< Palyginamasis Ag/AgCl elektrodas, anodas
X L
w< - Membrana, pralaidi O

Platinos elektrodas, katodas

1.6 pav. Bendroji deguoninio Klarko elektrodo schema. Adaptuota i§ (Button, 2015)

1954 m. Clarkas sukonstravo pirmajj membrana padengta deguonies elektroda, kuriame tiek
anodas, tiek katodas buvo atskirti nuo méginio nelaidzia, deguoniui selektyvia, membrana. Jis
1Sbandé jvairias membranas, i$ kuriy pasirinko butent polietileno membrang, kuri geriausiai ribojo
pralaidumg deguoniui, sumazino deguonies iSeikvojima i$ méginio, todél buvo jmanoma kiekybiskai
atlikti méginiy elektrocheminius matavimus (Severinghaus, 2004). Klarko deguoniniame elektrode

katodas ir anodas yra panardinami j elektrolitinj tirpala, taciau tarp méginio ir metaliniy elektrody
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néra elektrinio kontakto — biitent pralaidi membrana, o ne elektrolitas, kontroliuoja deguonies
difuzijg tarp méginio ir elektrodo (Button, 2015; Severinghaus, 2004).

Ivairiems metabolitams aptikti skirtas Klarko elektrodas gali turéti papildomg membrang su
imobilizuotu fermentu, kuris lieiasi su deguoniui laidzia membrana (Sawyer, 2003). Vienas i$
pavyzdziy buty Klarko elektrodas, padengtas membrana imobilizuota GOX. ISmatuojamas junginys
¢ia yra deguonis, kurio koncentracija keiCiasi keiCiantis fermento aktyvumui, savo ruoztu,
priklausomai nuo analités, t. y., gliukozés koncentracijos. Laikantis tokio biojutiklio principo, buvo
naudojamos ir kitos oksidazés, daugiausiai maisto pramonéje, nustatant biologiSkai svarbius
junginius, jskaitant fruktoze, laktoze, etanolj, glicerolj, fenolio junginius, L-glutamata ir cholesterol;.

(Filip ir Tkac, 2018).

1.5.3. Aukso nanodaleliy panaudojimas gliukozés biojutikliuose

Tarp ivairiy nanomedziagy, kurios potencialiai gali biiti naudojamos kaip fermentiniy
biojutikliy komponentai, AUND sulaukia gana daug tyréjy démesio. Sios dalelés dél tokiy savybiy
kaip didelis pavirSiaus plotas bei biosuderinamumas gali uztikrinti fermenty stabiluma
imobilizacijos metu bei iSlaikyti jy biologinj aktyvuma. Kitaip tariant, fermenty imobilizavimas ant
jvairiy pavirSiy reikalingas, kad juos buty galima praktiSkai panaudoti baltymui nenatyvioje
aplinkoje, pavyzdziui, biojutikliuose, aplinkos remediacijos medziagose, bioreaktoriuose ir kitose
taikomosiose biotechnologijy srityse (Ding ir kt., 2015).

Yra zinoma, kad GOx pl verté yra 4,2, todé¢l terpés pH vertei esant didesnei nei 4,2, baltymas
yra neigiamai jkrautas. Tos AuND, kurios sintetinamos redukuojant tetrachloroauro riigstj natrio
citratu, taip pat yra neigiamai jkrautos terpés pH esant 7,0, todél elektrostatinés jégos tarp AuND ir
GOx i$ esmés néra labai stiprios. Kita vertus, GOX kofaktorius FAD fermente yra i$sidéstes baltymo
hidrofobinéje dalyje, dél ko $is regionas galimai yra artimesnis AuND, kurios taip pat pasizymi
hidrofobiskumu. (Ramanaviciene ir kt., 2009). Be to, AuND turi savybg greitai ir tiesiogiai
elektrodui perduoti fermentinés reakcijos metu susidariusius elektronus, tad tokiuose biojutikliuose
néra bitinas mediatorinés medZziagos naudojimas, kas supaprastina biojutikliy veikimg ir
panaudojima (Y. Li ir kt., 2010).

Siais laikais gliukozés biojutikliy poreikis vis dar auga. Jy naudojimo ribos yra placios ir
apima maisto pramong, medicing bei kitas pramonés Sakas. Siekiama, kad naujai kuriami biojutikliai
buty kur kas stabilesni, jautresni, pasizyméty ilgesniu naudojimo laiku bei mazesne kaina. AUND

panaudojimo kuriant gliukozés biojutiklius tyrimai buvo pradéti gana neseniai. Moksliniuose
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zurnaluose jau yra nemazai publikacijy, jvertinanc¢iy AUND poveikj gliukozés oksidacijos metu,
taciau truksta duomeny, kokios jtakos reakcijos kinetikai galéty turéti nanodaleliy dydis (Karra ir
kt., 2016). Yra zZinoma, kad jvairiy nanodaleliy, jskaitant ir AuND, dydzio skirtumas lemia jy
optiniy, mechaniniy, elektriniy bei kt. savybiy poky¢ius, todél aukso nanodaleliy dydzio reikSmes
gliukozés oksidacijos metu tyrimai turi realiy perspektyvy ieSkant kelio inovatyviy biojutikliy link
(Dreaden ir kt., 2012).
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2.1.

METODALI IR PRIEMONES

Iranga ir reagentai

Baigiamojo magistro darbo metu naudota laboratoriné jranga bei reagentai:

e Laboratoring jranga:

(@]

(@]

UV ir regimosios §viesos spektrofotometras (,,Thermo evolution 300%);

Analitiné potenciostato sistema su Klarko deguoniniu elektrodu (,,Bioanalizés

sistemos*);

Termostatas (,,Lauda Eco Silver AL-12°);
Termopurtykle ,,MKR 137;

pH matuoklis (,,HI 211%);

Svarstyklés (,,Kern abj 220-4m*);

Centrifuga (,,Sigma 1-14%);

Ultragarso vonelé (,,Bandelin sonorex RK 31°);
Magnetiné maiSyklé—kaitlenté (,,C-MAG H77);
Reguliuojamo tiirio pipetés (,,Eppendorf);

Kiti standartiniai laboratoriniai indai bei jrankiai.

e Reagentai:

o

o

o

o

Tetrachloroauro riigsis (HAuCl, x 3H,0);
Natrio citratas (CgHsNazO; x 2H,0);
,,Karali§kasis vanduo* (HNO3+3HCI);
Kalio dihidrofosfatas (KH,POy,);

Kalio hidrofosfatas (K;HPOy);

Kalio chloridas (KCl);

Natrio Sarmas (NaOH);

Sieros riigstis (H2SOy);

Gliukozé (CgH120¢);

Kalio ferocianidas (Ks[Fe (CN)g]).
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Darbo metu visi tirpalai buvo gaminami naudojant dejonizuotg vandenj, gauta naudojant
Crystal E Ultrapure sistemg. Reikiamas buferiniy tirpaly pH buvo reguliuojamas jpilant natrio

Sarmo.

2.2.  Aukso nanodaleliy sintezé

Metodika aukso nanodaleliy (AuND) sintezei buvo adaptuota i§ Bastus ir kt. mokslinés
publikacijos (Bastus ir kt., 2011). Pateikiamo metodo metu AuND sintezé vyksta palaipsniui iki
reikiamo dydzio (2.1 pav.).

A Natrio citratas
1 mL (60 mM)

HAUCI, HAUCI,
TmLE5mM)  ImLESMMY

Natrio citratas

150 mL (2,2 mM) v e

1 - 2 3 \IRLLELTD = iki ~30 nm
100 °C a0 *C 90 °C a0°C
B HAuCI,
TMLOOTOMY: cnons s
Natrio citratas
100 mL (2,2 mM) — —
1.1 12 1.3 HAUCI,

TMLAZ25 MY, o e

Skiedimas 1 U ‘a g
-55 mL tirpalo
\ e o R

+ 53 mL dejonizuoto vandens
+ 2 mL natrio citrato (60 mM)

Atskiesta 21 22 23
HAuUCI,

1 mL (25 mM)

Skiedimas l g

- 55 mL tirpalo
+ 53 mL dejonizuoto vandens

+ 2 mL natrio citrato (60 mM) \ y ’

Atskiesta 31

2.1 pav. AuND sintezés schema: A — palaipsniné AuND sintezé iki 30 nm, B — palaipsniné AuND
sintez¢ iki daugiau nei 30 nm. Adaptuota i§ (Bastus ir kt., 2011).
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Standarti$kai sintezei naudojami stiklinis indas bei magnetukas yra plaunami traukos
spintoje ,,Karaliskuoju vandeniu“ ir po to iSskalaujami dejonizuotu vandeniu. AuND sintezé
pradedama, kai yra uzverdamas natrio citratas (2,2 mM, 150 mL) ir i jj jpilama tetrachloroauro
rigities (25 mM, 1 mL), nuolatos tirpala maidant. Siuo biidu jprastai yra gaunamos apie 10 nm
dydzio dalelés. Tuomet tirpalo temperatiira yra sumazinama iki 90 °C. Toliau atlieckamas zingsnis — |
paruostg pradinj tirpala jpilama natrio citrato (60 mM, 1 mL) ir tetrachloroauro rigsties (25 mM,
1 mL). Vykstant sintezei Sis zingsnis kartojamas kas 30 min, kol palaipsniui gaunamas tyrimams
reikiamas AuND dydis, taciau apytiksliai tik iki 30 nm (2.1 pav., A).

Siekiant gauti didesnio nei 30 nm dydzio daleles, sintez¢ vykdoma pagal eiga, schemiSkai
parodyta 2.1 pav. B dalyje. Pradiniame zingsnyje taip pat yra uzverdamas natrio citratas (2,2 mM,
100 mL) ir j jj jpilama tetrachloroauro rugsties (25 mM, 1 mL), nuolatos tirpalg maiSant. Taciau
toliau yra atliekami du Zingsniai, kuriuose reakcijos tirpalas papildomas tik tetrachloroauro riigstimi.
Po $iy zingsniy tirpalas turi buti skiedziamas ekstrahuojant dalj tirpalo (55 mL) ir pakeiciant ja
dejonizuotu vandeniu (53 ml) bei papildant natrio citratu (60 mM, 2 ml). Toliau vél pridedama
tetrachloroauro riigsties (2.1 pav. B). Sintezé tokiu principu gali biti tesiama iki reikiamo dydzio.
Siuo metodu galima pasiekti daleles iki 200 nm dydzio. Rezultate gaunamos gana monodispersiskos
bei homogeniskos AuND.

Pasibaigus AUND sintezei gautos dalelés yra koncentruojamos 1,5 ml mégintuvéliuose
centrifuguojant, parametrus parenkant pagal literatirg (Walkey, 2014) ir eksperimentiskai,

atsizvelgiant j koncentruojamy daleliy dydj (2.1 lentel¢).

2.1 lentelé. Parametrai skirtingo dydZio AuND centrifugavimui. Adaptuota 1§ (Walkey, 2014).

AuND diametras, nm Centrifugavimo greitis, g Centrifugavimo laikas, min
5 100000 30
10 17000 30
15 15000 30
20 6500 30
30 4500 30
40 2500 30
50 2000 30
60 1125 30
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Po centrifugavimo supernatantas yra nupilamas ir ant dugno nusédusios AuND yra atsargiai
surenkamos ] atskirg mégintuvélj. Sukoncentravus AuND, jos bent 15 min. palaikomos ultragarso
voneléje. Po sintezés AuND galutinai jvertinamos spektrofotometriskai ir apskaic¢iuojamas jy dydis
bei koncentracija pagal Haiso ir kt. mokslinéje publikacijoje pateikta protokolg (Haiss ir kt., 2007).
Susintetintos dalelés iki panaudojimo tyrimuose laikomos atokiai nuo tiesioginés saulés Sviesos bei

4 °C temperaturoje.

2.3.  Aukso nanodaleliy bendras plotas

Atliekant skirtingo dydzio AuND elektrocheming analiz¢ svarbus veiksnys yra j cele
jvedamy AuND Kkiekis. Eksperimentiskai buvo nustatyta, kad siekiant tinkamy matavimy j celg
tikslinga jvesti tokj kieki AuND, kad cel¢je biity palaikomas vienodas AuND bendras plotas
matuojant skirtingo diametro daleles. Kadangi AuND sintezés metu yra gaunamos sferinés formos

dalelés, vienos AuND plotas yra apskai¢iuojamas pagal sferos ploto formule (4):
S = 4z (4)

Bendras AuND plotas apskaiciuojamas vienos AuND plotag padauginus i§ visy méginyje
esanCiy AuND skaiCiaus. Remiantis skaiCiavimais ir eksperimentiniais matavimais, tyrimams

parinktas bendras AuND plotas buvo 1,4 - 10" nm%

2.4. Fermentas

Baigiamajame darbe tyrimai buvo atlikti naudojant gliukozés oksidazg (GOx). Fermentas
liofilizuoty milteliy forma buvo jsigytas i§ Sigma-Aldrich. Naudojama GOx buvo isskirta i$
pelésinio grybo Aspergillus niger.

Pasigamintas koncentruotas fermento tirpalas iki tyrimy buvo laikomas Saldiklyje -18 °C
temperatiiroje. Prie§ darbg fermentas buvo atitirpintas ir laikomas lede iki tyrimy pabaigos.
Skirtingy matavimy metu, tiek tiriant laisvg fermenta, tick AuND ir GOx konjugatus (AuND-GOX),
koncentruotas fermento tirpalas buvo atskiedziamas iki reikiamos koncentracijos. Reikiama
koncentracija buvo apskai¢iuojama taip, kad GOx ir AuND santykis AUND-GOx konjugatuose kisty
nuo O iki 118 (2.2 pav.). Taip buvo pasickiamos salygos, kai didéjant santykiui fermento
koncentracija ant AuND pavirSiaus didéja, kol pavirSius pilnai imobilizuojamas GOx (didZiausias

AUND-GOx santykis).
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[GOXJ[AUND 0 ——5 545 ——— 5 118

2.2 pav. lliustracinis ant AUND imobilizuotos GOx pagal [GOX]/[AuND] santykj (0-118) vaizdas.

2.4.1. Fermento imobilizavimas

AuUND-GOx konjugatai buvo gaunami skirtingais santykiais sumaisant fermento ir daleliy
tirpalus, kai kintamoji konjugaty dalis buvo fermento koncentracija, o AuND plotas isliko pastovus.
GOx imobilizacija AuND pavirSiuje jyksta dél elektrostatinés adsorbcijos, todél metodas yra
paprastas ir nereikalaujantis papildomy medziagy naudojimo ar specialiy salygy. Elektrostatiné
adsorbcija jvyksta dél silpny molekuliniy sgveiky tarp GOx ir AuND pavirSiaus. Jas daugiausiai
lemia hidrofobinés ir Van der Valso jégos, vandeniliniai rysiai (Datta ir kt., 2013).

2.5.  Celés turio apskaiciavimas

Elektrocheminiy matavimy metu esminiai komponentai yra potenciostatas, Klarko
deguoninis elektrodas ir celé. ] cele jstatant elektroda, $is i§stumia dalj skys¢io. Siuo atveju reikia
apskaiCiuoti galutinj celés tirj, kadangi tai svarbu norint apsiskaiciuoti kiek prasiskiedzia analités
matavimy metu. Zinant galutine AuND arba GOx koncentracija celéje matavimy metu, galima
apskaicCiuoti tokius katalitinius reakcijos parametrus, kaip kad Kcat.

Celés tario apskaiciavimas buvo vykdomas Siais esminiais zingsniais:

1. Pasigaminamas neapibréztos koncentracijos Kalio ferocianido tirpalas;

2. Matavimams skirta celé uZpildoma dejonizuotu vandeniu, jstatomas elektrodas ir

atsargiai nusausinamas celés pavirsius;

3. T cele per Soning angg, atsargiai, kad nesusidaryty oro burbuly, pipete jleidziama 200 pL

pasigaminto kalio ferocianido tirpalo;

4. 18 celés pipete, per Sonines angas ir neiSimant elektrodo, paimama 100 pL prasiskiedusio

tirpalo;

5. Spektrofotometru esant 420 nm bangos ilgiui i§ pradziy pamatuojamas koncentruoto

kalio ferocianido tirpalo optinis tankis;
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IS celés paimtas atsiskiedes tirpalas pamatuojamas tokiu paciu skiedimu;
Apskaic¢iuojama, kiek karty skiriasi abiejy tirpaly optinis tankis;
Celés turis apskaiciuojamas sudauginus spektrofotometriskai nustatyty optiniy tankiy

santykj su tiiriu koncentruoto kalio ferocianido tirpalo, kuris buvo supiltas j cele.

2.6. Klarko elektrodo paruosimas

Elektrocheminei analizei Klarko deguoninis elektrodas (2.3 pav.) yra paruoSiamas keletu

esminiy Zingsniy:

1.
2.

Elektrodas ir jo plastikinio induko vidus labai gerai i§valomi;

Induko gale uzdedama reikiamo dydzio polietileniné membrana ir uzspaudziama gumine
tarpine;

IKi induko virSaus pripilama Klarko buferio (100 mM K;HPQO,4, 100 mM KCI, pH 7,0);

I uzpildytg induka jstatomas elektrodas ir tvirtai uzsukamas;

Tuomet nuimami tarpiné ir membrana, ir uzdedamas naujai iskirptas membranos
gabaliukas, kuris uztvirtinamas su tarpine bei papildomai apsukamas valu. Labai svarbu
membrang uzdéti taip, kad tarp membranos ir elektrodo nelikty oro burbuliuky, taip pat
negali biiti nelygiy viety;

Galiausiai elektrodas apvyniojamas parafilmu taip, kad jstacius i cele laikytysi tvirtai.

—

&

2.3 pav. Elektrocheminei analizei naudojamas Klarko deguoninis elektrodas.
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2.7. Elektrocheminés analizés metodas

Elektrocheminiam GOXx, AuND bei fermento, imobilizuoto aukso nanostruktirose, — AUND-
GOx — aktyvumo jvertinimui naudojamas chronoamperometrijos metodas. Chronoamperometrija
yra elektrocheminés analizés metodas, kurio metu matuojamas srovés stiprio kitimas laike esant
pastoviam elektrodo potencialui (Franklin ir kt., 2016). Siam metodui magistro darbe yra naudojami
potenciostatas, Klarko deguoninis elektrodas ir celé. Matavimy pradzioje celé, kurioje palaikoma
25 °C temperatiira ir pastovus maiSymas, yra uzpildoma fosfatinio buferinio tirpalo (pH 7,0, 10 mM)
ir gliukozés tirpalu (pH 7,0, 5-500 mM). Reakcijos kinetikos nuo substrato koncentracijos
jvertinimui gliukozés koncentracija buvo parinkta nuo 5 mM iki 500 mM. Kaip kontrolé matavimai
buvo atlickami su fosfatiniu buferiu be gliukozés. Tuomet | cele jtvirtinus elektroda ir pajungus
sistemg, kompiuteringje programoje fiksuojama tam tikra srove, kuri susidaro dél deguonies
molekuliy redukcijos platinos elektrodo pavirsiuje (Mendelson, 2012). Srovei esant pastoviai, j celg
jpilama vieno i$ trijy tiriamyjy, t. y. — GOX, AuND arba AuND-GOXx — ir prasideda gliukozés
oksidacija — stebimas srovés pokytis. Siuo atveju fiksuojama srové artéja prie nulio, kadangi
vykstant gliukozés oksidacijai deguonies molekulés yra sunaudojamos Sios reakcijos metu, todél
galiausiai elektrodo pavirSiuje nebevyksta deguonies redukcija. Tarp skirtingy matavimy celé kelis
kartus praplaunama dejonizuotu vandeniu, o jei matuojama su fermentu, celé ir elektrodas gerai
praplaunami H,SO; (50 mM) ir dejonizuotu vandeniu. Matavimy metu srovés pokytis
uzfiksuojamas ir i§ gauty empiriniy duomeny pasinaudojus jvairiomis duomeny apdorojimo
programomis (,,Wolfram Mathematica®, ,,OriginPro®, ,,Microsoft Excel*) daromos i$vados apie

vykusios reakcijos kinetika.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1.  Skirtingo dydzio aukso nanodaleliy sintezé

Baigiamojo darbo metu, remiantis metodika adaptuota i§ Bastus ir kt. mokslinés
publikacijos (Bastus ir kt., 2011), buvo susintetintos skirtingo diametro sferinés AuND. Jy dydis
buvo jvertintas spektrofotometriskai (3.1 pav.). Atlikta spektrofotometriné analizé parodé, kad visy
dydziy AuND po atitinkamo centrifugavimo iSlaiké koloidinj stabilumg ir diametrg bei nebuvo
pastebéta daleliy agregaty, todél susintetintas AUND buvo galima tikslingai panaudoti

amperometriniuose matavimuose.

07F T i T i T T T ' T ' T T T — 13 nm
11— 19 nm
—32 nm
11— 50 nm

oT

400 450 500 550 600 650 700

A, NM

3.1 pav. Skirtingo diametro AuUND UV-vis spektrai.

Taip pat, atsizvelgiant | literatiroje pateiktus AuND centrifugavimo pavyzdzius (Walkey,
2014), eksperimentiS$kai buvo parinkti tinkamiausi skirtingo dydzio AuND centrifugavimo

parametrai. Sie parametrai bei susintetinty AuND dydZiai pateikti 3.1 lenteléje.
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3.1 lentelé. EksperimentiSkai nustatyti parametrai skirtingo dydzio AuND centrifugavimui.

AUND diametras, nm

Centrifugavimo greitis, aps./min

Centrifugavimo laikas, min

13 12000
19 9000
32 7000
50 5000

305
30+5
255
20+5

3.2.

Aukso nanodaleliy katalizuojama gliukozés oksidacija bei reakcijos Kinetiniai

parametrai

Amperometriniy matavimy metu deguoniniu

elektrodu buvo

jvertintas AuND

katalizuojamos gliukozés oksidacijos metu celéje vykstantis deguonies koncentracijos pokytis.

0,25
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3.2 pav. Deguonies sunaudojimo gliukozés oksidacijos metu katalizuojant AuND priklausomybé
nuo gliukozés koncentracijos (0-500 mM) ir AuND dydzio: A —13 nm AuND, B — 19 nm AuND, C

—32nm AuND, D — 50 nm AuND.
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Celéje keicCiant substrato — gliukozés — koncentracijg nuo 5 mM iki 500 mM, buvo gautos
deguonies kitimo laike kreivés (3.2 pav. A-D). Pagal gautus eksperimentinius duomenis cel¢je esant
didesnéms gliukozés koncentracijoms (100-500 mM) deguonis pilnai sunaudojamas per 200-250 s,
o mazesniy koncentracijy (5-50 mM) atveju deguonis reakcijos metu naudojamas lé¢iau. Taip pat,
kontrol¢ — tai kreivés, gautos celéje esant 0 mM gliukozés. Kreivés rodo, jog tirpale nesant
gliukozés, reakcija nevyksta, nes matavimo metu deguonies koncentracija nekinta.

IS kiekvienos gautos kreivés tiesinés dalies buvo apskaiciuotas pradinis reakcijos greitis (Vo).

Buvo gauta skirtingo dydzio AuND Vj priklausomybé nuo gliukozés koncentracijos (3.3 pav.)

27 T T T T T T T T T T T
24 + 4 = 13 nm
I R A v 4| ® 19nmtm
21 " il 4 a 32nm
I ] v 50nm
18 | _
T
I o e G Sini 1
L L B  C
2112- _
| -
9r _@----- i B e e [ T
I L S .
6 %,—i --- 2= .
3+ |
o} _
1 N 1 1 1 1 1 1
0 100 200 300 400 500

Gliukozés koncentracija, mM

3.3 pav. AuND katalizuojamos gliukozés oksidacijos reakcijos pradinio grei¢io priklausomybé nuo
gliukozés koncentracijos ir AuND dydzio. Punktyrinés linijos Zymi duomeny atitikimg Michaelis-
Menten modeliui.

Remiantis gautais duomenimis, didéjant AuND diametrui Vo taip pat didéja. Esant
didziausiai gliukozés koncentracijai (500 mM) 13 nm diametro AuND pasieké 7,0 + 0,6 pM/s
pradinj greitj, o0 50 nm AuND — 22,5 + 0,9 pM/s — apie 3,2 karto didesnj pradinj greit;.

Eksperimentiniams duomenims buvo pritaikytas Michaelis-Menten modelis. Remiantis $iuo
modeliu buvo apskaiéiuoti reakcijos Kinetiniai parametrai — skirtingo AuND dydzio Ky gliukozei ir

maksimalus reakcijos greitis (Vmax). Duomenys pateikiami 3.2 lenteléje bei grafiskai 3.4 paveiksle.
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3.2 lentelé. Skirtingo dydzio aukso nanodaleliy kinetiniai parametrai (Ky Ir Vmax) ir atitikimas
Michaelis-Menten modeliui (R?)

AuND diametras 13 nm 19 nm 32 nm 50 nm
Km, mM 15+2 14+1 11+1 7004
Viax, HM/s 7,3+0,2 9,7+0,2 16,5+0,7 228+0,4

R? 0,978 0,992 0,966 0,993

— -
20 - - 24 |_m- VmaxI
I - i
" - 22
18 - g :
i -7 - 20
16 - P :
- N W - 18
14 - . . L 16
L ML 7’ - Q
E 12 | - gt - 14 =
= | R N L12 %
X 101 . 1 . [l 2
I r g - 10
8| i "Ry, [
L @ -8
u
6L [
| -6
4+ -_4
1 1 1 1 1 1 1 1

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
AuND diametras, nm

3.4 pav. AuND kinetiniy parametry priklausomybé nuo AuND diametro.

Apskaiciuoti kinetiniai parametrai parod¢, kad didé¢jant AuND diametrui nuo 13 nm iki
50 NM Vpax reik8mé padidéjo nuo 7,3 £ 0,2 uM/s iki 22,8 + 0,4 mM/s, 0 Ky reikSmé sumazéjo nuo
15+ 1 mM iki 7,0 £ 0,4 mM. Toks kinetiniy parametry pokytis rodo, kad didéjant AuND diametrui,
daleliy, kaip nanozimy, giminingumas gliukozei didéja.

Taip pat Siems duomenims buvo apskaiCiuotos reakcijos kataliziné konstanta Ker bei
katalizinio efektyvumo konstanta k.a/Km. Reakcijos kataliziné konstanta buvo apskaiciuota Viax
(LM/s) padalinus i§ AuND koncentracijos (uM). Gauta, kad Kege 13 nm dydzio AuND buvo 2581 s,
19 nm—7382 s, 32nm—2,8 - 10* s, ir 50 nm — 1,06 - 10° s™. Gauti skai¢iai rodo, kad didéjant
AUND diametrui nuo 13 nm iki 50 nm, K, taip pat didéja.
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Toliau AuND Kkataliziniam efektyvumui jvertinti buvo apskai¢iuota Keai/Kyv konstanta, kuri
apskaiCiuojama Kgy reikSme padalinus 1§ Ky reikSmés. Gauta, kad Keai/ Kv 13 nm dydzio AuND buvo
172 s*mM™, 19 nm - 542 s*mM™*, 32 nm - 2,64 - 10° s mM™, ir 50 nm - 1,51 - 10* s mM™,
Apskaiciuotos Keat I Kea/ Ky reikSmeés pateikiamos 3.3 lanteléje. Gauti skaiciai rodo, kad tiek Kcat,
tiek Keat/ Ky, didéjant AuND diametrui nuo 13 nm iki 50 nm, taip pat didéja. IS Sios tendencijos

galima daryti isvada, jog didé¢jant AuND diametrui, AuND katalizinis efektyvumas didéja.

3.3 lentelé. Skirtingo dydzio aukso nanodaleliy kgt ir Kea/ Ky reikSmés.

AUND diametras 13 nm 19 nm 32 nm 50 nm
Keat, S 2581 7382 2.8 - 10 1,06 - 10°
Keat/ K, T mMt 172 542 2,64 - 10° 1,51 - 10*

3.3.  Gliukozés oksidazés katalizuojama gliukozés oksidacija bei reakcijos Kinetiniai

parametrai

Tokiu paciu principu Kaip tyrimuose su AuND, taip pat buvo atlikti matavimai su laisvu
fermentu. Grafiskai atidéjus apskaiCiuotas pradinio reakcijos grei¢io reikSmes nuo gliukozés
koncentracijos buvo gauta priklausomybé, kuri pateikta 3.5 paveiksle.

Gauti duomenys rodo, kad gliukozés koncentracijai did¢jant nuo 5 mM iki 500 mM, GOx Vg
didéja nuo 0,78 + 0,04 uM/s iki 5,1 + 0,3 pM/s. Siems eksperimentiniams duomenims pritaikius
Michaelis-Menten modelj, buvo apskai¢iuota, kad GOx Ky gliukozei yra lygi 28 £ 1 mM, 0 Viyax —
5,6 £ 0,2 uM/s. Lyginant su skirtingo diametro AUND, GOx Ky gliukozei yra apie 1,9 karto didesné
uz 13 nm Ky ir apie 4 kartus didesné uz 50 nm Ky, 0 GOX Vmax uz 13 nm Vpax mazesnis apie 1,4
karto, o uz 50 nm Vpax — apie 4,4 karto. Sie rezultatai rodo, kad $iomis eksperimentinémis sglygomis,
AuND kaip nanokatalizatorius yra giminingesnis gliukozei bei pasiekia didesnj maksimaly reakcijos
greit] nei laisva GOx. Taip pat Siems duomenims buvo apskaiciuota reakcijos kataliziné konstanta
Keat. Si konstanta buvo apskai¢iuota GOX Vmax (UM/s) padalinus i§ fermento koncentracijos (M).
Gauta, kad GOX ke lygi 8,9 s™%. Taip pat GOx Kataliziniam efektyvumui jvertinti buvo apskaiiuota
kea/Km konstanta. Gauta, kad GOX kea/Kw lygi 0,3 s mM™.
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3.5 pav. GOx katalizuojamos gliukozés oksidacijos reakcijos pradinio greicio priklausomybé nuo
gliukozés koncentracijos. Punktyriné linija 2%/mi duomeny atitikimg Michaelis-Menten modeliui.
R®=0,992.

Lyginant AUND ir GOX Keat bei Kea/Km reik§mes, GOx atveju jos yra mazesnés negu
maziausio tirto dydzio — 13 nm — AuND. Remiantis §iuo stebéjimu, galima teigti, jog Siomis
eksperimentinémis salygomis AuND Kkatalizinis efektyvumas yra didesnis negu laisvo fermento

homogeningje terpéje.

3.4. Aukso nanodaleliy ir gliukozés oksidazés komplekso Kkatalizuojama gliukozés

oksidacija bei reakcijos kinetiniai parametrai

Amperometriniy matavimy metu taip pat buvo jvertintas AuND ir gliukozés oksidazés
komplekso (AuND-GOx) katalizuojamos gliukozés oksidacijos metu vykstantis deguonies
koncentracijos pokytis. Siuose matavimuose kaip kontrolé¢ buvo i§matuotas laisvos GOx katalizinis
aktyvumas — deguonies sunaudojimo priklausomybé nuo santykinés GOx koncentracijos gliukozés
koncentracijai esant 500 mM (3.6 pav. A), o 1§ gauty kreiviy tiesinés dalies apskaiCiuotas vy — gauta

tiesing priklausomybé (3.6 pav. B).
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3.6 pav. Laisvo fermento katalizinis aktyvumas: A — deguonies sunaudojimo gliukozés oksidacijos
metu katalizuojant GOx priklausomybé nuo santykinés GOx koncentracijos, B — Vg priklausybé nuo
santykinés GOx koncentracijos; R” = 0,995.

AUND-GOx matavimy metu cel¢je esant 500 mM gliukozés koncentracijai ir keiciant
fermento ir daleliy santykj AuND-GOx komplekse ([GOx]/[AuND]: santykis nuo 1 iki 118) buvo
gautos deguonies kitimo laike kreivés, i§ kuriy tiesinés dalies buvo apskaifiuotas vo. Buvo gauta

AUND-GOX Vg priklausomybé nuo [GOx]/[AuND] santykio bei AUND diametro (3.7 pav.).
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3.7 pav. AuND ir gliukozés oksidazés komplekso katalizuojamos gliukozés oksidacijos Vo
priklausomybé nuo [GOx]/[AuND] santykio (1-118) bei AuND diametro. Kontrolé — laisva GOX.

Remiantis gautais rezultatais, esant maziems santykiams (1-11), t. y., mazoms ant AuND
imobilizuotos GOx koncentracijoms, gliukozés oksidacijos reakcijos metu lyginant su laisvu
fermentu dominuoja AuND vykdoma katalizé. Taip pat, iSlieka tendencija, kad didéjant AuND
diametrui didéja vo reikSmé. Esant didesniems santykiams (24-118), t. y., dideléms ant AuND
imobilizuotos GOx koncentracijoms, gliukozés oksidacijos reakcijos metu dominuoja imobilizuota
GOx, taiau Vo atitinka laisvo fermento aktyvumg. Dél to galima formuluoti i§vada, kad GOx
imobilizavimas aukso nanostruktiirose reakcijos kinetikai jtakos neturi. Taip pat svarbu atkreipti
démes;j | tai, jog GOx imobilizavimas AuND pavirsiuje, riboja paciy daleliy nanozimines savybes
didéjant imobilizuotos GOx koncentracijai.

Pastaruoju metu literatiroje atsiranda moksliniy straipsniy, kuriuose nagriné¢jami
pagrindiniai  fizikocheminiai mechanizmai, susij¢ su fermenty, imobilizuoty jvairiose
nanostrukttrose, veikimu. Nors fermenty-ND sistemy sgveikos ir katalizés veikimas yra sudétingas,
specifinés fermenty-ND konjugaty charakteristikos daznai siejamos su padid€jusiu fermenty
veikimu (Ding ir kt., 2015; Johnson ir kt., 2014; D. Li ir kt., 2007; Xiao ir kt., 2003). Jvardijama, jog
Sig savybe gali lemti fermenty tankis, ND morfologija, ND pavirSiaus chemija ir fermenty erdvinis
i§sidéstymas ND pavirsiuje (3.8 pav.) (Ding ir kt., 2015).
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3.8 pav. Ant ND imobilizuoto fermento aktyvumui jtakos turintys veiksniai. Adaptuota i$ (Ding ir
kt., 2015).

IS esmés ND morfologija gali padéti iSlaikyti fermento konformacija, pavirSiaus chemija
uztikrina pacio fermento imobilizacija, taip pat nulemia erdvinj iSsidéstyma, kuris gali biiti palankus
reakcijos kinetikai, jei fermento molekuliy aktyvieji centrai nukreipiami tolyn nuo ND pavirsiaus,
taip atveriant galimybes efektyvesnei substrato molekuliy prieigai (Ding ir kt., 2015; Johnson ir kt.,
2014). Taigi yra daug varianty, kaip fermentai gali baiti aktyvesni juos imobilizavus ND pavir$iuje.
Kita vertus, kalbant apie imobilizuoto fermento tankj, arba koncentracija, galima jzvelgti, kad jeigu
fermento katalizinis aktyvumas padidéja sumazinus imobilizuoto fermento kiekj, realu, kad tokj
stebimg suaktyvéjima gali lemti nanoziminés ND savybés. Sis niuansas buvo itirtas Siame
baigiamajame magistro darbe, kadangi tyrimai parodeé, kad GOx imobilizavimas neturi reik§mingos
jtakos pacio fermento aktyvumui, taciau neigiamai veikia AuND katalizinj aktyvuma, nes didé¢jant
imobilizuotos GOx koncentracijai, AuND vykdomos reakcijos kinetika Zymiai sulétéjo.

Kalbant apie paciy AuND vykdomos gliukozés oksidacijos reakcijos kinetikg, literattiroje
vyrauja tyrimai, kuriais buvo parodyta, kad gliukozés oksidacijos greitis yra atvirks¢iai proporcingas
AUND diametrui (tirti dydziai iki 10 nm) (Comotti ir kt., 2004; Ishida ir kt., 2008). O padidéjes
katalizinis aktyvumas daznai aiSkinamas jvertinant didesnj monodispersiniy AuND pavirsiaus ploto

ir tairio santykj (Hafez ir kt., 2019). Siame baigiamajame darbe buvo gautas rezultatas, jog gliukozés
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oksidacija vyksta greiCiau katalizuojant kaip tik didesnio dydzio AuND (tirti dydziai nuo 13 iki 50
nm). Tokiam rezultatui jtakos galéjo turéti tokie veiksniai kaip eksperimentinés salygos, AuND

sintez¢ ir daleliy charakterizavimo metodai, o taip pat AuND pavirSiaus chemija.
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ISVADOS

1. Baigiamojo magistro darbo metu buvo susintetintos skirtingo diametro — 13, 19, 32 ir 50 nm
— sferinés AuND bei eksperimentiskai nustatyta, kad maziausias — 13 nm dydzio — daleles
reikia koncentruoti prie didziausio 12000 aps./min grei¢io 30 min, o didziausias — 50 nm
dydzio daleles prie maziausio 5000 aps./min grei¢io 20 min, stabiliam koloidiniam tirpalui
gauti;

2. Atlikus matavimus deguoniniu elektrodu parodyta, jog esant didziausiai gliukozés
koncentracijai (500 mM) ir AuND diametrui didéjant nuo 13 iki 50 nm pradinis reakcijos
greitis padidéja daugiau nei 3 kartus, nuo 7,0 £ 0,6 uM/s iki 22,5 £ 0,9 pM/s, o laisva GOx
Siomis sglygomis pasieka mazesnj — 5,1 + 0,3 pM/s pradinj reakcijos greitj;

3. GOx imobilizacija ant skirtingo diametro AuND pavirSiaus fermento kinetikai reik§Smingos
itakos neturi, kadangi katalizé panasi ] laisvo fermento kinetikg, taciau didéjant
imobilizuotos GOx koncentracijai ant AuND pavir$iaus, AuND katalizuojamos gliukozés

oksidacijos reakcijos pradinis greitis maz¢ja.
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