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Περίληψη

Σκοπός της παρούσας διπλωματικής εργασίας αποτελεί η ηλεκτροχημική με-
λέτη της υπεροξειδάσης MtPerII με σκοπό την εύρευση των κινητικών της σταθε-
ρών και ο προσδιορισμός του προτύπου δυναμικού της με τη μέθοδο της κυκλικής
βολταμμετρίας καθώς και η ακινητοποίηση του ενζύμου σε ηλεκτροδίο χρυσού
μέσω θειολών με σκοπό τη διερεύνηση δυνατότητας αξιοποίησης της σε βιοαισθη-
τήρα. Αρχικά, υποθέτωντας μηχανισμό ping pong για τη δράση του ενζύμου με
το υπεροξείδιο και το συνυπόστρωμα, και αγνοώντας την όποια απενεργοποίηση
του ενζύμου, με χρήση της μεθόδου της κυκλικής βολταμμετρίας με μεταβολή της
ταχύτητας σάρωσης, κατ’ αρχάς για συγκέντρωση συνυποστρώματος κυανού του
μεθυλενίου 62.5μΜ και συγκέντρωση υπεροξειδίου του υδρογόνου 80mM, υπο-
λογίζεται η σταθερά 𝑘2,2 = 9.4 ×107 M−1s−7, και κατόπιν για συγκέντρωση
κυανού του μεθυλενίου 62.5 μM και συγκεντρώσεις του υπεροξειδίου του υδρογό-
νου 17.5, 34.3, 86.5, 141 mM υπολογίστηκαν οι υπόλοιπες κινητικές σταθερές 𝑘1
= 1258M−1s−1, 𝑘1,2 = 110.4 s−1, 𝐾1,M = 0.088M, 𝑘1,1 = 2401 M−1s−1, 𝑘1,−1
= 101 s−1.

Εν συνεχεία, με τη μέθοδο των πεπερασμένων στοιχείων, με τη χρήση των
σταθερών που εξήχθησαν από την πειραματική διαδικασία έγινε επίλυση της ηλε-
κτροαναλυτικής μορφής της εξίσωσης Butler - Volmer για υπολογιστική αναπα-
ραγωγή των πειραματικών κυκλικών βολταμμογραφημάτων και εν τέλει σύγκριση
των πειραματικών δεδομένων με τα υπολογιστικά. Επίσης, έγινε πρόβλεψη της
μορφής των κυκλικών βολταμμογραφημάτων για ταχύτητες σάρωσης μικρότερες
των 5 mV/s, οι οποίες λόγω περιορισμών του συστήματος δεν ήταν δυνατό να
επιτευχθούν πειραματικά.

Με τη χρήση πυρολυτικού άνθρακα ως ηλεκτρόδιο εργασίας πραγματοποιή-
θηκε κυκλική βολταμμετρία για τον προσδιορισμό του φαινόμενου πρότυπου δυ-
ναμικού Ε′

∘ του ενζύμου για το οξειδοαναγωγικό ζεύγος Fe(III)/Fe(II), το οποίο
για pH=8 υπολογίστηκε περίπου -0.265mV vs SCE. Έγινε προσδιορισμός του Ε′

∘
και μέσω ακινητοποίησης του ενζύμου σε ηλεκτρόδιο ελάσματος χρυσού τροπο-
ποιημένο με πεντανοθειόλη σε ένα εύρος pH 4-8 και βρέθηκε η γραμμική εξάρτηση
Ε′

∘=0.0582pH + 0.3472.

Κατόπιν εξετάστηκε η τροποποίηση ηλεκτροδίου ελάσματος χρυσού με εμβά-
πτιση σε αιθανολικό διάλυμα δωδεκανοθειόλης 0.1mM με σκοπό την μετέπειτα
προσρόφηση ενζύμου σε αυτό και τη διερεύνηση δυνατότητας εφαρμογής ως βιοαι-
σθητήρα υπεροξειδίου. Αρχικά έγινε καθαρισμός του ηλεκτροδίου χρυσού με κυ-
κλική πόλωση σε υδατικό διάλυμα θειικού οξέος 1 Μ και κατόπιν υπολογισμός της
ηλεκτροχημικώς ενεργής επιφάνειας του χρυσού με χρήση κυκλικής βολταμμετρίας
και τη χρήση σιδηροκυανιούχων ιόντων με φέροντα ηλεκτρολύτη θειικό νάτριο. Η
επιφάνεια εκτιμήθηκε 0.217 cm2. Έπειτα επιβεβαιώθηκε η κάλυψη του χρυσού
από τη δωδεκανοθειόλη με φασματομετρία ηλεκτροχημικής εμπέδισης και κυκλική
βολταμμετρία με χρήση σιδηροκυανιούχων ιόντων με φέροντα ηλεκτρολύτη θειικό
νάτριο. Η κάλυψη μετά από 420 min υπολογίστηκε περίπου 72%. Επίσης μέσω
της ηλεκτροχημικής εκρόφησης με τη μέθοδο της γραμμικής βολταμμετρίας σάρω-
σης υπολογίστηκε η επιφανειακή συγκέντρωση του ενζύμου στην επιφάνεια του
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χρυσού ίση με 5.8 ×10−10 mol/cm2

Στη συνέχεια, έγινε εμβάπτιση του τροποποιημένου με δωδεκανοθειόλη ηλε-
κτροδίου ελάσματος χρυσού σε ενζυμικό διάλυμαMtPerII και η επιβεβαίωση προσ-
ρόφησης του ενζύμου πραγματοποιήθηκε ηλεκτροχημικά με γραμμική βολταμμε-
τρία σάρωσης και φασματομετρικά με ATR, ενώ η διαπίστωση ενεργότητας του
ακινητοποιημένου ενζύμου με δοκιμή με ABTS. Eπίσης με UV-Vis έγινε εκτίμηση
της επιφανειακής συγκέντρωσης του ενζύμο στο ηλεκτρόδιο 3 ×10−10 mol/cm2.

Όσον αφορά στην ανάπτυξη του βιοαισθητήρα, το τροποποιημένο ηλεκτρόδιο
δοκιμάστηκε με δύο συνυποστρώματα και προέκυψε ότι για τη χρήση κυανού του
μεθυλενίου οι βέλτιστες συνθήκες λειτουγίας βρέθηκαν pH=8, δυναμικό -300mV
vs SCE, συγκέντρωση συνυποστρώματος 1 mM, υπό ανάδευση στις 200 στροφές
ανά λεπτό, όριο ανίχνευσης για λόγο σήματος/θορύβου 2, 0.023 mM, όριο ποσο-
τικοποίησης 0.115 mM, μεγάλη σταθερότητα μέχρι τις 16 χρήσεις και μέγιστος
χρόνος απόκρισης 5 s. Σχετικά με τη χρήση της κατεχόλης ως συνυπόστρωμα οι
βέλτιστες συνθήκες λειτουγίας βρέθηκαν pH=7, δυναμικό -200mV vs SCE, συ-
γκέντρωση συνυποστρώματος 1 mM, υπό ανάδευση στις 200 στροφές ανά λεπτό,
όριο ανίχνευσης για λόγο σήματος/θορύβου 2, 0.033 mM, όριο ποσοτικοποίη-
σης 0.163 mM, μεγάλη σταθερότητα μέχρι τις 15 χρήσεις και μέγιστος χρόνος
απόκρισης 8 s. Εν τέλει, έγινε σύγκριση με τους βιοαισθητήρες υπεροξειδίου της
βιβλιογραφίας που βασίζονται στην ακινητοποίηση της υπεροξειδάσης horse radish
peroxidase.

Λέξεις Κλειδιά: Υπεροξειδάση,MtPerII, Κυκλική Βολταμμετρία, Θειόλες,
Βιοαισθητήρας, Κυανό Μεθυλενίου, Πρότυπο Δυναμικπο
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Abstract

Τhe purpose of this diploma thesis is the eletrochemical study of the pero-
xidase Mt PerII so as to estimate its kinetic constants as well as its apparent
formal potential using cyclic voltammetry as well as the immobilization of the
enzyme on a gold electrode using thiols in order to examine the possibility of it
being reclaimed as a biosensor. Initially, assuming a ping-pong mechanism for
the activity of the enzyme with the hydrogen peroxide and a co-substrate, and
ignoring any deactivation of the enzyme, with the use of cyclic voltammetry
and by shifting the scan rate, firstly for methylene blue co substrate concen-
tration 62.5μΜ and hydrogen peroxide concentration 80mM, the 𝑘2,2 constant
is estimates equal to 9.4 ×107 M−1s−7, and consequently for methylene blue
concentration 62.5 μM and hydrogen peroxide concentrations 17.5, 34.3, 86.5,
141 mM the rest of the kinetic constants are evaluated 𝑘1 = 1258M−1s−1, 𝑘1,2
= 110.4 s−1, 𝐾1,M = 0.088M, 𝑘1,1 = 2401 M−1s−1, 𝑘1,−1 = 101 s−1.

After that, with the use of the finite elements method, using the experi-
mentally extracted kinetic constants the electroanalytic Butler - Volmer equa-
tion was solved for the computational reproduction of the experimental cyclic
voltammograms and then the computational and the experimental results were
compared. Moreover, a prediction of the cyclic voltammograms for scan rates
lower than 5 mV/s was made, since due to the system’s restrictions, it was not
possible to obtain them experimentally.

With the use of pyrolytic carbon as a working electrode, cyclic voltammetry
was conducted for the determination of the apparent formal potential Ε′

∘ of the
enzyme for the redox couple Fe(III)/Fe(II), which for a pH=8 was estimated
to be about -0.265mV vs SCE. Also, the determination of Ε′

∘ was carried out
through immobilization of the enzyme on a plate gold electrode modified with
pentanethiol in a pH range of 4-8 and a linear dependence was found equal
described by the equation Ε′

∘=0.0582pH + 0.3472.

Afterwards the modification of the plate gold electrode was examined via
immersion in an ethanolic solution of dodecanethiol 0.1mM so as to immobi-
lize the enzyme there through adsorption and examine the possibility of using
the system as a hydrogen peroxide biosensor. Initially the gold was cleaned
with cyclic polarization in an aqueous solution of sulfuric acid 1 M and thence
the electrochemically active surface of the clean gold was estimated with cyclic
voltammetry and the use of the redox couple of ferrocyanides and sodium sulfate
as a supporting electrolyte. The surface was estimated 0.217 cm2. After that
the formation of the monolayer of dodecanethiol was confirmed via electrochem-
ical impedence spectroscopy and cyclic voltammetry with the use of the redox
couple of ferrocyanides and sodium sulfate as a supporting electrolyte. The cov-
erage after 420 min of immersion was estimated about 72%. Moreover, through
electrochemical desorption with the use of linear sweep voltammetry the surface
concentration of dodecanethiol on gold was calculated 5.8 ×10−10 mol/cm2

Afterwards, immersion of the modified with dodecanethiol plate gold elec-
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trode in an enzymatic solution of MtPer II was carried out and the confirma-
tion of the immobilization of the enzyme was done electrochemically with linear
sweep voltammetry and spectroscopically with ATR, whereas the ascertainment
of the immobilized enzyme’s activity was done with an ABTS test. Further-
more, with UV-Vis spectroscopy the surface concentration of the enzyme was
estimated equal to 3 ×10−10 mol/cm2.

Regarding the biosensor development, the modified electrode was tested with
two co-substrates and it was found that for a methylene blue use, the optimum
working conditions were pH=8, applied potential -300mV vs SCE, co-substrate
concentration 1 mM, under stirring at 200rpm, limit of detection for signal to
noise ratio 2, 0.023 mM, limit of quantification 0.115 mM, great stability until
the 16th use and maximum response time of 5 s. As far as the use of cate-
chol is concerned as a co-substrate he optimum working conditions were pH=7,
potential -200mV vs SCE, co-substrate concentration 1 mM, under stirring at
200 rpm, limit of detection for signal to noise ration 2, 0.033 mM, limit of quan-
tification 0.163 mM, great stabilit until the 15th use and maximum response
time of 8 s. Finally, a comparison with peroxide biosensors based on horse
radish peroxidase from the bibliography was carried out.

Key Words: Peroxidase,MtPerII, Cyclic Voltammetry, Thiols, Biosensor,
Methylene Blue, Formal Potential
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3.3 Σχηματικό διάγραμμα φάσεων δεκανοθειόλης σε χρυσό (111) ως
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αύξηση κοντά στην πλήρη κάλυψη [36]. . . . . . . . . . . . . . . . 27

4.1 Tυπικά αντιστρεπτά κυκλικά βολταμμογραφήματα στην περίπτωση
ακινητοποιημένου σε ηλεκτρόδιο οξειδοαναγωγικού είδους για τα-
χύτητες σάρωσης 10, 20, 50 και 100 mV/s . . . . . . . . . . . . . 34
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4.2 Tυπικά μη αντιστρεπτά κυκλικά βολταμμογραφήματα στην περί-
πτωση ακινητοποιημένου σε ηλεκτρόδιο οξειδοαναγωγικού είδους
για διαφορετικές ηλεκτροχημικές κινητικές σταθερές 𝑘el. . . . . . . 35

4.3 Tυπικά αντιστρεπτά κυκλικά βολταμμογραφήματα στην περίπτωση
οξειδοαναγωγικού είδους στον κύριο όγκο του διαλύματος για τα-
χύτητες σάρωσης 10, 20, 50 και 100 mV/s . . . . . . . . . . . . . 36

4.4 Tυπικά μη αντιστρεπτά κυκλικά βολταμμογραφήματα στην περί-
πτωση οξειδοαναγωγικού είδους στον κύριο όγκο του διαλύματος
για διαφορετικές ηλεκτροχημικές κινητικές σταθερές . . . . . . . . 37

4.5 Tυπικά κυκλικά βολταμμογραφήματα στην περίπτωση της ομογε-
νούς ενζυμικής κατάλυσης για ταχύτητες σάρωσης 1, 0.5, 0.2 και
0.1 mV/s . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39

5.1 Σχηματική αναπαράσταση μηχανισμού ping-pong οπου S το υπό-
στρωμα, R το προϊόν, P η ανηγμένη μορφή του συνυποστρώματος
(mediator), Q η οξειδωμένη μορφή του συνυποστρώματος(mediator),
Ε1 η ανηγμένη μορφή του ενζύμου και Ε1 η οξειδωμάνη μορφή του
ενζύμου [40] . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44

5.2 Κυκλικό βολταμμογράφημα διαλύματος κυανού του μεθυλενίου 62.5μΜ,
MtPerII 2 ×10−9M σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων
pH=8 5mM, πριν και μετά την προσθήκη H2O2 τελικής συγκέ-
ντρωσης 80mM, με ρυθμό σάρωησς 5mV/s . . . . . . . . . . . . . 50

5.3 Κυκλικά βολταμμογραφήματα διαλύματος κυανού του μεθυλενίου
62.5μΜ, MtPerII 2 ×10−9M σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών
ιόντων pH=8 5mM, απουσία H2O2, με ρυθμούς σάρωησς 5, 10, 20,
50 , 100 mV/s . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 51

5.4 Κυκλικά βολταμμογραφήματα διαλύματος κυανού του μεθυλενίου
62.5μΜ, MtPerII 2 ×10−9M σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών
ιόντων pH=8 5mM, παρουσία H2O2 συγκέντρωσης 80 mM, με
ρυθμούς σάρωησς 5, 10, 20, 50 , 100 mV/s . . . . . . . . . . . . . 51

5.5 𝐼p
𝐼po

συναρτήσει του αντιστρόφου της ρίζας της ταχύτητας σάρωσης
για διάλυμα κυανού του μεθυλενίου 62.5μΜ, MtPerII 2×10−9M σε
ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων pH=8 5mM, πριν και μετά
την προσθήκη H2O2 τελικής συγκέντρωσης 80mM . . . . . . . . . . . 52

5.6 Κυκλικά βολταμμογραφήματα διαλύματος κυανού του μεθυλενίου
250μΜ, MtPerII 4 ×10−8M σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών
ιόντων pH=8 5mM, απουσία H2O2 για ρυθμούς σάρωσης 5, 10,
20, 50 και 100 mV/s . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
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5.7 Κυκλικά βολταμμογραφήματα διαλύματος κυανού του μεθυλενίου
250μΜ, MtPerII 4 ×10−8M σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών
ιόντων pH=8 5mM, και συγκέντρωση H2O2 17.5mM για ρυθμούς
σάρωσης 5, 10, 20, 50 και 100 mV/s . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54

5.8 Κυκλικά βολταμμογραφήματα διαλύματος κυανού του μεθυλενίου
250μΜ, MtPerII 4 ×10−8M σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών
ιόντων pH=8 5mM, και συγκέντρωση H2O2 34.3mM για ρυθμούς
σάρωσης 5, 10, 20, 50 και 100 mV/s . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55

5.9 Κυκλικά βολταμμογραφήματα διαλύματος κυανού του μεθυλενίου
250μΜ, MtPerII 4 ×10−8M σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών
ιόντων pH=8 5mM, και συγκέντρωση H2O2 86.5 mM για ρυθμούς
σάρωσης 5, 10, 20, 50 και 100 mV/s . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56

5.10 Κυκλικά βολταμμογραφήματα διαλύματος κυανού του μεθυλενίου
250μΜ, MtPerII 4 ×10−8M σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών
ιόντων pH=8 5mM, και συγκέντρωση H2O2 141 mM για ρυθμούς
σάρωσης 5, 10, 20, 50 και 100 mV/s . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 57

5.11 Κυκλικό βολταμμογράφημα διαλύματος κυανού του μεθυλενίου 250μΜ,
MtPerII 4 ×10−8M σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων
pH=8 5mM, πριν και μετά την προσθήκη H2O2 τελικής συγκέ-
ντρωσης (a) 17.5mM (b)86.5mM, με ρυθμό σάρωσης 5mV/s . . . . 58

5.12 𝐼p
𝐼po

συναρτήσει της ρίζας του παράγοντα λ για διαφορετικές συγκε-
ντρώσεις H2O2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59

5.13 σ/k2,2 ως προς 1/c𝑜𝑠 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59

5.14 Υπολογιζόμενα με τη μέθοδο των πεπερασμένων στοιχείων κυκλικά
βολταμμογραφήματα απουσία υπεροξειδίου και ταχύτητες σαρωσης
5, 10, 20, 50 και 100 mV/s, για συγκέντρωση ενζύμου 2×10−8M,
𝐾1M =88mM, 𝑘1,2=110.4s−1, 𝑘2,2=9.4×107, 𝑘1,1=2401M−1s−1,
𝑘1,−1 =101−1 και συγκέντρωση μπλε του μεθυλενίου 62.5 μM . . 62

5.15 Υπολογιζόμενα με τη μέθοδο των πεπερασμένων στοιχείων κυκλικά
βολταμμογραφήματα για συγκέντρωση υπεροξειδίου 80 mM και τα-
χύτητες σαρωσης 5, 10, 20, 50 και 100 mV/s, για συγκέντρωση εν-
ζύμου 2×10−8M, 𝐾1M =88mM, 𝑘1,2=110.4s−1, 𝑘2,2=9.4×107,
𝑘1,1=2401M−1s−1, 𝑘1,−1=101−1 και συγκέντρωση μπλε του με-
θυλενίου 62.5 μM . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62
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5.16 𝐼p
𝐼po

συναρτήσει του αντιστρόφου της ρίζας της ταχύτητας σάρωσης
για διάλυμα κυανού του μεθυλενίου 62.5μΜ, MtPerII 4×10−8M
βάσει υπολογισμών από μέθοδο πεπερασμένων στοιχειών, πριν και
μετά την προσθήκη H2O2 τελικής συγκέντρωσης 80mM . . . . . . . 63

5.17 Υπολογιζόμενα με τη μέθοδο των πεπερασμένων στοιχείων κυκλικά
βολταμμογραφήματα απουσία υπεροξειδίου και ταχύτητες σαρωσης
0.1, 0.2, 0.5, 1, 5mV/s, για συγκέντρωση ενζύμου 2×10−8M, 𝐾1M
=88mM, 𝑘1,2=110.4s−1, 𝑘2,2=9.4×107, 𝑘1,1=2401M−1s−1, 𝑘1,−1=101−1

και συγκέντρωση μπλε του μεθυλενίου 62.5 μM . . . . . . . . . . . 64

5.18 Υπολογιζόμενα με τη μέθοδο των πεπερασμένων στοιχείων κυκλικά
βολταμμογραφήματα για συγκέντρωση υπεροξειδίου 80 mM και τα-
χύτητες σαρωσης 0.1, 0.2, 0.5, 1, 5 mV/s, για συγκέντρωση εν-
ζύμου 4×10−8M, 𝐾1M=88mM, 𝑘1,2=110.4s−1, 𝑘2,2=9.4×107,
𝑘1,1=2401M−1s−1, 𝑘1,−1=101−1 και συγκέντρωση μπλε του με-
θυλενίου 62.5 μM . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65

5.19 Υπολογιζόμενα με τη μέθοδο των πεπερασμένων στοιχείων κυκλικά
βολταμμογραφήματα για ρυθμό σάρωσης 5mV/s και συγκεντρώσεις
υπεροξειδίου 0, 17.5, 34.3, 86.5 και 141mM, για συγκέντρωση εν-
ζύμου 4×10−8M, 𝐾1M=88mM, 𝑘1,2=110.4s−1, 𝑘2,2=9.4×107,
𝑘1,1=2401M−1s−1, 𝑘1,−1=101−1 και συγκέντρωση μπλε του με-
θυλενίου 250 μM . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65

5.20 Υπολογιζόμενα με τη μέθοδο των πεπερασμένων στοιχείων κυκλικά
βολταμμογραφήματα για ρυθμό σάρωσης 10 mV/s και συγκεντρώ-
σεις υπεροξειδίου 0, 17.5, 34.3, 86.5 και 141mM, για συγκέντρωση
ενζύμου 4×10−8M, 𝐾1M=88mM, 𝑘1,2=110.4s−1, 𝑘2,2=9.4×107,
𝑘1,1=2401M−1s−1, 𝑘1,−1=101−1 και συγκέντρωση μπλε του με-
θυλενίου 250 μM . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 66

5.21 Υπολογιζόμενα με τη μέθοδο των πεπερασμένων στοιχείων κυκλικά
βολταμμογραφήματα για ρυθμό σάρωσης 20 mV/s και συγκεντρώ-
σεις υπεροξειδίου 0, 17.5, 34.3, 86.5 και 141mM, για συγκέντρωση
ενζύμου 4×10−8M, 𝐾1M=88mM, 𝑘1,2=110.4s−1, 𝑘2,2=9.4×107,
𝑘1,1=2401M−1s−1, 𝑘1,−1=101−1 και συγκέντρωση μπλε του με-
θυλενίου 250 μM . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 66

5.22 Υπολογιζόμενα με τη μέθοδο των πεπερασμένων στοιχείων κυκλικά
βολταμμογραφήματα για ρυθμό σάρωσης 50 mV/s και συγκεντρώ-
σεις υπεροξειδίου 0, 17.5, 34.3, 86.5 και 141mM, για συγκέντρωση
ενζύμου 4×10−8M, 𝐾1M=88mM, 𝑘1,2=110.4s−1, 𝑘2,2=9.4×107,
𝑘1,1=2401M−1s−1, 𝑘1,−1=101−1 και συγκέντρωση μπλε του με-
θυλενίου 250 μM . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 67
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5.23 Υπολογιζόμενα με τη μέθοδο των πεπερασμένων στοιχείων κυκλικά
βολταμμογραφήματα για ρυθμό σάρωσης 100 mV/s και συγκεντρώ-
σεις υπεροξειδίου 0, 17.5, 34.3, 86.5 και 141mM, για συγκέντρωση
ενζύμου 4×10−8M, 𝐾1M=88mM, 𝑘1,2=110.4s−1, 𝑘2,2=9.4×107,
𝑘1,1=2401M−1s−1, 𝑘1,−1=101−1 και συγκέντρωση μπλε του με-
θυλενίου 250 μM . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 67

5.24 𝐼p
𝐼po

συναρτήσει της ρίζας του παράγοντα λ για διαφορετικές συ-
γκεντρώσεις H2O2, βάσει υπολογισμών με μέθοδο πεπερασμένων
στοιχείων . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 68

5.25 Υπολογιζόμενα με τη μέθοδο των πεπερασμένων στοιχείων κυκλικά
βολταμμογραφήματα για συγκέντρωση υπεροξειδίου 86.5 mM και
ταχύτητες σαρωσης 0.1, 0.2, 0.5, 1, 5, 10, 20, 50 και 100 mV/s, για
συγκέντρωση ενζύμου 4×10−8M, 𝐾1M=88mM, 𝑘1,2=110.4s−1,
𝑘2,2=9.4×107,𝑘1,1=2401M−1s−1, 𝑘1,−1=101−1 και συγκέντρωση
μπλε του μεθυλενίου 250 μM . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 68

6.1 Κυκλικό βολταμμογράφημα MtPerII συγκέντρωσης 0.270mg/mL
σε ρυθμιστικό διάλυμα TrisHCl pH=8, 20mM με ταχύτητες σάρω-
σης 5, 10, 20, 50 και 100 mV/s με πυρολυτικό άνθρακα ως ηλε-
κτρόδιο εργασίας . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 70

6.2 Κυκλικά βολταμμογραφήματα ακινητοποιημένης υπεροξειδάσηςMtPerII
σε ηλεκτρόδιο χρυσού σε μορφή ελάσματος με αυτοσυναρμοζόμενη
μονοστιβάδα πεντανοθειόλης σε ρυθμιστικά διαλύματα pH 3, 4, 5,
6, 7 και 8 για ρυθμό σάρωσης 100mV/s . . . . . . . . . . . . . . . 73

6.3 Εξάρτηση 𝐸∘’ ακινητοποιημένης υπεροξειδάσης MtPerII σε ηλε-
κτρόδιο χρυσού σε μορφή ελάσματος με αυτοσυναρμοζόμενη μο-
νοστιβάδα πεντανοθειόλης για ρυθμό σάρωσης 100mV/s από το
pH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 74

6.4 Κυκλικά βολταμμογραφήματα ακινητοποιημένης υπεροξειδάσηςMtPerII
σε ηλεκτρόδιο χρυσού σε μορφή ελάσματος με αυτοσυναρμοζόμενη
μονοστιβάδα πεντανοθειόλης σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών
ιόντων pH=8, 20mM για ρυθμους σάρωσης 50, 100m και 200mV/s 75

7.1 Κυκλικό βολταμμογράφημα σε ηλεκτρόδιο χρυσού σε μορφή ελά-
σματος σε H2SO4 1 M με ρυθμό σάρωσης 100mV/s . . . . . . . . 80
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Κεφάλαιο 1

Υπεροξειδάσες

Oι υπεροξειδάσες αποτελούν ένζυμα τα οποία βρίσκονται σε όλες τις μορφές
ζωής, ακόμα και στα υποχρεωτικά αναερόβια βακτήρια [1]. Ανήκουν σε μία μεγάλη
οικογένεια ενζύμων που καταλύουν συνήθως αντιδράσεις της μορφής

ROOR′ + 2 e− + 2 H+ Peroxidase ROH + R′OH (1.1)

Tα περισσότερα από αυτά τα ένζυμα χρησιμοποιούν ως βέλτιστο υπόστρωμα
το υπεροξείδιο του υδρογόνου, ενώ αρκετά από αυτά παρουσιάζουν μεγαλύτερη
ενεργότητα με οργανικά υδροπεροξείδια [2]. Στην περίπτωση που ως υπόστρωμα
χρησιμοποιείται το υπεροξείδιο του υδρογόνου, η αντίδραση 1.1 μπορεί να γραφεί
ως:

HOOH + 2 e− + 2 H+ Peroxidase 2 HOH (1.2)

1.1 Κατηγοριοποίηση Υπεροξειδασών

1.1.1 Κατηγοριοποίηση βάσει του αριθμού EC

Οι υπεροξειδάσες μπορούν να είναι κατηγοριοποιημένες υπό τον αριθμό κατη-
γοριοποίησης EC.1.11.1x σύμφωνα με τη διεθνή ένωση βιοχημείας και μοριακής
βιολογίας (IUBMB) με βάση την αντίδραση την οποία καταλύουν. Για παράδειγμα
η EC 1.11.10 καταλύει τη χλωρίωση οργανικών ενώσεων σύμφωνα με την αντί-
δραση:
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1.1. Κατηγοριοποίηση Υπεροξειδασών

RH + Cl− + H2O2
Peroxidase RCl + 2 H2O (1.3)

ενώ η EC 1.11.1.3 καταλύει την αντίδραση

CH3(CH2)14COOH + 2 H2O2
Peroxidase CH3(CH2)13CH−−O + CO2 + 3 H2O

(1.4)

Μέχρι τώρα έχουν δοθεί 15 διαφορετικοί αριθμοί σε υπεροξειδάσες από το EC
1.11.1.1 εως το EC 1.11.1.16 (ο αριθμός EC 1.11.1.14 έχει αφαιρεθεί) [3].

Επειδή μερικά ένζυμα δρουν σε παραπάνω από ένα πεδία, μερικές υπεροξειδά-
σες έχουν κατηγοριοποιηθεί με τα εξής νούμερα: EC 1.13.11.44, EC 1.14.99.1, EC
1.6.3.1 και EC 4.1.1.44 ενώ ορισμένες υπεροξειδάσες δεν έχουν αριθμό EC (Pxd,
Pxt, AnPOX, NAnPrx, DypPrx, APx-CcP and CII) και μπορούν να κατηγοριο-
ποιηθουν μόνο ως EC 1.11.1.7. Δύο ακόμα αξιοσημείωτες περιπτώσεις είναι οι EC
1.11.1.2 (NADPH peroxidase) και EC 1.11.1.3 (fatty acid peroxidase). Σχετικά
με την EC 1.11.1.2 , ενεργότητες NADPH peroxidase έχουν παρατηρηθει σε διά-
φορες μελέτες, αλλά δεν υπάρχει γνωστή αλληλουχία υπεροξειδάσης που να της
έχει αποδοθεί αριθμός EC, καθώς καμία από τις γνωστές υπεροξειδάσες δεν έχει
ως κύρια ενεργότητα αυτήν της NADPH peroxidase [3, 4]

Οι Peroxidasins, οι peroxinectins, άλλες μη ζωικές υπεροξειδάσες, οι dyp-type
peroxidases, η hybrid ascorbate-cytochrome c peroxidase και άλλες υπροξειδά-
σες δεύτερης κλάσης δεν κατέχουν αριθμό EC. Οι αριθοί 1.11.1.9 και 1.11.1.12
αντιστοιχούν στην gluthatione peroxidase και το ποια κατηγοριοποίηση θα χρησι-
μοποιηθεί κάθε φορά εξαρτάται από τον δέκτη ηλεκτρονίων υπεροξείδιο του υδρο-
γόνου ή υπεροξείδιο λιπιδίου, αντίστοιχα.

Στον Πίνακα 1.1 παρουσιάζονται συγκεντρωμένες οι διάφορες κατηγορίες υπε-
ροξειδασών βάσει της αρίθμισης EC.
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1.1. Κατηγοριοποίηση Υπεροξειδασών

1.1.2 Κατηγοριοποίηση βάσει της αίμης

Μία αλλή κατηγοριοποίηση γίνεται βάσει της παρουσίας ή της απουσίας αίμης
από το μόριο της υπεροξειδάσης (Σχήμα 1.1). H αίμη αποτελείται από ένα οργανικό
συστατικό και ένα κεντρικό άτομο σιδήρου (Σχήμα 1.2). Το οργανικό συστατικό
της το οποίο ονομάζεται πρωτοπορφυρίνη απαρτίζεται από τέσσερις πυρρολικούς
δακτύλιους, ενωμένους με μεθινικές γέφυρες για τον σχηματισμό τετραπυρρολι-
κού δακτυλίου. Το άτομο του σιδήρου βρίσκεται στο κέντρο της πρωτοπορφυρίνης
ενωμένο με 4 πυρρολικά άτομα αζώτου και αν και μπορεί να βρίσκεται είτε σε δι-
σθενή είτε σε τρισθενή κατάσταση οξείδωσης, μόνο η δισθενής κατάσταση έχει
την ικανότητα δέσμευσης οξυγόνου. Επίσης, ο δισθενής σίδηρος στην πρωτοπορ-
φυρίνη σε αντιδράσεις με το υπεροξείδιο αποτελεί δότη ηλεκτρονίων (αναγωγική
ουσία) [5].

Σχήμα 1.1: Κατηγοριοποίηση υπεροξειδασών βάσει της αίμης [6]

Γονίδια τα οποία κωδικοποιούν υπεροξειδάσες με αίμη μπορούν να βρεθούν σε
όλες τις μορφές ζωής και χωρίζονται σε 2 μεγάλες υπεροικογένειες, μία που βρί-
σκεται κυρίως σε βακτήρια, μύκητες και φυτά [7] και σε μία δεύτερη που βρίσκεται
σε ζώα, μύκητες και βακτήρια [9]. Τα μέλη της πρώτης οικογένειας (μη ζωικές
υπεροξειδάσες) έχουν βρεθεί στην πλειονότητα των ζώντων οργανισμών, εκτός
από τα ζώα.

Για την πρώτη υπεροικογένεια υπεροξειδασών τρεις ανεξάρτητες κλάσεις μπο-
ρούν να παρατηρηθούν και είναι οι εξής:
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Κεφάλαιο 1. Υπεροξειδάσες

Σχήμα 1.2: Μόριο Αίμης [8]

• Κλάση Ι: που περιέχει ascorbate peroxidase (APx), cytochrome c peroxidase
(CcP) and catalase peroxidase (CP) (Ενδοκυττάριες Υπεροξειδάσες)

• Κλάση ΙΙ: που περιέχει lignin peroxidases (LiP), manganese peroxidases
(MnP), versatile peroxidase (VP) (Εξωκυττάριες Υπεροξειδάσες)

• Κλάση ΙΙΙ: Οι πιο γνωστές εξωκυττάριες υπεροξειδάσες από φυτά

Οι 3 κλάσεις αυτές διαφέρουν στον αριθμό των δισουλφιδικών δεσμών και των
δεσμευμένων ιόντων ασβεστίου, αλλά όλες χρησιμοποιούν τον ακόλουθο καταλυ-
τικό κύκλο [10, 11]

FeIIIRH2O2 FeIV−−OR ⋅ (1.5)

FeIV−−OR ⋅ + S FeIV−−OR + S ⋅ (1.6)

FeIV−−OR + S FeIIIR + S ⋅ (1.7)

Η δεύτερη υπεροικογένεια, που καταγράφεται ως υπεροξειδάσες ζώων, αποτε-
λείται από μία ομάδα ομόλογων πρωτεϊνών που βρίσκονται κυρίως σε ζώα και κατη-
γοριοποιουνται ως εξής: myeloperoxidase,(MPO); eosinophil peroxidase (EPO);
lactoperoxidase (LPO); thyroid peroxidase (TPO); prostaglandin H synthase
(PGHS); peroxidasin (Pxd) and peroxinectin (Pxt).
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1.2. Καταλυτικός Μηχανισμός Υπεροξειδασών

Εκτός από τις δύο αυτές υπεροικογένειες, μικρότερες οικογένειες πρωτεινών
κατηγοριοποιούνται ως ικανές για την αναγωγή υπεροξειδίων: η Catalase (Kat)
που μπορεί να ανάξει το υπεροξείδιο του υδρογόνου, οι di-haem cytochrome C
peroxidases (DiHCcP), οι dyp-type peroxidases (DypPrx), οι haloperoxidases
με (HalPrx) ή χωρίς (HalNPrx, HalVPrx) αίμη.

Οι υπεροξειδάσες που δεν περιεχουν αίμη κατηγοριοποιούνται κυρίως στις ακό-
λουθες υπερκατηγορίες: alkylhydroperoxidase D-like superfamily (AhpD, CMD,
HCMD, DCMD, and AlkyPrx), NADH peroxidase (NadPrx), manganese cata-
lases (MnCat) και δυο υποοικογένειες από thiol peroxidases: glutathione pero-
xidases (GPx) and peroxiredoxins (1CysPrx, 2CysPrx, PrxII /PrxV /PrxGrx
and PrxQ /BCP) [3, 6].

1.2 Καταλυτικός Μηχανισμός Υπεροξειδα-
σών

Η συνήθης πλήρης αντίδραση των υπεροξειδασών μπορεί να γραφεί ως ακολού-
θως, όπου RH το κατάλληλο υπόστρωμα για την υπεροξειδάση και R’ το προϊόν
ελεύθερης ρίζας

2RH + H2O2 2 R’ + 2 H2O (1.8)

H καθαρή μετατροπή, όμως, εμπεριέχει έναν πιο σύνθετο μηχανισμό που πα-
ρουσιάζεται σχηματικά στο Σχήμα 1.3. Τα Compounds I και ΙΙ είναι τα κρίσιμα
καταλυτικά ενδιάμεσα και διακρίνονται από τις υπόλοιπες οξειδωτικές καταστάσεις
λόγω της απορρόφησής τους στο UV-vis φάσμα απορρόφησης [1].

Το πρώτο στάδιο για την κατάλυση της υπεροξειδάσης συμπεριλαμβάνει τη
δεσμευση του υπεροξειδίου από το άτομο σιδήρου της αίμης για την παραγωγή
ενός σιδηρικού υπεροξειδικού ενδιαμέσου [Fe(III)-OOH] Compound 0.

H μετατροπή του Compound 0 σε Compound I απαιτεί την πρωτονίωση του
άπω οξυγόνου του σιδηρικού υπεροξειδικού ενδιαμέσου για τη δημιουργία σιδηρι-
κών ειδών που μπορούν να συνδεθούν για την απόμακρυνση του άπω οξυγονου
ως μόριο νερού. Πιθανότατα, τα άπω υπολείμματα ιστιδίνης στο ενεργό κέντρο
της υπεροξειδάσης αποτελούν τη βάση που αποπρωτονιώνει το υπεροξείδιο κατά
τη δημιουργία του Compound 0. Αυτό το πρωτόνιο κατόπιν μεταφέρεται από την
ιμιδαζόλη στο τερματικό οξυγόνο του σιδηρικού υπεροξειδικού ενδιάμεσου, κατα-
λύοντας το σπάσιμο των δεσμών Ο-Ο για την παραγωγή του Compound I. Μετά
από χαρακτηρισμό με UV-vis, EPR, Mossbauer, EXAFS και RAMAN, τα λη-
φθέντα δεδομένα υποδεικνύουν ότι το Compound I αποτελούνται από φερυλλικά
είδη [Fe(IV)=O] συνδυασμένα με κατιοντική ρίζα εντοπισμένη στο σκελετό της
πορφυρίνης.
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Κεφάλαιο 1. Υπεροξειδάσες

Η αναγωγή ενός ηλεκτρονίου του Compound I παράγει Compound II στο
οποίο ο σίδηρος βρίσκεται ακόμα σε οξειδωτική κατάσταση [Fe(IV)] αλλά η ρίζα
πορφυρίνης έχει «αποσβεστεί».

Σχήμα 1.3: Γενικός καταλυτικός κύκλος υπεροξειδασών [1]

Το Compound III υποδεικνύει ένα σύμπλοκο στο οποίο το οξυγόνο έχει δε-
σμευτεί στην άκρη του σιδήρου στην υπεροξειδάση. Είναι επομένως μία δομή που
βρίσκεται κοντά σε αυτήν των συμπλόκων οξυγόνου που βρίσκονται στην οξυ-
μυογλοβίνη και την οξυαιμογλοβίνη. Το Compound IIΙ, σχηματίζεται συνήθως
όταν υπάρχει μεγάλη περίσσεια υπεροξειδίου. Πιθανότατα η μορφή αυτή σχηματί-
ζεται κυρίως λόγω του συνδυασμού του σουπεροξειδίου, που προκυπτει από την
οξείδωση του υπεροξειδίου του υδρογόνου, με το ένζυμο[1].
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1.3. Οξειδοαναγωγικό δυναμικό υπεροξειδασών

1.3 Οξειδοαναγωγικό δυναμικό υπεροξειδα-
σών

Τα ένζυμα τα οποία καταλύουν οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις στις οποίες το
οξυγόνο δρα ως δέκτης ηλεκτρονίων χωρίζονται σε 2 κατηγορίες: Αυτά που κα-
ταλύουν την οξείδωση του υποστρώματος με μεταφορά ηλεκτρονίων στον δέκτη
(οξειδάσες και υπεροξειδάσες) και αυτά που καταλύουν την οξείδωση με ενσωμά-
τωση του οξυγόνου στο μόριο (μονοξυγενάσες και διοξυγενάσες).

Το οξειδοαναγωγικό δυναμικό 𝐸ο διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στον προσδιο-
ρισμό της ικανότητας της υπεροξειδάσης να καταλύει οξειδωτικές δράσεις, χωρίς
όμως να είναι ο μόνος σημαντικός παράγοντας, καθώς η ενεργότητα της εξαρτάται
και από τις ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις, τον προσανατολισμό του υποστρώ-
ματος και την τοπογραφία του ενεργού κέντρου.

Ενώ το ζεύγος Fe(III)/Fe(II) έχει σταθερό οξειδοαναγωγικό δυναμικό στα
0.77V vs SHE, όταν εμπλέκεται με πρωτοπορφυρίνη για το σχηματισμό ελεύθερης
αίμης, το δυναμικό μπορεί να μειωθεί μέχρι και στα -0.115V vs SHE. Όταν η αίμη
μπει σε πρωτεϊνική μήτρα, το οξειδοαναγωγικό δυναμικό δείχνει μία διακύμανση
της τάξεως του 1 V.

Στις πρώτες ηλεκτροχημικές έρευνες για τις υπεροξειδάσες εκφράζονταν η
άποψη ότι η πολικότητα του περιβάλλοντος της αίμης στην πρωτεΐνη θα μπρούσε
να είναι ο κύριος παράγοντας που καθορίζει το οξειδοαναγωγικό δυναμικό. Εφό-
σον η υποσιδηρούχος αίμη είναι ουδέτερη και η σιδηρούχος αίμη έχει ένα θετικό
φορτίο, η δεύτερη μορφή θα αποσταθεροποιούνταν σε περιβάλλον με χαμηλη δι-
ηλεκτρική σταθερά, συνεπώς όσο πιο υδρόφοβο είναι το περιβάλλον της αίμης,
τόσο πιο σταθερή θα είναι η υποσιδηρούχος αίμη και τόσο πιο θετικό θα είναι το
οξειδοαναγωγικό δυναμικό. Έκτοτε έχει αποδειχθεί ότι η διαμόρφωση του οξειδο-
αναγωγικού δυναμικού αποτελεί ένα πολυπαραγοντικό φαινόμενο και η συνεισφορά
κάθε παράγοντα ποικίλλει από πρωτεΐνη σε πρωτεΐνη [1].
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Κεφάλαιο 1. Υπεροξειδάσες

1.3.1 Παράγοντες που επηρεάζουν το οξειδοαναγω-
γικό δυναμικο

Όσον αφορά στην κυρίως σφαίρα συντονισμού του σιδήρου, η ταυτότητα του
αξονικού προσδέτη είναι σημαντική για τον προσδιορισμό της χημικής δραστικό-
τητας της αίμης. Εν γένει, η διαδραστικότητα μεταξύ του αξονικού προσδέτη και
της αίμης του σιδήρου ακολουθούν την αρχή του σκληρού-μαλακού, οξέος-βάσης
(hard–soft acid–base). Οι πιο μαλακοί προσδέτες όπως η μεθειονίνη με δεσμευμένο
θείο έχουν υψηλότερη συγγένεια με την υποσιδηρούχο αίμη ενώ οι πιο σκληροί
όπως η ιστιδίνη με με προσδεδεμένη μαλτόζη προτιμούν την σιδηρούχο αίμη. Συ-
νεπώς οι μαλακοί προσδέτες ευνοούν υψηλότερα δυναμικά [1, 12]

Επίσης η χημική δομή της αίμης ασκεί σημαντική επιρροή στο οξειδοαναγωγικό
δυναμικό. Οι ιδιότητες λήψης ή πρόσδοσης ηλεκτρονίων των υποκαταστατών της
πορφυρίνης επηρεάζουν τη δύναμη πρόσδοσης των ισημερινών συνδετών του σιδή-
ρου της αίμης. Επιπρόσθετα, η ομοιοπολική σύνδεση μεταξύ αίμης και της μήτρας
της πρωτεΐνης έχει υποτεθεί ότι επηρεάζει σε συγκεκριμένο βαθμό τις τιμές του
οξειδοαναγωγικού δυναμικού [1, 13].

Εκτός από την κυρίως σφαίρα συντονισμού, ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις
επηρεάζεουν επίσης το οξειδοαναγωγικό δυναμικό καθώς τοπικά φορτια σταθερο-
ποιούν τη σιδηρούχο αίμη και μειώνουν τοπικά τη διηλεκτρική σταθερά [1, 14, 15]

1.3.2 Σημασία 𝐸o

Το οξειδοαναγωγικό δυναμικό αποτελεί την καταλυτικώς σχετική ιδιότητα των
υπεροξειδασών με αίμη, καθώς θεωρητικά θέτει το όριο στην οξειδωτική ικανότητα
του ενζύμου.

Η σημασία της ικανότητας των υπεροξειδασών να υπάρχουν σε σταθερή βασική
κατάσταση και να παράξoυν ικανοποιητικά οξειδωτικά ενδιάμεσα για τις αιμοπρω-
τεΐνες εξηγείται μέσω των ιδιοτήτων δραστικότητας των ειδών σιδήρου. Σε νερό,
η ελεύθερη υποσιδηρούχος αίμη οξειδώνεται γρήγορα από το οξυγόνο σε σιδη-
ρικό ιόν, το οποίο δεν μπορεί να προσδέσει οξυγόνο, όμως, σε πρωτεϊνική μήτρα οι
αιμοπρωτεΐνες που δεσμεύουν οξυγόνο όπως η αιμογλοβίνη και η μυογλοβίνη αυξά-
νουν το οξειδοαναγωγικό δυναμικό του Fe(III)/Fe(II) σε σχέση με την ελεύθερη
αίμη και συνεπώς σταθεροποιούν την αναγωγική κατάσταση. Επίσης, η αυθόρμητη
οξείδωση μειώνεται in vivo λόγω χαμηλής διηλεκτρικότητας του περιβάλλοντος.
Συγκριτικά οι υπεροξειδάσες παρουσιάζουν ένα πιο αρνητικό οξειδοαναγωγικό δυ-
ναμικό του Fe(III)/Fe(II) τόσο in vivo όσο και in vitro. Eπίσης σε πιο αρνητικά
οξειδοαναγωγικά δυναμικά όπως αυτά που παρατηρούνται εντός της μήτρας των
πρωτεινών, υψηλότερες οξειδωτικές βαθμίδες όπως αυτές του Fe(IV) ή Fe(V) θα
σταθεροποιούνταν ικανοποιητκά ώστε να βρίσκονται παροδικά σε μία αντίδραση.
Επιπρόσθετα, το Fe(III) είναι σε θέση να αντιδράσει με το υπεροξείδιο του υδρο-
γόνου και να παράξει ρίζες υδροξυλίου και συνεπώς επωφελούμεθα από πιο χαμηλά
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1.3. Οξειδοαναγωγικό δυναμικό υπεροξειδασών

οξειδοαναγωγικά δυναμικά εξαλείφοντας τέτοια είδη.

Για τις υπεροξειδάσες, τα σχετικά οξειδοαναγωγικά ζεύγη είναι τα Compound
I και Compound II, τα ενδιάμεσα που παρουσιάζονται κατά τον καταλυτικό κύκλο.
Όμως, το οξειδοαναγωγικό δυναμικό του ζεύγους Fe(III)/Fe(II) μπορεί να φανεί
επίσης χρήσιμος δείκτης του οξειδωτικού χαρακτήρα των υπεροξειδασών. Ένα
πιο θετικό οξειδοαναγωγικό δυναμικό του Fe(III)/Fe(II) υποδεικνύει υψηλότερη
ηλεκτρονιακή ανεπάρκεια στο ενεργό κέντρο, και συνεπώς την ύπαρξη ενζυματικών
ενδιαμέσων με υψηλότερη οξειδωτική ισχύ.

Εν γένει, δεδομένα για τα οξειδοαναγωγικά δυναμικά των Compound I και
Compound II δεν είναι διαθέσιμα. Άμεσες μέθοδοι όπως η κυκλική βολταμμετρία
δεν μπορούν να χρησιμοποιηθούν λόγω της μικρής διάρκειας ζωής των ενδιαμέσων
και της αναντιστρεπτότητας των αντιδράσεων για την παραγωγή αυτών. Οι μέθοδοι
που μπορούν να βρεθούν στη βιβλιογραφία για τον προσδιορισμό των δυναμικών
των καταλυτικών ειδών συμπεριλαμβάνουν οξειδοαναγωγικές τιτλοδοτήσεις, φα-
σματοηλεκτροχημεία και εκτιμήσεις βάσει της κατάλυσης [1].

Στον Πίνακα 1.2 παρουσιάζονται οξειδοαναγωγικά δυναμικά Fe(III)/Fe(II) δια-
φορων αιμοπρωτεινών
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1.3. Οξειδοαναγωγικό δυναμικό υπεροξειδασών

Το θερμοδυναμικό μοντέλο της αναγωγής του Fe(III) σε Fe(II) στις αιμο-
πρωτεΐνες, το οποίο δίνει ερμηνεία στη μεταβολή του πρότυπου δυναμικού του
οξειδοαναγωγικού ζεύγους αυτού, γενικά δείχνει ότι η μεταβολή της ελεύθερης
ενέργειας Gibbs (Δ𝐺o′) εξαρτάται κυρίως από τις αλληλεπιδράσεις των δεσμών
στο αναγωγικό κέντρο (Δ𝐺cen) και τις ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ
του οξειδοαναγωγικού κέντρου, της πρωτεΐνης και του διαλύτη (Δ𝐺el). Ένας τρί-
τος όρος σχετίζεται με τις αλλαγές στη διαμόρφωση λόγω της οξειδοαναγωγής
(Δ𝐺conf), για παράδειγμα η αλλαγή της τεταρτοταγούς δομής κατά την πρόσδεση
του οξυγονου στην αιμογλοβίνη και τη μυογλοβίνη. Παρ’ολα αυτά ο τελευταίος
όρος μπορεί να αγνοηθεί για μεταφορά ηλεκτρονίων σε απλές πρωτεΐνες [1].

Δ𝐺′
o = Δ𝐺cen + Δ𝐺el + Δ𝐺conf (1.9)

O ηλεκτροστατικός όρος μπορεί να σπάσει σε περαιτέρω 4 όρους

• Την επίδραση των χαμηλών διηλεκτρικών σταθερών του περιβάλλοντοςΔ𝐺H2O

• Την επίδραση των ιόντων στο διάλυμα, που σχετίζεται με την ιοντική ισχύ
Δ𝐺ion

• Την επίδραση των ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων μεταξύ της ”θαμένης”
αίμης και των θαμένων φορτίων της πρωτεΐνης Δ𝐺int

• Την επίδραση των ηλεκτροστατικών αλληλεπτιδράσεων μεταξύ θαμένης αί-
μης και των θαμένων φορτίων της πρωτείνης Δ𝐺surf
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Κεφάλαιο 2

Βιοαισθητήρες

2.1 Γενικά Περί Βιοαισθητήρων

Ένας βιοαισθητήρας αποτελεί το σημειο τομής δύο αρχών. Συνδυάζει την εκλε-
κτικότητα ενός βιολογικού συστήματος και την υπολογιστική ισχύ ενός μικροπε-
ξεργαστή. Πρόκειται για μία συσκευή που ενσωματώνει ένα στοιχείο βιολογικής
αναγνώρισης συνδεδεμένο με έναν μετατροπέα. Μπορούν να οριστούν ως αναλυτι-
κές συσκευές στις οποίες ένα βιολογικό στοιχείο έχει συζευχθεί με έναν μετατρο-
πέα για την μετατροπή ενός βιολογικού σήματος σε ηλεκτρικό. Πρόκειται για ένα
διεπιστημονικό αντικείμενο έρευνας που συνδυάζει στοιχεία από βιοχημεία, ανο-
σολογία, ηλεκτροχημεία, επιστήμη των υλικών, ηλεκτρονική καθώς και στοιχεία
από άλλες επιστήμες και αρχές μηχανικής [16].

Τα κύρια στοιχεία ενός βιοαισθητήρα είναι:

• Το βιολογικά ευαίσθητο στοιχείο ή ο βιοκαταλύτης, το οποίο είναι συνή-
θως ένα ακινητοοποιημένο βιολογικό σύστημα που μπορεί να αναγνωρίσει
επιλεκτικά το μόριο στόχο. Τα χρησιμοποιούμενα βιομόρια είναι συνήθως,
ένζυμα, αντισώματα, βακτήρια, κύτταρα, κομμάτια ιστών και άλλα.

• Ο μετατροπέας, ο οποίος μετατρέπει το βιολογικό σήμα σε μετρήσιμο ηλε-
κτρικό σήμα όπως ρεύμα ή δυναμικό. Η έξοδος του μετατροπέα μπορεί να
ληφθεί άμεσα ή να επεξεργαστεί περαιτέρω από έναν ενισχυτή ή άλλες με-
θόδους επεξεργασίας σήματος

• Ο ενισχυτής ή ο επεξεργαστής σήματος, οι οποίοι είναι συγκεκριμένές ηλε-
κτρικές συσκευές για την επεξεργασία του ληφθέντος από τον μετατροπέα
σήματος.

Οι πρώτοι βιοαισθητήρες χρησιμοποιούσαν συμβατικά ηλεκτρόδιο (ηλεκτρόδια
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2.2. Κατηγοριοποίηση Βιοαισθητήρων

για τη μέτρηση pH, οξυγόνου, ιόντων) για μετατροπείς σε συνδυασμό με έναν
κατάλληλο βιοκαταλύτη. Το ενζυμικό ηλεκτρόδιο αποτελεί ένα συνδυασμό κατάλ-
ληλου ηλεκτρδιακού αισθητήρα με ακινητοποιημένο ένζυμο που παρέχει μία υψηλής
εκλεκτικότητας και ευαισθησίας μέθοδο για τον προσδιορισμό συγκεκριμένου υπο-
στρώματος. Ένας από τους πρώτους βιοαισθητήρες για γλυκόζη χρησιμοποιούσε
ηλεκτρόδιο οξυγόνου για την μέτρηση της μείωσης της συγκέντρωσης του οξυ-
γόνου.

2.2 Κατηγοριοποίηση Βιοαισθητήρων

Οι βιοαισθητήρες ανάλογα με το είδος του μετατροπέα χωρίζονται σε ηλε-
κτροχημικόυς, οπτικούς, ακουστικούς και θερμιδομετρικούς. Οι ηλεκτροχημικοί
χωρίζονται περαιτέρω σε αμπερομετρικούς, ποτενσιομετρικούς και αγωγιμομετρι-
κούς.

Ένας ποτενσιομετρικός βιοαισθητήρας καταγράφει το δυναμικό υπό συθήκες
μηδενικού ρεύματος και το παραγόμενο δυναμικό είναι ευθέως ανάλογο του λογα-
ρίθμου της συγκέντρωσης του αναλυτή και η βάση για τέτοιου είδους βιοαισθητή-
ρες είναι η εξίσωση του Nernst [16].

Oι αμπερομετρικοί βιοαισθητήρες καταγράφουν το παραγόμενο ρεύμα σε στα-
θερό δυναμικο και προκύπτει γραμμική συσχέτιση μεταξύ συγκέντρωσης αναλυτή
που οξειδοανάγεται και ρεύματος. Συνήθεις τεχνικές που χρησιμοποιούνται είναι η
κυκλική βολταμμετρία και η χρονοαμπερομετρία. Το ρεύμα σε μόνιμη κατάσταση
δίνεται από τη σχέση

𝐼 = 𝑛𝐹𝐴𝐷𝐶
𝑑 (2.1)

Όπου 𝑛 ο αριθμός των ηλεκτρονίων που ανταλάσσονται ανά mol, 𝐹 η σταθερά
του Faraday, 𝐴 η επιφάνεια του ηλεκτροδίου, 𝐷 ο συντελεστής διάχυσης του
οξειδοαναγόμενου είδους, 𝐶 η συγκέντρωση του ηλεκτροενεργού μορίου και 𝑑 το
πάχος της στιβάδας διάχυσης [16, 17]

Οι αγωγιμομετρικοί βιοαισθητήρες βασίζονται σε βιοκαταλύτες που παράγουν
ή καταναλώνουν ιόντα και διάλυμα που γίνεται ο προσδιορισμός έχει χαμηλη ηλε-
κτρική αγωγιμότητα [16].
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Κεφάλαιο 2. Βιοαισθητήρες

Σχήμα 2.1: Στάδια προσδιορισμού ουσίας με τη χρήση βιοαισθητήρα [3]

2.3 Γενιές Βιοαισθητήρων

Mε βάση το βιοαισθητήρα της γλυκόζης, που αποτελεί τον πιο διαδεδομένο και
μελετημένο σύστημα ενζυμικού ηλεκτροδίου, οι βιοαισθητήρες χωρίζονται σε τρεις
γενιές

• 1ης γενιάς βιοαισθητήρες. Σε αυτήν την κατηγορία το Ο2 λειτουργεί ως
συνυπόστρωμα (cosubstrate) στην ενζυμική δράση και παράγεται και τελικά
ανιχνεύεται H2O2

GOxox + Glucose GOxred + Gluconic Acid (2.2)

GOxred + O2 GOxox + H2O2 (2.3)

Αρχικά η γλυκόζη ανάγει το FAD που περιέχεται στην οξειδάση της γλυκό-
ζης GOxox και παράγεται η ανηγμένη μορφή της οξειδάσης GO𝑚𝑎𝑡ℎ𝑟𝑚𝑥𝑟𝑒𝑑,
η οποία τελικά οξειδώνεται από το μοριακό οξυγόνο. Εν τέλει, μετράται το
παραγόμενο υπεροξείδιο σε ηλεκτρόδιο λευκοχρύσου εφαρμόζοντας δυνα-
μικό (+0.6 V vs Ag/AgCl)

• 2ης γενιάς βιοαισθητήρες. Σε αυτην την κατηγορία το μοριακό οξυγόνο αντι-
καθίσταται από ένα συνυπόστρωμα (mediator) (M) το οποίο δέχεται ηλε-
κτρόνια από το ενεργό κέντρο του ενζύμου και τα μεταφέρει κατόπιν στην
ενεργή επιφάνεια του ηλεκτροδίου.

GOxox + Glucose GOxred + Gluconic Acid (2.4)

GOxred + Mox GOxox + Mred (2.5)

Mred Mox + e− (2.6)
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2.4. Εφαρμογές

• 3ης γενιάς βιοαισθητήρες. Η επιθυμία για ανάπτυξη βιοαισθητήρων με απευ-
θείας μεταφορά ηλεκτρονίων μεταξύ ενζύμου και ηλεκτροδίου καθώς και η
προσπάθεια για μετατόπιση του δυναμικού λειτουργίας του βιοαισθητήρα σε
χαμηλότερες τιμές, κοντά στο δυναμικό ισορροπίας του ενζύμου, έχει οδη-
γήσει στην προσπάθεια ανάπτυξης μεθόδων ακινητοποίησης όπου το ενεργό
κέντρο του ενζύμου έρχεται σε απευθείας επαφή με την επιφάνεια του ηλε-
κτροδίου [24]

Σχετικά με τη δεύτερη γενιά βιοαισθητήρων, τα χρησιμοποιούμενα συνυπο-
στρώματα πρέπει να διαθέτουν τις εξής ιδιότητες

• Να αντιδρούν γρήγορα με το ένζυμο

• Να είναι επαρκώς διαλυτά τοσό στην οξειδωμένη όσο και στην ανηγμένη
τους μορφή

• Η υπέρταση για την αναγέννηση του συνυποστρώματος στην επιφάνεια του
ηλεκτροδίου να είναι χαμηλή και ανεξάρτητη του pH

• Να μην αντιδρούν με το οξυγόνο

Πολλά συμπλέγματα και ηλεκτροχημικώς ενεργά μόρια έχουν χρησιμοποιηθεί
ως συνυποστρώματα συμπεριλαμβανομένου του φεροκενίου και των παραγώγων
τους, το NADH, η βενζοκινόνη, το κυανό του μεθυλενίου, η υδροκινόνη, η θειονίνη
και το πράσινο του μεθυλενίου [16, 18, 19, 20, 21, 22].

2.4 Εφαρμογές

Μερικές εφαρμογές που μπορεί να έχει ένας βιοαισθητήρας, συνοψίζονται κά-
τωθι:

• Κλινικές και διαγνωστικές: αναγνώριση γλυκόζης για έλεγχο επιπέδων γλυ-
κόζης στο αίμα σε διαβητικά άτομα, γαλακτικού οξέος, ουρικού οξέος για
την παρακολούθηση αναπνευστικών ανεπαρκειών, καρδιακών ανεπαρκειών,
μεταβολικών διαταραχών κ.α., χοληστερόλης και κρεατίνης για τον προσδιο-
ρισμό ρηνικής και μυικής δυσλειτουργίας.

• Βιομηχανία τροφίμων και ποτών: για τον έλεγχο φρεσκάδας του τροφίμου και
τη συγκέντρωση συγκεκριμένων συστατικών του, όπως υδρογονάνθρακες,
σάκχαρα και άμυλο. Η ανάπτυξη βιοαισθητήρων στη βιομηχανία τροφίμων
αποτελεί σχετικά καινούργιο πεδίο καθώς τα χαμηλά κέρδη παρά τη μεγάλη
παραγωγή, δεν επέτρεπαν την επικέντρωση της έρευνας σε τέτοια ζητήματα.
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Κεφάλαιο 2. Βιοαισθητήρες

• Περιβαλλοντικός έλεγχος: για τον έλεγχο συγκεκριμένων περιβαλλοντικών
ρύπων για την επι τόπου ανάλυση δειγμάτων. Στο επίκεντρο της σχετικής
έρευνας βρίσκονται οργανικά μόρια όπως παρασιτοκτόνα, υδρογονάνθρακες,
βακτήρια, τοξικά αέρια και μέταλλα στο νερό [10].

2.5 Βασικά χαρακτηριστικά βιοαισθητήρων

Στα βασικά χαρακτηριστικά των βιοαισθητήρων υπάγονται

• η καλή επαναληψιμότητα, δηλαδή αν τα αποτελέσματα που λαμβάνονται από
τον ίδιο βιοαισθητήρα στο ίδιο συστημα είναι πολύ κοντινά μεταξύ τους

• η αναπαραγωγισιμότητα, δηλαδή το μέτρο της διασποράς μεταξύ των αποτε-
λεσμάτων ανεξάρτητων ελέγχων στο ίδιο δείγμα που εκτελούνται κάτω από
τις ίδιες συνθήκες

• η εκλεκτικότητα, έτσι ώστε να υπάρχουν ελάσχιστες έως καθόλου παρεμ-
βολές από άλλες ουσίες

• η γραμμική περιοχή σήματος συναρτήσει της συγκέντρωσης της υπό προσ-
διορισμό ουσίας

• η ευαισθησία, δηλαδή η τιμή απόκρισης του ηλεκτροδίου ανά μονάδα συγκέ-
ντρωσης υποστρώματος

• το όριο ανίχνευσης

• η σταθερότητα χρήσης (operational stability)

• η σταθερότητα αποθήκευσης (storage stability)

• o χρόνος απόκρισης (response time)

Οι παράγοντες βάσει των οποίων γίνεται η αριστοποίηση αποτελούν το pH,
τη θερμοκρασία, το δυναμικό, την ποσότητα του ενζύμου που ακινητοποιείται στο
ηλεκτρόδιο καθώς και τη συγκέντρωση του συνυποστρώματος σε περίπτωση που
πρόκειται για βιοαισθητήρα 2ης γενιάς.

Η ενεργότητα του ενζύμου παρουσιάζει ένα μέγιστο σε συγκερκιμένο pH, πάνω
από μία ορισμένη θερμοκρασία παρατηρείται μετουσίωση του ενζύμου, η ανιχνευό-
μενη ηλεκτροχημική δράση παρουσιάζει βέλτιστο σε ορισμένο δυναμικό, ενώ πολύ
μεγάλες ποσότητες τόσο ενζύμου όσο και συνυποστρώματος μπορεί ενδεχομένως
να δράσουν παρεμποδιστικά στην απόκριση του ηλεκτροδίου [10, 23]
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2.6. Μέθοδοι Ακινητοποίησης

2.6 Μέθοδοι Ακινητοποίησης

Οι μέθοδοι ακινητοποιησης των βιολογικά ενεργών φορέων περιλαμβάνουν φυ-
σικές και χημικές μεθόδους καθώς και συνδυασμό και των δύο. Η κύρια φυσική
μέθοδος είναι η προσρόφηση σε αδιάλυτους σε νερό φορείς και ο εγκλωβισμός σε
μη υδατοδιαλυτές πολυμερικές γέλες. Η χημική ακινητοποίηση γίνεται με ομοιο-
πολική σύζευξη με φορείς ή με διαμοριακούς σταυροδεσμούς με βιομόρια.

Η προσρόφηση σε αδιάλυτους σε νερό φορείς είναι η πιο απλή μέθοδος για ακι-
νητοποιηση. Ένα υδατικό διάλυμα με το βιομορίο έρχεται σε επαφή με τον φορέα
για συγκεκριμένο χρονικό διάστημα. Κατόπιν τα μη προσροφημένα μόρια ξεπλένο-
νται. Ο φορέας πρέπει να παρουσιάζει κάποια συγγένεια με το προς ακινητοποίηση
βιολογικό μόριο, το οποίο πρέπει να παραμένει ενεργό μετά την προσρόφηση. Ο
φορέας επίσης δεν πρέπει να προσροφά ούτε τα προϊόντα της αντίδρασης ούτε
παρεμποδιστές του βιοκαταλύτη.

Εφόσον η προσρόφηση πρωτεΐνης είναι μία αντιστρεπτή διεργασία, αλλαγές
στο pH, την ιονική ισχύ τη συγκέντρωση του υποστρώματος, τη θερμοκρασία
κλπ μπορεί να προκαλέσουν αποκοπή του βιομορίου από το φορέα. Σχετικά με τα
πλεονεκτήματα της μεθόδου, εκτός από την απλότητα της διαδικασίας, δεν υπάρ-
χει ανάγκη για μη φυσιολογικές συνθήκες σύζευξης ή χρήση χημικών τα οποία
ενδεχομένως να προκαλέσουν βλάβη στη λειτουργία του ενζύμου [26]

2.7 Βιοαισθητήρας Υπεροξειδίου

Η παρακολούθηση των επιπέδων του υπεροξειδίου του υδρογόνου έχει σημασία
για περιβαλλοντικούς και ιατρικούς ρόλους καθώς και για διάφορα κομμάτια της
βιομηχανίας. Σε μεγάλες συγκεντρώσεις ως προϊόν της βιομηχανίας και από σταθ-
μούς ατομικής ενέργειας επηρεάζει το περιβάλλον. Επίσης χρησιμοποιείται για την
απολύμανση πισινών και συσκευασιών τροφίμων και ποτών και επομένως πρέπει να
μετρώνται οι υπολειμματικές συγκεντρώσεις του. Από την άλλη, το υπεροξείδιο του
υδρογόνου είναι από τους πιο σημαντικούς παράγοντες για ενδείξεις οξειδωτικού
στρες και είναι αναγνωρισμένο ως ένας από τους κύριους παράγοντες κινδύνου της
επιδείνωσης νόσων που σχετίζονται με παθοφυσιολογικές επιπλοκές στο διαβήτη,
αθηροσκλήρωση, νεφρικές νόσους, καρκίνο και γήρανση. Eκτός από το οξειδωτικό
στρες, το υπεροξείδιο του υδρογόνου είναι από τους πιο πολύτιμους δείκτες για
φλεγμονώδεις διεργασίες και ένας μεσολαβητής για τον κυτταρικό θάνατο των των
αποπτωτικών κυττάρων [27].

H Horse Radish Peroxidase (HRP), η οποία ανήκει στην κατηγορία EC 1.11.1.7
και περιέχει αίμη, αποτελεί ένα από τα πιο ευρέως χρησιμοποιούμενα ένζυμα για
την κατασκευή βιοαισθητήρων, λόγω της εμπορικής διαθεσιμότητάς τους και της
πληθώρας πληροφοριών που που αφορούν τη βιοχημική συμπεριφορά και τη δομή
της. Η HRP μπορεί να να οξειδώσει ποικιλία αρωματικών υποστρωμάτων όπως φαι-
νολικές ουσίες και αρωματικές αμίνες και παρουσιάζει μεγάλη εκλεκτικότητα ως

20



Κεφάλαιο 2. Βιοαισθητήρες

προς το υπεροξείδιο του υδρογόνου. Οι παραπάνω ιδιότητες έχουν ληφθεί υπόψιν
για την κατασκευή ενζυμικών ηλεκτροδίων [28].

Σχηματικά ο μηχανισμός βιοαισθητήρα υπεροξειδίου του υδρογόνου δεύτερης
γενιάς παρουσιάζεται στον Σχήμα 2.2, όπου η υπεροξειδάση ανάγει το υπερο-
ξείδιο του υδρογόνου σε νερό και μετατρέπεται σε Compound I και κατόπιν το
Coumpound Ι ανάγεται διαδοχικά σε Compound II και την αρχική ανηγμένη
μορφή του ενζύμου μέσω ανταλλαγής ηλεκτρονίων με την ανηγμένη μορφή του
συνυποστρώματος και εν τέλει, η ανηγμένη μορφή του συνυποστρώματος οξειδώ-
νεται στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου.
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2.7. Βιοαισθητήρας Υπεροξειδίου
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Κεφάλαιο 3

Αυτοσυναρμοζόμενες
Μονοστιβάδες

3.1 Γενικά Περί Αυτοσυναρμοζόμενων Mο-
νοστιβάδων

Για την ακινητοποίηση βιολογικών μορίων και την παρασκευή βιοαισθητήρων,
μία συνήθης τακτική αποτελεί η τροποποίηση επιφανειών με αυτοσυναρμοζόμενες
μονοστιβάδες, πάνω στις οποίες γίνεται η ακινητοποίηση.

Κατ’ αρχάς ως αυτοσυναρμοζόμενες μονοστιβάδες (Self - Assembled Monolay-
ers) ορίζονται οι διατεταγμένες μοριακές συναθροίσεις, οι οποίες δημιουργούνται
αυθόρμητα μέσω προσρόφησης μίας επιφανειοδραστικής ουσίας σε ένα υπόστρωμα.
Η ομάδα-κεφαλή των μορίων που προσροφούνται έχει συγκεκριμένη συγγένεια με
τη στερεή επιφάνεια-υπόστρωμα[29, 30]

Το πιο γνωστό παράδειγμα αυτοσυναρμοζόμενου συστήματος αποτελεί το σύ-
στημα θειόλης σε χρυσό. Οι n-αλκανοθειόλες είναι πλήρως κορεσμένες και αρκετά
απλά μόρια από χημικής άποψης, και παρουσιάζουν όλα τα απαραίτητα χαρακτη-
ριστικά και βαθμούς ελευθερίας μίας τυπικής αυτοσυναρμοζομένης μοναστιβάδας
[30]. Συνήθως, οι περισσότερες από τις εμπορικά διαθέσιμες αλκανοθειόλες χρη-
σιμοποιούνται χωρίς περαιτέρω προεργασία [31].
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3.2 Προσρόφηση

Οι θειόλες προσροφούνται σε μεταλλικές επιφάνειες μέσω δεσμού μετάλλου-
θείου όπως φαίνεται στο Σχήμα 3.1. Για τη δημιουργία μίας αυτοσυναρμοζόμενης
μονοστιβάδας, ένα καθαρό υπόστρωμα εμβαπτίζεται σε διάλυμα για 1-24h και τόσο
η θερμοκρασία όσο και ο διαλύτης επηρεάζουν την πυκνότητα και τις αστοχίες του
στρώματος [31] Αυτή η πρακτική χρησιμοποιείται ευρέως και προέρχεται από τις
αρχικές μελέτες των αυτοσυναρμοζόμενων μονστιβάδων [32].

Σχήμα 3.1: Σχηματική αναπαράσταση αυτοσυναρμοζόμενης μονοστιβάδας αλκα-
νοθειόλης σε μεταλλικό υπόστρωμα [31]

Η βασική μοριακή οργάνωση των αλκανοθειολών σε χρυσό (Ι Ι Ι) είναι (√3 ×
√3)R30o. Έχει παρατηρηθεί μετά από επισκόπηση της δομής ότι αναπτύσσονται
μικρές διαφορές στο ύψος των μορίων της μονοστιβάδας λόγω διαφορετικών γω-
νιών στροφής μεταξύ των αλυσίδων των αλκανοθειολών ή μικρών αποκλίσεων των
θέσεων των ατόμων του θείου από την εξαγωνική συμμετρία [31].

Οι αλκανοθειόλες επίσης αλλάζουν τον προσανατολισμό τους συναρτήσει της
κάλυψης. Όταν η κάλυψη είναι χαμηλή, τα μόρια αλκανοθειόλης δε δημιουργούν
διατεταγμένες δομές, όμως, καθώς αυξάνεται, τα λεγόμενα pin striped patterns
αρχίζουν να δημιουργούνται, όπου τα μόρια προσανατολίζονται παράλληλα στην
επιφάνεια και οργανώνονται ώστε η μία θειόλη να «δείχνει» προς την άλλη. Σε
επόμενη φάση εμφανίζονται ενδιάμεσες δομές, στις οποίες οι αλυσίδες στοιβάζονται
με εκείνες στις επόμενες σειρές.

Στη συνέχεια, αυξανομένης της κάλυψης, τα μόρια ευθυγραμμίζονται και δη-
μιουργούν μία μοριακή (√3 × √3) διευθέτηση [31]. Πυκνές επικαλύψεις λαμβάνονται
γρήγορα στα πρώτα λεπτά, αλλά μία αργή διαδικασία επανοργάνωσης χρειάζεται
ώρες για να μεγιστοποιηθεί η πυκνότητα των μορίων και να ελαχιστοποιηθούν οι
ατέλειες των μονοστιβάδων[32].

Οι αυτοσυναρμοζόμενες μονοστιβάδες σχηματίζονται από άτομα ή μόρια που
αποτελούν τη βασική μονάδα ή το δομικό λίθο του συστήματος. Στις αλκανοθειό-
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λες κάθε μόριο μπορεί να χωριστεί σε τρία διαοφορετικά μέρη

• Την κεφαλή (head group)

• Το σκελετό/ Αλκυλική αλυσίδα (backbone, alkane chain)

• Την τελική λειτουργική ομάδα (terminal functional group)

Στις αλκανοθειόλες σε μεταλλική επιφάνεια, ένα άτομο S συνδέει την υδρο-
γονανθρακική αλυσίδα στη μεταλλική επιφάνεια μέσω ομοιοπολικού δεσμού και οι
δυναμεις van der Waals μεταξύ των γειτονικών μορίων σταθεροποιούν τη δομή. Οι
διάφορες γωνίες ορίζουν τον προσανατολισμό των μορίων ως προς το μεταλλικό
υπόστρωμα. Η γωνία κλίσης (tilt angle) ορίζεται ως η γωνία μεταξύ του σκελετού
και της επιφανείας ενώ η γωνία στροφής (twist angle) περιγράφει την περιστροφή
του δεσμού μεταξύ των ανθράκων της κύριας αλυσίδας της αλκανοθειόλης και της
κλίσης της αλυσίδας [33].

Η αλκυλική αλυσίδα τελειώνει στην τερματική ομάδα, η οποία δίνει τις επιθυ-
μητές λειτουργικές ιδιότητες στη μονοστιβάδα. Μια μικρή αλλαγή στην τερματική
ομάδα είναι αρκετή για να αλλάξει τις φυσικοχημικές ιδιότητες της μονοστιβάδας.
Οι τερματικές ομάδες CH3 καθιστούν την επιφάνεια υδρόφοβη, μεταλλόφοβη και
αντικολλητική, ενώ οι τερματικές ομάδες COOH, NH2 και ΟΗ υδρόφιλη [33].

Υπάρχει μία ποικιλία παραγόντων που μπορούν να επηρεάσουν τη δομή της
προκύπτουσας μονοστιβάδας και το ρυθμό διαμόρφωσής της όπως ο διαλύτης, η
θερμοκρασία, η συγκέντρωση της προσροφώμενης ουσίας, ο χρόνος εμβάπτισης, η
καθαρότητα της προσροφόμενης ουσίας, η καθαρότητα του υποστρώματος και το
μήκος της αλυσίδας [32].

Σχήμα 3.2: Σχηματικό διάγραμμα ιδανικής αυτοσυναρμοζόμενης μονοσταβάδας
αλκανοθειόλης σε μονοκρύσταλλο σε επιφάνεια χρυσού (Ι Ι Ι). Επισημαίνονται η
ανατομία και τα χαρακτηριστικά της μονοστιβαδας [32]
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3.3 Προετοιμασία

Όσον αφορά στην προετοιμασία, ο πιο απλός τρόπος είναι η απλή εναπόθεση
με εμβάπτιση σε διάλυμα η οποία συνοδεύεται και από χαμηλό κόστος. Με την
προϋπόθεση ότι το υπόστρωμα έχει καθαριστεί σωστά, μία απλή εμβάπτιση στο
αντίστοιχο διάλυμα για συγκεκριμένο χρονικό διάστημα, αρκεί για τη δημιουργία
μονοστιβάδας [30]. Τυπικά, μερικά mM διαλύματος αλκανοθειόλης σε οργανικό
διαλύτη (συνήθως εξάνιο ή αιθανόλη) χρησιμοποιούνται για τη δημιουργία αυτο-
συναρμοζόμενης μονοστιβάδας [31].

3.4 Κάλυψη

Η χημεία που περιλαμβάνεται στην προσρόφηση των θειολών στο χρυσό είναι
το πιο αινιγματικο κομμάτι της διαδικασίας. Επειδή ο χρυσός δεν σχηματίζει οξεί-
δια, η δημιουργία αυτοσυναρμοζόμενων μονοστιβάδων δεν περιπλέκεται από χημι-
κές αντιδράσεις που ενδοχομένως ατικαθιστούν ή ανάγουν τα επιφανειακά οξείδια,
αλλά οι λεπτομερειες για το δεσμό μετάλλου θείου και τη χωρική διευθέτηση των
ομάδων θείου στην επιφάνεια του χρυσού είναι ακόμα και σήμερα αντιφατικές [32]
Επίσης, το που ακριβώς κατευθύνεται το υδρογόνο από την ομάδα S-H δεν έχει
προσδιοριστεί επακριβώς. Η μία εκδοχη είναι είναι να χάνονται μέσα στο διάλυμα
υπό μορφή H2 ενώ μία άλλη η μετατροπή σε νερό ερχόμενο σε επαφή με το δια-
λυμένο οξυγόνο στο διάλυμα [34, 35]

Εν γένει είναι κοινώς αποδεκτό ότι για μικρή επικάλυψη τα μόρια των αλκα-
νοθειολών έχουν μία «ξαπλωτή» (lying down) δομή και για υψηλή κάλυψη μια
«όρθια» δομή, οι δομές για ενδιάμεσους βαθμούς επικάλυψης είναι ακόμα υπό συ-
ζήτηση. Το φυσικό όριο για την ξαπλωτή δομή είναι το 27% της πλήρους κάλυψης
της όρθιας δομής (για μεγάλες αλυσίδες αυτό το όριο είναι μικρότερο). Η όρθια
δομή από την άλλη δε δημιουργείται απευθείας μετά το προαναφερθέν 27% αλλά
περίπου για πάνω από 50% της πλήρους κάλυψης. Στο ενδιάμεσο διάστημα παρα-
τηρούνται διάφορες δομές που χαρακτηρίζονται από γωνίες κλίσης περίπου 50ο ή
αλυσίδες που ακουμπούν η μία στην άλλη. Αυτές οι ενδιάμεσες δομές εξαρτώνται
αρκετά από τις συνθήκες προετοιμασίας αλλά δεν υπάρχει ξεκάθαρη εικόνα για την
εξάρτηση αυτή [36].

Παρά το γεγονός ότι οι πρόδρομοι των μονοστιβάδων είναι αμφιφιλικά μόρια,
οι αυτοσυναρμοζόμενες μονοστιβάδες είναι πιο σταθερές λόγω της συγκεκριμέ-
νης φύσης της χημειορόφησης. Συνεπώς, η προετοιμασία των μονοστιβάδων είναι
αρκετά εύκολη και τα προκύπτοντα στρώματα είναι πιο σταθερά. Επίσης, η δυνα-
τότητα της τροποποίησης της επιφάνειας των μονoστιβαδων, τα καθιστά αρκετά
ελκυστικά για χρήση ως επίστρωση σε διάφορες εφαρμογές [37].
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Σχήμα 3.3: Σχηματικό διάγραμμα φάσεων δεκανοθειόλης σε χρυσό (111) ως προς
θερμοκρασία και ποσοστό κάλυψης. Οι διαφορετικές περιοχές και φάσεις υποδει-
κνύονται ως S (stripes), IS(intermediate structures), C (c(4x2)) και L (liquid).
Οι διακεκομμένες γραμμές υποδεικνύουν όρια φάσεων των IS, οι οποίες δεν έχουν
διερευνηθεί πλήρως. Η γραμμή μεταξύ C και L (melting transition) παρουσιάζει
μία οξεία αύξηση κοντά στην πλήρη κάλυψη [36].
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3.5 Χρήσεις και πλεονεκτήματα

Εν γένει, οι αυτοσυναρμοζόμενες μονοστιβάδες χρησιμοποιούνται ευρέως για
την παρεμπόδιση πρόσβασης μορίων του διαλύτη σε επιφάνεια. Eπίσης, η χρήση
αυτοσυναρμοζόμενων μονοστιβάδων χρησιμοποιείται ευρέως για την τροποποίηση
επιφανειών ηλεκτροδίων με διάφορα μόρια για τη δημιουργία αισθητήρων, επηρεά-
ζοντας την εκλεκτικότητα του ηλεκτροδίου [37].

Μερικοί λόγοι για τους οποίους η χρήση αυτοσυναρμοζόμενων μονοστιβάδων
έχει κερδίσει έδαφος στην επιστημονική έρευνα είναι:

• Η ευκολία προετοιμασίας

• Η δυνατότητα τροποποίησης των επιφανειακών ιδιοτήτων των αυτοσυναρμο-
ζόμενων μορίων

• Η χρήση των αυτοσυναρμοζόμενων μορίων ως υπόβαθρο για τη δημιουργία
πιο περίπλοκων δομών [30].

Οι λόγοι που χρησιμοποιείται κυρίως ο χρυσός στα μελετούμενα συστήματα
αυτοσυναρμοζόμενων μονοστιβάδων είναι η διαθεσιμότητά του, η ευκολία εναπό-
θεσης της μονοστιβάδας πάνω σε αυτόν και η σχετική αδράνειά του. Οι θειόλες
προσροφούνται στο χρυσό με υψηλή συγγένεια και δεν πραγματοποιείται κάποια
ασυνήθιστη αντίδραση. Επίσης, ο χρυσός είναι συμβατός με τα κύτταρα χωρίς να
παρουσιάζει κάποια τοξικότητα όταν έρχεται σε επαφή με αυτά. Οι αυτοσυναρμο-
ζόμενες μονοστιβάδες που σχηματίζονται από θειόλες και χρυσό είναι σταθερές
για χρονικές περιόδους που διαρκούν από μερικές μέρες έως βδομάδες όταν έρχο-
νται σε επαφή με περίπλοκα υγρά μέσα που χρησιμποιούνται για τη μελέτη κυττά-
ρων [32]. Το κύριο μειονέκτημα των αυτοσυναρμοζόμενων μονοστιβάδων είναι η
απαίτηση συγκεκριμένης λειτουργικής μονάδας η οποία θα οδηγήσει τα μόρια στο
υπόστρωμα [37].

3.6 Κινητική Ανάπτυξης

Στη βιβλιογραφία αναφέρεται ότι η κινητική ανάπτυξη της μονοστιβάδας από
διάλυμα σε θερμοκρασίες δωματίου ακολουθεί προσρόφηση βάσει κινητικής πρώτης
τάξης Lagmuir και δίνεται από τη σχέση [38]

d𝜃
d𝑡 = 𝑘(1 − 𝜃) (3.1)

𝜃 = 1 − 𝑒𝑘𝑡 (3.2)
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Όπου 𝜃 κλασματική μονομοριακή επικάλυψη και 𝑘 η κινητική σταθερά της
χημειορόφησης.

Σε υψηλές θερμοκρασίες και χαμηλούς ρυθμούς πρόσκρουσης, ο ρυθμός δη-
μιουργίας του στρώματος αυξάνει γραμμικά με το ρυθμό πρόσκρουσης της θειόλης.
Κάθε τέτοια μη γραμμική σχέση δίνει μια συνεργιστική διεργασία προσρόφησης,
όπου απαιτείται παραπάνω του ενός μορίου για την προσρόφηση.

Επίσης έχει παρατηρηθεί ότι η προσρόφηση των θειολών σε μεταλλική επιφάνεια
δεν επηρεάζεται από φαινόμενα όπως η πυρήνωση [38].

Παρά τις εντατικές προσπάθειες ποσοτικοποίησης των κινητικών μεγεθών της
προσρόφησης των αυτοσυναρμοζόμενων μονοστιβάδων σε μεταλλικά υποστρώ-
ματα, τα αποτελέσματα παρουσιάζουν σημαντική διαφοροποίηση μεταξύ των διάφο-
ρων ερευνητικών ομάδων [36]. Οι ιδιότητες των μονοστιβάδων αλκανοθειολών με
μέγεθος αλυσίδας με αριθμό μεθυλίων παραπάνω από 8 είναι πιο σταθερές ενώ για
πιο κοντές αλυσίδες παρατηρείται μεγαλύτερη αταξία [39]. Όσον αφορά την εξάρ-
τηση της ταχύτητας προσρόφησης από το μέγεθος της αλυσίδας, τα δεδομένα της
βιβλιογραφίας φαίνεται να έρχονται σε αντίθεση με τη γενική άποψη που επικρατεί
να είναι ότι αυξανομένου του μεγέθους της αλυσίδας, ο ρυθμός προσρόφησης της
μονοστιβάδας στο μεταλλικό υπόστρωμα αυξάνεται [39].
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Κεφάλαιο 4

Βολταμμετρία

Με σκοπό τη μελέτη της κινητικής ένος οξειδοαναγωγικού συστήματος, μία
πολύ χρήσιμη μέθοδος είναι αυτή της κυκλικής βολταμμετρίας, μέσω της οποίας
μπορεί να γίνει και εξαγωγή κινητικών σταθερών ενζυμικής δράσης οξειδοαναγω-
γικών ενζύμων.

4.1 Αντιστρεπτότητα Ηλεκτροχημικής Αντί-
δρασης

Για ηλεκτροχημικό σύστημα που λαμβάνει χώρα οξειδοαναγωγή της μορφής:

Ox + ne Re (4.1)

όταν το σύστημα βρίσκεται σε θερμοδυναμική ισορροπία τόσο η αντίδραση προς
τα δεξιά όσο και η αντίδραση προς τα αριστερά γίνονται με τον ίδιο ρυθμό και το
ρεύμα που αντιστοιχεί στην αναγωγη των χημικών ειδών σε οξειδωμένη μορφή,
Ox (καθοδικό ρεύμα)και το ρεύμα που αντιστοιχει στην οξείδωση των χημικών
ειδών σε ανηγμένη μορφη Red (ανοδικό ρεύμα) είναι ετερόσημα και κατ’απόλυτη
τιμή ίσα. Άρα το ρεύμα είναι σε ισορροπία και το συνολικό ρεύμα που ρέει στο
σύστημα είναι μηδέν.

Στη διεπιφάνεια μεταξύ του μεταλλικού ηλεκτροδίου και του ηλεκτρολυτικού
διαλύματος λαμβάνει χώρα διαχωρισμός φορτίου που οδηγεί στην εμφάνιση πτώ-
σης τάσης μεταξύ μετάλλου και ηλεκτρολυτικοόυ διαλύματος, η οποία ονομάζεται
δυναμικό του ηλεκτροδίου (ημιστοιχείου) και συμβολίζεται με 𝐸eq και μπορεί να
μετρηθεί απλά εμβαπτίζοντας ένα ηλεκτρόδιο αναφοράς στο ηλεκτρολυτικό διάλυμα
και μετρώντας τη διαφορά δυναμικού μεταξύ αυτού και ηλεκτροδίου που λαμβάνει
χώρα η ηλεκτροχημική αντίδραση. Για θερμοδυναμικη ισορροπία, το δυναμικό δί-
νεται από την εξίσωση του Nernst
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𝐸eq = 𝐸o + 𝑅𝑇
𝑛𝐹 𝑙𝑛𝐶∗

O
𝐶∗

R
(4.2)

όπου 𝐶∗
O και 𝐶∗

R οι συγκεντρώσεις των Ox και Red αντίστοιχα, 𝑅 η σταθερά
των αερίων, 𝑛 ο αριθμός των μεταφερόμενων ηλεκτρονίων και 𝐸o το πρότυπο
δυναμικό.

Εφαρμόζοντας στο παραπάνω σύστημα δυναμικό αρνητικότερο του δυναμικού
ισορροπίας, ευνοείται η καθοδική δράση (αναγωγή) και επομένως η ταχύτητα της
αναγωγής θα είναι μεγαλύτερη από αυτήν της οξείδωσης, ενώ για δυναμικό θετικό-
τερο του δυναμικού ισορροπίας, το αποτέλεσμα θα είναι το ακριβώς αντίθετο. Για
την πρώτη περίπτωση, το ρεύμα που αντιστοιχεί στην αναγωγική δράση θα είναι
αρνητικό και κατ’ απόλυτη τιμή μεγαλύτερο από το ρεύμα που αντιστοιχεί στην
οξείδωση και συνεπώς η ολική πυκνότητα ρεύματος 𝑖 θα έχει ορισμένη αρνητική
τιμή. Εν προκειμένω, δεν ισχύει ο νόμος του Nernst και το ηλεκτρικό ρεύμα υπό τη
μοφή ροής ηλεκτρονίων ρέει στους μεταλλικούς αγωγούς και ιοντικό ρεύμα, υπό
μορφή ιόντων ρέει στο ιοντικό διάλυμα. Επίσης η συγκέντρωση των Ox μειώνεται
ενώ των Red αυξάνεται. Εν τέλει, η εξάρτηση της πυκνότητας ρεύματος 𝑖 από το
δυναμικο 𝐸 που εφαρμόζεται στο ηλεκτρόδιο δίνεται από τη σχέση

𝑖 = 𝑖o[𝐶R
𝐶∗

R
𝑒 (1−𝑎)𝑛𝐹

𝑅𝑇 (𝐸−𝐸eq) − 𝐶O
𝐶∗

O
𝑒− 𝑎𝑛𝐹

𝑅𝑇 (𝐸−𝐸eq)] (4.3)

όπου 𝐶O και 𝐶R οι συγκεντρώσεις των Ox και Red αντίστοιχα στην επιφά-
νεια του ηλεκτροδίου, 𝑖o η πυκνότητα ρεύματος ανταλλαγής και 𝑎 o παράγοντας
συμμετρίας. Για θερμοδυναμική ισορροοπία 𝑖=0

Για 𝑖 ≪ 𝑖o προκύπτει

𝐶O
𝐶R

= 𝐶∗
O

𝐶∗
R

𝑒 𝑛𝐹
𝑅𝑇 (𝐸−𝐸eq) (4.4)

η οποία σχέση μπορεί να μετασχηματιστεί στην

𝐸 = 𝐸o + 𝑅𝑇
𝑛𝐹 ln 𝐶O

𝐶R
(4.5)

Συμπερασματικά η σχέση μεταξύ εφαρμοζόμενου δυναμικού 𝐸 και των συ-
γκεντρώσεων στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου διέπονται από μία σχέση που είναι
ίδια με την εξίσωση Nernst στην ισορροπία, με τη διαφορά ότι 𝐶O και 𝐶R είναι
διαφορετικά από 𝐶∗

O και 𝐶∗
R, και σε αυτήν την περίπτωση του σύστημα καλείται

αντιστρεπτό ή Νερνστιανό.
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Κεφάλαιο 4. Βολταμμετρία

4.1.1 Κριτήρια Αντιστρεπτότητας

Σε περίπτωση που το δυναμικό μεταβάλλεται κυκλικά από μία αρχική τιμή σε μία
τελική και πάλι πίσω στην αρχική, με σταθερη ταχύτητα σάρωσης, για νερνστιανό
σύστημα, τόσο κατά την ανοδική όσο και κατά την καθοδική σάρωση, καταγρά-
φονται συμμετρικές καμπύλες κάθε μία από τις οποίες παρουσιάζει ακρότατο σε
συγκεκριμένες τιμές δυναμικού 𝐸p,a και 𝐸p,c αντίστοιχα. Μπορεί να δειχθεί ότι
το σύστημα είναι αντιστρεπτό αν ισχύει

Δ𝐸p = 𝐸p,a − 𝐸p,c = 58
𝑛 𝑚𝑉 (4.6)

καθώς και ότι το πρότυπο δυναμικό δίνεται από τη σχέση

𝐸o = 𝐸p,a + 𝐸p,c
2 (4.7)

4.2 Περιπτώσεις Κυκλικών Βολταμμογραφη-
μάτων

4.2.1 Ακινητοποιημένο Ένζυμο σε Επιφάνεια Ηλεκτρο-
δίου

Για απλή αντιστρεπτή δράση της μορφής

Eox + e− kel Ered (4.8)
όπου Eox και Ered η οξειδωμένη και η ανηγμένη μορφή του ενζύμου αντίστοιχα
και 𝑘el η ηλεκτροχημική κινητική σταθερά της δράσης, η σχέση που δίνει την
εξάρτηση ρεύματος δυναμικού δίνεται από τη σχέση

𝑖 = 𝐹𝑆Γ∘ 𝑒𝑥𝑝 𝐹
𝑅𝑇 (𝐸 − 𝐸∘)

(1 + 𝑒𝑥𝑝 𝐹
𝑅𝑇 (𝐸 − 𝐸∘))2 (4.9)

όπου 𝑖 η πυκνότητα ρεύματος που διαρρέει την επιφάνεια του ηλεκτροδίου, 𝐹 η
σταθερά του Faraday, 𝑆 η επιφάνεια του ηλεκτροδίου, Γ∘ τα ολικά μόρια ενζύμου
σε moles ανά μονάδα επιφάνειας ηλεκτροδίου, 𝑣 o ρυθμός σάρωσης, Τ η απόλυτη
θερμοκρασία, Ε το δυναμικό του ηλεκτροδίου και Ε∘ το πρότυπο δυναμικό της
οξειδοαναγωγής του ενζύμου.

Στη συγκεκριμένη περίπτωση η απόκριση ρεύματος είναι συμμετρική γύρω από
τον άξονα των δυναμικών, το οποίο υποδεικνύει ξεκάθαρα αντιστρεπτότητα του
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4.2. Περιπτώσεις Κυκλικών Βολταμμογραφημάτων

Σχήμα 4.1: Tυπικά αντιστρεπτά κυκλικά βολταμμογραφήματα στην περίπτωση ακι-
νητοποιημένου σε ηλεκτρόδιο οξειδοαναγωγικού είδους για ταχύτητες σάρωσης
10, 20, 50 και 100 mV/s

συστήματος, όπως αυτή έχει οριστεί παραπάνω (Σχήμα 4.1).

Για αντιστρεπτά συστήματα, η ένταση της κορυφής της πυκνότητας ρεύματος
κατά τη σάρωση δίνεται από τη σχέση

𝑖p = 𝐹𝑆Γ∘ 𝐹𝑣
4𝑅𝑇 (4.10)

και το δυναμικό στο οποίο αντιστοιχεί η κορυφή αυτή, ταυτίζεται με το πρότυπο
δυναμικό του ακινητοποιημένου οξειδοαναγωγικού ενζύμου.

Για μη αντιστρεπτή δράση η σχέση έντασης πυκνότητας ρεύματος από την
επιφανειακή συγκέντρωση του ενζύμου δίνεται από τη σχέση

𝑖p = 0.368𝑎𝐹𝑆Γ∘ 𝐹𝑣
𝑅𝑇 (4.11)

όπου α o παράγοντας συμμετρίας του κυκλικού βολταμμογραφήματος. Ο παράγο-
ντας συμμετρίας μπορεί να υπολογιστεί από τη σχέση

Δ𝐸p/2 = 2.46𝑅𝑇
𝑎𝐹 (4.12)

Καθώς το σύστημα απομακρύνεται από την αντιστρεπτότητα κατά την οποία το
δυναμικό της κορυφής της πυκνότητας ρεύματος αντιστοιχεί και στο πρότυπο δυ-
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Κεφάλαιο 4. Βολταμμετρία

Σχήμα 4.2: Tυπικά μη αντιστρεπτά κυκλικά βολταμμογραφήματα στην περίπτωση
ακινητοποιημένου σε ηλεκτρόδιο οξειδοαναγωγικού είδους για διαφορετικές ηλε-
κτροχημικές κινητικές σταθερές 𝑘el.

ναμικό της δράσης, η καθοδική κορυφή οδηγείται προς αρνητικότερρα δυναμικά
ενώ η ανοδική προς θετικότερα (Σχήμα 4.2) σύμφωνα με τις σχέσεις

𝐸p,c = 𝐸∘ + 𝑅𝑇
𝑎𝐹 𝑙𝑛𝑅𝑇

𝑎𝐹
𝑘s
𝑣 (4.13)

𝐸a,c = 𝐸∘ + 𝑅𝑇
(1 − 𝑎)𝐹 𝑙𝑛𝑅𝑇

𝑎𝐹
𝑘s
𝑣 (4.14)

όπου, 𝐸p,c το δυναμικό που αντιστοιχεί στην καθοδική κορυφή πυκνότητας
ρεύματος του κυκλικου βολταμμογραφήματος ενώ 𝐸a,c το δυναμικό που αντιστοι-
χεί στην ανοδική κορυφή πυκνότητας ρεύματος του κυκλικου βολταμμογραφήματος[40].

4.2.2 Ένζυμο Ελεύθερο στο Διάλυμα

Στη συγκεκριμένη περίπτωση στην ανάλυση των κυκλικών βολταμογραφημμά-
των για την οξειδοαναγωγή του ενζύμου (σχέση 4.8), πρέπει να ληφθεί υπόψιν και
η διάχυση.
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Σχήμα 4.3: Tυπικά αντιστρεπτά κυκλικά βολταμμογραφήματα στην περίπτωση
οξειδοαναγωγικού είδους στον κύριο όγκο του διαλύματος για ταχύτητες σάρωσης
10, 20, 50 και 100 mV/s

Στην περίπτωση που η δράση είναι αντιστρεπτή, η πυκνότητα ρεύματος που
αντιστοιχεί στο δυναμικό όπου παρουσιάζεται κορυφή δίνεται από τη σχέση

𝑖p = 0.446𝐹𝑆𝐶∘√𝐷√𝐹𝑉
𝑅𝑇 (4.15)

και το δυναμικό όπου εμφανίζεται κορυφή πυκνότητας ρεύματος, συνδέεται με
το πρότυπο δυναμικό μέσω της σχέσης

𝐸p = 𝐸∘ − 1.11𝑅𝑇
𝐹 (4.16)

Στο Σχήμα 4.3 παρουσιάζονται τυπικά αντιστρεπτά κυκλικά βολταμμογραφή-
ματα για οξειδοαναγωγικό είδος στον κύριο όγκο του διαλύματος.

Καθώς το σύστημα απομακρύνεται από την αντιστρεπτότητα, όπου η κορυφή
πλησιάζει το πρότυπο δυναμικό και είναι ανεξάρτητη του ρυθμού σάρωσης, η κα-
θοδική κορυφή οδεύει προς πιο αρνητικά δυναμικά ενώ η ανοδική προς θετικότερα
(Σχήμα 4.4) σύμφωνα με τις σχέσεις
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Σχήμα 4.4: Tυπικά μη αντιστρεπτά κυκλικά βολταμμογραφήματα στην περίπτωση
οξειδοαναγωγικού είδους στον κύριο όγκο του διαλύματος για διαφορετικές ηλε-
κτροχημικές κινητικές σταθερές

𝐸p,c = 𝐸∘ − 0.78𝑅𝑇
𝑎𝐹 + 𝑅𝑇

𝑎𝐹 𝑙𝑛(𝑘s√ 𝑅𝑇
𝑎𝐹𝑣𝐷) (4.17)

𝐸p,a = 𝐸∘ + 0.78𝑅𝑇
𝑎𝐹 + 𝑅𝑇

(1 − 𝑎)𝐹 𝑙𝑛(𝑘s√ 𝑅𝑇
(1 − 𝑎)𝐹𝑣𝐷) (4.18)

Από τις 2 τελευταίες σχέσεις, αν υπάρχει γνώση του πρότυπου δυναμικού 𝐸∘,
μπορεί να βρεθεί η σταθερά 𝑘s.

Επίσης, απουσία αντιστρεπτότητας για οξειδοαναγωγικό ελεύθερο στο διά-
λυμα, ισχύει η σχέση

𝐸p/2,c − 𝐸p,c = 1.857𝑅𝑇
𝑎𝐹 (4.19)

όπου 𝐸p/2,c το δυναμικό που αντιστοιχεί στο μισό της έντασης της καθοδικής
κορυφής της πυκνότητας ρεύματος του κυκλικού βολταμμογραφήματος[40].
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Κατάλυσης

4.3 Χρήση Κυκλικής Βολταμμετρίας γιαΜε-
λέτη Ομογενούς Ενζυμικής Κατάλυσης

Η μελέτη ομογενούς ενζυμικής κατάλυσης μέσω κυκλικής βολταμμετρίας μπο-
ρεί να επιτευχθεί με τη χρήση συνυποστρώματος το οποίο θα έχει αντιστρεπτή
οξειδοαναγωγική δράση, όπως αυτή έχει οριστεί παραπάνω, και υπό την προϋπό-
θεση ότι δεν υπάρχει άμεση ανταλλαγή ηλεκτρονίων του ενζύμου με τον ηλεκτροδίο
έτσι ώστε να παρεμποδίζεται η διαδικασία. Η αντιστρεπτότητα της δράσης του συ-
νυποστρώματος εξασφαλίζει ότι η κινητική του δε θα επηρεάζει την εξαγωγή των
κινητικών σταθερών του ενζύμου, καθώς η ενζυμική δράση θα είναι ο μοναδικός
παράγοντας πέραν της διαχύσεως που θα επηρεάζει το ρυθμό της διεργασίας. Για
τον μηχανισμό που παρουσιάζεται ακολούθως που αναπαριστά εν συντομία την κα-
τάλυση της αντίδρασης ενός υποστρώματος S από ένζυμο Ε1 με κινητική σταθερά
𝑘e προς προϊόν R στον κύριο όγκο του διαλύματος, με τη βοήθεια συνοποστρώ-
ματος P το οποίο παράγεται από την αναγωγή της οξειδωμένης του μορφής Q η
οποία γίνεται διαρκώς στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου.

Q + e− P (4.20)

S + P E1

ke
Q + R (4.21)

Για την περίπτωση που η συγκέντρωση της οξειδωμένης μορφής του συνυπο-
στρώματος στον κύριο όγκο του διαλύματος είναι κατά πολύ μικρότερη από τη
συγκέντρωση του υποστρώματος ώστε ο λόγος 𝛾 = 𝑐∘

S/𝑐∘
Q να είναι πολύ μεγαλύ-

τερος από τη μονάδα και ο λόγος της κινητικής σταθεράς 𝑘e προς την ταχύτητα
σάρωσης 𝑣, για μικρές ταχύτητες σάρωσης να είναι πολύ μεγάλος, τα κυκλικά βολ-
ταμμογραφήματα που προκύπτουν αντιστοιχούν σε σιγμοειδείς καμπύλες όπου το
καθοδικό ρεύμα καταλήγει εν τέλει σε πλατώ τα οποία είναι ανεξάρτητα της ταχύ-
τητας σάρωσης και βάσει αυτών μπορεί να γίνει εξαγωγή της κινητικής σταθεράς
κάνοντας κατάλληλη προσαρμογή στην εξίσωση που περιγράφει τις σιγμοειδείς κα-
μπύλες αυτές. Μια εξίσωση που περιγράφει τα πλατώ πυκνότητας ρεύματος που
περιγράφουν τον ανωτέρω (συμπτηγμένο) μηχανισμό είναι η

𝑖p = 0.466𝐹𝑐∘
Q

√
𝐷√𝑘e𝑐∘

S (4.22)

όπου 𝐹 η σταθερά του Faraday, 𝑐∘
Q η συγκέντρωση της οξειδωμένης μορφής

του συνυποστρώματος στον κύριο όγκο του διαλύματος, 𝐷 o συντελεστής διά-
χυσης της οξειδωμένης μορφής του συνυποστρώματος (ο οποίος λαμβάνεται ίδιος
με τον συντελεστή διάχυσης της ανηγμένης μορφής του), 𝑘e η κινητική σταθερά
της κατάλυσης και 𝑐∘

S η συγκέντρωση του υποστρώματος στον κύριο όγκο του
διαλύματος.

Ανάλογα με το μηχανισμό που θα επιλεχθεί για την ανάλυση, το μαθηματικό
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Σχήμα 4.5: Tυπικά κυκλικά βολταμμογραφήματα στην περίπτωση της ομογενούς
ενζυμικής κατάλυσης για ταχύτητες σάρωσης 1, 0.5, 0.2 και 0.1 mV/s

πρότυπο που περιγράφει τις σιγμοειδείς καμπύλες και από το οποίο πρέπει να εξα-
χθούν οι επιμέρους κινητικές σταθερές διαφέρει [40].

Στο Σχήμα 4.5 παρουσιάζονται τυπικές σιγμοειδείς καμπύλες για κυκλική βολ-
ταμμετρία σε περίπτωση ομογενούς ενζυμικής κατάλυσης για ταχύτητες σάρωσης
1, 0.5, 0.2 και 0.1 mV/s
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Μέρος II

Ηλεκτροχημική Μελέτη
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Κεφάλαιο 5

Μελέτη Κινητικής

5.1 Μηχανισμός Κινητικής Υπεροξειδάσης

Με απώτερο σκοπό τη μελέτη της κινητικής της υπεροξειδάσης MtPerII με
το H2O2 με συνυπόστρωμα το κυανό του μεθυλενίου, επιλέγεται ο μηχανισμός ο
οποίος συνοψίζεται στις σχέσεις 5.1-5.5, αγνοώντας το στάδιο της απενεργοποίη-
σης του ενζύμου προς E3 καθώς θεωρείται ότι δε χρησιμοποιούνται τόσο μεγάλες
ποσότητες H2O2 έτσι ώστε να προκύπτει η μορφή αυτή.

E1 + S
k1,1

k1,−1
E1S (5.1)

E1S
k1,2 E2 + R (5.2)

E2 + Q
k2,1

k2,−1
E2Q (5.3)

E2Q
k2,2 E1 + P (5.4)

P + 2 e− Q (5.5)

Ε1, Ε2 είναι η ανηγμένη και η οξειδωμένη μορφή του ενζύμου αντίστοιχα, S το
υπεροξείδιο του υδρογόνου, Ε1S το σύμπολοκο μεταξύ ενζύμου και υπεροξειδίου,
Q η ανηγμένη μορφή του κυανού του μεθυλενίου και P η οξειδωμένη του και E2Q
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Σχήμα 5.1: Σχηματική αναπαράσταση μηχανισμού ping-pong οπου S το υπό-
στρωμα, R το προϊόν, P η ανηγμένη μορφή του συνυποστρώματος (mediator),
Q η οξειδωμένη μορφή του συνυποστρώματος(mediator), Ε1 η ανηγμένη μορφή
του ενζύμου και Ε1 η οξειδωμάνη μορφή του ενζύμου [40]

το σύμπλοκο μεταξύ της ανηγμένης μορφής του κυανού του μεθυλενίου και της
οξειδωμένης μορφής του ενζύμου [40, 41, 42]. Πρόκειται για μηχανισμό ping-pong
ο οποίος φαίνεται στη Σχήμα 5.1.

Με την παραδοχή ότι ισχύει η προσέγγιση της σταθερής κατάστασης, εξάγονται
οι κινητικές σταθερές που εκφράζονται από τις σχέσεις 5.6 και 5.7 και και σταθερές
Michaelis-Menten που εκφράζονται από τις σχέσεις 5.8 και 5.9, όπου 𝐾1,M η
σταθερά Michaelis-Μenten του ενζύμου για το υπεροξείδιο και 𝐾2,M αντίστοιχη
σταθερά του ενζύμου για το συνυπόστρωμα.

𝑘1 = 𝑘1,1𝑘1,2
𝑘1,−1 + 𝑘1,2

(5.6)

𝑘2 = 𝑘2,1𝑘22
𝑘2,−1 + 𝑘2,2

(5.7)

𝐾1,M = 𝑘1,−1 + 𝑘1,2
𝑘1,1

(5.8)
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𝐾2,M = 𝑘2,−1 + 𝑘2,2
𝑘2,1

(5.9)

Για την απλοποίηση του συστήματος, για την αντίδραση της μορφής 𝐸2 του εν-
ζύμου με το συνυπόστρωμα, θεωρείται αρχικά ένα στάδιο σύμφωνα με την εξίσωση
5.10

E2 + Q
k2,2 E1 + P (5.10)

Oι κινητικές μετρήσεις με τη χρήση ηλεκτροχημικών τεχνικών βασίζονται στον
προσδιορισμό των καταλυτικών ρευμάτων που λαμβάνονται παρουσία του ενζύμου,
του υποστρώματος και του συνυποστρώματος. Η διαδικασία ξεκινάει με την οξει-
δωμένη μορφή Q του συνυποστρώματος και κατόπιν παράγεται η ανηγμένη μορφή
του P μέσω σάρωσης του δυναμικού. Προκειμένου η μέθοδος να ειναι αξιόπιστη
δεν πρέπει το ένζυμο να επηρεάζει τη σταθερότητα της ανηγμένης μορφής του συ-
νυποστρώματος. Κατόπιν, η προσθήκη υπεροξειδίου ενεργοποιεί μία αύξηση του
αναγωγικού ρεύματος που προκαλείται από την αναγέννηση του Q μέσω του κα-
ταλυτικού κύκλου που παρουσιάζεται στο Σχήμα 5.1.

Για την περαιτέρω ανάλυση προκειμένω να εξασφαλιστεί ότι η κατανάλωση του
υπεροξειδίου του υδρογόνου είναι αμελητέα μέσα στη στιβάδα διάχυσης, χρησιμο-
ποιείται μία αναλογία υπεροξειδίου/συνυποστρώματος 50/1 τουλάχιστον. Έτσι η
συγκέντρωση του υπεροξειδίου μπορεί να θεωρηθεί σταθερή και ίση με τη συ-
γκέντρωση στον κύριο όγκο του διαλύματος, το οποίο απλοποιεί την εξαγωγή
κινητικών πληροφοριών από δεδομένα κυκλικής βολταμμετρίας. Εφόσον η συγκέ-
ντρωση του υπεροξειδίου παραμένει σταθερή και το ένζυμο μπορει να θεωρηθεί
ακίνητο σε σχέση με το συνυπόστρωμα (τα ένζυμα έχουν συντελεστή διάχυσης
της τάξης του 10−7cm2/s ενώ τα συνυποστρώματα της τάξης του 10−5cm2/s) με
αποτέλεσμα το μόνο είδος που συμμετέχει και στη χημική διεργασία και στη διά-
χυση να είναι οι οξειδοαναγώμενες μορφές του συνυποστρώματος. Το άθροισμα
των συγκέντρωσεων των P και Q στη στοιβάδα αντίδρασης και διάχυσης είναι ίσο
με το άθροισμα της συγκέντρωσης του P στον κύριο όγκο του διαλύματος, 𝐶o
κάθε χρονική στιγμή. Η απόκριση ρεύματος μπορεί κατόπιν να εξαχθεί από την
εξίσωση της ροής του P (Σχέση 5.12 με τις αρχικές και περιοριστικές συνθηκες:

για t=0, x ≥ 0 και x=∞, t ≥ 0, [P]=0

για x=0, t≥ 0, τότε

[P] = 𝑐∘
P

1 + 𝑒𝑥𝑝 𝐸
𝑅𝑇 (𝐸 − 𝐸∘)

όπου Ε το δυναμικό του ηλεκτροδίου και 𝐸∘ το πρότυπο δυναμικό του οξειδο-
αναγωγικού ζεύγους του συνοποστρώματος.
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Το καθοδικό ρεύμα 𝐼 που διέρχεται από την επιφάνεια του ηλεκτροδίου λαμ-
βάνεται από τη βαθμίδα συγκέντρωσης του P στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου
σύμφωνα με τη σχέση

𝐼 = −𝐹𝑆𝐷𝐴(𝜕[P]
𝜕𝑥 )𝑥=0 (5.11)

𝜕[P]
𝜕𝑡 = 𝐷𝜕2[P]

𝜕𝑥2 − 2𝑘2,2𝐶∘
E[P] (5.12)

To δυναμικό του ηλεκτροδίου σχετίζεται με το χρόνο κατά την ανοδική σάρωση
σύμφωνα με τη σχέση

𝐸 = 𝐸i + 𝑣𝑡 (5.13)
όπου 𝐸i το αρχικό δυναμικό και 𝑣 ο ρυθμός σάρωσης.

Για λόγους ευκολίας, με σκοπό την αδιαστατοποίηση των σχέσεων, προκύπτουν
οι παράμετροι

𝜏 = 𝐹𝑣
𝑅𝑇 𝑡 (5.14)

𝜉 = 𝐹
𝑅𝑇 (𝐸 − 𝐸i) (5.15)

Συνεπώς για 𝜏 = 𝜉 + 𝑢 με

𝑢 = − 𝐹
𝑅𝑇 (𝐸i − 𝐸∘) (5.16)

𝑦 = 𝑥( 𝐹𝑣
𝑅𝑇 𝐷)1/2 (5.17)

𝑝 = [𝑃 ]
𝑐∘p

(5.18)

𝜆 = 𝑘2,2𝑐o
E

𝑅𝑇
𝐹

1
𝑣1/2 (5.19)

𝜎 = 𝑘2,2𝑐o
p[ 1

𝑘1,2
+ 1

𝑘1𝑐o
S

] (5.20)

46



Κεφάλαιο 5. Μελέτη Κινητικής

Άρα προκύπτει

𝜕𝑝
𝜕𝜏 = 𝜕2𝑝

𝜕𝑦2 − 𝜆𝑞
1 + 𝜎𝑝 (5.21)

όταν τ=0, y≥0 και y=∞,τ≥ , τότε p=0

και για y=0 και t ≥ 0,

𝑝 = 1
1 + 𝑒𝑥𝑝(−𝜉)

όπου 𝐹 η σταθερά του Faraday ίση με 96485 C/mol, 𝑇 η θεμοκρασία σε K,
𝑅 η παγκόσμια σταθερά των αερίων, 𝐶𝑜

E η συγκέντρωση του ενζύμου μέσα στο
διάλυμα σε M, και 𝐶∘

P η συγκέντρωση του P στο διάλυμα

Άρα το ρεύμα που λαμβάνεται από τη βαθμίδα του 𝑝 στην επιφάνεια του ηλε-
κτροδίου δίνεται από τη σχέση

𝑖 = 𝐹𝑆𝑐∘
Q(𝐷𝐹𝑣

𝑅𝑇 )1/2(𝜕𝑝
𝜕𝑦 )𝑦=0 (5.22)

Oι προκύπτουσες αναγωγικές καμπύλες ρεύματος-δυναμικού παρουσιάζουν πλατώ
εν γένει για μεγάλες τιμές του 𝜆 ενώ για μικρές τιμές του 𝜆 παρουσιάζονται και
κορυφές. Όταν 𝜕𝑞

𝜕𝜏 = 0 και απλή ολοκλήρωση των σχέσεων 5.21 και 5.22, προ-
κύπτει η Σχέση 5.23 όπου 𝐼p το καταλυτικό ρεύμα και 𝐼po το ρεύμα απουσία του
H2O2, το οποίο δίνεται από τη Σχέση

𝐼p
𝐼po

= 𝜆1/2

0, 446 [ 1
𝜎 − 1

𝜎2 𝑙𝑛(1 + 𝜎)]1/2 (5.23)

Ιpo = 0.446𝐹𝑆𝑐∘
P(𝐷𝐹𝑣

𝑅𝑇 )1/2 (5.24)

Για την περίπτωση που ο παράγοντας σ τείνει στο μηδέν, επιτυγχάνεται συμπε-
ριφορά ψευδοπρώτης τάξης η οποία διέπεται από την απλοποιημένη Σχέση 5.25 η
οποία επιτυγχάνεται για μικρές συγκεντρώσεις κυανού του μεθυλενίου και μεγάλες
συγκέντρωσεις H2O2

𝐼p
𝐼po

= 𝜆1/2

0.446 (5.25)

47



5.2. Πειραματική Διαδικασία

H γενική διαδικασία για τον κινητικό χαρακτηρισμό είναι η εξής: απουσία του
H2O2, όταν τα μόνα χημικά είδη που βρίσκονται μέσα στο διάλυμα είναι το έν-
ζυμο και το P, λαμβάνεται κυκλικό βολταμμογράφημα το οποίο αντιστοιχεί στην
ηλεκτροχημικώς αντιστρεπτή δράση που αντοιστοιχεί στην εξίσωση 5.5. Η ανα-
γωγική κορυφή Ιpo είναι ανάλογη της τετραγωνικής ρίζας του ρυθμού σάρωσης
𝑣. Mε προσθήκη H2O2 παρατηρείται αύξηση της αναγωγικής κορυφής Ιp. H κα-
ταλυτική αύξηση του ρεύματος εξαρτάται από τις αδιάστατες παραμέτρους 𝜆 και 𝜎
[40, 41, 42]

5.2 Πειραματική Διαδικασία

Η πειραματική διαδικασία με σκοπό την εξαγωγή των κινητικών σταθερών επε-
ξηγείται παρακάτω:

1. Αρχικά, γίνεται καταγραφή των αντιστρεπτών κυκλικών βολταμμογραφημά-
των απουσία υπεροξειδίου του υδρογόνου για διαφορετικές ταχύτητες σάρω-
σης 𝑣 καθώς και διαφορετικές συγκεντρώσεις 𝑐∘

P. Έτσι γίνεται προσδιορι-
σμός των τιμών των κορυφών 𝐼p,o για διάφορες ταχύτητες σάρωσης και για
κάθε συγκέντρωση 𝑐∘

P.

2. Στο σύστημα παρουσία ενζύμου και υψηλής συγκέντρωσης 𝑐∘
S, γίνεται κα-

ταγραφή των κυκλικών βολταμμογραφημάτων για μειούμενες συγκεντρώσεις
𝑐∘

P και γίνεται προσδιορισμός του 𝐼p για κάθε συγκέντρωση 𝑐∘
P. Σε περί-

πτωση που εμφανίζεται, ή τείνει να εμφανιστεί πλατώ, το 𝐼p αντιστοιχεί στην
τιμή του πλατώ, ειδάλλως, αντιστοιχεί στην αναγωγική κορυφή.

3. Καταστρώνονται τα διαγράμματα 𝐼p/𝐼p,o ως προς 𝑣1/2. Για υψηλές τιμές
𝑣1/2 η συσχέτιση 𝐼p/𝐼p,o ως προς 𝑣1/2 πρέπει να ειναι γραμμική.

4. Από το διάγραμμα που αντιστοιχεί στη μικρότερη συγκέντρωση 𝑐∘
P προσδιο-

ρίζεται η κλίση της σχέσης 5.19, από την οποία εξάγεται η κινητική σταθερά
𝑘2,2.

5. Για υψηλή συγκέντρωση 𝑐∘
P και μειούμενες τιμές της συγκέντρωσης 𝑐∘

S γίνε-
ται καταγραφή των κυκλικών βολταμμογραφημάτων και προσδιορίζονται τα
𝐼p για κάθε συγκέντρωση 𝑐∘

S.

6. Καταστρώνονται τα διαγράμματα 𝐼p/𝐼p,o ως προς 𝑣1/2. Για υψηλές τιμές
𝑣1/2 η συσχέτιση 𝐼p/𝐼p,o ως προς 𝑣1/2 πρέπει να ειναι γραμμική.

7. Από τη σχέση 5.23 προσδιορίζεται ο παράγοντας σ για κάθε συγκέντρωση
𝑐∘

S.

8. Καταστρώνεται το διάγραμμα 𝜎 ως προς 𝑘2,2𝑐∘
P/𝑐∘

S, ώστε από τη γραμμική
εξάρτηση που θα υπακούει στη σχέση 5.20. Από την αποτέμνουσα προσδιο-
ρίζεται η 𝑘1,2 και από την κλίση η 𝑘1 . Κατόπιν από τις 𝑘1,2 και 𝑘1 εξάγεται
η ΚM.
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5.3 Αποτελέσματα

Εν προκειμένω, χρησιμοποιείται σύστημα τριών ηλεκτροδίων με ηλεκτρόδιο ερ-
γασίας δίσκου υαλώδους άνθρακα, διαμέτρου 3mm, ηλεκτρόδιο αναφοράς Ag/AgCl
(+0.197V vs SHE) και αντίθετο ηλεκτρόδιο, ράβδος άνθρακα. Χρησιμοποιήθηκε
ποτενσιοστάτης Scanning Potentiostat Model 362 της EG & G Instruments,
Princeton Applied Research συνδεδεμένο με ηλεκτρονικό υπολογιστή. Η συγκέ-
ντρωση του κυανού του μεθυλενίου είναι 62.5μΜ ενώ του ενζύμου 2 ×10−9M
και το ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων pH=8, 5mM. Η συγκέντρωση του
συνυποστρώματος εν προκειμένω είναι αρκετά χαμηλή, έτσι ώστε η αναλογία υπο-
στρώματος/συνυποστρώματος να είναι πάνω από 50, αλλά ταυτόχρονα είναι και
αρκούντως μεγάλη ώστε να λαμβάνεται σήμα από την κυκλική βολταμμετρία Αρ-
χικά, απουσία H2O2 γίνεται κυκλική βολταμμετρία για ρυθμούς σάρωσης 5, 10,
20, 50 και 100mV/s και καταγράφονται οι αναγωγικές κορυφές. Κατόπιν προστί-
θεται υπεροξείδιο του υδρογόνου ώστε η τελική συγκέντρωση του διαλύματος που
θα προκύψει να είναι είναι 80mM και πραγματοποιείται πάλι κυκλική βολταμετρία
στους ίδιους ρυθμούς σάρωσης με πριν, και καταγράφονται πάλι οι αναγωγικές κο-
ρυφές και οι υπολογίζονται οι λόγοι 𝐼p

𝐼po
για κάθε ρυθμό σάρωσης. Για μικρότερες

συγκεντρώσεις συνυποστρωματος το σήμα που λαμβάνεται κατά την κυκλική βολ-
ταμμετρια είναι πολύ ασθενές και κατά την προσθήκη υπεροξειδίου του υδρογόνου
το αναγωγικό σήμα καλύπτεται από το σήμα που λαμβάνεται από την αναγωγή
των υδρογονοκατιόντων. Συνεπώς, λόγω των ορίων του συστήματος, για αυτήν
την συγκέντρωση θεωρείται σ ίσο με 0. Επίσης, η συγκέντρωση ενζυμου που χρη-
σιμοποιείται είναι μικρή σε σχέση με τη βιβλιογραφία άρα, οι αναμενόμενες τιμές
των 𝜆 θα είναι μικρές και θα παρουσιάζονται κορυφές αντί για καθαρά πλατώ στις
περισσότερες ταχύτητες σάρωσης.

Στο Σχήμα 5.2 παρουσιάζονται τα κυκλικά βολταμμογραφήματα που προέκυ-
ψαν από την κυκλική σάρωση με όρια 0.1V εως -0.5V ξεκινώντας από τα 0.1V
με ρυθμο σάρωσης 5mV/s, για σύσταση διαλύματος όπως αναφέρεται παραπάνω,
πριν και μετά την προσθήκη υπεροξειδίου. Απουσία υπεροξειδίου παρατηρείται ανα-
γωγική κορυφή στα -0.2V και οξειδωτικη στα -0.14V. Παρουσία υπεροξειδίου η
οξειδωτικη κορυφή στα -0.14V έχει μειωθεί ενώ η αναγωγική στα -0.2V έχει με-
γαλώσει κατ’ απόλυτη τιμή. Λόγω της χαμηλής συγκέντρωσης του κυανού του
μεθυλενίου οι κορυφές απουσία του υπεροξειδίου δεν είναι τόσο έντονες και φαί-
νεται να παρουσιάζεται και η αναγωγή των υδρογονοκατιόντων από τα -0.3V και
καθοδικότερα, όμως, γίνεται η θεώρηση ότι δεν επηρεάζονται τα αποτελέσματα της
ανάλυσης από ενδεχόμενη παραμόρφωση των αναγωγικών κορυφών από τη δράση
των υδρογονοκατιόντων.

Στο Σχήμα 5.3 παρουσιάζονται τα κυκλικά βολταμμογραφήματα για κυκλική
σάρωση μεταξύ 0.1 και -0.4 V vs Ag/AgCl ξεκινώντας από τα 0.1V vs Ag/AgCl
με ρυθμούς σάρωσης 5, 10, 20, 50, 100 mV/s με σύσταση ίδια με την προανα-
φερθείσα, απουσία H2O2. Μειώνοντας το ρυθμό σάρωσης διαφαίνεται μείωση της
έντασης των οξειδοαναγωγικών κορυφών, ενώ η παρατηρούμενη μετατόπισή τους
μπορεί να θεωρηθεί ότι βρίσκεται εντός του περιθωρίου των πειραματικών σφαλμά-
των. Επιπροσθέτως, η απόσταση των κορυφών για κάθε ταχύτητα σάρωσης είναι
ελαφρώς πάνω από 50 mV η οποία για οξειδοαναγωγική αντίδραση μεταφοράς 2
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Σχήμα 5.2: Κυκλικό βολταμμογράφημα διαλύματος κυανού του μεθυλενίου
62.5μΜ, MtPerII 2 ×10−9M σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων pH=8
5mM, πριν και μετά την προσθήκη H2O2 τελικής συγκέντρωσης 80mM, με ρυθμό
σάρωησς 5mV/s

ηλεκτρονίων, μπορεί να θεωρηθεί αντιστρεπτή στα πλαίσια της παρούσας πειραμα-
τικής διαδικασίας. Στο Σχήμα 5.4 παρουσιάζονται τα κυκλικά βολταμμογραφήματα
που ελήφθησαν υπό τις ίδιες συνθήκες, αλλά με τη διαφορά ότι έχει γίνει προ-
σθήκη H2O2 σε συγκέντρωση 80 mM. Τα δυναμικά στα οποία παρατηρούνται οι
κορυφές καθώς και η μεταξύ τους απόσταση φαίνεται να μην έχουν μεταβληθεί,
όμως, παρατηρείται διαφορά στην ένταση αυτών. Πιο συγκεκριμένα, μετά την προ-
σθήκη υπεροξειδίου του υδρογόνου, για όλες τις ταχύτητες σάρωσης παρατηρείται
μείωση της έντασης της οξειδωτικής κορυφής, και αύξηση της ένταση της αναγω-
γικής. Επίσης για μικρές ταχύτητες σάρωσης (5, 10, 20 mV/s) φαίνεται να τείνουν
να εμφανιστούν πλατώ ρεύματος στην περιοχή των -0.3 V vs Ag/AgCl, τα οποία
είναι σε πολύ κοντινές μεταξύ τους αποστάσεις.

Στο Σχημα 5.5, όπου παρουσιάζεται η εξάρτηση του λόγου 𝐼p
𝐼po

από την αντί-
στροφη τετραγωνική ρίζα του ρυθμού σάρωσης, φαίνεται ότι για υψηλούς ρυθμούς
σάρωσης (100mV/s) ο λόγος 𝐼p

𝐼po
είναι πολύ κοντά στη μονάδα, συνεπώς εκεί δεν

μπορεί να εντοπιστεί η καταλυτική δράση του ενζύμου, ενώ για πιο αργούς ρυθμούς
σάρωσης (5, 10, 20, 50 mV/s) παρατηρείται μία γραμμική αύξηση του 𝐼p

𝐼po
μειώ-

νοντας το ρυθμο σάρωσης με πολύ καλή προσαρμογή (R2=0.9917). Θεωρητικά
θα λαμβάνονταν περαιτέρω γραμμική αύξηση σε περίπτωση που χρησιμοποιούνταν
πιο αργοί ρυθμοί σάρωσης, όμως, λόγω περιορισμών του εύρους καταγραφόμενων
ρευμάτων του χρησιμοποιούμενου ποτενσιοστάτη, καθώς για πιο αργούς ρυθμούς
σάρωσης, μειώνονται τα καταγραφόμενα ρεύματα και φτάνουν στα όρια μέτρησης
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Σχήμα 5.3: Κυκλικά βολταμμογραφήματα διαλύματος κυανού του μεθυλενίου
62.5μΜ, MtPerII 2 ×10−9M σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων pH=8
5mM, απουσία H2O2, με ρυθμούς σάρωησς 5, 10, 20, 50 , 100 mV/s

Σχήμα 5.4: Κυκλικά βολταμμογραφήματα διαλύματος κυανού του μεθυλενίου
62.5μΜ, MtPerII 2 ×10−9M σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων pH=8
5mM, παρουσία H2O2 συγκέντρωσης 80 mM, με ρυθμούς σάρωησς 5, 10, 20, 50
, 100 mV/s
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του οργάνου, οδηγώντας σε μεγάλο θόρυβο και καθιστώντας έτσι μη εφικτή την
περαιτέρω μελέτη.

Σχήμα 5.5: 𝐼p
𝐼po

συναρτήσει του αντιστρόφου της ρίζας της ταχύτητας σάρωσης για
διάλυμα κυανού του μεθυλενίου 62.5μΜ, MtPerII 2×10−9M σε ρυθμιστικό διά-
λυμα φωσφορικών ιόντων pH=8 5mM, πριν και μετά την προσθήκη H2O2 τελικής
συγκέντρωσης 80mM

Για την εύρεση της κινητικής σταθεράς k2,2 μέσω των υπολογιζόμενων από
την κυκλική βολταμμετρία κορυφών πριν και μετά την προσθήκη υπεροξειδίου πρέ-
πει να γίνει προσαρμογή των πειραματικών δεδομένων στην σχέση 5.25 για το
γραμμικό κομμάτι των δεδομένων εξάρτησης του λογου 𝐼p

𝐼po
από τετραγωνική ρίζα

του λ. Αρχικά γίνεται υπόθεση για την τιμή της κινητικής σταθεράς, και βάσει
του ότι πρόκειτια για μία ενζυμική δράση η οποία πρέπει να είναι πολύ γρήγορη,
επιλέγεται η τιμή 10−5Μ−1s−1 . Έτσι, από την εξίσωση 5.19 γίνεται βάσει της
κινητικής σταθεράς αυτής υπολογισμός για τον παράγοντα λ για κάθε ταχύτητα
σάρωσης που εμπίπτει στο γραμμικό κομμάτι των δεδομένων εξάρτησης ρεύματος
από τετραγωνική ρίζα του λ και στη συνέχεια από τη σχέση 5.25, υπολογίζονται
οι αντίστοιχες τιμές 𝐼p

𝐼po theor
. Για τον υπολογισμό τώρα της σταθεράς k2,2 χρη-

σιμοποιείται η μέθοδος Newton-Raphson με μεταβλητή την k2,2 αυτή που έχει
ήδη υποτεθεί, ώστε να επιτευχθεί ελαχιστοποίηση του τετραγώνου διαφορών των
𝐼p
𝐼po
- 𝐼p

𝐼po theor
για κάθε ρυθμό σάρωσης στο γραμμικό κομμάτι της εξάρτησης του

λόγου 𝐼p
𝐼po

από την τετραγωνική ρίζα του 𝜆 για τα πειραματικά δεδομένα. Η μέθο-
δος Newton Raphson συγκλίνει για k2,2=9.4 × 107 M−1s−1.
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Για την εύρεση των υπολοίπων κινητικών παραμέτρων χρησιμοποιείται και πάλι
σύστημα τριών ηλεκτροδίων με ηλεκτρόδιο εργασίας ηλεκτρόδιο δίσκου υαλώδους
άνθρακα, διαμέτρου 3mm, ηλεκτρόδιο αναφοράς (Ag/AgCl +0,197V vs SHE) και
αντίθετο ηλεκτρόδιο, ράβδο άνθρακα. Η συγκέντρωση κυανού του μεθυλενίου είναι
250μΜ ενώ του ενζύμου 4 ×10−8M και το διάλυμα που χρησιμοποιεταί ρυθμιστικό
διάλυμα φωσφορικών ιόντων pH=8. Για κάθε ρυθμό σάρωσης υπολογίζονται τα
λ από τη σχέση 5.19 βασει της 𝑘2,2 που έχει ήδη βρεθεί. Γίνεται αρχικά κυκλική
βολταμετρία σε ρυθμούς σάρωσης 5, 10, 20, 50 και 100mV/s και καταγράφονται
οι αναγωγικές κορυφές. Κατόπιν, προστίθεται υπεροξείδιο του υδρογόνου ώστε η
τελική συγκέντρωση του διαλύματος που θα προκύψει να είναι είναι 17.5, 34.3, 86.5
και 141 mM για κάθε δείγμα και πραγματοποιείται πάλι κυκλική βολταμετρία στους
ίδιους ρυθμούς σάρωσης με πριν, καταγράφονται πάλι οι αναγωγικές κορυφές και
τα πλατώ και γίνονται υπολογισμοί για τους λόγους 𝐼p

𝐼po
.

Στο Σχήμα 5.6 παρουσιάζονται τα κυκλικά βολταμμογραφήματα μεταξύ 0.1 και
-0.4 V vs Ag/AgCl για ρυθμούς σάρωσης 5, 10, 20, 50, 100 mV/s απουσία H2O2
για συγκέντρωση κυανού του μεθυλενίου 250 μΜ, ενζύμου 4 × 10−8M και ρυθμι-
στικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων pH=8. Κατόπιν παρουσιάζονται στα Σχήματα
5.7 - 5.10 τα κυκλικά βολταμμογραφήματα που αντιστοιχούν στις ίδιες συθήκες
με τη διαφορά ότι έχει προστεθεί H2O2 σε συγκεντρώσεις 17.5, 34.3, 86.5 και
141.0 mM. Εδώ πρέπει να αναφερθεί ότι για κάθε σειρά μετρήσεων έχει γίνει και
καταγραφή κυκλικών βολταμμογραφημάτων απουσία H2O2, επειδή δεν κρίνεται
απαραίτητα να παρουσιαστούν όλες τις αντίστοιχες μετρήσεις και παρουσιάζεται
ενδεικτικά στο Σχήμα 5.6 μία σειρά τέτοιων μετρήσεων, η οποία αντιστοιχεί στις
μετρήσεις για το τυφλό διάλυμα που χρησιμοποιήθηκε για κατόπιν συγκέντρωση
υπεροξειδίου του υδρογόνου 17.5 mM. Για όλες τις συγκεντρώσεις H2O2 πα-
ρατηρείται μείωση των οξειδωτικών κορυφών και αύξηση των αναγωγικών μετά
την προσθήκη H2O2 σε σχέση με τις αντίστοιχες μετρήσεις απουσία του H2O2,
μεταβολές οι οποίες είναι εντονότερες αυξανομένης της συγκέντρωσης του υπερο-
ξειδίου. Σε καμία περίπτωση δεν υπάρχει ξεκάθαρη σιγμοειδής καμπύλη σε χαμη-
λές ταχύτητες σάρωσης, όμως, φαίνεται έντονα η τάση των βολταμμοφημάτων να
ωθούνται προς αυτήν την κατάσταση. Επίσης λόγω σχετικά υψηλής συγκέντρωσης
του κυανού του μεθυλενίου, τα κυκλικά βολταμμογραφήματα φαίνεται να απομα-
κρύνονται από την ιδανική αντιστρεπτότητα το οποίο, όμως, συμβαίνει κυρίως σε
ταχύτητες σάρωσης μεγαλύτερες των 20mV/s οι οποίες δε χρησιμοποιούνται στην
μετέπειτα επεξεργασία των αποτελεσμάτων για την εξαγωγή κινητικών σταθερών
καθώς δεν πληρούν τις προϋποθέσεις για να αξιοποιηθούν στη διαδικασία αυτή.

Στο Σχήμα 5.11 παρουσιάζονται πιο συγκεκριμένα για τη σύγκριση πριν και
μετά την προσθήκη του υπεροξειδίου του υδρογόνου για χαμηλές ταχύτητες σά-
ρωσης, τα κυκλικά βολταμμογραφήματα που προέκυψαν από την κυκλική σάρωση
με όρια 0.1V εως -0.4V ξεκινώντας από τα 0.1V με ρυθμο σάρωσης 5mV/s για
σύσταση διαλυμάτων όπως αναγράφεται παραπάνω, πριν και μετά την προσθήκη
υπεροξειδίου σε τελική συγκέντρωση 17.5 και 86.5mM Η2Ο2. Απουσία υπεροξει-
δίου παρατηρείται αναγωγική κορυφή στα -0.26V και οξειδωτικη στα -0.2V. Πα-
ρουσία υπεροξειδίου η οξειδωτικη κορυφή στα -0.2V έχει μειωθεί ενώ η αναγωγική
στα -0.26V έχει αυξηθεί, και μάλιστα περισσότερο για συγκέντρωση υπεροξειδίου
86.5mM από ότι για 17.5mM. Επίσης, εδώ λόγω υψηλότερης συγκέντρωσης του
κυανού του μεθυλενίου τα υδρογονοκατιόντα δεν επηρεάζουν το σχήμα των βολ-
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Σχήμα 5.6: Κυκλικά βολταμμογραφήματα διαλύματος κυανού του μεθυλενίου
250μΜ, MtPerII 4 ×10−8M σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων pH=8
5mM, απουσία H2O2 για ρυθμούς σάρωσης 5, 10, 20, 50 και 100 mV/s

Σχήμα 5.7: Κυκλικά βολταμμογραφήματα διαλύματος κυανού του μεθυλενίου
250μΜ, MtPerII 4 ×10−8M σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων pH=8
5mM, και συγκέντρωση H2O2 17.5mM για ρυθμούς σάρωσης 5, 10, 20, 50 και
100 mV/s
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Σχήμα 5.8: Κυκλικά βολταμμογραφήματα διαλύματος κυανού του μεθυλενίου
250μΜ, MtPerII 4 ×10−8M σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων pH=8
5mM, και συγκέντρωση H2O2 34.3mM για ρυθμούς σάρωσης 5, 10, 20, 50 και
100 mV/s

ταμμογραφημάτων.

Στο Σχήμα 5.12 απεικονίζονται οι λόγοι 𝐼p
𝐼po

ως προς λ1/2 για τις ανωτέρω συ-
γκεντρώσεις υπεροξειδίου. Tο γραμμικό κομμάτι βρίσκεται για ρυθμούς σάρωσης
5, 10 και 20mV/s, με εξαίρεση να αποτελούν τα 141mM για τα οποία συμπερι-
λαμβάνονται και τα 50mV/s. Οι κλίσεις που υπολογίζονται για κάθε προσθήκη
υπεροξειδίου παρουσιάζονται στον Πίνακα 5.1 μαζί με τον συντελεστή γραμμικής
συσχέτισης, ο οποίος κρίνεται σε όλες τις περιπτώσεις ικανοποιητικός.

Πίνακας 5.1: Κλίση και συντελεστής γραμμικής συσχέτισης (𝑟2 𝐼𝑝
𝐼𝑝𝑜

συναρτήσει
του λ για συγκεντρώσεις υπεροξειδίου 17.5, 34.3, 86.5 και 141mM, για διάλυμα
κυανού του μεθυλενίου 62.5μΜ, MtPerII 4 ×10−8M σε ρυθμιστικό διάλυμα φω-
σφορικών ιόντων pH=8 5mM

cso (mM) κλίση 𝑟2

17.5 0.118 0.978
34.3 0.161 0.955
86.5 0.198 0.987
141 0.225 0.954
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Σχήμα 5.9: Κυκλικά βολταμμογραφήματα διαλύματος κυανού του μεθυλενίου
250μΜ, MtPerII 4 ×10−8M σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων pH=8
5mM, και συγκέντρωση H2O2 86.5 mM για ρυθμούς σάρωσης 5, 10, 20, 50 και
100 mV/s

Από την εξίσωση 5.26 βρίσκεται ο παράγοντας σ για κάθε συγκέντρωση υπε-
ροξειδίου και τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στον Πίνακα 5.2

𝑠𝑙𝑜𝑝𝑒𝑡ℎ𝑒𝑜𝑟𝑒𝑡𝑖𝑐𝑎𝑙 = 1
0.446 [ 1

𝜎 − 1
𝜎2 𝑙𝑛(1 + 𝜎)]1/2 (5.26)

Πίνακας 5.2: Παράγοντας σ για κάθε συγκέντρωση για συγκεντρώσεις υπεροξει-
δίου 17.5, 34.3, 86.5 και 141mM, για διάλυμα κυανού του μεθυλενίου 62.5μΜ,
MtPerII 5 10−9M σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων pH=8 5mM

𝑐sο (mM) σ
17.5 715
34.3 380
86.5 251
141 194

Τέλος από τα δεδομένα που προκύπτουν από την παραπάνω ανάλυση κατα-
σκευάζεται το διάγραμμα σ/k2,2 ως προς 1/csο (Σχήμα 5.13) και από την κλίση
βρίσκεται το 1/k1 και από την αποτένουσα το 1/k1,2, σύμφωνα με τη Σχέση 5.20
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Σχήμα 5.10: Κυκλικά βολταμμογραφήματα διαλύματος κυανού του μεθυλενίου
250μΜ, MtPerII 4 ×10−8M σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων pH=8
5mM, και συγκέντρωση H2O2 141 mM για ρυθμούς σάρωσης 5, 10, 20, 50 και
100 mV/s

Aπό γραμμική παλινδρόμηση προκύπτει από το Σχήμα 5.13 η κλίση ίση με
0.000976 και η αποτέμνουσα ίση με 0.00906 με συντελεστή γραμμικής συσχέτισης
0.9947. Έτσι, η k1 υπολογίζεται 1258M−1s−1 ενώ η k1,2 110.4s−1. Κατόπιν διαι-
ρώντας την k1,2 με την k1 υπολογίζεται η Κ1Μ (Σχέση 5.8) που αντιστοιχεί στην
kΜ του ενζύμου με το υπεροξείδιο εκτιμάται ίση με 0.088M. Τέλος, από τις σχέσεις
5.8 και 5.6 υπολογίζονται οι σταθερές 𝑘1,1=2401 Μ−1s−1 και 𝑘1,−1=101𝑠−1.
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Σχήμα 5.11: Κυκλικό βολταμμογράφημα διαλύματος κυανού του μεθυλενίου
250μΜ, MtPerII 4 ×10−8M σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων pH=8
5mM, πριν και μετά την προσθήκη H2O2 τελικής συγκέντρωσης (a) 17.5mM
(b)86.5mM, με ρυθμό σάρωσης 5mV/s
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Σχήμα 5.12: 𝐼p
𝐼po

συναρτήσει της ρίζας του παράγοντα λ για διαφορετικές συγκε-
ντρώσεις H2O2

Σχήμα 5.13: σ/k2,2 ως προς 1/c𝑜
𝑠
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5.4 Yπολογισμοί με Μέθοδο Πεπερασμένων
Στοιχείων

Βάσει των αποτελεσμάτων που εξήχθησαν στην προηγούμενη ενότητα όσον
αφορά στις κινητικές σταθερές, έγινε χρήση της μεθόδου των πεπερασμένων στοι-
χείων, τόσο για την επιβεβαίωση των τιμών που εξήχθησαν όσο και για πρόβλεψη
της συμπεριφοράς του συστήματος για πιο χαμηλές ταχύτητες σάρωσης που δεν εί-
ναι δυνατό να εξεταστούν πειραματικά λόγω περιορισμών των χρησιμοποιούμενων
οργάνων.

Γίνεται επίλυση της ηλεκτροαναλυτικής μορφής της εξίσωσης Butler-Volmer
υπό τη μορφή που παρουσιάζεται στη Σχέση 5.27

𝑖 = 𝑛𝐹𝑘∘(𝑐red𝑒𝑥𝑝((𝑛 − 𝑎c𝐹𝜂)
𝑅𝑇 ) − 𝑐ox𝑒𝑥𝑝((𝑎c𝐹𝜂)

𝑅𝑇 ) (5.27)

όπου, 𝑖 η πυκνότητα ανταλλασσόμενου ρεύματος, 𝑘o, 𝑐red η συγκέντρωση της
ανηγμένης μορφής της οξειδοαναγώμενης ουσίας στον κύριο όγκο του διαλύματος,
𝑐ox η συγκέντρωση της οξειδωμένης μορφής της οξειδοαναγώμενης ουσιας στον
κύριο όγκο του διαλύματος, η ετερογενής κινητική στθερά της αντίδρασης, 𝑎c o
καθοδικός συντελεστής μετφοράς, 𝜂 η διαφορά μεταξύ του εφαρμοζόμενου δυνα-
μικού και του δυναμικού ισορροπίας του οξειδοαναγωγικού ζεύγους, 𝑛 ο αριθμός
των ανταλλασσόμενων ηλεκτρονίων, 𝐹 η σταθερά του Faraday, 𝑅 η σταθερά των
ιδανικών αερίων και 𝑇 η απόλυτη θερμοκρασία.

Βάσει του μοντέλου που αναπτύχθηκε στην προηγούμενη ενότητα, δεν πραγ-
ματοποιούνται αντιδράσεις στον κύριο όγκο του διαλύματος και οι ρυθμοί των
αντιδράσεων που συμβαίνουν στην στιβάδα διάχυσης του ηλεκτροδίου δίνονται
από τις σχέσεις

𝑟E1 = −𝑘1,1𝑐E1𝑐S + 𝑘1,−1𝑐E1S + 𝑘22𝑐E2𝑐Q (5.28)

𝑟E2 = −𝑘12𝑐E1S − 𝑘22𝑐E2𝑐Q (5.29)

𝑟E1S = 𝑘1,1𝑐E1𝑐S − 𝑘1,−1𝑐E1S − 𝑘22𝑐E2𝑐Q (5.30)

𝑟S = −𝑘1,1𝑐E1𝑐S + 𝑘1,−1𝑐E1S (5.31)

𝑟P = 𝑘22𝑐E2𝑐𝑄 (5.32)
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𝑟Q = −𝑘22𝑐E2𝑐𝑄 (5.33)

Επίσης για το παρόν σύστημα γίνεται η παραδοχή ότι η μεταφορά μάζας γίνεται
μόνο λόγω της διάχυσης, αγνοώντας την ηλεκτρομεταφορά χάρη στον φέροντα
ηλεκτρολύτη.

Οι συγκεντρώσεις που χρησιμοποιούνται για τα διάφορα χημικά είδη είναι ίδιες
με αυτές που χρησιμοποιήθηκαν για την πειραματική διαδικασία της προηγούμενης
ενότητας και οι κινητικές σταθερές, αυτές που εξήχθησαν επίσης στην προηγού-
μενη ενότητα. Τα όρια των κυκλικών βολταμμογραφημάτων, αυτά είναι 0.1 V και
-0.4 V ενώ το δυναμικό ισορροπίας που χρησιμοποιήθηκε, -0.17 V. Για 𝑘o επιλέ-
χθηκε η τιμή 0.0001m/s, καθώς από τα πειραματικά αποτελέσματα, η αντίδραση
δε φαίνονταν να είναι πλήρως αντιστρεπτή ώστε η τιμή να είναι πιο μεγάλη (με-
γαλύτερο 𝑘o υποδηλώνει υψηλότερη αντιστρεπτότητα οξειδοαναγωγικής δράσης).
Όσον αφορά στους συντελεστές διάχυσης, χρησιμοποιήθηκε και για τις δύο μορ-
φές του συνυποστρώματος συντελεστής διάχυσης με τιμή 10−5cm2/s ενώ και
για τις τρεις μορφές του ενζύμου 10−7cm2/s ελλείψει πειραματικών δεδομένων.
Εξ’ άλλου, οι συντελεστές διαχυσης δεν εμφανίζονται στις εξαρτήσεις του λόγου
𝐼p/𝐼po,συνεπώς δε θα επηρεάσουν τα προς σύγκριση αποτελέσματα με τα πειραμα-
τικά, αποτελέσματα. Για το μήκος του σχεδιαζόμενου χωρίου 𝐿 κατά την επίλυση
χρησιμοποιήθηκε η Σχέση 5.34 και έχει καθαρά υπολογιστικό χαρακτήρα.

𝐿 = √𝐷A2 |𝐸vertex,1 − 𝐸vertex,2|
𝑣 (5.34)

όπου 𝐷A o συντελεστής διάχυσης του οξειδοαναγώμενου είδους, 𝐸vertex,i τα
όρια δυναμικού του συστήματος, 𝑣 η ταχύτητα σάρωσης.

Αρχικά γίνονται οι υπολογισμοί για τα κυκλικά βολταμμογραφήματα απουσία
υπεροξειδίου για ταχύτητες σάρωσης 5, 10, 20, 50 και 100 mV/s (Σχήμα 5.14)
και μετά παρουσία υπεροξειδίου σε συγκέντρωση 80mM για τις ίδιες ταχύτητες
σάρωσης (Σχήμα 5.15) και καταγράφονται και στις δύο περιπτώσεις οι αναγωγι-
κές κορυφές. Στη συνέχεια, καταστρώνεται διάγραμμα το λόγου 𝐼p

𝐼po
συναρτήσει

του αντιστρόφου της ρίζας της ταχύτητας σάρωσης και γίνεται σύγκριση με το
αντίστοιχο πειραματικό 5.5. H κλίση του γραμμικού μέρους του διαγράμματος για
τα πειραματικά δεδομένα είναι 0.143 με συντελεστή γραμμικής συσχέτισης 0.985
ενώ για τα υπολογιζόμενα με τη μέθοδο των πεπερασμένων στοιχείων 0.131 με
συντελεστή γραμμικής συσχέτισης 0.931. Παρατηρείται σφάλμα 8%, το οποίο απο-
τελεί μία ένδειξη ότι τα πειραματικά αποτελέσματα ανταποκρίνονται στα θεωρητικο
μοντέλο, όπως έχει αυτό στηθεί. Επίσης, συγκρίνοντας οπτικά τα δύο διαγράμ-
ματα, είναι εμφανές ότι ποιοτικά τουλάχιστον ακολουθούν την ίδια συμπεριφορά
περίπου.

Κατόπιν, η μέθοδος των πεπερασμένων στοιχείων χρησιμοποιήθηκε προκειμέ-
νου να προβλεφθεί η συμπεριφορά του συστήματος για χαμηλότερες ταχύτητες
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5.4. Yπολογισμοί με Μέθοδο Πεπερασμένων Στοιχείων

Σχήμα 5.14: Υπολογιζόμενα με τη μέθοδο των πεπερασμένων στοιχείων κυκλικά
βολταμμογραφήματα απουσία υπεροξειδίου και ταχύτητες σαρωσης 5, 10, 20, 50 και
100 mV/s, για συγκέντρωση ενζύμου 2×10−8M, 𝐾1M =88mM, 𝑘1,2=110.4s−1,
𝑘2,2=9.4×107, 𝑘1,1=2401M−1s−1, 𝑘1,−1 =101−1 και συγκέντρωση μπλε του με-
θυλενίου 62.5 μM

Σχήμα 5.15: Υπολογιζόμενα με τη μέθοδο των πεπερασμένων στοιχείων κυκλικά
βολταμμογραφήματα για συγκέντρωση υπεροξειδίου 80 mM και ταχύτητες σα-
ρωσης 5, 10, 20, 50 και 100 mV/s, για συγκέντρωση ενζύμου 2×10−8M, 𝐾1M
=88mM, 𝑘1,2=110.4s−1, 𝑘2,2=9.4×107, 𝑘1,1=2401M−1s−1, 𝑘1,−1=101−1 και
συγκέντρωση μπλε του μεθυλενίου 62.5 μM
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Κεφάλαιο 5. Μελέτη Κινητικής

Σχήμα 5.16: 𝐼p
𝐼po

συναρτήσει του αντιστρόφου της ρίζας της ταχύτητας σάρωσης
για διάλυμα κυανού του μεθυλενίου 62.5μΜ, MtPerII 4×10−8M βάσει υπολογι-
σμών από μέθοδο πεπερασμένων στοιχειών, πριν και μετά την προσθήκη H2O2
τελικής συγκέντρωσης 80mM

σάρωσης. Απουσία υπεροξειδίου, για ταχύτητες σάρωσης 0.1, 0.2, 0.5, 1, 5 mV/s
φαίνεται να συνεχίζεται η κλασσική συμπεριφορά μιας αντιστρεπτης δράσης σε ένα
κυκλικό βολταμμογράφημα, καθώς μειώνεται η ένταση των κορυφών για μειούμενη
ταχύτητα σάρωσης (Σχήμα 5.17). Για τους υπολογισμούς όπου έχουν προστεθεί
και 80mM υπεροξειδίου του υδρογόνου, παρατηρούνται σιγμοειδείς καμπύλες οι
οποίες ανταποκρίνονται στην καταλυτική δράση του ενζύμου σε χαμηλές ταχύτη-
τες σάρωσης, όπως προβλέπεται και από τη θεωρία (Σχήμα 5.18).

Στη συνέχεια, πάλι με τη μέθοδο των πεπερασμένων στοιχείων γίνονται υπο-
λογισμοί για τα κυκλικά βολταμμογραφήματα για συγκεντρώσεις σε υπεροξειδίο
0, 17.5, 34.3, 86.5 και 141 mM για ρυθμούς σάρωσης 5, 10, 20, 50 και 100 mV/s
και τα αντίστοιχα σετ διαγραμμάτων για κάθε ταχύτητα σάρωσης παρουσιάζονται
στα Σχήματα 5.19 έως 5.23. Στη συνέχεια από τις αναγωγικές κορυφές για κάθε
κυκλικό βολταμμογράφημα υπολογίζεται ο λόγος 𝐼p

𝐼po
για κάθε ζεύγος ρυθμού

σάρωσης-συγκέντρωσης υπεροξειδίου του υδρογόνου και εν τέλει κατασκευάζεται
το διάγραμμα της εξάρτησης 𝐼p

𝐼po
από την τετραγωγική ρίζα του παράγοντα 𝜆 για

κάθε συγκέντρωση υπεροξειδίου, το οποίο παρουσιάζεται στο Σχήμα 5.24.

Συγκρίνοντας το Σχήμα 5.24 για τα υπολογιζόμενα δεδομένα από τη μέθοδο
των πεπερασμένων στοιχείων με το Σχήμα 5.12, οπτικά παρατηρείται αρκετά πα-
ρόμοια τάση στις καμπύλες για κάθε συγκέντρωση υπεροξειδίου για την εξάρτηση
𝐼p
𝐼po

από την τετραγωγική ρίζα του παράγονται 𝜆. Για τα δεδομένα από τη μέθοδο
των πεπερασμέων στοιχείων οι κλίσεις των γραμμικών κομματιών κάθε καμπύλης
υπολογίζονται, 0.124, 0.158, 0.207, και 0.235 για συγκέντρωση υπεροξειδίου 17.5,
34.3, 86.5 και 141 mM αντίστοιχα, και συγκρίνοντας με τις τιμές του πίνακα 5.1
οι αποκλίσεις υπολογίζονται, 5.37, 2.28, 4.63 και 4.61% αντίστοιχα, γεγονός το
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5.4. Yπολογισμοί με Μέθοδο Πεπερασμένων Στοιχείων

Σχήμα 5.17: Υπολογιζόμενα με τη μέθοδο των πεπερασμένων στοιχείων κυκλικά
βολταμμογραφήματα απουσία υπεροξειδίου και ταχύτητες σαρωσης 0.1, 0.2, 0.5,
1, 5mV/s, για συγκέντρωση ενζύμου 2×10−8M, 𝐾1M =88mM, 𝑘1,2=110.4s−1,
𝑘2,2=9.4×107, 𝑘1,1=2401M−1s−1, 𝑘1,−1=101−1 και συγκέντρωση μπλε του με-
θυλενίου 62.5 μM

οποίο υποδεικνύει ότι οι υπολογισμοί πεπερασμένων στοιχείων επιβεβαιώνουν σε
σημαντικό ποσοστό τα πειραματικά αποτελέσματα καθώς και το μοντέλο που έχει
προταθεί για την ανάλυση.

Στο Σχήμα 5.25 παρουσιάζονται τα υπολογιζόμενα με τη μέθοδο των πεπε-
ρασμένων στοιχείων κυκλικά βολταμμογραφήματα για συγκέντρωση υπεροξειδίου
86.5mM, με συνυπόστρωμα 250 μΜ, για ταχύτητες σάρωσης 0.1, 0.2, 0.5, 1, 5,
10, 20, 50 και 100 mV/s με όρια σάρωσης -0.1 με 0.4 V. Παρατηρείται ότι ενώ για
ταχύτητες σάρωσης άνω των 10mV/s παρατηρούνται κλασσικά κυκλικά βολταμμο-
γραφήματα με αυξημένη την αναγωγική κορυφή σε σχέση με την οξειδωτική, για
μικρότερες ταχύτητες σάρωσης, οι καμπύλες μετατρέπονται σταδιακά σε σιγμοει-
δείς υποδεικνύοντας έτσι την καταλυτική δράση του ενζύμου.
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Κεφάλαιο 5. Μελέτη Κινητικής

Σχήμα 5.18: Υπολογιζόμενα με τη μέθοδο των πεπερασμένων στοιχείων κυ-
κλικά βολταμμογραφήματα για συγκέντρωση υπεροξειδίου 80 mM και ταχύτη-
τες σαρωσης 0.1, 0.2, 0.5, 1, 5 mV/s, για συγκέντρωση ενζύμου 4×10−8M,
𝐾1M=88mM, 𝑘1,2=110.4s−1, 𝑘2,2=9.4×107, 𝑘1,1=2401M−1s−1, 𝑘1,−1=101−1

και συγκέντρωση μπλε του μεθυλενίου 62.5 μM

Σχήμα 5.19: Υπολογιζόμενα με τη μέθοδο των πεπερασμένων στοιχείων κυ-
κλικά βολταμμογραφήματα για ρυθμό σάρωσης 5mV/s και συγκεντρώσεις υπε-
ροξειδίου 0, 17.5, 34.3, 86.5 και 141mM, για συγκέντρωση ενζύμου 4×10−8M,
𝐾1M=88mM, 𝑘1,2=110.4s−1, 𝑘2,2=9.4×107, 𝑘1,1=2401M−1s−1, 𝑘1,−1=101−1

και συγκέντρωση μπλε του μεθυλενίου 250 μM
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5.4. Yπολογισμοί με Μέθοδο Πεπερασμένων Στοιχείων

Σχήμα 5.20: Υπολογιζόμενα με τη μέθοδο των πεπερασμένων στοιχείων κυ-
κλικά βολταμμογραφήματα για ρυθμό σάρωσης 10 mV/s και συγκεντρώσεις υπε-
ροξειδίου 0, 17.5, 34.3, 86.5 και 141mM, για συγκέντρωση ενζύμου 4×10−8M,
𝐾1M=88mM, 𝑘1,2=110.4s−1, 𝑘2,2=9.4×107, 𝑘1,1=2401M−1s−1, 𝑘1,−1=101−1

και συγκέντρωση μπλε του μεθυλενίου 250 μM

Σχήμα 5.21: Υπολογιζόμενα με τη μέθοδο των πεπερασμένων στοιχείων κυ-
κλικά βολταμμογραφήματα για ρυθμό σάρωσης 20 mV/s και συγκεντρώσεις υπε-
ροξειδίου 0, 17.5, 34.3, 86.5 και 141mM, για συγκέντρωση ενζύμου 4×10−8M,
𝐾1M=88mM, 𝑘1,2=110.4s−1, 𝑘2,2=9.4×107, 𝑘1,1=2401M−1s−1, 𝑘1,−1=101−1

και συγκέντρωση μπλε του μεθυλενίου 250 μM
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Κεφάλαιο 5. Μελέτη Κινητικής

Σχήμα 5.22: Υπολογιζόμενα με τη μέθοδο των πεπερασμένων στοιχείων κυ-
κλικά βολταμμογραφήματα για ρυθμό σάρωσης 50 mV/s και συγκεντρώσεις υπε-
ροξειδίου 0, 17.5, 34.3, 86.5 και 141mM, για συγκέντρωση ενζύμου 4×10−8M,
𝐾1M=88mM, 𝑘1,2=110.4s−1, 𝑘2,2=9.4×107, 𝑘1,1=2401M−1s−1, 𝑘1,−1=101−1

και συγκέντρωση μπλε του μεθυλενίου 250 μM

Σχήμα 5.23: Υπολογιζόμενα με τη μέθοδο των πεπερασμένων στοιχείων κυκλικά
βολταμμογραφήματα για ρυθμό σάρωσης 100 mV/s και συγκεντρώσεις υπερο-
ξειδίου 0, 17.5, 34.3, 86.5 και 141mM, για συγκέντρωση ενζύμου 4×10−8M,
𝐾1M=88mM, 𝑘1,2=110.4s−1, 𝑘2,2=9.4×107, 𝑘1,1=2401M−1s−1, 𝑘1,−1=101−1

και συγκέντρωση μπλε του μεθυλενίου 250 μM
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5.4. Yπολογισμοί με Μέθοδο Πεπερασμένων Στοιχείων

Σχήμα 5.24: 𝐼p
𝐼po

συναρτήσει της ρίζας του παράγοντα λ για διαφορετικές συγκε-
ντρώσεις H2O2, βάσει υπολογισμών με μέθοδο πεπερασμένων στοιχείων

Σχήμα 5.25: Υπολογιζόμενα με τη μέθοδο των πεπερασμένων στοιχείων κυκλικά
βολταμμογραφήματα για συγκέντρωση υπεροξειδίου 86.5 mM και ταχύτητες σα-
ρωσης 0.1, 0.2, 0.5, 1, 5, 10, 20, 50 και 100 mV/s, για συγκέντρωση ενζύ-
μου 4×10−8M,𝐾1M=88mM, 𝑘1,2=110.4s−1, 𝑘2,2=9.4×107,𝑘1,1=2401M−1s−1,
𝑘1,−1=101−1 και συγκέντρωση μπλε του μεθυλενίου 250 μM
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Κεφάλαιο 6

Εύρεση Προτύπου
Δυναμικού Fe(III)/Fe(II)

6.1 Χρήση Πυρολυτικού Άνθρακα

Για την μέτρηση του πρότυπου δυναμικού Fe(III)/Fe(II) του ενζύμου αρχικά
έγινε χρήση πυρολυτικού άνθρακα για ηλεκτρόδιο εργασίας. H χρήση του συγκ-
κεκριμένου ηλεκτροδίου εργασίας έγινε καθώς βιβλιογραφικά φαίνεται ότι υπάρχει
η δυνατότητα προσρόφησης ενζύμου στη δομή του πυρολυτικού άνθρακα με απο-
τέλεσμα την απευθείας μεταφορά ηλεκτρονίων[49]. Η επιφάνεια του πυρολυτικού
άνθρακα έχει πολλές λειτουργικές ομάδες C-O στις οποίες προσροφούνται αρκετές
πρωτεΐνες και παρουσιάζουν γρήγορη μεταφορά ηλεκτρονίων [48].

6.2 Πειραματική Διαδικασία
Αποτελέσματα

Αρχικά για τον καθαρισμό του πυρολυτικού άνθρακα έγινε εμβάπτιση σε το-
λουόλιο [17] για απομάκρυνση τυχόν ακαθαρσιών ή υπολειμμάτων από προηγού-
μενα πειράματα. Κατόπιν χρησιμοποιήθηκε σύστημα τριών ηλεκτροδίων με ηλε-
κτρόδιο εργασίας κομμάτι πυρολυτικού άνθρακα για βαθμονόμηση SEM (Graphite
Plate, Pyrolytic 1.27x9.98x9.98mm), με ηλεκτρόδιο αναφοράς καλομέλανα (+244
mV vs SHE) και ως αντίθετο ηλεκτρόδιο ράβδο άνθρακα. Χρησιμοποιήθηκε ποτεν-
σιοστάτης Scanning Potentiostat Model 362 της EG & G Instruments, Princeton
Applied Research συνδεδεμένο με ηλεκτρονικό υπολογιστή.

Στο Σχήμα 6.1 παρουσιάζονται τα κυκλικά βολταμμογραφήματα της υπεροξει-
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6.2. Πειραματική Διαδικασία
Αποτελέσματα

Σχήμα 6.1: Κυκλικό βολταμμογράφημα MtPerII συγκέντρωσης 0.270mg/mL σε
ρυθμιστικό διάλυμα TrisHCl pH=8, 20mM με ταχύτητες σάρωσης 5, 10, 20, 50
και 100 mV/s με πυρολυτικό άνθρακα ως ηλεκτρόδιο εργασίας

δάσης MtPerII για ταχύτητες σάρωσης 5, 10, 20, 50 και 100 mV/s. H κυκλική
σάρωση έχει όρια -0.8 και 0.5 V και ξεκίνησε από τα -0.8 V. Ο χρησιμοποιούμε-
νος όγκος είναι 3 ml και η συγκέντρωση του διαλύματος είναι 0.270mg/mL σε
ρυθμιστικό διάλυμα TrisHCl pH=8, 20mM. Για μεγάλες ταχύτητες σάρωσης (50
και 100 mV/s) οι οξειδοαναγωγικές κορυφές των κυκλικών βολταμμογραφημάτων
είναι πιο απομακρυσμένες σε σχέση με τις πιο χαμηλές. Επίσης για την πιο χαμηλή
ταχύτητα σάρωσης των 5mV/s ο οξειδωτική κορυφή είναι πολύ μικρότερη από την
αναγωγική, κάτι το οποίο δεν παρατηρείται στις υπόλοιπες περιπτώσεις.

Στον Πίνακα 6.1 παρουσιάζονται οι τιμές των αναγωγικών και οξειδωτικών
κορυφών που εξάγονται από την ανάλυση των κυκλικών βολταμμογραφημάτων με
ηλεκτρόδιο εργασίας τον πυρολυτικό άνθρακα. Είναι εμφανές ότι δεν πρόκειται για
αντιστρεπτή δράση καθώς όλα τα ζεύγη κορυφών απέχουν μεταξύ τους τουλάχι-
στον κατά 138 mV, το οποίο είναι πανω από το διπλάσιο του κριτηρίου αντιστρε-
πτότητας (58 mv για μεταφορά ενός ηλεκτρονίου), άρα δεν μπορεί να θεωρηθεί ότι
το πρότυπο δυναμικό είναι το μέσο των οξειδοαναγωγικών κορυφών. Για αυτόν
τον λόγο έγινε χρήση των 𝐸1/2 που αντοιστοιχούν στο δυναμικό που εντοπίζε-
ται στο μισό της έντασης του ρεύματος της κάθε οξειδοαναγωγικής κορυφής και
παρουσιάζονται στον Πίνακα 6.2. Από περαιτέρω επεξεργασία των δεδομένων του
Πίνακα 6.2 παρατηρείται ότι ο μέσος όρος των ανοδικών 𝐸1/2 συμπίπτει με αυτόν
των καθοδικών και αντιστοιχεί περίπου σε -0.265 mV, το οποίο μπορεί να θεωρηθεί
ως το φαινόμενο δυναμικό Fe(III)/Fe(II) (formal potential) του ενζύμου.
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Κεφάλαιο 6. Εύρεση Προτύπου Δυναμικού Fe(III)/Fe(II)

Πίνακας 6.1: Οξειδωτιές (𝐸pa) και αναγωγικές κορυφές (𝐸pc) που εξάγονται από
Σχήμα 6.1

Scan rate (mV/s) 𝐸pa 𝐸pc

5 -0.205 -0.343
10 -0.189 -0.364
20 -0.144 -0.399
50 -0.093 -0.470
100 -0.093 -0.488

Πίνακας 6.2: 𝐸1/2a (οξειδωτικά) και 𝐸1/2c (αναγωγικά) που εξάγονται από Σχήμα
6.1

Scan rate (mV/s) 𝐸1/2a 𝐸1/2c

5 -0.265 -0.245
10 -0.266 -0.254
20 -0.256 -0.266
50 -0.275 -0.289
100 -0.251 -0.288

6.3 Ακινητοποίηση σε Πεντανοθειόλη

6.3.1 Αυτοσυναρμοζόμενη μονοστιβάδα πεντανοθειό-
λης

Σκοπός της εν προκειμένω πειραματικής διαδικασίας αποτελεί η ακινητοποίση
του ενζύμου σε ηλεκτρόδιο χρυσού, προκειμένου να επιτευχθεί η απευθείας μετα-
φορά ηλεκτρονίων μεταξύ ενεργού κέντρου του ενζύμου και ηλεκτροδίου. Αρχικά
για το σκοπό αυτό εέχε γίνει ακινητοποίηση του ενζύμου με χρήση δωδεκανο-
θειόλης, όμως, λόγω του μεγάλου μήκους της αλυσίδας δεν επιτεύχθηκε. Κατόπιν
έγινε δοκιμή με πεντανοθειόλη, καθώς για μικρότερο μήκος αλυσίδας υποτέθηκε
ότι ίσως να είναι εφικτή η απευθείας μεταφορά ηλεκτρονίων. Επίσης λόγω μικρό-
τερου μήκους αλυσίδας, η πεντανοθειόλη παρουσιάζει μικρότερη τάξη κατά την
επικάλυψη της επιφανείας του χρυσού, συνεπώς λιγότερη μόνωση και αυξάνει τις
πιθανότητες άμεσης μεταφοράς ηλεκτρονίων.

6.3.2 Τροποποίηση Ηλεκτροδίου με
Πεντανοθειόλη

Σε 20 mL αιθανολικού διαλύματος 1-πεντανοθειόλη συγκέντρωσης 0,08 Μ,
εμβαπτίζεται καθαρισμένο με πόλωση σε H2SO4 1 Μ, ηλεκτρόδιο χρυσού σε μορφή
ελάσματος ηλεκτροχημικά ενεργής επιφάνειας 0.217 cm2 για 8 ώρες. Κατόπιν,
αφαιρείται από το αιθανολικό διάλυμα, στεγνώνεται με ρεύμα αερίου αζώτου και
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6.3. Ακινητοποίηση σε Πεντανοθειόλη

Πίνακας 6.3: Οξειδωτικά Αναγωγικά Δυναμικά και 𝐸∘ για κάθε pH από κυκλικά
βολταμμογραφήματα ακινητοποιημένης υπεροξειδάσηςMtPerII σε ηλεκτρόδιο χρυ-
σού σε μορφή ελάσματος με αυτοσυναρμοζόμενη μονοστιβάδα πεντανοθειόλης για
ρυθμό σάρωσης 100mV/s

pH 𝐸a(V) 𝐸c (V) 𝐸′
o (V)

8.0 -0.078 -0.148 -0.113
7.0 -0.017 -0.106 -0.062
6.0 0.035 -0.064 -0.015
5.0 0.098 0.020 0.059
4.0 0.161 0.074 0.118
3.0 0.234 0.122 0.178

τοποθετείται σε ενζυμικό διάλυμα MtPerII 0.270 mg/ml, TrisHCl pH=8 20mM,
στους 4∘C για 17 ώρες. Έπειτα αφαιρείται από το ενζυμικό διάλυμα και αφήνεται
για 15 λεπτά στο ψυγείο.

6.3.3 Πειραματική Διαδικασία

Έγινε χρήση συστήματος τριών ηλεκτροδίων, όπου ως ηλεκτρόδιο εργασίας
χρησιμοποιείται το τροποποιημένο με 1-πεντανοθειόλη ηλεκτρόδιο χρυσού σε μορφή
ελάσματος, ως ηλεκτρόδιο αναφοράς καλομέλανας (-244 mV vs SHE) και ως αντί-
θετο ηλεκτρόδιο ράβδος άνθρακα. Χρησιμοποιήθηκε ποτενσιοστάτης Scanning
Potentiostat Model 362 της EG & G Instruments, Princeton Applied Research
συνδεδεμένο με ηλεκτρονικό υπολογιστή. Στο Σχήμα 6.2 παρουσιάζονται τα κυ-
κλικά βολταμμογραφήματα του ακινητοποιημένου στο ηλεκτρόδιο ενζύμου σε ρυθ-
μιστικά διαλύματα με pH 3, 4, 5, 6, 7 και 8. Τα ρυθμιστικά διαλύματα με pH 6, 7 και
8 αντιστοιχούν σε ρυθμιστικά διαλύματα φωσφορικών ιόντων ενώ για pH 3, 4 και
5 σε ρυθμιστικό διάλυμα τρυγικού οξέος-τρυγικού νατρίου συγκέντρωσης 20mM
έκαστο. H κυκλική βολταμετρία πραγματοποιείται εν προκειμένω μεταξύ -0.4 και
0.6V ξεκινώντας από τα -0.4V με ρυθμό σάρωσης 100mV/s. Οι οξειδοαναγωγι-
κές κορυφές που εμφανίζονται δεν είναι τόσο έντονες, όμως, μετά από κυκλική
σάρωση και στα ρυθμιστικά διαλύματα χωρίς να έχει προηγηθεί ακινητοποίηση
του ενζύμου στο χρυσό και απουσία οξειδοαναγωγικών κορυφών στα αντίστοιχα
βολταμμογραφήματα, μπορεί να εξαχθεί το συμπέρασμα ότι αντιστοιχούν στο έν-
ζυμο. Επίσης, χρησιμοποιήθηκαν δύο διαφορετικού τύπου ρυθμιστικά διαλύματα
και οι κορυφές υπάρχουν και στα δύο, συνεπώς οι πιθανότητες η απόκριση να μην
οφείλεται σε οξειδοαναγωγή του ενεργού κέντρου του ενζύμου μειώνονται ακόμα
περισσότερο. Επίσης, οι διαφορές μεταξύ οξειδωτικής και αναγωγικής κορυφής
για κάθε μελετούμενο pH είναι περίπου 70 με 100 mV συνεπώς, η δράση μπορεί
να θεωρηθεί «καταχρηστικά» αντιστρεπτή εφόσον οι δύο κορυφές δεν απέχουν
πάνω από 100 mV μεταξύ τους. Στον Πίνακα 6.3 παρουσιάζονται τα δυναμικά στα
οποία εμφανίζονται οι οξειδοαναγωγικές κορυφές που εξάγονται από το Σχήμα 6.2
καθως και τα υπολογιζόμενα Ε′

∘(Fe(III)/Fe(II))

Όπως φαίνεται από τον Πίνακα 6.3, το πρότυπο δυναμικό του ενζύμου δεν εί-
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Σχήμα 6.2: Κυκλικά βολταμμογραφήματα ακινητοποιημένης υπεροξειδάσης
MtPerII σε ηλεκτρόδιο χρυσού σε μορφή ελάσματος με αυτοσυναρμοζόμενη μονο-
στιβάδα πεντανοθειόλης σε ρυθμιστικά διαλύματα pH 3, 4, 5, 6, 7 και 8 για ρυθμό
σάρωσης 100mV/s

ναι σταθερό, ενώ κανονικά θα έπρεπε να μένει ίδιο ανεξαρτήτως του pH, καθώς
πρόκειται για ένα θερμοδυμικό μέγεθος. Η μεταβολή του πρότυπου δυναμικού
αυτή οφείλεται στην ιοντική ισχύ του εκάστοτε διαλύματος. Στην εξίσωση Nernst
(Σχέση 6.1) εμπεριέχεται τόσο το πρότυπο δυναμικό, όσο και η ενεργότητα των
οξειδωμένων και των ανηγμένων ενεργών ειδών στο διάλυμα. Με δεδομένο ότι
η ενεργότητα ισούται με τον συντελεστή ενεργότητας, 𝛾, επί τη συγκέντρωση
των οξειδωμένων και ανηγμένων χημικών ειδών στο διάλυμα, 𝑐, η εξίσωση Nerst
μετασχηματίζεται όπως φαίνεται στη Σχέση 6.2

𝐸eq = 𝐸o + 𝑅𝑇
𝑛𝐹 𝑙𝑛 𝑎ox

𝑎red
(6.1)

όπου 𝐸𝑒𝑞 το δυναμικό ισόρροπιας του κελλιού, Ε∘ το πρότυπο δυναμικό του συ-
στήματος, a𝑜𝑥 η ενεργότητα των οξειδωμένων ειδών στο διάλυμα και a𝑟𝑒𝑑 η
ενεργότητα των ανηγμένων ειδών στο διάλυμα.

𝐸eq = 𝐸o + 𝑅𝑇
𝑛𝐹 ln 𝛾ox

𝛾red
+ 𝑅𝑇

𝑛𝐹 ln 𝑐ox
𝑐red

(6.2)

Συνεπώς, το μετρούμενο με την κυκλική βολταμμετρία δυναμικό Εο’ αντιστοι-
χεί στο πρότυπο δυναμικό συν τον όρο 𝑅𝑇

𝑛𝐹 ln 𝛾ox𝛾red
, και αλλάζοντας το pH παρατη-

ρείται μεταβολή του. Η εξάρτηση του 𝐸∘ από το pH παρουσιάζεται στο Σχήμα 6.3.
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Σχήμα 6.3: Εξάρτηση 𝐸∘’ ακινητοποιημένης υπεροξειδάσηςMtPerII σε ηλεκτρόδιο
χρυσού σε μορφή ελάσματος με αυτοσυναρμοζόμενη μονοστιβάδα πεντανοθειόλης
για ρυθμό σάρωσης 100mV/s από το pH

Παρατηρείται γραμμική εξάρτηση με συντελεστή γραμμικής συσχέτισης 0.9967 και
μαθηματικώς περιγράφεται από τη Σχέση 6.3.

𝑦 = −0.0583 + 0.3472 (6.3)

Στο Σχήμα 6.4 παρουσιάζονται τα κυκλικά βολταμμογραφήματα του ακινητο-
ποιημένου ενζύμου σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων pH=8 για ρυθμούς
σάρωσης 50, 100 και 200mV/s με όρια τα -0.4 και τα 0.6 V ξεκινώντας από τα
-0.4V. Για ρυθμό σάρωσης 50 mV/s δεν είναι εμφανής κάποια οξειδοαναγωγική
κορυφή, για τα 100mV/s αρχιζει να φαίνεται οξειδωτική κορυφή στα -0.078 V vs
SCE και αναγωγική στα -0.148 V vs SCE και στα 200 mV/s οι κορυφές φαίνονται
να είναι πιο ξεκάθαρες. Συνεπώς, εφόσον αυξανομένης της ταχύτητας σάρωσης
φαίνονται πιο έντονες οι οξειδοαναγωγικές κορυφές φαίνεται ότι πρόκειται για
ταχύτατη ηλεκτροχημική δράση.

Όσον αφορά στον υπολογισμό του 𝐸′
o Fe(III)/Fe(II)) έχοντας ακινητοποιήσει

το ένζυμο, παρατηρείται ότι είναι διαφορετικό κατά περίπου 100 mV για pH=8 σε
σχέση με αυτό που υπολογίζεται όταν είναι ελεύθερο στο διάλυμα. Αυτό μπορεί να
οφείλεται είτε σε αλλαγή της διαμόρφωσης του ενζύμου κατά την ακινητοποίηση
είτε σε διαφορά στην ιοντική ισχύ και διηλεκτρική σταθερά του χρησιμοποιούμενου
ρυθμιστικού διαλύματος σε κάθε ένα από τα δύο πειράματα. Πάντως συγκρίνοντας
και τα δύο νούμερα με τα στοιχεία για 𝐸′

o για τις πρωτεΐνες που καταλύουν την ανα-
γωγή του υπεροξειδίου του υδρογόνου (Πίνακας 1.2), η τιμή που υπολογίζεται για
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Σχήμα 6.4: Κυκλικά βολταμμογραφήματα ακινητοποιημένης υπεροξειδάσης
MtPerII σε ηλεκτρόδιο χρυσού σε μορφή ελάσματος με αυτοσυναρμοζόμενη μονο-
στιβάδα πεντανοθειόλης σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων pH=8, 20mM
για ρυθμους σάρωσης 50, 100m και 200mV/s

την MtPerII φαίνεται να έχει φυσική σημασία και να βρίσκεται σε λογικά επίπεδα
και ελαφρώς ανοδικότερα από τις τις αντίστοιχες των άλλων πρωτεϊνών. Eπίσης,
σε αυτό το σημείο πρέπει να σημειωθεί ότι έγινε προσδιορισμός για το οξειδοα-
ναγωγικό ζεύγος Fe(III)/Fe(II) της αίμης της υπεροξειδάσης, το οποίο μπορεί να
δώσει μία ένδειξη μόνο για την οξειδωτική δράση του ενζύμου, καθως οι οξειδωτι-
κές βαθμίδες του σιδήρου της αίμης που συμμετέχουν στην ενζυμική κατάλυση των
υπεροξειδασών που περιέχουν αίμη είναι οι Fe(III), Fe(IV) και Fe(V). Με δεδο-
μένο ότι συγκρίνοντας με τις τιμές που έχουν βρεθεί για τα αντίστοιχα ένζυμα της
βιβλιογραφίας, το δυναμικό που προκύπτει είναι ανοδικότερο, συνεπάγεται ότι έχει
καλύτερη οξειδωτική δράση από τα ομοειδή του, το οποίο συνεπάγεται ότι μπορεί
να οξειδώσει πιο εύκολα τις ανηγμένες μορφές των εκάστοτε συνυποστρωμάτων
του.
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Μέρος III

Εφαρμογή ως Ενζυμικό
Ηλεκτρόδιο
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Κεφάλαιο 7

Tροποποίηση επιφάνειας
Ηλεκτροδίου

7.1 Καθαρισμός Επιφάνεις Ηλεκτροδίου

Σε πρώτη φάση, με σκοπό την τροποποίηση της ηλεκτροδιακής επιφάνειας για
να ακολουθήσει η προσρόφηση της υπεροξειδάσης MtPerII σε αυτήν, πραγμα-
τοποιείται καθαρισμός ηλεκτροδίου Au σε μορφή ελάσματος με κυκλική πόλωση
μεταξύ -1.0 και 2.3 V vs SCE σε υδατικό διάλυμα H2SO4 συγκέντρωσης 1 M,
με χρήση συστήματος τριών ηλεκτροδίων, με ηλεκτρόδιο εργασίας το χρυσό, ηλε-
κτρόδιο αναφοράς καλομέλανα (+244mV vs SHE) και αντίθετο ηλεκτρόδιο ράβδο
άνθρακα. Χρησιμοποιήθηκε ποτενσιοστάτης Scanning Potentiostat Model 362 της
EG & G Instruments, Princeton Applied Research συνδεδεμένος με ηλεκτρονικό
υπολογιστή. Αρχικά πραγματοποιείται σάρωση για 10 λεπτά με ρυθμό 50 mV/s
και κατόπιν με αλλαγή διαλύματος θειικού οξέος H2SO4, με το ίδιο σύστημα τριών
ηλεκτροδίων, εκ νέου σάρωση για 10 λεπτά με ρυθμό 100 mV/s. Μετά το πέρας
της διαδικασίας πραγματοποιείται κυκλική βολταμερία μεταξύ -0.3 και 1.5 V vs
SCE, ξεκινώντας από τα -0.3 V vs SCE με ρυθμό σάρωσης 100 mV/s ώστε να
προκύψει ένα τυπικό κυκλικό βολταμμογραφημα καθαρής επιφάνειας χρυσού όπως
αυτό που παρουσιάζεται στο Σχήμα 7.1, όπου στα +1.1 V vs SCE παρουσιάζεται
μια χαρακτηριστική για το χρυσό οξειδωτική κορυφή και ακολουθούν δύο μικρό-
τερες και στα +0.9 V vs SCΕ μία οξεία αναγωγική κορυφή, ενώ κάτω από τα 0 V
vs SCE παρατηρειται η αναγωγή των υδρογονοκατιόντων[58].
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7.2. Υπολογισμός Ηλεκτροχημικώς Ενεργής Επιφάνειας Χρυσού

Σχήμα 7.1: Κυκλικό βολταμμογράφημα σε ηλεκτρόδιο χρυσού σε μορφή ελάσματος
σε H2SO4 1 M με ρυθμό σάρωσης 100mV/s

7.2 Υπολογισμός Ηλεκτροχημικώς Ενεργής
Επιφάνειας Χρυσού

Για τον υπολογισμό της ηλεκτροχημικώς ενεργής επιφάνειας του ηλεκτροδίου
χρυσού σε μορφή ελάσματος, πραγματοποιείται κυκλική βολταμμετρία σε υδατικό
διάλυμα Fe(CN)63– συγκέντρωσης 0.01 Μ με 0.1 Μ Na2SO4 για φέροντα ηλε-
κτρολύτη, για ταχύτητες σάρωσης 5, 10, 20, 50, 100 mV/s. Στο Σχήμα 7.2 πα-
ρουσιάζονται τα κυκλικά βολταμμογραφήματα που ελήφθησαν από την ανωτέρω
πειραματική διαδικασία, με όρια σάρωσης -0.4 και 0.8 V vs SCE ξεκινώντας από
τα -0.4V vs SCE.

Για κάθε ρυθμό σάρωσης φέρεται η εφαπτομένη στην ασύμπτωτη τιμή του
ρεύματος για πολύ ανοδικά δυναμικά και κατόπιν υπολογίζεται η απόσταση της
εφαπτομένης αυτής από την αναγωγική κορυφή. Στη συνέχεια καταστρώνεται το
διάγραμμα ρεύματος συναρτήσει της ρίζας του ρυθμού σάρωσης και παρουσιάζεται
στο Σχήμα 7.3. Από γραμμική προσαρμογή των δεδομένων η κλίση προκύπτει ίση
με 0.00173 Α√V/s. Από την εξίσωση 7.1 υπολογιζεται η επιφάνεια 0.217cm2

𝐼p = 2.69 × 105𝑛3/2𝐴√𝐷o𝑣𝐶o (7.1)

όπου 𝐷o ο συντελεστής διάχυσης των σιδηροκυανιούχων ίσος με 0.896cm2/s,
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Σχήμα 7.2: Κυκλικά βολταμμογραφήματα σε ηλεκτρόδιο χρυσού σε μορφή ελάσμα-
τος σε 0.01 Μ Fe(CN)63– , με 0.1 Μ Na2SO4 ως φέρων ηλεκτρολύτης για ρυθμούς
σάρωσης 5, 10, 20, 50, 100 mV/s

Σχήμα 7.3: Διάγραμμα αναγωγικής κορυφης συναρτήσει της τετραγωγικής ρίζας
του ρυθμόυ σάρωσης από κυκλικά βολταμμογραφήματα σε ηλεκτρόδιο χρυσού σε
μορφή ελάσματος σε 0.01 Μ Fe(CN)63– , με 0.1 Μ Na2SO4 ως φέρων ηλεκτρολύτης
για ρυθμούς σάρωσης 5, 10, 20, 50, 100 mV/s
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𝐶o η συγκέντρωση της οξειδωμένης μορφής των σιδηροκυανιούχων στο διάλυμα
ίσo με 0.01M, 𝑣 η ταχύτητα σάρωσης σε V/s και A η επιφάνεια του ηλεκτροδίου
σε cm2.

7.3 Eμβάπτιση σε Δωδεκανοθειόλη

Μετά τον καθαρισμό του ηλεκτροδίου χρυσού σε μορφή ελάσματος, γίνεται
εμβάπτισή του σε αιθανολικό διάλυμα δωδεκανοθειόλης συγκέντρωσης 0.1 mM.
Για την εξακρίβωση της δημιουργίας αυτοσυναρμοζόμενης μονοστιβάδας από τη
δωδεκανοθειόλη που καλύπτει την επιφάνεια του χρυσού, σε πρώτο στάδιο πραγ-
ματοποιείται κυκλική βολταμμετρία σε υδατικό διάλυμα Fe(CN)63– συγκέντρωσης
0.01 Μ με 0.1 Μ Na2SO4 ως φέροντα ηλεκτρολύτη για ταχύτητες σάρωσης 5,
10, 20, 50, 100 mV/s, μετά από την εμβάπτιση του ηλεκτροδίου στο αιθανολικό
διάλυμα δωδεκανοθειόλης για διάφορα χρονικά διαστήματα. Στο Σχήμα 7.4 πα-
ρουσιάζονται τα κυκλικά βολταμμογραφήματα που ελήφθησαν από την ανωτέρω
πειραματική διαδικασία, με όρια σάρωσης -0.4 και 0.8 V vs SCE ξεκινώντας από τα
-0.4V vs SCE και παρατηρείται ότι ήδη από τις 4 ώρες το σήμα που λαμβάνεται σε
καθαρή επιφάνεια (Σχήμα 7.2) έχει παραμορφοθεί και καθώς αυξάνεται ο χρόνος
εμβάπτισης, η παραμόρφωση αυξάνεται όλο και περισσότερο, τείνοντας στην πλήρη
εξαφάνιση του σήματος.

Σχήμα 7.4: Κυκλικα βολταμμογραφήματα σε ηλεκτρόδιο χρυσού σε μορφή ελάσμα-
τος σε 0.01 Μ Fe(CN)63– , με 0.1 Μ Na2SO4 ως φέρων ηλεκτρολύτης για ρυθμό
σάρωσης 100 mV/s μετά από εμβάπτιση σε αιθανολικό διάλυμα δωδεκανοθειόλης
0.1mM για 4, 5,6 και 7 ώρες
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Σχήμα 7.5: Διαγράμματα Nyquist για ηλεκτρόδιο χρυσού σε μορφή ελάσματος
σε 0.01 Μ Fe(CN)63– σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων pH=8, 20mM
μετά από εμβάπτιση σε αιθανολικό διάλυμα δωδεκανοθειόλης 0.1 mM για χρόνους
εμβάπτισης 0, 15, 30, 60, 120, 180, 240, 300, 360 και 420 min

Σε δεύτερο στάδιο πραγματοποιείται ηλεκτροχημική φασματοσκοπία εμπέδισης
σε συσκευή Solatron SI 1260, Impedence Gain Phase Analyser, συνδεδεμένο με
ηλεκτρονικό υπολογιστή.

Aπό τα διαγράμματα Nyquist στο Σχήμα 7.5, για t=0, δηλαδή για καθαρή επι-
φάνεια ηλεκτροδίου, ενώ αρχικά παρατηρείται ένα ημικύκλιο, με την εμβάπτιση στη
δωδεκανοθειόλη, η καμπύλη σταδιακά τείνει να γίνει κάθετη στον άξονα των x, το
οποίο υποδεικνύει μείωση της χωρητικότητας και συνεπώς κάλυψη της επιφάνειας
από την αυτοσυναρμοζόμενη μονοστιβάδα της δωδεκανοθειόλης.

Aπό τα διαγράμματα Bode στο Σχήμα 7.6 για αύξοντες χρόνους εμβαπτισης
του ηλεκτροδίου χρυσού σε αιθανολικό διάλυμα δωδεκανοθειόλης, μπορεί να γίνει
μία εκτίμηση του ποσοστού κάλυψης της επιφανείας από δωδεκανοθειόλη υπο-
θέτωντας μονοστρωματική επικάλυψη. Η χωρητικότητα της διπλοστοιβάδας 𝐶dl
συσχετίζεται με την επικάλυψη θ μέσω της σχέσης

𝜃 = 1 − 𝐶dl
𝐶o

dl
(7.2)

όπου 𝐶o
dl η χωρητικότητα της διπλοστοιβάδας για καθαρή επιφάνεια.

Πιο συγκεκριμένα στο γραμμικό κομμάτι από το διάγραμμα Bode 𝑍C(𝑓) όπως
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Σχήμα 7.6: Διαγράμματα Bode για ηλεκτρόδιο χρυσού σε μορφή ελάσματος σε
0.01 Μ Fe(CN)63– σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων pH=8, 20mM μετά
από εμβάπτιση σε αιθανολικό διάλυμα δωδεκανοθειόλης 0.1 mM για χρόνους εμ-
βάπτισης 0, 15, 30, 60, 120, 180, 240, 300, 360 και 420 min
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Σχήμα 7.7: Διαφοροποίηση της επικάλυψης θ (αστερίσκοι)της χωρητικότητας δι-
πλής στοιβάδας Cdl (κύκλοι) για αύξοντες χρόνους εμβάπτισης ηλεκτροδίου με
χρυσό σε μορφή ελάσματος σε αιθανολικό διάλυμα δωδεκανοθειόλης 0.1mM

παρουσιάζεται στο Σχήμα 7.6 είναι το λογαριθμικό διάγραμμα της σχέσης

|𝑍C| = 1
2𝜋𝑓𝐶 (7.3)

η οποία μεταχηματίζεται σε

log|𝑍C| = log 1
2𝜋 − log𝑓 − log𝐶 (7.4)

και για 𝑓=2π, υπολογίζεται τελικά η χωρητικότητα ως

|𝑍C| = 1
𝐶 (7.5)

Μετά από 420 min εμβάπτισης όπως φαίνεται από το Σχήμα 7.7 υπολογίζεται
η επικάλυψη 74% και η χωρητικότητα της διπλοστοιβάδας 21.36 μF/cm2, νούμερα
τα οποία εν γένει συμφωνούν με τα αντίστοιχα βιβλιογραφικά για τις τιμές κάλυψης
χρυσού μετά από εμβάπτιση σε θειόλες.
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7.4 Εμβάπτιση σε Ένζυμο

Εφόσον διαπιστώθηκε ότι όντως το ηλεκτρόδιο χρυσού σε μορφή ελάσματος
έχει επικαλυφθεί σε ένα συγκεκριμένο ποσοστό από τη δωδεκανοθειόλη μέσω της
εμβάπτισης, πραγματοποιήθηκε και εμβάπτιση σε διάλυμα ενζύμου για γίνει προσ-
ρόφηση του ενζύμου στην αυτοσυναρμοζόμενη μονοστιβάδα που έχει δημιουργη-
θεί απο τη δωδεκανοθειόλη. Η διαδικασία που ακολουθήθηκε για την επιβεβαίωση
προσρόφησης ενζύμου στη δωδεκανοθειόλη περιγράφεται παρακάτω.

7.4.1 Ηλεκτροχημική Εκρόφηση

Στη βιβλιογραφία αναφέρεται ότι για πολύ αλκαλικά pH (>11) μονοστρωματι-
κές στιβάδες αλκανοθειολών (CH3(CH2)nSH) σε χρυσό μπρρούν να εκροφηθούν
μέσω των αντιδράσεων που παρουσιάζονται στις Σχέσεις 7.6 και 7.7 [44].

AuS(CH2)nCH3 + 2 H2O Au(0) + −O2S(CH3)nCH3 + 4 H+ + 3 e− (7.6)

AuS(CH2)nCH3 + e−
3 Au(0) + −S(CH3)nCH3 (7.7)

Αρχικά σε αιθανολικό διάλυμα NaOH 0.1 Μ πραγματοποιείται βολταμμετρία
γραμμικής σάρωσης (Linear Sweep Voltammetry) με ρυθμό σάρωσης 5 mV/s
από τα -0.4 έως τα -1.75 V vs SCE σε σύστημα τριών ηλεκτροδίων με ηλεκτρό-
διο εργασίας το χρυσό, ηλεκτρόδιο αναφοράς καλομέλανα (+244 mV vs SHE) και
αντίθετο ηλεκτρόδιο ράβδου άνθρακα. Η συγκεκριμένη συγκέντρωση υπεροξειδίου
του νατρίου αυξάνει το pH του διαλύματος, με αποτέλεσμα να επιτυχγάνεται μετα-
τόπιση της αναγωγής των υδρογονοκατιόντων σε πολύ καθοδικά δυναμικά και να
μην παρουσιάζεται κάποια παρεμπόδιση από αυτά στις μετρήσεις. Χρησιμοποιήθηκε
ποτενσιοστάτης Potentiostat/Galvanostat Model 263A της Princeton Applied
Research συνδεδεμένος με ηλεκτρονικό υπολογιστή. Κατόπιν, γίνεται εμβάπτιση
του ηλεκτροδίου σε αιθανολικό διάλυμα δωδεκανοθειόλης 0.1mM για πέντε ώρες
και κατόπιν επαναλαμβάνεται η ίδια διαδικασία με την κυκλική βολταμμετρία σά-
ρωσης. Έπειτα γινεται καθαρισμός του χρυσού με κυκλική πόλωση όπως περιγρά-
φηκε παραπάνω. Τέλος, γίνεται εμβάπτιση σε αιθανολικό διάλυμα δωδεκανοθειόλης
0.1mM για πέντε ώρες και κατόπιν εκ νεου εμβάπτιση σε 250μL ενζυμικού διαλύμα-
τος MtPerII συγκεντρωσης 0.270mg/mL σε ρυθμιστικό διάλυμα Tris HCl pH=8,
20 mM για 8 ώρες και επαναλαμβάνεται η ίδια διαδικασία σάρωσης. Τα αποτελέ-
σματα παρουσιάζονται στο Σχήμα 7.8, όπου δεν εμφανίζεται καθαρή αναγωγική
κορυφή για σκέτο χρυσό σε αιθανολικό διάλυμα NaOH. Για το ηλεκτρόδιο χρυ-
σού με προσροφημένη την αυτοσυναρμοζόμενη μονοστιβάδα από δωδεκανοθειόλη,
εμφανίζεται κορυφή στα -1.08 V vs SCE ενώ για τον χρυσό μαζί με δωδεκανο-
θειόλη και ένζυμο παρατηρείται αναγωγική κορυφή στα -1.29 V vs SCE. Μετά
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Σχήμα 7.8: Γραμμική βολταμμετρία σάρωσης με ρυθμό σάρωσης 5mV/s σε αιθανο-
λικό διάλυμα NaOH 0.1 Μ για καθαρό ηλεκτρόδιο χρυσού σε μορφή ελάσματος,
ηλεκτρόδιο χρυσού σε μορφή ελάσματος τροποποιημένο με δωδεκανοθειόλη και
ηλεκτρόδιο χρυσού σε μορφή ελάσματος τροποποιημένο με δωδεκανοθειόλη και
MtPerII

την προσρόφηση και του ενζύμου δηλαδή παρατηρείται μία μετατόπιση προς αρνη-
τικότερα δυναμικά της αναγωγικής κορυφής το οποίο οφείλεται τόσο στην αύξηση
της υδροφοβικότητας όσο και στην αύξηση του μήκους του στρώματος που έχει
καλύψει την επιφάνεια του χρυσού [43]. Υπολογιζοντας το εμβαδόν μεταξύ της κα-
μπύλης της βολταμμετρίας σάρωσης του καθαρού ηλεκτρόδιου και του ηλεκτρόδιου
τροποποιημενου με δωδεκανοθειόλη μόνο, υπολογίζεται το εμβαδόν κάτω από την
καμπύλη 6.1 ×10−8 A/V και διαιρώντας με το ρυθμό σάρωσης 0.005V/s προκύπτει
φορτίο 1.22μC. Ανάγοντας τη χωρητικότητα αυτή με την επιφάνεια Α=0.217cm2,
προκύπτει χωρητικότητα ανά μονάδα επιφάνειας 56.2μC/cm2. Χρησιμοποιώντας
το νόμο του Faraday (Σχέση 7.8) υπολογίζεται η επιφανειακή συγκέντρωση 5.8
10−10 μmol/cm2, τιμή η οποία συμφωνεί με τις επιφανειακές συγκεντρώσεις που
βρίσκονται στη βιβλιογραφία για την εκρόφηση αυτοσυναρμοζόμενων επιφανειών
[44, 45, 46, 47].

𝑚 = 𝑄
𝐹

𝑀
𝑧 (7.8)

όπου 𝑄 το ηλεκτρικο φορτίου σε F, 𝐹 η σταθερά του Faraday 96485 C mol−1,
𝑀 το μοριακό βάρος της δωδεκανοθειόλης σε g/mol, και 𝑧 ο αριθμός των μετα-
φερόμενων ηλεκτρονίων, εν προκειμένω μεταφερεται ένα ηλεκτρόνιο.
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Σχήμα 7.9: Φάσμα υπερύθρου για ένζυμο, τροποποιημένο ηλεκτρόδιο χρυσού με
δωδεκανοθειόλη, τροποποιημένο ηλεκτρόδιο χρυσού με δωδεκανοθειόλη και έν-
ζυμο

7.4.2 Χαρακτηρισμός με ATR

Με σκοπό την επιβεβαίωση επιτυχίας της ακινητοποίησης του ενζύμου πάνω
στην τροποποιημένη με δωδεκανοθειόλη επιφάνεια του ηλεκτροδίου χρυσού πραγ-
ματοποιείται φασματομετρία ATR για το ηλεκτρόδιο χρυσού μετά από εμβάπτιση
σε αιθανολικό διάλυμα δωδεκανοθειόλης 0.1mM για 5 ώρες, για το ηλεκτρόδιο
χρυσού μετά από εμβάπτιση σε αιθανολικό διάλυμα δωδεκανοθειόλης 0.1mM για 5
ώρες και και σε 250μL ενζυμικού διαλύματοςMtPerII συγκεντρωσης 0.270mg/mL
σε ρυθμιστικό διάλυμα Tris HCl pH=8, 20 mM για 8 ώρες και για υδατικό διάλυμα
MtPerII. Τα ληφθέντα φάσματα παρουσιάζονται στο Σχήμα 7.9. Oι κοινές κορυφές
μεταξύ ενζύμου και ηλεκτροδίου τροποποιημένου με ένζυμο και δωδεκανοθειόλη
βρίσκονται μεταξύ κυματαριθμών 1640 και 1680 cm−1 που αντιστοιχούν σε αμι-
δικό δεσμό, στα 1540 cm−1 σε δεσμό αζώτου οξυγόνου και μεταξύ 930-950 cm−1

καθώς και 3640-3680 cm−1 που αντιστοιχούν σε υδροξύλια. Μεταξύ του ηλεκτρο-
δίου τροποποιημένου με δωδεκανοθειόλη και του ηλεκτροδίου τροποποιημένου με
δωδεκανοθειόλη και ένζυμο οι κοινές κορυφές βρίσκονται μεταξύ 2850-2925 cm−1

που αντιστοιχούν σε CH2 και CH3. Συνεπώς, εφόσον υπάρχουν κοινές κορυφές
μεταξύ του τροποποιημένου με ένζυμο και δωδεκανοθειόλη ηλεκτροδίου και του
ενζυμικού διαλύματος και του τροποποιημένου με δωδεκανοθειόλη ηλεκτροδίου,
διαπιστώνεται η ύπαρξη ενζύμου πάνω στο ηλεκτρόδιο. To μηχάνημα που χρησι-
μοποιήθηκε είναι FT-IR Jasco 4200 (Japan) συνδυασμένο με ATR PRO - 410S
με κρύστάλλο Γερμανίου με όρια 4000-700 cm−1, διακριτική ικανότητα 4.0 cm−1

και accumulation 50, και ανιχνευτή TGS.
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7.4.3 Δοκιμασια με ABTS

Για την διαπίστωση της ενεργότητας του ακινητοποιημένου στο ηλεκτρόδιο
ενζύμου, ακολουθείται η παρακάτω πειραματική διαδικασία. Σε eppendorf προ-
στίθενται 800μL ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών-κιτρικού pH=5, 100μL ABTS
20mM και 100μL H2O2 10mM και το διάλυμα που προκύπτει είναι διαυγές. Στη
συνεχεια γίνεται εμβάπτιση ηλεκτροδίου χρυσού το οποίο έχει ήδη εμβαπτιστεί σε
αιθανολικό διάλυμα δωδεκανοθειόλης 0.1mM για πέντε ώρες και σε 250μL ενζυμι-
κού διαλύματος MtPerII συγκεντρωσης 0.270mg/mL σε ρυθμιστικό διάλυμα Tris
HCl pH=8, 20 mM για 8 ώρες. Μετά από λιγότερο από ένα λεπτό παρατηρήθηκε
αλλαγή του χρώματος του διαλύματος από διαυγές σε πράσινο το οποίο υποδεικνύει
ενζυμική δράση καθώς το ABTS αναγεννά την υπεοξειδάση που έχει αντιδράσει
με το υπεροξείδιο του υδρογόνου δίνοντας μία κατιοντική ρίζα η οποία δίνει ένα
πράσινο χρώμα και απορροφά στα 420 nM. Η διαφορά χρώματος παρουσιάζεται στα
Σχήμα 7.10. Από την εμφάνιση του πράσινου χρώματος υποδεικνύεται εκτός από
το ότι το ένζυμο έχει ακινητοποιηθεί πάνω στο ηλεκτρόδιο, ότι είναι και ενεργό και
μπορεί να καταλύσει την αναγωγή του υπεροξειδίου του υδρογόνου [57]. Επίσης
παρατηρήθηκε πολύ γρήγορη μεταβολή του χρώματος, το οποίο αποτελεί ένδειξη
μεγάλης ενεργότητας με δεδομένο ότι έχει ακινητοποιηθεί πολύ μικρή ποσότητα
της πρωτεΐνης πάνω στο ηλεκτρόδιο.

Σχήμα 7.10: Διάλυμα ABTS με υπεροξείδιο πριν (Α) και μετά την εμβάπτιση (Β)
του τροποποιημένου με ένζυμο και δωδεκανοθειόλη ηλεκτρόδιο χρυσού σε μορφή
ελάσματος
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7.4.4 Eκτίμηση προσροφημένης ποσότητας ενζύμου με
UV-VIS

Αρχικα κατασκευάζεται η καμπύλη αναφοράς που παρουσιάζεται στο Σχήμα
7.11. Χρησιμοποιήθηκαν πρότυπα διαλύματα ενζύμου MtPerII συγκεντρώσεων
11.5, 22.5 και 35mM. Η εξίσωση που προκύπτει από τις απορροφήσεις των πρότυ-
πων διαλυμάτων στα 408nm είναι

𝑦 = 0.0047𝑥 − 0.0311 (7.9)

Σχήμα 7.11: Καμπύλη αναφοράς απορρόφησης MtPerII στα 408nm

Κατόπιν, ηλεκτρόδιο χρυσού σε μορφή ελάσματος ηλεκτροχημικώς ενεργής
επιφάνειας 0.217cm2 που έχει εμβαπτιστεί σε 0.1mM αιθανολικού διαλύματος δω-
δεκανοθειόλης για 5 ώρες, εμβαπτίζεται σε 0.5 mL σε ενζυμικό διάλυμα MtPerII
0.270 mg/ml (270ppm), TrisHCl pH=8 20mM, στους 4∘C για 17 ώρες.

Κατόπιν, το ηλεκτρόδιο αφαιρείται προσεκτικά από το διάλυμα στο οποίο είχε
γίνει η εμβάπτιση του ηλεκτροδίου, αραιώνεται 1:12 και μετράται η απορρόφηση
ίση με 0.711, το οποιο βάσει της καμπύλης βαθμονόμησης αντιστοιχεί σε συγκέ-
ντρωση 21.6 ppm, ενώ η αρχική συγκέντρωση του διαλύματος αραιωμένου 1:12
είναι 22.5 ppm . Συνεπώς, η διαφορά συγκέντωσης πριν και μετά την τοποθέ-
τηση του ηλεκτροδίου στο ενζυμικό διάλυμα είναι 0.9ppm. Mε δεδομένο ότι το
μοριακό βάρος του ενζύμου είναι περίπου 65kDalton, τα 0.9 ppm αντιστοιχούν
σε 1.4 10−7 mol/l. Με δεδομένο ότι ο όγκος του διαλύματος όπου τοποθετήθηκε
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το ηλεκτρόδιο ήταν 0.5ml, τα moles που προσροφήθηκαν στις θειόλες είναι περί-
που 7 ×10‐11 και εφόσον η επιφάνεια έχει υπολογιστεί 0.217cm2, η επιφανειακή
συγκέντρωση υπολογίζεται περίπου 3 ×10‐10 mol/cm2.

Για την παραπάνω διαδικασία έγινε χρήση του φαρματομέτρου υπεριώδους ορα-
τού τύπου V-630iRM UV-Vis spectrometer της JASCO.
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Κεφάλαιο 8

Βιοαισθητήρας
Υπεροξειδίου

8.1 Χρήση κυανού του μεθυλενίου ως συνυ-
πόστρωμα

8.1.1 Αριστοποίηση ως προς pH, συγκέντρωση
συνυποστρώματος και δυναμικό

Έγινε χρήση συστήματος τρίων ηλεκτροδίων με ηλεκτρόδιο εργασίας, τροπο-
ποιημένο με δωδεκανοθειόλη και ένζυμο MtPerrI ηλεκτρόδιο χρυσού σε μορφή
ελάσματος διατομής 0.217cm2, ηλεκτρόδιο αναφοράς καλομέλανα (+244mV vs
SCE) και ως αντίθετο ηλεκτρόδιο ράβδος άνθρακα. Η τροποποίηση του ηλεκτρο-
δίου έχει γίνει μέσω εμβάπτισης του ελάσματος ηλεκτροδίου χρυσού για 5h σε
αιθανολικό διάλυμα δωδεκανοθειόλης 0.1mM, στέγνωμα και κατόπιν εμβάπτιση
σε ενζυμικό διάλυμα MtPerII συγκέντρωσης 0.270mg/mL, pH=8 για 8h. Χρη-
σιμοποιήθηκε ποτενσιοστάτης Scanning Potentiostat Model 362 της EG & G
Instruments, Princeton Applied Research συνδεδεμένος με ηλεκτρονικό υπολο-
γιστή. 20 mL υδατικού διαλύματος που περιέχουν 1mM κυανού του μεθυλενίου σε
ρυθμιστικό διάλυμα τίθενται υπό αναδευση στα 100rpm. Τα ρυθμιστικά διαλύματα
που χρησιμοποιήθηκαν αντιστοιχούν σε pH 5, 5.5, 6, 6.5, 7, 7.5 και 8. Για εύρος
pH 5.5-8 χρησιμοποιείται ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων ενώ για pH=5
ρυθμιστικό διάλυμα τρυγικού οξέος-τρυγικού νατρίου συγκέντρωσης 20mM. Για
κάθε pH γίνεται εφαρμογή δυναμικού στα -200, -250, -300 και -350mV και γίνε-
ται καταγραφή της απόκρισης ρεύματος. Κατόπιν, γίνεται προσθήκη υπεροξειδίου
του υδρογόνου ώστε να προκύψει τελική συγκέντρωση 1mM και επαναλαμβάνεται
η ίδια διαδικασία και καταγράφεται πάλι η απόκριση του ρεύματος. Εν συνεχεία,
λαμβάνεται η διαφορά απόκρισης ρεύματος για κάθε ζεύγος pH-δυναμικού και κα-
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Πίνακας 8.1: Μεταβολή απόκρισης ρεύματος τροποποιημένου με δωδεκανοθειόλη
και ένζυμο ηλεκτροδίου σε μA συναρτήσει του pH και του εφαρμοζόμενου δυνα-
μικού για υδατικό διάλυμα 1mM κυανού του μεθυλενίου σε ρυθμιστικό διάλυμα
συγκέντρωσης 20mM, υπό ανάδευση 100rpm πριν και μετά την προσθήκη H2O2
σε τελική συγκέντρωση 1mM

pH 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0
𝐸(mV vs SCE)

-350 4.71 4.19 3.93 3.78 3.52 2.89 3.07
-300 3.98 3.74 2.94 3.59 2.98 2.86 1.65
-250 2.68 2.20 2.10 2.64 2.15 1.81 0.73
-200 0.96 1.53 1.47 1.99 1.69 1.22 0.42

Σχήμα 8.1: Μεταβολή απόκρισης ρεύματος ως προς δυναμικό, τροποποιημένου
ηλεκτροδίου για υδατικό διάλυμα 1mM κυανού του μεθυλενίου σε ρυθμιστικό
διάλυμα pH=8 συγκέντρωσης 20mM, υπό ανάδευση 100rpm πριν και μετά την
προσθήκη H2O2 σε τελική συγκέντρωση 1mM

ταστρώνεται ο Πίνακας 8.1 και επιλέγεται το ζεύγος με την υψηλότερη διαφορά
απόκρισης ρεύματος. Όπως φαίνεται στον Πίνακα 8.1 αυτό είναι για δυναμικό -
350 mv vs SCE και pH=8, όμως, λόγω ενδεχόμενης επικάλυψης του σήματος
από την αναγωγή των υδρογονοκατιόντων και λόγω πιθανής ταχύτερης αδρανο-
ποίησης του ενζύμου, τελικά επιλέγεται το δυναμικό -350 mV vs SCE για pH=8.
Στα Σχήματα 8.1 και 8.2 παρουσιάζονται διαγραμματικά οι σχέσεις της μεταβο-
λής απόκρισης ρεύματος ως προς το δυναμικό για pH=8 και ως προς το pH για
εφαρμοζόμενο δυναμικο -300mV vs SCE αντίστοιχα.

Κατόπιν, πάλι με το ίδιο σύστημα τριών ηλεκτροδίων και για εφαρμοζόμενο
δυναμικό -300 mV vs SCE και pH=8 (ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων
20mM), σε υδατικά διαλύματα 20mL για συγκετρώσεις κυανού του μεθυλενίου
0.5, 1, 2 και 3 mM υπό ανάδευση στα 200rpm, καταγράφεται η απόκριση ρεύμα-
τος πριν και μετά την προσθήκη H2O2 σε τελική συγκέντρωση 1mM. Στο Σχήμα
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Σχήμα 8.2: Μεταβολή απόκρισης ρεύματος ως προς pH για εφαρμοζόμενο δυνα-
μικό -300mV vs SCE, τροποποιημένου ηλεκτροδίου για υδατικό διάλυμα 1mM
κυανού του μεθυλενίου σε ρυθμιστικό διάλυμα συγκέντρωσης 20mM, υπό ανά-
δευση 100rpm πριν και μετά την προσθήκη H2O2 σε τελική συγκέντρωση 1mM

8.3 παρουσιάζεται η εξάρτηση της μεταβολής της απόκρισης του ρεύματος πριν
και μετά την προσθήκη H2O2 ως προς τη συγκέντρωση του κυανού του μεθυλε-
νίου. Παρά το γεγονός ότι φαίνεται αυξανομένης της συγκέντρωσης του κυανού
του μεθυλενίου να αυξάνεται η μεταβολή απόκρισης, για συγκεντρώσεις παραπάνω
από 1mM κυανού του μεθυλενίου, η σταθεροποίηση της απόκρισης καθυστερούσε
πάρα πολύ, με αποτέλεσμα να επιλεχθεί τελικά η συγκέντρωση των 1mM για τη
λειτουργία του τροποποιημένου ηλεκτροδίου.

8.1.2 Χρονοαμπερομετρία

Χρησιμοποιώντας το σύστημα τριών ηλεκτροδίων με ηλεκτρόδιο εργασίας, τρο-
ποποιημένο με δωδεκανοθειόλη και ένζυμο MtPerrII ηλεκτρόδιο χρυσού σε μορφή
ελάσματος διατομής 0.217cm2, ηλεκτρόδιο αναφοράς καλομέλανα (+244 vs SHE)
και αντίθετο ηλεκτρόδιο ράβδο άνθρακα, εφαρμόζοντας δυναμικό -300mV vs SCE,
σε υδατικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων pH=8 20mM με συγκέντρωση κυανού του
μεθυλενίου 1mM, γίνεται προσθήκη H2O2 ανά τακτά χρονικά διαστήματα μέχρι η
μεταβολή απόκρισης του σήματος με την προσθήκη υπεροξειδίου να μειωθεί σημα-
ντικά. Χρησιμοποιήθηκε ποτενσιοστάτης Potentiostat/Galvanostat Model 263A
της Princeton Applied Research συνδεδεμένο με ηλεκτρονικό υπολογιστή. Αρ-
χικά, γίνεται προσθήκη 0.3 % w/w, κατόπιν 3 % w/w και τέλος 30% w/w H2O2.
Το χρονοαμπερογράφημα που προκύπτει παρουσιάζεται στο Σχήμα 8.4.
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8.1. Χρήση κυανού του μεθυλενίου ως συνυπόστρωμα

Σχήμα 8.3: Μεταβολή απόκρισης ρεύματος ως προς συγκέντρωση κυανού του
μεθυλενίου για εφαρμοζόμενο δυναμικό -300mV vs SCE και pH=8 (ρυθμιστικό
διάλυμα φωσφορικών ιόντων 20mM), τροποποιημένου ηλεκτροδίου υπό ανάδευση
100rpm πριν και μετά την προσθήκη H2O2 σε τελική συγκέντρωση 1mM

Σχήμα 8.4: Xρονοαμπερομετρία τροποποιημένου ηλεκτροδίου με προσθήκη H2O2
για εφαρμοζόμενο δυναμικό -300mV vs SCE, pH=8 και συγκέντρωση κυανού του
μεθυλενίου 1mM, υπό ανάδευση στα 100 rpm

96



Κεφάλαιο 8. Βιοαισθητήρας Υπεροξειδίου

Σχήμα 8.5: Εξάρτηση ρεύματος από συγκέντρωση για τροποποιημένο ηλεκτρό-
διο με προσθήκη H2O2 για εφαρμοζόμενο δυναμικό -300mV vs SCE, pH=8 και
συγκέντρωση κυανού του μεθυλενίου 1mM, υπό ανάδευση στα 100 rpm

8.1.3 Καμπύλη Αναφοράς

Βάσει του χρονοαμπερογραφήματος από το Σχήμα 8.4 και των συγκεντρώ-
σεων υπεροξειδίου που προκύπτουν από την εκάστοτε προσθήκη, κατασκευάζεται
το διάγραμμα έντασης ρεύματος συγκέντρωσης που παρουσιάζεται στο Σχήμα 8.5.
Φαίνεται μία γραμμικότητα μέχρι τα 106.9 mM και μετά παρουσιάζεται μία κύρτωση
στην καμπύλη. Αναλυτικότερα, το γραμμικό κομμάτι της εξάρτησης της απόκρισης
ρεύματος από τη συγκέντωση παρουσιάζεται στο Σχήμα 8.6 και εκτείνεται από τα
44 μM έως τα 106.9 mM. Ο συντελεστής γραμμικής συσχέτισης που προκύπτει εί-
ναι 0.9993, το οποίο υποδεικνύει πάρα πολύ καλή γραμμική εξάρτηση του ρεύματος
από τη συγκέντρωση του H2O2 και η εξίσωση που προκύπτει είναι

𝑦 = 3.247𝑥 + 3.540 (8.1)

8.1.4 Eυαισθησία, Όρια Ανίχνευσης, Χρόνος Απόκρι-
σης

Από τη Σχέση 8.1 προκύπτει από την κλίση η ευαισθησία του τροποποιημένου
ηλεκτροδίου που είναι 3.247 μΑ/mMH2O2

Επισης, πριν το πείραμα της χρονοαμπερομετρίας πραγματοποιήθηκε μέτρηση
της απόκρισης ρεύματος με σύστημα τριών ηλεκτροδίων με ηλεκτρόδιο εργα-
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8.1. Χρήση κυανού του μεθυλενίου ως συνυπόστρωμα

Σχήμα 8.6: Γραμμική περιοχή Σχήματος 8.5

σίας, τροποποιημένο με δωδεκανοθειόλη και ένζυμο MtPerrII ηλεκτρόδιο χρυ-
σού σε μορφή ελάσματος διατομής 0.217cm2, ηλεκτρόδιο αναφοράς καλομέλανα
(+244mV vs SHE) και αντίθετο ηλεκτρόδιο ράβδου άνθρακα, εφαρμόζοντας δυνα-
μικό -300mV vs SCE, σε 11 υδατικά διαλύματα φωσφορικών ιόντων pH=8 20mM
με συγκέντρωση κυανού του μεθυλενίου 1mM, χωρίς να προστεθεί H2O2 (τυφλά
διαλύματα) και υπολογίστηκε η τυπική απόκλιση ίση με 37.3 μΑ. Κατόπιν για λόγο
σήματος προς θόρυβο 2 προς 1 υπολογίζεται το όριο ανίχνευσης LOD (Limit Of
Detection) 0.023 mM συμφωνα με τη Σχέση 8.2

𝐿𝑂𝐷 = (𝑆/𝑁)𝑆.𝐷.blank
𝑆 (8.2)

όπου 𝐿𝑂𝐷 το όριο ανίχνευσης, 𝑆/𝑁 ο λόγος σήματος προς θόρυβο, 𝑆.𝐷.blank
η τυπική απόκλιση της απόκρισης του συστήματος απουσία υπεροξειδίου και 𝑆 η
ευαισθησία.

Σε περίπτωση που επιλεχθεί διαφορετικός λόγος σήματος προς θόρυβο, τα αντί-
στοιχα όρια ανίχνευσης παρουσιάζονται στον Πίνακα 8.2. Για μεγαλύτερους λό-
γους S/N το όριο ανίχνευσης αυξάνεται αλλά παραμένει της τάξεως των 10−2mM.
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Κεφάλαιο 8. Βιοαισθητήρας Υπεροξειδίου

Πίνακας 8.2: Όρια ανίχνευσης βιοαισθητήρα υπεροξειδίου για διαφορετικούς λό-
γους σήματος προς θόρυβο με χρήση του κυανού του μεθυλενίου ως συνυπό-
στρωμα

S/N LOD (mM)
2 0.023
3 0.034
4 0.046

Το όριο ποσοτικοποίησης LOQ (Limit Of Quantification) υπολογίζεται από
τη Σχέση 8.3 ίσο με 115 μΜ, το οποίο συνεπάγεται ότι παρά το ότι η γραμμική
περιοχή ξεκινά από τα 44 μΜ, ασφαλής μέτρηση μπορεί να γίνει από τα 115 μΜ
και πάνω.

𝐿𝑂𝑄 = 10𝑆.𝐷.blank
𝑆 (8.3)

όπου 𝐿𝑂𝑄 το όριο ποσοτικοποίησης, 𝑆.𝐷.blank η τυπική απόκλιση της απόκρισης
του συστήματος απουσία υπεροξειδίου και 𝑆 η ευαισθησία.

O χρόνος απόκρισης, δηλαδή ο απαιτουμενος χρόνος για την σταθεροποίηση
της απόκρισης ρεύματος, όπως προκύπτει από το Σχήμα 8.4 είναι περίπου 5 s για
τις υψηλές συγκεντρώσεις (μεγαλύτερες από 27mM υπεροξειδίου), ενώ για τις πιο
χαμηλές είναι μικρότερος.

8.1.5 Δοκιμασία σταθερότητας χρήσης

Με χρήση του συστήματος τριών ηλεκτροδίων με ηλεκτρόδιο εργασίας, τροπο-
ποιημένο με δωδεκανοθειόλη και ένζυμο MtPerrII ηλεκτρόδιο χρυσού σε μορφή
ελάσματος διατομής 0.217cm2, ηλεκτρόδιο αναφοράς Καλομέλανα (+244mV vs
SHE) και αντίθετο ηλεκτρόδιο ράβδου άνθρακα, εφαρμόζοντας δυναμικό -300mV
vs SCE, σε υδατικά διαλύματα φωσφορικών ιόντων pH=8 20mM με συγκέντρωση
κυανού του μεθυλενίου 1mM και συγκέντρωση H2O2 5mM γίνεται μέτρηση της
απόκρισης ρευματος συναρτήσει του αριθμού των μετρήσεων για να προσδιορισθεί
η σταθερότητα του ενζυμικού ηλεκτροδίου με τη χρήση και τα αποτελέσματα πα-
ρουσιάζονται στο Σχήμα 8.7. Χρησιμοποιήθηκε ποτενσιοστάτης Potentiostat/Ga-
lvanostat Model 263A της Princeton Applied Research συνδεδεμένο με ηλεκτρο-
νικό υπολογιστή. Μέχρι τις 17 χρήσεις η απόκριση παραμένει περίπου στο 99%
της απόκρισης του πρώτου δείγματος, ενώ μετά αρχίζει να φθίνει φτάνοντας στο
84.5% της αρχικής απόκρισης για την 21η μέτρηση.
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8.2. Χρήση Κατεχόλης ως συνυπόστρωμα

Σχήμα 8.7: Διάγραμμα % απόκρισης ρεύματος σε σχέση με αρχικό, συναρτήσει του
αριθμού χρήσεων για ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων pH=8 20mM, 1mM
κυανού του μεθυλενίου, εφαρμοζόμενο δυναμικό -300mV vs SCE και ανάδευση
στα 100rpm, για την αξιολόγηση της σταθερότητας χρήσης του τροποποιημένου
ηλεκρτροδίου

8.2 Χρήση Κατεχόλης ως συνυπόστρωμα

8.2.1 Αριστοποίηση ως προς pH, συγκέντρωση συνυ-
ποστρώματος και δυναμικό

Έγινε χρήση συστήματος τρίων ηλεκτροδίων με ηλεκτρόδιο εργασίας, τροπο-
ποιημένο με δωδεκανοθειόλη και ένζυμο MtPerrII ηλεκτρόδιο χρυσού σε μορφή
ελάσματος διατομής 0.217cm2, ηλεκτρόδιο αναφοράς Καλομέλανα (+244 mV vs
SCE) και αντίθετο ηλεκτρόδιο ράβδου άνθρακα.Χρησιμοποιήθηκε ποτενσιοστάτης
Scanning Potentiostat Model 362 της EG & G Instruments, Princeton Applied
Research συνδεδεμένο με ηλεκτρονικό υπολογιστή. 20 mL υδατικού διαλύματος
που περιέχουν 1mM κυανού του μεθυλενίου σε ρυθμιστικό διάλυμα τίθεται υπό
αναδευση στα 100rpm. Τα ρυθμιστικά διαλύματα αντιστοιχούν σε pH 5.5, 6, 6.5,
7, 7.5 και 8. Χρησιμοποιείται ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων συγκέντρω-
σης 20mM για το καθε pH. Για κάθε pH γίνεται εφαρμογή δυναμικού στα 50,
0, -50, -100, -150,-200mV και γίνεται καταγραφή της απόκρισης ρεύματος. Κα-
τόπιν, γίνεται προσθήκη υπεροξειδίου του υδρογόνου ώστε να προκύψει τελική
συγκέντρωση 14mM και επαναλαμβάνεται η ίδια διαδικασία και καταγράφεται πάλι
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Κεφάλαιο 8. Βιοαισθητήρας Υπεροξειδίου

Πίνακας 8.3: Μεταβολή απόκρισης ρεύματος τροποποιημένου με δωδεκανοθειόλη
και ένζυμο ηλεκτροδίου σε μM συναρτήσει του pH και του εφαρμοζόμενου δυνα-
μικού για υδατικό διάλυμα 1mM κατεχόλης σε ρυθμιστικό διάλυμα συγκέντρωσης
20mM, υπό ανάδευση 100rpm πριν και μετά την προσθήκη H2O2 σε τελική συ-
γκέντρωση 14mM

pH 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5
𝐸(mV vs SCE)

50 0.99 2.28 3.37 2.27 2.17 1.84
0 1.99 3.45 4.94 3.75 3.42 2.3

-50 2.79 5.49 7.12 5.28 4.78 3.68
-100 4.84 8.72 10.52 8.04 7.00 3.92
-150 7.4 12.91 16.09 10.92 9.79 5.80
-200 11.5 19.31 28.69 15.95 13.57 8.69

η απόκριση του ρεύματος. Κατόπιν λαμβάνεται η διαφορά απόκρισης ρεύματος για
κάθε ζεύγος pH-δυναμικού και καταστρώνεται ο Πίνακας 8.3 και επιλέγεται το
ζεύγος με την υψηλότερη διαφορά απόκρισης ρεύματος. Όπως φαίνεται στον Πί-
νακα 8.3 αυτό είναι για δυναμικό -200 mv vs SCE και pH=7. Στα Σχήματα 8.8 και
8.9 παρουσιάζονται διαγραμματικά οι σχέσεις της μεταβολής απόκρισης ρεύματος
ως προς το δυναμικό για pH=7 και ως προς το pH για εφαρμοζόμενο δυναμικο
-200mV vs SCE αντίστοιχα.

Σχήμα 8.9: Μεταβολή απόκρισης ρεύματος ως προς pH για εφαρμοζόμενο δυνα-
μικό -200mV vs SCE, τροποποιημένου ηλεκτροδίου για υδατικό διάλυμα 1mM
κατεχόλης σε ρυθμιστικό διάλυμα συγκέντρωσης 20mM, υπό ανάδευση 100rpm
πριν και μετά την προσθήκη H2O2 σε τελική συγκέντρωση 14mM
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8.2. Χρήση Κατεχόλης ως συνυπόστρωμα

Σχήμα 8.8: Μεταβολή απόκρισης ρεύματος ως προς δυναμικό, τροποποιημένου
ηλεκτροδίου για υδατικό διάλυμα 1mM κατεχόλης σε ρυθμιστικό διάλυμα pH=7
συγκέντρωσης 20mM, υπό ανάδευση 100rpm πριν και μετά την προσθήκη H2O2
σε τελική συγκέντρωση 14mM

Κατόπιν, πάλι με το ίδιο σύστημα τριών ηλεκτροδίων και για εφαρμοζόμενο
δυναμικό -200 mV vs SCE και pH=7 (ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων
20mM) , σε υδατικά διαλύματα 20mL για συγκετρώσεις κατεχόλης 0.5, 1, 2 και
4 mM υπό ανάδευση στα 200rpm, καταγράφεται η απόκριση ρεύματος πριν και
μετά την προσθήκη H2O2 σε τελική συγκέντρωση 14mM. Στο Σχήμα 8.10 πα-
ρουσιάζεται η εξάρτηση της μεταβολής της απόκρισης του ρεύματος πριν και μετά
την προσθήκη H2O2 ως προς τη συγκέντρωση της κατεχόλης και φαίνεται ότι η
βέλτιστη συγκέντρωση αντιστοιχεί σε 1mM.

8.2.2 Χρονοαμπερομετρία

Χρησιμοποιώντας το σύστημα τριών ηλεκτροδίων με ηλεκτρόδιο εργασίας, τρο-
ποποιημένο με δωδεκανοθειόλη και ένζυμο MtPerrII ηλεκτρόδιο χρυσού σε μορφή
ελάσματος διατομής 0.217cm2, ηλεκτρόδιο αναφοράς Καλομέλανα (+244 vs SΗE)
και αντίθετο ηλεκτρόδιο ράβδου άνθρακα, εφαρμόζοντας δυναμικό -200mV vs SCE,
σε υδατικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων pH=7 20mM με συγκέντρωση κατεχό-
λης 1mM, γίνεται προσθήκη H2O2 ανά τακτά χρονικά διαστήματα μέχρι η με-
ταβολή απόκρισης του σήματος με την προσθήκη υπεροξειδίου να μειωθεί σημα-
ντικά. Χρησιμοποιήθηκε ποτενσιοστάτης Potentiostat/Galvanostat Model 263A
της Princeton Applied Research συνδεδεμένο με ηλεκτρονικό υπολογιστή. Αρ-
χικά, γίνεται προσθήκη 0.3 % w/w, κατόπιν 3 % w/w και τέλος 30% w/w H2O2.
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Κεφάλαιο 8. Βιοαισθητήρας Υπεροξειδίου

Σχήμα 8.10: Μεταβολή απόκρισης ρεύματος ως προς συγκέντρωση κατεχόλης για
εφαρμοζόμενο δυναμικό -200mV vs SCE και pH=7 (ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορι-
κών ιόντων 20mM), τροποποιημένου ηλεκτροδίου υπό ανάδευση 100rpm πριν και
μετά την προσθήκη H2O2 σε τελική συγκέντρωση 14mM

Το χρονοαμπερογράφημα που προκύπτει παρουσιάζεται στο Σχήμα 8.11.

8.2.3 Καμπύλη Αναφοράς

Βάσει του χρονοαμπερογραφήματος από το Σχήμα 8.11 και των συγκεντρώ-
σεων υπεροξείδίου που προκύπτουν από την εκάστοτε προσθήκη, κατασκευάζεται
το διάγραμμα έντασης ρεύματος συγκέντρωσης που παρουσιάζεται στο Σχήμα 8.12.
Φαίνεται μία γραμμικότητα μέχρι τα 336.8 mM και μετά παρουσιάζεται μία κύρτωση
στην καμπύλη. Αναλυτικότερα, το γραμμικό κομμάτι της εξάρτησης της απόκρι-
σης ρεύματος από τη συγκέντωση παρουσιάζεται στο Σχήμα 8.13 και εκτείνεται
από τα 1.84 mM έως τα 336.8 mM. Ο συντελεστής γραμμικής συσχέτισης που
προκύπτει είναι 0,9996, το οποίο υποδεικνύει πάρα πολύ καλή γραμμική εξάρτηση
του ρεύματος από τη συγκέντρωση του H2O2 και η εξίσωση που προκύπτει είναι

𝑦 = 1.913𝑥 + 1.459 (8.4)
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8.2. Χρήση Κατεχόλης ως συνυπόστρωμα

Σχήμα 8.11: Xρονοαμπερομετρία τροποποιημένου ηλεκτροδίου με προσθήκη H2O2
για εφαρμοζόμενο δυναμικό -200mV vs SCE, pH=7 και συγκέντρωση κατεχόλης
1mM, υπό ανάδευση στα 100 rpm

Σχήμα 8.12: Εξάρτηση ρεύματος από συγκέντρωση για τροποποιημένο ηλεκτρό-
διο με προσθήκη H2O2 για εφαρμοζόμενο δυναμικό -200mV vs SCE, pH=7 και
συγκέντρωση κατεχόλης 1mM, υπό ανάδευση στα 100 rpm
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Κεφάλαιο 8. Βιοαισθητήρας Υπεροξειδίου

Σχήμα 8.13: Γραμμική περιοχή Σχήματος 8.12

8.2.4 Όρια Ανίχνευσης, Όρια ποσοτικοποίησης, Χρό-
νος Απόκρισης

Από τη Σχέση 8.4 προκύπτει από την κλίση η ευαισθησία του τροποποιημέ-
νου ηλεκτροδίου που είναι 1.913 μΑ/mMH2O2

με τη χρήση της κατεχολης ως
συνυπόστρωμα.

Επισης, πριν το πείραμα της χρονοαμπερομετρίας πραγματοποιήθηκε μέτρηση
της απόκρισης ρεύματος με σύστημα τριών ηλεκτροδίων με ηλεκτρόδιο εργασίας,
τροποποιημένο με δωδεκανοθειόλη και ένζυμο MtPerII ηλεκτρόδιο χρυσού σε
μορφή ελάσματος διατομής 0.217cm2, ηλεκτρόδιο αναφοράς Καλομέλανα (+244 vs
SΗE) και αντίθετο ηλεκτρόδιο ράβδου άνθρακα, εφαρμόζοντας δυναμικό -200mV
vs SCE, σε 11 υδατικά διαλύματα φωσφορικών ιόντων pH=7 20mM με συγκέ-
ντρωση κατεχόλης 1mM, χωρίς να προστεθεί H2O2 (τυφλά διαλύματα) και υπολο-
γίστηκε η τυπική απόκλιση ίση με 32.7 μΑ. Κατόπιν για λόγο σήματος προς θόρυβο
2 προς 1 υπολογίζετι το όριο ανίχνευσης LOD (Limit Of Detection) 0.033 mM
συμφωνα με τη Σχέση 8.2

Σε περίπτωση που επιλεχθεί διαφορετικός λόγος σήματος προς θόρυβο, τα
αντίστοιχα όρια ανίχνευσης παρουσιάζονται στον Πίνακα 8.4. Για μεγαλύτερους
λόγους S/N το όριο ανίχνευσης αξάνεται αλλά παραμένει της τάξεως των 10−2mM.

Το όριο ποσοτικοποίησης LOQ (Limit Of Quantification) υπολογίζεται από
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8.3. Σύγκριση των δυο συνυποστρωμάτων

Πίνακας 8.4: Όρια ανίχνευσης βιοαισθητήρα υπεροξειδίου για διαφορετικούς λό-
γους σήματος προς θόρυβο με χρήση της κατεχόλης ως συνυπόστρωμα

S/N LOD (mM)
2 0.033
3 0.049
4 0.065

τη Σχέση 8.3 ίσο με 163 μΜ, άρα μπορεί να αξιοποιηθεί ολόκληρη η γραμμική
περιοχή που προκύπτει από το Σχήμα 8.13 εφόσοον ξεκινάει από τα 1.84 mM.

O χρόνος απόκρισης, δηλαδή ο απαιτουμενος χρόνος για τη σταθεροποίηση
της απόκρισης ρεύματος, όπως προκύπτει από το Σχήμα 8.11 είναι περίπου 8 s για
τις υψηλές συγκεντρώσεις ( μεγαλύτερες από 106mM υπεροξειδίου), ενώ για τις
πιο χαμηλές είναι μικρότερος.

8.2.5 Δοκιμασία σταθερότητας χρήσης

Με χρήση του συστήματος τριών ηλεκτροδίων με ηλεκτρόδιο εργασίας, τρο-
ποποιημένο με δωδεκανοθειόλη και ένζυμο MtPerII ηλεκτρόδιο χρυσού σε μορφή
ελάσματος διατομής 0.217cm2, ηλεκτρόδιο αναφοράς καλομέλανα (+244mV vs
SΗE) και αντίθετο ηλεκτρόδιο ράβδου άνθρακα, εφαρμόζοντας δυναμικό -200mV
vs SCE, σε υδατικά διαλύματα φωσφορικών ιόντων pH=7 20mM με συγκέντρωση
κατεχόλης 1mM και συγκέντρωση H2O2 20mM γίνεται μέτρηση της απόκρισης
ρεύματος συναρτήσει του αριθμού των μετρήσεων για να προσδιορισθεί η σταθερό-
τητα του ενζυμικού ηλεκτροδίου με τη χρήση και τα αποτελέσματα παρουσιάζονται
στο Σχήμα 8.14. Χρησιμοποιήθηκε ποτενσιοστάτης Potentiostat/Galvanostat Model
263A της Princeton Applied Research συνδεδεμένος με ηλεκτρονικό υπολογιστή.
Μέχρι τις 15 χρήσεις η απόκριση παραμένει περίπου στο 95.7% της απόκρισης του
πρώτου δείγματος, ενώ μετά αρχίζει να φθίνει φτάνοντας στο 74.4% της αρχικής
απόκρισης για την 21η μέτρηση.

8.3 Σύγκριση των δυο συνυποστρωμάτων

Όσον αφορά στη χρήση τα χαρακτηριστικά των δύο συστημάτων που εξε-
τάσθηκαν με χρηση του κυανού του μεθυλενίου και της κατεχόλης ως συνυπό-
στρωμα, παρουσιάζουν μερικές διαφορές μεταξύ τους. Κατ’αρχάς, παρουσιάζουν
διαφορετικές βέλτιστες συνθήκες λειτουργίας, καθώς με την κατεχόλη παρουσιά-
ζεται βέλτιστο για pH=7 και εφαρμοζόμενο δυναμικό -200mV vs SCE ενώ για
το κυανό του μεθυλενίου για pH=8 και εφαρμοζόμενο δυναμικό -300mV vs SCE,
ενώ τελικά η χρησιμοποιούμενη συγκέντρωση συνυποστρώματος και για τις δύο
περιπτώσεις παραμένει ίδια. Το γεγονός οτι με το κυανό του μεθυλενίου για συνυ-
πόστρωμα ο βιοαισθητήρας λειτουργεί σε πιο αρνητικά δυναμικά, δυνητικά μπορει
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Κεφάλαιο 8. Βιοαισθητήρας Υπεροξειδίου

Σχήμα 8.14: Διάγραμμα % απόκρισης ρεύματος σε σχέση με αρχικό, συναρτή-
σει του αριθμού χρήσεων για ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών ιόντων pH=7
20mM, 1mM κατεχόλη, εφαρμοζόμενο δυναμικό -200mV vs SCE και ανάδευση
στα 100rpm, για την αξιολόγηση της σταθερότητας χρήσης του τροποποιημένου
ηλεκρτροδίου
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8.4. Σύγκριση με τη βιβλιογραφία

να το οδηγήσει πιο εύκολα στην αδρανοποίηση καθώς το συστημα απομακρύνεται
από το πρότυπο δυναμικό του ενζύμου.

Σχετικά με τη γραμμική περιοχή, με τη χρήση της κατεχόλης παρουσιάζεται
μία πολύ μεγαλύτερη γραμμική περιοχη λειτουργίας, όμως υψηλότερο όριο ανίχνευ-
σης, το οποίο υποδεικνύει ότι μπορει να χρησιμοποιηθεί μόνο για πολύ υψηλές
συγκεντρώσεις υπεροξειδίου. Επίσης με τη χρήση της κατεχόλης παρουσιάζεται
μικρότερη ευαισθησία και μεγαλύτερος χρόνος απόκρισης.

Τέλος, συγκρίνοντας τον παρόντα βιαισθητήρα, δεν μπορεί να εξαχθεί ασφαλές
συμπέρασμα για τη συγκριτική ανθεκτικότητα των δύο συστημάτων, καθώς στις
δοκιμασίες αντοχής σε χρήση στο σύστημα με την κατεχόλη για συνυπόστρωμα
χρησιμοποιήθηκε υψηλότερη συγκέντρωση υπεροξειδίου του υδρογόνου. Πάντως
και στις δύο περιπτώσεις, παρουσιάζονταν πολύ καλή επαναληψιμότητα των απο-
τελεσμάτων μέχρι τις 15 μετρήσεις.

8.4 Σύγκριση με τη βιβλιογραφία

Συγκρίνοντας τα μελετούμενα συστήματα βιοαισθητήρων με τα αντίστοιχα της
βιβλιογραφίας για τη χρήση HRP, παρατηρείται ότι όσον αφορά στο εφαρμοζόμενο
δυναμικό, κυμαίνεται γενικώς μεταξύ -200 και -400 V, το οποίο συμπίπτει με τα
βέλτιστα δυναμικά που έχουν βρεθεί από την παρούσα εργασία και το χρησιμο-
ποιούμενο pH συνήθως βρίσκεται μεταξύ 5.5 και 8 , και συμφωνεί επίσης με τα
βέλτιστα pH που βρέθηκαν τόσο για τη χρήση του κυανού του μεθυλενίου όσο
και για την κατεχόλη ως συνυπόστρωμα. Ενδεικτικά από τη βιβλιογραφία γίνεται
παραπομπή στις παρακάτω αναφορές [18, 19, 21, 50, 51, 52, 53, 54, 55].

Όσον αφορά στη γραμμική περιοχή, στους περισσότερους βιοαισθητήρες που
χρησιμοποιούν την HRP, συνήθως έχει ένα εύρος από μM έως και μερικά mM,
συνήθως κάτω από 10mM, και τα όρια ανίχνευσης είναι της τάξεως των μερικών
μM και ορισμένες φορές φτάνουν και κάτω από το 1 μΜ, ενώ ο βιοαισθητήρας που
έχει αναπτυχθεί στην παρούσα εργασία, με τη χρήση και των 2 συνυποστρωμάτων
εμφανίζει γραμμική περιοχή της τάξεως των mΜ, σαφώς υψηλότερη από τη βιβλιο-
γραφία, όμως με ένα πολύ μεγάλο συγκριτικά εύρος. Επίσης, τα όρια ανίχνευσης
στη βιβλιογραφία είναι πολύ χαμηλότερα συγκριτικά με αυτά που έχουν υπολογι-
στεί εν προκειμένω[56]. Επιπρόσθετα, στη βιβλιογραφία παραδόξως δεν εξετάζεται
το όριο ποσοτικοποίησης ενώ επίσης συνήθως παραλείπεται η αναφορά στο χρόνο
απόκρισης.
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Μέρος IV

Συμπεράσματα -
Προτάσεις για

μελλοντική έρευνα
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Κεφάλαιο 9

Συμπεράσματα

Aπό την παρούσα εργασία εξήχθησαν εξής συμπεράσματα

• Οι κινητικές σταθερές του ενζύμου MtPerII από την ηλεκτροχημική με-
λέτη του ενζύμου προέκυψαν ως εξής 𝑘2,2 = 9.4 ×107 M−1s−1, 𝑘1 =
1258M−1s−1, 𝑘1,2 = 110.4 s−1, 𝐾1,M = 0.088M, 𝑘1,1 = 2401 M−1s−1,
𝑘1,−1 = 101 s−1

• Η μέθοδος των πεπερασμένων στοιχείων επαλήθευσε τα πειραματικά αποτε-
λέσματα, με τις αποκλίσεις να υπολογίζονται από 20% και κάτω.

• Tο 𝐸′
∘ Fe(III)/Fe(II) για το ένζυμο με τη χρήση ηλεκτροδίου πυρολυτι-

κού άνθρακα και με ακινητοποίηση του ενζύμου με πεντανοθειόλη. Με την
πρώτη μέθοδο, σε pH=8 το δυναμικό υπολογίστηκε -0.265 V vs SCE ενώ
με τη δεύτερη -0.113 V vs SCE για το ίδιο pH. Επίσης, για ακινητοποί-
μενο το ένζυμο εξάχθηκε η εξάρτηση του δυναμικού του ενζύμου από το pH
𝐸′

∘=0.0583pH + 0.3472

• Μετά από 420 min εμβάπτισης ηλεκτροδίου χρυσού σε αιθανολικό διάλυμα
δωδεκανοθειόλης 0.1mM υπολογίστηκε με φασματομετρία ηλεκτροχημικής
εμπέδισης επικάλυψη 74% και χωρητικότητα διπλοστοιβάδας 21.36μF/cm2,
ενώ μέσω ηλεκτροχημικής εκρόφησης της δωδεκανοθειόλης σε αιθανολικό
διάλυμα NaOH 1 M, εκτιμήθηκε η επιφανειακή συγκέντρωση δωδεκανοθειό-
λης 5.8 ×10−10 mol/cm2

• Με χρήση ATR έγινε ταυτοποίηση της προσρόφησης τόσο της δωδεκανο-
θειόλης όσο και του ενζύμου στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου του χρυσού
ενώ με δοκιμασία με ABTS επιβεβαιώθηκε ότι το ένζυμο ήταν ενεργό αν
και ακινητποιημένο. Τέλος, με χρήση UV-Vis υπολογίστηκε η επιφανειακή
συγκέντρωση ακινητοποιημένου ενζύμου 3 ×10−10 mol/cm2

• Όσον αφορά στην εφαρμογή ως βιοαισθητήρα, για τη χρήση κυανού του
μεθυλενίου οι βέλτιστες συνθήκες λειτουγίας βρέθηκαν pH=8, δυναμικό
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-300mV vs SCE, συγκέντρωση συνυποστρώματος 1 mM, υπό ανάδευση
στις 200 στροφές ανά λεπτό, όριο ανίχνευσης για λόγο σήματος θόρυβο
2, 0.023 mM, όριο ποσοτικοποίησης 0.115 mM,μεγάλη σταθερότητα μέχρι
τις 16 χρήσεις και μέγιστος χρόνος απόκρισης 5 s. Σχετικά με τη χρήση της
κατεχόλης ως συνυπόστρωμα οι βέλτιστες συνθήκες λεαιτουγίας βρέθηκαν
pH=7, δυναμικό -200mV vs SCE, συγκέντρωση συνυποστρώματος 1 mM,
υπό ανάδευση στις 200 στροφές ανά λεπτό, όριο ανίχνευσης για λόγο σήμα-
τος θόρυβο 2, 0.033 mM, όριο ποσοτικοποίησης 0.163 mM,μεγάλη σταθε-
ρότητα μέχρι τις 15 χρήσεις και μέγιστος χρόνος απόκρισης 8 s. Συγκριτικά
με τη βιβλιογραφία, παρατηρούνται μεγαλύτερα όρια ανίχνευσης σε σχέση
με τους ήδη ανεπτυγμένους βιοαισθητήρες με βάση την HRP, όμως, πολύ
μεγαλύτερη γραμμική περιοχή.
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Κεφάλαιο 10

Προτάσεις για
μελλοντική έρευνα

Όσον αφορά στη μελέτη της κινητικής του ενζύμου, κατ’αρχάς θα μπορούσε
να γίνει περαιτέρω προσθήκη υπεροξειδίου του υδρογόνου έτσω ώστε να μελετη-
θεί και η κινητική της απενεργοποίησης του ενζύμου προς τη μορφή 𝐸3. Eπίσης
μπορεί να γίνει χρήση διαφορετικού συνυποστρώματος αντι για το κυανό του μεθυ-
λενίου, το οποίο κατά την οξειδοαναγωγή δε θα αποβάλλει ή δε θα προσλαμβάνει
κατιόντα υδρογόνου, ή θα έχει αρκετά υψηλότερο πρότυπο δυναμικό, έτσι ώστε
να μην υπάρχουν παρεμβολές στο λαμβανόμενο σήμα από την αναγωγή των υδρο-
γονοκατιόντων στην επιφάνεια του ηλεκτροδίου. Επίσης προτείνεται διεκπεραίωση
των πειραμάτων σε ποτενσιοστάτη που θα καλύπτει και μικρότερα εύρη ρευμάτων
έτσι ώστε να μπορούν να χρησιμοποιηθούν και μικρότερες ταχύτητες σάρωσης
και να ληφθούν και πειραματικά τα θεωρητικά παραγόμενα από τη μέθοδο των
πεπερασμέων στοιχείων αποτελέσματα. Επίσης μπορεί να γίνει και εφαρμογή της
μεθοδολογίας αυτής και σε άλλα ένζυμα, προσαρμόζοντας κατάλληλα το μοντέλο
του μηχανισμού έτσι ώστε να εξαχθούν οι κινητικές σταθερές.

Όσον αφορά την εφαρμογή του βιοαισθητήρα, μπορεί να γίνει ακινητοποίηση
και με άλλες μεθόδους ή και με την ίδια, απλά με χρήση θειολών και να γίνει
σύγκριση ως προς τη σταθερότητα και τα όρια ανίχνευσης. Επίσης, μπορεί να γίνει
και αριστοποίηση ως προς το χρόνο παραμονής του ηλεκτροδίου μέσα στο ενζυμικό
διάλυμα. Τέλος, μπορεί να γίνει και δοκιμή διαφορετικών συνυποστρωμάτων ή
ακόμα και μελέτη ανίχνευσης φαινολικών ειδών.
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